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Einleitung

1 Einleitung

Eine zentrale Fragestellung in der Biologie iste wie Gestaltbildung bei Lebewesen kontrol-
liert wird und wie sich gestaltbildende Prozesse/ienlauf der Evolution entwickelt haben. Um
morphogenetische Prozesse und deren evolutiondistergtund untersuchen zu kénnen,
wurden stellvertretend fur einzelne Tierklassen Blisgsteme etabliert. Hierzu zahlt bei den
Insekten unter anderem die Tauflie@rdsophila melanogastgrAnhand der Taufliege konnte
erstmals gezeigt werden, dass die Entwicklung vozueh Imago Uber Genkaskaden gesteuert
wird. Untersuchungen hierzu wurden 1995 mit dem dllmieis fir Medizin ausgezeichnet
(Nusslein-Volhard et al., 1980). Stellvertretend diie Vertebraten wurden unter anderem die
Maus Mus musculus der KrallenfroschXenopus laevjsund der ZebrafischiD@anio rerio) als
Modellorganismus etabliert. Ein weiterer InvertéeraModellorganismus ist der Fadenwurm
(Caenorhabditis elegajisAnhand vonCaenorhabditis elegarionnten beispielsweise wichtige
Erkenntnisse zur zellularen Regulation und dem narognierten Zelltod gewonnen werden
(Horvitz et al., 1997). Auch die heute etabliertARInterferenz (RNAi) wurde erstmals in
Caenorhabditis eleganseschrieben, woflir 2006 der Nobelpreis fur Mediznliehen wurde
(Fire et al., 1998).

Anhand des Stammes der Cnidarier (Fleming 1828nteorm Verlauf des 19. Jahrhunderts
mehrere, fur die Wissenschaft bahnbrechende, Baidgen gemacht werden. So wurden im
Zusammenhang mit dem Stamm der Cnidarier zum ek&mlie Begriffe ,Stammzelle®, ,Ur-
keimzellen“ und ,Keimbahn“ beschrieben (Weismani®3;8Plickert et al., 2012). Neben dem
bereits etablierten Modellorganismbiydra vulgaris der vor allem als Modellorganismus im
Zusammenhang mit Regeneration steht (Lenhoff gl@B6), bietet sich insbesondere der ma-
rine CnidarieHydractinia echinatgH.e) als Modellorganismus an. Cnidarier vgdractinia
verfligen Uber ein schnelles Regenerationsvermoégenuaterliegen keiner Seneszenz, sind
somit potenziell unsterblich (Martinez et al., 1R98ie zeichnen sich durch einen einfachen
Korperbauplan aus und verfligen bereits Uber eivéyesystem (Watanabe et al., 2009; Kunzel
et al., 2010). Die Hydrozoen, denklgdractinia zugeordnet wird, durchlaufen einen ,komple-
xen, metagenetischen Lebenszyklus® (Plickert et26112). Der Lebenszyklus beinhaltet die
Entwicklung vom Ei zur Planula-Larve, die Metamaoph der agilen Larve zu einem sessilen
Primar-Polypen, das Wachstum von Sekundarpolypanesmannlichen und weiblichen Ge-
schlechtspolypen mit Gonophoren. Diese reprasemntiem morphologisch reduziertes Medu-
senstadium und sorgen fiir die sexuelle Fortpflagz&mzelne Kolonien voilydractinia sind

vom Geschlecht her entweder mannlich oder weib{Rlickert et al., 2012). Im Zuge der
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Entwicklungsstadien sorgen Musterbildungsprozess$érddass die Festlegung der Korperach-
sen erfolgt und beibehalten wird. Es ist bekanassdder innerhalb der Gruppe der Eumetazoa
urspriingliche Stamm der Cnidaria vor etwa 560 bfién Jahren aus einem gemeinsamen Vor-
fahren der Eumetazoa hervorgegangen ist. Zudemagdigewiesen, dass sich gestaltbildende
Prozesse innerhalb des Stammes der Cnidarier én efiginaren Form darstellen (Frank et al.,
2001, Guder et al., 2006). In diesem Zusammenhamgs rfedoch bedacht werden, dass der
Stamm der Cnidarier seit 560 Millionen Jahren eirsatigen Evolutionsdruck unterliegt und
somit der heutige Zustand nicht unbedingt dem & Blillionen Jahren gleichgesetzt werden
kann.

Die rdumliche und zeitliche Koordination von Entldilmgsprozessen gewahrleistet, dass diese
reproduzierbar verlaufen. In diesem Zusammenhand sitrazellulare Signalkaskaden mit-
entscheidend, die die Kontrolle und Regulation @enexpression gewahrleisten. Durch Sig-
nalkaskaden gesteuerte, differentielle Genexpreggavahrleistet, dass Korperachsen und ver-
schiedene Gewebetypen entstehen. Signalkaskadembevsipielsweise der Wnt-Signalweg sind
fur die Determinierung dorso-ventraler Korperachsenverantwortlich (Cadigan et al., 1997,
Itoh und Sokol, 1999; Miller et al., 1999). Radiarsnetrische Cnidarier wiklydractinia ha-
ben eine oral-aborale, jedoch keine dorso-ventkaigperachse. Es wurde gezeigt, dass der
Whnt-Signalweg inHydractinia an der Determinierung der oral-aboralen Korperadieteiligt

ist (Plickert et al., 2006, Guder et al., 2006)siBeend auf dieser Erkenntnis stellt sich die Fra-
ge, welche Rolle und Funktion andere Signalproteiné Signalwege, deren Funktion in Mo-
dellorganismen wie Taufliege oder Maus bereits bekaind, in einem entwicklungsgeschicht-
lich gesehen urspringlichen Organismus Myelractiniaeinnehmen. Sind Signalwege in ihrer
Funktion schon bei einem gemeinsamen Vorfahrenarmatén gewesen und ist deren Funktion
konserviert oder haben sich Signalwege im Verlaufil/olution verandert oder etabliert?

Ein Protein, von dem bekannt ist, dass es alsaestGchalter-Protein fur eine Vielzahl zellula-
rer Signalnetzwerke essentiell ist, ist das Prawkggen Ras (Cox et al., 2010; Fernandez-
Medarde et al., 2011). FiUr Ras wurde gezeigt, Basktmutationen eine konstitutive Aktivie-
rung des Proteins zur Folge haben kénnen (Bos,et389; Schubbert et al., 2007; Prior et al.,
2012). Konstitutiv aktiviertes Ras bewirkt, dasghgeschaltete Signalkaskaden aktiviert wer-
den und aktiviert bleiben. Da Ras-Proteine viafj@ltSignalkaskaden regulieren, die fir die
Proliferation und Differenzierung sowie das Ubegielyon Zellen verantwortlich sind, verwun-
dert es nicht, dass mutiertes, konstitutiv aktiggerRas in einer Vielzahl von Tumoren nachge-
wiesen wurde (Der et al., 1982; Colicelli et alQ02; Fernandez-Medarde et al., 2011). In

Hydractinia sind in der Natur keine natirlich vorkommenden duenjeglicher Art bekannt.
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Dies und die Tatsache, dass Ras-Proteine einea¥iielbn Signalnetzwerken regulieren, mach-
te eine Untersuchung von Ras-ProteineHyaractiniainteressant. Es stellte sich die Frage, ob
Ras-Proteine irHydractinia im Vergleich zu héheren Organismen konserviertl,sinelche
Funktion sie inHydractinia haben und ob vergleichbare Ras-Protein gesteS8agtmlkaskaden

vorhanden sind.

1.1 Hydractinia echinata

Von Hydractinia sind weltweit Gber dreiBig Arten bekannt (Frankaét 2001). Die Haupt-
verbreitungsgebiete liegen im Nord Atlantik unddier Nordsee (Walther et al., 1996; Jackson
et al.,, 1977; Weis et al., 1985). In der Natur v&mrhKolonien vorHydractinia ausschlieflich
auf von Einsiedlerkrebsen (Paguroiden) bewohnterstrGaoden-Schalen, wobei bei der
Nahrungsaufnahme der EinsiedlerkrebseHudractinia Nahrungspartikel anfallen. Im Gegen-
zug schitztHydractinia durch Nesselzellen die Krebse vor Feindddydractinia echinata
Kolonien bestehen aus zwei Hauptkompartimenten,sitie in Morphologie, Verhalten und
zellularer Zusammensetzung unterscheiden: StolodeRolypen” (Plickert et al., 2012). Die
Kolonien bilden, ausgehend von einem Primar-PolygiarGastrovascular-Netz, das sogenann-
te Stolonetzwerk aus (Abb.1). Stolone wachsen raiitikt zum Untergrund in alle Richtungen
aus, wobei das Stolowachstum durch inhibierendaabgaus den Stolospitzen und durch den
sogenannten ,stolon-inducing-factor* (SIF) reguleird. Dies gewahrleistet, dass neue Stolo-
verzweigungen in definiertem Abstand zu einandestehen (Lange et al., 1989; Lange und
Muller, 1991, Plickert et al., 2012). Das Stolometzk ermdglicht die Versorgung der gesamten
Kolonie mit Nahrung (Frank et al., 2001). In dedirien Abstanden zueinander wachsen Fress-
polypen (Gastrozoide) aus, die die Kolonie mit Negr versorgen. Die Polypen wachsen durch
asexuelle Knospung aus. Gastrozoide besitzen dngelkachse, an derem oralen Ende sich ein
Hypostom mit einem Kranz aus Tentakeln befindetetUdesselkapseln in der Epidermis der
Tentakel kann Beute gefangen und mit den TentaketrMunddffnung transportiert werden.
Die Nahrung wird Uber das Hypostom in den Gastuafraufgenommen, dort vorverdaut und
Uber das Stolonetzwerk der Kolonie zur Verfugunsiglét (Abb.1) (Walther et al., 1996; Weiss
et al., 1985). Der Abstand zwischen auswachsendgmpéh ist durch laterale Inhibition gere-
gelt (Plickert et al., 1987; Plickert et al., 201Bh Verlauf der GroRenzunahme einer Kolonie
werden weitere Polypen-Formen ausgebildet. AusStielioplatte heraus knospen Geschlechts-

polypen (Gonozoide). Die Stoloplatte bildet sich lerranwachsenden Kolonien, wobei
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Gastrodermkanale von einem zweilagigen epidermafetinel umschlossen werden (Plickert et
al., 2012). Gonozoide haben eine Kdrperachsendi@egensatz zu Gastrozoiden endstandig in
einem runden ,Képfchen* mit reduziertem Tentaketiz@ndet.

Embryonalstadien

Sekundarpolyp
Stolone

Abb.1 Der Lebenszyklus vorHydractinia echinata

Ins Seewasser abgegebene Spermien befruchtereRizeber Zweizell-, 4-Zell-, Blastula- und ein Plela-Stadium entwickelt
sich binnen 72 Stunden eine Planula-Larve. Freidgdiehe Planula-Larven heften im Verlauf der Metaphose an Substrate an.
Zunachst entwickelt sich ein Priméar-Polyp. Ausgeheom Primar-Polypen bildet sich ein Stolonetzwatls. In festgelegtem
Abstand knospen asexuell Gastrozoide und im VedasfWachstums getrenntgeschlechtlicher Koloniéwester méannliche oder
weibliche Gonozoide aus. An mannlichen und weilditiGonozoiden bilden sich Gonophoren in denen Speroder Eizellen
heranwachsen. Abbildung Plickert et al., 2012; Giafik wurde durch Werner Muller erstellt und igthabgeéndert worden.

Entlang der Koérperachse wachsen Gonophorenknogpgniradenen Eizellen oder Spermien
heranwachsen (Abb.1). Kolonien vétydractinia sind getrenntgeschlechtlich. Es entwickeln
sich Kolonien mit entweder méannlichen oder weil#ichGonozoiden. Die Gonozoide stellen
ihrerseits eine reduzierte Form des Medusenstadamdsrer Cnidarier dar und gewahrleisten
neben der asexuellen auch eine geschlechtlich@ffeartung. Nur in freier Natur auf Schne-
ckenschalen findet man weitere Polypen-Formen,adie Objekttragerkolonien unter Labor-
bedingungen nicht gebildet werden. Diese werdemalsylozooide und Tentaculozooide be-
zeichnet. lhre Aufgabe besteht darin, die Kolonisézzlich zu den von der Stolonplatte gebil-
deten Kalkstacheln vor Feinden zu schiitzen (MUl@84; Frank et al., 2001; Plickert et al.,
2012). Der Aufbau voiiydractinia entspricht einem radiarsymmetrischen Korperbauples
vorhandene Kdrperachse wird in Larvenstadien aisrian-posteriore und im Polypen als oral-
aborale Achse bezeichnet. Der posteriore Pol derufd-Larve bildet nach der Metamorphose

den oralen Pol eines Priméar-Polypen (Frank et28l01). Die Korperwand voklydractinia
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besteht aus einer epidermalen sowie einer gastnadien Zellschicht mit einer dazwischen
liegenden, azellularen Mesogloea. Beide Zellschitigehen aus dem embryonalen Ektoderm
beziehungsweise Entoderm hervdydractiniaist wie alle Cnidarier ein diploblastischer Orga-
nismus, wohingegen die bilateralsymmetrischen hegihdtetazoen einen triploblastischen Auf-
bau zeigen (Walther et al., 1996; Weis et al., J9BEhtgesteuert werden durch Platzen der
Gonophoren Oocyten und Spermien in das Seewasgegetien (Ballard, 1942). Die Oocyten
weisen bereits eine Polaritdt auf. Die Seite, andde Zellkern in der Oocyte lokalisiert ist,
bezeichnet man als deren animalen Pol. Dort kanrSpermium in die ungefahr 80-180 um
grol3e Eizelle eindringen und diese befruchten (Regeund Miller, 1982). Der animale Pol
entwickelt sich zum posterioren Pol des Embryos ded Planula-Larve. Binnen 72 Stunden
entwickeln sich aus befruchteten Embryonen, nacfciidaufen mehrerer Embryonalstadien,
Planula-Larven (Frank et al., 2001). Die Kdrperaciss zum ersten Mal in der friilhen Planula-
Larve, dem sogenannten Pra-Planula Stadium erkemnwbbei der verdickte Teil den anterio-
ren Pol bildet (Plickert et al., 2006). Planulaxew konnen bei 18°C mehrere Tage lang gehal-
tert werden ohne ihre Metamorphosekompetenz zuevenl (Frank et al., 2001). In der Natur
wird die Metamorphose der Planula-Larve hin zu mirlerimér-Polypen durch einen Biofilm
aus Bakterien ausgeldst (Kroiher & Berking 1999ty Laborbedingungen kann die Meta-
morphose durch Zugabe verschiedener Verbindungerallem monovalenter Kationen, ausge-
|6st werden. Die Metamorphose der Planula-Larveinem Primar-Polypen vollzieht sich in-
nerhalb von 24 Stunden (Walther et al., 1996). dem posterioren Teil der Planula-Larve

entwickelt sich im Verlauf der Metamorphose diekaporale Region des Polypen (Abb.1).

1.2 Ras-Proteine

Ras-Proteine, deren Name sich von ,rat* und ,sasgfoableitet, wurden in Vertebraten zum
ersten Mal im Zuge einer Untersuchung zu transferemiden Eigenschaften viraler v-Ras-
Proteine beschrieben (Harvey, 1964; Kirsten, 19B@)Menschen, in dieser Arbeit stellvertre-
tend fir Vertebraten gewdirdigt, sind drei untersditheRasGene H-, N- und KRasbekannt,
die aufgrund zweier KRasSplicevarianten flir vier Proteine kodieren. Die gesamten
Tierreich stark konserviertdRasGene kodieren fur 20-25 kDa grof3e Proteine (Badbetcal.,
1987; Watzinger et al., 1998; Karnoub et al., 2008stellano et al., 2011). Basierend auf
Sequenzhomologien zu den ,klassischen* Ras-Prateiie N- und K-Ras wurden einer

~Superfamilie® von Ras dahnlichen Proteinen bis bewine Vielzahl weiterer Proteine
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zugeordnet. Alle dieser ,Superfamilie® zugehorigeroteine zeichnen sich dadurch aus, dass
sie als GTPasen zentrale Kontrollelemente in fikest diologischen Signalwegen in Zellen sind
(Colicelli et al., 2004; Cox et al., 2010). Rast#me, deren Funktion auf Aktivierung durch
GTP-Bindung und Inaktivierung durch GTP-Hydrolyseruht, verfigen Uber eine GTP-
Bindedoméne (Schubbert et al., 2007). Im BereighGiEP-Bindedomane sind 5 charakteristi-
sche G-Box-Motive enthalten (Colicelli et al., 200Am C-Terminus von Ras-Proteinen, im
Bereich der ,hypervariablen” Region, findet man €fAX-Motiv, das an der Lokalisation von
Ras-Proteinen an Membranen beteiligt ist (Schubdteal., 2007). C steht hierbei fur ein Cys-
tein, A fur eine aliphatische Aminosaure und X féde beliebige Aminosaure (Choy et al.,
1999; Colicelli et al., 2004). Ist die AminosaureirKRas-Proteinen beispielsweise ein Leucin
oder Phenylalanin, so werden Ras-Proteine durah @aranylgeranyl-Transferase modifiziert.
Die Transferase bindet eine Prenyl-Gruppe an d&ri@inalen Teil des Ras-Proteins, wodurch
es aufgrund der hydrophoben Natur der Prenyl-Grapp®lembranen angeheftet werden kann.
Ist die Aminosdure X hingegen beispielsweise einthidain oder Serin, so werden Ras-
Proteine durch Farnesyl-Transferase modifiziertduvoh ebenfalls eine Membranlokalisation
gewabhrleistet ist (Wright et al., 2006). Wie besedirwahnt, ist von den ,klassischen* Ras-
Proteinen H-, N- und K-Ras bekannt, dass sie ite@edpeziell an Signalwegen beteiligt sind,
die Zell-Proliferation, Differenzierung und das Wleben von Zellen steuern (Schubbert et al.,
2007). Auch von weiteren Vertretern der Ras-Famikiee beispielsweise den RRas2(TC21)-
Proteinen, die strukturell eng mit klassischen K-,und N-Ras-Proteinen verwandt sind, ist
beschrieben, dass sie vergleichbare Signalwegersté&bnnen (Drivas et al., 1990; Movilla et
al., 1999, Colicelli et al., 2004, Larive et alg12; Alarcon et al., 2012).

1.2.1 Ras-Aktivierung

Ras-Proteine, die an der Innenseite von Membrap&alisiert sind, kénnen einen GDP-
gebundenen inaktiven und einen GTP-gebundeneneak@ustand aufweisen. Der Wechsel
ihres Zustandes ermdglicht es Ras-Proteinen emabigon Rezeptoren in der Plasmamembran
weiterzuleiten (Schubbert et al., 2007; Karnouhlgt2008). In der Vergangenheit wurde nach-
gewiesen, dass die Bindung von GTP an Ras durnfuli#rung von EGF-Rezeptoren induziert
wird (Kamata et al., 1984). Neben EGF-Rezeptoremnten in Caenorhabditis eleganand
Drosophila melanogasteRezeptor-Tyrosin-Kinasen identifiziert werden, aterAktivierung
eine Aktivierung von Ras induziert (Aroian et dl990; Fortini et al., 1992). Bindet EGF an
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einen EGF-Rezeptor, so wird dessen intrinsisch@zatlulare Protein-Tyrosin-Kinaseaktivitéat
stimuliert (Margolis et al., 1994). An die phospyi@rte intrazellulare Doméane des EGF-
Rezeptors binden die Adaptermolekile ,growth-facemeptor bound protein 2 (Grb2) und
+SRC homology H2 domain containing protein (SHZusammen mit dem ,,Grb2-associated
binding protein“ (GAB) bilden sie einen Komplex nliém Ras-Guaninnukleotid Austauschfak-
tor (GEF) ,son of sevenless” (SOS) (Schubbert e2807). Das zytoplasmatische Protein SOS
bindet mit einer prolinreichen Region an die SH3xame von Grb2 und wird so in die unmit-
telbare Nahe zu Ras an die Innenseite der Plasnmabkd® gebracht. Die Bindung von SOS an
Ras hat eine Konformationséanderung von Ras-Prateine Folge. Diese Konformationsande-
rung bewirkt die Dissoziation von Ras gebundenemPGRas-Proteine kénnen dann GTP
binden, wodurch sie wieder aktiviert werden (Adj¢ial., 2001; Karnoub et al., 2008). Ras-
Proteine selbst besitzen eine, wenn auch geringea&ad-Aktivitat. Die GTPase-Aktivitat allei-
ne reicht jedoch nicht aus, GTP gebundenes akidddRas in seine inaktive GDP gebundene
Form zu Uberfihren. GTPase aktivierende Protei® Rase activating protein“ (GAP)) wie
-Neurofiborominl* (NF1) binden an Ras-GTP und versts die natlrliche GTPase-Aktivitat
von Ras. Hierdurch wird GTP zu GDP hydrolysiert (& (Colicelli et al., 2004; Schubbert et
al., 2007).

Extrazellulares Signal

Inaktivierung Y Ras-GDP X Aktivierung
durch GAPs durch GEFs
Ras-GTP

Signalweiterleitu ng

Abb.2 Ras als molekularer Schalter

Inaktives GDP gebundenes Ras wird durch ,guanireaticl exchange factor* (GEF) aktiviert. Gebunde®&P wird durch GTP

ersetzt. In seiner GTP gebunden Form kann Ras achigeschalteten Proteinen Ras gesteuerter Sigreliwtgagieren. GTPase
aktiviernde Proteine (GAP) stimulieren die natimicGTPase-Aktivitdt von Ras und bewirken eine Hiyd®von GTP zu GDP,

wodurch Ras wieder inaktiviert wird. Die Abbilduigg nach Reuter et al., 2000 modifiziert worden.
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1.2.2 Ras-Protein gesteuerte Signalwege

Von Ras-Proteinen ist bekannt, dass sie Effektargarschiedlicher Signalwege in Zellen sind
(Abb.3).

Ras Effektor-Signalwege

l

TIAM1 PI3K RAF RALGDS/ | PLCe

/ RGL

jins

| Rac1 | KC |
AKT | erk | | PD |
Organisation des Uberleben Profileration Vesikel Freisetzung
Zytoskeletts der Zelle Transport Ca%*

Abb.3. Ras-Effektor-Signalwege

Aktiviertes Ras-GTP kann an RAF, PI3K, TIAM1, Piotder RALGDS Familie sowie Plshinden und diese aktivieren. Nach
Aktivierung leiten diese Proteine dann als Effe&tofiir nachgeschaltete Signalwege die SignaleiirZeke weiter. TIAM1 fun-
giert als GEF fur das der ,Superfamilie* der RastBine zugehotrige Rac. Eine Aktivierung des Sigegbvist unter anderem
wichtig fiir die Zytoskelett-Organisation. Die Akigvung der PI3K durch Ras-GTP leitet Ras gesteu&igrale Uber PDK1 und
AKT weiter. Dieser Signalweg steuert unter andedzs Uberleben von Zellen. Ein iUber RAF, die KinastEK und ERK ge-
steuerter Signalweg ist an der Proliferation voliefiebeteiligt. Die Weiterleitung von Ras-gesteaprSignalen Gber Proteine der
RALGDS Familie, RAL und PLD reguliert unter anderelen Vesikel-Transport in Zellen. Die Weiterleitumgn Ras-Signalen
iber PLG und PKC fiihrt in Zellen unter anderem zur Freisetzvon C&. Die Abbildung wurde nach Schubbert et al., 2007
modifiziert. Dargestellt sind Signalwege, wie sis &ntersuchungen in menschlichen Zellen bekandt si

Unter anderem fungieren Ras-Proteine als Effektdiiereine Kaskade Uber die Kinasen ,rat
fibrosarcoma“ (RAF), ,mitogen-activated protein &ge kinase* (MEK) und die ,extracellular-
signal regulated kinase* (ERK). Eine weitere Kaskadie durch Ras gesteuert wird, verlauft
Uber die Kinasen ,phosphoinositide 3-kinase" (PI3k9hosphoinositid dependent kinase 1“
(PDK1) und Protein-Kinase B (PKB/AKT). Des Weitergibt es einen Signalweg Uber den ,ral
guanine nucleotide dissociation stimulator* (RALGD8as G-Protein Ral und die Phospho-
Lipase D (PLD). Ras-Signale werden in der Zelleezudiber das , T-cell lymphoma invasion
and metastasis-inducing protein 1* TIAM1 und da®®tein Racl weitergeleitet. Zudem ist

bekannt, dass Signale in der Zelle Uber Ras anPtiespho-Lipase € (PLCe) und die
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Protein-Kinase C (PKC) weitergegeben werden. Dieldaktiviertes Ras induzierten Signal-
wege steuern unter anderem die Proliferation usdtzerleben von Zellen, den Transport von
Vesikeln und die Organisation des Zytoskeltetts,nuneinige der bekannten Ras induzierten
Effekte in Zellen zu nennen (Schubbert et al., 2007

1.2.2.1 RAF-MEK-ERK Kaskade

Die Kinase RAF1 wurde als erster Ras-Effektor iudg&dieren beschrieben (Moodie et al.,
1993; Castellano et al., 2011). In Vertebraten kanan bis heute drei verschiedene RAF-
Proteine (A-, B- und C-RAF) von denen bekanntdalss sie Ras-Signale weiterleiten. Aktivier-
tes Ras-GTP phosphoryliert die RAF-Kinase und &ktivdiese. Aktivierte RAF-Kinase phos-
phoryliert und aktiviert dann ihrerseits die MEKKihase durch Phosphorylierung spezifischer
Serine im sogenannten ,activation loop“ von MEK1Ze aktivierte MEK-Kinase kann dann
die Kinase-ERK1/2 an einem spezifischen Threonith Tyrosin phosphorylieren, wodurch die
Kinasen ERK1/2 aktiviert werden (Wortzel et al. 12 Durch aktivierte ERK-Kinase werden
unterschiedlichste Zielproteine beeinflusst. Hiexzahlen unter anderem Transkriptionsfaktoren
wie ELK1, c-Fos oder c-Jun, Uber die die Translaipiiner Vielzahl von Genen reguliert ist
(Steelman et al., 2011; Wortzel et al., 2011).

1.2.2.2 Die ,phosphoinositid 3-kinase* (PI3K)-Kaskade

Ein weiterer Signalweg wird tber das Ras-Effektdekil PI3K gesteuert (Rodriguez-Viciana
et al., 1994). Die heterodimere Kinase PI3K satdt aus einer katalytischen (p110) und einer
regulatorischen (p85) Einheit zusammen. Ras-GTh ider Lage, die katalytische Einheit der
PI3K (p110) unabhangig von der regulatorischen &infp85) zu aktivieren (Castellano et al.,
2011). Die aktivierte PI3K phosphoryliert dann Rbteetidylinositol-Bisphosphat (P4? am
3'OH und generiert so Phosphatidylinositol-TripHwsp(PIR) an der Innenseite der Plasma-
membran. PIP bringt die beiden Kinasen ,Protein-Kinase B* (PKBder AKT) und
.phosphoinositide dependent kinase 1* (PDK1), di&lb eine ,pleckstrin-homology domain“
(PH) besitzen, in unmittelbare Nahe zueinander. Kbse AKT wird daraufhin durch PDK1
an der Aminosaure Threonin (T308) phosphorylierd waktiviert (Coutney et al., 2010;
Steelman et al., 2011; Castellano et al., 2011}ivisktes AKT sorgt unter anderem durch
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Inhibition der proapoptotischen Proteine BAD und>BAdie der Familie der Bcl-2-Proteine
angehdren, fir das Uberleben von Zellen (Cantleyalet 2002; Engelmann et al., 2006;
Castellano et al., 2011). Des Weiteren wirkt sigh aktivierte AKT-Kinase positiv auf die
Transkription von antiapoptotischen und das Uberelon Zellen sichernden Genen aus
(Duronio et al., 2008)

1.2.2.3 Signalweiterleitung Uber Mitglieder der RALGDS-Proteinfamilie

Einen weiteren Effektor von Ras-GTP stellen Mitdée einer Proteinfamilie dar, die als
~-guanine nucleotide-exchange factor* (GEF) fir RAuAd RALB fungieren (Karnoub et al.,
2008). Die GTPase RAL wird ihrerseits der Superfizndier Ras-Proteine zugeordnet (Colicelli
et al., 2004). GEF-Proteine fur Ral sind unter amdedas Protein ,ral guanine nucleotide-
dissociation stimulator (RALGDS) oder aber das|,guanine nucleotide dissociation
stimulator like* (RGL)-Protein (Albright et al., 83; Hofer et al., 1994; Karnoub et al., 2008).
RAL-GEF-Proteine sorgen dafir, dass RAL in seintivietkte RAL-GTP Form Uberfuhrt wird
(Hao et al., 2008). Aktiviertes RAL-GTP kann damingrseits mit nachgeschalteten Effektoren
interagieren. Hierzu zahlt die Phospho-Lipase DOJP(Luo et al., 1997). Aktivierte PLD ist
unter anderem am Vesikeltransport und der Reguladies Aktin-Zytoskeletts in der Zelle
beteiligt (Wolthuis et al., 1998; Schubbert et 2007).

1.2.2.4 Weitere Ras-Effektoren

Neben den bereits beschriebenen Ras-Effektor gasteuSignalwegen gibt es weitere Ras-
Effektoren, die an der Organisation des Zytoskeletber auch an Calcium Signalwegen in der
Zelle beteiligt sind. So ist die Phospho-Lipase (BLCe) als direkter Effektor von Ras-GTP
beschrieben (Song et al., 2001). Die AktivierungRleCe ermdglicht es, dass Pe®hosphati-
dylinositol-4,5-Bisphosphat (Ptdins(4,3)Pin Inositol-1,4,5-Triphosphate (Ins(1,4,3)Pund
Diacylglycerol (DAG) spaltet. Dies fiihrt in Zeller einer Freisetzung von €aind der Akti-
vierung von ,protein kinase C* (PKC) (Karnoub et 2i008).

Neben PLE als Ras-Effektor stellt das Protein ,T-cell lymph@ invasion and metastasis-
inducing protein 1* (TIAM1) einen weiteren Effektgson Ras-GTP dar (Lambert et al., 2002).

TIAML1 ist wiederum ein ,guanine nucleotide-excharigetor (GEF) fir die GTPase Rac, die
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in der Superfamilie der Ras-Proteine der Subfamier RHO-Proteine zugeordnet wird
(Colicelli et al., 2004; Cox et al.,, 2010). Die G4 Rac wiederum steuert in der Zelle
Prozesse, die an der Zytoskelett-Organisation lggtsind (Schubbert et al., 2007). Versuche
mit TIAM1 negativen Mausen haben zudem gezeigts disse keine Ras induzierten Tumore
der Haut ausbilden, was wiederum daflr sprichts @AM1 an der Entstehung von Tumoren
beteiligt ist (Malliri et al., 2002; Karnoub et a2008).

Ein Ziel dieser Arbeit war es mdgliche Ras-Proteaneh inHydractinia zu identifizieren. Es
stellte sich die Frage, ob es in einem entwicklgegshichtlich gesehen, urspriinglichen
Organismus wieHydractinia, der vor zirka 560 Millionen Jahren zusammen ménd
Ctenophora aus einem Vorfahren der Eumetazoa hgggangen ist, bereits Ras-Proteine, be-
ziehungsweise Vorlaufer zu Ras-Proteinen hohergafsmen gibt.

Durch Transkriptom-Analysen sollte im Zuge diesebdit geklart werden, inwieweit neben
Ras-Proteinen auch Proteine Ras gesteuerter S{gséaden bereits iHydractiniavorhanden
sind. Eine genauere Analyse moglicher homologeteftre sollte dazu beitragen, die Funktion
von Ras-Proteinen in einem entwicklungsgeschidhtdiesehen urspriinglichen Organismus wie
Hydractiniazu verstehen.

Durch knock-down, sowie durch Uberexpression bemighweise Missexpression von Ras
unter der Kontrolle eines ubiquitdr aktivetydractinia Aktinll-Promotors, sollte die Funktion
von Ras-Proteinen imydractinia untersucht werden. Da die Funktion von Ras-Pretein
jedoch nicht alleine tber deren Expression, sonde&limehr durch deren Aktivierung und
Inaktivierung reguliert wird sollten irHydractiniazRas Sequenzbereiche analysiert werden,
deren Modulation in héheren Organismen eine kansté Aktivierung der Proteine zur Folge
hat. Sinn der Strategie war es zu klaren, ob adytiractiniaRas-Proteine auf diese Weise
konstitutiv aktiviert werden kdnnen und welche Ferigine solche Aktivierung filitydractinia

mit sich bringt. Im Zuge einer derartigen Aktiviagukonnten Rickschlisse darauf gewonnen

werden, welche Funktion Ras-ProteindHiydractiniahaben.
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2 Material und Methoden
2.1 Materialien

2.1.1 Laborgerate

Heizblock HAT 130
Schuttelinkubator TH10
Brutschrank WTB
Transilluminator

Vortexer Reax 1R
Tischzentrifuge 5415D
Schermesserhomogenisator
PV Pneumatic PicoPump
Zeiss Stemi 2000CS

Nikon SMZ 1500

Zeiss Imager.Z2

Autoklav

Wasserbad Julabo 20b
Pipetten

PCR Mastercycler personal
AxioCam MRm

AxioCam HRc

AxioCam colorcamera (ICc1)
Otima L70K Ultrazentrifuge
NanoDrop1000

CFX96 Real Time System

Mikrotom Ultracut

HLC BioTech, Géttingen
Bihler, Dusseldorf
Binder, Tuttlingen
Alpha Innotech, Kasendorf
Heidolph, Schwabach
Eppendorf, Hamburg
Xenox, Fohren
WPI, Berlin
Zeiss, Oberkochen
Nikon, Dusseldorf
Zeiss, Oberkochen
Tuttenauer Systec, Munster
Julabo, Seelbach
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Zeiss, Oberkochen
Zeiss, Oberkochen
Zeiss, Oberkochen
Beckman, Krefeld
Thermo, Schwerte
Bio-Rad, Miinchen

Reichert-Jung
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2.1.2 Verwendete Chemikalien

Alle Chemikalien, die nicht gesondert aufgefiihrtaen, wurden von der Firma Roth (Karlsru-

he) bezogen.

Ethylendiamintetraacetat AppliChem, Darmstadt
Glykogen Fermentas, Leon-Rot
Lithiumchlorid Serva, Heidelberg
100% Ethanol J.T.Baker, Deventer, NL
Phenol aquillibriert AppliChem, Darmstadt
LB (Luria Bertani) Sigma, Miinchen
Glucose Fluka, St.Gallen

Tricin Sigma, Minchen
Ammoniumacetat Amresco, Karlsfeld
Nitroblautetrazolium BTS Biotech, St. Leon-Rot
Paraformaldehyde Fluka, St.Gallen
HEPES Fluka, St.Gallen

Tween 20 Serva, Heidelberg
Dinatriumhydrogenphosphat Fluka, St.Gallen
Bovine Serum Albumin Sigma, Minchen
Essigsaureanhydrid Sigma, Minchen
TRIS-Base Sigma, Minchen

N,N Dimethylformamid Fluka, St.Gallen
Disodium Citrat Fluka, St.Gallen
2-Mercaptoethanol Acros Organics, Geel
LB Broth Sigma, Minchen

4’ ,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) Sigma, Minchen
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Araldit M (Epoxyd-Harz) CY212 Serva, Heidelberg

Propylenoxid Serva, Heidelberg

2.1.3 Gebrauchswaren

Die wahrend dieser Arbeit verwendeten Plastikmalien sowie Gebrauchswaren waren Stan-
dard-Laborprodukte.

2.1.4 Nahrmedien fur Bakterien

e LB-Medium pH 7,5: 4 g Bacto-Tryptone, 2g Hefe-Ektrand 4g NaCl wurden mit
400ul bidest. KO auf ein Gesamtvolumen von 400 ml aufgefullt. Per wurde mit
NaOH auf 7,5 eingestellt. Im Anschluss wurde desam autoklaviert.

e LB-Carbenicillin-Medium: 1 ml LB-Medium wurde mit gl Carbenicillin (Stammlo-
sung: 100 mg/ml Carbenicillin Dinatriumsalz in stieH,0) versetzt.

e LB-Agarplatten: 500 ml LB-Medium wurden mit 7,5 gér versetzt. Der Ansatz wurde
autoklaviert. Im Anschluss wurde die Lésung in ainé/asserbad auf 60°C temperiert.
Hiernach wurden 100 pug/ml Carbenicillin (Stammlagd®0 mg/ml Carbenicillin Di-
natriumsalz in bidest. }0) unter Ruhren zugegeben und der Ansatz in Pek#isa
ausgegossen. Bei Raumtemperatur hartet der Agardauschalen konnten dann bei

4°C im Kuhlschrank gelagert werden.

2.1.5 Klonierungsvektoren

Fur die Klonierung von PCR-Produkten wurden innkrlaer AG Prof. Dr. Plickert vorhandene
Konstrukte modifiziert. Die Konstrukte werden imN&uf dieser Arbeit detailliert im Einzelnen

beschrieben.
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2.1.6 Kompetente Bakterien

Fir Klonierungsarbeiten (2.3.10.4 und 2.3.16.3)dearkompetente Bakterien (NEB 10-beta
competent E.coli (High Efficiency)) der Firma Newdtand BioLabs verwendet.

2.1.7 Synthetische Oligonukleotide

Oligonukleotide wurden von der Firma Biomers Gmbyhtketisiert. Alle Oligonukleotide
wurden, sofern moglich, nach der 4+2 Regel (ltalairal., 1984) mit einem Schmelzpunkt von
60°C erstellt. Die Oligonukleotide wurden mit 1/8£Tin einer Stammkonzentration von

100 pmol/ul geldst und bei -20°C gelagert.

Genspezifische Oligonukleotide

Gen und /oder Einsatzbe- Oligonukleotid, Sequenz (523")
stimmung Bezeichnung
Rasl HeRas1revStop CGAAATTCAAGTGCACTATTCTG
HeRas1ATGstart ATGTCTTCATCGTCAGAACCAACC
HeRas1RNAirev ACCCAACCATCGAGGACTCCT
Rasl (Mutagenese Ras1mutl18fwd GGTGTTGGAAAGAGCGCTTTAAC
Oligonukleotide) Ras1mutl8rev CAAAATGGTTGTAGTTGGAGCTGTA
Ras1mut67fwd GAGGAATACAGTGCCATGCGAG
Ras1mut67rev CTGGATATACTTGATACTGCAGGTGTG
Ras2 Rasstoprev GAAAAAATCCAAGTGCACAATTCTG
RasATGfwd ATGGCTGGAGGCGAATTGG
AGTGCCTTGACAATCCAGTTTATTCAATCACA
Rasfwdout
TTTCG
) ACGATCGAAGATTCCTATAGAAAACAATGTG
Rasfwdin
TAATAG
Rasrevout GACGCAGCATTTCACGATTTAGTTCGAGCTAT
Rasrevin CTTACCTGGAGTCTAGTGCTAAACAACGAAT
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Ras2 Ras2RNAirev ATAGGAATCTTCGATCGTAGGAT

Ras2 (Mutagenese Ras2mutGLYzuVAL18rev | ACAAACTGGTTGTAGTTGGAGGGGTT

Oligonukleotide)
Ras2mutGLYzuVAL18fwd | GGTGTTGGAAAAAGTGCCTTGACA
Ras2mutGLYzuVAL67rev | ACATTTTGGATACTGCTGGTGTA
Ras2mutGLYzuVAL67fwd | GAGGAATTTAGTGCAATGAGAGAA

GFP GFPfwd GCCATGCCCGAAGGTTATGTACAGG

GGATTACACATGGCATGGATGAACTATACAA

GFPbeforeStoprev A

TCF TCFrev neu GCCACGGTCCATGTTCATAG
TCFATGstartfwd ATGCCGCAACTTCCAACTTCTACCCCTTCTGG

Tab.1 Genspezifische Oligonukleotide

RACE-PCR-Oligonukleotide

Einsatzbestimmung

Oligonukleotid,
Bezeichnung

Sequenz (523)

cDNA-Synthese und

RACE Oligonukleotide

CGACGTGGACTATCCATGAACGCACGCAGTCG

DAP-TRSA
GTAC(1):5
Trsa CGCAGTCGGTAC(t)s
Ts-PCR AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT
CGACGTGGACTATCCATGAACGCAAAGCAGTG
DAP+DAP-TS

GTATCAACGCAGAGT

Tab.2 RACE-PCR-Oligonukleotide

Matz RACE-PCR-Oligonukleotide wurden, wie in derbait “Amplification of representative

cDNA samples from microscopic amounts of invertebrasssue to search for new genes”
(Matz, 2002) beschrieben, erstellt.
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Plasmid spezifische Oligonukleotide

Einsatzbestimmung

Oligonukleotid,
Bezeichnung

Sequenz (523")

M13-Oligonukleotide M13pUC fwd GTAAAACGACGGCCAGT
M13pUC rev CAGGAAACAGCTATGAC
KS-Oligonukleotide KSEndApalfwd. TAGGGCCCGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCC

KSStartApalrev.

GTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGGGGCCCTA

HeAktlIGFPAKktllterm

HeTermforX-
ifi TAAGCTCCTTGAAGTAAAAGTCACATCCACAAAC
spezifische baAct.Pr.withStopfwd
Oligonukleotide
pUC-Plasmid pUCdsfwd TCACTGACTCGCTGCGCTCGGT
-Oligonukleotide BSF22rev AACGCGGCCTTTTTACGGTTCCT

Tab.3 Plasmid spezifische Oligonukleotide

Oligonukleotide fir gPCR-Versuche

Sequenz, auf deren Basis die

Oligonukleotid

Hydractinia-qPCR- Bezeichnun Sequenz (523)
Oligonukleotide erzeugt 9
wurden

Rasl Ras1RTiwd CAACTTTAGAACGCAGGCAC
(siehe Anhang Abb.1) Ras1RTrev ACCATACGTTGAAACATCAGC
Ras2 Raszrealtimerev GCGAACTGTTTCAACTGCA
(siehe Anhang Abb.2) Ras2realtimefwd GTGACAGATAGTTCCAGC
EEF2HydractiniaGenome 3 .

EEF2realtimefwd GGTATCTACTCTTGTCTCAAC

scaffold.4385

EEF2realtimerev

ACTGCAGATTTGCGATCAAAG

Wnt3

(NCBI GenBank: CAK50826.1

WNT3fwdRT

AGCAATTCAGGTATCGGAAGT

WNT3revkRT

CGCAGAAGGAAGATCAATGC

B-Catenin

(NCBI GenBank: ACZ51403.1

R-CateninfwdRT

GGTGGTGATTTTGATGATGATG

3-CateninrevRT

TTGCAGCTCTCACTCTATGG

Brachyury

BrachHeRTfwd

AGGAGAGAGAACGATTAGTAC
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(NCBI GenBank: AAL26836.1)| BrachHeRTrev CTGTACGAGAGGGATGCTTT
TCF TCFGalRTfwd GCGCCATTCACATGCAGTTA
(Duffy et al., 2010) TCFGalRTrev GTGACGTTACTGGTGATATCGATGT

Tab.4 Oligonukleotide fur gPCR-Versuche

2.1.8 Verwendete Enzyme, Enzym-Mixe und Antikorper

Phusion high fidelity DNA-Polymerase
Reverse Transkriptase Superskript I RNaseH
T4-DNA-Ligase

iIQ™SYBR ® Green Supermix

Riboloc RNase-Inhibitor

Lysozym

Apal

anti-digoxygenin-alkaline-phosphatase konjugierter

Antikérper

RNaseA

RNaseT1
T7-RNA-Polymerase
T3-RNA-Polymerase
EcoRV
Polinukleotid-Kinase
RNaseH
DIG-RNA-labeling-mix

fast-AP-Alkalische-Phosphatase

18

Termo Fistechwerte

Ingérp Darmstadt

Termo Fisher, Schwerte
Bio-Rad, Munchen.
Fermentas, St. Leon-Rot

Sigma, Minchen

Termo Fisher, Schwerte.

Roche, Mannheim

Termo Fisher, Schwerte
Termo Fisher, Schwerte
Termo Fisher, Schwerte
Termo Fisher, Schwerte
Fermentas, St. Leon-Rot
Termo Fisher, Schwerte
Termo Fisher, Schwerte
Roche, Mannheim

Termo Fisher, Schwerte
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2.1.9 Verwendete Puffer und Lésungen

5x HF-Phusion-Puffer (+7,5mM Mgg)!l
5x Reverse-Transkriptase-Puffer

5x Sequenzier-Puffer

5x T4-DNA-Ligase-Puffer mit 25% PEG
10x PBST
10x Tango-Puffer

AP-Puffer (10mM MgCL)

AP-Puffer (40mM MgC))

BCIP Stammlésung

EdU Reaktions Cocktail

Guanidinium-Puffer

RNase Mix/TE

Ethidiumbromid Stammlésung 1%

19

Termo Fisher, Schwerte
Invitrogen, Daruiista

Applied Biosystems (Thermd&is Schwer-
te)

Thermo Fisher, Schwerte
PBS; 1% Tween 20
Fermentas (Termo Fisher, Schwerte)

0,1 M Tris pH 9,5, 0,1 M NaCl; 0,1%
Tween 20; 10 mM MgGl

0,1 M Tris pH 9,5, 0,1 M NaCl; 0,1%
Tween 20; 40 mM MgGl

50 mg/ml BCIP in DEPG&Y bei -20°C
gelagert

Fir 500 ul wurden in folgendReihenfolge
kurz vor Gebrauch zusammen pipettiert (bei
reduzierter Beleuchtung): 379 ul bidessCH
50 ul Reaktionspuffer orange; 20 ul Catalyst
Losung; 50 pl 10 mM 5-TAMRA-PEGS3-
Azid, 1 pl Puffer Additiv

5 M Guanidinthiocyanat; 63 mMisFHCI

pH 7,6; 13 mM EDTA; 0,5% Lauroylsarkosi-
nat; Der Puffer Ansatz wurde Uber eine Nitro-
cellulosemembran (Sartorius, Porengrof3e
0,45 um) mit Hilfe einer Vakuumpumpe in
einer sterilen Nutsche in einen sterilen Kol-
ben unter RNase freien Bedingungen filtriert.
Vor  Gebrauch  wurden 1,25%  2-

Mercaptoethanol zugegeben.

20 pg/ml RNaseA und 2 U/ml RNase T1 in
TE

10 mg/ml
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Hybridisierungs-Mix

ISH- Einbettung
NBT Stamml6sung

10x TBE

1% BSA/PBST

Casium-Chlorid-Kissen

1x SOC Medium

SSC Puffer

ISH-STOP-Mix

Tris EDTA (TE) Puffer, pH 8,0

TEA Puffer pH 7,8

TEA-AA Puffer

Tris-HCI pH 7,5

Paraformaldehyd/Hepes

PBS

20

50% Formamid; 5x SSC; 1 mg/ml
Heringsperm-DNA; 0,1 mg/ml Heparin;
0,1 % Tween (bei -20°C lagern)

PBS/Glycerin 1+9; 50 mM EGTA
50 mg/ml NBT in 70% Dimethylformami

0,9 M Tris, 0,9M Borsaure und 4,5 mM
EDTA

0,1 g BSA auf 10 ml 1x PBST

5,7 M CsCI wurden mit 100 nBEdTA ver-
setzt. Die Losung wurde dann Uber eine
Nitrocellulosemembran (Sartorius, Porengré-
Be 0,45 um) mit Hilfe einer Vakuumpumpe,
mittels einer sterilen Nutsche in einen sterilen
Kolben, unter RNase freien Bedingungen

filtriert.

2% Pepton, 0,5% Hefe Extrakt, 10 mM NaCl,
2,5 mM KCI, 10 mM MgC}, 10 mM MgSQ,
20 mM Glucose

0,3 M Natrium Citrat pH 7; 3 M NaCl
10 mM EGTA in 1x PBST
10 mM Tris-HCI pH §,0 mM EDTA

3,7 g Triethanolamin mit DEPGMHauf 200
ml auffullen; mit 1 M NaOH pH auf 7,8 ein-

stellen (RNase frei arbeiten)

5 ml TEA; 12,5 ul 98% Essigsaureanhydrid
(AA)

66,5 g Tris Base in 200 ml bidest,®t pH
mit 36 % HCI einstellen, auf 500 ml auffil-

len, autoklavieren

4% PFA in 0,1 M HEPES, pH 70,52 M
NacCl

10 mM NgaHPQ, 150 mM NaCl pH 7,5
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PBST/Heringsperm (HS) DNA
wash | Losung

wash Il Lésung

wash Il Lésung

0,2M Phosphatpuffer

Methylenblau Farbel6sung

Toluidin Farbeldsung

2.1.10 Gebrauchsfertige Kits

“Super Script 2 Kit* Reverse Transcriptase
GenJet Gel extraction Kit

GenJet PCR extraction Kit

dNTP Kit

mirPremier micro RNA isolation kit
EdU-Click 555

T7 High Yield RNA Synthesis Kit

2.1.11 Verwendete Computer Software

0,5 mg/ml HS in 1xPBST
50% Formamid; 2x SSC; 0,1% Tween 20
2 x SSC; 0,1% Tween 20
0,2 x SSC; 0,1 % Tween 20

NEIPO, in bidest. HO, mit NaOH und HCI
auf pH 7,2 eingestellt

1% Methylenblau in 1% wgses Boraxl6-

sung

0,1% Toluidin in 0,1% wassriggorax|o-

sung

Inviieo, Darmstadt
Thermo Fisher, Schwerte
Thermo Fisher, Schwerte

Fermentas, St. Leon-Rot
Sigma, Minchen
Baseclick GmbH, Tutzing

New England Biolabgankfurt am Main

Im Verlauf dieser Arbeit wurden folgende Softwarel\Computerprogramme verwendet:

* ClustalW2 https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2

e Olico Calculator http://www.basic.northwestern.dmotools/oligocalc.html

« Axio Vision Rel.4.8 (Carl Zeiss)

* Chromas Lite 2.1.1 http://www.softpedia.com/getéBcie-CAD/Chromas-Lite.shtml
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* CFX Manager™ Version 3.1 http://www.bio-rad.comftproduct/cfx-manager-
software

« NCBI Datenbank http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blagi.

*  MEGA v5.2 http://www.megasoftware.net(Tamura et2011)

» gblocks http://molevol.cmima.csic.es/castresana{sl_server.html(Castresana. 2000)

e Pfam http://www.pfam.xfam.org (Punta et al., 2012)

* PROSITE http://www. PROSITE.expasy.de (Sigristletz902)

¢ FastQC (v0.10.1) www.bioinformatics.babraham.ac.uk

e Trinity-pipeline (Trinity r201440413p1) (Grabhetrad., 2011)

e Trimmomatic (v0.32) www.usadellab.org

« RSEM (Lietal., 2011)

* R-bioconductor-package edgeR www.bioconductor(Bapinson et al., 2010)

2.2 Tierbezogene Methoden

2.2.1 Halterung von Hydractinia echinata

Die verwendeten Stammkulturen waren Wildfange undrden aus Helgoland (Alfred-
Wegener-Institut-Helgoland), aus Roscoff (Statiol&yique de Roscoff) oder aus Sylt
(Alfred-Wegener-Institut-Sylt) bezogen. Die Tiereien auf Schneckenschalen in Aquarien
mit Seewasser (1080 mosmol, pH 8,2) bei 16-18 Haltgrt. DieKolonien wurden einer kiins-
tlichen Strémung und einem strikten Hell/Dunkel-Rimgus von 16 Stunden Helligkeit und 8
Stunden Dunkelheit ausgesetzt. Die Fitterung ddorfen erfolgte finfmal pro Woche mit
lebenden Nauplien voArtemia salina Eine Ei- bzw. Spermienablage erfolgte vor derd-it
rung in separaten Schalen. Embryonen wurden gestimanee Uber Siebe von Verschmutzun-
gen befreit. Die sich aus Embryonen entwickelndiemifa-Larven konnten auf Objekttragern
zur Metamorphose gebracht werden (2.2.3). Objajdtiblonien wurden in Aquarien gehéltert.
Selbiges galt fur transgene Kolonien. Transgeneoiieh auf Objekttragern wurden jedoch,

getrennt von Wildtyp-Kolonien, in gesonderten Adgeargehaltert.
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2.2.2

2.2.3

Fixierung von Hydractinia echinataStadien

Lebendmaterial (Polypen; Planula-Larven; Embryadadien)wurde in 0,2 M MgQd
fur zwanzig Minuten bei 18°C anasthesiert.

Das Material wurde in ein Blockschalchen uberfiimtl in 1 ml 4% Paraformaldehy-
de/HEPES fur zwei Stunden bei Raumtemperatur fixier

Hiernach wurde fur jeweils zehn Minuten dreimal peitl ml 1x PBST (RNase frei)
gewaschen, bevor das fixierte Gewebe in 1 ml 1xTPB&s letzten Waschschrittes in
ein 1,5 ml Reaktionsgefal3 tberflihrt wurde.

AbschlieRend wurde das Material wie folgt im Heddd (2.1.1) bei 98°C Hitze-
behandelt (Plickert et al., 1997):

Polypen 10 bis 14 Minuten
Larven 8 Minuten
Embryonen 6 Minuten

Im Verlauf der ersten zwei Minuten wurde alle zwigrn2ekunden, danach jede Minute
kurz gemischt um ein Verklumpen des Materials zininglern.
Das Material konnte bis zur weiteren VerwendunghnAbkihlen auf Eis im Kuihl-

schrank gelagert werden.

Induktion der Metamorphose

Die Metamorphose voRlydractinia Planula-Larven wurde durch Inkubation in 0,125 MCCs

uber drei Stunden ausgelost (Muller et al., 19ABschlie3end wurden die Larven dreimal mit

Seewasser gewaschen. Auf Objekttragern, in mit 8sssv gefiliten Plexiglaskammern, entwi-

ckelten sich innerhalb der nachsten vierundzwa8aigmden Primér-Polypen.
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2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

PCR Reaktionen wurden, wenn nicht anders erwalacth dem in Tab.5/6 dargestellten Sche-

ma angesetzt: In PCR-ReaktionsgefalRen wurden xepiplate und je 1 pl 10 pmol Primer

vorwarts und 1 pl 10 pmol Primer rickwarts mit lsideH0 auf 14 pl aufgefillt. In einem

1,5ml ReaktionsgefalR wurde dann folgender 2,5 fildster-Mix“ zusammengestellt (Tab.5).

Komponente Menge
bidest. HO 3,5 ul
dNTP-Mix 10mM 1pl
5x HF Phusion-Puffer 10 pl
Phusion high-fidelity DNA-Polymerase0,5 pl
[2 u/ul)

15 pl

Tab.5 2,5 fach ,Master-Mix"

Die PCR-ReaktionsgefalRe wurden bei 80°C in den ighpéMasterCycler (2.1.1) gestellt und
fur 15 Sekunden erhitzt. Hiernach wurden 6 pl aes @,5 fach ,Master‘-Reaktionsansatz
(Tab.5) zugegeben und die PCR-Reaktion (Tab.6) evgedtartet.

PCR-Schritt Temperatur  Zeit
80°C
1. Initiale Denaturierung 98°C 2 Minuten
2. Denaturierung 98°C 15 Sekund
3. Annealing X°C 30 Sekunden 25230 x
4. Elongation 72°C X Minuten

Tab.6 Parameter der PCR
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Die Annealing-Temperatur war abhangig von den jbgen Primern. Die Elongationszeit er-

gab sich aus der erwarteten Fragment-Lange.

2.3.2 RACE-PCR

Zunéchst wurde aus Tieren isolierte RNA (2.3.4¢NA umgeschrieben (2.3.5). RACE-PCR

wurde durchgefuhrt wie in “Amplification of repregative cDNA samples from microscopic

amounts of invertebrate tissue to search for newegie(Matz, 2002) beschrieben. Im Verlauf
dieser Arbeit wurde hierzu Methode B (,for cDNA #lyesis using template-switch effect”)

angewendet. Die so erzeugten cDNA Fragmente besafdiedi bzw. 5° Ende die Basenfolge
des TRsa und Ts-oligo Oligonukleotids (2.1.7). inee im Anschluss an eine primare PCR
durchgefuhrten Re-PCR wurde 1 pl einer 1:10 Verdiagnaus dem ersten PCR-Ansatz als
Template verwendet. 5’'und 3" RACE-PCR-Ansatze ehén folgende Komponenten (Tab.7
und Tab.8):

Komponente Oligonukleotid Menge

bidest. HO X ul

5x HF-Phusion-Puffer 4 ul

Primer fwd. [10 pmol/ul] DAP+DAP-Ts Primer/in deefPCR 1l
TS-PCR Primer

Primer rev. [10 pmol/ul] genspezifisches Oligonwkid/ in der 1l

Re-PCR ggdf. ein weiter innen liegendes

genspezifisches Oligonukleotid

dNTP-Mix 0,4 ul
Template X ul
Phusion high fidelity DNA-Polymerase 1l

[2 U/ul] auf 0,4 U mit 1 x HF-Puffer vor

Gebrauch verdinnen

20 pl

Tab.7 5" RACE-PCR
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Komponente Oligonukleotid Menge
bidest. HO X ul
5x HF-Phusion-Puffer 4 ul
Primer fwd. [10 pmol/ul] genspezifischer Primer/ dler Re-PCR 1 ul

ggf. ein weiter innen liegender genspezi-
fischer Primer

Primer rev. [10 pmol/ul] DAP-Trsa Oligonukleotidn/ider Re- 1 ul
PCR TRsa Oligonukleotid (2.1.7)

dNTP-Mix 0,4 pl
Template X ul
Phusion high fidelity DNA-Polymerase 1ul

[2 U/ul] auf 0,4 U mit 1 x HF-Puffer

vor Gebrauch verdiinnen

20 pl

Tab.8 3" RACE-PCR

Im Eppendorf-MasterCycler (2.1.1) wurden folgendarateter fur die Amplifikation bei
3" oder 5" RACE verwendet (Tab.9).

PCR-Schritt Temperatur Zeit
80°C
1. Initiale Denaturierung 98°C 2 Minuten
2. Denaturierung 95°C 15 Sekund
3. Annealing X°C 5 Sekunden 30 x
4. Elongation 72°C X Minuten

Tab.9 Parameter derATE-PCR
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2.3.3 Quantitative-PCR (qPCR)

Im Verlauf dieser Arbeit wurden gPCR-Ansatze (T@buhd Tab.11) im ICycler® der Firma
BioRad (2.1.11) durchgefuhrt.

Komponente Menge
Primer fwd. [10 pmol/ul] 1,0 ul
Primer rev. [10 pmol/ul] 1,0 pl
2 X iIQ™ SYBR® Green Supermix 10 pl
cDNA Template (2.3.5) 1ul
bidest. HO 7 ul
20 pl
aff.10 gPCR-Ansatz
PCR-Schritt Temperatur  Zeit
1. Initiale Denaturierung 95°C 3 Minuten
2. Denaturierung 95°C 15 Sekunden 40 x
3. Annealing/Elongation 65°C 20 Sekunde

Tab.11 Parameter der q°PCR

Alle Komponenten eines gPCR Ansatzes, bis auf 8&$AcTemplate, wurden zunéchst in ei-
nem sterilen 1,5 ml Reaktionsgefaf vereinigt, unmda “Flat Cap Strips“ der Firma Biorad als
Dreifachbestimmungen auf Eis verteilt zu werdermn. jedes untersuchte Gen wurde das Expe-
riment dreimal als Triplikat durchgeflihrt. Fur jedder Experimente wurden unabhéngige
cDNA-Verdiunnungen hergestellt und den Triplikateryesetzt. Die Verdinnung der cDNA-
Templates erfolgte aus Grunden der Vermeidung vontémination durch Aerosol Bildung in
einem anderen Raum. Um die Expression von Zielgamemterschiedlichen cDNAs verglei-
chen zu kdnnen, wurde als konstantes Referenzggkaryotic elongation factor 2 (EEF2)
(Fedrigo et al., 2010) vohlydractinia verwendet. Die qPCR Oligonukleotide (Tab.4; 2.1.7)
wurden so erstellt, das zu erwartende gPCR-Fragmmeuit Basis von cDNA eine Lange von
200 bp wenn moglich nicht Uberschritten. Um Kontaationen ausschlie3en zu kdénnen, wur-

den zusatzliche Negativ-Kontrollen ohne cDNA Tenlaitgefihrt. Um zu verhindern, dass
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auch genomische Fragmente amplifiziert werden, amurgPCR-Oligonukleotide so gewabhilt,
dass im Falle einer Kontamination durch genomid2Né& mindestens ein Oligonukleotid eine
Exon/Intron-Grenzen Uberlagert, wodurch das Oligtentid nicht mehr zu einer Hybridisie-
rung auf genomischer DNA in der Lage war. Altematiurden die Primer so gewahlt, dass-
durch die zwischen ihnen liegenden Intron-SequeizePCR-Fragmente so grol3 wéren, das
eine Amplifikation auf Grund der limitierten Elonganszeit nicht erfolgt. Routinemafig wur-
den an gPCR-Reaktionen Gelkontrollen (2.3.6) odsntlzkurvenanalysen angeschlossen.
Die Ergebnisse einer gPCR wurden mittels Bioradv@ke CFX Manager™ (2.1.11) analy-
siert. Die relative Haufigkeit eines untersuchteankkripts in cDNA wurde relativ zur Wild-
typ-Kontrolle in einem Balkendiagramm zusammen daheit jeweiligen Standardabweichungen
dargestellt. Als Berechnungsgrundlage diente diegsmannteAAC-Methode. Hierbei ver-
gleicht man die Expression eines Zielgens mit dgrr&ssion eines Referenzgens. Aus gemittel-
ten G-Werten lasst sich zunachst, berechnenAC, = G (Mittelwert) Zielgen — ¢€(Mittelwert)
Referenzgen. Hiernach berechnet maC, folgendermalRemAC; = AC; aus Transgen-cDNA

— AC; Wildtyp-cDNA. Der Expressionsunterschied ergilshsindemAAC; in die Formel 24!

eingesetzt wird.

