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EINLEITUNG

Molekulare Untersuchungen zur Musterbildung im
einfachen Vielzeller Hydra

1. Einleitung

Vielzellige Organismen haben im Verlauf ihrer Evolution vielfdltige Formen und Muster
ausgebildet. Man denke da an die Muster tropischer Schnecken auf deren Gehéuse, die
Anordnung der Dornen bei Rosen, um nur wenige Bespiele zu benennen. Generell erfiillen
Muster dabei die unterschiedlichsten Aufgaben. So haben die genannten Beispiele eher
okologische Bedeutung.

Aus entwicklungsbiologischer Sicht ist besonders die Ausbildung der Korperachsen als eine
Form der Musterbildung von Interesse. Diese Achsenbildung war wéhrend der Evolution der
vielzelligen Organismen wichtige Vorraussetzung fiir die Entstehung eines dreidimensionalen
Korpers, indem ein koordiniertes und hocheffektives Zusammenarbeiten von spezialisierten
Zellen, die in  verschiedenen Geweben in  verschiedenen  Kdrperbereichen
iiberlebensnotwendige Funktionen erfiillen, realisiert werden konnte. Die Notwendigkeit der
Achsendeterminierung ldsst es nicht verwunderlich erscheinen, dass genau wie bei der
evolutiven Entwicklung zu den Eumetazoa, auch bei der Ontogenese, d.h. der Entwicklung
eines Organismus aus der befruchteten Eizelle, die Etablierung der Achsen an erster Stelle
steht. Drei unterscheidbare Orientierungen werden dabei festgelegt, die anterior-posteriore,
die dorsal-ventrale und die links-rechts Orientierung. Die Achsen bilden eine Art
Koordinatensystem, entlang dessen sich die Zellen an dem jeweiligen Ort in die
entsprechende spezialisierte Zelle differenzieren.

Um die urspriinglichen Mechanismen und Prozesse der Achsenbildung zu untersuchen, bietet

der Stisswasserpolyp Hydra, als Vertreter der basalen Metazoa gute Voraussetzungen.

1.1 Hydra als Modellorganismus der Entwicklungsbiologie

1.1.1 Systematik, Morphologie und Biologie

-13 -



EINLEITUNG

Systematische Einordnung von Hydra spec.

Stamm: Cnidaria

Klasse: Hydrozoa

Ordnung: Hydroida

Unterordnung: Hydrina

Familie: Hydridae

Art: Hydra spec.

Hydra ist ein solitdrer StiBwasserpolyp, der weit verbreitet in Seen, Tiimpeln und Fliissen lebt.

Systematisch gehort Hydra zum Stamm der Cnidaria (Nesseltiere). Die Cnidaria spalteten

sich vor ca. 500 Millionen Jahren von der Hauptlinie der Eumetazoa ab und sind nach dem fiir

sie charakteristischen Zelltyp, den Nesselkapseln (Cnidozyten) benannt, die sowohl dem

Nahrungserwerb, als auch der Feindabwehr dienen (Westheide und Rieger, 1996). Zusammen

mit den Ctenophora (Rippenquallen) werden diese zu den Coelenterata (Hohltieren)

zusammengefasst. Im Gegensatz zu den noch einfacher organisierten Schwidmmen (Porifera)

nennt man die Coelenterata bereits diploblastische Eumetazoa, denn sie zeichnen sich durch

den Besitz zweier echter Epithelgewebe aus, der Epidermis und der Gastrodermis, die sich

wiederum von den beiden Keimbléttern Ektoderm und Entoderm ableiten lassen (Abb.1.1).

]

Bilateria

]

Eumetazoa

Cnidaria

Ctenophora

L}

Meta:

zoa

Porifera

Organisationsstufe

PARAZOA

Organisationsstuf

BILATERIA

Organisationsstufe

COELENTERATA

Abb. 1.1: Stufen histologischer, embryologischer und mikroanatomischer Organisation der Metazoa

(verandert nach Westheide und Rieger, 1996)

Alle Strukturen und Gewebe der Coelenterata basieren auf diesen beiden Keimbléattern, ein

Mesoderm kommt nicht vor. Zwischen den beiden Zellschichten befindet sich eine azellulare

Stiitzlamelle, die sogenannte Mesogloea.

- 14 -



EINLEITUNG

Wie bei den meisten Hydrozoen ist die Medusengeneration bei Hydra allerdings sekundir
zuriickgebildet. Haufig bleiben jedoch keimzelltragende Strukturen erhalten, deren Gameten
ektodermaler Herkunft dann kugelige Anhdufungen zwischen Epidermis und Mesogloea
bilden (Abb.1.2). Die Tiere kdnnen zwittrig oder getrenntgeschlechtlich sein. Von groferer
Bedeutung ist bei Hydra die asexuelle Vermehrung durch Knospung (Westheide und Rieger,
1996). Die bei vielen Hydrozoen hdufige Koloniebildung tritt bei Hydra nicht auf.

Polypen

Zygote mit
embryonaler Theca

Abb. 1.2: Lebenszyklus von Hydra spec. (aus Westheide und Rieger, 1996)

Hydra weiBt einen sehr einfachen, radidrsymmetrischen Bauplan mit nur einer Achse, der
apikal — basalen, auf. An den Extremen befinden sich die Hauptdifferenzierungsleistungen des
Tieres, der Kopf und der FuBl. Der Kopf der Hydra gliedert sich in den Mundkegel
(Hypostom) und fiinf bis sechs Tentakel, die zum Beutefangen dienen. Auch der Begriff Ful3
fasst zwei diskriminierbare Strukturen zusammen, den Stiel und die Basalscheibe, die das
Anhaften an das Substrat, wie Steine oder Algen, erlaubt. Zwischen Kopf und Fuf3 liegt der
zylindrische Gastralbereich (Abb.1.3).

Die Tiere konnen eine maximale GréBe von 3 cm erreichen, jedoch liegt die durchschnittliche
GroBe bei 0,5 — 1 ecm. Ein adulter Polyp mit einer durchschnittlichen GréBe besitzt ca. 107

Zellen, die aus 2 Zellpopulationen, den interstitiellen Zellen und den Epithelzellen, entstehen.

-15-
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disnal
n“\ [;\ f;i / ,:;j
A /]
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Gﬂﬂrﬂbagmn
Rumpf ]

Abb. 1.3: Kdrperbau eines Hydra-Polypen, vegetativer

Phénotyp. (verdndert nach Holstein, 1995)

Die Zellen sind in zwei Gewebeschichten organisiert, Entoderm und Ektoderm, die von einer
azelluldren Stiitzschicht, der Mesogloa, getrennt werden (Abb 1.4). Das Ektoderm besteht aus
ektodermalen Epithelzellen, interstitiellen Zellen (I-Zellen), Nematozyten, Nervenzellen und
Keimzellen, das Entoderm aus entodermalen Epithelzellen, interstitiellen Zellen,
Nervenzellen und Driisenzellen. Die Nerven-, Driisen- und Keimzellen entwickeln sich aus
der interstitiellen Zelllinie (Bosch and David, 1987). Die ektodermalen Epithelzellen kdnnen
zudem zu Batteriezellen differenzieren, deren Funktion in der Aufnahme von 8-24

Nesselkapseln liegt.

Ektoderm

Mesogloa
Abb.1.4: Schematische Darstellung der
Entoderm
Histologie von Hydra (Léngsschnitt durch die
Gastralregion) DZ = Driisenzelle des Entoderms,
EMZ = Epithelmuskelzelle, IZ = Interstitielle Zelle,

NV = Nervenzelle, NB = Nest von Nematoblasten,

NZ = Nematozyte (nach Gierer 1974, modifiziert)

-16 -
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1.1.2 Die interstitielle Zelllinie und die Differenzierung der
Nesselzellen

Die I-Zellen in Hydra sind eine Zellpopulation mit Eigenschaften multipotenter Zellen, die
stindig proliferieren und zu unterschiedlichen Zelltypen differenzieren (David and Murphy,
1977, Bosch and David, 1987). Sie treten einzeln oder in Zweiergruppen auf. Der weitaus
groBte Teil der I-Zellen ist im Ektoderm lokalisiert, in geringer Zahl kommen sie jedoch auch
im Entoderm vor. Etwa 60 Prozent sind sogenannte echte Stammzellen. Die meisten der
iibrigen I-Zellen sind Vorlduferzellen fiir Nematozyten. Wihrend sich die Differenzierung der
Nervenzellen im wesentlichen auf das Kopf- und FuBlgewebe beschriankt, findet die
Stammzellvermehrung und Nematozytendifferenzierung ausschlieflich im Gastralbereich

statt (David und Gierer, 1974; David und Plotnick, 1980).

Abb. 1.5: Nematoblasten. (b) Differenzierende
Nematozyten, (C) Nest von Stenotelen, (d) von
atrichen Isorhizen und (e) von Desmonemen (aus

Holstein, 1995)

Ausgangspunkt flir die Entstehung von Nematozyten sind determinierte I-Zellen. Diese
proliferieren, bleiben jedoch iiber zytoplasmatische Briicken miteinander verbunden. Die
dabei entstehenden typischen Zellnester bestehen aus 2, 4, 8, 16 oder 32 Vorlduferzellen
(Nematoblasten) (David and Challoner, 1974) (Abb.1.5).

Nach der terminalen Mitose treten alle Zellen eines Nestes den Differenzierungsweg an und
bilden letztendlich denselben Kapseltyp (David and Challoner, 1974). Erst nach Fertigstellung
der Kapsel brechen die Nester auseinander und migrieren zum jeweiligen Bestimmungsort,
z.B. zu den Tentakeln, um dort in Batteriezellen eingebaut zu werden. Die Abb. 1.6. zeigt die
4 unterschiedlichen Kapseltypen in Hydra vulgaris; atriche und holotriche Isorhizen,

Desmonemen und Stenotelen.

-17 -
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Abb. 1.6: Nematozysten von Hydra vulgaris. (i) Stenotele, (j) holotriche Isorhize, (k) Desmoneme, (l) atriche
Isorhize (aus Holstein 1995)

1.2 Muster- und Achsenbildung in Hydra

Schon seit dem Jahr 1744 ist die wohl bemerkenswerteste Eigenschaft von Hydra
beschrieben, die Regenerationsfahigkeit (Trembley, 1744). Werden Kdorperstrukturen entfernt,
ist Hydra in der Lage diese innerhalb weniger Tage an der entsprechenden Stelle zu
regenerieren. Selbst nach Dissoziation des Hydragewebes in Einzelzellen, entstehen nach
anschlieBender Aggregation intakte Polypen (Gierer et al., 1972).

Wo liegen die Ursachen fiir diese Regenerationsfdhigkeit? Zunéchst einmal scheint sie das
Resultat kontinuierlicher Zellproliferation und —differenzierung zu sein. Die kontinuierliche
Zellproliferation, deren Ausgangspunkt der obere Gastralbereich ist, fiihrt zu einem
GewebefluB zu den Enden der Achse, an denen die Zellen in gleichem Malle abgesto3en
werden. Das Gewebe befindet sich in einem FlieBgleichgewicht aus Zellproliferation und
Zellverlust (Otto and Campbell, 1977). Fiir die Proliferation sind vor allem Stammzellen
zustdndig, aus denen positionsabhingig bestimmte Differenzierungsprodukte entstehen. Die
Konsequenz aus kontinuierlicher Proliferation und positionsabhiangiger Differenzierung ist,
dass stindig Positionssignale und Proliferationssignale zwischen den Zellen ausgetauscht
werden miissen, um die Integritit und Funktionalitit des Gewebes zu gewéhrleisten (Wolpert
et al., 1974; David and Murphy, 1977). Ein Beispiel fiir die kontrollierte Proliferation liefert
die Homoostase der zwei unabhingigen Zelllinien, interstitielle und epitheliale Zellen.

Der stindige Zellverlust an den Polen der Achse bzw. Zellaustausch hat zur Folge, dass im
adulten Tier aktiv und kontinuierlich die Aufrechterhaltung der Korperachse betrieben wird.
Aus diesen Griinden kann man Hydra auch als einen ,,permanenten Embryo* bezeichnen.

Die Mechanismen die bei der kontinuierlichen Achsenbildung involviert sind, sind auf

zellularer Ebene gut untersucht. Transplantationversuche waren der Schliissel zur Aufkléarung
- 18 -
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der Vorgénge und der damit verbunden Mechanismen. Bereits angesprochen wurde, dass
Hydra in der Lage ist, positionsabhingig die entsprechenden Strukturen zu regenerieren. Dies
trifft auch dann noch zu, wenn sowohl Kopf als auch Ful3 entfernt wurden (Goetsch, 1929).
Trotz GewebefluB3 bleibt eine innere Polaritdt {iber einen gewissen Zeitraum erhalten. Es
besteht eine Art Polarititsgeddchtnis. Experimentell ist es jedoch moglich, die Polaritat
umzukehren. Werden Kopf und FuBl entfernt und an die entgegengesetzten Enden
transplantiert, so erfahrt das Gewebe innerhalb von 48 h eine vollstindige Umkehr der
Polaritdt. Wurde nur der Kopf transplantiert, so ist auch dieser in der Lage eine Reversion der
Polaritit hervorzurufen, jedoch benoétigt dieser Vorgang wenigstens 96 h. Der Ful3 hingegen,
kann nur eine teilweise Polarititsumkehr bewirken (Wilby and Webster, 1970). Die
Ergebnisse dieser Experimente erlaubten die Schlussfolgerung, das sich der axiale Gradient
wie ein Gradient einer bestimmten Substanz verhilt. D.h. die gradierte Verteilung einer
Substanz ist fiir die Polaritdt des Hydragewebes verantwortlich und determiniert an welcher
Stelle der Kopf oder FuB3 gebildet werden muss.

Um diese Substanz oder Substanzen ndher zu charakterisieren, wurde eine Reihe von lateralen
Transplantationsexperimenten durchgefiihrt. Transplantiert man beispielsweise kopfnahes
Gewebe eines Tieres in den Gastralbereich eines anderen Tieres, wird an dieser Stelle die
Bildung einer Kopfstruktur induziert (Kopfaktivation)(MacWilliams 1983b). Transplantiert
man jedoch dieses Stiick kopfnah in ein anderes Tier, so werden keine neuen Strukturen
gebildet. Dies deutet auf die Existenz von Signalen hin, die eine Kopfbildung in der
unmittelbaren Nidhe eines bereits vorhandenen Kopfes inhibieren (Kopfinhibition)
(MacWilliams 1983a). Die Charakterisierung mutanter Hydrastimme, die Stérungen bei der
Musterbildung aufweisen (Sugiyama and Fujisawa, 1977; Achermann and Sugiyama, 1985),
sowie die gewonnen FErgebnisse vielfdltiger weiterer Transplantations- und
Regenerationsversuche, dienten als Basis fiir die Entwicklung eines theoretischen Modells zur

Achsen- und Musterbildung in Hydra durch A. Gierer und H. Meinhardt.

1.2.1 Musterbildung in Hydra nach Gierer & Meinhardt

Alan Turing veroffentlichte 1952 seine Arbeiten iiber die chemischen Grundlagen der
Morphogenese. Darin postuliert er, dass zwei interagierende Substanzen mit unterschiedlichen
Diffusionsraten in der Lage sind Muster zu bilden. Gierer und Meinhardt fligten diesen
Substanzen spezielle Eigenschaften hinzu. Dabei fanden sie zwei wichtige Charakterisitika fiir

die Musterbildung. A) ein Aktivator, welcher autokatalytisch auf die eigene Produktion wirkt,
-19-



EINLEITUNG

jedoch nur iiber eine kurze Diffusionsreichweite verfiigt und B) ein Inhibitor, dessen
Produktion vom Aktivator stimuliert wird, der jedoch gleichzeitig hemmend auf die Synthese
des Aktivators wirkt. Dariiberhinaus verfiigt der Inhibitor iiber eine léngere

Diffusionsreichweite als der Aktivator (Abb.1.7).

Aktivator

+ -

+
Inhibitor

Abb.:1.7 Basis-Interaktionen des Reaktions-Diffusions-Modells nach Gierer und Meinhardt (Gierer und
Meinhardt 1972) Der Aktivator stimuliert seine eigene Produktion sowie die Produktion eines Inhibitors. Der

Inhibitor reprimiert den Aktivator und kann weiter diffundieren als dieser.

Ausgehend von einem im Gleichgewicht befindlichen Zustand, erzeugt durch eine basale
Produktion beider Komponenten, flihren zufdllige Fluktuationen in der Produktion des
Aktivators zu einem lokalen Aktivatormaximum, das durch den autokatalytischen Charakter
des Aktivators schnell erreicht und durch die Langreichweiten — Inhibition des gleichzeitig
verstarkt produzierten Inhibitors lokal begrenzt bleibt (Gierer und Meinhardt, 1972; Gierer,
1981).

Bezogen auf biologische Systeme sollte darauf hingewiesen werden, dass unter einem
Aktivator auch ein ganzes Netzwerk von Substanzen verstanden werden kann, welches
dennoch die Eigenschaft der starken Autokatalyse aufweist. Selbige Ergidnzung ist auch auf

das Inhibitorsystem zutreffend.

Nach den Vorstellungen des Reaktions — Diffusionsmodells zur Bildung biologischer Muster
hat sich in adulten Hydren folgendes System etabliert. Das Gradientenpaar, bestehend aus
Kopfaktivator und Kopfinhibitor, besitzt sein Maximum in der Kopfregion. Der Kopfaktivator
bleibt lokal begrenzt, da der weiter diffundierende Kopfinhibitor die Produktion des
Aktivators aullerhalb des Aktivatormaximums inhibiert. Da auch der Kopfinhibitor nicht
unendlich weit diffundiert, kann sich ein neues Aktivatormaximum erst dort bilden, wo es
entsprechend wenig Kopfinhibitor gibt. So kdnnen neue Kdopfe nur in einem, durch die
Diffusionsreichweite des Kopfinhibitors definierten Mindestabstand vom existierenden Kopf,
entstehen. Genau dies ist der Grund, warum Hydra immer an einer bestimmten Stelle mit der
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Knospung beginnt. Fiir die Determinierung des FuBles wird ein analoges Gradientenpaar,
bestehend aus FuBaktivator und —inhibitor, angenommen. Bemerkenswerterweise entstehen
jedoch nie Knospen, die mit der Bildung des Fulles beginnen und so ohne weiteres in der
Nihe des existierenden Kopfes gebildet werden konnten, obwohl dies, gezeigt durch laterale
Transplantationsexperimente (MacWilliams1983a), moglich wire.

Mit Hilfe dieses Modells ist es auch moglich, die Regeneration bei Hydra zu erklaren.
Entfernt man den Kopf, so entfernt man die Quelle der Aktivatorproduktion. Da die
Produktion des Inhibitors direkt von der des Aktivators abhéingig ist, wird damit auch das
etablierte Zusammenspiel zwischen Inhibitor und Aktivator zerstort. Nach dem Zerfall des
Kopfinhibitors sollte das Gewebe in der Lage sein, an jeder beliebigen Stelle einen neuen
Kopf zu bilden. Wie bereits gezeigt, bleibt die Polaritdt jedoch iiber einen langen Zeitraum
erhalten. Dies erfordert die Einfilhrung einer dritten gradierten GroBe, der Quelldichte
(Meinhardt, 1993). Der Quelldichtegradient beschreibt, wie sensibel das Gewebe, das fiir die
Produktion des Aktivators verantwortlich ist, auf die selbstverstirkende Wirkung des
Aktivators reagiert, um selbst verstarkt Aktivator zu produzieren (Abb. 1.8) . Fiir den
Kopfaktivator verlduft dieser Gradient entlang der Korperachse, hat sein Maximum im Kopf
und nimmt zum FuB} hin ab. Biologisch veranschaulicht bedeutet das, dass sich im
Kopfgewebe eine groBere Dichte Kopfaktivator produzierende Zellen befindet, als im
FuBBgewebe. Dieser Quelldichtegradient ist mit dem bereits eingefiihrten Positionswert fiir die
Zellen vergleichbar (Wolpert et al., 1974).

Obwohl diese Modelle durch entsprechende Transplantationsexperimente Unterstiitzung
finden, bleibt die Frage nach den molekularen Grundlagen eines solchen Reaktions-

Diffusionsmodells offen.

1.2.2 Signalmolekule in Hydra

In den 70er Jahren und fast zeitgleich mit der Entwicklung des Gierer-Meinhardt-Modells
wurden die ersten morphogenen Substanzen aus Hydra isoliert, die als FuBBaktivator bzw. —
inhibitor sowie als Kopfaktivator bzw. —inhibitor agieren konnten. An erster Stelle soll dabei
das neurogene Peptid ,Kopfaktivator (Schaller, 1973) Erwidhnung finden, das die
Tentakelbildung (Schaller, 1973; Schaller et al., 1989; Schaller et al., 1990; Hobmayer et al.,
1990; Javois and Frazier-Edwards, 1991; Hobmayer et al., 1997) und Knospenbildung
(Schaller, 1973; Hobmayer et al., 1997) stimulieren kann.
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Fragment A

Fragment B

Abb. 1.8: Die Quelldichte als Positionssignal und deren Einflul auf die Regeneration. Blau:
Quelldichtegradient, Rot: Kopfinhibitor, Griin: Kopfaktivator; Das Fragment A ist in der Lage, nach dem Zerfall
des Inhibitors, durch den EinfluB der Quelldichte, an der dem fritheren Aktivatormaximum néchstgelegenen
Stelle wieder ein Aktivatormaximum zu bilden. Fragment B ist nicht in der Lage zu regenerieren. (Veridndert

nach Meinhardt, www.eb.tuebingen.mpg.de/dept4/meinhardt/competen.html)

Leider konnte, trotz iiber 25 jéhriger Suche, das dem Peptid ,,Kopfaktivator* entsprechende
Gen nicht nachgewiesen werden. So steht der Beweis noch aus, ob es sich bei diesem Peptid
tatsdchlich um ein Signalpeptid handelt, oder um ein Abbauprodukt eines anderen Proteins.

Eine genaue Identifizierung und Charakterisierung solcher morphogenetisch aktiven Peptide
gelang erstmals mit der Isolierung von Pedin und Pedibin (Hoffmeister, 1996). Beide
stimulieren die FuBregeneration, wobei zunéchst besonders fiir Pedin ein direkter Einfluss auf
die Kontrolle der fuBspezifischen Differenzierung gezeigt werden konnte (Hoffmeister, 1996).
Im Zuge eines systematischen Ansatzes zur Identifizierung von Signalpeptiden in Hydra
magnipapillata (Takahashi et al., 1997) konnten bis jetzt zwei weitere an der Musterbildung
beteiligte Peptide beschrieben werden. Hym-346 ist bis auf eine fehlende Aminosidure am C-
terminalen identisch mit Pedibin. Sowohl die Behandlung der Tiere mit Pedibin als auch mit
Hym-346 fiihrten zu einer apikalen Ausweitung der Expression von CnNk-2 entlang der
Korperachse. Eine solche Verldngerung der Expression dieses ,,Fullmarkergenes* korreliert
mit einer Abnahme des Positionswertes, oder anders ausgedriickt der Quelldichte. Laterale
Transplantationsexperimente mit zuvor peptidbehandeltem Gewebe fiihrten zu einer
vermehrten Bildung von FuBstrukturen. Sowohl fiir Pedipin als auch Hym-346 konnte somit

gezeigt werden, dass diese aktiv den Positionswert der Korpersdule herabsetzen und
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verstirken damit den Verdacht, das Peptide einen signifikanten Platz bei den
Musterbildungsprozessen einnehmen (Grens et al., 1999).

Das zweite neue Peptid Hym-323 ist ebenfalls am Prozess der Fulldifferenzierung beteiligt
(Harafuji et al., 2001). Dabei zeigte es &hnlich wie Hym-346/Pedibin bei lateralen
Transplantationsexperimenten eine FuBBgewebe induzierende Wirkung (Harafuji et al., 2001).
Bei Hym-323 handelt es sich um ein ausschlielich im Gastralbereich von Hydra exprimiertes
Gen, dass fiir ein 62 Aminosdure langes Vorlduferpeptid (Propeptid) kodiert. Das aktive
Peptid Hym-323 ist jedoch nur 16 Aminosiure lang und befindet sich am C - terminalen Ende
des Propeptides. Ein weiteres Indiz fiir die Fussgewebe induzierende Wirkung ist der Effekt,
den Hym-346/Pedibin und Hym-323 auf die Expression der Astacin-Matrixmetalloprotease
Farml haben, welche in unbehandelten Tieren im Gastralbereich des Ekto- wie des
Endoderms transkripiert wird. Die Expression von Farml erfahrt eine drastische
Herunterregulierung, wenn man Polypen in den Peptiden Hym-346/Pedibin und Hym-323
inkubiert (Kumpfmiiller et al., 1999). Die Expression von Farml ist abhingig vom
Positionssignal, da es ausschlieBlich im Gastralbereich transkripiert wird und nicht im Kopf-
oder FuBBgewebe. Jede Verdnderung dieses Positionssignals muss zu einer Reprimierung der
Transkription von Farml fithren. Da, wie zu vor beschrieben, die Peptidinkubation genau
diese Wirkung auf die Expression von Farml hat, liegt es nahe zu vermuten, dass auch Hym-

323, genau wie Hym346/Pedipin, den Positionswert des Gewebes verringert (Bosch, 2001).

1.2.2.1 Das Signalpeptid HEADY in Hydra (Lohmann and Bosch, 2000)

Die einzigen bekannten und genauer charakterisierten Peptide, die fiir die Induktion eines
Apikalen- oder Kopfschicksales in Hydra von Bedeutung sind, sind das bereits erwihnte
Neuropeptid ,,Kopfaktivator* und das Signalpeptid HEADY.

Die fiir HEADY codierende Nukleotidsequenz wurde bei einem ,,DD-PCR-Screening* nach
Genen entdeckt, die in die de novo Achsenbildung aus Zellaggregaten involviert sind. Das
Heady Transkript ist 369 Basen lang und weist einen offenen Leserahmen von 69 Basen auf.
Nach dem Abspalten eines Signalpeptides wird fiir das aktive Peptid eine Linge von nur 12

Aminoséduren mit einer C-terminalen Amidierung vorhergesagt (Abb. 1.9).
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Abb. 1.9: HEADY MRNA.-
Proteinstruktur. (A) Struktur des Transkripts.
Die Nukleotide 54-122

und

codieren fiir das
Vorlauferprotein. Blau: Signalpeptid, Schwarz:
Prozessierungsstelle, Griin: Propeptid. (B) cDNA
und abgeleitete Aminosduresequenz des HEADY-
Propeptids. (C) Aminosduresequenz des aktiven
Peptids (verdndert nach Lohmann und Bosch,
2000)

Die Transkription von Heady wird 6 Stunden nach dem Dekapitieren wahrend der
Regeneration adulter Tiere induziert. Dabei kommt es nur zu einer transienten ca. 2 h
dauernden Expression des Gens in einer kleinen Zahl apikal gelegener entodermaler Zellen
(Abb. 1.10). Dies ist unabhéngig von der genauen Lage der Schnittstelle und steht damit im
Gegensatz zu vielen bekannten, kopfspezifisch exprimierten Genen. Deren Expression
verzogert sich je, proximaler die Schnittstelle vom Kopf entfernt liegt. AuBBerdem wird Heady
wihrend des Knospungsprozesses zunichst im gesamten Entoderm der sich entwickelnden

Knospe, spéter auch hier nur in den am weitesten apikal gelegenen Zellen, exprimiert (Abb.
1.10).

A N/
At(h)
2 4 6 8
P R
B C
J -
[F G
|

Abb. 1.10: Die Expression von HEADY ist wahrend der apikalen Spezifizierung vorubergehend induziert.
(A) Expression von HEADY wihrend der Kopfregeneration. Die RT-PCR zeigt ein Maximum der Expression
nach 6 Stunden (R6). Nach 8 Stunden (RS8) ist die Expression deutlich reduziert. (B) ,,Whole-mount® in situ
Hybridisierung im regenerierenden Polypen 6 Stunden nach der Dekapitation. (C) und (D) Die HEADY-
Expression ist auf das Entoderm beschrinkt. (E) Intakter adulter Polyp. (F) bis (I) Expression von HEADY
wiahrend der Knospung. Wiahrend des Knospenwachstums verlagert sich die Expression aus dem gesamten
Entoderm der Knospe (F und G) zu den am weitesten apikal gelegenen Zellen (H und I).

(verdndert nach Lohmann und Bosch, 2000)
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Eine erste immunozytochemische Untersuchung des HEADY - Peptides konnte zeigen, dass
HEADY in Vesikeln gespeichert ist. Es wird angenommen, dass das Entleeren der Vesikel zu
einer frithen Phase des Kopfregenerationsprozesses erfolgt und die transiente Expression mit
der anschlieBenden Translation, dem Auffiillen der entleerten Vesikel dient.

Die voriibergehende Expression des Gens und die kurzfristige Ausschiittung des Peptids,
ausschlieBlich wéhrend der frithen Achsenbildungsprozesse, deuten auf eine Rolle bei der
Induktion des apikalen Poles der Achse und nicht bei deren Aufrechterhaltung hin.

Weitere Versuche bekriftigen diese Vermutungen. So konnte bei dem mutanten Stamm
Hydra magnipapillata reg-16, dessen Kopfregenerationsfahigkeit stark eingeschriankt ist,
keine Induktion der Heady Expression nach Dekapitierung festgestellt werden. RNA -
Interferenz Experimente, die zu einem zeitlich begrenzten Ausschalten (Knock-out) des Gens
fiihren, hatten zur Folge, dass die damit behandelten Tiere im Vergleich 2 d ldnger als die
Kontrolltiergruppe fiir die Regeneration von apikalen Strukturen benétigten. Die Inkubation
von Polypen in einer 10° M HEADY Losung fiihrte zu einem durchschnittlich 1,5 d friiheren
Einsetzen der Knospung. In lateralen Transplantationsexperimenten konnte gezeigt werden,
dass in HEADY-Peptid inkubiertes Spendergewebe signifikant hdufiger zur Ausbildung einer
sekundédren Achse beim Empfanger fiihrt als nicht inkubiertes Kontrollgewebe (Abb. 1.11).

A
' o ) Abb 1.11: Einfluss des HEADY - Peptides auf die
o . é- - o) 2oor “‘O Induktion von  apikalen  Strukturen.  (A)
% _ Experimentelle Vorgehensweise bei der lateralen
O Transplantation, schematisch dargestellt (Sugiyama,

1982). (B) Kontrollimplantat (Pfeilspitze) zeigt keine
sich differenzierenden Strukturen. (C) HEADY-
behandeltes Implantat (Pfeilspitze) entwickelt eine
zweite Achse mit der typischen Kopfmorphologie. B

eine sich entwickelnde Knospe der primiren

Korperachse

Die offensichtliche Verdnderung die das Gewebe erfahrt, wird zwar durch HEADY induziert,
die Verdnderung vollziehen werden jedoch eine ganze Reihe, derzeit noch unbekannter Gene.
Eine Analyse dieser Zielgene, unter anderem Gegenstand dieser Arbeit, wird einen tieferen

Einblick in die Mechanismen der Achsendeterminierung erlauben.
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AbschliefSend soll die Tatsache Erwédhnung finden, dass Peptide in Hydra nicht nur bei der
Achsendeterminierung oder an der Aufrechterhaltung der Achsen beteiligt sind. Die schon
erwdhnte systematische Suche nach Signalpeptiden (Takahashi et al.,1997) fiihrte unter
anderem zur Isolation von Hym-355 und Hym-33H, die gegenldufige Effekte auf die
Nervenzelldifferenzierung haben und damit zur Homoostase zwischen Nervenzellen und
Epithelzellen beitragen (Bosch and Fujisawa, 2001). Peptide scheinen also eine zentrale Rolle

als Signalmolekiile bei der Entwicklung von Hydra zu spielen.

1.2.3 Regulatorische Gene in Hydra

Bei der Mehrzahl der im Folgenden zu beschreibenden Genen, deren Genprodukte im
Gegensatz zu den Signalpeptiden, direkten Einfluss auf die Transkription entsprechender
Zielgene haben, handelt es sich um hochkonservierte Transkriptionsfaktoren. Schon langer ist
bekannt, dass die unterschiedlichsten Organismen des Tierreichs dieselbe molekulare
Maschinerie in Form konservierter Gene oder sogar Signaltransduktionswege fiir basale
Entwicklungsvorgdnge nutzen. So sind auch viele an Musterbildungs- und
Zelldifferenzierungsprozessen beteiligte Hydra-Gene Orthologe von in Bilateriern
beschriebenen Genen (Bosch und Khalturin, 2002).

Ein populdres und faszinierendes Lehrbuchbeispiel dafiir, wie nicht nur der
Signaltransduktionsweg als Mechanismus, sondern auch die Funktion bei gleichzeitig vollig
verschiedener Morphologie erhalten bleiben kann, ist das Pax-6-Gen, das sowohl in
Drosophila (hier eyeless genannt), als auch in Vertebraten fiir die Augenentwicklung
notwendig ist. Die Konservierung ist so stark, dass die Expression des Wirbeltiergens Pax-6

in der Fruchtfliege Augenbildung induziert (Halder, 1995).

1.2.3.1 Wnt Signaltransduktion

Die Komponenten des Wnt - Signaltransduktionsweges, der in Drosophila und Vertebraten
fiir die Etablierung der dorsal- ventral Achse verantwortlich ist, konnten als stark konservierte
Orthologe aus Hydra isoliert werden (Hobmayer et al., 1996 und 2000). Das
Expressionsmuster der Gene Wnt, Dishevelled, GSK3, p-Catenin und Tcf/Lef im
Zusammenhang mit funktionellen Tests legen auch fiir die aus Hydra beschriebenen

Komponenten des Wnt - Signaltransduktionsweges eine Rolle bei der Achsenbildung nahe.
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Die Gene Hyf-Catenin, HyTcf und HyWnt werden extrem frith wahrend der Knospenbildung,
Regeneration und de novo Achsenbildung aus Aggregaten in der Organisatorregion des
zukiinftigen Hypostoms exprimiert (Hobmayer et al., 2000). Die Konservierung des
Signaltransduktionsweges kann durch ein eindrucksvolles Experiment gezeigt werden. Die
Injektion des Hyp-Catenin Transkripts in die ventralen Blastomere eines Xenopusembryos
induziert in 100 % der Fille die Bildung einer sekunddren Achse bei der sich entwickelnden
Froschlarve (Hobmayer et al., 2000).

Der Gegenspieler zu Wnt in Xenopus ist Dickkopf-1, der Prototyp der bisher nur fiir
Wirbeltiere beschriebenen Dickkopf - Genfamilie (Glinka et al., 1998). Die 4 Vertreter
codieren fiir konservierte, sekretierte Proteine. Dkk-1 wird im Spemannorganisator exprimiert
und nimmt eine Schliisselrolle bei der Kopfbildung des Krallenfrosches (Xenopus) ein (Glinka
et al., 1998). Wiahrend Dkk-1 und Dkk-4 als Inhibitoren des bereits erwdhnten Wnt-
Signaltransduktionsweges wirken, sind die Eigenschaften von Dkk-2 und Dkk-3 génzlich
unbekannt (Krupnik et al., 1999; Monaghan et al., 1999). Charakteristisch fiir alle Gene der
Dickkopffamilie ist die Existenz zweier cysteinreicher Dominen, die durch ein
Verbindungsstiick voneinander getrennt sind (Aravind and Koonin, 1998; Monaghan et al.,
1999; Krupnik et al., 1999). Jede der beiden Doméinen besteht aus 10 konservierten
Cysteinresten (Abb.1.12).

Abb 1.12: Struktur des sekretierten Proteins Dickkopf-1. Die beiden fiir die Dickkopffamilie

charakteristischen cysteinreichen Dominen sind rot gekennzeichnet. Am N-Terminus befindet sich ein

Signalpeptid (braun), das abgespalten wird.

Allgemein wird fiir die Proteine der Dickkopffamilie eine Rolle bei den verschiedensten
induktiven Prozessen wihrend der Embryogenese und im adulten Organismus angenommen

(Monaghan et al., 1999).

1.2.3.2 Hox gene

Die Hoxgene gaben den ersten Hinweis auf die Konservierung von Entwicklungsgenen

aufgrund der Ahnlichkeiten der Homdoboxmotive zwischen Genen aus Drosophila und aus
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Vertebraten. Alle Homdoboxgene kodieren fiir Proteine mit einer charakteristischen DNA-
bindenden Doméne, dem Homdoboxmotiv, und haben als Transkriptionsfaktoren
grundlegende Bedeutung bei Musterbildungsprozessen entlang der anterior-posterioren Achse
(Gehring, 1993). Auch aus Hydra wurden inzwischen sogenannte Hox- und paraHox-Gene
isoliert (Schummer et al., 1992, Gauchat 2000). Eines dieser Gene in Hydra ist Cnox-2
(cnidarian homeobox gene 2), dem ebenfalls eine Funktion bei der Achsenbildung
zugeschrieben wird (Schummer et al. 1992, Shenk et al., 1993). Nach neueren Erkenntnissen
ist Cnox-2 mit dem paraHox-Gen Gsx/Gsh der Vertebraten am nichsten verwandt, das bei der
Entwicklung des Gehirns eine Rolle spielt (Brooke, 1998). In Hydra wird es in der
Korpersdule und im Full exprimiert und nur sehr schwach im Kopf (Shenk et al., 1993).

Das Auffinden von orthologen Genen der Hox- und paraHox-Genefamilie und des Wnt —
Signaltransduktionsweges zeigt, dass sowohl die Vertreter der dorsal - ventral
Achsenorientierung als auch die der anterior - posterioren Orientierung an der Bildung der
apikal - basalen Achse in Hydra beteiligt sind. Die Frage des Ursprungs der Hydraachse bleibt
aber ungeklart.

1.2.3.3 Budhead

Budhead wird permanent in der apikalen Organisatorregion der adulten Hydra und wéhrend
der Achsenbildung bei Regenerations- und Knospungsprozessen exprimiert, was eine
entscheidende Funktion in der Kopf- und Achsenbildung nahe legt (Martinez, 1997). Budhead
ist homolog zu den entwicklungsrelevanten Transkriptionsfaktoren der forkhead/HNF-3
Familie, die auch in Tunikaten und Wirbeltieren fiir die Achsenbildung im sich entwickelnden
Embryo erforderlich sind (Kaufmann and Knochel, 1996; Olsen and Jeffery, 1997). So wird
das Gen XFKH1 (Xenopus forkhead I) im Organisationszentrum des Embryos, der dorsalen
Blastoporuslippe, beim Krallenfrosch (Xenopus laevis) exprimiert und ist dort an der

Initiation der Gastrulation beteiligt (Dirksen and Jamrich, 1992).

1.2.3.4 Brachyury

In Vertebraten ist Brachyury fiir die Bildung des Mesoderms erforderlich und wird zu Beginn

der Gastrulation in mesodermalen Vorlduferzellen um den Blastoporus und spiter auch in der
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Neuralleiste exprimiert (Smith, 1997). Die diploblastischen Cnidaria besitzen kein Mesoderm,
aber trotzdem wurde ein dem Brachyury homologes Gen HyBra-1 in Hydra gefunden
(Technau und Bode, 1999). Hier ist es bei adulten Tieren in endodermalen Zellen des
Hypostoms exprimiert, auBlerdem sehr frilh im zukiinftigen Hypostom wéhrend der
Regeneration und der Bildung neuer Knospen, schon bevor das Entstehen der Knospe
morphologisch erkennbar ist (Technau und Bode, 1999). Die stammesgeschichtlich
urspriingliche Funktion des Gens scheint in der Bestimmung einer Blastoporusregion zu

liegen, die neue Achsen induzieren und ausbilden kann (Technau, 2001).

