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Einleitung

1. Einleitung

Eine grundlegende Frage der Entwicklungsbiologie beschaftigt sich mit der Musterbildung
eines Organismus. Sie untersucht, wie aus anfanglich einfachen wéhrend der embryonalen
Entwicklung komplexe Strukturen gebildet werden. Im Laufe der Entwicklung flhren
Prozesse wie Zellteilung, Musterbildung, Zelldifferenzierung, Zellmigration, Apoptose und
Wachstum hin zur endgultigen Gestalt. Einer der wichtigsten Vorgange in der friihen Ent-
wicklung ist die Festlegung der Polaritat und der priméren embryonalen Kdrperachsen. Die
frihe Musterbildung spielt in der Morphogenese des sich entwickelnden Organismus eine
zentrale Rolle. Diese Entwicklungsprozesse werden durch einige wenige Signalwege kon-

trolliert.

Um ein grundlegendes Verstandnis von Kontrollmechanismen der Entwicklung zu erhalten,
arbeitet man mit einfachen Modellorganismen. Der marine koloniale Hydroidpolyp
Hydractinia echinata (Abk. Hydractinia) aus dem Stamm der Cnidaria (Nesseltiere) dient als
Modellorganismus fiir grundlegende Fragestellungen der Entwicklungsbiologie. Erste Fossili-
enfunde von Cnidariern werden ins Prakambrium datiert (Chen et al., 2000; Boero et al.,
2005). Sie stellen eine ancestrale Gruppe dar, die bis heute besteht. Es erfolgte eine friilhe Ab-
spaltung in der Evolution der Metazoen von der Gruppe Bilateria (Collins, 1998). Man geht
davon aus, dass gemeinsame homologe Merkmale zwischen Bilateraten und Cnidariern
urspringlicher Natur sind, so dass die Cnidaria unter evolutions- und entwicklungsbiolo-
gischen Gesichtspunkten von besonderem Interesse sind. Die Cnidaria werden zusammen mit
der Gruppe der Bilateria phylogenetisch als Eumetazoa bezeichnet und den Schwammen
gegenuibergestellt. Sie sind gemeinsam mit oder parallel zu den Ctenophora die erste
Tiergruppe mit echten Geweben, einem definierten Kérperbau und einem einfachen Nerven-
system (Boero et al., 2005; Watanabe et al., 2009; Dohrmann und Worheide, 2013). Die
Cnidaria werden aufgrund ihrer einfachen Organisation und Morphologie im Vergleich zu den
Bilateriern als eine Tiergruppe angesehen, die ein sehr friihes Stadium der eumetazoischen
Evolution représentiert (Boero et al., 2005; Watanabe et al., 2009; Technau und Steele, 2011).
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Der Wnt-Signalweg nimmt eine bedeutende Stellung in der Regulation der embryonalen
Musterbildung und Morphogenese von Metazoen ein (Komiya und Habas, 2008). Es ist
bekannt, dass die beteiligten Gene des Wnt-Signalwegs auch in den Cnidariern konserviert
sind (Hobmayer et al., 2000). In Funktionsanalysen konnte gezeigt werden, dass deren
Expression in Korrelation mit der Entwicklungskontrolle steht (Wikramanayake et al., 2003;
Primus und Freeman, 2004, Plickert et al., 2006). Folglich ist anzunehmen, dass grundlegende
Funktionen des Wnt-Signalwegs konserviert sind und ermdglichen, die urspringliche
Funktion des Wnt-Signals in der Evolution von Metazoen zu untersuchen. Es wurden bereits
in Hydractinia einzelne Bestandteile der Wnt-Signalkaskade charakterisiert. Es konnte ge-
zeigt werden, dass der Wnt-Signalweg hier eine wichtige Rolle in der Achsenbildung und in
der axialen Musterbildung entlang der anterior-posterioren Achse spielt, ahnlich wie in
hoheren Metazoen, was auf eine urspringliche Funktion in diesen Entwicklungsprozessen
hindeutet (Plickert et al., 2006).

Unter den basalen Metazoen findet sich erstmals in Coelenteraten ein Nervensystem und
multizelluldre lichtwahrnehmende Organe, sogenannte Ocellen (einfache Augen). Viele
Cnidaria, die keine hochentwickelten Photorezeptionsorgane besitzen, zeigen dennoch eine
extraokulare Photosensitivitat. Sie sind fahig, ohne erkennbare visuelle oder photosensitive
Strukturen Licht wahrzunehmen und sind positiv phototaktisch (Marks, 1976; Yoshida, 1979;
Musio, 1997; Taddei-Ferretti und Musio, 2000; Martin, 2002). Hydractinia zeigt ebenfalls
eine extraokulare Photosensitivitat. Dieses lichtgesteuerte Verhalten spielt zum einen eine
wesentliche Funktion in einer positiven Phototaxis und zum anderen in der Gametenabgabe,
die durch Licht induziert wird (Ballard, 1942; Plickert und Schneider, 2004). Hydractinia
kontrolliert dieses lichtgesteuerte Verhalten sowie auch andere wichtige physiologische
Funktionen Uber ein Nervensystem, das wie alle anderen Regionen spezifisch tber die einzige
Korperachse angelegt ist. Die Kenntnisse tber Bau und Funktion des Nervensystems der
Cnidaria sind bislang unvollstandig. Den Aufbau hat man bisher mittels immunhistologischer
Studien von Neuropeptiden untersucht. Im ausgepragt peptidergen Nervensystem erfillen
Neuropeptide eine wesentliche Funktion in der Physiologie der Cnidaria und fungieren als
Neuromodulatoren oder Neurotransmitter (McFarlane et al., 1987, 1991; Gajewski et al.,
1996; Grimmelikhuijzen et al., 1996, 2002; Takahashi et al., 1997; Plickert et al., 2003,
2004). Eine Reihe von Studien zeigte die wesentlichen Funktionen des Nervensystems bei der

Phototaxis und in der Metamorphose von Hydractinia auf (Plickert, 1989; Leitz et al., 1994;
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Leitz und Lay, 1995; Gajewski et al., 1996; Katsukura, 1998; Schmich et al., 1998; Katsukura
et al., 2003, 2004; Plickert et al., 2003, 2004).

Wie bei vielen marinen Wirbellosen wird auch bei Hydractinia die Metamorphose durch ein
externes Signal ausgeldst (Muller, 1969; Leitz und Wagner, 1993). Dieses Signal bewirkt in
den Larven einen gestaltbildenden Umwandlungsvorgang, der durch Prozesse wie Muster-
bildung, Zellproliferation, Differenzierung, Apoptose und Morphogenese kontrolliert wird
(Plickert et al., 1988; Plickert, 1989; Kroiher et al., 1990; Kroiher, 2000; Plickert et al., 2003).
Weil bei der Metamorphose durch diesen Stimulus die Entwicklung der adulten Korpergestalt
zuverlassig angestossen wird, ist die Metamorphose von Hydractinia als experimentelles
System zur Untersuchung der entsprechenden Kontrollvorgange von marinen Invertebraten
genutzt worden (Plickert et al., 1988; Walther et al., 1996; Seipp et al., 2007).

Die Sequenzierung der Genome des SuBwasserpolypen Hydra magnipapillata (Abk. H.
magnipapillata), der Seeanemone Nematostella vectensis (Abk. Nematostella) sowie der bei-
den Steinkorallen Acropora digitifera und Acropora millepora hat gezeigt, dass man in den
Cnidariern die konservierten Gene findet, die auch in hoheren Metazoen die Entwicklung
kontrollieren (Putnam et al.,, 2007; Chapman et al., 2010; Shinzato et al., 2011,
www.coralcoe.org.au/news/gene-secrets-of-the-reef-revealed-2). In einem laufenden Genom-
projekt von Hydractinia zeigt sich bereits jetzt, dass in Hydractinia die Gene konserviert sind,
die in den Hauptsignalwegen die tierische Entwicklung kontrollieren (Plickert et al., 2012).
Demnach ist davon auszugehen, dass in diesem an der Basis der Eumetazoen stehenden
Organismus wesentliche Funktionen konserviert sind, und man kann allgemeingultige
Aussagen (ber die Kontrollmechanismen der Entwicklung erwarten. Der urspringliche
Metazoe Hydractinia eignet sich daher um Fragestellungen zur Evolution von Entwicklungs-
kontrolle zu untersuchen. Der Einblick in die Entwicklungsprozesse dieses basalen Cnidariers
bietet Zugang zum Verstandnis des Ursprungs und der Evolution von Entwicklungs-

vorgangen der Metazoen.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass Hydractinia konservierte Kontrollgene besitzt - doch was
ist ihre Funktion in diesem basalen Metazoen? Ansatz dieser Arbeit war, anhand von

Funktionsanalysen dieser Frage nachzugehen. Es standen dabei folgende Punkte im Fokus:

- Isolierung und Expressionsanalyse von ubiquitdr aktiven Promotoren von

Haushaltsgenen. Ziel war hier die Entwicklung eines Promotor-Konstruktes zur
3
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ubiquitéren ektopischen Expression und zur Funktionsanalyse von Entwicklungs-

kontrollgenen. Insbesondere sollten Gene des Wnt-Signalwegs untersucht werden.

- Ziel war dartiber hinaus die Herstellung eines Reportergenkonstruktes, das die in vivo-
Analyse nervenzellspezifischer Differenzierung und Expression erlaubt.

1.1 Hydractinia echinata

1.1.1 Morphologie und Lebenszyklus

Hydractinia echinata gehort systematisch zur Klasse der Hydrozoa und ist wie samtliche
Vertreter der Cnidaria ein aquatisch lebender, radiarsymmetrischer, diploblastischer Organis-
mus, der im Unterschied zu den Bilateraten nur eine einzige zentrale, orale-aborale Korper-
achse besitzt. Das charakteristischste und namensgebende Merkmal dieser Tiergruppe sind
ihre Nesselzellen (Cnido- oder Nematozyten), die ihnen zum Nahrungserwerb und als Feind-

abwehr dienen.

Die Hydrozoen sind in der Regel marine und koloniale Tiere, die einen metagenetischen
Lebenszyklus durchlaufen (Leclere et al., 2009). Bei Hydractinia handelt es sich um eine
marin lebende Hydrozoenkolonie, welche im Nordatlantik einschliellich der Nordsee zu
finden ist. Der Hydroidpolyp lebt auf Schalen von Schnecken, wie etwa der Wellhorn-
schnecke (Buccinum undatum). Die Schalen sind von Einsiedlerkrebsen (Pagurus
bernhardus) bewohnt. Hydractinia erndhrt sich vom Nahrungsiberschuss des Einsiedler-

krebses.

Hydractinia lebt getrenntgeschlechtlich und weist einen Polymorphismus auf. Die Polypen
der Kolonie zeigen eine Aufgabenteilung durch die Ausbildung mehrerer morphologischer
und funktioneller Subtypen. Es existieren in Hydractinia mindestens vier Morphe, die als
Gastrozooid (Fresspolyp), Gonozooid (Geschlechtspolyp), Dactylo- und Tentaculozooid
(unterschiedliche Wehrpolypenformen) bezeichnet werden (Muller, 1964; Plickert et al.,
2012). Der Fresspolyp leistet den Beutefang und die Versorgung der Kolonie. Der Ge-
schlechtspolyp tragt die Gonophoren (Geschlechtsknospen) in denen die Gameten heran-
reifen. Der Wehrpolyp dagegen ist auf die Verteidigung der Kolonie spezialisiert.
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Man bezeichnet Hydractinia als Stachelpolyp, da er durch Kalkeinlagerungen entstandene
Stacheln besitzt, die dem Schutz dienen. Die Polypen der Kolonie sind tiber eine Stoloplatte
mit darin verlaufenden Gastroderm-Kandlen miteinander verbunden, wodurch ein funk-
tioneller Nahrungsverbund entsteht. Nahrungspartikel werden im Kanalsystem der Kolonie

verteilt.

Die Eier- bzw. Spermienfreisetzung der Kolonien wird durch Licht ausgeldst (Ballard, 1942)
und erfolgt bei 18°C etwa 30 Minuten nach der Belichtung (Plickert et al., 1988; Plickert,
2013). Die Embryonalentwicklung verlauft innerhalb von 72h vom befruchteten Ei zu einer
auf der ganzen Oberflache bewimperten Planulalarve (s. Abb. 1), die sich aktiv fortbewegt
und dann kompetent ist die Metamorphose zu durchlaufen (Plickert et al., 1988; Plickert,
2013).

Sexual polyp
= gonozooid,
blastostyle

vZ
\Stolons

Feeding polpr
= gastrozooid

Hydractinia echinata

Abb. 1: Lebenszyklus von Hydractinia echinata. (Schema von W. A. Miller (Mdaller:
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Entwicklungsbiologie, 5th edition. Springer Verlag. Berlin, Heidelberg, New York, 2009) modifiziert
nach Plickert et al., 2012)

Die Metamorphose von der Planulalarve zum Primarpolypen kann durch Meeresbakterien
ausgelost werden (Mdaller, 1969; Leitz und Wagner, 1993; Kroiher und Berking, 1999) und
verlauft innerhalb eines Tages. Der entstehende Primérpolyp entwickelt sich zu einem Gastro-
zooid, der Stolone ausbildet, auf denen sich durch Knospung neue Polypen entwickeln und
die Kolonie aufbauen (s. Abb. 1). Innerhalb von 3-4 Monaten wird diese neue Kolonie
geschlechtsreif (Walther et al., 1996; Plickert et al., 2012).

Hydractinia ist als Labororganismus fir entwicklungsbiologische Fragestellungen sehr gut
geeignet. Die Vorteile beruhen auf der leichten Kultivierung im Labor, der taglichen licht-
induzierten Abgabe der Gameten und der hierdurch guten Verfligbarkeit von Embryonen
sowie dem kurzen Generationszyklus (Walther et al., 1996; Frank et al., 2001; Galliot und
Schmidt, 2002; Plickert et al., 2012).

1.2 Haushaltsgene

Wahrend gewebespezifische Gene durch die rdumliche und zeitliche Expression zelltyp-
spezifische Funktionen ausiiben, werden Haushaltsgene (housekeeping genes) ubiquitér in
allen Gewebe- und Zelltypen konstitutiv exprimiert und Gbernehmen eine wichtige Aufgabe
in der Erhaltung von grundlegenden zelluldren Funktionen (Butte et al., 2001; Zhu et al.,
2008). Charakteristisches Merkmal der Haushaltsgene sind oftmals eine fehlende TATA- und
CAAT-Box in der 5' regulierenden Region. Daruber hinaus besitzen diese oftmals ver-
schiedene Transkriptionsstartpunkte, CpG-Inseln sowie G+C-reiche Regionen mit mehreren
GC-Boxen, die die Bindestellen fur den Transkriptionsfaktor specificity protein 1 (Spl)
darstellen (Dynan, 1986; Briggs et al., 1986; Araki et al., 1987; Kageyama et al., 1989;
Somma et al., 1991; Rouleau et al., 1992; Tang et al., 1997; Zhang, 1998; Samson und Wong,
2002; Zhu et al., 2008; Meier und Schindler, 2011). Da Haushaltsgene essentiell sind und
immer bendtigt werden, um die Grundfunktionen einer Zelle aufrechtzuerhalten, eignen sich
deren ubiquitdr und konstitutiv aktiven Promotoren, um fremde Gene in einem Organismus
ubiquitdr zur Expression zu bringen. Dies bietet die Mdoglichkeit Gene ektopisch zu

exprimieren oder sie dort, wo sie urspriinglich aktiv sind, zu einer Uberexpression zu bringen.
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Zu den Haushaltsgenen gehoren z.B. Aktin, Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
(GAPDH), der eukaryotische Elongationsfaktor 1 alpha (EF1a) und Ubiquitin.

Das in allen eukaryotischen Zellen am hé&ufigsten vorkommende Haushaltsgen ist das hoch
konservierte Strukturprotein Aktin (Stossel et al., 1985). Es existieren in den Vertebraten
sechs Isoformen des Aktins. In den Muskelzellen der Skelett-, Herz- und glatten Muskulatur
findet man drei Isoformen des a-Aktins sowie in der glatten Muskulatur die Isoform des y-
Aktins. In den Nicht-Muskelzellen werden die beiden zytoplasmatischen Isoformen 3- und y-
Aktin ubiquitér exprimiert (Rubenstein, 1990; Herman, 1993; Bunnell et al., 2011). Aktin ist
in seiner aktiven Form, dem sogenannten filamentdsen Aktin als Polymer in Filamenten
angeordnet. F-Aktin wird in seiner polymeren Form als Aktinfilament unter ATP-Hydrolyse,
durch die Polymerisation der als Monomer vorliegenden globuldren Aktin-Molekiile, ge-
bildet. Dieses auch als Mikrofilament bezeichnete zweistrangige helikale Proteinfilament ist
an den unterschiedlichsten Prozessen in der Zelle beteiligt und bindet an eine groRe Anzahl
von verschiedenen Hilfsproteinen. Es wirkt so an einer Vielzahl von intrazelluldren Prozessen
mit, wie z.B. der Muskelkontraktion durch die Wechselwirkung mit Myosin, aber auch an
Zellteilung, Zellmatilitat, Polaritat, Sekretion, Endozytose, Lipidsynthese und der Filament-

Dynamik.

Das ubiquitér exprimierte Protein EF1a ist nach Aktin das zweith&ufigste Protein in der Zelle,
wobei es unter normalen Wachstumsbedingungen 1-2% der Gesamtproteinmenge ausmacht
(Condeelis, 1995; Ejiri, 2002). Elongationsfaktoren sind Proteine, die eine wichtige Funktion
im Elongationsschritt wahrend der Translation Gbernehmen. Zu dieser Gruppe gehort auch der
eukaryotische Elongationsfaktor 1 alpha, der funktionell aquivalent zu EF-Tu (elongation
factor Tu) aus Escherichia coli (E.coli) ist. EFlo gehtrt zusammen mit dem prokaryotischen
EF-Tu zur EF-Tu/EF-1A Subfamilie der GTP-bindenden-Elongationsfaktor-Familie. In
Prokaryoten und Eukaryoten lauft der Prozess der Elongation gleich ab. EFla bildet die eine
der vier Untereinheiten des Elongationskomplex 1, der fur die GTP-abhangige Bindung der
Aminoacyl-tRNA an das Ribosom verantwortlich ist. Neben seiner kanonischen Rolle in der
Proteinbiosynthese erfiillt EF1a auch noch andere Funktionen bei zelluldren Prozessen wie
z.B. Signaltransduktion, Apoptose, Interaktion mit Aktin und Komplexbildung mit dem

mitotischen Apparat.
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Ein weiteres Gen, dessen Namensgebung sich daraus erklart, dass es in allen Geweben von
Eukaryoten ubiquitdr vorkommt, ist Ubiquitin. Dieses sehr kleine regulatorische Protein
wurde als erstes aus dem Thymus vom Rind isoliert (Goldstein et al., 1975) und besteht aus
76 Aminosduren (AS). Ubiquitin ist hoch konserviert und stellt das Griindungsmitglied einer
Familie von strukturell konservierten Proteinen dar, die eine Vielzahl von Prozessen in
eukaryotischen Zellen regulieren. Ubiquitin und andere Mitglieder dieser Familie verandern
durch kovalente Bindung an andere Proteine in der Zelle die Stabilitét, die Lokalisierung oder
die Aktivitat des Zielproteins (Pickart und Eddins, 2004).

Ubiquitin besitzt eine globuldre Form, aber nur die vier letzten AS am C-terminalen Ende
ragen aus dem gefalteten Protein heraus (Vijay-Kumar et al., 1987; Finley und Chau, 1991).
Eine fur die Funktion des Ubiquitins entscheidende Rolle Gbernimmt das C-terminale Glycin
an Position 76 (G76) sowie die 7 internen Lysine. Ubiquitin wird reversibel Uber eine
kovalente Bindung von G76 an ein Lysin eines Zielproteins gebunden (Hershko et al., 1980)
und dessen Eigenschaft durch diese Ubiquitinierung verandert wird. In den frihen 1980er
Jahren wurden die ersten Ergebnisse zur zentralen Funktion von Ubiquitin in einem ATP-
abhangigen- und Ubiquitin vermittelten Abbau von Proteinen gemacht (Ciechanover et al.,
1980; Hershko et al., 1980). Die Form der Ubiquitinierung beeinflusst die weitere Bestim-
mung und Funktion des Zielproteins. Die Ubiquitinierung tibernimmt eine wichtige Schliissel-
funktion bei der Regulierung einer Vielzahl von zelluldren Prozessen wie der Differenzierung,
Endozytose, Zellteilung, Signaltransduktion, transkriptioneller Regulation, dem Transport und
der Qualitatskontrolle von Proteinen (Hershko und Ciechanover, 1998; Mukhopadhyay und
Riezman, 2007).

Eines der Ziele dieser Arbeit ist die Isolation von Promotoren der ubiquitar aktiven Haushalts-
gene Beta-Aktin, EF/a und Ubiquitin aus Hydractinia. Nach den Expressionsanalysen soll
daraufhin der am besten geeignete Promotor ausgewahlt werden, um ihn als Treiber fir die
ektopische Expression und damit flr eine Funktionsanalyse von regulatorischen Genen der

Entwicklungskontrolle einzusetzen.
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1.3 Entwicklungskontrollgene in der Muster- und Gestaltbildung

Die Festlegung der Polaritdt und der Kdrperachsen ist einer der wichtigsten Prozesse in der
frihen Entwicklung eines Organismus. Durch die Koérperachsen wird eine Richtung vor-
gegeben, innerhalb derer die nachfolgende Entwicklung ablauft. Es ist bekannt, dass diese
Entwicklungsprozesse durch einige wenige Signalwege gesteuert werden. Eine zentrale Rolle
bei der Regulation der embryonalen Musterbildung und Morphogenese von Vertebraten und
Invertebraten spielt dabei der Wnt-Signalweg (Komiya und Habas, 2008). Der Name dieses
Signalweges leitet sich von seinem Liganden Wnt ab, der sich aus den beiden Genen wingless
(wg) aus Drosophila melanogaster (Drosophila) und integration site 1 (int-1) aus der Maus
zusammensetzt (Nusse et al., 1991). Dieser Signalweg ist an einer Vielzahl von Entwick-
lungsvorgangen waéhrend der Embryogenese, aber auch an der Homoostase in adulten
Geweben beteiligt. Der Wnt-Signalweg beinhaltet eine Familie von sekretierten cystein-
reichen Glykoproteinen, die zelluldre Prozesse wie Zelldetermination, Motilitat, Polaritat,
Organogenese, primare Achsenbildung und auch die Erneuerung der Stammzellen regulieren
(Miller, 2001; Clevers, 2006; Komiya und Habas, 2008).

Das Wnt-Signal wird durch mindestens drei unterschiedliche intrazelluldre Signalwege, den
kanonischen Wnt/B-Catenin-Signalweg und die beiden nicht-kanonischen Wnt/Calcium(Ca?)-
und Wnt/Planarer Zellpolaritats(planar cell polarity; PCP)-Signalwege, weitergeleitet (Miller,
2001). Im weiteren Verlauf wird der kanonische Wnt/R-Catenin-Signalweg nur noch mit Whnt-
Signalweg bezeichnet. Auf die beiden nicht-kanonischen Wnt-Signalwege wird nicht weiter-

eingegangen.

Im Whnt-Signalweg nimmt das Zelladh&sionsmolekdil 3-Catenin eine entscheidende Schlissel-
funktion bei der Weiterleitung des extrazellularen Wnt-Signals in den Zellkern ein. In Ab-
wesenheit eines Wnt-Signals wird zytoplasmatisches 3-Catenin durch einen Multiprotein-
Zerstorungskomplex (destruction complex) phosphoryliert und dadurch wird die Degradation
eingeleitet (Akiyama, 2000; Miller, 2001). Die Phosphorylierung des R-Catenin fiihrt zur
Ubiquitinierung und zum Abbau im Proteasom (Aberle et al., 1997). In Anwesenheit eines
Whnt-Signals kommt es zur Interaktion des Wnt-Liganden mit dem Frizzled (Fz)-Rezeptor und
dem Co-Rezeptor low-density lipoprotein receptor-related protein 5/6 (LRP 5/6). Durch die
Bindung von Wnt an den Rezeptorkomplex wird das Signal an Dishevelled (Dsh) tGbermittelt,

welches direkt mit dem Fz-Rezeptor interagiert (Wallingford und Habas, 2005; MacDonald et
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al., 2009). Die Aktivierung von Fz/LRP5/6 fihrt zur Phosphorylierung von Dsh durch die
Casein Kinase Ie (CKle) und/oder Casein Kinase II (CKII) (Peters et al., 1999; Sakanaka et
al., 1999; Miller, 2001). Das aktivierte Dsh besitzt eine Dishevelled/Axin(DIX)- und eine
PDZ(Akronym aus den drei Anfangsbuchstaben von postsynaptic density protein 95 (PSD-
95), discs large (Dlg) und zonula occludens-1 protein (ZO-1))-Doméne, mit diesen es nun
AXxin binden und dessen Aktivitat inhibieren kann (Kishida et al., 1999; Yamamoto et al.,
1999; Capelluto et al., 2002; Cheyette et al., 2002). Durch die Bindung an Axin kommt es zur
Abtrennung vom R-Catenin-Zerstoérungskomplex (Kishida et al., 1999). Das GSK3-Binde-
protein (GBP) bindet sowohl Dsh als auch die Glycogen Synthase Kinase-3 beta (GSK3p)
und verhindert so die Interaktion zwischen Axin und GSK3pB. Durch diese Inhibition der
GSK3p wird die Phosphorylierung und Ubiquitinierung von B3-Catenin verhindert, wodurch es
nicht zum Abbau im Proteasom kommt (Li et al., 1999; Farr et al., 2000; Miller, 2001).
Unphosphoryliertes 3-Catenin kann nicht mehr degradiert werden. Es akkumuliert in der Zelle
und wird in den Zellkern transportiert, wo es Corepressoren wie c-terminal binding protein
(CtBP) und Groucho verdrangt. Es fungiert dort als Coaktivator bei der Interaktion mit Mit-
gliedern der T-cell-specific transcription factor/lymphoid enhancer factor(Tcf/Lef)-Familie
von Transkriptionsfaktoren mit einer high mobility group(HMG)-Box und stimuliert die
Expression von Wnt-Zielgenen (Nusse, 1999; Miller, 2001; Aihara et al., 2006; Clevers,
2006).

Das multifunktionale Protein B-Catenin wirkt einmal als die Schliisselkomponente im Wnt-
Signalweg, als transkriptionaler Transaktivator im Zellkern und spielt auBerdem eine Rolle in
der Regulierung der Zelladhdsion an der Plasmamembran (Giarré et al., 1998; Lyashenko et
al., 2011). Man findet es in der Zelle in den drei Kompartimenten Plasmamembran, Zyto-
plasma und Zellkern. Dort Ubernimmt 3-Catenin eine duale Funktion, die in Abhéngigkeit von
seiner subzelluldren Lokalisation in der Zelle einen entscheidenden Einfluss auf die Ent-
wicklung des Organismus hat (Orsulic et al., 1999). Das Protein B-Catenin ist das Homolog
zum Segmentpolaritdtsgen Armadillo (arm) in Drosophila, die beide zur Armadillo-Familie
gehoren. Die Mitglieder dieser Proteinfamilie werden durch den Besitz von Armadillo-
Repeat-Doménen gekennzeichnet, die erstmals im Gen arm aus Drosophila beschrieben
worden (Riggleman et al., 1989; Peifer et al., 1994; Geis et al., 1998). R-Catenin weist eine
130 AS N-terminale-, eine 550 AS zentrale und 100 AS C-terminale Domane auf (Miller und
Moon, 1996; Cadigan und Nusse, 1997; Willert und Nusse, 1998; Akiyama, 2000). Die N-
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terminale Domane ist entscheidend flr die Regulation der Stabilitdt von zytosolischem (3-
Catenin. Sie hat charakteristische Sequenzmotive, die die sogenannte Phosphorylierungsstelle
bilden. Diese Phosphorylierungsstelle enthélt spezifische Serin- und Threonin-Reste, die von
den Kinasen GSK3R, Casein Kinase Ia (CKla) und/oder CKle phosphoryliert werden kénnen.
Die Phosphorylierung dieser AS-Reste ist ein Signal zur Degradation des (3-Catenin im
Ubiquitin-Proteasom-Signalweg (Yost et al., 1996; Aberle et al., 1997; Willert und Nusse,
1998). 3-Catenin mit Punktmutationen in den Serin- und Threonin-Resten des Konsensus-
Motivs konnte man in verschiedenen Tumoren nachweisen. Ein mutiertes [3-Catenin im
Bereich der Phosphorylierungsstelle ist stabilisiert und vor der Degradation geschutzt. Es
bildet in dieser Form einen Kkonstitutiv aktiven Komplex mit Tcf/Lef und flhrt zur
Aktivierung von Wnt-Zielgenen. Die Akkumulation von 3-Catenin ist entscheidend in der
kolorektalen Tumorgenese (Korinek et al., 1997; Morin et al., 1997; Rubinfeld et al., 1997;
Harada, 1999; Morin, 1999; Polakis, 1999; Romagnolo, 1999; Akiyama, 2000). Die zentrale
Doméne des B-Catenins enthalt 12 sogenannte Armadillo-Repeats. Jeder Repeat besteht aus
ca. 42 AS und enthélt jeweils 3 a-Helices. Diese Helices formen eine Superhelix, die eine
grol3e positiv geladene Furche bildet. Die basische Furche interagiert mit sauren AS-Resten,
die man in den 3-Catenin-bindenden-Regionen der 3-Catenin-interagierenden Proteine wie E-
Cadherin, Adenomatdses Polyposis Coli(adenomatous polyposis coli; APC)-Protein und der
Tcf/Lef-Familie findet (Rubinfeld et al., 1993; Peifer et al., 1994; Rubinfeld et al., 1995;
Huber et al., 1997; Orsulic et al., 1999; Akiyama, 2000). Die C-terminale Region des RB-
Catenins besitzt eine Transaktivationsdoméne (TAD; transactivation domain), die notwendig
und ausreichend fur die Aktivierung von Wnt-Zielgenen ist (Vleminckx et al., 1999;
Akiyama, 2000).

Die beteiligten Gene dieses urspriinglichen Wnt-Signalwegs sind bereits in den Cnidariern
vorhanden (Hobmayer et al., 2000). Im StRwasserpolypen Hydra vulgaris (H. vulgaris), der
dem Stamm der Cnidaria und der Klasse Hydrozoa angehort, konnten Elemente des Wnt-
Signalwegs charakterisiert werden. Die Expression der Gene Wnt, 3-Catenin und Tcf der Wnt-
Signalkaskade werden bei der Festlegung des mutmalilichen Kopf-Organisators, der im
oberen Bereich des Hypostoms von H.vulgaris liegt, in der friihen Knospenbildung und der
Kopfregeneration hoch reguliert. Im Embryo wird Wnt nicht exprimiert. Die Ergebnisse legen
nahe, dass an der Festlegung der Achse in H.vulgaris der Wnt-Signalweg beteiligt ist

(Hobmayer et al., 2000). In Hydractinia konnten bereits Bestandteile der Wnt-Signalkaskade
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wie Wnt3a, Frizzled und Tcf charakterisiert werden (Plickert et al., 2006). Entscheidend fir
die spatere Achsenfestlegung ist bereits in der unbefruchteten Oozyte von Hydractinia
vorhandene maternale mRNA von Wnt und Tcf. Sie sind an dem Pol deponiert, an dem die
Polkorper abgeben werden und an dem auch die Furchung beginnt. Diese polarisierte Ver-
teilung der mRNA fuhrt dazu, dass am Ort des Wnt-mRNA Depots der posteriore Pol der
larvalen Korperachse festgelegt wird und damit auch der zukinftige orale Pol des adulten
Polypens (Plickert et al., 2006). Daruber hinaus spielt der Wnt-Signalweg auch eine
wesentliche Rolle bei der Musterbildung langs der anterior-posterioren Achse in der
Entwicklung der Larve und der Metamorphose von der Planulalarve in den Primérpolypen
von Hydractinia (Plickert et al., 2006). Die pharmakologische Inhibition der GSK3R mithilfe
der spezifischen Inhibitoren Lithium und Alsterpaullone fuhrt zur Nachahmung des Wnt-
Signals. Dieser kunstliche Eingriff in den Signalweg wéhrend der Gastrulation fihrt dazu,
dass die polare Expression von Tcf ubiquitdr wird. Durch die Umverteilung des polaren
Expressionsmusters von Tcf in eine nicht-polare Verteilung kommt es zur Transformation des
anterioren Pols der Planulalarve in einen zweiten ektopischen posterioren Pol. In der Meta-
morphose entwickeln sich aus bipolaren Larven zweikdpfige Polypen teilweise ohne aborale
Strukturen, das heiflt diesen fehlten die Stolone. Eine Behandlung mit dem spezifischen
GSK3B-Inhibitor Azakenpaullone wéhrend der Induktion der Metamorphose fuhrt zu
gravierenden Unterschieden in der axialen Musterbildung. Es entwickelten sich Polypen mit
ektopischen Tentakeln, die teilweise entlang der Korperachse verteilt waren. Die Tentakel
besetzte Region des Korpers konnte als ein bergroRes Hypostom oder als eine tbergrof3e
Tentakelregion angesehen werden. Diese Ergebnisse zeigen eindeutig, dass der Wnt-
Signalweg in Hydractinia sowohl die Achsenbildung als auch axiale Musterbildung entlang
der anterior-posterioren Achse in dhnlicher Weise wie in hoheren Metazoen steuert und deutet
auf eine urspriingliche Funktion des Wnt-Signalwegs in diesen Prozessen in der Evolution der
Tiere hin (Plickert et al., 2006).

In vorangegangen Arbeiten konnte mithilfe von pharmakologischen Inhibitoren in den Wnt-
Signalweg eingegriffen und Erkenntnisse tber die Funktion in der Achsenfestlegung und der
axialen Musterbildung in Hydractinia gewonnen werden (Plickert et al., 2006; Miiller et al.,
2007). Ein Hauptschwerpunkt dieser Arbeit ist es, die Schlisselkomponente des Wnt-Signal-
wegs R-Catenin aus der cDNA von Hydractinia zu isolieren und zu charakterisieren. Eine

Aufgabe wird es sein, die N-terminalen Phosphorylierungsstellen durch Punktmutationen in
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den Serin- und Threonin-Resten zu veréndern, um [3-Catenin zu stabilisieren, damit es vor
Degradation im Ubiquitin-Proteasom-Signalweg geschiitzt ist und akkumulieren kann, um im
Zellkern konstitutiv aktiv zur Expression von Wnt-Zielgenen zu fuhren. Es ist aus Studien in
der Tumorgenese bekannt, dass mutiertes 3-Catenin im Bereich fiir die Phosphorylierung
stabilisiert ist und einen konstitutiv aktiven Komplex mit Tcf/Lef bildet, welcher zur
Aktivierung von Wnt-Zielgenen fiihrt (Aberle et al., 1997; Korinek et al., 1997; Morin et al.,
1997; Rubinfeld et al., 1997). Mithilfe eines ubiquitér exprimierten Promotors soll dieses
mutagenisierte B-Catenin ektopisch dort zur Expression gebracht werden, wo es nativ nicht
vorkommt oder wo es normalerweise aktiv ist, um eine Uberexpression zu bewirken. Eine der
Aufgaben dieser Arbeit ist es ein Expressionskontrukt zu entwickeln, dass sich zur
funktionellen Analyse dieses und anderer Proteine eignet, um folgend deren mdgliche
Funktion durch ektopische Expression zu untersuchen. Ziel ist die molekulare und
funktionelle Untersuchung eines -Catenins und anderer funktionsrelevanter Gene (s.u.) in

Hydractinia.

Neben der Rolle von R-Catenin in der Gestaltbildungskontrolle soll dartiber hinaus auch die
Funktion beteiligter Gene, die indirekt Uber den Wnt-Signalweg reguliert werden, untersucht
werden, um neue Erkenntnisse zur axialen Musterbildung in der Embryogenese hin zur

Planulalarve von Hydractinia zu gewinnen. Ein solches Gen ist Goosecoid (Gsc).