2.3.4 RNA-Isolierung

Die RNA-Isolierung erfolgte nach der in Chirgwin at, 1979 beschriebenen Methode. Ent-
wicklungsstadien voiydractinia (Embryonen, Larven, Polypen oder anderes Lebendiaiate
wurden dreimal mit 0,5 M NaCl gewaschen. Nach End#a der NaCl-Losung wurde das
Frischmaterial in 300 pl Guanidinium-Puffer (2.1i@)einem 2 ml Reaktionsgefal3 aufgenom-
men. Bei 20000 rpm wurde das Material dann umgelngihdinem Schermesserhomogenisator
(2.1.1) zerkleinert. Alternativ wurde Frischmaténach dem Waschen in 0,5 M NacCl in flissi-

gem Stickstoff eingefroren und bei -80°C aufbewalnmi spéater verarbeitet zu werden.

e Das Homogenat wurde fur finf Minuten bei 13000 rpm der Eppendorf-
Tischzentrifuge (2.1.1) zentrifugiert, um unldskcKomponenten durch Sedimentation
abzutrennen.

« Der Uberstand wurde in ein 13x51 mm PolyallomeriZmenrohrchen vorsichtig
Uber ein 1,2 ml CsCl-Kissen (2.1.9) geschichtet.
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Ultrazentrifugation (Beckmann Ultrazentrifuge 2)liber achtzehn Stunden bei 38000
rpm bei 22°C in einem SW55 Rotor filhrt zu einerrifreng von RNA-Sediment und
DNA bzw. Proteinen, die das CsCl-Kissen nicht ddrofgen kénnen.

Nach Absaugen des Uberstands unter InvertiererPdgmllomer-Rohrchens, um eine
Kontamination der RNA mit Resten des Homogenisatsermeiden, wurde das Rohr-
chen in Hohe der vormaligen CsCl-Kissen Grenze ammer sterilen Skalpell-Klinge
abgetrennt.

Das RNA-Sediment wurde unter Staubschutz in 0,1%adeNfreiem SDS fir zwei
Stunden gelost.

AnschlieRend wurde die RNA gefallt. Dem Ansatz veurd/20 Vol. 5 M NaCl sowie
2,5 Vol. 100% EtOH zugegeben. Hiernach wurde desa#nfir zwanzig Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert und fur zehn Minuten @O0 rpm in einer Eppendorf-
Tischzentrifuge (2.1.1) zentrifugiert.

Die gefallte RNA wurde zweimal mit je 1 ml 70% EtQjdwaschen und bei 13000 rpm
in einer Eppendorf-Tischzentrifuge (2.1.1) zengiéut.

Das angetrocknete Pellet wurde in 20 pl bidesD Belost.

Die Integritdt der RNA wurde auf einem 0,8% Agar@sd (2.3.6) kontrolliert, die

Mengenbestimmung erfolgte photometrisch (2.3.8).

Alternativ wurde das mirPremier micro RNA isolatikih (2.1.10) entsprechend der mitgeliefer-

ten Anleitung verwendet, um aus Kleinstmengen Mydractinia Ausgangsmaterial RNA zu

gewinnen.

cDNA-Synthese

Die im Verlauf dieser Arbeit aus RNA vdiydractinia (2.3.4) erzeugte cDNA wurde, wie in

Methode B (,for cDNA synthesis using template-stwiteffekt") in der Arbeit von Matz et al.,

2002 beschrieben, hergestellt.

Zu 3 pg RNA in 3 pl wurde 1 pl 10 uM TRsa-Oligoreddid zugegeben (Tab.2; 2.1.7).
Das Gemisch wurde fir drei Minuten be65n einem Heizblock (2.1.1) erhitzt, bevor

es drei Minuten auf Eis gekuiihlt wurde.
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Folgender cDNA Synthese-Ansatz (Tab.12) wurde asifiteinem 1,5 ml Reaktionsgefaf

zusammengestellt:

Komponente Menge
RNA Trsa Oligonukleotid-Gemisch 4 ul
Ts-oligo Oligonukleotid [5 pM] 1l
5x Reverse-Transkriptase-Puffer 2 ul
DTT [0,1 M] 1l
dNTP’s [10 mM] 0,5 pl
Ribolock RNase-Inhibitor 0,5 pl
Reverse-Transkriptase [200 U/ul] 1l
10 pl

T.aB cDNA-Synthese-Ansatz

e Der cDNA-Synthese-Ansatz wurde eine Stunde lang42C in einem Heizblock
(2.1.1) inkubiert.

e Eswurde 0,5 ul 20 mM Mngtugegeben, wonach der Ansatz fur finfzehn Minutgn b
42°C im Heizblock inkubiert wurde.

e Die Synthese wurde flr zwei Minuten bei 2G0m Heizblock abgestoppt.

e Es wurden 5 pl 1x RNaseMix/TE zugegeben, wonachGasisch fur finfzehn Minu-
ten bei Raumtemperatur inkubiert wurde.

* Der Ansatz wurde erneut fur finf Minuten auf 100AC2inem Heizblock erhitzt, bevor
EDTA in einer Endkonzentration von 10 mM zugegetende. Die so erzeugte cDNA

konnte bei -20C aufbewahrt werden.

Einzelstrangige cDNA, die als Template in gPCR Mehen (2.3.3) verwendet wurde, wurde
mit nur einem Oligo-dT-Primer (DAP-TRsa; Tab.2)smrechend des oben gezeigten Ansatzes

erzeugt.

30



Material und Methoden

2.3.6 Agarose-Gelelektrophorese

Entsprechend der zu erwartenden Gréf3e von DNA- RUE-Fragmenten wurden Agarosegele
unterschiedlicher Konzentrationen hergestellt. FRiagmente einer Gréf3e von < 200 bp haben
sich 2 % Agarosegele bewahrt. Fir RNA wurden di¢e Gmter RNase freien Bedingungen
erzeugt. Hierzu wurden Laufkammer, Gel-Form und Kafir zehn Minuten mit 10 % J@,
behandelt.

e X g Agarose wurden in 50 ml 0,5 x TBE-Puffer (2)1i® der Mikrowelle auf-
gekocht. Der Wasserverlust wurde durch desO lHusgeglichen und das Ge-
misch erneut kurz aufgekocht.

e Der Losung wurden 4 pl EtBr [10 mg/ml] zugeben.

* Das Gemisch wurde in Gelkammern ausgegossen. NamhAdshérten wurden
die Gele mit 0,5 x TBE-Puffer, der mit EtBr verseheurde, bedeckt.

Durch Auftragen der Marker pBR 328 Mixl (MBBL) odé&kb-ladder (Fermentas) auf das Gel
lieRen sich die Banden hinsichtlich ihrer GroRardefen. Vor dem Auftragen der Proben wur-
den diese mit einem 6 x Ladepuffer versehen (2.D8) Dokumentation der Agarosegele er-
folgte digital (Alpha-Imager (2.1.1)).

2.3.7 Extraktion von Fragmenten aus Agarosegelen

Mit einem sterilen Skalpell wurden unter langwedlig UV-Licht niedriger Intensitat banden-
tragende Bereiche aus dem Agarosegel isoliert anti5 ml ReaktionsgefalRe Uberfihrt. Die
enthaltenen DNA-Fragmente wurden mit dem Ferme@asJet Gel extraction Kit (2.1.10)

entsprechend der Anleitung aufgereinigt.

2.3.8 Photometrische Konzentrationsmessung von DNA oder A

Konzentration und Qualitdt von DNA- oder RNA-Probenrden am NanoDrop Photometer
(2.1.1) ermittelt.
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2.3.9 Seguenzierung

Reinigung und Analyse von Probenmaterial wurderCatogne Center for Genomics durchge-

fuhrt. Entsprechend dessen Anleitung wurde die &ezjar-Reaktion folgendermaf3en durchge-

fuhrt (Tab.13/14):

Komponente Menge
bidest. HO X ul
5 x BigDye sequencing-Puffer 2,25 pl
Oligonukleotid [10 pmol] 0,25 pl
PCR-Template 2 10 ng pro 100bp X ul
BigDye ® terminator v1.1/v3.1 0,25 ul
10 ul
aff.13 Sequenzier-PCR-Ansatz
PCR-Schritt Temperatur Zeit
1. Denaturierung 96°C 10 Sekunden
2. Annealing 55°C 5 Sekunden 40 x
3. Elongation 60°C 4 Minuten

Tab.14 Parameter der SequenziPCR

2.3.10 Klonierung von Fragmenten

Stumpfendige, phosphorylierte (2.3.1 und 2.3.182CR-Fragmente wurden in, im Labor, vor-

handene Vektoren ligiert. Des Weiteren wurden vodeae Konstrukte den Bedurfnissen ent-

sprechend modifiziert. Es wurde von einem von Tikiozel hergestellten Konstrukt ausge-

gangen (pActll:51Act-eGFP, in Kiinzel et. al., 201Das in dieser Arbeit verwendete, modifi-

zierte Konstrukt besteht aus einem 2227 bp grof&ov-Riuckgrat, einer 1976 bfydractinia

Aktinll Promotor-Sequenz, einer 714 bp umfasserSequenz des grin fluoreszierenden Pro-

teins GFP, sowie einer 1569 bp umfassenden Terammegion vonHydractinia Aktinll

(Abb.4) (siehe Anhang Abb.31).
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HeAktlIGFPAKtlITerm
6486bp

Vek tor-RﬁckQ‘a‘

Abb.4 Plasmid-Karte von HeAktlIGFPAktlliterm
In blau dargestellt sind die Aktinll (Aktll) Termator-Region, sowie die Aktinll Promotor-Region.sichwarz abgebildet ist das
+vektor-Ruckgrat* des Ursprungsvektors. In griin deiGFP dargestellt.

2.3.10.1Herstellung stumpfendiger Vektoren

Zur Herstellung von Vektoren konnten vorhandene Hiukte an beliebigen Stellen mittels
PCR (2.3.1) gedffnet und linearisiert werden. Nacialyse auf einem Agarosegel (2.3.6), Iso-
lierung der linerarisierten Vektoren aus dem GeB.(@ sowie einer Mengenbestimmung des

Isolats (2.3.8) konnten die Vektoren flr Ligatiomsé@tze verwendet werden.

2.3.10.2Phosphorylierung stumpfendiger PCR-Produkte
Gereinigte PCR-Fragmente, deren Menge und Qualitétometrisch bestimmt worden waren

(2.3.8), wurden vor der Ligation in stumpfendigekiéeen zunachst nach folgendem Ansatz
phosphoryliert (Tab.15).
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Komponente Menge

PCR-Template (x ng/ul) 15 pl

5 x T4-DNA-Ligase-Puffer 4 ul

+ PEG

PNK [10 U/pl] 1l
20 pl

Tab.15 Phosphorylierungs-Ansatz

e Der Ansatz wurde fir eine Stunde bei 37°C in eifFotschrank (2.1.1) inkubiert.

* Die Reaktion wurde bei 65°C in einem Heizblock (P)labgestoppt. Der Reaktionsan-
satz wurde dann mit 30 pl bidest:(Haufgefullt.

* Der Ansatz wurde mittels GenJet PCR extraction(Kit.10) nach der dem Kit beilie-
genden Anleitung gereinigt.

e Das phosphorylierte Fragment wurde in 10 pl biddgD geldst, bevor die Menge und
Qualitat der DNA bestimmt wurde (2.3.8).

2.3.10.3Ligations-Ansatz

Stumpfendige, phosphorylierte PCR-Fragmente (2.3)Murden in stumpfendige Vektoren
(2.3.10.1) ligiert (Tab.16).

Komponente Menge
bidest. HO X ul
Fragment (x ng) X ul
Vektor (Menge~10-50 ng) X ul
5 x T4-DNA-Ligase-Buffer 2 ul
+ PEG
T4-DNA-Ligase [3 U/ul] 0,3 pl
10 ul

Tab.16 Ligations-Ansatz
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Das optimale Verhéaltnis von Vektor zu Fragmentdig Ligationsreaktion wurde anhand fol-

gender Formel bestimmt:

ng Vektor * Basenpaare Fragment
Basenpaare Vektor

* 3 = Menge an bendétigtem Fragment in ng

« Der Ligationsansatz wurde fir dreil3ig Minuten bauRtemperatur inkubiert.

¢ Nach Zugabe von 15 pl bidest;,®wurde die Ligation bei 70°C flr zehn Minuten in
einem Heizblock (2.1.1) abgestoppt.

« Der Ansatz wurde fur einige Minuten auf Eis gekibhd in einer Eppendorf-
Tischzentrifuge (2.1.1) fur 30 Sekunden bei 130Q08 zentrifugiert.

Als Kontrolle wurde Vektor ohne Fragment ligiert.

Der Ligationsansatz konnte bei -20°C gelagert werde

2.3.10.4Transformation von Bakterien

Ligationsansatze (2.3.10.3) wurden in NEB 10 betapetente E. coli Zellen entsprechend der
den Bakterien beiliegenden Anleitung eingeschldiBtPlatten, die mit 100 pg/ml Carbenicil-
lin versehen wurden (2.1.4), wurden fur 30 Minuben37°C im Brutschrank (2.1.1) erwarmt.

* Auf den LB-Carbenicillin Platten wurden 100 pl desnsformierten Bakterien direkt
ausplattiert.

* Die restlichen 400 pl wurden in ein 1,5 ml Reaksgefald Gberfihrt und in der Eppen-
dorf-Tischzentrifuge an zentrifugiert. 300 pl desestandes wurden verworfen. In den
restlichen 100 pl wurden die sedimentierten Zetlesuspendiert. Die 100 pl wurden
auf einer LB-Carbenicillin Platte mit einer stenl&laspipette ausgestrichen.

e Die Platten wurden Uber Nacht bei 37°C im Brutscki@iehe 2.1.1) inkubiert.

Parallel wurde als Kontrolle eine Ligation des \@gktohne Fragment in Bakterien verbracht.
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2.3.11 Analyse der Transformation

Transformierte Bakterienkolonien (2.3.10.4), dief &aB-Carbenecillin Platten Gber Nacht
gewachsen waren, wurden mittels PCR (2.3.1) auf\Wabandensein des Fragments in der

gewilnschten Orientierung analysiert.

2.3.11.1Kombinatorisches Analyse-Verfahren

In einer 36er Well-Platte wurden Kammern mit 200LBlCarbenicillin-Medium [400 pg Car-
benicillin/ml] gefillt. Einzelne Kolonien wurden da mit einer Pipetten-Spitze von den LB-

Carbenicillin-Platten in die einzelnen Wells tbérfiund resuspendiert.

« Die Platten wurden fir zwei Stunden bei 37°C inkubiEntsprechend dem in Abb.5
dargestellten Schema, wurden je 90 ul aus jedenh &fedr Reihe bzw. Spalte verei-

nigt. Auf diese Weise konnten 36 Kolonien in nur PZR-Reaktionen Uberprift

werden.
1 2 3 4 5 6

A Al A2 A3 Usw.

PoolA
B B1 Usw.

PoolB
C C1

usw.
D D1
E E1l
F F1
Pooll Pool2  usw.

Abb.5 Kombinatorisches-Beladungsschema einer 36er &l-Platte
Je 90 pl aus Reihen und Spalten wurden jeweil$niene Pool zusammengefasst. Zeigen beispielsweiskAsowie Pool 2 bei
einer PCR ein positives Ergebnis so ist in WelleA2 positiver Klon zu erwarten.

36



Material und Methoden

» Diese Ansatze wurden fur finf Minuten bei 13000 rpgm der Eppendorf-
Tischzentrifuge (2.1.1) zentrifugiert.

« Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet ipl2@idest. HO resuspendiert.

* Die Suspension wurde bei 100°C in einem Heizblgck.q) far finf Minuten aufge-
kocht und anschlieRend fiir zwei Minuten auf Eistdptk

+ Die Proben wurden erneut bei 13000 rpm zentrifiig@er wassrige Uberstand diente

als Template fir eine PCR (2.3.1) mit geeignetém@&rKombinationen.

Auch bei nur einem einzigen richtigen Klon in desgmten Platte sind zwei positive Banden

nach der PCR auf einem Gel, da jeder Klon immemiai Pools vertreten sein muss.

2.3.11.2Analyse einzelner Kolonien

* Um einzelne Bakterienkolonien beziglich der Intégravon Fragmenten zu untersu-
chen, wurden Bakterienkolonien mit einer Pipetteitz8 von einer LB-Carbenicillin-
Platte gepickt und in 200 ul LB-Carbenicillin-Mediuin einem 1,5 ml Reaktionsgefaf
resuspendiert.

 Nach zwei Stunden Inkubation bei 37°C wurden 18MBgkteriensuspension in ein
neues 1,5 ml Reaktionsgefal? Uberfihrt.

* In einer Eppendorf-Tischzentrifuge (2.1.1) wurdeffinf Minuten bei 13000 rpm zent-
rifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Rellarde in 20 pl bidest. @ resus-
pendiert.

e Die Suspension wurde in einem Heizblock (2.1.1)ftiinf Minuten auf 100°C erhitzt
und im Anschluss zwei Minuten auf Eis gekihilt.

e Es wurde bei 13000 rpm fur funf Minuten in der Epgerf-Tischzentrifuge (2.1.1)
zentrifugiert. Der wassrige Uberstand diente alslate fiir eine PCR (2.3.1) mit ge-

eigneten Primer-Kombinationen.

2.3.12 Herstellung von Bakterien-Ubernachtkulturen

Wurde eine positive Bakterienkolonie identifizié2t3.11), so wurde aus dem entsprechenden

Well/ 1,5 ml Reaktionsgefald 20 ul Bakteriensuspmnsientnommen und in 2 ml
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LB/Carbenicillin Medium in Glasréhrchen tberfuHpie Kulturen wurden tGber Nacht bei 37°C

in einem Inkubator (2.1.1) geschiittelt.

2.3.13 Plasmid-Isolierung aus Bakterien

Im Verlauf der Arbeit wurde, leicht abgewandelts déerfahren der alkalischen Lyse angewen-
det, um Plasmid-DNA zu isolieren (Birnboim und Dgl&979; Horowicz and Burke, 1981).

2 ml Bakteriensuspension (2.3.12) wurden aus desrG@hrchen entnommen, in 2 ml Reakti-
onsgefalRe uberfiihrt und fir 30 Sekunden bei 13p060 zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Plasmid extrahiert. Das PlasmitePwurde in 30 pl 1x RNase MIix/TE
(2.1.9) aufgenommen und fur 30 Minuten bei 37°@imtschrank (2.1.1) inkubiert.

2.3.14 Reinigungsféallung von Plasmid-DNA

Nach der Isolierung (2.3.13) wurde die Plasmid-Déi&ch eine Phenol-Chloroform-Extraktion
vom RNase-Mix befreit und zur Entfernung der vetdau RNA in Gegenwart von

Ammoniumacetat mit EtOH gefallt.

* Es wurden 30 pl Phenol und die gleiche Menge amrGfdrm zugegeben, gemischt
und fir eine Minute bei 13000 rpm in einer EppefRddschzentrifuge (2.1.1)
zentrifugiert.

« Die wassrige Phase wurde in einem neuen 1,5 ml tReagefaR mit 100 ul
Chloroform versetzt, gemischt und fir eine Minuée 18000 rpm zentrifugiert.

« Dem entnommenen wassrigen Plasmidiberstand wufglé/dll 10 M Ammonium-
acetat zugegeben und gut gemischt. Nach der Zugabe2,5 Vol. EtOH und
Schwenken des 1,5 ml ReaktionsgefaRes wurde dasnidi@®NA Knaul mit einer
sterilen Pipetten-Spitze in ein neues 1,5 ml Reakgefal? tberfihrt.

» Die DNA wurde in 30 pl 1x TE geldst, 15 Minuten uikert und mit 1/10 Vol. 10 M
Ammoniumacetat und 2,5 Vol. EtOH gefallt.

¢ Plasmid-DNA wurde als Knaul in ein neues 1,5 mlRieasgefal’ tberfuhrt, mit 1 ml
70% EtOH gewaschen und bei 13000 rpm fir eine Minut einer Eppendorf-

Tischzentrifuge zentrifugiert.
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¢ Das Plasmid-DNA-Pellet wurde in 30 pl 1x TE gelost.

e« Es wurden 1/20 Vol. 5 M NaCl und 2,5 Volumina EtQidgegeben und fur funf
Minuten bei 13000 rpm zentrifugiert.

» Das Pellet wurde zweimal mit je 1 ml 70% EtOH gestas, bevor die gereinigte
Plasmid-DNA in 10 pl 1x TE geldst wurde.

2.3.15 Mikroinjektion

2.3.15.1Amplifikation von Injektionsmaterial

Unter Zuhilfenahme der Oligonukleotide KSEndApalfwdd KSStartApalrev. (Tab.3) wurde

mittels PCR ein linearisiertes Fragment, bestelarsl Promotor, proteinkodierender Sequenz
und Terminator, aus dem Konstrukt amplifiziert. .gnol3e Mengen Material erzeugen zu kon-
nen wurden zehn PCR-Ansétze von je 100 pl Gesaomasi erzeugt. Die PCR-Ansétze (2.3.1)
wurden entsprechend angepasst. Nach der PCR-Reaktinden von den zehn 100 pl PCR-

Reaktionen je finf zusammengefiigt und gefalit.

* Den vereinigten PCR-Ansatzen wurden 1/20 5 M N4Gl] 0,5 M EDTA pH 8,0 und
2,5 Vol. 100% EtOH zugegeben. Das Gemisch wurden Zdinuten bei Raum-
temperatur inkubiert und fir finf Minuten bei 1300Pm in einer Eppendorf-
Tischzentrifuge (2.1.1) zentrifugiert.

« Es wurde zweimal gewaschen, indem das Pellet inl Z0% EtOH aufgenommen,
gemischt und fur eine Minute bei 13000 rpm zengigut wurde.

» Das getrocknete Pellet wurde in 90 pl bides@ &uifgenommen.

AnschlieRend wurde mit Apal verdaut, da sich gdzeay, dass Fragmente mit Gberstehenden

Enden die beste Effizienz bei der Erzeugung tramsg€iere erzielen.

» 88 pl Amplifikat wurden mit 10 pl Puffer blau sowg pl Restriktions-Enzym Apal
[10 U/ul] Gber Nacht bei 37°C in einem Brutschrg®K..1) inkubiert.

Das verdaute Injektionsmaterial wurde dann mit BH&mloroform extrahiert (2.3.14).
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Abweichend von 2.3.14 wurde das Injektionsmatggedbch nicht mit 1/20 Vol. 5 M NacCl,
sondern mit 1/10 Vol. 2 M KCI sowie 2,5 Vol. EtOKf§llit. Das Material wurde dann nach
zweimaligem Waschen mit 70% EtOH in 9 ul 1/5 TEfPugelost.

2.3.15.2Mikroinjektion in Ein- und Zweizell-Embryonalstadie n

Mit Hilfe einer Stickstoff-betriebenen Druckinjestiseinrichtung (PV pneumatic PicoPump;
2.1.1) wurden die Amplifikate (2.3.15.1) in befroeHein- und Zweizellstadien vddydractinia
injiziert. 4 pl des Injektionsmaterials mit eineotzentration von 1 pg/pl wurden mit 1 pl 250
mM KCI in einem 1,5 ml Reaktionsgefal? gemischt dnei Minuten zentrifugiert. Der Uber-
stand wurde in eine Injektions-Glaskappilare aufgen und injiziert. Wahrend der Injektion
befanden sich die Embryonen in Seewasser auf emieiGaze versehenen Maxwellplatte.
Durch die Maschen der Gaze waren die Embryonenemuf Untergrund weitgehend immobili-
siert. Die injizierten Embryonen wurden in Blockatdn tberfihrt und konnten sich innerhalb

der nachsten 72 Stunden unter mehrmaligem Seewasdesel zu Planula-Larven entwickeln.

2.3.16 in-situ-Hybridisierung

in-situ-Hybridisierungen wurden nach etablierterotBkollen des Labors (Gajewski et al.,
1996) durchgefuhrt.

2.3.16.1Herstellung von in-situ-Sonden

Um Fragmente zu erzeugen, aus denen in-situ-Sardengt wurden, wurde zunachst der Vek-

tor pBSIISK- nach folgendem RestriktionsansatzEgioRV stumpfendig linearisiert (Tab.17):
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Komponente Menge
bidest. HO 7,2 pl
Puffer-Rot 1ul
Vektor 1ul
EcoRV 0,3ul
10 pl

Tab.17 Restriktions-Ansatz

Der Restriktionsansatz wurde bei 37 °C fir einen@¢uin einem Brutschrank (2.1.1) inkubiert.
Die Restriktion wurde auf einem Agarosegel analyqi2.3.6) und mit 15 mM EDTA abge-

stoppt. Der Vektor wurde im Anschluss dephospheryl{Tab.18) und tber ein Agarosegel
gereinigt (2.3.7).

Komponente Menge
bidest. HO 4 ul
10 x AP Alkalische-Phosphatase Puffer 3 pul
fast-AP-Alkalische-Phosphatase 3l
Vektor 20 pl
30 pl

Tab.18 Dephosphorylierung von Vektoren

2.3.16.2Ligation von PCR-Fragmenten in pBSIISK- und Transfamation

Gereinigte und phosphorylierte PCR-Fragmente (@.3)1wurden in den EcoRV verdauten,
dephosphorylierten pBSIISK-Vektor ligiert. Die Ligan erfolgte entsprechend 2.4.10.3, wo-
nach diese in Bakterien eingeschleust wurden (@4&)1Bakterienkolonien wurden analysiert
(2.3.11) und Ubernachtkulturen angelegt (2.3.12& Plasmide wurden isoliert und gereinigt
(2.3.13 und 2.3.14).
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2.3.16.3Amplifikation von Matrizen fur in-situ-Sonden

Aus Plasmid-DNA (2.3.16.2) konnten mittels PCR (B)3Matrizen fir ISH-Sonden amplifiziert
werden. Fir die PCR wurde hierzu ein pUC/M13fwdidleazngsweise ein pUC/M13rev Oligo-

nukleotid (2.1.7) und ein genspezifisches vorwémw. riickwarts Oligonukleotid verwendet.

Auf diese Weise wurden Fragmente erzeugt, die aldwealen T7- oder den T3-RNA-

Polymerase-Promotor vor der Sequenz enthieltenzulieHerstellung von ,sense” und ,anti-

sense" Sonden benutzt werden sollten. Die Ampliéikavurden Uber Agarosegele gereinigt

(2.3.7), bevor die Konzentration bestimmt wurda.@.

2.3.16.4,Run-off-Transkription*

Mit Hilfe der erzeugten Matrizen-Fragmente wurdectiu,run-off* Transkription mit T7- oder

T3-RNA-Polymerase in Gegenwart von DIG-dUTP untdlaRe freien Bedingungen DIG mar-

kierte ,sense” und ,antisense* RNA-Sonden erzeligb(19).

Komponente Menge
bidest. HO X ul
10 x Transkriptionspuffer 2 ul
Template X ul
RNase-Inhibitor [40 u/ul] 0,5 pl
DIG-RNA-labeling-Mix 2 ul
T7- oder T3-RNA-Polymerase 1,5 ul
[20 U/ul], -
20 pl

Tab.19 Run-off Transkriptions-Ansatz

« Der Ansatz wurde Uber Nacht bei 37°C in einem Bhurenk (2.1.1) inkubiert.
e Die Reaktion wurde mit 2 pl 200 mM EDTA pH 8,0 abgppt. 2 pl des Ansatzes

wurden mit einem geeigneten GréRenmarker auf eiardgggel (2.3.6) aufgetragen,

um die erzeugte RNA bezuglich ihrer Integritat nalgsieren.

Der Ansatz wurde dann wie folgt gefallt:
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* Eswurden 7 pl 10 M Amonacetat zugegeben, fir 20uléin auf Eis inkubiert und fur
funf Minuten bei 13000 rpm in einer Eppendorf-Tisehtrifuge (2.1.1) zentrifugiert.

» Das Pellet wurde zweimal mit RNase-freiem 70% Etgaaschen und dann in 10 pl
bidest. HO geldst.

» Die Losung wurde mit 0,5 pl RNase-Inhibitor versetnd zehn Minuten bei 37° C in
einem Brutschrank (2.1.1) inkubiert.

» Die Sonden wurden auf Agarosegelen (2.3.6) hingthihrer Qualitat eingeschétzt.

» Die Konzentration wurde photometrisch bestimmt .(2.3bevor die Sonden in einer
Konzentration von 500 ng/ml in Hybridisierungsmifgenommen und bei -20° C ein-

gelagert wurden.

2.3.16.5in-situ-Hybridisierungs-Protokoll

« Fixierte Stadien (2.2.2) wurden zweimal fur je zéhimuten in 150 pl 1x PBST gewa-
schen.

* Die fixierten Tiere wurden jeweils mit 150 pl TEAd dann mit 150 pl TEA-AA fir
funf Minuten behandelt.

« Der TEA-AA Puffer wurde abgenommen, bevor zweintalj&é zehn Minuten in 150 pl
1x PBST gewaschen wurde.

» Danach wurde das Tiermaterial in 150 pl 4% PBS/REMinuten lang nachfixiert.

e Es wurden dreimal je zehn Minuten in 150 pl 1x PB@Waschen.

« Um unspezifische Bindungen der Sonden weitgehendthirdriicken, wurde zehn Mi-
nuten lang mit 75 pl PBST/HS-DNA [0,5 mg/ml] abg#igh, bevor 75 pl Hybridisie-
rungs-Mix zugegeben und fiinf Minuten lang inkubieurde.

* Das Versuchsmaterial wurde fir zehn Minuten belC4irf einem Heizblock (2.1.1) in
150 pl Hybridisierungs-Mix inkubiert.

« Die Sonden mit einer Konzentration von [500 ng/(@]3.16.5) wurden in Hybridisie-
rungs-Mix auf eine Konzentration von 50 ng/ml verdij zehn Minuten lang bei 70°C
im Heizblock denaturiert und auf Eis gekihilt.

* 150 pl der Sonden wurden auf Objekte gegeben, viofis@20 Stunden bei 47°C in ei-
nem Heizblock inkubiert wurde. Die nachfolgenderditsschritte erfolgten dann bei

47°C in einem Heizblock.
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Nach 20 Stunden wurden die Ansétze 60 Minuten iarip0 pl wash | gewaschen, be-
vor sie 15 Minuten lang in 150 pl wash Il und zwelih5 Minuten lang in 150 pl wash
Il gewaschen wurden.

Die nachfolgenden Schritte erfolgten wieder bei rR@mperatur. Die Proben wurden
fur 20 Minuten in 150 pl 1x PBST gewaschen.

Proben wurden fiir 60 Minuten in 150 pl PBST/BSA edigtigt, bevor sie zwei Stun-
den lang in 150 ul anti-Digoxygenin-Alkaline-Phoapdse-konjugiertem Antikdrper in
1x PBST in einer Verdiinnung von 1:1500 inkubiertaen.

Danach wurden die Proben viermal in 150 ul 1x PEBRO0 Minuten gewaschen.
Durch nachfolgende dreimalige Inkubation in 1501QImM MgCL AP-Puffer fir je
zehn Minuten wurden die Proben auf einen alkalisgité-Wert aquilibriert.
AnschlieRend wurden die Proben finf Minuten lang %0 pl 40 mM MgG AP-
Puffer aquilibriert.

Danach erfolgte die Substratreaktion mit 4,5 pl NBWd 3,5 pul BCIP Stammlésung in
1 ml 40 mM MgC} AP-Puffer fir zehn Minuten bis 16 Stunden in 2Meii-Well Plat-
ten. Die Substratreaktion wurde in regelmafigent@izen unter dem Binokular kont-
rolliert.

Die Reaktion wurde durch dreimaliges Waschen fiwejis finf Minuten mit 1 ml

Stop-Mix abgestoppt, wenn ein gewlunschter Farbegmaaiicht war.

Die so praparierten Objekte wurden auf Objekttréigieerfihrt, in ISH-Einbettungsmedium

aufgenommen und mit einem Deckglas bedeckt. Unfiediggen Praparate vor Austrocknung zu

bewahren, wurden sie an den Deckglasrandern miglag versiegelt und bei -20°C gelagert.

Als Positiv-Kontrolle wurden zusatzlich Proben mither im Labor vorhandenen antisense-RF-
Amid Sonde (Plickert et al., 2003) mit behandelt.

2.3.17 Herstellung vonHydractinia echinataSemidinschnitt-Praparaten

Gastrozoide, die einen veré&nderten Phanotyp zeigtmmie Wildtyp-Gastrozoide wurden vor

der Futtergabe von Kolonien geschnitten, die auekitsagern gewachsen waren. Die Tiere
wurden in 0,2 M Mgdl fur 20 Minuten betdubt. Fixierung und Herstelluhg feiner Schnitt-

praparate wurden im Histologie-Labor des Instidischgefiihrt. Hierbei wurden die Gastro-

zoide wie folgt behandelt (Mitteilung der Histolegiaborantin Frau Monika Hartmann):
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* Gastrozoide wurden fir eine Stunde in einem Genassh5% Glutaraldehyd in 0,2 M
Phosphatpuffer pH 7,2 mit 0,14 M NacCl fixiert.

« Die Praparate wurden dreimal fir funf Minuten i2 01 Phosphatpuffer mit 0,3 M
NaCl pH 7,2 gewaschen.

* Es folgte eine Alkoholreihe mit 30, 50 und 70 % Bt@ir zweimal je finf Minuten,
wonach die Praparate in einem Gemisch aus 70% Ep@Halkoholischer Boraxcar-
minlésung nach Romais 1:1 gefarbt wurden. Danactdevinehrfach mit 70% EtOH
gewaschen.

* Im Anschluss erfolgte eine zweimalige Behandlung96Po EtOH fir je funf Minuten,
bevor zweimal mit Propylenoxid als Intermedium bedelt wurde.

+ Danach erfolgte eine Uberfilhrung der PraparaténitGemisch aus Araldit und Propy-
lenoxid im Verhaltnis von 1:1, welches Uber Nachtewm einem Abzug abdampfen
konnte.

« Praparate wurden in ein reines Aralditgemisch iltetf welches fir zwei Tage bei
60°C polymerisieren konnte.

* Von den ausgeharteten Praparatblocken wurden he fechnittpraparate mit einem
Mikrotom (31.1) erzeugt.

e Getrocknete Schnittpraparate wurden auf Objekttragerfuhrt und mit einer Methy-

lenblau- oder mit Toluidin-Farbelésung gefarbt (2)1

2.3.18 Herstellung von doppelstréangiger RNA (dsRNA)

DNA-Fragmente, die als Template fur dsRNA dienelttesg wurden durch PCR (2.3.1) unter
Verwendung geeigneter Oligonukleotide (2.1.7) aDbl& oder aus bereits vorhandenen Plas-
miden amplifiziert (Tat20). Amplifizierte PCR-Fragmente wurden auf Agagme aufgetra-
gen und nach Gelelektrophorese mittels Gelextrea&iKit gereinigt (2.3.6; 2.3.7). Danach
wurden sie mit EcoRV linearisierten pBSIISK-Vektordigiert (2.3.16.2). Mit Hilfe des
M13pUC vorwarts Oligonukleotids (2.1.7), welches w®r Integrationsstelle des Inserts im
Vektor liegt, sowie einem genspezifischen vorwdoter dem rickwérts Oligonukleotid
(Tab.20), wurden Matrizen fir die Synthese von seder antisense RNA mittels PCR (2.3.1)
amplifiziert. PCR-Fragmente wurden auf Agarosegelgietragen, und gereinigt. Je 400 ng der
Fragmente dienten als Templategemisch fur die dsiBMAthese des jeweiligen Gens bezie-

hungsweise der pUC-Kontrolle.
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Template Amplifiziert aus Lange des ampli-| Oligonukleotid Oligonukleotid
fur dsRNA fizierten vorwarts rackwarts
PCR Templates (2.1.7) (2.1.7)
H.e. TCF HydractiniacDNA 425bp TCFATGStartfwd TCFrevneu
pUC Plasmid pUC Plasmid 157bp pUCdsfwd BSF22rev
H.e.Ras2 Plasmid HeAk- 138bp RasATGstart Ras2RNAirev
tIGFPRas?2 (3.4.2)
H.e.Rasl Plasmid HeAk- 136bp Ras1ATGstart Ras1RNAirev
tIGFPRasl (3.4.2)

Tab.20 Template fir dsRNA
Gezeigt sind Fragmente zur Herstellung von dsRNe#el Léange in bp, die zur Amplifikation verwende@ligonukleotide sowie
die jeweilige Amplifikationsgrundlage.

Die dsRNA-Synthese wurde mit dem “T7 High Yield RN8ynthesis Kit* (2.1.10) entspre-
chend der Anleitung in einem 20 pl Ansatz durchbefiNach zweistindiger Inkubation bei
37°C im Brutschrank wurden 16 pl 1x RNase-Mix in {&L.9) und 4 pl 5 M NaCl zugesetzt
und die nicht hybridisierte RNA fir 30 Minuten [84°C verdaut. Die dsRNA wurde mit Phe-
nol/Chloroform extrahiert (2.3.14). Danach wurde dsRNA mit 1/:10 Vol. 10 M Ammonium-
acetat und 3 Vol. EtOH gefallt. Es wurde zweimat @® % EtOH gewaschen, bevor die
dsRNA in bidest. KD gelost wurde. Die dsRNA wurde dann mit 1/20 5MCNand 3 Vol.
EtOH gefallt, zweimal mit 70 % EtOH gewaschen umdidest. HO geldst. Die Menge wurde

photometrisch bestimmt (siehe 2.3.8).

2.3.18.1RNA Interferenz (RNAI)

Rad oderRag-dsRNA mit einer Konzentration von 80 ng/ul wuidebefruchtete Ein- und
Zweizell-Embryonalstadien voHydractiniainjiziert (2.3.15.2). Als Kontrolle wurde eine ent
sprechende Anzahl an Embryonen mit pUC-dsRNA igitziAls zusatzliche Kontrolle diente
eine entsprechende Anzahl an nicht injizierten Bymiben in Seewasser.

In einem weiteren Versuchsansatz wurden befrucliigte und Zweizell-Stadien in 80 ng/ul
Rasl oder Ras2dsRNA in einem Gesamtvolumen von 200 pl Seewass86 Microwell—
Platten fur 24 Stunden inkubiert.

Als Kontrolle wurde eine vergleichbare Anzahl ankEyonen mit pUC-dsRNA behandelt. Als
zusatzliche Kontrolle diente eine entsprechendeaBRhmnbehandelter Embryonen in Seewas-
ser. Bei beiden Experimenten wurden die EmbryoneBlockschalchen mit frischem Seewas-
ser Uberfuhrt. Bei 72 Stunden alten Planula-Larvemrde die Metamorphose zu Primar-

Polypen ausgeldst (2.2.3). Sich entwickelnde PrR@lypen wurden auf Objekttragern in
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Aquarien gehaltert. Wahrend der Entwicklung wuré&smbryonen, Larven und Primér-Polypen
laufend mit entsprechenden Wildtyp-Stadien unten 8enokular verglichen.

Ein weiterer Versuchsansatz wurde als Kontrollesgmeichend einem in Duffy et al., 2010 be-
schriebenen Ansatz mitCF dsRNA durchgefiihrt. 36 Stunden alte Embryonen eminchit 80
ng/ul TCFdsRNA in Seewasser fur 15 Stunden behandelt. Aierwurde die gleiche Anzahl
an Embryonen mit pUC-dsRNA behandelt oder unbehHami&eewasser belassen. Hiernach
wurde in Blockschélchen die Metamorphose (2.2.3galdst, wonach erneut flr 24 Stunden
mit 80 ng/ul dsRNA in einem Gesamtvolumen von 20ihSeewasser inkubiert wurde. Nach
24 Stunden wurden die Blockschalchen mit frischemviasser gefllt.

Wahrend der Entwicklung wurden Embryonen, Larved &éniméar-Polypen in regelmaRigem

Abstand mit entsprechenden Wildtyp-Stadien unter Benokular verglichen.

2.3.19 Detektion proliferierender Zellen

» Gastrozoide voilydractiniawurden von Kolonien geschnitten und fur 1,5 Stumiohat
10 pl 10 mM EdU, einem Thymidin-Analog, in 1 ml S8&esser inkubiert. Um eine
Vergleichbarkeit zwischen Wildtyp- und Transgenemstozoiden gewahrleisten zu
koénnen, wurde darauf geachtet, dass nur vergleidro&e Polypen verwendet wurden.

e Die Gastrozoide wurden dreimal mit je 1 ml Seewags#aschen und fur 20 Minuten
mit 0,2 M MgG, betaubt.

* Danach wurden sie fiir zwei Stunden in 1 ml 4% P#RBS fixiert, wobei die Lésung
zweimal gewechselt wurde.

« Die Gastrozoide wurden fir je 15 Minuten in 1 ml 88A in PBSX inkubiert, bevor
sie fur eine Stunde in 1 ml PBSX inkubiert wurden.

» Es folgte eine erneute Inkubation fur dreimal jeMifuten mit 1 ml 3% BSA in PBSX.

e Hiernach erfolgte die Inkubation in 200 pl eineszkmuvor zusammengestellten EdU
Reaktions Cocktails (2.1.9) fur 30 Minuten.

« Die Gastrozoide wurden dreimal fur je finfzehn Merumit je 1 ml 3% BSA in PBS
gewaschen, bevor sie Giber Nacht in 1 ml PBS beig&i@gert wurden.

* Vor dem Aufbringen auf Objekttrager in DABCO/Glymerwurden Zellkerne mit
DAPI, einem Fluoreszenz-Farbstoff, der an DNA binaearkiert. Hierzu wurden die
Probenin 1 pl DAPI in 1 ml PBS fir 15 Minuten itdiert.
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2.4 Mikroskopie

Mit dem Nikon SMZ 1500 Binokular (2.1.1) wurden lesflpraparate voHydractiniain See-
wasser untersucht. Bilder wurden mit der AxioCamcHR.1.1) erzeugt. Quetsch- und Semi-
dunnschnittpraparate wurden am Zeiss Imager Z.2radkop (2.1.1) untersucht. Zusatzlich
konnten hier pseudokonfokale Bilder im Apotom-Moduseugt werden. Bilder wurden mit der
AxioCam ICcl, oder mit der AxioCam MRm erzeugt. @#lGFP-Fluoreszenz wurde mit Blau-
licht bei 480 nm angeregt. DAPI markierte Zellkekmmnten mit ultraviolettem Licht bei 365
nm sichtbar gemacht werden. TAMRA wurde bei 549%amgeregt.

25 Bioinformatische Methoden

2.5.1 Identifikation an Ras-Signalwegen beteiligter Protee in

Hydractinia echinata

2.5.1.1 BLAST-Analyse

Mit der Sequenz von Proteinen die in anderen Osgaemn bekannterweise an Ras-Signalwegen
beteiligt sind, wurden in einer lokalen BLAST-Anady (Altschul et al., 1990) die Transkrip-
tomdaten vonHydractinia nach moéglichen Homologen untersucht. Die Transhnipt
Datenbanke verschiedener Entwicklungsstadien, sdigiel ranskriptom-Datenbank einer Mi-
schung aller Stadien (Tab.21), wurden von Philljmiler nach der Trinity Methode assemb-
liert. Mit mdglichen homologemdydractiniaProteinen wurde ein BLAST in NCBI durchge-
fuhrt.

Stellte sich heraus, dass es sich bei #mractinia Protein mit hoher Wahrscheinlichkeit um
ein mogliches Homolog des gesuchten Proteins harstelvurden die Aminosaure-Sequenzen
der unter NCBI angezeigten Proteine anderer Orgaeriszur Erzeugung eines Phylogramms
ausgewabhlt. Als Kriterium fur eine hohe Wahrschiehieit wurden hierbei die Sequenzidenti-
tat und der E-value Wert angesehen. Je geringaderfir den E-value ist, desto signifikanter
ist die Ubereinstimmung des gesuchten Proteinsbemieits in den Datenbanken von NCBI

gespeicherten Aminosaure-Sequenzen.
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Name der Datenbank RNA aus Entwicklungsstadium
Trinity N1 0-1 Stunde

Trinity N2 7 Stunden

Trinity N3 28 Stunden

Trinity N4 30 Stunden

Trinity N5 72 Stunden

Trinity N6 Gastrozoide

Trinity N7 Gonozoide mannlich

Trinity N8 Gonozoide weiblich

Trinity N1-N8all Mischung aus allen N1-N8 Stadien

Tab.21 Hydractinia echinataTrinity-Transkriptom-Datenbank

In der Tabelle sind die Namen der Transkriptom-Dlasmk sowie das Entwicklungsstadien Wydractinia,aus dem die RNA zur
Erzeugung der jeweiligen Daten herrigetistet.

Zusatzlich zu den Transkriptom Datenbanken stamilerdurch Phillip Schiffer assembliertes
draft Genom-Assembly aus llluminaHighSeqg-Datdi.e( Genome 3) sowie eine EST-

Datenbank vordydractiniazur Verfigung.

2.5.1.2 Phylogenetische Analyse

Die der phylogenetischen Analyse zugrunde liegeridatensatze wurden durch BLAST in
NCBI Datenbanken mit einer durch lokalen BLAST itfgzierten Aminoséure-Sequenz
(2.5.1.1) einedHydractinia Proteins erzeugt. Hierbei wurde darauf geachtets dadglichst
keine ,predicted “ oder ,annotated* Proteinsequanzeriicksichtigt wurden. Mussten dennoch
.predicted” Sequenzen verwendet werden, wurderedsis einem ,p“ gekennzeichnet. Wenn
moglich wurden Cnidarier-Sequenzen und Sequenzanégentativer Vertreter des Tierreichs
mit in den Vergleich einbezogen. Dazu z&hlten, wesmfiigbar, Porifera, Nematoda, Mollusca,
Arthropoda, Echinodermata und (Uro) Chordata (Ascel, Vertebrata, wie Amphibien, Fi-
sche und Saugetiere). Als Outgroup diente, wenarmgk ein Protein-Homolog von Hefe. Die
phylogenetische Analyse, sowie der vorrausgeheretpiehzvergleich mit dem Programm
.Muscle-Alignment”, wurden mit dem Programm ,MEGA 2" durchgefuhrt (2.1.11).

Auf Grundlage der Sequenzvergleiche wurden untehrilf&mahme des Programms gblocks
(2.1.11) unter den im Programm vorgegebenen Elostggn Aminosaure-Sequenz-Blocke
isoliert. Das Programm eliminiert hierbei schleotdier gar nicht homologe Sequenzabschnitte.
Die mit gblocks bearbeiteten Sequenzvergleiche teandann als .fasta-Datei in das Programm
-MEGA v5.2" eingegeben werden. Stammbaume wurdemdauf Grundlage dieses Sequenz-

vergleiches mit folgenden Parametern (Van der Zew. £2008) erstellt: Maximum likelihood
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Tree; Bootstrap values 1000 replicates, Aminoacibsstution model WAG +i+g (Whelan,
2001).

2.5.1.3 Vergleich von Protein-Domanen

Konservierte funktionelle Doménen ddydractiniaProteine wurden mit Pfam und PROSITE
(2.1.11) identifiert. Nach Eingabe der Aminosduegntenzen in die Suchmasken der Program-
me identifizieren diese Protein-Doménen. Das Ergetmrde als Grafik in PROSITE darges-
tellt. Um Aussagen Uber die Funktionalitdt de$lirdractinia identifizierten Proteins treffen zu
kdnnen, wurden zusatzlich die Sequenzbereiche dateiR-Doméanen vorHydractinia mit

denen anderer Organismen in einem Sequenzvergpédiesibergreifend analysiert.

2.5.2 Vergleichende Transkriptom-Analyse in transgenen GPRas1(Q67V)-,
GFPRas2(Q67)- und in Wildtyp-Kolonien

Total-RNA wurde aus transgenen GFPRas1(Q67)-, GEER&7)- und aus Wildtyp-Kolonien
mit vergleichbarem Entwicklungsstand isoliert (2)3Aus je 2 pg total RNA wurden im Co-

logne Center for Genomics aus der Total-RNA IlluanitighSeqg-Reads erzeugt (Tab.22).

Name der RNA-Probe Konzentration Volumen
H.e. Wildtyp-Kolonie 200 ng/ul 10 pl
H.e.Ras1(Q67V) transgene Kolonie 200 ng/ul 10 pl
H.e.Ras1(Q67V) transgene Kolonie 200 ng/ul 10 pl
H.e.Ras2(Q67V) transgene Kolonie 200 ng/ul 10 pl

Tab.22 Probenmaterial aus dem Illumina-HighSeq-Reaslerzeugt wurden

Die folgende bioinformatische Bearbeitung wurdeeinem Kooperationsprojekt durch Phillip
Schiffer durchgefiihrt:

1. Die lllumina HiSeq-Reads wurden mit der SoftwaastQC (v0.10.1) auf Qualitat gepraft.

2. Die Reads wurden mit dem Programm Trimmomaiic3®) von Ubrig gebliebenen Adapto-

ren und qualitativ schlechten Sequenzen gesaubert.
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3. Anschlief3end wurde ein de-novo-Assembly mit Tamity-pipeline (Trinity r201440413p1)
erzeugt. Dabei wurden zunachst alle Reads in ejypaind-end-assembly” zusammengefasst
und dann entsprechend der Trinity-DokumentationM@&pping der einzelnen Sets gegen das
Gesamt-Assembly durchgefuhrt. Hiernach erfolgte eligitale Abundanz-Abschéatzung mit der
RSEM-Software. Diese Abschatzung ist notwendig,alme Replikate oder ohne sequenzierte
Massenstandards die Bibliotheken vergleichen ziné&bnDie RSEM-Werte und die mitgelie-
ferten Trinity-Skripte wurden verwendet, um diefeliéntielle Expression zu berechnen. Daflr
benutzt Trinity das ,R-bioconductor-package edgefferdurch lassen sich einzelne Graphen
erzeugen, in denen die relative Expression von Ggpgn dargestellt wird.

4. Die Annotationen der Trinity-Gene erfolgten ahér , Trinnotate-Pipeline*.
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3 Ergebnisse

3.1 Identifikation von Hydractinia echinataRas

Die Familie der Ras-Proteine umfasst mehrere SubémProteine, die mit bekannten H-, K-
und N-Ras-Proteinen anderer Organismen vergleicsibdy werden der Subfamilie der klassi-
schen Ras-Proteine zugeordnet (Rosario et al.,)2008ydra vulgariswurden von Bosch und
Kollegen zwei mogliche Ras-Proteine identifizietie alsHydra vulgarisRas1l und Ras2 be-
zeichnet wurden (Bosch et al., 1995). Unter Berigtitiggung der Ras-Proteine vétydra vul-
garis und bekannten charakterisierten Ras-Proteinenran@eganismen wurde durch BLAST-
Analyse inHydractinia Genom- und Transkriptom-Datenbanken nach mogliétesyProteinen
gesucht.

Zu Beginn dieser Arbeit stand noch kéigdractinia Transkriptom zur Verfligung. Ein kurzer
Sequenzbereich eing$ydractinia Proteins, das in der Folge als Ras2 (siehe Anhauig2)
bezeichnet wird, konnte durch BLAST mitHydra vulgaris Ras2 (NCBI GenBank:
CAA50187.1) in einer unvollstandiganydractinia EST-Datenbank identifiziert werden. Auf
Basis der identifizierten Teilsequenz wurden diR&CE-PCR die fehlenden 5°- und 3" -Enden
der mRNA identifiziert. Basierend auf der Nuklee8dquenz der RACE-Fragmente wurden
Oligonukleotide erzeugt, mit denen die codierendgi® dedHydractinia Ras2-Proteins amp-
lifiziert wurde.

Durch BLAST-Analyse imHydractinia Transkriptom konnte zudem neben Ras2 ein weiteres
Protein identifiziert werden, das im FolgendenRéds1 (siehe Anhang Abb.1) bezeichnet wird,
da es, basierend auf einer Analyse lrytlra vulgarisRas1 (UniProtKB/Swiss-Prot:P51539.2),
identifiziert wurde und diesem sehr &hnlich I$tn eine Homologisierung der Cnidarier Ras-
Gene zu bekannten Ras-Varianten hoherer Organistoerversuchen und um eventuell
vorhandene, weitere potenzielle, der Familie deasdéischen Ras-Proteine zuzuordnende
Proteine inHydractiniaidentifizieren zu kbnnen, wurde eine BLAST-Analysg& bekannten H-
N- und K-Ras-Aminosdure-Sequenzen des Menscherhgkfithrt (H-RasNCBI GenBank:
CAG38816.1; K-RasANCBI Reference Sequence: NP_203524.1; K-RasB NC&kiRence
Sequence: NP_004976.2; N-Rd€BI Reference Sequence: NP_002515.1). Fur diesdysa
wurde auf menschliche Ras-Aminoséure-Sequenzerckyegriffen, da vor allem im Men-
schenRasGene aufgrund ihres Onkogen-Charakters seit Jahize im Mittelpunkt der For-
schung stehen und somit gut charakterisiert sirza-@gi et al., 2001; Malumbres et al., 2003;
Colicelli et al., 2004; Schubbert et al., 2007;rfreedez-Medarde et al., 2011).
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Nach diesem Grundsatz wurden auch die AnalyseiSidgralweg-Proteine (3.2) immer in Be-
zug zu den gut charakterisierten Proteinen des dhemsdurchgefiihrt. Ein weiterer Grund, bei
der Analyse auf Vertebraten Sequenzen und nicld atlein auf Ras-Sequenzen von naher mit
Hydractinia verwandten Organismen zuriickzugreifen, beruht auf &rfahrungswert, dass in
der Vergangenheit durchgefuhrte BLAST-Analysen ligaine beachtliche Sequenzhomologie
zwischen Vertebraten und Cnidarier Sequenzen auindsiure-Ebene gezeigt haben. Die
BLAST-Analysen ergaben, dass Hydractinia neben den zuvor beschriebenen Rasl- und
Ras2-Aminosaure-Sequenzen keine weiteren Sequedenrtifiziert werden konnten, die mit
den klassischen Ras-Proteinen der Vertebraten erelhdpiar sind. Eine BLAST-Analyse mit
HydractiniaRas1 und Ras?2 in stadienspezifischen Transkriptatetibanken vohlydractinia
zeigte, dass Rasl und Ras2 in allen bertcksichtigtewicklungsstadien voHydractinia auf
Transkriptions-Ebene exprimiert werdebas trifft auf friihe Embryonalstadien, Planula-

Larven, Gastrozoide und weibliche sowie mannlicloe@zoide zu.