1.2.3.5 Goosecoid

In vielen Organismen wird die Achsenbildung durch sogenannte Organisatorregionen
iniziiert. Goosecoid, ein Transkriptionsfaktor, ist ein wichtiger Vertreter der Gene die an der
Etablierung des Spemann-Mangold Organisationszentrums in Xenopus beteiligt sind. Dabei
aktiviert es eine grofle Anzahl verschiedener Gene des Organisators, der sich aus Zellen des
Nieuwkoop Zentrums rekrutiert. Die Aktivation der Transkription von Goosecoid selbst ist
durch Molekiile des Nieuwkoop Zentrums geregelt. Dabei steht die Transkription unter der
Kontrolle von Siamois, das als kritisch fiir die Expression Organisator - spezifischer Gene
erachtet wird (Fan and Sokol 1997; Kessler et al. 1997; Laurent et al. 1997). Die transkripierte
mRNA von Goosecoid erstreckt sich iliber das gesamte Gebiet des Spemann-Mangold
Organisators, nicht aber dariiber hinaus. Da Siamois theoretisch in der gesamten dorsalen
Hiélfte aktiv sein kann, man aber Goosecoid nur im begrenzten Bereich des Organisators
findet, kann das nur mit der Interaktion eines weiteren Proteins erklart werden. Es wurde
erkannt, dass die Goosecoid Expresssion in dem Bereich am stirksten ist, wo das Siamois
Protein synergistisch mit Signalen der TGF-B Familie, die im dorsal vegetativen Bereich
expremiert werden (Nieuwkoop Zentrum), interagieren (Brannon und Kimelman, 1996;
Engleka and Kessler, 2001). Es wird demzufolge durch Signale des Nieuwkoop Zentrums in
den Zellen des Spemann-Mangold Organisators die Goosecoid Trankription iniziiert. Aktives
Goosecoid Protein erledigt innerhalb des Organisators 3 wichtige Aufgaben (1.) Es aktiviert
die Fahigkeit der Zellen der dorsalen Blastoporlippe zu migrieren. (2.) Es determiniert das
dorsal, mesodermale Schicksal der Zellen, die es expremieren. (3.) Es ermdglicht den
gooscoid exprimierenden Zellen, benachbarte Zellen in die dorsale Achse zu integrieren.
Davon abgesehen hat Goosecoid die Féhigkeit die Gehirnbildung im anterioren Mesoderm

und das Gehirnektoderm zu induzieren, indem es Otx2 aktiviert (Blitz and Cho, 1995).
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Ein Goosecoid homologes Gen konnte ebenfalls aus Hydra isoliert werden (Broun et al.,
1999). Dabei fallen diesem Gen wihrend der Kopfentwicklung wahrscheinlich 2 verschiedene
Rollen zu. Da es an der Grenze zwischen dem Hypostom und der Tentakelbildungszone im
Entoderm exprimiert wird, scheint es plausibel, dass das Gen zur Determinierung der Grenze
dieser beiden Regionen beitrdgt. Die Gewebedynamik im adulten Tier macht eine solche
Festlegung immer wieder aufs Neue erforderlich. Dabei konnte eine in Xenopus bestehende
Interaktion zwischen Xgsc und Xbra als Erlduterung der Vorginge dienen. Nach der
Gastrulation liegen die beiden Proteine in benachbarten Regionen vor und nicht wie vor der
Gastrulation iiberlappend. In Xenopus konnte gezeigt werden, dass dies durch die Inhibition
der Expression von Xbra durch Xgsc erreicht wird (Artinger et al. ,1997). Da durch Broun et
al. (1999) ebenfalls gezeigt werden konnte, dass Cngsc in Xenopus Induktionsexperimenten
die Rolle von Xgsc iibernehmen kann, ist es sinnvoll auch die Inhibition der Expression von
Hybra I durch Cngsc anzunehmen.

Desweiteren wird Cngsc in den am weitesten apikal gelegenen hypostomspezifischen
Neuronen exprimiert. Dies korreliert mit den Ergebnissen der Arbeiten an Xenopus, in denen
die Rolle von Goosecoid bei der Induktion von neuronalen Strukturen im anterioren Teil des
Xenopus Embryos erortert wurde (Blitz and Cho, 1995). So ist anzunehmen, dass Cngsc an

der Differenzierung von ganz bestimmten, im Hypostom liegenden Nervenzellen beteiligt ist.
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1.3 Zielsetzung der Arbeit

Mit Hilfe der Methoden zur Erstellung von Expressionsprofilen sollen Gene und genetische
Kaskaden identifiziert und charakterisiert werden, die bei der Musterbildung, d.h. im
speziellen bei der Kopfregeneration und Knospung, in Hydra eine Rolle spielen.

Das mit der Musterbildung bei Kopfregeneration und Knospung eng verkniipfte Peptid
HEADY diente als Ausgangspunkt fiir einen weiteren Weg, sich der Frage nach den
ablaufenden Prozessen, beider Mechanismen zu ndhern. Besonders im Blickpunkt stehen
dabei die Gene, deren Expression durch die Expression von Heady Verianderungen erfahren.
Obwohl in Hydra einige homologe Gene und deren Funktion beschrieben sind, unterscheidet
sich der Prozess der Musterbildung im Vergleich zu anderen Organismen doch erheblich. Es
bestand die Hoffnung, so interessante, unbekannte Gene zu identifizieren, die an der
Kopfregeneration und Knospung beteiligt sind.

Langfristig gesehen sollen so Schritt fiir Schritt die genetischen Kaskaden aufgeklirt werden,
die zur Ausbildung der am stérksten differenzierten Struktur bei Hydra, dem Kopf, fiihren.
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2. Ergebnisse

2.1 Identifizierung von HEADY Zielgenen durch die Erstellung
und den Vergleich von Expressionsprofilen nach HEADY —
Behandlung

Wie in lateralen Transplantationsexperimenten durch Lohmann und Bosch (2000) gezeigt
werden konnte, induziert synthetisch hergestelltes HEADY-Peptid die Bildung einer 2. Achse.
Die Verianderungen, die das Gewebe durch die HEADY — Behandlung erfahrt, wird wohl
durch HEADY induziert, die Verdnderung vollziehen jedoch eine ganze Reihe, derzeit noch
unbekannter Gene. Es bestand die begriindete Hoffnung, dass sich die im Vergleich von
Expressionsprofilen HEADY — behandelter Tiere gegeniiber unbehandelten Tieren
ergebenden Unterschiede erste Einblicke in die Wirkmechanismen von HEADY ermoglichen.
Fiir die Erstellung der Expressionsprofile kamen zwei unterschiedliche Methoden zum
Einsatz, 1) D(ifferential) D(isplay) - PCR und ii) S(uprression) S(ubtractive) H(ybridisation)

mit anschlieBender differenzieller Hybridisierung von cDNA Macroarray's.

2.1.1 Ein Dickkopf homologes Protein in Hydra

2.1.1.1. Isolation und Sequenzanalyse von HyDkk-3 cDNA

Aufgrund der erfolgreichen Isolation von differentiell exprimierten Genen mittels DD-PCR
(Lohmann and Bosch 2000, Khalturin et al., 2003) wurde zundchst diese Methode
angewendet, um die Verdanderungen der Genexpression nach HEADY — Behandlung sichtbar
zu machen. Dafiir wurden junge Hydren (Knospen die sich gerade vom Muttertier gelost
hatten) mit 10°M synthetisch hergestelltem HEADY fiir 5 Tage inkubiert. Fiir den Vergleich
der Expressionsprofile wurde die gleiche Anzahl junger Hydren in normalem Hydramedium
{iber den gleichen Zeitraum gehalten. Aus diesen Tieren wurde entsprechend PolyA” - RNA
isoliert und mit 2 verschiedenen Ankerprimern (T;,GC und T;,GA) in cDNA umgeschrieben.
Diese cDNA diente dann als Matrize fiir die DD-PCR. In der PCR kamen die verschiedenen
Kombinationen aus den beiden Ankerprimern und 17 verschiedenen OPA Random - Primern
zum FEinsatz. Um eine verldssliche Aussage iiber die Differenzialitit machen zu konnen,
wurden cDNA's aus vier unabhingigen Inkubationsexperimenten als Matrize eingesetzt. Abb.

2.1 zeigt einen Ausschnitt eines Polyacrylamidgeles, auf dem die PCR-Produkte der
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Primerkombination T;,GA und OPA 9 aufgetragen wurden. Hier zeigt sich, dass das mit
GAO09 bezeichnete Fragment haufiger aus der Kontroll cDNA amplifiziert werden konnte, als
aus der cDNA der mit HEADY behandelten Tiere. Die Spalte 4 der Kontrolle und die Spalte 1

aus der HEADY — Inkubation sind hochstwahrscheinlich vertauscht wurden.

T12GA + Opa09

Kontrolle HEADY-Inkubation

M el B LK B BRI AR RE R

=.| SEEE b %H] el £ g

ﬁ. e fael i ""'Ih'j R el g HH_ i.,m i iy
GADG —e ot B et i oo e | gl o

[ H' FEEl W -=|H Hng B | iH'-t | L TR
i - g
B = i

Experiment 1 2 3 4 | 2 3 4

Abb. 2.1: Polyacrylamidgel mit DD-PCR-Produkten. Hinter Bande GA09 (Pfeil) verbirgt sich voraussichtlich

ein Genfragment, dessen Expression durch die HEADY-Inkubation reprimiert wird.

Die Sequenzanalyse der 615 bp groflen Bande aus Abb. 2.1 ergab eine Homologie zu einem
Teil der ersten und zur gesamten zweiten cysteinreichen Domine, die typisch fiir das
Dickkopf 3 Protein der Ratte (Rattus norvegicus) sind. Die vollstdndige cDNA wurde durch
5'RACE und 3’'RACE PCR ermittelt. Wie aus der Abb.2.2 ersichtlich, ist die vollstindige
cDNA 882 bp lang. Der Offene Leserahmen (O(pen) R(eading) F(rame)) ist deutlich durch
ein Startcodon (ATG) und mehrere Stopcodons determiniert. In der vorhergesagten 5’
untranslatierten Region befinden sich 2 Stopcodons, die durch die Sequenzierung der
entsprechenden genomischen Region verifiziert wurden. Das vorhergesagte Protein hat ein
Molekulargewicht von 21,2 kDa. Durch eine computergestiitzte Analyse der N-terminalen
Region des vorhergesagten Proteins konnte eine 17 Aminosdure lange Signalsequenz
identifiziert werden. Zwischen der 17. und 18. Aminosdure befindet sich des weiteren eine

Schnittstelle fiir die Endopeptidase des ER (Abb 2.2 A).
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A

1 AGATTTTCATTAAATTTTATGCTAGTCARATATT TATARAAAATATAAAGATATATAACGARAATGT CGAAACTATTTATTATCTATACG
M 5 K L F I I Y T

9] TTTTGTATTTTTGTTGCGTATGCAGARGACAARAAGGTTCCAAARACCAGTCGCACCTTCGTTAGAARARAGAGGCGATATACAGCCTCGEC
F ¢ I F VvV A Y A ED K KV P K P VAP S L E KU RGDTIOQZPR
Cys-1
181 ATGCTTGCTCCAGGATATTACTCTCAAGAATGTAACGCCCACAARAGCTTGCCCTGAGARAARATATTGCCATTTGTTTCTATGTGTTCAT
M L A P G Y Y S5 Q E
-1
271 TGCTTAAAAGAGAACGTAGCCTGCACACAGAATGGCCAATGCTGTGAAGGACAGTGTACT TATGGAAGATGTARAGCTGGTGTTTCTGAA
K A G V 5 E

5-2
361 GGACAACCAGGAACATTTTGTGATAGACACGAGGATTGTGCTGGAGAAGGAAAAGCGGCTTGCTGTGTARGAGARCCCYAGCCATRAACCCT
G Q P G T F € DR B E D £ L oGoRaG AR C Co YR B oP B XN P
Cys-2
451 CATATATCTATATGCAAGCCACCATTGGCTGAARACATGGTTTGCGGACCAATAAACTTTTTCAGAARATGTTTACGTTGGAGCTCAAGTA
Hopase ToC KPPl o8 GRENG M N sC e BT NS R ROR NN oY o N G R D

Cys-
© 541 CAAARAGCATGCGGACCTTGCAARACAAGCGCTTATATGCAAGCAAGTTGGTCTTTTTGGAATTCACGARATATGTATGARGGAAGATGAT
¢ K A C G P C K Q K L I -C K Q VN L F 6 T ‘H E T CMIEKE DD

631 AAAAAGARATAGACACAARAGTAAAATCCAAACATGTATCACTAGGTACTGATTACAAATTCCACACCAAGCAAGCAAACACARACAATAA
K K K *

721 TGTAAATAAATGTACTGACAAATAATAGGAAGCARATAAAATGTTTTATACCCAGTTTATTCAACCAATATGTTCTATTARCGAAATTGG
811 TTTTCTCAATAGAATAAGTATTTTTGGCGTTATGTTTTTTAAATARATTTATATATAARARARARRARARARA

B Cysteinreiche Doméne I

HDkk-3 144 SH KMATRGSNGTI 207

MDkk-3 144 sSH QKATKGGNGTI 207

GDkk-3 136 NHE| KATSRGENGTI 199

HyDkk-3 47 SQE| GVSEGQPGTF 105
EC c YC F c C c cc c c G GT

Cysteinreiche Domine II

HDkk-3 208 CDNQRDC---QPGLCCAFQRGL--LFPVCTPLPVEGELCHDPASRLLDLITWELEPDGALDRC- 235

MDkk-3 208 CDNQRDC---QPGLCCAFQRGL--LFPVCTPLPVEGELCHDPTSQLLDLITWELEPEGALDRC- 235

GDkk-3 200 CENQHDC---NPGTCCAFQKEL--LFPVCTPLPEEGEPCHDPSNRLLNLITWELEPDGVLERC- 257

HyDkk-3 106 CDRHEDCAGEGKAACCVREPAINPHISICKPPLAENMVC-GPINFFRNVYVGA----QVQKACG 164
c DC cc cCP cC P c

HDkk-3 236 PCASGLLCQPH-SHSLVYVCKPT 257

MDkk-3 236 PCASGLLCQPH-SHSLVYMCKPA 257

GDkk-3 258 PCASGLICQPQSSHSTTSVCELS 280

HyDkk-3 165 PCKQALICKQVGLFGIHEICMKE 187
PC LC c

Abb. 2.2: Hydra Dkk-3 Nukleotidsequenz mit der korrespondierenden Aminosauresequenz; Gruppierung
zu der Dickkopffamilie. (A) Nukleotidsequenz und vorhergesagte Aminosduresequenz von HyDkk-3. Das
vorhergesagte Signalpeptid ist unterstrichen. Die mogliche Endopeptidaseschnittstelle wurde mit Hilfe des Pfeils
sichtbar gemacht. Die cysteinreiche Doméne I ist dunkelgrau, die cysteinreiche Doméne 1I ist hellgrau unterlegt.
Das Startcodon und die Stopcodons sind fett hervorgehoben. (B) Vergleich der Aminosduresequenz der
cysteinreichen Doméne I und der cysteinreichen Doméne II von Hydra Dkk-3 mit der korrespondierenden
Region des Dkk-3 Proteins aus dem Menschen (HDkk-3), der Maus Dkk-3(MDkk3) und dem Hithnchen (GDkk-
3) (aus Fedders et al., im Druck).

Durch die Anwendung eines Suchalgorithmus BLASTX, der die vollstindige

Nukleotidsequenz des Hydra Gen in alle sechs mdglichen ORF’s translatiert und diese dann
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mit der Proteindatenbank am N(ational) C(enter) for B(iotechnology) I(nformation)
vergleicht, konnte eine Sequenzhomologie mit dem Dickkopf 3 Protein des Hiihnchens
(Gallus gallus) nachgewiesen werden. Besonders homolog sind dabei die Bereiche, die als
cysteinreiche Doménen beschrieben worden sind. Jede der zwei Dominen hat 10
Cysteinreste, deren Verteilungsmuster hochkonserviert ist (Abb. 2.2.B). Die Cysteinreste
stellen eine wesentliche Stiitze der 3D-Struktur der Proteine dar, da sie in der Lage sind, sehr
stabile Disulfidbriicken auszubilden. Aber nicht nur die Verteilung der Cysteine in den
jeweiligen Doménen stimmen zwischen dem Hiihnchen Dickkopfprotein und dem Hydra Gen
iiberein, auch der Abstand zwischen der cysteinreichen Domidne I (cys I) und der
cysteinreichen Doméne II (cysll) von genau 12 Aminosduren, der als diagnostisches
Charakteristika fiir Dickkopf 3 Proteine angesehen wird, stimmt mit dem Hydraprotein
iberein. Die 4 bisher nur in Vertebraten gefundenen Dickkopf Proteine (Dkk-1, Dkk-2, Dkk-3
und Dkk4) unterscheiden sich unter anderem genau in der Linge der Region zwischen den
cysteinreichen Doménen (Abb. 2.3 A). Diese ist in den Protein Dkk-1,2 und 4 deutlich lénger.
Durch die Erstellung eines phylogenetischen Stammbaums ausschlieflich mit der cys II
Domine konnte noch einmal bestétigt werden, dass das Hydraprotein mit den Dickkopf 3
Proteinen aus Ciona, dem Menschen und dem Hiithnchen gruppiert, keinesfalls mit den
anderen drei Dkk - Proteinen (Abb. 2.3 B). Aus diesen Griinden scheint es plausibel, dieses
Hydragen HyDkk3 (AY332609) zu nennen.

Neben Dickkopf 3 gibt es noch drei weitere Mitglieder dieser Proteinfamilie. Als Antagonist
des Wnt — Signaltransduktionsweges, dessen entscheidende Rolle bei der dorsal - ventralen
Achsenbildung bereits unter Abschnitt 1.2.3.1 erwdhnt wurde, ist vor allem Dickkopf 1
interessant. Die Suche nach Dkk-1 in Hydra gestaltete sich aus wenigstens zwei Griinden
schwierig. Der Grad der Konservierung zwischen HyDkk-3 und den Vertebraten Dkk-3 war
zu gering, um Methoden der RT PCR Klonierung mit degenerierten Oligonukleotiden
(homology hunting) anzuwenden. Auch eine Southern Blot Analyse unter wenig stringenten
Waschbedingungen, die wenigstens einen Hinweis auf die Existenz weiterer
Dickkopfproteine geliefert hitte, konnte an der Tatsache scheitern, dass die Dickkopf Proteine
Dkk-1,2 und 4 untereinander sehr viel hohere Homologien zeigen als zu Dkk3 (Krupnik et al.,
1999).
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A

HDKK-1 266aa
HDkk-2 259aa
HDkk-4 224aa
HDkk-3 350aa
HyDkk-3 192aa

Dkk3 Hydra
59
-I— DKK3 Ciona
87

wo—— Dkk3 Homo
Dkk3 Gallus

Dkk like Cys-2 Ciona
99 [ Dkk1 Homo

98

100 —————————— Dkk1 Xenopus
100 Dkk2 Homo
85 l
Dkk2 Mus
- Dkk4 Mus

Colipase Oryctolagus
71 100 DKk like cys2-1
DKk like cys2-2

0.1

Abb. 2.3: Evolutiondre Beziehungen zwischen HyDkk-3 und den anderen Dickkopfproteinen. (A)
Schematisches Diagramm, das die strukturellen Gemeinsamkeiten zwischen Hydra Dkk-3 (HyDkk-3) und dem
Dkk-3 Protein aus dem Menschen( HDkk-3), im Vergleich zu Dickkopf 1,2, und 4 aus dem Menschen (HDkk-
1,2,4) verdeutlicht. (B) HyDkk-3 gruppiert zusammen mit den Dkk-3 Proteinen aus Ciona, Gallus und Homo. Es
ist deutlich getrennt von der Gruppe der Vertebraten Dkk-1, 2 und 4 Proteine und von der Gruppe von Proteinen
die nur eine cysteinreiche Doméne besitzen ( wie die Oryctolagus Colipase und Dkk like cys2-1 und Dkk like
cys 2-2, die aus der Konsensussequenz der EST Datenbank ermittelt wurden.) Die Linge des Balken gibt die
evolutiondre Entfernung an, ausgedriickt durch 0,1 Aminosduresubstitution pro Position in der Sequenz. Die
Zahlen an den Verzweigungen, sind Werte die nach der Bootstrapanalyse ermittelt wurden, und geben einen

Wert der Vertrauenswiirdigkeit der Verzweigung in Prozent wieder (aus Fedders et al., im Druck).

Die Suche in zwei unabhéngigen Hydra E(xpressed) S(equence) T(ag) Datenbanken (DDBJ:
http://srs.ddbj.nig.ac.jp/index-e.html; EBI: http://srs.ebi.ac.uk) mit den Vertebraten Dkk-1 und

Dkk-2 Proteinsequenzen fiihrte zur Identifikation von einer EST Sequenz (tac25c¢08.y1 am
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EBI), welche die bereits beschriebene Sequenz von HyDkk3 enthielt und von zwei EST
Clustern ( d.h. Sequenzen mehrerer EST’s zusammengefasst zu einer Konsensussequenz),
welche fiir zwei 95 Aminosdure lange Proteine kodieren, die eine einzige cysteinreiche
Domine enthalten, welche homolog zur cys II Doméne aus den Dkk-1, Dkk-4 Proteinen und
der Colipase ist. Diese Datenbanken liefern derzeit keine Hinweise auf das Vorhandensein
weiterer dickkopfahnlicher Proteine, die zwei cysteinreiche Dominen enthalten. Jedoch
reprisentieren die in den EST Projekten enthaltenen Daten zum jetzigen Zeitpunkt bei weitem

nicht alle in Hydra exprimierten Gene.

2.1.1.2 Expression von HyDkk-3 in Nematoblasten

Mittels in-situ Hybridisierung an ganzen Hydrapolypen konnte das Expressionsmuster von
HyDkk-3 aufgezeigt werden. Wie in Abb. 2.4 dargestellt, akkumulieren die HyDkk-3
Transkripte in Clustern sich differenzierender Nematoblasten entlang des gesamten
Korperbereichs. Zusétzlich konnten in der Tentakelbildungszone HyDkk-3 positive
Nematozyten detektiert werden. Diese Nematozyten, die nur in kleinen Gruppen auftreten,
jedoch niemals in groBlen Clustern, sind moglicherweise migratorische Nematozyten auf dem
Weg zu den Batteriezellen der Tentakeln, um dort inkorporiert zu werden. Die
Schlussfolgerung, dass HyDkk-3 nur in spiten Differenzierungsstadien der Nematozyten
detektiert werden kann, wird durch die Beobachtung gestiitzt, dass alle HyDkk-3 positiven
Zellen bereits iiber voll entwickelte Kapseln verfiigen. Weder zu Beginn der
Nematozytendifferenzierung noch im Kopf- oder Fulligewebe, in dem gewohnlich keine
Nematoblasten vorkommen, konnte eine Expression von HyDkk-3 nachgewiesen werden.
Desweiteren wurde in allen vier morphologisch unterscheidbaren Nematozytentypen HyDkk-3
detektiert. Nichtzuletzt wurde das gleiche Expressionsmuster auch in anderen Hydraarten
bzw. —stimmen, so z.B. H. magnipapillata, H. vulgaris, H. vulgaris (Stamm AEP) und H.
oligactis beobachtet. Alle Resultate zusammengenommen zeigen, dass HyDkk-3, das fiir ein
sekretiertes Protein kodiert, in einem spéten Stadium der Nematozytenentwicklung exprimiert
wird, zu einer Zeit, zu der die groen Cluster auseinderbrechen, sich die zytoplasmatischen
Briicken I6sen und die Nematozyten zu den Tentakeln wandern. In allen getesteten

Hydraarten scheint die Funktion dieses Genes konserviert.
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Abb. 2.4: HyDkk-3 wird in einem spaten Stadium der Nematozytendifferenzierung exprimiert.
Nematoblasten, die HyDkk-3 exprimieren, besitzen bereits vollentwickelte Kapseln ( als ein Bespiele siche

vergroBerten Bereich in B, die Sterne markieren vier Nematoblasten mit voll entwickelten Kapseln) (aus Fedders

et al, im Druck).
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2.1.1.3. Die Suche nach Genen der Dickkopffamilie auRerhalb der Vertebraten

Wie bereits im Abschnitt 1.2.3.1 angedeutet, wurden Dickkopf Proteine bisher nur in den
Vertebraten nachgewiesen (Hino et al., 2003). Durch Isolation von HyDkk3 aus Hydra war zu
vermuten, dass andere Invertebraten Dickkopf verwandte Gene besitzen.

Um diese Vermutung zu unterstiitzen, wurden genomische und EST Datenbanken einiger
Invertebraten auf die Anwesenheit von Dickkopf Proteinen untersucht. Zunéachst fiel die Wahl
dabei auf D. melanogaster und C. elegans, weil bei diesen Protostomia ein komplettes
Genomprojekt und eine grole Anzahl von verdffentlichten EST zur Verfiigung stehen.
Zusitzlich zu den beiden Protostomia wurde Ciona intestinalis ausgewdhlt, da auch hier eine
groBBe Anzahl an EST’s (240.000) und ebenfalls genomische Daten verfiigbar waren. Ciona
wird aufgrund seiner phylogenetischen Stellung als ein Schliisselorganismus betrachtet, um
die Evolution der Entwicklungsmechanismen der Vertebraten zu verstehen (Corbo et al.,
2001).

Um Dickkopfgene zu identifizieren, wurden die erwidhnten EST Datenbanken auf Proteine hin
untersucht, die iiber zwei cysteinreiche Doménen verfiigten, welche als diagnostisches
Kriterium die Zugehorigkeit zur Dickkopf Proteinfamilie belegt.

Obwohl die EST Sequenzen aus Drosophila fiir eine grole Anzahl an cyteinreichen
Proteinen kodieren, konnte kein Protein gefunden werden, dass das typische
Verteilungsmuster der Cysteinreste in den Dickkopfproteinen aufweist. Da das Gleiche auch
fiir C. elegans gilt und die Genome beider Organismen durchsequenziert wurden, muss
geschlussfolgert werden, dass ein Dickkopf vermittelter Signaltransduktionsweg in diesen
Protostomia nicht existiert.

In den Datenbanken von Ciona konnten jedoch 8 cDNA Klone (ciad068001, cign052d13,
rcilv069e22, cilv004h08, cign028k21, citb042120, ciad013j05, and cibd068a20) gefunden
werden, die eine Homologie zu Dkk-1, Dkk-2 und Dkk-4 zeigten. 7 der 8 Klone konnten zu
einer Konsensussequenz zusammengefasst werden. Die Translation dieser Konsensussequenz
resultierte in einem ORF, der am C terminalen Ende eine Doméne enthielt, die das typische
Verteilungsmuster der Cysteine in der cys Il Domine der Dickkopfproteine Dkk-1, 2 und 4
vom Menschen aufwies. Jedoch hatte dieses vorhergesagte Protein nur diese eine
cysteinreiche Doméne, nicht die fiir die Identifikation als ein Dickkopf Protein erforderlichen
2 Doménen. Aus diesem Grund wird dieses Protein nicht als ein Dickkopf homologes Protein
betrachtet. Klon 8 (cibd068a20) allerdings kodiert fiir ein Protein, das zwei cysteinreiche

Dominen enthdlt und wies aufgrund dieser Tatsache eine hohe Homologie zu den
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Dickkopfproteinen auf, besonders zu Dickkopf 3. Durch eine Erginzung der Sequenz aus
Klon 8 durch die Daten der genomischen Datenbank von Ciona, ergab sich ein ORF von 1182
bp, der fiir 394 Aminosduren kodiert. Eine nochmalige Suche in den Datenbanken von NCBI
mit dem Suchalgorithmus BLAST konnte die Ahnlichkeit der Sequenz zu Dkk-3 aus dem
Hithnchen bestitigen. Ein Vergleich der cysteinreichen Doméne aus Ciona und dem
Hiihnchen ist in der Abb. 2.5 dargestellt. Interessanterweise ergibt ein solcher Vergleich nicht
nur, dass das Muster der 10 Cysteinreste in den beiden Doménen iibereinstimmt, sondern
auch, dass der Abstand, der die beiden Doménen verbindet, bei beiden Proteinen aus 12
Aminoséuren besteht. Dieser Abstand wurde schon vorher als spezifisches Charakteristikum
fiir die Dkk-3 Proteine definiert. Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass Ciona liber ein
Protein verfiigt, das am ehesten mit dem Dickkopf 3 Protein der Vertebraten verwandt ist. Es

gibt jedoch keine Hinweise auf Proteine, die homolog zu Dickkopf 1, 2 und 4 wéren.

CDkk-3: 149 GQSEWLSEEITSKSDVKRDRGPW
GDkk~-3: 115 TGSTIFSETIITSIKGGENKRNH

s SE I + ++ +C I C +YC + +C+ CK + C + BCC + +CV+G C

CDkk-3: 229 KLSTRPGAIGTICEVPDDCDAGMCCADTPGYARSLCKPNARVGERCSVEPDYNPSEYIVFE---DGQY-FCPCESDLTCVS
GDkk-3: 188 RKATSRGENGTICENQHDCNPGTCCAFQKELLFPVCTPLPEEGEPCH-DPSNRLLNLITWELEPDGVLERCPCASGLICQP

+ +T G GTICE DC+ G CCA +C P GE C +P I +E DG CPC S L C
CDkk-3: 307 RGTNKEDNLODYNTPRFCEMPRLNLDRASTKDKVQ
GDkk-3: 268 QSS---—----HSTTSVCELSSNETRKNEKEDPLN

+ + ++T  CE+ + 4D +

Abb. 2.5. Vergleich der Aminosauresequenzen der cysteinreichen Doménen | und 11 von Ciona intestinalis
DKkk-3 (CDkk-3) mit der korrespondierenden Region im Dkk-3 des Hihnchens (GDKKk-3) (aus Fedders et

al., im Druck).

Die offensichtliche Konservierung von Dkk-3 in Hydra, Ciona und dem Menschen und die
Abwesenheit von Dkk-1, 2 und 4 auBlerhalb der Vertebraten macht es wahrscheinlich, dass
sich die vier Vertebraten Dickkopf Gene aus einem gemeinsamen Vorldufergen entwickelt

haben, das mit dem Dkk-3 Gen verwandt war.

2.1.1.4 Der Einfluss des Peptides HEADY auf die Expression von HyDkk-3

Die Behandlung des Hydragewebes mit HEADY-Peptid fiihrt laut DD-PCR zu einer
Repression der Transkription von HyDkk-3. HyDkk-3 scheint allerdings einen Einfluss auf die

Nematozyten Entwicklung zu nehmen, wenigstens jedoch an deren Differenzierung beteiligt
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zu sein. Offensichtlich bewirkt HEADY die Induktion des apikalen Schicksals nicht iiber
HyDkk-3. Verdeutlicht man sich jedoch die Bedeutung des Begriffes ,,apikales Schicksal®,
stellt man fest, dass im Hyperstom keine Differenzierung von Nematozyten stattfindet. Wird
durch HEADY das Gastralgewebe zu einem apikaleren Schicksal determiniert, dann konnte
dies zur Folge haben, dass die Differenzierung der Nematozyten unterbunden oder nicht mehr
unterstiitzt wird. Damit wird auch die Expression von HyDkk-3 inhibiert.

Dennoch aufkommende Zweifel an der Richtigkeit der Wechselbeziehung zwischen HEADY
und HyDkk-3 fiihrten zu weiteren Experimenten.

In einem neuen Experiment wurden die Polypen fiir 5 Tage in HEADY inkubiert, mRNA
isoliert und cDNA synthetisiert. Unter Verwendung genspezifischer Primer wurde eine
quantitative RT-PCR durchgefiihrt. Das in Abb. 2.6 gezeigte Resultat der PCR, ldsst keinen

Expressionsunterschied zwischen HEADY behandelten Tieren und den Kontrolltieren

erkennen.
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Abb. 2.6: Gel der RT-PCR mit HyDkk-3. Aufgetragen sind jeweils die PCR mit Kontrolltieren (C) im
Vergleich mit HEADY -inkubierten Tieren (H) fiir unterschiedliche Zyklenzahlen (19, 25, 30, 35, 40). Die ersten
beiden Banden stellen die Equilibrierung mit Aktin dar. Alle anderen PCRs wurden mit einem fiir HyDkk-3
spezifischen Primerpaar durchgefiihrt.

Der abschlieBend durchgefiihrte Northern - Blot (Abb.2.7) bestétigte die Ergebnisse aus der
RT-PCR. Die Ergebnisse der drei Experimente zusammenfassend muss davon ausgegangen

werden, dass HEADY keinen Einfluss auf die Expression von HyDkk-3 hat.
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Abb. 2.7: Northern-Blot zur Untersuchung der differentiellen Expression von HyDkK-3.

(A) Equilibrierung der eingesetzten totalen RNA mittels der Banden der ribosomalen 28s und 18s rRNA jeweils
fir HEADY -inkubierte (H) und Kontrolltiere (C) und fiir unterschiedliche Mengen Gesamt-RNA (von links nach
rechts: 6 pg, 3 pg, 1,5 pg und 0,75 pg). (B) Northern-Blot mit HyDkk-3 ebenfalls fiir HEADY -inkubierte (H)
und Kontrolltiere (C) und fiir unterschiedliche Mengen Gesamt - RNA (von links nach rechts: 6 pg, 3 pg, 1,5 ug
und 0,75 pg).

2.1.2 Suche nach HEADY - Zielgenen mittels S(uppression)
S(ubtractive) H(ybridisation)

Die Resultate aus dem DD-PCR Experiment, nach denen von 460 klar identifizierbaren
Banden lediglich vier differentiell amplifizierbar (0,9%) waren, deuteten darauf hin, dass sich
durch den Einfluss des Peptides nur wenige Gene in ihrer Expression dndern.

Die Expression, des in Abschnitte 2.1.1 ndher untersuchten Gen HyDkk-3, zeigte, in welchem
Korperbereich mogliche Verdnderungen der Genexpression, hervorgerufen durch die HEADY
— Behandlung, hauptséchlich erwartet werden sollten, auch wenn die Expression von HyDkk-3
selbst keine Abhingigkeit zu HEADY zeigt. Der Gastralbereich ist, im Vergleich zu Kopf und
FuB}, der am wenigsten differenzierte Bereich des Hydrakorpers. Dies ist vor allem der
Tatsache zuzuschreiben, dass sich hier die Hauptproliferationszone des Tieres befindet, in der
ein  Pool von undifferenzierten Zellen darauf wartet, die entsprechenden
Differenzierungssignale zu erhalten. So ist plausibel, dass vor allem die Expression der Gene

des Gastralabschnittes durch eine Behandlung mit HEADY-Peptid veridndert wird.
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Da deutlich wurde, dass die DD-PCR nicht die Methode der Wahl war, um die von HEADY
beeinflussbaren Gene zu identifizieren, musste die methodische Vorgehensweise gedndert
werden. Aus diesem Grunde wurde eine Methode adaptiert, die unter dem Namen

S(uppression) S(ubtractive) H(ybridisation) bekannt ist (Diatchenko et al. 1996).

12h
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| 1
mit ohne
(A) HEADY — Y —
Inkubation 5d 5d
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[ — e — ]
— T e _—
— —_— - —=
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l—
- e
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[ X ] [ X ]
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Abb. 2.8 Schematische Darstellung der experimentellen VVorgehensweise zur ldentifizierung von HEADY
Zielgenen. (A) Frisch abgefallene Knospen werden in HEADY (10°M) oder in Hydramedium inkubiert. (B) Die
aus (A) isolierte RNA beider Stadien werden der SSH zugefiihrt. (C) Die aus (B) entstandenen PCR —Produkte
werden kloniert und in geordneter Form auf Filter aufgebracht, um im AnschluB mit der RNA aus (A)

hybridisiert zu werden.

Mit deren Hilfe war es moglich, eine cDNA Bank zu generieren, die fast ausschlieBlich die

Gene enthilt, die durch die HEADY — Behandlung eine Anderung ihrer normalen Expression
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erfahren und kaum noch Gene, die ,,nur” an der Aufrechterhaltung der Lebensfunktion der
Zellen beteiligt sind, den sogenannten ,,house keeping* Genen (Abb. 2.8).

Ausgangsmaterial fiir die Erstellung der cDNA Bank war wie bei den vorangegangenen
Experimenten die RNA von Tieren, die fiir 5 Tage in 10° M HEADY inkubiert wurden bzw.
von Kontrolltieren ohne HEADY im Medium. Um sowohl aktivierte wie auch reprimierte
Gene zu identifizieren, wurde die SSH in zwei Richtungen durchgefiihrt (Abb. 2.9). Das
bedeutet, dass einmal der cDNA Pool der HEADY inkubierten Tiere (Driver) von dem der
Kontrolltiere (Tester) subtrahiert wurde, um all die durch HEADY reprimierten Gene zu
erhalten und zum anderen, dass der cDNA Pool der Kontrolltiere (Driver) von dem der
HEADY behandelten Tiere (Tester) abgezogen wurde. Dabei verfiigt die als Tester
bezeichnete cDNA iiber cDNA - Spezies, die im Vergleich zur Driver cDNA nicht oder
weniger hdufig vorhanden sind. Durch das experimentelle Prozedere wird erreicht, dass nur
diese cDNA Unterschiede durch PCR amplifizierbar werden. Die PCR-Produkte stellen die
generierte cDNA Bank dar (Abb. 2.9).

Tester | Driver Tester Il
_— p—— - =
e — ——
P e — ]
Hybr|d|S|erung I Hybr|d|S|erung I |
— |:|—_
-—
—_— cDNA - Bank I--> reprimierte Gene.
Hybridisierung Il Testerl/I1: Kontrolltiere
¢ Driver: HEADY -behandelte Tiere
C cDNA - Bank I1--> aktivierte Gene:
Testerl/11: HEADY-behandelte Tiere
Mﬁg:oa”ay Driver: Kontrolltiere

Abb. 2.9: Schematische Darstellung der Generierung der cDNA Banken.

Die so entstandenen cDNA Banken fiir HEADY reprimierte und aktivierte Gene wurden
transformiert und die Bakterienklone (E. coli DH5a) in einer geordneten Form auf einer
Nylonmembran mit Hilfe eines Roboters plaziert. Diese Filter, im folgenden als Macroarray
bezeichnet, wurden mit cDNA, gewonnen aus einem unabhingigen, in der Abfolge aber
identischen HEADY - Inkubationsexperiment, hybridisiert. Diese Vorgehensweise hatte den
Vorteil, dass die Klone, welche als differentielle Genfragmente durch die SSH amplifiziert

wurden, durch ein zweites, unabhingiges Experiment verifiziert werden konnten. (Abb. 2.10)
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Abb. 2.10 Vergleich der Macroarrayfilter, hybridisiert mit cONA aus HEADY behandelten Tieren (rot)
und mit cDNA aus Kontrolltieren (griin). Auf jeden der abgebildeten Filter sind 1418 Klone aufgebracht
worden. Die Ausschnitte in der unteren Hélfte des Bildes (D1 _4.2) zeigen die grundsétzliche Anordnung der, in
Duplikaten aufgetragenen Klone auf dem Filter. N-Negativ Kontrolle; das Gen CD94 aus Botryllus schlosserii,
diente als artfremdes Gen als negative Hybridisierungskontrolle und stellte somit den zu subtrahierenden
Hintergrund dar. P- Positiv Kontrolle; das ubiquitire Gen Somaferritin aus Hydra, diente sowohl der
Orientierung auf dem Filter und zusétzlich als Equibrilierungsmarker. 1.1 u. 1.2 — die erste bzw. zweite Hilfte
der Klone der I. cDNA Bank (reprimierte Gene, 768 Klone). 4.1 und 4.2 — die erste bzw. zweite Hilfte der Klone
der II. cDNA Bank (aktivierte Klone, 650 Klone). D1_4.2 — Beispiel eines durch die HEADY — Behandlung
aktivierten Genes (Vergleich rote Elypse gegeniiber griiner Elypse).

Im ersten Durchlauf dieser Experimente wurden 1418 Klone auf jeden der beiden Filter in
Abb. 2.10 aufgetragen. Von diesen 1418 Klonen kommen 768 Klone aus der cDNA-Bank I,
die durch HEADY Behandlung reprimierte Genfragmente enthélt. Die restlichen 650 Klone
entstammen aus der cDNA Bank II. Bei der Evaluierung der Filter nach der Hybridisierung

wurde festgestellt, dass von den 768 Klonen der cDNA Bank I 111 und von den 650 Klonen
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der cDNA Bank IT 192 hybridisiert hatten. Wie bereits erwihnt, diente die Hybridisierung der
Verifizierung der Ergebnisse der SSH durch ein zweites unabhingiges HEADY -
Inkubationsexperiment. So konnten aus cDNA Bank I 2 Klone und aus cDNA Bank II 37
Klone bestitigt werden. Die Ergebnisse der Sequenzanalyse von 13 (1 Klone aus cDNA Bank
I. und 12 Klone aus cDNA Bank II) dieser 39 differenziellen Klone sind in der Tabelle 2.1

zusammengefasst.
Nr. | Identifikation reguliert’ | beste Homologie zu E-Wert |NCBI —|Lange des
Datenbanknr. ORFin AS
1 B19 4.1 + hypothetical protein 0,017 AAO51302 91
2 C10 4.1 ++ ribosomal protein S16 | 4e™ NP_001011 42
3 D1 4.2 ++ hypothetical protein 4,8 NP 704983 43
4 D10 4.2 ++ ribosomal protein S21 le”! NP 001015 40
5 E15 4.1 ++ Actin non muscle 6.2 6e* P17126 71
6 | F1_4.2 (identisch ++ ribosomal protein S21 le?! NP_001015 40
mit D10 4.2)
7 F7 4.1 ++ Dynactin/Dynamitin 9¢® AAC50423 56
NP 006391
8 F15 4.1 + solute carrier family 2¢”0 NP 061126 83
9 H8 4.2 + keine Homologie - - -
10 K2 4.1 + keine Homologie - - kein ORF
11 M2 4.2 + hnRNA bindig protein 6e"! NP 006796 50
12 N2 4.2 ++ keine Homologie - - 27
13 N1l 1.2 -- ribosomal protein S27 8e" XP 208206 kein ORF

"Die Expression wird durch HEADY Inkubation verstirkt (+) oder reprimiert (-)

Tab. 2.1 Resultate der Sequenzanalyse von 13 differenziell hybridisierenden Klonen

Interessanterweise zeigen die meisten Klone Homologien zu Genen, die man als ,house
keeping“ Gene bezeichnen wiirde. Jedoch wire eine Verstirkung ihrer Expression
erforderlich, sollte HEADY die Zellteilungsrate steigern. Ist diese These zutreffend, dann
wiéren verstiarkt ribosomale Proteine erforderlich, daneben aber auch Aktin fiir den Aufbau
des Zytoskelletes der Tochterzellen oder Dynactin/Dynamitin, um den Vesikeltransport zu
beschleunigen. Sicherlich miisste man diese Gene dann auch als HEADY-Zielgene verstehen.
Wenn es jedoch um die Beantwortung der Frage geht, wie das HEADY-Peptid in der Lage ist,
eine neue Achse zu induzieren, dann sind diese Gene weniger aufschlussreich. Auch die
Klone zu denen keine Homologie besteht, lassen vermuten, da sie im Zusammenhang mit
hoch abundanten Genen gefunden wurden, dass auch sie eher an strukturellen Prozessen in
den Zellen (Umbau des Zytoskelettes zur Vorbereitung der Zellteilung etc.) beteiligt sind.
Letztlich kann aber nur eine detailliertere Analyse dieser Gene Aufschluss iiber ihre Funktion
geben.