Die Genexpression von Gsc wird durch zwei ,,Growth-factor-responsive-elements* reguliert.
Ein proximales Element vermittelt die Aktivierung durch ein B-Catenin/Wnt-Signal und ein
distales Element aktiviert durch ein transforming growth factor-B(TGF-R)-Signal der
Activin/vegetalising factor-1 (Vg-1)/nodal-related-Familie (Watabe et al., 1995). Das -
Catenin/Wnt-Signal wird durch die Bindung des Homdodoménproteins Siamois vermittelt,
welches ein Zielgen des maternalen B-Catenin-Signals ist (Laurent et al., 1997; De Robertis,
2004). Das Homooboxprotein Gsc ist ein Transkriptionsfaktor, der im Organisator oder
seinen Aquivalenten wahrend der Gastrulation im Frosch, Huhn, Zebrafisch und der Maus
exprimiert wird (Boucher et al., 2000). Das Gen konnte urspriinglich im Jahre 1991 aus einer
cDNA-Bank isoliert werden, die aus dorsalen Urmundlippen von Xenopus laevis (Abk.
Xenopus) hergestellt worden war (Blumberg et al., 1991). Der Name von Gsc wurde aufgrund
der Ahnlichkeiten in seiner Homoobox zu den Genen Gooseberry und Bicoid aus Drosophila,
die Mitglieder der Paired-Homoobox-Familie sind, von diesen beiden abgeleitet. Gsc ist ein

Transkriptionsfaktor, der eine funktionelle Ahnlichkeit in der DNA-Bindungsspezifitat wie
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das fur anteriore Musterbildung verantwortliche Morphogen Bicoid aus Drosophila besitzt
(Struhl et al., 1989; Blumberg et al., 1991). Gsc hat zwei konservierte Regionen. Im N-
terminalen Bereich des Proteins befindet sich eine konservierte Region, die als engrailed
homology region-1 (ehl)/goosecoid engrailed homology(GEH)-Doméne bezeichnet wird.
Dieses aus sieben AS bestehende Sequenzmotiv findet man in einigen Klassen von Homago-
boxproteinen (Engrailed, Goosecoid, muscle segment homeobox(Msh), NK(benannt nach den
Initialen der Erstbeschreiber Nirenberg und Kim)1l und 2) und ist eine transkriptionelle
Repressordoméne (Smith und Jayne, 1996; Jiménez et al., 1997, 1999; Mailhos et al., 1998).
Der zweite konservierte Bereich von Gsc ist die Homéodoméne (HD), die ein konserviertes
Lysin an Position 50 (K50) enthélt, was charakteristisch ist fur einige Proteine der Paired
(Prd) Homdobox-Familie (Wilson et al., 1993). Die Proteine der Prd-Klasse werden durch
eine HD, &hnlich der des Prd-Genes in Drosophila definiert. Sie sind gekennzeichnet durch
unveranderliche Aminoséurereste, die diese von anderen HD-Klassen unterscheidet (Frigerio
et al., 1986; Schneitz et al., 1993). Gsc zahlt aufgrund seiner Homdobox und dessen DNA-
Bindungsspezifitat, ahnlich der von Bicoid, zu den Mitgliedern der Bicoid-Subfamilie der

Paired Homoobox-Proteinfamilie.

Gsc war das erste isolierte Gen, bei dem gezeigt werden konnte, dass die Verteilung der
MRNA in Xenopus-Embryonen, der erwarteten Lokalisierung des Organisatorgewebes ent-
sprach (Cho et al., 1991). Die Mikroinjektion von Gsc-mRNA in die ventrale Seite von
Xenopus-Embryonen, in welchem die Expression nicht vorhanden ist, flhrt zu einer zusatz-
lichen kompletten Kdrperachse mit viel notochordalem Gewebe und in einigen wenigen
Féllen sogar zu kompletten Kopfstrukturen. Es konnte gezeigt werden, dass in Abhangigkeit
von der Menge der injizierten Gsc-mRNA eine Dorsalisierung von mesodermalem Gewebe
hervorgerufen wird. Das Ergebnis legt nahe, dass Gsc eine wichtige Rolle in der dorso-
ventralen Musterbildung in der frilhen Gastrulation von Xenopus zukommt (Niehrs et al.,
1994). Diese Ergebnisse zeigen deutlich, dass Gsc die Eigenschaften des Spemann-
Organisator imitiert und eine entscheidende Funktion im biochemischen Signalweg des

Spemann’schen Organisatorphanomens tbernimmt (Cho et al., 1991; Robertis et al., 1992).

In H.vulgaris konnte das Homolog von Gsc ebenfalls isoliert werden und wird hier als
Cnidaria-Goosecoid (Cngsc) bezeichnet. Es konnte gezeigt werden, dass Cngsc funktionell
konserviert ist und in einem Gewebe exprimiert wird, das als Organisator wirkt. In der

H.vulgaris Gbernimmt dieses Aufgaben in der Organisator-Funktion, der Kopfbildung und in
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der Differenzierung anteriorer Nervenzellen &hnlich den Funktionen, die Gsc in Drosophila

und in Vertebraten tbernimmt (Broun et al., 1999).

Im Rahmen dieser Arbeit soll das Homolog von Gsc aus der cDNA von Hydractinia isoliert
und charakterisiert werden. Es soll dabei zum einen unter Kontrolle eines ubiquitér expri-
mierten Promotors ektopisch zur Expression gebracht werden und zum anderen das Expres-
sionsmuster untersucht werden, indem man das Reportergen green fluorescent protein (GFP)
unter die Kontrolle des Promotors von Gsc zur Expression bringt. Diese Untersuchungen
sollen Erkenntnisse zur Genexpression, Proteinfunktion und Regulation von Gsc liefern und
dadurch Ruckschlisse tber seine mutmaRliche Rolle in Hydractinia, aber auch zur urspring-

lichen Funktion in der Evolution der Metazoen ermdglichen.

1.4 Neuralspezifische Gene

Der Tierstamm der Cnidaria stellt Metazoen dar, die bereits ein Nervensystem ausgebildet
haben. Sie besitzen ein gut entwickeltes Nervensystem, das ihnen ermdglicht einfache Bewe-
gungen zu koordinieren und aktiv Beute zu fangen. Das Nervensystem besteht aus einem
diffusen Nervennetz, das zusatzlich bei Polypen und Medusen zu Nervenringen ausgebildet
ist (Pantin, 1952; Grimmelikhuijzen und Spencer, 1984; Grimmelikhuijzen, 1985). Das
Nervensystem wird aus Nervenzellen und deren Fortsatzen gebildet, die zwischen den
epithelialen Zellen der beiden Zellschichten eingestreut sind (Watanabe et al., 2009). Es gibt
drei Zelltypen, die das Nervensystem der Cnidaria bilden. Das sind sensorisch-motorische,
ganglionische Neuronen und mechanosensorische Zellen, die auch Nematozyten oder Cnido-
zyten genannt werden (Galliot und Quiquand, 2011).

Die Vertreter der Klasse der Hydrozoa aus dem Stamm der Cnidaria besitzen eine multi-
potente Zelllinie von migratorischen Stammzellen, aus denen alle Zelltypen des Nerven-
systems hervorgehen. Sie werden, da sie im interstitiellen Raum der Epithelzellen angesiedelt
sind, als sogenannte interstitielle Zellen oder I-Zellen bezeichnet (Muller et al., 2004). Es
konnte in Hydra gezeigt werden, dass die I-Zelllinie verschiedene Zelltypen hervorbringt, wie
z.B. Keimzellen, entodermale Drisen- und Schleimzellen, vier Typen von Nesselzellen, aber
auch sensorische und ganglionische Neuronen. Die ektodermalen und entodermalen Epithel-

zellen gehen beide jeweils aus einer eigenen ektodermalen sowie einer entodermalen Zelllinie
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hervor (David und Campbell, 1972; Campbell und David, 1974; David und Gierer, 1974;
Bode und David, 1978; Bode, 1996; Bosch, 2007, 2008, 2009; Frank et al., 2009). Im
Unterschied zu Hydra besitzt Hydractinia pluripotente Stammzellen. Von dieser I-Zelllinie
stammen nicht nur Nematozyten, Nervenzellen und Keimzellen ab, sondern auch alle andere
Zelltypen (Miller, 1967; Miiller et al., 2004; Kiinzel et al., 2010; Plickert et al., 2012). Es
existieren in Hydractinia verschiedene Nervenzelltypen, wie sensorische und ganglionische
Neuronen, neurosekretorische und mechanosensorische Zellen, die alle durch neuronale
Differenzierung aus einer I-Zelle hervorgegangen sind. Die neuronale Vielfalt entsteht aus
Neuroblasten, die durch asymmetrische Zellteilungen aus einer Stammzelle hervorgehen und
ausdifferenzieren. In Hydractinia ist bisher noch nicht bekannt, welcher molekulare Mecha-
nismus oder welche neuralen Gene an der Differenzierung der verschiedenen Nervenzelltypen
aus einer I-Zelle beteiligt sind. Ein Ziel dieser Arbeit war es, mithilfe transgener Tiere das

Entstehen von neuralen Elementen und Strukturen zu untersuchen.

Es ist bekannt, dass sogenannte RNA-bindende Proteine (RBP; RNA-binding protein) an
vielen Prozessen der neuralen Entwicklung bendtigt werden und eine entscheidende Rolle
wahrend der neuronalen Differenzierung spielen. Diese RBPs, wie zum Beispiel die Gene von
embryonic lethal abnormal visual system (ELAV), Musashi und Staufen, werden im sich
entwickelnden Nervensystem exprimiert. Sie sind dort an einer Vielzahl von zytoplasma-
tischen und nukledren RNA-Prozessen wie alternativem SpleiRen, Stabilisierung, Transport
und translationaler Repression von RNAs beteiligt (Agnés und Perron, 2004). In Mutations-
studien konnte man zeigen, dass einige RBPs in der neuralen Entwicklung an Entscheidungen
des Zellschicksals mitwirken. So werden die beiden Gene Staufen und Musashi in Drosophila
wahrend der asymmetrischen Zellteilung von neuralen Vorlauferzellen benétigt (Broadus et
al., 1998; Okano et al., 2002). ELAV wurde als erstes konserviertes Mitglied einer Familie
von neuronalen RNA-bindenden Proteinen in Metazoen beschrieben (Yao et al., 1993).
ELAV ist das Homolog der ELAV-&hnlichen-/Hu-Antigen-Proteine (ELAV-like-/Hu-antigen
proteins) im Menschen und gilt als das Griindungsmitglied der ELAV/Hu-Familie von RBPs.
Der Name des Gens ELAV (embryonic lethal abnormal visual system) leitet sich von Phé&no-
typen aus Drosophila ab (Campos et al., 1985). Es konnte gezeigt werden, dass das Gen
ELAV in der frihen neuronalen Ausdifferenzierung von unreifen zu reifen Nervenzellen mit-
wirkt (Robinow et al., 1988). Die Expression von ELAV wird nicht nur ausschlielich in

Nervenzellen am Beginn der neuronalen Differenzierung benétigt (Robinow und White,
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1991), sondern ist auch lebenswichtig fir die Entwicklung und den Fortbestand des Nerven-
systems (Campos et al., 1985). Seit seiner ersten Beschreibung im Jahre 1991 wird ELAV als

der neuronale und post-mitotische Marker angesehen (Robinow und White, 1991).

Die Gene der ELAV/Hu-Familie sind in einer Vielzahl von Vertebraten und Invertebraten
nachgewiesen worden (Good, 1995; Antic und Keene, 1997). Neurale Gene wie ELAV und
Musashi konnten bereits in den Genomen von Hydra und der zur Klasse der Anthozoa
gehorenden Seeanemone Nematostella identifiziert werden (Watanabe et al., 2009). Aber es
liegen Uber eine mdégliche Funktion bei der neuralen Entwicklung oder neuronalen Differen-
zierung noch kaum Erkenntnisse bei Cnidariern vor. Es sind bislang nur Studien zum Gen
Nematostella vectensis Elav 1 (NvElavl) aus Nematostella, das ein Homolog zum Bilateria
Elavl ist, gemacht worden. NvElavl ist, wie Untersuchungen zeigten, fir die normale Ent-
wicklung in einer Teilgruppe von ektodermalen Neuronen erforderlich (Nakanishi et al.,
2012). Die Kenntnisse zum Bau und der Funktion des Nervensystems der Cnidaria sind
lickenhaft. Befunde zum Nervensystem in Hydractinia wurden mithilfe immunhistologischer
Studien Uber Neuropeptide gewonnen. Hydractinia zeigt ein dichtes Nervennetz, das sich
durch die Korpersaule und Kopfregion von Gastro-, Gono- und Spiralzooid zieht (Grimmelik-
huijzen, 1985). Im Polyp von Hydractinia wurde das Neuropeptid Arginin-Phenylalanin-
Amid (RFamid) in Nervenzellen nachgewiesen. RFamide-immunreaktive sensorische Ner-
venzellen sind in der Epidermis des Hypostoms mit grdsster Dichte um die Munddffnung
herum vorhanden (Grimmelikhuijzen, 1985; Plickert, 1989). In Neuronen von Hydractinia
wird auch das Neuropeptid Leucin-Tryptophan-Amid (LWamid) exprimiert (Leitz und Lay,
1995; Gajewski et al., 1996). Die LWamid-neurosekretorischen Nervenzellen kommen wie
die RFamid-immunreaktiven Nervenzellen im anterioren Teil der sich entwickelnden sowie
der reifen Larve vor (Plickert, 1989; Leitz und Lay, 1995; Gajewski et al., 1996; Plickert et
al., 2003). Es konnte gezeigt werden, dass LWamide eine entscheidende Rolle in der Meta-
morphose der Larve zum Primérpolypen Ubernehmen (Leitz et al., 1994; Gajewski et al.,
1996; Plickert et al., 2003). Den RFamiden wird eine Funktion als Neurotransmitter in der

lichtgerichteten Lokomotion der Larven zugeschrieben (Plickert et al., 2004).

Die Ergebnisse der Studien dieser beiden Neuropeptide brachten einen ersten Einblick in das
Nervensystem von Hydractinia, das spezifisch Uber die einzige Korperachse angelegt ist.
Uber dieses Nervensystem werden wichtige Lebensfunktionen gesteuert, wie z.B. auch das

lichtgesteuerte Verhalten. Die Untersuchung der Funktion neuraler Gene in Cnidariern bietet
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die Moglichkeit, Einblicke in die Entwicklung des Nervensystems zu erhalten.

Ein Schwerpunkt dieser Arbeit ist es ein neuralspezifisches Gen aus Hydractinia zu isolieren,
das in maoglichst allen oder in sehr vielen Nervenzellen aktiv ist, insbesondere in solchen, die
noch nicht aus immunhistologischen Studien mit anti-Neuropeptid-Antikérpern bekannt sind.
Es soll das Expressionsmuster durch die Expression von GFP unter Kontrolle des Promotors
in vivo analysiert werden. Das Ziel ist mit einem Expressionskonstrukt transgene Hydractinia
zu erzeugen. In diesen sollen die Nervenzellen bzw. deren Vorlaufer in vivo detektierbar
werden. Die Untersuchungen an dem neuralen Gen ELAV soll neue Einblicke in die Ent-

wicklung und Funktion des Nervensystems des einfachen Metazoen Hydractinia geben.

1.5 Zielsetzungen der Arbeit

Hydractinia echinata ist ein ursprunglicher Metazoe wie Acropora, Hydra und Nematostella,
deren Genomprojekte gezeigt haben, dass bereits in den basalen Cnidariern die konservierten
Gene existieren, die auch in héheren Metazoen die Entwicklung steuern (Putnam et al., 2007;
Chapman et al., 2010; Shinzato et al., 2011; www.coralcoe.org.au/news/gene-secrets-of-the-
reef-revealed-2). Es soll untersucht werden, ob auch in Hydractinia wesentliche Funktionen
von Entwicklungsprozessen konserviert sind und dadurch einen Zugang zu allgemeingiltigen
Aussagen der Kontrollmechanismen der Entwicklung ermdéglichen. Dass dies ein aussichts-
reicher Ansatz ist, lasst sich beispielsweise an den Untersuchungen zur Achsenbildungs-
kontrolle in Hydractinia belegen (Plickert et al., 2006). In Hydractinia sind auch die Gene
konserviert, die in den Hauptsignalwegen die tierische Entwicklung kontrollieren, wie sich
bereits jetzt im noch laufenden Genomprojekt von Hydractinia (Heiermann, Plickert,
Schiffer) zeigt (Plickert et al., 2012). Es ist zu erwarten, dass neben diesen noch weitere Gene
in Hydractinia konserviert sind, die auch in hoheren Metazoen die Entwicklung kontrollieren.
Aber welche Funktionen tbernehmen diese Gene hier?

Das Ziel dieser Arbeit ist der Einstieg in die Funktionsanalyse von Proteinen in der Entwick-
lungskontrolle. Hierzu soll versucht werden, Expressionskonstrukte herzustellen, die eine
ektopische Expression von Entwicklungskontrollgenen in transgenen Tieren von Hydractinia
ermoglichen. Diese Studie soll dazu beitragen einen Zugang zum Verstandnis der moleku-

laren Mechanismen der axialen und neuralen Musterbildung in der Embryogenese und post-
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embryonalen Entwicklung zu erhalten. Der Einblick in die Entwicklungsvorgange dieses
basalen Organismus ermdglicht den Ursprung und die Evolution von Entwicklungsprozessen

der Metazoen besser zu verstehen. Dabei bestehen folgende Schwerpunkte:

1. Unterschiedliche Promotoren von ubiquitdr exprimierten Haushaltsgenen sollen ermittelt
und isoliert werden. Nachfolgend soll deren Expression in Transgenen untersucht werden. Es
soll der erfolgversprechendste Promotor zur Entwicklung eines Expressionskonstruktes aus-
gewahlt werden, um mit diesem funktionell zu untersuchende Gene ektopisch zur Expression

zu bringen.

2. Eine zentrale Aufgabe ist mit einem ubiquitér exprimierten Promotor ein Expressions-
konstrukt zu entwickeln, mit dem man die Funktion von Proteinen durch ektopische Expres-
sion untersuchen kann. Eine erste funktionelle Studie ist mit einem mutagenisiertem [3-
Catenin geplant, um die Funktion des zentralen Signals im Wnt-Weg weitergehend zu charak-
terisieren. Es soll auBerdem das indirekt Uber den Wnt/R-Catenin-Signalweg regulierte Homo-
log von Gsc isoliert und charakterisiert werden. Dabei soll zum einen das Expressionsmuster
untersucht werden und zum anderen soll die Funktion mithilfe einer ektopischen Expression

erforscht werden.

3. Ein weiteres Projekt ist die Isolation eines neuralspezifischen Gens, um uber dessen kine-
tische Expression in vivo neue Einblicke in die Entwicklung und Funktion des Nervensystems
von Hydractinia zu erhalten. Das Ziel ist es mit einem Expressionskonstrukt transgene
Hydractinia zu erzeugen in denen Nervenzellen und ihre Vorstadien in vivo detektierbar

werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Verwendete Chemikalien und Ldsungen

Allgemeine Puffer und Ldsungen sowie spezielle Reagenzien und Materialien werden im
Zusammenhang mit den einzelnen Methoden aufgefuhrt. Wenn nicht gesondert erwahnt,
wurden die Chemikalien und Produkte von den Firmen Applichem (Darmstadt), J. T. Baker
(Griesheim), Fluka (Buchs, Schweiz), Merck (Darmstadt), Pharmacia (Freiburg), Roche
(Mannheim), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und Sigma (Steinheim) bezogen. Die
verwendeten Chemikalien und Zutaten fur die N&hrmedien verfligen Uber analytischen
Reinheitsgrad.

2.1.2 Versuchsorganismus

2.1.2.1 Haltung und Zucht des Versuchstieres Hydractinia echinata

Die Kolonien von Hydractinia echinata stammen aus den Kistengewassern vor der Hochsee-
insel Helgoland (Deutschland) und vor Roscoff/Bretagne (Frankreich). Sie wurden in einer
Klimakammer bei 15°C in einem 250l fassenden Aquarium mit Filteranlage in kinstlichem
Seewasser kultiviert. Der kiinstliche Tag-/Nachtrhythmus war auf 13h hell und 11h dunkel
eingestellt. Die adulten Tiere werden dreimal wochentlich mit frisch geschlupften Nauplius-
Larven von Artemia salina und gefrorenem Fisch/Muschelfleisch (mit einem handelsiblichen
Kichenmixer zerkleinert) gefuttert. Die Futterung erfolgt nach dem Ablaichen in einem
belufteten 101 Eimer mit frischem Seewasser. Die adulten Tiere wurden anschliefend

ausgewaschen und ins Seewasserbecken zurlickgesetzt.
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2.1.2.2 Induktion der Eiablage und Gewinnung von Zygoten

Die téagliche lichtinduzierte Gametenabgabe von Hydractinia erfolgt etwa 1 - 2 Stunden nach
Lichteintritt (Ballard, 1942; Plickert et al., 1988; Walther et al., 1996). Die befruchteten Eier
wurden aus Ablaichschalen abgesammelt, gesdubert und standen fir Injektionen oder Anzucht
von Embryonen zur Verfligung. Das Gelege und die sich daraus entwickelnden Embryonen
wurden bei konstanten 15°C in einem Raum mit kiinstlichem Tag-/Nachtrhythmus kultiviert.

2.1.3. Nahrmedien und -bdden fur Bakterien
2.1.3.1 LB-Medium

Fur 11 LB-Medium: 10g Trypton, 59 Yeast Extract, 5g NaCl abwiegen und 800ml A.dest
hinzugeben, pH-Wert auf 7,5 mit NaOH einstellen. Danach auf 11 mit A.dest. auffillen und

autoklavieren.

2.1.3.2 LB-Agarplatten

Fur LB-Agarplatten: 10g Trypton, 59 Yeast Extract, 5g NaCl abwiegen und 800ml A.dest
hinzugeben, pH-Wert auf 7,5 mit NaOH einstellen und 15g Agar Agar hinzugeben.
AnschlieRend auf 1l mit A.dest auffiillen und autoklavieren. Nach dem Autoklavieren das
Medium im Wasserbad auf 60°C herunterkiihlen, 100mg Carbenicillin (Konzentration von
100ug/ml) unter Rihren hinzugeben und unter sterilen Bedingungen die Platten gielRen.

Plattenlagerung bei 4°C im Kuhlschrank.

2.1.4 Bakterien und Plasmide
2.1.4.1 Bakterien

Die in dieser Arbeit eingesetzten Bakterienstdmme von E.coli sind nachfolgend in Tabelle 1
aufgefiihrt.
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Tab. 1: Verwendete Bakterienstadmme

Bakterienstamm Bezugsquelle/Referenz

C600 Dr. R. Heiermann

NEB 10-beta Competent E.coli (High New England Biolabs (Ipswich, England)
Efficiency)

2.1.4.2 Plasmide

Die in dieser Arbeit eingesetzten Ausgangskonstrukte sind in Tabelle 2 angefiihrt. Die DNA-
Sequenzen sind im Begleitheft des Herstellers oder im Anhang aufgefuhrt.

Tab. 2: Verwendete Ausgangskonstrukte

Vektor Verwendung Hersteller/Referenz

HeActlIPrGFPRas2HeActlITerm Expressionskonstrukt |Geschenk von W. Tilmann
(Sequenz noch nicht ver-
offentlicht)

HeActlIPrGFP2ARas2HeActlITerm Expressionskonstrukt |Geschenk von W. Tilmann
(Sequenz noch nicht ver-
offentlicht)

HeActlIPr51AsAct2AGFPHeActlITerm |Expressionskonstrukt |Geschenk von  Dr. R.
Heiermann und W. Tilmann
(Sequenz noch nicht ver-

offentlicht)
HsActinPromotorGFPAEcoRI Expressionskonstrukt |Geschenk von Dr. R.
(pAct-1:51Act-eGFP) Heiermann (Sequenz noch

nicht veroffentlicht)
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HsActinPromotorGFPASpHI

Expressionskonstrukt

Geschenk von Dr. R.
Heiermann (Sequenz noch
nicht veroffentlicht)

pGEM-T-Vector

Klonierung, Run-off-
Transkription

Promega, Madison (USA)

PWPI

Expressionskonstrukt
(IRES-Kassette)

Addgene (USA); Geschenk
von AG Roth (Universitat
Kaoln)

2.1.5 Enzyme und Oligonukleotide

2.1.5.1 Enzyme

Die in der nachfolgenden Tabelle 3 aufgefiihrten Enzyme kamen in dieser Arbeit zum

Einsatz. Die in Kits enthaltenen und verwendeten Enzyme sind hier nicht gesondert

aufgefiihrt.

Tab. 3: Verwendete Enzyme

Enzym Hersteller/Referenz
Apal Fermentas, St. Leon-Rot
Bcul (Spel) Fermentas, St. Leon-Rot
EcoRl Fermentas, St. Leon-Rot
Eco321 (EcoRV) Fermentas, St. Leon-Rot
FastAP™ Thermosensitive Alkaline Phosph- | Fermentas, St. Leon-Rot
atase

Hindlll Fermentas, St. Leon-Rot
Kpnl Fermentas, St. Leon-Rot
Ncol Fermentas, St. Leon-Rot
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Notl Fermentas, St. Leon-Rot

Pfu DNA Polymerase (native) Fermentas, St. Leon-Rot

Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase Finnzymes Oy, Espoo (Finnland)

Proteinase K Fermentas, St. Leon-Rot

Pstl Fermentas, St. Leon-Rot

Pvul Fermentas, St. Leon-Rot

Pvull Fermentas, St. Leon-Rot

Ribonuclease-Inhibitor Fermentas, St. Leon-Rot

RNAse A Roche, Mannheim

RNAse T1 Roche, Mannheim

SP6 RNA Polymerase Roche, Mannheim

SuperScript™ Il Reverse Transcriptase Invitrogen, Carlsbad (USA)

Taq DNA Polymerase (recombinant) Fermentas, St. Leon-Rot

Tag DNA Polymerase Geschenk von Dr. M. Kroiher (Universitat
Kdln)

T4-DNA-Ligase Promega, Madison (USA)

T4-DNA-Ligase Fermentas, St. Leon-Rot

T4 Polynucleotide Kinase Fermentas, St. Leon-Rot

T7 RNA Polymerase Roche, Mannheim

Xbal Fermentas, St. Leon-Rot
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2.1.5.2 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide (Primer) wurden von biomers.net GmbH (Ulm) synthetisiert, gereinigt

und lyophilisiert. Die in dieser Arbeit eingesetzten Primer sind mit Namen und Sequenz in

Tabelle 4 aufgelistet und in 5°-3"-Orientierung angegeben.

Tab. 4: Verwendete Oligonukleotide

Primername:

Sequenz (5°—3’)

Genspezifische Primer

HeActPrlfwd

aaggggtgtgtgcatcatattaaagctgeg

HeActPrlll

cgaggacaataacatgactcaaacgagcc

HeActIPrSeqPr632bprev

attatcataagtttaatctcccatcg

Aktlpromotorbefore ATGrev

tttgtaaattatttagttttgtacac

HeAktITermGFPoverhang-
fwd

gatgaactatacaaataagttttttctaaatttagaac

HeAktllITermGFPoverhang-
fwd

gatgaactatacaaataactttccgacgccctacttgg

ActTermllIfwdout

tcgtcgcactacaaaaagattcgcattagg

ActTermlllfwdin

gctgaataagtagagatgtttgtggggacg

HeActTermlllApalrev

tagggcccgttcttgacatcagaaatttatagacttaagaaagec

HeActinTermApalrev

tagggcccacacagcttctttctttatcttaactaageg

HeActPriSeq.Primerrev

ggtaccgaaaaggacgectegtge

H.eAktinllbeforStopwithout
Notrev

aaagcattttctgtggacaatggatgggec

HeActinRealtimeafterl.Intro-
nrev

agttcattgtagaaagtgtgatgcc
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HeActinlIRealtimebeforATG
fwd

gacaagacgttcatttttttctcttac

HeActinTerm.I11fwd

taactttccgacgctcctacttggtattac

HeActinTerm.Ifwd

taagttttttctaaatttagaactttttgaataagg

HeNewActKozakSeq.Pr.fwd

gegttctattgttttgagtcaaacaatgg

Schwarz_fow

ggttggtatgggacaaaaagatt

HeAct _rev

tcccagttggtgacgattccgtg

HeActlbeforATGfwdin

aaacgtttgtgttaccttttttgtagtgtgtac

HeActlbeforATGfwdout

gtatttctaatcacttcgacttcataagagctcg

HeActllIbeforATGfwdin

tactcaccaagttagagaagacaacacgtagc

HeActllIbeforATGfwdout

gatctgtgttgtatctacagtttactcaccaag

HeNewActPrbeforeStopNotl-
rev

tagcggccgcaaagcattttctgtggacaatggatggge

HeTermforXbaActPr.with-  |taagctccttgaagtaaaagtcacatccacaaac
Stopfwd

HeActTermPLAGrev ttaaaagaatatctcaaagtcctgaccagcc
HeActTermPLAS5rev ctttgcaaaatatttctacgccattcgegg

HeActProm.IHindl1fwd

taaagcttcactagaatagccaatcaaaaagcgegg

HeTermforXbaActPr.rev
(Doubleconstruct)

gttttccaactttggaaacgatgtagtgg

HeTermforXbaActPr.Apal
rev

tagggcccgttttccaactttggaaacgatgtagtgg

HeTermforXbaActPr.withSto
pfwd

taagctccttgaagtaaaagtcacatccacaaac
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ActinSeq.Primerrev

gtttggagatccacatctgttggaagg

HeActinSUTRbeforATGrev

tttgagtttagttttttacgaagtgtaagagaaa

HeActATGStartfwd atggccgatgatgatgttgctgctctcg
HeActTermPLAlrev ctcgceegtctgaagcattatttttcagge
HeActTermPLA3rev tatttccatcgagcgtaaacgaacgaaacc
HeActPr2Seqfwd acacgatctaattcactgtctcctaaagatc
HeActPr2revbeforATG tttgaaatttgtttttgtagagctacgtgttgt
HeActTerm fwd atcgctggcegcccttggttaatcc

HEnewActPromAS51Notrev

tagcggccgctttttgtcccataccaaccatgactceg

HENewActPromXbafwd

atactagtgaatgttcacttcgatattttagcaaggcgg

HEnewActPromSeq681fwd

ctgcgtgcaacaatctgagattg

HEnewActPromSeq530rev

gtttttaagctaatccctgecgg

HeAct5UTRrevin

actttaagttcgtaatgaacctggtgagc

HeActinrevout

cgcttgctttgagcettcatctccacag

HeActinrevin

tttttgtcccataccaaccatgactccctg

HeActinSsUTRbeforATGrev

tttgagtttagttttttacgaagtgtaagagaaa

HeActinfwdout

gacgtcgacatccgtaaagatttgtacgec

HeActinfwdin

ctggtggtacgactatgttccctggtattge

HeNewActPrXbaOhneSpel-
fwd (doubleconstruct)

gaatgttcacttcgatattttagcaaggceg

HeActllIPrSegPrrev

ttcagtattcagtgatttaggcgteg

HeActll1PrSegPrfwd

taaagatcacctcggatctcctagg
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HeActITermSeqgPr.fwd

ttcgcgataaggatgtgaacgg

HeActllITermSeq.fwd

ctttgatcattttagcagccgec

H.e.3 Bcat fow400 gcgtgttgtgtgagttggc
H.e.5 Bcat rev1800 agcttgacaagtcttggtac
HelRCat_rev _in agaacagctgcggcatacg

HelRCat_out_rev

gacttttatcttccgacatgcg

He b _cat NotITArev

tagcggccgccatatccgaatcaaaccacgggttt

He b _catATGfwd

atggcacttattgatgatcctaatgct

betCatS99Arev

ttgaataccagcatcaatgttatagcc

betCatT103S107Afwd

gctgctgcaccagcaataaaaggtgg

HeEF1beforStoprevNotNEW

tagcggecgccttcttttttccggtagecttctgage

HeEFlalpharevtosplinkin

caatgaccagtgaacagcacagcacc

HeEF1lailpha5Utrfwd

gagataacagaggggaaaattccttgaa

HeEFlalphaafterTATArev

ggcgtacaaagtggacttttcacggtc

H.e.EFlalpharevout

ttcccatctcttgggcttecttctcca

H.e.EFlalpharevin

tcgatttgccagagtcgacatgace

H.e.EFlalphabeforStopwitho
utNotrev

cttcttttttccggtagecttctgagegg

HeEFlalphabeforeStopNotlIr
ev

tagcggccgecataggtcacttettttttccggtagec

H.e.3kbEF1Pr.alphaSequenz-
Pr.603bpfwd

ctcgtgtgtattggctgegatatage
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H.e.3kbEF1Pr.alphaSequenz-
Pr.1308bprev

gcgcgtagactaaagctatattcgge

HeEF1SeqgPrimerrev

ccaacagggacagttccaatgecacc

HeEF1SegPrimerfwd

atggcaccaaaggctgttgagaaaatcc

HeEflTermrev(doublecon-
struct)

gcggcaacaagatttatcaaattcgegce

HeEF1PralphabeforATGrev

tttgacgtgggatctaaaaataaagactaaaactaa

HeEFlalphaTerminatorfwd

tgacctatgaaaattaaatactgcataatgttattcc

HeEF1revORF agagtcgacatgaccgattacaacaatgttg
HeEF13SeqUtrfwd gccgaagcactaccaggtgataatg
HeEF1Pr.SeqPrfwd ggctgcgatatagctatattgcagcc

HeEflTermApalrev

tagggcccgeggcaacaagatttatcaaattcgegce

HeEFlalphaPr.1kbHindfwd

taaagcttaattcttttttttttagtcaaatcttcaatg

HeEFlalphaORF24AsNotrev

tagcggecgctegatttgccagagtcgacatgacc

HeEF1lalpha3'RACEfwdout

tggttacaatcccaaagctgttgctttty

HeEFlalpha3"RACEfwdin

caatttctggttggcatggggataacatg

HeElavBrevin

gaattccgtttaatgtcgaagcegatggege

HeELAVBTermSeq.rev

gtaacaccgtcctecttaggage

HeELAVBrevout

gagtgtgagctcgatggegtccgatgg

HeElavBTermSeq.Primerrev

gccaaaatgeattgtgggaacctgtee

H.e.ElavBbeforStopwithout-
Notrev

agccatagataaattaccttggcttttgggacgc

HeElavBStartATGfwd

atggctacagcgcatttaatgaatggacacac
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HeElavBPr.EcoRIfwd

tagaattccaagttttgactgttttgttggaaataagtatgg

HeElavBPrSeqgPrlongrev

cagaagtgttttcaactaatttcccgeacy

HeElavBtermApalrev

tagggcccgctaaagetgaagttccggeagtacgteg

HeElavBPr.longSeq.rev

agtacctttttcttcacaaatacactttcttacg

HeElavBTermfwd

taagatattggctaaatcatcttttattttgaatgtgg

HeElavBTermfwdout

tcgacgcaaaggcttgaaacgctttce

HeElavBTermfwdin

agggcgttttttagcctctgcgtagaagg

HeElavBfwdout

agcgccatcggcttcgacattaaacgg

HeElavBfwdin

gtgtatttgtatacaaccttccatcggacgec

ElavPromBbeforATGrev

accaattttagacagtgttgatttattaaaacaataatgg

ElavPromBforTATAnew ccttttgctgagacctggtttccattcgege
HeElavBPr.afterTATAbox- |ttagaacgattttgaggctgggaatttttatgac
revin