3.1.1 Charakterisierung von Hydractinia echinataRas1 und Ras2

Zur genaueren Charakterisierung derHydractinia identifizierten Ras-Proteine bot sich der
Vergleich mit menschlichen Ras-Proteinen an, daediauch hinsichtlich funktioneller Se-
quenzabschnitte gut charakterisiert sind (Colicdllal., 2004). In den Vergleich wurde zusétz-
lich Homo sapien®RRas2 (TC21) mit einbezogen. Hierbei handelt els sm ein Protein, das
auch der Familie der Ras-Proteine zugeordnet wicdmit Proteinen der Subfamilie der klassi-
schen Ras-Proteine funktionell eng verwandt isth RiRas2 (TC21) ist bekannt, dass es Sig-
nalwege steuern kann, an denen auch die klassi®asiProteine H-, K- und N-Ras beteiligt
sind (Drivas et al., 1990; Movilla et al., 1999, IiCelli et al., 2004, Larive et al., 2012). TC21
wurde in der Analyse berucksichtigt, weil ein BLA8&rHydractinia Rag&-Sequenz in NCBI
eine Verwandtschaft zu RRas2(TC21)-Proteinen zefiyteatzlich in den Vergleich einbezogen
wurdenHydra vulgarisRas1 und Ras2, da in diesen bereits funktione&ltpi&nzbereiche naher
beschrieben wurden (Bosch et al., 1995). Die ldaksin Ras-Aminosaure-Sequenzen des Men-
schen unterscheiden sich nur unwesentlich in ibé@ge von den Rasl- und Ras2-Sequenzen
der Cnidarier (Abb.6; Abb.7). Die Rasl-SequenzenGladarier sowieHydractinia Ras2 ha-
ben im Bereich vom Startmethionin bis zum G1-Mdtinf Aminosauren mehr als H-, K- und
N-Ras des Menschen. Hydra vulgarisRas2 sind es vier Aminosauren mehr. In menschtiche

TC21 gibt es im Bereich zwischen Startmethionin dach G1-Motiv zehn zusatzliche Amino-
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sauren im Vergleich zu H-, K- und N-Ras des Menscligzer Sequenzvergleich zeigte, dass
Rasl und Ras2 der Cnidarier, aber auch die TC2tie€®egdes Menschen, in den fir Proteine
der Ras-Familie typischen G-Box-Motiven (88G5) (Colicelli, 2004) in hohem Male
konserviert sind. Zudem wurde deutlich, dass engdiir die Funktion von Ras-Proteinen es-
sentielle, Aminosauren innerhalb der G-Motive sesibergreifend konserviert sind (Abb.6). In
beidenHydractinia Ras-Sequenzen findet sich innerhalb des G1-MotinsGdycin(G18) an
einer zu N-, H- und K-Ras vergleichbaren PositiBly¢in(G12)). Auch in TC21 und den Ras-
Sequenzen vohlydra vulgarissteht an vergleichbarer Position ein Glycin. Die&dgcin bt
offenbar eine zentrale Funktion aus, denn Punkimoumn, die zu einem Aminosdure-
Austausch in dieser Position fihren, wurden algatttaristische Tumormarker im Menschen
identifiziert (Barbacid et al., 1987, Bos et ab89). Von Lysin(K16) und Serin(S17) aus Ras-
Proteinen des Menschen ist bekannt, dass dieserbgithinosauren fur die Funktionalitat von
Ras-Proteinen entscheidend sind (Farnsworth ef29.]; John et al., 1993, Feig et al., 1999;
Der et al., 2006). An einer zu Lysin(K16) aus N-,uhd K-Ras des Menschen vergleichbaren
Position findet sich innerhalb detydractinia Ras-Sequenzen ein Lysin(K22). An einer zu Se-
rn(S17) aus menschlichem Ras vergleichbaren Bodiefindet sich in deHydractiniaRas1-
und Ras2-Proteinen ein Serin(S23). Auch TC21 uedHgidra vulgarisRas-Proteine enthalten
an vergleichbarer Stelle im Protein ein Lysin uimd erin. Im G2-Motiv der Cnidarier Ras-
Proteine findet sich ein Threonin(T41) an eineTaveonin(35) in H-, N- und K-Ras vergleich-
baren Position. TC21 hat an vergleichbarer Stélentalls ein Threonin(46). Das beschriebene
Threonin ist in menschlichen H-, K- und N-Ras-Pirsta essentiell fir die Interaktion mit
Effektor-Proteinen (Spoerner et al., 2001). Im G8tM der untersuchten Proteine steht spe-
ziesubergreifend an einer zu Glutamin(Q61) in H-uKd N-Ras des Menschen vergleichbaren
Position ein Glutamin (Abb.6). Von Glutamin(Q61) imenschlichem H-, K-, und N-Ras ist
bekannt, dass es entscheidend fir die Hydrolyse G®R ist (Schubbert et al., 2007). In
Hydractinia Rasl, Ras2 undHydra vulgaris Rasl ist das vergleichbare Glutamin, Gluta-
min(Q67). InHydra vulgarisRas2 ist es Glutamin(Q66) und in TC21 des Mensdhlera-
min(Q72). Auch Sequenzabschnitte zwischen den Gvelotweisen in hohem MaRe Ubereins-
timmungen auf Aminosaure-Ebene auf. Die speziegiibiéende Konservierung (Abb. 6 und
Abb. 7) gerade innerhalb der G-Motive spricht fig Bunktionalitat vorHydractiniaRas1 und
Ras2 als Ras-Proteine, da die G-Motive essent@siguenz-Bereiche fur GTP-Bindung und
GTP-Hydrolyse und somit fir die bekannten Funktiomen Ras darstellen (Colicelli et al.,
2004; Schubbert et al., 2007).
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G-Domane

G1-Motiv
H.sapiens N-Ras - MTEYKLVVVG ACGVG
H.sapiens H-Ras - MTEYKLVVVG ACGVG
H.sapiens K-RasA ---MTEYKLVVVG AGVG
H.sapiens K-RasB  ----------- MTEYKLVVVG ACGVG
H.vulgaris Rasl  MSSS----- SEPTKFK WVVG\EGVG
H.echinata  Ras]EEEEEVISISISEESS SEPTKFK WVVG\EGVG
H.vulgaris Ras2  MSG------ DLDRQYKLVVVG GEGVG
H.echinata R MAGG----- ELDRQYKLVVVG GeGVG

H.sapiens RRas2 (TC21) MAAAGWRDGSGQEKYRLVVVAEGVG

G2-Motiv
ALTIQLIQNHFVDEYDEI/IEDSYRKQVVIDGE 49
ALTIQLIQNHFVDEYDEI/IEDSYRKQVVIDGE 49
ALTIQLIQNHFVDEYDEFI/IEDSYRKQVVIDGE 49
ALTIQLIQNHFVDEYDEFI/IEDSYRKQVVIDGE 49
ALTIQLIQNHFVEDYDEIIEDSYIKQVVVDGA 55
ALTIQLIQNHFVEDYDEIIEDSYIKQVVVDGS 55
ALTIQFIQSHFVQDYDRIEDSYRKQCVIDDK 54
ALTIQFIQSHFVQDYDRIEDSYRKQCVIDDR 55
ALTIQFIQSYFVTDYDRIIEDSYTKQCVIDDR 60

seekkkk kkkkk kkkkkkokk khk ckkkkkkkkk kk kok

G3-Motiv
H.sapiens N-Ras TCLLDILDTAG EEYSAMRDQYMRTGEGFLCVFAINNSKSFADINLYREQIKRVKDSDBV 10
H.sapiens H-Ras TCLLDILDTAG EEYSAMRDQYMRTGEGFLCVFAINNTKSFEDIHQYREQIKRVKDSD®V 10
H.sapiens K-RasA TCLLDILDTAG EEYSAMRDQYMRTGEGFLCVFAINNTKSFEDIHHYREQIKRVKDSEBV 10

TCLLDILDTAG
ICILDILDTAG
ICILDILDTAG

Ras2 VAHLDILDTAG

Ras?2) VAHLDILDTAG
RRas2( TC21) AARLDILDTAG

kkkkkkkkkkke kkk. kkkkkk

EEYSAMRDQYMRTGEGFLCVFAINNTKSFEDIHHYREQIKRVKDSEBV 10
EEYSAMREHYMRTGEGFLCIFAVTSLKSFQEIDNFRTQALRVKDADRYV 11
EEYSAMREHYMRTGEGFLCVFAVTSLKSFQEIDNFRTQALRVKDAESV 11
EEFSAMRDEYMRTGEGFLLVFSVTDRSSFDEIPRFHTQILRVKDIEE# 11
EEFSAMREQYMRTGEGFLLVFSVTDSSSFDEIPRFHTQILRVKDKDEF 11
EEFGAMREQYMRTGEGFLLVFSVTDRGSFEEIYKFQRQILRVKDRDEF 12

*k ko ok kkkk .

H.sapiens
H.vulgaris

H.echinata Rasl
H.vulgaris

H.echinata

H.sapiens

, , <
G4-Motiv G5-Motiv
H.sapiens N-Ras PMVLVGNK CDLP-TRTVDTKQAHELAKSYGHIR ETSAKTRQGVEDAFYTLVREIRQYRM 168
H.sapiens H-Ras PMVLVGNK CDLA-ARTVESRQAQDLARSYGIYPETSAKTRQGVEDAFYTLVREIRQHKL 168
H.sapiens K-RasA PMVLVGNK  CDLP-SRTVDTKQAQDLARSYGHP ETSAKTRQRVEDAFYTLVREIRQYRL 168
H.sapiens K-RasB PMVLVGNK  CDLP-SRTVDTKQAQDLARSYGHP ETSAKTRQGVDDAFYTLVREIRKHK- 167
H.vulgaris Rasl1 PMVLVGNK VDLP-KRDVSTKDGNDKALSFGWETSAKTKQGVEEAFFTLVREILADR- 173
H.echinata  Rasl PMVLVGNK VDLP-KRDVSTKDGNEKAQSFNYRETSAKTKQGVEEAFFTLVREIIADR- 173
H.vulgaris Ras2 PM | LVGNKSDLENERTVSTAEAQELGRKLKYMESSAKQRINVDAAFHDLVRAIRNANK 174
H.echinata  Ras2 PM | LVGNKSDLENERTVSTAEAQELGRKLKIRESSAKQRINVDAAFHDLVRAIRRSNE 175
H.sapiens RRas2(TC21) PM | LIGNKADLDHQRQVTQEEGQQLARQLKMEASAKIRMNVDQAFHELVRVIRKFQE 180
**:*:*** *k k% s . :.::*:*** : *: **. *k%k *
hypervariable Region
CAAX-Doméne
H.sapiens N-Ras ---KKLNSSDDGTQGCMGLP
H.sapiens H-Ras ---RKLNPPDESGPGCMSCK
H.sapiens K-RasA ---KKISKEEKTPGCVKIKK
H.sapiens K-RasB ---EKMSKDGKKKKKKSKTK
H.vulgaris Rasl ---RNQEGQKKSDSKRAKFK
H.echinata  Rasl ---RRREGQKKSDSKKSKFK
H.vulgaris Ras2 ----ASVEPLRKK--EKSRR
H.echinata Ras2 ----VIDQPVKKK--KKSK-

H.sapiens RRas2(TC21) QECPPSPEPTRKEKDKKGC[&VIE 204
* .

Abb.6 Vergleich der Aminoséure-Sequenz von Ras-Preinen unterschiedlicher Organismen

In den Vergleich einbezogen wurden die Aminosawgu8nzen vorHydractinia Rasl und Ras2, diglla hervorgehoben sind
(siehe Anhang Abb.1 und Abb.2), H-Resn Homo sapien@NCBI GenBank: CAG38816.1), K-Ras A vétomo sapiengNCBI
Reference Sequence: NP_203524.1), K-Ras BHmmo sapien§NCBI| Reference Sequence: NP_004976.2. ), N-RasHamo
sapiens(NCBI Reference Sequence: NP_002515Hydra vulgarisRas2 (GenBank: CAA50187.1hydra vulgarisRas1 (UniP-
rotKB/Swiss-Prot: P51539.2) sowie RRas2 (TC21) womo sapiengUniProtKB/Swiss-Prot:P62070.1). In gelb sind dief
charakteristischen G-Box Motive (&4G5) derRasGen-Familie hervorgehoben (Colicelli et al., 2Q0M)jt Pfeilen abgegrenzt
sind die ,G-Doméane“ (As 1-165) sowie die ,hyperadnie Region” (As 165-189) in H/N und K-Ras A in KefB (As 165-199) in
Homo sapiengSchubbert et al., 2007). Innerhalb des G1-Mosivel in blau drei fir die Funktion von Ras-Proteingichtige
Aminosauren markiert (Der et al., 2006; Barbacidlgt1987; Bos et al., 1989; John et al., 1998 Eeal., 1999). In.grtin gekenn-
zeichnet ist ein essentielles Threonin innerhak @2-Motivs (Spoerner et al., 2001). Im G3-Motissin grau ein Glutamin mar-
kiert, von dem bekannt ist, dass Mutationen zurdipastitutiv aktiven Form von Ras fithren (Schubleeral., 2007). Iffllot wurde
das Ras-spezifische CAAX-Motiv markiert (Choy et 4B99; Colicelli et al., 2004Rote Buchstaben zeigen Sequenzunterschiede
in den G-Binde-Doménen.
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Abb.7 Vergleich Ras spezifischer Sequenzmotive

Der obere Abschnitt der Grafik zeigt die Gesamtdgr Proteine anhand der Positionszahlen in Ardimes. In orange sind in
A->D die Ras spezifische G-Motive (G1, G2, G3, G4 @% und in blau das CAAX-Motiv gezeigt. In Klammegt jeweils die
genaue Position der Doméne in Aminoséuren in demeifgen Protein angegeben. Die Grafik wurde mitCBRTE erstellt
(2.1.11).

A: Sequenzmotive in dem 192 As landgéydractinia Ras2-Protein (siehe Anhang Abb.1) (As 12-23, 375867, 117-125,147-
153, 189-192).

B: Sequenzmotive in dem 194 As langdydractinia Ras1-Protein (siehe Anhang Abb.2) (As 12-23, 3758667, 117-125,147-
153,191-194).

C: Sequenzmotive in dem189 As langdomo sapien$d-, N- oder K-Ras A-Protein (GTPase N-Ras NCBIdRefice Sequence:
NP_002515.1; H-Ras GenBank: CAG38816.1; GTPase Kif#Horm a NCBI Reference Sequence: NP_2035244 617, 32-
40, 53-61, 112-119, 141-147, 186-189).

D: Sequenzmotive in dem 203 As land¢omo sapienf®Ras2(TC21)-Protein (UniProtKB/Swiss-Prot:P620Y Ak 16-27, 42-50,
63-71, 122-129, 152-158, 200-204).

Der carboxyterminale Teil der Protein-Sequenzegtzgeziesibergreifend grof3e Sequenz-und
Langen-Variabilitat. In menschlichen Ras-Proteiveind dieser Abschnitt deshalb auch als
hypervariable-Region bezeichnet (Abb. 6 und Abl(Sthubbert et al., 2007). Am C-Terminus
der Aminosaure-Sequenzen findet sich speziesilifengde ein fir Ras-Proteine typisches
CAAX-Motiv. C steht hierbei fiir ein Cystein, A figine aliphatische Aminoséure und X fir
jede beliebige Aminosaure (Choy et al., 1999; @tliiet al., 2004). Beid¢lydractinia Ras-
Proteine enden in dem Sequenzmotiv CTIL (Abb. &s Deucin(L194) irHydractinia Rasl
und Leucin(L192) in Ras2 spricht dafur, dass bé&lds-Proteine, genau wie die Ras-Proteine
von Hydra vulgaris, die ebenfalls auf Leucin enden, durch eine Gegamghyl-Transferase

modifiziert werden. Hierbei koppelt die Transferasee Prenyl-Gruppe an den C-terminalen
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Teil des Proteins an. Hierdurch kénnen die Proteuigrund der hydrophoben Natur der Pre-
nyl-Gruppe an Membranen angeheftet werden. Gleigilesur das TC21-Protein des Men-
schen, welches auf Phenylalanin(F204) endet. Alenylalanin wird durch Geranylgeranyl-
Transferase erkannt. Die Ras-Proteine des Mensdeeauf Methionin oder Serin enden, wer-
den hingegen durch Farnesyl-Transferase modifiziigrdurch ist ebenfalls eine Membranlo-

kalisation gewahrleistet (Wright et al., 2006).

3.1.2 Phylogenetische Einordnung vorHydractinia echinataRas1 und Ras2

Durch phylogenetische Analyse wurdegdractinia Ras1- und Ras2-Proteine bezuglich ihrer
Stellung innerhalb der Familie der Ras-Proteineagen charakterisiert. In die Analyse mit ein-
bezogen wurden bekannte Ras-Proteine von Porfemaatoden, Mollusken und Arthropoden
sowie von Chordaten wie Acrania, Amphibien, Fisched von Saugetieren. Die dem Phylog-
ramm zu Grunde liegenden Aminosaure-Sequenzen wwedaveder durch BLAST-Analyse
mit Hydractinia Rasl oder Ras2 in NCBI ermittelt oder es wurdeajeriach Ras-Proteinen
anderer Organismen in den Datenbanken von NCBlop¢sAls AuRengruppe wurde ,roughe-
ned“ ein Rapl-Homolog und Vertreter der ,Super-R@hider Ras-Proteine voBrosophila
gewahlt. Das Phylogramm (Abb.8) zeigt, dass sietktlissischen Ras-Proteine der Vertebraten
in Asten fir H-, N- und K-Ras gruppieren. Auch Fasteine anderer Organismen gruppieren
entsprechend einzelner Tierstamme in Asten. Sopigtgn Ras-Proteine von Fischen, Chorda-
ten wie Branchiostoma, Mollusken, Insekten und Neadhen in einzelnen Asteilydractinia
Rasl bildet zusammen nhitydra vulgarisRas1 einen Seitenast in diesem Hauptast.

Eine vor der phylogenetischen Analyse durchgefiBHAST-Analyse mitHydractiniaRasl in
der NCBI Datenbank ergab fur Rasl hther qualitgfilies” fiir klassische Ras-Proteine. Eine
BLAST-Analyse mitHydractinia Ras2 ergab hoher qualitative ,Hits* fir TC21- odéer Ras
like-2-Proteine anderer Organismen. Auch das Phglog zeigt, dasbklydractinia Ras2, wel-
ches mitHydra vulgarisRas2 in einem gemeinsamen Seitenast gruppient,demeTC21- und
den Ras like-2-Proteinen anderer Organismen zugebnderden kann. In diesem Hauptast
bilden TC21-Proteine von Vertebraten und Ras lik&kas2- und Ras-Proteine von Insekten
einzelne Aste. Auch ein Ras des SchwamBwiserites dumunculgruppiert in diesem Haup-
tast (Abb.8).
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Abb.8 Phylogramm mit Hydractinia Ras1- und Ras2 Aminosaure-Sequenzen und Ras-Amigase-Sequenzen anderer
Organismen

Hydractinia Rasl und Ras2 (siehe Anhang Abb.1 und 2); Rasfikesophila melanogasterNCBI Reference Sequence:
NP_476699.1; Ras-like2Dfosophila melanogastprNCBI Reference Sequence: NP_523917.2; Radyjdifa vulgari§ UniP-
rotKB/Swiss-Prot: P51539.2, RaMytilus galloprovinciali} GenBank: DQ305041.1; Ras small G-proteipllysia californicd
NCBI Reference Sequence: NP_001191472.1; Rgsliis eduli§ GenBank: AAT81171.1; KRasattus norvegicysNCBI
Reference Sequence: NP_113703.1; HR@nppus laevl]sNCBI Reference Sequence: NP_001084278.1; NRasdpudaevig
NCBI Reference Sequence: NP_001084337.1; NRamp sapierisNCBI Reference Sequence: NP_002515.1; NRawvia
porcellu§ NCBI Reference Sequence: NP_001166369.1; Raldgdrg vulgari§ GenBank: CAA50187.1; roughened
(Rapl) Prosophila melanogasterGenBank: AAF15520.1 Ras-like protein Bdmbyx moti NCBI Reference Sequence:
NP_001036993.1; Ras{ilex quinquefasciatisNCBI Reference Sequence: XP_001845948.1; Raspikéein 1 Bombyx moti
NCBI Reference Sequence: NP_001036973.1; KRasrimofo[Homo sapierlsNCBI Reference Sequence: NP_203524.1; KRas
isoform B [Homo sapierisNCBI Reference Sequence: NP_004976Ratfus norvegicdjsNRas NCBI Reference Sequence:
NM_080766.2; HRasRattus norvegicjsGenBank: AAH99130.1; HRasipmo sapierisGenBank: CAG38816.1; Ras protein let-
60 [Caenorhabditis elegahsUniProtKB/Swiss-Prot: P22981.1; LET-60 RadMdloidogyne artiellid LET-601 GenBank:
CAD56891.1; LET-60 Ras, shottlgloidogyne artielliy LET-60s GenBank: CAD56890.1; KRa¥dnopus laevisNCBI Referen-
ce Sequence: NP_001081316.1; R-Ras2 (TCRahip rerio) NCBI Reference Sequence: NP_001017815.1; Rabdrites do-
munculd GenBank: CAA77070.1; R-Ras2 (TC21)R4ttus norvegicys NCBI Reference Sequence: NP_001013452.1;
Ras Nassarius reticulatysGenBank: ABA82136.1; p21-Ra®lptichthys flesusGenBank: CAA76679.1; RasAgdes aegygti
NCBI Reference Sequence: XP_001662234.1; Ras-llezgpachys birdi GenBank: EZA54466.1; TC2Hpmo sapierisUniP-
rotKB/Swiss-Prot:P62070.1; N-RaKryptolebias marmoratsGenBank: ABX89902.1; RasBfanchiostoma lanceolatynGen-
Bank: ABU49827.1; Ras [Branchiostoma floridae] 8ank: EEN44719.1. Nach einem Sequenzvergleich misdie-Alignment
(2.1.11) wurden die Sequenzen mit gblocks (2.1HeBrbeitet. Die erhaltenen Sequenzblocke wurdeMega5.2 (2.1.11) mit
folgenden Parametern phylogenetisch bearbeitetistiahe Methode Maximum Likelihood; phylogenetisc Test Bootstrap
method, bootstrap replications 1000; Model WAG (G+I
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3.2 Konservierte Proteine Ras gesteuerter Signalwege hydractinia echinata

Im Transkriptom vorHydractiniawurden mégliche homologe Proteine zu den in deleung
beschriebenen, an Ras-Signalwegen beteiligteneiRest anderer Organismen gesucht. Zusatz-
lich wurde das Transkriptom auf Transkripte vont@ren hin untersucht, von denen aus ande-
ren Organismen bekannt ist, dass sie die FunktivnarRas-Proteinen mittelbar und unmittel-
bar betreffen.

Es wurde auch nach einem potenziellen Homolog @essaRtivierenden Proteins ,son of seven-
less 1* (SOS1) (Rojas et al.,, 2011), sowie naclereirpotenziellen Homolog fir das Ras
,GTPase activating protein 1* RASA1 (oder auch GARY fir den negativen Regulator ,Neu-
rofiborominl* (NF1) gesucht. Von den beiden letztefroteinen ist aus anderen Organismen
bekannt, dass sie die GTPase-Aktivitdat von Raselfren stimulieren (Corral et al., 2003; Ru-
dack et al., 2012). Aufgrund der groRen mediziresciiRelevanz Ras-vermittelter zellularer
Kontrollfunktionen stehen umfangreiche Untersuclamagur Rolle der Ras-Signalweiterleitung
im Menschen zur Verfigung. Die beteiligten Protedired im Menschen gut untersucht und
charakterisiert worden. Aus diesem Grund wurdem & bekannten und charakterisierten
menschlichen Proteinen stellvertretend fur VertetordLAST-Analysen im Transkriptom von
Hydractiniadurchgefihrt.

Identifizierte mdglicheHydractiniaProteine wurden in einer phylogenetischen Anabfssrak-
terisiert. Neben der phylogenetischen Analyse wuideden méglichen, homologen Proteinen
spezifische Domanen identifiziert. Die Domanen vemrduf Aminosaure Ebenen mit Doménen

bereits charakterisierter Proteine anderer Orgaamsverglichen.

3.2.1 ,extracellular signal regulated kinase 1 and 2" (ERK1/2) Kinase-Kaskade

in Hydractinia echinata

In Hydractinia gibt es ein potenzielles ,rat fibrosarcoma“ (RAE)ne potenzielle ,mitogen-
activated protein kinase kinase" (MEK) und eineepaielle ,extracellular signal regulated
kinase" (ERK) (Schubbert et al., 2007; Wortzellet2011) (Tab. 23).
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Proteine der ,extracellular signal regulated| Potenzielle homologe Proteine itlydractinia
kinase 1 and 2 (ERK1/2) Kinase-Kaskade im

Menschen

A-RAF; B-RAF; C-RAF RAF comp79693_c0_seq3
MEK 1/2 MEK comp72955 c0_seq2
ERK 1/2 ERK comp71978 c0_seql

Tab.23 An der ERK1/2-Kinase-Kaskade beteiligte Pratine des Menschen und mdgliche, idydractinia identifizierte homo-
loge Proteine

In der Tabelle sind die aus dem Menschen bekarihteteine RAF, MEK 1/2 und ERK1/2 aufgelistet (Sdbeith et al., 2007). Im
Vergleich werden hierzu potenzielle homologe Pritén Hydractinia gelistet. DieHydractiniaProteine sind mit ihrer Trinity N1-
N8-Transkriptom-Datenbank-ldentifikationsnummer egepen.

RAFE

In Vertebraten sind drei verschiedene RAF-Protéigicannt (A-, B- und C-RAF) die alle Ras-
Signale weiterleiten kdnnen (Wortzel et al., 20Mit jedem der menschlichen RAF-Proteine
wurden BLAST-Analysen im Transkriptom vdfydractinia durchgefiihrt, wobei mit allen
dreien das gleiche, potenzieltydractinia RAF-Homolog identifiziert wurde (siehe Anhang
Abb.3).

Im Phylogramm gruppiert das moglichgdractiniaRAF-Protein in einen Zweig eines gemein-
samen Hauptastes, in dem auch RAF-Proteine deelfaten, entsprechend ihrer Zugehdrig-
keit zu A-, B- und C-RAF-Proteinen, in eigenen Zgexi gruppieren. Auch RAF-Proteine von
Insekten gruppieren zusammen und bilden einen eigést in diesem Hauptast. Lin4d5 RAF-
Homologe aus Nematoden bilden einen eigenen Adi.@Ab

Eine BLAST-Analyse miHydractinia RAF in NCBI ergab eine qualitativ bessere Homadogi
zu B-RAF-Proteinen, als zu A-RAF oder C-RAF-Progziranderer Organismen.
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Abb.9 Phylogramm mit Hydractinia RAF und RAF-Aminoséure-Sequenzen anderer Organisnme

Das Phylogramm wurde mit folgenden Sequenzen etzBydractinia RAF (siehe Anhang Abb.3); C-RAFHpmo sapierisuniP-
rotKB/Swiss-Prot: P04049.1; B-RARHpmo sapierisNCBI Reference Sequence: NP_004324.2; A-RArarjio rerigf NCBI
Reference Sequence: NP_991306.1; A-RAMHorfio sapierls GenBank: AAH07514.1; B-RAFJanio reridf GenBank:
BADO01487.2; C-RAF Danioreriof GenBank: BAC55895.1; B-RAF Xenopus laevls NCBI Reference Sequence:
NP_001083526.1; C-RARXenopus tropicalisGenBank: AAI35312.1; A-RAF Xenopus laevlsGenBank: AAH72170.1; A-RAF
[Mus musculisNCBI Reference Sequence: NP_033833.1; B-RMug musculisNCBI Reference Sequence: NP_647455.3;
CRAF [Mus musculdsGenBank: BAB39743.2; RAFJrosophila melanogastgGenBank: CAA30166.1; RARAnopheles darlin-
gi] GenBank: ETN67416.1; LIN-48Jaenorhabditis elegahs$senBank: AAR26307.1; LIN-45 RAReloidogyne artielliyq Gen-
Bank: CAD56892.1. Nach einem Sequenzvergleich mitsdfe-Alignment wurden die Sequenzen mit gblockarlbetet. Die
Sequenzblécke wurden in Mega5.2 mit folgenden Peterm phylogenetisch bearbeitet: Statistische Mkthdaximum Likeli-
hood; phylogenetischer Test Bootstrap method, baptseplications 1000; Model WAG (G+l).

Eine Analyse der im Vergleich zu B-RAF des Menschamacht Aminosauren langeren Ami-
nosaure-Sequenzen vbtydractinia RAF mit der des Menschen in PROSITE ergab, daske be
Proteine vergleichbare Protein-Doméanen besitzerbh (X)). Beide Proteine haben eine ,Ras
binding* (RBD)-Domane, ein ,zinkfinger phorbol-est#®AG-type* (ZF_DA)-Profil und eine
~protein-kinase* (PKDom)-Domane (Abb.10). Auch C-RAInd A-RAF des Menschen haben
vergleichbare Protein-Domanen (hier nicht gezeigt).

Im Bereich der Protein-Doméanen sind die RAF-Pratales Menschen und das moéglithed-

ractinia RAF-Protein hoch konserviert (siehe Anhang Abb.4).
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Abb.10 Konservierte Doménen irHydractinia und Homo sapien®RAF-Proteinen

Der obere Abschnitt der Grafik zeigt die Gesamtéidgr Proteine anhand der Positionszahlen in Ardures. In A und B sind in
orange die ,Ras binding“ Domé&ne (RBD), in grindas ,zinkfinger phorbol-ester /DAG-type* Profil (ZBA) und in blau ist die
Jprotein-kinase* Doméane (PKDom) markiert. In Klammaest jeweils die genaue Position der Doméne inifasduren in dem
jeweiligen Protein angegeben. Die Abbildung wurdeRROSITE erzeugt.

A: ldentifizierte Protein-Domanen in dem 774 As langimractinia RAF-Protein (siehe Anhang Abb.3) (As 154-224; 238@;
459-720).

B: Identifizierte Protein-Doméanen in dem 766 As langgmmo sapien8 RAF-Protein (NCBI Sequence: NP_004324.2) (As 155-
227; 234-280; 457-717).

MEK

In Hydractiniawurde eine potenzielle ,mitogen-activated protdimase kinase* (MEK) identi-
fiziert (siehe Anhang Abb.5) (BLAST-Analyse im Twskmiptom vonHydractinia mit Homo
sapiensMEK 1 und MEK 2 (MEK 1 NCBI Reference Sequence; R82746.1; MEK 2 NCBI
Reference Sequence: NP_109587.1)).

Im Phylogramm gruppieftlydractinia MEK zusammen miHydra vulgarisMEK 1 miteinan-
der in einem Zweig. In einem gemeinsamen Haupi&grbauch MEK-Sequenzen von Arthro-
poden einen Zweig. In einem weiteren Hauptast gaupp MEK 1- und MEK 2-Proteine der
Vertebraten und eine mdgliches MEK 1 eines Echinode in einzelnen Zweigen zusammen.
Caenorhabditis eleganMEK 2 bildet einen eigenen Ast. Dieser befindethshaher an den
zuvor genannten Asten als die MEK la- und MEK Ifdemen vonCaenorhabditis elegans
die in einem eigenen Ast gruppieren. Eine nattelidlul3engruppe bildet ein aus der Hefe be-
kanntes MEK-Protein (Abb.11).
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Abb.11 Phylogramm mit Hydractinia MEK- und MEK-Aminoséaure-Sequenzen anderer Organisnen

Hydractinia MEK (siehe Anhang Abb.5); MEK 1Jallus gallu§ NCBI Reference Sequence: NP_001005830.1; MEKe&nppus
laevi§ NCBI Reference Sequence: NP_001080299.1; MEKGalllis gallu$ GenBank: AAA75576.1; MEK 1Homo sapieris
NCBI Reference Sequence: NP_002746.1; MEK]@no sapierisNCBI Reference Sequence: NP_109587.1; MEK-1 oisofa
[Caenorhabditis elegah&senBank: CCD62387.1; PREDICTED: MEK 1-like Btfongylocentrotus purpuratudlCBI Reference
Sequence: XP_781505.3; Protein MEK-1, isoformClagnorhabditis elegahsGenBank: CCD62388.1; MEK Xfaenorhabditis
elegan$ GenBank: CCD73487.1; MEK 1Hjydra vulgari§ uniprot T2ME67 (T2ME67_HYDVU); MEK2 Aedes aegygdtiMek2
NCBI Reference Sequence: XP_001662837.1; Ddoradgophila simulansNCBI Reference Sequence: XP_002106541.1; MEK
[Saccharomyces cerevisih&enBank: EDN59268.1; MEKScylla paramamosajriGenBank: AHA93093.1; MEK 2Danio reriq]
NCBI Reference Sequence: NP_001121753.1; MBHKnjbyxmolii NCBI Reference Sequence: NP_001036922.1. Nachein
Sequenzvergleich mit Muscle Alignment, wurden dégjBnzen mit gblocks bearbeitet. Erhaltene Seqlimkebwurden in Me-
ga5.2 mit folgenden Parametern phylogenetisch ledatb Statistische Methode Maximum Likelihood; [mmenetischer Test
Bootstrap method, bootstrap replications 1000; M#d&G (G+l).

Hydractinia MEK und die zum Vergleich herangezogenen VertebralEK-Sequenzen des
Menschen sind auf Aminosaure-Ebene in etwa gla@ng nd verfligen tber eine MEK spezifi-
sche Protein-Kinase-Domaéane (Abb.12).

Ein Sequenzvergleich auf Aminosdure-Ebene (siehieaAg Abb.6) zeigte ein hohes Mal3 an
Konservierung innerhalb der MEK 1/2-Protein-Kind3@méane.

Spezifische, fir die ATP- und Proton-Bindung wigktiAminosauren sind speziesiubergreifend
konserviert (Abb.12 A, B und D 1) und D 2)). Innalth der Protein-Kinase-Doméane konnte
zusatzlich ein fur die Funktion von MEK 1- und MEXProteinen des Menschen essentieller
Sequenzbereich auch in detydractinia MEK-Protein identifiziert werden. In dem im Men-
schen als ,activation—loop* bezeichneten Sequerdains wird Serin(S218) in MEK 1 und
Serin(S222) in MEK 2 durch die Kinase RAF phospherty/(Wortzel et al., 2011). Eben dieser
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Sequenzabschnitt ist an vergleichbarer StelldyidractiniaMEK ebenfalls vorhanden (Abb.12
D 3)).

Trotz der im Phylogramm gezeigten, naheren Verwsndtft zu Arthropoden MEK zeigte sich
auch im direkten Vergleich mit menschlichen MEK4@ien, dass funktionelle Sequenzberei-
che hoch konserviert sind. Ein BLAST midiydractinia MEK in NCBI ergab qualitativ héhere
,Hits" zu MEK 1- als zu MEK 2-Proteinen der Vertelten.

A) D)

1 100 200 300
1) H.sapiens Mek2 MAR 101

1 A2 - H.sapiens Mekl MAR 97

H.echinata Mek MAR 110
B) LR & =

1 100 200 300 400 ;
P FETTT RN FERTTERRT FETTTEreT & 2) H.sapiens MekZ HRJ 194

H.sapiens Mekl HR] 190

H.echinata Mek HPE 203

* 4+

C)
3) H.sapiens MekZ SMANS 226
1 100 200 300
IEEES EEET FANTS SRR FTUEN FERTY FERTE ST H.sapiens Mekl SMANS 222
° @ H.echinata Mek SMANS 235

*hkhkhk k

Abb.12 Konservierte Doménen irHydractinia und Homo sapiensMEK-Proteinen

Der obere Abschnitt der Grafik zeigt die Gesamtéder Proteine anhand der Positionszahlen in Ardures. In A, B und C istin
orange die Protein-Kinase Doméne dargestellt. &#u gst eine fur die ATP-Bindung wichtige Aminosauirerot ist eine fur die
Proton-Bindung wichtige Aminoséure markiert. In iiaern ist jeweils die genaue Position der Doméardem jeweiligen Protein
angegeben. Die Abbildungen A, B und C wurden miOBIR'E erzeugt.

A: Identifizierte Protein-Doméne in dem 395 As langiydractinia MEK-Protein (siehe Anhang Abb.5) (As 81-367, A9 1As
203).

B: Identifizierte Protein-Doméne in dem 400 As langsenmo sapien®EK 2-Protein (NCBI Reference Sequence: NP_109587.1
(As 72-369, As 101, As 194).

C: Identifizierte Protein-Doméne in dem 393 As langtamo sapiendlEK 1-Protein (NCBI Reference Sequence: NP_109587.
(As 68-361, As 97, As 190).

D: Ausschnitt aus einem Aminosaure-Sequenz Vergteidachen MEK 1 und MEK 2 des Menschen thdiractinia MEK (siehe
Anhang Abb.6).

1) Hoch konservierter Sequenzbereich in MEK um eimalfe ATP-Bindung wichtige Aminosaure (in grau).

2) Hoch konservierter Sequenzbereich in MEK um eimelfé Proton-Bindung wichtige Aminoséaure (in rot).

3) In gelb dargestellt ist der auchhtydractinia MEK konservierte, aus Vertebraten MEK 1/2 bekanatgivation—loop* (Wortzel
etal., 2011).
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ERK

In Hydractinia konnte durch eine BLAST-Analyse mit ERK 1 und ERKdes Menschen
(ERK1 NCBI Reference Sequence: NP_002737.2; ERK @BIN Reference Sequence:
NP_620407.1) ein mogliches ERK-Homolog identifiziwerden (siehe Anhang Abb.7).

Die phylogenetische Analyse zeigt, dass die mdglitydractiniaERK-Kinase und eine poten-
zielle ERK-Kinase des Cnidaridtematostella vectensismabhéngig voneinander einen Ast an
der Basis des Phylogramms bilden. ERK-Kinasen @and@rganismen gruppieren sich entspre-
chend einzelner Tierstamme in Asten. So gruppidreispielsweise ERK 1- und ERK 2-
Kinasen der Vertebraten jeweils in einem gemeinsaeeig. Auch ERK-Kinasen von
Arthropoden, Nematoden Echinodermen, Ciona undMohusken und ein Hefe spkl bilden
eigene Aste (Abb.13).

95 Homo sapiens ERK 2
Fattus norvegicus ERK 2
Canio reric ERK 2

— Danio reric ERK 1

Homa sapierns ERK A
ﬁm{ﬂaﬁus norve gk us ERK A
Ciona intestinalie MARK
hd artha=terias glacialis ERK

Tegillarza granosa ERK 2
Amphibalanus Amphitrite ERK
Bomby mori ERK

Bemisia tabaci Edc 142

Fenacsus monodon ERK 152
Litopenaseus vannamei ER K
Caenorhabditis =legars MPHK-1a

4EB|:ﬂeloidogyne artiellia ERl< 2

4 Hydractinia echinata ERK

Mematos tella wvecters is ERK p

Schizosaccharomy ces pombe = pli-1

i

Abb.13 Phylogramm mit Hydractinia ERK- und ERK-Aminoséure Sequenzen anderer Organisen

HydractiniaERK (siehe Anhang Abb.7); ERK Hpmo sapierisNCBI Reference Sequence: NP_002737.2; ERK@fio sapieris
NCBI Reference Sequence: NP_620407.1; ERKRattus norvegicysGenBank: EDL77868.1; ERK 2Djanio rerig GenBank:
BAB11813.1; ERK1 Panio rerio) GenBank: BAB11812.1; ERKI1Rattusnorvegicuy NCBI Reference Sequence: NP_059043.1;
mitogen-activated protein kinas€ipna intestinalis NCBI Reference Sequence: NP_001071697.1;ERKegiflarca granosa
GenBank: AFP57674.1; ERKWMarthasterias glacialis GenBank: CAD60453.1; ERKBpombyx moti NCBI Reference Sequence:
NP_001036921.1; ERK 1/2Bfmisia tabadi GenBank: AEE81046.1; ERK-MAPK Amphibalanus amphitrife GenBank:
AGT02391.1; ERK 1/2 Penaeus monodprGenBank: ADT80930.1; predicted proteiNdmatostella vecten$iSequence ID:
ref|[XP_001629498.1|; ERKLitopenaeus vannanjeiGenBank: AGS38337.1; ERK 2Mgloidogyne artiellid GenBank:
CAD56894.1;P MPK-1, isoform &aenorhabditis elegahdNCBI Reference Sequence: NP_001022583.1; SpkiliZ8saccharo-
myces pombe] NCBI Reference Sequence: NP_59408&dh einem Sequenzvergleich mit Muscle-Alignmentden die Se-
guenzen mit gblocks bearbeitet. Die erhaltenen &ethlocke wurden in Mega5.2 mit folgenden Paramatlylogenetisch bear-
beitet: Statistische Methode Maximum Likelihoodyjgiyenetischer Test Bootstrap method, bootstraficegfpns 1000; Model
WAG (G+1).
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Sowohl inHydractinia als auch in menschlichem ERK 1 und ERK 2 konnie diir ERK-
Kinasen typische Kinase-Doméane identifiziert wer@@&bb.14). Auch spezifische fir die ATP-
und Proton-Bindung wichtige Aminoséauren sind spg#iergreifend konserviert (Abb.14 A, B,
Cund D 1.und 2)).

A D
1) 100 200 300 )
1) H.sapiens ERK1l VAIEKI 72
E.sapiens ERKZ VAIERI 55
H.eockhipnata ERK VAIRKI 51
B) canana
1 100 200 300
2) H.sapions ERK1 LHREL 1€7
E.sapiens ERKZ LHREL 150
H.echinata ERK LHREL 145
C)
1 100 200 300 3)  E.iipiens Emma 1EEl 208
_ . I E.sapiens ERKZ LEENV 188
E.echinata ERE LBENV 184

Abb.14 Konservierte Doméanen inrHydractinia ERK und menschlichen ERK-Proteinen

Der obere Abschnitt der Grafik zeigt die Gesamtéder Proteine anhand der Positionszahlen in Ardures. In A, B und C istin
orange die Protein-Kinase Doméne dargestellt. &u gt eine fur die ATP-Bindung wichtige Aminosaunerkiert und in rot ist
eine fir die Proton-Bindung wichtige Aminoséure kient. In Klammern ist jeweils die genaue Positilsr Doméne in dem jewei-
ligen Protein angegeben. Die Abbildungen A, B undu®den mit PROSITE erzeugt.

A: Identifizierte Protein-Doméne in einem 352 As lamétydractinia ERK-Protein (siehe Anhang Abb.7) (As 21-309, As A9
95).

B: Homo sapien&RK 2 360 As Sequenz (NCBI Reference Sequence: RI207.1 (As 25-313, As 53, As 149)

C: Homo sapien&RK 1 379 As Sequenz (NCBI Reference Sequence: 08737.2) (As 42-330, As 70, As 166).

D: Ausschnitte aus dem Vergleich der Aminosaure-Sergre vonHydractinia ERK (siehe Anhang Abb.8) miomo sapiens
ERK 1 und ERK 2.

1) Konservierter Sequenzbereich in ERK-Proteinen uma &ir die ATP-Bindung wichtige Aminosaure (in gja

2) Konservierter Sequenzbereich in ERK-Proteinen ima &ir die Proton-Bindung wichtige Aminoséaure it).

3) In griin dargestellt sind speziesiibergreifend komesge, aus Vertebraten bekannte Phosphoryliestatisn in ERK 1 des
Menschen Treonin(T202) und Thyrosin(204) (Wortzebk, 2011) und vergleichbare konservierte Aminosé in ERK 2 des
Menschen und iydractiniaERK.
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Ein Vergleich der in etwa gleich langen Aminosé8exiuenzen zeigte ein hohes Maf an spe-
ziesubergreifend konservierten Aminosauren innerhdgr Kinase-Doméne (siehe Anhang
Abb.8). In Hydractinia ERK sind flr ERK charakteristische Aminosauren imeen spezies-
ubergreifend konservierten Sequenzbereich konséer¥Wen diesen Aminoséauren ist aus men-
schlichem ERK 1 bekannt, dass es sich um Phospdiamgsstellen der ERK-Kinase handelt.
An diesen Aminosauren wird ERK durch die MEK-Kingdgosphoryliert. Die durch MEK-
Kinase in menschlichem ERK 1 phosphorylierten Arsnoren sind Threonin(T202) und Tyro-
sin(Y204) (Wortzel et al., 2011). Beim ERK 2 desndehen sind es Threonin(T185) und Tyro-
sin(Y187). InHydractinia ERK entspricht diesen Aminosauren Threonin(T1849 0ryrosin
(Y183) (Abb.14 D 3))

Allein anhand des Sequenzvergleiches (siehe AniAdmig8) und des Phylogramms (Abb.13)
lasst sich keine eindeutige Klassifizierung déydractinia ERK zu ERK 1- oder ERK 2-
Proteinen anderer Organismen vornehmen. Ein BLA®Tder mdglichenHydractinia ERK-
Kinase in NCBI ergab jedoch qualitativ hthere ,Hitsit ERK 2- als zu ERK 1-Proteinen der

Vertebraten.

3.2.2 ,phosphoinositid-3-Kinase* (PI3K)-Kaskade in Hydractinia echinata

In Hydractinia wurden mdgliche homologe Proteine fir eine katstyte Untereinheit (p110)
von PI3K, eine potenzielle ,phosphoinositid dependénase 1“ (PDK1) und eine potenzielle
Protein-Kinase B (PKB oder AKT) identifiziert (T&4.).

Proteine der ,Phosphoinositid-3-Kinase* Potenzielle homologe Proteine itlydractinia
(PI3K)-Kaskade des Menschen

PI3K (p110-alpha); p110-1 comp81966 cl seql
p110-2 comp81824 c0_seql
PDK1 PDK1 comp78744 c0_seql
AKT1 AKT A comp79577_c0_seql
AKT2 AKT B comp86438_c0_seql

Tab.24 An der PI3K-Kinase-Kaskade beteiligte Protaie des Menschen und mogliche iHydractinia identifizierte homologe
Proteine

In der Tabelle sind aus dem Menschen bekannteiReader Ras gesteuerten PI3K-Kaskade angegebentSatt et al., 2007). Im
Vergleich sind hierzu potenzielle homologe Hydractiniaidentifizierte Proteine mit ihrer TrinityN1-N8-Takrptom-Datenbank-
Identifikationsnummer aufgelistet.
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pli0

In Vertebraten sind vier, fur katalytische Untehaditen der PI3K-Proteine kodierende Gene der
Klasse | bekannt (p110-alpha, -beta, -gamma unidajd®as heterodimere Protein PI3K setzt
sich aus einer katalytischen (p110) und einer eggtischen (p85) Einheit zusammen. Aus der
Literatur ist bekannt, dass aktiviertes Ras in GEBundenem Zustand die katalytische Einheit
der PI3K unabhangig von der regulatorischen Eindiditvieren kann (Castellano et al., 2011).
Aus diesem Grund wurde hier nur nach einem mogtidhemolog fur die katalytische Einheit
gesucht.

Das Transkriptom vomydractinia wurde mit menschlichen p110-alpha, -beta, -gamnth-u
delta Aminosaure-Sequenzen (pl10-alpha NCBI Reter&equence: NP_006209.2, p110-beta
NCBI Reference Sequence: NP_006210.1, pl110-gamméaBl NReference Sequence:
NP_001269356.1 und pl110-delta NCBI Reference Segud¥iP_005017.3) auf das Vorhan-
densein potenzieller homologer Proteine hin untdrisunHydractiniakonnten zwei potenziel-

le p110-Proteine identifiziert werden, die Bigdractiniap110-1 und p110-2 bezeichnet wurden
(siehe Anhang Abb.9).

In einem Phylogramm mit p110 Aminosaure-Sequenreler@r Organismen gruppieren beide
Hydractinia-Proteine miteinander in einem Zweig zusammen uidkebieinen gemeinsamen
Hauptast mit p110-alpha-Proteinen der Vertebratesh awei, als p110-alpha ,predicted* cha-
rakterisierten Proteinen des Mollusk&plysiaund des Tunikate@Giona

Weitere Hauptéaste bilden die Proteine der p110;bgtemma und -delta Form unterschiedlicher
Organismen. Insekten p110-Proteine besetzen eigenan Ast, wobei ein potenzielles p110-
beta-Protein des Molluskefplysiamit in diesem Ast gruppiert. p110-Proteine von iBoter-
men und eiDictyostelium discoideumI3K bilden eigene Aste (Abb.15).

Ein BLAST in NCBI mit p110-1- und p110-2-Proteingan Hydractinia ergab fur beide Pro-
teine eine hohe Homologie zu pl110-alpha-, p110-heatd p110-delta-Proteinen anderer Orga-

nismen.
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Abb.15 Phylogramm mit Hydractinia p110-1- und p110-2-Aminoséure-Sequenzen und p110nkosaure-Sequenzen anderer
Organismen

Hydractinia p110-1 und p110-2 (siehe Anhang Abb.9); p110-alptenopus (Silurana) tropicalis NCBI Reference Sequence:
NP_001119972.1; PREDICTED: p110-alpha isoform-[ikplysia californicd NCBI Reference Sequence: XP_005106329.1; p110
-alpha Homo sapieris NCBI Reference Sequence: NP_006209.2; pl10-bet@mp sapierls NCBI Reference Sequence:
NP_006210.1; p110-gamm&ldmo sapier]lsNCBI Reference Sequence: NP_002640.2;PIR&tyostelium discoideujrNCBI
Reference Sequence: XP_643820.1; p110-betdlysgallu3 NCBI Reference Sequence: NP_001026482.1; plilteajpallus
gallug NCBI Reference Sequence: NP_001004410.1; PREDICTH 10-alpha isoform-like(iona intestinalis NCBI Reference
Sequence: XP_004227276.1; Pi3K92E, PIK92B#osophila melanogasteiGenBank: AAF55792.1; p110-deltéigmo sapieris
NCBI Reference Sequence: NP_005017.3; p110-deltes [nusculisNCBI Reference Sequence: NP_001157524.1; p11G¥gam
[Mus musculds GenBank: AAG41122.1; p110-betaMis musculus NCBI Reference Sequence: NP_083370.2; pll0-alpha
[Mus musculds NCBI Reference Sequence: NP_032865.2; pll10-bexendpus (Silurana) tropicalis Sequence
ID:ref[NP_001072928.1|;AGE-Lhenorhabditis remangGenBank: AET63231.1; AGE-1Caenorhabditis elegahtNCBI Refer-
ence Sequence: NP_496462.2, p110-gamXeadpus(Silurana) tropicalSNCBI Reference Sequence: NP_001121428.1; p110-
alpha Kenopus (Silurana) tropicalisSequence ID:ref[NP_001119972.1|; PREDICTED: pg&i®ike [Strongylocentrotus purpu-
ratugSequence ID:ref|XP_792891.3|; p110 alphkedes aegygtiNCBI Reference Sequence: XP_001662660.1; PREDECTE
pl10-beta-like Aplysia californicd Sequence ID: ref|[XP_005109131.1. Nach einem Seyeegleich mit Muscle-Alignment
wurden die Sequenzen mit gblocks bearbeitet. Erheait Sequenzblécke wurden in Mega5.2 mit folgeritBmametern phylogene-
tisch bearbeitet: Statistische Methode Maximum liie®d; phylogenetischer Test Bootstrap method tdtcep replications 1000;
Model WAG (G+l).

In Hydractinia p110-1 und p110-2 identifizierte Protein-Domanemirden mit Protein-
Domaénen in p110-alpha- und p110-beta-Proteinerviaschen verglichen. In beidétydrac-
tinia p110-Proteinen konnten die gleichen funktionelomé&nen wie in pll10-alpha- und

p110-beta-Proteinen des Menschen identifiziert eerddydractinia p110-1- und p110-2-
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Proteine haben eine ,phosphatidylinositol 3-kinasmptor-binding” (PISK ABD)-Doméne
sowie eine ,phosphatidylinositol 3-kinase Ras-lbmgdi (PI3K RBD)-Doméane. Des Weiteren
gibt es eine ,phosphatidylinositol 3-kinase C2“3RIC2)-Domaéne, eine ,phosphatidolinositol
3- and 4-kinase family* (PI3_4_Kinsase_3)-Doménewiso eine ,PIK_helical*-Doméane
(Abb.16). Ein Vergleich der Aminosaure-Sequenzdgteedass der prozentuale Anteil an spe-
ziesUbergreifend konservierten Aminosauren innérhatber auch aufRerhalb der gezeigten Do-
manen nicht sehr hoch ist (siehe Anhang Abb.10).

A)
1 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
“.I.Iﬂ-ii;-.'-'.i
B)
1 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
w B F13K_RED 8 W PIR-HECICAL 8 W
1 100 200 300 <00 500 600 700 800 900 1000
D)

1 100 200 300 400 500 600 700 800 00 1000

Abb.16 Konservierte Doménen irHydractinia p110- undHomo sapieng110-Proteinen

Der obere Abschnitt der Grafik zeigt die Gesamtéidgr Proteine anhand der Positionszahlen in Ardures. In A, B, C und D

ist in grau die ,phosphatidylinositol 3-kinase attaghinding” (PI3K ABD)-Doméne, in blau die ,phosgtidylinositol 3-kinase
Ras-binding“ (PI3K RBD)-Doméne, orange (oval) diagsphatidylinositol 3-kinase C2“(PI3K C2)-Doméaimeprange (Raute) das
sphosphatidolinositol 3- and 4-kinase family“(P13 Kinsase_3)-Domé&ne und in grin die ,PIK_helical‘rldme markiert. In
Klammern ist jeweils die genaue Position der Doméaie dem jeweiligen Protein angegeben. Die Abbigkm wurden mit
PROSITE erstellt.

A: Identifizierte Protein-Doméanen in dem 1059 AsganHydractinia PI3K p110-1 Sequenz (siehe Anhang Abb.9) (As 20-110
187-294, 333-485, 787-1057, 510-689).

B: Identifizierte Protein-Doméanen in dem 1040 As lanélydractinia PI3K p110-2 Sequenz (siehe Anhang Abb.9) (As 14-10
185-287, 323-473, 770-1039, 494-673).

C: Ildentifizierte Protein-Doménen in einer 1068 AsgeanHomo sapien$I3K p110-alpha Sequenz (NCBI Reference Sequence:
NP_006209.2) (As 16-105, 187-289, 330-487, 797-1663-694).

D: Identifizierte Protein-Doménen in einer 1070 AsganHomo sapiendI3K p110-beta Sequenz (NCBI Reference Sequence:
NP_006210.1) (As 26-115, 194-285, 327-496, 800-1630-701).
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PDK1

Durch eine mit menschlichem PDK1 (GenBank: AAC51&2%8lurchgefiihrte BLAST-Analyse
im Transkriptom vorHydractinia konnte ein mdglichellydractinia PDK1-Protein identifiziert
werden (siehe Anhang Abb.11).

Die phylogenetische Analyse ergab, ddagslractiniaPDK1 zusammen mit einem potenziellen
PDK1 vonHydra vulgarisgruppiert. In einem Hauptast mit diesen bildenhaBBK1-Proteine
der Vertebraten einen Seitenast. Weitere Seiterilsten PDK1-Proteine des Echinodermen
Patiria pectinifera des MolluskenAplysia californicaund Arthropoden PDK1-Proteine von
Cerapachys biround Drosophila melanogastedie beide gemeinsam einen Seitenast bilden.
PDK1-Proteine des Nematodé&aenorhabditis eleganand das PKH2 PDK1-Homolog aus
Hefe bilden eigenstandige Hauptaste (Abb.17).
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Abb.17 Phylogramm mit der Hydractinia PDK1-Aminosaure-Sequenz und PDK1-Sequenzen ander@rganismen

Hydractinia PDK1 (siehe Anhang Abb.11); PDKHydra vulgari§ NCBI Reference Sequence: NP_001267831.1; PORdtt{is
norvegicu$ NCBI Reference Sequence: NP_112343.1; PDK1 isof@fMus musculdsNCBI Reference Sequence: NP_035192.2;
PDK1 [Xenopus laev]sSNCBI Reference Sequence: NP_001086100.2; PORétifia pectiniferd GenBank: BAD02370.1; PDK1
[Danio rerio] NCBI Reference Sequence: NP_991262.1; PDRIicdntrarchus labrak GenBank: CBN81295.1; PDK1Hp-
mo sapiensGenBank: AAC51825.1; PKH2Saccharomyces cerevis]dgniProtKB/Swiss-Prot: Q12236.1; PDK1 isoform@ae-
norhabditis elegarisNCBI Reference Sequence: NP_001024742.1; PDAplysia californicd NCBI Reference Sequence:
NP_001191464.1; PDKderapachys birdi GenBank: EZA58954.1; PDK1Dfrosophila melanogastgruniProtKB/Swiss-Prot:
Q9WO0V1.4; PDK1, isoform bQaenorhabditis elegahdNCBI Reference Sequence: NP_001024743.1. NaatnreiBequenzver-
gleich mit Muscle-Alignment wurden die Sequenzen gilocks bearbeitet. Erhaltene Sequenzblocke wuideMega5.2 mit
folgenden Parametern phylogenetisch bearbeitetistiahe Methode Maximum Likelihood; phylogenetisc Test Bootstrap
method, bootstrap replications 1000; Model WAG (G+I
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Bei einem Vergleich der moglichen PDK1-Kinase Wydractinia mit der des Menschen wur-
den die gleichen charakteristischen Doméanen ariciienlPosition in beiden Proteinen gefun-
den. Es konnte eine ,protein-kinase” (PKDom)-Domé&awie eine ,plekstrin homology* (PH)-
Domane identifiziert werden (Abb.18).

A)
1 ?.00 200 . 300 400
B)
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S

Abb.18 Konservierte Doméanen irHydractinia und Homo sapien®DK1

Der obere Abschnitt der Grafik zeigt die Gesamtiidgr Proteine anhand der Positionszahlen in Ardumes. In A und B sind in
orange die ,protein-kinase* (PKDom)—Doméne undriiingist die ,plekstrin homology* (PH)-Doméane dargg. In Klammern ist
jeweils die genaue Position der Doménen in demijig@a Protein angegeben. Die Abbildungen wurdenRROSITE erstellt.

A: Identifizierte Protein-Doménen in der 479 As langtydractinia PDK1-Amiosdure-Sequenz (siehe Anhang Abb.11) (As 27
284, 374-476).

B: Identifizierte Protein-Doméanen in der 556 As langtamo sapien®DK1-Aminoséure-Sequenz (GenBank: AAC51825.1) (As
82-341, 446-548).

Ein Vergleich der PDK1-Aminosaure-Sequenzen Ytyuractinia, desMenschen der Maus
und vonHydra zeigt speziesiubergreifend konservierte Sequenzheranerhalb der beschrie-
benen Doméanen. AulRerhalb der identifizierten Pnell@manen gibt es nur wenige spezies-

Ubergreifend konservierte Sequenzbereiche (sielmargAbb.12).

AKT

In Vertebraten sind drei AKT-Proteine beschriebéralke et al., 2003). IHydractiniaexistie-
ren zwei mogliche AKT-Proteine, die in dieser Attlds AKTA und AKTB bezeichnet werden
(siehe Anhang Abb.13) (Dielydractinia AKT-Proteine wurden durch BLAST-Analyse mit
Homo sapienAKT3 NCBI Reference Sequence: NP_005456idmo sapiensAKT2 NCBI
Reference Sequence: NP_001617.1 tamo sapiensAKT1 GenBank: AAA36539.1 im

Transkriptom vorHydractiniaidentifiziert).

72



Ergebnisse

Im Phylogramm (Abb.19) gruppieren AKT1-, AKT2- uKT3-Proteine der Vertebraten in
eigenen Zweigen in einem Hauptast. Im gleichen ketmruppieren in weiteren Asten AKT-
Proteine von Insekten und einzelne AKT-Proteine®iBchinodermen und eines Schwammes.
Einen basalen Ast nehmen die AKT-Proteine der Crd&in. AKTA vonHydractinia grup-
piert mit AKT/PKB ausHydra vulgaris AKTB von Hydractinia bildet einen eigenen Zweig.
Einen von dem Hauptast unabhangigen Ast bilden AKiId AKT2-Proteine der Echinoder-

men. Auch Hefe SCH9, ein AKT-Homolog, bildet eire@genen basalen Ast.

gqnr Homo sapiens Akt2
Rattus norvegicus AKTZ2
Danio rerio AKTZ2

Danio rerio AKT

Homo sapiens AKT1

35 | Rattus nomnvegicus AKT1
Danio rerio AKT3

Homo sapiens AKT3

|| Mus musculus AKT3

87| Bos taurus AKT3

gy

B2 Rattus norvegicus AKT3

Saccoglossus kowalevs kil PKB
€3 Drosophila melanogaster Akt
Aedes aegypti AKT
Asterina pectinifera AKT

4 Hydractinia echinata AKT B
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9z {A Hydractinia echinata AKT A
a9 Hydra wulgaris PKB

4|—— Caenorhabditis elegans AKT2
39 Caenorhabditis elegans AKT1

Saccharomyces cerevisiae SCHY

——
0z

Abb.19 Phylogramm mit der Hydractinia AKT-Aminosaure-Sequenz und AKT-Aminosaure-Sequenzeanderer Organis-

men

Hydractinia AKTA und AKTB (siehe Anhang Abb.13); PKB (AKT)Hydra vulgari§ GenBank: AAM91027.1; AKT2 Danio
rerio] AKT-2 NCBI Reference Sequence: NP_937789.1; AHH®mo sapierisNCBI Reference Sequence: NP_005456.1; PKB
[Saccoglossus kowalevdkiNCBI Reference Sequence: NP_001158433.1; AKTB®S[ taurufNCBI Reference Sequence:
NP_001178238.1;Mlus musculdsUniProtKB/Swiss-Prot: QOWUA6.1; AKT2 [@enorhabditis elegahdUniProtKB/Swiss-Prot:
QI9XTG7.1; AKT3 Rattus norvegicysNCBI Reference Sequence: NP_113763.1; Aktl, isof@ [Drosophila melanogastgr
NCBI Reference Sequence: NP_732113.3; AKH®&rho sapierilsNCBI Reference Sequence: NP_001617.1; Akt/PKBtérina
pectiniferd GenBank: BAB69974.1; AKT Aedes aegygtiGenBank: AAP37655.1; AKT1, isoform &genorhabditis elegahs
NCBI Reference Sequence: NP_001023645.1; AKHi@anfio sapierisGenBank: AAA36539.1; AKT1 Danio rerio GenBank:
AGG68959.1;AKT2 [Rattus norvegicysNCBI Reference Sequence: NP_058789.1; AKTRAtfus norvegicysNCBI Reference
Sequence: NP_150233.1; AKT®4dnio rerig NCBI Reference Sequence: NP_001184130.1;S8h8dharomyces cerevisjae
GenBank: CAA40853.1. Nach einem SequenzvergleichNhiscle Alignment wurden die Sequenzen mit gblobkarbeitet.
Erhaltenen Sequenzblécke wurden in Mega5.2 miefudgn Parametern phylogenetisch bearbeitet: $tatistMethode Maximum
Likelihood; phylogenetischer Test Bootstrap methmmhtstrap replications 1000; Model WAG (G+l).
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Die Sequenz delydractinia AKTB-Protein ist im Vergleich zu Sequenzen der swtichen
AKT1-, AKT2- und AKT3-Proteine langer (Abb.20). Disequenz deslydractinia AKTA-
Protein hingegen ist im Vergleich zu den Sequemzenschlicher AKT-Proteine aber auch zu
Hydractinia AKTB kurzer. Sowohl irHydractinia AKTA- als auch in AKTB-Proteinen gibt es
Protein-Doméanen, die konserviert auch in menscahtMKT1-, AKT2- und AKT3-Proteinen
vorhanden sind. Iiydractinia AKTA und AKTB existiert eine ,pleckstrin homology(PH)-
Doméne, eine Protein-Kinase-Doméane sowie eine ,A@@se-C-terminal“* (AGC_KI)-
Doméane (Abb.20 A bis E). Ein Vergleich der Sequenzen AKT1, AKT2 und AKTS3-
Proteinen des Menschen mit den SequenzenHxaractinia AKTA- und AKTB-Proteinen
zeigte im Bereich der Domanen ein hohes Mal3 koreséev Aminosauren. Lediglich im Be-
reich der ,AGC-kinase-C-terminal“ (AGC_KI)-Doménarfden sich deutliche Sequenzunter-
schiede (siehe Anhang Abb.14). Das Programm PROSIK&nnte in dem besagten Sequenz-
bereich jedoch speziesubergreifend in allen untbtem Proteinen eine ,AGC-kinase-C-
terminal* (AGC_KI)-Doméne.