Von groflerem Interesse sind demnach Gene, deren Produkte in der Lage sind, selbst regulativ

auf die Transkription von Genen Einfluss zu nehmen, die Transkriptionsfaktoren. Die meisten
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dieser Gene werden jedoch in einer relativ geringen Anzahl von Kopien transkripiert. Dies hat
zur Folge, dass bei einer Hybridisierung der Macroarrays, Klone die differentiell exprimiert
werden und zu dieser Gruppe von Genen gehdren, kein Hybridisierungssignal ergeben und
damit nicht als differentiell exprimiertes Gen erkannt werden konnen. Tatséchlich ist es
zutreffend (sieche Abb. 2.10) dass nur etwa ein Achtel bzw. zwei Siebentel der aufgebrachten
Klone je cDNA Bank hybridisierten. Fiir die Mehrzahl der Klone stellte die Hybridisierung
somit eine zu insensitive Methode dar, um die Differentialitit dieser Klone nachzuweisen.
Jedoch sollte nicht unerwéhnt bleiben, dass natiirlich auch die Menge der applizierten cDNA
Einfluss auf die Sensitivitit der Hybridisierung hat. In Untersuchungen, bei denen das
Ausgangsmaterial limitiert ist, wie in diesem Fall, stellt die Erhoéhung der
Probenkonzentration jedoch keine alternative Losung dar.

Im folgenden wurden nun Klone untersucht, die kein Hybridisierungssignal zeigten, die aber
dennoch auf die ein oder andere Weise differentiell exprimiert werden sollten, da sie ein
Produkt der SSH darstellen. Dazu wurden zunichst einmal 30 Klone ausgewé#hlt und

sequenziert. Die Ergebnisse der Sequenzierung sind in Tab. 2.2 zusammengefasst.

Nr. | Identifikation |reguliert |beste Homologie zu E- NCBI —|Lange des
Wert | Datenbanknr. | ORF in AS
1 Al4 4.1 + Tubulin beta chain 3e-11 | P33631 47
Al4 4.2 + Zinkfingerprotein 345 6e-04 | XP217728 158
3 B16 4.1 + Oligosaccharyl 3e-43 | P46975/ 120
entspricht Klon transferase
E23 4.1
4 B20 4.1 + translation elongation 2e-43 | S05988 108
factor eEF-2
5 Cl15 4.1 + DNA replication 6e-66 | Q14566 181
licensing factor
6 D6 4.2 + Ribosomal protein P1 5e-26 | NP 000994 125
7 D9 4.1 + Calcium binding protein | 6e-05 | Q27052 75
8 D22 1.1 - chitinase like precursor | 5e-09 | NP 498171 126
family
9 E23 4.1 + C. elegans essential 3e-43 | NP498362 117
Entspricht Klon membrane protein 1
B16 4.1 OLIGOSACCHARYL
TRANSFERASE STT3
10 |F9 1.1 - Proliferation-associated |7¢™® | AAHS56591 47
protein 1
11 |G8 1.1 - NADH dehydrogenase |0,22 | AF447294.1 32
subunit 2
12 |G13 4.1 + SYAPI protein 1’ |BC045947.1 141
13 |G18 4.1 + vascular endothelial 1e™/ | NP 033532/ 179
growth factor / silk 2¢” | AAA 99803
protein
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Nr. |ldentifikation |reguliert |beste Homologie zu E- NCBI —|Lé&nge des
Wert | Datenbanknr. | ORF in AS

14| - [keine Homologie S E 99

15 112 4.2 + 60S ribosomal protein  |3e™ | AAN52376 94
L23a

16 |J19 1.1 - bromodomain and PHD [2¢®® |[NP_084454 99
finger

17 |J19 4.1 + Arginase 8e>* | P49900 58

18 |K5 1.2 - Collagen related protein |3e™ [A41132 31
precurser — Hydra
magnipapillata

19 |KI10 1.1 - ribo: S11 4¢”®  |NP_001006 77

20 |K10 4.1 + hypothetical protein 5¢*  |NP_115572 49
KIAA1259

21 |K10 4.2 + similar to RIKEN ¢cDNA [2¢™® | XP 233720 110
1110035105

22 |Kki8 1.1 - Potential RNA-binding [0.006 |NP442740 80
protein

23 |KI8 4.1 + hypothetical protein 5¢”  |NP115572 136
KIAA1259

24 |L1 1.2 - zinc finger protein 207 [5¢* | XP293072 61

25 | B | aar24991 110

26 |L21 4.1 + nucleolar protein 5; SIK [2¢* [NP_061356 161
similar protein

27 |Nl16_ 1.1 - peptidylprolyl isomerase | 2¢7* NP005029 196
D

28 |N23 1.1 - Cytoplasmic protein 3¢™ | AF043260.1 162
NCK2

29 | P7_1.1 - HN-1-like protein 3,1 XP_340767 32

30 |P7.1.2 - drug resistance-related | 2¢™* 2113368A 158
protein LRP

31 | | Cystatin B [P22085 138

“! Dieser Klon wurde direkt aus der cDNA Bank | sequenziert und besitzt deshalb keine Koordinaten als Namen

Tab. 2.2 Zusammenfassung der Ergebnisse der Sequenzanalyse von 30 nicht hybridisierenden Klonen. Fil

- sind die Klone, die als vorrangig fiir die weitere Bearbeitung ausgewahlt wurden.

2.1.2.1J12_1.1 ein Peptid, dessen Expression durch HEADY reprimiert wird

Wie bereits Eingangs geduflert, ist es nicht verwunderlich, dass HEADY Einfluss auf
Differenzierungsvorgédnge hat, die vor allem im Gastralbereich stattfinden. Die Entwicklung
der Nematozyten ist ein solcher Differenzierungsvorgang, der sich ausschlieBlich auf den
Gastralbereich beschrinkt. Der Klon J12 1.1 enthélt ein Genfragment, dass durch HEADY —
Behandlung weniger stark exprimiert wird als in den Kontrolltieren. Das Gen besitzt, wie aus
der Tabelle 2.2 ersichtlich, keinerlei Homologien zu anderen bekannten Proteinen. Dabei
kodiert ein 297 Nukleotid groBer ORF fiir 99 Aminosduren. Der ORF wird von einem
Startcodon und mehreren Stopcodons am 3 Ende begrenzt. Die in 5 Richtung zur Verfligung
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stehende Sequenz zeigt ebenfalls ein Stopcodon und verifiziert somit den Beginn des ORF’s

bei dem vorhergesagten Startcodon (Abb.2.11).

1 GTTTAACACTTAGCAACATTTAGAACGCCTGTAACGATGGAAAAGATTGAAATCTTATTAGTAATTGTTTTTTTCATT
1 M E KT E I L LV I V FFI

79 CAACTTTGCTTCAGTGAAAACTATATGAACACTAAAAATGAGTCCGAGGAAACAGATGAATCTGGAAATGGAAGCGGA
15 Q LCFSENYMNTIKNESETETDESGNG G S G

157 GATCTTAGTATTAAAACTGTTAAAAGAAGTGTAAGTAAAGAAGTCACATACGTAGATATTTTAAATAAGTCTGCAAAA
41 DL SI KTV KRSV S KEV TY VD1 LNIKSAHK

235 GCTATTCTTGCTTTTGACATAAATATTAACCAGCTGAAGCAAATTTTGGAAGATCATTACTTTACAAGTGAAGAAAAT
67 Al L AFDI1T NTNOQULWIKWOQTI1 L EDWHYFTSEEN

313 CAATCAATTTGGCCGAAGGTATAAAAGAAACAGAAGGRACACTCAATTTGTATTTTAATGAACGCGAACTTTTTGACA
93 Q S I W P K VvV *

391 TGCAAAGCGATATAAAAATGATTTACCGTCGAATGTTGGRATGCGACTTGCTCCCTAAAGT

Abb. 2.11 Die Nukleotidsequenz mit der korrespondierenden Aminosauresequenz des Klones J12_1.1. Die
ersten 20 unterstrichenen N — terminalen Aminosduren markieren das vorhergesagte Signalpeptid. Der ORF ist

klar durch die markierten (fett) Start- und Stopcodons festgelegt.

Eine mit Hilfe des SignalP Servers der Universitit Kopenhagen durchgefiihrte in silico
Computeranalyse konnte eine Signalpeptidsequenz lokalisieren. Diese umfasst die ersten 20
Aminosduren. Zwischen der Aminosdure E20 und N21 konnte dabei gleichzeitig eine
Schnittstelle fiir die Endopeptidase des Endoplasmatischen Retikulums (ER) identifiziert
werden. Weitere Modifikationen sind nicht ausgeschlossen, jedoch gibt es darauf derzeit
keinerlei Hinweise. Andere computergestiitzte Methoden, die der Erkennung spezifischer
Motive dienen, was eine Zuordnung zu einer bereits ausfiihrlicher charakterisierten Protein-
bzw. Genfamilie ermdglichen wiirde, brachten keine weiteren Erkenntnisse. Offenbar handelt
es sich hier um ein sekretiertes, Hydra spezifisches Peptid. Da aber auch die SSH
falschpositive Klone generieren kann (die in der Literatur gemachten Angaben schwanken
von 10-90%) und der Klon J12 1.1 auf dem Macroarray Filter nicht hybridisierte, war es
notwendig, die Verdnderung der Expression mit Hilfe eines zweiten, unabhidngigen
Experimentes zu bestitigen. Die RT-PCR (Abb.2.12) belegt sehr eindrucksvoll, dass eine
Behandlung der Polypen mit HEADY - Peptid zu einer Reprimierung der Expression von
J12 1.1 fiihrt.

Die in situ Expressionsanalyse sollte zeigen, welche Zellen, wo im Kdrper fiir die Expression

des Gens J12 1.1 verantwortlich sind.
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Abb. 2.12 Ergebnisse der RT-PCR zur Verifizierung der Abhangigkeit der Expression von J12_1.1 von
der Behandlung mit HEADY - Peptid. (H+)- PCR-Produkte, entstanden aus cDNA von HEADY -behandelten
Tieren, (H-) PCR-Produkte, entstanden aus cDNA von Kontrolltieren. Die Actin PCR diente der Equilibrierung

der eingesetzten cDNA Mengen. K — Wasserkontrolle (negativ Kontrolle)

In Abb.2.13 wird deutlich, dass J12 1.1 nur im Ektoderm des Gastralbereiches exprimiert
wird, jedoch weder im Kopf noch im Fuf}. Diese scharfe Begrenzung der Expression zeigen
vor allem die Differenzierungsprodukte der i-Zelllinie. Ahnlich wie bei HyDkk-3, handelt es
sich bei J12 1.1 um Nematoblastennester. Allerdings ist die Anzahl der Nester, die eine
Expression von J12 1.1 zeigen, im Vergleich zu HyDkk-3 geringer. Das ldsst darauf
schlieBen, dass nur einer der vier Subtypen der Nematozyten dieses Gen exprimiert. Eine
genauere Lokalisierung war bisher noch nicht moglich.

Interessanterweise handelt es sich bei J12 1.1 wieder um ein Gen, das eine noch nicht néher
charakterisierte Funktion bei der Differenzierung der Nematozyten spielt. Da die HEADY
Behandlung zu einer Verringerung des Expressionslevels von J12 1.1 fiihrt, ldsst sich die
These untermauern, dass die durch HEADY induzierten Verdnderungen die im Gastralbereich
normalerweise vorgenommenen Differenzierungsschritte nicht mehr unterstiitzen oder sogar

aktiv unterdriicken.
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Abb. 2.13 Das raumliche Expressionsmuster von J12_1.1 in Hydra. A Die Expression des Gens J12 1.1
beschrinkt sich auf Nematoblastennester des Ektoderms, innerhalb des Gastralbereiches. B VergroBerte

Darstellung der Nester. Eine Identifizierung des Nematozytensubtypes ist jedoch nicht méglich.

2.1.2.2 Unterdriuckung der Expression einer Astacin Metalloendopeptidase (Klon L21_1.1)
durch HEADY-Behandlung

Der Klon L21 1.1 wurde hauptsidchlich auf Grund seiner starken Homologie zu der
Proteinfamilie der Astacin Metalloendopeptidasen einem ndherem Studium unterworfen, da
fiir eines der Mitglieder dieser Familie, FARM-1, gezeigt werden konnte, dass dieses auf
Peptid vermittelte Verdnderungen der Positionsinformation im Gewebe mit einer

Verianderung der eigenen Expression reagiert (Kumpfmiiller et al., 1999). Die Peptide Hym-
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346/Pedibin und Hym-323 stimulieren die FuBinduktion. Dabei sind sie in der Lage
Gastralbereichgewebe zu Fullgewebe umzuformen. Die Expression der ausschlieBlich im
Gastralbereich  exprimierten Metalloendopeptidase FARM-1 wird dabei verringert
(Kumpfmiiller et al., 1999).

Der analysierte Klon von L21 1.1 umfasste zundchst 331 Nukleotide. Diese kodieren fiir 110
Aminosduren, die die hochste Homologie zu FARM-1 aufwiesen, speziell zur diagnostischen
Astacin-Metallopeptidase Domine. Es konnte jedoch kein klarer ORF abgegrenzt werden.
Mit Hilfe der Hydra EST-Projekte aus St. Luis and Mishima (Konsensussequenz
zusammengesetzt aus den EST’s: CF657658.1; BP505802; CF777297.1) konnte diese
Sequenz auf 580 Nukleotide erweitert werden (siche Abb. 2.14). Aber auch dieser Sequenz

konnte noch kein begrenzter ORF zugeordnet werden.

1 AATAAGTTACAAAATGTACAGAATTTTTGTTTATTGCAGTCTAATTCTTAGTGCTAGCGC
1 I SYKMYRIFVYCSLILSASA
61 ATGGGTCAGAGATATGGAAAATCCGAATTTGTATCAAGGAGATATGATATTATCGCCATC
21 WV RDMENPNTLYGQGDMITLSTPS
121 TGAAATAGAAGAAGTTCGAAATGGAACTTTTACATTTTCAGCACTTGGAGATTTAAGCAA
41 E 1 EEVRNGTTFTFSALGTDTL SK
181 GATGTGGCCTAATGCTGTTGTACCTTACGTCATAGATTCATCCTTAGCTAATGAAAGAAA
61 M WP NAVVPYV IDSSLANETRHK
241 AGCAAAAAGTGGGATCGAAAGTGCAATTGCTGATTATCATAAATACACCTGCTTGAGATT
81 A KSGI1ESAILADYHEKYTTCLRETF
301 TAAATTAAGAACAAATGAGGCGGAATATATCAGATTTTGGCGCGGTAGCGGTTGTTCATC
101 K LRTNEAEVYTILRFWRGSGTCSS
361 GTATGTTGGGTATACTAAGGGAAGGAGAAATGATGTATCGCTTTCTGAAGGATGTTGGAG
121 Y VGYTKGRRNDVSLSETGT CWS
421 TAAATCAACTGTTTTGCATGAAGTTGGGCACAGCTTAGGTTTCCATCATGAACAAACCCG
141 K S TV L

481 ACCTGACAGAGATAGTTTTGTTACTATTGTTAAAAGTAACATAAGTCCTGGTACCTATTT
161 BEDEEEE s F VT I VKSNISPGTYF
541 CAATTTTGAAAAAGAAAACGCAAGAGACATTAATTCATAC

181 N FEKENARTDINSY

Abb. 2.14 Nukleotidsequenz mit korrespondierender Aminosauresequenz des Klones L21 1.1. Der
unterstrichene Teil der Sequenz ist die Astacin-Metalloendopeptidase Domiéne. Diese besteht unter anderem aus
einem Zink bindendes Motiv, das . unterlegt worden ist. Desweiteren ist diese Doméne charakterisiert durch
vier konservierte Cysteinreste, von denen drei rot markiert wurden. Der vierte befindet sich wahrscheinlich im

noch unbekannten 3" Bereich bzw. im unbekannten C — terminalen Teil.

Weitere 3° bzw. 5 RACE Experimente sind erforderlich, um den gesamten Bereich des
ORF’s zu bestimmen. Allerdings verdnderte sich durch die Verlingerung der Sequenz von
Klon L21 1.1 die Homologie zugunsten von PMPI1, ebenfalls einer Astacin-

Metalloendopeptidase. Diese Peptidase, isoliert aus Podocoryne carnea, spielt sowohl eine
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Rolle bei der Entwicklung der Qualle als auch bei der Verdauung der Nahrung (Pan et al.,
1998). Es ist davon auszugehen, dass noch etwa 80 bis 90 Aminosduren, vor allem am C —

Terminus dazukommen werden, sollte sich die Homologie zu PMP1 bestétigen (Abb. 2.15).

PMP1 21 WVDLMENAGMFEGDMELDPDEKEGVLKTGNAFAS IK-GGRWPGAKIAYQIERS1GSG-76
W MEN +++GDM L P E E V F+++ WP A+ Y I+ S+ +
L21 1.1 21 WVRDMENPNLYQGDMILSPSEIEEVRNGTFTFSALGDLSKMWPNAVVPYVIDSSLANERK 80

PMP1 77 GRTAIANATAQYHKHTCLRFHKRTNERSHISFYKGGGCSSPVGYRSGRQNRISLAGGCWR 136
++ | +AlA YHK+TCLRF RTNE +1 F++G GCSS VGY GR+N +SL+ GCW
L21_1.1 81 AKSGIESAIADYHKYTCLRFKLRTNEAEY IRFWRGSGCSSYVGYTKGRRNDVSLSEGCWS 140

PMP1 137 TGIVMHEIGHSIGIYHEQSRPDRDSYVEIV 166
V+HE+GHS+G +HEQ+RPDRDS+V 1V
L21 1.1 141 KSTVLHEVGHSLGFHHEQTRPDRDSFVTIV 170

Abb. 2.15 Vergleich der Homologie in der Aminosauresequenz zwischen PMP1 und L21_1.1. Neben einer
starken Homologie innerhalb der Astacin-Metallopeptidase Doméne, gibt es durchaus auch im N-terminalen
Bereich Homologie, welche eine Unterscheidung zwischen FARM-1 und PMP1 ermdglichen. grau — Astacin-

Metallopeptidase Doméne, rot — konservierte Cysteinreste

Die Expression des Gens L21 1.1 wird durch die Behandlung der Tiere mit HEADY
reprimiert. Diese Schlussfolgerung ergibt sich, da der Klon aus der cDNA Bank I isoliert
wurde. Durch RT-PCR konnte diese Abhédngigkeit (siche Abb. 2.16) bestitigt werden.

R e
e st

Actin L2111
= H+ H- H+ H-

Abb. 2.16 Ergebnisse der RT-PCR zur Verifizierung der Abhangigkeit der Expression von L21 1.1 von
der Behandlung mit HEADY - Peptid. (H+)- PCR-Produkte, entstanden aus cDNA von HEADY -behandelten
Tieren, (H-) PCR-Produkte, entstanden aus cDNA von Kontrolltieren. Die Actin PCR diente der Equilibrierung

der eingesetzten cDNA Mengen.

Aufgrund der gezeigten Homologie, vor allem zu FARM-1, konnte bereits vermutet werden,
dass das Gen im Gastralbereich exprimiert wird. Die in situ Analyse bestétigte dies. Darliber

hinaus ist die Expression spezifisch fiir Driisenzellen des Entoderms (sieche Abb.2.17).
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Abb. 2.17 Das raumliche Expressionsmuster von L21 1.1 einer Astacin-Metallopeptidase in Hydra. A Die
Expression des Genes beschrankt sich auf die Driisenzellen des Entoderms im Gastralbereich der Hydra. Im
Kopf und Ful wird L21 1.1 nicht exprimiert. B Die VergroBlerung eines Ausschnittes zeigt die zelluldre

Lokalisierung der Expression, in den Driisenzellen.

Die Verteilung der Expression ist jedoch keineswegs gleichmiBig iiber das Entoderm des
Gastralbereiches verteilt. Diese folgt eher einem Gradienten, beginnend kurz unterhalb des
Kopfes mit einer starken Expression, die in Richtung der Knospungszone langsam schwicher
wird und nach der Knospungszone nicht mehr zu erkennen ist. Um feststellen zu kénnen, in
welcher Weise die Expression dieses Gen durch Musterbildungsprozesse beeinflusst wird,
wurde dieselbe in situ Analyse mit Hydren durchgefiihrt, die fiir unterschiedliche Zeitraume

(6h, 12h, 24h) die Moglichkeit hatten, den Kopf zu regenerieren (Abb. 2.18).
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Abb. 2.18 Kopfregenerationsexperiement, um den EinfluR von Musterbildungsprozesse auf die
Expression von L21_1.1 zu testen. Expression von L21 1.1 nach A 6h, B 12h und C 24h Kopfregeneration.

Anhand der Ergebnisse (Abb.2.18) des Regenerationsexperimentes ldsst sich konstatieren,
dass sich an der gradierten Verteilung des Gens nichts dndert. Allerdings ist nach 12h
Regeneration zu erkennen, dass die der apikalen Spitze am nichsten liegenden
Gewebeschichten die Expression des Gens reprimieren. Der Effekt ist nicht ganz so stark, wie
die Bilder (B-C) es vermuten lassen, aber die Spitze des regenerierenden Gastralbreiches, die
spiater zum Hypostom des Kopfes wird, unterdriickt die Expression des Genes in seiner
unmittelbaren Umgebung. Dies stimmt mit den Beobachtungen an nicht regenerierenden
Tieren iiberein, die im Kopf, d.h. Hypostom- und Tentakelbildungszone, iiber keine
Expression von L21 1.1 verfiigen. Wenn also apikale Strukturen die Expression dieses Genes
verhindern, scheint es logisch, dass auch das durch die HEADY — Behandlung verinderte
Gewebe die Expression des Genes unterdriickt. Die hier beschriebene Astacin-
Metalloprotease ist also in dhnlicher Weise sensitiv auf Positionssignale, wie das im Falle von
FARM-1 gezeigt werden konnte, jedoch ist sie im Gegensatz sensitiv auf kopfinduzierende

Signale (Kumpfmiiller et al., 1999).

2.1.2.3. HEADY s inhibitorische Wirkung auf Klon B1_H4, ein Cystatin homologes Gen

Die Sequenzanalyse fiir Bl H4 ergab eine in Abb. 2.19 gezeigte 560 Nukleotide grof3e
Sequenz, die einen klar abgegrenzten ORF von 413 Nukleotiden enthélt. Diese kodieren fiir
ein 138 Aminosdure langes Protein, das eine Cystatin Doméne zwischen den Aminosduren

L45 und L125 beherbergt. N - terminal konnte wieder ein 18 Aminosédure langes Signalpeptid
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identifiziert werden, das durch die Anwesenheit einer Schnittstelle fiir die Endopeptidase des

ER zusitzliche Bestitigung erfuhr. (Abb. 2.19)

1 GTAAAGTCATACCTACTAGTATAGACTTTGTCAATACCTAACAGTAAAGACAGTCAGAAT
1 M
61 GAGTTTAGCTCTAGCCTTTGTTGCTCTACTTGGATTATCTTTAGCAAACGCACAATTAGG
2 S LALANFVALILGLSLANAQTLSG
121 AGGCATCGTCAATCTATCACAAACTAAAGTTACGGAACTTTTATCGGAAAATGGCGACTT
22 G 1 vV N L S QT KV TEWLLSENGD F
181 TGCTAAAGGTTTAAAAATGGCTGTTACAAAGCTAAACAACGGCAACGAAAAACATAAGCA
42 AAK GL KMAVTIKLNNGNE K H K Q
241 AGTAATAGAAAAGATTATCGACGCAACTTCGCAAGTTGTCACCGGTATCCGCTACGTAGT
62 v I E XK I I bATSQV VTG 1 R Y VV
301 TAATGTTAAAATTGTCGAATCGGTGTGTAAAAGCATGAATAACAACATATTAATGACAAC
82 NV K1 VESVCIK SMNNNILILWMTT
361 AAAACTTTGCCCTGCACTCAAGTATTCTAAATCAAAAATTTGTAAGGTGGTTATTTGGAG
102 K L ¢CP AL KY S K S K 1T CKV VI WS
421 CCGTCGTTGGCTCAGTTTAGCAACGGAATCACTAGTTGTAGATATTACATGTTAATACTT
122 R R WL SLATESLVVDI1TSC

481 GTTTACTTGTTATTACTACACGTTTTTGCACGTTTCTAAAAAAGATGTATTTATTTAGAT
541 AAATTTTTATTTATTTAATG

Abb. 2.19 Nukleotidsequenz mit korrespondierender Aminoséuresequenz. Die grau hinterlegte Sequenz
umfasst die gesamte Cystatindoméne. Diese Domine zeichnet sich durch einen hohen Anteil an sehr stark
konservierten Aminosduren aus, die hier rot eingefirbt wurden. Das charakteristische Muster dient der
eindeutigen Zuordnung. Die 18 Aminosduren des Signalpeptides sind unterstrichen. Zwischen A18 und Q19
befindet sich die Endopeptidaseschnittstelle des ER. Das Start und die Stopcodons sind mit fetten Buchstaben
dargestellt.

Proteine die eine Cystatindoméne besitzen, stellen in der Regel Inhibitoren fiir Papain-
dhnliche Cysteinproteasen dar. Diese als Cathepsine bezeichneten Enzyme, verfligen iiber
eine ausgesprochen grofe katalytische Aktivitét, die dementsprechend reguliert werden muss.
Die Hauptaufgabe der Cystatine liegt in der Kontrolle der Aktivitit der Cathepsine (Turk et
al., 1993).

Der Einfluss von HEADY auf die Expression dieses Genes ist ein negativer, da dieser Klon
das Resultat der SSH war, die zu cDNA Bank I fiihrte. HEADY hat also eine reprimierende
Wirkung auf die Expression eines Cathepsininhibitors, dass zu einer gesteigerten Aktivitat
dieser Cysteinproteasen fiithren sollte.

Um iiber mogliche Auswirkungen der Inhibition der Expression von B1 H4 spekulieren zu
konnen, ist es notwendig, das natlirliche Expressionsmuster zu ermitteln. Die in situ
Expressionsanalyse ergab ein positives Signal im Entoderm, verteilt iiber den gesamten
Bereich des Korpers (Abb. 2.20). Etwas genauer betrachtet, wird das Gen im Kopf allgemein

schwach exprimiert. Im Hypostombereich des Kopfes jedoch kann man wieder eine verstirkte
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Expression beobachten. Die vereinzelt auftretenden dunkleren Stellen lassen sich derzeit noch

keinen Strukturen zuordnen.

A

Abb. 2.20 In situ Expressionsanalyse des Klones B1_H4 in Hydra. A Expression beschriankt sich auf das
Entoderm. Im Kopf und FuB3 wird die Expression etwas schwicher, nimmt jedoch am Hypostom, dem apikalsten
Bereich, wieder zu. Die im Korperbereich auftretenden dunkleren Flecken lassen sich bisher keinen Strukturen
zuordnen. B VergroBerte Darstellung des Kopfes, bei der die Verstirkung des Signals im Hypostom besonders

gut zu erkennen ist.

Dieses Expressionsmuster ldsst schwerlich Riickschliisse auf eine mdgliche Funktion bei
Musterbildungsprozessen zu. Interessant aber ist, dass Bl H4 in FuB- und
Kopfregenerationsexperimenten immer an der sich regenerierenden Stelle exprimiert wird.
(Siehe Abb. 2.21). Bei der Regeneration findet ein enormer Umbau von Strukturen statt. So
wird z.B. die extrazelludire Matrix ( extracellulare matrix (ECM)) an bestimmten Stellen
umgebaut, um eine Migration von differenzierten oder sich differenzierenden Zellen zu
ermdglichen. An diesem Prozess sind eine ganze Reihe von Proteasen beteiligt. Vor allem
Metalloproteasen und Matrixmetalloproteasen wurde eine entscheidende Rolle beim Umbau
der ECM in Hydra eingerdumt (Yan et al., 2000). Aber auch von den Cathepsinen, den
Cysteineproteasen, ist schon seit ldngerem bekannt, dass sie am Abbau der ECM beteiligt sind

(Mort, 1998). Diese Argumente zusammengenommen lassen den Schluss zu, dass die
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Cathepsine zusammen mit ihren Inhibitoren, den Cystatinen, einen entscheidenden Anteil an
der Kopf- und FuBlregeneration haben. Im Abschnitt 2.2.1.1 dieser Arbeit wird beschrieben,
dass die Cysteinprotease Cathepsin L ebenfalls verstirkt bei der Kopf- und FuBregeneration
exprimiert ist. Die Uberlagerung der Expression dieser beiden Molekiile und die in anderen
Organismen beschriebene Interaktion ldsst es plausibel erscheinen, dass bei den
Regenerationsprozessen in Hydra diese beiden Molekiile in Wechselwirkung stehen, und das

Cystatin (B1_H4) dabei die proteolytische Aktivitit der Cathepsine reguliert.

Abb. 2.21 Expression von B1_H4 nach Kopf- bzw. Fuliregeneration. A Nach 6 h Kopfregeneration ist ein
deutliches Signal an der regenerierenden Spitze erkennbar. B Auch bei der Fullregeneration kann eine starke

Expression des Genes an der regenerierenden Spitze beobachtet werden.
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2.2 Charakterisierung der Vorgange bei Regeneration und
Knospung in Hydra durch Erstellung und Vergleich von
Expressionsprofilen

Die Experimente die unter diesem Punkt zusammengefasst sind, sollen die Analyse der
Musterbildung iiber das Limit der bis heute bekannten Gene in Hydra erweitern. Dies schien
notwendig, um nicht zuletzt die Position von HEADY in dem genetischen Netzwerk, welches
das apikale Schicksal determiniert, zu bestimmen. Der Vorteil der hier eingesetzten Methodik
liegt darin begriindet, dass sie nicht unmittelbar auf das Auffinden bereits in anderen
Systemen (Organismen) als relevant identifizierte Musterbildungsgene abzielt, sondern die
Identifizierung bisher unbekannter, moglicherweise sogar Spezies - spezifischer Gene erlaubt.
Diese konnten der Schliissel zum besseren Verstdndnis der Rolle von Heady sein.

Apikale Strukturen werden vor allem bei der Regeneration des Kopfes und bei der Knospung
gebildet. Deshalb stand die Untersuchung dieser Prozesse im Blickpunkt der im folgenden zu
beschreibenden Analyse.

Um dieses Ziel zu erreichen, wurden mit unterschiedlichen Methoden Expressionsprofile
verschiedener Kopfregenerations- und Knospungsstadien erstellt. Zwei Methoden standen
dabei im Blickpunkt: 1) Hybridisierung und Vergleich von Filtern mit Klonen einer
normalisierten cDNA Bank 2) S(upression) S(ubtractive) H(ybridisation) (SSH) mit

anschlieender Hybridisierung von cDNA Macroarrays.

2.2.1 Hybridisierung und Vergleich von Filtern mit Klonen einer
normalisierten cDNA Bank

Eine bereits vorher generierte und dankenswerter Weise durch Herrn Dr. Konstantin
Khalturin zur Verfiigung gestellte normalisierte cDNA Bank war Ausgangspunkt fiir den
ersten Teil der Analyse. Diese cDNA Bank enthielt einen Querschnitt von Genen, die in
adulten Polypen exprimiert sind, aber auch Gene, die nach 24 h Kopfregeneration und bei der
Knospung (Knospungsstadien 1-6) exprimiert werden. Bei vielen konventionell erstellten
cDNA Banken wird die Tatsache nicht beriicksichtigt, dass die Transkripte der einzelnen
Gene in unterschiedlicher Anzahl im Transkriptom vorhanden sind. Bei der Herstellung der
hier verwendeten cDNA Bank wurden die Unterschiede in der Anzahl der Transkripte pro
Gen nahezu beseitigt, so dass man hier von einer normalisierten cDNA Bank spricht. Nach

Transformation dieser cDNA Bank in E. coli (Stamm DH5ca) wurden 4608 Klone in einer
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geordneten Art und Weise auf eine Nylonmembran mit Hilfe eines Roboters plaziert. Diese
mehrfach hergestellten, identischen Filter wurden getrennt mit radioaktiver cDNA, hergestellt
aus Oh,12h und 24h kopfregenerierenden Tieren sowie cDNA bestehend aus einer Mischung
von Tieren mit unterschiedlichen Knospungsstadien (Phasen 1-6), hybridisiert. Der Vergleich
der vier so hergestellten Filter untereinander ergab 86 Klone, die erkennbare Unterschiede in
ihren Hybridisierungssignalen lieferten. Diese 86 Klone verteilen sich folgendermalien auf die

3 moglichen Vergleichspaarungen:

Oh Kopfregeneration verglichen mit Reguliert * | Gesamt
12 h Kopfregeneration (reg.) 8+/13- 21
24 h Kopfregeneration (reg.) 14+/21- 35
knospende Hydren (Stadien 1-6)(k.) 2+/43- 36

" Mit dem - versehene Klone besitzen ein stirkeres Hybridisierungssignal auf dem Oh reg Filter im Vergleich zu dem jeweiligen
Partnerfilter, respektive die mit + gekennzeichneten Klone ein schwicheres Hybridisierungssignal.

Tab. 2.3 Zusammenfassung der Ergebnisse der Hybridisierung der cDNA Macroarray’s mit

verschiedenen Regenerations- und Knospungsstadien.

Um 0 h Kopfregeneration tiberhaupt mit den knospenden Hydren vergleichen zu konnen,
musste den knospenden Hydren ebenfalls der Kopf entfernt werden, bevor aus ihnen die
cDNA zur Hybridisierung generiert werden konnte.

Um durch ein unabhédngiges Experiment zu verifizieren, inwieweit diese 86 Klone (Tab.2.3)
tatsdchlich differentiell sind, wurden kleinere, mit PCR-Produkten der 86 Klone beladene
Filter hergestellt. Das Aufbringen von PCR — Produkten hat dabei den Vorteil im Vergleich
zum Aufbringen von Bakterienklonen, dass eine kontrollierbare Menge an DNA auf die Filter
gelangt und dass zusétzlich nur die interessierenden DNA Fragmente aufgebracht werden,
was die Spezifitit erhoht. Diese kleineren Filter haben weiterhin den Vorteil, dass ein sehr
viel geringeres Hybridisierungsvolumen ausreicht und damit eine hohere Probenkonzentration
zum FEinsatz kommen kann, was die Sensitivitdt gegeniiber weniger stark exprimierten Genen
erhoht. Um Hybridisierungsartefakte weitgehend ausschlieBen zu koénnen, wurden die Filter
so konstruiert, dass die in Duplikaten aufgetragenen Klone moglichst weit voneinander
entfernt liegen.

Die so hergestellten Filter wurden mit der cDNA aus regenerierenden (24 h) und nicht

regenerierende Hydren ( Oh) hybridisiert (Abb. 2.22).
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Abb. 2.22 Ergebnis der Hybridisierung der ,,PCR*-Filter. A Filter hybridisiert mit 0 h reg. cDNA B Filter
hybridisiert mit 24 h reg. cDNA. Farbig markierte Boxen: orange: Klon 72 B16_5, pink: Klon 1_C18 1, rot:
Klon 7 N12 1, griin: Klon 53 P8 2. Am eindruckvollsten ist der Unterschied in der Expression an Klon
1 CI8 1 zu dokumentieren. Eine Gegeniiberstellung der Stellen der Filter, an denen 1 CI8 1 aufgetragen

wurde, zeigt eine deutliche Aktivierung des Gens nach 24 stiindiger Regeneration.

Aus der Analyse dieser PCR — Filter gingen 10 in ihrer Transkription aktivierte und 11
reprimierte Genfragmente hervor. Bei einer Reihe von Klonen konnte keine genaue Aussage
iiber das Verhalten bei der Kopfregeneration gemacht werden, da diese keine einheitliche
Tendenz zeigten. Dennoch wurden fiinf dieser Klonen ausgewihlt und zusammen mit den 21
differentiellen Klonen sequenziert. Zwei dieser Klone sollen im folgenden néher

charakterisiert werden.

2.2.1.11 C18 1/ Cathepsin L eine Cysteinprotease wird bei der Kopfregeneration aktiviert

Der Klon 1_C18 1 ist ein aus verschiedenen Griinden bemerkenswerter Klon. Ausgewdhlt
wurde er, da das Genfragment eine sehr starke Aktivierung der Genexpression wihrend der
Kopfregeneration zeigte. Die 411 Nukleotide des Klons 1 C18 1 wurden mit Hilfe der
Konsensussequenz aus den EST -Sequenzen CF656322, CF657569, CF657698, CF778918,
CF657867 verldngert, um so einen vollstandigen offenen Leserahmen zu generieren (Abb.

2.23). Die Suche nach bereits in den Datenbanken verdffentlichten homologen Genen erwies
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sich in diesem Fall als fruchtbar. Klon 1 _C18 1 ist identisch zu dem aus Hydra vulgaris
isolierten Cathepsin L (AAO65603). In zwei C - terminalen Aminosduren N173D und T182A
unterscheiden sich die beiden. Die Verdnderungen sind durch den Austausch der jeweils

ersten Base im Basentriplett zuriickzufithren (Abb. 2.23)

1 TTAAACGATTAAAGCCTCTGAAAACTTTGCACTTGGTAACTTTGGTTTCGCCATAATGAA
1 M K
61 GGTTTTCTGTGCATTATTGTTGTTGGGTGTGACTCTTGCTTATACCATTGAAAGGCCTGT
3 vV F CA L L L L GV TLAYTI1I ERPYV
121 TAAAGATGAATCTTGGATTCAATGGAAAATGTATCACAACAAAGTATATAGCCATGATGG
23 K bE SWwW 1T QWIKMYHNI KV Y S HDG
181 TGAAGAAACCGTTAGATACACGATCTGGAAAGATAACGAAAGACGTATTAGGGAACACAA
43 E ETVRY TI1T WKDNZEWIRI R T R E H N
241 TTTAAAAGGTGGAGATTTTCTTTTAAAGATGAATCAGTTTGGTGACATGACAAATAGCGA
63 L K 66 G6GDFLLIKMNA QQZFSGDMT N S E
301 GTTCAAAGCATTTAATGGTTATCTCTCTCACAAACACGTTAATGGTTCAACATTTTTAAC
83 FKAFNGYLSHIKMHVNGSTF LT
361 TCCAAATAATTTTGTTGCTCCTGATACAGTTGATTGGAGAAACGAAGGATATGTTACCCC
103 P NNFV APDTVDWIRNEGY V TP
421 AGTTAAAGACCAAGGTCAATGCGGTTCATGCTGGGCTTTYAGTACCACTGGATCACTTGA
123 V  XDQ G QCGS@BWAFSTTG S L E
481 AGGACAACACTTYAAAAAGACTGGTAAACTTGTTAGYCTYAGTGAACAAAATCTAGTWGA
143 G Q HF KKTGIKLV S L SEU QNWLVD
541 CTGCTCTACTGCCTACGGTAACAATGGGTGCRAYGGTGGTTTGATGGATAATGCCTTTRC
163 Cc S TAY GNNUGT CNDG G L M D N A FT/A
601 CTATATTAAGGAAAACAAAGGCATAGACTCTGAAGCTTCTTATCCATACACTGCAGAGGA
183 Yy I K ENK G I DS EASY PY TATETD
661 TGGAAAATGCGTTTTCAAAAAATCATCTGTTGCTGCAACTGATACAGGATTTGTAGATAT
203 G K CVF KK S SV AATUDTGF V DI
721 ACCTGAAGGAAATGAAAATAAATTAAAGGAAGCAGTTGCCTCAATTGGACCTATCTCTGT
223 P EGNIENIKILIKEAVASI1T GP 1 SV
781 TGCAATTGATGCTAGCCACGAGTCATTCCAATTTTACAGTTCTGGAGTCTATAATGAACC
243 Al DASHESFOQFY SS GV YNTEP
841 AAGTTGCAGTTCAACAGAATTAGACCACGGTGTGTTAGTTGTCGGATATGGTACTGAATC
263 S CS S TELTDIEPRGVLVV GYGTE S
901 TGGCAAAGATTATTGGCTTGTAAAAAACAGTTGGAATACATCATGGGGAGATAAGGGTTA
283 G K DYWLV KNSWNTSWGD K G Y
961 TATCAAAATGCGTCGAAACGCAAAAAATCAATGTGGAATTGCAACCAAGGCTAGTTATCC
303 I K M R R NAKNQZCGI ATIKASYP
1021 ATTAGTTTGAWGAGAAAAAAAAAACTCTTTCATTTKGWAAAATAG

323 L v*

Abb.: 2.23  Nukleotidsequenz mit der translatierten Aminosauresequenz von Klon 1 C18 1.
Konsensussequenz aus Klon 1_C18 1, des Cathepsin L aus Hydra vulgaris und den folgenden EST - Sequenzen
CF656322, CF657569, CF657698, CF778918, CF657867 Die 15 Aminosduren des vorhergesagten
Signalpeptides sind unterstrichen. rot: 92 Aminosduren des Propetids. griin: 2 Aminoséuren fiir die keine
Nukleotidkonsensussequenz ermittelbar war. [SUNMMGHEE sind die Aminosiure [@§SE und S der
katalytischen Diade. Der Rest der Sequenz besteht aus einer Endopeptidasedoméne Peptidase C1, Papain-

familie.
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AuBer der Sequenz von Cathepsin L sind allerdings noch keine weiteren computergestiitzten
Analysen des Gens in Hydra vulgaris verdffentlicht worden. Durch eine
Signalsequenzanalyse konnte fiir den N - terminalen Abschnitt ein 15 Aminosdure langes
Signalpeptid vorhergesagt werden.