HeElavBPr.beforTATAbox-
revout

gctgagacctggtttccattcgegceate

HeElavPrsearchrevout

cttgtggcagataatttataattaagtttgtage

HeElavPrsearchrevin

attttcatcgtctatattctgttgatcagcttcg

HeGSCrev

ctgtgcaattttttcgcgcatcagtacy

HeGSCfow

tactgatgcgcgaaaaaattgcacaga

H.e.GSCATGfwd

atgagttccttcttgatcaaaaacttgcte

H.e.GSCrevStop

tagcggcecgeaacgtttgtgtttatttttgac

H.e.GSC-Pr.fwd

ccgattttaatgtaattcattcectgg
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H.e.GSC-Pr.rev

catataccactcatagcacaccg

H.e.GSCProm.Hindlllfwd

taaagcttctagagatgtaaaatttgaaaaaacgage

HeGSCTerminatorApalrev

tagggcccttctaatactctcctatagataaccagactc

HeGSCTerminatorfwd

taaactggtttccaatatgttaaatatattataatc

HeGSCPrbeforATGrev

tcttctctatttatataagttgttgctctccac

GSCPrLongHindIlIfwd

taaagctttgtatcacgacatcactcactgtgacag

HeGSCwithoutNotlrevStop

aacgtttgkgtttatttttgtcacatcttcge

GSCPr.Seq.overXBA-Siterev

ttgtgggcaacatcteggeg

GSCPrlongSeq.Prrev

gtgctgccagtccccttaaaacattcag

HeGSCTermlongfwdin

Ccgattactattatattctcctaacataaagcg

HeGSCTermlongfwdout

gcattctcgattaagtctattttgcagaccag

HeGSCPromRevin

Cccttatattcaattatcacctcttctagcgcg

HeGSCPromRevout

ctcgttcttcagatacaatgtggceacc

HeGSCTermlongNEWFwd

gtgtcgtcttctegeatgttttcttgccaace

HeGSCPr.afterEcoRlsiterev

aaagataatgagatgcaaatttggcgctcgec

HeGSCPr.after2.EcoRlsite-
rev

actctaagtaaactgcccctagtagcaaaacc

HeGscTermlongafterEcoRI-
sitefwdin

taaattcagctgttcegtctttttgcacg

HeGscTermlongafterEcoRI-
sitefwdout

gctaaaatgaaagaagcggagcetacctge

HeGSC5UTRT 7Teilfwd

cgactcactataggggttttaaatcgatttgcactggcacagacagg

HeGSC3UTRrev

cgttaatccttttatgaagtaaatatatacaaatattag
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HeGSCTermlongApalrev

taaagcttaatctgtgaaaaaagggtttcttgtcttggtgge

H.e.GSCbeforStopwithout-
Notrev

aacgtttgtgtttatttttgtcacatcttcgety

HeGSCwithStoprev

ttaaacgtttgtgtttatttttgtcacatcttcge

H.e.GSCrevout

atctgtgcaattttttcgcge

H.e.GSCfwdout

ccagacgtactgatgcgegaa

GSCStoprevneu

tagcggcecgeaacgtttgkgtttatttttgtc

HeGSCTermfwdout

acgtccgagaaattatgttggcgtgagaa

HeGSCTermfwdin

gacagcgaagatgtgacaaaaataaacacaaacy

H.e.GSCProm.fwdout

aacgagccaagactagagatgtaaaatttgaa

HeGSCPr3,7kbHindll1fwd

taaagcttgaaccattttcactgcagttgatttgcg

CODEHOP-Primer:

Elav ClytB KGFGFrev

ggccatgttcacgaagccrwancey

Elav ClytB VKFANfwd cgagccaatcaccgtgaarttygcnaa
GSCfow ttcaataagacgcactacccngayg
GSCrev ggctcgtcgatttttgaaccanacytc
Ubidegfwd atgcagattttcgttaaaacnctnacnggnaa
Ubidegrev gcagggtagactctttttggatgttrtartc

Expressionsvektor-Primer:

KSENDApalfwd

tagggcccggaaacagctatgaccatgattacgec
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KSStartApalrev

tagggccccacatttccccgaaaagtgecac

GFPrev ccatgccatgtgtaatcccagcagce
GFPfwd gccatgcccgaaggttatgtacagg
HewntVectorRev tttgtaaataatttagttttgtacacactac

LigDVectGFP-Fusion+TA

tagcggecgcetgeageeceggt

GFPbeforStoprev

tttgtatagttcatccatgccatgtgtaatcc

KSStartApalfwd

tagggcccgtggeacttttcggggaaatgtge

EGFP-ATG-Startfwd

atgagtaaaggagaagaacttttcactgg

KS-EndApalNEWfwdout

tagggcccageggataacaatttcacacagg

KSStartNewApatermrev

tagggcccttcattaaattaatggataagggaaaagaaagg

KS-Endrev

ggcgtaatcatggtcatagctgtttcctg

KSSeq.Pr.inPromUbergang-
fwd

gcttccggetegtatgttgtgtgg

KSSeq.Pr.inTermUbergang-
rev

cagggttattgtctcatgageg

KSEndSpelfwd

taactagtgggaaacagctatgaccatgattacgcc

KSENDApalfwd tagggcccggaaacagctatgaccatgattacgcc
A2vecfusrev tggtcctggottttcttctaca
A2vecfusfwd ggatccggagcaacaaacttc

GFPrepairELAV-Konfwd

ctatacaaataagatattggctaaatcatcttttattttg

GFPrepairELAV-Konrev

ttcatccatgccatgtgtaatcccageage

IRESfwd

cceececcectaacgttactggec
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IRESrev

ggtattatcatcgtgtttttcaaaggaaaacc

Vektorspezifische Primer:

T7

taatacgactcactataggg

Sp6long

cgccaagctatttaggtgacactatag

Adapterspezifische Primer:

Splinkerette:

Splink top cgaatcgtaaccgttcgtacgagaattcgtacgagaatcgetgtcctctccaacgagec
aaga

Splink ecol aatttcttggctcgtttttttttgcaaaaa

Splink Xba ctagtcttggctcgtttttttttgcaaaaa

Splink hind Agcttcttggctcgtttttttttgcaaaaa

Splinkeretten-Primer:

Splink0

cgaatcgtaaccgttcgtacgagaa

Splinki

tcgtacgagaatcgctgtcctctee

Primer fur cDNA-Synthese/
RACE:

TRsa

cgcagtcggtac(t)1s

TS-oligo

aagcagtggtatcaacgcagagtacgergrgrg
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DAP-TS cgacgtggactatccatgaacgcaaagcagtggtatcaacgcagagt
DAP cgacgtggactatccatgaacgca

DAP-TRsa cgacgtggactatccatgaacgcacgcagtcggtac(t)ss
TS-PCR aagcagtggtatcaacgcagagt

Nomenklatur der Wobble-Basen der CODEHOP-Primer: R=A+G, W=A+T, Y=C+T,
N=A+G+C+T

2.1.6 Molekulargewichtsstandards und Kits
2.1.6.1 Molekulargewichtsstandards

Die Bestimmung der GroRe eines DNA- oder RNA-Fragments erfolgte mit verschiedenen
GroRenstandards. Es wurden jeweils 5ul eines GroRenstandards (100ng/ul) neben der Probe

auf das Agarosegel aufgetragen.

Tab. 5: Verwendete GrofRenstandards

DNA-Marker Hersteller

1KBp DNA-Leiter MBBL Dr. Bartling GmbH, Bielefeld
Lambda Bst Ell MBBL Dr. Bartling GmbH, Bielefeld
Lambda EcoRI/Hindlll MBBL Dr. Bartling GmbH, Bielefeld
Lambda Hind 111 MBBL Dr. Bartling GmbH, Bielefeld
pBR328 Mix MBBL Dr. Bartling GmbH, Bielefeld
pUC19 Mspl MBBL Dr. Bartling GmbH, Bielefeld
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2.1.6.2 Kits

Die in Tabelle 5 aufgefiihrten Kits wurden im Rahmen dieser Arbeit eingesetzt und nach dem

beiliegenden Protokoll des Herstellers ausgefiihrt.

Tab. 6: Verwendete Kits

Bezeichnung des Kits Hersteller

BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Applied Biosystems, Foster City (USA)
Kit

GeneJET™ Gel Extraction Kit Fermentas, St. Leon-Rot

GeneJET™ PCR Purification Kit Fermentas, St. Leon-Rot

MMESSAGE mMMACHINE® T7 ULTRA Kit | Ambion®, Austin (USA)

NucleoSpin® Extract |1 Machery-Nagel GmbH & Co. KG, Diren
NucleoSpin® RNA Clean-up XS Machery-Nagel GmbH & Co. KG, Diren
PGEM®-T Vector System | Promega, Madison (USA)

QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden

SuperScript™ Il Reverse Transcriptase Invitrogen, Carlsbad (USA)

2.1.7. Gerate, Computer und Computerprogramme
2.1.7.1 Gerate
2.1.7.1.1 Laborgerate

Tab. 7: Verwendete Laborgeréate

Gerat Hersteller

Fluoreszenz-Beleuchtung HXP 120 Carl Zeiss AG, Jena
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Fluoreszenz-Beleuchtung  Intensilight  C-|Nikon GmbH, Dusseldorf
HGFI

Heizblock TH26 HLC Bio Tech, Bovenden
iCycler Bio Rad, Hercules (USA)

Injektionsanlage Pneumatic PicoPump PV
820

World Precision Instruments, Sarasota (USA)

Kaltlichtquelle (KL) 1500 electronic

SCHOTT AG, Mainz

Kaltlichtquelle (KL) 1500 LCD

SCHOTT AG, Mainz

Mastercycler® gradient

Eppendorf, Hamburg

Mastercycler® personal

Eppendorf, Hamburg

Mikromanipulator

Ernst Leitz GmbH, Wetzlar

NanoDrop®ND-1000 UV/Vis-Spektralphoto-

meter

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen

Pipetten PIPETMAN® (P2, P10, P20, P200,
P1000)

Gilson, Inc., Middleton (USA)

Schiittler SM 30 mit Inkubationshaube TH 30

Edmund Buhler GmbH, Hechingen

Tiefkihlschrank (-80°C) MDF-U53V

SANYO Electric Co.,
(Japan)

Ltd., Moriguchi

Trockenschrank WTB

Binder GmbH, Tuttlingen

Ultra Turrax T 25

Janke & Kunkel GmbH, Staufen

Vortexer REAX 1R

Heidolph Elektro GmbH & Co. KG, Kelheim
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Waage Sartorius BP310 S

Sartorius AG, Gottingen

Woasserbad Julabo 20B

Julabo GmbH, Seelbach

Vakuumpumpe VACUUM PUMP UNIT

VACUUBRAND GmbH + Co, Wertheim

Zentrifuge 5415 C

Eppendorf, Hamburg

2.1.7.1.2 Optische Gerate

Die Dokumentation und Auswertung erfolgte mit den in Tabelle 7 aufgeflihrten optischen
Geraten und der entsprechenden Software des Herstellers.

Tab. 8: Verwendete Optische Gerate

Gerat

Hersteller

Alphalmager®

Alpha Innotech Corporation, Santa Clara
(USA)

AxioCam HRc

Carl Zeiss AG, Jena

AxioCam MRm

Carl Zeiss AG, Jena

Axioskop 2 plus

Carl Zeiss AG, Jena

LSM 510

Carl Zeiss AG, Jena

SMZ1500

Nikon GmbH, Dusseldorf

2.1.7.2 Computer

Asus, Notebook (X73B), AMD Brazos Dual Core E450 1,65GHz
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2.1.7.3 Computerprogramme
2.1.7.3.1 Allgemeine Software

Tab. 9: Verwendete Standard-Software

Software Hersteller
Office Home and Student 2010 Microsoft
Windows 7 Home Premium Microsoft

2.1.7.3.2 Software zur Bildbearbeitung

Die Bearbeitung der Bilder, die mit den unter 2.1.7.1.2 beschriebenen optischen Geréten

erstellt wurden, erfolgte mit der in Tabelle 10 angegebenen Software.

Tab. 10: Verwendete Bildbearbeitungs-Software

Software Hersteller
Office Home and Student 2010 Microsoft
Windows 7 Home Premium Microsoft

2.1.7.3.3 Software zur Sequenzanalyse

Tab. 11: Verwendete Software zur Sequenzanalyse

Software Verwendung Internetadresse/Referenz

Chromas LITE Version 2.1 | Analyse von Sequenzierungs- | Technelysium Pty Ltd
daten www.technelysium.com.au
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2.1.7.3.4 Sequenzanalyse im Internet

Tab. 12: Verwendete Programme und Datenbanken

Software Verwendung Internetadresse/Referenz

ClustalW?2 Multiples http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
Sequenzalignment

Expasy Ubersetzung von http://web.expasy.org/translate/

translate tool

DNA-Sequenzen in
Protein-Sequenzen

NCBI-BLAST |Homologiesuche mit | http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
DNA- und Protein-
sequenzen
NCBI- Sequenzdatenbank | http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
Genbank
NCBI- Analyse und http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml;
Conserved Charakterisierung Marchler-Bauer und Bryant, 2004; Marchler-Bauer et
Domains and |von Proteinenund  |al., 2009 und 2011
Protein Protein-Domanen/-

Classification

Motiven

Universal
Protein

Resource
(UniProt)

Proteinsequenzdaten-
bank, Analyse von
Proteinen und
Proteindomanen

http://www.uniprot.org/

2.1.7.3.5 Primeranalyse und -design im Internet

Tab. 13: Verwendete Programme

Software Verwendung | Internetadresse/Referenz
Oligo Calc Analyse von http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html;
Primern W. A. Kibbe, 2007
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CODEHOP | Design von http://bioinformatics.weizmann.ac.il/blocks/codehop.html;
degenerierten  |Rose et al., 1998, 2003
Primern

2.2 Methoden

2.2.1 Allgemeine Methoden

Die biologischen Versuche mit dem Versuchsorganismus Hydractinia echinata wurden alle
bei einer Temperatur von 18°C durchgefiihrt. Wahrend der gesamten Dauer der Experimente

wurden die Tiere, wenn nicht anders angegeben, nicht gefittert.

2.2.1.1 Metamorphose-Induktion

Um Primérpolypen fir die Bildung einer Polypenkolonie zu gewinnen, wurden 3 Tage alte
Larven in 112mM CsCl in Seewasser inkubiert. Die Metamorphose-Induktion wurde fur 3h
im Dunkeln durchgefiihrt. Anschliefend wurde der Ansatz dreimal mit frisch filtriertem See-

wasser ausgewaschen.

2.2.2 Molekularbiologische Methoden

Die molekularbiologischen Methoden wurden, wenn nicht anders angegeben, nach den Proto-
kollen von Sambrook und Russell (2001) ausgefuhrt. Die Arbeiten mit Bakterien wurden
unter sterilen Bedingungen durchgefuhrt. Die Arbeitsabldufe erfolgten, falls nicht anders
angefuhrt, bei Raumtemperatur.

2.2.2.1 Modifikation und Restriktion von DNA-Fragmenten
2.2.2.1.1 Phosphorylierung von DNA-Fragmenten

Die PCR-Fragmente, die in einen dephosphorylierten Vektor ligiert werden, mussen

phosphoryliert sein. Die synthetisch hergestellten Oligonukleotide (s. 2.1.5.2), die zur
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Amplifikation in einer PCR eingesetzt werden, besitzen keine 5 Phosphatgruppe. Die Phos-
phorylierung von PCR-Fragmenten erfolgt mit der T4-Polynukleotid-Kinase, indem diese die
endstandige y-Phosphatgruppe von ATP auf das 5’-Hydroxyende von einzel- und doppel-
strangiger DNA (bertragt. Die Phosphorylierung von aufgereingten DNA-Fragmenten wurde
mit der T4-Polynukleotid-Kinase nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Nach-
folgend fand eine Aufreinigung statt (s. 2.2.2.3.2). Im Anschluss wurde das phosphorylierte
DNA-Fragment in der Ligation (s. 2.2.2.2.2) eingesetzt.

2.2.2.1.2 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Ein linearisierter Plasmid-Vektor, der glatte oder kompatible Enden aufweist, muss flr die
Ligation dephosphoryliert werden, um eine Religation des Vektors zu verhindern. Die
Dephosphorylierung wurde mit der FastAP ™Thermosensitive Alkaline Phosphatase nach den
Angaben des Herstellers durchgefuhrt. Nachfolgend fand eine Aufreinigung statt (s.
2.2.2.3.2). Im Anschluss wurde der dephosphorylierte Vektor in der Ligation (s. 2.2.2.2.2)

eingesetzt.

2.2.2.1.3 Restriktion von DNA

Die Restriktion von DNA wurde nach dem beiliegenden Protokoll des Herstellers des
Restriktionsenzymes mit dem entsprechenden Reaktionspuffer durchgefihrt. Die Restriktion
fand, wenn nicht anders angeben, in einem Reaktionsvolumen von 50pl statt. Im Anschluss an
die Auswertung Uber ein Agarosegel erfolgte die Aufreinigung des geschnitten DNA-
Fragments (s. 2.2.2.3.1 oder 2.2.2.3.2). Ein geschnittener Vektor, der zur Klonierung einge-

setzt werden soll, wurde nach der Restriktion dephosphoryliert (s. 2.2.2.1.2).

42



Material und Methoden

2.2.2.2 Ligation, Transformation und Analyse von Bakterien

2.2.2.2.1 Ligation von PCR-Fragmenten in einen pGEM-T-Vector (T/A-

Klonierung)

Die Ligation von PCR-Fragmenten mit einem A-Uberhang (s. 2.2.2.8.4) erfolgte in den
linearisierten pGEM-T-Vector mit einem T-Uberhang. Diese Methode der T/A-Klonierung
wurde mit dem pGEM®-T Vector System | durchgefiihrt. Das Insert (PCR-Fragment) wurde
in einem molaren Verhéltnis von 3:1 zum Vektor mit 0,3ul T4-DNA-Ligase (3Weiss
units/pl), 5ul 2X Rapid Ligation Buffer in der Ligation in einem 10ul Reaktionsvolumen
eingesetzt. Die Reaktion wurde 1h bei Raumtemperatur inkubiert und danach mit 15ul TE-
Puffer (TE) verdiinnt. Es fand eine Hitzeinaktivierung fir 10min bei 65°C statt. Im Anschluss
wurde der Ligationsansatz fiir eine anschliefende Transformation auf Eis gelagert oder bei -

20°C eingefroren.
Losung:

TE: 10mM Tris-HCI, pH 8,0, ImM EDTA

2.2.2.2.2 Ligation von PCR-Fragmenten (Gerichtete Klonierung)

Die Ligation von PCR-Fragmenten, die mithilfe der Splinkerette-PCR (s. 2.2.2.8.3) aus
gesplinkerter genomischer DNA amplifiziert wurden, erfolgte richtungsorientiert in einen
Vektor. Daftir wurden das Insert (PCR-Fragment) und der Vektor mit demselben Restriktions-
enzym geschnitten (s. 2.2.2.1.3). Das Insert und der Vektor wiesen an den Enden nun jeweils
ein ,,sticky end* (klebriges Ende) und ein ,,blunt end* (glattes Ende) auf. Im Anschluss wurde
das ,,blunt end* des Inserts phosphoryliert (s. 2.2.2.1.1) und das des Vektors dephosphoryliert
(s. 2.2.2.1.2). Das Insert wurde in einem molaren Verhéltnis von 5:1 zum Vektor mit 0,3pul
T4-DNA-Ligase (5/ul), 1pl 10x T4 DNA Ligase Buffer in der Ligation in einem 10pl
Reaktionsvolumen eingesetzt. Die Reaktion wurde 1h bei Raumtemperatur inkubiert und
danach mit 15ul TE verdinnt. Es fand eine Hitzeinaktivierung fir 10min bei 65°C statt. Im
Anschluss wurde der Ligationsansatz fir eine anschlielende Transformation auf Eis gelagert

oder bei -20°C eingefroren.
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LOsung:

TE: 10mM Tris-HCI, pH 8,0, ImM EDTA

2.2.2.2.3 Transformation

Die Transformation der chemisch kompetenten E.coli erfolgte modifiziert nach dem Protokoll
,High Efficiency Transformation Protocol von New England Biolabs. Ein 50ul Aligout
kompetenter Zellen wurde 10min auf Eis aufgetaut. Es wurde 12,5ul des verdiinnten
Ligationsansatzes (s. 2.2.2.2.1) zu den Zellen pipettiert und durch vorsichtiges schnippen mit
einem Finger gegen das Reaktionsgefal? gemischt. Danach wurde der Transformationsansatz
30min auf Eis inkubiert. Es erfolgte eine 30sek Hitzebehandlung bei 42°C in einem Wasser-
bad. Der Transformationsansatz wurde sofort fur 5min auf Eis abgekuhlt. AnschlieRend
wurden 950ul bei RT gelagertes SOC-Medium hinzupipettiert und durch mehrmaliges
Umdrehen des Reaktionsgefalles gemischt. Es folgte unter Schitteln (250rpm) eine 45-
minutige Inkubation im Schuttelinkubator bei 37°C. Die carbenicillinhaltigen LB-Agarplatten
(100 pg/ml) wurden 30min vor dem Ausplattieren bei 37°C vorgewarmt. Im Anschluss
wurden 100ul direkt aus dem Transformationsansatz ausplattiert. Der verbleibende Teil des
Transformationsansatzes wurde 1min bei 1000 x g abzentrifugiert und der Uberstand bis auf
100ul abgenommen. Das Bakterienpellet wurde resuspendiert und ausgestrichen. Die LB-
Agarplatten wurden tber Nacht ((.N.) im Brutschrank bei 37°C inkubiert und im Anschluss

bei 4°C gelagert.
Losung:

SOC-Medium: 2% Vegetable Peptone, 0,5% Yeast Extract, 10mM NaCl, 2.5mM KCI, 10mM
MgCl,,10mM MgSO4, 20mM Glucose

2.2.2.2.4 Analyse von Bakterien
2.2.2.2.4.1 Analytische PCR

Die Analyse, ob die Integration des gewiinschten Inserts in den Vektor und dessen Aufnahme

in die Bakterien wéhrend der Transformation (s. 2.2.2.2.3) erfolgte, wurde nach einem
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Protokoll von Dr. R. Heiermann mithilfe einer analytischen PCR durchgefihrt. Diese
Methode zur schnellen Analyse von vielen Bakterienkolonien stellt eine Modifikation der
Colony-PCR dar und bietet auch die Mdglichkeit direkt die Orientierung des Inserts im
Vektor zu untersuchen. Zur Analyse wurde eine einzelne Bakterienkolonie mit einer 200ul-
Pipettenspitze von der carbenicillinhaltigen LB-Agarplatten gepickt und in einer mit 200pl
carbenicillinhaltigen LB-Medium (400ug/ml) gefullten Kavitéat einer Mikrotiterplatte mit 96
Kavitédten resuspendiert. Danach folgte eine Inkubation fir 90min bei 37°C im Brutschrank.
Es wurden 100ul aus der Kavitat in ein Reaktionsgefal (1,5ml) uberfuhrt und 5min bei
14.000rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und das Bakterienpellet in 20pl
H>O resuspendiert. Im Anschluss wurde die Probe mit einem Reaktionsgefalverschluss
gesichert fiir 5Smin bei 100°C inkubiert und danach 4min auf Eis gestellt. Nachfolgend fand
eine Zentrifugation fiir 5min bei 14.000rpm statt. Der Uberstand wurde als Matrize in einer
analytischen PCR eingesetzt. Es wurden 5pl des Uberstandes mit 2ul 10X Taq Puffer mit
KCI, 0,4ul dNTP-Mix (10mM), 2ul MgClz (50mM), 1ul 5 Oligonukleotid (10pmol), 1l
3 Oligonukleotid (10pmol) und 1ul Tag Polymerase (von Dr. M. Kroiher selbst prapariert) in
eine 20ul Reaktion eingesetzt. Es wurde eine PCR mit 20 Zyklen nach den Parametern einer
Standard-PCR (s. 2.2.2.8.1) durchgefiihrt. Alternativ erfolgte die analytische PCR bei
klonierten DNA-Fragmenten, die in einer PCR aus genomischer DNA amplifiziert worden
sind, mit der Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase. Diese 20ul Reaktion wurde mit 5pl
des Uberstandes, 4pl 5X Phusion™ HF Buffer (7,5mM MgCl,), 0,4ul dNTP-Mix (10mM),
0,4ul MgClz (50mM), 1ul 5 Oligonukleotid (10pmol), 1l 3 Oligonukleotid (10pmol) und
1ul Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase (0,4u/pl) angesetzt. Im Anschluss erfolgte die
Auswertung Uber ein Agarosegel. Aus der Kavitét, die eine positive Bakterienkolonie enthielt,

wurden 100pl als Starter einer Ubernacht-Bakterienkultur (s. 2.2.2.2.4.2) eingesetzt.

2.2.2.2.4.2 Ubernacht-Bakterienkultur

5ml LB-Medium wurde in ein steriles Reagenzglas pipettiert (Geréte, Deckel und Glaser
wurden durch kurzes Abflammen sterilisiert). Das Antibiotikum Carbenicillin wurde mit einer
Endkonzentration von 400ug/ml in den Ansatz pipettiert. 100ul einer einzelnen Bakterien-
kolonie wurden aus der Mikrotiterplatte entnommen und in das Reagenzglas mit dem vor-

bereiteten Medium zum Animpfen der Bakterienkultur pipettiert. Die Kultur wurde 0.N. bei
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mindestens 250rpm geschittelt und maximal 17h bei 37°C inkubiert. Am n&chsten Tag wurde
die Kultur verarbeitet, indem die Plasmid-DNA aus den Bakterien mithilfe einer Plasmid-
Préparation isoliert wurde (s. 2.2.2.3.4) und ein Teil der Kultur zur Aufbewahrung dieses

Bakterien-Klons als Glycerin-Stammkultur verwendet (s. 2.2.2.2.4.3).

2.2.2.2.4.3 Herstellung eines Glycerolstocks

Zur Aufbewahrung eines Bakterienklons aus einer Ubernacht-Bakterienkultur (s. 2.2.2.2.4.2)
wurden 850l aus der Kultur entnommen und in ein autoklaviertes mit 150pl sterilem
Glycerin gefiilltes 4ml Rotilabo®-Probenflaschchen mit Schraubkappe (Roth) pipettiert. Der

Ansatz wurde gemischt und anschlieRend bei -80°C gelagert.

2.2.2.3 Extraktion, Isolation und Reinigung von DNA, genomischer DNA, RNA
und Plasmid-DNA

2.2.2.3.1 Isolierung und Reinigung von DNA-Fragmenten

Die Extraktion von DNA-Fragmenten aus einem Agarosegel wurde mit dem GeneJET" Gel
Extraction Kit oder dem QIAquick Gel Extraction Kit durchgefiihrt. Die Bande des zu
isolierenden DNA-Fragments wurde mithilfe eines Skalpells aus dem Gel ausgeschnitten und
in ein 1,5ml Reaktionsgefal uberfuhrt. Die Aufreinigung des DNA-Fragments wurde nach

dem Protokoll des Herstellers ausgefuhrt.

Die Isolierung von DNA-Fragmenten aus PCR-, Restriktions- oder anderen DNA-
modifizierenden Reaktionen erfolgte mit dem GeneJET™ PCR Purification Kit, dem
NucleoSpin® Extract Il oder dem QIAquick Gel Extraction Kit. Die Aufreinigung des DNA-

Fragments wurde nach dem Protokoll des Herstellers durchgefunhrt.

2.2.2.3.2 Isolierung genomischer DNA

Die Isolierung der genomischen DNA erfolgte nach einem in dieser Arbeit erarbeiteten

Protokoll. Es wurden Polypen von den Hydractinia-Kolonien auf den Schneckenschalen mit
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speziellen Scherenwerkzeugen abgeschnitten und grundlich mit Seewasser gewaschen. Es
wurde maoglichst viel Seewasser abgenommen, dass die Tiere dabei aber nicht trocken fallen.
Sie wurden 3x mit 0,5M NaCl und anschliefend 2x mit 1ml 10mM Tris CI, pH8, 200mM
EDTA gewaschen. Das Medium wurde soweit abgenommen, dass die Polypen (ca.100-120pul)
nicht trocken fallen. Dazu wurden dann 500ul Lysis Buffer sowie 2,5ul Proteinase K
(20mg/ml) pipettiert. Der Ansatz wurde im Heizblock bei 57°C auf einem Rotationstisch
(Heidolph) fir 3h inkubiert bis sich eine homogene Suspension gebildet hatte. Die gesamte
Losung wurde in ein vorzentrifugiertes (1.500 x g, 1,5 min) 2ml Phase Lock Lock Gel Heavy-
GefalR (Eppendorf, Hamburg) uberfiihrt. Die weiteren Arbeitsschritte erfolgten nach den
Angaben des Protokolls zur Isolierung von genomischer DNA aus Mauseschwéanzen
(Eppendorf, Marz 2002). Die genomische DNA wurde in TE in L6sung gebracht und
anschlieBend bei 4°C gelagert.

Losungen:
Lysis Buffer: 50mM Tris CI, pH 8, 200mM EDTA, 400mM NacCl, 1% SDS

TE: 10mM Tris-HCI, pH 8,0, ImM EDTA

2.2.2.3.3 Isolierung von RNA aus Larven und Polypen von Hydractinia echinata

Die Isolation der Total-RNA wurde nach einem von der AG Plickert modifizierten Protokoll
nach Chomczynski und Sacchi (1987) durchgefiihrt.

2.2.2.3.4 Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli

Die Isolierung der Plasmid-DNA aus einer Ubernacht-Bakterienkultur (s. 2.2.2.2.3.2) wurde
nach einem von der AG Plickert modifizierten Protokoll der alkalischen Lyse nach Birnboim
und Doly (1979) durchgefiihrt. Die Plasmid-DNA wurde in 50l RNAse-Mix/TE gelost. Es
erfolgte eine Restriktionsanalyse (s. 2.2.2.1.3) der Plasmid-DNA in einem Reaktionsvolumen

von 10ul und die Auswertung Uber ein Agarosegel (s. 2.2.2.11).
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LOsung:

RNAse-Mix/TE: 10mM Tris-HCI, pH 8,0, ImM EDTA, RNAse A 20ug/ml, 2u RNAse T1/ml

2.2.2.3.4.1 Qualitative Aufreinigung von DNA

Im Anschluss an enzymatische Reaktionen (s. 2.2.2.3.4; 2.2.2.10.2) wurde die DNA qualitativ
aufgereinigt, um Proteine und Komponenten der Reaktion zu entfernen. Diese qualitative
Aufreinigung der DNA wurde modifiziert nach einem Protokoll von Dr. R. Heiermann
durchgefuhrt. Zu einem Reaktionsansatz wurde Phenol (pH 8,0) und Chloroform im
Verhéltnis 1:1 mit der DNA-Probe pipettiert. Der Ansatz wurde auf dem Vortexer durch-
mischt und 1min (14.000rpm) zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein eine neues
Reaktionsgefal (1,5ml) dberfahrt. Chloroform im Verhéltnis 1:1 hinzupipettiert und
anschlieBend auf dem Vortexer gut durchmischt. Es folgte ein Zentrifugation fiir 1min bei
14.000rpm. Der Uberstand wurde in ein eine neues ReaktionsgefaR (1,5ml) tiberfihrt und mit
1/5 Vol. 10M Ammoniumacetat gemischt. Die Reaktion wurde mit 2,5 Vol. 100% EtOH
gemischt und 5min bei 14.000rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet kurz an der Luft getrocknet (1-2min). Anschlielend wurde dieses in TE gel6st und
danach mit 1/10 Vol. 10M Ammoniumacetat gemischt. Der Ansatz wurde mit 2,5 Vol. 100%
EtOH gemischt und 5min (14.000rpm) zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet mit 70% EtOH gewaschen. Es folgte ein Zentrifugation fir 1min bei 14.000rpm. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet kurz an der Luft getrocknet (1-2min). An-
schlielend wurde dieses in TE gel6st und danach mit 1/20 Vol. 5M NaCl gemischt (optional
wird hier bei der Aufreinigung von DNA-Fragmenten fir Injektionen mit 1/10 3M KCI
gefallt). Der Ansatz wurde mit 2,5 Vol. 100% EtOH gemischt und 5 min (14.000rpm)
zentrifugiert. Im Anschluss folgte zweimal hintereinander ein Waschschritt mit 70% EtOH
und entsprechend jeweils eine Zentrifugation (1min) bei 14.000rpm. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet kurz an der Luft getrocknet (1-2min). Das Pellet wurde bei einer
Aufreinigung von Plasmid-DNA in TE gelost und bei DNA-Fragmenten fir Injektionen in

Elutionspuffer.
Losungen:

Elutionspuffer: 10mM Tris-HCI, pH 8,0
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TE: 10mM Tris-HCI, pH 8,0, ImM EDTA

2.2.2.3.5 Isolierung von RNA aus einer Synthese

Die Isolierung von RNA aus enzymatischen Reaktionen wurde mit dem NucleoSpin® RNA

Clean-up XS nach dem beiliegenden Protokoll des Herstellers durchgefiihrt.

2.2.2.4 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentrationsbestimmung der Nukleinséduren erfolgte mithilfe einer spektrophoto-
metrischen Messung mit dem NanoDrop®ND-1000 UV/Vis-Spektralphotometer.

2.2.2.5 cDNA-Synthese

Die Synthese der cDNA mithilfe der reversen Transkription aus der isolierten Total-RNA (s.
2.2.2.3.3) erfolgte durch die SuperScript™ 11 Reverse Transcriptase modifiziert nach der
Methode B des Protokolls “Amplification of representative cDNA samples from microscopic
amounts of invertebrate” (M. Matz, 2002). Die cDNA-Synthese wurde mit den Komponenten
aus dem Kit der SuperScript™ Il Reverse Transcriptase durchgefiihrt. Es wurde Total-RNA
von Larven und Polypen eingesetzt. Zu 4pul in RNAse-freiem H,O geldster RNA (3ug) wurde
1ul (10puM) des Oligonukleotid TRsa pipettiert. Der Ansatz wurde fir 3min bei 65°C
inkubiert und danach auf Eis gestellt. Zu diesem Reaktionsansatz wurden 2ul 5x First-strand
buffer, 1ul DTT (0,1M), 1ul des Oligonukleotid TS-oligo (5uM), 1ul SuperScript™ 1l
Reverse Transcriptase, 0,5ul dNTP-Mix (10mM) hinzupipettiert und 1h bei 42°C inkubiert.
Danach wurden 1pl MnCl, (20mM) in den Ansatz pipettiert und fiir weitere 15min bei 42°C
inkubiert. Im Anschluss wurde die Reaktion zum Abstoppen 3min auf 65°C erhitzt. Der
Reaktionsansatz wurde mit Tricine KOH/EDTA-Buffer auf 100ul aufgefillt und bei -20°C
gelagert.

Losung:

Tricine KOH/EDTA-Buffer: 50mM Tricine KOH, pH 7,0, ImM EDTA, pH 8,0
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2.2.2.6 Herstellung Digoxigenin-markierter RNA durch in vitro-Transkription

Die Synthese Digoxigenin-markierter RNA-Sonden erfolgte mithilfe einer in vitro-,,run-off*-
Transkription. Die Transkription der sense- und antisense-Sonden erfolgte mit der SP6- und
T7 RNA Polymerase. Ein in den pGEM-T-Vector kloniertes und mit einem entsprechenden
Restriktionsenzym linearisiertes DNA-Fragment diente als DNA-Matrize fiir die RNA-Poly-
merase. Die fur die Synthese linearisierten Matrizen wurden im Anschluss an die Restriktion
aufgereinigt (s. 2.2.2.3.1) und mit 20pl DEPC-H2O0 eluiert. Die in vitro-run-off-Transkription
wurde modifiziert nach dem Protokoll von Roche mit linearisierter DNA (500-1000ng), 2ul
DIG RNA Labeling Mix, 2ul 10x Transcription Buffer, 1,5u1 RNA-Polymerase (20u/ul) und
0,5ul Ribonuclease-Inhibitor (40u/pl) in einem 20ul Reaktionsvolumen durchgefihrt. Die
Synthese erfolgte 18h .N. bei 37°C und wurde im Anschluss mit 2ul 200mM EDTA (pH 8)
gestoppt. Zur Kontrolle der Quantitat und Qualitat der RNA-Sonden-Synthese wurde 2ul des
Reaktionsansatzes auf ein 0,8% Agarose-Gel geladen. Die Aufreinigung erfolgte mit einem
Kit (s. 2.2.2.3.6) oder manuell wie nachfolgend beschrieben. Die RNA wurde mit 2,5ul LiCl
und 75ul 100% EtOH 2h bei -20°C gefallt und anschlieend fir 10min bei 14000rpm
zentrifugiert. Daraufhin folgte ein Waschschritt mit 500ul 70% EtOH und eine erneute
Zentrifugation fur 10min (14000rpm). Im Anschluss wurde das Pellet kurz an der Luft
getrocknet und in 50ul DEPC-H.O aufgenommen. Es wurde 0,5ul Ribonuclease-Inhibitor
(40u/pl) hinzupipettiert und 30min bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde mit 80ul DEPC-
H2O, 140ul 4M Ammoniumacetat und 700ul 70% EtOH 4h bei -20°C gefallt und an-
schlieBend 10min (14000rpm) zentrifugiert. Es folgte ein Waschschritt mit 500ul 70% EtOH
und eine erneute Zentrifugation fiir 10 min (14000rpm). Das Pellet wurde kurz (2min) an der
Luft getrocknet und in 20pul DEPC-H,O aufgenommen. Es wurde 0,5pl Ribonuclease-
Inhibitor (40u/ul) hinzupipettiert und 30min bei 37°C inkubiert. Die Bestimmung der
Quantitat der RNA-Sonde erfolgte mithilfe einer spektrophotometrischen Messung (s.
2.2.2.4). Der Reaktionsansatz wurde auf die gewiinschte Konzentration mit Hybridisierungs-
mix (Hyb-Mix) verdiinnt und bei -20°C gelagert.