In Hydractinia AKTA- und AKTB-Kinase sind Aminosauren konserviedte in charakterisier-
ten AKT-Proteinen des Menschen als funktionelle A@séuren beschrieben wurden (Moore et
al., 2011; Castellano et al., 2011). Von den Améwen Threonin(T308) in menschlichem
AKT1 und Threonin(T309) in menschlichem AKT2 soverin(S473) in menschlichem AKT1
und Serin(S474) in menschlichem AKT2 ist bekanassdsie essentiell fur die Funktion von
AKT-Kinasen sind. AKT1- und AKT2-Proteine werdenrdia PDK1 an diesem Threonin phos-
phoryliert und somit aktiviert. An dem Serin wirdA durch das Protein ,, transducer of CREB
protein 2 (TORCZ2) phosphoryliert (Castellano et 8D11; Tsuchiya et al., 2013; Nag et al.,
2013). Vergleichbare konservierte Aminosauren simdHydractinia AKTA Threonin(T296)
und Serin(S456). liMydractinia AKTB sind es Threonin(T295) und Serin(S484) (AlibR21)
und F 2)).

Allein anhand des Phylogramms (Abb.19) lasst sieiné eindeutige Klassifizierung der
Hydractinia AKT-Proteine zu AKT1-, AKT2- oder AKT3-Proteinemaerer Organismen vor-
nehmen. Ein BLAST in NCBI ergab jedoch fir ddgdractinia AKTA-Protein eine hdhere
Homologie zu AKT2-Proteinen anderer Organismen fiitddas Hydractinia AKTB-Protein

eine hohere Homologie zu AKT1-Proteinen anderema@igmen.
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Abb.20 Konservierte Doménen irHydractinia AKT und AKT-Proteinen anderer Organismen

Der obere Abschnitt der Grafik zeigt die Gesamté&dgr Proteine anhand der Positionszahlen in Ardumes. In A bis E sind in
blau die ,pleckstrin homology* (PH)-Doméne markiartd in orange ist die ,protein-kinase“-Doméne sodie ,AGC-kinase-C-
terminal“-Doméane markiert. In Klammern ist jeweil®e genaue Position der Doménen in dem jeweiligeteh angegeben. Die
Abbildungen wurden mit PROSITE erstellt.

A: ldentifizierte Protein-Doménen in der 466 As landgéydractinia AKTA-Aminosaure-Sequenz (siehe Anhang Abb.13) 6As
109, 139- 396, 397-466).

B: Identifizierte Protein-Doméanen in der 513 As langi¢ydractinia AKTB-Aminosaure-Sequenz (siehe Anhang Abb.13) GAs
107, 138-395, 396-477).

C: Identifizierte Protein-Doménen in der 480 As langtamo sapien®\KT1-Aminosaure-Sequenz (GenBank: AAA36539.1) (As
5-108, 150-408, 409-480).

D: Identifizierte Protein-Doménen in der 481 As langtomo sapien®\AKT2-Aminosaure-Sequenz (NCBI Reference Sequence:
NP_001617.1) (As 5-108, 152- 409, 410-481).

E: Identifizierte Protein-Domanen in der 479 As langgomo sapien#AKT3-Aminosaure-Sequenz (NCBI Reference Sequence:
NP_005456.1) (As 5-107, 148-405, 406-479).

F: Ausschnitt aus einem Sequenzvergleich (siehe AnAahgl4).

1) In lila ist die aus AKT1 des Menschen bekannteyaktaristische Phosphorylierungsstelle Threoning)3@arkiert (Castellano

et al., 2011).

2) In blau ist die aus AKT1 des Menschen bekanntaradtieristische Phosphorylierungsstelle Serin(S#4v&xkiert (Moore et al.,
2011; Castellano et al., 2011). Vergleichbare, korierte Aminosauren wurden auch in den Sequenaeilydractiniamarkiert.
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3.2.3 TIAM1 und Racl in Hydractinia echinata

Im Transkriptom vorHydractinia konnte ein mogliches Homolog fur ein TIAM- und féin

Racl-Protein identifiziert werden (Tab.25).

TIAM1 und Racl Proteine des Menschen Potenzielle homologe Proteine ilydractinia
TIAM1 TIAM comp 82818 c0_seql
Racl Racl comp 83403 _c0_seql

Tab.25 TIAM1 und Racl des Menschen und mdgliche homtoge Proteine inHydractinia
In der Tabelle sind bekannte TIAM1- und Racl-Pratales Menschen aufgelistet. Im Vergleich werdenzhipotenzielle, homo-
loge Proteine vomrlydractiniamit ihrer Trinity-N1-N8-Transkriptomdatenbank-IddiMationsnummer angegeben.

TIAM

In Hydractinia gibt es ein mogliches, mit TIAM1- und TIAM2 (au@iF)-Proteinen anderer
Organismen verwandtes Protein (siehe Anhang Abb(I&p.25). DasHydractinia Protein
wurde durch BLAST-Analyse mit menschlichem TIAM1gi@Bank: AAA98443.1) identifi-
Ziert.

Ein BLAST des identifizierten Proteins in NCBI ebgaine hohere Verwandtschaft zu SIF-
Proteinen der Insekten und zu TIAM2-Proteinen amd@rganismen als zu TIAM1-Proteinen
anderer Organismen.

In demHydractinia Protein, in TIAM1 und TIAM2 des Menschen sowie 8tF-Typl- und im
SIF-Typ2-Protein vomrosophila melanogastegxistiert eine ,Dbl homology* (DH2)-Domane,
eine PDZ-Domane und eine ,pleckstrin homology" (FdM)mane. Sowohl SIF-Typl vdpro-
sophila als auch daslydractinia Protein haben eine ,Wiskott-Aldrich homology 1“ BW)-
Domaéne. In SIF Typ2 voDrosophilafehlt diese Doméne. Sowohl SIF-Typl- und SIF-Typ2-
Proteine vorDrosophilaals auch die TIAM-Proteine des Menschen verfligaem Uber eine
»Ras binding" (RBD)-Doméne. Diese wurde sowohl \PROSITE als auch mit Pfam in dem
moglichen TIAM vonHydractinia nicht identifiziert. Die TIAM1- und TIAM2-Proteineles
Menschen, die SIF1- und SIF2-Proteine \mosophilaund das mdgliche TIAM-Protein aus
Hydractiniaunterscheiden sich erheblich in ihrer Sequenz-egAdpb.21).

76



Ergebnisse

A) 1 500 1000

o @ ©
B) 1 . i 500 . 1000 .

o~ - -
C) 1 500 1000

e L
D) 1 500 1000
-  ew

E)

1 500 1000

Abb.21 Konservierte Doménen in dem potenziellehlydractinia TIAM-Protein und in TIAM1- und TIAM2-Proteinen and e-

rer Organismen

Der obere Abschnitt der Grafik zeigt die Gesamtéidgr Proteine anhand der Positionszahlen in Ardimes. In A und B gibt es
in grau die ,Wiskott-Aldrich homology 1* (WH1)-Domé. In B bis E gibt es in orange eine ,Ras bingi(RBD)-Doméne. In A
bis E gibt es in blau dargestellt eine ,pleckstibmology” (PH)-Doméne, eine PDZ-Doméne und einel Bdmology” (DH2)-
Doméne. In Klammern ist im Folgenden jeweils diaagee Position der Doméanen in dem jeweiligen Pratagegeben. Die Abbil-
dungen wurden mit PROSITE erstellt.

A: Identifizierte Protein-Doméanen in der moglicheB83 As langenHydractinia TIAM-Aminosaure-Sequenz (siehe Anhang
Abb.15) (As 1-79,258-359, 644-704, 838-1030).

B: Identifizierte Protein-Domanen in der 2072 Asdan Drosophila melanogasteSIF Typl-Aminoséaure-Sequenz (UniP-
rotkKB/Swiss-Prot: P91621.2) (As29-147,842-935, 11288, 1204-1280, 1436-1630).

C: Identifizierte Protein-Doménen in der 2061 As lamgDrosophila melanogasterSIF Typ2-Aminosdure-Sequenz
(NP_001261447.1) (As822-935, 1101-1168, 1184-12&a511619).

D: Identifizierte Protein-Doménen in der 1591 AsganHomo sapiensTIAM1-Aminoséure-Sequenz (GenBank: AAA98443.1)
(As439-547,765-832, 845-903, 1040-1234).

E: Identifizierte Protein-Doménen in der 1701 As lam¢domo sapiensTIAM2-Aminosaure-Sequenz (UniProtKB/Swiss-Prot:
Q8IVF5.4) (As509-620, 810-881, 890-970, 1099-1293).

Ein Vergleich der Aminosaure-Sequenzen der in Ablaldrgestellten Proteine zeigte, dass es
lediglich im Bereich der ,Dbl homology* (DH2)-Domén der PDZ-Doméane und der
~pleckstrin homology" (PH)-Doméne vereinzelt spatibergreifend konservierte Aminosauren
gibt. Insgesamt Uberwiegen jedoch Bereiche mitngeri oder keiner Sequenz-Homologie (sie-
he Anhang Abb.16). Eine phylogenetische Analyse awdgrund der sehr begrenzten Verflg-
barkeit validierter TIAM1- und TIAM2-Sequenzen aneleOrganismen nicht maglich.
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Racl

In Hydractinia existiert ein mdgliches Racl-Protein (siehe Anhahb.17) (Tab.25). Das po-
tenzielle Racl wurde mit menschlichem Racl-Prafdi@Bl Sequence ID: gb|AF498964.1) im
Transkriptom vorHydractiniaidentifiziert.

In einem Phylogramm mit Racl-Proteinen anderer @sgaen bildetHydractinia Racl zu-
sammen mit einem potenziellen Racl des Cnidélyeira vulgariseinen gemeinsamen Zweig.
Weitere Zweige bilden Racl-Proteine der Vertebratem Insekten, vorCiona und dem
SchwammEphydatia fluviatilis Eigene Aste im Phylogramm bilden das Rac-Protgires
Borstenwurms, einer Schnecke, des Nemato@aenorhabditis elegansowie ein Racl-
Homolog ausCandida orthopsilosi§Abb.22).

hiis muscules Ract

7| Danio rerio Racl
Homo =apiens Faci
Henopus laevie Racl
Dicentrarchus labras Raci
Aedes geqypti Rac
45 Crrozophila melanogaster R ac
Ciona intestinalis Ract

— Ephiyd atia fluwi atilis Fac1

@ Hydractinia echinata Racl

EE||: Hydra wilgaris Ract like p

I— FPlaty nereis dumerilii B ac

I Aplyzia califarnica B ac
Cae=norh abditis elegans CED-10

Candida othopsilosis Racl

]

Abb.22 Phylogramm mit der Hydractinia Rac1l-Aminoséaure-Sequenz und Racl-Aminosaure-Sequesm anderer Organis-

men

Hydractinia Rac1-Aminoséure-Sequenz (siehe Anhang Abb.17)i[Eabydatia fluviatili} GenBank: BAI94591.1; Rad[atyne-
reis dumerilii GenBank: CCI61367.1; Ra&\¢des aegygdtiNCBI Reference Sequence: XP_001660307.1; PREDICR&C1-like
[Hydra vulgari§ NCBI Reference Sequence: XP_002158815.1; Ratds[musculdsUniProtKB/Swiss-Prot: P63001.1; Racl
[Homo sapierisGenBank: CAB53579.5;RACIXenopus laevisGenBank: AAI08885.1; Rac Djcentrarchus labrak GenBank:
CBN81227.1; Racl Orosophila melanogasterGenBank: AAA67040.1; RaclDanio reri)) NCBI Reference Sequence:
NP_956065.1; RacAplysia californicd NCBI Reference Sequence: NP_001191532.1; CEDEHefiorhabditis elegahNCBI
Reference Sequence: NP_500363.1; Racibrja intestinalis NCBI Reference Sequence: NP_001027692.1; R&=zAndida
orthopsilosisCo 90-125] NCBI Reference Sequence: XP_003866464ath einem Sequenzvergleich mit Muscle-Alignment
wurden die Sequenzen mit gblocks bearbeitet. Dialemen Sequenzbldcke wurden in Mega5.2 mit falgarParametern phylo-
genetisch bearbeitet: Statistische Methode Maxinhikelihood; phylogenetischer Test Bootstrap methiodptstrap replications
1000; Model WAG (G+I).
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Der Vergleich der gleichlangen Aminoséure-Sequendes potenziellerHydractinia Racl-
Proteins mit menschlichem Racl-Protein zeigt, dsside Proteine Uber die Racl-typische
,LRHO-GTPase* (RHO)-Doméne verfiigen (Abb.23).

Ein Vergleich beider Proteine mit Racl-Proteinedesiar Organismen auf Aminosaure-Ebene
zeigt, dass Rac-Proteine speziesiubergreifend hookekviert sind. Lediglich in C-terminalen

Sequenzbereichen gibt es gréRere Sequenzuntersghiede Anhang Abb.18).

A) B)

1 100 1 100

Abb.23 Konservierte Doménen in einem potenzielleHydractinia Racl und in einemHomo sapiensRacl-Protein

Der obere Abschnitt der Grafik zeigt die Gesamtéidgr Proteine anhand der Positionszahlen in Ardimes. In A und B gibt es
in grin eine ,RHO-GTPase" (RHO)-Doméne. In Klammé&him Folgenden jeweils die genaue Position demBne in dem
jeweiligen Protein angegeben. Die Abbildungen waomtét PROSITE erstellt.

A: Identifizierte Protein-Doméane in dem192 As langgmractiniaRacl-Protein (siehe Anhang Abb.17) (As 1-176)

B: Identifizierte Protein-Doméne in dem 192 As langermo sapienfacl-Protein (GenBank: CAB53579.5) (As 1-176).

3.2.4 RALGDS, Ral und Phospholipase D (PLD) irHydractinia echinata

In Hydractinia wurden ein potenzielles ,ral guanine nucleotidesaisation stimulator likel
protein“ (RGL1), ein potenzielles ,Ras related piot (RAL) und eine potenzielle Phospholi-
pase D (PLD) identifiziert (Tab. 26).

RALGDS, Ral und Phospholipase D (PLD) des | Potenzielle homologe Proteine iydractinia
Menschen

RALGDS; RGL1;RGL2 RGL1 comp76892_c0_seql

RAL-A und RAL-B RAL comp73071_c0_seql

PLD PLD comp86898_c0_seq7

Tab.26 RALGDS-, Ral- und Phospholipase D-Proteineas Menschen und mdgliche homologe Proteine ktydractinia

In der Tabelle sind die aus dem Menschen bekanoteiRe RALGDS, RGL1, RGL2, RAL-A und RAL-B sowid.B angegeben.
Im Vergleich werden hierzu potenzielle, homologeot&ine von Hydractinia gelistet und mit ihrer Trinity-N1-N8-
Transkriptomdatenbank-ldentifikationsnummer angegeb
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RGL1

Im Transkriptom vonHydractinia wurde mit RALGDS-, RGL1- und RGL2-Aminosaure-
Sequenzen des Menschen (RGHbino sapierflsNCBI Reference Sequence: NP_055964.3;
RGL2 [Homo sapiernisSNCBI Reference Sequence: NP_004752.1; RALGBSno sapiers
UniProtkKB/Swiss-Prot: Q12967.2) nach moglichen Htogen in Hydractinia gesucht. Von
RALGDS-, RGL1- und RGL2-Proteinen ist bekannt, ds&sin der Lage sind, RAL-A und
RAL-B zu aktivieren (Castellano et al., 2011). Hiydractinia konnte nur ein mogliches ,ral
guanine nucleotide dissociation stimulator-like (RGL1)-Protein identifiziert werden (siehe
Anhang Abb.19).

Eine phylogenetische Analyse erwies sich fur RGIslveenig praktikabel, da es so gut wie
keine validierten RGL1-Sequenzen anderer Organisgiet Ein Vergleich vorHydractinia
RGL1-Protein-Domanen mit Protein-Domanen in merisbbm RGL1 zeigte in beiden Protei-

nen die gleichen Doméanen (Abb.24).

A)
7 i 100 200 300 400 500 600 TOO
B)

1 100 200 300 400 500 GO0 700

Abb.24 Konservierte Doménen in dem moglicherlydractinia RGL1-Protein und in Homo sapiendRGL1

In A und B ist in orange die ,Ras guanine exchafagtor N-terminal“ (RAS_GEF_N)-Doméne dargestdlit.griin ist die ,Ras
guanine-nucleotide exchange factor catalytic* (RASEDoméane gezeigt. Blau dargestellt ist die ,Rsseaiating“(RA)-Doméne

In Klammern ist im Folgenden jeweils die genaueitRosder Doménen in dem jeweiligen Protein angegelDer obere Abschnitt
der Grafik zeigt die Gesamtlange der Proteine ashitkan Positionszahlen in Aminosduren. Sequenz figpe® Doméanen wurden

in A und B mit Pfam ermittelt. Die Abbildung wurdet PROSITE erstellt.

A: Ildentifizierte Protein-Doméanen in der 786 As langigrdractiniaRGL1-Aminoséaure-Sequenz (siehe Anhang Abb.19)1(A%
221, 288-554, 649-732).

B: Identifizierte Protein-Doméanen in der 803 As landgtomo sapien&RGL1-Aminosdure-Sequenz (NCBI: Reference Sequence:
NP_055964.3) (As 103-209, 264-485, 683-770).
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Das Programm Pfam erkannte eine ,Ras guanine egehiactor N-terminal* (RAS_GEF_N)-
Domane, eine ,Ras guanine-nucleotide exchange rfaetialytic* (RASGEF)-Domane sowie
eine ,Ras-associating® (RA)-Doméne. In einer Analymit PROSITE wurde die ,Ras-
associating“-Domane iHydractiniaRGL1 jedoch nicht erkannt (Abb.24).

Ein Vergleich von RGL1-Proteinen vdtydractinia des Menschen und der Maasf Amino-
saure-Ebene zeigte innerhalb der Doméanen speziggéliend konservierte Bereiche (siehe
Anhang Abb.20). Fur die C-terminale ,Ras-associit{fRA)-Doméane konnte Pfam iHydrac-
tinia RGL1 im Vergleich zu menschlichem RGL1-Protein eimen kirzeren Sequenzbereich

zuordnen.

RAL

In Hydractinia gibt es ein mogliches, zu Vertebraten RAL-Proteih@mologesHydractinia
RAL (siehe Anhang Abb.21). RAL-A- und RAL-B-Proteigehdren wie auch Ras-Proteine zur
~Superfamilie* der Ras-Proteine. Das mdglidHgdractinia RAL-Protein wurde mit RAL-A
(NCBI: GenBank: AAM12624) und RAL-B (NCBI: GenBankAA60250.1) des Menschen im
Transkriptom vorHydractiniaidentifiziert

Hydractinia RAL nimmt in einem Phylogramm einen eigenstandigasalen Ast mit einem
potenziellerHydra vulgarisRAL ein. Mit in diesem Ast gruppiert ein RAL-A d&hwammes
Suberites dumunculia einem Seitenast. Ein RAL-Protein des Nematodaanorhabditisund
ein potenzielles RSR1 RAL-Homolog aus Hefe bild&erdalls jeweils eigenstandige Aste.
In einem Hauptast gruppieren in einzelnen ZweigedL-R- und RAL-B-Proteine der
Vertebraten, von Insekten, von Ciona und ein paotdies Mollusken RAL-A vonAplysia
californica (Abb.25).

Ein BLAST mit Hydractinia RAL in NCBI ergab eine hohe Homologie zu RAL-Pro&n an-
derer Organismen, wobei die Homologie zu RAL-A-Bmeén anderer Organismen hoher als zu

RAL-B-Proteinen war.
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Abb.25 Phylogramm mit der Hydractinia RAL-Aminosaure-Sequenz und RAL-Aminosaure-Sequenzeanderer Organis-

men

Hydractinia RAL (siehe Anhang Abb.21); RAL-AHomo sapierisGenBank: AAM12624.1; RAL-B Hlomo sapiedsGenBank:
AAA60250.1; PREDICTED: Ras-related protein Ral-Reli[Hydra vulgari§ NCBI Reference Sequence: XP_004208137.1;RAL
[Aedes aegydtiNCBI Reference Sequence: XP_001649535.1; RALParfio rerio] NCBI Reference Sequence: NP_957312.1;
RAL-B [Danio rerio] NCBI Reference Sequence: NP_001003649.1; PREDIC Has-related protein Ral-A-liké\plysia califor-
nica] NCBI Reference Sequence: XP_005088932.1; RBtofophila melanogastgiGenBank: AAC34902.1; RAL-ANlus mus-
culug UniProtkB/Swiss-Prot: P63321.1; RAL B/us musculdsGenBank: AAF89875.1; PREDICTED: Ras-related prot®-
RAL isoform 1 [Ciona intestinalis NCBI Reference Sequence: XP_002121711.1; PREDECTRas-related protein O-RAL iso-
form 2 [Ciona intestinalis NCBI Reference Sequence: XP_002121901.1; RAISA{erites domunculaGenBank: ABD65421.1;
Protein RAL-1, isoform aQaenorhabditis elegahsGenBank: CCD73808.1; RSR1sdccharomyces cerevisig€1118] Gen-
Bank: CAY79912.1; RAL-B Xenopus laevlsNCBI Reference Sequence: NP_001084379.1. NacatneiBequenzvergleich mit
Muscle-Alignment wurden die Sequenzen mit gblockarbeitet. Erhaltenen Sequenzblocke wurden in M&gatit folgenden
Parametern phylogenetisch bearbeitet: Statististdtbode Maximum Likelihood; phylogenetischer TesbBtrap method, boots-
trap replications 1000; Model WAG (G+1).

Sowohl in RAL-A- und RAL-B-Proteinen des Menschéds auch imHydractinia RAL-Protein
gibt es ein ,small GTPase family profile* (RAS) (Bi26). Ein Vergleich voydractiniaRAL
mit den menschlichen RAL-Proteine und mit RAL-A déaus auf Aminosaure-Ebene zeigte,
dass der prozentuale Anteil konservierter Aminosétnnerhalb des ,small GTPase family
profile” speziestibergreifend hoch ist (siehe AnhAbb.22). Zuséatzlich konnten Hydractinia
RAL konservierte, aus Vertebraten RAL-Proteinendmeite, RAL-spezifische Aminosauren
identifiziert werden. Von den in Abbildung 26 D1hdi D3) markierten Aminosauren ist in
RAL-A der Maus bekannt, dass ihr Austausch (G23d @Qv2L) zu einer Aktivierung von
RAL-A fuhrt (Lim et al., 2005). Die entsprechenddminosauren sind auch iHydractinia
RAL an gleicher Stelle konserviert (Abb.26 D1) und)). In Hydractinia RAL ist zudem ein
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aus Vertebraten RAL-Proteinen bekanntes, charakisahes RAL-Protein-Sequenzmotiv
(Colicelli et al., 2004) hoch konserviert (Abb.2@)D

A) D)

1)
1 100 200

Homo sapiens RALA WVGEEC 27
Mus musculus RALA  VGSEC 24
Homo sapiens RALE VGEEG 24
H. echimeta PRAL VGSEG 20

L 2 & 4 2

(

B) 2)

Homo sapies

Maus musculus

_“ Homo sapiess RALE SEDERED 49
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3) EEEEEEY
C)
1 100 200 Homo sapiens RALL AGJEE 75
BaLamN na - Phrs muscidus RALA AGEE 73
- = ~ Homo sapiens PALE AGEE 73
« H.echirata RAL  AGEE 69
TEETR

Abb.26 Konservierte Domanen in dem moglicheiydractinia RAL-Protein und in RAL-Proteinen anderer Organismen

In A, B und C ist in blau das ,small GTPase fanplpfile* (RAS) dargestellt. In Klammern ist im Felgden jeweils die genaue
Position der Doméne in dem jeweiligen Protein apbeg. Der obere Abschnitt der Grafik zeigt die Gekimge der Proteine
anhand der Positionszahlen in Aminoséuren. Die ldbbgen A, B und C wurden mit PROSITE erstellt.

A: ldentifizierte Protein-Doméne in der 201 As langydractiniaRAL-Aminosaure-Sequenz (siehe Anhang Abb.21) (A05).

B: Identifizierte Protein-Doméne in der 209 As langtomo sapienRAL-A- Aminosaure-Sequenz (GenBank: AAM12624.1) (AS
13-209).

C: Identifizierte Protein-Doméne in der 206 As landtomo sapienfRAL-B-Aminoséure-Sequenz (GenBank: AAA60250.1) (As
10-206).

D: Ausschnitt aus einem Sequenzvergleich (siehe AgiAdn.22).1) und 3) zeigen in rot, bekannte RALA-Mutationsstellen (Lim
et al., 2005). Die entsprechenden konserviertenndsiéiuren wurden speziesiibergreifend mark®rzeigt in griin ein in RAL-
Proteinen speziesubergreifend konserviertes Seqagivz(Colicelli et al., 2004).

PL

In Hydractinia gibt es eine mogliche PLD (siehe Anhang Abb.23ydractinia PLD wurde
durch BLAST-Analyse mit der PLD1-Aminosaure-Sequees Menschen (UniProtKB/Swiss-
Prot:Q13393.1) im Transkriptom vétydractiniaidentifiziert. Ein BLAST in NCBI zeigte eine
Homologie dedHydractinia Proteins sowohl zu PLD1- aber auch zu PLD2-Preteianderer
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Organismen. Da diblydractiniaPLD auch mit PLD2 des Menschen im Transkriptom Mgd-
ractinia gefunden wurde, wurden sowohl bekannte PLD1- ath &1 D2-Proteine in die phy-
logenetische Analyse mit einbezogen.

Im Phylogramm gruppietydractiniaPLD zusammen mit einer ,predicted* PLD des Cnidarie
Nematostella vectensigm einem Zweig. Weitere Zweige in einem Hauptast bildeLD-
Proteine der Insekten sowie eine ,predicted” PLB déollusken Aplysia californica Die
PLD1- und PLD2-Proteine der Vertebraten gruppieiterigenen Zweigen in einem gemein-
samen Hauptast zusammen. Basal in diesem Haugitiest BLD vonCaenorhabditis elegans
einen Zweig. SPO14, ein PLD-Homolog aus Hefe, bileieen eigenstandigen basalen Ast
(Abb.27).

Bos Taurus PLDA
100 Hamo = apiers PLD

hus musculus PLDA

10

1 Fattus nomegicus PLE

100 L Xenopus laesvis PLD
Xenopus tropicalis PLDZ

==} Bos taurus PLDE

1

E:

Homo sapiens FLDZ
hdus musculus PLDZ
1L Rattus noneegicus PLDE
Caenorhabditis elegans PLD
B b Hydractiria echinata PLD

MNematostella vecterns i PLDp

Aphysia californica PLD-lkelp

E7 — Drosophila melanogaster PLDA
oL sedes aeqypti PLD

Saccharomy ces cereviziae SPO14

—_
nz

Abb.27 Phylogramm mit der Hydractinia PLD-Aminoséure-Sequenz und PLD-Aminoséure-Sequenaeanderer Organismen
Hydractinia PLD (siehe Anhang Abb. 23); PLDX¢nopus laev]sNCBI Reference Sequence: NP_001129642.1; PLGhdpus
(Silurana) tropicali$} NCBI Reference Sequence: NP_001135641.1; PLOBds|[ tauruy NCBI Reference Sequence:
NP_001069295.1; PLD1Bps tauruy NCBI Reference Sequence: NP_001095471.1; PLDigtesti protein Nematostella vecten-
si§ NCBI Reference Sequence: XP_001635813.1; PLB@njo sapierisGenBank: AAB96655.1; PLD2Mus musculisNCBI
Reference Sequence: NP_032902.1; PLBiLY musculdsNCBI Reference Sequence: NP_032901.2; PLRatfus norvegicys
NCBI Reference Sequence: NP_112254.1; PLRattus norvegicysNCBI Reference Sequence: NP_150641.2; PLDaehor-
habditis elegarisNCBI Reference Sequence: NP_494939.1; PLD, isofér[Drosophila melanogastgGenBank: AAF57265.3;
PLD1 [Homo sapierisUniProtKB/Swiss-Prot:Q13393.1; PREDICTED: PLDkdi[Aplysia californicd NCBI Reference Sequen-
ce: XP_005109943.1; PLD\pdes aegydtNCBI Reference Sequence: XP_001654761.1; RC&ehorhabditis elegah&enBank:
BAA97571.1; SPOl143accharomyces cerevisja@enBank: AAA74938.1 Nach einem SequenzvergleithMuscle Alignment
wurden die Sequenzen mit gblocks bearbeitet. EhalSequenzblocke wurden in Mega5.2 mit folgendearRetern phylogene-
tisch bearbeitet: Statistische Methode Maximum liliied; phylogenetischer Test Bootstrap method tdtoap replications 1000;
Model WAG (G+l).
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In Hydractinia PLD und den menschlichen PLD-Proteinen existieriee gohox homology*
(PX)-Domane sowie zwei ,phospholipase D active‘gigtD)-Doméanen (Abb.28).

A)
1 SO0
e @ g
B)
——— & ¢
C)

Abb.28 Konservierte Doméanen in dem potenzielleRlydractinia PLD-Protein und in PLD-Proteinen anderer Organismen

In A, B und C ist in blau die ,phox homology* (PX)eméne dargestellt. In orange sind die beiden ,phokpase D active site*
(PLD)-Doménen dargestellt. In Klammern ist im Folden jeweils die genaue Position der Doméanen in @evailigen Protein
angegeben. Der obere Abschnitt der Grafik zeigtGisamtlange der Proteine anhand der Positionseahlaminoséuren. Die
Abbildungen A, B und C wurden mit PROSITE erstellt.

A: ldentifizierte Protein-Doméanen in der 977 As landg#ydractinia PLD-Aminosaure-Sequenz (siehe Anhang Abb.23) (s 9
219, As 466-495, 794-821)

B: Identifizierte Protein-Doménen in der 1036 As lamgHomo sapiensPLD1-Aminosaure-Sequenz (NCBI: GenBank:
BAD93144.1) (As 81-212, 459-486, 853-880C).

C: Identifizierte Protein-Doménen in der 933 As langelomo sapiensPLD2-Aminosaure-Sequenz (NCBI: GenBank:
AAB96655.1) (As 65-195, 437-464, 751-778).

Innerhalb und auch auf3erhalb der Domanen gibt edesibergreifend konservierte Sequenz-
bereiche (siehe Anhang Abb.24). Allein anhand dmpu€nzvergleiches (siehe Anhang Abb.24)
und des Phylogramms (Abb.27) lasst sich keine mé&Heiordnung deslydractinia PLD zu
PLD1- oder PLD2-Proteinen der Vertebraten vornehri@m BLAST mit Hydractinia PLD in
NCBI ergab jedoch gualitativ héhere ,Hits" vor alleeu PLD2-Proteinen der Vertebraten.
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3.2.5 ,son of sevenless” (SOS), ,neurofibromatosis relateproteinl® (NF1) und
.,Ras p21 protein activator (GTPase activating protén 1) (RASAL oder

auch GAP) inHydractinia echinata

In Hydractinia existiert ein mogliches ,son of sevenless” (SO$),mtenzielles ,neurofibro-

matosis related Proteinl” (NF1) und ein mégliché3 Pase activating protein“ (GAP) (Tab25).

SOS, NF1 und GAP Proteine des Menschen Potenzielle homologe Proteine ilydractinia

S0OS1/S0S2 SOS comp 83354_c0_seql
NF1 NF1 comp 83403_c0_seql
RASAL (GAP) GAP comp 61996 _c0_seql

Tab.27 SOS1/2-, NF1- und RASAL (GAP)-Proteine desavischen und mégliche homologe Proteine hydractinia

In der Tabelle sind die aus dem Menschen bekanmteife SOS1 und SOS2, NF1 und GAP aufgefiihrt. lerghich
hierzu sind potenzielle, homologe Proteine vidgdractinia gelistet und mit ihrer Trinity-N1-N8-Transkriptontgabank-
Identifikationsnummer angegeben.

SOS

In Hydractinia gibt es ein mdgliches, zu Vertebraten SOS-Protelranologes Protein (siehe
Anhang Abb.25). DadHydractinia SOS-Protein wurde durch BLAST-Analyse mit SOS1-
(NCBI Reference Sequence: NP_005624.2) und SOS2wégaure-Sequenzen (NCBI Referen-
ce Sequence: NP_008870.2) des Menschen im TratwkrimnHydractiniaidentifiziert.

In dem Phylogramm (Abb.29) gruppieren in einem Hasipdie SOS1- und SOS2-Proteine der
Vertebraten in eigenen Zweigen. Weitere eigene Astiesem Hauptast bilden SOS-Proteine
von Insekten, sowie potenzielle SOS-Proteine vdmriedermen und vogiona In dem Haup-
tast gruppieren auch das SOS-Protein tynractinia und ein mogliches SOS-Protein von
Hydra vulgarisin einem gemeinsamen Zweig. Einen von dem Hauptaabhangigen Ast bil-
det SOS1 vorCaenorhabditis elegan®uch SOS-Proteine der Plattwirntgchinococcus gra-
nulosusund Schistosoma mansohilden zusammen einen gemeinsamen Ast. Cdc25 efr H

bildet einen basalen eigenstandigen Ast.
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Abb.29 Phylogramm mit der Hydractinia SOS-Aminosaure-Sequenz und SOS-Aminosaure-Sequenzmnderer Organismen
Hydractinia SOS (siehe Anhang Abb.25); SOS predictdgidra vulgari§ NCBI Reference Sequence: XP_002161858.2; SOS1
[Mus musculdsGenBank: CAA77662.1; SOSMus musculdsNCBI Reference Sequence: NP_001129031.1; S®®Inp sa-
pieng NCBI Reference Sequence: NP_005624.2; SG#rjo sapielsNCBI Reference Sequence: NP_008870.2; Sx8dophi-
la melanogastdr NCBI Reference Sequence: NP_476597.2; S@slgx quinquefasciathsNCBI Reference Sequence:
XP_001847045.1; SORedes aegydtNCBI Reference Sequence: XP_001658182.1; PREDIZTEOS 1-like Ciona intestina-
lis] NCBI Reference Sequence: XP_002122047.2; CDG&g¢haromyces cerevisja@enBank: AAA34478.1; SOSEchinococ-
cus granulosus GenBank: EUB63558.1; predicted SOS1-likArmjphimedon queenslandjcadNCBI Reference Sequence:
XP_003385594.1; SOSThenorhabditis elegahdNCBI Reference Sequence: NP_504235.2; S&&histosoma mansdiiCBI
Reference Sequence: XP_002582114.1; Nach einermefadrgleich mit Muscle-Alignment wurden die Seqenmit gblocks
bearbeitet. Erhaltenen Sequenzblécke wurden in Bgait folgenden Parametern phylogenetisch be@tb&tatistische Methode
Maximum Likelihood; phylogenetischer Test Bootstragthod, bootstrap replications 1000; Model WAG G+

Um Hydractinia SOS genauer zu charakterisieren, wurden in deneiBritentifizierte Doma-
nen mit bekannten Domanen in menschlichem SOS1S@#R verglichen (Abb.30). Innerhalb
der mit 1016 As, im Vergleich zu SOS1 und SOS2 Messchen ungefahr 300 As kirzeren
Sequenz votdydractinia SOS wurden die gleichen Doméanen wie in menschiicB©S1 und
SOS2 erkannt. In SOS1- und SOS2-Proteinen des Menamd irHydractiniaSOS existieren
eine ,Dbl-homology” (DH_2)-Doméne, eine ,plecksttiomology” (PH)-Doméne, eine ,Ras
guanine-nucleotide exchange factor N-terminal* (R&S_NTER)-Doméane und eine ,Ras

guanine nucleotide exchange factor catalytic* (REFGCAT)-Doméane (Abb.30).
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Abb.30 Konservierte Doménen in dem méglichehlydractinia SOS-Protein und in SOS-Proteinen anderer Organisnme

In A, B und C ist in orange die ,Dbl homology" (DH)-Doméne, in griin die ,pleckstrin-homology” (PHpDane, in blau die
.Ras guanine-nucleotide exchange factor N-termifRASGEF_NTER)-Doméane und in grau die ,Ras guaningdeotide exchan-

ge factor catalytic* (RASGEF_CAT)-Doméne dargestéfl Klammern ist im Folgenden jeweils die gen&asition der Doméanen

in dem jeweiligen Protein angegeben. Der obere Whiticder Grafik zeigt die Gesamtlange der Proteinkand der Positionszah-
len in Aminoséauren. Die Abbildungen wurden mit PRUSerstellt.

A: ldentifizierte Protein-Doméanen in der 1016 As lamditydractinia SOS-Aminoséaure-Sequenz (siehe Anhang Abb.25) (As 1
168, 220-326, 377-518, 554-794).

B: Identifizierte Protein-Doménen in der 1333 As lamgtomo sapienSOS1 Sequenz (NCBI Reference Sequence: NP_005624.2)
(As 200-390, 443-546, 597-741, 780-1019).

C: Identifizierte Protein-Doménen in der 1332 As lamgiomo sapienSOS2 Sequenz (NCBI Reference Sequence: NP_008870.2)
(As 198-388, 441-544, 595-739, 778-1017).

Innerhalb der beschriebenen Doméanen gibt es spEsgeifend Abschnitte mit konservierten
Bereichen. Es fiel jedoch auf, dass die ,Dbl horggfo(DH_2)-Domé&ne inHydractinia N-
terminal kirzer ist. Auch in den Bereichen zwiscltem Doméanen gibt es konservierte Se-
quenzabschnitte (siehe Anhang Abb.26). Allein dagdgramm (Abb.29) und der Sequenzver-
gleich (siehe Anhang Abb.26) lassen keine Aussagéber zu, ob es sich bdydractiniaSOS
eher um ein mogliches Homolog zu SOS1- oder SO8&en anderer Organismen handelt.
Auch ein BLAST mitHydractinia SOS in NCBI zeigte Hits gleich hoher Qualitat sbwau

SOS1- als auch zu SOS2-Proteinen anderer Organismen
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Fl

In Hydractinia existiert ein mogliches NF1-Protein (siehe AnharipAR7). Das Protein wurde
im Zuge einer BLAST-Analyse mit dem NF1 des Mensc(ié¢CBI: GenBank: AAA59925) im
Transkriptom vorHydractinia identifiziert. Eine phylogenetische Analyse erwsdsh fir NF1

als wenig praktikabel, da es so gut wie keine vatidn NF1-Sequenzen anderer Organismen
gibt.

In dem im Vergleich zu menschlichem NF1 um 191 Assiiuren kirzereRydractinia NF1-
Protein existieren die gleichen Domanen wie in roblishem NF1-Protein. Es gibt eine ,Ras
GTPase activating profile* (RAS_GTPase_ACTIV2)-Daradsowie eine ,CRAL-TRIO lipid
binding" (CRAL_TRIO)-Doméne (Abb.31).

A)
2647 As

B) - e

2838 As
I

Abb.31 Konservierte Domanen in dem potenziellehlydractinia NF1-Protein und in demHomo sapiendNF1-Protein

In A und B ist in orange ist die ,Ras GTPase atiepprofile” (RAS_GTPase_ACTIV2)-Doméane markielr. grin ist die ,C
RAL-TRIO lipid binding“(CRAL_TRIO)-Doméne markiertn Klammern ist im Folgenden jeweils die genausiffm der Doma-
nen in dem jeweiligen Protein angegeben. Der oBbeehnitt der Grafik zeigt die Gesamtlange der &nat anhand der Positions-
zahlen in Aminoséuren. A und B wurden mit PROSITéiadlt.

A: Identifizierte Protein-Doméanen in der 2647 As lamgtydractiniaNF1 Aminosaure-Sequenz (siehe Anhang Abb.27) (A&611
1358, 1494-1651).

B: Identifizierte Protein-Doméanen in der 2838 As laitmo sapien®F1 Sequenz (NCBI: Gen Bank: AAA59925.1) (As1235-
1451, 1580-1738.

Auf Aminosaure Ebene zeigte sich in einem Vergleioh Hydractiniaz Maus, Mensch und
einem moglichenHydra vulgaris NF1-Protein, dass es innerhalb aber auch auRedelb
beschriebenen Doménen speziesuibergreifend kondensequenz-Bereiche gibt. Die ,Ras
GTPase activating profile* (RAS_GTPase_ACTIV2)-Daradn Cnidarier NF1-Proteinen ist in
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Hydractiniaum 24 und inHydra vulgarisum 23 Aminosauren kurzer als in Vertebraten NF1
(siehe Anhang Abb.28).

RASA1L (GAP)

Ein Hydractinia RASAL (oder auch GAP) (siehe Anhang Abb.29) korthtech eine BLAST-
Analyse mit dem RASAl (GAP)-Protein des MenschenCBN Reference Sequence:
NP_002881.1) im Transkriptom vatydractiniaidentifiziert werden.

In einem Phylogramm bilddtlydractinia RASA1 zusammen mit einem ,predicted” RASAL

von Hydra vulgariseinen gemeinsamen Seitenast an der Basis eingdddtas (Abb.32).

g7 Rattus norvegicus RASA1 GAP
35 ' Mus musculus RASA1 GAP

13 Homo sapiens RASAT GAP
26

Strongylocentrotus purpuratus RASAT likep
20 Aplysia californica RASA1p
74 Ciona intestinalis RASA1p

4 Hydractinia echinata GAP

100 L Hydra vulgaris RASA1 likep

Ascaris suum RASA1
Caenorhabditis elegans RASA1
Schizosaccharomyces cryophilus GAP1

| Drosophila melanogaster RASAT
ol Anopheles darlingi RASAT

0.5

Abb.32 Phylogramm mit der Hydractinia RASA1-Aminosaure-Sequenz und RASAl-Aminosaure-Seguzen anderer Orga-
nismen

Hydractinia RASA1 (GAP) (siehe Anhang Abb.29%omo sapiensGAP (RASA1l) NCBI Reference Sequence: NP_002881.1;
RASAL [Rattus norvegicysNCBI Reference Sequence: NP_037267.1; RASMug musculdsNCBI Reference Sequence:
NP_663427.2; PREDICTED: RASAL predicte@igna intestinalif NCBI Reference Sequence: XP_002127238.1; RASKkd-li
predicted $trongylocentrotus purpuratu$NCBI Reference Sequence: XP_781859.3; PREDICTRBSA1 (GAP) PAnopheles
darlingi] GenBank: ETN58852.1Ras RASAL like, partidlyfra vulgari§ NCBI Reference Sequence: XB04211564L;
PREDICTED: RASALl-like pAplysia californicd NCBI Reference Sequence: XP_005103165.1; GARdehorhabditis elegahs
NCBI Reference Sequence: NP_508404.1; RASAA4c@ris suuh GenBank: ERG84781.1; RASAL, isoform Mrosophila
melanogastdr GenBank: AAF50196.1; RASA1 GAPISghizosaccharomyces cryophjlusenBank: EPY54300.1. Nach einem
Sequenzvergleich mit Muscle wurden die Sequenzengbiocks bearbeitet. Erhaltene Sequenzblocke wumeMega5.2 mit
folgenden Parametern phylogenetisch bearbeitetistiahe Methode Maximum Likelihood; phylogenetisc Test Bootstrap
method, bootstrap replications 1000; Model WAG (G+I
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In dem Hauptast gruppieren RASA1(GAP)-Proteine Ventebraten, und ,predicted* Proteine
des Urochordate@iona intestinalis des MolluskerAplysia californicaund des Echinodermen
Strongylocentrotus purpuratug einzelnen Seitenasten. Einzelne Aste bilden RKSAP)
von Ascaris suum GAP1 vonCaenorhabditis elegansGAP1 von Hefe und von Insekten
(Abb.32).

In dem gegentber menschlichem RASAL(GAP)-Proteinl@2m Aminosauren kirzerddyd-
ractinia RASAL1(GAP) konnten die gleichen Protein-Domanemiifiziert werden. InHydrac-
tinia RASAL(GAP) gibt es zwei ,src homology 2" (SH2)-Donah, eine ,Ras GTPase activa-
ting profile" (RAS_GTPASE_ACTIV_2)-Doméane, eine gsnomology 3" (SH3)-Domane, eine
»pleckstrin homology“ (PH)-Domaéane sowie eine ,C20Dane (Abb.33).

1 100 204 300 4400 500 B0 100 80D 00

B)

Abb.33 Konservierte Doménen in dem potenziellehlydractinia RASA1-Protein und in dem RASA1-Protein des Mensche

In A und B sind in grau sind die beiden “src hongylo2“(SH2)-Doménen sowie die ,Ras GTPase activatmgfile*
(RAS_GTPASE_ACTIV_2)-Doméane markiert. In griin ig gsrc homology 3" (SH3)-Doméne markiert. In bigtdie ,pleckstrin
homology" (PH)-Doméne gezeigt. In orange ist di©oméane markiert. In Klammern ist im Folgendewgds die genaue
Position der Doméanen in dem jeweiligen Protein gegen. Der obere Abschnitt der Grafik zeigt die daeinge der Proteine
anhand der Positionszahlen in Aminosauren. Die ldbbgen A und B wurden mit PROSITE erstellt.

A: Ildentifizierte Protein-Doménen in der 920 As langBmiractinia Ras RASAl-Aminosaure-Sequenz (siehe Anhang Abl{A&9)
47-138, 145-207, 211-304, 349-450, 468-548, 619-813

B: Identifizierte Protein-Doménen in der 1047 AsdanHomo sapien®RASA1-Aminosaure-Sequenz (NCBI: NP_002881.1) (As
181-272, 279-341, 351-441, 474-577, 594-676,748:942

Ein Vergleich deHydractinia RASA1(GAP)-Aminosaure-Sequenz mit RASA1 des Measach
und mit RASAL1 der Maus zeigte sowohl innerhalb deschriebenen Domanen, als auch in

dazwischen liegenden Sequenzabschnitten zudemesfieergreifend konservierte Sequenz-
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Bereiche. Lediglich der N-terminale Bereich vor @éesten SH2-Domane, der Hydractinia

wesentlich kirzer ausfallt, ist speziestibergreifeedig konserviert (siehe Anhang Abb.30).

3.3 Expression vonRast und Ras2mRNA in Entwicklungsstadien von

Hydractinia echinata

Aus Vertebraten ist bekannt, dass alle vier Raseir® nahezu ubiquitar exprimiert werden. Es
wurden jedoch auch gewebespezifische und entwigkktadienspezifische qualitative und
guantitative Unterschiede beschrieben (Karnoul.e2@08). Nach in-situ-Analyse wird deut-
lich, dassHydractinia Raslund Ras2in allen untersuchten Lebensstadien auf mRNA-Ebene
exprimiert werden.

In 24 Stunden alten Embryonen ist sowohl fur idiglractinia Raslals auch dicRas2ZmRNA
neben einer ubiquitéaren Grundverteilung eine starkxpression im Ektoderm der Embryonen
am anterioren Pol vorhanden (Abb.34 A und B). Diprigéssion ist am kiinftigen aboralen Pol
des Embryos am starksten und nimmt graduell zudemraol ab. Die Expression vdtaslt
und Ras2mRNA ist in Embryonen in Zellen des Ektoderms aedt starker als eine schwache
ubiquitare Expression im Entoderm.

In 72 Stunden alten Planula-Larven sind sowRBllsl als auchRas2 graduell exprimiert
(Abb.34 C und D). Die Expression ist bei beid@asim Bereich des verdickten anterioren En-
des der Planula-Larve starker als im fast signalfr@osterioren Schwanz. Insgesamt wird aber
auch in Larven eine ubiquitare Expression beRasmRNAs offensichtlich. Auch in Larven
ist die Expression beid&asGene in Zellen des Ektoderms stéarker als im EmtodBer grof3-

te Teil der mRNA ist im Bereich der Basis der Eldind-Zellen detektierbar (Abb.34 E).

In Primar-Polypen (Abb.35) haben die Transkriptel®eRasGene ahnliche Verteilungsmus-
ter. Es existiert eine ubiquitare Grundexpressieildr Rasim Bereich der gesamten Kdrper-
saule in der Epidermis und schwach in der Gastmidedm mittleren Bereich der Kdrpersaule
und im Bereich der Basalscheibe eines Primar-Palypkt es Bereiche starkerer Expression
(Abb.35 A und B). Die Lokalisation beid&®asTranskripte in der Epidermis wird in Tentakeln
der Primar-Polypen besonders deutlich. Hier schdisntdurch die Mesogloea von der Epider-
mis getrennte Gastrodermis weitgehend frei Rast undRas2mRNA zu sein (Abb.35 C und
D).
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Abb.34 Lokalisation vonHydractinia Rast und Ras2mRNA-Transkripten in 24 Stunden alten Embryonen urd 72 Stunden
alten Planula-Larven

A: RasEmRNA zeigt sich ubiquitér vor allem in Zellen dektoderms, mit einer polaren Komponente im Ektodarmanterioren
Pol eines 24 Stunden alten Embryo.

B: Das fur A beschriebene ExpressionsmusteiRi@istmRNA zeigt sich vergleichbar auch fRas2in einem 24 Stunden alten
Embryo.

C: undD: Aus Einzelbildern zusammengefiigtes Gesamtbild &Be3tunden alten Larve. Die Expression Ras1(C) undRas2
(D) mRNA zeigt sich in der Larve ubiquitar verteittr allem im Ektoderm. Es gibt sowohl bei der Eegsion vorRast als auch
Ras2mRNA einen Gradienten, der vom anterioren verdickEnde der Larve zum posterioren Ende hin abnimmt.

E: Rastund Ras2mRNA ist in der Larve besonders in Zellen des H&tms an der Grenze zur Mesogloea (roter Pfeil)vbin
handen (hier fllRas1gezeigt. Das raumliche Expressionsmuster isRa#2vergleichbar).

Der Malf3stab in A und B entspricht 50 pum, der vain@ D 100 um. Der MaRstab in E entspricht 20 pm.digiAufnahmen A, B,
C und D wurde das 20x/0,8 Plan Apochromat Objeké&mvendet. Fir die Aufnahme E wurde das LD C-Aponfat 40x/1.1
WKaorr UV VIS IR Objektiv benutzt.

93



Ergebnisse

Abb.35 Lokalisation vonHydractinia Rast und Ras2mRNA-Transkripten in Primér-Polypen

A: Ras-mRNA Expressionsmuster in einem Priméar-Polypess Bild wurde aus zwei Einzelbildern zusammengefugt

B: Ras2mRNA Expressionsmuster in einem Priméar-PolyperPrimér-Polypen A und B zeigt sich ein vergleicldsaubiquitares
Muster der Expression voRast und Ras2mRNA, mit starker Expression in der Epidermis wuthwacher Expression in der
Gastrodermis. Im Bereich der Basalscheibe der Pito¥ypen gibt es eine Zone starker mRNA-Expressidierdings gibt es in
diesem Bereich auch unspezifische Signale an denitftiche.

C und D: Im Bereich der Tentakel gibt es eine starke ExjwassonRast (C) undRas2 (D) mRNA in Zellen der Epidermis. Die
durch die Mesogloea (roter Pfeil) von der Epidergésrennte Gastrodermis zeigt wenig Expression Raalund Ras2 Diese
Beobachtung gilt fir beidRasGene und ist hier am Beispiel v&as1(C) gezeigt. Im Bereich der Epidermis gibt es aypdstom
sowohlRasXC) als auctRas2(D) Expression (blauer Pfeil).

Der Maf3stab in A und B entspricht 50 um. Der Maf8&aC und D entspricht 20 pm. Fir die Aufnahmemnirl B wurde das
20x/0,8 Plan Apochromat Objektiv verwendet. FurAignahmen C und D wurde das LD C-Apochromat 4axX/Korr UV VIS
IR Objektiv verwendet.
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Transkripte beideRasGene sind in adulten Gastrozoiden ubiquitéar imeRdr der Korpersaule
exprimiert (Abb.36). Die Expressionsstake ist in @astrodermis wesentlich geringer als in der
Epidermis. Im Bereich der Kdrpersaule gibt es mitthterhalb der Tentakelzone einen Gurtel
epidermaler Zellen, in denen sowdRast als auchRas2ZmRNA besonders stark exprimiert
sind. Oberhalb dieses Glrtels stark exprimiereragpgdermaler Zellen existiert ein Bereich
schwacherer Expression. Auch unterhalb des Glistlge nach Lage des apico-basalen
Schnitts, mit dem der Gastrozoid von der Koloni¢rageit wurde, ein Bereich schwécherer
Expression beideRasGene zu erkennen. Vom Tentakelansatz bis zum Hgpoist dieRast
oderRas2Expression erneut starker (Abb.36 A, B, E undiiF)lentakeln zeigt sich sowohl fur
Raslals auchRas2ein Verteilungsgradient in der Epidermis. Die Eegwion vorRast und
Ras2mRNA nimmt von der Basis der Tentakel zur Spitaeab (Abb.36 C und D).

In mannlichen und weiblichen Gonozoiden existi¢it heideHydractinia Rasein @hnliches
MRNA-Expressionsmuster (Abb.37 A und B). Entlang Kérpersaule ist die Expression von
MRNA ubiquitdr, mit starker Expression in der Epidess und schwacher Expression in der
Gastrodermis (Abb.37 C und D). In der Kdrpersailte gs einen Bereich starkerer Expression.
Dieser ist als Gurtel stark exprimierender Epidsmeilen zu erkennen und ist bei beidéyd-
ractinia Rasund sowohl in weiblichen als auch in ménnlichemn&miden im Bereich der
Gonophorenknospen lokalisiert (Abb.37 A und B; ro&deil). Im Bereich der Gonophoren
werden beidedydractinia Rassowohl in weiblichen als auch in mannlichen Gorwphknos-
pen in epidermalen Zellen transkribiert (Abb.37 Bjyich im Kopfbereich der Gonozoide zeigt
sich in der Epidermis der stark verkirzten GonoZmedtakelRast und Ras2ZmRNA Expres-
sion (Abb.37 A und B; blauer Pfeil).
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Abb.36 Lokalisation vonHydractinia Rast und Ras2mRNA-Transkripten in Gastrozoiden

A und B: Das Expressionsmuster vBasZ (A) undRas2(B)-mRNA ist in Gastrozoiden vergleichbar. Beidedsubiquitér entlang
der Korpersaule epidermal stark und gastroderntavach exprimiert. Mittig im Bereich der Kdrpersaujibt es einen Bereich
starker Expression (roter Pfeil A und B).

C und D: SowohlRast (C) als auctRas2mRNA (D) kann in Tentakeln in der Epidermis geteigrden. Hierbei gibt es einen
deutlich abnehmenden Gradienten von der Basis eletakel hin zur Spitze. Das gastrodermale Gewededdrch die Mesogloea
(Roter Pfeil) von der Epidermis getrennt ist, sohebwohlRast als auciRas2mRNA frei zu sein.

E und F: Im Bereich der Korpersaule gibt es eine starke &gion vorRast(E)- undRas2(F)-mRNA in Zellen der Epidermis.
Hier wird deutlich, dass die mRNA in Epidermiszelkn der Basis der Zellen zur Mesogloea (roted)Rfei konzentriert vorliegt.
Der Maf3stab in A und B entspricht 50 um. Der MafstaC gilt auch fiir D und entspricht 25 pm. Derddtab in E entspricht 20
pm, der in F 10 um. Die Aufnahmen A und B wurdehdeim 10x Objektiv erzeugt. Fiir C, D und F wurds bB C-Apochromat
40x/1.1 WKorr UV VIS IR Objektiv verwendet. Fir Euvde das 20x/0,8 Plan Apochromat Objektiv verwendet
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Abb.37 Lokalisation vonHydractinia Rast und Ras2mRNA-Transkripten in Gonozoiden

A: HydractiniaRasImRNA-Expression in einem weiblichen Gonozoid.

B: Hydractinia Ras2nmRNA-Expression in einem méannlichen Gonozoid. Béiydractinia RasTranskripte sind in mannlichen
und weiblichen Gastrozoiden ubiquitér exprimienh Bereich der Korpersdule am Ansatz der Gonophbeginnt eine Zone
starker Expression (roter Pfeil). Im Bereich dep#és in den verkiirzten Tentakeln ist die Expressioenfalls verstarkt.

C: Starke Expression voRastmRNA in epidermalen Zellen und schwache Expressiogastrodermalen Zellen im Bereich der
Korpersaule eines weiblichen Gonozoiden.

D: Die Expression voiRas2mRNA in der Epidermis einer méannlichen Gonophoegrdel. Das Expressionsmuster ist sowohl in
mannlichen als auch weiblichen GonozoidenHiydractinia Raslund Ras2vergleichbar. Aus diesem Grund ist hier nur jesveil
dasHydractiniaRast undRas2mRNA-Expressionsmuster in einem weiblichen undneimnlichen Gonozoid gezeigt.

Der Maf3stab in A und B entspricht 50 pm. Der Ma&taC und D entspricht 20 pm. Fir die Aufnahmenndl B wurde das 10x
Objektiv verwendet. Fur C, D wurde das LD C-Apochat 40x/1.1 WKorr UV VIS IR Objektiv verwendet.
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3.4 »IN vivo" Analyse von Hydractinia echinataRas1 und Ras2

Die Funktion beideHydractinia Ras-Proteine ist anhand der Expressions-Mustét nicerah-
nen (3.3). Die Recherchen zu Ras gesteuerten 8Siggah inHydractinia (3.2) legen jedoch
nahe, dass aus héheren Organismen bekannte, areigkte Ras-Signalwege auchHgdrac-

tinia vorhanden sind. Um die Funktion der identifiziariRas-Proteine inlydractiniaverstehen

zu kénnen, wurde folgendermal3en vorgegangen:

1. Durch ,knock down" mittels RNAi wurde versucht, dixpression von Rasl- und Ras2
in Hydractiniazu unterdriicken.

2. Es wurde untersucht wie sich eine Uberexpressi@n eithe Missexpression von Wild-
typ-Rasl oder -Ras2 iHydractinia auswirkt. Mit einer Missexpression ist in diesem
Zusammenhang eine vermehrte ExpressionRasim Gastroderm gemeint, da die in-
situ-Hybridisierung eine relativ schwache Expressin Entoderm/Gastroderm gezeigt
hat. Durch Injektion Apal verdauter Aktinll-Promot@FPRasl1-Aktinll-Terminator-
oder Aktinll-Promotor-GFPRas2-Aktinll-Terminatordgmente, wurden Transgene er-
zeugt. Transgene wurden dann auf mdgliche, dutEgpression der Fusionsproteine,
hervorgerufene Effekte hin untersucht.

3. Da die Signalweiterleitung von Ras-Proteinen jedacii Proteinebene reguliert ist,
bleibt eine reine Uberexpression von Wildtyp-RaBlymractiniaunter Umstanden wir-
kungslos. Aus diesem Grund wurddgdractinia Ras1 und Ras2, in den zuvor erzeug-
ten Wildtyp-Ras-Konstrukten mutagenisiert. Aus aedeOrganismen sind charakteris-
tische Aminosaure-Austausche in Ras-Proteinen lmtkdie eine konstitutive Aktivie-
rung der Proteine zur Folge haben (Der et al., 188Pnandez-Medarde et al., 2011).
Eine Mutagenese iRlydractinia Ras sollte zeigen ob Austausche eben dieser Amino-
sauren auch imydractinia Ras-Proteinen eine konstitutive Aktivierung zuldeoha-
ben. Durch Injektion, Apal verdauter, mutagenigierfktinll-Promotor-GFPRas1-
Aktinll-Terminator- oder Aktinll-Promotor-GFPRas2nll-Terminator-Fragmente
wurden transgenydractinia Kolonien erzeugt. Diese Transgene wurden auf pigdno
pische Veranderungen hin untersucht.