Wie bereits in Abschnitt 2.1.2.3 dargestellt, sind die Mitglieder dieser Proteinfamilie sehr
aktive Proteasen, deren Aktivitdt strikt kontrolliert werden muss. Aus diesem Grund besitzen
diese Proteasen ein N - terminales Propeptid, das abgespalten wird, um die Protease zu
aktivieren. Bei den Sédugetieren kann die Aktivierung von Cathepsin L durch eine Anzahl von
Wachstumsfaktoren bewerkstelligt werden (Ishidoh et al. 1998). Das Propeptid der in Hydra
isolierten Cysteinprotease Cathepsin hat eine Lédnge von 92 AS. Die darauf folgende Doméne
hat eine sehr hohe Homologie zur Peptidase C1 der Papain dhnlichen Proteasen.

Nach der ersten Stufe der Kontrolle der Aktivitéit durch das Propeptid, kommt in einer zweiten
Stufe die Inhibition durch eine Vielzahl von Proteinen hinzu. Darunter fallen auch die
Proteine der Cystatin - Familie, die die Aktivitéit der Proteasen vor allem au3erhalb der Zellen
kontrollieren (Turk und Bode, 1991). Der Klon B1 H4, isoliert als ein durch HEADY in
seiner Expression beeinflussbares Gen, besitzt eine solche Cystatindoméne (siehe Abschnitt
2.1.2.3). So konnte dieses Gen auch einen Beitrag zur Kontrolle der Aktivitit fiir das hier
beschriebene Cathepsin L leisten.

Durch in situ Expressionsanalyse konnte gezeigt werden, dass 1 C18 1, das Cathepsin L

homologe Gen, von den Epithelzellen des Entoderms exprimiert wird (Abb. 2.24).

Abb. 2.24 Expressionsanalyse des Klons 1_C18 1. A Nach 24-30 h Regeneration konzentriert sich das Signal
an der apikalen, regenerierenden Spitze. B Nach 35-48h konzentriert sich die Expression auf die hervortretenden
Tentakeln. C Bei spiten Knospungsstadien konzentriert sich die Expression auf die Tentakeln. D Bei Knospen,

die kurz vor dem Trennen vom Muttertier stehen, wurde eine Farbung in der ganzen Knospe beobachtet.
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Nach 24 h Kopfregeneration konzentriert sich das Signal zunichst auf die regenerierende
Spitze. Im spdteren Verlauf der Regeneration ist es mit den hervortretenden Tentakeln
assoziiert (35h-48h) (Abb.2.24B).Es gibt Hinweise darauf, dass Cathepsin L auBler bei der
Kopfregeneration auch bei der FuBBregeneration eine Rolle spielt und dass sich die Expression
dort ebenfalls auf die regenerierende Spitze konzentriert (pers. Kommunikation M. Hassel).

AbschlieBend soll an dieser Stelle noch einmal darauf hingewiesen werden, dass der Klon
B1 H4 (Cystatin) tiber das gleiche Expressionsmuster verfiigt wie 1 C18 1 (Cathepsin L). So
scheint eine Interaktion dieser beiden Gene aufgrund der jeweiligen Homologien und des

iiberlappenden Expressionsmusters sehr wahrscheinlich (Abb. 2.25).

B # Abb. 2.25 Vergleich der Expression von (A) 1_C18 1, Cathepsin
und (B) B1_H4, Cystatin

2.2.1.2 7_N12_1, ein Gen ohne signifikante Homologie, ist an Kopf- und FuBregeneration
beteiligt

Das auffinden unbekannter Gene, moglicherweise Spezies — spezifischer Gene, war eines der
Vorteile des experimentellen Vorgehens. 7 N12 1 steht fiir ein solch bisher noch nicht
beschriebenes Gen. Der isolierte und sequenzierte Klon konnte mit Hilfe der Hydra EST
Projekte (Konsensussequenz aus CF658229, CF600707, BP505939, BP511894, CF654772)
zu einem 995 Nukleotide langen Stiick ergidnzt werden. Dieses Fragment enthélt einen ORF
von 939 Nukleotiden, das fiir 312 Aminosduren kodiert. Eine Signalpeptidanalyse (SignalP)
sagte mit hoher Wahrscheinlichkeit fiir die ersten 19 N — terminalen Aminosduren ein
Signalpeptid voraus. Zwischen A19 und K20 befindet sich eine Schnittstelle fiir die
Endopeptidase des ER, die gleichzeitig zur Bestitigung der Signalpeptidsequenz angesehen
wurde (Abb. 2.26).
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1 AAATTTCAAGATGAAATCAATAGCTGTTTTATTTGTGTCCGTTTTGGTTTTTCAATGCGT
1 M K SI AVL FVSVLVFQCV
61 GTCTGCTAAAAGTTTATCAGTAAAACTGCCTACTAAATGCGAAGATGTTCTTCCAGCTGA
18 S AKSL SV K LPTI K CEUDWVLP AD
121 TACCTGTGCTTCACTAAAAACTGCAGCAGCCAAATTAAAAGTAAATACTCAGCTTGTAAA
38 Tr ¢ ASLKTAAAKULIKVNTOQUL VN
181 CGATGCTGTTATTAACGCTGTTAAAAAAAATATACAAAACACCCAGGAAATCATTCTTTT
58 DAV I NAV KK KNI QNTQE T I L F
241 TGTCAAAGATACTTTGGTAGAAAAGGCTACTAATTTTCAATGCACTGACGTTCTTTCTGC
78 v KX D TLVEIKATNZFOQICTDV L S A
301 AGAGCAATGCGATAAAATTGGTTCCATTGGAAAAAATCTTAAATTAAAAACTTCAGACGT
98 E Q CDK1T 6 S1 GG KNLKULIKTS DV
361 TTCAAAAGCCATCAAAGAGGCCGTTGTGAACGGAGTTGATCAAGCAAAAGTTATTTATGC
118 S K A1 KEAVVNGVDQAI KUV I Y A
421 TCGAGCTGTGCGTTTTCTTTTAAACGATGTCAAAAATGTTAATTGTGAAACCTTGGTCTC
138 R A°VRFLLNUDVIKNVNIZ CETL V S
481 TGCAGAAGTTTGCAAAAAAGTTGCTGATTATGCTAAAAGTCTTAAACTGAGCACAACTGA
158 A AE V C K KV ADYAKSULIKIULSTTD
541 CGCCACAAACGCCGTTAAAGAAGCCATCGTCCAGGGTGCTAACAATGCTGCAGATTATTT
178 AT N AV KEAI VQGANNAADYF
601 TAATAACGCAGCTGAATACCTGAGAGCACAAATATCTTGCGAAAATGTTCTTTCAGCTGA
198 NNAAEYULRAQI S CENWVLSAD
661 CACATGTGAAAAAGTCCGAAAAATTGCCGATAAATTCAGTGTATCATTAACCGAAGTCAA
218 r ¢ EXK vVRKI AD K FSV S LTEVN
721 CTCAGTTATACGATCTGCTGTAGCCAGTGGTGTTACTAAAGTTACAGATCTTTACAAACA
238 S v1 RSAVASGVYTIKV TDILY KH
781 TGCTGTTAATTTCATTATTGAGAAATGGACACAAAGTTTTGGAGACGAGCCCATGATGTA
258 AV N F I 1 EK W TQSF GDEPMMY
841 CAAGAGAAGCATAGATCAAGAAGAGATCAAAGAAACAGTTGTTCGCGCCGTTTGGAGAAT
278 K R S 1 D Q E E 1 K ETVVRAVWRI
901 CATGGATGTAATAACCCCCCCTTTGAAAAATGCTAACATAAATGGATAAAATATGTTCA

298 M DV I T PPLIKNANTING

Abb. 2.26 Nukleotidsequenz mit korrespondierender Aminosauresequenz des Klones 7 _N12 1. Die
unterstrichenen 19 N - terminalen Aminosduren stellen das vorhergesagte Signalpeptid dar. Grau unterlegt sind
die Cysteinboxen, eine auffillige Charakteristik dieses Proteins. Rot hervorgehoben sind die in ihrer Position

innerhalb der Cysteinboxen hochkonservierten Aminosduren Cystein 1. u. 10. sowie Alanin an 7. Position.

Bei einer genaueren Analyse der Aminosduresequenz konnten vier cysteinreiche Abschnitte
(Boxen) bestehend aus 10 Aminosduren identifiziert werden. Diese Boxen werden von jeweils
einem Cysteinrest flankiert. Vergleicht man die Boxen untereinander, so ist aufféllig, dass sie
in ihrer Aminosdurezusammensetzung relativ stark konserviert sind und an Position 7 mit
dem Alaninrest sogar identisch sind. Interessant war zusitzlich die Tatsache, dass die
Abstinde zwischen den Boxen konstant sind. Sieht man von 3 fehlenden Aminoséuren
zwischen Box 3 und 4 einmal ab, betrdgt der Abstand zwischen den Boxen 51 Aminosduren

(Abb.2.27).
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Abb.2.27 Vergleich der Cysteinboxen. rot identische
Aminosduren, blau in mindestens 3 der 4 Cysboxen identisch,

Ziffern geben den Abstand zwischen den Cys-Boxen an.

Leider lassen sich daraus keine weiteren Schliisse ziehen, da diese Charakteristika bei keiner
anderen Proteinfamilie bisher beschrieben wurden. Es ist allerdings zu vermuten, da Cysteine
hiufig an der Stabilisierung der 3 — dimensionalen Struktur der Proteine durch die Ausbildung
von Disulfidbriicken beteiligt sind, dass der definierte Abstand der Cysteine auf eine
besondere 3D-Struktur hindeutet.

Mittels in situ Expressionsanalyse konnte gezeigt werden, dass das Gen 7 N12 1 bei der
Kopfregeneration exprimiert wird. Kopfregenerationsstadien zwischen 6 und 24 Stunden

zeigen ein deutliches Signal in der regenerierenden, apikalen Spitze.(Abb. 2.28)

Abb. 2.28 Expressionsanalyse von 7_N12_1 bei der FuR3- und Kopfregeneration. A 6-24h Kopfregeneration,

B 6-24h Fufiregeneration, C das Gen wird in Driisenzellen exprimiert.

Dabei ist das Gen ausschlieB8lich in den Driisenzellen des Entoderms exprimiert. 7 N12 1 ist
jedoch kein Gen, das spezifisch bei der Kopfregeneration exprimiert ist, da auch bei den
FuBregeneraten (Stadien zwischen 6 und 24 Stunden) ein deutliches Signal in der
regenerierenden Spitze zu erkennen ist (Abb. 2.28 B). Die verfiigbaren Informationen
zusammengefasst lassen keine definitive Aussage liber die Funktion des Proteins bei den
Regenerationsprozessen zu. Es konnte aber als Strukturprotein eine Rolle bei der
Reetablierung der ECM spielen.

Das vorhergesagte Signalpeptid deutet auf ein sekretiertes Protein hin. In den extrazelluldren

Raum abgegeben, konnte es mit Hilfe seiner Cysteinboxen in der Lage sein, Verbindungen zu
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anderen cysteinreichen Proteinen herzustellen und damit Einfluss auf die Stabilitit der ECM
zunehmen. Wie bereits unter 2.2.1.1 angedeutet, findet genau an diesen Stellen und auch zum

Zeitpunkt der Expression von 7 N12 1 ein massiver Umbau der ECM statt.

2.2.2 ldentifizierung von Unterschieden in der Genexpression bei
Knospung und Regeneration in Hydra durch SSH und cDNA
Macroarray Hybridisierung

Oberfldchlich betrachtet konnte man annehmen, dass sich Kopfregeneration und Knospung in
der Auswahl der Gene, die an diesen Prozessen beteiligt sind, nicht unterscheiden. Fiir eine
Mehrzahl der benétigten Gene ist das sicher auch zutreffend. Trotz der unbestreitbaren
Gemeinsamkeiten ist die Ansicht allgemein akzeptiert, dass sich diese Prozesse auch
signifikant unterscheiden. Diesen Uberlegungen liegt die Tatsache zugrunde, dass die
Regeneration eines Kopfes stets entlang einer stabilen, determinierten Achse erfolgt,
wohingegen die Induktion einer Knospe die Induktion einer neuen Achse voraussetzt. Ein
Vergleich dieser beiden Vorgédnge konnte daher zur Identifikation von Genen fiihren, die bei
der Achseninduktion eine entscheidende Rolle spielen. Diese Gene wiren dann natiirlich auch
potentielle Zielgene fiir das HEADY Peptid. Dariiberhinaus wiirden aber Gene zu
identifizieren sein, die, in Abhdngigkeit davon in welcher Weise die entsprechenden Stadien
miteinander verglichen werden, bei der Aufrechterhaltung der Achse in Hydra von Bedeutung
sind. Besonders interessant dabei wére die Frage, wie die Positionsinformation, die der Achse
zugrunde liegt, gespeichert wird.

Um diese beiden Vorginge zu vergleichen, mussten neue cDNA Banken generiert werden,
die moglichst nur die Gene enthalten, deren Expression bei diesen Vorgéngen verdandert wird.
Die fiir die Erstellung der cDNA Banken angewandte Methode wurde bereits in Abschnitt
2.1.2 zur Identifikation von HEADY — Zielgenen beschrieben. Auch in diesem Fall wurden 2
cDNA Banken mittels SSH generiert. Die erste cDNA Bank besteht aus den bei der
Kopfregeneration bzw. Knospung in ihrer Expression aktivierten Genen. Dazu wurde der
cDNA Pool aus kopf- und knospenlosen Hydren (Driver) von einem cDNA Pool bestehend
aus verschiedenen Kopfregenerations- (4/8/16/32 h) und Knospenstadien (1-6) (Tester)
abgezogen. Zur Generierung der zweiten cDNA Bank wurden unter Umkehr von Driver und

Tester die reprimierten Gene zusammengetragen (Abb.2.29).
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Tester | Driver Tester Il
—_— pp— —
— — ——
-ﬁ = —]
Hybridisierung | | | Hybridisierung | |
¢ ¢ cDNA - Bank I--> aktivierte Gene.
] = =
[ | Testerl/11: Kopfregeneration 4,8,16,32 h
o Knospungsstadien 1-6
| Hybridisierung I | Driver: Kopfregeneration 0 h
¢ keine Knospen
_— e
v cDNA - Bank I1--> reprimierte Gene:
PCR Testerl/Il: ~ Kopfregeneration 0 h
v keine Knospen
Macroarray Driver: Kopfregeneration 4,8,16,32 h
Filter Knospungsstadien 1-6

Abb. 2.29 Schematische Darstellung der Generierung der cDNA Banken.

Nach der Transformation der cDNA Banken in die Bakterien (DH5a) wurden 1152 Klone
jeder cDNA Bank auf eine Nylonmembran unter Verwendung eines Roboters in einer
geordneten Form aufgetragen.

Ein Gefiihl fiir die Qualitét der hergestellten cDNA Banken vermittelte die Hybridisierung der
so erstellten Filter mit bekannten Musterbildungsgenen. Neben den bereits vorgestellten
Klonen 1 CI18 1 (CathepsinLl) und 7 N12 1, konnte auch das durch eine andere
Arbeitsgruppe beschriebene Gen Cngsc (Gooscoid) (Broun et al., 1999) auf diesen Filtern
nachgewiesen werden (Abb. 2.30). Anhand des Filters wurde Cngsc dem Klon J12 6

zugeordnet.
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Cngsc/J12_6

o

Hvdra Soma-Ferritir CD9%4
2 1
4 3
6 5

Abb. 2.30 Hybridisierung des Macroarrayfilters mit einer Cngsc spezifischen Sonde. Der rot markierte Teil
des Filter ist im unteren Teil der Abbildung vergroBert dargestellt. 1-3 Die in Duplikaten aufgetragenen Klone
der cDNA Bank I, Gene die bei der Regeneration und/oder Knospung aktiviert werden. 4-6 Die in Duplikaten
aufgetragen Klone der cDNA Bank II, Gene die bei der Regenration und/oder Knospung reprimiert werden. CD
94 Die Klone des Botryllus schlosseri Gens CD94 dienten als Orientierungspunkte bzw. interne Markierungs-
und Hybridisierungskontrolle. Hydra Soma-Ferritin Positiv Kontrolle; das ubiquitire Gen Soma-Ferritin aus

Hydra, diente der Orientierung auf dem Filter und zusétzlich als Equilibrierungsmarker.

2.2.2.1 Evaluierung der Filter im Hinblick auf einen Vergleich von Kopfregeneration und

Knospung

Drei, der wie unter Abschnitt 2.2.2 beschrieben hergestellten Filter, wurden mit drei
verschiedenen, radioaktivmarkierten cDNA - Pools , generiert aus dem Gastralbereich der
Tiere (Tiere ohne Kopf, keine Knospen), aus knospenden Tieren (Stadien 1-6) und aus
kopfregenerierenden Tieren (4/8/16h), hybridisiert. Abbildung 2.31 zeigt diese drei Filter mit
zwei exemplarisch hervorgehobenen differentiellen Klonen. N2 4 enthilt demnach eine bei
der Kopfregeneration reprimierte Gensequenz. 024 1 steht fiir eine bei der Kopfregeneration

und der Knospung aktivierte Gensequenz.
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Abb. 2.31 Drei Macroarrayfilter hybridisiert mit A) cDNA generiert aus einer Mischung von Tieren mit
verschiedenen Kopfregenerationsstadien (4/8/16h) B) cDNA generiert aus Kontrolltieren (ohne Kopf, ohne
Knospe) und C) cDNA generiert aus Tieren mit verschiedenen Knospungsstadien (1-6). Die jeweils vergroBert

dargestellten Klone sind Beispiele fiir die Interpretierbarkeit dieser Filter.

Ein Vergleich der Filter untereinander ergab folgendes Gesamtergebnis: 256 Klone konnten
als differentiell hybridisierende Klone identifiziert werden. 138 der 256 Klone waren dabei

spezifisch fiir die Kopfregeneration, 47 spezifisch fiir die Knospung. Die iibrigen 73 Klone
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konnten als differentiell hybridisierende Klone in beiden Fillen ausgemacht werden (Abb.

2.32)

14 ++
39+ 25+
Kopfregeneration: 138 ey
~ 2 +-\[45 -

13 ++/++
! i + 25 ++/+
Kopfrelg<enerat|on 8;3 . 4112_ /[ o
nospun -
pung: ~ 104\ [ 6/
4 /-
4 ++ 4-/-
—~ ]_4 + 10 +
% —20- 4-
/ Knospung: 47 5. Llis-

Abb. 2.32 Zusammenfassung der Ergebnisse aus dem Vergleich der differentiell hybridisierten cDNA

Macroarrays.

Jedoch muss darauf hingewiesen werden, dass sich hinter den 258 Klonen nicht automatisch
258 verschiedene Genfragmente verbergen. So werden sich diese Zahlen noch mit
zunehmender Anzahl an sequenzierten und analysierten Klonen verdandern.

An der allgemeinen Tendenz, die besagt, dass Knospung und Regeneration neben gemeinsam
Genen in der Tat auch unterschiedliche, prozessspezifische Gene benutzen, wird sich aber
nichts dndern. Die Untersuchung dieser prozessspezifischen Gene wird zeigen, worin sich
Knospung und Kopfregeneration tatsdchlich unterscheiden.

Um diese Klone genauer charakterisieren zu kdnnen, wurden zundchst 56 Klone ausgewéhlt
(14 knospungsspezifische, 22 kopfregenerationsspezifische und 20 Klone die in beiden
Prozessen involviert scheinen) und sequenziert. Die Ergebnisse dieser Sequenzierung sind in
Tab. 2.4 zusammengefasst.

Abschliefend wurde an Hand der Homologien, die die sequenzierten Klone zu anderen Genen
bzw. deren Genprodukten aufweisen, ein Verteilungsmuster erstellt (Diagramm 2.1). Die im
Diagramm 2.1 dargestellte Zusammenfassung enthélt zusdtzliche Klone, die bei der
Hybridisierung der Filter nicht erfasst und direkt aus den cDNA Banken sequenziert wurden.
Interessant ist die Tatsache, dass iiber 43 % der enthaltenen Gene zu den ,,house keeping*
Genen gehoren, d.h. dass diese Gene in einem starken Malle an den Prozessen der

Kopfregeneration und Knospung beteiligt sind.
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Nr.|ID b/ hr | Homologiesuche mit BlastX, BlastN* or E-Wert | Genbank EST's
Blast P** Eintrag:
1 |C23 2 ++/++ | Actin, non-muscle6.2 2E-82 P17126 ja
2 |Gl14 3 |++/++ | Actin, non-muscle 6.2 3E-82 P17126 ja
3 |B22 1 +/++ | Actin, non-muscle 6.2 8E-44 P17126 ja
4 |NI16 3 +/++ | particulate mehtane monooxygenase 3.7 BAC10314 nein
5 |P6 2 +/++ | Actin, non-muscle 6.2 3E-22 P17126 ja
6 |B6 2 ++/+ | GTP-binding protein alpha subunitl 3.5 AAN39541 nein
7 |N2 1 ++/+ ] Actin, non-muscle 6.2 2E-36 P17126 ja
8 |I11 2 ++/? | Actin 5E-06 AAF81133 ja
9 104 3 +/? calreticulin precursor 6E-09 AANO03709 ja
10 |C19 4 -=/-- Human DNA sequence from clone RP11- 0.064 AL159163 no
514012*
11 |D4 4 --/-- ganglioside GM?2 activator 8E-09 BAC20592 ja
12 |D5 4 --/-- Pathogen related protein 1 1E-17 NP 012456 nein
13 |F10 5 -/-- 408 ribosomal protein S24 isoform a 3E-25 NP 148982 ja
14 |H16 4 -—/-- putative phophate permease 0.73 NP 069625 ja
15 |P16 5 -/-- NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta 8E-05 NP 788840 ja
subcomplex 3
16 |A7 6 -/-- Cathepsin L precursor SE-12 AA065603 ja
17 |F11_5 -/-- diacylglycerol kinase, beta 90kDa, transcript 0.011 NM_ 145695 ja
variant 2*
18 |AI13 5 |--/- ribosomal Protein L35 0.004 AANS52380 ja
19 |B23 4 ?/-- ferritin-like protein 0.44 AAQI12076 ja
20 |G9 4 ?/-- Homo sapiens chromosome 18, clone RP11- 0.19 AC022795 ja
254G11*
21 |A23 1 ++k ] U2 small nuclear RNA* 4E-07 X05084 ja
22 |B14 3 ++ k | Serine protease inhibitor (McaPI) 4E-19 P82968 ja
23 ]016 3 ++ k | Elongation factor 1-alpha 2E-14 P51554 ja
24 |B20 1 +k Elongation factor 1-alpha 7E-64 P51554 ja
25 |DI19 1 +k chitotriosidase precursor 9E-13 AAG10644 ja
26 1J1 3 +k Pathogen related proteinl SE-07 NP 012938 ja
27 |[M15 3 J+k Methyl-accepting chemotaxis protein 0.021 NP 622340 ja
28 |O11 3 |+k conserved protein 2.0 NP 632799 ja
29 |Al4 5 -k similar to chitinase 2E-14 AAH46004 ja
30 |B14 4 -k CCR4-NOT transcription complex subunit 7 7E-44 NP_035265 ja
POP2 homolog
i D12 5 .k four wheel drive CG7004-PC 2E-11 NP 728519 'ﬁ
33 |B7 6 -k hypothetical protein 0.76 NC 004317 ja
34 |G10 4 -k 60S ribosomal protein L10 9E-65 BC045950 ja
35 |Al6 2 |++reg | Actin, non-muscle 6.2 1E-77 P17126 ja
36 | D6 2 ++ reg | small subunit ribosmal RNA gene* 0.0 AF358082 ja
37 |E10 3 ++ reg | Y-box binding proteinl 1E-11 AAA61308 ja
38 |F9 2 ++ reg | U2 small nuclear RNA* 2E-07 X05084 ja
39 |F15 3 ++ reg | Actin, cytoskeletal IIJA 9E-37 P53474 ja
40 JH5 1 ++ reg | alpha-tubulin 8E-07 AAK27410 ja
41 |18 1 ++ reg | small subunit ribosomal RNA gene* 0.0 AF358082 ja
42 119 3 ++ reg | cytosolic malate dehydrogenase A 6E-40 AAO026197 ja
43 108 1 ++ reg | Actin, non-muscle 6.2 4E-74 P17126 ja
44 | P2 1 ++ reg | Heat shock 70 KD Protein 5E-14 Q05944 ja
45 | P19 3 ++ reg | Actin non-muscle 6.2 3E-73 P17126 ja
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Nr.|ID b /hr ]Homologiesuche mit BlastX, BlastN* or E-Wert | Genbank EST's
Blast P** Eintrag:

46 |B10_5 --reg |ribosomal Protein L29/cell surface heparin 1E-18 BAA76401 ja
binding pr. HIP

47 | B24 4 --reg ] ribosomal protein L27a 4E-45 AAM27202 ja

48 | C4 6 --reg ] 60S ribosomal Protein L35a 2E-16 Q90YT3 ja

49 1C10 4 --reg | RNA Polymerase III subunit 2E-46 CAB41919 ja

50 |C11 6 --reg | Protease inhibitor (McaPI) 6E-19 P82968 ja

51 JCI12 6 --reg | membrane-bound folate binding protein 2E-09 AAD33741 nein

52 |DI11 6 --reg | putative ATP-dependent RNA helicase 1.4 NP 595925 nein

53 [N2 4 -- reg | hypothetical Protein XP 287781 0.97 XP 287781 ja

54 | P18 5 --reg | Skeletal muscle LIM-protein | 8E-10 P97447 ja

55 | P19 5 --reg | Translationally controlled tumor protein 8E-93 Q94587 ja
homolog

56 1J12 6 -reg | goosecoid 3E-44 AAF14575 ja

Tab.2.4 Zusammenfassung der Ergebnisse der Sequenzierung von 56 differentiell hybridisierten Klonen
reg: Kopfregeneration (4/8/16 h); k: Knospungstadien (1-6); ++: stark aktiviertes Genfragment bei
Kopfregeneration oder Knospung; + aktiviertes Genfragment bei Kopfregeneration oder Knospung, -- stark
reprimiertes Genfragment bei Kopfregeneration oder Knospung, - reprimiertes Genfragment bei

Kopfregeneration oder Knospung

Die grofite einzeln vertretene Gruppe sind die unbekannten Gene. Sie stellt die interessanteste

Gruppe von Genen dar, deren spezifische Funktion in spéteren Analysen aufgeklért wird.

andere
Funktionen: 15 Translation/

Spilicing: 19

Proteolytische
Kaskaden: 10

Signal- Zytoskelett: 18
transduktion:
9
Metabolismus:
7 Chitinase: 4

Transport: 5

unbekannte
Gene: 30

Diagramm 2.1 Zusammenfassung aller sequenzierten Klone kategorisiert nach ihren besten Homologien.
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2.2.2.2 K8 4, ein Gen dessen Expression wahrend der frihen Stadien der Knospung inaktiviert

ist

Zum Abschluss dieser Studien soll das Hauptaugenmerk auf den Klon K8 4 gelenkt werden.
Experimenteller Ausgangspunkt sind die Filter aus Abschnitt 2.2.2. Dort wurde er als Klon
(Tab. 2.3. rote Markierung) isoliert, der ein Genfragment enthilt, das wihrend der frithen
Phase der Knospung im Vergleich zu den normalen adulten Tieren nicht exprimiert wird. So
handelt es sich um einen der Klone deren genauere Untersuchung die Unterschiede zwischen
Knospung und Regeneration aufzeigen konnte.

Klon K8 4 hat eine Liange von 399 Nukleotiden. Durch eine Konsensussequenz, gebildet aus
8 einzelnen EST (CF599935, CF600453, CF780430, CF601938, CF658411, CF658135,
CF601017, CF779314) der Hydra EST-Projekte, konnte die Sequenz auf 528 Nukleotide
erweitert werden. Der ORF umfasst 285 Nukleotide und kodiert dabei fiir 95 Aminoséuren.
Am N - terminalen Ende konnte unter Benutzung des SignalP Servers ein 19 Aminosédure
langes Signalpeptid vorhergesagt werden, das eine mogliche Sekretion des Proteins in den

extrazelulliren Raum wahrscheinlich macht (Abb.2.33).

1 GCTCAGTGGGCAACCTGAATACCATTATAAAGATATAAAAACGGGGTTTTAATTAAGCAC
61 TGCAGAGTCAAACCATTTTMCTTGATTCAAATTTTTGTCCAAAATGAAATCAACGGTTAT
1 M K S T V 1
121 TTTGTTCATTATTGCTTTGTGCATTGTTTGCAGCGAAGGAATATTCTGGAAATTTTGCTC
7 L FI1 I AL CIlIVCSEGI FWKFC S
181 ATCAAACAAAGATTGCCATGGAGGCTGTTGTGTTAAATTCGGGTTTTTTGGAAAATGCAA
27 S NKDCHGSGTCZCVKFGFF G K CK
241 ATCTTACGTAAAAGAAGGTGGACTCTGCGGTCTTAGCCAAGCACTTGCGTGTGGTTGCGA
47 S YVKEGSGLT CGLSQALATCGTCE
301 ACCAGGACTTGACTGCGAGAAAGTAAGAGGAACTATTACAGGATTGATTAGGAAATGTGT
67 P G L D CEIKVRGTI1T TG GULILT R K CV
361 TGACAACTCCGGAAGTGGTTCTTTGTATTAATTAAATGTACCTTTTTCAAAAAATATATA
87 D NS G S G S L Y *

421 CATAATTATTTTATTCAAAATTGTTTGTATATTATTGTATTGTACTTTTTACTTTGCATT
481 TATTTTGATGTGTAAATATGGTAGATTATTTGCCTCCAAAAAAAAAAA

Abb. 2.33 Nukleotidsequenz mit korrespondierender Aminosauresequenz des Klons K8_4. Der ORF ist
klar durch ein Startcodon und mehrere Stopcodons abgegrenzt (fett). Fiir das Protein wurde eine 19 Aminoséure
lange Signalpeptidsequenz vorhergesagt (unterstrichen). Die 10 rot hervorgehobenen Cysteinreste ergeben das

charakteristische Muster, das typisch fiir die cysteinreiche Doméne II der Dickkopfproteinfamilie ist.

Auffillig bei der Analyse der Aminosduresequenz des Klones K8 4 war das durch 10
Cysteinreste gebildete Muster, das mit dem der -cysteinreichen Doméne II der
Dickkopfproteinfamilie iibereinstimmt. An dieser Stelle sollte darauthingewiesen werden,
dass dieses Protein schon einmal identifiziert werden konnte. Bei dem Versuch neben HyDkk-

3 weitere dickkopfahnliche Gene in Hydra zu finden, wurde dieses Protein in den EST-
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Datenbanken entdeckt. Im Abschnitt 2.1.1.1 wurde das Protein als Dkk like cys2 1
bezeichnet. Da es aber nur iiber eine cysteinreiche Doméne verfiigt, wurde es als nicht zur
Dickkopffamilie gehdrig eingeordnet.

Ist die Anzahl der iibereinstimmenden Aminosduren alleiniges Kriterium fiir die Homologie,
dann zeigt K8 4 die beste zu Caeron, einem neurotoxischen Peptid, isoliert aus den
Giftdriisenzellen von Caerostris extrusa. Der Parameter, der iiber die Verldsslichkeit des
Vergleiches und der daraus abgeleiteten Homologie informiert, war in beiden Féllen
vergleichsweise niedrig.

K8 4 wird in den Driisenzellen des Entoderms exprimiert. Dabei zeigt es eine gradierte
Verteilung, beginnend mit einer starken Expression unterhalb der Tentakelbildungszone, um
dann zur Knospungszone hin abzunehmen (Abb. 2.34 A-B). In jungen Knospen konnte kein
K8 4 Signal nachgewiesen werden (Abb. 2.34 C). Dies war nach den Ergebnissen aus 2.2.2.1
erwartet worden. Weder durch Kopf- noch FuBregenerationsexperimente konnte eine
Verianderung des Expressionsmusters erreicht werden (Abb. 2.34 C-F). Die Kopf- und
FuBlregenerationsexperimente ausgefiihrt mit der Hydra magnipapillata Mutante reg-16, die
keinen Kopf regenerieren kann, hatten ebenso wie beim Wildtyp keinen Einfluss auf die

Expression von K8 4 (Daten nicht gezeigt).

Abb. 2.34 Expressionsanalyse des Klons K8 4 A Das Genfragment von Klon K8 4 ist gradiert iiber das
Entoderm verteilt exprimiert. B Der vergroBerte Ausschnitt lokalisiert die Expression des Genes in Driisenzellen
C Fulfiregeneration (3h) hat keinen Einfluss auf die gradierte Expression des Genes K8 4. Friihe
Knospungsstadien zeigen keine Expression von K8 4. D Expression nach Kopfregeneration (30 min.). Die
spiaten Knospungsstadien zeigen die gleiche gradierte Expression wie die Muttertiere. E Expression nach

Kopfregeneration (2 h). F Expression nach Kopfregeneration (6h).
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Gradiert verteilte Substanzen sind in den meisten theoretischen Modellen mit deren Hilfe die
Musterbildung bzw. Achsenbildung in Hydra zu erkldren versucht wird, die entscheidenden
Komponenten. Obwohl als solche in unzdhligen Transplantationsexperimenten ( Wolper,
1969, 1971, Wilby and Webster 1970, MacWilliams 1983a,b) immer nur indirekt
nachgewiesen, waren sie immer Bedingung fiir eine Speicherung der Positionsinformation im
Gewebe. Auch im Gierer Meinhardt Modell (sieche Abschnitt 1.2.1) wurde eine Grolle
eingefiihrt, die besonders die Regenerationsexperimente, bei denen Kopf und Ful3 entfernt
wurden, besser in das theoretische Modell einpasste. Dabei machten sie eine stabile
Positionsinformation, gespeichert in einer entlang der Korperachse gradiert verteilten
Substanz, zur grundlegenden Bedingung fiir die Regenerationsexperimente und fiihrten diese
als Quelldichte ein (Meinhardt, 1993).

Die hervorstechendste Eigenschaft des Gens K8 4 ist seine gradierte Verteilung und seine
Stabilitdt gegeniiber Regenerationsexperimenten. So kann man die Polaritit des Gewebes
anhand der Expression dieses Genes verfolgen. Es war nun interessant zu untersuchen,
welchen Einfluss eine Polaritdtsumkehr im Gewebe, erzeugt durch
Transplantationsexperimente, auf die Expression des Genes K8 4 hat. Dazu wurden folgende

Transplantationsexperimente durchgefiihrt.

2.2.2.2.1 Transplantationsexperiment I: der Austausch von Kopf und FuR, hat keinen Einfluf3

auf die Expression von K8_4

Im Experiment I wurden dem Spendertier Kopf und FuB abgetrennt und an die
entgegengesetzten Stellen (Kopf auf FuBseite und umgekehrt) transplantiert. Dabei wurde
darauf geachtet, dass der Kopf unmittelbar unterhalb der Tentakeln abgetrennt wurde, sodass
das Kopfstiick moglichst keine K8 4 exprimierenden Zellen enthielt. Nach 0, 2, 4 und 6

Tagen wurden Tiere abgenommen und fiir die in situ Expressionsanalyse fixiert (Abb. 2.35).
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A\ / B C D E
A a / W _

Abb. 2.35 Transplantationsexperiment | zur Achsenpolaritdtsumkehr. In A wird das experimentelle
Vorgehen schematisch dargestellt. Die Pfeile innerhalb der Hydren beziehen sich auf die Polaritit des Gewebes
vor der Transplantation. B Expression von K8 4 in den normalen Vergleichstieren. Die Expression von K8 4 in

den Transplantationstieren nach C 0d, D 2d und E 6d.

2 Tage nach der Transplantation konnten keine Verdnderungen in der Expression von K8 4
festgestellt werden (Abb.2.35 D). Auch nach 6 Tagen kam es zu keiner Verdnderung, obwohl
dies durch die vielen zusétzlichen Kopfe schwierig zu beurteilen war (Abb. 2.35 E). Im
oberen Teil der Abbildung 2.35 E sind zwei Strukturen zu erkennen, ein Ful3, welcher an
diese Stelle transplantiert wurde und ein Kopf, der nach 6 Tagen selbst regenerierte. Am
FuBteil, also im unteren Teil der Abbildung 2.35 E haben sich 2 Kopfe gebildet, von denen
einer transplantiert wurde und der andere selbst regenerierte. Jeder der beiden Kopfe besitzt
einen eigenen Gastralbereich und hat sogar schon FuBlstrukturen entwickelt. In diesen beiden
Korperbereichen ist K8 4 dabei, dass fiir das adulte Tier typische Expressionsmuster
aufzubauen. Es handelt sich bei diesen Kdpfen wohl eher um 2 Knospen, die mit ihren beiden
Fiissen am Spendertier hidngen und sich wahrscheinlich ohne Fixierung bald vom Rest gelost
hitten. Im Spendertier (groBer Korper) haben sich folgende Anderungen vollzogen. Zunichst
hat sich ein zweiter Ful3 an der Stelle gebildet, wo er vor der Transplantation gewesen war. Es
sind also eigentlich 3 FiiBe die im unteren Teil noch zusammenhéngen. Im oberen Teil ist
neben dem transplantierten FuBl ein Kopf entstanden. Die Tatsache, dass sich an den
entsprechenden Stellen die vor der Transplantation befindlichen Strukturen regeneriert haben,
zeigt, dass es zu keiner Polaritdtsumkehr gekommen war. Der Gradient der Expression von
K8 4 ist jedoch nicht mehr deutlich als solcher zu erkennen. Dennoch exprimieren die neu
entstandenen Kopfe und Fiile das Gen nicht. Der transplantierte Fu3, im oberen Teil von
Abb. 2.35 E, weist aber noch eine zusitzliche Besonderheit auf. An ihm kann man
moglicherweise die Entstehung eines K8 4 Gradienten beobachten. Kurz nach der

Transplantationsstelle bildet sich vermutlich ein neuer Gradient von K8 4 aus (weiller Stern).
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Interessant ist dies deshalb, weil 2 iiberlagerte inhibitorische Mechanismen zu erkennen sind.
An der Transplantationstelle hat sich ein Kopf gebildet. Dieser scheint die Expression von
K8 4 in seiner unmittelbaren Umgebung zu inhibieren, deshalb findet man auch keine
Expression in unmittelbarer Ndhe zur Transplantationstelle. Der Abstand der basalen
FuBplatte des transplantierten Fulles zur Expressionstelle von K8 4 (weiller Stern) ist jedoch
um einiges grofer. Der Full hat also genau wie der Kopf eine inhibitorische Wirkung,

allerdings reicht die Wirkung des FuBinhibitors wesentlich weiter.

2.2.2.2.2 Transplantationsexperiment I1: das Transplantieren des Kopfes an die Position des

Fufes fuhrt zu keiner Veradnderung der gradierten Expression von K8_4

Im Transplantationsexperiment Il wurden Kopf und Full so vom Gastralbereich abgetrennt,
dass sie keine K8 4 exprimierenden Zellen enthielten. Der Kopf wurde sofort an die Stelle, an
der sich der FuB8 vorher befunden hatte, transplantiert. Die apikale Schnittstelle blieb
unbesetzt (Abb. 2.36).

A\A/_ B C &

Abb. 2.36 Transplantationsexperiment Il zur

o

Achsenpolaritatsumkehr. In A wird das
experimentelle Vorgehen schematisch
dargestellt. Die Pfeile innerhalb der Hydren
beziehen sich auf die Polaritit des Gewebes vor
der Transplantation. B Expression von K8 4 in
den normalen Vergleichstieren. Die Expression
von K8 4 in den Transplantationstieren nach C

0d, D 4d und E 6d.

Nach der Analyse der Expressionsmuster konnte festgestellt werden, dass der Kopf nicht in
der Lage war die Expression von K8 4 zu induzieren. Stattdessen hatte der transplantierte

Kopf einen inhibitorischen Effekt auf die Regeneration der apikalen Spitze. Normalerweise
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braucht ein Kopf fiir die Regeneration zwischen 35 und 48 h. Aber nach 96 Stunden (4d)
konnte noch immer keine Kopfregeneration beobachtet werden (Abb. 2.36 D). Erst nach 6 d
wurden Transplantate beobachtet, die sowohl {iber den transplantierten, als auch iiber einen
regenerierten Kopf verfligten. Die Regeneration des 2. Kopfes zeigt auch wieder deutlich,
dass der transplantierte Kopf nicht zu einer Polaritdtsumkehr fiihrte, so dass der Gradient von

K8 4 immer noch die Polaritédt vor der Transplantation widerspiegelt (Abb. 2.35 E).

2.2.2.2.3 Transplantationsexperiment Ill: das Transplantieren des FulBes an die Position des

Kopfes fihrt zur einer Inhibition der Expression von K8 4

In Transplantationsexperiment III wurden wiederum zuerst der Kopf und der Ful3 abgetrennt,
wobei in diesem Versuch der abgetrennte Full auf die apikale Spitze transplantiert wurde. Die

basale Spitze blieb hingegen unberiihrt (Abb. 2.37).