LOsung:

Hyb-Mix: 50% Formamide, 5x SSC, 1mg/ml HS-DNA, 0,1mg/ml Heparin, 0,1% Tween20;
gelagert bei -20°C
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2.2.2.7 In situ-Hybridisierung

Die in situ-Hybridisierung wurde nach dem Protokoll der AG Plickert fiir ,,whole-mount* in
situ-Hybridisierung bei marinen Hydrozoen, wie es beschrieben und publiziert (Gajewski et
al., 1996; Plickert et al., 1997) worden ist, durchgefthrt. Die Digoxigenin-markierten RNA-
Sonden wurden in einer Konzentration von 150-200ng/ml eingesetzt.

2.2.2.8 PCR

Diese Technik wird aufgrund der exponentiellen Vermehrungsrate der DNA als Polymerase-
Kettenreaktion und abgekurzt als ,,PCR* (polymerase chain reaction) bezeichnet. Diese in
vitro-Amplifikation von DNA wurde 1983 von Kary Mullis erarbeitet, woftr er 1993 mit dem
Nobelpreis ausgezeichnet wurde. Die erste Publikation zu dieser neuen Technik stammt von
Saiki et. al. (1985). Die in dieser Arbeit eingesetzten Varianten dieser molekularbiologischen
Technik wurden, wenn nicht anders angegeben, nach den Protokollen des Methodenbuchs
“PCR” nach Miiller (2001) durchgefiihrt. Die Analyse der Eigenschaften und die Berechnung
der Schmelztemperatur der eingesetzten Primer erfolgte im Internet mit dem Programm Oligo
Calc (s. 2.1.7.3.5), das entwickelt und beschrieben wurde von W. A. Kibbe (2007).

2.2.2.8.1 Standard-PCR

Diese PCR wurde eingesetzt um mithilfe von spezifischen 5°- und 3 Oligonukleotiden DNA-
Fragmente in cDNA, genomischer- und Plasmid-DNA zu amplifizieren. Die PCR wurde mit
1ul DNA-Matrize, 10ul 5X Phusion™ HF Buffer (7,5mM MgCly), 1ul MgClz (50mM), 1ul
dNTP-Mix (10mM), 2,5ul 5 Oligonukleotid (10pmol), 2,5ul 3 Oligonukleotid (10pmol) und
0,5ul Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase (2u/ul) in einem 50ul Reaktionsvolumen
angesetzt. Die eingesetzte Menge der DNA-Matrize betrug bei genomischer DNA 50ng, bei
CDNA 1pl aus der cDNA-Synthese (s. 2.2.2.5) und 5ng bei Plasmid-DNA. Die PCR erfolgte
in einem Thermozykler (s. 2.1.7.1.1). Um eine Amplifikation von unspezifischen DNA-
Fragmenten durch eine unspezifische Anlagerung der Oligonukleotide bei nicht optimalen
Temperaturen zu verhindern, wird die Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase erst in einem
2-mindtigem Schritt bei 80°C in den Reaktionsansatz hinzupipettiert, anschlieBend erfolgte
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eine initiale Denaturierung fir 2min bei 98°C. Im Anschluss wurden 40 Zyklen bzw. bei der
Amplikation von Plasmid-DNA 15 Zyklen mit dem nachfolgenden Temperaturprofil durch-
gefihrt:

Denaturierung: 15 sek 98°C
Annealing: 30 sek xx°C 40/15 Zyklen

Elongation: X min 72°C

Die Temperatur fiir das ,,Annealing” (Anlagerung) richtete sich nach dem berechneten
Schmelzpunkt der eingesetzten Oligonukleotide. Die Zeit fur die ,Elongation®
(Verlangerung) wurde durch die erwartete Lange des zu amplifizierenden PCR-Fragments
bestimmt und unter der Annahme, dass die Polymerase 1000 Basen in 60sek amplifiziert. Im
Anschluss wurde eine 2. PCR durchgefuhrt um eine héhere Ausbeute des PCR-Amplifikats
zu erhalten. Der Reaktionsansatz wurde mit einem 1pl aus der 1. PCR als DNA-Matrize wie
oben beschrieben angesetzt. In dieser 2. PCR wurden 25 Zyklen bzw. bei der Amplifikation
von Plasmid-DNA 15 Zyklen nach demselben Temperaturprofil wie in der 1. PCR durch-
gefiihrt. Im Anschluss wurde das PCR-Amplifikat aus einem Agarosegel ausgeschnitten und
aufgereinigt (s. 2.2.2.3.1).

2.2.2.8.1.1 PCR mit degenerierten Primern (CODEHOP)

Die Amplifikation und Isolation eines Homologs aus Hydractinia zu einem aus in anderen
Organismen bekanntem Gen, bei dem bislang noch keine DNA-Sequenzinformationen
vorhanden waren, wurde mit degenerierten Primern durchgefiihrt. Das Primerdesign fiir diese
degenerierten Primer erfolgte im Internet mithilfe des Programms CODEHOP (COnsensus-
DEgenerate Hybrid Oligonucleotide Primer) (s. 2.1.7.3.5), welche aus den konservierten
Sequenzbereichen von Proteinen abgeleitet werden. Das Prinzip dieser CODEHOP-PCR
basiert auf dem Einsatz von Primern, die aus einer langeren nicht-degenerierten 5" Consensus-
clamp-Region und einer kurzen 3’degenerierten-Kern-Region bestehen (Rose et al., 1998,
2003). Die Reaktion wurde mit 1ul DNA-Matrize, 5pl 10X Taq Puffer mit KCI, 4ul MgCl»

(50mM),1ul dNTP-Mix (10mM), 2,5ul 5 Oligonukleotid (10pmol), 2,5ul 3 Oligonukleotid
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(10pmol) und 0,2pl Tag/Pfu-Polymerase-Mix in einem 50l Reaktionsvolumen angesetzt. Die
CODEHOP-PCR wurde wie unter 2.2.2.8.1 beschrieben durchgefihrt.

LOsung:

Taqg/Pfu-Polymerase-Mix: 4,75u/ul Taqg DNA Polymerase, 0,125u /ul Pfu DNA Polymerase

2.2.2.8.2 RACE-PCR

Die RACE-PCR (rapid amplification of cDNA ends-polymerase chain reaction) bedeutet so
viel wie eine ,,schnelle Vervielfdltigung von ¢cDNA-Enden und ist entwickelt worden um
vollstdndige cDNA-Sequenzen zu synthetisieren (Frohmann et al., 1988). Die Reverse Trans-
kription ist gerade bei langeren Fragmenten (> 1000 Basen) durch degradierte mRNA oder
ineffiziente Reverse Transkriptasen nicht immer effizient bei der Synthese von vollstandigen
cDNA-Sequenzen (Muller, 2001). Die RACE-PCR ist eine erfolgreiche Methode, um mithilfe
von genspezifischen 5- und 3 Oligonukleotiden sowie einem adapterspezifischen Oligo-
nukleotid, das spezifisch an in der cDNA-Synthese (s. 2.2.2.5) angehéngte Adaptersequenzen
bindet, die 5°- und 3"-Enden der cDNA zu isolieren. Die RACE-PCR wurde mit den adapter-
spezifischen Oligonukleotiden fiir die 5°- und 3’'RACE nach dem Protokoll von M. Matz
(2002) durchgefiihrt. Die PCR wurde mit 1pl aus der cDNA-Synthese (s. 2.2.2.5), 10ul 5X
Phusion™ HF Buffer (7,5mM MgCl,), 1l MgClz (50mM), 1ul dNTP-Mix (10mM), 2,5ul
genspezifisches Oligonukleotid ,,auflen* (10pmol), 2ul adapterspezifisches Oligonukleotid
(5’RACE 10x Universal Primer Mix - DAP-TS (0,4pmol/ul) + DAP (2pmol/ul); 3'RACE
universal Primer - DAP-TRsa (10pmol/ul)) und 0,5ul Phusion™ High-Fidelity DNA Poly-
merase (2u/ul) in einem 50ul Reaktionsvolumen angesetzt. Die RACE-PCR wurde wie unter
2.2.2.8.1 beschrieben ausgefiihrt. In der 2. PCR wurde eine Nested-PCR (geschachtelte PCR)
mit genspezifischen- und adapterspezifischen Oligonukleotiden durchgefihrt, die innerhalb
der in der 1. PCR amplifizierten DNA-Matrize binden. Der Reaktionsansatz wurde wie oben
beschrieben modifiziert mit einem 1pl aus der 1. PCR als DNA-Matrize, 2,5ul gen-
spezifisches Oligonukleotid ,,innen” (10pmol) und 2pl adapterspezifisches Oligonukleotid
(5’'RACE nested Primer - TS-PCR (10pmol/ul); 3'RACE nested universal Primer - TRsa

(10pmol/ul)) angesetzt. Die Reaktion wurde nach demselben Temperaturprofil wie in der 1.
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PCR durchgefiihrt. Im Anschluss wurde das PCR-Amplifikat aus einem Agarosegel aus-

geschnitten und aufgereinigt (s. 2.2.2.3.1).

2.2.2.8.3 Splinkerette-PCR

Diese PCR-Methode macht die Isolierung von unbekannten genomischen DNA-Sequenzen,
die stromauf- bzw. abwarts von bereits bekannter genomischer DNA-Sequenz liegen,
moglich. Die Splinkerette-PCR ist erfolgreich, um mithilfe von genspezifischen 5- und
3"Oligonukleotiden sowie einem splinkerettenspezifischen Oligonukleotid die unbekannten
5°- und 3'-Enden von bekannten genomischen DNA-Fragmenten zu amplifizieren (Devon et
al., 1995). Das splinkerettenspezifische Oligonukleotid bindet spezifisch an eine Adapter-
sequenz (Splinkerette), die an die gesplinkerte genomische DNA ligiert wurde (s. 2.2.2.5).
Diese PCR-Methode wurde modifiziert nach einem Protokoll von Dr. R. Heiermann durchge-
fiihrt. Die PCR wurde mit 1pl gesplinkerter gDNA (1ng/ul), 10ul 5X Phusion™ HF Buffer
(7,5mM MgCl,), 1ul MgClz (50mM), 1ul dNTP-Mix (10mM), 1ul genspezifisches Oligo-
nukleotid ,,auBlen* (10pmol), 1ul splinkerettenspezifisches Oligonukleotid ,,auBen* (SplinkO
(10pmol/ul)) und 1ul Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase (0,4u/ul) in einem 50pl
Reaktionsvolumen angesetzt. Die Splinkerette-PCR wurde wie unter 2.2.2.8.1 beschrieben
modifiziert mit 30 Zyklen ausgefiihrt. In der 2. PCR wurde eine Nested-PCR mit einem gen-
spezifischen und einem splinkerettenspezifischen Oligonukleotid durchgefihrt, die innerhalb
der in der 1. PCR amplifizierten DNA-Matrize binden. Der Reaktionsansatz wurde wie oben
beschrieben modifiziert mit einem 1pl aus der 1. PCR als DNA-Matrize, 1ul genspezifisches
Oligonukleotid ,,innen* (10pmol) und 1pl splinkerettenspezifisches Oligonukleotid ,,innen*
(Splinki (10pmol/ul)) angesetzt. Die Reaktion wurde nach demselben Temperaturprofil wie in
der 1. PCR abgeéndert mit 15 Zyklen durchgefihrt. Im Anschluss wurde das PCR-Amplifikat
aus einem Agarosegel ausgeschnitten und aufgereinigt (s. 2.2.2.3.1).

2.2.2.8.4 Anfigen von 3'-Adenosin-Einzelstrangiberhédngen an ,blunt-end*-

PCR-Fragmente

Die PCR-Fragmente, die von einer DNA-Polymerase mit einer Korrekturlesefunktion

amplifiziert werden (s. 2.2.2.8.1), sind ,,blunt-end“-linearisierte DNA-Fragmente und weisen
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keinen 3'Uberhang auf. Eine solche ,Proofreading*(Korrekturlesen)-DNA-Polymerase ist
auch die in dieser Arbeit verwendete Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase. Diese verfiigt
uber eine 3'-5 Exonukleaseaktivitat, die es ermdglicht ein fehlerhaft eingebautes Nukleotid zu
erkennen und wieder zu entfernen. Um diese PCR-Fragmente in einer T/A-Klonierung ein-
setzen zu konnen, macht man sich die Fahigkeit einer thermostabilen DNA-Polymerase zu-
nutze, die eine 3° Adenylierungsaktivitét besitzt und an das 3'Ende eines amplifizierten PCR-
Fragments ein einzelnes Nukleotid anfiigt (Muller, 2001). Eine DNA-Polymerase, die eine
solche 3 Adenylierungsaktivitat aufweist, ist die Tag DNA Polymerase. In einem Reaktions-
volumen von 50pl wurde ein aufgereinigtes PCR-Fragment (s. 2.2.2.3.2) mit 5ul 10X Puffer
mit KCI, 4ul MgCl2 (25mM), 4ul dATP (10mM), 0,5u1 Tag DNA Polymerase (5u/pl) 30min
bei 72°C inkubiert. Im Anschluss wurden zu dieser Reaktion 1/20 Vol. 5M NaCl, 1pl
Glycogen (20mg/ml), 1pl 200mM EDTA und 2,5 Vol. 100% EtOH hinzupipettiert. Es folgte
eine Zentrifugation fur 2min bei 14.000rpm. Der Uberstand wurde abgenommen und das
Pellet mit 100ul 70% EtOH gewaschen. Daraufhin folgte eine Zentrifugation fir 1min
(14.000rpm). Der Uberstand wurde abgenommen und das Pellet in 3pl H2O gelést. Diese
PCR-Fragmente mit einem A-Uberhang wurden zur Ligation in den linearisierten pGEM-T-
Vector mit einem T-Uberhang (s. 2.2.2.2.1) eingesetzt.

2.2.2.9 Praparation von gesplinkerter genomischer DNA

Die Praparation von gesplinkerter genomischer DNA macht die Isolierung von unbekannten
genomischen DNA-Sequenzen mithilfe der Splinkerette-PCR (s. 2.2.2.8.3) mdglich. Die
gesplinkerte genomische DNA wurde nach einem modifizierten Protokoll von Dr. R.
Heiermann durchgefihrt, der dieses aus dem urspringlichen Protokoll von Devon et al.
(1995) und dem von Stover (2001) abgeleitet hat.

2.2.2.9.1 Praparation der Splinkerette

Die fur die Amplifikation eines unbekannten genomischen DNA-Fragments in der
Splinkerette-PCR mithilfe eines genspezifischen und adapterspezifischen Oligonukleotid
bendtigte Adaptersequenz ist die an die geschnittene gDNA ligierte Splinkerette. Diese

Splinkerette setzt sich aus einem oberen und unteren Strang zusammen, die nur am 3 Ende
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des oberen Stranges komplementdr sind. Der untere Strang bildet durch die Adenosin- und
Thymidin-Nukleotide am 3 Ende eine Haarnadel-Struktur aus, die die Amplifikation von
DNA-Artefakten durch fehlerhafte Oligonukleotid-Anlagerung reduziert (Devon et al., 1995).
Die Splinkerette wird durch die Anlagerung des Oligonukleotides fiir den oberen Strang und
des Oligonukleotides fur den unteren Strang gebildet. Die Splinkerette ist so konstruiert, dass
sie durch das Oligonukleotid des unteren Stranges einen passenden Uberhang fiir eine be-
stimmte Restriktionsschnittstelle aufweist, um an die geschnitten gDNA (s. 2.2.2.9.2) ligiert
zu werden (s. 2.2.2.9.3). Die Préaparation der Splinkerette erfolgte mit 20ul MgCl2 (25mM),
1ul Tris-Cl, pH 7,4 (1M), 10ul Oligonukleotide oberer Strang (Splink top (100pmol/ul)) und
10ul Oligonukleotide unterer Strang (Splink ecol, -Xba und -hind (100pmol/ul)) in einem
100ul Reaktionsvolumen. Die Reaktion wurde 1min bei 94°C im Heizblock inkubiert und
dieser dann ausgeschaltet. Die Splinkerette wurde durch Abkihlen auf Raumtemperatur,
indem sich die beiden Oligonukleotide des oberen- und unteren Stranges aneinanderlagern,

gebildet. Der Reaktionsansatz wurde bei -20°C gelagert.

2.2.2.9.2 Restriktion von genomischer DNA

Es wurden ca.10pg genomischer DNA (s. 2.2.2.3.2) 20h mit den Restriktionsenzymen EcoRl,
Hindlll und Xbal nach Angaben des Herstellers in einem 50ul Reaktionsvolumen verdaut. EsS
wurde zum Test auf einen vollstandigen Verdau der genomischen DNA 1/10 der Reaktion mit
der gleichen Menge ungeschnittener genomischer DNA als Kontrolle auf einem Agarosegel
(s. 2.2.2.11) analysiert. Im Anschluss folgte die Fallung der geschnittenen gDNA mit 1/20
Vol. 5M NaCl und 2,5 Vol. 100% EtOH fiir 5min bei 14.000rpm. Der Uberstand wurde abge-
nommen und das Pellet mit 200ul 70% EtOH gewaschen. Daraufhin folgte eine Zentri-
fugation fiir Imin (14.000rpm). Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet kurz an der
Luft getrocknet (1-2min). Das Pellet wurde in TE geldst und die Quantitat der geschnittenen

gDNA mit einer spektrophotometrischen Messung (s. 2.2.2.4) bestimmt.
Losung:

TE: 10mM Tris-HCI, pH 8,0, ImM EDTA
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2.2.2.9.3 Ligation der Splinkerette an geschnittene genomische DNA

Es wurden 200ng geschnittener gDNA (s. 2.2.2.9.2) mit 1pl Splinkerette (s. 2.2.2.9.1), 10X
T4 DNA Ligasepuffer und 1pl T4 DNA Ligase (0,25u/ul) U.N. in einem 10ul Reaktions-
volumen ligiert. Die Reaktion wurde am nachsten Tag mit TE auf 200ul aufgeftllt und bei -

20°C gelagert.
LOsung:

TE: 10mM Tris-HCI, pH 8,0, ImM EDTA

2.2.2.10 Synthese, Amplifikation und Préaparation von RNA und DNA fiur die

Mikroinjektion in Hydractinia echinata

Die Mikroinjektion ist eine erfolgreiche Methode, um artfremde DNA oder RNA in eine
Oozyte einzubringen und wurde im Rahmen dieser Arbeit zur Erzeugung transgener

Hydractinia echinata eingesetzt.

2.2.2.10.1 Synthese von sense-mRNA

Die Synthese von sense-mRNA fur die Mikroinjektion erfolgte mit dem mMESSAGE
MMACHINE® T7 ULTRA Kit nach den Angaben des Herstellers. Die zur Transkription
eingesetzte DNA-Matrize war ein PCR-Fragment, das die Promotorsequenz der T7-RNA-
Polymerase enthielt. Die RNA wurde im Anschluss aufgereinigt (s. 2.2.2.3.5) und bei -80°C
gelagert.

2.2.2.10.2 Schnelle Amplifikation und Praparation von DNA-Fragmenten mit
Uberhéangenden DNA-Enden

Die Amplifikation eines transgenen DNA-Konstrukts fir die Mikroinjektion erfolgte mithilfe
einer PCR aus Plasmid-DNA. Dieses transgene DNA-Konstrukt bestand aus einer

5 regulatorischen Region- und 3 regulatorischen Region eines Genes sowie dem Reportergen
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enhanced GFP (eGFP) mit oder ohne einem Fusionsgen. Die in dieser Arbeit neu entwickelte
Methode um schnell und viel DNA-Fragment flr eine Mikroinjektion herzustellen, wird nach-
folgend beschrieben. Das Prinzip dieser Methode ist die Amplifikation eines transgenen
DNA-Konstrukts aus Plasmid-DNA mithilfe von Primern, die eine Restriktionsschnittstelle
enthalten. Das transgene Reporterkonstrukt wird ohne den Replikationsstart, das Selektions-
gen und die vollstandige Klonierungsstelle amplifiziert. Die in dieser Amplifikation einge-
setzten Primerpaare besitzen eine Restriktionsschnittstelle fir das Enzym Apal oder Spel.
Diese Restriktionsenzyme erzeugen ein DNA-Fragment mit tberh&ngenden DNA-Enden. In
dieser Arbeit wurde, wenn nicht anders erwahnt, das Primerpaar mit der Restriktionsstelle fiir
Apal zur Amplifikation von DNA-Fragmenten fir die Mikroinjektion eingesetzt. Die PCR
wurde mit 3pl Plasmid-DNA (5ng/ul), 20ul 5X Phusion™ HF Buffer (7,5mM MgCly), 2ul
MgCl>  (50mM), 2ul dNTP-Mix (10mM), 0,5ul KSENDApalfwd (100pmol), 0,5ul
KSStartApalrev (100pmol/ul) und 1ul Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase (0,8u/ul) in
einem 100ul Reaktionsvolumen angesetzt. Es wurden 10 Reaktionen angesetzt und diese wie
unter 2.2.2.8.1 beschrieben modifiziert mit 20 Zyklen durchgefihrt. Im Anschluss wurden je
5 Reaktionen in ein 2ml Reaktionsgefald tberfihrt. Der Reaktionsansatz wurde mit 1/20 Vol.
5M NacCl, 3pl 200mM EDTA versetzt und gemischt. Es wurden 2,5 Vol. 100% EtOH hinzu-
gegeben und 6min bei 14.000rpm gefallt. Das Pellet wurde mit 1ml 70% EtOH gewaschen
und 1min zentrifugiert (14.000rpm). Anschlieend wurde das Pellet in 86ul Elutionspuffer
geldst und es folgte eine Restriktion (s. 2.2.2.1.3) mit 10ul 10X Puffer Blau und 4ul Apal
(10u/pl) in einem 100pl Reaktionsvolumen (.N.. Die Aufreinigung erfolgte wie unter
2.2.2.3.4.1 beschrieben. Die Konzentration des DNA-Fragments wurde bestimmt (s. 2.2.2.4)
und danach bei -20°C gelagert.

Losung:

Elutionspuffer: 10mM Tris-HCI, pH 8,0

2.2.2.10.3 Mikroinjektion

Zur Mikroinjektion kam sense-mRNA (s. 2.2.2.10.1) oder DNA-Fragment (s. 2.2.2.10.2). Es
wurde in befruchtete Eier von Hydractinia im Stadium der einsetzenden 1. Furchung und im
2-Zellstadium injiziert. Es wurden ca. 100pl DNA (1-2,5ug/pl) oder RNA (5-80ng/ul)
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eingesetzt. Die injizierten Embryonen wurden nach 24h mithilfe von Blaulicht-Anregung und
einem Binokular auf augenscheinliche Transgenitét analysiert. Die Embryonen, die eine GFP-
Fluoreszenz zeigten, wurden einzeln in eine Blockschale selektiert. Es folgte téglich ein
Austausch des Mediums mit frischem filtriertem Seewasser. Nach 72h wurden bei den nun
entwickelten Planulalarven die Metamorphose zu einem Primarpolypen auf einem Objekt-
trager ausgelost (s. 2.2.1.1). Die Priméarpolypen, die sich nach 24h gebildet hatten, wurden
taglich mit Nauplius-Larven von Artemia salina gefittert. Es fand ein taglicher Austausch des
Mediums mit frischem filtriertem Seewasser statt. Die Analyse und Dokumentation der
transgenen Hydractinia erfolgte mit den unter 2.1.7.1.2 genannten optischen Geraten.

2.2.2.11 Gelelektrophorese

Die DNA-Fragmente wurden abhé&ngig von der Fragmentléange in einem 0,8-1,5% Agarosegel
aufgetrennt. Die entsprechende Menge an Agarose wurde in 0,5XTBE-Puffer in der Mikro-
welle aufgekocht. AnschlieBend wurde Ethidiumbromid (Endkonzentration 0,5ug/ml) hinzu-
pippetiert und gut gemischt. Danach wurde diese in eine mit einem Kamm versehene
abgedichtete Gelkammer gefillt und nach der Polymerisation mit 0,5xTBE-Laufpuffer
uberschichtet. Die Proben wurden mit 1/5 Vol. 6x Probenpuffer versetzt, gemischt und in die
Geltaschen pipettiert. Die Elektrophorese und Auftrennung der DNA nach MolekulgroRe
erfolgte innerhalb eines Gleichstromfeldes bei 100 Volt. Die Ergebnisse wurden mithilfe des

Alphalmager® dokumentiert und ausgewertet.
Losungen:
6x Probenpuffer: 0,25% Bromphenolblau, 0,25% Xylencyanol FF, 15% Ficoll 400

10x TBE-Puffer: 0,9M Tris Base, 0,9M Borsdure, 20mM EDTA

2.2.2.12 Sequenzierungs-PCR, Sequenzierung und Sequenzanalyse

Die DNA-Sequenzierungen in dieser Arbeit beruhen auf dem von Sanger et al. (1977)

entwickelten Kettenabbruch-Verfahren.
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2.2.2.12.1 Sequenzierungs-PCR

Die Sequenzierungs-PCR wurde nach den Vorgaben des Protokolls vom Servicelabor des
Cologne Center for Genomics (Koln) durchgefiihrt. Es wurde das BigDye® Terminator v3.1

Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) fir die Sequenzierungs-PCR verwendet.

2.2.2.12.2 Sequenzierung

Die Aufreinigung und der Sequenzierungslauf der Proben der Sequenzierungs-PCR erfolgte

im Servicelabor des Cologne Center for Genomics (Kdln).

2.2.2.12.3 Sequenzanalyse

Die Analyse der Sequenzierungsdaten erfolgte mit dem Programm Chromas LITE Version
2.1. Die genaueren Analysen und Charakterisierungen der DNA- und Aminosauresequenzen
wurden mit den in Tabelle 12 aufgefihrten Programmen und Datenbanken im Internet

durchgefiihrt.
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3. Ergebnisse

3.1 Etablierung einer neuen Methode ermdglicht in vivo-Expressionsstudien von

Reportergenkonstrukten mit einer hoheren Transfektionseffizienz

In anfanglichen Arbeiten im Labor konnten mithilfe von Elektroporation und Mikroinjektion
zum ersten Mal transgene Hydractinia erzeugt werden (personliche Mitteilung K. Hensel und
Prof. Dr. G. Plickert, 2008). Die Versuche wurden mit einer zirkuldren Plasmid-DNA des
Expressionskonstrukts HsActinPromotorGFPAEcoRI (pAct-1:51Act-eGFP) von Dr. R. Heier-
mann durchgefuhrt. Dieses Reporterkonstrukt enthélt die 5regulatorische Region mit dem
codierenden Bereich der ersten 51AS des Aktinl aus Hydractinia symbiolongicarpus (H.
symbiolongicarpus) und ist das Ortholog von HeAktinl. Die Analyse der transgenen Tiere
mittels Elektroporation zeigte eine geringe Transfektionseffizienz und eine erh6hte Mortalitat
in der Embryonalentwicklung. Im Vergleich dazu war in den durch Mikroinjektion erzeugten
transgenen Hydractinia eine héhere Transfektionseffizienz, aber kein negativer Einfluss auf

die Mortalitat bzw. die Entwicklung zu beobachten (Diplomarbeit Katrin Hensel, 2009).

In weiterflhrenden Arbeiten konnte durch die Mikroinjektion von linearisiertem transgenen
DNA-Fragment die Transfektionseffizienz erfolgreich verbessert werden. Dieses Resultat
wurde mit einer modifizierten Variante des HsActinPromotorGFPAEcoRI erzielt. Diese
Variante enthielt zwei flankierende Restriktionsschnittstellen der Meganuklease I-Scel. Trans-
gen-DNA-Fragmente mit Uberhdngenden DNA-Enden nach I-Scel-Restriktion flhrten in
Einzelféllen zu einer stabilen Transfektion bis ins postmetamorphe Stadium von Hydractinia.
Auch eine Integration ins Genom konnte nachgewiesen werden (Diplomarbeit Markus Bause,
2010).

In der vorliegenden Arbeit wurde die aufgestellte Hypothese aus diesem Ergebnis, dass ein
linearisiertes DNA-Fragment ohne die spezifischen Plasmid-Gensequenzen eine stabilere
Transfektion und Integration ins Genom von Hydractinia ermdglicht (Etchberger und Hobert,
2008), aufgegriffen.
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In Rahmen dieser Arbeit konnte eine neue effektive Methode (,,Schnelle Amplifikation und
Préparation von DNA-Fragmenten mit Gberhangenden DNA-Enden*) entwickelt werden mit
der schnell und viel DNA-Fragment fiir die Mikroinjektion erzeugt werden kann. Eine detail-
lierte Durchfuhrung ist unter 2.2.2.10.2 beschrieben. Das Grundprinzip dieser Methode beruht
auf der Amplifikation eines transgenen Reporterkonstrukts aus Plasmid-DNA mithilfe von
Primern, die eine spezifische Restriktionsschnittstelle enthalten. Die zur Restriktion eingesetz-
ten spezifischen Restriktionsenzyme erzeugten ein Transgen-enthaltendes DNA-Fragment mit
uberhangenden DNA-Enden. Die DNA-Fragmente wurden ohne die spezifischen Plasmid-
Gensequenzen fur den Replikationsstart, das Selektionsgen und die vollstdndige Klonierungs-
stelle amplifiziert. Das transgene Reporterkonstrukt enthielt die 5°- und 3 regulatorischenen
Regionen eines Genes, die das Reportergen eGFP mit oder ohne ein Fusionsgen flankierten.
Die in dieser Arbeit erstellten Reportergenkonstrukte wurden aus den Ursprungskonstrukten
HsActinPromotorGFPAEcoRI und HsActinPromotorGFPASpHI von Dr. R. Heiermann

modifiziert.

Mittels der Mikroinjektion von transgenem DNA-Fragment in befruchtete Eier von
Hydractinia, die im Stadium der einsetzenden 1. Furchung und im 2-Zellstadium (s.
2.2.2.10.3) waren, konnten erfolgreich transgene Tiere erzeugt werden. Es wurde in vergleich-
enden Versuchen nachgewiesen, dass die linearisierten DNA-Fragmente mit Gberhdngenden
DNA-Enden eine sehr hohe Transfektionseffizienz hatten. Im Unterschied dazu konnte mit
der zirkuldaren Plasmid-DNA desselben Reporterkonstrukts eine sehr geringe Transfektions-
effizienz erzielt werden. In den meisten Féllen wurde keine eGFP-Expression oder nur in
wenigen Zellen beobachtet. Zudem wurde in den mit der zirkuldren Plasmid-DNA injizierten

Versuchstieren eine hohere Mortalitdt beobachtet.

Zusammenfassend kann anhand dieser Ergebnisse geschlussfolgert werden, dass ein Transgen
ohne die spezifischen Plasmid-Gensequenzen eine hoéhere Transfektion in Hydractinia er-
maoglicht. In den nachfolgend beschriebenen in vivo-Expressionsstudien konnte diese fiir
Hydractinia neu entwickelte Methode entscheidend zum Gewinn neuer Erkenntnisse bei-

tragen.
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3.2 Hydractinia weist mehrere Aktin-Gene auf, deren Proteinkodierungen nahezu

identisch sind

Ausgehend von zwei bekannten HeAktin-Teilsequenzen konnten mittels Splinkerette-PCR im
Genom von Hydractinia vier Aktin-Gene identifiziert werden. Der Vergleich der Nuklein-
séuresequenz eines der isolierten Gene mithilfe des BLAST-N-Programms auf NCBI zeigte
die hochste Homologie mit einem E-Value von Null und einer maximalen Identitat von 94%
zu dem Nicht-Muskelaktin-Gen Aktinl (HM370516.1) aus H. symbiolongicarpus. Das
isolierte Gen wird aufgrund dessen als Aktinl aus Hydractinia (HeActl) bezeichnet. Die drei
anderen isolierten Aktin-Gene werden entsprechend als HeAktinll (HeActll), HeAktinlll
(HeActlll) und HeAktinlV (HeActlV) benannt.

Mithilfe weiterer PCRs konnten die fehlenden Sequenzinformationen vervollstandigt und
infolgedessen die 5° und 3'regulatorischen Regionen den Aktin-Genen HeActl, -1l und -I1I
zugeordnet werden (Sequenzen s. Anhang; 7.1.1-7.1.3). Die Nukleinsduresequenz des Gen
HeActlV (Sequenz s. Anhang; 7.1.4), die einen Teil des 3'regulatorischen Bereich sowie des
codierenden Bereichs enthalt, konnte nicht weiter vervollstandigt werden. Die Analyse der
Nukleinsauresequenz von HeActlV zeigte, dass die 3 regulatorische Region unterschiedlich ist
zu den Aktin-Genen HeActl-111 trotz einer identischen Aminosduresequenz. Die drei Aktin-
Gene HeActl, -11 und -111 weisen ebenfalls unterschiedliche Nukleinsduresequenzen in den 5°-
und 3’regulatorischen Regionen auf, wenn gleich die Aminosauresequenzen bis auf eine AS
identisch sind, wie im Proteinvergleich in Abb. 2 zu sehen. Das Ergebnis beweist, dass es sich

um vier unterschiedliche Aktin-Gene aus Hydractinia handelt.

Die einzige Varianz in den Aminosauresequenzen der Aktine HeActl, -1l und -111 ist die AS
Serin anstelle eines Alanins an der Position 273 des HeActlll (s. Abb. 2). Ein Proteinver-
gleich mithilfe des BLAST-P-Programms auf NCBI zeigte, dass an dieser Position eine
Varianz selten und die AS Alanin konserviert ist. Das Aktin eines anderen Cnidariers
Chrysaora quinquecirrha aus der Klasse der Scyphozoa hat beispielsweise ebenfalls ein Serin

an dieser Position in der Aminoséuresequenz (NCBI: AFS65047.1).

HeActI MADDDVAALVVDNGSGMCKAGFAGDDAPRAVFPSIVGRPRHQGVMVGMGQKDSYVGDEAQ 60
HeActII MADDDVAALVVDNGSGMCKAGFAGDDAPRAVFPSIVGRPRHQGVMVGMGQKDSYVGDEAQ 60

HeActIII MADDDVAALVVDNGSGMCKAGFAGDDAPRAVFPSIVGRPRHQGVMVGMGQKDSYVGDEAQ 60
e e e e e e e e e ke e e e e e e e e ek gk gk ko ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok o o o o o o ok ok ok ke ke ke
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HeActI SKRGILTLKYPIEHGIVTNWDDMEKIWHHTFYNELRVAPEEHPVLLTEAPLNPKANREKM 120
HeActII SKRGILTLKYPIEHGIVTNWDDMEKIWHHTFYNELRVAPEEHPVLLTEAPLNPKANREKM 120

HeActIII SKRGILTLKYPIEHGIVTNWDDMEKIWHHTFYNELRVAPEEHPVLLTEAPLNPKANREKM 120
hkkhkhkkkhkhkhkhkhhkhhkhkhkhkhhhhhkhkhkhhkhhkhkhkhkhhhkhkhkhkhhkhkkhkhhkkkkkhhkkkk

NES-1
HeActI TQIMFETFNSPAMYVAIQAVLSLYASGRTTGIVLDSGDGVSHTVPIYEGYALPHAIIRLD 180
HeActII TQIMFETFNSPAMYVAIQAVLSLYASGRTTGIVLDSGDGVSHTVPIYEGYALPHAIIRLD 180

HeActIII TQIMFETFNSPAMYVAIQAVLSLYASGRTTGIVLDSGDGVSHTVPIYEGYALPHAIIRLD 180
dhkhkhkhkkdhhhkhkhkhkkhhhkhkhkhkkhhhkhkhkkkhhkhkhkhkkkhhkhhkhkkhhhkhhkhkkhhhkhkkkkhhkhhk

NES-2
HeActI LAGRDLTDYLMKILTERGYSFTTTAEREIVRDIKEKLAYVALDFEQEMQTAASSSSLEKS 240
HeActII LAGRDLTDYLMKILTERGYSFTTTAEREIVRDIKEKLAYVALDFEQEMQTAASSSSLEKS 240

HeActIII LAGRDLTDYLMKILTERGYSFTTTAEREIVRDIKEKLAYVALDFEQEMQTAASSSSLEKS 240
Fdkdkdkkkkkkkkkkdkdkdkdkdkdkhkhkhkhkhhhhhxxxxkkk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok o o o ok ok ok ok ook ok ok ok

HeActI YELPDGQVITIGNERFRCPETLFQPSFIGMESAGIHETTYNSIMKCDVDIRKDLYANTVL 300
HeActIl YELPDGQVITIGNERFRCPETLFQPSFIGMESAGIHETTYNSIMKCDVDIRKDLYANTVL 300
HeActIII YELPDGQVITIGNERFRCPETLFQPSFIGMESSGIHETTYNSIMKCDVDIRKDLYANTVL 300

khkkkkkkhkhkhkkhhkhkhkhkhkhhkhkhkkhhhkhkhkhkhhkhkdhk:khkhkhkkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkhkkkkhkkk

HeActI SGGTTMFPGIADRMQKEISALAPPTMKIKIIAPPERKYSVWIGGSILASLSTFQOMWISK 360
HeActIl SGGTTMFPGIADRMQKEISALAPPTMKIKIIAPPERKYSVWIGGSILASLSTFQOMWISK 360

HeActIII SGGTTMFPGIADRMQKEISALAPPTMKIKIIAPPERKYSVWIGGSILASLSTFQOMWISK 360
dokokokokokokokokok ko d ok ke ok ke ok ok ok ok ke ok ok ke ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok

HeActI QEYDESGPSIVHRKCF 376
HeActII QEYDESGPSIVHRKCF 376

HeActIII QEYDESGPSIVHRKCF 376
Kk kkokkkdkokkkkkokok

Abb. 2: Aminosauresequenzvergleich der Beta-Aktine HeActl, -1l und -IIl. He
(Hydractinia echinata), HeActl (HeAktinl), HeActll (HeAktinll), HeActlll (HeAktinlll) und NES
(nuclear export signal). Die Nukleotid-bindende Domane der Zuckerkinase/HSP70/Aktin-Superfamilie
ist dunkelgrau gekennzeichnet. Die Aminosduresequenz ist am rechten Rand durchnummeriert. Die
potentiellen NES-1- und NES-2-Sequenzen (Wada et al., 1998) sind rot dargestellt.