4. In Tieren mit modulierter Ras-Sigalweiterleitungrde die Zellproliferation untersucht.
Zudem wurden in diesen Tieren Transkriptionsmustgersucht, zum einen, was die
Kopplung von Ras und Wnt-Signalweg betrifft und zanderen welchen Einfluss die

Modulation auf das Gesamt-Transkriptom nimmt.
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3.4.1 dsRNAI

BefruchteteHydractinia Embryonen wurden in unabhéngigen Versuchsanséateemaoppel-
strangigerHydractinia Rasi beziehungsweisRas2RNA behandelt, wobei dsRNA mit einer
Konzentration von 80 ng/ul injiziert wurde. In einaveiteren Versuchsansatz wurden befruch-
tete Ein- und Zweizellstadien in 80 ng/ul dsRNA fi# Stunden inkubiert. Um alleine durch
dsRNA-Inkubation beziehungsweise Injektion hervonfgne Hydractinia RasidsRNA und
Ras2dsRNA unabhangige Effekte ausschliellen zu kérnwerge als Kontrolle eine Plasmid-
(PUC)dsRNA parallel injiziert oder inkubiert. Alaigatzliche Kontrolle wurde ein Ansatz un-
behandelt in Seewasser mitgefiihrt. Weder eine ko noch eine Injektion voHydractinia
Rast oder Ras2dsRNA hatte eine signifikante Auswirkung auf dientlgicklung von
Hydractinia Embryonen, Planula-Larven oder Polypen (Tab.2828)dIm Vergleich zu pUC-
dsRNA injizierten oder inkubierten Tieren gab esménjektion beziehungsweise Inkubation
mit Hydractinia Ras1 oderRas2dsRNA keine Unterschiede in der Uberlebensrateiglieh

bei vollig unbehandelten Embryonen fiel diese héhes. Offensichtlich haben hohe Konzentra-

tionen von dsRNA eine toxische Wirkung adifdractiniaEmbryonen (Tab.28 und 29).

Befruchtete Einzellstadien inkubiert pUC- Rasl Ras2 Seewassef
mit 80 ng/ul dsRNA dsRNA dsRNA dsRNA | Kontrolle
Anteil Gberlebender Embryonen nach 24| 63% von 56% von 66% von | 86% von
Stunden Inkubation 30 Em- 30 Em- 30 Em- 30 Em-
bryonen bryonen bryonen bryonen

Tab.28 Anteil UberlebenderHydractinia Embryonen nach 24 Stunden Inkubation in 80 ng/ul sRNA
Dargestellt sind % Werte Uberlebender Embryoneist2hden nach der Inkubation rmiest, Ras2 oder pUC-dsRNA sowie die

Seewasser Kontrolle.

Befruchtete Einzellstadien injiziert mit pUC- Rast Ras2 Seewassef
80 ng/ul dsRNA dsRNA dsRNA dsRNA | Kontrolle
Anteil Uberlebender Embryonen 24 Stun-| 14% von 19% von 25% von 86% von
den nach Injektion 88 Em- 57 Em- 51 Em- 30 Em-
bryonen bryonen bryonen bryonen

Tab.29 Anteil UberlebenderHydractinia Embryonen 24 Stunden nach Injektion von 80 ng/pl sSRNA
Dargestellt sind % Werte uberlebender Embryoners@#hden nach der Injektion vd®ast, Ras2 oder pUC-dsRNA sowie die

Seewasser-Kontrolle.
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Bei Uberlebenden injizierten und inkubierten Emimgto konnten im Verlauf der Embryonal-
entwicklung, im Larvenstadium und auch nach ausgetdMetamorphose keine phéanotypi-
schen Veranderungen im Vergleich zu unbehandeltantrklltieren beobachtet werden. Duffy
et al. beschreiben, dass die Inkubation ¥ydractinia Embryonen mitHydractinia TCF
dsRNA eine phanotypische Veranderung zur FolgeMatfy et al., 2010). Aus diesem Grund
wurde die Wirksamkeit des experimentellen Vorgehand/iederholungsversuchen unter Ein-
beziehung einer Positivkontrolle Gberprift. Dazurdeunach Duffy et al. eine entsprechende
dsRNA von TCF hergestellt und eingesetzt. Es wyrdém von Duffy beschrieben, 36 Stunden
alte Embryonen mit 80 ng/ICFdsRNA in Seewasser fur 15 Stunden behandelt. Rasho-
sen der Metamorphose wurde erneut fur 24 Stund@&0 ing/uITCFdsRNA inkubiert. Duffy
hat beschrieben, dass eine solche Behandlung@iitdsRNA phanotypisch zu fehlentwickel-
ten Primar-Polypen fuhrt. Er konnte zeigen, daszibea 30% der behandelten Primar-Polypen
entweder Stolone oder Tentakel nicht richtig auddebwaren. Das entsprechende Experiment
wurde im Verlauf dieser Arbeit zweimal durchgefiihwiobei jedoch in keinem Fall die von
Duffy beschriebenen Phanotypen beobachtet werdent&n. Im Rahmen dieser Arbeit konnte

kein funktioneller ,knock down* deRasGene erzielt werden.

3.4.2 Uberexpression/Missexpression von Wildtyp-Ras1 odeRas2 in

Hydractinia echinata

Fur die Uberexpression beziehungsweise Missexmressiter dem ubiquitar aktiven Aktinll-
Promotor vorHydractiniawurde Rasl oder Ras2 C-terminal an GFP fusiorieese Positio-
nierung vonRasinnerhalb des modifizierten Ursprungs-Konstrult&dt-11:51Act-eGFP, Kin-
zel et al., 2010) gewahrleistet, dass das C-teflmiRas ,,CAAX“-Motiv nicht durch GFP blo-
ckiert ist. Erzeugte Ras1(HeAktlIGFPRas1)- und Rds2ktllIGFPRas2)-Konstrukte (Abb.38)
wurden durch Sequenzierungen verifiziert. Unterskin der flankierenden Primer KSEndA-
palfwd. und KSStartApalrev. (Tab.3) wurde das gdeamransgen-Insert aus den in Abb.38
gezeigten Konstrukten, bestehend aus Aktinll-PromdsFP-Ras-Fusionsprotein und Aktinll-
Terminatorregion, amplifiziert. Die PCR-Fragmentarden mit Apal restringiert, da sich ge-
zeigt hat, dass Fragmente mit Uberstehenden Enddoeste Effizienz bei der Erzeugung trans-

gener Tiere erzielen.
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HeAKTIIGFPRas1 - g HeAKTIIGFPRas2
7068bp 7062bp

KSStartApal
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Abb.38 Erzeugte Rasl- und Ras2-Konstrukte

In blau dargestellt ist die Aktinli(Aktll)-Terminatregion und die Aktll-Promotorregion. In schwatzgabildet ist das Vektor-
Riickgrat des Ursprungsvektors. In griin dargesselGFP. In gelb in A ist Ras1 und in lila in B Bas2 vorHydractiniamarkiert.
A: Plasmidkarte von HeAktlIGFPRas1.

B: Plasmidkarte von HeAktlIGFPRas2.

Um zu Uberprifen, ob die Expression von einem GBERRader GFPRas2-Fusionsprotein unter
einem Aktinll Promotor inHydractinia zu einer phanotypischen Veranderung fuhrt, wurden
Embryonen mit Fragmenten von HeAktlIGFPRasl- undAlKKGFPRas2-Konstrukten
injiziert. Nach Injektion von HeAktlIGFPRas1-Fagnem konnten sowohl in Embryonen als
auch in Larven keine phéanotypischen Veranderungebdchtet werden (nicht gezeigt).

Auch einen Monat nach der Metamorphose entspradmerderart erzeugten Kolonien von
ihrem Aussehen und Verhalten her dem Wildtyp (ABp.Z5FPRasl-Fluoreszenz konnte in
transgenen Zellen beobachtet werden, die mosakaitinicht-transgenen Zellen in den Tieren

auftraten.
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Abb.39 Transgener GFPRas1-Gastrozoid
A: Transgener GFPRas1-Gastrozoid im Hellfeld.

B: Fluoreszenz von GFPRasl ist in dem in A abgetgitd&astrozoiden vor allem in einem Tentakel erkanifroter Pfeil A und
B). Der MaRstabbalken in A entspricht 75 pm.

Nachdem Embryonen mit HeAktlIGFPRas2-Fagmenterzierji wurden, konnten auch hier
analog zu der Injektion mit HeAktlIGFPRas1-Fragneansowohl in Embryonen, Larven (nicht
gezeigt) sowie nach der Metamorphose keine phaisotyen Veranderungen im Vergleich zum
Wildtyp beobachtet werden (Abb.40).

Auch in transgenen GFPRas2-Kolonien konnte GFPRag#eszenz in transgenen Zellen

beobachtet werden, die mosaikartig mit nicht-treangm Zellen in den Tieren auftraten.

]

Abb.40 Transgener GFPRas2-Gastrozoid

A: Transgener GFPRas2-Gastrozoid im Hellfeld.

B: Fluoreszenz von GFPRas2 ist in dem in A abget@ifd&astrozoiden vor allem in einem Tentakel erkanigroter Pfeil, A und
B).

Der Maf3stabbalken in A entspricht 100 pm
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3.4.3 Mutagenisiertes Rasl oder Ras2 inlydractinia echinata

In der Literatur ist beschrieben, dass der Austawen Aminoséauren in ,klassischen* N-, H-
und K-Ras, aber auch in TC21(RRas2)-Proteinen, tidmen kann, dass diese konstitutiv akti-
viert werden (Bos 1989; Graham et al., 1994; Mawit al., 1999; Prior et al., 2012; Larive et
al.,, 2012). Konstitutiv aktivierende Mutationen fedfien insbesondere die Aminoséuren
Glycin(G12) und Glutamin(Q61) in H-, N- und K-Rawie vergleichbare Aminosauren in
RRas2(TC21) (Graham et al., 1994; Movilla et a@99; Schubbert et al., 2007) (Abb.41).
Aminosaure-Austausche an dieser Position haberalge, dass membranlokalisierte, durch
GTP-Bindung aktivierte Ras- und RRas2(TC21)-Pretaircht in ihre inaktive GDP-gebundene
Form Uberfuhrt werden kénnen (Pai et al., 1989; &oaal., 1989; Graham et al., 1994). Veran-
derungen dieser Aminosauren fuhren dazu, dassntlimsische GTPase-Aktivitdét von Ras
unterbunden wird oder bewirken, dass ,,GTPase @&#wide Proteine” (GAP) die intrinsische
GTPase-Aktivitat von Ras nicht stimulieren konn&cHubbert et al., 2007). GTP-gebundene
konstitutiv aktivierte Ras- oder RRas2(TC21)-Pmeistimulieren fortan nachgeschaltete
Signalwege. Mutierte Formen von Ras-Proteinen lkemnh unterschiedlichen menschlichen
Tumoren identifiziert werden (Bos et al., 1989)e®ist der Grund daflr, dass Ras-Mutationen
im Menschen besonders gut untersucht sind. Punitiooéen in ,klassischenRasGenen, die
die Aminosdure Glycin(G12) oder Glutamin(Q61) (AHD. zu Valin &ndern, resultieren in
konstitutiv aktiviertem Ras. Ein Austausch entshesaler Aminosauren in TC21-Proteinen
fuhrt auch hier zu einer konstitutiven Aktivieru(@raham et al., 1994). Ras(G12V) Aminosau-
re-Austausche konnten in unterschiedlichen merduoii Tumoren identifiziert werden
(Fernandez-Medarde et al., 2011). Von einem Ras{®@Bdstausch ist bekannt, dass dieser
dazu fuhrt, dass nach Transformation NIH 3T3 Zelmsonders effizient Zell-Foci bilden
(Der et al., 1986). Die beschriebenen Aminosaurestieren auch in beidedydractiniaRas in

konservierter Form (Abb.41).
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H.sapiesns MNBRas VVVEAG 12 H.zapiens MNRas DTAGD &1
H.sapiens HBRas VVVEAG 12 H.zapiens HRas DTAGD &1
H.zapisns KRash  VVVGAG 12 H.zapisns KRasA DTAGD &1
H.zapiens KBRasE VVVGAG 12 H.zapisns ERasE DTAGD B1
H.vulgaris Rasl VVVEAG 18 H.vulgaris Rasl DTAZD BT
VVWVEAG 18 DTAGD &7
VVVEsE 17 DTAGQ B6
VVVess 18 DTAGD &7
H.zapiens TCZ1 VVVeGE 23 H.sapiens TCZ1 DTaGD 72

Abb.41 Vergleich charakteristischer Aminosauren in'klassischen" H-, K- und N-Ras- sowie RRas2(TC21)-&juenzen des
Menschen mit entsprechenden Sequenzabschnitten v@midarier Ras-Sequenzen

Die Abbildung zeigt einen Ausschnitt aus dem Sequergleich (Abb.6) im Bereich der Doménen G1 und B3urkis und grau
hinterlegt sind Aminosauren, deren Mutation in noafishen Ras-Proteinen eine konstitutive Aktivieywon Ras zur Folge hat
(Schubbert et al., 2007). Speziesiubergreifend wuragleichbare Aminoséuren Hydractinia und Hydra vulgarisRas1- und
Ras2-Sequenzen gleichfarbig hinterlegt.

Zur Untersuchung einer moglichen funktionellen Kemgerung der hier beschriebenen Cnida-
rier Ras-Proteine und insbesondere der essentisigunenzpositionen wurden diese mutageni-
siert. In Hydractinia Rasl oder Ras2 wurden Uber Mutagenese-Oligonuétéeoftunkt-
mutationen eingefuhrt, die entweder das Glycin(Gd@)r das Glutamin(Q67) jeweils gegen

Valin austauschten (Abb.42).

H.sapiesrs NRas VVWEAE 12 H.sapiens MNERas DTAGD 61
H.sapiesrs HRas VVWEAE 12 H.sapiens HERas DTAGD 61
H.sapiens KRasA  VVVGAG 12 H.zapiesns KRasi DTAGD &1
H.sapiens KRaskE VVWEAG 12 H.sapiens KRasE DTAGD &1
H.volgaris Rasl VWWEAG 18 H.vulgaris Rasl DTAGD &7
VVVGAEJ 18 DTAGH 67
VVWGEEE 17 DTAGD 66
VVVGEY 18 DTAGH 67
H.zapiens TCZ1 VVWEEs 23 H.zapiens TCIl DTAGD T2

Abb.42 Durch Punktmutationen hervorgerufene Aminosa@re-Austausche inHydractinia Ras1 oder Ras2
Die Abbildung ist an Abb.6 angelehnt. Rot markird aus Punktmutationen resultierende Aminosawrstgdusche itydractinia
Rasl oder Ras2.

104



Ergebnisse

Hydractinia echinata Rasl Ras1 Ras2 Ras2

Erzeugtes Konstrukt HeAktlIGFPRas1 HeAktlIGFPRas1 HeAktlIGFPRas2 HeAktlIGFPRas2

. G18V; 67V G18V, 67V,
T g (G18V) (Q67V) (G18V) (Q67V)
Abb.31)
verwendete mutage- | Raslmutlsfwd Rasimut67fwd RasmutGLYzu- RasMutGLYzu-
nese Oligonukleotid- und Ras1imutl8rev und Raslmut67rev | VAL18fwd und VAL67fwd und
. . RasmutGlyzu- RasMutGLYzu-
Kombination (Tab.1) Vall8rev VAL67rev

Tab.30 Konstrukte in denenHydractinia Rasl oder Ras2 an Aminosaure Position (G18V) odé®67V) verandert sind
Dargestellt sind die Bezeichnung dt¢ydractinia Ras1- und Ras2-Konstrukte sowie die verwendetemageuisierenden Oligonuk-
leotide.

Im Gegensatz zu den zuvor beschriebenen Transg@meR), die Wildtyp-Rasl oder -Ras2

unter der Kontrolle eines Aktinll-Promotors als lemsprotein mit einem N-terminalen GFP

exprimierten, zeigte sich nach Injektion von ampkfrten Fragmenten aus Konstrukten mit
mutagenisiertem Ras1 oder Ras2 (Tab.30), dasd)sieexpression von mutagenisiertem Ras1
oder Ras? als Fusionsprotein mit N-terminalem GiFBl#Enotypischen VeranderungerHyd-

ractinia fuhrt.

3.4.3.1 Expression von mutagenisiertem Ras1 iklydractinia echinata

24 Stunden nach Injektion konnte bei 26% der mit theAktlIGFPRas1(G18V)-Fragment und
bei 18% der mit dem HeAktlIGFPRas1(Q67V)-Fragmenjizierten Embryonen GFP-
Fluoreszenz unter dem Binokular beobachtet werdéhb.@3). GFPRas1(G18V) oder
GFPRas1(Q67V) ist unter dem Aktinll-Promotor vdydractiniain Embryonen nicht in jeder

Zelle, sondern mosaikartig exprimiert (Abb.43, Rl rote Pfeile).

105



Ergebnisse

Abb.43 GFPRas1(G18V)- und GFPRas1(Q67V)-Fluoreszeiz transgenenHydractinia Embryonen

A: 36 Stunden alte Embryonen vbtydractinia hach Injektion von HeAktlIGFPRas1(G18V)-FragmeantHhlellfeld. Wahrend der
36 Stunden Entwicklungszeit sind unbefruchtete Buonen zerfallen.

B: Der rote Pfeil markiert einen in A gezeigten Egadbmit mosaikartiger GFPRas1(G18V)-Fluoreszenz. iiggen Embryonen
zeigen keine Fluoreszenz.

C: 24 Stunden alte Embryonen vbigdractinianach Injektion von HeAktlIGFPRas1(Q67V)-Fragmenthiiifeld.

D: Der rote Pfeil (in C und D) markiert einen Embma mosaikartiger GFPRas1(Q67V)-Fluoreszenz.

Schmutzpartikel und Bestandteile zerfallener, unltmfteter Embryonen zeigen in B und D unspezifiseh®reszenz (B blauer
Pfeil). In Embryonen entstehen nach der InjektiomZTeil nekrotische Zellbereiche, die Fluoreszesigen (D gelber Pfeil). Der
Maf3stabbalken in A entspricht 100 um, der in Cpaiaht 150 pm.

72 Stunden nach Injektion der Fragmente konnteeiddm Fallen auch in Planula-Larven GFP-
Fluoreszenz beobachtet werden. Die Expression véiPRasl(Q67V) beziehungsweise
GFPRas1(G18V) fuihrte auch in Larven zu fluoresridem Zellen, die im Ento- und Ektoderm
zusammen mit nicht transgenen Zellen mosaikartigaaan (Abb.44). Transgene Larven wur-
den separiert und die Metamorphose durch Zugab&e@ induziert. Nach der Metamorphose
war bei 75% der transgenen GFPRas1(G18V)- und 3 @er transgenen GFPRas1(Q67V)-

Kolonien Fluoreszenz sichtbar.
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Abb.44 GFPRas1(G18V)- und GFPRas1(Q67V)-Fluoreszeiz transgenenHydractinia Planula-Larven

A: 72 Stunden alte Larve nach Injektion von HeAkHRRas1(G18V)-Fragment im Hellfeld.

B: GFPRas1(G18V)-Fluoreszenz ist in der in A gezsgidtarve in entodermalen und ektodermalen Zellearebar (in A und B:
roter Pfeil entodermale Zelle; blauer Pfeil ektodale Zelle).

C: 72 Stunden alte Larve nach der Injektion von HE@&FPRas1(Q67V)-Fragment.

D: GFPRas1(Q67V)-Fluoreszenz ist in der in C geeeidfarve in ento- und ektodermalen Zellen erkenfiba® und D: roter Pfeil
entodermale Zelle; blauer Pfeil ektodermale Zelle)

Der Maf3stabbalken in A entspricht 200 um, der en@&pricht 100 pm.

In Gastrozoiden zeigt sich die Fluoreszenz der daggroteine GFPRas1(G18V) oder
GFPRas1(Q67V) mosaikartig entlang der gesamten&ééple (Abb.45). Besonders anschau-
lich war die Fluoreszenz in gastrodermalen undearpidlen Zellen in den leicht transparenten

Tentakeln erkennbar (Abb.45 B und D).
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Abb.45 GFPRas1(G18V)- und GFPRas1(Q67V)-Fluoreszemz transgenenHydractinia Gastrozoiden

A: Transgener GFPRas1(G18V)-Gastrozoid im Hellfeld.

B: Fluoreszenz von GFPRas1(G18V) ist in dem in Aeblideten Gastrozoiden im Bereich der Korpersaumeé wor allem in
Tentakeln erkennbar.

C: Transgener GFPRas1(Q67V)-Gastrozoid im Hellfeld.

D: Im Bereich der Korpersaule und vor allem in T&gta ist Fluoreszenz von GFPRas1(Q67V) in dem ib@ebildeten Gastro-
zoiden erkennbar. Der rote Pfeil zeigt Fluoreszemz GFPRas1(Q67V) in einer gastrodermalen TentekelzDer blaue Pfeil
weist auf Fluoreszenz von GFPRas1(Q67V) in einefeemalen Tentakelzelle hin.

Der Maf3stabbalken in A und C entspricht 50 pm.
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3.4.3.2 Expression vonRaslin Transgenen und Wildtyp-Kolonien auf

Transkriptions-Ebene

Aus einer transgenen GFPRas1(Q67V) sowie einermitwiEklungsstand vergleichbaren Wild-
typ-Kolonie wurde RNA gewonnen und cDNA synthetisi&olonien wurdenmitsamt der
Stoloplatte von den Objekttragern geschabt. Unterwéndung geeigneter Rasl-gPCR-
Oligonukleotide (Tab.4) wurden quantitative PCRE&Y Versuche durchgefiihrt. Die Auswer-
tung der Versuche ergab in cDNA aus einer transg&mdonie eine 6,5 fach hdhere Expression
von Radl-Transkripten im Vergleich zu Wildtyp-cDNA (Abb.Y@Die Injektion amplifizierter
Fragmente fiihrt somit auf Transkriptionsebene mereberexpression vdRadl in transgenen

Kolonien.

Expression von Ras1

Mormalized Fold Expression

Target

[ Ty = Wit

Abb.46 Expression vorRastTranskripten in einer transgenenHydractinia GFPRas1(Q67V)-Kolonie im Vergleich zu einer
Wildtyp-Kolonie

Die relative Haufigkeit vofiRastTranskripten in, aus einer transgenen GFPRas1(RBd\nie, gewonnenen cDNA wurde relativ
zur mit ,eukaryotic elongation factor 2 (EEF2) (fego et al., 2010) normierten Wildtyp-Kontrolle @inem Balkendiagramm
zusammen mit den jeweiligen Standardabweichungegesdtellt. Die Grafik beruht auf aus Dreifachbestiomgen erzeugten
Datenséatzen. Die qPCR wurde dreimal unabhéngigivanéer durchgefiihrt. Zur Berechnung der dem Dragrazugrunde lie-
genden Daten diente dieACi-Methode. Die Grafik wurde mit der ,CFX Manager™¢ffvare erzeugt.
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3.4.3.3 Morphologie transgener GFPRas1(G18V) und GFPRas1(Q%)

Hydractinia echinataGastrozoide

In frthen Embryonal- und Larvenstadien transgenereTsind nach Injektion von HeAktlGF-
PRas1(G18V)- oder HeAktlIGFPRas1(Q67V)-Fragmenteimek Verdnderungen der Morpho-
logie erkennbar. Nach Metamorphose transgener GEFHRa8V)- und GFPRas1(Q67V)-
Larven zu Primarpolypen entwickelten sich diesedehst dem Wildtyp entsprechend. In ihrer
Vitalitdt  unterschieden sich  heranwachsende tramsge GFPRas1(G18V)- und
GFPRas1(Q67V)-Kolonien nicht von Wildtyp-Koloniesuch die Wachstumsgeschwindigkeit
und das Muster, mit dem Sekundarpolypen und Stajehidet wurden, entsprachen dem aus
dem Wildtyp bekannten Muster. Sekundarpolypen weichis transgenen GFPRasl1(G18V)-
und GFPRas1(Q67V)-Kolonien in definiertem Abstandemander aus Stolonen aus. In ihrem
Fressverhalten unterschieden sich transgene Kalorébenfalls nicht vom Wildtyp.
GFPRas1(G18V)- und GFPRas1(Q67V)-Fluoreszenz zsigteim Verlauf der Entwicklung
einer Kolonie anfanglich in Primérpolypen. Eine pagation von GFPRas1(G18V)- und
GFPRas1(Q67V)-Fluoreszenz konnte im Entwicklundauéiin gastrodermalen und epiderma-
len Zellen auch in Stolonen und neu gebildeten Sa&polypen beobachtet werden. Bei 50%
der transgenen GFPRas1(G18V)- und bei 45% dergemess GFPRas1(Q67V)-Kolonien ent-
wickelte sich ca. drei Wochen nach der Metamorpleisedann erkennbarer, einheitlicher, die
Tentakel betreffender, Phanotyp (Abb.47). Es kaohtrausgeschlossen werden, dass der pro-
zentuale Anteil transgener Kolonien, die den bebteien Phanotyp entwickeln, héher ist, da
viele Kolonien durch einen Pilzbefall verloren gémg bevor die Kolonien den Entwicklungs-
stand erreichten, bei dem die typischen morphobtbgis Veranderungen sichtbar wurden. Der
Phanotyp der transgenen GFPRas1(G18V)- und GFPR&gY|-Kolonien, der ab drei Wo-
chen nach der Metamorphoseausldsung erkennbar yagiddnete sich im Vergleich zu Wild-
typ-Kolonien durch eine Anderung der Tentakelmotpbi@ aus (Abb.47, durch Pfeile mar-

kiert).
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Abb.47 Veréanderung der Tentakel-Morphologie in trarsgenen GFPRas1(G18V)- und GFPRas1(Q67V)-Gastrozoideon
Hydractinia

A: Aufsicht auf einen transgenen GFPRas1(G18V)-Gasitlen im Hellfeld.

B: In dem transgenen GFPRas1(G18V)-Gastrozoiden agistAs morphologisch veréanderte Tentakel (A undoBer Pfeil). In der
morphologischen Veranderung zeigt sich GFPRas1(GEreszenz in gastrodermalen Zellen (B).

C: Transgener Ras1(Q67V)-Gastrozoid im Hellfeld.

D: Innerhalb einer morphologischen Veranderung im dkeltdes in C gezeigten Gastrozoiden ist GFPRagMBluoreszenz in
Zellen der Gastrodermis (C und D, roter Pfeil) died Epidermis (C und D gelber Pfeil) erkennbar.

E: von einer Kolonie geschnittener, betaubter transg&fPRas1(Q67V)-Gastrozoid im Hellfeld.

F: Im Bereich einer morphologischen Veranderung arBdsis eines Tentakels des in E abgebildeten Gzmtten (E und F, roter
Pfeil) aber auch mittig in einem Tentakel (E undl&uer Pfeil) zeigt sich GFPRas1(Q67V)-Fluoresaamzallem im Bereich der
Gastrodermis. Auch in der Korperséule gibt es Fspenz sowohl in der Gastrodermis als auch in gieteEmis (E und F, gelber
Pfeil).

Der Maf3stabbalken in A entspricht 50 pm, der MdR3staC entspricht 25 pm und der MaRstabbalken émtSpricht 100 pm.
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In transgenen GFPRas1(G18V)- und GFPRas1(Q67V)#{@tobildeten sich an Tentakeln von
Gastrozoiden typische Verdickungen. Die Ausbildusglcher Beulen in transgenen
GFPRas1(G18V)- und GFPRas1(Q67V)-Kolonien konntieeien einzelnen Tentakel eines
Gastrozoiden beschrankt sein, meistens bildetersisie jedoch nach und nach an mehreren
Tentakeln der betroffenen Gastrozoide Auftreibund@ie Position einer solchen Verdickung
im Tentakel war nicht auf eine bestimmte Positiestdelegt. So konnten die Neubildungen am
Tentakel-Ansatz, aber auch mittig und endstandegbbchtet werden (Abb.47 E und F, roter
und blauer Pfeil). Im Zuge des Weiteren Wachstuomte eine kontinuierliche GréRRenzunah-
me der Auftreibungen beobachtet werden. Diese kteaistische phanotypische Abénderung
ist in GFPRas1(G18V) und GFPRas1(Q67V) exprimieeend>astrozoiden offensichtlich
gleich ausgepragt (Abb.47 B und D). Im Bereich merphologischen Veranderung eines Ten-
takels zeigten sowohl gastrodermale als auch apalerZellen durch starke Fluoreszenz das
Vorhandensein transgener Zellen an (Abb.47 B, [, fein Auch in der Kdrperséule transgener
Gastrozoide konnten GFPRasl1(Q67V) beziehungsweideR@s1(G18V) exprimierende epi-
dermale sowie gastrodermale Zellen beobachtet wefleb.47 C, D, E und F). Die Korper-
saule transgener GFPRas1(G18V)- und GFPRas1(Q6a%trazoide entsprach in ihrer Mor-
phologie jedoch weiterhin dem aus Wildtyp-Gastrdeoi bekannten Muster. Zumindest liel3en
sich in makroskopischer Untersuchung mit dem Staeil@@skop keine offensichtlichen Veran-

derungen feststellen, weshalb auch eine histolbgitmtersuchung angeschlossen wurde.

3.4.3.4 Charakterisierung morphologischer Verdnderungen intransgenen
GFPRas1(G18V)- und GFPRas1(Q67V)-Gastrozoiden

In epidermalen Zellschichten transgener GFPRasNBhd GFPRas1(Q67V)-Gastrozoide
zeigte sich sowohl unter dem Binokular als auchsteiker VergroRerung keine im Vergleich
zu Wildtyp-Gastrozoiden erkennbare, die Morpholatge Epidermis betreffende, Veranderung
(Abb.48).
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Abb.48 Histologische Untersuchung an Semi-Dunnschipréaparaten eines transgenen, den Phéanotyp zeigead Gastrozoi-
den im Bereich der Korperséule und im Bereich eine$entakels im Vergleich mit dem Wildtyp

A: Semi-Dunnschnittpréparat eines transgenen GFPR@&gY(Gastrozoid. B: Semi-Dunnschnittpréaparat eines Wildtyp-
GastrozoidenC: Ausschnitt des in A gezeigten Gastrozoiden im Béreier Tentakelverdickung. Der schwarze Pfeil neatléine
Stelle in dem abgebildeten Tentakel, wo mehrer&e@éh einer Fokusebene im Bereich der Gastrodenetieeneinander liegeb:
Ausschnitt des in B gezeigten Wildtyp-GastrozoiitarBereich eines Tentakels. ZLiundD: Im Bereich der roten Klammer sind
von der L&nge her vergleichbare Bereiche (74 pumkierd Die durchschnittliche Breitenausdehnung @astrodermis im Bereich
der roten Klammer von Mesogloea zu Mesogloea beimédVildtyp-Tentakel D) 23 um und im transgenen Gastrozoide€n 46
pm. E: Schnitt durch die Koérpersédule eines GFPRas1(Q6i@sgenen-GastrozoideR. Ausschnitt im Bereich der Koérperséaule
des in B gezeigten Gastrozoiden. Der MaR3stab imd\Bi entspricht 50 um. Der Maf3stab in C und D eitisp25 pum, der Maf3s-
tab in E und F entspricht 30 um. Die Aufnahmen il B wurden unter Verwendung des Plan-Apochrd@0af0,8 Objektivs
erzeugt. Fur C und D wurde das 63x/1.40 Oil DICeRty verwendet. Fir E und F wurde das 40x/1,1 W KWw/VIS LD C Ob-
jektiv verwendet.
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Die Epidermis zeigte sich sowohl im Wildtyp (Abb.B8D und F) als auch in transgenen Gast-
rozoiden (Abb.48 A, C und E), als ein einlagigesitlig mit zahlreichen Zellen in den
Zwischenraumen. Im Bereich der Koérpersaule trarsgerGFPRas1(G18V)- und
GFPRas1(Q67V)-Gastrozoide konnte unter dem BinoKGld.3.3), wie zuvor bereits erwahnt,
keine morphologische Veranderung beobachtet we(dbéb.47). Dies schlief3t jedoch nicht
aus, dass eine morphologische Veranderung im Begc Korpersdule dazu fithren kdnnte,
dass es zu einer Wucherung von Zellen in den Giasira kommt. Ein besonderes Augenmerk
lag wahrend der Analyse der Schnittpraparate saufidem Gastralraum. Die Analyse zeigte,
dass es in transgenen GFPRas1(G18V)- und GFPRaadlj@&astrozoiden keine Wucherun-
gen oder auffallige Neubildungen im Bereich dest@iaums der Gastrozoide gibt (Abb.48 E
und F).

Eine morphologische Verdnderung im Vergleich zu diyip-Gastrozoiden zeigt sich in
Tentakeln transgener GFPRas1Q67V- und GFPRas1GHWdzoide nur in gastrodermalen
Tentakelzellen. In derart veranderten Tentakelnchteidie epitheliale Organisation im
gastrodermalen Gewebe in transgenen GFPRasl(G18M)-GFPRasl1(Q67V)-Gastrozoiden
erheblich vom Wildtyp ab (Abb.48; Abb.49). Der Aafb des Tentakels eines Wildtyp-
Gastrozoiden entspricht am ehesten, zweidimensatarglestellt, dem Muster einer Strickleiter.
Hierbei gibt es, strickleiterformig angeordnet, @eo vakuolisierte und einschichtig angeordnete
gastrodermale Zellen. Diese haben an allen Obbadta&ontakt zur Mesogloea. Die Mesog-
loea trennt in der Funktion einer Basalmembranrgdstmale Zellen von einer epidermalena-
len Zellschicht (Abb.48 D; Abb.49 A und B). In d8astrodermis transgener GFPRas1(G18V)-
und GFPRas1(Q67V)-Gastrozoid-Tentakel zeigte slelss in zweidimensionaler Aufsicht im
Bereich einer phanotypischen Verdickung im Verdiermm Wildtyp mehrere gastrodermale
Zellen nebeneinander liegen. In ihrer Grol3e unanFRanterscheiden sich diese gastrodermalen
Zellen (Abb.48 C) vom Wildtyp (Abb.48 D), sie simsgesamt etwas kleiner und unférmiger.
In einem im Vergleich zu einem Wildtyp-Tentakel Bereich einer morphologischen Veran-
derung ungefahr doppelt so breiten Tentakel eireessgienen GFPRas1(Q67V)-Gastrozoiden

liegen mehrere Gastrodermzellen nebeneinander 48biC), schwarzer Pfeil). Innerhalb
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eines eingegrenzten Tentakelabschnittes konntem Avaswertung mehrerer Schnitte in unter-
schiedlichen Schnittebenen mindestens 17 gastrederdellen anhand ihrer Kerne und Zell-
grenzen innerhalb der Verdickung zugeordnet we(déh.48 C). Im Vergleich dazu kénnen in
einem vergleichbar langen Tentakelabschnitt einddtyjg-Gastrozoiden nur 7 gastrodermale
Zellen identifiziert werden (Abb.48 D).

Neben den Semi-Dinnschnitten wurden in Quetschpatgpa Zellkerne in transgenen
GFPRas1(G18V)- und GFPRas1(Q67V)-Gastrozoiden mRIDyefarbt (Abb.49). Anhand der
Quetschpraparate wurde deutlich, dass GFPRas1(G184d) GFPRas1(Q67V)-Fluoreszenz in
Zellen membranlokalisiert auftritt. Kerne und dadaplasma der Zellen waren weitgehend frei
von GFP-Fluoreszenz. Die Membranlokalisation desidasproteins ist zuriickzufiihren auf die
Eigenschaft von Ras-Proteinen, an Membranen zuehinBurch DAPI markierte Kerne und
die Mebranlokalisation der Fusionsproteine konritemorphologisch veranderten Tentakeln
einzelne Strukturen anhand der Membranlokalisatieon GFPRas1(G18V) oder
GFPRas1(Q67V) und anhand ihrer DAPI geféarbten 2eti& zweifelsfrei als Zellen identifi-
ziert werden (Abb.49 D und G). Gastrodermale Zelleren hierbei anhand ihrer Form und
Vakuolisierung eindeutig als solche erkennbar. Motpgisch verénderte gastrodermale Berei-
che in Tentakeln transgener Gastrozoide konnen akausit mebranassozierter
GFPRas1(G18V)- oder GFPRas1(Q67V)-Fluoreszenz nhiNéung gebracht werden. Gastro-
dermisbereiche, die einen aus dem Wildtyp bekanAigibau zeigten, wiesen nur vereinzelt
Zellen auf, die GFPRas1(G18V)- oder GFPRas1(Q61Mpt#Eszenz an Membranen zeigten
(Abb.49 C, D, E, Fund G).
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Abb.49 Tentakel-Morphologie transgener GFPRas1(G18) und GFPRas1(Q67V)-Gastrozoide und in einem Wildtp-
Gastrozoid

A: Aufbau eines Wildtyp-Gastrozoid Tentakels. Gastrothles Gewebe wird durch eine Mesogloea (schwéizsh) von allen
Seiten gegenlber epidermalem Gewebe begBniach DAPI Markierung sind in dem unter A abgebitateTentakesowohl in

der Epidermis als auch in der Gastrodermis maskigellkerne sichtbaiC: Ein aus zwei Einzelbildern zusammengesetztes Bild
eines transgenen GFPRas1(Q67V)-Gastrozoid TentaRals Bild zeigt eine Uberlagerung UV-Licht- undaBlicht angeregter
Einzelaufnahmen, wobei DAPI markierte Kerne und mi@skierte Fusionsprotein an Membranen sichtbad. vt Zeigt C ohne
Hellfeld-Kanal, wodurch die GFPRas1(Q67V)-Fluoreszdeutlicher wird. Der rote Pfeil markiert einesBadermzelle mit zwei
postmitotischen Zellkernei: Tentakel eines transgenen GFPRas1(G18V)-Gastrmzoiterne sind DAPI markiert. Der rote Pfeil
zeigt eine undifferenzierte Stammzele.GFPRas1(G18V)-Fluoreszenz ist in dem in E dartiestel entakelauschnitt an Memb-
ranen sichtbarG: F ohne Hellfeldkanal. DAPI markierte Kerne sindbiau und GFPRas1(G18V)-Fluoreszenz an Membranen in
grin erkennbar. Der rote Pfeil zeigt GFPRas1(G1Bupreszenz in einer Gastrodermiszelle. Der geldeil Pzeigt
GFPRas1(Q67V)-Fluoreszenz in einer Epidermiszéil&, F und G trennt eine rote Linie einen Bereaiah einer morphologisch
veranderten Gastrodermisanordnung von einem Beréetdas aus dem Wildtyp bekannte gastrodermaktevaeigt. Der MaR3s-
tabbalken in A, C und E entspricht 25 pum. Alle Bildvurden als pseudoconfokale Aufnahme im Apotondioerzeugt. Alle
Aufnahmen entstanden bei einer VergréRerung mit4@xil.1 W Korr UV Objektiv.
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In morphologisch veranderten Tentakeln existiereremzelt Zellen, die nicht der typischen
Morphologie einer Gastrodermiszelle entsprechend®sen Zellen kénnte es sich um undiffe-
renzierte Stammzellen handeln, die einwandern ufferenzieren (Abb.49 E). Des Weiteren

konnten in morphologisch veranderten gastrodermBlereichen Zellen mit zwei Zellkernen

beobachtet werden. Hieraus lasst sich auf einelikiarerfolgte Teilung der Kerne schliel3en
(Abb.49 D). In Wildtyp-Tentakeln haben alle Zellder Gastrodermis direkten Kontakt zur
Mesogloea (Abb.49 A und B). Ob dies auch fir gasrmale Zellen innerhalb der morphologi-
schen Veranderung gilt, konnte anhand der zuvoeigtan, zweidimensionalen Bilder nicht

geklart werden.

Im Bereich eines morphologisch veranderten Tensakeliner transgenen Kolonie

(GFPRas1(G18V)) wurde daher eine Serienaufnahntadky in mehreren Fokusebenen ange-
fertigt (Abb.50).

Abb.50 ,life-imaging" einer morphologischen Verandeung in einem transgenen GFPRas1(G18V)-Gastrozoidéhtakel

Die Aufnahmen zeigen eine morphologische Verandgrimerhalb der Gastrodermis eines Tentakels. GER®A8V)-

Fluoreszenz ist membranlokalisiert sichtbar. Innzgend DAPI markierte Zellkerne sichtbar.

A: Morphologisch veranderte Gastrodermis in der EmimseUbergangs aus der Gastrodermis zur untereeraal (Aufnahme 30
der Stack-Aufnahme).

B: Der Bereich der morphologisch veranderten Gastrodeb@ifiufnahme 27 des Stadk: bei Aufnahme 23D: bei Aufnahme
19,E: bei Aufnahme 15 unB: bei Aufnahme 9, wobei der Fokus nun auf der Ebemebderen Epidermis liegt.

Der Maf3stabbalken entspricht 50 pm. Die Aufnahmerden mit dem 40x/1.1 W Korr UV VIS Objektiv gemacAlle Bilder der

Abbildung wurden als pseudoconfokale Aufnahme inotdm-Modus erzeugt.
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Hierdurch konnte die morphologische VeranderundenGastrodermis innerhalb des Tentakels
in verschiedenen Fokusebenen dargestellt werdehamkhder membranlokalisierten Fluores-
zenz von GFPRas1(G18V), sowie der DAPI markiertetik&rne, wurde die Anordnung von
gastrodermalen Zellen innerhalb der verdickten @dstmis verfolgt. Im Bereich der Auftrei-
bungen in Tentakeln liegt eine aus mehreren Lagstehende Gastrodermis vor. Innerhalb der
Verdickung in Abbildung 50 gibt es in der von allSriten durch eine epidermale Zellschicht
begrenzten gastrodermalen Zellschicht mindestegisLéigen von Zellen (Abb.50-BE). Die
Abbildungen 50 A und F zeigen den Grenzbereichawda Gastrodermis und Epidermis in der
obersten und untersten Fokusebene durch den TénZallen der zentralen, mittleren gastro-
dermalen Zellschicht grenzen zweifelsfrei an alBaiten ausschlie3lich an andere Tentakel-

Gastrodermis-Zellen. Sie haben somit keinerlei Kkintur Mesogloea.

3.4.3.5 Expression von mutagenisiertem Rasl1 und Proliferadin in

Hydractinia echinata

Es ist bekannt, dass Ras-Proteine an der Proldeskontrolle beteiligt sind (Schubbert et al.,
2007). In gastrodermalen Tentakelzellen von tramsgélydractiniaKolonien, die den zuvor
beschriebenen Phéanotyp zeigen, fiel auf, dass nmaki Zellen zwei Zellkerne enthielten
(Abb.48 C und D). Dies lasst auf eine kirzlich ke Teilung der Kerne schliel3en und ist fur
Tentakel ungewdhnlich. Aus diesem Grund wurde @nggenen GFPRasl1(G18V)- und
GFPRas1(Q67V)-Gastrozoiden die Zellteilung durclPh@sen-Markierung untersucht. Das
Prinzip beruht hierbei auf dem Einbau von EdU (®Byayl-deoxyuridine), einem Nukleosid-
Analog zu Thymidin, wahrend der DNA Synthese. Segte DNA wurde durch eine ,Click*-
Reaktion mit TAMRA markiert. S-Phasen markierte |keine (rot) waren in transgenen,
GFPRas1(G18V)- und GFPras1(Q67V)-, aber auch imtyilGastrozoiden vorlydractinia,
entlang der gesamten Korpersaule im Bereich detr@iesmis und der Epidermis zu beobach-
ten (Abb.51). Vereinzelt fielen in den Préparatesi®zoide auf, die eine Haufung von prolife-
rierenden Zellen im Bereich der Kdrpersaule in Faimes Girtels zeigten (Abb.51 A, gelber
Pfeil). Dieser Gurtel an proliferierenden Zellemkte sowohl in Transgenen als auch in Wild-

typ-Gastrozoiden beobachtet werden.
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Abb.51 EdU markierte S-Phase-Kerne in Wildtyp- undTransgenen-Gastrozoiden

A: Transgener GFPRas1(Q67V)-Gastrozoid mit morphotbgveranderten Tentakeln.

B: Transgener GFPRas1(G18V)-Gastrozoid mit morphatbgieranderten Tentakeln. A und B) Im Bereich dent@kelauftrei-
bungen (rote Pfeile) sind zahlreiche EdU marki&®ene vorhanden. Auch im Bereich der Korpersauie giahlreiche markierte
Kerne vorhanden (gelbe Pfeile).

C: Wildtyp-Gastrozoid mit nur vereinzelt anzutreffemdS-Phase-Kernen im basalen Bereich der Tentakel Pfeil) und zahlrei-
chen markierten Kernen im Bereich der Korperségidber Pfeil).

D und E: Wildtyp-Gastrozoid Tentakel, basaler Bereich. Edarkierte Kerne sind im Bereich der Epidermis erken(roter
Pfeil). D Fokusebene in der Epidermis des Tentakets in E in der Fokusebene der Gastrodermis. &ellk in gastrodermalen
Zellen zeigen keinen Einbau von EdU (gelber Pfgil E

F: Ausschnitt aus B im Bereich des durch den roteil Piarkierten Tentakels. Kerne sind in epidermalefien (roter Pfeil) und
in gastrodermalen Zellen (gelber Pfeil) im Bereitgr morphologischen Veranderung EdU-markiert. Imeld der morphologi-
schen Veranderung gibt es eine gastrodermale Zélewei Zellkernen (griner Pfeil).

A, B und C zeigen Gastrozoide in einer UberlageBtarstellung unter Blaulicht- und bei Grunlichtagueg. In blau sind DAPI und
in Rot EAU markierte Kerne im Bereich der Korpets&ichtbar. Fir A, B und C wurde das 10x/0,45 fAanchromat Objektiv
verwendet. Der MaR3stabbalken in A entspricht 50ynmah gilt auch fir B und C. D, E und F zeigen dds Bi einer iberlagerten
Darstellung unter Blaulicht-, Grunlichtanregung umdHellfeld. Fiir die Aufnahmen wurde das 40x AVIKorr UV VIS IR LD C-
Apochromat Objektiv verwendet. Der Maf3stabbalkeb ind F entspricht 25 pm.
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Im Bereich der Korpersdule transgener Gastrozaoale dich keine Zunahme proliferierender
Zellen im Vergleich zum Wildtyp nachweisen. Eineagtitative Auswertung durch Auszéhlen
von Kernen war nicht méglich. Es wurden breite Smhkungen in der Anzahl an markierten
Kernen von Polyp zu Polyp (Wildtyp), aber auch tsensgenen Gastrozoiden beobachtet. Im
Bereich der morphologischen Veranderungen der Kehtangegen gab es zweifelsfrei sowohl
in der Gastrodermis als auch in der Epidermis itbeBeS-Phasen-Zellkerne in ungewohnlich
hoher Zahl (Abb.51, A, B und F). In Wildtyp-Gastoid-Tentakeln hingegen traten nur verein-
zelt S-Phasen-Kerne in der Epidermis auf (Abb.5Un@ D). In der Gastrodermis von Wildtyp-
Tentakeln wurden in keinem von etwa 7 untersuckiastrozoiden Zellen in S-Phase beobach-
tet. Die Expression des mutierten Ras-Proteins faewffenbar eine Re-Aktivierung des Zell-
zyklus in differenzierten gastrodermalen Zellen @entakels. Die Bereiche reaktivierter Proli-
feration waren auf die Auftreibungen der Tentalegidenzt und deckten sich mit den Bezirken,
in denen gastrodermale Zellen den Kontakt zur Mesagverloren haben. Eine Entsprechende
Hyperplasie der Tentakelepidermis konnte nichigestellt werden, obwohl auch eine mégliche
vermehrte Proliferation der Epidermis nicht ausgkmssen werden kann.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass dieed€sipn von GFPRas1(G18V) oder
GFPRas1(Q67V) itlydractiniain Gastrozoiden zu morphologisch veranderten gdstmalen
Strukturen in Tentakeln fuhrt. Hierbei bilden sialm Vergleich zum Wildtyp tGberzéhlige gast-
rodermale Zellen in Wucherungen. Innerhalb der euaatien Beulen verlieren Zellen des Gast-
rodermis den Kontakt zur Mesogloea und es konnteden gastrodermalen Wucherungen
mehrfach Zellen mit zwei Zellkernen beobachtet war@3.4.3.4). Die S-Phasen-Markierung
durch EdU ergab markierte gastrodermale Zellen @areBh der morphologischen Veranderung
transgener Gastrozoid-Tentakel. Aus der Summe dgebBisse ergab sich das typische Bild
einer ,neoplastischen* Wucherung. Die Auftreibungem Tentakeln transgener
GFPRas1(G18V)- und GFPRas1(Q67V)-Gastrozoide hparactinia werden hier aus diesem

Grund im Folgenden als ,Neoplasie* bezeichnet.
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3.4.3.6 Expression von mutagenisiertem Ras?2 irlydractinia echinata

24 Stunden nach Injektion von HeAktlIGFPRas2(G18djler HeAktlIGFPRas2(Q67V)-
Fragmenten konnte bei 10% der Embryonen GFPRasX()cL&d bei 25 % GFPRas2(Q67V)-
Fluoreszenz in den transgenen Zellen beobachtatemeiVie im Fall von Rasl waren auch
GFPRas2(G18V) und GFPRas2(Q67V) unter der Konto#ke Aktinll-Promotors vohlydrac-
tinia in Embryonen in transgenen Zellen exprimiert, zlisammen mit nicht transgenen Zellen
mosaikartig auftraten (Abb.52).

Abb.52 GFPRas2(G18V)- und GFPRas2(Q67V)-Fluoreszeiz Hydractinia Embryonen

A: Embryonen 24 Stunden nach Injektion von HeAktlIGEREG18V)-Fragmenten im Hellfeld.

B: GFPRas2(G18V)-Fluoreszenz in einem Embryo (Der Réeil markiert in A und B den transgenen Embryo).
C: Embryonen 24 Stunden nach Injektion von HeAktlIGBEBRRQ67V)-Fragmenten.

D: GFPRas2(Q67V)-Fluoreszenz in einem Embryo (DerPfed markiert in C und D den transgenen Embryo).
Der Maf3stab fir A und B entspricht 100 pm. Der Mal3§ir C und D entspricht 50 pm.
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Auch in Planula-Larven war GFPRas2(G18V)- und GF2RRQ67V)-Fluoreszenz in transgenen
Zellen zu beobachten, die mit nicht transgeneneBe#lin Mosaik in ento- und ektodermalen

Zellen bildeten (Abb.53 B).

Abb.53 GFPRas2(Q67V)-Fluoreszenz in eingdydractinia Planula-Larve

A: Transgene Larve 72 Stunden nach Injektion von HEBKPRas(Q67V)-Fragmenten im Hellfeld.

B: GFPRas2(Q67V)-Fluoreszenz ist im Ento- und Ektoden erkennen. Der rote Pfeil in A und B zeigt irGBPRas2(Q67V)-
Fluoreszenz in einer ektodermalen Zelle. Der bRfgd in A und B zeigt in B GFPRas2(Q67V)-Fluoreszén einer entodermalen
Zelle.

Der Maf3stab in A entspricht 100 pm.

Die transgenen GFPRas2(G18V)-Kolonien wurden vowerai Pilz befallen. Daher stand hier
fur diese Kolonien nur beschrankt Material fur weit Analysen zur Verfigung. Wéhrend einer
Beobachtungszeit von drei Wochen, bis es zum Ra#ildeam, konnten jedoch keine morpho-
logischen Ab&nderungen im Vergleich zum Wildtyp lechtet werden. Transgene Gastrozoide
zeigten GFPRas2(G18V)- und GFPRas2(Q67V)-Fluoresiegastrodermalen und in epider-
malen Zellen. Wie schon fir transgene Rasl-Gastitezneobachtet, war die Fluoreszenz be-
sonders gut in den leicht transparenten Tentakeépidermalen und gastrodermalen Tentakel-
zellen erkennbar (Abb.54 B und D).
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Abb.54 GFPRas2(G18V)- und GFPRas2(Q67V)-Fluoreszemz Hydractinia Gastrozoiden

A: Transgener GFPRas2(G18V)-Gastrozoid im Hellfeld.

B: Im Bereich der Korpersaule und in Tentakel-Zelegkennt man in dem in A abgebildeten Gastrozoid&PRas2(G18V)-
Fluoreszenz. Der rote Pfeil (A und B) markiert GRBRG18V)-Fluoreszenz in einer Epidermiszelle. Blaue Pfeil (A und B)
markiert GFPRas2(G18V)-Fluoreszenz in einer gastradlen Zelle.

C: Transgener GFPRas2(Q67V)-Gastrozoid im Hellfeld.

D: Im Bereich der Korpersaule und in Tentakel Zekekennt man in dem in C abgebildeten GastrozoidERR&s2(Q67V)-
Fluoreszenz. Der rote Pfeil (C und D) markiert GRFEQ67V)-Fluoreszenz (D) in einer Epidermiszéler blaue Pfeil (C und D)
zeigt GFPRas2(Q67V)-Fluoreszenz in einer gastrodiemZelle.

Der Maf3stab in A und C entspricht 30 pum.

3.4.3.7 Expression vonRas2in Transgenen und Wildtyp-Kolonien auf

Transkriptions-Ebene

Aus einer GFPRas2(Q67V)-Kolonie sowie einer im Eoltlungsstand der Kolonie vergleich-
baren Wildtyp-Kolonie wurde RNA gewonnen und cDNyxthetisiert. Die Kolonien wurden

mitsamt der Stoloplatte von Objekttragern geschéalmter Verwendung geeigneter qPCR-
Oligonukleotide (Tab.4) wurden quantitative PCR(§p&ersuche durchgefihrt. In einer
transgenen GFPRas2(Q67V) exprimierenden Kolonie¢ g# auf Transkriptionsebene eine
gesteigerte Expression v&as2Transkripten im Vergleich zur Wildtyp-Kolonie (AH5).
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Abb.55 Vergleich der Expression vorRas2Transkripten in transgener GFPRas2(Q67V)- und Wildyp-cDNA

Die relative Haufigkeit vorRas2Transkripten in einer aus einer transgenen GFRR#5%/)-Kolonie gewonnenen cDNA wurde
relativ zur mit ,eukaryotic elongation factor 2“EE2) (Fedrigo et al., 2010) normierten Wildtyp-Kiaile in einem Balkendiag-
ramm, zusammen mit den jeweiligen Standardabwemargestellt. Die Grafik beruht auf aus Dreifmgtimmungen erzeug-
ten Datensatzen. Die gPCR wurde dreimal unabhargiginander durchgefiihrt. Zur Berechnung der deagfaimm zugrunde
liegenden Daten diente dd\C-Methode. Die Grafik wurde mit der ,CFX Manager™¢fSvare erzeugt.

In cDNA, die aus der transgenen GFPRas2(Q67V) exernden Kolonien gewonnen wurde,
war im Vergleich zu Wildtyp-cDNA eine fast sechzetai héhere Menge vorRas2
Transkripten nachweisbar. Somit wurde deutlichsdasin transgenen Tieren zu einer dauer-

haft anhaltenden Uberexpression Rems2kam.

3.4.3.8 Morphologie transgener GFPRas2(G18V) und GFPRas2(Q%)

Hydractinia echinataGastrozoide

In Embryonal- und Larvenstadien zeigten sich namjbktion der Fragmente keine phanotypi-
schen Veradnderungen im Vergleich zu Wildtyp-Stadi@h dem gleichen Entwicklungsstand.
Nach Metamorphose transgener GFPRas2(G18V)- undR@HQ67V)-Larven zu Primarpo-
lypen entwickelten sich auch diese zunéchst derdtWilentsprechend. In ihrer Vitalitat unter-
schieden sich heranwachsende, transgene GFPRas2(@Q18d GFPRas2(Q67V)-Kolonien

nicht von Wildtyp-Kolonien. Auch in ihrer Wachstugeschwindigkeit und in dem Muster mit
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dem Sekundarpolypen und Stolone gebildet wurdeispeschen sie dem aus dem Wildtyp be-
kannten Muster. Neue Sekundarpolypen wuchsen insgenen GFPRas2(G18V)- und
GFPRas2-(Q67V)-Kolonien zunachst in definiertem tAbd zueinander aus Stolonen aus. In
ihrem Fressverhalten unterschieden sich die tramsgeKolonien nicht vom Wildtyp.
GFPRas1(G18V)- und GFPRas1(Q67V)-Fluoreszenz zsigteim Verlauf der Entwicklung
einer Kolonie anfanglich in Primarpolypen. Hiernadtonnte eine Propagation von
GFPRas2(G18V)- und GFPRas2(Q67V)-Fluoreszenz inevexi Entwicklungsverlauf in gast-
rodermalen und epidermalen Zellen, in Stolonenngulgebildeten Sekundarpolypen beobach-
tet werden. Wie bereits erwahnt, konnten GFPRas2{EKolonien im weiteren Verlauf nicht
langfristig untersucht werden, da sie im Zuge eRitainfektion verloren gegangen sind.

In transgenen GFPRas2(Q67V)-Gastrozoiden fieleFeimakeln keine Veranderungen auf, wie
in transgenen GFPRasl1(G18V)- oder GFPRasl(Q67\fgiTiebeschrieben (3.4.3.3 und
3.4.3.4). Zellen der Gastrodermis und der Epidergeggten die typische, aus Wildtyp-
Tentakeln bekannte Anordnung (Abb.56).

Abb.56 Tentakel eines transgenen GFPRas2(Q67V)-Gastoiden

A: Mehrere nebeneinander liegende Tentakel einesgears GFPRas2(Q67V)-Gastrozoiden im Hellfeld m#étriicher Blau-

licht und UV-Licht Anregung.

B: Zeigt A ohne Hellfeld. Deutlich wird die membrakélisierte Fluoreszenz von GFPRas2(Q67V). Der wdfteil zeigt

GFPRas2(Q67V)-Fluoreszenz an Membranen einer Epigeelle. Der rote Pfeil zeigt GFPRas2(Q67V)-Flsaemnz an Membra-
nen einer Gastrodermiszelle. Der gelbe Pfeil zgigiMesogloea.

Die Aufnahmen wurden mit dem 40x/1.1 W Korr UV \@bjektiv erzeugt. Der Mal3stabbalken entspricht @6 p

Auch dieses Fusionsprotein lokalisierte, wie scfionRasl beobachtet (3.4.2.4), an Membra-
nen. Kerne und das Zytoplasma der Zellen warergefénd frei von GFPRas2-Fusionsprotein
(Abb.56).
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3.4.3.9 Phanotypische Verdnderung transgener GFPRas2(Q67V)

Hydractinia echinataPolypen

In transgenen GFPRas2(Q67V)-Tieren konnten innlerbal ersten drei Wochen nach Meta-
morphoseauslosung keine sichtbaren Anderungen irgléieh zum Wildtyp beobachtet wer-

den. Nach dieser Zeit wurden mehrfach Gastrozo@ddchtet, die im Vergleich zu Wildtyp-

Kolonien zusatzliche Korperachsen ausgebildet hg#db.57, 58 und 59). In der Natur haben
Gastrozoide eine Korperachse, die vertikal zu demzbntalen Stolonen ausgerichtet ist und
sich von der Polypenbasis zum Kopfbereich erstrd@dit Gastrozoiden ist unterhalb der apika-
len Mundoffnung und oberhalb eines Kranzes filiferntentakel ein Hypostom vorhanden. Es
wurde mehrfach in GFPRas2(Q67V)-Kolonien beobaclo@ss Gastrozoide basal in der Kor-
persaule eine Verdickung ausbildeten (Abb.57 A @ndoter und blauer Pfeil). Im Bereich der
Verdickungen konnte GFPRas2(Q67V)-Fluoreszenz ideemalen und gastrodermalen Zellen
beobachtet werden (Abb.57, B und D).

Abb.57 Morphologische Veranderung im Bereich der Képersaule transgener GFPRas2(Q67V)-Gastrozoide

A: Hydractinia Kolonie im Hellfeld. Mit den roten Pfeilen in A drB ist ein Gastrozoid markiert, an dessen Korpsesseitlich
eine Verdickung entstanden ist.

B: Im Bereich der Verdickung (roter Pfeil, A und B) dem Gastrozoiden und in der Kolonie wird ein loiMall an
GFPRas2(Q67V)-Fluoreszenz deutlich.

C: Ein GFPRas2(Q67V)-Gastrozoid in seitlicher Ansidber blaue Pfeil (C und D) markiert eine Verdicguim Bereich der
Korpersaule.