A B € e D E
\A/ ) ' ;
1N
_ || .
F
Abb. 2.37 Transplantationsexperiment i zur

Achsenpolaritdtsumkehr. In A wird das experimentelle
Vorgehen schematisch dargestellt. Die Pfeile innerhalb der
Hydren beziehen sich auf die Polaritit des Gewebes vor der
Transplantation. B Expression von K8 4 in den normalen
Vergleichstieren. Die Expression von K8 4 in den

Transplantationstieren nach C 0d, D 2d, E 4d und F 6d.

Im Gegensatz zu Exp. II konnte fiir die Fulltransplantation ein starker inhibitorischer Effekt
auf die Expression von K8 4 ausgemacht werden. Im Gegensatz zum Kopf scheint der Fuf}
jedoch keine inhibitorische Wirkung auf die Regeneration eines neuen Fulles an der basalen
regenerierenden Spitze zu haben (Abb. 2.37 D). Der transplantierte und der regenerierte Fuf}
dringen den Gradienten in die Mitte des Tieres (Abb. 2.37 D-F). Interessanterweise bildet

sich genau da ein neuer Kopf (Abb. 2.37 F). Diese Transplantation fiihrte zu einer teilweisen
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Achsenpolaritdtsumkehr, welche sich auch in einer verdnderten Expression von K8 4

widerspiegelt.

2.2.2.2.3 Transplantationsexperiment 1V: die Erstellung von Transplantaten mit 2 Képfen und

keinem FuB hat keinen Effekt auf Expression von K8 4

In diesem Transplantationsexperiment wurde dem Empfangertier der Fuf entfernt und durch
einen Kopf eines Spendertieres ersetzt. Wie schon im Transplantationsexperiment II
angedeutet, hat der Kopf kein Potential den Expressionsgradienten von K8 4 zu beeinflussen
(Abb. 2.38). Selbst 6 Tage nach der Transplantation kann der Kopf im basalen Bereich des
Korpers keine Expression von K8 4 induzieren (Abb. 2.38 F).

AWAWS C

R

F

Abb. 2.38 Transplantationsexperiment IV zur Achsenpolaritdtsumkehr. In A wird das experimentelle
Vorgehen schematisch dargestellt. Die Pfeile innerhalb der Hydren beziehen sich auf die Polaritit des Gewebes
vor der Transplantation. B Expression von K8 4 in den normalen Vergleichstieren. Die Expression von K8 4 in

den Transplantationstieren nach C 0d, D 2d, E 4d und F 6d.
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3. Diskussion

3.1 HyDkk-3, ein Dickkopfprotein am Beginn der Evolution der
Metazoa

Alle Mitglieder der Dkk Familie zeichnen sich durch zwei miteinander verbundene cystein-
reiche Doménen aus. Obgleich die Funktion der zweiten cysteinreichen Doméne bei den
Saugerproteinen Dkk-1 und Dkk-2 in der Inhibition des Wnt - Signaltransduktionsweges
besteht, konnte fiir die erste cysteinreiche Doméne noch keine Funktion zugeordnet werden
(Li et al., 2002). Beide Dominen enthalten 10 Cysteinreste, die ein hochkonserviertes und
damit fiir Dickkopfproteine charakteristische Muster bilden. Neben den Mitgliedern der
Dickkopfproteinfamilie, die beide cysteinreichen Doménen enthalten, wachst die Zahl der
isolierten Proteine, die nur eine cysteinreiche Dkk &dhnliche Doméne besitzen. Einige dieser
Proteine sind beispielsweise die Colipase und einige andere sekretierte Proteine mit noch
unbekannter Funktion (Aravind and Koonin, 1998, Krupnik et al., 1999). Die Linge der
verbindenden Sequenz diskriminiert die einzelnen Mitglieder der Dickkopfproteinfamilie.
Wohingegen der Abstand zwischen cys I und cys II bei Dkk-1 ,2 , 4 zwischen 50 und 55
Aminosduren liegt, hat diese Region in Dkk-3 Proteinen immer eine Léinge von 12
Aminosduren (Krupnik et al., 1999, Monaghan et al., 1999). Das hier beschriebene HyDkk-3
Protein hat genau diese 12 Aminosduren und ist am néichsten mit dem Hithnchen Dkk-3
Protein verwandt.

Uber die Funktion von Dkk-3 in den Vertebraten ist bisher noch nichts bekannt. Es gibt
jedoch Hinweise darauf, dass es im Gegensatz zu Dkk-1 und Dkk-4 nicht an der Modulation
des Wnt Signaltransduktionsweges beteiligt ist (Krupnik et al., 1999). In den Wirbeltieren ist
Dkk-3 hauptsédchlich im Gehirn und im Herzmuskel exprimiert, was darauf hindeuten konnte,
dass es eine Rolle bei der Nervenzelldifferenzierung spielt oder an einer nervenzelltypischen
Funktion beteiligt ist. In Hydra wird HyDkk-3 in einem spéten Differenzierungsstadium bei
allen vier Nematozytentypen exprimiert (Abb. 2.4). Dieses Differenzierungsstadium ist durch
Verdnderungen in der Zellmorphologie und im Zellverhalten gekennzeichnet. Darunter wird
die in diesem Stadium besonders ausgeprigte Fihigkeit der Cnidozyten verstanden, vom
Gastralbereich zu den Tentakeln zu migrieren. Obwohl iiber die Funktion von HyDkk-3 nur
spekuliert werden kann, konnte es Parallelen in der Funktion zwischen Hydra und den
Vertebraten geben. Diese Parallelen beziehen sich auf den Zusammenhang, dass Hydra's

Nematozyten als sensorische Neuronen angesehen werden konnen (Grens et al., 1995,
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Holstein, pers. Kommunikation) und dass Dkk-3 bei den Wirbeltieren im Nervengewebe

exprimiert ist.

Die Isolation und Identifikation von Dkk-3 in einem basalen Eumetazoa war Ausgangspunkt
fiir eine Suche nach Dkk verwandten Genen in Organismen, bei denen grofle Mengen an
genetischen Informationen in Form von EST und Genom Datenbanken zur Verfiigung
standen. Wéhrend in D. melanogaster und C. elegans keine Hinweise auf ein Dickkopf
verwandtes Gen zu finden waren, konnte im Genom von C. intestinalis ein Dkk-3 verwandtes
Gen nachgewiesen werden. Neben diesem Dkk-3 Gen gibt es keine Hinweise auf weitere

Mitglieder dieser Proteinfamilie in Ciona (Abb. 3.1).

Protostomia Deuterostomia
[ | [ |
Vertebrata
Dkk-1
Cephalochordata Dkk-2

Lophotrochozoa Ecdysozoa Urochordata Dkk-3

Drosophila CDkk-3
Caenorhabditis S

Genomduplikationen

Hemichordata Echinodermata

Chordata

Cnidaria

HyDkk-3
Bilateria
Porifera

Dkk Vorlaufer

Abb. 3.1 Die Evolution der Dickkopfgene. Dkk-3 wurde in Hydra und Ciona identifiziert; ist jedoch in den

Genomen von D. melanogaster und C. elegans nicht vorhanden. Bei den wirbellosen Tieren konnte kein

homologes Gen zu Dkk-1, Dkk-2, und Dkk-4 der Wirbeltiere gefunden werden (aus Fedders et al., im Druck).

In jiingerer Vergangenheit haben Satoh und Mitarbeiter unter Benutzung der genomischen

Daten von Ciona Gene des Wnt - Signaltransduktionsweges identifizieren konnen. Dabei
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stieBen sie auch auf ein Gen, das eine gewisse Verwandtschaft zum Dkk-2 Protein aus dem
Menschen zeigte und von ihnen als Ci-dickkopf bezeichnet wird (Hino et al., 2003). Die hier
durchgefiihrte Analyse der Beziehung dieses Genes zu Dkk-2 kommt zu dem Ergebnis, dass
dieses Protein (Ci-dickkopf) aufgrund nur einer vorhandenen cysteinreichen Doméne nicht zu
der Dickkopfproteinfamilie gehort.

Aufgrund der vorliegenden Daten, nach denen es vier Mitglieder der Dickkopf -
proteinfamilie in den Wirbeltieren gibt und nur eines in den Urochordaten, die
Schwestergruppe der Wirbeltiere, ist es moglich, dass sich die vier Dkk Gene durch
Genduplikation eines gemeinsamen Vorldaufer Genes entwickelt haben (McLysaght et al.,
2002) (siehe Abb. 3.1).

Uberraschend war allerdings die Tatsache, keine Dickkopf - #hnlichen Proteine bei den
Protostomia gefunden zu haben, nachdem das bei Hydra und Ciona gelungen war. Es muss
wohl angenommen werden, dass diese wihrend der Protostomia Evolution ,verloren
gegangen® sind. Dass dies durchaus ein realistisches Szenario darstellen kann, beweist das
Hydra Syk Gen (Steele, 1999). So konnten keine Gene dieser Protein — Tyrosinkinase -
Familie im Genom von C. elegans gefunden werden, obwohl wenigstens ein Vertreter in
Hydra und alle anderen Mitglieder dieser Proteinfamilie in den Deuterostomia identifiziert

wurden.

3.2 HEADY Zielgene in Hydra

Ein Ziel dieser Arbeit lag in der Identifizierung von Genen, deren Expression in Abhidngigkeit
zur Aktivitdt des HEADY — Peptides steht. Synthetisch hergestelltes HEADY — Peptid kann
die Positionsinformation des Hydragewebes so verdndern, dass in lateralen
Transplantationsexperimenten héaufiger apikale Strukturen gebildet werden als im Vergleich
zu nicht behandeltem Kontrollgewebe (Lohmann und Bosch, 2000). Das bedeutete, dass
HEADY in der Lage ist, ein apikales Schicksal zu induzieren. Ohne Transplantation zeigen
die Polypen morphologisch nach der Peptidinkubation keine Verianderungen, d.h. die Bildung
von ektopischen Kopfen oder Tentakeln unterbleibt. Die Ergebnisse aus Abschnitt 2.1.2
zeigen, dass das inkubierte Hydragewebe Verdnderungen in der Genexpression aufweist, die
aber dann offensichtlich nicht ausreichend sind, um eine zweite Achse anzulegen. An zwei
Beispielen sollen die Genexpressionsverdnderungen und deren mogliche musterbildende

Bedeutung verdeutlicht werden.
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In Abschnitt 2.1.2.2 wurde gezeigt, dass das Genfragment des Klones L.21 1.1 durch das
HEADY - Inkubations Experiment in seiner Expression reprimiert wird. Das Genfragment
kodiert dabei fiir ein Protein, das eine starke Homologie zu den Astacin — Metalloproteasen
aufweist. Die Mitglieder dieser Proteinfamilie, wie z.B. Tolloid oder Xolloid (das Vertebraten
homologe Gen aus Xenopus), haben einen entscheidenden Einfluss auf die Ausbildung der
dorso - ventralen Achse sowohl bei den Insekten als auch bei den Wirbeltieren. In Drosophila
trennt Tolloid einen Proteinkomplex bestehend aus Decapentaplegic (Dpp), ein Mitglied der
TGF-B Familie, und Short gastrulation (Sog), in dem es Sog proteolytisch abbaut. Durch diese
Trennung ist der Wachstumsfaktor Dpp in der Lage an seinen Rezeptor zu binden. Die
Interaktion zwischen Sog und Tolloid unterstiitzt die Ausbildung eines Dpp
Aktivitionsgradienten innerhalb des sich entwickelnden Drosophila Embryos. In den
Bereichen, wo aktiviertes Dpp vorliegt, entwickelt der Embryo dorsales Ektoderm (Shimell et
al., 1991, Ferguson et al., 1992).

Die Expression von tolloid selbst wird durch das Protein Dorsal, das bereits gradiert verteilt
vorliegt, inhibiert. Die Expression dieser Protease ist also abhidngig von der Position der
jeweiligen Blastomere im Drosophila Embryo (Kirov et al., 1994).

In Hydra sind auB3er der hier beschriebenen Protease (L21 1.1) noch mindestens drei weitere
Mitglieder dieser Protein- bzw. Proteasefamilie identifiziert und untersucht worden. Fiir diese
drei Astacin &hnlichen Metalloproteasen, Hydra metalloproteinase 1 (HMP1), Hydra
metalloproteinase 2 (HMP2) (Yan et al., 1995, 2000a und 2000b) und ,,Foot activator
responsive metalloproteinase” 1 (FARM-1) (Kumpfmiiller et al., 1999) gilt, dass auch deren
Expression durch Positionssignale verdnderbar ist.

Zu den drei in Hydra beschriebenen Astacin dhnlichen Proteasen hatte L21 1.1 die grofite
Homologie zu FARM-1. Interessanterweise zeigten beide ein vergleichbares
Expressionsmuster insofern, dass beide Gene im Entoderm des Gastralbereiches der Hydra
exprimiert sind. Farm-I im Unterschied zu L21 1.1 wird jedoch auch im Ektoderm des
Gastralbereiches exprimiert. Hinzu kommt, dass sich diese beiden Gene auch im
exprimierenden Zelltyp unterscheiden. L21 1.1 wird ausschlieBlich in den Driisenzellen
exprimiert; Farm-1 hingegen nur in den Epithelzellen. Auch in der Reaktion auf die
Behandlung mit HEADY unterscheiden sich beide Proteasen. Es konnte gezeigt werden, dass
eine HEADY — Behandlung keine Auswirkung auf die Expression von farm-1 hat (Lohmann
and Bosch, 2000). L21 1.1 jedoch wird in seiner Expression reprimiert. In
Kopfregenerationsexperimenten wurde deutlich, dass das regenerierende Gewebe mit

fortschreitender Dauer der Regeneration und beginnender Determinierung zu Kopfgewebe,
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die Expression von L21 1.1. reprimiert (Abb. 2.18). Reprimiert apikales Gewebe die
Expression des Genes L21 1.1 und induziert HEADY die Bildung apikalen Gewebes, so
scheint es verstindlich, dass HEADY die Expression von L21 1.1 unterdriickt. Interessant
jedoch dabei ist, warum HEADY nicht auch die gleiche Wirkung auf die ebenfalls im
Gastralbereich exprimierte Protease farm-1 hat. Eine pauschalere VergroBerung des
Apikalenbereiches stellt offensichtlich keine Mdglichkeit der Erkldrung dar, da diese auch
Auswirkungen auf die Expression von farm-1 haben sollte. Ein hervorgehobener Unterschied
beider Proteasen war die zelluldre Lokalisation. Eine spezifische Wirkung des HEADY
Peptides auf die Driisenzellen des Gastralgewebes konnte eine Moglichkeit darstellen, diese
Frage zu beantworten.

Andererseits konnte im Abschnitt 2.1.2.1 gezeigt werden, dass die Expression des Gens
J12 1.1 durch eine HEADY — Behandlung ebenfalls negativ beeinflusst wird. J12 1.1 wird
von differenzierenden Nematozytennestern exprimiert, deren Differenzierungszone sich
ausschlieflich auf den Gastralbereich beschrédnkt, nicht jedoch von den Driisenzellen. Ein
direkter Einfluss des Peptides wire damit nicht moglich, ist aber auch unter Vernachlédssigung
der Annahme, dass HEADY spezifisch auf Driisenzellen wirkt, hochst unwahrscheinlich. Ein
spekulativer indirekter Weg ergibt sich, wenn die mdglichen Funktionen einer Astacin
Metalloprotease Beriicksichtigung finden. So wurde an anderer Stelle dargestellt, dass diese
Proteasen in der Lage sind, Inhibitoren von Wachstumsfaktoren der TGF- Familie zu
neutralisieren. Wird im apikalen Teil der Hydra durch HEADY Inkubation weniger von
L21 1.1 hergestellt, dann konnte dies die Konzentration eines aktiven Wachstumsfaktors, der
notwendig flir einen bestimmten Schritt in der Nematozytendifferenzierung ist, erniedrigen.
Dies wiirde in dem entsprechenden Gewebebereich zu einer Blockierung der
Nematozytenentwicklung fiihren, die die Induktion der Expression von J12 1.1 unterbindet.
Aber auch proteolytische Verdnderung der ECM, fiir HMP-1 (Yan et al. 1995) postuliert,
spielt eine wichtige Rolle bei der Nematozytendifferenzierung, besonders bei der Migration
der Nematozyten durch das Gewebe. Das Unterbinden einer notwendigen Verdnderung der
ECM durch das Fehlen einer in den Driisenzellen hergestellten Protease, z.B. L21 1.1, wiirde
ebenso zu einer Blockade in der Differenzierung der Nematozyten fithren, wie das Fehlen
eines Wachstumsfaktors und hdtte damit die gleichen Auswirkungen auf die Expression von

J12 1.1,
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3.2.1 Cystatin und Cathepsin L, Regulation der Kopfregeneration
durch Regulation der proteolytischen Aktivitat durch HEADY

Auf der Suche nach Genen, die wihrend der Kopfregeneration eine wichtige Rolle spielen,
wurde der Klon 1 CI18 1 identifiziert (Abschnitt 2.2.1.1). Das Genprodukt wies eine starke
Homologie zu Cathepsin L auf. Cathepsin L gehdrt zu einer Cysteinproteasefamilie mit 12
bekannten Mitgliedern, die an einer Vielzahl unterschiedlicher biologischer Prozesse beteiligt
sind (Schwarz, 1995, Chapman et al., 1997). Unter anderem ist Cathepsin L an einem
alternativen, Caspase unabhingigen Weg der Apoptose beteiligt. Es kann allerdings auch als
Vorlduferprotein aus der Zelle in die extrazelluldre Matrix abgegeben werden und ist dort fiir
den Umbau selbiger verantwortlich. Von besonderem Interesse ist diese Eigenschaft bei der
Invasion von Tumorgewebe beim Menschen (Park et al., 1996).

Aber auch in Hydra ist der Umbau der ECM von entscheidender Bedeutung, besonders bei
den Regenerationsprozessen. Durch eine Inhibition der Genexpression von Hydra Laminin
(Blchain), einer wichtigen Komponente der ECM in Hydra durch Antisense —
Thiooligonukleotide kann die Kopfregeneration reversibel blockiert werden (Shimizu et al.,
2002). Aber noch interessanter ist die Tatsache, dass gleiches auch fiir die Hydra
Matrixmetalloprotease HMMP (Shimizu et al., 2002) zutreffend ist, die am Um- und Abbau
der ECM in Hydra beteiligt scheint (Leontovich et al., 2000). Die in situ Expressionsanalyse
des Gens I CI18 1 zeigt groBe Ubereinstimmungen bei der Expression mit HMMP. Genau
wie HMMP ist I _CI18 1 (Cathepsin L) nach 24 h im Entoderm der regenerierenden Spitze
exprimiert. Auch nach 48 h stimmen die Expressionsmuster dieser beiden Proteasen {iberein,
da bei beiden die Expression mit den hervortretenden Tentakeln assoziiert ist.

Die Kolokalisierung beider Proteasen bei der Regeneration und die Tatsache, dass Cathepsin
L in Sidugern am Umbau der ECM beteiligt ist (Park et al., 1996), lassen es hochst
wahrscheinlich erscheinen, dass 1 C18 1 (Cathepsin L) in Hydra ebenso eine Rolle beim
Umbau der ECM iibernimmt. Dennoch miissen beide Enzyme beim Umbau der ECM
unterschiedliche Aufgaben erfiillen. Die Blockade der Genexpression von HMMP mit
Antisense — Thiooligonukleotiden hitte niemals den Verlauf der Kopfregeneration inhibieren
konnen (Shimizu et al., 2002), wenn beide fiir die gleiche Funktion in Frage kommen wiirden,
da Cathepsin L diese Funktion dann {ibernommen hitte. Interessant ist die Frage vor allem

deswegen, da beide Enzyme eigentlich nicht besonders selektiv fiir bestimmte Substrate sind.

Bei den Cathepsinen handelt es sich um besonders aktive Cysteinproteasen, deren Aktivitat

strikt kontrolliert werden muss. Dies geschieht auf zwei Ebenen. Jedes der Cathepsinproteine
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wird als Proenzym translatiert, das durch die Abspaltung des in der aktiven Furche liegenden
Propeptides aktiviert wird. Eine zweite Moglichkeit der Kontrolle der Aktivitéit besteht durch
spezifische Inhibitoren. Im Falle der Cathepsine wird dies durch die Familie der Cystatine
erreicht. Auch diese Proteinfamilie untergliedert sich in drei Gruppen, den Stefinen, den
Cystatinen und den Kininogenen (Turk et al., 2001). Die Cystatine und Kininogene sind dabei
extrazelluldr aktiv im Gegensatz zu den Stefinen, die intrazelluldr aktiv sind (Turk and Bode,
1991). Wie unter Abschnitt 2.1.2.3 beschrieben, konnte ein Gen isoliert werden, dessen
Genprodukt eine Cystatin — Doméne enthielt. Die ebenfalls durchgefiihrte in situ
Expressionsanalyse fiir das Gen aus Klon B1 H4 zeigte deutlich, dass dieses Gen genau wie
1 _CI18 1 (Cathepsin L) bei der Kopfregeneration in der regenerierenden Spitze exprimiert
wird (Abb. 2.25). Die Expression ist allerdings nicht auf die Kopfregeneration beschrinkt.
Auch bei der FuBregeneration ist die Expression sowohl von Cathepsin L (pers.
Kommunikation M. Hassel) als auch B1 H4 (Cystatin) (Abb. 2.21) in der regenerierenden
Spitze lokalisiert. Eine Interaktion beider Genprodukte ist aufgrund ihrer Kolokalisierung als
auch durch die aus der Homologie abgeleiteten Funktion wahrscheinlich.

Die starke Expression beider Proteine sowohl bei der Regeneration des Kopfes als auch des
FuBles, zeigt die Bedeutung der beiden Proteine fiir den Prozess der Regeneration. Es wird
jedoch auch deutlich, dass keiner der beiden {iber die Polaritidt der Achse entscheidet. So
bleibt offen, welche Gene bei bipolaren Regenerationsexperimenten die Entscheidung iiber
die Achsenausrichtung fillen. Heady ist ein solches Gen, das Achsenpolaritét festlegen kann.
Die HEADY - Inkubationsexperimente zeigen, dass HEADY negativ auf die Expression von
B1 H4 wirkt. Dies konnte zu einer Steigerung der katalytischen Aktivitdt von Cathepsin L
fiihren. Mogliche Substrate fiir diese Enzyme sind Bestandteile der ECM. Eine Verdnderung
dieser wiirde zu einer Induktion von Differenzierungsvorgéngen fiithren, die je nachdem in
welcher Umgebung sich das behandelte Gewebe befindet, zur Induktion einer neuen Achse
fiihren kann.

Das Peptid HEADY nimmt also Einfluss auf die proteolytische Aktivitit von mindestens zwei
Proteasen. Dabei reprimiert es auf der einen Seite L21 1.1 eine Protease, die ausschlieBlich
im Gastralbereich exprimiert wird und erhoht auf der anderen Seite aber die Aktivitdt der
Protease 1 _C18 1 (Cathepsin L), die besonders bei der Regeneration exprimiert wird und die
sich dabei auch fiir die Kopfbildung mitverantwortlich zeigt, durch die Inhibition der
Expression des Cathepsin spezifischen Inhibitors B H4 (Cystatin).

Die Fihigkeit einen Kopf zu bilden ist in Hydra gradiert verteilt. Am stdrksten ist diese

Regenerationsfahigkeit in der Nihe des Kopfes, verliert sich dann allmdhlich in Richtung
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FuBB. Man konnte sich nun vorstellen, dass die Inkubation mit HEADY Peptid die
Kopfregenerationsfahigkeit durch die verstirkte proteolytische Aktivitit von Cathepsin L
erhoht. An der gradierten Verteilung der Regenerationsfiahigkeit wird dabei nichts verdndert.
Es verdndern sich lediglich die absoluten Werte. Das Tier verhilt sich wie vor der Inkubation.
Es werden keine zusitzlichen apikalen Strukturen gebildet. Bringt man jedoch einen Teil des
behandelten Gewebes in ein unbehandeltes Tier (laterale Transplantation), dann fiihrt die
hohere Regenerationsfdahigkeit im Vergleich mit seiner neuen Umgebung zur Ausbildung

einer neuen, zusitzlichen apikalen Struktur (Abb.3.2).
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Abb.3.2 Veranderung des Kopfregenerationspotentials durch die Inkubation mit HEADY und die sich
daraus ergebenden Folgen bei der lateralen Transplantation in unbehandeltes Gewebe. A Erhéhung des

Kopfregenerationspotentials durch HEADY — Inkubation. blau: Urspriingliches Kopfregenerationspotential vor
HEADY - Inkubation; rot: Verdndertes Kopfregenerationspotential nach HEADY — Inkubation B Durch die
Transplantation von HEADY behandeltem Gewebe in unbehandeltes Wirtsgewebe ergibt sich ein Unterschied
im Kopfregenerationspotential im Vergleich zu dem neuen umgebenden Gewebe. Dieser Unterschied fithrt zur

Regeneration einer zuséitzlichen apikalen Struktur. K-R-F: Kopf-Rumpf-Fuf3

Um zeigen zu konnen, dass HEADY tatsédchlich iiber die Beeinflussung der proteolytischen
Aktivitdt die Regenerationsfdhigkeit reguliert, sind weitere Experimente erforderlich. Eine
Repression der Transkription von Heady mit Hilfe der Methode der genetischen Interferenz
(RNA;) fiihrte zu einer drastischen Verlangsamung der Kopfregeneration (Lohmann and

Bosch, 2000). Dabei wére es nun interessant zu sehen, in welcher Weise sich diese Repression
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auf die Expression von B1 H4 (Cystatin), 1 C18 1 (Cathepsin L) oder anderer Proteasen,
wie z.B. HMMP auswirkt.

3.3 Achsenpolaritat in Hydra

Bipolare Regenerationsexperimente wiesen zum erstenmal darauthin, dass das Gastralgewebe
tiber eine stabile Achsenpolarititsinformation verfiigt (Goetsch, 1929), da Kopf und Fuf}
jeweils an den entsprechenden Stellen regenerierten, von denen sie vorher gleichzeitig
entfernt worden waren. Diese Polaritdt ist bei Hydra von besonderer Bedeutung, um die
Integritit des Gewebes aufrechtzuerhalten, da stindig Zellen entlang der Korperachse
verschoben werden. Auch die Zelldifferenzierung ist abhéngig von der Position der Zelle im
Korper, die nur aufgrund einer stabilen Achsenpolaritit genau ermittelt werden kann.
Bekanntestes Beispiel ist die Entwicklung der Nematozyten aus den i-Zellen.

Stabilitdt ist also ein wichtiges Merkmal der Achsenpolaritit und damit verbunden, der
Positionsinformation. Durch gezielte Experimente ist es aber dennoch moglich, diese
Achsenpolaritdt umzukehren. Vor allem Transplantationsexperimente von Wilby und Webster
(1970) verdeutlichten die Bedingungen fiir die Achsenpolarititsumkehr. Fiir diese
Transplantationsexperimente wurden der Kopf und der Full zunichst vom Gastralraum
entfernt und in umgekehrter Orientierung der Achse an die entsprechenden Enden
transplantiert (Kopf an basales Ende, Ful} an apikales Ende). Fiir einen Zeitraum von 4 — 48 h
Stunden blieben diese Kopfe und Fiile an den Gastralbereichen. Nach Entfernung der
transplantierten Kopfe und Fiile konnte das Regenerationsverhalten der iibriggebliebenen
Gastralbereiche studiert werden. Die Mehrzahl der Gastralbereiche, die iiber 48 h mit den
umgekehrt angesetzten Kopfen und Fiissen in Kontakt standen, zeigte eine Umkehr der
Achsenpolaritit (Wilby and Webster, 1970). Die gleiche Umkehr der Achsenpolaritét konnte
erreicht werden, indem nur der Kopf an den Gastralbereich transplantiert wurde. Allerdings
musste dieser Kopf mindestens 96 h mit dem Gastralgewebe in Kontakt bleiben, um eine
Umkehr zu induzieren. Das gleiche Experiment nur mit dem FuB als transplantiertes Gewebe
fiihrte zu keiner vollstindigen Umkehr in der Achsenpolaritit (Wilby and Webster, 1970).
Aus diesen und vielen weiteren Experimenten (MacWilliams 1983a, b) wurden gradiert
verteilte Substanzen entlang der Korperachse postuliert. Auch Meinhardt machte eine stabile
Positionsinformation, gespeichert in einer gradiert verteilten Substanz zur grundlegenden
Bedingung fiir Achsenpolaritit und Regeneration und fiihrte diese in sein theoretisches
Modell zur Achsen- und Musterbildung als ,,Quelldichte* ein (Meinhardt, 1993). Jedoch
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konnte solch eine gradiert verteilte Substanz oder ein gradiert exprimiertes Gen in Hydra
bislang nicht nachgewiesen werden.

Bei einer umfangreich durchgefiihrten Suche nach Unterschieden bei der Genexpression
zwischen Knospung und Kopfregeneration (Abschnitt 2.2.2), wurde ein Klon (K8 4)
identifiziert, dessen Expressionsmuster eine gradierte Verteilung aufwies, beginnend mit einer
starken Expression direkt unterhalb der Tentakelbildungszone zur Knospungszone hin
abnehmend (Abb. 2.34). Das Genfragment des Klons K8 4 wies als eines von 47
knospungsspezifischen Genen Expressionsverdnderungen auf (Abschnitt 2.2.2.1). Es konnte
gezeigt werden, dass die frithen Knospenstadien (1-5), das heifit Knospen die noch keine
Tentakelansitze besitzen, dieses Gen noch nicht exprimieren (Abb. 2.34 C). Erst die spéteren
Knospenstadien zeigen eine mit dem Muttertier vergleichbare gradierte Verteilung dieses
Gens. Experimente die zwar zur Beantwortung einer anderen Fragestellung dienten, kdnnen
so interpretiert werden, dass der Gastralbereich der frithen Knospen noch keine stabile
Achsenpolaritéit besitzt (Broun et al., 1999). Die Korrelation zwischen der Expression des
Gens und dem Vorhandensein der Achsenpolaritit wurde als Hinweis gewertet, dass die
gradierte Verteilung von K8 4 zur Speicherung der Positionsinformation dienen konnte. Es
sollte darauf hingewiesen werden, dass sich die hier gemachten Anmerkungen stets auf den
Gastralbereich der Knospe beziehen. Die Knospe selbst besitzt natiirlich eine Polaritét. Der
vordere, spéater zum Hypostom differenzierende Teil, hat bereits in einer sehr frithen Phase der
Entwicklung die Fihigkeit eines Kopforganisators (Broun et al., 1999). Vergleicht man diese
Entwicklung mit dem theoretischen Modell von Meinhardt, dann kommt man zu folgender
Schlussfolgerung: die Knospe entsteht de novo durch die verstirkte Produktion des
Kopfaktivators in der Knospungszone, bedingt durch eine schwécher werdende Inhibition des
Kopfinhibitors in diesem Bereich. Dies fiihrt, wie in Abschnitt 1.2.1 beschrieben, zur
Festlegung einer zweiten apikal — basalen Achse. Die durch die Interaktion aus Kopfaktivator
und —inhibitor entstandene Achse wird durch den Aufbau eines dritten Gradienten, der
Quelldichte, stabilisiert. Dieser kann also erst zu einem Zeitpunkt etabliert werden, nachdem
die Achse determiniert ist. Diese spitere Etablierung kann man offenbar bei der
Knospenbildung recht gut verfolgen. Nachdem die Achse festgelegt worden ist, um die
Knospung zu ermdglichen, wird eine gewisse Zeit benétigt, um den stabilen Gradienten
aufzubauen, ersichtlich an der spiter einsetzenden Expression von K8 4.

Durch Kopfregenerationsexperimente konnte eine weitere Bedingung nachgewiesen werden,

die fiir Positionsdeterminatoren wichtig ist, die Stabilitdit. Keines der gemachten
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Kopfregenerationsexperimente konnte an der Expression des Gradienten etwas verdndern
(Abb. 2.34 D-F).

Wie zuvor beschrieben, lassen sich jedoch auch Verdnderungen an der Achsenpolaritit
vornehmen. In vier unterschiedlichen Transplantationsexperimenten (Abschnitt 2.2.2.2.1 —
2.2.2.2.4) wurde festgestellt, welche Auswirkungen die Verdnderung der Position von Kopf
und Ful3 auf die Achsenpolaritidt und gleichzeitig auf die Expression von K8 4 haben. Im
Gegensatz zu Wilby und Webster wurden bei diesen Experimenten die transplantierten Kopfe
bzw. FiiBe nicht wieder entfernt. Es zeigte sich, dass die Achsenpolaritit iiber eine grofie
Stabilitdt verfiigt. Selbst durch einen Austausch von Kopf und Ful} (Abschnitt 2.2.2.2.1)
konnte keine Verdnderung der Achsenpolaritdt und auch keine Verdnderung der Expression
von K8 4 erreicht werden. Jedoch im Transplantationsexperiment III (Abschnitt 2.2.2.2.3)
wurde fiir den FuB3 ein inhibitorischer Effekt auf die Expression von K8 4 sichtbar gemacht.
Dabei hat die Transplantation des Ful3es auf den apikalen Pol zu einem frithen Zeitpunkt nach
der Transplantation keinen Effekt auf die Achsenpolaritit. Das wird durch die Regeneration
(nach 2d, Abb. 2.37 D) eines weiteren Fufles am basalen Ende des Gastralbereiches
demonstriert. Beide zusammen inhibieren aber im spéteren Verlauf die Expression von K8 4
in ihrer Umgebung und dringen diese in die Mitte des Tieres. Sechs Tage nach der
Transplantation bilden die Tiere in der Mitte ihrer Korperachse einen Kopf, genau an der
Stelle an der auch K8 4 exprimiert wird. Die Fulltransplantation verdndert also erst im
spéateren Verlauf, nach mind. 4 Tagen, die Achsenpolaritit partiell. Gleichzeitig wird dabei
die Expression von K8 4 inhibiert.

Anhand der Expression von K8 4 kann die Polaritit der Achse zu jedem Zeitpunkt
nachvollzogen werden. Apikale Korperbereiche sind stets durch eine starke Expression
gekennzeichnet, wohingegen basale Bereiche keine Expression von K8 4 zeigen oder
erlauben. Der Kopf, so konnten die Transplantationsexperimente LILIV zeigen, hat keinen
Effekt auf die Ausbildung des Gradienten im Gastralbereich. Im Kopf selbst, d.h. Hypostom
und Tentakelbildungszone, wird die Expression von K8 4 jedoch stark inhibiert. Obwohl es
durch den Kopf nicht zu einer Umkehr der Achsenpolaritit kommt, so inhibiert er doch, im
Gegensatz zum FuB, die Regeneration eines Kopfes am apikalen Pol des Gastralraumes tliber
einen langen Zeitraum (Vergleiche Abschnitt 2.2.2.2.2 mit Abschnitt 2.2.2.2.3). Dieser
inhibitorische Effekt des Kopfes (MacWilliams, 1983a) auf die Ausbildung eines neuen
Kopfes ist gut untersucht. Sogar die Entfernung bis zu welcher der Inhibitor wirkt, konnte
bestimmt werden (Technau, 1997). In der Tat wurde beobachtet, dass nur die Transplantate

einen Kopf am apikalen Pol des Gastralbereiches regenerierten, die ein deutliches
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Liangenwachstum zeigten (Abb. 2.36 E). Dies zeigt, dass es Substanzen gibt, die trotz stabiler
Achsenpolaritit positionsunabhéngig wirken und in diesem Fall die Kopfbildung an der

,.falschen‘ Stelle inhibieren.

Mit Hilfe der Expression von K8 4 kann die apikal — basale Achsenpolaritit dargestellt
werden. Es ist aber wichtig im folgenden zu ergriinden, wodurch die gradierte Expression von
K8 4 im Korper der Hydra erreicht wird. Dabei konnte eine Promoteranalyse von K8 4
wichtige Informationen liefern. Durch diese Analyse wiirde auch gezeigt, auf welchen
molekularen Grundlagen der inhibitorische Einfluss des FuBles auf die Expression von K8 4
beruht.

Andererseits konnte bei der Expressionsanalyse von L21 1.1 (Astacin-dhnliche Protease) eine
dhnlich gradiert verteilte Expression nachgewiesen werden. Gemeinsames Merkmal beider
Gene ist die Expression in den Driisenzellen. Es gibt Hinweise, nach denen die Driisenzellen
der Achsenpolaritit folgen und verstirkt im apikalen Teil des Gastralgewebes vorkommen
(Bode, 2003). So konnte die gradierte Expression von K8 4 auf der gradierten Verteilung der
Driisenzellen beruhen. Vielleicht spielen aber genau diese Driisenzellen eine wichtige Rolle
bei der Achsenbildung, speziell in der Bewahrung der Achsenpolaritit in Hydra. Eine
gradierte Verteilung einer bestimmten Zelllinie wiirde eine sehr viel stabilere
Positionsinformation darstellen, als das bei einer wie auch immer gearteten Substanz der Fall

sein konnte.
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4. Zusammenfassung

Hydra, ein basaler Metazoa, ist durch seinen einfachen Korperbau mit nur einer Achse ein
idealer Modellorganismus, um Vorginge der Musterbildung, im Speziellen die der
Achsenbildung, zu  studieren. Fine  Vielzahl = von  Regenerations-  und
Transplantationsexperimenten lieferten detaillierte Kenntnisse, wie diese Achsenbildung auf
zelluldrer Ebene ablduft. Im folgenden sind viele Anstrengungen unternommen worden, die
entsprechenden molekularen Hintergriinde zu beleuchten. In dieser Arbeit wird gezeigt, wie
weitere Gene und genetische Informationen analysiert und gewonnen werden kdnnen, um die
molekularen Ursachen und Zusammenhénge der Achsenbildung besser zu verstehen.

Die Suche nach den Zielgenen von HEADY, einem 12 Aminosdure kurzen Peptid, das fiir die
Festlegung des apikalen Pols der Hydraachse von entscheidender Bedeutung ist (Lohmann
und Bosch, 2000), mittels zweier Methoden zum Vergleich von Genexpressionsprofilen, war
Ausgangspunkt der Arbeit und sollte Einblicke in das Netzwerk der Achsendeterminierung
liefern. Dabei konnte unbeabsichtigt das Gen HyDkk-3 identifiziert werden, das zu einer
Genfamilie gehort, die derzeit liber vier Mitglieder verfiigt. Aus dieser Familie spielt vor
allem Dkk-1 als Inhibitor des Wnt - Signaltransduktionsweges eine zentrale Rolle bei der
Achsendeterminierung der Wirbeltiere (Glinka et al. 1998). Die Mitglieder dieser Genfamilie
waren bis zu diesem Zeitpunkt nur aus den Wirbeltieren bekannt und es war angenommen
worden, dass die Familie der Dickkopfgene erst mit der evolutiven Entwicklung der
Wirbeltiere entstand. Weitere Untersuchungen zeigten jedoch, dass die Expression von
HyDFkk-3 nicht durch HEADY beeinflussbar war und dass es sich bei diesem Gen, um ein
Nematozyten spezifisches Gen handelt, das damit auch keine Bedeutung bei der
Achsenbildung in Hydra hat. Das zusitzliche Auffinden eines Dkk-3 homologen Genes in
Ciona intestinales erlaubte die Erstellung eines Szenarios fiir die evolutive Entwicklung
dieser Genfamilie, nachdem ein Dkk-3 dhnliches Gen der Vorldufer aller bekannten
Mitglieder der Dickkopffamilie sein konnte.

Durch die Adaptierung der Methode der ,,Supression Subtractive Hybridisation* (SSH) zur
Gewinnung von cDNA Banken, die nur die Gene enthalten, deren Expression durch HEADY
beeinflussbar ist, und der differenziellen Hybridisierung von cDNA Macroarrays generiert aus
diesen cDNA Banken, konnte eine ganz Reihe von Klonen identifiziert werden, die als
mogliche HEADY Zielgene in Frage kommen. Besonders interessant war dabei die
Erkenntnis, gewonnen aus der Untersuchung ausgewdhlter Beispiele, dass HEADY die

proteolytische Aktivitit innerhalb der Hydra reguliert. Es wurde demonstriert, dass HEADY
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einen negativen Einfluss auf die Expression einer Gastralbereich — spezifischen Astacin
dhnlichen Protease hat (L21 1.1). Im Gegensatz dazu kénnte HEADY einen positiven
Einfluss auf die Aktivitit von Proteasen der Cysteinproteasefamilie haben, da es die
Expression eines Cysteinprotease — spezifischen Inhibitors B1 H4 (Cystatin) reprimiert.

Um die in diesem ersten Teil gewonnenen Informationen besser verstehen und einordnen zu
konnen, wurde im zweiten Teil nach Genen gesucht, die bei Kopfregeneration und Knospung
eine wichtige Rolle spielen. Dariiber hinaus konnte durch das experimentelle Vorgehen ein
Vergleich zwischen Knospung und Kopfregeneration vorgenommen werden, dessen Ergebnis
die Hypothese stiitzte, dass Knospung und Kopfregeneration nicht nur iiber eine gemeinsame
molekulare Maschinerie verfiigen, sondern sich auch in der Benutzung von bestimmten
Genen unterscheiden. Die auch in diesem Teil verwendete SSH, mit anschlieBender
Hybridisierung von cDNA Macroarrays, erbrachte im wesentlichen zwei wichtige Gene.