Die HeActl, -1l und -11l zeigen den flr Aktin-Proteine charakteristischen Aufbau mit einer
Nukleotid-bindenden Doméne (NBD, nucleotide-binding domain) und zwei Kernexport-
signalen (NES, nuclear export signal) (s. Abb. 2). Die NBD ist kennzeichnend fur die
Proteine der Zuckerkinase/HSP70/Aktin-Superfamilie und veréndert durch Nukleotid-Hydro-
lyse den Konformationszustand des Aktins (Hurley, 1996). Im Endbereich der NBD ist das
NES-1 (AS 171-182), das erste der beiden potentiellen nukledren Exportsignale fiir Aktin
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(Wada et al., 1998), lokalisiert. In einem Abstand von 29 AS ist das zweite mdgliche Kern-
exportsignal (NES-2, AS 212-223) zu identifizieren.

Es existieren sechs verschiedene Aktin-Isoformen in den Vertebraten (Rubenstein, 1990). Der
Unterschied betragt in der Proteinsequenz bei keiner Isoform weniger als 93% (Perrin und
Ervasti, 2010). Die Klassifizierung der Aktin-lIsoform erfolgt in den AS des N-terminalen
Endes. Die drei Aktin-Gene HeActl, -1 und -111 konnten mithilfe eines Alignments im N-
terminalen Bereich mit sechs Aktin-Isoformen der Mammalia (modifiziert nach Perrin und
Ervasti, 2010) charakterisiert werden (s. Abb. 3).

HeAktin --D-D-D-M#-A-L-V-V-D-
Bzyto.-Aktin ---D-D-D-E®8-A-L-V-V-D-
vzyto.-Aktin ---E-E-E-@88-A-L-V-I-D-
“skeletal.-Aktin -D-E-D-E- -A-L-V-C-D-
kardial.-Aktin -D-D-E-E-[B88-A-L-V-C-D-
°glatt.-Aktin -E-E-E-D-S88l-A-L-V-C-D-
vglatt.-Aktin ---E-E-E-[@88-A-L-V-C-D-

Abb. 3: Vergleich der N-terminalen Enden der sechs Mammalia Aktin-Isoformen mit
dem entsprechenden N-terminalen Bereich des HeAct(l-111). He (Hydractinia echinata),
HeAktin (identischer N-terminaler Bereich der HeActl-111 (10 AS in der Position 3-12)), fzyto.-Aktin
(Beta-zytoplasmatisches Nicht-Muskelaktin), Yzyto.-Aktin (Gamma-zytoplasmatisches Nicht-Muskel-
aktin), *skeletal.-Aktin (Alpha-skelettales Muskelaktin), *kardial.-Aktin (Alpha-kardiales Muskelaktin)
und Yglatt.-Aktin (Gamma-glattes Muskelaktin). Die AS in gelb zeigen die gréRte Variabilitat inner-
halb und zwischen den Nicht- und Muskelaktin-Isoformen. Die AS-Reste in rot unterscheiden sich
vorwiegend zwischen den Nicht- und Muskelaktin-lsoformen. Die tiirkisen AS variieren zwischen der
zytoplasmatischen - und y-Aktin-lsoform. Die Abb. wurde modifiziert nach Perrin und Ervasti
(2010).

Diese drei Aktine aus Hydractinia sind eine zytoplasmatische Aktin-Isoform bzw. werden
auch als Nicht-Muskelaktin bezeichnet. Es existieren zwei nahezu identische zytoplasma-
tische Isoformen, die als Beta- und Gamma-Aktin bezeichnet werden. Diese beiden Nicht-
Muskelaktine unterscheiden sich nur in vier biochemisch &hnlichen AS, die in den zehn N-
terminalen Aminosaureresten (s. Abb. 3) zu finden sind (Perrin und Ervasti, 2010). Wie der
Vergleich der N-terminalen Region in Abb. 3 veranschaulicht, handelt es sich bei den Genen

HeActl, -11 und -1l um das zytoplasmatische Beta-Aktin (R-Aktin) von Hydractinia. Die
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einzige Varianz ist das Valin an Position 4 von HeActl, -1l und -I11 anstelle eines Isoleucins
wie im Mammalia R-Aktin. Dieser Austausch der biochemisch dhnlichen AS ist, wie ein
Proteinvergleich mithilfe des BLAST-P-Programms auf NCBI zeigte, auch bei der Beta-

Aktin-lIsoform anderer Organismen zu finden.

Die Auswertung der Nuklein- und Aminosdauresequenzen erbrachte den Nachweis, dass es
sich bei den isolierten Genen um vier verschiedene Aktin-Gene aus Hydractinia handelt. Die
Gene HeActl, HeActll und HeActlll konnten als zytoplasmatisches Beta-Aktin klassifiziert
werden, wohingegen HeActlV aufgrund der fehlenden Sequenzinformation im N-terminalen

Bereichs nicht charakterisiert werden konnte.

3.3 Expressionsanalysen unter der Kontrolle der genregulatorischen Regionen
der Aktin-Gene HeActl, HeActll und HeActlll

3.3.1 HeActl ist ein schwach exprimiertes Aktin-Gen in Hydractinia

Die Reportergenkonstrukte HeActI51ASActeGFPHeEFlalpha und HeActl51ASActeGFP
(Sequenzen s. Anhang; 7.2.1.1 und 7.2.1.2) konnten in vivo zeigen, dass die 5°- und 3 regula-
torischen Regionen von HeActl (Sequenzen s. Anhang; 7.1.1.1 und 7.1.1.2) funktionell sind.
In diesen Konstrukten ist die 5 regulatorische Region von HeActl im Leserahmen fusioniert
mit dem codierenden Bereich der ersten 51 AS von HeActl, einer Klonierungskassette (bez.
als Notl-Klonierungskassette bzw. Notl-Cassette) und dem Reportergen eGFP gefolgt von
einer 3'regulatorischen Region. Die Transkription wird im HeActl51ASActeGFP-
HeEFlalpha durch die 3regulatorische Region von HeEFlalpha und im HeActI51ASAct-
eGFP durch die 3'regulatorische Region von HeActl beendet (s. Abb. 4).
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HeActl 51ASAct eGFP HeEFla
— S —
5°regul. Region + UTR NotlI-C. 3'UTR + regul. Region
HeActl 51ASAct eGFP HeActl
I B —
5°regul. Region + UTR Notl-C. 3'UTR + regul. Region

Abb. 4: Schematische Darstellung der Reportergenkonstrukte HeActI51ASActeGFP-
HeEF1lalpha (A) und HeActl51ASActeGFP (B). He (Hydractinia echinata), HeActl (HeAktinl),
51ASAct (codierender Bereich der ersten 51 AS von HeAktinl), eGFP (enhanced GFP), HeEFla
(HeElongationsfaktor 1 alpha), regul. Region (regulatorische Region), UTR (untranslatierte Region)
und Notl-C. (Notl-Cassette).

Mithilfe von HeActl51ASActeGFPHeEFlalpha und HeActlI51ASActeGFP wurden eGFP-
exprimierende transgene Hydractinia erzeugt. Die Analyse der Expressionsstudien zeigte,
dass beide Konstrukte schwach exprimiert wurden. In 24h alten Embryonen war eine eGFP-
Fuoreszenz verstreut in wenigen Zellen zu beobachten. In der weiteren Entwicklung bis hin
zur Planulalarve waren die eGFP-exprimierenden Zellen ausgepréagter im Entoderm und nur
vereinzelt im Ektoderm lokalisiert. Die Auswertung der Expressionen zeigte, dass die Trans-
genen eGFP nur gering und transient exprimierten. Die eGFP-Fluoreszenz war nach der
Metamorphose der Larven zum Primérpolypen nicht mehr nachweisbar. Ein weiterer Versuch
bestatigte erneut dieses Ergebnis der transient transgenen HeActl51ASActeGFP-Expression
mit dem Verlust der eGFP-Fluoreszenz wahrend der Metamorphose. Das HeActl ein Gen ist,
das auch im postmetamorphen Stadium von Hydractinia exprimiert wird, konnte in einer

Realtime-PCR nachgewiesen werden (personliche Mitteilung W. Tilmann, 2011).

Die Auswertung der Expressionen der Reportergenkonstrukte HeActl51ASActeGFP und
HeActI51ASActeGFPHeEF1alpha konnten zeigen, dass der HeActl-Promotor nur schwach in
Hydractinia aktiv ist. Seine Aktivitét ist wahrend der Entwicklung zur Planula ausgepragter

im Entoderm und nur schwach im Ektoderm zu finden.
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3.3.2 HeActlll ist nicht ubiquitar exprimiert

Die Funktionalitdt der 5°- und 3'regulatorischen Regionen von HeActlll (Sequenzen s.
Anhang; 7.1.3.1 und 7.1.3.2) konnte mithilfe der Expressionskonstrukte HeActlI151ASAct-
eGFPHydraTerm und HeActll151ASActeGFP (Sequenzen s. Anhang; 7.2.3.1 und 7.2.3.2) in
vivo gezeigt werden. In diesen Konstrukten ist die 5 regulatorische Region von HeActlll im
Leserahmen fusioniert mit dem codierenden Bereich der ersten 51 AS von HeActlll, der Notl-
Klonierungskassette und eGFP gefolgt von einer 3'regulatorischen Region. Die Trans-
kriptionstermination wird im HeActllI51ASActeGFPHydraTerm durch den Hydra-Aktin-
Terminator (Khalturin et al., 2007) und im HeActl1151ASActeGFP durch die 3 regulatorische
Region von HeActlll reguliert (s. Abb. 5).

HeActlll 51ASAct eGFP Hydra-Term.
—— S>>
5°regul. Region + UTR Notl-C. 3'UTR + regul. Region
HeActlll 51ASAct eGFP HeActlll
—— — )
5°regul. Region + UTR Notl-C. 3'UTR + regul. Region B

Abb. 5: Schematische Darstellung der Reporterkonstrukte HeActll151ASActeGFP-
HydraTerm (A) und HeActll151ASActeGFP (B). He (Hydractinia echinata), HeActlll
(HeAKktinlll), 51ASAct (codierender Bereich der ersten 51 AS von HeAktinlll), eGFP (enhanced GFP),
Hydra-Term. (Hydra-Terminator), regul. Region (regulatorische Region), UTR (untranslatierte
Region) und Notl-C. (Notl-Cassette).

Die Reportergenkonstrukte HeActll151ASActeGFPHydraTerm und HeActll151ASActeGFP
koénnen eGFP in transgenen Hydractinia zur Expression bringen. Die Auswertung der Expres-
sionsmuster zeigte, dass beide Konstrukte augenscheinlich gleich exprimiert werden. Eine
mosaikartige Verteilung von eGFP-exprimierenden Zellen war in 24h alten Embryonen
sichtbar. Die eGFP-Expression kann 48 Stunden nach der Befruchtung im Stadium der
Praplanula (Abb. 6A) und in der weiteren Entwicklung bis hin zur Planulalarve augen-
scheinlich in entodermalen Zellen beobachtet werden. Die Spezifizierung der Zelltypen im

Entoderm war durch die kontrastreiche eGFP-Fluoreszenz schwierig. In Abb. 6B sind in einer
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HeActl1151ASActeGFPHydraTerm-Larve mehrere eGFP-exprimierende Epithelzellen erkenn-

bar.

Abb. 6: Expressionsanalyse transgener HeActll1151ASActeGFP- und HeActl151ASAct-
eGFPHydraTerm-Hydractinia. (A) eGFP-Fluoreszenz-Aufnahme einer 48h alten HeActlI151AS-
ActeGFP-Praplanula. (B) eGFP-Expression in Epithelzellen einer HeActll151ASActeGFPHydraTerm-
Planulalarve.

Die HeActllI151ASActeGFP-Expression in den Larven war transient transgen. Die eGFP-
Fluoreszenz war nach der Metamorphose zum Primérpolypen nicht mehr zu detektieren. Mit
der Ausnahme von zwei transgenen Tieren, die eGFP in wenigen Zellen exprimierten. Die
eGFP-Expression war im postmetamorphen Stadium von Hydractinia ausschliefflich in den
Epithelzellen im Tentakel (s. Abb. 7A) und im Stolon zu erkennen. Dieses Ergebnis war
konnte auch in einem HeActll151ASActeGFPHydraTerm-exprimierenden Polypen beobachtet

werden, indem die eGFP-Fluoreszenz nur in Epithelzellen in den Tentakeln vorhanden war.
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Abb. 7: HeActll151ASActeGFP-Expression im Polypen. (A, B) Hellfeld- und eGFP-Fluores-
zenz-Aufnahme eines Polypens. eGFP-Expression in Epithelzellen im Tentakel.

Es konnten in den untersuchten Transgenen in keinem Entwicklungsstadium Nervenzellen be-
obachtet werden. Die Untersuchungen der Expressionen der Reporterkonstrukte HeActll151-
ASActeGFP und HeActll151ASActeGFPHydraTerm konnten zeigen, dass Aktin-Gen HeActll|

nicht ubiquitar in Hydractinia exprimiert wird.

3.3.3 HeActll wird ubiquitar in Hydractinia exprimiert

Die Teilsequenzen der 5°- und 3'regulatorischen Region (Sequenz s. Anhang; 7.1.2.1) des
unter 3.2 beschriebenen HeActll wurden auf potentielle regulatorische Elemente der Gen-
transkription untersucht. In den 5 regulatorischen Regionen sind keine der charakteristischen
regulatorischen Kontrollelemente der Gentranskription identifizierbar. Mithilfe einer 3’RACE
konnte der 3 nicht-translatierte Bereich in der 3 regulatorischen Region bestimmt werden. Im
3 nicht-translatierten Bereich vom Translationsstopcodon bis zum potentiellen Polyadeny-
lierungsstartpunkt konnten zwei der typischen Polyadenylierungssignale (Beaudoing et al.,
2000) bei nt 3484-3489 und 3618-3623 lokalisiert werden (Sequenz s. Anhang; 7.1.2.1).

Das Expressionskonstrukt HeActlI51ASActeGFP (Sequenz s. Anhang; 7.2.2.3) zeigt in vivo,
dass die 5°- und 3'regulatorischen Regionen von HeActll funktionell sind. Dieses Genkon-

strukt konnte eGFP in transgenen Hydractinia erfolgreich exprimieren. Die 5°- und 3'regula-

70



Ergebnisse

torischen Regionen flankieren im Konstrukt das Reportergen eGFP. In diesem wurde der
5 regulatorische Region folgend der codierende Bereich der ersten 51 AS von HeActll und die

Notl-Klonierungskassette im Leserahmen mit dem eGFP fusioniert (s. Abb. 8).

HeActll 51ASAct eGFP HeActll

I S

5°regul. Region + UTR Notl-C. 3'UTR + regul. Region

Abb. 8: Schematische Darstellung des Expressionskonstrukts HeActl151ASActeGFP. He
(Hydractinia echinata), HeActll (HeAktinll), 51ASAct (codierender Bereich der ersten 51 AS von
HeAktinll), eGFP (enhanced GFP), regul. Region (regulatorische Region), UTR (untranslatierte
Region) und Notl-C. (Notl-Cassette).

Die ersten Zellen mit einer HeActlI51ASActeGFP-Expression waren 10h nach der Injektion
detektierbar (Bachelorarbeit Diana Gerards, 2010). In 24h alten Embryonen sind die eGFP-
exprimierenden Zellen mosaikartig verstreut. Es war aufgrund der starken eGFP-Expression
nicht moglich einzelne Zelltypen zu spezifizieren. In der weiteren Entwicklung waren nach
48h im anterioren Bereich der Préplanula in Abb. 9A mehrere sensorische Nervenzellen (s.
weille Pfeilspitzen) zu erkennen. Die eGFP-exprimierenden Zellen waren entlang der
anterior-posterioren Korperachse verteilt. Ektodermal konnten vereinzelte Zellen beobachtet
werden. Die meisten Zellen waren im Entoderm lokalisiert. Der Zelltyp der ekto- und ento-
dermalen Zellen war nicht zu bestimmen. In diesem Entwicklungsstadium und auch in der
weiteren Entwicklung waren eGFP-exprimierenden Zellen ohne eine sichtbare Polaritét

zufallig verteilt.
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Abb. 9: Expressionsanalyse transgener HeActlI51ASActeGFP-Hydractinia. (A) eGFP-
markierte sensorische Nervenzellen (s. weifle Pfeilspitzen) in der apikalen Region einer 48h alten
Préplanula. (B) 72h Planulalarve. eGFP-Expression verteilt im ganzen Tier. (C) Teilansicht der Larve
aus (B) in einer anderen Perspektive. Eine Vielzahl eGFP-exprimierender sensorischer Nervenzellen
in der apikalen Region und im anterioren Bereich.

Die Spezifizierung der einzelnen Zelltypen in den Stadien der Embryonalentwicklung bis hin
zur Planulalarve war aufgrund der kontrastreichen eGFP-Fluoreszenz schwierig. In Abb. 9B
ist eine Planulalarve exemplarisch gezeigt. In der Teilsansicht dieser Larve sind eine Vielzahl
eGFP-exprimierender sensorischer Nervenzellen gut in der apikalen Region und im
anterioren Bereich (s. Abb. 9C) zu erkennen. Die weiteren eGFP-markierten Zellen posterior

zum Schwanz waren schwer zu spezifizieren (s. Abb. 9B).
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Es konnten in den Transgenen neben I-Zellen auch verschiedene 1-Zellderivate, wie z.B. ekto-
und entodermale Epithelzellen sowie sensorische und ganglionische Neuronen, identifiziert
werden. Die HeActlI51ASActeGFP-exprimierenden Larven waren transient transgen. Die
eGFP-Fluoreszenz war nach der Metamorphose zum Primarpolypen oder nach wenigen
Tagen im Polypen-Stadium nicht mehr nachzuweisen. In wenigen Féllen zeigten Polypen eine
persistente eGFP-Expression im adulten Stadium von Hydractinia. Die eGFP-exprimierenden
Zellen waren mosaikartig verstreut in allen Korperstrukturen im postmetamorphen Stadium
zu beobachten. Es waren eGFP-markierte 1-Zellen und I-Zellderivate in den Transgenen
erkennbar, wie beispielsweise in den Stolonen des Primarpolypens in Abb. 10B zu sehen. In
den ekto- und endodermalen Epithelzellen des Tentakels war das Fusionsprotein
51ASActeGFP mit dem kortikalen endogenen Aktin des Zytoskeletts assoziiert, wie in den
Epithelzellen in Abb. 10C zu erkennen. Die zytoplasmatischen Féden (s. weille Pfeilspitzen)
an denen der Zellkern in der Zelle aufgehéngt ist, sind ebenfalls durch die Anlagerung des

Fusionsproteins sichtbar.

Neben diesen epidermalen Epithelzellen konnten im Tentakel auch zwei weitere in
Hydractinia vorkommende Zelltypen spezifiziert werden. Die eGFP-Fluoreszenz war in den
sensorischen Nervenzellen und Nematozyten detektierbar. In den Nematozyten im Tentakel
konnte man sehr gut die Nematocysten erkennen, die frei von eGFP waren. In den Stolonen
wurde auch ein weiterer in Hydractinia vorkommender Nervenzelltyp, eGFP-exprimierende
ganglionische Nervenzellen identifiziert. Es konnten bipolare Nervenzellen im Stolon des
Polypen und in der Larve mit einer Lange von mindestens 250um beobachtet werden (Kiinzel
et al., 2010).

Die in vivo-Expressionsstudien des Reportergenkonstrukt HeActl151ASActeGFP zeigen, dass
das Gen HeActll ubiquitdr in Hydractinia exprimiert wird. Dieses Konstrukt gibt erstmals in
vivo einen neuen Einblick in die komplexe Gestaltung des Nervensystems in Hydractinia
(Kinzel et al., 2010).
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Abb. 10: HeActlI51ASActeGFP-Expression im Priméar- und Polypen-Stadium von
Hydractinia. (A, B) Hellfeld- und eGFP-Fluoreszenz-Aufnahme der Stolone eines Primérpolypens.
eGFP-Expression in I-Zellen (s. roter Kreis) und I-Zellderivate. (C) eGFP-markierte Epithelzellen in
einem Tentakel. Das Fusionsprotein 51ASActeGFP ist mit dem kortikalen endogenen Aktin des Zyto-
skeletts und den zytoplasmatischen Faden (s. weille Pfeilspitzen) assoziiert.
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3.3.3.1 Die Verkurzung der stromaufwarts gelegenen 5 regulatorischen Region

fuhrt zu keiner Veranderung der genspezifischen HeActll-Expression

In der von mir mitbetreuten Bachelorarbeit von Diana Gerards (2010) wurde die stromauf-
warts gelegene 5°regulatorische Region von HeActll im Expressionskonstrukt HeActl151AS-
ActeGFP von 1978 Basenpaare (bp) auf 607 bp verkirzt. Das Deletionskonstrukt HeActl (607
bp)51ASActeGFP unterscheidet sich zu dem in 3.3.3 beschriebenen nur in der kiirzeren
5 regulatorischen Region des HeActll (s. Abb. 11).

HeActll 51ASAct eGFP HeActll

E— @)
5°regul. Region + UTR NotlI-C. 3'UTR + regul. Region A
HeActl 51ASAct eGFP HeActll
N )
5°regul. Region + UTR Notl-C. 3'UTR + regul. Region B

Abb. 11: Schematische Darstellung des Expressionskonstrukts HeActl151ASActeGFP
(A) und des Deletionskonstrukts HeActl1(607 bp)51ASActeGFP (B). He (Hydractinia
echinata), HeActll (HeAktinll), 51ASAct (codierender Bereich der ersten 51 AS von HeAktinll), eGFP
(enhanced GFP), regul. Region (regulatorische Region), UTR (untranslatierte Region) und Notl-C.
(Notl-Cassette).

Die Analyse der Expressionsstudien zeigt, dass diese Deletion keinen Einfluss auf die Expres-
sion von HeActll hat. Die verkirzte 5'regulatorische Region treibt die Expression in den-
selben Zelltypen wie die langere 5'regulatorische Region des HeActll im Reportergenkon-
strukt HeActl151ASActeGFP (Bachelorarbeit Diana Gerards, 2010).

3.3.3.2 Die 3'regulatorische Region hat keine Funktion in der Regulation der

spezifischen Genexpression von HeActl |l

Es konnte durch die Reporterkonstrukte HeActlI51ASActeGFPHydraTerm und
HeActlI51ASActeGFPHeEFlalpha (Sequenzen s. Anhang; 7.2.2.1 und 7.2.2.2) gezeigt
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werden, dass die 5'regulatorische Region von HeActll entscheidend fur die genspezifische
Expression von HeActll ist. Im Unterschied zu dem in 3.3.3 beschriebenen HeActlI51AS-
ActeGFP wurde in diesen Genkonstrukte das eGFP nicht mit der 3'regulatorischen Region
von HeActll fusioniert (s. Abb. 12). Die Termination der Transkription erfolgt im HeActl151-
ASActeGFPHydraTerm durch den Hydra-Aktin-Terminator (Hydra-Term.; Khalturin et al.,
2007) und im HeActlI51ASActeGFPHeEF1lalpha durch die 3'regulatorische Region von
HeEFlalpha.

HeActll 51ASAct eGFP Hydra-Term.
E— >Em)
5°regul. Region + UTR NotlI-C. 3'UTR + regul. Region
HeActll 51ASAct eGFP HeEFla
E— S B
5°regul. Region + UTR NotlI-C. 3'UTR + regul. Region

Abb. 12: Schematische Darstellung der Reportergenkonstrukte HeActl151ASActeGFP-
HydraTerm (A) und HeActlI51ASActeGFPHeEFlalpha (B). He (Hydractinia echinata),
HeActll (HeAktinll), 51ASAct (codierender Bereich der ersten 51 AS von HeAktinll), Hydra-Term.
(Hydra-Terminator), HeEF 1o (HeElongationsfaktor 1 alpha), eGFP (enhanced GFP), regul. Region
(regulatorische Region), UTR (untranslatierte Region) und Notl-C. (Notl-Cassette).

Mit beiden Konstrukten konnte eGFP erfolgreich exprimiert werden. Neben vorwiegend ekto-
und entodermal eGFP-exprimierenden Epithelzellen waren auch einzelne 1-Zellderivate in
den Planulalarven zu beobachten. In Abb. 13A ist in einer HeActlI51ASActeGFPHydraTerm-
exprimierenden Larve eine Vielzahl eGFP-markierter Epithelzellen verteilt Gber den Korper
sichtbar. In deren apikalen Region ist eine eGFP-exprimierende sensorische Nervenzelle (s.
weilde Pfeilspitze) sichtbar. Mehrere eGFP-markierte sensorische Nervenzellen (s. rote Pfeile
in Abb. 13B) waren im apikalen Bereich einer HeActlI51ASActeGFPHeEF1alpha-transgenen

Planulalarve lokalisiert.
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Abb. 13: Expressionsanalyse transgener HeActlI51ASActeGFPHydraTerm- und
HeActl151ASActeGFPHeEFlalpha-Larven. (A) eGFP-Expression in einer HeActlI51ASAct-
eGFPHydraTerm-transgenen Planulalarve. Sensorische Nervenzelle (s. weilRe Pfeilspitze) im apikalen
Bereich und eine Vielzahl Epithelzellen verteilt tiber den Kdrper. (B) eGFP-exprimierende sensorische
Nervenzellen (s. rote Pfeile) in der apikalen Region (HeActlI51ASActeGFPHeEF1alpha).

In einer detaillierten Analyse waren unter dem Mikroskop in einem HeActlI51ASActeGFP-
HydraTerm-exprimierenden Gastrozooiden verschiedene eGFP-markierte Zellderivate der I-
Zellen zu sehen. In diesem Gastrozooid war die eGFP-Fluoreszenz vermehrt in Epithel-
muskelzellen, wie exemplarisch im Hypostom-Bereich in der Abb. 14A zu sehen. Im Gastral-
bereich in Abb. 16B sind die Zellfortséatze (s. rote Pfeilspitzen) einer ganglionischen Nerven-
zelle, die zwischen mehreren Epithelmuskelzellen gelegen ist, zu erkennen. Diese Nervenzelle
innervierte in den Tentakel und verlief Uber den Gastralraum nach basal in Richtung des
FuBbereichs des Polypen. In der Abb. 16C ist ein Verband von Epithelmuskelzellen zu sehen.
Die Muskelfortsatze waren zwei- und mehrfach verzweigt. Es konnten im adulten Polypen

auch eGFP-markierte Nematozyten beobachtet werden.
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Abb. 14: Expression des Transgens HeActl151ASActeGFPHydraTerm im Gastrozooid.
(A) eGFP-Fluoreszenz in Epithelmuskelzellen im Hypostom. (B) Zellfortsatz einer eGFP-
exprimierenden ganglionischen Nervenzelle (s. rote Pfeilspitzen) im Gastralbereich zwischen
mehreren Epithelmuskelzellen gelegen. (C) eGFP-Fluoreszenz-Aufnahme. Verband von Epithel-
muskelzellen mit zwei- und mehrfach verzweigten Muskelfortsatzen.

Die Auswertung der Expressionsmuster von HeActlI51ASActeGFPHydraTerm und
HeActl151ASActeGFPHeEFlalpha zeigt, dass diese beiden Reportergenkonstrukte in den-
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selben Zelltypen wie HeActlI51ASActeGFP exprimiert werden. Die genspezifische Regula-

tion von HeActll erfolgt nicht in der 3'regulatorischen Region.

Anhand dieses Ergebnisses kann der Schluss gezogen werden, dass die spezifische Expression
von HeActll in der 607 bp langen 5 regulatorischen Region reguliert wird, die ausreichend ist

um die genspezifische HeActll-Expression zu treiben (s. 3.3.3.1).

3.4 Charakterisierung des Homologs von EFlalpha aus Hydractinia

In einer 5°- und 3’'RACE-PCR konnte ausgehend von zwei bekannten HeEFlalpha (HeElon-
gationsfaktor 1 alpha)-Teilsequenzen (J. Schmich, NCBI: AY949981 und AY949982) das 5'-
und 3'Ende des Homologs von EFlalpha aus Hydractinia isoliert werden. Die fehlende
Sequenzinformation zwischen diesen beiden Fragmenten wurde in einer weiteren PCR ver-
vollstandigt. Die zusammengesetzte Gesamtsequenz des Gens ist 1697 bp lang und codiert fur
ein Protein mit einer Lange von 465 AS (Sequenz s. Anhang; 7.1.5.1). Einer 178 bp langen
5’untranslatierten Region folgt ein offenes Leseraster von 1395 bp. In der 111 bp langen
3'untranslatierten Region mit einem Poly(A)-Schwanz beginnend bei nt 1685 sind flnf
mdgliche Polyadenylierungssignale (Beaudoing et al., 2000) an den Positionen nt 1586-1591,
1613-1618, 1630-1635, 1647-1652 und 1667-1672 vorhanden (Sequenz s. Anhang; 7.1.5.1).

Das EFla-Homolog aus Hydractinia zeigt den charakteristischen Aufbau eines GTP-
bindenden Proteins. Es besitzt die fir die Mitglieder der GTP-bindenden-Elongationsfaktor-
Familie typischen strukturellen drei Doménen. Diese werden als Domane | (GTP-bindende
Doméne), Domane 11 und Domane 111 bezeichnet (Ejiri, 2002) und sind schematisch in Abb.
15 dargestellt.

In der N-terminalen Region liegt der charakteristische GTP-bindende Bereich, der in EFla-
Proteinen sehr hoch konserviert ist (Dever et al., 1987; Woolley und Clark, 1989) wie der
Sequenzvergleich im Bereich der GTP-bindenden Doméne zeigt (s. Anhang; 7.1.5.2, Abb.
69). Im N-terminalen Bereich des HeEFlalpha konnten in der konservierten charakter-
istischen GTP-bindenden Domane die fur G-Proteine typischen Konsensussequenzen
GxxxxGKS (Motiv | oder Motiv G-1), DxxG (Motiv Il oder Motiv G-3) und NKxD (Motiv
Il oder Motiv G-4) identifiziert werden (s. Schematische Darstellung in Abb. 15). Diese

Motive sind fiur die Bindung von GTP verantwortlich (Dever et al., 1987; Ejiri, 2002).
79



Ergebnisse

Motiv Il
94- DAPG -97

112 \( 246 338 465
/K /K 242 335 441

17- GHVDSGKS -24 156- NKID -159
Motiv | Motiv I11

Abb. 15: Schematische Darstellung der Proteinstrukur des HeEFlalpha. Die Zahlen kenn-
zeichnen die Position der AS im Protein. Die GTP-bindende Domaéne ist hellgrau dargestellt und das
Motiv I, 11 und Il sind rot sowie die AS der Motive schwarz hervorgehoben. Die Doméne Il ist griin
und die Domane 111 rot gekennzeichnet.

Der Proteinsequenzvergleich der Doméne Il und der C-terminalen Domane Il zeigt, dass
diese im HeEFlalpha konserviert sind (s. Anhang; 7.1.5.3, Abb. 70). In den beiden Domanen
erfolgt die Bindung geladener tRNA (Nissen et al., 1995; Wang et al., 1997).

Die Auswertung der Proteinstruktur und der Sequenzvergleiche erbrachte den Nachweis, dass

es sich bei dem isolierten Gen um das EFlalpha-Homolog aus Hydractinia handelt.

3.4.1 HeEFlalpha zeigt eine ubiquitare Expression in Hydractinia

Aus dem Genom von Hydractinia wurden mittels Splinkerette-PCR Teilbereiche der 5°- und
3'regulatorischen Regionen von HeEFlalpha (Sequenzen s. Anhang; 7.1.5.4 und 7.1.5.5)
isoliert. In der 5 regulatorischen Region kann keine der charakteristischen regulatorischen
Kontrollelemente der Gentranskription identifiziert werden. Die 3'regulatorische Region ent-
halt im 3 nicht-translatierten Bereich vom Translationsstopcodon bis zum potentiellen Poly-
adenylierungsstartpunkt finf moégliche Polyadenylierungssignale (Beaudoing et al., 2000) an
den Positionen nt 13-18, 40-45, 57-62, 74-79 und 94-99 (Sequenz s. Anhang; 7.1.5.5).

Das Reporterkonstrukt HeEFlalpha51ASActeGFP (Sequenz s. Anhang; 7.2.4.1) konnte in

vivo zeigen, dass die 5°- und 3 regulatorischen Regionen von HeEF1lalpha funktionell sind.

Das Genkonstrukt kann eGFP in transgenen Hydractinia treiben. Im HeEFlalpha51AS-

ActeGFP flankieren die 5- und 3'regulatorischen Regionen das Reportergen eGFP. Der

5 regulatorischen Region folgt im Leserahmen der codierende Bereich der ersten 51 AS von
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HeActll und die Notl-Klonierungskassette fusioniert mit dem eGFP (s. Abb. 16). Im Unter-
schied zu der aus dem Genom isolierten 5'regulatorischen Region (nt 2949-2951, Sequenz s.
Anhang; 7.1.5.4) fehlt diese Region im Genkonstrukt mit den letzten drei stromaufwaérts-
gelegenen Nukleotide der untranslatierten Region vor dem Translationstart. Diese Varianz der
Sequenz des Translationsstartbereichs ist funktionell und hat keinen Effekt auf Initiation der

Translation.
HeEFla 51ASAct eGFP HeEFla
— o E—
5'regul. Region + UTR Notl-C. 3'UTR + regul. Region

Abb. 16: Schematische Darstellung des Expressionskonstruktes HeEFlalpha-
51ASActeGFP. He (Hydractinia echinata), HeEFla (HeElongationsfaktor 1 alpha), 51ASAct
(codierender Bereich der ersten 51 AS von HeAktinll), eGFP (enhanced GFP), regul. Region (regula-
torische Region), UTR (untranslatierte Region) und Notl-C. (Notl-Cassette).