D: Im Bereich der Verdickung (blauer Pfeil, C und B GFPRas2Q67V-Fluoreszenz in gastrodermalen uiderepalen Zellen
sichtbar. Der Maf3stabbalken in A und C entspri€iét im.
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Mehrfach kam es dazu, dass aus dem verdicktendma&udreich des Gastrozoids sekundare

Strukturen mit Gastrozoid-ldentitat auswuchsen (88)

Abb.58 Sekundére Kdrperachse in einem transgenen GfRas2(Q67V)-Gastrozoiden

A: GFPRas2(Q67V)-Gastrozoid, der basal eine sekudiiperachse ausgebildet hat (roter Pfeil, A und B)

B: GFPRas2(Q67V)-Fluoreszenz ist im Bereich der gemarkorpersaule zu erkennen. Auch Stolone zeigeRRaE2(Q67V)-
Fluoreszenz. Der blaue Pfeil (A und B) markierteeBielle im Stolo an der sich griin autofluoreszidesPeriderm-Inseln befinden.
Der Maf3stabbalken entspricht 100 pm.

Die Identitat der auswachsenden Struktur war jedocht immer die, eines Gastrozoiden. Es
wurde auch beobachtet, dass es in Gastrozoiderengidh einer basalen Verdickung der Kor-
persaule zum Auswachsen einer stoloéhnlichen Sirldam. Vor allem in Zellen an der Spitze
solch einer auswachsenden Struktur zeigte sich GERR67V)-Fluoreszenz (Abb.59). Inner-
halb des Giber mehrere Tage laufenden Wachstumssexan dessen Verlauf die einem Stolon
adhnelnde Struktur weiter auswuchs und am Untergramheftete, konnte weiterhin
GFPRas2(Q67V)-Fluoreszenz im Bereich des auswadbeestruktur beobachtet werden.
Oberhalb der auswachsenden stolonartigen Strukiur és zu einer Einschnirung der Korper-
saule des Gastrozoiden. Der oberhalb der Einschgigelegene Teil des urspringlichen Gast-
rozoiden wurde schliel3lich komplett abgeschnirtfigldab (Abb.59 A bis J).
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Abb.59 Bildung eines atypischen Stolons, basal amem GFPRas2(Q67V)-Gastrozoid

A: Transgener GFPRas2(Q67V)-Polyp funf Tage nachvdgamorphose-Auslésun@: Basal an der Kérperachse wachst in dem
in A gezeigten Gastrozoiden eine sekundére Stradar Fluoreszenz von GFPRas2(Q67V) ist im Beré&lSpitze der auswach-
senden Struktur zu erkennen (A und B, roter PfBilg Struktur wéchst im Verlauf der nachsten Taggter aus C und D 24
StundenE undF 48 StundenG undH eine Woche, und undJ zwei Wochen nach A und B). Die Struktur, die dens#ehen
nach ein Stolon ist, setzt sich am Untergrund feberhalb des Stolons kommt es zu einer Einschgliruder Kérperséaule (E und
F, roter Pfeil). Die Einschnirung nimmt im Verlaf (G und H, roter Pfeil), bevor der Primér-Polyggeschniirt wird (I und J).

Der Maf3stabbalken fir A und B entspricht 50 umGiib, E, F, | und J 100 pm und fiir G und H 80 pm.

Nachdem transgene GFPRas2(Q67V)-Kolonien die Geslatdreife erreicht hatten, konnte in

weiblichen Gonozoiden mehrmals beobachtet werdass dusétzliche Kérperachsen gebildet
wurden (Abb.60 B, C und D). Fur mannliche Kolonlgmnen hier keine Aussagen getroffen
werden, was einem erneuten Pilzbefall geschuldet wa

Weibliche und mannliche Wildtyp-Gonozoide besiteéme Korperachse die vertikal von hori-

zontalen Stolonen ausgerichtet ist. Gonozoide tragekal ein dichtes Blschel kurzer kapita-
ter-Tentakel, die den Kopfbereich lickenlos bedeck#éhrend Wildtyp-Gastrozoide frei von

Verzweigungen ihrer Hauptachse sind, tragen Godezou Gonophoren reduzierte Medusoide
und besitzen demnach sekundare Korperachsen (AB)_Gllen im Bereich der auswachsen-
den, sekundéaren Achsen und in auswachsenden Gaeopkoospen zeigten eine besonders
intensive GFPRas2(Q67V)-Fluoreszenz (Abb.60 D). Rientitdt der sekundér gebildeten
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Achsen war nicht einheitlich (Abb.60, B und C). &b es transgene Gonozoide, die zusatzli-
che Koérperachsen mit Gonozoid-ldentitat ausbildetewie Gonozoide, bei denen es zu einem
Auswachsen einer oder mehrerer Achsen mit Gasttddentitat kam (Abb.60 C). Nachdem

die erste zusatzliche Korperachse basal unterkallisdnophoren-Knospen entstanden ist, bil-
dete sich an dem zweiten neu entstandenen Polygerhalb dessen Knospungszone eine wei-

tere Achse. So wurden zum Teil Polypen mit bisimf Kérperachsen beobachtet.

Abb.60 Sekundére Kdrperachsen in transgenen, weildhen GFPRas2(Q67V)-Gonozoiden

A: Weiblicher Wildtyp-Gonozoid vordydractinia Der Gonozoid hat eine Kdrperachse mit seitlicheddenden Gonophoren. Der
blaue Pfeil markiert die Trennstelle, an der den@wid ehemals Kontakt zur Stoloplatte hatte.

B: Weiblicher Gonozoid einer transgenen, GFPRas2(Q&0)nie vonHydractinia. Der Gonozoid hat zwei zusétzliche Korper-
achsen mit Gonozoid-Identitét (primére Korperachssekundéare 2 und tertidre Koérperachse 3). Derebifeil markiert die unge-
fahre Position der Trennstelle an der der Gonogb&mals Kontakt zur Stoloplatte hatte. Der baslmnff ist verdeckt.

C: Weiblicher transgener GFPRas2(Q67V)-Gonozoid. Andds in B) gibt es eine tertidre Achse mit GastidhCharakter (3)
(primére Achse 1, sekundére 2 und tertidre Korfem@8). Der weil3e Pfeil markiert die ungefahre tRwsder Trennstelle, an der
der Gonozoid ehemals Kontakt zur Stoloplatte hatte.

D: GFPRas2(Q67V)-Fluoreszenz ist vor allem im Bereleh Basis zusatzlicher Kérperachsen (roter P@&ilind D) und im Be-
reich auswachsender Gonophoren-Knospen des inélggez Gonozoiden sichtbar (blauer Pfeil, C und D).

Der GroRenstandard in A entspricht 150 um, in B@r2D0 pm.

Die zusatzlich gebildeten Gastrozoide waren in ldege, mit ihren endstandigen Tentakeln
Nahrung zu fangen und in ihrem Gastralraum zu wexdaDies spricht dafir, dass die zusatz-

lich gebildeten Kdrperachsen sich nicht nur im A, sondern auch in der Funktion zu
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Gastrozoiden entwickelten. Inwieweit verdaute Nalgrudie in Wildtyp-Gastrozoiden tber das
Stolon-Netzwerk der gesamten Kolonie zur Verfuggegtellt wird, auch in diesem Fall der
gesamten Kolonie zur Verfugung gestellt wurde, kerimer nicht geklart werden. Ob der be-
schriebene Phanotyp mehrachsiger Gonozoide aufish@lbGonozoide beschrankt war oder ob
es vergleichbare Phanotypen in ménnlichen Gonoaajdée, konnte hier ebenfalls nicht geklart
werden, da es nicht gelang, mannliche Kolonien rzewgen, was, wie bereits erwahnt, dem

erneuten Verlust heranwachsender Kolonien durdinektionen geschuldet war.

3.4.4 Untersuchung einer moglichen Verbindung zwischen RaProtein
gesteuerten Signalwegen und dem kanonischen Wnt-8gajweg in
Hydractinia echinata

Plickert und Kollegen haben gezeigt, dass Wnt-3giraHydractinia an der Festlegung von
Korperachsen beteiligt sind (Plickert et al., 20@pen pharmakologischen Ansatz, den Wnt-
Signalweg zu aktivieren, bietet die Behandlung ¥yaractinia mit Paullonen oder Lithium
Paullone und Lithium fungieren dabei als Inhibitori#r die ,glycogen synthase kinase 3R“
(GSK3R) (Kunick et al., 2004; Muller et al., 200%).Hydractinia fihrt die Behandlung mit
Paullonen oder Lithium zur Ausbildung zusatzlickérperachsen sowohl in Gastro- als auch
Gonozoiden (Muller et al., 2007). Die Kinase GSK8fdsphoryliert 3-Catenin wonach dieses
im Proteasom abgebaut wird. 3-Catenin ist ein Fratas, wenn es im Zytoplasma der Zelle
nicht phosphoryliert vorliegt, fur die Weiterleityiwon Wnt-Signalen verantwortlich ist (Espada
et al.,, 1999). Wenn die Kinase GSK3R durch Paullotger Lithium inhibiert wird, wird der
Whnt-Signalweg somit aktiviert.

Zwischen Ras-Protein gesteuerten Signalwegen untdSignalwegen konnte in der Vergan-
genheit eine Verbindung gezeigt werden. Bei eindivierung des Ras-Signalwegs tber PI3K
kommt es zu einer Lokalisation und Stabilisieruog B-Catenin im Zytoplasma der Zelle (Es-
pada et al., 1999; Li et al., 2005). Eine kongtimuAktivierung von K-Ras zeigte in HeLa und
Caco-2 Zelllinien, dass es im Zuge dieser Aktivigrvon Ras PI3K-abhangig zu einer Inhibie-
rung der GSK33-Kinaseaktivitat kommt (Li et al. 080 Steelman et al., 2011).

Auch fir TC21-Proteine ist bekannt, dass diese RJ8&teuerte Signalkaskaden induzieren
kénnen (Rosario et al., 2001). Ob und in wieweiT@®roteine einen Einfluss auf den Wnt-
Signalweg austben, ist jedoch nicht bekannt. Isedié\rbeit wurde daher untersucht, ob die

gezeigten mehrachsigen Phanotypen (3.4.3.9), digamsgenen GFPRas2(Q67V)-Kolonien
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beobachtet wurden, im Zusammenhang mit einer GERR&3V) induzierten Aktivierung des
Whnt-Signalwegs stehen. Untersucht wurden die Expyasprofile der am Wnt-Signalweg be-
teiligten Genewnt3 Brachyury R-Cateninund TCF (Arnold et al., 2000; MacDonald et al.,
2009). Im Vergleich zu cDNA aus einer Wildtyp-Kolenwurden entsprechend praparierte
cDNAs aus je einer GFPRas1(Q67V)- und einer GFPR¥2/)-Kolonie fur die quantitative
PCR eingesetzt.

Abb.61 A zeigte, dass in einer aus einer GFPRasINQ@ansgenen Kolonie gewonnenen
cDNA, die relative Expression voiWnt3Transkripten im Vergleich zu einer Wildtyp-Kolonie
zirka 2,7 fach erhoht war. Die relative Expressiomm Brachyury Transkripten war hingegen
um 25% reduziert (Abb.61 B). FixCateninzeigte sich eine 60% ige Reduzierung der relati-
ven Expression (Abb.61 C). Auch die relative Expi@s vonTCF war verringert (Abb.61 D).
Die Analyse zeigte eine 55%ige Reduzierung detivela Expression im Vergleich zum Wild-
typ.

Im Vergleich dazu lieR sich feststellen, dass anatler Ras2(Q67V)-Kolonie die relative Ex-
pression votWnt3zirka um das 2,4 fache erhoht war (Abb.62 A). Iegénsatz zur transgenen
Ras1-Kolonie war hier auch die Expression Brachyury 1,5 fach erhéht (Abb.64 B). Die
relative Expression vof3-Catenin(Abb.62 C) undl'CF (Abb.62 D) &nderte sich im Vergleich
zum Wildtyp nicht.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass in GFPREAM)(EDNA gezeigt werden konnte,
dass es zu einer gesteigerten ExpressionWotBund einer gleichzeitig verringerten Expressi-
on von Brachyury R-Cateninund TCF auf Transkriptionsebene im Vergleich zum Wildtyp
kommt. In GFPRas2(Q67V)-cDNA, die aus einer Kologésvonnen wurde die den mehrachsi-
gen Phanotyp in Gonozoiden zeigte, gab es im Vielgleum Wildtyp eine Hochregulierung
von Wnt3 und Brachyuryauf Transkriptionsebene. Die relative Expression §-Cateninund

TCF blieb hier im Vergleich zum Wildtyp konstant.
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Abb.61 Vergleich der relativen Expression von Trankripten am Wnt-Signalweg beteiligter Gene in cDNA &er transgenen
GFPRas1(Q67V)-Kolonie und im Wildtyp.

Die relative Haufigkeit eines untersuchten Transkriin cDNA wurde relativ zur, mit ,eukaryotic elgation factor 2“ (EEF2)
(Fedrigo et al., 2010), normierten Wildtyp-Kontslh einem Balkendiagramm zusammen mit den jevezili§tandardabweichun-
gen dargestellt. Die Grafik beruht auf aus Dreifsgtimmungen erzeugten Daten, wobei die qPCR dfeinabhéangig voneinan-
der durchgefiihrt wurde. Als Berechnungsgrundlagedden Diagramm zugrunde liegenden Daten dientesaligenannté AC;-
Methode; die gezeigte Grafik wurde mit der ,CFX Mger™* Software erzeugt.

A: In blau ist die Expression vai¥nt3 Transkripten in einer GFPRas1(Q67V)-cDNA dargéstel

B: In hellblau dargestellt ist die Expression \BrachyuryTranskripten in einer transgenen GFPRas1(Q67V)ADN

C: In pink ist die Expression vdi-CateninTranskripten in einer GFPRas1(Q67V)-cDNA dargéstel

D: In orange ist die Expression v@iCF~Transkripten in GFPRas1(Q67V)-cDNA dargestellt.

In gelb ist jeweils im Vergleich die Expression @etsprechenden Transkripte im Wildtyp dargestBltren Expression ist auf den
Wert 1 normiert.
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Abb.62 Vergleich der relativen Expression von Trankripten am Whnt-Signalweg beteiligter Gene in cDNA as einer trans-
genen GFPRas2(Q67V)-Kolonie und im Wildtyp

Die relative Haufigkeit eines untersuchten Trargkriin cDNA wurde relativ zur, mit ,eukaryotic elgation factor 2“ (EEF2)
(Fedrigo et al., 2010), normierten Wildtyp-Konteilh einem Balkendiagramm zusammen mit den jevegili§tandardabweichun-
gen dargestellt. Die Grafik beruht auf aus Dreifsdtimmungen erzeugten Daten, wobei die gPCR dreinzdohangig voneinan-
der durchgefiihrt wurde. Als Berechnungsgrundlagedéen Diagramm zugrunde liegenden Daten dientesaigenanntéd AC;-
Methode; die gezeigte Grafik wurde mit der ,CFX Mger™* Software erzeugt.

A: In blau ist die Expression voiynt3 Transkripten in einer GFPRas2(Q67V)-cDNA dargédstel

B: In hellblau dargestellt ist die Expression \BriachyuryTranskripten in einer transgenen GFPRas2(Q67V)ADN

C: In pink ist die Expression vdd-CateninTranskripten in einer GFPRas2(Q67V)-cDNA dargéistel

D: In orange ist die Expression vd€FTranskripten in GFPRas2(Q67V)-cDNA dargestellt.

In gelb ist jeweils im Vergleich die Expression @etsprechenden Transkripte im Wildtyp dargestBltren Expression ist auf den
Wert 1 normiert.

3.4.5 Vergleichende Transkriptom-Analyse in einer transgaen GFPRas1-
(Q67V)-, GFPRas2(Q67V)- und in einer Wildtyp-Kolonge

Aus einer transgenen GFPRas1(Q67V), einer transg&tPRas2(Q67V) und aus einer in
ihrem Entwicklungsstand mit den beiden anderen Kelo vergleichbaren Kolonie wurde total

RNA gewonnen (Tab.22). Im ,cologne center for gemmsthwurden lllumina-HighSeq-Reads
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erzeugt. In Kooperation mit Phillip Schiffer wurddre Daten bioinformatisch weiterverarbeitet
(3.5.2). Eine ,heatmap*” zeigte deutliche Untersdhien der relativen Gen-Expression in trans-
genen GFPRas1(Q67V)- und GFPRas2(Q67V)-Koloniewengleich zum Wildtyp (Abb.63).

Color Key

samples vs. features
diffExpr.P1e-3_C2.matrix.log2.centered

GFPRas2(Q67V) Wildtyp GFPRas1(Q67V)  GFPRas1(Q67V)

Abb.63 "heatmap" der lllumina-HighSeq-Reads

Dargestellt ist die relative Expression von Genereiner transgenen GFPRas1(Q67V)-, einer GFPRag{Jolonie und in
einer Wildtyp-Kolonie. RNA von GFPRas1(Q67V) wurdle Duplikat ausgewertet. In der ,heatmap* ist ifirgeine verminderte,
in rot eine erhoéhte und in schwarz eine unverdmdexpression dargestellt. In den einzelnen ,clustesind Gene entsprechend
ihrer Expressionsstarke zusammengruppiert. Der Rfe#l markiert ein ,cluster” in dem die Expressimon Genen in der
GFPRas1(Q67V)-Kolonie im Vergleich zur Wildtyp- uzd einer GFPRas2(Q67V)-Kolonie starker ist. Daubl Pfeil markiert
ein ,cluster" in dem die Expression von Genen irP®&s2(Q67V)-RNA im Vergleich zur Wildtyp- und zu BRas1(Q67V)-RNA
starker ist. Die Abbildung wurde mit der Trinitygeline (Trinity r201440413p1) erzeugt.

In der transgenen Ras2-Kolonie waren im Vergleiatm 2Vildtyp und zu der transgenen Rasl-
Kolonie viel mehr Gene runter reguliert (griine Bemne). Es existierten jedoch auch ,Genclus-
ter®, die eine Hochregulierung zeigten (roter Belng¢i Die GFPRas1(Q67V)-Kolonie wurde
hier als Duplikat ausgewertet. Bei den Duplikateigte sich ein konsistentes Muster, was einen
Beleg fir eine gute Reproduzierbarkeit der Seqeenag und Bioinformatik darstellte. Im

Expressionsmuster unterschied sich die GFPRas1(JQ&@Mnie jedoch nicht so stark vom
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Wildtyp wie es fur die Ras2-Kolonie der Fall waeddch gab es auch hier ,cluster”, die
gegenuber dem Wildtyp eine Hoch- und Abregulation Genen zeigten.

Um zu analysieren welche Gene in den farbigen Mavkigen der ,heatmap*” disreguliert sind,
wurden diese Gene mit der ,triannotate-pipline” arert. Einzelne ,cluster aus der ,heatmap*
wurden hier im Folgenden exemplarisch genauer suntht. Hierzu wurde ein ,cluster” (cluster
3) gewahlt in dem Gene gruppiert sind, deren Exgioesin der transgenen Rasl-Kolonie im
Vergleich zur Wildtyp- und zu der transgenen Rasiie verstarkt ist (Abb.63; roter Pfeil).
Zudem wurde ein ,cluster (cluster 10) gewahltdiem Gene gruppiert sind; deren Expression
in der transgenen Ras2-Kolonie im Vergleich zurdtyi- und zu der transgenen Rasl1-Kolonie
verstarkt ist (Abb.63; blauer Pfeil). Beide untefste ,cluster® konnten zusatzlich in Graphen-
form dargestellt werden (Abb.64; Abb.65).

1.5

1.0

0.5
|

centered log2{fpkm+1)
0.0

-1.0

-1.5

T T T T
Wildtyp GFPRas1(Q67V) GFPRas1(Q67V) GFPRas2(Q67V)

Abb.64 Relative Expression der gleichen Gene in enGFPras1(Q67V)-, GFPRas2(Q67V)- und in einer Wiltyp-cDNA
(,Cluster 3%)

Die Abbildung wurde mit der Trinity-pipeline (Trityir201440413p1) erzeugt.
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Abb.65 Relative Expression der gleichen Gene in @nGFPRas1(Q67V)-, einer GFPRas2(Q67V)- und in ein&Vildtyp-
cDNA (,cluster 10)

Die Abbildung wurde mit der Trinity-pipeline (Trityi r201440413p1) erzeugt:

In den Tabellen 31 und 32 sind hier exemplarisaigeider automatisch annotierten Gene aus
den ,cluster* 3 und 10 dargestellt.

Automatisch annotierte Gene aus ,cluster 3“ (Geneisd in der GFPRas1(Q67V)-Kolonie
im Vergleich zum Wildtyp und zu der GFPRas2(Q67V)-Kolonie hochreguliert)

Identifikationsnummer in Lrinnotate-pipeline” Annotierung »=accession“ Nummer
Trinity ,cluster 3" bei NCBI

cl159 g1 i1 Ras-like GTP-binding protein Rhol; sp|P48148|
Drosophila

c1968 g1 transport protein Sec61 subunit beta; | sp|Q5RB31]|
Pongo

€1988 g1 complement component 1 Q subcomposp|Q3TOB6|
nent-binding protein; Bos

2827 gl phosphoglycerate mutase 1; Gallus sp|QBFZL

6592 g1 thiosulfate sulfurtransferase/rhodaneset sp|Q9DOB5|
like domain-containing protein 3; Mus

€8992 g1 nucleoplasmin-like protein ANO39 Patii sp|Q9NLA3]|
ria

c13419 g1 caveolin-1; Rhinolophus sp|Q2IBC1|

cl14451 g1 elongation factor 1-beta; Artemia sp|P12262|
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c13268 g1 apolipoprotein D; Mus sp|P51910|

c17546_g1 rRNA 2'-O-methyltransferase fibrillarin;| sp|Q9W1V3|
Drosophila

cl7746_gl1 CCHC-type zinc finger protein CG3800;} sp|Q8T8R1]|
Drosophila

c20640_g1 Serine/arginine-rich splicing factor 7; | sp|Q8BL97|
Mus

c22351 g1 translationally-controlled tumor protein | sp|Q60FS1]|
homolog; Plutella

€22432_g1 CCAAT/enhancer-binding protein alpha; sp|P49715|
Homo

26482 gl U1 small nuclear ribonucleoprotein 70 | sp|Q1IRMR?2|
kDa; Bos

c27952 gl probable NADH dehydrogenase [ubiqui- sSp|QON2W?7|
none] 1 alpha subcomplex subunit 12;
Caenorhabditis

c30680_g1 myosin light chain kinase 3; Homo sp|Q32MKO|

c30956_g1 T-complex protein 1 subunit epsilon; Sp|Q68FQO|
Homo

c31741 g1 histone H2A.v; Drosophila sp|P08985|

32592 g1 GTP-binding nuclear protein Ran; Dro-| sp|Q9VZ23|
sophila

c33051_g1 prohibitin-2; Mus sp[|035129]

c35222 g1 SUMO-activating enzyme subunit 1; sp|Q6IQSE|
Danio

c35994 g1 glutathione S-transferase 1, Anopheles sp|Q93112|

c36121 g2 PDZ and LIM domain protein Zasp; Sp|A1ZA47|
Drosophila

c36649 gl Acyl-CoA-binding protein homolog; sp|P42281|
Drosophila;

c39042 g1 transforming growth factor-beta-induced sp|P82198|
protein ig-h3; Mus

c39524 g1 Nidogen-2; Mus sp|088322]

c41740_g1 ELAV-like protein 1; Mus; sp|P70372]

c42624 g3 von Willebrand factor A domain- sSp|Q9Y334|
containing protein 7; Homo

c43223 g1 cytochrome c oxidase subunit 5A, Oto-| | sp|BOVYY3|

lemur

Tab.31 Automatische Annotationen aus ,cluster 3*
In der Tabelle sind automatisch annotierte Genehret Transkriptom-Identifikationsnummer in detden Spalte angegeben. In
der mittleren Spalte ist im Rahmen der automatisek@notation der Name eines moglichen Homolog uerddhmen des Orga-
nismus, aus dem das Homolog stammt, gezeigt. Inedaten Spalte ist die NCBI Accession Nr. des metigh homologen Pro-

teins angegeben.
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Automatisch annotierte Gene aus ,cluster 10“ (Gensind in der GFPRas2(Q67V)-Kolonie
im Vergleich zum Wildtyp und zu der GFPRas1(Q67V)-Kolonie hochreguliert)

Identifikationsnummer in Trinity »Trinnotate-Pipeline* Annotierung »=accession ,Nummer
.cluster 10* bei NCBi

c180 g1 tubulin alpha-1C chain; Mus sp|P68373|

c8345 g1 cytochrome c oxidase subunit 2; Ar- | sp|Q37706|
temia

c18357 g1 dickkopf-related protein 3; Gallus sp|Q90839|

22384 g1 kelch-like protein diablo; Aedes Sp|Q1E6RLS|

c23167_gl homeobox protein Hox-A3; Hetero-| sp|Q9IA21|
dontus

c36173 gl cytochrome b; Artemia sp|Q37713|

c40266_g1 serine/threonine-protein kinase mos;| sp|Q9GRCO|
Patiria

c43351 g1 dorsal-ventral patterning tolloid-like | sp|O57460]|
protein 1; Danio

c51593 g1 dual specificity protein kinase Ttk; Sp|Q8AYG3|
Danio

c84079_g1 protein max; Rattus sp|P52164|

Tab.32 Automatische Annotationen aus ,cluster 10"
In der Tabelle sind automatisch annotierte Genehret Transkriptom-ldentifikationsnummer in detken Spalte angegeben. In
der mittleren Spalte ist im Rahmen der automatis¢kenotation der Name eines mdglichen HomologsderdNamen des Orga-
nismus, aus dem das Homolog stammt, gezeigt. Inedaten Spalte ist die NCBI Accession Nr. des imtigh homologen Pro-

teins angegeben.

In Tabelle 31 sind hierbdfydractinia Gene mit ihrer Transkriptom-ldentifikationsnummer
angegeben, die in einer GFPRas1(Q67V)-Kolonie imghg&ch zum Wildtyp und zu einer
GFPRas2(Q67V)-Kolonie auf Transkriptionsebene heghiiert sind. In Tabelle 32 sind hin-
gegen moglichddydractinia Gene angegeben, die in einer GFPRas2(Q67V)-Koliomi¥er-
gleich zum Wildtyp und zu einer GFPRas1(Q67V)-Kaoauf Transkriptionsebene hochregu-

liert sind.
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4 Diskussion

4.1 Ras-Proteine inHydractinia echinata

In Hydractiniawurden im Zuge dieser Arbeit zwei Proteine charakiert, die der Familie der
Ras-Proteine zugeordnet wurden (3.1). Biglractinia Ras-Sequenzen wurden auf Basis von
Hydra vulgaris Ras (Bosch et al. 1995) sowie genau charaktadsid®as-Sequenzen des
Menschen identifiziert. Bosch und Kollegen habenHydra vulgaris zwei mdgliche Ras-
Proteine beschrieben, wobei sie diese keiner Silidader Ras-Proteine ndher zugeordnet ha-
ben. Aus Vertebraten sind drei klassische Ras-®ekannt, die fur vier unterschiedliche Ras-
Proteine kodieren (Barbacid et al., 1987; Colicelial., 2004, Karnoub et al., 2008). Im
Transkriptom vonHydractinia wurde nicht nur mitHydra vulgaris Ras-Sequenzen, sondern
auch mit H-, K- und N-Ras-Sequenzen des Menschem madglichenHydractinia Ras-
Proteinen gesucht. Die Entscheidung, menschliclyge3een mit einzubeziehen, beruhte dar-
auf, dass Ras-Proteine und Ras gesteuerte Sigrelauggrund der Beteiligung von Ras an der
Entstehung von Tumoren in Vertebraten umfassendrsuntht wurden. Da Ras-Onkogene im
Menschen in verschiedenen Tumoren nachgewiesenewuvdurden ihre Funktionsweise und
ihre Charakteristiken zudem gerade im Menschenebigigd analysiert (Bos et al., 1989;
Fernandez-Medarde et al., 2011). Fir den StamnCdétarier, die den altesten Stamm der
Eumetazoa reprasentieren, wurde zudem haufig betéiadass deren Gene eine groRere Ahn-
lichkeit zu Vertebraten-Genen als beispielsweisdeau Genen von Nematoden oder Arthropo-
den aufweisen (Kortschak et al., 2004; Plickedlgt2012). Dies war ein weiterer Beweggrund
bei der Analyse auch auf Vertebraten-Sequenzemiohnd auf Ras-Sequenzen anderer niederer
Organismen zuriickzugreifen.

Eine BLAST-Analyse mit den identifizierteHydractinia Ras-Sequenzen in NCBI zeigte fur
Hydractinia Rasl eine qualitativ hohere Homologie zu bekanhktassischen Ras-Proteinen
anderer Organismen. Filydractinia Ras2 hingegen ergab sich eine qualitativ hohere
Homologie zu RRas2(TC21)-Proteinen anderer Orgamsnsowohl die klassischen Ras-
Proteine als auch RRas2(TC21)-Proteine werden denili€ der Ras-Proteine zugeordnet,
wobei RRas2(TC21) einer anderen Subfamilie zugestranrd. RRas2(TC21)-Proteine sind
sowohl funktionell als auch in ihrer Sequenz-Charagtik eng mit klassischen Ras-Proteinen
verwandt (Colicelli et al., 2004).

Der Vergleich deHydractinia Ras-Sequenzen ntitydra vulgarisRas1 und Ras2, H-, K- und
N-Ras sowie mit RRas2(TC21) des Menschen machtéidewdass fir die Funktion von Ras-

Proteinen wichtige Sequenzbereiche auch in derebéigidractinia Ras-Proteinen konserviert
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vorhanden sind (3.1.1, Abb.6). Hydractinia Rasl und Ras2 sind G-Box-Motive in hohem
Mafl3e im Vergleich zu klassischen Ras-Proteinerveéerebraten, aber auch zu RRas2(TC21)-
Proteinen, konserviert. Von den G-Motiven ist bakadass sie essentiell fir die Funktion von
Ras-Proteinen als molekulare Schalter sind. Alstgolvechseln Ras-Proteine zwischen einem
GTP-gebundenen, aktiven und GDP-gebundenen, imaktustand (Bourne et al., 1991;
Colicelli, 2004). Neben den G-Motiven konnte indeiHydractinia Ras-Sequenzen zudem ein
CAAX-Motiv identifiziert werden. Dieses Motiv istseentiell fur die Membranlokalisation von
Ras-Proteinen (Karnoub et al., 2008). Auch in RRES21)-Proteinen sind die beschriebenen
Sequenzmotive hoch konserviert (Reid et al., 2@0drcon et al., 2012). Aufgrund in hohem
Maf3e konservierter Aminosauren in Sequenzbereidatienaus klassischen Ras-Proteinen und
RRas2(TC21)-Proteinen anderer Organismen als fumddle Bereiche charakterisiert sind, ist
es mehr als wahrscheinlich, dass attydractinia Rasl- und Ras2-Proteine vergleichbare
Eigenschaften besitzen. Ohne biochemische Unteusigem, die die Bindung von GTP an Ras
(Rojas et al., 2003), die Hydrolyse von GTP zu GBRutes et al., 2006) oder aber die Bindung
von Effektormolekulen arlydractinia Ras-Proteine zeigen (Lee et al., 2013), kann eilgi@n
tiger Beweis an dieser Stelle jedoch nicht erbrasbhtden. Der hohe Grad an Sequenz-
homologie zwischen den klassischen Ras-ProteindrRiRras2(TC21) des Menschen machte es
unmoglich, alleine anhand eines Sequenzvergleithalactinia Rasl oder Ras2 der Sub-
familie der klassischen Ras-Proteine oder aber RR&21) zu zuordnen.

Aus diesem Grund wurde eine phylogenetische Analaé.2, Abb.8) derHydractinia
Ras-Proteine durchgefiihrt. In die Analyse wurdewadd charakterisierte klassische Ras-
Proteine anderer Organismen, sowie RRas2(TC21giRmmit einbezogen. Die Gruppierung
derHydractinia Ras-Proteine innerhalb des Phylogramms bestétigtEindricke der BLAST-
Analyse mitHydractinia Ras-Proteinen in NCBI. Diese hatte, wie bereitsadant, firHydrac-
tinia Rasl eine qualitativ hohere Homologie zu bekanktassischen Ras-Proteinen und fur
Hydractinia Ras2 eine qualitativ hdhere Homologie zu RRas2{)@®2oteinen anderer Orga-
nismen ergebertydractinia Rasl und auch Rasl vdtydra vulgaris gruppieren in einem
Hauptast, in dem klassische Ras-Proteine der \fattb eigene Zweige bilden. Auch Rasl-
Proteine von Insekten gruppieren in diesem Haupims$bhsekten wieDrosophila melanogaster
sind zwei Ras-Gene bekannt, die als Rasl und Resf#idnnet wurden. Auch Ras1 vDnoso-
phila wird eher den klassischen Ras-Proteinen der \Viated zugeordnet, wo hingegen Ras2
von Drosophilaeher den RRas2(TC21)-Proteinen der Vertebrateeardget wird (Salzberg et
al., 1993; Alarcon et al., 2012). Diese ZuordnundgrRas2(TC21)-Proteinen trifft, in Bezug auf

die phylogenetische Analyse, auch am ehestenHgdfactinia Ras2 zu.Hydractinia Ras2
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gruppiert zusammen midydra vulgarisRas2 in einem Zweig eines Hauptastes, in dem auch
RRas2(TC21)-Sequenzen der Vertebraten und RasZ8zguvon Insekten Aste bilden.

Diese Zuordnung voHRlydractiniaRasl1 und Ras2 zeigt, dass es bereits in dem ddiiwisge-
schichtlich gesehen alten Stamm der Cnidarier 2mgi miteinander verwandte GTPasen der
Ras-Familie gibt. Der Gedanke liegt somit nahesddash im Verlauf der Evolution aus einem
eher zu dem Rasl-Protein vblydractinia verwandten Protein, die klassischen H-, K- und N-

Ras-Proteine der Vertebraten entwickelt haben.

4.2 Expression vonHydractinia echinataRaslund Ras2

Durch in situ-Hybridisierung wurde mitlydractinia Rast und Ras2Sonden das mRNA-
Expressionsmuster in unterschiedlichen Entwicklstagien vorHydractinia untersucht. Das
Expressionsmuster wurde in 24 Stunden alten Emleryoi2 Stunden alten Planula-Larven,
Primar-Polypen, adulten Gastrozoiden, sowie wdikelic und mannlichen Gonozoiden unter-
sucht. mMRNAs beideRasVarianten wurden in 24 Stunden alten Embryonemuitiir sowohl

im Entoderm als auch im Ektoderm exprimiert. Diér¢ der Expression zeigte jedoch eine
graduelle Zunahme bei beid&asVarianten, hin zu einem Expressionsmaximum in eééte
malen Zellen im Bereich des spéteren aboralen B3dbs Abb.34). Auch in 72 Stunden alten
Larven gab es neben der ubiquitdren VerteilungdsdRhsmRNASs im Ekto- und Entoderm
einen Verteilungsgradienten mit abnehmender Exjmesstarke zum Schwanzende der Planu-
la-Larve hin. Expressionsunterschiede wurden aueh esonders in ektodermalen Zellen
erkennbar (3.3; Abb.34). In Primar-Polypen und sfulGastrozoiden wurde ebenso eine ubi-
quitare Verteilung der mRNAs beid&tasVarianten beobachtet (3.3; Abb.35). In adulten
Gastrozoiden zeigte sich neben der ubiquitarenefeng vor allem im Bereich der Epidermis
in der Mitte des Gastrozoiden ein Gurtel starkepregsion. Dieses Muster ist wiederum fir
beideRasVarianten gleich (3.3; Abb.36).

Ein Expressionsmuster in Form eines proximalen&iih Gastrozoiden, konnte auch am Bei-
spiel vonVasain Hydractiniagezeigt werden (Rebscher et al., 2008).\F@sawurde beschrie-
ben, dass die Expression hauptsachlich im BereasslGiirtels auf interstizielle Zellen (i-Zellen)
beschréankt ist. i-Zellen, bei denen es sich um Ewen von Stammzellen handelt, die nur bei
Hydrozoen bekannt sind (Frank et al., 2009), ,liesah in interstitiellen Liicken an der Basis
von Geweben® (Weismann 1883; Plickert et al., 20¥2)m Aussehen her sind i-Zellen spin-

delférmige Zellen mit einem groRen Kern. Ob es siehdenRaslund Ras2exprimierenden
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Zellen inHydractiniaim Bereich des Gurtels auch zum Teil um i-Zellemdhelt, konnte hier
nicht abschlieBend geklart werden. Auch bei sta¥ergrof3erung konnten keine Zellen
wahrgenommen werden, die eindeutig als i-Zelleridauntifizieren sind und in deneiRast
oderRas2mRNA gezeigt werden konnte.

Vielmehr konnte mRNA beiddRasGene im Bereich des Glrtels nur in epidermaleheAedn
der Basis zur Mesogloea beobachtet werden. (3.8;38bE und F). Insgesamt ist die Expressi-
on beiderRasmRNAs in Gastrozoiden in epidermalen Zellen deh#i als in gastrodermalen
Zellen. Dies zeigte sich besonders in TentakelnGhestrozoide, in denen so gut wie keine Ex-
pression sowohl voiRast als auchRas2mRNA in gastrodermalen Zellen detektierbar war.
Interessanterweise konnte jedoch auch in Tentakelieide Ras eine graduelle Verteilung
beobachtet werden (3.3; Abb.36 C und D). Von deiBder Tentakel bis zur Spitze nimmt vor
allem in der Epidermis die sichtbare ExpressiordéremRNAs ab. Fir Gonozoide beiderlei
Geschlechts gibt es im Expressionsmuster béR#smRNASs keine Unterschiede. Sowohl in
mannlichen als auch in weiblichen Gonozoiden wefdaslund Ras2ZmRNA ubiquitér expri-
miert (3.3; Abb.37). Es gibt jedoch auch hier, wigGastrozoiden, einen Gurtel starker expri-
mierender Zellen, die in der Epidermis residief@er Bereich in dem die Zellen vorhanden
sind findet sich in Gonozoiden in der Zone der Guvwwen-Knospung (Abb.37, A und B).

Die Analyse der Expressionsmuster uydractinia Raslund Ras2in unterschiedlichen Ent-
wicklungsstadien zeigte zusammengefasst, dass BRad¥arianten ubiquitar verteilt expri-
miert werden. Zudem konnten in allen untersucht@ai&n vonHydractinia fir beideRasdie
gleichen Bereiche mit starkem mRNA-Niveau und Bgrei mit einem graduellen mRNA-
Niveau gezeigt werden. Auch wurde deutlich, dassrdBRNA-Niveau fur beid®asin Zellen
der Epidermis starker ist als in Zellen der Gag#rods. Die Expression voRast und Ras2
MRNA in einigen Zellen, Koérperregionen und Gewepety kbnnte eine gesteigerte Ras-
Aktivitat zur Folge haben, was allerdings eine hichheliegende Interpretation der beobachte-
ten Muster ware.

Das mRNA-Niveau deRasGene in Zellen gibt auch nicht unbedingt das Nivganslatierter
Genprodukte wieder (Bar-Sagi et al., 2001). Diengtation der mRNA konnte beispielsweise
im Zuge einer Translationskontrolle reguliert wardenmunohistochemische Untersuchungen
in menschlichen Geweben haben eine vergleichbaterdtgenitat im Niveau von Ras-Proteinen
in unterschiedlichen Geweben gezeigt (Furth etl@B;7, Bar-Sagi et al., 2001). Gleiches kénn-
te hier auch fiHydractiniaRas1 und Ras2 gelten. Allerdings missen Ergebhesglich der
heterogenen Expression von Rasl und Ras2 kritistlhdhtet werden. So konnte am Beispiel

der Maus fir H-Ras- und TC21-Proteine gezeigt werdess diese in Gewebeproben aus der
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Niere, die wahrend der Embryonalentwicklung zu ekiesdenen Zeitpunkten entnommen
wurden, in einem unterschiedlichen Niveau immunoleizemisch mit Antikdrpern detektiert

werden konnten (Pozzi et al. 2006).

4.2.1 Behandlung vonHydractinia echinatamit Rast oder Ras2dsRNA

Nach Inkubation mit oder Injektion voHydractinia Rasi oder Ras2dsRNA konnte keine
signifikante Auswirkung auf die Entwicklung von Ergbnen, Planula-Larven oder Polypen
beobachtet werden (3.4.1, Tab.28 und 29). Im Valglmit unbehandelten Tieren fiel lediglich
auf, dass hohe Konzentrationen von dsRNA offenlbee ®xische Wirkung auHydractinia
Embryonen haben (Tab.28 und 29).

In Hydractinia konnte durch Plickert et al. gezeigt werden, dziee Injektion vonLWamid
dsRNA in Embryonen einen knock-down vbalVamidzur Folge hat. Erst 60 Stunden nach
Injektion konnte wieder eine schwache Expressiamlamidbeobachtet werden (Plickert et
al., 2003). Die Injektion vomrasl-oderRas2dsRNA in Embryonen zeigte keinen phanotypi-
schen Effekt. Eine mdgliche Erklarung hierfir kénrsein, dass Rasl oder aber Ras2 nach
knock-down die Funktion des jeweils anderen Pretéimernimmt und somit keine Effekte beo-
bachtet werden konnten. FErRas™ knock outMutanten in der Maus ist bekannt, dass diese
keinen Phanotyp zeigen (Esteban et al., 2001). Dmtnimmt offenbar ein anderes Protein die
Funktion von H-Ras. Die Frage ob Rasl oder RasFuliktion des jeweils anderen bei knock
down Ubernimmt kdonnte durch einen double knock dewn Raslund Ras2in Hydractinia
geklart werden.

Als Kontrolle fir die Inkubation mit dsRNA wurde @em ein Experiment wiederholt, in dem
durch Duffy et al. die Anwendbarkeit der Inkubatimit dsSRNA als Methode zum Gen knock-
down inHydractinia gezeigt wurde (Duffy et al., 2010). Duffy bescbteidass die Inkubation
von Embryonen mitHydractinia-TCFdsSRNA eine phanotypische Veranderung zur Folge hat
(Duffy et al., 2010). Das Experiment wurde mehrnveils von Duffy beschrieben durchgefihrt.
Die beschriebenen phanotypischen Veranderungen eiaenTCFdsRNA-Behandlung konn-
ten jedoch nie beobachtet werden. Aufgrund diesmntidllexperimente kann in dieser Arbeit

nicht davon ausgegangen werden, dass ein knock-dowRas durch Inkubation gelang.
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4.3 Uberexpression von mutagenisiertentydractinia echinataRas1 und Ras2

Klassische Ras-Proteine und RRas2(TC21)-Proteimmed® als molekulare Schalter fir die
gleichen Effektoren fungieren (Movilla et al., 19%®sario et al., 1999; Lopez-Barahona et al.,
1996; Rosario et al., 2001; Rong et al., 2002; Muyret al., 2002; Larive et al., 2012). Dabei ist
die Signalweiterleitung durch RRas2(TC21)-Proteinder Zelle bei weitem nicht so gut cha-
rakterisiert wie fur die klassischen Ras-Protefgch gibt es kontroverse Versuchsergebnisse,
die auf der einen Seite beispielsweise eine Siggitdvleitung durch RRas2(TC21) Uber die
RAF-MEK-ERK-Kinase-Kaskade zeigen (Rosario et 8099), auf der anderen Seite gibt es
jedoch Versuche, die diese Signalweiterleitung @@en (Graham et al., 1996). Es gibt jedoch
auch Hinweise darauf, dass die klassischen RagiReotind RRas2(TC21)-Proteine zwar die
gleichen Signalwege aktivieren, in der Zelle beargsweise im Organismus jedoch unter-
schiedliche Effekte hervorrufen kdnnen. So konntdaus-Zellkulturen gezeigt werden, dass
die Expression von aktivierten RRas2(TC21)- und &$Rroteinen unterschiedliche Auswir-
kungen auf das Wachstum von Zellen hat (Pozzi.e2@06). Aus Tumorgewebe unterschiedli-
cher Organismen und aufgrund der transformiereri€lganschaften mutierter Ras- und auch
RRas2(TC21)-Proteine in Zellkulturen sind im hohdalie speziesiibergreifend konservierte
charakteristische Aminosauren bekannt, deren Asstazu einer konstitutiven Aktivierung
von Ras-Proteinen fihrt (Bos 1989; Prior et all2Q.arive et al., 2012; Graham et al., 1994).
Austausche der Aminosauren Glycin(G12) oder Glut@®61) zu Valin fihren in H-, N- und
K-Ras dazu, dass die Proteine in ihrem aktivier@hP-gebundenen Zustand verbleiben und
nicht in ihren inaktiven, GDP-gebundenen Zustaneriiliart werden kdénnen (Pai et al., 1989;
Bos et al., 1989; Graham et al., 1994; Schubbeat.e2007). Diese charakteristischen Amino-
sauren sind auch iHydractiniaRas1- und Ras2-Proteinen konserviert (3.4.3; Ahb M 6gli-
che aktivierende Aminosaure-Austausche wurdenHydractinia Rasl oder Ras2 (Gly-
cin(G18V) oder Glutamin(Q67V)) eingefuhrt (3.4.3HA42).

Es wurde bereits gezeigt, dass die Expression Vel thter der Kontrolle dedydractinia
Aktinll-Promotors (nach Mikroinjektion) irHydractinia in einem breitgefacherten Spektrum
beziuglich des Zelltyps mosaikartig erfolgt (Kinzedt al. 2010). Durch Mikro-
injektion von HeAktlIGFPRas1- und HeAktlIGFPRasafmenten sowie mutierten HeAk-
tIGFPRas1(G18V)-, HeAktlIGFPRas1(Q67V)-, HeAktllIBRas2(G18V)- und HeAktlIGF-
PRas2(Q67V)-Fragmenten in Embryonen wurden im Viédar vorliegenden Arbeit transgene
erzeugt (3.4.3.1; 3.4.3.6). Im Zuge der Expression aktivierten GFPRas1- oder GFPRas2-

Fusionsproteinen iklydractiniawar eine Lokalisation der Fusionsproteine nur aanidranen,
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nicht jedoch in Zellkernen zu beobachten (3.4.813H.49 und Abb.50; 3.4.3.8 Abb.56). Friihe-
re Versuche mit einem Fusionsprotein aus 51 N-tealan Aktin-Aminoséuren und GFP unter
der Kontrolle des Aktinll (Aktll)-Promotor vomdydractinia haben gezeigt, dass Aktin-GFP-
Fusionsproteine in Zellen neben einer zytoplasiciagis Lokalisation auch in Zellkernen detek-
tiert werden. Die Membranlokalisation der Fusioospine spricht daflr, dass das CAAX-
Motiv in HydractiniaRas1 und Ras2 (3.1.1; Abb.6), ebenso wie CAAX-Motus funktionell
untersuchten Ras-Proteinen anderer Organismen (€hady 1999; Colicelli et al. 2004; Schub-
bert et al. 2007), eine Membranlokalisation Wydractinia GFPRas-Fusionsproteinen hervor-
ruft.

Dass eine N-terminale Fusion von GFP an Ras-Peteine Membranlokalisation erlaubt,
wurde auch schon fir GFPRas-FusionsproteineBambyx morigezeigt (Ogura et al., 2009).
Zellkerne waren dabei GFPRas frei. Die alleiniggrggsion von GFP zeigte hingegen eine
hohe Préaferenz fir eine Lokalisation des Protaing&eillkernen. Vergleichbare Beobachtungen
konnten auch fir Ras-Fusionsproteine in anderermr@@gen gemacht werden (Eisenberg et
al., 2008).

Sowohl nach Injektion von HeAktlIGFPRas1-(G18V)eodHeAktlIGFPRas1(Q67V)- als auch
von HeAktlIGFPRas2(G18V)- oder HeAktlIGFPRas2(Q6-Fragmenten konnte Fluoreszenz
in transgenen Zellen beobachtet werden, die zusanmitenicht transgenen Zellen mosaikartig
in Gastrodermis und Epidermis auftraten (Abb.43.484 47, 49 und 50; Abb.52, 53, 54, 56, 57,
58, 59, 60). Der Befund einer mosaikartigen Expoesdeckte sich, wie bereits erwdhnt, mit
Expressionsmustern, die bei der Expression vonn&&P unter dem AktinlI(Aktll)-Promotor
von Hydractiniabeobachtet wurden. Neue GFP exprimiernde Zellemtiemnnach einem Zeit-
raum von einer Woche auch in auswachsenden Stolonérnin Sekundar-Polypen beobachtet
werden (Abb.57 und Abb.58).

Diese Beobachtungen legen die Vermutung nahe, d@ssdnjizierte Fragment stabil in das
Genom vorHydractiniaintegriert wurde. Hierfir spricht auch, dass awgy®en einer transge-
nen GFPRas2(Q67V)-Kolonie nach Befruchtung mit WipdSpermien eine transgene F1-
Kolonie hervorgegangen ist. In der F1-Kolonie kenebenfalls GFPRas2(Q67V)-Fluoreszenz
in gastro- und epidermalen transgenen Zellen béwbbwerden (Daten nicht gezeigt).
Wahrend der Embryonalentwicklung vatydractinia konnten in Transgenen keine Effekte
beobachtet werden, die mit der Expression von GERP{H8V)- und GFPRas1(Q67V)- oder
von GFPRas2(G18V)- und GFPRas2(Q67V)-Fusionsprateim Verbindung stehen. Dies
bedeutet entweder, dadgdractiniaRas1 und Ras2 keinen Einfluss auf die Embryonaiekt

lung haben, dass mdgliche durch Rasl- oder Rasekimession bedingte Effekte wahrend
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der Embryonalentwicklung nicht sichtbar werden,roalger dass das Expressions-Niveau nicht
hoch genug ist.

Aus Danio rerio ist bekannt, dass eine starke Expression desikdnsaktiven Onkogens K-
Ras(G12V) unter einem ,hepatocyte-specific*-Promaime friihe Tumorgenese in der Leber
und eine frihe Sterblichkeit hervorruft. Transgebebrafisch-Linien mit moderatem K-
Ras(G12V)-Expressions-Niveau hingegen entwickest elativ spat Tumore (Nguyen et al.,
2012). Dieses Beispiel macht deutlich, dass audhyuiractinia die Mdglichkeit besteht, dass
aufgrund der mosaikartigen Expression von konstitaktivierten GFPRas1- oder GFPRas2-
Fusionsproteinen, das Expressions-Niveau nicheair um wahrend der relativ kurzen Emb-
ryonalentwicklung von 72 Stunden bis zur Metamogghkompetenten Planula-Larve Effekte
hervorzurufen.

Nach der Metamorphose dauerte es in transgenen &APRL8V)- und GFPRas1(Q67V)-
Kolonien mindestens drei Wochen, bis phéanotypisEfilekte beobachtet werden konnten
(3.4.3.3; 3.4.3.9). Bei GFPRas2(Q67V) exprimierendelonien konnten Effekte bereits etwas
friher beobachtet werden. Fir GFPRas2(G18V) kaen keine weitere Aussage getroffen
werden, da aufgrund eines mehrmaligen Pilzbefalaektransgenen Kolonien analysiert wer-

den konnten.

4.3.1 Durch mutagenisiertes Rasl erzeugter Phé&notyp iHydractinia echinata

Die morphologische Veranderung, die im Zuge einepr&ssion von mutagenisiertem
Hydractinia Ras1(G18V) oder Rasl1(Q67V) in transgenen Kolorienbachtet wurde, war
identisch (3.4.3.3, Abb.47; 3.4.3.4, Abb.49). Diiche Phanotyp wurde in mehreren transge-
nen Linien, die mit diesen zwei Konstrukten unalgfiguwwoneinander hergestellt worden waren,
beobachtet. Das lasst sich ausschliefl3lich damtrerk dass:

1) Beide durch Punktmutationen eingefiihrten Aminos@wstausche ((G18V) oder
(Q67V)) HydractiniaGFPRas1-Fusionsproteine aktivieren kénnen.
2) Die hervorgerufenen, sehr spezifisch verursachteopkisien durch die konstitutive

Ras-Aktivitat hervorgerufen wurden.

In ihrem Verhalten und ihrem morphologischen Gesassheinungsbild (Plickert et al., 2012)
unterschieden sich transgene Ras1(G18V)- oder R&31()-Kolonien nicht voneinander. Die

Transgene unterscheiden sich zudem, bis auf margisch veranderte Tentakel, auch nicht
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von transgenen Kolonien, in denen Wildtyp-Ras1 éketimiert wurde (3.4.2), oder von Wild-
typ-Kolonien mit einem vergleichbaren Entwicklunigesl (3.4.3.3). Die Expression von akti-
viertem Rasl hat somit zumindest auf die Gesamthwogie, aber auch auf das allgemeine
Wachstums- und Fre3-Verhalten vidgdractinia, keinen erkennbaren Effekt. Morphologische
Veréanderungen konnten in transgenen GFPRas1(G1&16r GFPRas1(Q67V)-Gastrozoiden
nur im Bereich der Gastrodermis von Tentakeln beloted werden. In Kolonien, in denen
Wildtyp-Ras1 Uberexprimiert wurde oder in Wildtymldnien, wurde der beschriebene Phano-
typ nie beobachtet. Im Bereich der Korpersadule wmoth im Gastralraum transgener
GFPRas1(G18V)- oder GFPRas1(Q67V)-Gastrozoide gaowohl in gastrodermalen als auch
epidermalen Gewebeschichten keine morphologisclesanderungen (3.4.3.4, Abb.48).

Dieses Phanomen kdnnte dadurch zu erklaren sein,vdamdglich nur in gastrodermalen Ten-
takelzellen Kontrolimechanismen inaktiv sind, dieanderen Zellen voHydractiniaeine Rasl
bedingte Signalweiterleitung, die den beschriebdplg@inotyp zur Folge hat, verhindert. Auch
konnte es sein, dass ein spezifischer Rasl geesgnalweg irHydractinia nur in gastro-
dermalenTentakelzellen aktiv ist. Die Veranderungreinden in Tentakeln sowohl an der Basis
der Tentakel als auch in mittleren oder endstamdigentakelabschnitten beobachtet (Abb.47).
Deren Bildung scheint somit offenbar auf Tentaledder nicht auf die Position in Tentakeln
beschréankt zu sein. Durch die Membranlokalisati@r &as-Proteine und durch DAPI-
Markierung von Zellkernen war es mdglich, die Zélta Identitat von Zellen im Bereich einer
morphologischen Veranderung naher zu untersuch&n3(d; Abb.49 und Abb.50). Anhand
von Semidiinnschnitten durch einen Tentakel konetzeigt werden, dass im Bereich eines
morphologisch veranderten Tentakels die epithelalerdnung der Gastrodermis, aber nicht
die der Epidermis, erheblich vom Wildtyp abweicAbk.48). In Lebendpraparaten (Abb.49)
und in den Diinnschnitten konnten Zellen im Bereiehmorphologischen Veranderung anhand
ihrer Form als Gastrodermiszellen identifiziert dem. Es waren somit eindeutig gastrodermale
Zellen, die fur die Bildung der morphologischen &sderung verantwortlich sind. Es wurde
deutlich, dass in einem, von den Abmessungen hgteiehbaren morphologisch veranderten
Tentakelabschnitt (Abb.48, C und D), im Vergleiah g&inem Wildtyp-Tentakel mehr gastro-
dermale Zellen vorhanden sind. Das Muster der Amamg dieser Zellen entsprach zudem nicht
mehr dem aus dem Wildtyp bekannten Muster. Ein @&ib8er Zellen im Bereich einer mor-
phologischen Veranderung zeigte in transgenen (@BP{18V)- oder GFPRasl(Q67V)-
Kolonien) Fluoreszenz an den Zellmembranen (AbliA® Abb.50). Neoplasien in der Gastro-
dermis von Tentakeln sind immer dort entstandenpesonders viel Fusionsprotein lokalisiert

war. Es muss jedoch erwdhnt werden, dass auch in @astrodermis der
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Tentakel nicht tUberall, wo Fluoreszenz des Fusimisms beobachtet werden konnte, auch
Neoplasien entstanden sind.

In morphologisch verdnderten Tentakeln wurden naehrfZellen beobachtet, in denen zwei
Zellkerne auf eine kirzlich erfolgte Mitose hindeut(Abb.49, C und D). Die morphologisch
veranderten Tentakelbereiche wurden zudem kontiiahiegré3er. Beide Beobachtungen deu-
teten darauf hin, dass es zu ZellteilungsereignigseBereich der morphologischen Veréande-
rungen in der Gastrodermis kommt. Bestatigt wurdiese Annahmen im Zuge einer S-Phase-
Markierung mit EdU, einem Nucleosid-Analog zu Thgimi Dass eine S-Phase-Markierung
von Kernen mit EAU und der nachfolgende Nachweishan Hydractinia als Methodean-
wendbar ist, konnte im Rahmen dieser Arbeit zunteartal flrHydractinia gezeigt werden
(3.4.3.5). Mit der EdU-Markierungs-Methode bietathsneben der iHydractinia etablierten
BrdU/anti-BrdU-Methode (Plickert und Kroiher, 1988ne weitere Moglichkeit, ohne gro3en
Zeitaufwand Zellen in S-Phase zu markieren. In molggisch veranderten Tentakeln transge-
ner Gastrozoide konnten sowohl in der Epidermisaatsh in der Gastrodermis Zellkerne in S-
Phase markiert dargestellt werden (Abb.51, A, B Bpdn Wildtyp-Tentakeln wurden nur ver-
einzelt S-Phase markierte Kerne in der Epidermabaehtet. In gastrodermalen Zellen hinge-
gen konnten keine S-Phase markierten Kerne detektierden (Abb.51, C, D und E). Die
Uberexpression von Ras1(G18V) oder Ras1(Q67V) imtdkeIn von Gastrozoiden hat offenbar
zur Folge, dass gastrodermale Zellen in Teilungegel®b es im Bereich der Korperséule der
transgenen Rasl-Gastrozoide zu erhohter Zellteilomyergleich zum Wildtyp kommt, war
nicht zu klaren. Es war aufgrund von Schwankungeder Anzahl S-Phase markierter Kerne
von Wildtyp- zu Wildtyp-, aber auch von transgezerntransgenen Gastrozoiden nicht moglich
bezuglich der Zellzahlen exakte quantitative Datarermitteln. Fir die Analyse war es not-
wendig Gastrozoide zur selben Uhrzeit nicht geftitten Kolonien abzutrennen, daktydrac-
tinia bereits beobachtet wurde, dass die Proliferatawege nach Tageszeit und Fitterungszu-
stand unterschiedlich ist (persénliche MitteilunrgfPPlickert; BrdU anti-BrdU Versuche haben
dies gezeigt). Dennoch gab es, wie bereits erwddeim, direkt vergleichbares Muster S-Phase
markierter Kerne im Bereich der Kérpersaule. DiBsebachtung kann unter Umstanden damit
zusammenhangen, dass die mit einander verglich@astrozoide nicht zu 100% den gleichen
Entwicklungsstand wiederspiegeln. Auch haben sibtriu 100% die gleiche Gréf3e und exakt
dieselbe Schnittstelle und Schnitththe, an devaieeiner Kolonie abgeschnitten wurden.

Die histologische sowie die Bioimaging-Analyse dégoplasien (3.4.3.4, Abb.48, Abb.49)
ergaben als typische Struktur ein spumdses Arraagemon gastrodermalen Zellen im

Bereich der Anschwellung. Die dort nachgewieseneliferationsaktivitat zwingt zu der
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Schlussfolgerung, dass in diesem Bereich der idebise veranlasste Zellzyklusarrest der
gastrodermalen Epithelzellen aufgehoben wurde. ®fihdiese Zellen im Wildtyp-Tentakel
alle direkten Kontakt zur Mesogloea (Abb.48 D uniobAt9, A und B) haben, gab es im Be-
reich der morphologischen Veranderung Zellen, die idontakt zur Mesogloea verloren haben
(Abb.50).