Zum einen konnte der Klon 1 _C18 1 identifiziert werden, der ein Cathepsin L homologes
Genfragment enthielt. Durch die Uberlagerung der Expressionsmuster von 1 _C18 1 und
B1 H4 (Cystatin) sowie einer bereits beschriebenen Interaktion dieser beiden Genprodukte in
anderen Organismen, wurde fiir Hydra ebenfalls eine Interaktion postuliert. Die Verkniipfung
der Erkenntnisse aus dem ersten und zweiten Teil fiihrten zur Aufstellung der Hypothese, dass
HEADY iiber die spezifische Regulation der proteolytischen Aktivitdt die Erhohung des
Regenerationspotentials erreicht und dariiber die Induktion von apikalen Strukturen
ermoglicht.

Zum anderen wurde der Klon K8 4 ermittelt, der ein Genfragment enthélt, das nicht bei der
frithen Knospenentwicklung exprimiert wird. Die Expressionsanalyse dieses Gens ergab eine
gradierte Verteilung von Apikal nach Basal, charakteristisch fiir eine wichtige Komponente
des Gierer - Meinhardt Modells, die ,,Quelldichte”. Uber diese gradierte Verteilung konnte
eine stabile Positionsinformation vermittelt werden, die in der Achsenpolaritit manifestiert
ist. Durch verschiedene Transplantationsexperimente konnte gezeigt werden, dass mit Hilfe

dieser Expression jederzeit die Polaritdt der Kérperachse in Hydra bestimmt werden kann.
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5. Materialien

5.1 Organismen

Untersuchte Organismen:

Futterorganismus:

Empfingerorganismus:

5.2 Medien

Artemia - Medium

Dissoziationsmedium

Hydra - Medium

Freezing - Medium

LB-amp — Medium

Sédmtliche Versuche wurden mit der Art Hydra
magnipapillata (Stamm 105) durchgefiihrt. In
ergdnzenden Experimenten fanden auch die Arten
Hydra vulgaris (Stamm AEP), Hydra oligactis
und Pelmatohydra robusta sowie die Mutante
regl 6 der Art Hydra magnipapillata (Stamm 105)

Verwendung.

Artemia salina (Salinenkrebschen)

Escherichia coli, Stamm XL-1 Blue und DH5-a

31,8 g Meersalz in 1 1 Millipore gereinigtem

Wasser

3,6 mM KCIl, 6 mM CaCl,, 1,2 mM MgSOy, 6
mM Natriumcitrat, 6 mM Natriumpyruvat, 6 mM
Glucose, 12,5 mM TES, 50 mg/l Rifampicin, pH
6,9

1 mM CaCl,, 1 mM NaCl, 0,1 mM MgSO,, 0,1
mM KCI, 1 mM Tris-HCI (pH 7,8)

36 mM K,HPO,4, 13,2 mM KH,PO4, 1,7 mM
NaCitrat, 0,4 mM MgSO4, 6,8 mM (NH4),SO4,
44 % (v/v) Glycerol, 10 g/l Trypton, 5 g/l
Hefeextrakt, 20 g/l NaCl, autoklavieren mindes.
20 min.

10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 5 g NaCl, auf 1 1

mit Millipore Wasser auffiillen, autoklavieren fiir
-95-



MATERIALIEN

LB — Agar + Ampicillin

SOB - Medium

SOC-Medium

5.3 Puffer und Losungen

5.3.1 Allgemeine Lésungen

Ampicillin — Stammldsung
APS
DD-PCR-Ladepuffer

Denhardt’s (50 x)
DNA-Ladepuffer

Glykogen — Losung

Heparin

Hybridisierungsldsung (fiir Blots)

IPTG — Stammldsung

Lysis-Puffer (fiir gDNA Isolation)

20 min., 0,1 % Ampicillin (50mg/ml) frisch zu
gegeben; alternativ: 20 g LB — Broth in 1 1
Millipore Wasser aufnehmen.

20 g LB Broth Base, 15 g Bactoagar, auf 1 1
Millipore H,O auffiillen, autoklavieren mind. 20
min., 1 ml Ampicillin (50 mg/ml) [10-15 ml /
Platte]

20 g Bacto-Trypton, 5 g Hefeextrakt, 0,58 g
NaCl, 0,19 gKClin 11

10 ml SOB-Medium, 100 pl 2 M Glucose (steril),
100 ul MgCl,, 10 mM MgSO;4

50 mg/ml, gelagert bei —20°C in 100 pl Einheiten
10 % (m/v) ad Millipore Wasser
25 ml ,Rehydration Buffer (ETC-Kit), 80 pl
Orange G-Losung (1 %), 60 pl Bromphenolblau-
Losung (1 %), 40 pl Xylencyanol-Losung (1 %),
250 u1 0,2 M EDTA
1 % Polyvinylpyrrolidon, 1 % Ficoll, 1 % BSA
Fraktion V, sterilfiltrieren, bei —20°C lagern
50 % Glycerin, 10 mM EDTA pH 8, 0,1 % SDS,
0,025 % Bromphenolblau, 0,025 % Xylencyanol
35 mg/ml in Millipore Wasser
10 mg/ml in Millipore H,O, bei —20°C lagern
50 % Formamid (v/v), 5 x SSC, 10 mM Tris-HCI
pH 7,5, 1% SDS, 1 x Denhardt’s, 10 %
Dextransulfat
200 mg/ml ad Millipore Wasser, gelagert bei
-20°C in 50 pl Einheiten
0,1 M Na,EDTA, 0.2 M Tris pH 8,5, 0,2 % SDS,
100 pg/ml Proteinase K
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MOPS (10 x)

Neutralisierungslosung (Macroarray)

NTM

PCR Puffer (10 x)
RNA-Ladepuffer

RNA-Laufpuffer

RNaseOut
SDS — Stammldsung
Sephadex G - 50

SSC (20 x)

Strippinglosung (Macroarrays)
Stripping - Neutralisierungslosung
TAE (50 x)

TBE (5 x)

TBE Sequenzierpuffer
(10 x Long Run Buffer)

TE

Waschlosung 1 (fiir Macroarrays)
Waschlosung 2 (fiir Macroarrays)
X —@Gal

92,52 g MOPS, 8,2 g Natriumacetat, 20 ml 0,5 M
EDTA pH 8,0in 11

1,5 M NaCl, 1 M Tris-base pH 7,5

100 mM NaCl, 100 mM Tris pH 9,5, 50 mM
MgCl,

Amersham

25 ml Glycerin, 0,5 M EDTA pH 8,0, 0,2 ¢
Bromphenolblau, 0,2 g Xylencyanol, autoklavieren
116 ml 38 % Formaldehyd, 65 ml 10 x MOPS,

469 ml Millipore H,O

Invitrogen

10 % (m/v) ad Millipore Wasser

5 g Sephadex G-50 in 100 ml 1xTE fiir 30 min.
autoklavieren

3 M NaC(l, 0,3 M Natriumcitrat, pH 7,0

1 x SSC, 0,5 % (m/v) SDS

3 M NaCl, 0,5 M Tris-CI pH 7,0

2 M Tris-Acetat, | mM EDTA, pH 8.0

54 g Tris-Base, 27,5 g Borsdure, 20 ml 0,5 M
EDTA, pH 8,0 auf 1 1

1,34 M Tris-Base, 450 mM Borsédure, 25 mM
EDTA, 1 x TBE sollte einen pH Wert von 8,3 bis
8,7 bei 50 °C haben.

10 mM Tris-Cl pH 7.5, 1 mM EDTA pH 8.0

2 x SSC, 0,1 % SDS

0,2 x SSC, 0,1 % SDS

20 mg/ml in Dimethylformamid, gelagert bei

-20°C in 500 pl Einheiten

5.3.2 Losungen fur die mRNA — Extraktion (Dynabeads)

Bindepuffer

Kaliumacetat

Regenerationslosung (Reconditioning

Solution)

20 mM Tris — Cl pH 7,5, 1 M LiCl, 2 mM EDTA
2,5 M Kaliumacetat pH 5,0
0,1 M NaOH
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Lagerpuffer

Waschpuffer B

250 mM Tris — Cl pH 7,5, 20 mM EDTA, 0,1 %
Tween-20, 0,02 % Natriumazid
10 mM Tris — CI, 0,15 M LiCl, 1 mM EDTA

5.3.3 Lo6sungen fir in situ Hybridisierung

Blockierlosung
CHAPS — Stammldsung
Glycin — Stammldsung

Hybridisierungslosung

Levamisol — Stammldsung

Maleinsdurepuffer (MAB)

MAB-B

Mowiol

NTMT

Paraformaldehyd

Proteinase K-Stammldsung (100 x)

PBS

80 % MAB-B, 20 % Schafserum (hitzeinaktiviert)
1 % (m/v) CHAPS ad Millipore H,O

40 mg/ml in Millipore H,O

50 % Formamid, 5 x SSC, 0,1 % Tween20, 0,1 %
CHAPS, 1 x Denhardt’s, 100 pug/ml Heparin,
immer frisch zubereiten

1 M Levamisol

100 mM Maleinsédure, 150 mM NaCl, pH 7,5 mit
NaOH eingestellt

Maleinsdurepuffer + 1 % BSA Fraktion V, bei 4°C
lagern

6 g Glycerin, 2,4 g Mowiol 4-88, 6 ml Millipore
H,O fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur, 12 ml 0,2
M Tris pH 8,5 zugeben, Inkubation bei 53°C bis
sich Mowiol 16st. Kldrung der Losung durch
Zentrifugation bei 5000 rpm fiir 20 min, bei —20°C
lagern. Vor Gebrauch auf ca. 37 °C erhitzen.

100 mM NaCl, 100 mM Tris pH 9,5, 50 mM
MgCl,, 0,1 % Tween20

8 % (m/v) Paraformaldehyd in 25 ml Millipore
H,O auf 55 °C erhitzen, einen Tropfen 10 N NaOH
zur Kldrung der Losung hinzugeben, auf
Raumtemperatur abkiihlen lassen, pH-Wert auf 7,5
mit HCL einstellen; vor Gebrauch auf 4 % mit
Hydra - Medium verdiinnen

5 mg Proteinase K in 5 ml Millipore H,O 16sen, in
50 pl-Aliquots bei —70°C lagern

0,15 M NaCL, 0,08 M NaHPO4, 0,021 M

NaH2P04, pH 7,3
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PBT
Schafserum
Triethanolamin

Urethan-Stammldsung

54 Kits

BD Advatange "™ 2 PCR Enzyme System
Clontech PCR-Select "™ cDNA Subtraction Kit
DIG RNA Labelling Kit (SP6/T7)

DNA-Disc Buffer Kit

DYEnamic ET Dye Termination Cycle Sequencing Kit
Dynabeads Oligo (dT),s

First — Strand cDNA Synthesis Kit

GFX Micro Plasmid Prep Kit

High Pure Plasmid Isolation Kit

Hotscribe First-Strand cDNA Labelling Kit
Megaprime™ DNA labelling Kit

NucleoSpin® Plasmid

OP-Kit A

pGEM®—T Easy Vector System

QIAquick Gel Extraction Kit

QIAquick PCR Purification Kit

QuickPrep micro mRNA Purification Kit
Ready-To-Go DNA Labelling Beads (-dCTP)
RNeasy Mini

SequiTherm EXCEL™ II DNA Sequencing Kit
Superscript™ Double — Strand cDNA Synthesis Kit
Superscript™ Plasmid System for cDNA
Synthesis and Cloning Reagent Assembly
TRIzol® Reagent

9.5 ENnzyme (neben den verwendeten Kit's)

SP6 RNA Polymerase

T7 RNA Polymerase
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PBS + 0,1 % Tween20
Hitzeinaktivierung fiir 30 min bei 55°C
0,1 M Triethanolamin, pH 0,1

20 % (m/v) Urethan in Hydra - Medium

BD Biosciences

BD Biosciences

Roche

ETC

Amersham Biosciences
Dynal Biotech
Amersham Biosciences
Amersham Biosciences
Roche

Amersham Biosciences
Amersham Biosciences
Macherey - Nagel
Operon

Promega

Qiagen

Qiagen

Amersham Biosciences
Amersham Biosciences
Qiagen

Epicentre

Invitrogen

Invitrogen

Invitrogen

Roche
Roche
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T3 RNA Polymerase

Taq DNA-Polymerase
Platinum Taq Polymerase
DNase 1

RNase A

Proteinase K

5.6 Chemikalien

Agarose
Ammoniumacetat
Ammoniumsulfat
Ampicillin
APS
Bactoagar
BM-Purple
Borsédure
Bromphenolblau
BSA Fraktion V (Rinderalbumin)
CHAPS
Chelating Resin
Chloroform
DEPC (Diethylpyrocarbonat)
Dextransulfat
Dimethylformamid
DNA-GroBenstandard (50 bp/100 bp/1kb Leiter)
dNTPs (100mM)
EDTA
Essigsdure
Essigsdureanhydrid (Acetic anhydride)
Ethanol (unvergillt)
Ethanol (vergillt)
Ethidiumbromid (50 mg/ml)
Euparal
Formaldehyd
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Roche

Fermentas

Invitrogen

Amersham Pharmacia
Sigma

Sigma

Sigma
Roth
Sigma
Merck
Roth

Roth
Boehringer Mannheim
Roth
Fluka
Merck
Sigma
Sigma
Roth

Roth
Roth/Fluka
Merck
Fermentas
Fermentas
Roth

Roth
Sigma
Roth

Roth
Merck
Roth
Merck
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Formamid
Glucose
Glycerol
Harnstoff
Hefeextrakt
HEPES

Heringssperma 10 mg/ml (Ultraschall behandelt)

IPTG

Isopropanol
Kaliumchlorid
Kalziumchlorid
LB Broth Base
Levamisol
Lithiumchlorid
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
Maleinsdure
Meersalz (Ocean Zac plus)
Methanol
Mineraldl

Mowiol 4-88
MOPS
Natriumacetat
Natriumazid
Natriumchlorid

Natriumcitrat

di-Natriumhydrogenphosphat
Natrium-di- hydrogenphosphat

Natronlauge

Orange G
Paraformaldehyd
Phenol
Polyvinylpyrollidon

RapidGel™-XL-40 % Concentrate

Roth
Merck
Roth

Roth

Roth
Sigma
Stratagene
Sigma
Roth

Roth
Merck
Life Technology
Roth

Roth
Merck
Merck
Sigma
Zo0o Zajac, Duisburg
Roth
Sigma
Calbiochem
Roth

Roth
Merck
Roth

Roth

Roth

Roth

Roth
Merck
Merck
Roth
Sigma
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Salzsédure Roth
Schafserum Sigma
SDS ( Natriumdodecylsulfat) Roth
Silbernitrat Merck
SEPHADEX G50 Pharmacia
Substratlosung (NBT/BCIP) Roche
TEMED (N,N,N’",N’-Tetraethylmethyldiamin) Merck
Triethanolamin Sigma
Tris-base (Trihydroxymethylaminomethan) Roth
t-RNA (10mg/ml) Sigma
Tryptic Soy Broth Sigma
Trypton Roth
Tween20 Merck
Urethan Sigma
X-Gal Sigma
Xylencyanol Fluka

5.7 Radioaktive Substanzen

o-[**P]-dCTP Amersham

5.8 Vektoren

pBluescript® SK + Stratagene
pGEM®-T Promega

5.9 Antikorper

Anti-DIG-AP Fab Fragment Roche

5.10 Oligonukleotide (Primer)

Alle unter diesem Punkt aufgefiihrten Primer wurden bei MWG-Biotech bestellt.

Standard Primer:

AK Actin34 5> AAG CTC TTC CCT CGA GAA ATC 3’

AK Actin35 5> CCA AAA TAG ATC CTCCGA TCC 3
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SP6
T7

T3
MI3F
MI3R

Sequenzier - Primer:
SP6(IRD800)
T7(IRD800)
MI13R(IRD800)

DD-PCR:
OPA-01
OPA-02
OPA-03
OPA-04
OPA-05
OPA-06
OPA-07
OPA-08
OPA-09
OPA-10
OPA-11
OPA-12
OPA-14
OPA-15
OPA-16
OPA-17
OPA-20

T12GC
T12GA

5" ATT TAG GTG ACA CTA TAG AAT AC 3’
5’ TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG 3’
5" AAT TAA CCCTCA CTA AAG GG ¥’
5" CCC AGT CAC GAC GTT GTA AAACG 3
5" AGC GGA TAA CAATTT CACACA GG 3

5> ATT TAG GTG ACA CTATAG AATAC®
5> TAATAC GACTCA CTATAG GG ¥’
5" AGC GGA TAA CAATTT CACACA GG 3

5’CAGGCCCITG ¥
5’ TGC CGA GCT G 3°
5’ AGTCAGCCAC3
5 AATCGG GCT G 3
5> AGGGGTCTITG 3’
5’GGTCCCTGAC®
5" GAAACGGGT G 3
5’GTGACGTAGG ¥
5’ GGG TAACGCC®
5> GTGATC GCA G 3
S’CAATCGCCGT
5’ TCG GCG ATAG 3’
5’TCTGTGCTIGG ¥

5’TTC CGA ACCC 3

5’ AGCCAGCGA A3
5’GACCGCTTIGT 3’

5’ GTT GCG ATC C 3’

STITTTTTTITTTT GC 3°
STITTTTTITTITGA ¥
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SSH - Primer:
SSH_PCR primer 1
SSH Nested PCR p.1
SSH Nested PCR p.2

SSH_cDNA synthesis p.

3’'und 5’"RACE PCR:
Splinkerette (Blunt)

st SplOutPri_3

st SpllnnPri_3
3'RACE

Adapter

1 C18 1/ Cathepsin L:

RA Cathepsin_F
RA Cathepsin_R1
RA Cathepsin_R2

7_N12_1
RA Klon7 F
RA Klon7 R

Gooscoid(CnGsn)
AF CnGsc200 fw
AF CnGsc200 rev

HyDKkk-3:

RA DKKI1 F(2)
RA DKKI F
RA DKKI R
RA DKKI1 R(2)
RA DKKI1 R(3)

J12 1.1

5" CTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG C 3°
5" TCG AGC GGC CGC CCG GGCAGG T 3
5" AGC GTG GTC GCG GCC GAG GT
5"TTT TGT ACA AGC TT30N; N 3°

siche Methoden (6.11)

5" GAA TCG TAA CCG TTC GTA CG 3’
5" TAC GAG AAT CGC TGTCCTC 3’
5" GAC TCG AGT CGA CAT CGA T173°
5" GAC TCG AGT CGA CAT CGA 3°

5 ATG AAG GTT TTC TGT GCA TT 3°
5" CAT TGA CCT TGG TCT TTA AC 3°
5" CAA ACT AAT GGA TAA CTA GC 3°

5" GCC TAC TAA ATG CGA AGA TG 3"
5" GAT CTC TTC TTG ATC TAT GC 3°

5" CCG GGT TAG AGT TTC AAT GC 3°
5" TGA CTA CTT TGA CGC CGT AGC 3°

5" ATG TCG AAA CTATTT ATT ATC TAT ACG ¥’
5" CAG AAT GGC CAA TGC TGT GAA 3°

5" CAA CTT GCT TGC ATA TAA GCG ¥’

5" GAA CAT ATT GGT TGA ATA AACTGG 3’

5 CTA ACG AAG GTG CGA CTG G 3’
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RA JI12 1.1 F 5 CCG AGG AAA CAG ATG AAT CTG G 3°
RA JI12 1.1 R 5 GGA GCA AGT CGC ATC CCA AC 3'
K8 _4

RA K8 4 F 5 CCA CCT CCG GAG TTG TCA AC 3°

RA K8 4 R 5 CAG TGG GCA ACC TGA ATA CC 3'
L21 1.1

RA L21 1.1 F 5 ACT ATC TCT GTC AGG TCG G 3'

RA L21 1.1 R 5° CCT TAC GCC ATA GAT TCA TCC 3°

Soma ferritin

ferritin f-1 5" AGC GCT TGA ATT GGA AAA GA 3°
ferritin r-1 5' CGC ATC TCT TTG CGT TTG TA 3°
5.11 Gerate

PCR-Maschinen (Thermocycler)
Cyclone gradient

1-Cycler 96

Primus 96 plus

Primus 25

PTC-255 Peltier Thermal Cycler
Robocycler Gradient 96

Netzgerate
EPS 3500
LNG 350-06
PS 250

Gelelektrophoresekammern
EasyCast minigel system B1A
EasyCast minigel system B2
Multiphor 2
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peqlLab

Biorad
MWG-Biotech
MWG-Biotech
MJ Research

Stratagene

Amersham Pharmacia Biotech
Heinzinger

HYBAID

Owl Separation Systems
Owl Separation Systems

Amersham Pharmacia Biotech
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Inkubatoren/Schuttler

Thermoshaker Certomat H B.BraunBiotech
HIS25 Grant BOEKEL
Thermoinkubator Heraeus Instruments
KS10 (Rotationsschiittler) Edmund Biihler
Mini 10 Thermo Hybaid
Thermomixer Compact Eppendorf

UV-Gerate

ImaGo B+L Systems
UV-Stratalinker 1800 Stratagene
UV-Kontaktlampe Chroma 43 Vetter GmbH
Elektroporationsgeréate

Gene Pulser 11 Biorad

Pulse Controller 11 Biorad
Zentrifugen

Biofuge 13 Heraeus
Centrifuge 5415 D Eppendorf
Centrifuge 5417 R Eppendorf
Minifuge RF Heraeus
Labofuge 1 Heraeus
Multifuge 3 S-R Heraeus
Mikroskopie

AxioCam Zeiss
Axioskop 2 Zeiss
Sonstige Gerate

BioPhotometer Eppendorf
Eraser (Loschen der PI’s) Raytest

Gene Quant Photometer

- 106 -

Pharmacia Biotech



MATERIALIEN

LaminAir HB2448 (Modell: Firefly)
MegaBACE 500

Milli-Q Academic System

NEN Global IR* DNA Analyzer
Phosphoimager FLA-5000
pH-Meter pH 211

QFill 2

QPix

VARIOKLAYV Dampfsterilisator Typ 400 E
Vortex Genie 2

Wallac WinSpectral

5.12 Andere Materialien

96 well Microtiter — Platten
384 well Microtiter — Platten
Chromatografie Papier
Hybond N Nylon Membran
Hybond N" Nylon Membran
Phosphoimaging Platten
QTrays 20 cm x 20 cm
Rontgenfilm (BioMax MS)

5.13 Computerprogramme

cDNA Macroarray Analyse Software:

Heraeus Instruments
Amersham Biosciences
Millipore

LI-COR

FUJI

Hanna Instruments
Genetix

Genetix

H+P Labortechnik GmbH
Scientific Industries

PerkinElmer

Genetix

Genetix

Whatman

Amersham Biosciences
Amersham Biosciences
Fuji

Genetix

KODAK

AIDA Image Analyzer v3.2 (http://www.raytest.de)

AIDA Array Compare v3.2 (http://www.raytest.de)

DTP Software fuir das Erstellen der Arbeit:
MS Word 2000

Software zur Bildbearbeitung und statistischen Analyse:
Adobe Photoshop 7.0
MS Excel 2000
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Software fur den Scintillationszahler:
Wallac 1414 WinSpectral v1.30 (PerkinElmer) — Protokoll 10 (Cerenkov)

Software zur Sequenzanalyse:

DNASIS v2.5

eSeq LICOR v2.0

MegaBACE Score Card v3.0 (Molecular Dynamics)
Sequenze Analyzer v3.0 (Molecular Dynamics)

SEQtools v8.0xxx (http://www.seqtools.dk)

5.14 Sequenzanalyse im Internet
EST und Genom - Projekte:
Hydra magnipapillata:
Database of Japan: http://www.ddbj.nig.ac.jp/
EMBL: http://www]1.embl-heidelberg.de/

Genome Sequencing Center St. Louis: http://www.genome.wustl.edu/EST/index.php

Sputnik (MIPS): http://mips.gsf.de/proj/sputnik/hydra/

Caenorhabditis elegans:

Sanger Center: http://www.sanger.ac.uk/Projects/C_elegans/blast_server.shtml

Worm base: http://www.wormbase.org/db/searches/blat

NCBI: http://www.ncbi.nlm.nih.eov/BLAST/Genome/NematodeBlast.html

Drosophila melanogaster:
Fly Base: http://www.fruitfly.org/
NCBI: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Genome/FlyBlast.html

Strongylocentrotus purpuratus:

http://sugp.caltech.edu/sequence/blast.psp

Ciona intestinalis:

http://ghost.zool.kyoto-u.ac.jp/indexr1.html

http://genome.jgi-psf.org/ciona4/ciona4.home.html
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Fugu rubripes:
http://fugu.hgmp.mrc.ac.uk/

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Genome/fugu.html

Danio rerio:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/seq/DrBlast.html

Gallus gallus:

http://www.chick.umist.ac.uk/

Mus musculus:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/seqg/MmBlast.html

Proteinstruktur bzw. -funktions VVorhersage:
Serviceplattformen:

Expert Protein Analysis System: http://ca.expasy.org/

Service am EBI: http://www.ebi.ac.uk/

BLAST Datenbanken
NCBI: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/

EBI: http://www.ebi.ac.uk/blast2/index.html

Proteindomdinen Vergleich und Vorhersage:

Interpro bei EBI: http://www.ebi.ac.uk/interpro/index.html

PROSCAN: http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa automat.pl?page=npsa prosite.html
SMART: http://smart.embl-heidelberg.de/

Kernlokalisierungssequenz Vorhersage:

PredictNLS: http://maple.bioc.columbia.edu/predictNLS/

Signalpeptid Vorhersage:
SignalP V2.0: http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP-2.0/
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METHODEN

6. Methoden

6.1 Halterung der Versuchstiere

6.1.1 Hydra magnipapillata

Hydra magnipapillata (Stamm 105) wurde als Versuchstier flir die Experimente verwendet.
Mehrere hundert Tiere konnten in je einer Plastikschale (20cm x 20cm x 6¢cm) gehéltert
werden. Die Temperatur des klimatisierten Kulturraums betrug konstant 18°C bei einem Tag-
Nacht-Rhythmus von 12 Stunden. Die Tiere wurden dreimal pro Woche mit in SiiBwasser
gewaschenen Krebslarven (Artemia salina) mittels Pipette gefiittert. Nach friihestens sechs
Stunden wurden die Kulturschalen mit Wasser gewaschen, um Futterreste und Krebsschalen
zu entfernen. Hierzu wurden die Tiere mechanisch von der Oberfliche geldst und iiber ein
Sieb abgegossen, anschlieBend mit Hydramedium in das Kulturgefd3 zuriickgespiilt und
ibriggebliebene Futterreste oder tote Tiere mit einer Pipette per Hand entfernt (Methode nach
Loomis und Lenhoff, 1956). Die ebenfalls verwendeten Hydra vulgaris (Stamm AEP), Hydra
oligactis und Pelmatohydra robusta sowie die Mutante regl6 der Art Hydra magnipapillata
(Stamm 105) wurden nach der gleichen Methode gehalten.

Es wurde stets darauf geachtet, dass Hydren, aus denen RNA oder DNA isoliert werden sollte,

fiir mindestens 48 h keine Nahrung aufgenommen hatten, um Kontaminationen zu vermeiden.

6.1.2 Artemia salina

Als Futtertiere wurden Larven des Salzwasserkrebses Artemia salina verwendet. Diese Tiere
konnten in 1-Liter-Flaschen bei 18°C unter stindiger Durchliiftung in 500 ml Salinenmedium
gehiltert werden. Zum Ansetzen einer neuen Kultur wurden zwei Teeloffel Dauereier unter
den oben genannten Bedingungen inkubiert und angezogen. Durch Dekantieren konnten nach
drei Tagen die geschliipften Krebslarven abgesammelt, mehrfach mit Wasser gewaschen und

in Hydramedium resuspendiert an die Versuchstiere verfiittert werden.

6.2 Peptidinkubation

Alle Peptidbehandlungen wurden mit einer Peptidkonzentration von 10° M durchgefiihrt. Das
Peptid HEADY wurde von der Firma Jerini mit Chlorid als Gegenion synthetisiert und
geliefert. Das zu iiber 95% reine, lyophilisierte Peptid wurde zunéchst in einer 10%igen

DMSO Lésung auf 2 x 10~ M verdiinnt. Die so hergestellten Stamml3sungen wurden in 10 pl

-110 -



METHODEN

Aliquots bei —80°C tiefgefroren und vor Gebrauch 1:2000 in Hydramedium verdiinnt. Im
HEADY Peptid wurden ausschlieBlich frisch abgefallene (max. 12 h) Knospentiere inkubiert.

6.3 Differential Display PCR (DD-PCR)

Die DD-PCR ist eine besondere Form der RT-PCR (6.9), die es erlaubt, ohne jede
Vorinformation die Genexpressionsmuster einer Vielzahl verschiedener Proben miteinander
zu vergleichen. So konnen differentiell exprimierte Gene entdeckt werden, deren Expression

sowohl induziert, als auch reprimiert sein kann.

6.3.1 Reverse Transkription

Die Darstellung der differentiellen Genexpression geschah durch Auftrennung auf einem
Polyacrylamidgel. Ein hochauflosendes Polyacrylamidgel kann allerdings nur eine begrenzte
Anzahl von ca. 50 bis 100 unterscheidbaren DNA-Banden sichtbar machen. Die Anzahl an
unterschiedlichen mRNA-Transkripten, die sich gleichzeitig in einer Zelle befinden, ist
jedoch wesentlich hoher und betréigt ca. 10° bis 2 x 10°. Es ist daher notwendig die mRNA in
Subpopulationen aufzuteilen. Dies geschieht durch eine spezielle Art der reversen
Transkription (6.19) unter Verwendung von sogenannten Ankerprimern. Diese bestehen aus

12 Desoxythymidinnukleotiden und zwei weiteren Desoxynukleotiden M und N, (d)T;;MN

(z. B. 5 TTTTTTTTTTTTGC 3’). Fiir N konnen alle vier Desoxynukleotide eingesetzt
werden, fiir M hingegen nur die Desoxynukleotide mit den Basen A, C und G. Beriicksichtigt
man alle Kombinationsmoglichkeiten zwischen M und N, so ergeben sich hieraus 12
unterschiedliche Ankerprimer. Mittels dieser Primer kann die Gesamtpopulation der mRNA
in 12 Teilpopulationen aufgeteilt werden, da ein einzelner Ankerprimer jeweils nur das
Umschreiben eines Zwolftels der gesamten mRNA initiiert. Wiirde fiir M ein
Desoxythymidinnukleotid eingesetzt werden, dann wiére die Selektivitidt dieses Primers
herabgesetzt, er wédre nicht fiir 1/12 sondern fiir 4 der gesamten mRNA-Population
spezifisch.

Die reverse Transkription wurde nach einem speziell fiir die DD-PCR von Dr. Sergey
Kuznetsov (pers. Mitteilung) entwickelten Protokoll durchgefiihrt. Zunichst wurden folgende

Komponenten in einem ,,Master-Mix“ zusammengegeben (Tab. 6.1):
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Volumen
first strand buffer (5 x) Sul
DTT (0,1 M) 2,5ul
dNTP (10 mM) 1,25 ul
BSA (0,1 %) 0,375 ul
RNase Out (40 U/ul) 1,25 ul
Trehalose (ca.80%) | 7125l | Transkription eier DDPCR.
Endvolumen 17,5 ul

Trehalose und BSA dienen der Stabilisierung des SuperScript II H Enzyms, so dass die
reverse Transkription bei hoherer Temperatur durchgefiihrt werden konnte. Dadurch wurde
eine erhohte Spezifitit bei der Bindung des Ankerprimers an die mRNA erreicht.

In dem néchsten Schritt wurden 100 ng mRNA in 4 ul Millipore H,O geldst, mit 2,5 ul des
gewiinschten ~ Ankerprimers (25 upuM) kombiniert und zwecks Zerstérung von
Sekundérstrukturen fiir 10 min. im Thermocycler auf 70°C erhitzt. AnschlieBend wurde das
Gemisch auf 50°C heruntergekiihlt. Parallel wurde 1 pl des Enzyms SuperScript II H mit den
17,5 w ,,Mastermix* vermischt und auf 50°C erhitzt. Daraufhin wurden alle Komponenten
zusammengegeben und fiir 1 h bei 50°C inkubiert.

Durch diese Vorgehensweise wurde verhindert, dass es durch unspezifisches Hybridisieren
des Ankerprimers und frithzeitige Aktivitit des Enzyms zur Amplifikation unerwiinschter
Fragmente kommt. Nach einer Stunde Inkubation wurden die DNA/RNA-Hybridstrange bei
95°C fiir 3 min. denaturiert und bei —20°C gelagert.

6.3.2 DD-Polymerasekettenreaktion

Nach der reversen Transkription erhdlt man ungefdhr 10000 — 15000 unterschiedliche
cDNAs pro eingesetztem Ankerprimer. Dies ist immer noch deutlich zu viel, um die Banden
klar auf einem hochauflésenden Polyacrylamidgel zu trennen. Zudem wiirden Transkripte, die
nur in geringer Kopienzahl vorliegen, wesentlich schlechter auf dem Gel zu finden sein, als
die hiufigen Transkripte der sogenannten Haushaltsgene. In Anbetracht einer derart gro3en
Menge unterschiedlicher ¢cDNAs wiirde es zwangslidufig zur Uberlagerung von Banden
kommen, wodurch moglicherweise differentielle, schwache Banden {iibersehen werden
konnten. Die Losung dieser Probleme liegt in der Durchfiihrung einer speziellen PCR-

Reaktion mit jeweils einer der 12 cDNA-Subpopulationen als Matrize. Im Gegensatz zur
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Standard PCR (6.9.1) werden dekamere 5° Randomprimer und der fiir die jeweilige
Subpopulation spezifische 3’ Ankerprimer verwendet. Bei den 5° Randomprimern handelt es
sich um Primer, die aus 10 zufillig aufeinanderfolgenden Nukleotiden bestehen. In der
Standard — PCR  werden normalerweise Primer mit einer Linge von 20 Nukleotiden
verwendet, diese sind hochspezifisch und haben den Zweck, genau ein bestimmtes Fragment
zu amplifizieren. Die 5° Randomprimer hingegen binden auf vielen verschiedenen cDNA -
Fragmenten und héufig sogar mehrfach auf ein und demselben Fragment. Auf diese Weise
konnen unterschiedlich lange Fragmente eines Molekiils erzeugt werden.

Die verwendeten 5’ Randomprimer entstammten dem ,,OP-Kit A“ der Firma Operon. Wie die
reverse Transkription (6.3.1) wurde auch die folgende PCR-Reaktion (Tab. 6.2) unter
besonderen, die Spezifitit der Primerhybridisierung fordernden Bedingungen durchgefiihrt.
Der Ankerprimer wurde im Vergleich zum Randomprimer in einem Uberschuss zum
Reaktionsansatz gegeben. Dies sollte die Wahrscheinlichkeit verringern, dass PCR-Produkte

ausschlieflich durch die Bindung des Randomprimers generiert werden konnten.

Volumen

PCR Puffer ohne MgCl, (10x) |1 pl
DTT (0,1 M) 0,1 pl
BSA (0,1 %) 1l
Ankerprimer (25 pM) 1wl
Randomprimer (10 uM) 0,5 ul
DNTP (10 mM) 0,2 pl
MgCl, (25 mM) 0,6 pl
Taq Polymerase (5 U/pl) 0,1 pl
CDNA Matrize 0,5 pl
Millipore H,O 5 ul 'Ila'élzeelle 6.2: Pipettierschema fur die DD-
Endvolumen 10 ul

Die PCR wurde unter folgenden Bedingungen ausgefiihrt: initiale Denaturierung bei 90°C, 3
min; Denaturierung 90°C, 40 s; Primerhybridisierung bei 40°C, 60 s; Elongation 72°C, 90 s,
42 Zyklen, Termination 72°C, 5 min.

6.3.3 Hochauflésende Polyacrylamidgel-Elektrophorese (PAGE)

Fiir die Elektrophorese der PCR-Produkte wurden das ,,DNA - Disc Buffer Kit“ der Firma
ETC Elektrophorese — Technik und die ,,Multiphor 2 Elektrophoresekammer* von Amersham
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Pharmacia Biotech verwendet. Die Vorbereitung der Proben und die anschlieBende
horizontale Elektrophorese wurden genau nach Anleitung des ETC Protokolls fiir native
Laufbedingungen durchgefiihrt. Hierzu wurde ein CleanGel (15 % 52 S) zunéchst in ,,DNA
Disc Gel Buffer fiir 1 h auf dem Rotationsschiittler rehydriert. Nach Abtupfen
iiberschiissigen Puffers von beiden Seiten des Gels wurde dieses auf einem Tropfen Kerosin
auf der Thermoplatte der ,,Pharmacia Multiphor 2 Elektrophoresekammer* ausgerichtet. Als
Pufferreservoir dienten mit ,,DNA Disc Buffer” getrinkte Filterpapierstreifen, die den
Kontakt zwischen Elektroden und Gel herstellten. Nach der Zugabe von je 10 pl Ladepuffer
zu den PCR-Ansétzen wurden je 6 pul auf das Gel aufgetragen. Nach kurzem Einlauf (ca. 30
min.) bei 5 mA und 40 V wurde fiir 30 weitere Minuten auf 10 mA und 200 V gestellt.
Danach lief die Elektrophorese bei 15 mA und 400 V bis die Banden des Bromphenol-Blau

und Xylencyanol aus dem Ladepuffer die Anode erreicht hatten.

6.3.4 Silberfarbung

Zur Sichtbarmachung der aufgetrennten DNA-Fragmente wurde das Gel nach einer
optimierten Vorschrift der Firma ETC silbergefarbt (Barros et al., 1991; Seymour and
Lazarus, 1989; Bassam et al., 1991). Hierzu wurde das Gel erst eine halbe Stunde fixiert, 3 x
2 min. gewdssert und anschlieBend 20-30 min. in Silberldsung inkubiert. Nach kurzem Spiilen
in Wasser konnte nun der Entwicklungsprozess fiir ca. 20 min. ablaufen (Sichtkontrolle). Jetzt
wurde nur noch je 15 min. gestoppt und impragniert, bevor das Gel bei Raumtemperatur
luftgetrocknet wurde. Folgende Losungen wurden verwendet: Fixieren: 250 ml 10 %
Essigsdure, Silberlosung: 200 ml 0,1 % AgNOs, 200 pl Formaldehyd, 100-250 pl 2 % Na-
Thiosulfat bei 4 °C, Stoppen: 250 ml 2 % Glycin, 0,5 % EDTA Dinatriumsalz, Imprégnieren:
250 ml 5 % Glycerin.

6.3.5 Klonierung differentiell exprimierter Gene/Genfragmente aus

dem Silbergel

Differentiell exprimierte Banden wurden mit einem sterilen Skalpell aus dem
Polyacrylamidgel ausgeschnitten und in ein 200 pl Eppendorftube iiberfiihrt. Unter Zugabe
von etwas ,,chelating resin“ in 50 pl Millipore H,O wurde das Gelfragment mit einem Pistill
zermahlen und resuspendiert. AnschlieBend wurden 5 pl 10 x PCR-Puffer hinzupipettiert und
das Gemisch fiir 5 min. auf 95°C erhitzt. Nach 5 min. Zentrifugation bei 14000 rpm wurde

der Uberstand mit der gelosten DNA abgenommen und als Matrize fiir eine Reamplifikations-
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PCR eingesetzt. Die PCR-Reaktion wurde mit einer 1:25 Verdiinnung des Eluats und dem
entsprechenden Anker- und Randomprimer unter Standardbedingungen (6.9.1) durchgefiihrt.
Das PCR-Produkt wurde auf ein Agarosegel aufgetragen und die richtige Bande aus dem Gel
extrahiert (6.14). AnschlieBend wurden Adenosinnukleotid-Uberhinge an das DNA-Fragment
angefiigt (6.15.1), dieses in den pGEM-T Vektor der Firma Promega ligiert (6.15) und
schlieBlich sequenziert (6.6).

6.4 Suppression Subtractive Hybridisation (SSH)

Die SSH ist eine Methode, bei der Genexpressionsprofile miteinander verglichen werden, und
die Unterschiede in Form von cDNA Banken gespeichert werden konnen. Fiir die Erstellung
solcher cDNA Banken werden die zu vergleichenden ¢cDNA Populationen voneinander
subtrahiert (Diatchenko et al., 1996). Da durch eine nachgeschaltete PCR selektiv nur die
differentiell exprimierten cDNA Fragmente amplifiziert werden, kommt es gleichzeitig auch

zu einer Suppression von nicht differenziell exprimierten cDNA Fragmenten.