Die ersten HeEFlalpha51ASActeGFP-exprimierenden Zellen konnten 11 Stunden nach der
Injektion beobachtet werden (Bachelorarbeit Diana Gerards, 2010). Die eGFP-Expression
war in 24h alten Embryonen (s. Abb. 17A) und auch in der weiteren Entwicklung mosaikartig
verteilt. Nach 28 Stunden (s. Abb. 17B) konnte die eGFP-Fluoreszenz mit dem Sichtbar-
werden der anterior-posterioren Achse in den Zellen des Ekto- und Entoderms lokalisiert
werden. Die eGFP-exprimierenden Zellen waren in diesem Stadium und auch in der weiteren
Entwicklung ohne eine polarisierte Anordnung zuféllig verstreut. In den einzelnen Entwick-
lungsstadien bis hin zur Planulalarve konnten einzelne Zelltypen aufgrund der starken eGFP-
Fluoreszenz nur schwer unter dem Stereomikroskop spezifiziert werden. Neben ekto- und
entodermalen eGFP-exprimierenden Epithelzellen waren noch Nervenzellen gut zu erkennen.
In einer detaillierten Analyse konnten unter dem Mikroskop in der Planulalarve 1-Zellen und
noch weitere I-Zellderivate mit eGFP-markiert detektiert werden. Es waren verschiedene Zell-
derivate der I-Zellen, wie z.B. Driusenzellen, Nematozyten und unterschiedliche Nervenzell-
typen von Hydractinia, zu identifizieren. Dieses sind die eGFP-exprimierenden sensorischen
und ganglionischen Neuronen. Das Expressionskonstrukt HeEFlalpha51AsActeGFP wird

wie auch HeActlI51ASActeGFP ubiquitar exprimiert. Diese beiden Genkonstrukte erlauben
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erstmals in vivo Einblicke in den vielféaltigen Aufbau und die Entstehung des Nervensystems
in Hydractinia (Kunzel et al., 2010).

Abb. 17: Expressionsanalyse transgener HeEFlalpha51ASActeGFP-Hydractinia. (A, B)
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eGFP-Fluoreszenz-Aufnahme von 24h - (A) und 28h alten Embryonen (B). (C) eGFP-markierte sen-
sorische Nervenzellen (vier exemplarisch durch weil3e Pfeilspitzen gekennzeichnet) in der apikalen
sensorischen Furche des anterioren Bereichs einer Planulalarve. (D) In der Detailaufnahme zu (C) ist
eine sensorische Nervenzelle (s. weilRe Pfeile) zu erkennen. Diese ist mit einer ganglionischen Nerven-
zelle verschaltet ist. Der Zellfortsatz (s. rote Pfeilspitzen in (C) und (D)) dieser bipolaren Nervenzelle
verlauft nach posterior.

Die HeEFlalpha51ASActeGFP-exprimierenden Nervenzellen zeigten eine Vernetzung des
Nervensystems sowohl longitudinal als auch transversal zur anterior-posterioren Korperachse
der Larve. In der apikalen sensorischen Grube im anterioren Bereich der Larve (Plickert,
1989) waren vermehrt sensorischen Nervenzellen markiert, wie exemplarisch in Abb. 17C (s.
weilRe Pfeilspitzen) zu sehen. In Abb. 17D ist im Detail eine sensorische Nervenzelle (s.
weiler Pfeil) zu erkennen, die mit einer ganglionischen Nervenzelle verschaltet ist. Der Zell-
fortsatz (s. rote Pfeilspitzen in Abb. 17, C und D) der bipolaren Nervenzelle verlauft nach

posterior, wie in der Gesamtansicht dieser Larve in Abb. 17D zu sehen.

Die transgenen HeEFlalpha51ASActeGFP-exprimierenden Larven zeigten eine transiente
eGFP-Expression, die nach der Metamorphose zum Primérpolypen nicht mehr detektierbar
war. Mit der Ausnahme eines einzigen Primarpolypen zeigte kein weiterer eine eGFP-
Fluoreszenz. Dieser zeigte 24h nach der Induktion der Metamorphose eGFP-exprimierende
Zellen in Tentakel- und Stolonregion sowie im Hypostom und der Kdrpersaule. In dieser Auf-
sicht unter dem Stereomikroskop und aufgrund der starken eGFP-Fluoreszenz sind nur

einzelne Zelltypen spezifizierbar (s. Abb. 18B).
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Abb. 18: (s. vorhergehende Seite) Expression des Transgens HeEFlalpha51ASActeGFP
im postmetamorphen Stadium. (A) Hellfeld eines 24h alten Primarpolyps. (B) eGFP-Expression
in den Stolonen des Priméarpolyps aus A.

Es sind I-Zellen und I-Zellderivate eGFP-markiert. Nach zwei Tagen zeigte sich, dass die
eGFP-Expression nur transient war. In wenigen Zellen war die eGFP-Fluoreszenz noch in
ekto- und endodermalen Epithelzellen eines Stolons sichtbar. In der weiteren Entwicklung
zeigten auch diese Epithelzellen keine eGFP-Expression mehr. In weiteren Versuchen konnte
erneut dieses Ergebnis der transient transgenen HeEFZlalpha-51ASActeGFP-Expression mit
einem Verlust der eGFP-Fluoreszenz wahrend der Metamorphose bzw. nach wenigen Tagen
im Polypen-Stadium gezeigt werden. Das Ergebnis konnte im Rahmen der von mir
mitbetreuten Bachelorarbeit von Diana Gerards (2010) wiederholt beobachtet werden. In
dieser Arbeit zeigte ein einziger Polyp im adulten Stadium von Hydractinia keine transiente,
sondern eine persistent transgene Expression. Dieser exprimierte noch nach 19 Tagen stabil
eGFP und auch in zwei von sechs entwickelten Sekundarpolypen konnte eine eGFP-

Fluoreszenz in Zellen detektiert werden.

Die Analyse der in vivo-Studien des Reportergenkonstrukts HeEF1alpha51ASActeGFP belegt
die ubiquitare Expression von HeEFlalpha in Hydractinia. Es gibt erstmalig einen neuen
Einblick in die komplexe Organisation und die Entwicklung des Nervensystems in der Larve
(Klnzel et al., 2010).

3.4.2 Die Verkurzung der stromaufwarts gelegenen 5 regulatorischen Region hat

keinen Einfluss auf die Expression von HeEFlalpha

Eine Verklrzung der stromaufwérts gelegene 5 regulatorischen Region von HeEFlalpha im
Expressionskonstrukt HeEFlalpha51ASActeGFP von 2948 bp auf 860 bp konnte eGFP
erfolgreich treiben. Der einzige Unterschied des Deletionskonstrukts HeEFlalpha(860 bp)
51ASActeGFP zu dem unter 3.4.1 beschriebenen liegt in der kirzeren 5'regulatorischen
Region von HeEFlalpha (s. Abb. 19). Diese verkirzte 5 regulatorischen Region wurde ab-
weichend zu der unter 2.2.2.10.2 dargestellten Methode mithilfe eines 5 Oligonukleotids mit
einer Hindlll-Restriktionsstelle amplifiziert und dem Restriktionsenzym Hindlll geschnitten.

In der von mir mitbetreuten Bachelorarbeit von Diana Gerards (2010) wurde die stromauf-
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warts gelegene 5'regulatorische Region von HeEFlalpha weiter auf eine L&nge von 702 bp
(Deletionskonstrukt HeEFlalpha(702 bp)51ASActeGFP) verkiirzt (s. Abb. 19).

HeEFla 51ASAct eGFP HeEFla
5°regul. Region + UTR NotlI-C. 3'UTR + regul. Region
HeEFla 51ASAct eGFP HeEF1a
5°regul. Region + UTR Notl-C. 3'UTR + regul. Region
HeEFla 51ASAct eGFP HeEF1la
*‘-—;»‘
5°regul. Region + UTR Notl-C. 3'UTR + regul. Region

Abb. 19: Schematische Darstellung des Expressionskonstrukts HeEFlalpha51AS-
ActeGFP (A), der Deletionskonstrukte HeEFlalpha(860 bp)51ASActeGFP (B) und
HeEFlalpha(702 bp)51ASActeGFP (C). He (Hydractinia echinata), HeEFla (HeElonga-
tionsfaktor 1 alpha), 51ASAct (codierender Bereich der ersten 51 AS von HeAktinll), eGFP (enhanced
GFP), regul. Region (regulatorische Region), UTR (untranslatierte Region) und Notl-C. (Notl-
Cassette).

Die Expressionsanalyse zeigt, dass diese Deletion keinen Einfluss auf die ubiquitére
HeEFlalpha-Expression hat. Die Expression wird von der verkirzten 5’regulatorischen
Region in denselben Zelltypen wie von der langeren 5regulatorischen Region des
HeEF1lalpha im Reportergenkonstrukt HeEFlalpha51ASActeGFP getrieben (Bachelorarbeit
Diana Gerards, 2010).

3.5 Ein cDNA-Fragment zeigt eine Homologie zu Ubiquitin

In cDNA konnte mittels CODEHOP-Oligonukleotiden eine Teilsequenz des Homologs von
Ubiquitin aus Hydractinia isoliert werden (Sequenz s. Anhang; 7.1.6.1). Die aus dieser

Nukleinsduresequenz abgeleitete Aminosauresequenz zeigt in einem Sequenzvergleich eine
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Homologie zu Ubiquitin (s. Abb. 20). In diesem Proteinbereich sind 4 funktionelle Lysine an
den AS-Positionen 16, 18, 22 und 37 lokalisiert. Weitere Ubiquitin-Molekdile kénnen Uber
diese Lysine kovalent gebunden und im Prozess der Poly-Ubiquitinierung zu Ubiquitin-
Ketten geformt werden (Pickart und Fushman, 2004; Hicke et al., 2005). Die Proteinsequenz
ist wie der Sequenzvergleich mit dem entsprechenden Bereich in anderen Ubiquitinen in Abb.
20 zu sehen, vollstandig konserviert und zeigt, dass es sich bei diesem Teilfragment um das

Homolog von Ubiquitin aus Hydractinia handelt.

HeUb 1- TITLEVEPSDTIENVKAKIQDKEGIPPDQQRLIFAGKQLEDGRTLS -46
HsUb 12- TITLEVEPSDTIENVKAKIQDKEGIPPDQQRLIFAGKQLEDGRTLS -57
NvUb 12- TITLEVEPSDTIENVKAKIQDKEGIPPDQQRLIFAGKQLEDGRTLS -57
MmUb 12- TITLEVEPSDTIENVKAKIQDKEGIPPDQQRLIFAGKQLEDGRTLS -57

DmUb 12- TITLEVEPSDTIENVKAKIQDKEGIPPDQQRLIFAGKQLEDGRTLS -57
dkkkhkhkhhkhkhhkhhhkhhhkhhkhkhhhkdhhkhkhhhkhhkhkhhkdkhhdkdhhdkkhhkkk

Abb. 20: Vergleich der Proteinsequenz des Ubiquitin-Teilfragments aus Hydractinia mit
dem entsprechenden Bereich im Ubiquitin von ausgewahlten Organismen. He
(Hydractinia echinata), Ub (Ubiquitin), Hs (Homo sapiens; 751846A), Nv (Nematostella vectensis;
XP_001640566), Mm (Mus musculus; CAA35999) und Dm (Drosophila melanogaster; AAA28997).
Die Zahlen vor und nach der Aminoséuresequenz zeigt die Position im Protein an. In hellgrau markiert
sind die funktionellen Lysine Uber die kovalent weitere Ubiquitin-Molekiile gebunden und die
Ubiquitin-Ketten im Prozess der Poly-Ubiquitinierung geformt werden kdnnen (Pickart und Fushman,
2004; Hicke et al., 2005).

3.5.1 HeUbiquitin wird nicht ubiquitar, sondern keimblatt- und stadienspezifisch

exprimiert

Die Analyse der in situ-Hybridisierung ergab eine regionale Expression des HeUbiquitins
(HeUb) in adulten Polypen. Im adulten Gastrozooid ist die Expression ausschlief3lich in den
ektodermalen Zellen lokalisiert wie in Abb. 21 (A-D) zu sehen. Die Expression im Gono-
zooid war ebenfalls nur auf die Zellen des Ektoderms begrenzt. In heranreifenden Gono-
phoren ist das Gen starker exprimiert, wohingegen die Expression in reiferen Gonophoren
deutlich schwécher ist (s. Abb. 21E). Die Expression in 72h alten Larven war nur auf die

Zellen des Entoderms beschréankt (nicht gezeigt).
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N

Abb. 21: Expression von HeUbiquitin im Ektoderm adulter Polypen. (A) Gesamtansicht
eines Gastrozooids. (B) Detailaufnahme von A. Schwarzer Pfeil markiert die Mesogloea. (C) Teil-
ansicht eines Gastrozooids. (D) Detailaufnahme von C. (E) Teilansicht eines ménnlichen Gonozooids.
Schwarze Pfeile markieren heranreifende Gonophoren.

Das Ergebnis der Expressionsanalyse zeigt, dass HeUb keimblatt- und stadienspezifisch, aber
nicht ubiquitér in Hydractinia exprimiert wird.
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3.6 Entwicklung einer Methode fiir die Funktionanalyse von Proteinen in der
Entwicklungskontrolle

3.6.1 Charakterisierung des HeR-Catenin-Homologs aus Hydractinia

In einer 5°-RACE-PCR wurde ausgehend von einer bekannten das 3'Ende enthaltenen Hel3-
Catenin-Teilsequenz (W. Tilmann, personliche Mitteilung und Daten, 2008) das Gen Hel-
Catenin (B-Cat) aus Hydractinia bis zum 5 -Ende verléangert. Das R-Cat konnte mit dieser neu
gewonnenen 1892 bp langen Nukleinséduresequenz vervolistandigt werden und hat zusam-
mengesetzt eine Gesamtsequenzlange von 2764 bp (Sequenz s. Anhang; 7.1.7.1). Der 120 bp
langen 5 untranslatierten Region folgt ein offenes Leseraster von 2445 bp. Dieses codiert fur
ein Protein mit einer Lange von 815 AS. Der 188 bp langen 3 untranslatierten Region folgt
der Poly(A)-Schwanz bei nt 2754. Ein mogliches Polyadenylierungssignal (Beaudoing et al.,
2000) ist an der Position nt 2744-2749 (W. Tilmann, personliche Mitteilung und Daten, 2008)
vorhanden (Sequenz s. Anhang; 7.1.7.1).

Das isolierte R-Catenin-Homolog aus Hydractinia zeigt, wie schematisch in Abb. 22 zu sehen,
die drei kennzeichnenden konservierten Regionen, die als die N-terminale-, zentrale- und C-

terminale Domane bezeichnet werden (Miller und Moon, 1996; Akiyama, 2000).

1 98 210 252 459 548 650 723 812

107 250 448 543 627 722 811 815

Abb. 22: Schematische Darstellung der Proteinstrukur des Hel3-Cat. Die Zahlen kenn-
zeichnen die Position der AS im Protein. In der N-terminalen Domaéne ist die Phosphorylierungsstelle
der GSK3RB grin markiert. Die ungradzahligen Armadillo-Repeats sind rot und die geradzahligen
dunkelgrau in der zentralen Doméne dargestellt. In der C-terminalen Domaéne ist die TAD hellblau
und das PDZ-Motiv gelb gekennzeichnet.

Die N-terminale Domane enthalt die fur die Regulation der Stabilitat von zytosolischem R3-
Catenin charakteristischen Sequenzmotive, die die sogenannte Phosphorylierungsstelle bilden
(AS 98-107) (s. Abb. 23). Diese weist das Konsensusmotiv S/TxxxS/T (X: jede beliebige AS)
zur Phosphorylierung durch die GSK3R auf (Yost et al., 1996; Aberle et al., 1997). Dieses
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zeigt in Hydractina und drei anderen Vertretern der Hydrozoa einen Unterschied zum
GSK3R-Phosphorylierungsmotiv der Vertebraten wie im Sequenzvergleich in Abb. 23 zu
sehen. Die letzten vier AS des Motivs einschlielRlich der dritten Phosphorylierungsstelle der
GSK3R fehlen komplett. Die AS Serin (S107) an der letzten Position der Phosphorylierungs-
stelle wird durch die Kinase CKIa und/oder CKlIe phosphoryliert. Diese Phosphorylierung ist
essentiell fiir die Phosphorylierung des Serins an Position 99 (S99) und des Threonins an
Position 103 (T103) durch die GSK3R (Huelsken und Behrens, 2002; Polakis, 2002). Inner-
halb der Phosphorylierungsstelle befindet sich die Konsensussequenz DSG(X)2+S (X: jede
beliebige AS) des Zerstérungsmotivs des B-transducin repeat containing protein (3TrCPs),
das ein Teil eines Ubiquitin-Ligase-Komplex ist (Winston et al., 1999; Latres et al., 1999;
Uchida et al., 2011). Dieses leitet die Ubiquitinierung des B-Catenins ein, sobald das S99 und
das T103 des Konsensusmotivs durch die GSK3[ phosphoryliert sind. Die Bindung des
RTrCPs bewirkt, dass das 3-Catenin uber das N-terminal vor dem Zerstérungsmotiv gelegene
Lysin an der Position 84 (K84, s. Sequenz im Anhang; 7.1.7.1, Abb. 74) mit Ubiquitin fur die
Degradation im Proteasom verbunden wird (Aberle et al., 1997; Polakis, 2002; Wu et al.,
2003; Xu et al., 2009). Die typische Konsensussequenz enthélt ein Serin an der Position 6 des
Zerstorungsmotivs. Es existieren Sequenzvarianten in denen das Motiv ein Threonin in der
sechsten Position aufweist (Uchida et al., 2011; Silverman et al., 2012) wie im [3-Catenin-

Homolog aus Hydractinia und den drei Vertretern der Hydrozoa in der Abb. 23 zu sehen.

HsB-Cat - 45
MmB-Cat - 45
BtBR-Cat - 45
ChB-Cat ----AAPS -105
PcB-Cat --—--AAPS -107
HvB-Cat ----AAPS -108
HeB-Cat --—--AAPS -107

*kkk . - sk kk

Abb. 23: Vergleich der Phosphorylierungsstelle in der N-terminalen Doméne
verschiedener Vertreter von 3-Catenin mit der des HeRR-Cat. Hs (Homo sapiens; P35222), B-
Cat (3-Catenin), Mm (Mus musculus; Q02248), Bt (Bos taurus; Q0VCX4), Ch (Clytia hemisphaerica;
AFI99111), Pc (Podocoryne carnea; ABI74628), Hv (Hydra vulgaris; AAQO02885) und He
(Hydractinia echinata). Die Zahlen vor und nach der Aminoséuresequenz zeigt die Position im Protein
an. Die Sequenz des Phosphorylierungsmotivs der GSK3R ist dunkelgelb dargestellt und die zu
phosphorylierenden Serin- und Threonin-Reste sind gelb markiert. Das durch die Kinasen CKla
und/oder CKle zu phosphorylierende Serin ist rot gekennzeichnet. Die Sequenz des Zerstérungsmotivs
des BTrCP ist rot unterstrichen.
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Die zentrale Doméne enthélt die charakteristischen 12 Armadillo-Repeats, die entscheidend
fir die Interaktion mit Proteinen sind. Die Armadillo-Repeats bestehen aus jeweils 3 a-
Helices. Diese Helices formen eine Superhelix, die eine grofe positiv geladene Furche bildet.
Die basische Furche interagiert mit sauren AS-Resten, die man in den 3-Catenin-bindenden-
Regionen der B-Catenin-interagierenden Proteine wie E-Cadherin, APC und der Tcf/Lef-
Familie findet (Riggleman et al., 1989; Peifer et al., 1994; Rubinfeld et al., 1995; Orsulic et
al., 1999; Akiyama, 2000). Die 12 potentiellen Armadillo-Repeats des R-Catenins-Homologs
aus Hydractinia (Sequenz s. Anhang; 7.1.7.1, Abb. 74) wurden mithilfe der gut charakter-
isierten Armadillo-Repeats in den [3-Catenin-Proteinsequenzen dreier Vertreter der Verte-
braten (Homo sapiens; P35222; Mus musculus; Q02248 und Bos taurus; QOVCX4) auf der
Internetseite der Proteinsequenzdatenbank UniProt identifiziert. Die Armadillo-Repeats des
putativen 3-Catenins aus Hydractinia sind konserviert, wie der Sequenzvergleich in diesem
Bereich der zentralen Domane mit drei Vertretern der Vertebraten und zwei Hydrozoen im
Anhang (s. Anhang; 7.1.7.2, Abb. 75) zeigt.

Im Anschluss an das 12. Armadillo-Repeat folgt in der C-terminalen Region die TAD, die
entscheidend ist fir die Aktivierung von Wnt-Zielgenen (Vleminckx et al., 1999; Akiyama,
2000). Die letzten vier AS (812-815) des C-terminalen-Endes bilden das PDZ-Motiv (s. Abb.
24).

HsR-Cat 778- DEDE -781

BtBR-Cat 778- DEDE -781

MmB-Cat 778- DEDE -781

HeB-Cat 812- DSDM -815

PcB-Cat 809- ESDM -812
PRI T

Abb. 24: Vergleich des PDZ-Motivs in der C-terminalen Domane des HeR3-Cat mit dem
in B-Cateninen aus ausgewdahlten Vertretern. Hs (Homo sapiens; P35222), B-Cat (R-Catenin),
Bt (Bos taurus; QOVCX4), Mm (Mus musculus; Q02248), He (Hydractinia echinata) und Pc
(Podocoryne carnea; ABI74628). Die Zahlen vor und nach der Aminosauresequenz zeigt die Position
im Protein an. Die funktionell konservierten AS der Konsensussequenz X-S/T-X-® (X: jede beliebige
AS; @: eine hydrophobe AS) des PDZ-Motivs sind rot markiert.

Das Bindungsmotiv flr Proteine mit einer sogenannten PDZ-Doméne enthélt die Konsensus-

sequenz X-S/T-X-® (X: jede beliebige AS; ®: eine hydrophobe AS). Dieses weist in
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Hydractinia ebenso in P.carnea wie der Sequenzvergleich in Abb. 24 belegt, im Unterschied
zu PDZ-Motiven der anderen Vertreter, in der vierten Position anstelle des Leucins ein
Methionin auf (Songyang et al., 1997; Harris und Lim, 2001; Lee und Zheng, 2010; te
Velthuis et al., 2011).

Die Sequenzvergleiche der konservierten funktionellen Motive sowie der kennzeichnende

Aufbau belegen, dass das isolierte Gen das 3-Catenin aus Hydractinia darstellt.

3.6.1.1 Mutagenese der Phosporylierungsstellen des HeRR-Cat

Es ist aus Untersuchungen in der Tumorgenese bekannt, dass Punktmutationen im N-
terminalen Bereich fir die Phosphorylierung [R-Catenin stabilisiert und dadurch einen
konstitutiv aktiven Komplex mit Tcf/Lef bildet, dieser zur Aktivierung von Wnt-Zielgenen
fuhrt (Aberle et al., 1997; Korinek et al., 1997; Morin et al., 1997; Rubinfeld et al., 1997).

In dieser Arbeit wurden die Phosphorylierungsstellen der Serin/Threoninkinase durch Punkt-
mutationen verandert, um das B-Catenin zu stabilisieren. Es sollte dadurch vor Degradation
im Ubiquitin-Proteasom-Signalweg geschiitzt werden und so akkumulieren kdnnen, um im

Zellkern konstitutiv aktiv zur Expression von Wnt-Zielgenen zu fiihren.

Die Punktmutationen in der Phosphorylierungsstelle wurden in der codierenden Nuklein-
sauresequenz des Wildtyp HeR-Cat (HeB-Cat™) (nt 121-2565; Sequenz s. Anhang; 7.1.7.1)
durch Mutagenese-Oligonukleotide in einer PCR eingefiihrt. In der translatierten Protein-
sequenz des mutagenisierten HeR-Cat (HeR-Cat™*) sind die durch die GSK3R zu phosphory-
lierende AS-Reste Serin (S99)- und Threonin (T103) und der durch die Kinasen CKla
und/oder CKle zu phosphorylierende Serin (S107)-Rest (Huelsken und Behrens, 2002;
Polakis, 2002) gegen unpolare, aliphatische Alanin-Reste ausgetauscht, wie im Vergleich zu
der im HeR-Cat"' in Abb. 25 zu sehen.

HeB-Cat"t 98- PS -107
HeB-Cat™t- 98- JAAPA -107

Abb. 25: Vergleich der Phosphorylierungsstelle in der N-terminalen Domane des
Wildtyp Hel3-Cat mit der des mutagenisierten Hel3-Cat. He (Hydractinia echinata) He
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(Hydractinia echinata), HeR-Cat" (HeBeta-Catenin Wildtyp) und HeR-Cat™" (HeBeta-Catenin
mutagenisiert). Die Zahlen vor und nach der Aminoséuresequenz zeigt die Position im Protein an. Die
Sequenz des Phosphorylierungsmotivs der GSK3R ist dunkelgelb dargestellt. Im HeBR-Cat™ sind der
durch die GSK3R zu phosphorylierende Serin- und Threonin-Rest gelb und der durch die Kinasen
CKIa und/oder CKle zu phosphorylierende Serin-Rest ist rot markiert (Huelsken und Behrens, 2002;
Polakis, 2002). Im HeR-Cat™* sind diese AS-Reste gegen Alanin-Reste ausgetauscht und hellgriin
gekennzeichnet. Die Sequenz des Zerstorungsmotivs des BTrCP ist im HeR-Cat™! rot unterstrichen.
Das RTrCP wird im HeR-Cat™" nicht dargestellt, da es aufgrund der Mutagense potentiell nicht mehr
funktionell bzw. als solches zu charakterisieren ist.

Dieses mutagenisierte 3-Catenin soll mithilfe der regulatorischen Regionen des ubiquitar
exprimierten HeActll in Hydractinia zur Expression gebracht werden, um eine Uber-
und/oder ektopische Expression zu bewirken. In allen in dieser Arbeit hergestellten Reporter-
genkonstrukten wurden die 5°- und 3'regulatorischen Region des HeActll anstelle der des
zweiten isolierten ubiquitar exprimierten Gens HeEF1lalpha eingesetzt. Im Unterschied zum
Transgen HeEFlalpha51ASActeGFP konnte beobachtet werden, dass das Transgen unter der
Kontrolle vom HeActll eine Stunde friher und auch héufig im adulten Stadium persistent
transgen exprimiert wurde (Bachelorarbeit Diana Gerards, 2010). Dies ermdglicht die Funk-
tionsanalyse von Proteinen im embryonalen, larvalen und aber auch im postmetamorphen
Stadium von Hydractinia. Dafiir wurden verschiedene Varianten von Uberexpressionskon-

strukten eingesetzt und untersucht, wie in den Versuchen nachfolgend beschrieben.

3.6.1.1.1 eGFP wird als carboxyterminales Fusionsprotein von mutagenisiertem

R-Catenin nicht exprimiert

Das HeR-Cat™" soll unter der Kontrolle der regulatorischen Regionen des HeActll in
Hydractinia zur Expression gebracht werden. Das Reporterkonstrukt HeActl151ASActeGFP
(s. 3.3.3) wird fir diesen Zweck als Ursprungskonstrukt eingesetzt. Im Unterschied zum
HeActlI51ASActeGFP ist im HeActlIHeR-Cat™'eGFP (Sequenz s. Anhang; 7.3.1.1) die
5 regulatorische Region des HeActll im Leserahmen mit dem codierenden Bereich von Hel3-
Cat™* fusioniert mit der Notl-Klonierungskassette und dem eGFP, gefolgt von der
3 regulatorischen Region des HeActll (s. Abb. 26).
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HeActll HeR-Cat™* eGFP HeActll
) > e—) —m)

5°regul. Region + UTR Notl- 3'UTR + regul. Region
C.

Abb. 26: Schematische Darstellung des Uberexpressionskonstrukts HeActllHeR-
Cat™teGFP. He (Hydractinia echinata), HeActll (HeAktinll), HeR-Cat™" (HeBeta-Catenin
mutagenisiert), eGFP (enhanced GFP), regul. Region (regulatorische Region), UTR (untranslatierte
Region) und Notl-C. (Notl-Cassette).

Es konnte mit dem Reportergenkonstrukt HeActl151ASActeGFP in vivo bereits nachgewiesen
werden, dass die 5°- und 3'regulatorischen Regionen von HeActll in Hydractinia funktionell
sind, wie unter Abschnitt 3.3.3 beschrieben. Dagegen wurde in keinem Entwicklungsstadium
von Hydractinia HeActlIHeR-Cat™'eGFP-exprimierende Transgene identifiziert. Es waren
weder eGFP-markierte Zellen erkennbar noch wurden wéhrend der Entwicklung zur Planula-
larve ersichtliche Auffalligkeiten beobachtet. Die Versuchstiere hatten nach 72h ihre charak-

teristische Morphologie entwickelt.

Das Uberexpressionskonstrukt HeActlIHeR-Cat™'eGFP konnte demnach kein funktionelles

Reporterfusionsprotein HeR-Cat™"eGFP erzeugen.

3.6.1.1.2 Die ektopische Expression des HeB-Cat™t mithilfe des Separator Poly-

peptids 2A fuhrt zu keinen morphologischen Veranderungen in Hydractinia

In den vorangegangen Versuchen konnte gezeigt werden, dass das Reporterfusionsprotein
HeR-Cat™*NotI-C.eGFP weder griin leuchtet noch Anhaltspunkte fiir eine Funktionalitat des
mutierten R-Catenins lieferte. Um eine potentielle Ursache dafiir, wie etwa eine Missfaltung
des Fusionsproteins in der Proteinbiosynthese zu vermeiden, wurde ein neuer Ansatz unter-
sucht um das HeB-Cat™" ungebunden vom eGFP funktionell aktiv in der Zelle zu haben.
Daflr wurde die Nukleinsduresequenz, die flr das Separator Polypeptid 2A codiert, im Lese-
rahmen zwischen das eGFP und das HeR-Cat™* fusioniert. Das 2A-Peptid ist 18-22 AS lang
und wurde zuerst von Ryan et al. (1991) im Maul- und Klauenseuche-Virus (foot-and-mouth
disease virus; FMDV), einem Mitglied des Picornavirus, identifiziert. Die Bezeichnung 2A
bezieht sich auf eine spezifische Region in Polyproteinen des Picornavirus und entstand aus
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der systematischen Nomenklatur. Die Spaltung des 2A erfolgt in den beiden letzten AS des C-
Terminus (Ryan et al., 1991; Kim et al., 2011). Entgegen der friheren Vermutung der
Spaltung durch eine Proteinase (Ryan et al., 1991) zeigten die neusten Untersuchungen, dass
der Mechanismus dieser Spaltung keine proteolytische Reaktion, sondern ein neuartiger trans-
lationaler Effekt, einem mutmaBlichen ribosomalen ,,Uberspringen® (,,skip*) ist (Donnelly et
al., 2001). Das Ribosom uberspringt die Synthese der Glycyl-Prolyl-Peptidbindung am C-
Terminus des Peptids 2A und dieses fuhrt zur Spaltung zwischen dem 2A-Peptid und dem
unmittelbar nachgeschalteten Peptid. Daraus resultierend hat das stromabwaérts abgespaltete
Peptid das Prolin an seinem N-Terminus (Donnelly et al., 2001; de Felipe et al., 2010; Kim et
al., 2011).

Mithilfe der Uberexpressionskonstrukte HeActlIPrGFP2ARas2HeActlITerm und HeActlIPr-
51ASAct2AGFPHeActlITerm konnte gezeigt werden, dass 2A funktionell ist in Hydractinia
(personliche Mitteilung W. Tilmann, 2010). Das HeActlIPrGFP2ARas2HeActlITerm diente
als Ursprungskonstrukt (Dr. R. Heiermann und W. Tilmann, personliche Mitteilung und
Daten, 2010) fur das nachfolgend beschriebenen Uberexpressionskonstrukt HeActlleGFP-
2AHeR-Cat™* (Sequenzen s. Anhang; 7.3.1.3.1). In diesem flankieren die 5°- und 3'regula-
torischen Regionen des ubiquitar exprimierten HeActll das Reporterfusionsgen bestehend aus
HeR-Cat™", 2A und eGFP. Der 5 regulatorischen Region folgt im Leserahmen das eGFP mit
dem 2A vor dem stromabwarts gelegenen HeR-Cat™! (s. Abb. 27).

HeActll eGFP HeB-Cat™" HeActll
5°regul. Region + UTR 3'UTR + regul. Region

Abb. 27: Schematische Darstellung des Uberexpressionskonstrukts HeActlleGFP2A-
HeR-Cat™t, He (Hydractinia echinata), HeActll (HeAktinll), HeR-Cat™" (HeBeta-Catenin
mutagenisiert), eGFP (enhanced GFP), regul. Region (regulatorische Region), UTR (untranslatierte
Region) und 2A (Bez. bezieht sich auf eine spezifische Region in Polyproteinen des Picornavirus und
entstand aus der systematischen Nomenklatur, die von Wissenschaftlern verabschiedet wurde).

Es konnten bei der Analyse der Versuchstiere vereinzelt eGFP-markierte Zellen detektiert

weden (nicht gezeigt). Die HeActlleGFP2AHeR-Cat™-exprimierenden Transgene zeigten
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augenscheinlich keine morphologischen Veranderungen in der Entwicklung hin zur Larve.

Nach 72h hatten die Versuchstiere die typische Gestalt der Planulalarve ausgebildet.

Der Einsatz des selbst-spaltenden Polypeptid 2A hatte keinen ersichtlichen Effekt auf die
Proteinsynthese eines funktionsfahigen Fusionsproteins eGFP2AHeR-Cat™!, Das Uber-
expressionskonstrukt HeActlleGFP2AHeR-Cat™" konnte trotz der nachgewiesen eGFP-
Fluoreszenz mithilfe des 2A kein funktionelles Reporterfusionsprotein erzeugen, das in
Hydractinia morphologische Verénderungen bewirkt.

3.6.1.1.3 Das Reporterfusionsprotein eGFPHeR-Cat™" filhrt zu wesentlichen

Umgestaltungen der charakteristischen Morphologie des Polypen

In den zuvor beschriebenen Studien wurde gezeigt, dass die Reporterfusionsproteine Hel-
Cat™"Notl-C.eGFP und eGFP2AHeR-Cat™' offenbar nicht funktionell waren. Wie im
Folgenden beschrieben, wurde daher ein neuer Ansatz konzipiert. Diesmal wurde das eGFP
mit dem N-Terminus des analytischen Gens fusioniert. Es konnte ndmlich bereits anhand des
Uberexpressionsgenkonstrukts HeActlIPrGFPRas2HeActlITerm gezeigt werden, dass das
Reporterfusionsprotein eGFPRas2, bestehend aus einem eGFP N-terminal vor dem analy-
tischen Protein HeRas2, funktionell ist (personliche Mitteilung W. Tilmann, 2011). Das
HeActlIPrGFPRas2HeActlITerm diente als Ursprungskonstrukt (W. Tilmann, persénliche
Mitteilung und Daten, 2011) fiir das nachfolgend beschriebene Uberexpressionskonstrukt
HeActlleGFPHeR-Cat™" (Sequenz s. Anhang; 7.3.1.2). In diesem folgt der 5°regulatorische
Region des HeActll im Leserahmen das vor dem codierenden Bereich von HeBR-Cat™" strom-
aufwarts gelegene eGFP, fusioniert mit der 3'regulatorischen Region des HeActll (s. Abb.
28).

HeActll eGFEP HeR-Cat™t HeActll
5°regul. Region + UTR 3'UTR + regul. Region

Abb. 28: Schematische Darstellung des Uberexpressionskonstrukts HeActlleGFPHeR-
Cat™t, He (Hydractinia echinata), HeActll (HeAktinll), eGFP (enhanced GFP), HeR-Cat™"
(HeBeta-Catenin mutagenisiert), regul. Region (regulatorische Region) und UTR (untranslatierte
Region).
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In 24h alten Embryonen konnten vereinzelt HeActlleGFPHeR-Cat™"-transgene Versuchstiere
anhand der eGFP-markierten Zellen identifiziert werden. Die eGFP-Fluoreszenz war in
diesem Embryonalstadium (s. Abb. 29B) und auch in der weiteren Entwicklung mosaikartig
in den Transgenen verteilt. Die Versuchstiere entwickelten sich ohne ersichtliche morpholo-
gische Verénderungen bis ins Stadium der Planulalarve. In diesem Entwicklungsstadium nach
72h zeigten sie ihre typische morphologische Gestalt, wie exemplarisch an der HeActll-
eGFPHeR-Cat™*-exprimierenden Larve in Abb. 29D dargestellt ist.

Abb. 29: Expressionsanalyse transgener HeActlleGFPHeR-Cat™-Hydractinia. (A) Hell-
feld-Aufnahme von 24h altem Embryo. (B) eGFP-Fluoreszenz-Aufnahme zu (A). Mosaikartige Ver-
teilung der eGFP-Expression. (C, D) Hellfeld- und eGFP-Fluoreszenz-Aufnahme einer normal ent-
wickelten 72h alten Planulalarve mit eGFP-markierten Zellen.