Zusammenfassend konnte die morphologische Veranddrutransgenen Tentakeln aufgrund
der proliferierenden Zellen und des stark veramaekusters in der Gastrodermis, welches mit
dem Verlust Gastrodermis-typischer Zellkontaktéhengeht, als Neoplasie bezeichnet werden.
Eine Neoplasie beziehungsweise ein Tumor ist pdinlien eine Ansammlung zuséatzlicher
Zellen, die eine Zellmasse oder ein Gewebe bildare(le: National Cancer Institute). Neopla-
sien oder Tumore werden hierbei in zwei Unterkatiegoaufgeteilt. Man unterscheidet ,Be-
nigne“ und ,Maligne" Tumore. Benigne Tumore zeichrech dadurch aus, dass sie nicht me-
tastasieren und auch umliegendes Gewebe und Zglibhzerstéren (Quelle: National Institute
of Health). Maligne Tumore hingegen bilden Metastasind zerstoren invasiv umliegendes
Gewebe (Quelle: National Cancer Institute). Peririd@n kann die durch konstitutiv aktivier-
tes Rasl irHydractinia induzierte Neoplasie in Tentakeln somit als Beeidteoplasie be-
zeichnet werden, da keine Metastasierung und aeicte Knvasion von gastrodermalen Zellen
in epidermales Gewebe beobachtet werden konntdydinactiniaist eine, im Zusammenhang
mit konstitutiv aktiviertem Rasl1 beobachtete, Bildwon Neoplasien besonders interessant, da
aus dem Stamm der Cnidarier in der Natur keine Thildmngen bekannt ist. Die Ausbildung
von Neoplasien durch Uberexpression von aktiviefRamal deutet darauf hin, dasgdractinia
moglicherweise einen Mechanismus besitzt, der umaiirlichen Bedingungen das Auftreten
solcher Neoplasien verhindert. Eine weitere mogliElnklarung besteht darin, dass Rasl in der

Natur in gastrodermalen Tentakelzellen nicht a&tivivird.

4.3.2 Durch mutagenisiertes GFPRas2 erzeugter Phénotyp idydractinia
echinata

Nach Uberexpression von aktiviertem Ras2(Q6Mlydractinia konnten keine Veranderungen
beobachtet werden, die dem fir aktiviertes Rasthrebenen Phanotyp dhneln. Trotz der in
hohem Male konservierten Aminosauresequenz geradBereich mdglicher funktioneller

Doméanen und Aminoséauren der Rasl- und Ras2-Prateigesich offenbar, dass die konstitu-

tive Aktivierung beider Ras-Proteine deutlich uatdriedliche Effekte zur Folge hat.
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Im Zuge einer phylogenetischen Analyse wurde Ras@ Mydractinia eher den RRas2
(TC21)-Proteinen anderer Organismen zugeordnet2)3.Auch ein BLAST in NCBI zeigte
eine groRere Sequenzhomologie zu RRas2 (TC21)iReotanderer Organismen.

Von RRas2(TC21)-Proteinen ist bekannt, wie bemmighrfach erwahnt wurde, dass auch sie
Signalwege steuern kénnen, die durch klassischeéPRasine gesteuert werden. An dieser Stel-
le muss jedoch erwahnt werden, dass Untersuchungé&iRas2(TC21)-Proteinen zeigen, dass
durch eine Aktivierung dieser Proteine im Vergleithklassischen Ras-Proteinen unterschied-
liche Effekte hervorgerufen werden (Pozzi et d0&).

Sollte die in dieser Arbeit erwogene Zuordnung udydractinia Ras2 zu RRas2(TC21)-
Proteinen anderer Organismen nicht zutreffend gedth Ras2 wirde doch der Subfamilie der
klassischen Ras-Proteine zugeordnet, so wirderrsghtedliche Effekte nach konstitutiver
Aktivierung beiderHydractinia Ras-Proteine auch dann nicht verwundern. Denn aactden
klassischen Ras-Proteinen ist bekannt, dass dieaeidentische Signalwege steuern kbnnen,
dies aber nicht in allen Geweben in gleichem Mafscigieht. lhre konstitutiv aktivierten For-
men wurden zudem beispielsweise im Menschen irrsoiteedlichen Tumoren in unterschied-
lichen Geweben gefunden (Castellano et al., 20143.Beutet darauf hin, dass die klassischen
Ras-Proteine K-, H- und N-Ras zwar die gleichem&ligege steuern kdnnen, dies jedoch je
nach Gewebe in unterschiedlichem Mal3e geschieht.

Transgenedydractinia Ras2(Q67V)-Kolonien unterscheiden sich in ihremmhdéen und ihrem
morphologischen Gesamterscheinungsbild (Plickedl.e2012) zunachst nicht von Kolonien,
in denen Wildtyp-Ras2 Uberexprimiert wird (3.4.2Jeo von Wildtyp-Kolonien mit einem
vergleichbaren Entwicklungsstand (3.4.3.8). Morplgadche Veréanderungen nach Injektion
von HeAktlIGFPRas2(Q67V)-Fragmenten wurden einiggd bis Wochen nach der Metamor-
phose beobachtet. In Wildtyp-Kolonien oder abeKaionien, in denen Wildtyp-Ras2 Uber-
exprimiert ist, wurden entsprechende Phanotypemalibeobachtet. Die Effekte in trangenen
GFPRas2(Q67V)-Kolonien waren jedoch nicht so etlibbiwie in transgenen Rasl1-Kolonien
(3.4.3.3). In Gastrozoiden wurde mehrmals beobgctiéss es im Bereich der Kérpersaule zur
Ausbildung einer sekundaren Kérperachse kam (3.440hb.57, Abb.58, Abb.59). In mehreren
Fallen wurden hierbei sekundar auswachsende Kdrpgea mit Gastrozoid-ldentitat beobach-
tet (Abb.58). Dies ist absolut untypisch fhydractinia Mehrachsige Gastrozoide kommen
abgesehen von Fusionen bei Primar-Polypen, diggetiéch wahrend der Metamorphose auf-
treten konnen, nicht vor. Bei den in dieser Arlibbachteten Phanotypen kann eine solche
Fusion jedoch ausgeschlossen werden. In Wildtym#ieh wachsen Gastrozoide unter norma-

len Bedingungen in definiertem Abstand zueinandsrden Stolonen aus.
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Ein Modell, das dieses Phanomen erklart, siehSainalmolekil Pl vor, welches von Gastro-
zoiden gebildet wird und im Bereich der Kopfe dems@ozoide die hdochste Konzentration
besitzt. Dieses Signalmolekuil verhindert, dassnimittelbarer Nahe zu einem Gastrozoiden ein
weiterer Gastrozoid gebildet wird (Plickert er 41987). Hierdurch wird auch verhindert, dass
sich entlang der Korpersaule eines Gastrozoidenrskke Gastrozoide bilden. Der Gedanke
liegt nahe, dass durch Uberexpression von GFPR&3(Qin Gastrozoiden die Auspragung
des Gradienten mit dem PI entlang der Kdrperséxpeiraiert wird, gestort wird. Ware zu
wenig PI-Signalmolekil vorhanden oder wirde desSignalwirkung behindert, so kénnte es
womdglich zur Ausbildung von Gastrozoiden in unaiiarer Néhe bestehender Gastrozoide,
beziehungsweise am Gastrozoid selber kommen.

Auch bei Gonozoiden konnte regelmafig ein Auswacks&undarer Kdrperachsen beobachtet
werden. Hierbei hatte die sekundare Koérperachsecfedicht immer die Identitat eines Gono-
zoiden. Es wurden auch sekundare Koérperachsen astrézoid-ldentitat beobachtet. Zudem
wurden an Gonozoiden oft mehrere sekundéare Achséiidgt (Abb.60). Somit scheint die
Uberexpression von GFPRas2(Q67V) auch in Gonozoileen Einfluss auf die Bildung se-
kundarer Achsen zu haben. Die Festlegung der Ee¢wker Achsen wird durch Uberexpression
von GFPRas2(Q67V) jedoch nicht beeinflusst. Es nu8ezug auf Gonozoide jedoch bedacht
werden, dass in der Natur, seitlich im Bereich ldérpersaule, Gonophoren-Knospen gebildet
werden. Es gibt in Gonozoiden somit eine AnlageBildung sekundéarer Achsen. Da die zu-
satzlichen Korperachsen in transgenen Gonozoiddocfeimmer in Kérperabschnitten unter-
halb der Knospungszone fiir Gonophoren auswuchsem, &uch fir Gonozoide das bereits fur
Gastrozoide beschriebene Modell zutreffen. Gonezaitdt mehreren Koérperachsen kommen
unter Umstanden auch in der Natur vor (Muller, J9&le werden gebildet, wenn Kolonien
einem massiven Uberangebot von Nahrung ausges®dziBies war fiir die hier beschriebenen
Kolonien, die den Phéanotyp entwickelten, jedochriif nicht der Fall.

In seltenen Fallen kam es in transgenen GFPRasX(QB&strozoiden dazu, dass im Bereich
der Kdrpersaule eine sekundéare Achse gebildet wufigeihrer Identitdt nach einem Stolon
ahnelte (3.4.3.9; Abb.59). Im Laufe einiger Tagmles neben dem Auswachsen und Festsetzen
des Stolons am Untergrund zu einer AbschnirungGdessrozoiden oberhalb des auswachsen-
den Stolons. Auch das seitliche Auswachsen einelr$t in transgenen GFPRas2(Q67V)-
Gastrozoiden kann durch eine Beeinflussung des bbeohriebenen Modells erklart werden.
Das Modell sieht vor das ein Pl Gradient durchréd&Inhibition auch die Bildung von Stolo-
nen verhindert. Erst wenn der Gradient einen Sdbewekrt unterschreitet konnen Stolone

gebildet werden. Neben der modellhaften Vorstellutgss fur die Ausbildung sekundarer
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Korperachsen mit der Identitdt eines Gastrozoideter o Gonozoiden in transgenen
GFPRas2(Q67V)-Kolonien eine verminderte Ausschitt@mnes PIl-Signalmolekiils, bezie-
hungsweise eine verminderte Signalweiterleitunganevortlich sind, bestand der Verdacht,
dass der Wnt-Signalweg involviert sein konnte.

Die Bildung mehrachsiger Gastrozoide konnte vonlétiind Kollegen durch eine Behandlung
mit Paullonen induziert werden (Mdller, 2004). Pak blockieren die Kinase GSK3R. Die
Blockade von GSK3[} verhindert wiederum die Ubiqigtiung und den Abbau von zytoplas-
matischem [-Catenin im Proteasom. [3-Catenin ideiten fir die Weiterleitung von Wnt-
Signalen verantwortlich. Eine Verbindung zwischemdwnt-Signalweg und einer Ras-Protein
gesteuerten Signalweitergabe in Zellen konnte txegeizeigt werden (Espada et al., 1999; Li et
al., 2005; Steelman et al., 2011; Nguyen et all,120Li und Kollegen konnten durch Expressi-
on von K-Ras(G12V) in menschlichen Zellen zeigagssdim Zuge der Ras-Signalweiterleitung
Uber die Kinase PI3K die Kinase GSK3[3 gehemmt wunaelurch R-Catenin in der Zelle ak-
kumulieren konnte (Li et al., 2005). Eine Verbinduwischen einer RRas2(TC21) gesteuerten
Signalweiterleitung und dem Whnt-Signalweg ist nibekannt. Da RRas2(TC21) jedoch auch
wie die klassischen Ras-Proteine Uber die PI3K-8@Adaskade Signale weiterleiten kénnen
(Murphy et al.,, 2002; Rong et al., 2002), ist eideekte Verbindung zwischen der
RRAs2(TC21)-Signalweiterleitung tber PI3K und demt¥8ignalweg zumindest denkbar.
Durch gPCR konnte iklydractinia nach Uberexpression von konstitutiv aktiviertensRand
Ras2 ein Einfluss auf die relative Expression vem&h gezeigt werden, die am Wnt-Signalweg
beteiligt sind (3.4.4). Sowohl in cDNA aus transgen GFPRas1(Q67V)- als auch
GFPRas2(Q67V)-Kolonien konnte eine gesteigerte &gion vorWnt3 Transkripten im Ver-
gleich zum Wildtyp gezeigt werden (Abb.61; Abb.6BRlydractinia Wnt3 kann als Ligand an
Wnt-Rezeptoren binden, woraufhin der Wnt-Signahaegeschaltet wird (Duffy et al., 2010).
[3-Catenin TCF und auchBrachyurysind in transgenen Rasl1(Q67V)-Kolonien im Verdieic
zum Wildtyp herunter reguliert (Abb.61). In einearisgenen GFPRas2(Q67V)-Kolonie hinge-
gen istBrachyuryUberexprimiert, wohingegen die relative Expression TCF und 3-Catenin

im Vergleich zum Wildtyp konstant bleibt (Abb.62pie Uberexpression beider aktivierter
Hydractinia Ras-Fusionsproteine hat wohl einen Einfluss aaf\tnt-Signalweg, da in beiden
transgenen die relative Expression wMmt3 erhoht ist. Es konnte jedoch nur in transgenen
GFPRas2(Q67V)-Kolonien gezeigt werden, dassBritchyury die Expression eines direktes
Zielgens des Wnt-Signalweg (Arnold et al., 2000) Beanskriptionsebene iklydractinia er-
hoht ist. Eine Aktivierung des Wnt-Signalwegs duRdullone zeigte ikydractiniaauf Trans-

kriptionsebene &hnliche Ergebnisse fir die relatxression vorWnt3 und Brachyury
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Transkripten (Duffy et al., 2010). Duffy und Kolkexg haben jedoch auch fliC€F eine Uberex-
pression beobachtet. In transgenen Ras2 Koloniemt&ojedoch keine Uberexpression von
TCF gezeigt werden.

Die gPCR-Analyse zeigt, dass es in transgenen GERRE7V)-Kolonien auf Transkriptions-
ebene mitwnt3 und Brachyury zu einer Uberexpression von Genen kommt, die ant- Wn
Signalweg beteiligt sind. In GFPRas1(Q67V)-Tierdst @s lediglich eine Uberexpression von
Wnt3auf Transkriptionsebene. Basierend auf diesemtnigast ein Modell denkbar, bei dem
in GFPRas2(Q67V)-Kolonien die Bildung mehrachsi@astrozoide und Gonozoide auf einer
Verbindung zwischen der Ras-Protein-gesteuertemaSigpiterleitung und dem Wnt-Signalweg
in Hydractinia beruhen kann. Dass es in GFPRasl1(Q67V)-Koloniee #ianskriptionelle
Uberexpression volvnt3 gibt, B-Catenin TCF und Brachyuryjedoch herunter reguliert sind,
konnte ein Grund dafilr sein, dass in transgenefi-Raknien keine mehrachsigen Phanotypen

beobachtet werden konnten.

4.4 MRNA Expressionsprofile in Transgenen mit aktivierem Ras1 und Ras2

Wenngleich die von Ras ausgehenden Signale wditidiversen Signalwege hinein stets Uber
Protein-Protein-Wechselwirkungen weitergegeben wmrdvar zu erwarten, dass letztendlich
Transgene mit verdnderten Phanotypen auch ver@&ndesnskriptome aufweisen. Ein erster
orientierender Versuch zeigte, dass die Untersehsettr grof? sind. Das betraf einmal die deut-
lichen Unterschiede von jeweils Rasl-Transgen &ts2-Transgen zur Wildtyp-Kontrolle,
zum anderen die erheblichen Unterschiede der Brb&im Vergleich von Rasl- und Ras2-
Transgenen untereinander (3.4.5, Abb.63). Dass ramstienen GFPRasl1(Q67V)- und
GFPRas2(Q67V)-Kolonien in hohem MaRe unterschibdliGene auf Transkriptionsebene
aktiviert sind, spricht dafir, dass durch die kitasve Aktivierung von Rasl und Ras2ktyd-
ractinia die Expression unterschiedlicher Gene regulierdtwbiese Beobachtung deckt sich
mit der Tatsache, dass nach konstitutiver Aktivigrder beiden Ras-Varianten in den transge-
nen Kolonien unterschiedliche phanotypische Veréudgen beobachtet wurden (3.4.3.3 und
3.4.3.9). Das RNA-Material, auf dem die Analyseubr stammte aus Kolonien, die in etwa
demselben Entwicklungsstand entsprachen. Die malysierten Kolonien hatten alle bereits
einige wenige Gonozoide gebildet und hatten insgesaetwa die gleiche Anzahl an Stolonen
und Polypen. In allen Praparationen wurde die RNA der gesamten Kolonie gewonnen.

Daher koénnte das Ergebnis dieser Vergleichsanaysehaus signifikant sein. Bemerkenswert
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ist in diesem Zusammenhang die groRe Ubereinstirgnaen Differenzdaten aus der doppelt
durchgefuhrten Sequenzierung der RNA aus Rasl geaes. Die Herstellung der cDNA, die
Gewinnung der lllumina HighSeqg-Daten und die biomnfatische Prozessierung weisen offen-
bar ein hohes Mal? an Reproduzierbarkeit auf. Algsl verwundert der extrem hohe Anteil
abregulierter Gene in Ras2 Transgenen. Es muss dahdieser Stelle erwahnt werden, dass
systeminharente Ungenauigkeiten nicht ausgeschogeeden kénnen. So kann der Entwick-
lungsstand der Kolonien nur subjektiv bestimmt veerdAuch wenrHydractiniaKolonien auf
den Tag das gleiche Alter haben, entwickeln sictolien dennoch individuell verschieden.
Auch auRRere Parameter lassen sich trotz kontrigliétélterung nicht absolut konstant halten
und kénnten einen Einfluss auf die Genexpressidfyiractiniahaben.

Im Rahmen einer ersten Analyse der Daten wurden ddemplarisch Gene annotiert. Ziel
dieses orientierenden Experiments war es, Funldiodien mit RNA-Sequenzierungsdaten zu
kombinieren, um am Ende der biologischen Untersoigbn die grundsatzliche Eignung dieses
Zugangs zur Ras-vermittelten molekularen Kontrale priifen. Ahnliche Untersuchungen
bezogen auf andere Gene wurden auch beispielsimdid@usen (Dorval et al., 2014) oder auch
in Cnidariern (Lapebie et al., 2014) durchgefihrt.

In dieser Arbeit wurden Cluster aufregulierter Geng seine Zusammensetzung Uberprift,
indem die enthaltenen Gene uber eine Abfolge vonogationsroutinen (, Trinnotate pipeline®)
charakterisiert wurden. Unter den Genen, derendsgon in einer GFPRas1(Q67V)-Kolonie
im Vergleich zum Wildtyp hochreguliert wurden, famdsich in der Uberwiegenden Mehrzahl
solche, die nicht in einem bekannten Kontext zu-Rgsalwegen einzuordnen sind, wie etwa
ein mogliches Homolog fur eiNidogen-2 Es fanden sich aber auch Gene wie beispielsweise
Caveolin-1 die funktionell mit Ras in Verbindung stehen (Bast al., 2013) (Tab.31).
Ahnliches konnte fiir die Transkripte aus Ras2-Tgansn beobachtet werden (Tab.32). Die
hier durchgefihrten Pilotversuche zeigen, dassZilisammensetzung eines Transkriptoms
verschiedener Versuchskolonien dramatisch deutimieinander abweicht. Die Methode ist
somit nicht geeignet schnell und einfach Schlissegu identifizieren, die als Ziele von kons-
titutiv aktiviertem Ras zur Entstehung der beobetent Phanotypen dienen. Dennoch kdénnen
automatische Annotationen mdglicher dereguliertemés Hinweise darauf geben, welche
Folgen eine Miss- oder Uberexpression oder gar lkamstitutive Aktivierung eines zentralen
Signalproteins nach sich zieht. Eine vergleicheh@daskriptom-Analyse kann somit in Zukunft
auch inHydractinia Anwendung finden, um Genexpressionsmuster in Demsund Wildtyp-

Kolonien vonHydractinia zu vergleichen. Sie muss aber dann, der Vielzahldifferentiell
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exprimierten Gene geschuldet, auf einer umfangesidknalyse beruhen, die Gber den Rahmen

dieser Arbeit hinaus geht.

4.5 Ras-Protein gesteuerte Signalwege idydractinia echinata

Es konnte gezeigt werden, dass funktionelle Sequetinze in Hydractinia Ras-Proteinen hoch
konserviert sind (3.1.1, 3.1.2). In diesem Zusanimaeg stellte sich die Frage, ob die Ras-
Protein gesteuerte Signalweiterleitung womoglichchaun Hydractinia tUber Signalwege
verlauft, die in anderen Organismen gut charakestisind. Aus diesem Grund wurde in
Hydractinianach moglichen Homologen zu charakterisierten Rasgesteuerten Signalwegen
anderer Organismen bekannten Proteinen, gesuaheifél BLAST-Analyse im Transkriptom
von Hydractiniawurden, analog zu der Suche n&tydractinia Ras-Proteinen, Sequenzen des
Menschen verwendet. Diese wurden wie bereits mehrfarwahnt, stellvertretend fir
Vertebraten verwendet, da gerade in Vertebratenb@sdnders im Menschen Ras-Protein ge-
steuerte Signalwege gut charakterisiert sind. pimgogenetische Einordnung, einhergehend
mit einer BLAST-Analyse in NCBI, die Identifikatiovon charakteristischen Protein-Domanen
mit PROSITE und Pfam sowie Aminosaure-Sequenzvietgde(siehe Anhang) konnten dazu
beitragen die, irHydractinia identifizierten Proteine einem Vergleich zu fuokiell bereits

besser verstandenen homologen Proteinen zu utiterz{8.2).

4.5.1 ERK-Kinase-Kaskade inHydractinia echinata

Dass klassische Ras-Proteine tber einen RAF-MEK-BRjkalweg in Zellen Signale weiter-
leiten kdnnen, ist hinlanglich bekannt (Kolch et 2D00, Colicelli et al., 2004). Inwieweit diese
Signalweiterleitung auch durch RRas2(TC21)-Protarfelgt, wird hingegen, wie bereits er-

wahnt (4.4), kontrovers diskutiert.

RAF

In Hydractinia konnte eine mdgliche ,rat fibrosarcoma" (RAF)-K&eaidentifiziert werden
(3.2.1). Aus Vertebraten sind drei verschiedene RAdteine bekannt (A-, B- und C-RAF),
die alle in der Lage sind, Ras-Signale weiterzetei(Wortzel et al., 2011). Mit allen drei

menschlichen RAF-Proteinen als Suchprotein konateein einzelnes Homolog idydractinia
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identifiziert werden. Dies lasst die Vermutung dass dieses Protein eine urspriingliche Form
von RAF darstellt, aus der sich im Laufe der Eviolutunterschiedliche RAF-Isformen
entwickelt haben. Diese RAF-Isoformen der Vertemagruppieren in dem Phylogramm
(Abb.9) in eigenen Zweigen. Dass es sich bei demtifiziertenHydractinia Protein um ein
RAF-Homolog handelt, zeigt die phylogenetische Agsalin der dieses Protein mit den RAF-
Proteinen der Vertebraten gruppiert. Ein BLAST i€B zeigte fiurHydractinia RAF eine
qualitativ hohere Homologie zu B-RAF-Proteinen amrdedrganismen. IHydractinia RAF
konnten die gleichen Protein-Domanen identifizigerden, die auch in Homo sapiens RAF-
Proteinen existieren (Abb.10). Dies betrifft eifeas binding” (RBD)-Doméane mit der RAF an
RAS Proteine bindet (Vojtek et al., 1993). Zuderthéh HydractiniaRAF wie das B-RAF des
Menschen eine Domadne vom sogenannten Phorbol-43%6 (ZF _DA) Typ sowie eine
Protein-kinase (PK)-Domane (Abb.10). Ein Vergledati Aminoséure-Ebene zeigte im Bereich
der beschriebenen Domanen speziesibergreifencobastMali an Homologie (siehe Anhang,
Abb.4).

Diese Befunde weisen darauf hin, dass es sichdmiidHydractiniaidentifizierten Protein mit

grol3er Wahrscheinlichkeit um ein Homolog zu RAF-#San der Vertebraten handelt.

MEK
Die in Hydractiniaidentifizierte MEK-Kinase (3.2.1) gruppierte zusaan mitHydra vulgaris

MEK1 in einem gemeinsamen Zweig (Abb.11). In eingeameinsamen Hauptast bildeten
MEK-Sequenzen von Arthropoden einen weiteren ZwéigVertebraten sind zwei MEK-
Kinasen bekannt, die beide durch die Kinase RAFsphoryliert werden kénnen (Wortzel et
al., 2011). Eine BLAST-Analyse miydractinia MEK zeigte, dass die Homologie zu MEK1-
Proteinen der Vertebraten hoher war als zu MEK2dfmen. Hydractinia MEK zeigte auf
Aminosaure-Ebene ein hohes Mal3 an Homologie zu lsloM&K1- als auch MEK2-Proteine
des Menschen. IHydractiniaMEK und in den menschlichen MEK-Kinasen konntegli&che
Protein-Kinase-Domane identifiziert werden (Abb.1¥pr allem im Bereich dieser Doméane
sind die Proteine auf Aminosaure-Ebene hoch korexgrisieche Anhang, Abb.6). Hier finden
sich einige aus anderen Organismen bekannte, fik biarakteristische Aminoséuren, auch in
HydractiniaMEK konserviert an entsprechender Position imétnofAbb.12 D1 und D2). Un-
ter anderem ist ein im Menschen als ,activationpfobezeichneter Sequenzabschnitt hoch
konserviert (Abb.12 D3). In diesem Sequenzabschwiiti Serin(S218) in MEK 1 und Se-
rn(S222) in MEK 2 durch das Protein RAF phospheryl(Wortzel et al., 2011).
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ERK

Neben RAF und MEK-Proteinen konnteHydractiniaauch ein ERK-Protein identifiziert wer-
den (3.2.1). In Vertebraten sind zwei verschiedeR&-Proteine (ERK1 und ERK2) bekannt.
Beide Vertebraten-Proteine kdnnen durch MEK-Kinaseiviert werden (Wortzel et al., 2011).
Ein BLAST in NCBI zeigte fuHydractinia ERK eine héhere Homologie zu ERK2-Proteinen
als zu ERK1-Proteinen anderer Organismen. PROSIanate inHydractinia ERK die
gleiche Protein-Kinase-Doméane wie in beiden mensitbh ERK-Proteinen (Abb.14). Uber die
gesamte Sequenz waren sich die Proteine des ManaalddevonHydractiniasehr ahnlich. Dies
gilt vor allem im Bereich der Kinase-Doméne (siedighang Abb.8). Aminosauren, die in
funktionellen Studien als unabdingbar fir die kgtathe Funktion des Proteins beschrieben
wurden, sind auch iHydractiniaERK vorhanden (Abb.14 D1 und D2). Dies trifft iesiondere
auf Aminosauren zu, von denen in menschlicher ERKkse bekannt ist, dass sie durch die
MEK-Kinase phosphoryliert werden (Wortzel et al012). Auch diese Aminosauren sind in
Hydractinia ERK konserviert (Abb.14, D3). Auch die phylogeselie Analyse (Abb.13)
unterstitzte, dass es sich um eine ERK-Kinase ftaitfekann also davon ausgegangen wer-
den, dass Ras-Proteine auchHydractinia iber die Kinasen RAF, MEK und ERK Signale in

der Zelle weiterleiten.

4.5.2 Phosphoinositid-3-Kinase* (PI13K)-Kaskade inHydractinia echinata

Sowohl von klassischen Ras-Proteinen als auch \RasR(TC21)-Proteinen ist bekannt, dass
sie Ras-Signale Uber PI3K, PDK1 und AKT weiterleitRodriguez-Vicinia et al., 1994;
Murphy et al., 2002; Rong et al., 2002; Castellanal., 2011).

p110
In Hydractinia konnten zwei mdgliche Homologe zu der katalytischiatereinheit einer PI3K-

Kinase identifiziert werden (3.2.2). Beide gruppriim Phylogramm in einem gemeinsamen
Zweig und bilden einen gemeinsamen Hauptast miO{zlfiha-Proteinen der Vertebraten und
mit zwei, als p110-alpha ,predicted” charakterit@arProteinen, des Molluské&plysiaund des
Tunikaten Ciona Aufgrund des niedrigen ,Bootstrep-value® ist di@ruppierung der
Hydractinia-Proteine in einem Zweig eines gemeinsamen Hauptasie Vertebraten p110-
alpha und predicted pl10-alpha v@iona und Aplysia jedoch fragwirdig (Abb.15). Ein
BLAST in NCBI mit p110-1- und p110-2-Proteinen vegdractiniaergab dennoch sowohl zu
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pl10-alpha, p110-beta und p110-delta-Proteinenrand@rganismen hohe Homologien. Dass
es sich bei den iklydractiniaidentifizierten Proteinen mit hoher Wahrscheirkiett um p110-
Proteine handelt, steht somit fest. Eine genauamgdhiung war hier jedoch nicht moglich. Im
Zuge einer Vergleichsanalyse charakteristischer @wn in derHydractinia p110-Proteinen
und in pll0-Proteinen des Menschen konnten in aResteinen die gleichen Domanen
identifiziert werden. Es muss jedoch erwahnt werakss der Vergleich Uber die Gesamtse-
quenz wenig speziesubergreifende Homologien deteiPm untereinander zeigte (3.2.2;
Abb.16; siehe Anhang Abb.10). p110-Proteine enthakine ,phosphatidylinositol 3-kinase
adaptor-binding” (PI3K ABD)-Domane, eine ,phosplgtinositol 3-kinase C2“ (PI3K C2)-,
eine ,phosphatidolinositol 3- and 4-kinase familyPI3_4 kinsase 3)-Doméne und eine
~phosphatidylinositol 3-kinase Ras-binding* (PI3KBR)-Doméane (Abb.16). Uber die PI3K
RBD-Domane interagieren pl110-Proteine direkt miivédetem Ras (Castellano et al., 2011).
Da auch in demlydractiniap110-Proteinen eine solche PIS3K RBD-Domaéne idieigift wurde,

dirften auch diese Proteine mit hoher Wahrschéikdit mit Ras interagieren.

PDK1

Im PDK1-Homolog vorHydractiniazeigt PROSITE die gleichen Doméanen an wie sieDKP
von Homo sapiendekannt sind (Abb.18). So konnte neben einer ganokinase* (PKDom)-
Doméne eine ,plekstrin homology* (PH)-Domane idéntrt werden. Ein Vergleich der
Aminosaure-Sequenzen vétydractinizPDK1 mit PDK1-Proteinen des Menschen, der Maus
und eines moglicheilydra vulgaris PDK1 zeigte vor allem im Bereich der Doméanen eine
speziesubergreifend hohe Homologie. AufRerhalb demdhen ist jedoch der N-terminale
Sequenzbereich iHydractinia PDK1 kiirzer als in Vertebraten PDK1-Proteinen. iUtie PH-
Doméne bindet Phosphatidylinositol-3,4,5-triphodptiRlP;) an PDK1. Durch diese Bindung
wird PDK1 an Membranen gebracht (Castellano et2@l1,1). Somit weist das Vorhandensein
dieser Doméne imydractinia PDK1 auf konservierte funktionelle Kompartementiey des
Proteins hin. Im bekannten Reaktionsweg kinasiegtmbrangebundene PDK1 die Protein-
Kinase B (PKB, auch AKT) (Courtney et al., 2010st@dlano et al., 2011).

AKT

Im Transkriptom vorHydractinia konnten auch zwei Homologe der Zielproteine vorkKD
gefunden werdenHydractiniaAKTA und AKTB (3.2.2). Die phylogenetische Analyse
(Abb.19) zeigte, dass die AKT-Proteine vdydractiniazusammen mit AKT (PKB) voRlydra

vulgaris in einem gemeinsamen Zweig in einem Hauptast nmiT-ARroteinen anderer

158



Diskussion

Organismen gruppieren. Vertebraten AKT gruppienterdem Hauptast entsprechend ihrer
Zugehdrigkeit zu AKT1-, AKT2- und AKT3-Proteinen gigenen Zweigen. Ein BLAST der
Hydractinia-Proteine in NCBI zeigte filidydractinia AKTA eine h6here Homologie zu AKT2-
und furHydractinia AKTB- zu AKT1-Proteinen anderer Organismen. In #éaractinia AKT-
Proteinen und in den AKT-Proteinen des Menschestieren die gleichen Domanen (Abb.20).
So gibt es auch in dedydractinia Proteinen eine ,pleckstrin homology“(PH)-Doméaneajeei
.protein kinase“(PK)-Doméane sowie eine ,AGC-kingSderminal® (AGC_KI)-Doméne
(Abb.20 A bis E). Ein Vergleich der Aminosaure-Sexqeen zeigte im Bereich der Doménen
spezieslbergreifend konservierte Sequenzbereiche. ild Bereich der ,AGC-kinase-C-
terminal“(AGC_KI)-Doméane fanden sich deutliche Sewogunterschiede (siehe Anhang
Abb.14). Im Bereich der Domanen konnten zusatzhetth in beidenHydractinia AKT-
Kinasen konservierte Aminosduren identifiziert werdvon denen aus menschlichem AKT
bekannt ist, dass die Kinase an diesen Aminosgumesphoryliert und aktiviert wird (Abb.20
F1) und F2)) (Moore et al., 2011; Castellano et 2011; Tsuchiya et al., 2013; Nag et al.,
2013).

Da in Hydractinia mit p110 die katalytische Untereinheit von PI3kesdeiteren ein PDK1-
Homolog sowie Homologe fir eine AKT(PKB)-Kinase kanden sind, ist somit zu folgern,

dass Ras inlydractiniaauch uUber diese Kaskade Signale weiterleiten kiinne

4.5.3 Ras-Signalweiterleitung tiber TIAM1 und Racl inHydractinia echinata

Von TIAM1 ist bekannt, dass es aktiviertes Ras-trobinden und dann die GTPase Racl ak-
tivieren kann. Das fuhrt zur Weiterleitung von R&ignalen in der Zelle (Lambert et al., 2002).
Von RRas2(TC21) ist dagegen keine Signalweitergitilber TIAM1 oder Racl bekannt.

TIAM

Eine phylogenetische Analyse zur Einordnung Mydractinia TIAM war aufgrund zu weniger
und zumeist nicht validierter TIAM1-Sequenzen aedédrganismen nicht moglich. Nachdem
das Hydractinia Protein mit menschlichem TIAM1 im Transkriptom vaodydractinia
identifiziert wurde, zeigte ein BLAST désydractinia Proteins in NCBI eine hohe Homologie
zu charakterisierten TIAM2 (SIF)-Proteinen andé€deganismen. In PROSITE wurden deshalb
bekannte TIAM1- und TIAM2-Proteine des Menschen iso®IF1- und SIF2-Proteine von

Drosophila mit dem méglichenHydractinia TIAM-Protein verglichen In dem wesentlich
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kirzeren Protein vollydractinia fehlt im Vergleich zu allen anderen untersuchteotdten
eine ,Ras binding“(RBD)-Doméne (Abb.21). Ob die Ciome nur nicht erkannt wurde oder ob
sie nicht vorhanden ist, l&sst sich an diesere&tatht klaren. Ohne eine RBD-Domane kénnte
das inHydractiniaidentifizierte Protein jedoch nicht mit aktiviemeRas interagieren, weshalb
eine Signalweiterleitung Uber das potenziéiflgdractinia TIAM1 unwahrscheinlich ist. Alle
anderen fur TIAM-Proteine typischen Domanen wurdedoch auch in dem mdglichen
Homolog identifiziert.

Dass sowohl in derhlydractiniaProtein als auch in Drosophila SIF1, jedoch nichSIF2,
zusatzlich eine ,wiskott-aldrich homology 1“(WH1)ehéne erkannt wurde, kdnnte darauf
hindeuten, dass dddydractiniaProtein zumindest ndher mit dem SIF1-Protein als dam
SIF2-Protein vorDrosophila verwandt ist. Es bleiben aber Zweifel, ob es dielh dem in
Hydractinia identifizierten Protein um ein Homolog zu charaisierten TIAM1-Proteinen an-

derer Organismen handelt.

Racl

Da die GTPase Racl jedoch nicht nur Gber TIAM1 kiuRas-Signalweiterleitung aktiviert
werden kann, sondern moglicherweise auch lber Résieste PI3K (Hu et al., 1995;
Roriguez-Viciana et al., 1997; Der, 2006) wurder hé@ich nach einem moglichen Racl-
Homolog in Hydractinia gesucht. Im Transkriptom konnte ein mogliches ;Rdated C3
botulinum toxin substrate 1“(Racl)—Protein idemidrt werden (3.2.3). Die phylogenetische
Analyse zeigte, dass es sich bei dem identifiaieReotein mit hoher Wahrscheinlichkeit um
ein Homolog zu Racl-Proteinen anderer Organismaddia(Abb.22). Sowohl das potenzielle
Hydractinia Racl-Protein als auch das in etwa gleich langesotdiche Racl-Protein besitzen
beide eine Racl-typische ,RHO-GTPase“(RHO)-Domdkieh (23). Ein Vergleich des mogli-
chen Racl-Proteins vdttydractinia mit Racl-Proteinen anderer Organismen auf Aminesau
Ebene zeigt, dass die Racl-Proteine speziesilfergtesehr hoch konserviert sind. Nur die C-
terminalen Sequenzbereiche wiesen groRere Sequermsthiede auf (siehe Anhang Abb.18).
Die Analysen zeigten, dass es sich bei demydractinia identifizierten Protein mit hoher

Wahrscheinlichkeit um ein, zu Racl-Proteinen arrderganismen homologes Protein handelt.
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4.5.4 RALGDS, Ral und PLD-Signalweg inHydractinia echinata

In einem weiteren Ras-Protein gesteuerten Signalwergen Signale unter anderem Uber die
Proteine RALGDS, RGL1 oder RGL2, sowie Uber dietéire RAL-A und RAL-B und uber
das Protein PLD weitergeleitet (Schubbert et @072. Auch eine RRas2(TC21) induzierte

Signalweiterleitung Uber diesen Signalweg ist bekéRosario et al., 2001).

RGL1
Aus Vertebraten ist bekannt, dass die Proteine RAEERGL1 und RGL2, die durch Ras akti-

viert werden konnen, in aktivierter Form als Ausizhfaktor fir RAL-GTPasen fungieren

(Castellano et al., 2011). Im Transkriptom vétydractinia wurde mit charakterisierten
RALGDS-, RGL1- und RGL2-Proteinen des Menschen nddmologen Proteinen in
Hydractiniagesucht. IrHydractiniakonnte ein mogliches ,Ral guanine nucleotide diggmn
stimulator-like 1* (RGL1)-Protein identifiziert ween (3.2.4). Eine phylogenetische Analyse
machte wenig Sinn, da es so gut wie keine valieieRGL1-Sequenzen anderer Organismen
gibt. Sowohl inHydractiniaRGL1 als auch in menschlichem RGL1 existiert eiRas, guanine
exchange factor N-terminal“ (RAS_GEF_N)-DoméanegejRas guanine-nucleotide exchange
factor catalytic'(RASGEF)-Domane sowie eine ,Raseasating“(RA)-Doméane (Abb.24). Mit
Pfam wurde die ,Ras-associating“-DomaneHydractinia RGL1 erkannt. PROSITE erkannte
diese jedoch nicht. Inwiefern es sich bei der (R&mane inHydractinia wirklich um eine
Ras-Bindedomane handelt, kann hier nicht abschikRgeklart werden. Hierzu wéren, wie
auch in allen anderen Proteinen, die im Rahmerediggbeit identifiziert wurden, umfangrei-
che biochemische Untersuchungen notwendig. Innerhed Domanen zeigte ein Vergleich von
RGL1-Proteinen des Menschen, der Maus und ttydractinia auf Aminosaure-Ebene
spezieslbergreifend konservierte Bereiche (sieh@aAg Abb.20). Fir die C-terminale ,Ras-
associating” (RA)-Domane konnte jedoch auch Pfankydractinia RGL1 im Vergleich zu
dem menschlichem RGL1-Protein nur einen kirzerequ&azbereich zuordnen. Obwohl ein
BLAST des moglicherHydractinia RGL1-Proteins in NCBI eine Homologie zu mdglichen,
aber auch zu den wenigen charakterisierten RGLfielPen anderer Organismen zeigte, kann
RGL1 vonHydractinia anhand der Analyse der Protein-Domanen und deme®egnur unter
Vorbehalt als ein potenzielles Homolog zu RGL1-Bireen anderer Organismen gesehen

werden.
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RAL

Neben dem potenziellen RGL1-Protein wurdédydractinia ein mdgliches RAL-Protein iden-
tifiziert (3.2.4). RAL-Proteine gehoren zur ,Suparfilie* der Ras-Proteine (Colicelli et al.,
2004). Ras aber auch RRas2(TC21) konnen RGL1 akdwi Die Aktivierung von RGL1
bewirkt eine Rekrutierung von RAL an Membranen.dem Membranen wird RAL dann durch
GTP-Bindung aktiviert (Rosario et al., 2001; Neelak, 2011). In Vertebraten sind zwei
verschiedene RAL-Proteine RAL-A und RAL-B bekardige beide mit den gleichen Effektoren
interagieren kénnen (Kidd et al., 2010). Im Traiygkim wurde mit beiden menschlichen RAL-
Proteinen jedoch nur ein moéglichelgdractinia RAL-Protein identifiziert. Dies deutet darauf
hin, dass sich im Verlauf der Evolution aus eineemginsamen Vorganger hin zu den
Vertebraten zwei RAL-Varianten entwickelt habeneinem Phylogrammimmt Hydractinia
RAL einen eigenstandigen basalen Ast mit einemrziédenHydra vulgarisRAL ein. Mit in
diesem Ast gruppiert ein RAL-A des Schwamnfgberites dumunculin einem Zweig.
CaenorhabditisRAL und ein potenzielles RSR1 RAL-Homolog aus Hefe drildebenfalls
jeweils eigenstandige Aste. In einzelnen Zweigeeriitem gemeinsamen Hauptast gruppieren
RAL-A- und RAL-B-Proteine der Vertebraten, von Ik, von Ciona und ein potenzielles
Mollusken RAL-A von Aplysia californica (Abb.25). Ein BLAST in NCBI ergab fur
HydractiniaRAL eine hohe Homologie zu RAL Proteinen anderegaismen. Hierbei war die
Homologie zu RAL-A-Proteinen hoher als zu RAL-B-fiaen. PROSITE und Pfam erkannten
sowohl in RAL-A- und RAL-B-Proteinen des Menschda auch in denHydractinia RAL-
Protein ein ,small GTPase family profile* (RAS) (Bi26). Auf Aminosaure-Ebene zeigte sich
in einem Vergleich der menschlichen RAL-Proteiné RAL-A der Maus und miHydractinia
RAL dass vor allem das ,small GTPase family préfidpeziesiubergreifend hoch konserviert ist
(siehe Anhang Abb.22). Itdydractinia RAL konnten zudem fir die Funktion von RAL

konservierte, charakteristische Aminosauren idieigit werden (Abb.26 1, 2 und 3).

PLD

Neben einem mdglicheHydractinia RGL1-Protein und einem RAL-Protein konnte aucteein
mogliche ,Phospho-Lipase D* (PLD) identifiziert vaem (3.2.4). Ein BLAST der mdglichen
PLD in NCBI zeigte eine Homologie des Proteins sawzu PLD1- aber auch zu PLD2-
Proteinen anderer Organismen. Es muss jedoch etwd@brden, dass es sich bei den
Homologen PLD1-Proteinen zumeist um ,predicted” tre gehandelt hat. Da die
HydractiniaPLD zuvor mit menschlicher PLD1 im Transkriptommvdydractinia identifiziert

wurde, wurde die Suche mit menschlicher PLD2 wiedkr Die Analyse zeigte jedoch, dass
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auch mit menschlicher PLD2 die gleichgdractiniaPLD identifiziert wurde. PLD1-Proteine
sind in Saugern als Komponente in einem durch Rakeife gesteuerten Signalweg bekannt
(Buchanan et al., 2005). Fur PLD2-Proteine hingegebeschrieben, dass sie wichtig fur die
Membranbindung von SOS-Proteinen sind (Zhao et2807). Eine phylogenetische Analyse
mit PLD1- und PLD2-Proteinen anderer Organismegteeidas die moglichidydractinia PLD
zusammen mit einer ,predicted” PLD des Cnidafi@matostella vectensisinen Zweig in
einem Hauptast bildet, in dem PLD-Proteine der Wtese und eine ,predicted* PLD des
Mollusken Aplysia californicaebenfalls eigene Zweige bilden. In einem weitereupiast
gruppieren PLD1- und PLD2-Proteine der Vertebrateaigenen Zweigen. Eine genauere Zu-
ordnung der mdglicheRlydractinia PLD zu PLD1- oder PLD2-Proteinen der Vertebratem wa
anhand des Phylogramms nicht méglich (Abb.27).dmdm Vergleich zu menschlichem PLD1
etwas kirzeren und im Vergleich zu menschlichem PEeBRvas langerehlydractinia Protein,
konnten mit PROSITE die gleichen Domanen identfiziwerden (Abb.28). Neben einer
-phox homology“(PX)-Doméane wurden auch zwei chagaktische ,phospho-lipase D active
site* (PLD)-Domanen identifiziert. Ein Vergleich d@roteine auf Aminosaure-Ebene zeigte
jedoch sowohl in den identifizierten Doméanen alshein Bereich der gesamten Sequenz wenig
speziesiubergreifend homologe Sequenzbereiche. 2ngBauf die moglichédydractinia PLD
kann hier nur gesagt werden, dass es sich wahndicheim ein PLD-Protein handelt.
Zumindest bei den itydractinia identifizierten RGL1- und PLD-Proteinen bestehemi
Zweifel, dass es sich um mogliche Homologe zu ditarsierten, an einem Ras-gesteuerten
Signalweg beteiligten Proteinen handelt. Es muss alimindest bezweifelt werden, dass Ras-

Signale inHydractinia Gber die identifizierten Proteine weitergeleitegrden.

4.5.5 Ras-Signalweiterleitung tber ,Phospholipase € (PLC €) und ,Protein-
kinase C" (PKC)

Ein PLC:-Homolog konnte bei einer Suche sowohl mit mensbleln PLG als auch mit PLE
von Caenorhabditis elegangm Transkriptom vonHydractinia echinatanicht identifiziert
werden. Von Ras aktivierter PECist bekannt, dass sie Ptdins(45)i inositol-1,4,5-
triphosphate (Ins(1,4,5)Pund Diacylglycerol (DAG) spaltet. Dies fuhrt ineflen zu einer
Freisetzung von Gaund der Aktivierung von Protein-Kinase C (PKC) (Keub et al., 2008).
Eine Protein-Kinase C (PKC) wurde bereits in dergdagenheit im Stamm der Cnidarier

beschrieben und charakterisiert (Schneider etl@b4). In wie fern eine Signalweiterleitung

163



Diskussion

ohne ein PL&Homolog inHydractinia gegebenenfalls durch andere Proteine erfolgt oder
dieser, aus hoheren Organismen bekannte Signatwidgdractinia noch nicht vorhanden ist,

kann nur vermutet werden.

4.5.6 ,son of sevenless” (SOS), ,neurofibromatosis relateprotein 1* (NF1) und
.,Ras p21 protein activator (GTPase activating proten 1) (RASAL oder

auch GAP) inHydractinia echinata

Neben mdglicherweise an Ras-Protein gesteuertaraBiggen beteiligten Proteinen, wurde in
Hydractiniazusatzlich nach Proteinen gesucht, von denen békstndass sie die Funktion von
Ras als molekularem Schalter in der Zelle steugigrzu zahlen neben dem Protein SOS unter
anderem auch die Proteine NF1 und RASAL (oder @A) (Graham et al., 1996; Colicelli et
al., 2004). Auch fir RRas2(TC21)-Proteine konintevivo gezeigt werden, dass ihre Aktivitat
durch SOS1 gesteigert wird. Fir NF1 und GAP wurdgitro gezeigt, dass sie die GTPase-
Aktivitat von RRas2(TC21) stimulieren kdnnen (Grathet al., 1996).

SOS

In Hydractiniaexistiert ein mdgliches ,son of sevenless” (SOSndmg (3.2.5). In Vertebra-
ten sind zwei SOS-Proteine, SOS1 und SOS2 bekBeide Vertebraten Proteine sind in der
Lage an Ras-GDP zu binden, wodurch Ras zur GDPoB@ion angeregt wird. Nach Ab-
spaltung von GDP kann dann GTP an Ras binden, whdras wieder aktiviert wird (Qian et
al., 2000; Esteban et al., 2000; Pierre et al. 1204t beiden Vertebraten SOS-Proteinen wurde
im Transkriptom vorHydractinia jedoch nur ein und jeweils das gleidHgdractinia Protein
identifiziert. Dies lasst die Vermutung zu, dasshsim Verlauf der Evolution aus dem eher
ursprunglicherHydractiniaProtein bis hin zu den Vertebraten zwei SOS-Vaeiarentwickelt
haben. Die phylogenetische Analyse (Abb.29) zeidtss es sich bei dem Hydractinia
identifizierten Protein mit hoher Wahrscheinlichkeim ein SOS-Homolog handelt. Eine
genauere Zuordnung detydractinia Proteins zu SOS1- oder SOS2-Proteinen der Vertbrat
war anhand des Phylogramms und auch anhand ein@dSBLmit Hydractinia SOS in
NCBI nicht moglich. Der BLAST ergab eine hohe Hoowé zu beiden SOS-Proteinen der
Vertebraten. Ein Vergleich zwischen défgydractinia Protein und SOS1- und SOS2-Proteinen
des Menschen auf Aminoséure-Ebene (siehe Anhang28pbowie mit PROSITE zeigte, dass

alle drei Proteine (ber die gleichen Proteindoméaresfiigen (Abb.30). Alle drei untersuchten
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Proteine haben eine ,Dbl homology*(DH_2)-Doméneneei,pleckstrin homology* (PH)-
Domane, eine ,Ras guanine-nucleotide exchange rfaktderminal“ (RASGEF_NTER)-
Domane und eine ,Ras guanine nucleotide exchangwrfacatalytic® (RASGEF_CAT)-
Domane. Sowohl innerhalb als auch aufRerhalb derdbemgibt es hierbei speziesubergreifend
homologe Sequenzbereiche. Sieht man davon ab, dlasslurch PROSITE identifizierte
N-terminale DH_2-Doméne iRlydractinia kirzer ist als in den menschlichen SOS-Proteinen,
so zeigten die Analysen, dass es sich bei darfydractiniaidentifizierten Protein wahrschein-

lich um einHydractinia SOS-Homolog handelt

Neben SOS-Protein konnten auch zwei moégliche GAReRre (GTPase activating protein,
NF1 und RASAL) iHydractiniaidentifiziert werden (3.2.5).

NF1

So gibt es auch irHydractinia ein mdgliches NF1-Protein. Nachdem das Protein mit
menschlichem NF1 inHydractinia Transkriptom identifiziert wurde, zeigte ein BLASH
NCBI hohe Homologie zu NF1-Proteinen anderer Oigaein. Von NF1-Proteinen ist bekannt,
dass sie die GTPase-Aktivitat von Ras stimulie®o.helfen sie dabei Ras in seine GDP-
gebundene inaktive Form zu tberfihren (Corral.e2803). Eine phylogenetische Analyse war
allerdings aufgrund sehr weniger validierter NFip@nzen in NCBI nicht mdglich. In dem im
Vergleich zu menschlichem NF1 ungefdhr 200 AminoméukirzerenHydractinia Protein
sowie in menschlichem NF1 gibt es eine ,Ras GTPaaetivating profile”
(RAS_GTPase_ACTIV2)-Doméane und eine ,CRAL -TRIOidiphinding* (CRAL_TRIO)-
Doméne (Abb.31). Auf Aminosaure Ebene zeigte derghéch von Hydractinia, Maus,
Mensch und einem moglichermdydra vulgaris NF1-Protein, dass es innerhalb, aber auch
aul3erhalb der beschriebenen Doméanen speziesulbengr&onservierte Sequenz-Bereiche gibt
(siehe Anhang Abb.28). Die ,Ras GTPase activatingfilp® (RAS_GTPase ACTIV2)-
Domaéne, die in Cnidarier NF1-Proteinen identifizigurde, ist inHydractiniaim Vergleichzu
Vertebraten NF1 jedocim 24 und irHydra vulgarisum 23 Aminosauren kirzer. Ein BLAST
mit Hydractinia NF1 in NCBI zeigte eine hohe Homologie zu NF1-Bimén anderer
Organismen. Obwohl die iRMydractinia NF1 identifizierte ,Ras GTPase activating profile”
(RAS_GTPase_ACTIV2)-Domane kurzer ist, ist die VWaheinlichkeit grof3, dass es sich bei
HydractiniaNF1 um ein NF1-Homolog handelt.
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RASA1 (GAP)
In Hydractiniagibt es neben NF1 auch ein mogliches RASA1 (odeh &AP)-Protein (3.2.5).

Von GAP-Proteinen ist bekannt, dass sie wie auch-Rioteine die GTPase-Aktivitdt von Ras
beeinflussen (Eerola et al., 2003). Das mit memnsodin RASA1l im Transkriptom von
Hydractinia identifizierte Protein gruppiert in einem Phylogma (Abb.32) zusammen mit
einem ,predicted“ RASAL vomydra vulgarisund bildet einen gemeinsamen Zweig an der
Basis eines Hauptastes. In diesem Hauptast gra@ppienter anderem auch RASALl (GAP)-
Proteine von Vertebraten. Das Phylogramm zeigtes da sich bei dem Hydractiniaidentifi-
Zierten Protein mit hoher Wahrscheinlichkeit um BIASA1l (GAP)-Protein handelt. In dem
gegentber  menschlichem RASAL(GAP)-Protein @ Aminosauren kirzeregfiydractinia
RASA1 wurden durch PROSITE die gleichen Doméanésarert (Abb.33). So gibt es auch in
Hydractinia RASA1 zwei ,src homology 2“ (SH2)-Doménen, eine sR@TPase activating
profile" (RAS_GTPASE_ACTIV_2)-Domane, eine ,src hology 3 (SH3)-Doméne, sowie
eine ,pleckstrin homology” (PH)-Doméne und eine ;CRomane. Sowohl innerhalb der
beschriebenen Domaéanen, als auch in dazwischenntiege Sequenzabschnitten, zeigt ein
Vergleich der Hydractinia RASAl-Aminosaure-Sequenz mit RASA1 des Mensched un
mit RASA1 der Maus speziesubergreifend konservieexiuenz-Bereiche. Lediglich der
N-terminale Bereich vor der ersten SH2-Domane,imétydractiniazudem wesentlich kirzer
ausfallt, ist speziesiibergreifend wenig konsen(gehe Anhang Abb.30).

In Hydractinia gibt es mit hoher Wahrscheinlichkeit ein SOS uimd RASA1(GAP)-Protein.
Bei dem mdglichen NF1-Protein vdilydractinia konnte es sich zumindest um ein Homolog
handeln. Esbesteht somit die Mdéglichkeit, dass die Hydractinia charakterisierten Ras-
Proteine in ihrer Wildtyp-Form unter anderem vom deer beschrieben Proteinen reguliert

werden.

4.6 Ausblick

In dieser Arbeit konnten zwei Ras-Proteine idengfit werden, deren konstitutive Aktivierung
zu unterschiedlichen PhanotyperHwdractiniafuhrte (3.4.3.4 und 3.4.3.9). Aus diesem Grund
kann hier angenommen werden, dass unterschiedigmalwege beteiligt sind. IHydractinia
konnten einige mdogliche Proteine identifiziert wand von deren potenziellen Homologen
bekannt ist, dass sie in anderen Organismen an RaseSignalweiterleitung in Zellen beteiligt

sind (3.2). Dass im Zuge einer Ras-Signalweitenhgjtin Hydractinia eben diese Proteine
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beteiligt sind, lasst sich nur durch Analyseveréhbestatigen die Protein-Protein-Interaktionen
nachweisen.

Zur Analyse einer Protein-Protein-Interaktion vanspielsweise Ras und RAF wiirde sich hier
durchaus ein Nachweis mittels Hefe-Zwei-Hybrid-8ystanbieten (Van Aelst, 1998). Der
Grol3teil der Signalweiterleitung in Ras-gesteue8gmalwegen verlauft jedoch tber Phospho-
rylierungen. Neben einem Nachweis mittels Westdot-Bnd phospho-spezifischem Antikor-
per (Mandell, 2003) kénnten phosphorylierte, aktité Proteine in unterschiedlichen Ras
gesteuerten Signalwegen auch mittels ELISA-Verfamachgewiesen werden.

Nach Uberexpression der konstitutiv aktiviertdpdractinia Ras-Proteine konnten phanotypi-
sche Veranderungen iHydractinia beobachtet werden, die bei einer Uberexpression vo
Wildtyp-Ras niemals auftraten. Auch im Wildtyp kden derartige Phanotypen nie beobachtet
werden. Der Gedanke liegt somit nahe, dass beitikatiger Aktivierung derHydractinia Ras-
Proteine Signale Uber die zuvor erwahnten Signawegitergeleitet werden. Aus der Natur
kennt man inHydractinia keine naturlich vorkommenden Tumore jeglicher Atmit ist es
wahrscheinlich, dass bei Uberexpression von bésspise konstitutiv aktiviertem Rasl in
Hydractinia Kontrollmechanismen uberwunden werden, die im Wigddie Ausbildung
einer Neoplasie verhindern. Fur die Zukunft wéare iageressant mehr Uber diesen
Kontrollmechanismus in Erfahrung zu bringen. Dier fléonstitutiv aktiviertes Rasl
beobachteten Neoplasien zeigten keine Tendenz misasiven Ausbreitung in umliegendes
Gewebe. Damit lasst sich der Phanotyp durch dadarmlensein einer benignen, langsam
wachsenden Neoplasie vom differenzierten Typ charisieren. Konstitutiv aktiviertes Ras
konnte in unterschiedlichen malignen Tumoren vénalim Menschen nachgewiesen werden
(Fernandez-Medarde and Santos, 2011). In dieseranZiuenhang wére es interessant mehr
darliber in Erfahrung zu bringen, weshalb Hydractinia lediglich benigne Neoplasien
ausgebildet werden. Zudem waére es hier auch irs@nes das Wirken bekannter
Tumorsupressoren wie beispielsweise p53 im Zusarmamegn mit Ras inHydractinia zu
untersuchenin dem CnidarieNematostella vectensist bereits ein p63-Protein bekannt, dass
Eigenschaften bekannter p53-Proteine aufweist (@arét al., 2007). Im Zuge einer Analyse
vorlaufiger genomischer Assemblierungen wurde ani¢tydractiniaein sehr dhnliches Protein
identifiziert (Analyse durch Reinhard Heiermannid&»anicht gezeigt).

Ein weiterer Fokus einer weiterfihrenden Arbeitteaduf der Analyse von Transkriptom-Daten
liegen. Dass die konstitutive Aktivierung von Raxder Ras2 irHydractinia eine verénderte
Expression einer Vielzahl unterschiedlicher Gene Eolge hatte, konnte in dieser Arbeit

gezeigt werden (3.4.4 und 3.4.5). Im Rahmen eieggleichenden Transkriptom-Analyse bietet
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sich in Zukunft die Moglichkeit, die durch aktivies Hydractinia Ras1l und Ras2 induzierte
Genexpression in transgenen Kolonien genauer zersughen und zu verstehen. Um die
Aussagekraft der vergleichenden Transkriptom-Aralys verbessern, sollten hier in Zukunft
jedoch mindestens drei Replikate analysiert wer@emch Replikate wird ein Hintergrundrau-
schen durch Einflisse von auf3en stark vermindestjunch die Aussagekraft der Analyse
steigt. Auch kénnte man gezielt versuchen nur pty@ech auffalliges Gewebe im Rahmen

einer Transkriptomanalyse zu analysieren.

168



Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Hydractinia echinatabesitzt zwei Ras-Proteinélydractinia Rasl ist den klassischen Ras-
Proteinen H-, K- und N-Ras héher Organismen ahaliettsHydractiniaRas2. Letzteres konn-
te dagegen RRas2(TC21)-Proteinen anderer Organizuggordnet werden. Es konnten mogli-
che Homologe zu Proteinen identifiziert werden,idianderen Tieren an Ras gesteuerten Sig-
nalwegen beteiligt sind.

In-situ-Hybridisierung zeigte fur beidR@asRNAs eine ubiquitare Grundverteilung im Ekto-
und Entoderm voilydractinia Die Expression voRasist im Entoderm grundsatzlich geringer
als im Ektoderm. In verschiedenen EntwicklungsstadionHydractinia gibt es unterschiedli-
che Verteilungsmuster d&asRNAs, wobei die Muster in den einzelnen Entwickjsstadien
fur beideHydractinia Radie gleichen sind.