6.4.1 Uberblick

Die SSH wurde unter Benutzung des ,,PCR-Select'” ¢cDNA Subtraction Kit“ der Firma
Clontech strikt nach den Angaben des Herstellerprotokolls durchgefiihrt. Die folgende Liste

fasst den Ablauf der Prozedur zusammen:

1. Vorbehandlung des Hydragewebes (HEADY Zielgene (Abschnitt 2.1.2);
Vergleich Knospung und Kopfregeneration (Abschnitt 2.2.2)

. mRNA Isolation (Abschnitt 6.18.2)

. Erst- und Zweitstrang cDNA Synthese (Abschnitt 6.4.2)

. Adaptorligation (Abschnitt 6.4.3)

. Erste und Zweite Hybridisierung (Abschnitt 6.4.3)

. Erste und Zweite PCR Amplifikation (Abschnitt 6.4.4)

. Ligation und Klonierung der PCR — Produkte (Abschnitt 6.15)

N N R WN

6.4.2 Erst- und Zweitstrang cDNA Synthese

Fiir die Bestimmung von HEADY Zielgenen (Abschnitt 2.1.2) wurden jeweils 2,5 pug Poly A"
RNA isoliert aus HEADY inkubierten Tieren und aus Kontrolltieren bei der cDNA Synthese
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eingesetzt. Fiir die Generierung der cDNA Banken zum Vergleich von Knospung und
Kopfregeneration (Abschnitt 2.2.2) wurden 5 verschiedene Poly A" RNA Populationen (RNA
isoliert aus 4 h, 8 h, 16 h und 32 h kopfregenerierenden Tieren und aus Tieren verschiedener
Knospungsstadien (1-6)) gemischt. Um 2,2 pg Poly A"™ RNA bei der cDNA Synthese
einsetzen zu konnen, wurden jeweils 366,7 ng aus jeder der RNA Populationen entnommen.
2,2 ug Poly A" RNA von 0 h regenerierenden Tieren ohne Knospen kam ebenfalls zum
Einsatz fiir die Synthese der cDNA.

Fiir die cDNA Synthese wurde das ,,SuperScript' ™ Double — Stranded cDNA Synthesis Kit*
der Firma Invitrogen benutzt. Es wurde jedoch nicht der vorgesehene Not I Primer als
Ankerprimer fiir die Erststrang Synthese eingesetzt, sondern der 3’'RACE Primer. Nach den
gemachten Herstellerangaben konnte so mit einer Ausbeute von 0,6-0,7 pg an
doppelstringiger cDNA gerechnet werden. Diese so hergestellten cDNA Pools wurden
entsprechend der in den Abschnitten 2.1.2 und 2.2.2 gemachten Erlduterungen in Driver bzw.

Tester unterteilt.

6.4.3 Adapterligation und Hybridisierung

Nachdem die Tester und Driver cDNA Populationen mit der Restriktionsendonuklease Rsa I
verdaut wurden, konnte an die in zwei Hilften unterteilte Testerpopulation, zwei
unterschiedliche Adaptoren ligiert werden. Im Anschluss an die Ligation der Adaptoren an die
Tester wurden zwei aufeinanderfolgende Hybridisierungen bei 68°C vorgenommen, die durch
frisch denaturierten Driver in einen etwa 30fachen Uberschuss erginzt wurden. Das Ergebnis
dieser Hybridisierungen ist eine Mischung von Hybridpopulationen, dargestellt in Abbildung
6.1. Nur die mit ,,e*“ gekennzeichnete Population wird sich wédhrend der folgenden PCR -

Schritte exponentiell amplifizieren lassen.

6.4.4 Erste und Zweite PCR Amplifikation

Wie aus Abb. 6.1 ersichtlich, konnen verschiedene Hybride entstehen. Besonders ungiinstig
ist die Kombination von zwei Tester cDNA s, die den gleichen Adaptor besitzen, da bei der
folgenden ersten PCR nur ein Primer zum Einsatz kommt, um eine Primer — Dimerisierung zu
vermeiden. Die oben genannten Hybride wiirden dadurch jedoch ebenfalls exponentiell
amplifiziert werden. Allerdings sind die Adaptoren so konstruiert worden, dass die
einzelstringigen cDNA Molekiile, die auf beiden Seiten den gleichen Adaptor tragen, nach

der ersten Denaturierung ,,Haarnadelschlaufen® ausbilden und somit fiir die folgenden
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Schritte in der PCR nicht mehr als Matrize zur Verfligung stehen (Abb. 6.2). Da nur die
Adaptoren fiir die Bildung der ,Haarnadelschlaufen“ durch ihre Komplementaritit
verantwortlich sind, nimmt die Bildung dieser besonderen Struktur mit zunehmender
Fragmentlinge ab. Deshalb ist auch bei dem eingangs erwidhnten Restriktionsverdau ein
hiufig schneidendes Enzym ausgewéhlt wurden, um moglichst kleine Fragmente zu

generieren.

Tester cONA with Adaptor 1 Driver cONA lin excess| Tester cONA with Adaplor 2R

First Inybridkzatin

Sacand bybidization: mix samples, add
fres damatured diived, and anneal

(—
l Al inthe ends
1 — [T ——
SrflfSmal Pl
p W — B — T7 Promoter Naot| 12 Rsal 1/2-site
Adaptor 1 [ 5'-CTAATACGACTCACTATAGGGCTCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT-3 !
W — _— |
I — W — | 3'-GGCCCGTCCA-5"'
o —— PCR primer 1 5' -CTAATACGACTCACTATAGGGC-3! 5 ' -TCGAGCGGCCGCCOGEGECAGET -3
LR — s pY Nested PCR primer 1
l Add primers dm
Amgidy by PCR Eag|/Fael Rsal1f2-site
8.4 neampiication Adaptor 2R 5'-CTAATACGACTCACTATAGGGCAGCGTGGTCGCGGCCGAGGT-3"
B bt moanibcain T7 Promoter 31 -GCCGGCTCCA-5 "
¢ linenrampiication \
e _ ¢ exponeatisl amplification "
5 e 5 (Although thiera & & primer bindeg SeqUEREE A both .
P T =R (s
suppression PCA aff et bor very short moleculas. z
¥ e oo o o o on PR Nested PCR primer 20
Abb. 6.1 Schematisches Diagramm des Verlaufs der SSH. Das Hybrid e (blau und ) kann nur dann

gebildet werden, wenn diese cDNA hiufiger in der Testerpopulation vorhanden ist als in der Driver cDNA
Population. Die schwarzen Késtchen reprasentieren die duBleren Bereiche der Adaptoren und korrespondieren
mit dem PCR Primer I in der 1. PCR. Die transparenten Késtchen reprasentieren den inneren Teil des Adaptors 1
und korrespondieren mit dem ,,Nested” PCR Primer 1 der 2. PCR. Die roten Késtchen repréasentieren den inneren
Teil des Adaptors 2R und korrespondieren mit dem ,,Nested“ PCR Oligonukleotid 2R der 2. PCR (nach
Herstellerprotokoll verédndert).

Die beiden PCR Reaktionen wurden unter der Benutzung des ,,BD Advantage'™ 2 PCR
Enzyme System* Kits der Firma BD Biosciences ausgefiihrt. Dieses Kit enthélt eine
Enzymmischung, bestehend aus einer modifizierten Taq — Polymerase, einer ,,proofreading*

Polymerase und einem Antikdrper flir das aktive Zentrum beider Polymerasen, um einen
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automatischen ,hot-start™ zu ermoglichen. Die Anzahl der Zyklen fiir die erste bzw. zweite
PCR variierten und mussten bei jeder SSH neu empirisch ermittelt werden. Fiir die erste
Reaktion wurden zwischen 20-25 Zyklen benétigt, wohingegen die Zyklenzahlen der zweiten

PCR zwischen 12-17 Zyklen variierte.

Melt at 94°C

= i 1

*’\nnea at68°C
Adaptor primer
7
EH— ==
lDNA synthesis

No primer binding:

pan-like strur:)la;e ;‘—_E
suppresses
\ / Abb. 6.2 Suppression PCR (hach Siebert et al., 1995).

Die PCR Produkte wurden 1:10 verdiinnt und in den pGEM-T Vektor der Firma Promega
ligiert und anschlieBend in E. coli (DH5a) transformiert. Um einen Eindruck von der
Effizienz der Klonierung zu erhalten, wurde die Anzahl der CFU’s (colony forming units)
zundchst auf kleinen LB-amp Platten bestimmt. Diese Daten wurden bendtigt, um das
entsprechende Volumen fiir eine gleichmifBige Verteilung der Klone auf der Oberflache der

LB-amp Platten bei der Produktion der Macroarray Filter zu bestimmen.

6.5 Herstellung der Macroarray Filter

6.5.1 Vorbereitung

Der erste Punkt bei der Vorbereitung fiir die Herstellung der Macroarray Filter war die
Fertigung der QTrays LB-amp Agarplatten. Auf diesen wurden die unter Abschnitt 6.4.4
hergestellten und transformierten cDNA Banken aufgebracht. Pro QTray Platte wurden dazu
250 ml LB-amp Agar eingesetzt. Dabei musste sichergestellt sein, dass die Platte auf einer
absolut ebenen Unterlage stand, um eine gleichmiBige Befiillung der QTrays Behéltnisse zu
gewihrleisten. Trotz der Antibiotikabehandlung wurde auf eine sterile Arbeitsweise bei der
Erstellung der Platten geachtet.

Mit Hilfe der unter Abschnitt 6.4.4 bestimmten Transformationsrate wurde das Volumen
bestimmt, um etwa 2000 Klone pro Platte auftragen zu kénnen. Diese Zahl erwies sich als

zweckmifig, da so eine gleichmiBige Verteilung erreicht und eine Uberlappung von

-118 -



METHODEN

Bakterienkolonien vermieden werden konnte. Die Mehrzahl der hier klonierten Fragmente
wies eine durchschnittliche Gréf3e von 500 bp auf. Auf eine Blau/Weil3 — Selektion konnte
verzichtet werden, da diese erst bei Fragmentldngen >1 kb zuverlédssig funktioniert.

Zum Abschluss der Vorbereitung wurde die entsprechende Anzahl an ,384 well"

Mikrotiterplatten mit Hilfe des QFill2 befiillt: 70 ul ,,freezing™ Medium pro Vertiefung.

6.5.2 Automatisches Aufnehmen der Klone der cDNA Banken mit

Hilfe des QPix Robotersystems

Um die unter Abschnitt 6.5.1 aufgetragenen Kolonien aufnehmen und in einer geordneten
Form in die Mikrotiterplatten ablegen zu konnen, wurde der QPix Roboter der Firma Genetix
benutzt. Vor Beginn jedes Arbeitsschrittes mit dem Roboter wurde der Innenraum 20 min. mit
UV — Licht bestrahlt und somit sterilisiert. Im Durchschnitt wurden 1200 cDNA Klone mit
Hilfe des ,,96-pin Picking® Kopfes aufgenommen und in die ,,384 well“ Mikrotiterplatten
iibertragen. Nachdem alle 96 Pin’s des Kopfes beladen und in die Mikrotiterplatten eingefiihrt
wurden, erfolgte ein Sterilisierungsschritt mit Hilfe eines 70 %igen Ethanolbades. Die
inokulierten Mikrotiterplatten wurden in einer feuchten Kammer bei 37°C fiir max. 20 h
inkubiert. Auf dem Boden dieser Platten war dann eine Driibung zu erkennen, die von

abgesetzten Bakterien herriihrt. Die Platten wurden schnellstmdglich bei —80°C eingelagert.

6.5.3 Kopieren der cDNA Banken in den Mikrotiterplatten

Das Kopieren der eingefrorenen cDNA Banken war aus mehreren Griinden notwendig. An
erster Stelle ist natiirlich die Sicherung vor dem Verlust der Originalplatten zu nennen.
Dariiberhinaus wurden fiir die Herstellung der Macroarray Filter immer nur frisch
angewachsene cDNA Banken benutzt, was die Erstellung einer Kopie ebenfalls erforderlich
machte.

Diese Kopien wurden unter Benutzung eines, durch die Werkstatt des Biozentrums der CAU
Kiel hergestellten und von dem Zentrum fiir Biochemie und Molekularbiologie durch Herrn
Dr. Plieth in Auftrag gegebenen ,,384 Pin“ Stempel, hergestellt. Zu Beginn der Duplizierung
wurde zunichst die entsprechende Anzahl an Mikrotiterplatten mit 50 ul LB-amp befiillt, da
dieses Medium ein schnelleres und besseres Wachstum der Bakterien ermdglicht. Mit Hilfe
des Stempels erfolgte die Ubertragung der Bakterien von den Originalplatten. Auf striktes
steriles Arbeiten wurde geachtet. Die Kopien wurden ebenfalls bei 37°C fiir 16 h in einer

feuchten Kammer inkubiert. Nach Abschluss der Inkubationsphase wurden diese Platten
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sofort fiir die Herstellung der Macroarray Filter eingesetzt. Durch Zugabe von 20 pl einer
80%igen Glyzerollosung (v/v) konnten auch diese Platten bei —80°C eingefroren werden und

dienten so gleichzeitig als Sicherungskopie.

6.5.4 Ubertragung der cDNA Banken aus den Mikrotiterplatten auf
Nylonmembranen zur Herstellung der Macroarray Filter mit dem
QPix Roboter

Fiir die Herstellung der Macroarray Filter wurden nur frisch angewachsene Bakterien benutzt.
Zusitzlich zu den ¢cDNA Banken benétigt man noch zwei weitere Platten. Diese beiden
Platten enthielten Soma ferritin aus Hydra und CD94 aus Botryllus. Diese Gene dienten
sowohl als Orientierungspunkte auf den zu hybridisierenden Filtern, als auch als interne bzw.
externe Kontrolle bei der radioaktiven Markierung.

Zu Beginn mussten wichtige Justierungen am Roboter vorgenommen werden. So miissen die
Koordinaten fiir die Platten und den Filterblock bei jedem Experiment neu bestimmt werden.
Bei der Verwendung der ,,384 well“ Platten der Firma Genetix musste zusitzlich darauf
geachtet werden, dass die Spitzen des verwendeten ,,384 gravity gridding* Kopfes leicht den
Boden des ,,wells* berilihrten. Die gemachten Einstellungen sind auf der Abbildung 6.3
dargestellt.
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QSoft 2000 - Gridding
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Abb. 6.3 Bildschirmausdruck mit den Voreinstellungen fiir die Herstellung der Macroarray Filter

Fir den geordneten Auftrag der Klone auf die Membranen, musste ein Auftragsmuster
definiert werden. Ein 4x4 Auftragsmuster mit zwei Positionen pro Klon hat sich als das am
Besten zu benutzende Muster herausgestellt. Die oben erwidhnten Klone, Soma ferritin und
CDY%4, wurden dabei immer zuerst aufgebracht.

Worden diese Einstellungen vorgenommen, dann folgte die Vorbereitung der Nylonmembran.
Die 11 cm x 14 cm groe Nylonmembran wurde fiir I min. mit 6x SSC befeuchtet. Nach der
Lufttrocknung der Membran konnte diese mit Klebestreifen auf dem Filterblock innerhalb des
Roboters befestigt werden. Nachdem das entsprechende Programm des Roboters aufgerufen
und ausgefiihrt wurde, konnte die Membran entnommen werden. Diese wurde durch das
Abschneiden einer Ecke markiert und so auf eine QTrays LB-amp Agarplatte gelegt, dass die
Seite der Membran mit den aufgebrachten Klonen vom Agar weg zeigte. Vor dem Auflegen
der Membran musste sichergestellt sein, dass der Agar kaum noch feucht war. Um dies zu
erreichen, wurden die Platten zuvor bei 37°C fiir mindestens 30 min. inkubiert. Die mit den

Membranen bestiickten QTrays Platten wurden dann tiber Nacht bei 37°C inkubiert.
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6.5.5 Behandlung der Macroarray Filter in Vorbereitung auf die
Hybridisierung
Die unter Abschnitt 6.5.4 aufgebrachten Klone mussten nun in Vorbereitung auf die
Hybridisierung lysiert und die DNA auf der Membran immobilisiert werden. Dafiir wurden
zunichst fiinf Behéltnisse mit je drei Lagen Whatman Filterpapier (14 cm x 20 cm) bestiickt.
Diese Filterpapiere wurden jetzt im ersten Behéltnis in Denaturierungslosung, im zweiten und
dritten in Neutralisierungslosung, im vierten und fiinften in 2x SSC — Lésung getaucht. Es
wurde stets darauf geachtet, dass die Filterpapierstapel nur angefeuchtet waren. Zuviel
Fliissigkeit wiirde zu einem verschwimmen der Klone auf der Membran fithren. Die so
préparierten Behéltnisse waren jetzt bereit, die Membranen aufzunehmen. Dabei wurden die
Membranen so auf das Filterpapier gelegt, dass die Bakterienkolonien das Filterpapier nicht
beriihrten. Beginnend mit der Denaturierung im ersten Behiltnis fiir 5 min., wurden die
Membranen im Abstand von 5 min. von einem zum anderen Behéltnis gebracht. Die Bildung
von Luftblasen zwischen der Membran und dem Filterpapier musste unbedingt verhindert
werden. Nach der Denaturierung (Behéltnis 1) wurde die Membran fiir 2 min. auf trockenes
Whatman Filterpapier gelegt.
Nach der letzten Inkubation wurden die Membranen fiir 30 min. an der Luft getrocknet, um
darauf bei 80°C ,,gebacken’ zu werden. Durch diesen Schritt konnte eine Immobilisierung der
denaturierten DNA auf der Membran erreicht werden. Die so hergestellten Membranen

wurden in Plastikfolie eingeschweillt und bei 4°C gelagert.

6.5.6 Aufbau von kleinen PCR — Filtern

Eine andere, sensitivere Methode der Hybridisierung von Macroarrays ist das Aufbringen von
PCR — Produkten (siche Abschnitt 2.2.1). Um die relativ geringen Volumina an PCR-Produkt
in einer auswertbaren Form auf die Nylonmembranen zu bringen, wurde eine Maske
entworfen (André Franke) und von der Werkstatt des Biozentrums der CAU Kiel angefertigt,
die in Abbildung 6.4 dargestellt ist.

0000000000 OCOGOIOOIONOS
00000000000 OCGOCOOIOOS
00000000 00OOGOIOOIOOS
00000000000 OCOCOOIOOS
0000000000000 00000
0000000000000 COOOS
00000000000 OCGROIOOIONOS
000000000 OOOOOOFOOOS

' Abb. 6.4 Maske fir das Aufbringen der PCR-Produkte auf
" die Membran
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Diese Maske wurde auf der Membran fixiert und erlaubte so das schnelle Auftragen von
jeweils 0,25 ul PCR — Produkt pro Loch. Vor dem Auftrag wurden die PCR — Produkte bei
94°C fiir 5 min. denaturiert. Mit dieser Methode konnten bis zu 100 verschiedene PCR —
Produkte aufgebracht werden. Durch Bestrahlung der Membran mit 120 mJ UV Licht bei 254
nm wurden die PCR-Produkte auf der Membran fixiert.

Bei diesen kleinen Filtern wurde das Hybridisierungsprotokoll dahingegehend veréndert, dass
nur 1,25 ml der Hybridisierungslosung zum Einsatz kamen. 6 Mio. CPM/ml radioaktiv

markierter Probe wurden pro Filter appliziert.

6.6 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von Plasmid — DNA (6.17.1) erfolgte mittels der Methode der
Kettenabbruchreaktion nach Sanger et al. 1977. Hierzu wurde das ,,SequiTherm EXCEL™ II
DNA Sequencing Kits-LC (for 25-41-cm gels)*“ verwendet. Die Sequenzierungs — PCR
wurde genau nach Herstellerangaben mit dem ,,Cycle Sequencing Protocol” unter
Verwendung von fluoreszierenden IRD-800-5" endmarkierten T7- bzw. SP6-Primern
durchgefiihrt.

Das ,,Cycle Sequencing Protocol” kombiniert die konventionelle Didesoxy-Sequenzier-
Methode mit thermalen, zyklischen Reaktionsbedingungen. Die Verwendung einer
thermostabilen Polymerase erlaubt eine zyklische Hitzedenaturierung, Hybridisierung und
Polymerisierung der DNA-Matrize bei erhohten Temperaturen. Dadurch wird die Stringenz
der Oligonukleotid-Hybridisierung erhdht und die Ausbildung von Sekundirstrukturen in der
DNA-Matrize verringert. Pro eingesetztem Plasmid werden vier Reaktionen mit den
entsprechenden Didesoxynukleotiden angesetzt.

Die Analyse der Proben erfolgte mit Hilfe des Gerites ,,NEN Global IR> DNA Analyzer von
LI-COR, welches sowohl die elektrophoretische Auftrennung, als auch die Auswertung der
Daten iibernahm. Das Polyacrylamid-Sequenziergel wurde mit der ,,SequaGel XR Monomer
Solution* und dem ,,SequaGel XR Complete Buffer Reagent™ von National Diagnostics sowie
frisch angesetzter 10 %iger Ammoniumpersulfat-Losung (APS) nach Herstellerangaben
angefertigt, in die Elektrophoreseapparatur eingespannt und beide Pufferkammern des
Sequenziergerdtes mit 1 x TBE-Puffer befiillt. Vor dem Auftragen der Proben erfolgte stets
ein Vorlauf bei 1500 V fiir 30 min., um die bei der Herstellung des Gels verwendeten
Substanzen APS und das im ,,SequaGel XR Complete Buffer Reagent* enthaltene TEMED

aus der Gelmatrix zu entfernen und das Gel auf 50°C vorzuwéarmen. Erst nach diesem Vorlauf
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wurden jeweils 1,2 pl der Proben auf das Gel aufgetragen. Die eigentliche Auftrennung der
Proben erfolgte bei 1500 V und 50°C.

Dabei wird der an die Primer gekoppelte Fluoreszenzfarbstoff mit einer Wellenldnge von 800
nm angeregt, ein Fluoreszenzlicht abzugeben, welches detektiert und auf dem
Computerbildschirm sichtbar gemacht wird.

Die Sequenzierung, d. h. die Ubersetzung des Bandenmusters in eine Nukleotidsequenz
wurde automatisch mit dem Programm LI-COR eSeq durchgefiihrt.

Zur Sequenzierung von Fragmenten aus DD-PCR-Gelen kam eine Ein-Buchstaben-
Sequenzierung zum Einsatz. Um herauszufinden, ob sich hinter einer eluierten Bande mehrere
unterschiedliche Sequenzen gleicher Lange verbargen, wurde fiir eine gréfere Anzahl
Plasmide verschiedener positiver Bakterienklone zunichst nur ein Reaktionsansatz mit einem
Didesoxynukleotid (ddATP) angesetzt. Durch einen Vergleich der Bandenmuster der Klone,
konnte man feststellen, wie viele unterschiedliche Sequenzen sich hinter einer klonierten

Bande verbargen.

6.7 Northern-Blot Analyse

Die Northern-Blot Analyse kann dem Nachweis eines bestimmten Transkriptes in der
untersuchten RNA sowie der Bestimmung seiner Grofe und relativen Haufigkeit dienen.
Zunichst wird die RNA (6.18) in einem denaturierenden 1 %igen Formaldehyd-Agarosegel
aufgetrennt. Zur Vorbereitung des Gels wurden 0,4 g Agarose in 24,85 ml Millipore H,O
aufgekocht. Nach Abkiihlung der gelosten Agarose auf ca. 50°C wurden 7,1 ml Formaldehyd
(37 %) und 7,81 ml 5 x MOPS hinzugegeben. Fiir die Polymerisierung des Gels wurde ein
RNase-freier Gelschlitten verwendet. RNasefreie Bedingungen wurden durch 30 miniitige
Inkubation der Gelkammer samt Schlitten und Kamm in 0,5 % SDS und anschlieBendem
Ausspiilen mit 1 M NaOH und Millipore H,O erreicht. Je 4,5 pl der zu analysierenden RNA
und der RNA-GroBenmarker wurden mit 2,0 ul 5 x MOPS, 3,5 ul Formaldehyd (37%) und 10
pl Formamid vermischt, fiir 15 min. bei 65°C denaturiert und 5 min. auf Eis gekiihlt. Als
GroBenmarker wurden 1 kb Marker RNA (aus DIG RNA Labelling Kit (SP6/T7) von Roche)
und Gesamt-RNA aus Hydra, deren 18s und 28s rRNA 1800 bzw. 3500 Nukleotide lang ist,
verwendet. Nach Zugabe von 2 ul RNA-Ladepuffer wurden die Proben auf das Gel
aufgetragen. Die Elektrophorese in 1 x MOPS wurde bei 12 V fiir 16 Stunden oder bei
hoherer Spannung fiir entsprechend weniger Zeit durchgefiihrt. Vor dem ,,Blotten* der RNA

wurden die Spuren mit den GroBenmarkern vom Gel abgeschnitten, in Ethidiumbromidldsung
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(0,5 pg/ml in 0,1 M Ammoniumacetat) fiir 1 bis 2 Stunden gefarbt und mit angelegtem Lineal
unter UV-Licht fotografiert.

Die aufgetrennten RNA-Proben wurden iiber Nacht aus dem Rest des Gels durch
Kapillartransfer auf eine positiv geladene Nylonmembran tibertragen (Abb. 6.5).

Gewicht

Gilasplatte
b
3 MM Whatman - __~ Papiertiicher
Papier (3x) . }
Mitrocellulose

Membran : Gel

S G _

20x 3¢ 3 MM Whatman

% ; - Papier

Abb. 6.5: Northern-Blot Kapillartransfer.

Diese wurde anschliefend flir 5 min. in 6 x SSC gewaschen und auf 3MM Whatman Papier
an der Luft getrocknet. Durch Bestrahlung der Membran mit 120 mJ UV Licht bei 254 nm
wurde die RNA auf der Membran fixiert. Dies geschieht durch Ausbildung kovalenter
Bindungen zwischen der negativ geladenen Nukleinsdure und den positiv geladenen
Aminogruppen auf der Oberfliche der Nylonmembran. Bis zur Hybridisierung wurde die

Membran in Plastikfolie eingeschweil3t.

6.7.1 Herstellung radioaktiv markierter DNA-Sonden

Die radioaktive Markierung von DNA-Sonden fiir die Hybridisierung von Northern - Blots
wurde mit den ,,Ready-To-Go DNA Labelling Beads (-dCTP)“ der Firma Amersham
Bioscience durchgefiihrt. Das fiir die Synthese der Sonde als Matrize dienende
doppelstrangige DNA Fragment (Abschnitt 2.1.1.4 Sonde fiir HyDkk-3 zwischen den Primern
RA Dkkl F und RA _Dkkl R2) wird dabei zundchst denaturiert und dann mit
Oligodesoxyribonukleotiden zufilliger Sequenz vermischt. Diese Oligomere hybridisieren
zufdllig mit der DNA-Matrize und dienen als Primer fiir die DNA-Synthese durch eine
Klenow-Polymerase. Diese baut das zum Reaktionsansatz zugesetzte [a->“P]dCTP in das neu
synthetisierte DNA-Fragment ein. Fiir die Reaktion wurden 25-50 ng der DNA-Matrize

(geldst in 45 pl TE-Puffer), 5 pl (50 pCi) [a-°P]dCTP und ein Kiigelchen mit dem
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Reaktionsgemisch (Klenow-Polymerase, Oligomere, dNTPs ohne dCTP) eingesetzt. Die
Elongation mittels Klenow-Polymerase erfolgte fiir 15-30 min. bei 37°C. Im Anschluss an die
Markierungsreaktion wurde die radioaktive Sonde mittels Sephadex-G50-Sdulen von den
nicht eingebauten Nukleotiden und dem Enzym abgetrennt.

Fiir die Herstellung radioaktiv markierter cDNA wurde diese zunichst, wie in Abschnitt 6.19
beschrieben, aus RNA hergestellt. Etwa 100 ng dieser cDNA wurden danach 3 min.
denaturiert und mit 4 pl sterilisierter 2,5 M NaOH versehen. Die nachfolgende Inkubation bei
37°C fiir 15 min. flihrte zur Degradierung der an der cDNA befindlichen RNA. Mit 10 ul 2 M
HEPES freier Sdure wurde die Reaktion neutralisiert. Um die Ribonukleotide der RNA und
die bei der cDNA Synthese eingesetzten Desoxyribonukleotide abzutrennen, wurde die
gesamte Reaktion auf eine Sephadex-G50-Sdule geladen und fiir 2 min. bei 735 g
zentrifugiert. Durch das Angleichen des Volumens auf 45 pl konnte gleich mit der oben
beschriebenen =~ Markierungsreaktion  begonnen  werden. Vor dem  Start der
Markierungsreaktion wurde zu jeder cDNA Mischung 1 ng des CD94 Fragmentes (150 bp)
gegeben, als eine von aullen in das System eingetragene Markierungskontrolle (Khalturin et

al., 2003).

6.7.2 Herstellung der Sephadex-G50-Saulen

Sephadex ist eine polymere Substanz, die in Form von Sdulen zur Abtrennung von
bestimmten Stoffen mit definierter GroBe, wie z. B. Proteine oder DNA, aus komplexen
Gemischen benutzt wird. Die Trennung erfolgt durch Auftragen eines Gemisches auf die
Sdule und anschlieBende Zentrifugation. Dabei bleiben Molekiile bis zu einer bestimmten
GroBe in den Hohlrdumen der Sephadex-Polymer-Partikel hingen und wandern nur langsam
iber die Sdule. Molekiile mit groBerer rdumlicher Ausdehnung finden in diesen Hohlrdumen
keinen Platz und passieren die Polymermatrix sehr viel schneller. Sephadex G50 eignet sich,
um DNA-Fragmente von {iberschiissigen Oligonukleotiden und nicht eingebauten
Nukleotiden zu trennen. Da die Obergrenze des Auflosungsvermogens durch die
dreidimensionale Matrixstruktur bestimmt wird, konnen auch die unerwiinschten Enzyme
abgetrennt werden.

Zur Herstellung der Sdulen wurden 1-ml-Einwegspritzen mit einem kompakten Stopfen
steriler Glaswolle versehen, in 10 ml Plastikrohrchen gestellt und mit 900 pl Sephadex-G50-
Matrix, gelagert in 1 x TE, befiillt. In zwei Zentrifugationsschritten fiir 1 Minute bei 1000 rpm
und Nachfiillen der Matrix wurden die Rohrchen auf diese Weise bis zur 900 ul Marke mit
dem Polymer beschickt.
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6.7.3 Reinigung radioaktiv markierter Sonden

Nach der radioaktiven Markierung der DNA wurde das Reaktionsgemisch mit TE-Puffer auf
ein Volumen von 150 pl gebracht und {iiber die Sephadex-G50-Sdule geschickt
(Zentrifugation fiir 2 min. bei 1000 rpm). Das Eluat enthielt die aufgereinigte, radioaktiv
markierte DNA-Sonde. Vor und nach der Aufreinigung wurde je 1 pl entnommen, um die
Einbaurate radioaktiver Nukleotide mit dem Szintillationszdhler zu bestimmen. Diese sollte

bei mindestens 50 % liegen.

6.7.4 Membran-Hybridisierung

Fiir die Hybridisierung von Northern — Blots mit radioaktiv markierten Sonden wurde die
Nylonmembran zunéchst fiir mindestens 2 Stunden bei 42°C prahybridisiert. Hierfiir wurden
0,2 ml Hybridisierungslosung pro cm® Membranfliche und 100 pg frisch denaturierte
Heringssperma-DNA (5 min. bei 95°C, dann auf Eiswasser) pro ml Hybridisierungslosung
eingesetzt. Die eigentliche Hybridisierung wurde iiber Nacht ebenfalls bei 42°C aber mit 0,05
ml Hybridisierungslésung pro cm* Membranfliche durchgefiihrt. Die Losung enthielt wieder
100 pg Heringssperma-DNA pro ml Hybridisierungslosung und zusitzlich die Menge
markierter DNA-Sonde entsprechend 1 Mio cpm pro ml Hybridisierungsldésung. Beides wurde
vorher zusammengegeben und denaturiert. Alle Hybridisierungsschritte fanden in dicht
schlieBenden Glasrohrchen mit Schraubverschluss und wunter Rotation in einem
Hybridisierungsofen statt. Die Heringssperma-DNA diente dazu, mogliche unspezifische
Bindungsstellen fiir die eingesetzte Sonde zu blockieren.

Anschliefend wurde die Membran mit Waschlésung 1 (2 x SSC, 0,1 % SDS) zweimal fiir je
10 min. bei Raumtemperatur und mit Waschlésung 2 (0,2 x SSC, 0,1 "% SDS) zweimal fiir je
20 min. bei 65°C gewaschen. Darauthin wurde die Membran feucht in Plastikfolie
eingeschweilit. Der Filter wurde entweder auf einem Rontgenfilm oder einem ,,Phospoimager-
Screen* exponiert und entwickelt.

Analog zu dieser Beschreibung wurde bei der Hybridisierung der Macroarray Filter (GroB3e 12
cm x 14 cm) verfahren. Die Menge an eingesetzter Hybridisierungslosung wurde jedoch
reduziert. Fiir die Prihybridisierung kamen 8 ml Hybridisierungslosung zum Einsatz,
respektive 4 ml bei der Hybridisierung mit der cDNA Probe. Im Gegensatz zu der Benutzung
einer einheitlichen DNA Probe, wurde bei der cDNA als Probe mindestens 8 Millionen CPM
pro ml Hybridisierungslosung eingesetzt. Dies war erforderlich, da in der cDNA nicht alle

Transkripte in der gleichen Anzahl vorliegen. Um auch bei weniger hiufigen Transkripten ein
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Hybridisierungssignal zu erhalten, wurden mindestens 8 Millionen CPM pro ml
Hybridisierungslosung als Menge festgesetzt. Nach dem oben beschriebenen Waschschritten
wurden die Macroarray Filter fiir mindestens 4 h auf die ,,Phosphoimager — Screens* gelegt.
Um ein moglichst deutliches Bild zu erhalten, wurde die Kammer, in der sich der
,Phosphoimager — Screen” und die Macroarray Filter befanden, mit 5 kg Gewichten

beschwert.

6.7.5 Entfernung der ,alten” Hybridisierungsprobe von der Membran

In einigen Fillen musste eine einmal benutzte Membran noch ein weiteres Mal mit einer
anderen Probe hybridisiert werden. Dazu musste selbstverstindlich die vorherige Probe
entfernt werden. Die Membran wurde fiir 5 min. in einer Losung aus 0,2 M NaOH und 0,1%
SDS gewaschen. Danach wurde diese Membran fiir 10 min. unter flieBendem, deionisiertem
Wasser gewaschen. Darauf folgte eine Behandlung mit der Neutralisierungslosung fiir weitere
20 min. Nach 5 min. in 2 x SSC wurde die Membran fiir 20 min. bei —80°C eingefroren.

War diese Prozedur nicht erfolgreich, dann musste die Membran verworfen werden, oder es
wurde so lange mit der erneuten Hybridisierung gewartet bis die ,,alte* Hybridisierungsprobe

abgeklungen war.

6.8 In situ Hybridisierung

Mittels in situ Hybridisierung ist es mdglich, das rdumliche Expressionsmuster eines Gens im
fixierten Organismus darzustellen, indem das jeweilige Transkript mit einer markierten
komplementdren RNA-Sonde hybridisiert und diese anschlieBend mit einem Antikdrper

detektiert wird.

6.8.1 Herstellung der DIG-markierten RNA Sonden

Als Matrize fiir die Herstellung DIG-markierten RNA Sonden diente ein PCR Produkt, dass
mittels Standard PCR amplifiziert und anschlieBend gereinigt wurde. Da alle hier
verwendeten Proben von Genen stammten, die bereits in den pGEM - T Vektor kloniert
wurden, konnten mit den vektorspezifischen Primern T7/Sp6 und den genspezifischen
Primern zwei Fragmente hergestellt werden. Diese wurden dann in der T7 RNA —
Polymerasereaktion bzw. Sp6 RNA - Polymerasereaktion eingesetzt. Fiir die Synthese
wurden die Komponenten des ,,Dig RNA Labeling Kit (SP6/T7)“ von Roche benutzt. Dabei

wurde genau nach dem Herstellerprotokoll vorgegangen. Da die Synthese mit SP6 und T7
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RNA Polymerase durchgefiihrt wurde, erhielt man eine ,,antisense“-Sonde, komplementir zu
dem Transkript, das detektiert werden sollte und eine ,,sense-Sonde* mit gleicher Sequenz wie
das Transkript. Letztere wurde in der in situ Hybridisierung als Negativkontrolle eingesetzt.
Gegebenenfalls wurde die Sonde vor Gebrauch gefillt und in Millipore™ H,O aufgenommen.
Die erfolgreiche Synthese der Sonde wurde durch Auftragen von 1 pl der Reaktionsprodukte
aufein 1,5 %iges RNase-freies Agarosegel liberpriift.

Eingesetzte in situ Sonden:
HyDkk-3 Fragment zwischen RA Dkk1l Fund RA Dkkl R2 (498bp)

J12 1.1 Fragment zwischen RA J12 1.1 Fund RA J12 1.1 R (323bp)
L21 1.1 Fragment zwischen RA 1.21 1.1 Fund RA L21 1.1 R (294bp)
B1 H4 der gesamte Klon (560bp)

1 C18 1 Fragment zwischen RA Cathepsin F und RA_Cathepsin R1 (386bp)
7 NI12 1 Fragment zwischen RA Klon7 F und RA Klon7 F (781bp)
K8 4 Fragment zwischen RA K8 4 Fund RA K8 4 F (375bp)

6.8.2 In situ Hybridisierung mit ganzen Polypen

Fiir die in situ Hybridisierung wurde ein leicht abgeéndertes Protokoll nach Martinez et al.
(1997) verwendet. Die einzelnen Schritte wurden unter RNase-freien Bedingungen und mit
RNase-freien Losungen in COSTAR Zellkultur Platten oder in 1,5 ml Eppendorftubes
durchgefiihrt. Wenn nicht anders angegeben, fanden alle Wasch- und Inkubationsschritte bei

ca. 50 bis 100 rpm auf einem Rotationsschiittler statt.

1. Tag:
Vor dem Fixieren wurden die Tiere fiir ca. 4-5 min. in 2 % Urethan relaxiert. Die Fixierung

erfolgte mit 4 % Paraformaldehyd tiber Nacht fiir 12 Stunden.

2. Tag:

Das Fixativ wurde durch 10 miniitige Inkubation in 1 ml 100 % Methanol ersetzt. Darauthin
folgte eine sukzessive Rehydrierung des Gewebes durch folgende Behandlungschritte: jeweils
fiir 5 min.: 75 % MetOH/25 % PBT, 50 % MetOH/50 % PBT, 25 % MetOH/75 % PBT und
dreimaliges Waschen fiir jeweils 10 min. mit PBT. AnschlieBend wurden durch einen
partiellen Verdau mit Proteinase K das Gewebe fiir die Penetration von RNA-Proben
durchléssig gemacht, sowie mit der RNA assoziierte Proteine in den Zellen entfernt. Dazu
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wurden die Polypen 20 min. in 1 ml PBT mit Proteinase K (10 pg/ml) inkubiert. Durch die
Zugabe von 1 ml Glycin-Losung wurde die enzymatische Reaktion gestoppt. Die Glycin-
Losung wurde einmal ersetzt und fiir weitere 10 min. inkubiert. Daraufhin wurde das Glycin
durch zweimaliges Waschen mit 1 x PBT (je 10 min.) entfernt. Eine anschliefende
Behandlung mit Essigsdureanhydrid und Triethanolamin bewirkte eine Neutralisierung von
NH;'- und COO-Gruppen, die durch die Behandlung mit Proteinase K entstanden waren.
Dadurch sollten eine unspezifische Bindung der RNA-Sonde und des Antikorpers und somit
ein verstarktes Hintergrundsignal vermieden werden. Hierfiir wurden die Polypen 2 x 5 min.
in 0,1 M Triethanolamin pH 7,8 und einmal in Triethanolamin mit 2,5 upl/ml
Essigsdureanhydrid inkubiert. Fir weitere 5 min. wurde noch einmal 2,5 pl/ml
Essigsdureanhydrid hinzugefiigt. Anschlieend wurde 2 x 5 min. in PBT gewaschen. Eine
Refixierung erfolgte fiir 30-60 min in 4 % Paraformaldehyd, gefolgt von 3 Waschschritten fiir
je 5 min. mit PBT. Um endogene Alkalische Phosphatasen zu inhibieren, wurde eine 30
miniitige Hitzeinaktivierung bei 80°C in PBT durchgefiihrt. Zur Vorbereitung auf die
Hybridisierung mit der RNA-Sonde wurde zunichst 10 min. mit PBT/Hybridisierungslosung
(1:1) und dann 10 min. mit reiner Hybridsierungslosung gewaschen. Alle folgenden Schritte
wurden bei 55-60°C durchgefiihrt und die Losungen, diesen Temperaturen entsprechend,
vorgewarmt. Vor der Hybridisierung fand ein Prahybridisierungsschritt mit 0,02 % tRNA in
Hybridisierungslosung fiir 2 Stunden statt. Die tRNA blockierte potentielle unspezifische
Bindungsstellen der RNA-Sonde. Die eigentliche Hybridisierung erfolgte iiber Nacht in 400-
500 pl Hybridisierungslosung mit 0,75 bis 4 pl einer 1:30 Verdiinnung der Sonde (Konz.

unverdiinnt ca. 50 ng/pl).