Die Expression des Transgens HeActlleGFPHeR-Cat™" war transient in den Larven. Nach
der Metamorphose konnte bei fast allen Tieren keine eGFP-Fluoreszenz beobachtet werden.
In zwei Transgenen konnten im Polypen-Stadium eGFP-exprimierende Zellen detektiert
werden. Bei der Analyse der Versuchstiere fielen Polypen auf, die Verédnderungen in der
charakteristischen Morphologie aufwiesen. Es wurden unterschiedliche Morphe identifiziert,
die stets Ausbildung der Kopf- und Tentakelregion betrafen sowie zusatzliche ektopische
Tentakel- und Polypenanlagen in der Kérperséule entwickelten. Dabei traten morphologische
Veranderungen bei Polypen mit und ohne eGFP-Expression auf. In den Polypen mit eGFP-
Fluoreszenz (Klon I und I1) konnte eine mosaikartige Verteilung der eGFP-exprimierenden
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Zellen im gesamten Polypen sowie in den Stolonen beobachtet werden. Die Tiere zeigten eine
Veranderung in der Tentakelregion. In dieser sind die Tentakel, abweichend von der

typischen Anlage, unsymmetrisch und zuféllig angeordnet (Abb. 30 A, C).

=

Abb. 30: Dokumentation der morphologischen Veranderungen in HeActlleGFPHel-
Cat™t-exprimierenden transgenen Polypen von Klon I und Il . (A, B) Hellfeld- und eGFP-
Fluoreszenz-Aufnahme von Klon I. Unsymmetrische Anordnung (A, B) der Tentakel in der Tentakel-
region. (C, D) Hellfeld- und eGFP-Fluoreszenz-Aufnahme von Klon Il. Tentakel unsymmetrisch aus-
gebildet in der Tentakelansatzregion (E) eGFP-exprimierende Zellen im Stolon von Klon Il. Das
Fusionsprotein eGFPHeR-Cat™" ist im Zytosol der Epithelzellen (s. weile Pfeile) lokalisiert.

Im Stolon von Klon | konnten vermehrt HeActll-eGFPHeR-Cat™-exprimierende Epithel-
zellen identifiziert werden (s. Abb. 30E). In diesen ist das FusionsproteineGFPHeR-Cat™"

uber das gesamte Zytosol der Zelle (s. weil3e Pfeile) verteilt.

Im Polypen des Klon Ill konnten keine eGFP-exprimierenden Zellen detektiert werden. Im

unteren Drittel der Korperséaule entwickelte sich eine Knospe mit zwei ektopischen kleinen
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Tentakeln (s. rote Pfeilspitzen in Abb. 31A). Unterhalb der Tentakelregion im Kopfbereich
des Polypen konnte die Ausbildung von unsymmetrisch angeordneten Tentakeln beobachtet
werden (s. weille Pfeilspitzen in Abb. 31A). In etwa der Mitte der Kérpersaule war eine
Anlage fur einen weiteren ektopischen Tentakel auffallig (s. roter Pfeil in Abb. 31, A und B).
Zwei Tage spater waren die Tentakel weiter ausgewachsen und ein weiterer dritter Tentakel
war hinzugekommen (weiBer Pfeil in Abb. 31B). Unterhalb der reguldren Tentakelregion war

ein ektopischer Tentakel mit einer Verzweigung vorhanden (gelber Pfeil in Abb. 31B).

Abb. 31: HeActlleGFPHeR-Cat™t-Expression im transgenen Polypen Klon I1l. (A)
Anlage einer ektopischen Kdrperachse mit zwei apikalen kleinen Tentakeln (rote Pfeilspitzen) im
unteren Drittel der Korpersdule des Ausgangspolypen. Unsymmetrische Anordnung der Tentakel
unterhalb der Tentakelregion (weille Pfeilspitzen). Anlage eines ektopischen Tentakels roter Pfeil (A
und B) etwa mittig in der Kérpersdule. (B) Detail der als Seitenachse ektopischen Bildung, nach zwei
Tagen. Die Tentakel haben an Lange zugenommen und ein weiterer Tentakel (weiler Pfeil) ist ent-
standen. Ein Tentakel unterhalb der Tentakelregion des Ausgangspolypen zeigte eine Verzweigung
(gelber Pfeil).

In einer kleinen Polypenkolonie bestehend aus drei Polypen konnten zwei unterschiedliche
Typen von Morphen beobachtet werden. Es wurden vereinzelt eGFP-exprimierende Zellen in
den Polypen detektiert. Der Ansatzpolyp (aus einer transgenen Larve hervorgegangen) ent-

wickelte im Zuge der Metamorphose einen lateral verzweigten Primarpolypen. Die zusétz-

98



Ergebnisse

liche Korperachse entstand im unteren Drittel der Korpersdule und bestand aus einem voll-
stdndig entwickelten Polypen-Oberteil mit Korpersdule, Kopf- und Tentakelregion. (weiler
Pfeil in Abb. 32A). Der erste Sekundirpolyp wurde als ,,Doppelkopf-Polyp* gebildet. Dieser
besal’ auf einer einzigen Korperachse zwei Kopfe (s. rote Pfeile in Abb. 32B), die jeweils ein
Hypostom mit Tentakelregion entwickelt hatten. Zusatzlich waren mehrere ektopische
Tentakel (weilBer Pfeil in Abb. 32B) ausgebildet. Ein weiterer Sekundérpolyp zeigte keine

ersichtlichen morphologischen Veranderungen.

Abb. 32: Morphologische Veranderungen nach Expression von HeActlleGFPHeR-Cat™
in transgener Polypenkolonie. (A) Ansatzpolyp mit lateraler Doppelachshildung, Kopf- und
Tentakelregion der Seitenachse (weiller Pfeil) im unteren Drittel der Korpersdule des Ausgangs-
polypen. (B) Der erste, auf Stolonen entstandene Sekundérpolyp ist ein ,,Doppelkopf-Polyp®, der eine
Korperséule mit zwei apikalen Kopfen (rote Pfeile) besaB. Jeder Kopf hatte ein Hypostom und eine
Tentakelregion ausgebildet. Der weiBe Pfeil markiert einen Korperbereich mit zusétzlichen ekto-
pischen Tentakeln

Eine transgene Expression des Reporterkonstrukts eGFPHeR-Cat™" hatte keinen ersicht-
lichen Effekt auf die Embryonalentwicklung zur reifen Larve. In den beobachteten Fallen
zeigte sich nach 72h die charakteristische Morphologie der Planula von Hydractinia. Im Ver-
lauf der Metamorphose von der larvalen zur postmetamorphen Gestalt erfolgten wesentliche
morphologische Verdnderungen in der typischen Korperform des adulten Polypen von
Hydractinia. Diese Anderungen treten in der beobachteten Form auch nach Injektionen

naturlicherweise nicht auf und missen in der Expression des Konstrukts begriindet sein.
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3.6.2 Beschreibung des Homologs von Goosecoid aus Hydractinia

Aus cDNA konnte mittels PCR mit degenerierten Primern und 5°- und 3’'RACE-PCRs ein
Klon voller Lange von HeGoosecoid (HeGsc) bestimmt werden. Die zusammengesetzte
Nukleinsauresequenz hat eine Lange von 1273 bp (Sequenz s. Anhang; 7.1.8.1). Der 310 bp
langen 5 untranslatierten Region schlief3t sich ein offenes Leseraster von 876 bp an, dass fur
ein Protein mit 292 AS codiert. Die 74 bp lange 3 untranslatierten Region ist ab nt 1260 poly-
adenyliert und weist mogliche Polyadenylierungssignale (Beaudoing et al., 2000) an den
Positionen nt 1209-1214 und 1245-1250 (Sequenz s. Anhang; 7.1.8.1) auf.

Das Protein aus Hydractinia weist die zwei flir Goosecoid-Homologe typischen konservierten
Regionen auf und ist schematisch in Abb. 33 dargestellt. Im N-terminalen Bereich befindet
sich ein konserviertes Sequenzmotiv, das als sogenannte eh1/GEH-Domane bezeichnet wird.
Dieses konservierte Heptapeptid mit der Konsensussequenz FSIDNIL hat eine Funktion als
Repressordoméne (Smith und Jayne, 1996; Jiménez et al., 1997, 1999; Mailhos et al., 1999).

14 166 292

[ [

10 225

Abb. 33: Schematische Darstellung der Proteinstrukur des HeGsc. Die Zahlen kenn-
zeichnen die Position der AS im Protein. Die ehl/GEH-Domaéne ist rot und die Homdodomaéne grau
dargestellt.

In der enl/GEH-Doméne des HeGsc sind vier AS (1, 3, 5 und 7) des Heptapeptids kon-
serviert. Dies wird im Sequenzvergleich mit den verschiedenen Vertretern der Gsc-Proteine in
Abb. 34 dargestellt.
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MmGsc
SsGsc
X1Gsc
HeGsc
HvGsc
CiGsc

Abb. 34: Proteinsequenzvergleich der ehl/GEH-Doméane im N-terminalen Bereich aus-

gewahlter Vertreter von Goosecoid mit der entsprechenden Region des HeGsc. Mm (Mus
musculus; NP_034481.1), Gsc (Goosecoid), Ss (Sus scrofa; XP_003482361.1), XI (Xenopus laevis;
P29454), Hv (Hydra vulgaris; AAF14575), He (Hydractinia echinata) und Ci (Ciona intestinalis;
NP_001071728.1). Die Zahlen vor und nach der Aminosauresequenz zeigt die Position im Protein an.
Die eh1/GEH-Domane ist rot dargestellt.

Der zweite konservierte Bereich von Gsc ist die Homdodoméne, in der auch in Hydractinia
das fur Proteine der Prd-Homoobox-Familie charakteristische konservierte Lysin an Position
50 (K50) vorhanden ist (Frigerio et al., 1986; Schneitz et al., 1993; Wilson et al., 1993) (Abb.
35). Ausserhalb der Homdodomane weisen die Mitglieder der Gsc-Proteinfamilie nur wenig
Anhnlichkeit auf (nicht gezeigt).

MmGsc 160- KRRHRTIFTDEQLEALENLFQETKYPDVGTREQLARKVHLREEKVEVW. RRAKWRRQK -219
SsGsc 160- KRRHRTIFTDEQLEALENLFQETKYPDVGTREQLARKVHLREEKVEVW. RRAKWRRQK -219
X1lGsc 148- KRRHRTIFTDEQLEALENLFQETKYPDVGTREQLARRVHLREEKVEVW. RRAKWRRQK -207
HeGsc 166- RRRHRTIFSDEQLQLLERMFSQTHYPDVLMREKIAQIINLTEEKVEVW. RRARWRKQK -225
HvGsc 139- KRRHRTIFSDEQLNVLERLFNKTHYPDVIVREEVAGIINLTEEKVEVW. RRARWRKQK -198
CiGsc 126- KRRHRTIFTEDQLEALENMFQKTHYPDVVMREQLAEKVELKEERVEVW. RRAKWRKQK -185
ckkkkkkk oo okk: kk ok ckokkkk  kkook o Kk kk.kkkkkkkkkk.kk. k%

Abb. 35: Sequenzvergleich der Homdodomane ausgewahlter Vertreter von Goosecoid
mit der des HeGsc. Mm (Mus musculus; NP_034481.1), Gsc (Goosecoid), Ss (Sus scrofa;
XP_003482361.1), XI (Xenopus laevis; P29454), Hv (Hydra vulgaris; AAF14575), He (Hydractinia
echinata) und Ci (Ciona intestinalis; NP_001071728.1). Die Zahlen vor und nach der Aminosaure-
sequenz zeigt die Position im Protein an. Das konservierte Lysin (K50) in der HD ist rot gekenn-
zeichnet.

3.6.2.1 HeGsc wird regional- und zelltypspezifisch in den apikalen sensorischen

Nervenzellen von Larve und Polyp exprimiert

Um einen Einblick und Zugang zur mdéglichen Funktion des HeGsc in Hydractinia zu er-

halten, wurde die Expression mittels in situ-Hybridisierung und in vivo-Expressionsstudien in
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der Embryonalentwicklung bis zum postmetamorphen Stadium untersucht. HeGsc ist in
Gastrozooiden in der apikalen Region des Hypostoms (Abb. 36, A und B) sowie in einzelnen
Zellen der Tentakel exprimiert (s. Abb. 36C). HeGsc-Expression war auf Zellen der Epi-

dermis beschrankt.

Abb. 36: Expression von HeGsc im Ektoderm des Gastrozooids. (A) Gesamtansicht. (B)
Detailaufnahme in der apikalen Region des Hypostoms. (C) Teilansicht der Tentakelregion.

Die Auswertung der in situ-Hybridisierung erbrachte keine Erkenntnisse zur spezifischen Ex-
pression bzw. der Funktion von HeGsc in der Embryonalentwicklung von Hydractinia. Diese
Fragestellung wurde daher durch in vivo-Expressionsstudien des Reportergens eGFP unter
Kontrolle der 5°- und 3'regulatorischen Regionen von HeGsc weiter untersucht. Aus genom-
ischer DNA von Hydractinia wurden die Teilbereiche der 5°- und 3 regulatorischen Regionen
sowie der gesamte codierende Bereich des HeGsc isoliert (Sequenz s. Anhang; 7.1.8.2). In der
5°regulatorischen Region ist eine mégliche TATA-Box mit dem Sequenzmotiv TATAAATA
(nt 3605-3612) im charakteristischen Abstand stromaufwarts zum potentiellen Transkrip-

tionsstart (nt 3634) vorhanden (Bucher, 1990; Patikoglou et al., 1999). Weitere bekannte
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regulatorische Kontrollelemente der Gentranskription konnten nicht identifiziert werden. Im
3'nicht-translatierten Bereich der 3'regulatorischen Region koénnen vom Translations-
stopcodon bis zum potentiellen Polyadenylierungsstartpunkt zwei potentielle Polyadeny-
lierungssignale (Beaudoing et al., 2000) an den Positionen nt 6537-6542 und 6573-6578
(Sequenz s. Anhang; 7.1.8.2) lokalisiert werden.

Die Funktionalitit der 5°- und 3'regulatorischen Regionen von HeGsc wurden anhand der
beiden Reportergenkonstrukte HeGscHeGsc9PMeGFP und HeGsceGFP (Sequenzen s. An-
hang; 7.2.5.1 und 7.2.5.2) untersucht. Dabei konnte mit dem Genkonstrukt HeGsceGFP in
vivo der Nachweis erbracht werden, dass die isolierten 5°- und 3'regulatorischen Regionen
von HeGsc funktionell sind. In diesem Konstrukt flankieren die 5- und 3'regulatorischen
Regionen das Reportergen eGFP (s. Abb. 37). Eine Expression des Reporterkonstrukts
HeGscHeGsc®®MeGFP konnte dagegen nicht festgestellt werden, da Transgene keinerlei
eGFP-Fluoreszenz entwickelten. Im Unterschied zum HeGsceGFP enthélt dieses Konstrukt
im Leserahmen des GFP vorgeschaltet die proteinkodierende genomische Sequenz ein-
schlielich Introns von HeGSC sowie die Notl-Klonierungskassette Der proteincodierenden

Sequenz von eGFP ist der 3 regulatorische des HeGsc angefugt (s. Abb. 37).

HeGsc eGFP HeGsc
I —> )
5°regul. Region + UTR 3'UTR + regul. Region A
HeGsc HeGsce®oM eGFP HeGsc
‘—I %-
5°regul. Region + UTR Ngtl— 3UTR + regul. Region
' B

Abb. 37: Schema des Genkonstrukts HeGsceGFP (A) und HeGscHeGsc®®NeGFP (B).
HeGsc (HeGoosecoid), HeGsc?™™ (HeGsc codierende genomische DNA), eGFP (enhanced GFP),
regul. Region (regulatorische Region), UTR (untranslatierte Region) und Notl-C. (Notl-Cassette).

In 24h alten Embryonen konnten transgene Versuchstiere anhand der eGFP-Fluoreszenz
erkannt werden. Die eGFP-exprimierenden Zellen waren in diesem Stadium (s. Abb. 38A)

und im weiteren Verlauf der Embryonalentwicklung bis ins Larvenstadium mosaikartig ver-
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teilt zu beobachten. Im Stadium der Planulalarve waren eGFP-markierte Zellen in der
gesamten Larve zu beobachten. In der apikalen Region der Larve konnten als differenzierte
Zellen sensorische Nervenzellen identifiziert werden, die eGFP-exprimierten (Abb. 38D,
weilRe Pfeilspitzen). Neben den sensorischen Nervenzellen waren in Embryonen und Larven

transgene Zellen vorhanden, die sich nicht typisieren liessen.
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Abb. 38: Expressionsanalyse transgener HeGsceGFP-Hydractinia. (A, B) Hellfeld- und
eGFP-Fluoreszenz-Aufnahme von 24h alten Embryonen. (C, D) Hellfeld- und eGFP-Fluoreszenz-

Aufnahme einer Planulalarve. eGFP-exprimierende sensorische Nervenzellen (s. weille Pfeil-spitzen)
in der apikalen Region.
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Die Expression des Transgen HeGsceGFP war in Larven (berwiegend transient. eGFP-
Fluoreszenz war in den meisten Versuchstieren 24h nach der Metamorphose-Induktion nicht
mehr nachweisbar. Als Ausnahme konnte in vier transgenen Primarpolypen eGFP beobachtet
werden. In den Polypen konnten einzelne eGFP-markierte Zellen in apikalen und basalen
Bereichen beobachtet werden. Desweiteren waren in zwei Versuchstieren in den Tentakeln
vereinzelt schwach eGFP-exprimierende Zellen erkennbar, (Abb. 39). In dieser Aufsicht unter
dem Stereomikroskop waren in dieser frihen Entwicklungsphase des Primarpolypen die

einzelnen Zelltypen im Hypostom-, Tentakelbereich und Stolon nicht spezifizierbar.

Abb. 39: HeGsceGFP-exprimierender transgener Primarpolyp. (A) Hellfeld-Aufnahme. (B)
eGFP-Fluoreszenz-Aufnahme zu (A). eGFP-exprimierende Zellen im Hypostom-, Tentakelbereich und
Stolon.

Auch im postmetamorphen Polypenstadium von Hydractinia ist Gsc in Zellen des Nerven-
systems exprimiert. Bei den hier identifizierten eGFP-exprimierenden Zellen handelt es sich
zweifelsfrei um sensorische Nervenzellen (weille Pfeile in Abb. 40A). Sie liegen in der Epi-
dermis des apikalen Bereichs des Hypostoms in unmittelbarer N&he der Munddffnung und
entsenden axonale Ausldufer in basale Richtung (Abb 40A, rote Pfeilspitzen). Dieser Bereich
des Hypostoms, in dem die drei Nervenzellen lokalisiert sind, entspricht dem Bereich starker
Gsc-mRNA Expression (Abb. 36B). In anderen Polypen zeigten sich ebenfalls in der apikalen
Region und im gesamten Mundkegel kleine eGFP-exprimierende Zellen, die vermutlich
Nervenzellen sind. Im Tentakel und Stolon von drei Polypen konnten eGFP-markierte Zellen
beobachtet werden. In Stolonen konnten zudem auch zahlreiche eGFP-exprimierende Epithel-

zellen identifiziert werden. Die eGFP-Fluoreszenz war in transgenen Polypen nach wenigen
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Tagen nicht mehr nachweisbar. Die Expression des Transgens HeGsceGFP im Polypen-

Stadium von Hydractinia war nicht persistent, sondern transient.

Abb. 40: Expressionsanalyse des Transgens HeGsceGFP im adulten Polypen-Stadium.
(A, B) Hellfeld- und eGFP-Fluoreszenz-Aufnahme. Drei eGFP-exprimierende sensorische Nerven-
zellen (s. weille Pfeile) im apikalen Bereich des Hypostoms. Im Fokus ist hier ein Zellfortsatz (s. rote
Pfeilspitzen), der mit einer der drei Nervenzellen verschaltet ist und in basaler Richtung verl&uft.

Offenbar wird HeGsc im Hypostom-, im Tentakel- und Stolonbereich des Polypen sowie in
allen Regionen der Larve exprimiert. HeGsc ist regional- und zelltypspezifisch im apikalen
Bereich von Larve und Polyp in sensorischen Nervenzellen und mdoglicherweise in weiteren

nicht-sensorischen Nervenzellen des Polypen lokalisiert.
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3.6.2.2 Die Mikroinjektion von ,,capped sense mRNA“ zeigt keine Funktionalitat

in Hydractinia

Um weitere Erkenntnisse und einen Zugang zu anderen Aufgaben wéhrend der Embryonal-
entwicklung zu gewinnen, sollte HeGsc ektopisch tiberexprimiert werden. Diese Uberexpres-
sion wurde durch den Einsatz von ,,capped sense mRNA* von HeGsc angegangen. Zu diesem
Zweck ist als analytische mRNA (HeGsc-mRNA) die codierende Sequenz sowie die 5- und
3'untranslatierte Region von HeGsc (nt 1-1260; Sequenz s. Anhang; 7.1.8.1) eingesetzt
worden. Als Kontroll-mRNA (5°-3'GscUTReGFP-mRNA) wurde die Sequenz von eGFP,
flankiert von der 5°- und 3'UTR von HeGsc, verwendet (Abb. 41).

eGFP

ATG STOP
>
->
5'UTR HeGsc 3'UTR HeGsc

A

atc  HeGse  grop

%

5'UTR HeGsc 3'UTR HeGsc

Abb. 41: Schematische Darstellung der 5-3'GscUTReGFP (A) und der HeGsc-mRNA
(B). He (Hydractinia echinata), HeGsc (HeGoosecoid), eGFP (enhanced GFP), regul. Region
(regulatorische Region), UTR (untranslatierte Region).

In keinem Entwicklungsstadien vom Embryo hin zur Planulalarve waren Versuchstiere zu er-
kennen, die Anlass gaben, auf eine erfolgte Translation der injizierten mRNAs zu schliessen.
Es konnten keine eGFP-markierte Zellen beobachtet werden. Auffélligkeiten in der Morpho-
logie, wie sie nach Uberexpression von Gsc durch HeGsc-mRNA hatten auftauchen kénnen,
wurden nicht beobachtet. Alle Versuchstiere zeigten eine typische Morphologie. Die inji-
zierten mMRNAs hatten keine offensichtlichen Effekte. Der Einsatz dieser ,,capped sense

mMRNA® war in Hydractinia nicht funktionell.
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3.6.2.3 Die ektopische HeGsc-Expression mithilfe des Genkonstrukts HeGscNotl-

C.eGFP fuhrt zu keinem funktionellen Reporterfusionsprotein

Um einen Zugang zu einer moglichen HeGsc-Funktion wéhrend der Embryonalentwicklung
von Hydractinia zu erhalten, sollte HeGsc ektopisch durch die regulatorischen Regionen des
ubiquitdr exprimierten HeActll zur Expression gebracht werden. Fir dieses Vorhaben wird
das Expressionskonstrukt HeActlI51ASActeGFP (s. 3.3.3) verwendet. Dieses dient als Ur-
sprungskonstrukt fir das HeActliHeGsceGFP (Sequenz s. Anhang; 7.3.2.1), indem der
codierende Bereich der ersten 51 AS von HeActll gegen den aus cDNA isolierten codierenden
Bereich des HeGsc ausgetauscht worden ist (s. Abb. 42).

HeActll HeGsc eGEP HeActll
) > e— Y —
5°regul. Region + UTR Notl- 3'UTR + regul. Region
C.

Abb. 42: Schematische Darstellung des Uberexpressionskonstrukts HeActlIHeGsc-
eGFP. He (Hydractinia echinata), HeActll (HeAktinll), HeGsc (HeGoosecoid), eGFP (enhanced
GFP), regul. Region (regulatorische Region), UTR (untranslatierte Region) und Notl-C. (Notl-
Cassette).

In keiner Entwicklungsphase konnten Versuchstiere beobachtet werden, die das Transgen
HeActlIHeGsceGFP exprimierten. Es wurden weder Zellen mit eGFP-Fluoreszenz sichtbar
noch waren wahrend der Entwicklung der Embryonen hin zur Planulalarve erkennbare Auf-

falligkeiten zu sehen. Die Versuchstiere zeigten eine normale Morphologie.

3.6.2.4 Die Uberexpression des Transgens eGFPHeGsc zeigt keinen Effekt in der

Embryonalentwicklung

Die Auswertung des vorangegangen Versuchsansatzes zeigte, dass durch das Uberexpres-
sionskonstrukt HeActllIHeGsceGFP kein fluoreszierendes Fusionsprotein HeGscNotl-C.eGFP
gebildet wurde. Es konnte bereits unter 3.6.1.1.3 sowie von W. Tilmann (personliche Mit-

teilung, 2011) gezeigt werden, dass ein Reporterfusionsprotein mit dem eGFP N-terminal vor
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analytischen Proteinen in Hydractinia funktionell ist. Ein entsprechender Ansatz wurde mit
dem Uberexpressionskonstrukt HeActlleGFPHeGsc (Sequenz s. Anhang; 7.3.2.2) verfolgt,
indem das eGFP stromaufwarts gelegenen vor das HeGsc fusioniert wurde. Als Ursprungs-
konstrukt wurde das HeActlIPrGFPRas2HeActlITerm (W. Tilmann, personliche Mitteilung
und Daten, 2011) eingesetzt. Im HeActlleGFPHeGsc folgt der 5 regulatorischen Region des
HeActll im Leserahmen das vor dem codierenden Bereich des HeGsc stromaufwérts gelegene
eGFP, als Terminationselelement fusioniert mit der 3 regulatorischen Region des HeActll (s.
Abb. 43).

HeActll eGEP HeGsc HeActll
5°regul. Region + UTR 3°UTR + regul. Region

Abb. 43: Schematische Darstellung des Uberexpressionskonstrukts HeActlleGFPHeGsc.
He (Hydractinia echinata), HeActll (HeAktinll), eGFP (enhanced GFP), HeGsc (HeGoosecoid),
regul. Region (regulatorische Region) und UTR (untranslatierte Region).

Unter 24h-Entwicklungsstadien waren einige wenige Tiere, die offenbar das Konstrukt
HeActlleGFPHeGsc exprimierten. In diesen Transgenen waren eGFP haltige Zellen wie
ublich mosaikartig verteilt (Abb. 44A) zu sehen. Diese Verteilung von eGFP-markierten
Zellen wurde auch in den nachfolgenden Entwicklungsstadien von Préplanula- und Planula-
larve beobachtet. Die HeActlleGFPHeGsc-exprimierenden Transgene entwickelten ohne
augenscheinliche Veranderungen ihre typische Morphologie (Abb. 44, B und C). Einige der
besonders intensiv fluoreszenten Strukturen entsprechen in ihrer GroRe der von Zellkernen
(Abb. 44, B und C, weille Pfeilspitzen). Alle Versuchstiere hatten nach 72h die charakteris-

tische Gestalt der Larve ausgebildet.
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Abb. 44: Expressionsanalyse transgener HeActlleGFPHeGsc-Hydractinia. (A) eGFP-
Fluoreszenz mosaikartig verteilt in einem 24h alten Embryo. (B, C) eGFP-Expression in einer 48h
alten Praplanula (B) und einer 72h alten Planulalarve (C). Grin leuchtende Punkte (s. weiRe Pfeil-
spitzen in (B, C) konnten eGFP-markierte Zellkerne sein.

Die HeActlleGFPHeGsc-Expression in den Larven war transient. Sie war nach der Metamor-
phose mit der Ausnahme von zwei Versuchstieren nicht mehr detektierbar. Diese zwei Trans-
gene zeigten vereinzelt eGFP-exprimierende Zellen im adulten Stadium von Hydractinia
(nicht gezeigt). Es konnte kein Polyp mit ersichtlichen morphologischen Veranderungen

beobachtet werden. Die Versuchstiere hatten ihre typische Polypen-Gestalt entwickelt.

Die Auswertung der Ergebnisse hat gezeigt, dass mit diesem Uberexpressionskonstrukt
erfolgreich HeActlleGFPHeGsc-transgene Hydractinia erzeugt werden konnen. Die eGFP-
Fluoreszenz zeigt, dass das N-terminale eGFP im Reporterfusionsprotein eGFPHeGsc intakt
ist. In einigen wenigen Zellen waren offenbar eGFP-markierte Zellkerne erkennbar, was be-
deutet, dass der Transkriptionsfaktor HeGsc bzw. dessen NLS-Signal teilsweise zur Lokali-
sation des Fusionsproteins in diesem Zellkompartiment gefuhrt hat. Die in dem Umfang
beobachtete Expression des Reporterfusionsprotein eGFPHeGsc hat zu keinen sichtbaren

Veranderungen in der Entwicklung von Hydractinia gefuhrt
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3.6.2.5 Entwicklung einer Methode, die die Translation des analytischen Gens

HeGsc unabhéangig vom Reportergen eGFP ermdglicht

Die zuvor beschriebenen Untersuchungen lieferten keine weiteren Erkenntnisse zur Rolle von
HeGsc in der Embryonalentwicklung von Hydractinia. In den eingesetzten Versuchsansétzen
konnten keine effektiven Mengen HeGsc-Protein bzw. -Reporterfusionsprotein in Hydractinia
erzeugt werden. Um auszuschliessen, dass die mangelnde biologische Effizienz des Reporter-
fusionsproteins in der Fusion der Proteine selbst begriindet ist, etwa in sterischen Effekten
oder in Fehlern der Tertiarstruktur wurden zwei neue Ansatze entwickelt. Es wurde versucht,
den Transkriptionsfaktor HeGsc ungebunden vom eGFP funktionell aktiv im Zellkern zu

exprimieren.

3.6.2.5.1 Die Translationsinitiation Uber ein IRES-Element ist nicht funktionell in

Hydractinia

In diesem neuen Versuchsansatz wurde eine Methode verfolgt, um das analytische Gen
HeGsc unabhéngig vom eGFP in den gleichen Zellen zur Translation zu bringen. Dazu wurde
ein Reportergenkonstrukt hergestellt, in dem das Transgen in Form einer bi-cistronischen
Transkriptionseinheit vorliegt. Dessen Expression und Regulation soll durch die Kontrolle der
regulatorischen Regionen von nur einem Gen erfolgen. Das ermdglicht die Expression beider
Proteinkodierungen in einer transgenen mRNA, die anschliefend getrennt voneinander in
zwei Proteinen umgesetzt wird. Flr diesen Zweck wurde eine internal ribosome entry site
(IRES) in das Reporterkonstrukt eingefiihrt. Das IRES-Element ist eine spezifische Faltung
bzw. Sekundarstruktur der mRNA, die zuerst als virale IRES im Polio- und Encephalo-
myocarditis-Virus entdeckt wurde (Jang et al., 1988; Pelletier und Sonenberg, 1988). Kurze
Zeit spater konnte auch die erste zelluldre IRES-mRNA vom immunoglobulin heavy-chain
binding protein (BiP) im Menschen nachgewiesen werden (Macejak und Sarnow, 1991). Das
IRES-Element vermittelt die Bindung des Ribosoms direkt an das Transkript und erméglicht
dadurch die sogenannte Cap-unabhdngige Initiation der Proteinbiosynthese (Hellen und
Sarnow, 2001; Mokrejs et al., 2006, 2010).
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Um die Funktionalitat des IRES-Elements in Hydractinia zu untersuchen, wurde dieses in den
zwei  unterschiedlichen  Reportergenkonstrukten ~ HeGscHeGscPMAIRESeGFP  und
HeActlIHeGsc®PNAIRESeGFP (Sequenzen s. Anhang; 7.3.3.1 und 7.3.3.2) eingesetzt.

Das HeGscHeGsc?®NIRESeGFP wurde aus dem Genkonstrukt HeGscHeGsc9PMeGFP (s.
3.6.2.1) modifiziert, in welchem das IRES-Element vom codierenden genomischen Bereich
von HeGsc und eGFP flankiert wird. Die codierende HeGsc-Sequenz ist nicht im Leserahmen
mit IRES fusioniert. Der Leserahmen wird durch das eingefiihrte erste Stopcodon von HeGsc
(nt 6515-6517; Sequenz s. Anhang; 7.1.8.2) unterbrochen und die Translation terminiert. Der

Aufbau des Transgens ist schematisch in Abb. 45 zu sehen.

Fur das Reporterkonstrukt HeActliHeGsc®P"AIRESeGFP diente als Ursprungskonstrukt das
HeActlIHeGsceGFP (s. 3.6.2.3), indem die Notl-Klonierungskassette gegen IRES ausge-
tauscht ist. Ein weiterer Unterschied ist, dass IRES nicht im Leserahmen mit der codierenden
HeGsc-Sequenz aus cDNA Kloniert ist. Der HeGsc-Sequenz folgt das erste HeGsc-Stopcodon
(nt 1187-1189; Sequenz s. Anhang; 7.1.8.1), welches die Proteinsynthese beendet (s. Abb.
45).

HeGsc HeGscoPNA Sto eGFP HeGsc
) > =— — —>E)
5°regul. Region + UTR IRES 3'UTR + regul. Region A
HeActll HeGscePNA Sto eGFP HeActll
) > m— ——) > )
5°regul. Region + UTR IRES 3'UTR + regul. Region B

Abb. 45: Schematische Darstellung der Expressionskonstrukte HeGscHeGscIPNA-
IRESeGFP (A) und HeActlIHeGsc®®NAIRESeGFP (B). He (Hydractinia echinata), HeGsc®®"
(HeGoosecoid codierende genomische DNA), HeGsc™™* (HeGoosecoid codierende cDNA), eGFP
(enhanced GFP), regul. Region (regulatorische Region), UTR (untranslatierte Region) und IRES
(internal ribosome entry site).

Bei der Untersuchung der Injektionsansatze konnte kein Versuchstier beobachtet werden,
welches offenbar das Transgen HeGscHeGscIPMAIRESeGFP bzw.
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HeActlIHeGsc®PNAIRESeGFP exprimierte. Wenngleich die regulatorischen Regionen der
beiden Gene HeGsc und HeActll funktionell sind und eGFP erfolgreich in Hydractinia treiben
kdnnen (s. 3.6.2.1 und 3.3.4), waren in keinem Entwicklungsstadium eGFP-markierte Zellen
erkennbar und auch in der Embryonalentwicklung waren keine sichtbaren Auffalligkeiten zu
sehen. Alle Versuchstiere hatten nach 72h die charakteristische Morphologie der Planulalarve

entwickelt.

Von diesen Reportergenkonstrukten konnten offenbar keine Proteine prozessiert werden. Der

Einsatz eines IRES-Elements ist offenbar in Hydractinia nicht méglich.

3.6.2.5.2 Die ektopische Expression von HeGsc durch ein Tandem-Expressions-
konstrukts fihrt in der embryonalen und postmetamorphen Entwicklung zu

morphologischen Veranderungen in Hydractinia

Um das analytische Gen unabhangig vom Reportergen zur Expression zu bringen, wurde ein
Genuberexpressionskonstrukt hergestellt, in dem diese Gene beide jeweils unter der Kontrolle
der 5°- und 3'regulatorischen Regionen des HeActll stehen. Dieses Genkonstrukt wird auf-
grund der Anordnung der beiden transgenen Geneinheiten im Tandem hintereinanderge-
schaltet als Tandem-Expressionskonstrukt bezeichnet. In diesem wurde das Expressionskon-
strukt HeActlI51ASActeGFP (s. 3.3.3) modifiziert durch das nachgeschaltete Transgen
HeActlIHeGsc, in welchem die 5- und 3'regulatorischen Regionen von HeActll die aus
cDNA isolierte codierende Sequenz des HeGsc flankieren. Der Aufbau des Tandem-Expres-
sionskonstrukts HeActlI51ASActeGFP-HeActlIHeGsc (Sequenz s. Anhang; 7.3.4.1) ist
schematisch in Abb. 46 abgebildet.

HeActll 51ASAct eGFP HeActll HeActll HeGsc HeActll

y SE T S I S —

5°regul. Region + UTR Notl- 3'UTR + regul. Region 5°regul. Region + UTR 3'UTR + regul. Region
C.

Abb. 46: Schematische Darstellung des Tandem-Expressionskonstrukts HeActl151As-
ActeGFP-HeActlIHeGsc. He (Hydractinia echinata), HeActll (HeAktinll), 51ASAct (codierender
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Bereich der ersten 51 AS von HeAktinll), eGFP (enhanced GFP), HeGsc (HeGoosecoid), regul.
Region (regulatorische Region), UTR (untranslatierte Region) und Notl-C. (Notl-Cassette).

Es konnten in 24h alten Embryonen einige HeActlI51AsActeGFP-HeActlIHeGsc-transgene
Versuchstiere anhand der eGFP-Fluoreszenz identifiziert werden. Die eGFP-exprimierenden
Zellen waren in diesem Embryonalstadium (s. Abb. 47A) und im weiteren Verlauf der Ent-

wicklung mosaikartig verstreut in den Transgenen zu beobachten.