3. Tag:

Das Entfernen der Sonde erfolgte durch folgende Waschschritte bei 55-60°C fiir jeweils 5
min.: 100 %  Hybridisierungslosung,  Hybridisierungslosung/2 x SSC  (3:1),
Hybridisierungslosung/2 x SSC (1:1), Hybridisierungslésung/2 x SSC (1:3). Darauthin
folgten zwei stringentere Waschschritte mit 2 x SSC (0,1 % CHAPS) fiir jeweils 30 min.
Anschliefend wurde die Antikdrperbindung vorbereitet. Zweimaliges Waschen in MAB fiir
10 min. und einmal in MAB-B fiir 1 Stunde wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt.
Unspezifisches Binden des Antikorpers wurde durch eine zweistiindige Inkubation in
Blockierlosung bei 4°C  minimiert. Die Blockierlosung wurde durch verdiinnte
Antikorperlosung (1:2000) ersetzt und tiber Nacht bei 4°C inkubiert. Dabei handelte es sich

um einen Anti-DIG Antikdrper, der mit einer Alkalischen Phosphatase konjugiert war.
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4. Tag:

Zur Entfernung des Antikorpers wurde 8 x fiir jeweils 30-60 min. in MAB gewaschen.
AnschlieBend wurde die Farbreaktion durchgefiihrt. Dazu wurde durch dreimalige Inkubation
der Polypen fiir jeweils 5 min. in NTMT-Loésung (pH 9,5) mit 1 pl/ml Levamisol ein
geeigneter pH-Wert fiir die Alkalische-Phosphatase-Reaktion geschaffen. Levamisol inhibiert
endogene Alkalische Phosphatasen. AnschlieBend wurde die NTMT/Levamisol-Losung
gegen 0,5-1 ml BM-Purple ausgetauscht. BM-Purple ist ein Substrat, das nach Umsatz durch
Alkalische Phosphatase eine permanente, dunkelviolette Farbung ergibt. Die Farbreaktion lief
so lange im Dunkeln bei 37°C ab, bis eine deutliche spezifische Fiarbung in den mit der
,,antisense““~-Sonde inkubierten Tieren zu sehen war und die mit der ,,sense““~-Sonde inkubierten
Tiere noch farblos waren. Bei zu langer Inkubation tauchte unspezifische Farbung auf. Die
Farbreaktion wurde durch Entfernen der BM-Purple-L6sung und Zugabe von Millipore H,O
gestoppt. Vor dem Einbetten der Polypen wurde eine Refixierung in 4 % Paraformaldehyd in
PBT durchgefiihrt. Erfolgte eine Einbettung der Tiere in Mowiol, dann wurde noch einmal in
PBS gewaschen. Wurde in Euparal eingebettet, dann musste vorher eine Alkoholreihe zur
Dehydratisierung der Tiere vorgenommen werden (70 % Ethanol, 95 % Ethanol, 99 %
Ethanol). Alternativ konnte die Farbreaktion auch mit 20 ul NBT/BCIP pro 1 ml NTMT als
Substrat durchgefiihrt werden.

6.9 Polymerasekettenreaktion (PCR, Polymerase Chain
Reaction)

Das Prinzip der PCR beruht auf der wiederholten Denaturierung einer DNA-Matrize,
spezifischer Bindung zweier in entgegengesetzte Richtung zeigender Oligonukleotide an ihre
komplementire Sequenz und der Elongation dieser sogenannten Primer durch eine
thermostabile Polymerase und dNTPs (Saiki et al., 1985; Mullis and Faloona, 1987). In einer
Kettenreaktion wird das DNA-Fragment zwischen den Primern exponentiell vermehrt. Die

Reaktion wird in Thermocyclern durchgefiihrt.
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6.9.1 Standard-PCR

Volumen
PCR-Puffer mit MgCl, (10 x) |1 ul
dNTP (1 mM) 1l

Primer (vorwirts) (10 uM) 1wl
Primer (riickwérts) (10 uM) 1wl

Tag-Polymerase (5 U/ul) 0,1 ul
o Tab. 6.3: Pipettierschema fiir eine Standard-PCR.
Millipore H,O * ) ) n )
* die Menge des eingesetzten Millipore H,O richtet
; *
DNA Matrize sich nach der Menge der verwendeten DNA Matrize.
Gesamt 10 ul

Fiir die Standard-PCR wurde der in Tab 6.3 dargestellte Ansatz verwendet. Fiir die
Amplifikation galten folgende Reaktionsbedingungen: Initiale Denaturierung der Matrizen-
DNA fiir 3 min. bei 95°C, 1 Zyklus. Denaturierung fiir 40 sek bei 95°C, Primer-
Hybridisierung fiir 40 sek 1°C unter der theoretischen Schmelztemperatur der verwendeten
Primer, Primerelongation bei 72°C, je nach Hé&ufigkeit der Matrize bis zu 40 Zyklen. Die
Dauer der Elongation richtet sich nach der Lange des amplifizierten Fragmentes und wurde
nach der Faustregel ,,1 min, fiir 1 kb* gewihlt. AbschlieBend wurden die Proben fiir 5 min.

bei 72°C inkubiert, um die Synthese aller DNA-Strénge fertig zu stellen.

6.9.2 ,Nested”- PCR

Bei der verschachtelten (,,nested) PCR werden zwei aufeinanderfolgende Amplifikationen
durchgefiihrt. In der ersten PCR werden zwei jeweils weiter 5° gelegene Primer verwendet.
Dieses erste groflere Produkt wird dann in einer zweiten PCR als Matrize eingesetzt, in der
ein internes Primerpaar zur Anwendung kommt. Dadurch wird das Auftreten unspezifischer

Nebenprodukte minimiert.

6.9.3 ,Hotstart“- PCR

Bei der ,,Hotstart“-PCR wird eine modifizierte Taq Polymerase (Platinum Taq Polymerase)
verwendet, die erst nach dem initialen Denaturierungsschritt aktiv wird. Dies wird durch die
Bindung eines Antikorpers an die DNA-erkennende Domine des Enzyms erreicht, der sich
erst nach Erhitzen auf 95°C von der Polymerase 16st. Herkommliche thermostabile DNA-

Polymerasen sind auch bei nicht optimalen Bedingungen aktiv, so dass es schon vor dem
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eigentlichen Start der PCR durch unspezifische Bindung der Primer zur Amplifikation

unspezifischer Fragmente kommen kann.

6.9.4 ,Touch-Down“- PCR

Auch die ,,Touch-Down“-PCR dient der Vermeidung unspezifischer Primerbindung und
damit der Amplifikation unerwiinschter Fragmente. Bei dieser Methode wird die
Hybridisierungstemperatur der Primer in den ersten Zyklen der Reaktion jeweils um 1°C pro
Zyklus gesenkt bis die optimale Hybridisierungstemperatur erreicht ist. Dieser Vorgang wird
bis zu 3 mal hintereinander wiederholt. Auf diese Weise hybridisieren die Primer nur zu 100
%  komplementiren = Bindungsstellen der denaturierten = Matrize.  Die  erste
Hybridisierungstemperatur lag 7°C iiber der optimalen Temperatur der Primer.
Dementsprechend fanden erst nach 3 x 7 Zyklen 20 weitere Zyklen bei optimaler

Hybridisierungstemperatur statt.

6.10 3' RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) PCR

Das 3° RACE ist eine Variante der RT-PCR und dient dazu, unbekannte 3’ Enden einer
cDNA zu isolieren. Die reverse Transkription geschieht dabei mit einem speziellen oligo-dT-
Primer, an dessen 5’ Ende sich eine Adaptersequenz befindet. Mit einem Adapterprimer
gegen diese Sequenz und einem spezifischen Primer gegen die bekannte Sequenz des Gens
muss dann nur noch eine PCR-Reaktion durchgefiihrt werden. Als Ergebnis sollte ein
Fragment amplifiziert werden, das von der genspezifischen Sequenz bis zu dessen 3’ Ende,
also dem Ende des poly-A-Schwanzes bzw. der Adaptersequenz, reicht. Um bei diesem
Schritt hohe Spezifitit zu gewdhrleisten, wird diese PCR-Reaktion unter ,,Hotstart*-
Bedingungen, also mit Platinum Taq Polymerase, durchgefiihrt. Trotzdem erhélt man nach
dem Auftragen des Reaktionsproduktes meistens mehrere Banden. Deshalb ist es sinnvoll,
Kontrollreaktionen mit alternativen Primerkombinationen durchzufiihren. Dies erleichtert die

Interpretation des Bandenmusters und das Auffinden der gesuchten Fragmente.
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6.11 5 RACE PCR mit Splinkerettenmethode

Mit der Splinkerettenmethode ist es mdglich, die unbekannten 3’ und 5° Enden von
Fragmenten bekannter genomischer DNA- oder cDNA-Sequenz zu ermitteln. Im Falle der
unbekannten cDNA-Sequenz ist diese Methode insbesondere fiir die Amplifikation von 5’

Enden von Interesse, da die 3’ Enden einfacher mit einem 3’ RACE zu erhalten sind (6.10).

Splinkerette ds cDNA
unbekannte Sequenz bekannte Sequenz
A
=
Spezifische Primer
<+ 4+ 5
5¢ 3¢

2] 3 5
5> —»

Splink erettenprimer
Abb. 6.6 Prinzip der Splinkeretten-PCR

Das Prinzip der hier angewendeten Splinkeretten-Methode basiert auf der Ligation spezieller
Adaptermolekiile, sogenannter Splinkeretten, an doppelstrangige cDNA und einer ,,Nested*-
PCR. Die Splinkeretten bestehen aus einem oberen und einem unteren Strang, die aber nur an
dem 3’ Ende des oberen Stranges komplementédr sind (Abb. 6.6). Das nicht komplementére 3’
Ende des unteren Stranges weist eine Haarnadelstruktur auf. Mit einem fiir das bekannte
cDNA-Fragment spezifischen Primer kann nun im ersten Zyklus ein Strang synthetisiert
werden, der von der bekannten Sequenz iiber die unbekannte Sequenz der cDNA bis zum
Ende des oberen Stranges der Splinkerette reicht und zu diesem komplementir ist (Abb. 6.6,
rote gestrichelte Linie). Ein splinkerettenspezifischer Primer, der mit dem oberen Strang der
Splinkerette identisch ist, kann nun mit dem neu synthetisierten Strang hybridisieren. So wird

nachfolgend ein Fragment amplifiziert, das das gesuchte 5’ Ende enthalt.

6.11.1 Synthese doppelstrangiger cDNA

Fir die Herstellung doppelstringiger ¢cDNA musste zunichst einzelstringige cDNA
hergestellt werden (6.19). Die Synthese der doppelstringigen cDNA erfolgte dann nach dem
Protokoll des Kits ,,Superscript'” Plasmid System for cDNA Synthesis and Cloning Reagent
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Assembly von GIBCO BRL. Demnach wurden auf Eis folgende Komponenten
zusammengegeben, gut gemischt und fiir 2 Stunden bei 16°C inkubiert (Tab. 6.4):

Volumen

einzelstringige cDNA 15 ul

Millipore H,O 96 ul

Second Strand Reaction Buffer (5 x) 30 ul

dNTP mix (10 mM) 3ul

E. coli DNA Ligase (10 U/ul) 1wl

E. coli DNA Polymerase 1 (1 U/ul) 4 ul

£ coli RNase H (2 U) Ll Tab. 6.4: Pipettierschema fur die
Endvolumen 150 pl Synthese doppelstrangiger cDNA

Die RNase H =zerlegt dabei die im Reaktionsgemisch vorhandene RNA aus der
Erststrangsynthese in kleine Fragmente, die wiederum an der cDNA binden und der DNA
Polymerase 1 als Primer fiir die Zweitstrangsynthese dienen. Die DNA Polymerase 1 besitzt
eine 3> Exonukleaseaktivitit, so dass nur am 5° Ende Uberhiinge entstehen. Die DNA Ligase
verbindet die neu synthetisierten DNA-Fragmente.

Durch anschlieBende Zugabe von 2 pl (10 Units) der T4 DNA Polymerase, die eine 5’
Exonukleaseaktivitit besitzt, und Inkubation fiir 5 weitere Minuten bei 16°C werden die 5’
Uberhiinge entfernt. Die Reaktion wird mit 10 pl 0,5 M EDTA gestoppt.

Die Trennung der doppelstringigen cDNA von den Proteinen im Reaktionsansatz erfolgte mit
160 pl eines Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol Gemisches (25:24:1). Das Gemisch wurde
gevortext und durch Zentrifugation fiir 5 min. bei 14000 rpm in die einzelnen Phasen
aufgetrennt. Die oberste wissrige Phase enthielt die DNA. Um die DNA zu féllen, wurden
140 pl der wissrigen Phase abgenommen und mit 70 pl 7,5 M NH4OAc und 0,5 ml eiskaltem
100 % Ethanol, gemischt. Nach Zentrifugation fir 20 min. bei 14000 rpm wurde der
Uberstand verworfen und das DNA-Pellet zweimal mit eiskaltem 70 % Ethanol gewaschen.
Das Pellet wurde dann fiir 10 min. bei 37°C getrocknet und in 6 pl Millipore H,O

resuspendiert.

6.11.2 Synthese der Splinkeretten

Bei der Firma MWG wurde die Synthese zweier DNA-Oligomere mit komplementdren

Uberhiingen in Auftrag gegeben. Die beiden DNA-Oligomere wurden zusammenpipettiert,

bei 95°C denaturiert und durch langsames Abkiihlen im Wasserbad hybridisiert. Die
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Splinkerette wurde so konstruiert, dass sie spéter flir eine ,,Blunt-End*“-Ligation, d. h. ohne
iiberstehende Nukleotide, geeignet ist. Die Adenosin- und Thymidin-Nukleotide am Ende des
unteren Stranges bilden eine Haarnadelstruktur aus. Die fertigen Splinkeretten wurden in
einer Konzentration von 40 pmol/ul bei —20°C aufbewahrt.

57 CGAATCGTAACCGTTCGTACGAGAATTCGTACGAGAATCGCTGTCCTCTCCAACGAGCCAAGG
37 AAAAACGTTTTTTTTTGCTCGGTTCC

Die Sequenzen des duBleren (st SplOutPri 3) wund inneren (st SpllnnPri 3)

Splinkerettenprimers sind unterstrichen .

6.11.3 Splinkerettenligation

Volumen
doppelstrangige cDNA I
Splinkeretten (,,blunt end*) (40 pmol) |1,5 ul
Ligase Puffer (mit PEG) (2 x) 2,5ul
T4 DNA Ligase (10 U/pl) S5ul
Millipore H,O 17,5 ul Tab. 6.5: Pipettierschema fiir
Endvolumen 50 ul die Splinkerettenligation

Die Splinkeretten wurden mit T4 Ligase (Promega Kit) in 50 pl Ansitzen fiir 24 Stunden bei
16°C an die doppelstrangige cDNA ligiert (Tab. 6.5). Nach der Ligation wurde die T4 DNA
Ligase durch 20 miniitige Hitzebehandlung bei 70°C inaktiviert.

6.11.4 Splinkeretten-PCR

Zur Erhohung der Produktspezifitdt wurden die verschiedenen Techniken der ,,Nested“-PCR
(6.9.2), ,,Hotstart“-PCR (6.9.3) und ,,Touchdown*“-PCR (6.9.4) in einer Reaktion kombiniert.
So wurde eine erste PCR mit einem &uBleren Primerpaar (Abb. 6.6) wie folgt durchgefiihrt
(Tab. 6.6):
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Volumen
Puffer Plat.-Taq (10x) 2 ul
dNTP (10 mM) 0,4 wl
MgCl, (50 mM) 0,6 ul
Millipore H,O 15 ul
Platinum Taq (5 U/ul) 0,2 ul
Splinkerettenprimer aufien (50 pM) | 0,4 ul Tab. 6.6:  Pipettierschema  fiir
Spezifischer Primer auf3en (50 pM) 0,4 ul Splinkeretten-PCR
Matrize (Ligationsansatz *) 1 ul * jeweils fur 1:25, 1:50, 1:75 und 1:100
Endvolumen 20 4l Verdiinnung des Ligationsansatzes

Die Produkte dieser ersten PCR wurden in unterschiedlichen Verdiinnungen (1:10; 1:50) als
Matrize fiir eine zweite PCR nach der ,,Hotstart“-Methode eingesetzt. Fiir diese zweite PCR
fand ein inneres Primerpaar aus einem inneren spezifischen und einem inneren
Splinkerettenprimer Verwendung (Abb. 6.6). Je nach Lage dieser Primer sollte das Produkt
der ersten Reaktion um eine bestimmte Anzahl Basen lénger sein als das Produkt der zweiten.
Verdéchtige Banden konnten aus dem Gel extrahiert (6.14), in einen Vektor ligiert (6.15) und
schlieBlich sequenziert (6.6) werden. War die Konzentration des Produktes nach der Elution
aus dem Gel zu gering fiir eine Ligation, dann wurde mit einer 1:10 oder 1:100 Verdiinnung
des Produktes eine Reamplifikations-PCR mit den beiden inneren Primern durchgefiihrt. Von

diesem PCR-Produkt wurden 3 pl direkt fiir die Ligation eingesetzt.

6.12 RT-PCR, Quantitative PCR

Die Methode der RT-PCR bietet die Mdoglichkeit, exprimierte Gene zu amplifizieren. Hierzu
wird mRNA isoliert und durch die Reverse Transkriptase in cDNA umgeschrieben (6.19).
Diese cDNA dient dann als Matrize fiir die folgende PCR.

Die RT-PCR wurde zur quantitativen Expressionsanalyse verschiedener Proben
herangezogen. Zu diesem Zweck wurden zunichst gleiche Mengen mRNA in cDNA
umgesetzt. Um sicher zu gehen, dass bei der vergleichenden Analyse gleiche Mengen cDNA
eingesetzt wurden, musste zur Equilibrierung zundchst eine PCR mit einem Haushaltsgen
(Aktin) erfolgen, das in beiden Proben in gleicher Stdrke exprimiert sein sollte. Die
eingesetzte Menge der Matrizen-DNA wurde gegebenenfalls so lange variiert, bis die
Bandenstirke des Aktins nach der Gelelektrophorese (6.13) in den zu vergleichenden Proben

gleich war. Mit den so ermittelten Mengen einzusetzender cDNA wurde die PCR mit dem zu
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untersuchenden Gen durchgefiihrt. Unterschiede in der Bandenstirke bei beiden Proben
wiesen auf Unterschiede in der Expression des Transkriptes hin. Dies galt jedoch nur, solange
die PCR in ihrer exponentiellen Phase war. Um diesen Bereich abzudecken wurden
Parallelreaktionen mit unterschiedlichen Zyklenzahlen durchgefiihrt. Alle RT-PCR

Reaktionen wurden unter Standard-PCR Bedingungen ausgefiihrt.

6.13 Agarosegel-Elektrophorese

PCR-Produkte und in vitro transkribierte RNA wurden in Agarosegelen mit Konzentrationen
zwischen 0,7 % und 2 % aufgetrennt. Hierzu wurde die entsprechende Menge Agarose in 1 x
TAE Puffer aufgekocht, nach Abkiihlen auf ca. 60°C mit 1 pl Ethidiumbromid pro 20 ml
versetzt und zur Polymerisation unter den Abzug gestellt. Als Elektrophorese-Laufpuffer
wurde 1 x TAE verwendet. Nach Zusatz von DNA- bzw. RNA-Ladepuffer zur Probe wurden
die einzelnen Fragmente bei 50-100 V elektrophoretisch im Gel aufgetrennt. Die DNA- bzw.
RNA-Banden konnten aufgrund des -eingelagerten Ethidiumbromids unter UV-Licht
identifiziert und fotografiert werden. Die Grofle der Fragmente wurde anhand eines
mitaufgetrennten DNA- bzw. RNA-Langenstandards identifiziert. Im Falle der Auftrennung
von RNA fand die Elektrophorese unter RNase-freien Bedingungen statt.

6.14 Aufreinigung von DNA Fragmenten

Die Aufreinigung von DNA Fragmenten aus PCR-Reaktionsgemischen erfolgte entweder
direkt nach der PCR oder nach vorheriger Aufreinigung im Agarosegel. Die Isolierung von
Banden aus dem Gel erfolgte unter UV-Licht mit einem sterilen Skalpell. Zur Aufreinigung
der DNA wurden das ,,QIAquick PCR Purification Kit*“ und das ,,QIAquick Gel Extraction
Kit* der Firma Quiagen verwendet. Beide Kits beruhen auf der selektiven Bindung von DNA
an eine Silikagel-Membran unter Hochsalzbedingungen. Kontaminanten flieen unter diesen
Bedingungen durch die Membran hindurch, verbleibende Verunreinigungen werden durch
einen Waschschritt entfernt. DNA von ca. 100 bp bis 10 kb wird auf diese Weise von
Primern, Nukleotiden, Polymerase und Salzen gereinigt. Die Elution der DNA geschieht unter
Verwendung eines Niedrigsalzpuffers. Bei der Handhabung wurde genau nach

Herstellerangaben vorgegangen.
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6.15 Ligation

Die Ligation von DNA-Fragmenten in einen Vektor wurde mit dem ,,pGEM®-T Easy Vector
System* der Firma Promega durchgefiihrt. Bei dem im Kit enthaltenen Vektor handelt es sich
um einen mit EcoR5 geschnittenen Vektor an dessen beiden 3° Enden Thymidiniiberhdnge
angefligt sind. Dadurch wird die Effektivitit der Ligation von PCR-Produkten erhdht, die mit
thermostabiler Taq DNA  Polymerase  amplifiziert wurden, die einzelne
Desoxyadenosinnukleotide an die 3° Enden der von ihr synthetisierten Fragmente addiert. Die
Insertionsstelle wird von einer SP6 und einer T7 Promotersequenz flankiert. Die Ligation des
DNA-Fragmentes in den Vektor geschieht durch eine T4 DNA Ligase.

Das molare Verhéltnis von eingesetztem Insert zum Vektor betrug ca. 8:1, wobei 50 ng des
Vektors verwendet wurden. Die Ligationsreaktion fand iiber Nacht bei 16°C im Wasserbad
statt. AnschlieBend wurde die T4 DNA Ligase durch Inkubation fiir 10 min. bei 70°C
inhibiert.

6.15.1 Ligation von Adenosinnukleotid-Uberhangen

In dem Fall, dass das zur Ligation eingesetzte DNA-Fragment zuvor aus einem Gel extrahiert
wurde (6.14), musste es vor der Ligation mit Adenosinnukleotidiiberhdngen versehen werden,
da diese wihrend des Aufreinigungsprozesses aus dem Gel verloren gehen. Hierzu wurden 1-
7 ul gereinigtes PCR-Fragment mit 1 pl 10 x Buffer fiir Taq DNA Polymerase (mit MgCl,), 5
Units Taq Polymerase, dATP fiir eine Endkonzentration von 0,2 mM und gegebenenfalls
Millipore H,O auf ein Endvolumen von 10 pl gebracht und 15-30 min. bei 70°C inkubiert.

6.16 Transformation von Bakterien

6.16.1 Herstellung kompetenter Zellen

Fiir die Transformation mussten zunichst elektrokompetente Bakterienzellen der E. coli
Stimme XL-1 Blue und DHS5a hergestellt werden. Hierzu wurde eine Kolonie des
Bakterienstammes in 3 ml SOB-Medium bei 37°C {iber Nacht kultiviert. 2 ml dieser
Ubernachtkultur wurden in 50 ml SOB-Medium aufgenommen und fiir weitere 3-4 Stunden
bei 37°C inkubiert. Hatte die Kultur ihre logarithmische Phase erreicht (ODsso = 0,4-0,6),
wurden die Bakterien bei 3000 rpm und 4°C fiir 10 min. herunter zentrifugiert und das Pellet
3 x mit 50 ml 4°C kaltem Millipore H,O gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurde
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das Pellet in 200 pl 10 %igem Glycerol aufgenommen und auf 40 ul Aliquots aufgeteilt.
Diese wurden bei —80°C gelagert.

6.16.2 Transformation

Fiir die Transformation wurden 40 pl der elektrokompetenten E. coli XL—1 Blue oder DH5a
Zellen langsam auf Eis stehend aufgetaut. Die Gerite ,,Gene Pulser 11 und ,,Pulse Controller
II*“ der Firma Biorad kamen bei der Elektroporation zum Einsatz. An diesen mussten folgende
Einstellungen vorgenommen werden:

Spannung: 1,7kV

Kapazitit: 25 uF

Parallelwiderstand: 200 Q
Auf die vollstindig aufgetauten E. coli Zellen wurde 1 ul des Ligationsansatzes gegeben und
gut gemischt. Diese 41 pl wurden ziigig in eine mit UV—Licht und 70 % Ethanol behandelte,
vorgekiihlte Elektroporationskiivette (0,1 cm)(Fisher Scientific) iiberfiihrt und elektroporiert.
AnschlieBend wurden 960 pl SOC-Medium auf diese Zellen gegeben. Durch vorsichtiges Auf
— und Abpipettieren wurden die Zellen mit dem Medium gut vermischt und in ein
Glasrohrchen iibertragen. Diese elektroporierten Zellen wurden fiir 30-60 min. bei 37°C
inkubiert. 100-300 pl dieser Zellen wurden dann auf vorgewérmte LB,,,—Platten verteilt und
iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Zur Erkennung der transformierten Bakterien wurden auf den
Platten vorher 40 ul X-Gal (20 mg/ml) und 4 pl IPTG (2,5 M) ausplattiert. Die Induktion von
LacZ (B-Galaktosidase) durch IPTG ruft eine blaue Farbreaktion hervor, sobald das fiir die
Bakterien unphysiologische Substrat X-Gal hydrolysiert wird. Wird der codierende Bereich
der B-Galaktosidase im transformierten Plasmid durch Insertion der Fremd-DNA
unterbrochen, kann keine Farbreaktion mehr erfolgen.
Somit erschienen Bakterien, die ein Plasmid mit Insert trugen weill, Bakterien mit einem
Plasmid ohne Insert dagegen blau. Da das LB-Medium mit Ampicillin versetzt war und den
Bakterien erst mit dem Plasmid eine Ampicillinresistenz verlichen wurde, konnten nur solche

Bakterien wachsen, die erfolgreich transformiert wurden.

6.16.3 Kolonie-PCR

Um herauszufinden, ob die positiven Kolonien auch das gewiinschte Insert enthielten, wurde
zur Bestimmung der InsertgroBe eine sogenannte Kolonie-PCR durchgefiihrt. Dabei handelt
es sich um eine nach Standardbedingungen ausgefiihrte PCR mit den insertflankierenden

Primern SP6 und T7 die mit den SP6 und T7 Promotersequenzen des Plasmids hybridisieren.
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Als Matrize dient dabei das Plasmid einer positiven Kolonie, indem der PCR-Ansatz mit den
positiven Bakterien beimpft wird, die mit einer Pipettenspitze direkt von der LBampy-Platte

gepickt wurden.

6.16.4 Herstellung von Bakterien-Dauerkulturen

Zur Herstellung von Bakterien-Dauerkulturen wurden 500 pl Bakteriensuspension mit 500 pl

sterilem 50 % Glycerin vermischt, gevortext und bei —80°C tiefgefroren.

6.17 DNA-Isolierung

6.17.1 Isolierung von Plasmid-DNA

Das Prinzip der Préparation von Plasmid-DNA ist eine Lyse der plasmidhaltigen
Bakterienzellen unter NaOH/SDS-Bedingungen, unter denen die lineare chromosomale DNA
irreversibel denaturiert und zusammen mit Proteinen prazipitiert wird. Plasmid-DNA kann
unter neutralen pH-Bedingungen wieder vollstdndig renaturieren.

Fiir die Isolierung der Plasmid-DNA wurde das ,,High Pure Plasmid Isolation Kit* von Roche
benutzt. Dazu wurden 3 ml LB-Medium mit dem geeigneten Antibiotikum, i. d. R. 100 pl/ml
Ampicillin, versetzt, mit einer Einzelkolonie beimpft und {iber Nacht bei 37°C geschiittelt.
Nach der alkalischen Lyse der Zellen und dem enzymatischen Abbau der RNA erfolgte eine
Adsorption  der  Plasmid-DNA  an  einer  speziellen  Glasfaser-Sdule  unter
Hochsalzbedingungen. Nach mehreren Waschschritten wurde die Plasmid-DNA mit einem
Niedrigsalzpuffer eluiert. Alle Arbeitsschritte wurden gemall Herstellerangaben durchgefiihrt.
Die Ausbeute betrug 5-15 pg Plasmid-DNA pro 3 ml Bakterienkultur.

6.17.2 Isolierung genomischer DNA

Fiir die Isolierung genomischer DNA wurden ca. 100 fiir mindestens 24 Stunden nicht
gefiitterte Polypen in ein 1,5 ml Eppendorftube iiberfithrt und das Hydramedium vollstindig
abgesaugt. Unter Zugabe von 0,5 ml Lysis-Puffer wurden die Polypen mit Hilfe eines Pistills
homogenisiert und das Gewebe durch Inkubation fiir 2 Stunden bei 60°C vollstindig lysiert.
Um die im Lysis-Puffer enthaltene Proteinase K zu inaktivieren, wurden 2 pl DEPC
hinzupipettiert, gut vermischt und weitere 30 min. bei 60°C inkubiert. Anschlieend wurde
eine Salzfillung der Proteine und Lipide vorgenommen. Hierzu wurde das Tube auf Eis
gestellt, 50 ul 5 M K-Acetat hinzugegeben, gevortext und fiir 30 min. auf Eis stehen gelassen.

Nach 5 min. Zentrifugation bei 14000 rpm in der Kiihlzentrifuge wurde der Uberstand
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abgenommen und dieser erneut fiir 15 min. zentrifugiert. Dieser Uberstand wurde in ein neues
Eppendorftube iiberfiihrt und die DNA durch Zugabe von 0,75 ml 95 % Ethanol bei
Raumtemperatur fiir 5 min. unter leichtem Schiitteln gefdllt. Das DNA-Pellet wurde durch 20
min Zentrifugation bei 14000 rpm erhalten und anschlieBend 2 x mit 70 % Ethanol
gewaschen. Nach dem Trocknen wurde das DNA-Pellet in 100 ul TE resuspendiert. Um
mitgefdllte RNA zu entfernen enthielt der TE-Puffer 10 ul/ml RNase A.

6.18 RNA-Isolierung

6.18.1 Isolierung von Gesamt-RNA

Die Isolierung der RNA erfolgte nach dem Protokoll der optimierten
Guanidinisocyanat/Phenol Methode der pegL AB Biotechnologie GmbH.

Die Tiere, aus denen RNA aufgereinigt werden sollte, wurden in ein 1,5 ml Eppendorftube
iiberfiihrt. Das iiberstehende Medium wurde mit einer ausgezogenen Pasteurpipette entfernt.
AnschlieBend wurden 300 pl der Guanidinisothiocyanat/Phenol-Losung (peqGOLD
RNAPure™) zu den Hydren gegeben. Mit Hilfe eines Teflonhomogenisators wurde das
Gewebe so lange homogenisiert, bis eine rosafarbene Losung entstand. Nach Zugabe von
weiteren 700 pl der Guanidinisothiocyanat/Phenol-Lésung und griindlichem Vermischen,
wurden die Proben fiir 5 min. bei Raumtemperatur stehen gelassen, um die Dissoziation der
Nukleotidkomplexe zu gewihrleisten. Die Zugabe von 0,2 ml Chloroform, anschlieBendes
kréftiges Schiitteln fir 15 sek, eine 3-5 miniitige Inkubation bei Raumtemperatur und
Zentrifugation fiir 5 min. bei 12000 rpm fiihrten zu einer Trennung der Losung in drei Phasen.
Die obere farblose, wissrige Phase enthielt die RNA und nahm ca. 60 % des Probenvolumens
ein. In der unteren organischen, gelben Phenol-Chloroform-Phase befanden sich die
hydrophoben Bestandteile der Zelle, wie Lipide und Membranproteine. Die Interphase
bestand im wesentlichen aus genomischer DNA und denaturierten Proteinen. Die wéssrige
Phase wurde vorsichtig mit der Pipette abgenommen und in ein frisches 1,5 ml Tube
iiberfiihrt. Durch die Zugabe von 0,5 ml Isopropanol wurde die RNA fiir 15 min. bei
Raumtemperatur gefillt. Nach 10 miniitiger Zentrifugation bei 12000 rpm und 4°C in der
Kiihlzentrifuge lag die RNA als Pellet am Boden des Tubes vor. Alle nachfolgenden Schritte
erfolgten ebenfalls bei 4°C auf Eis. Nach Abnahme des Isopropanoliiberstandes wurde die
RNA jeweils zweimal mit je 1 ml 75 % Ethanol gewaschen, d. h. zuerst gevortext und dann
bei 12000 rpm fiir 10 min. zentrifugiert. Nach dem letzten Waschschritt wurde das Pellet bei
Raumtemperatur getrocknet, bis sich das Erscheinungsbild des Pellets von einer kristallinen,
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weillen zu einer gelartigen, durchsichtigen Masse verdndert hatte. Das Pellet wurde dann in

RNase-freiem Wasser aufgenommen und bei —20°C gelagert.

6.18.2 Isolierung von mRNA

Die Gewinnung von mRNA aus Hydragewebe gelang mit Hilfe des ,,QuickPrep micro mRNA
Purification Kit*“ von Amersham Pharmacia Biotech. Hierzu wurden die Hydren in ein 1,5 ml
Tube tbertragen und das iiberstechende Medium mdglichst vollstindig abgenommen. Die
Zerstorung des Gewebes und die Extraktion der RNA aus den Zellen wurde durch die
Denaturierung der Proteine mit Guanidiniumthiocyanat und N-lauroylsarcosin unter
gleichzeitiger Benutzung eines Pistills erreicht. Daraufhin wurde die polyadenylierte RNA an
oligo-dT-Cellulose gebunden. Verunreinigungen wurden durch je 5 Waschschritte mit einem
Hochsalz- und einem Niedrigsalzpuffer entfernt. AnschlieBend wurde die polyadenylierte
RNA eluiert.

Die Aufreinigung von mRNA aus Gesamt-RNA erfolgte mit den ,,Dynabeads Oligo (dT)»s*
der Firma Dynal Biotech ASA. Das Prinzip der mRNA-Isolierung mit ,,Dynabeads* beruht
auf winzigen Partikeln mit einem superparamagnetischen Kern, die auf ihrer Oberfliche einen
oligo dT-Schwanz gebunden haben. Unter superparamagnetisch versteht man die Fahigkeit, in
einem starken Magnetfeld magnetische Eigenschaften zu erwerben, die nach Entfernen des
Magnetfeldes wieder verschwinden. Nach der Bindung der mRNA-Molekiile am oligo-dT-
Schwanz der ,,Dynabeads® folgen wiederum mehrere Waschschritte und schlieBlich die
Elution der mRNA. Dabei werden die magnetischen ,,Dynabeads* mit der gebundenen
mRNA wiéhrend der Waschschritte jeweils mit einem Magneten aus dem Waschpuffer
entfernt.

Nach der Elution wurde die Konzentration der mRNA gemessen und diese anschlieBend
gefillt, um sie dann im gewiinschten Volumen RNase-freien Wassers wieder aufzunehmen.

Bei beiden angewendeten Methoden wurde genau nach Herstellerangaben vorgegangen.

6.19 Reverse Transkription

Die reverse Transkription ist der erste Schritt bei der Durchfithrung einer RT-PCR oder
quantitativen PCR (6.12). In ihr wird mRNA (6.18.2) durch das Enzym Reverse Transkriptase
in cDNA umgeschrieben, die dann als Matrize fiir eine PCR dient. Die Synthese des zur RNA
komplementdren DNA-Stranges durch die Reverse Transkriptase geschieht durch Elongation

eines oligo-dT-Primers, der mit dem Poly-A-Schwanz der mRNA hybridisiert. Die Zugabe

- 143 -



METHODEN

des Reduktionsmittels DTT dient der Zerstérung von Wasserstoffbriickenbindungen und
damit der Auflésung von Sekundérstrukturen der RNA.

Die cDNA-Synthese erfolgte mit dem ,,First-Strand ¢cDNA Synthesis Kit“ von Amersham
Bioscience genau nach Herstellerangaben. Fiir die Synthese wurden 50 bis 200 ng mRNA

eingesetzt.

6.20 DNA- /RNA-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentrationsbestimmung von RNA und DNA erfolgte in der Regel photometrisch
durch die Messung der Absorption bei 260 nm mit einem Eppendorf BioPhotometer V 1.26.

6.21 Regeneration

Fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrten Kopfregenerationsexperimente wurden ausschlieBlich
knospenlose Polypen verwendet. Das Entfernen der Kopfstruktur erfolgt mit einem Skalpell

direkt unterhalb der Tentakel von vollstandig entspannten Polypen.

6.22 In silico Analyse von DNA- und Proteinsequenzen

6.22.1 Homologie-Analyse

Die erste Charakterisierung unbekannter DNA-Sequenzen und die allgemeine Suche nach
homologen Genen wurde mit den verschiedenen BLAST-Funktionen (Basic Local Alignment

Search Tool) der Internetseite des ,,National Center for Biotechnology Information® (NCBI)

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) durchgefiihrt. Hierbei werden 3 BLAST-Funktionen wie folgt

unterschieden.

,»Nucleotide BLAST*:
Dieser BLAST erlaubt Nukleotidsequenzen einzugeben und diese mit anderen

Nukleotidsequenzen zu vergleichen (blastn).
,,Protein BLAST*:

Der Protein BLAST bietet die Mdglichkeit Proteinsequenzen einzugeben und diese mit

anderen Proteinsequenzen zu vergleichen (blastp).
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» Translated BLAST*:

Diese Form der Suche ermédglicht entweder eine Ubersetzung der Sequenz, mit der gesucht
wird oder der Datenbank in der gesucht wird von der Nukleotidsequenz in die Proteinsequenz.
Dabei gibt es wiederum 3 verschiedene Mdoglichkeiten:

Das Programm blastx iibersetzt die fiir die Suche eingesetzte Nukleotidsequenz in alle je nach
Leseraster 6 moglichen Proteinsequenzen und sucht damit in der NCBI-Proteindatenbank.
Das Programm tblastn nimmt eine Proteinsequenz und vergleicht diese mit einer NCBI-
Nukleotiddatenbank deren Sequenzen jeweils in alle 6 moglichen Proteinsequenzen iibersetzt
wurden.

Das Programm tblastx iibersetzt die fir die Suche eingesetzte Nukleotidsequenz in alle je
nach Leseraster 6 moglichen Proteinsequenzen und vergleicht diese mit einer NCBI-
Nukleotiddatenbank deren Sequenzen jeweils in alle 6 moglichen Proteinsequenzen iibersetzt
wurden.

Je nach erwarteter Homologie und gewiinschtem Umfang der Suche wurden unterschiedliche
Programme fiir die jeweils durchgefiihrte Sequenzanalyse ausgewahlt. Fiir die erste Analyse
einer unbekannten Nukleotidsequenz ist zum Beispiel die Anwendung des Programms blastx

sinnvoll.

Fiir die Suche nach homologen Genen in speziellen Organismen wurden diverse weitere
offentlich zugéngliche EST- und Genomdatenbanken verschiedenster Projekte benutzt. Mit
Hilfe dieser Datenbanken ist es je nach vorhandener Datenlage moglich, verschiedene
BLAST-Funktionen gegen bekannte und zum Teil auch noch nicht charakterisierte
artspezifische Sequenzen auszufiihren. Dies konnen zum Beispiel Daten aus EST-Projekten,
vollstindige cDNA-Klone, Sequenzen aus BAC-Klonen oder genomische Sequenzen sein.
Viele dieser Datenbanken sind iiber die bereits erwdhnte NCBI-Internetseite zu erreichen. Die
Internetseiten aller in dieser Arbeit benutzten Datenbanken sind unter dem Abschnitt 5.14

aufgelistet.

6.22.2 Generierung von phylogenetischen Stammbaumen

Um mehrere Proteine der Dickkopffamilie zu vergleichen, wurde die in jedem der Proteine
vorkommende cys Il Doméne mit Hilfe des Programms Clustal W auf der Internetseite des

,European Bioinformatics Institute® (EMBL-EBI) (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) analysiert.

Aussagen iiber die evolutive Verwandtschaft der Dickkopfproteine konnte im Anschluss an

die Clustal W Analyse mit Hilfe der ,,Neighbor-joining*“ Methode (Saitou, N. and Nei, M.,
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1987) gemacht und als phylogenetischer Stammbaum dargestellt werden. Dazu wurden
folgende Sequenzen aus der Datenbank (NCBI) benutzt: Dkk-1 Homo (094907), Dkk-2
Homo (Q9UBU2), Dkk-3 Homo (Q9UBP4), Dkk-4 Homo (Q9UBT3), Dkk-3 Gallus
(Q90839), Dkk-1 Xenopus (AAC02427), Dkk-2 Mus (Q9QYZS), Dkk-4 Mus (NP_663567),
Colipase Oryctolagus (AAA02911), Dkk like cys2-1 Hydra (Konsensussequenz aus
tac30c03.yl und tab34al0.x1 vom EBI), Dkk like cys2-2 Hydra (Konsensussequnez aus
taa23c11.x2, taa23cl1.yl vom EBI und BP510080 von DDBJ). Desweiteren wurde fiir diese
Analyse das aus der Ciona EST ,,Ghost Database* isolierte Ciona Dkk-3 Gen (cibd068a20)

benutzt.

6.22.3 Struktur- und Sequenzanalyse

Die unterschiedlichsten Sequenzanalysen wie zum Beispiel der Vergleich von Nukleotid-
oder Proteinsequenzen, Umwandeln von Nukleotidsequenzen in die komplementire und
reverse Sequenz, das Auffinden offener Leserahmen, die Suche nach Schnittstellen fiir
Restriktionsenzyme und die Bestimmung des A/T Gehaltes wurden mit dem Programm
DNASIS v2.5 durchgefiihrt.

Die Strukturanalyse von Proteinen beziiglich Signalsequenzen und Transmembrandoméinen
erfolgte insbesondere mit den Programmen SignalP V2.0 des ,Center for Biological
Sequence Analysis“ der ,,University of Denmark® und TMpred — ,Prediction of
Transmembrane Regions and Orientation der Organisation EMBnet — ,,European Molecular
Biomedical Network*.

Beide Programme stehen jedem Nutzer frei im Internet unter folgenden Adressen zur
Verfligung:

SignalP V2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP-2.0/)

TMpred (http://www.ch.embnet.org/)
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