Abb. 47: Expression des Transgens HeActl151AsActeGFP-HeActlIHeGsc in Embryonen.
(A, B) Hellfeld- und eGFP-Fluoreszenz-Aufnahme. eGFP-exprimierende Zellen mosaikartig verstreut
im 24h alten Embryonalstadium.

Nach 48h Entwicklung wurden bei den Versuchstieren Abwandlungen der typischen
Morphologie im Stadium der Préplanula beobachtet. Es konnten Veranderungen in der Aus-
bildung der apikalen und terminalen Region sowie der anterior-posterioren Polaritat
beobachtet werden. In Abb. 48A sind sechs Versuchstiere (Transgen I-VI) mit einer
atypischen Gestalt im Vergleich zu den normal entwickelten Praplanulas (s. weilie Pfeile) zu
erkennen. Diese Abnormitaten waren verschieden stark ausgepragt. Dabei lasst sich die unter-
schiedlich starke Ausprédgung der verédnderten Morphologie nicht in Korrelation mit der
Intensitat der eGFP-Fluoreszenz (s. Abb. 48B) bringen.

Es konnten verschiedene Gestaltvarianten mit Anomalien den anterior-posterioren Bereich
bzw. die apikale und terminale Region betreffend beobachtet werden. Im Transgen | waren

keine eGFP-exprimierenden Zellen (s. Abb. 48B) zu beobachten. Dieses Tier zeigte eine Ein-
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schnurung im posterioren Schwanzbereich und caudal einen gestauchten, verdickten Schwanz
(s. Abb. 48A). Ein zweites Versuchstier (Transgen Il, s. Abb. 48A) hatte in der Schwanz-
region eine kleinen Auswuchs von entodermalen Zellen (wei eingekreist), wodurch in
diesem Bereich eine Abknickung ausgebildet war. Es sind nur wenige schwach eGFP-
exprimierende Zellen nach caudal im Transgen Il (s. Abb. 48B) zu detektieren. Ein drittes
Versuchstier (Transgen I11) mit einer geringen eGFP-Fluoreszenz zeigte ebenfalls eine Fehl-
bildung im posterioren Bereich sowie auch im anterioren Bereich der Praplanula (s. Abb.
48A). Das Transgen Il war gedrungen ohne die Ausbildung des typischen, zentralen
Kdrperbereichs, aber hatte dafur eine vergroRerte, rundliche apikale Region entwickelt. Das

terminale Schwanzende war verdickt und abgerundet.

Abb. 48: Expressionsanalyse transgener HeActlI51AsActeGFP-HeActlIHeGsc-
Hydractinia nach 72h Entwicklung. (A, B) Hellfeld- und eGFP-Fluoreszenz-Aufnahme. Ver-
gleich von sechs Versuchstieren mit atypischer Gestalt (Transgen I-VI durch rote rémische Zahlen
gekennzeichnet) zu normal entwickelten Praplanulas (s. weille Pfeile). Transgen Il mit kleinem Aus-
wuchs von entodermalen Zellen (weil3 eingekreist) in der Schwanzregion.
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In einem weiteren beobachteten Phénotyp war keine Polaritat ausgebildet worden, wie bei den
zwei Versuchstieren (Transgen IV und -V) in Abb. 48A zu erkennen. Diese zeigten eine
apolare, ellipsenférmige Gestalt bzw. noch das Aussehen wie im Stadium eines 24h alten
Embryos. Das Transgen IV weist kaum eGFP-markierte Zellen auf, wohingegen Transgen V
einige eGFP-exprimierende Zellen besitzt, wie in Abb. 49B zu sehen. Ein anderes Versuchs-
tier (Transgen VI, s. Abb. 48A und 49C) zeigte einen Phanotyp ohne sichtbare Anzeichen fir
eine anteriore-posteriore Polaritat. Es hatte eine bipolare Morphologie ohne eine apikale- und
terminale Region ausgebildet, wie im Vergleich zu einer normal entwickelten Préplanula in
Abb. 49C zu erkennen. Die eGFP-Fluoreszenz war mosaikartig verteilt im Versuchstier zu
detektieren (s. Abb. 49D).

Abb. 49: HeActl151AsActeGFP-HeActlIHeGsc-Expression in Transgen V und VI. (A, B)
Hellfeld- und eGFP-Fluoreszenz-Aufnahme vom Transgen V. (C) Hellfeld-Aufnahme vom Transgen
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VI mit ausgebildeter bipolarer Morphologie im Vergleich zu einer normal entwickelten Praplanula.
(D) eGFP-Fluoreszenz-Aufnahme von Transgen VI.

Nach 72h Entwicklung konnten in diesem Tier keine weiteren Veranderungen der atypischen
Gestalt registriert werden. In einem eGFP-exprimierenden Tier konnte weder eine sichtbare
Polaritat noch eine apikale- bzw. terminale Region identifiziert werden konnte. Der Koérper
dieses Versuchtiers war aus verschieden grof3en kugelartigen Gewebebereichen aufgebaut (s.
Abb. 50A).

Es konnten aber auch Versuchstiere mit eGFP-Fluoreszenz ohne ersichtliche Aufféalligkeiten
beobachten werden. Diese hatten die typische Morphologie ausgebildet, wie exemplarisch an
der Planulalarve in Abb. 50C gezeigt. Das ekto- und endodermale Keimblatt war in allen

Versuchstieren normal entwickelt.

Abb. 50: Expressionsanalyse transgener HeActlI51AsActeGFP-HeActlIHeGsc-
Hydractinia. (A, B) Hellfeld- und eGFP-Fluoreszenz-Aufnahme. Versuchstier nach 72h Entwicklung
mit eGFP-Fluoreszenz ohne sichtbare Polaritat sowie apikale- bzw. terminale Region. Der Kdrper ist
aufgebaut aus unterschiedlich grofRen kugelartigen Gewebebereichen. (C) Normalentwickelte eGFP-
exprimierende Planulalarve mit charakteristischer Morphologie.
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In den wenigsten dieser Transgene konnte die Metamorphose induziert werden. Ein Versuchs-
tier ohne eGFP-Fluoreszenz war teilweise metamorphosiert (s. Abb. 51A). Es zeigte ein
Zwischenstadium der Metamorphose wiéhrend des Ubergangs vom larvalen zum postmeta-
morphen Stadium. Das posteriore Ende der Larve hatte den apikalen Bereich eines Primar-
polypens mit einem Hypostom-Ansatz, einem gestauchten Apex und finf Tentakeln ausge-
bildet.

Ein Primarpolyp zeigte 24h nach der Metamorphose-Induktion noch keine vollstandig
entwickelte typische Gestalt. Dieses transgene Versuchstier hatte noch keine Stolon-Anlage
entwickelt. Die Ansétze der Tentakel waren dagegen bereits angelegt (s. Abb. 51B). Die
eGFP-Expression war in Zellen Uber den gesamten Korper verteilt. Im unteren Drittel der
Kdorpersaule war ektopisch ein rundlicher, knospenéhnlicher Auswuchs (s. roter Pfeil in Abb.
51,B und C) ausgebildet, indem zwei eGFP-markierte sensorische Nervenzellen (s. weilRe
Pfeilspitzen in Abb. 51C) lokalisiert waren. Zwei Tage nach dem Auslésen der
Metamorphose war bei diesem Versuchstier die charakteristische Morphologie des Primér-
polypens vollentwickelt (s. Abb. 51D). Dieses hatte sich mit der neu ausgebildeten Basal-
scheibe mit einem Stolon auf dem Bodengrund festgesetzt. Der ektopische Auswuchs war
nicht mehr sichtbar. Der Polyp zeigte eine weiter andauernde Expression des Transgens
HeActlI51ASActeGFP-HeActlIHeGsc. Es konnten auch nach sechs Tagen viele eGFP-
exprimierende Zellen in allen Kdrperteilen beobachtet werden. Parallel dazu traten weitere
Veranderungen der Morphologie auf: Der Polyp zeigte eine morphologische Veranderung in
der typischen Anlage der Tentakelregion. Die Tentakel waren unsymmetrisch angeordnet
(Abb. 51F). Es waren ektopisch angelegte Tentakel unterhalb der Tentakelansatzregion sowie
auch etwa in der Mitte der Korpersdule (s. weille Pfeile in Abb. 51F) zu beobachten.
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Abb. 51: Expression des Transgens HeActl151ASActeGFP-HeActlIHeGsc im postmeta-
morphen Stadium. (A) Hellfeld-Aufnahme eines teilweise metamorphosierten Versuchstiers mit
sichtbaren ausgebildeten apikalen Strukturen eines Primarpolypens sowie noch vorhandenem
anteriorem larvalem Bereich. (B) Hellfeld-Aufnahme eines Primérpolypen 24h nach der Metamor-
phose-Induktion. Ohne entwickelte Stolon-Anlagen, aber mit erkennbaren Tentakel-Ansédtzen. Im
unteren Drittel der Korpersdule ist ein rundlicher, knospendhnlicher Auswuchs (s. roter Pfeil in (A)
und (B)) ausgebildet. (C) eGFP-Fluoreszenz-Aufnahme zu (B). Die eGFP-Expression war verteilt im
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ganzen Korper zu sehen. Im Auswuchs sind zwei eGFP-markierte sensorische Nervenzellen (s. weil3e
Pfeilspitzen) lokalisiert. (D, E) Hellfeld- und eGFP-Fluoreszenz-Aufnahme. Zwei Tage nach der
induzierten Metamorphose hatte dieser Primarpolyp die charakteristische Morphologie vollstandig
entwickelt. (F) Der sechs Tage alte Polyp hatte ektopische unsymmetrisch angeordnete Tentakel
unterhalb der Tentakelansatzregion sowie etwa mittig an der Korperséule (s. weille Pfeile) ausgebildet.

Die Ergebnisse zeigen dass das Tandem-Expressionskonstrukts HeActlI51ASActeGFP-
HeActlIHeGsc funktionell ist. Sowohl das Reportergen als auch das analytische Gen werden
offenbar zur Expression gebracht. Die ektopische Expression von HeGsc unter der Kontrolle
der 5°- und 3regulatorischen Region vom HeActll fiihrte wéhrend der embryonalen- und
larvalen Entwicklung offenbar zu tief greifenden Verdnderungen der Morphologie. Die Ab-
wandlung von der typischen Gestalt betraf die Entwicklung der anterior-posterioren Polaritat
wie auch der apikalen und terminalen Region. Auch nach der Metamorphose zeigte die
andauernde ektopische HeGsc-Expression Effekte auf die weitere Entwicklung des adulten

Stadiums von Hydractinia.

Offenbar greift der Transkriptionsfaktor HeGsc in die Entwicklungskontrolle in Hydractinia
ein. Die Analyse dieses Versuchsansatzes legt somit nahe, dass eine unabhéngige
Genexpression von Reporter- und Funktionsgen durch Tandem-Expressionskonstrukte
funktionell sind und erfolgreich fur in vivo-Funktionsproteinstudien eingesetzt werden

kdnnen.

3.7 Charakterisierung eines ELAV-Homologs aus Hydractinia

Aus gDNA konnte mit degenerierten Oligonukleotiden ein Teilfragment eines ELAV-
Homologs aus Hydractinia isoliert werden. Diese Oligonukleotide, wurden anhand des
konservierten Bereichs der RNA-bindenden Doménen 2 und 3 eines multiplen ELAV-
Alignments und der DNA-Sequenz des ELAVB (Tsuoshi Momose, Daten, 2008) aus dem
Hydrozoen Clythia hemisphaerica (Abk. Clythia) angefertigt.

Ausgehend von dieser Nukleinsduresequenz konnte in einer 5 Splinkerette-PCR sowie in 5'-
und 3’'RACE-PCRs das Gen des Homologs eines ELAVs aus Hydractinia bis hin zum 5°- und
3 Ende vervollstandigt werden (Sequenz s. Anhang; 7.1.9.1). Das 5" RACE-Amplifikat ent-

hielt ein Mischung zweier cDNA-Varianten, die eine unterschiedliche L&nge der untransla-

121



Ergebnisse

tierten Region aufwiesen. Das langere Fragment besal’ eine 146 bp und das kiirzere eine 56 bp
lange 5'untranslatierte Region vor dem Start ATG des offenen Leserasters. Das kiirzere
Amplifikat besitzt vor der untranslatierten Region eine 45 bp lange ,,Spliced leader* (SI)
Sequenz. Diese wird im mRNA-Reifungsprozess des sogenannten ,,Trans-Splicings™ an das
5'Ende von pra&-mRNAs ,,angespleifit“. Die genaue Funktion ist bisher nicht bekannt. Die
Nukleinsauresequenz, die auf den Sl folgt, ist ab nt 91 identisch mit der nicht gesplei3ten

untranslatierten Region der langeren cDNA-Variante (Sequenz s. Anhang; 7.1.9.1).

Dieses ELAV-Homolog aus Hydractinia hat eine zusammengesetzte Gesamtsequenz, die die
nicht gespleifdte untranslatierte Region der langeren cDNA-Variante enthalt, von 1542 bp und
codiert fir ein hypothetisches Protein mit 385 AS (Sequenz s. Anhang; 7.1.9.1). Einer 146 bp
langen 5'untranslatierten Region folgt ein offenes Leseraster von 1155 bp. In der 228 bp
langen 3’untranslatierten Region folgt der Poly(A)-Schwanz bei nt 1530. Es sind zwei
mdogliche Polyadenylierungssignale (Beaudoing et al., 2000) an den Positionen nt 1377-1382
und 1412-1417 (Sequenz s. Anhang; 7.1.9.1) vorhanden.

Dieses Homolog eines ELAVs aus Hydractinia zeigt den fir ein RNA-bindendes Protein
(RBP; RNA-binding protein) charakteristischen Aufbau. Es besitzt die fir ELAV/Hu-Familie
von RBPs typischen strukturellen drei RNA-bindenden Doménen, die als sogenannte RNA
recognition motifs (RRM) bezeichnet werden. Die ersten beiden RRMs sind im Tandem
angeordnet und von der dritten RRM durch einen 82 AS langen Bereich abgegrenzt, der als
Linker-Region (hinge region) bezeichnet wird. Die Proteinstrukur ist schematisch in Abb. 52

dargestellt.

1 47 133 214 297 385

125 213 296 376

Abb. 52: Schematische Darstellung der Proteinstruktur des HeELAV. Die Zahlen kenn-
zeichnen die Position der AS im Protein. Das RRM 1 ist hellgrau, das RRM 2 griin, die Linker-Region
tirkis und das RRM 3 gelb dargestellt.
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Eine RRM-Doméne besteht aus 80-90 AS und enthélt zwei hoch konservierte kurze Ribo-
nukleoprotein (RNP; ribonucleoprotein)-Motive. Das eine der beiden ist ein Octamer-Peptid
und wird als RNP-1-Motiv, das andere ist ein Hexamer-Peptid und wird als RNP-2-Motiv
bezeichnet (Kenan et al., 1991; Birney et al., 1993; Burd und Dreyfuss, 1994; Robinow et al.,
1988). Die RRM-Doménen sind bei allen Mitgliedern der ELAV/Hu-Familie hoch konser-
viert wie der Sequenzvergleich verschiedener ELAV-Proteine in Abb. 53 belegt, wohingegen
die AS im N-terminalen Bereich und in der Linker-Region weniger konserviert sind (Okano
und Darnell, 1997).

RNP-2
CpELAV -METQLSNGPTCNNTTNGPTT---INNNCSSPVDSGNTED------— SKTNLIVNYLPQN 49
MmELAV -METQLSNGPTCNNTANGPTT---VNNNCSSPVDSGNTED------— SKTNLIVNYLPON 49
MdELAV -METQLSNGPTCNNTANGPTT---INNNCSSPVDSGNTED------— SKTNLIVNYLPQN 49
HeELAV MATAHLMNGH-THHLMNGTLN--PHMAMNGYPIDQKVEADQONIDDENATNLIINYLPQE 57
HmELAV MATIHMMNGHGHHHLMNGVINGLAHVNLSGYPLNLEQDPD----- DENPTNLIINYLPQE 55
L. k% e kk N * L kkkkakkkkk .
RNP-1
CpELAV MTQEELKSLFGSIGEIESCKLVRDKITGQSLGYGFVNYIDPKDAEKAINTLNGLRLQTKT 109
MmELAV MTQEELKSLFGSIGEIESCKLVRDKITGQSLGYGFVNYIDPKDAEKAINTLNGLRLQTKT 109
MdELAV MTQEELKSLFGSIGEIESCKLVRDKITGQSLGYGFVNYIDPKDAEKAINTLNGLRLQTKT 109
HeELAV MTEEELRTLFSSIGPLESCKLIRDKVTRASLGYAFVKYERTNDAKKAIESLQGMKLTNKT 117
HmELAV MTEEELRTLFSSVGPLESCKLIRDKVTRASLGYAFVNYQHAADARKATESLQGMKLTNKT 115
hkokkk . okk Khok okkkkkokkk:k  kkkk kk.k  kk _kkk..k k. .k k%
RNP-2 RNP-1
CpELAV IKVSYARPSSASIRD, 169
MmELAV IKVSYARPSSASIRD, 169
MdELAV IKVSYARPSSASIRD, 169
HeELAV IKVSVARPSSNEI 176

HmELAV IKVSVARPSCTEI 174

*kkk khkkk = k.okkkkkkkkk x ...

CpELAV PSQKTNQAILSQLYQSPNRRYP 227
MmELAV PSQKTNQAILSQLYQSPNRRYP 227
MdELAV PSQKTNQAILSQLYQSPNRRYP 227
HeELAV PSQK-IQPYLDILTQAKG-LAG 234
HmELAV PSQK-IQPYLDILAQAKG-LAG 232
kokokkk okk kk:kkk - *k ckokkkkkk kkkk Kk k_ k *-
CpELAV GPLAQOAQRFSRFSPMTIDGMTSLAG-INIPGHPG-------—————===——————————=— 261
MmELAV GPLAQQAQRFSRFSPMTIDGMTSLAG-INIPGHPG--—-—-———————————————————— 261
MdELAV GPLAQOAQRFSRFSPMTIDGMTSLAG-INIPGHAG------——————=—=—=————————=— 261
HeELAV SAFLRQAVGLSQLSPMSSTGASLSTSPIASPLSPNSASLLRNNMVVNQAPSASTLNGIQN 294
HmELAV SAFLRQ-VGLSQLSPINSSGASLTTSPINSPLSPN-SSVLRNNLVVN--SSNSSLN---N 285
HEA ckookk ok H
RNP-2 RNP-1
CpELAV TGWCIFVYNLAPDADESILWQOMFGPFGAVTNVKVIRDFNTNKCKGFGFVTMTNYDEAAMA 321
MmELAV TGWCIFVYNLAPDADESILWQMFGPFGAVTNVKVIRDEFNTNKCKGFGFVTMTNYDEAAMA 321
MdELAV TGWCIFVYNLAPDADESILWQOMFGPFGAVTNVKVIRDFNTNKCKGFGFVTMTNYDEAAMA 321

123



Ergebnisse

HeELAV SSWCVEVYNLPSDAIELTLFQLFSKFGAIQSTRVVYDENTKKCKGFGFVNMAHYEDATMA 354
HmELAV PSWCVEFVYNLPSDASELTLFQLFSKFGAIQSTRVVYDENTKKCKGFGFVNMAHYEDATMA 345
L kkokkkkk  kk k  kokok  kkk. | ok: Kk kk.kkkkkkkk k. .k.ok.kk
CpELAV IASLNGYRLG-DRVLQVSFKTNKTHKA---- 347
MmELAV IASLNGYRLG-DRVLQVSFKTNKTHKA---- 347
MdELAV IASLNGYRLG-DRVLQVSFKTNKTHKA---- 347
HeELAV ILHLNGYCCERGKPLQVSFKRPKSQGNLSMA 385
HmELAV ILHLNGYCCERGKPLQVSFKRPRNQAGMSIM 376
*  kkkk L kkkkkk .

Abb. 53: Vergleich der Proteinsequenz verschiedener Vertreter von ELAV mit der des
HeELAV. Cp (Cavia porcellus; XP_003479295), ELAV (embryonic lethal abnormal visual), Mm
(Mus musculus; NP_997569), Md (Monodelphis domestica; XP_001364932), He (Hydractinia
echinata) und Hm (Hydra magnipapillata; XP_002162771). Die Aminosduresequenzen sind am
rechten Rand durchnummeriert. Das RRM 1 ist hellgrau, das RRM 2 dunkelgelb, die Linker-Region
tirkis und das RRM 3 gelb gekennzeichnet. Das RNP-2 und -1 ist in roten Buchstaben hervorgehoben.
Die potentiellen RNPs des HeELAVSs sind unterstrichen.

Der Sequenzvergleich des ELAVs aus Hydractinia mithilfe des BLAST-X-Programms von
NCBI zeigt die hochste Homologie mit einem E-Value von Null zu einem ELAV aus Hydra
magnipapillata (XP_002162771). Ein Sequenzvergleich mit verschiedenen Vertretern der
Familie von RNA-bindenden ELAV/Hu-Proteinen konnte keinen eindeutigen Nachweis er-
bringen, um welche ELAV Variante es sich bei diesem Homolog von Hydractinia handelt.
Aufgrunddessen wird dieses Gen als HeEmbryonic lethal abnormal visual (HeELAV)

bezeichnet.

3.7.1 HeELAYV wird in allen existierenden Nervenzelltypen exprimiert und eignet
sich somit in vivo als neuralspezifischer Marker des Nervensystems von

Hydractinia

Die Untersuchungen der in situ-Hybridisierungen in den verschiedenen Entwicklungsstadien
von Hydractinia belegen, dass HeELAV keimblattspezifisch exprimiert wird. Das Gen war
ausschlieBlich in ektodermalen Zellen zu finden. Im 1- und 2-Zellstadium konnte keine
maternale mMRNA nachgewiesen werden. Die HeELAV-Expression war 24h nach der Befruch-
tung im Ektoderm des ganzen Embryos verteilt (s. Abb. 54A). Die Expression war nicht ubi-
quitér in den ektodermalen Zellen vorhanden, sondern wurde nur in spezifischen Zelltypen

lokalisiert. Beginnend in 28h alten Embryonen (s. Abb. 54B) wurde erstmalig eine gradi-
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entenformige Expression von posterior nach anterior zunehmend erkennbar. Diese war im

Verlauf der weiteren Entwicklung bis ins Planula-Stadium nachweisbar.

Die hochste HeELAV-exprimierende Zellen traten am anterioren Pol, in dessen apikalem
Bereich in groRter Dichte auf (48h alte Praplanulas in Abb. 54C; Teilansicht einer Planula in
Abb. 54D). Im adulten Stadium war die Expression im Ektoderm des Gastrozooiden sichtbar
(s. Abb. 54E). Die meisten HeELAV-exprimierenden Zellen konnten am anterioren Pol des
Gastrozooiden im Hypostombereich und der Tentakelregion lokalisiert werden (s. Abb. 54F).
Die Anzahl der Zellen mit HeELAV-Expression nahm anfangend unterhalb der Tentakel-
ansatzregion nach basal stark ab (s. Abb. 54E). Die Expression ist auch in diesem Stadium

ausschlieflich in ektodermalen Zellen vorhanden.
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Abb. 54: (s. vorhergehende Seite) HeELAV-Expression in ektodermalen Zellen in
verschiedenen Entwicklungs-stadien von Hydractinia. (A) Verteilung in 24h alten Embryonen.
(B) In 28h alten Embryonen erstmalig eine leichte gradientenférmige Zunahme der Expression von
posterior nach anterior sichtbar. (C) 48h alte Préplanulas. (D) Teilansicht einer Planulalarve. (E)
Gesamtansicht eines Gastrozooids. Expression von apikal nach basal. (F) Teilansicht zu (E).
Lokalisation der meisten HeELAV-expri-mierenden Zellen im Hypostombereich und der
Tentakelregion.

Die Eignung von HeELAV als neuralspezifischer Marker von maglichst vielen Zellen bzw.
verschiedenen Zelltypen des Nervensystems in Hydractinia, sollte durch in vivo-Expressions-
studien anhand des Reportergens eGFP unter der Kontrolle der 5- und 3 regulatorischen
Regionen von HeELAV untersucht werden. Aus dem Genom von Hydractinia konnten mittels
Splinkerette-PCR Teilbereiche der 5°- und 3 regulatorischen Regionen sowie der codierenden
Sequenz von HeELAV (Sequenzen s. Anhang; 7.1.9.2 und 7.1.9.3) isoliert werden. In der
5'regulatorischen Region kann eine potentielle TATA-Box mit dem Sequenzmotiv
CATAAATT (nt 1472-1479; Sequenz s. Anhang; 7.1.9.2) im charakteristischen Abstand zum
potentiellen Transkriptionsstart (nt 1501) lokalisiert werden (Bucher, 1990; Patikoglou et al.,
1999). Stromaufwaértsgelegen vor dieser TATA-Box kann noch ein weiteres kennzeichnendes
regulatorisches Kontrollelement der Gentranskription identifiziert werden. Es sind drei
mogliche CCAAT-Box-Sequenzmotive (Bucher, 1990) an den Positionen nt 1361-1365,
1394-1398 und 1405-1409 (Sequenz s. Anhang; 7.1.9.2) vorhanden. Die 3'regulatorische
Region enthdlt im 3 nicht-translatierten Bereich vom Translationsstopcodon bis zum poten-
tiellen Polyadenylierungsstartpunkt zwei mogliche Polyadenylierungssignale (Beaudoing et
al., 2000) an den Positionen nt 277-282 und 312-317 (Sequenz s. Anhang; 7.1.9.3).

Die Funktionalitat der 5°- und 3 regulatorischen Regionen von HeELAV wurden mithilfe der
drei Reportergenkonstrukte HeELAV51ASActeGFPHeEFlalpha, HeELAV51ASActeGFP und
HeELAVeGFP (Sequenzen s. Anhang; 7.2.6.1, 7.2.6.2 und 7.2.6.3) untersucht. Im Genkon-
strukt HeELAV51ASActeGFPHeEF1alpha ist der 5°regulatorischen Region von HeELAV
folgend der codierende Bereich der ersten 51 AS von HeActll und die Notl-Klonierungs-
kassette im Leserahmen mit eGFP fusioniert, gefolgt von der 3'regulatorischen Region von
HeEF1lalpha (s. Abb. 55). Die Termination der Transkription erfolgt in den beiden anderen
Expressionskonstrukten durch die 3'regulatorische Region von HeELAV. Im HeELAV-
51ASActeGFP folgt der 5 regulatorischen Region im Leserahmen der codierende Bereich der
ersten 51 AS von HeActll und die Notl-Klonierungskassette fusioniert mit eGFP (s. Abb. 55).
127



Ergebnisse

Dagegen flankieren im HeELAVeGFP die 5- und 3'regulatorischen Regionen nur das
Reportergen eGFP (s. Abb. 55).

Alle drei Konstrukte fuhrten in Transgenen erolgreich zur Expression von GFP. Die Expres-
sionsmuster der drei Genkonstrukt-Varianten von HeELAV waren offensichtlich gleich. Es
konnten 19 Stunden nach der Injektion sowohl im Transgen HeELAV51AS-ActeGFP-
HeEFlalpha als auch im HeELAV51ASActeGFP mit der 3'regulatorischen Regionen von
HeELAV die ersten eGFP-exprimierenden Zellen detektiert werden. Die 51 AS des HeActll
N-terminal vor dem eGFP hatten keinen Einfluss auf die Expression bzw. die Lokalisation des
Reporterproteins. Auch liessen sich keine Unterschiede der Expression in Abhéngigkeit der
terminierenden Region ausmachen. Aufgrund dieser Beobachtungen werden die Expressions-
studien dieser drei Reportergenkonstrukte nachfolgend unter der Bezeichnung des Transgens

als HeELAV:eGFP zusammengefasst beschrieben.

HeELAV 51ASAct eGFP HeEF1la
5°regul. Region + UTR NotlI-C. 3'UTR + regul. Region

A
HeELAV 51ASAct eGFP HeELAV
5°regul. Region + UTR Notl-C. 3'UTR + regul. Region

B
HeELAV eGFP HeELAV
5°regul. Region + UTR 3'UTR + regul. Region C

Abb. 55: Schematische Darstellung der drei Expressionskonstrukte HeELAV51ASAct-
eGFPHeEFlalpha (A), HeELAV51ASActeGFP (B) und HeELAVeGFP (C). He
(Hydractinia echinata), HeELAV (HeEmbryonic lethal abnormal visual), 51ASAct (codierender
Bereich der ersten 51 AS von HeAktinll), eGFP (enhanced GFP), HeEF1a (HeElongationsfaktor 1
alpha), regul. Region (regulatorische Region), UTR (untranslatierte Region) und Notl-C. (Notl-
Cassette).

Es wurden bereits 19 Stunden nach der Injektion transgene Versuchstiere mit ersten wenigen
eGFP-exprimierenden Zellen entdeckt. Nach 5 Stunden weiterer Entwicklung konnten in den

24h alten Embryonen deutlich mehr Zellen mit eGFP-Fluoreszenz beobachtet werden. Die
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Verteilung der HeELAV:eGFP-exprimierenden Zellen war in diesem Stadium und auch in den
spateren Entwicklungsstadien einschlieBlich der Planulalarve zufallig in den Transgenen. In
der weiteren Entwicklung bis hin zur Planulalarve konnten I-Zellen und I-Zellderivate, wie
z.B. Nematozyten, sensorische und ganglionische Neuronen, beobachtet werden. Nach 48
Stunden konnten im Ektoderm des apikalen Bereichs der Préplanulas (Abb. 56 A, B)

vermehrt sensorische Nervenzellen (s. rote Pfeile) identifiziert werden.

Abb. 56: Expressionsanalyse in transgenen HeELAV:eGFP-Praplanulas. (A, B) eGFP-
exprimierende sensorische Nervenzellen (s. rote Pfeile) im apikalen Bereich.

Nach 72h Entwicklung konnten eine Vielzahl von eGFP-markierten sensorischen Nerven-
zellen im anterioren Bereich (s. Abb. 57A) sowie in der Region der apikalen sensorischen
Grube (s. Abb. 57B) der Planulalarven (Plickert, 1989) detektiert werden. In Abb. 57C ist
eine Larve gezeigt, in der apikal eine sensorische Nervenzelle im Ektoderm lokalisiert (s.
roter Pfeil) und mit dem Zellfortsatz (s. weiller Pfeil) einer ganglionischen Nervenzelle
verschaltet ist. Der Nervenzellfortsatz verlauft von apikal nach posterior (s. weilRe
Pfeilspitzen). Es konnten vermehrt bipolare Nervenzellen beobachtet werden, die aus dem
anterioren Bereich bis in den posterioren Schwanzbereich verlaufen, wie beispielsweise in
Abb. 57D gezeigt. Wie anhand dieser drei eGFP-exprimierenden Nervenzellen der Planula-
larve in Abb. 57D zu sehen, ist das Nervensystem von Hydractinia sowohl longitudinal (s.
weilde Pfeilspitzen) als auch transversal (s. rote Pfeilspitzen) zur Kdrperachse vernetzt. Die
Perikarya (s. weilder Pfeil) der obersten sowie der von anterior nach posterior verlaufenden

bipolaren Nervenzellen sind aufgrund der intensiven eGFP-Fluoreszenz identifizierbar.
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Abb. 57: HeELAV:eGFP-Expression in transgenen Planulalarven. (A, B) eGFP-markierte
sensorische Nervenzellen (vier exemplarisch durch weiRe Pfeilspitzen gekennzeichnet) im anterioren
Bereich (A) und in der Region der apikalen sensorischen Furche (B). (C) eGFP-Fluoreszenz-Auf-
nahme. Apikal gelegene sensorische Nervenzelle (s. roter Pfeil) verschaltet mit dem Zellfortsatz (s.
weiBer Pfeil) einer ganglionischen Nervenzelle, die von apikal nach posterior verlauft (s. weiRe
Pfeilspitzen). (D) eGFP-markierte bipolare Nervenzelle (s. weil3e Pfeilspitzen) aus dem anterioren
Bereich posterior in den Schwanzbereich verlaufend. Zwei weitere eGFP-exprimierende Nervenzellen
(s. rote Pfeilspitzen) sind transversal zur Korperachse angeordnet. Zwei Perikaryons (s. weil3e Pfeile)
sind durch die intensive eGFP-Fluoreszenz gut zu identifizieren.

Es konnte neben Nervenzellen auch andere Zellen mit GFP Fluoreszenz beobachtet werden.
Diese konnten nicht typisiert werden. Die HeELAV:eGFP-Expression war transient in den
Larven. Die eGFP-Fluoreszenz konnte nach der Metamorphose nur in wenigen Versuchs-
tieren im postmetamorphen Stadium von Hydractinia detektiert werden. Die HeELAV:eGFP-
Expression wurde ausser in epidermalen Epithelzellen in Tentakeln und Stolonen auch in I-

Zellen und deren Zellderivaten beobachtet.
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In adulten Tieren zeigte eGFP-Fluoreszenz die Aktivitit von ELAV in Nematozyten,
sensorischen und ganglionischen Neuronen. Im apikalen Bereich des Polypens in Abb. 58 (A,

B) ist eine eGFP-exprimierende ganglionische Nervenzelle in der Tentakelregion zu sehen.

Abb. 58: Expressionsanalyse transgener HeELAV:eGFP-Gastrozooide. (A) Hellfeld-,
eGFP-Fluoreszenz-Aufnahme und (B) eGFP-Fluoreszenz-Aufnahme. eGFP-exprimierende bipolare
Nervenzelle in der Tentakelregion des apikalen Bereichs. Das Perikaryon (s. roter Pfeil) liegt im
Bereich des Hypostoms zwischen zwei Tentakeln, in diese die beiden Zellfortsatze (s. weille Pfeil-
spitzen) innervieren. (C) Hellfeld-Aufnahme von Stolonen. (D) eGFP-Fluoreszenz-Aufnahme zu (C).
Lokalisation von zwei eGFP-markierten bipolaren Nervenzellen in zwei Stolonen. Die Zellkdrper (s.
rote Pfeilspitze) sind gut sichtbar. Der Verlauf der Zellfortsatze (s. weille Pfeilspitzen) im Stolon ist
durch die schwéchere eGFP-Fluoreszenz schwierig zu verfolgen.

Das Perikaryon (s. rote Pfeile) dieser bipolaren Nervenzellen liegt im Hypostombereich

zwischen zwei Tentakeln. Die zwei Zellfortsatze (s. weilie Pfeilspitzen) der bipolaren Nerven-
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zelle innervieren in die beiden nebeneinanderliegenden Tentakel. In den zwei Stolonen dieses
Polypens in Abb. 58B sind zwei eGFP-markierte ganglionische Nervenzellen zu sehen. Das
Perikaryon (s. rote Pfeilspitze) dieser bipolaren Nervenzellen ist gut sichtbar, wahrend deren
Fortsatze (s. weilRe Pfeilspitzen) und dessen weiterer Verlauf im Stolon durch die schwéchere
eGFP-Fluoreszenz schwierig zu verfolgen ist.

Das Transgens HeELAV:eGFP ermdglichte in vivo den Nachweis von allen in den Cnidariern
existierenden Nervenzelltypen auch in Hydractinia. Neben den Nematozyten und den senso-
rischen Neuronen konnten in den HeELAV:eGFP-exprimierenden Transgenen auch der
ganglionische Nervenzelltyp mit unteranderem sehr langen bipolaren Nervenzellen sowohl in
der Larve als auch im Stolon beobachtet werden. Diese sogenannten Riesenbipolaren-Nerven-
zellen (giant bipolar neuron) mit einer L&nge von mindestens 250um konnten zuvor mithilfe
der Expressionskonstrukte HeActl151ASActeGFP und HeEFlalpha51ASActeGFP im Nerven-
system von Hydractinia nachgewiesen werden (Kunzel et al., 2010). Diese beiden
Expressionskonstrukte hatten erstmals in vivo eine Markierung des Nervensystems von
Hydractinia erlaubt. Im Unterschied zu diesen beiden ubiquitar exprimierten Genen, war
mithilfe von HeELAV, mit Ausnahme von einigen wenigen nicht-nervenzellspezifischen
Zellen, erstmalig in vivo der nahezu freie Anblick der drei Nervenzelltypen von Hydractinia
als auch die Vernetzung des Nervensystems transversal und longitudinal zur Korperachse der
Larve gewahrt.

Das Gen HeELAV bzw. das Transgen HeELAV:eGFP ermdglicht als neuralspezifischer
Marker in vivo Studien der Entstehung und des komplexen Aufbaus des Nervensystems in

Hydractinia.
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