Mdgliche Funktionen der Ras-ProteineHdractinia echinatavurden tber Missexpressions-
studien untersucht. Uberexpression von nativydractinia Ras1l oder Ras?2 fiihrte zu keiner
offensichtlichen Veranderung der KérpergestalbémenHydractinia Ras-Proteinen existieren
offenbar konservierte Aminosauren, die in anderiemeh fur die Funktionsregulation von Ras
essentiell sind. Die Modulation der Ras-ProteinecklutAustausch dieser Aminosauren fihrt
offenbar auch irHydractinia Ras zu einer Aktivierung der Ras-Proteine. Die rékgression
von aktiviertem Rasl, das unabhéngig von einanmden&i unterschiedlichen Aminosaureposi-
tionen moduliert wurde, resultierte in beiden Rélile dem gleichen Phanotyp in Gastrozoiden.
Beide Male konnten ortstreu und reproduzierbardreniNeoplasien im Gastroderm beobachtet
werden. Ras1 hat idydractiniaeinen Einfluss auf die Proliferation. Nach Ubemegsion von
aktiviertem Ras2 konnte keine Ausbildung von Nesigla wie bei Uberexpression von akti-
viertem Rasl beobachtet werden. In transgenen Ralsiien wurden jedoch zusatzliche Kor-
perachsen in Gastro- und Gonozoiden beobachteRdPaien zur Expression vdtydractinia
Whnt, brachyury 3-cateninund TCF in transgenen Ras2-Tieren zeigten eine Modulaties
Whnt-Signalwegs durch Ras.

Eine erste orientierende Transkriptom Analyse vaan$genen und einer Wildtyp-Kolonie von
Hydractinia zeigte, das Transgene mit verédnderten Phé&notyp@mderte Transkriptome auf-
wiesen. Die Analyse ergab, dass zahlreiche Gemwegldam Vergleich von Rasl und Ras2
Transgenen zueinander, als auch im Vergleich damsgene zum Wildtyp unterschiedlich aktiv

sind.
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5 abstract

Hydractinia echinataowns two Ras proteinglydractiniaRas1 shows similarity to classical H-,
K-, and N-Ras proteins of higher organisms. Ras2 dexdicated to RRas2(TC21) proteins of
other organisms. Possible homologous of proteirevkinto be involved in Ras signaling in
other animals where identified Hydractinia

In-situ-hybridisation for botiRasRNAs showed a ubiquitous distribution in the eetwd and
the endoderm. There is basically weaRasexpression in the endoderm than in the ectoderm.
Different RasRNA expression patterns exist in different deveteptal stages dflydractinia,
whereupon the pattern is the same for ldisin the single developmental stages.

Miss expression studies where carried out to stheéypossible function of thelydractinia
echinataRas proteis. Over expression of natiddydractinia Rasl or Ras2 forms had no ob-
vious effect on the body shape. Conserved amimb @sidues that are known to be essential
for the functional regulation of Ras proteins ihatorganism do also exist in bd#ydractinia
Ras proteins. Modulation of the Ras proteins byament of these amino acids results also in
Hydractiniain the activation of the Ras proteins. Over exgims of activated Ras1, that was
independent from each other modulated at two diffeamino acid positions, resulted in both
cases in the same phenotype in gastrozoids. Indastes benign neoplasia where observed at
stable, absolutely reproducible positions in thstigalerm. InHydractinia Ras1 has an influ-
ence on the proliferation. Over expression of attid Ras2 never resulted in the formation of
neoplasia. Instead over expression of activate® Rasulted in the formation of secondary
body axis in gastro- and gonozoids. gPCR data derisg the expression éfydractinia Wnt,
brachyury, B-catenirand TCF in transgenicRas2 animalsevealed a modulation of the Wnt
signaling pathway by Ras.

A first orientating transcriptome analysis fdractinia transgenic colonies and a wildtype
colony pointed out, that transgenic colonies witterad phenotype exhibit altered transcrip-
tomes. The analysis displayed that numerous Germsesl distinct activity comparing trans-

genic Rasl and Ras2 as well as comparing the gaasgvith the wildtype.
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Anhang

7 Anhang

A)

G T CTTCATCGT CAGAACCAACCAAGT TCAAAAT GGTTGT AGT TGGAGCT GGAGGT GT TGGAAAGAGCGCT TTAACAATACAGCTAA
TTCAAAACCATTTCGT GGAAGACT ACGACCCAACCAT CGAGGACT CCTATATCAAGCAAGT TGTAGTGGATGCECTCTATTTGTATACT
GGATATACTTGATACT GCAGGT CAGGAGGAATACAGT GCCATGCGAGAACACTACATGCGAACTGGAGAAGGT TTCCTTTGTIGICTTC
GCTGTTACTAGT TTAAAATCTTTCCAAGAAATAGACAACT TTAGAACGCAGGCACT GAGGGT GAAAGAT GCAGAAT CAGTACCAAT GG
TTTTGGTAGGAAATAAAGT CGAT TTACCGAAGCGT GACGT GT CGACGAAAGACGGAAACGAGAAAGCACAGAGT TTCAATATACCATA
CGTTGAAACAT CAGCGAAAACCAAGCAAGGECGT GGAAGAAGCAT TTTTCACCCT CGTGCGAGAAATAAT TGCTGATCGT CGACGGAGA
GAGGGTCAAAAGAAAAGT GATTCGAAGAAATCGAAATTCAAGTGCACTATTCTGTAA

B)

WESSSEPTKFKMYWVGAGGVGKSALTI QLI QNHFVEDYDPTI EDSYI KQUWDGSI CI LDI LDTAGQEEYSAVREHYMRTGEGFLCVF
AVTSLKSFQEI DNFRTQAL RVKDAESVPMWL VGNKVDL PKRDVSTKDGNEKAQSFNI PYVETSAKTKQGVEEAFFTLVREI | ADRRRR
EGQKKSDSKKSKFKCTI L

Abb.1 Hydractinia echinataRas1
A: Hydractinia Ras1 kodierende RegioRotdas Start Codon und iniin mit angefligt das Stop CoddB: Aminosaure-Sequenz
von HydractiniaRas1. Das Startmethionin istt markiert. (NCBI accession Nr. JQ696857)

A)

BIECCT GGAGGCGAAT TGGATAGACAATACAAACT GGTTGT AGT TGGAGGGGGT GGT GT TGGAAAAAGT GCCTTGACAATCCAGT TTA
TTCAATCACATTTCGI TCAAGATTATGATCCTACGATCGAAGATTCCTATAGAAAACAATGT GTAATAGATGATCGAGT TGCACATTT
AGACATTTTGGATACTGCTGGT CAAGAGGAAT T TAGT GCAAT GAGAGAACAGT ATATGAGAACT GGCGAAGGAT TTTTATTAGTGITT
TCAGTGACAGATAGT TCCAGCT TCGAT GAAAT CCCGAGAT TTCACACACAAAT CCTACGAGT AAAGGATAAAGAT GAATTCCCGATGA
TTCTAGT GGGTAACAAGT CAGATTTAGAGAAT GAGCGAACT GT TTCAACT GCAGAAGCACAAGAAT TAGGTAGAAAACTAAAGATTCC
TTACCTGGAGT CTAGT GCTAAACAACGAAT TAAT GT CGACGCAGCATTTCACGATTTAGT TCGAGCTATTAGGCGT TCTAATGAAGT T
ATTGATCAGCCAGT TAAGAAAAAGAAAAAAT CCAAGT GCACAATTCTGTAA

B)

[AGGEL DRQYKL VWWGGGGVGKSAL TI QFI QSHFVQDYDPTI EDSYRKQCVI DDRVAHLDI L DTAGQEEFSAVREQYMRTGEGFLLVF
SVTDSSSFDEI PRFHTQ LRVKDKDEFPM LVGNKSDL ENERTVSTAEAQEL GRKLKI PYLESSAKQRI NVDAAFHDL VRAI RRSNEV
| DQPVKKKKKSKCTI L

Abb.2 Hydractinia echinataRas2
A: HydractiniaRas?2 kodierende RegioRotdas Start Codon und iiviin mit angefugt das Stop Codds. Aminoséaure -Sequenz
von HydractiniaRas2. Das Startmethionin ist markiert. (NCBI accession Nr. JQ696858)

MAATSENNL VDI GRDL TREQRSL TVTDLDKEVL ESGHFKSDQ KESQL YREVONVQQVI RLTEDEL KNLKELHKRTGFSHPPSI YFEE
VEDLTVKL DAL RNKEKTL L HKKPVONGT I HNDSSDDSAPSSPSPLRSGATSTSSYGDVI PSSPLRAHFRAYLPNNQRTM KYKHGQTV
RDAL YKAMT LRAL TADSYVVYL KSTRERVDWDADVASL DGAEVSVEL FDDNYNSQT QSL SHNFVRKTFFTLAFCDACRKL L FQGFRCT
TCGYRFHQKCGAPSL CQQAEHL NI YKRMLASNPPAATL PNMPTTPRPLGPRERSI SAPNVNM GQPGGPESI | VEVWLEKNYQHSRTR
HEPATI SGGLI RQLSGQSSQRGHLSDI FTPDRDQGNVFNFSAANSVPLSNVPTSQPYQPI SG PGSL L HPAKVRHRSKSHSDNDNVKK
TRNSRRDSNDDVEI NDGEVQVGQRI GSGSYGT VYKGFWHGT VAVKML NVKDPNPQQL QAFKNEVAVL RKTRHVNI LL FMGCVBKPNLS
| VTQWCEGSSL YRHLHVIVENKFTMWQL L EI ARQSAQGVDYLHAKSI | HRDLKSNNI FL QEDL TVKVGDFGLATVKTRWSGDHGCEQPS
GSI LWAPEVI KMDPNPYTFMBDVYAFG Cl YELI TSTLPYSNI GNKDQLI YMWGRGYLRPDQSKI RSDCPKALRRLYI DCI KYNRE
ERPLFI Q LASI ESI LRALPKI TRSTSEPLLHRAKPSTDVDI SYPCPTPHTPI RGSGVFNFYSAQQQPVY

Abb.3 Sequenz des moglicheHydractinia RAF-Proteins
Die Sequenz wurde durch eine BLAST-Analyse (3.4.)lith Transkriptom vordydractiniaermittelt
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ens CRAF
ens BRAF
nat a RAF

ens ARAF
ens CRAF
ens BRAF
nat a RAF

ens ARAF
ens CRAF
ens BRAF
nat a RAF

ens ARAF
ens CRAF
ens BRAF
nat a RAF

ens ARAF
ens CRAF
ens BRAF
nat a RAF

ens ARAF
ens CRAF
ens BRAF
nat a RAF

ens ARAF
ens CRAF
ens BRAF
nat a RAF

ens ARAF
ens CRAF
ens BRAF
nat a RAF

ens ARAF
ens CRAF
ens BRAF
nat a RAF

ens ARAF
ens CRAF
ens BRAF
nat a RAF

ens ARAF
ens CRAF
ens BRAF
nat a RAF

ens ARAF
ens CRAF
ens BRAF
nat a RAF

————— VAAL SGGGCCGAEPGQAL FNGDIVEPEAGAGAGAAASSAADPAI PE 45
MAATSENNL VDI GRDL TREQRSLTVTDL DKEVLESGHFKSDQ KESQLYR 50

EVWNI KQMI KLTQEHI EALLDKFG- - GEHNPPSI YLEAYEEYTSKLDALQ 93
EVONVQQVI RLTEDEL KNLKELHKRTGFSHPPSI YFEEVEDLTVKLDALR 100

--------------------------------- NEP- - - - - - - - PRGPPA 9
EHI QGAVKTI SNGFGF- - - - - - - KDAVFDGSSCI SPTI VQQFGYQRRASD 44
QREQQLLESL GNGTDFSVSSSASMDTVTSSSSSSLSVLPSSLSVFQNPTD 143
NKEKTLLHKKPVQNGT- - - - - | HNDSSDDSAPSSPSPLRSG: - - ATSTSS 142

NG - AEPSF4/GTVKVYLPNKQRTVVTVRDGVEVYDSLDKALKVRGLNGD 57
LYGKL 1 Li5K | SNTI RVFLPNKQRTVWVRNGNVSLHDCLMKALKVRGLQPE 9
VARSNPKSPC EIVRYERENKCRIVYRARCCVIVRDSUKKARNVREHIRE 19
veDv! PSSP - RN ANTRARAR 102
. . : *** * k k- : . : * * ** .
COWYRLI - - - KGRKTVTAVDTAI APLDGEELI VEVLEL,  /PL IH 9¢
CCAVFRLLHEHKGKKARLDWNTDAASLI GEELQUDFLLH L TH 13¢
CCAVYRI Q- - DGEKKPI GADTDI SWLTGEELHVEVLEN. - -~ WL TTH 235
S ' 51 L 5B 237

** **** *kkkk Kk * * * %k k% **** ** *

NRQQPS— -- RFYHSVQI)LSGGSRQ—IEAPS— - NRPLNELLTPQGP SPR 191
| RQLLL- - - FPNSTI GDS- - GVPALPSLT- - - - MRRVRESVSRVPV- SSQ 229
LDLLFVSKFFEHHPI PQEEASLAETAL TSGSSPSAPASDSI GPQIl LTSPS 335
| YKRVLASNPPAATL PNVPTTPRPLGPRERS! SAPNVNM GQPGGPESI | 337
. . *
TQHCDPEHFPF- - - - PAPANAPLQRI RSTSTPNVHWSTTAP- MDSNLI Q 236
HRYSTPHAFTFNT SSPSSEGSL SQRQRSTSTPNVHMWSTTLP- VDSRM E 278
PSKSI Pl PQPFRPADEDHRNQFGQRDRSSSAPNVHI NTI EPVNI DDLI RD 385
VEWWLEKNYQHSRTRHEPATI SGGLI RQLSGQSSQRGHLSDI FTPDRDQG 387
* * .

L TGQSFSTDAAGSRGGSDGT PRGSPSPASVSSGRKSPHSKSPAE- QRERK 285

DAl RSHSESASPSALSS- - - - - - SPNNL SP- TGASQPKTPVPAQRERAPY 321
QGFRGDGGSTTAESATP- - - - - - PASL PGSL TNVKAL QKSPGPQRERKSS 429

NVFNFSAANSVPLSNVP- - - - - - TSQPYQPI SG PGSLLHPAKVRHRSKS 431
. . *
SLADDKKKVKNL GYRDSGYYWEVPPSEVQULKRI GTGSFGTVERGRIHGD 335
SGTQEKNKI RPRGQRDSSYYVE! EASEVMESTRI GSGSEGTVYKGKVHED 371
SSSEDRNRVKTL GRRDSSDDVE! PDGQI TVGQRI GSGSFGTVYKGKWHED 479
HSDNDNVKKTRNSRRDSNDDVE! NDGEVQVEQRIGSGSYGTVYKGEWHGT 451
. *** ** . *** ** * k k- :* * %k %
VAVKVLKVSQ’TAEQAQAFKNENQ\/LRKTRI-NNI LLEMGEMIRPGFAI | T 385
VAVKI LKVVDPTPEQFQAFRNEVAVL RKTRHVNI LLEMGYMIKDNLAI VT 421
VAVKMLNVTAPTPQOL QAFKNEVGVLRKTRHVNI LLFMGYSTKPQLAI VT 529
VAVKM.NVKDPNPQQL QAFKNEVAVL RKTRHVNI LLEMGCVBKPNLSI VT 531
**** * * *..:* *** ** khkkkhkkhkkhkkhkkkhkkkkk :- ::* *
QWCEGSSL YHHL HVADTREDMWGQL | DVARQTAGGVDYL HAKNI | HRDLKS 435
QUCEGSSL YKHLHVQETKFQVFQLI DI ARQTAQGVDYLHAKNI | HRDVKS 471
QACEGSSLYHHLHI | ETKFEM KLI DI ARQTAQGVDYLHAKSI | HRDLKS 579
QACEGSSL YRHL HVVENKFTMWQLLEI ARQSAQGVDYLHAKSI | HRDLKS 581

*kkkkkkkkk- kkk - . sk k sk s s kkkskhkks khkhkhkhkk kkkkk - kk
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Anhang

H. sapi ens ARAF NNI FLHEGL TVKI GDFGLATVKTRWSGAQPL EQPSGSVLWAAEVI RMQD 485
H. sapi ens CRAF NNI FLHEGL TVKI GDFGLATVKSRWEGSQQVEQPTGSVLWAPEVI RMQD 521
H. sapi ens BRAF NNI FLHEDL TVKI GDFGLATVKSRWSGSHQFEQL SGSI LWAPEVI RMQD 629
H. echi nata RAF NNI FLQEDL TVKVGDFGLATVKTRWSGDHGCEQPSGSI LWAPEVI KMQD 631
*****:*'****:*********:**** : * % :**:****'***:***
H. sapi ens ARAF PNPYSFQSDVYAYGWL YELMIGSLPYSH GCRDQ! | FMVGRGYLSPDLS 535
H. sapi ens CRAF NNPFSFQSDVYSYG VL YELMIGELPYSHI NNRDQ! | FMVGRGYASPDLS 571
H. sapi ens BRAF KNPYSFQSDVYAFG VLYELMIGQLPYSNI NNRDQ! | FMVGRGYLSPDLS 679
H. echi nata RAF PNPYTFMBDVYAFG Cl YELI TSTLPYSNI GNKDQLI YMVGRGYLRPDGS 681
* k- :* * k ok k. :*- :*** * **** * :** * * ok ok kkk ** ok
H. sapi ens ARAF KI SSNCPKANRRLLSDCLKFQ?EERPLFPQ EATIEEEQRSLPKI ERSAS 585
H. sapi ens CRAF KL YKNCPKAVKRL VADCVKKVKEERPLFPQ LSSI ELLQHSLPKI NRSAS 621
H. sapi ens BRAF KVRSNCPKAVKRLVAECLKKKRDERPLFPQ LASI ELLARSLPKI HRSAS 729
H. echi nata RAF KI RSDCPKALRRLYI DCI KYNREERPLFI QI LASI ESI LRALPKI TRSTS 731
*- .:**** :** :* * ::***** * k k- :** : ::**** **:*
H. sapi ens ARAF EPSLHR- TQADEL PACLLSAARLVP- - < - <<= <<= c - oo oo - 609
H. sapi ens CRAF EPSLHRAAHTED! NACTLTTSPRLPVF- - -« = <« =« = e oo - - 648
H. sapi ens BRAF EPSLNRAGFQTEDFSL YACASPKTPI QAGGYGAFPVH- - - - - - 766
H. echi nata RAF EPLLHRAKPSTDVDI SYPCPTPHTPI RGSGVFNFYSAQQQPVY 774

* % * * . *

Abb.4 Sequenzvergleich des mdglichdrydractinia RAF mit RAF-Sequenzen des Menschen

Hydractinia echinateRAF (siehe Anhang Abb. 3}iomo sapien8-RAF Sequenz (NCBI Reference Sequence: NP_00483223-2
RAF [Homo sapieris (UniProtKB/Swiss-Prot: P04049.1), A-RARHPpmo sapier]s (GenBank: AAH07514.1). Die spezifischen
Doménen wurden in PROSITE ermittelt. Der Sequengteh wurde mit ClustalW erstellt. [lllrot ist dieas binding domain®, in
@Filih das ,zinkfinger phorbol-ester /DAG-type prefilin blau die ,Protein-kinase* Doméne markiert.

MASGRKNKLNLGLI | NPAQPSL DPVQENSVSEPSSYKKDPI DEL KL GDL SL ENL SQDQKSRL EEFL RDKHKI KGEL RDEDFERI LELG
AGNGGVVLQVNHKPTNLVMARKL I RLEI KPAI RNQ MRELKVLHECNCPYI VGFYGAFYNDGEI SI CMEYMDGGSLDLI LKKAQRAPE
NI LGVI TYSVLKGLSYLREKHSI | HRDVKPSNI LI NSRGEI KLCDFGVSGQLI DSVMANSFVGTRSYMSPERL QGTHYSI RSDLWSLGL
SLVELALGRYPI PCLTTEDLI Kl FVDPSSQGVVL PPGAKAPAGSAEVKSLAI FELLDY! VNEEPPKL PSQYFSTEFCDFI NQCLKKNP
NDRADL KEL L VHPW KRAEADKNSI DLAGW/TRI M3 DVQTNV

Abb.5 Sequenz des moglicheHydractinia MEK-Proteins
Die Sequenz wurde durch eine BLAST-Analyse mit moblishem MEK1- (NCBI Reference Sequence: NP_10958md MEK2-
Protein (NCBI Reference Sequence: NP_109587.1)ranskriptom vorHydractiniaermittelt

H. sapi ens Mek2 MLARRKPVLPA- LTI NPTl AEGPSPTSEGASEANLVDL - - - - KKLEELE 45

H. sapi ens Mekl - MPKKKPTP- - - | QLNP- APDGSAVNGTSSAETNLEAL- - - - QKKLEELE 41

H. echi nat a Mek IVASGRKNKLNLGLI | NPAQ:’SLDPVQENSVSEPSSYKKDPI DELKLGDLS 50

-k k . * % . *

H sapiens Mek2 LD- - - EQUKKRLEAFLTQKAKVG ELK_ 91

H sapiens Mek1l LD- - - EQQRKRLEAFL TQKQKVG- EL KDDDEEKIISEEGAGNGEWERVSH 87

H echi nata Mek LENL SQDQKSRL EEFLRDKHKI KGELRDEDFERI LELGAGNGGWLQVNH 100

*:.*** * % :* * ** * *** * khkkkkkkkkk :*.

M sapiens Mek2 RPSGLI MAR LI HLEI KPAI RNQ | RELQULHECNSPYI VGFYGAFYSDG 141

H sapiens Mekl KPSGLVMAR LI HLEI KPAI RNQ | RELQVLHECNSPYI VGFYGAFYSDG 137

H.echi nata Mek KPTNLVMAR LI RLEI KPAI RNQ MRELKVLHECNCPYI VGFYGAFYNDG 150
: *: . *: ******: ***********: ***: ******. ***********. * %

M sapiens Mek2 I S| OVEHNDGGSLDQVL KEAKR! PEEI LGKVSI AVLRGLAYLREKHQ M 191

H sapiens Mkl El S| GVEHVDGGSLDQVL KKAGR! PEQI LGKVSI AVl KGLTYLREKHKI M 187

H. echi nata Mk I S| QVEYMDGGSLDLI LKKAGRAPEN! LGVI TYSVLKGLSYLREKFSI | 200
******* * Kk k Kk ok ok Kk :** *  %x ** * % % :- -*::** ****** *

H sapiens Mek2 HREVKPSNI LVNSRGE! KLCDFGVSGQLI DSMANSFVGTRSYNAPERLQG 241

H sapiens Mkl HREVKPSNI LVNSRGE! KLCDFGVSGQLI DSMANSFVGTRSYNSPERLQG 237

H. echi nata Mek HREVKPSNI LI NSRGE! KLCDFGVSGQLI DSMANSFVGTRSYNEPERLQG 250
**********: ********************************: * k ok k k%

M sapiens Mek2 THYSVQSD! WSMELSLVELAVGRYPI PPPDAKELEA| FGRPVWDGEEGEP 291

H sapiens Mekl THYSVQSDI VSMELSLVEMAVGRYP| PPPDAKELELMFG: CQVEGDAAET 2836

H.echi nata Mek THYS! RSDLWSLGLSLVELALGRYPI PCLTTEDLI K| FVDPSSQG -~ 295

kkkk- - kk-kk-khkhkhkhkk- k- kkkkkk ERCIEEE -k -k
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H sapiens Mek2 HSI SPRPRPPGRPVSGHGVDSRPAVAI FELLDYI VNEPPPKLPNGVFTPD 341
H sapiens Mekl P- - - PRPRTPGRPL SSYGVDSRPPMAl FELLDYI VNEPPPKLPSGVFSLE 333
H echinata Mek ===~ WLPPG: AKAPAGSAEVKSLAI FELLDYI VNEEPPKLPSQFSTE 339
* % ':************ ***** *
H. sapiens Mek2 _KRSEVEE- - VDFAC-W_CKTLRL 389
H. sapi ens Mekl FODRVNKCENKNPAERADEKQEVVFAFIKRSDAEE- - VDFAGALCSTI GL 381
H. echi nata Mek FCDRINQCEKKNPNDRADEKEREVEPWIKRAEADKNSI DLAGWTRI MGl 389
*:**** ***:****** *.:***_:.__ :* ***

H. sapi ens Mek2 NQPGTPTRTAV- 400

H. sapi ens Mek1l NQPSTPTHAAGY 393

H. echi nata Mek DVQINV- - - - - - 395

Abb.6 Sequenzvergleich des mdglichddydractinia MEK mit MEK-Sequenzen des Menschen

Hydractinia echinataMEK (siehe Anhang Abb.5)Homo sapiendMEK2 (NCBI Reference Sequence: NP_109587.1) Hodho

sapiensMEK1 (NCBI Reference Sequence: NP_109587.1jliifi gst nach PROSITE die , protein-kinase domain“grau die
LATP binding site*, inJil§t die ,proton acceptoreitund in gelb der MEK1/1 ,activation —loop* eingebt. Hier wird Serin 218 in
Homo sapiensVMEK1 und Serin 222 in MEK2 werden durch RAF phasptiert (Wortzel et al., 2011). Der Sequenzverdfiei
wurde mit ClustalW erstellt.

MAAVNPPETVRGQVFDVAPRYKGLNYl GEGAYGWCSATDTVHGSKVAI KKI SPFEHQTYCQRTLREI KI LARFNHENI | NI MDI KRT
| DEMKDVY!I VQTLMETDL YKLLKSQKLSNDHI CYFLYQ LRGLKYI HSANVLHRDLKPSNLLLNTTCDLKI COFGLARVADPEHDHTG
| LTEYVATRWRAPEI MLNSKGYTKSI DI WBVGC!I LAEM_SNRPLFPGKHYLDQLNLI LNVLGSPDQEALQFI RNEKARSYLI GLPKK
RTPWAQLFPSASAKAL DL L DKL L TFNPEKRVTVEEAL AHEYL EQYYDPQDEPVAEEPFTFNTEL DDL PKEKLKELI FESTKMYGD

Abb.7 Sequenz des mdglicheHydractinia ERK-Proteins
Die Sequenz wurden durch eine BLAST-Analyse mit ssatichem ERK1 (NCBI Reference Sequence: NP_002F8ndmen-
schlichemERK2 (NCBI Reference Sequence: NP_620407.1) (35)1m Transkriptom voilydractiniaermittelt

H. sapi ens ERKL MAAAAAQGGGGGEPRRTEGVGPGVPGEVEMVKGQPFDVGPRYTQLQYI GE 50

H.sapi ens ERK2 MAAAAAAG: - - - - == - - - - AGP--- - -- EMVRGQVFDVGPRYTNLSYI GE 33

H. echi nata ERK MAAVNPPE- - - - - =« cs e cme e me e TVRGQVFDVAPRYKGLNYI GE 29
*** * * % *** *** * * % % %

H. sapi ens ERK1 GAYGWSSAYDHVRKTRVAI KKI SPFEHQTYOQRTLRE! QO LLRERHENV 100

H. sapi ens ERK2 GAYGWCSAYDNVNKVRVAI KKI SPFEHQTYCQRTLREI KI LLRSRHENI 83

H. echi nata ERK GAYGWCSATDTVHGSKVAI KKI SPFEHQTYCQRTLREI KI LARFNHENI 79
******.** * *. :**********************:** * .***:

H. sapi ens ERK1 | Gl RDI LRASTLEANRDVY! VQDLVETDLYKLLKSQQLSNDH CYFLYQ 150

H. sapi ens ERK2 | Gl NDI | RAPTI EQVKDVY! VQDLVETDLYKLLKTQHLSNDH CYFLYQ 133

H. echi nata ERK I NI MDI KRSPTI DENKDVY! VQTLVETDL YKLLKSQKLSNDH CYFLYQ 129
* * Kk k k. '*-: * * k Kk k k% *********** * EREEE R E R E SRR RS

H. sapi ens ERKL LRGLKYI HSANVLHH:LKPSNLLI NTTCDLKI COFGLARI ADPEHDHTGE 200

H. sapi ens ERK2 LRGLKY! HSANVL HRBL KPSNLLLNTTCDLEI CDFGLARVADPDHDHTGF 183

H. echi nata ERK LRGLKY! HSANVL HRBL KPSNLLLNTTCDLKI CDFGLARVADPEHDHTG 179
***********************: ******: ********: ***: *****:

H. sapi ens ERKL LTEYVATRWRAPEI MLNSKGYTKSI DI WSVGCI LAEM_SNRPI FPGKHY 250

H. sapi ens ERK2 LTEYVATRWRAPEI MLNSKGYTKSI DI WSVGCI LAEM_SNRPI FPGKHY 233

H. echi nata ERK LTEYVATRWRAPEI MLNSKGYTKSI DI WSVGCI LAEM_SNRPLFPGKHY 229
*******************************************: * ok ok kk ok

H. sapi ens ERK1 LDQLNHI LGl LGSPSQEDLNCI | NVKARNYL QSLPSKTKVAWAKLFPKSD 300

H. sapi ens ERK2 LDQLNHI LGl LGSPSQEDLNCI | NLKARNYL LSLPHKNKVPWARLFPNAD 283

H. echi nata ERK LDQLNLI LNVLGSPDQEALQFI RNEKARSYLI GLPVKKRTPWAQLFPSAS 279
*kkkk kx :**** * % * *  %* *** * % '** * L. * :*** s

H. sapi ens ERKL SKALDEEDRVETENPNKRI TVEEALARPYLEQYYDPTDEPVAEEPFTFAM 350

H.sapi ens ERK2 SKALDLLDKV.TFNPHKRI EVEQALAHPYLEQYYDPSDEPI AEAPFKFDM 333

H. echi nata ERK JAKAL DL L DKL L TENPEKRVTVEEALAHEYLEQYYDPQDEPVAEEPFTENT 329

IR U I N XKk kkkk Khkkkkkkk kkk- kk **k X
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Anhang

H. sapi ens RK1l ELDDLPKERLKELI FQETARFQPGVLEAP 379
H. sapi ens ERK2 ELDDLPKEKLKELI FEETARFQPGYRS- - 360
H. echi nat a ERK ELDDLPKEKLKELI FESTKMYGD- - - - - - 352

******** ****** *

Abb.8 Sequenzvergleich des méglichddydractinia ERK mit ERK1 und ERK2 des Menschen

Hydractinia echinataERK (siehe Anhang Abb.7}lomo sapien€£RK1 (NCBI Reference Sequence: NP_002737.2) idacho
sapiensERK2 (NCBI Reference Sequence: NP_620407.1). Ikigidgie ,Protein-Kinase* Domane, in grau die ATRding site
und ini8t die ,proton acceptor site* nach PROStEgestellt. Der Sequenzvergleich wurde mit Clitgtatstellt. Infgfiin sind die
durch die Kinase MEK1 in ERK vadomo sapienghosphorylierten Threonin 202 und Tyrosin 204 rieatkWortzel et al., 2011).

A)

MAPSL EFSL DKHYFWHGKEPSTKI DVHCMLPNG LI SFPLI RADTLLDKI KKELWKEASRYSL FHLL RPKDEYVFVGVSSKGGTEEL |
DEEQSLFDVKPVRPYLKVVQKQGDEAEKKATQSI SMLI GRSl TSTKNEEVSDFRKKRVSI CETI AYQRGRSSWSNRAI YSYPPEFEED
ESLPPTI TEKLKATSNRI HLSVSVIVKNSSNTFEVPCTYFPKDLI DVAL RKRAQTLKQNVVENSDDY! LKVHGRL SFFLGHI VQDEYGE
ELYLEKHLI QYKYl RECLLVWDKKPKLVI | PKSEMVWCGRVRAPTI TONPPPLPRRRHGNYNEI CLWDI SPSTMLRI KVWCALNVNAGOM
VWKEVQCGL FHGGEEVCEKQT TTRQKG HPCWNEFLEFPLSVSVLPRVARLCFYI | GYQQKDTRKKKPVPI AW/NI PVFNYKGVLNSGS
CRLYCWQSGVKVASNSONFLNPLGTVASSGNENGPCI VI EFMNFVHTVWVYPSDDFI FEI AAKSVASRDNHPFL VKGGKOQHRQKI EEI |
KRDSL ASMFEEDKEL L WKL RAECCHDYPNSL PKL L QCVKWHSHEDVAQ RFLLHNWRREPLEVEI ALDLLDYKFPDNKVRSLAVEVLD
NL SDCGEL EMYLLQLVQALKFESYLDSPLAGYLLRRALNNRRI GHYL FWHLKAEVSNPECSL QFGLLLEMYCRGAVDHI Pl LLRQVEAI
GKMKTVTEI LQSYKDOQDNVKKLQLVRECFNGSSYI KAFSNI | SPLDPSI KLKCLRVEKCKYMSSKKKPLW.VFENADEGAEDVLI | FK
NGDDL RQDVLTLL SLRLVDNVWKKAGYDYG | PYRCLSTGSMGLI EVVPDSETLGRI QASRGSI RGYWKEDNL YQW. QEHCKGNGDK
LDTFMGNFVRSVVGYSVAT YVL GVGDRHNDNI MVKYDTGQLFHI DFGHFLGNFKSKFG KRERVKFVLTSDI LYl FRQLKNQGSEEL G
DRFKEMCI DAFKTLRSKGNLFI TVFAMLLSTG PEL EQPNDL DYL RDSL AM.KDEADAVRHFESSYREAHANRSL TTVNWWFHNLNHY
WG

B)

MTFLSKYNFWHGKEPTSKI NVECFLPNG CVSLPLI KADTVLARI KAVLWEAERYAL FHLLKSPDHYVFEVVSKGGTEEL | DENVSL
FDI KPVRPYLKI VPRLGDDL EKVLNSKI SMLVGGTKGTAKNEEVNDFRNRYSEFCKNI SSQRRSTTWERRAI YTYPPEYDEEDQPSET
LKKRLVFTNWHLKVSVSVATKTSFTFNVPYKTYPKEL LKVAL TKKDNTSSRASVET YNDYVL RVFGCLNFFL GYVVQVDGQE! YGEKS
LFQYKYI QQCLLWNKPI KLQLVRKTDVAVEPFAI GRTPVRPPVI PPKKQRSI SLWNLSPSTKLKI KI | CALNVNSPAMVKEVVCG YH
GTEEMCEQRKTSI QSGVNPQWKEFLEFDI PVSEL PRVAKL CFSI VGRKRGQAKKTI | AW/NVTANDFKSCLRSGVARL YCWFNYGKLD
SEI GLLNPLGTVASSENEGGPCI VI NCVKFSNQVAYPMVEEEI | ELAQCAAARASVONPTASRQQLSHI EEI | KKDI LASLFDEEKEL L
WWOQFRNVCRSDYPESL PKLL QSVKWNRKEEVAQL YVLL QNVKI QAL QVETAL DL L DYSFPDDKVRELAVRVL ENL SDGELEMYLLQLVQ
ALKYESYLHSPLGRFLLGRALNNKRI GHYLFWHLKAELRNHDCSLLFG LLEFYCI GAVSHI DTLLRQVEAI NKLKTI TEI LQANKDD
AKQRDNQL RNLFNQPAYVKAFSGVI SPL DPSMHL KKL KVEKCKHVDSAKKPLW.VFENVDEGAED! Y1 | FKNGDDLRQDML.TLLSLRL
MENVWRKSNLDYGLI PYKCLSTGYQ GM EVWWTQSETLARI QARHGRFGVLSNSSLYTW SNKCNNEETLADCVSNFTRSLI GYSI AT
YALG GDRHNDNVMVKYDTGQLFHI DFGHFL GNFKTKFGVRRERVKFLLPDEFI Y1 | ERTNKNI SRRENFDNFRKMCI EAFKTLRSHG
NLI'I TVFAMLLSTG PELKQPEDLDY!I RDSLAL QKDEADAI EHFSAAFKEAYDRRGSTSVMAM HSVRHHW

Abb.9 Sequenzen von zwei moglichedydractinia p110-Proteinen

Die Sequenzen wurden durch eine BLAST- Analyse.{318) mit menschlichem p110-alphiddmo sapierlsNCBI Reference
Sequence: NP_006209.2; p110-betborho sapierisNCBI Reference Sequence: NP_006210.1; pl10-gaifitfeeno sapieris
NCBI Reference Sequence: NP_001269356.1; p110{déttmo sapierjsNCBI Reference Sequence: NP_005017.3) im Trapskri
tom vonHydractiniaermittelt.

H sapiens Pl3KpllObeta  MCFSFI MPPAVADI LDl WAVDSQ ASDESIIPVDREEPTGIVIQEEVPREA 50
H. sapiens Pl 3Kpll0al pha  ------ VPPRPSS- GELWG HLIVPPR- - - [NEVECEEPNGVINVTEECEREA 40
H echinata PI3Kp1101 ~  ------ MAPSL EFSL DKHYFWHGKEPSTRIIDVHCVEPNGIENSEPENRAD 44
H echinata Pl3Kp1102 ~  ------=--- MTF- LSKYNFV\HGKE_ 39
H.sapiens PI3Kpllobeta  [SY- KGVEVKQVENYRNENEENDIDSYNEACYNRAVYEEIEDETRRY o9
H sapi ens Pl3KpLl0al pha |- HKFEEFKEARKYPEHQUEQDESSYIIEVSVIQEAEREERFDETRRY 59
H echinata Pl 3Kp1101 TLLDKI KKELVKEASRYSL FHLL RPKDEYVFVGVSSKGGTEEL | DEEQSL 64
H echinata Pl 3KpL102 TVLAR! KAVLVQEAERYAL FHLL KSPDHYVFEVVS- KGGTEEL| DENVSL 88

* - * % koo oe . * . -k k * . Kk * * %k - * % *
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Anhang

IITTT

IITTT

IITTT

ITTT

IrIrrr rTrrxrx ITIITT ITITTITI T IIT IITT

IITTT

IITTT

sapi
sapi
echi
echi

sapi
sapi
echi
echi

sapi
sapi
echi
echi

sapi
sapi
echi
echi

sapi
sapi
echi
echi

sapi
sapi
echi
echi

sapi
sapi
echi
echi

sapi
sapi
echi
echi

sapi
sapi
echi
echi

sapi
sapi
echi
echi

sapi
sapi
echi
echi

sapi
sapi
echi
echi

ens
ens
nat a
nat a

ens
ens
nat a
nat a

ens
ens
nat a
nat a

ens
ens
nat a
nat a

ens
ens
nat a
nat a

ens
ens
nat a
nat a

ens
ens
nat a
nat a

ens
ens
nat a
nat a

ens
ens
nat a
nat a

ens
ens
nat a
nat a

ens
ens
nat a
nat a

ens
ens
nat a
nat a

Pl 3Kp110bet a
Pl 3Kp110al pha
Pl 3Kp1101
Pl 3Kp1102

Pl 3Kpl110bet a
Pl 3Kp110al pha
Pl 3Kp1101
Pl 3Kp1102

Pl 3Kp110bet a
Pl 3Kp110al pha
Pl 3Kp1101
Pl 3Kp1102

Pl 3Kp110bet a
Pl 3Kpl110al pha
Pl 3Kp1101
Pl 3Kp1102

Pl 3Kp110bet a
Pl 3Kp110al pha
Pl 3Kp1101
Pl 3Kp1102

Pl 3Kp110bet a
Pl 3Kp110al pha
Pl 3Kp1101
Pl 3Kp1102

Pl 3Kp110bet a
Pl 3Kp110al pha
Pl 3Kp1101
PI 3Kp1102

Pl 3Kp110bet a
Pl 3Kp110al pha
Pl 3Kp1101
Pl 3Kp1102

Pl 3Kpl110bet a
Pl 3Kp110al pha
Pl 3Kp1101
Pl 3Kp1102

Pl 3Kp110bet a
Pl 3Kp110al pha
Pl 3Kp1101
Pl 3Kp1102

Pl 3Kp110bet a
Pl 3Kp110al pha
Pl 3Kp1101
Pl 3Kp1102

Pl 3Kp110bet a
Pl 3Kp110al pha
Pl 3Kp1101
Pl 3Kp1102

148
139
141
135

CDVRPEEPVERIVITRSCDPGEK- LDSKI GVLI GKGLHEFDSLKDPEVNEF
CDEREFQPRERVIIERY GNREEKI LNRE! GFAI GVPVCEFDWKDPEVQDF
FDVKPYRPYERWWEKGCDEAEKKATQS! SMLI GR- - - S| TSTKNEEVSDF

_GDD_EKVLNSKI SM_VGG - - TKGTAKNEEVNDF

** * % * -* *: * % :*
RRKNRKFSEEKILSLVCLSMNDMLKCWYPPEHEPS——IPENLEDKLY(I} 195
RRNI' LNVCKEAVDL RDLNSPHSRAMYVYPPNVESSPEL PKHI YNKLDKG- 188

191
185

RKKRVSI CETI AYQRGRSSWENRAI YSYPPEFEEDESL PPTI TEKLKATS
RNRYSEFCKNISSQRRSTTMERRAIYTYPPEYDEEEEPSETLKKRLVFTN
- KLI VAVHFEN- - - - CQDVFSFQVSPNIVNPI KVNELAI Q(RLTI HGKEI]E
- Q1 WI W/ VSPNNDKQKYTLKI NHDCVPEQVI AEAI RKKTRSM_L SSE
NRI HLSVSVMK- - - - - NSSNTFEVPCTYFPKDL I DVAL RKRAQTL KONV
WHLKVSVSVAT- - - - - KTSFTENVPYKTYPKEL L KVAL TKKDNTSSRASV

240
237
236
230
------- VSPYDYVLCVSGRVEYVFG—------------DHPLICFCNIR
QLKLCVLEYQCKYI LKVCGCDEYFLE- - ----------- KYPLSQYKYI R 274
------- ENSDDY! LKVHGRLSFFLGH VQDEYGEELYLEKHLI QYKYI R 279
------- ETYNDYVLRVFGCL NFFLGYWQJD— GQEl YGEKSL FQYKYI Q 272
NCVNNRALPHFILVECCKIKKNVEQENIAIEAAINRNSSNLPLPLPPKKT
SCl MLGRVPNLM_VAKESL YSQLPMDCFTMPSYSRRI S- - - TATPYMNGE

270

320
321

ECLLWDKKPKLVI | PKSEWV- - - - VGRVRAPTI TQNPP- - - PLPRRRHGN 322
QCLLWAKPI KLQLVRKTDMA- - - - VEPFAI GRTPVRPP- - - VI PPKKQ- - 313
RI | SHYWENNNPFQ VLVKGN- - KLNTEETVKVHVRAGLFHGTELLCKTI 368

TSTKSLW/I NSALRI | LCATYV- NVNI RDI DKI YVRTG YHGGEPLCDNV 371
YNEI CLWDI SPSTMLRI KWCAL NVNAGOWK- EVQCGLFHGGEEVCEKQ 371
- RSI SLWALSPSTKLKI KI | CALNVNSPAMWK- EWCGE YHGTEEMCEQR 361

-* * * s ek kK

VSSEVSGKNDHIMNEPLEFU NICDLPRNARLCFAVYAVLDKVKTKKSTK 418

NTQRVPC- SNPRVWNEWLNYDI Yl PDLPRAARL CLSI CSVKGRKGAKEE- - 418
TTTRQKG- | HPFCWNEFLEFPLSVSVLPRVARLCFYI | GYQQKDTRKKK- - 418
407

KTSI QsG VNPQ/\KEFLEFD| PVSEL PRVAKL CFSI VGRKRGQAKKT— --
* * s : * % * * *

TI NPSKYQTI RKAGKVHYPVAV\X/NTM/FDFKGQ_RTGDI | LHSV\SS— --F 465

---------------- HCPLAVGNI NLFDYTDTLVSGKVALNLWP- - - -V 448

---------------- PVPI AW/NI PVENYKGVLNSGSCRL YCWQSGVKM 452

—————————————————— I I AWNVTAMDFKSCLRSGVARL YCWFNYGKL 439

: * %  %x . * * *

PDELEENLNPNGTVCFNPYTENATALHVKFPENKKQPYYYPPFDKIIEKA 515
PHGLEDLLNPI GVTGSNPNKE- TPCLELEFDWFSSV- VKFPDVBVI EEHA 496
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B3 *-**

H. sapi ens Pl 3Kp110bet a FLDCAL SRFLLERALGNRRI GQFLFWHLRSEVHI PAVSVQFGVI LEAYCR 700
H. sapi ens Pl 3Kpll10al pha YLDNLLVRFLLKKALTNQRI GHFFFWHLKSEMHNKTVSQRFGLLLESYCR 693
H. echi nata Pl 3Kp1101 YLDSPLAGYLLRRALNNRRI GHYL FWHLKAEVSNPECSLQFGLLLEMYCR 688
H. echi nata Pl 3Kp1102 YLHSPLGRFLLGRALNNKRI GHYLFWHLKAELRNHDCSLLFG LLEFYCI 672
-* * :**::**'-*- :***:*- * **:** * %
H. sapi ens Pl 3Kpl10bet a GSVGHM(VLSKQ\/EALNKLKTLNSLI KLNAVKLNRAKGKEAVHTCLKQSA 750
H. sapi ens Pl 3Kpll10al pha ACGWLKHLNRQVEAMEKLI NLTDI LKQEKKDETQKVQVKFLVEQVRRPD 743
H. echi nata Pl 3Kp1101 GAVDHI Pl LLRQVEAI GKMKTVTEI LQSYKDQDNVKKL- QLVRECFNGSS 737
H. echi nata Pl 3Kp1102 GAVSHI DTLLRQ\/EAI NKLKTI TEI LQANKD— DAKQRD- NQ_RNLFNQDA 720
* - * ** *-
H. sapi ens Pl 3KpllObeta YREALSDL(BPLNPCVI LSELYVEKCKYI\/DSKI\/KPLW_WNNKVFGEDSE 800
H. sapi ens Pl 3Kpll10al pha FIVDAL QGFL SPLNPAHQL GNLRLEECRI MSSAKRPLW.NVENPDI MSELL 793
H. echi nata Pl 3Kp1101 Yl KAFSNI | SPLDPSI KLKCLRVEKCKYNMSSKKKPLW.VFENADEGAEDY, 787
H. echi nata Pl 3Kp1102 YVKAFSGVI SPLDPSM—|LKKLKVEKCKHI\/DSAKKPLV\LVFENI\/DEGAEIZﬂ 770
. *- . *** * * * * * * :**** *
H sapi ens Pl 3KpLiobeta :— B PKNGDDL RQDVLTL QUL RLVDL LVKEAGL DL RVLPYGCLATGD 289
T P YR TS - O\ T FKNGDDLRODIVLTLQ T R VEN VIONQGLDLRVLPYGOLS GD 08
H echinata Pl 3Kp1101 R T o RV T SR WWRA D G T VRO ST R
H echinata Pl 3KpL102 M T POEDLRDU TLLSLAMENVRGNL DG PYROLSTSY R
:*** kkhkkkkkkkkkk . ::** ** *
T PSR IS RSP <SGl | £\VSTSETI ADI QLNSSNVAAAAAPNKDALLIVE KEYNSSGDDL (2008
H sapi ens Pl 3Kp110al pha RKGAL QENSHTLHO KOKNIIKGET v gy
H echinata Pl 3KpL101 --881
H echinata Pl 3Kp1102 TS - RN eo?
* * ok kK * *
H sapi ens Pl 3KpLiobeta - KTGQLFH DFGH LG 28
H sapi ens Pl 3Kp110al pha DDGQLFH DFEGHFLD [
H echinata Pl 3KpL101 DTV VRSVVGYSVATYVE GVGDRFNDN MVKYDTGLFHI DFGHFLG (et}
H echinata Pl 3Kp1102 RDCVSNF TRSLI GYS| ATYALG GORFNDNVMVKYDTGLFHI DFGHFLG (2B
* ** * ** * Kk kK '*- . ********** *
Wsapiens PioKkpliobets | ESIEENEEEEINKPANNSSENE - [ EETHIESENeo!
T BTSN 1<KKi<F G KRERV VLT QDF LI VI SKGAGECT KTREFERF GENDYRAYL ()
H echinata Pl 3KpL101 O KNQGSEEL GDRFKEND] DAFK Y
H echinata Pl 3Kp1102 NPRTKFGVRRERVKELLPDEFT VI T ERTKN SRRENFDNRAIVC EACK B
: * * k * * Kk kK * *
RPN R WS ETISSPUN | RRHGALF I TLFALNLTAGLPEL TSVKDI QL KDSLALGKSEEEALKQE HePe]
R R e Lol T A1 RO-ANL 1 N SMVLGSGVPEL Qo DD AV RKTLALDKTEGEALEYE Rty
H echinata Pl 3KpL101 TCRSKGNLFI TVFAM LSTGl PELEGPNDLDYLROSLAVKDEADAVR-E e
H echinata Pl 3Kp1102 [LRS-GLI L TVEkLLSTG PELCPEDL DV RESLALOCEADA B (i
. * * - % * - * * k *
H sapi ens Pl 3Kpl1l0Obet a _;ESWI'TKVN\M/AHI'VRKDYRS 1070
H. sapi ens Pl 3Kp110al pha 1068
H. echi nata Pl 3Kp1101 1059
H. echi nata Pl 3Kp1102 - 1040

Abb.10 Sequenzvergleich der méglichehlydractinia p110-Proteine mit p110 alpha und beta des Menschen

Hydractiniap110 1 und 2 (siehe Anhang Abb.B)omo sapiengphosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 3-kinaselgc subunit
alpha isoform Homo sapierisNCBI Reference Sequence: NP_006209.2; phosphiatidjtol 4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic
subunit beta isoform isoform Hpmo sapierisNCBI Reference Sequence: NP_006210.1). Farblieinkiert wurden die nach
PROSITE erkannten Doméanen. Der Sequenzvergleictenmit ClustalW erstellt. IRNgFLn markiert ist djghosphatidylinositol 3-
kinase adaptor-binding (PI3K ABD) domain®, in hédlb markiert ist die ,phosphatidylinositol 3-kinaReas-binding domain (PI3K
RBD)*, in gelb markiert ist die ,phosphatidylinasit 3-kinase CE (PI3K C2) domain“ und iffiJiilltkis miark ist
das“phosphatidolinositol 3- and 4-kinase familyfppeo(P13_4_Kinsase_3). In grau markiert ist didKmelical domain®.
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MBSNTETKQKSSGSTVDPSL KKKREDYHFGKI LGEGSYSEVVLAREHATQKEYAMKI LI KQHI | REKKVPYVSREKEVMKMINHPFI V
RLYFTFQDKENL YYGLSYAKGGELLQY! | KLGSFDEECTRFYSAEL| VALEYLHGLG | HRDLKPENI LLSEDIVHI KLADFGTAKI LN
KNDPTSKGEKANSFVGTAQYVSPEL L SEKVCYKSSDLWAL GCI | YQLLAGRPPFRAANEYLI FOKI | KLEYTFPEGFLLEPKDLVSNL
L VL DPKKRL GCDDMGGYETLKSHTFYKGVDFENL HKTDPPKLKL YL PSNDPAQPAFSEEVDI STL MDKDDDL DEVEEL ERFNI TEHKNY
TTKTETEAEKQKADL KKQKKESI WHPFVDGHLI LKMSG VDKRKGL FAKRRQFLL TEGPEL YYVDPHAMVLKGKI PWTKEL RPEVKNFR
| FFVHTPHRTYYLEDPASRATEWKM EEVHKRYFGTKK

Abb.11 Sequenz des moglichedydractinia PDK1-Proteins
Die Sequenzen wurden durch eine BLAST-Analyse {319) mit menschlichem PDKHpmo sapierjsGenBank: AAC51825.1)
im Transkriptom vorHydractiniaermittelt.
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TFQDDEKLYFGLSYAKNGELLKY! RKI GSFDETCTRFYTAEI VSALEYLH 200
TFCDDEKLYFGLSYAKNGELLKY| RKI GSFDETCTREYTAEI VSALEYLH 197
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GKG | HRDLKPENI LLNEDVH Q TDFGTAKVLS: - - PESKQARANSFVG 247
GKG | HROLKPENI LLNEDVH Q TDFGTAKVLS: - - PESKQARANSFVG 244
GLG | HRDLKPENI LLSEDVH KLADFGTAKI LNKNDPTSKGEKANSFVG 192
DLG | HRDLKPENI LLSEDVH KLADFGTAKLLNSSQM GE- KKKNSFVG 181
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------ TNDDUINERYNOG 275
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M nuscul us PDK1 KGElI PWSQEL RPEAKNFKTFFVHTPNRTYYL VDPSGNAHKWCRKI QEVWR 547
H. sapi ens PDK1 KGEl PWSQEL RPEAKNFKTFFVHTPNRTYYL VDPSGNAHKWCRKI QGEVAR 544
H. echi nat a PDK1 KGKI PWTKEL RPEVKNFRI FFVHTPHRTYYLEDPASRATEWKM EEVHK 472
H. vul gari s PDK1 KGKI PWTKDL RPEAKNFKI FFI HTPRRTYYLEDPESNAVAW/KEI EKVHE 444
**:***:::****'***: **:***'***** * % "* * : *::*
M nuscul us PDK1 QQYQSNPDAAVQ 559
H. sapi ens PDK1 QRYQSHPDAAVQ 556
H. echi nat a PDK1 RYFGTKK- - - - - - 479

H. vul garis PDK1 RYETSI NNSSFW 457

Abb.12 Sequenzvergleich der méglichehRlydractinia PDK1 mit PDK1-Sequenzen anderer Organismen

Hydractinia PDK1 (siehe Anhang Abb.11), PDK1H¢mo sapieris GenBank: AAC51825.1),Hydra vulgaris PDK1 (3-
phosphoinositide-dependent protein kinaselyldfa vulgari$ NCBI Reference Sequence: NP_001267831.1) unildermusculus
(PDK1 isoform A Mus musculi$CBI Reference Sequence: NP_035192.2)lllfill griidiésProtein-Kinase Doméane und'in blau die
PI3K ,plekstrin homology* Doméne nach Pfam marki€er Sequenzvergleich wurde mit ClustalW erstellt.

A)

MBTEL YTVKEGAL MKRGEY! KNWRPRYFVL RSDGSFL GFKDKPKGEI NSVDPLNNFSVERCQ MKONKPKPNGFVI RCFQLTTLVERT
FAVDSSSDREDW SAI EDVSNRMKKEEKARDGAI SSTHDSDASSKMT L EDFEM_KVL GKGT FGKVM. GKEKKTGNVFAI KLLRKDVI L
AKDEVEHTL TENRVL QSAKHPFL TELKYSFQTTDRLI FVMVEYVNGGEL FFHL SRDKVFSEARSRFYGAEI TLALKYLHEKKI VYRDLK
LENLLI DSDGHI KI TDFGLCKQEI SFADT TKTFCGTPEYLAPEVL EDNDYGHAVDWAGFGVVL YEM. CGRLPFYNRDHEVLFELI LSE
PVRFPSRLTPQSKSI LNG.LEKSPEKRL GGTSRDAEQVIVAHEFFEL | NVWDI FHKKI PPPFKPSI DNKEDVKYFDEDFTRETPRLTPP
EGTLEDYAKTNFPEFSFVGNGEELNK

B)

MVDDPHLI KEGALMKRGEY! KTWRPRYFRL FSDGSFL GYREKL DDYNVEPENDFSVKRCQ MKTGKQKTFSFVI RCFQLSWI ERTFA
VDTSVERELW. TSI ENVSANVI ARTKL RQGSNKTHTKYSL YKPTMTVEDFEL L KVL GKGTFGKVMWKEKKTGKI FAMKLLRKDVI LE
KGEVEHTL TENRVL QSAKHPFL TELKYSFQT TDRL VFVVEYVKGGEL FYHL SKEKRFSVARSRFYAAEMTLALKYLHENKI | YRDIVKL
ENLLLDEHGHI KI TDFGLCKEEI SFSDTTKTFCGTPEYLAPEVL EDHDYGLAVDWAGFGVVLYEM_L GRLPFFSRNHEGLFEM LTKP
VQYPPNI DLDAKSI | DGLLEKNPKKRLGGSI RDAEEVVEHAFFTLI SWADI FQKKI PPPFKPLI SSETDSQNFSCEFTDLDPKLSI SR
DSTPEKKVEQEPPAVTQERKKFSTDAI SVDSTSTKSRQGSKKYSI TPSGSSKSL SGSKKEKKAKQKVKLVSTV

Abb.13Aminoséure-Sequenzen moglichadydractinia AKT-Proteine

Die Sequenzen wurden durch eine BLAST-Analyse 1318) mit menschlichem AKT Komo sapierisAKT 3 NCBI Reference
Sequence: NP_005456.1tidmo sapierisAKT2 NCBI Reference Sequence: NP_001617Horho sapieisAKT1 GenBank:
AAA36539.1).im Transkriptom vohlydractiniaermittelt.

M sapiens AKT3 MYV | VKEGA/QKRGEY! KNVRPRYFLLKTDGSF| GYKEKPQDVDL IR
H sapiens AKT1 M VAl VKEGHL HKRGE YT KTVIRPRYFLLKNDGTF1 GYKERPQOVOGRERRRY
H sapiens AKT2 VN2 SVT KEGI FKRGE YT KTVIRPRYFLLKSDGSF GYKERPEAPDGTLIRRY
H. echi nata AKTA S TVKE G MKRGE YT KNVRPRYFVLRSDGSFL GFKDRPRGET NSy
H echi nata AKTB YR T KEGIVKRGE Y KTVRPRYF RLF SDGSFLGYREKL DUV
: :****: *******.****** * .**:*:*:::: .
H sapiens AKT3 o8
H sapiens AKT1 %9
H. sapi ens AKT2 PPLNNFSVAECQLVKTERPRPNTFVI RCLOQM TVI ERTFHVDSPDERE 99
H echinata AKTA 100
H. echi nat a AKTB EPENDFSVKRCQ MKTGKQKTFSFVI RCFQLSVVI ERTFAVDT SVEREL ViReE]
* *:*** '**:** : :' *:***:* :'::**** *::' :** *
H. sapi ens AKT3 RLQ?QE— - EERVMNCSPTSQ DNI GEEEMDASTTHHK- RKTM 145
H sapiens AKT1 ANCIYARGLKKQE- - EEENDFRSGSPSDNSGAEENEVSLAKPKHRVTM 147
H. sapi ens AKT2 SLKQ-'\’APGEDPI\/DYKCGSPSDSSTTEEI\/EVAVSKARAKVTM 149
H. echi nata AKTA IEEERYENRVKKEE- - - - - - - = - - - - - KARDG- Al SSTHDSDASSKMTIL 136
H. echi nata AKTB LTSI ENVSANYI; {FE T KLRQGSNKTHTKYSLYKPTMIV 135

* -
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sapi ens AKT3
sapi ens AKT1
sapi ens AKT2
echi nata AKTA
echi nata AKTB

ITTITITI

sapi ens AKT3
sapi ens AKT1
sapi ens AKT2
echi nata AKTA
echi nata AKTB

IITITTT

* ok k k. cekkkkk kkk kkk kkk kkkkKk o kkkkKk kkk o« o« * -

sapi ens AKT3
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echi nata AKTA
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IITITTT

sapi ens AKT3
sapi ens AKT1
sapi ens AKT2
echi nata AKTA
echi nata AKTB

IITTITXT

sapi ens AKT3
sapiens AKT1 DAKEIVRHREFAG VWOHVYEKKL SPPFKPQUTSETDTRYFDEEFTAQM 447

sapiens AKT2 DAKEVIVERREFL S| NVQDVVQKKL L PPFKPQVTSEVDTRYFDDEFTAQS! 448
echinata AKTA DAEQUIVAHEFEEL | NWNDI FHKKI PPPFKPS| DNKEDVKYFDEDFTRETP 435
echi nata AKTB DAEEVIVERAFETL| SWADI FQKKI PPPFKPLI SSETDSQNFSCEFTDLDP 434

**:::* *  kk : *:.: .**: * ok k ok k : L
sapi ens AKT3 Tl TPPEKYDEDGVDCVDNE- - - - = = === == mm e e e e e oo o - RRPHFPQ 470
sapiens AKT1 Tl TPPD- - QDDSMECVDSE- - - - = == === === === === - -~~~ RRPHFPQ 471
sapi ens AKT2 TI TPPD- - RYDSLGLLELD- - - - = = === == == oo e e - - QRTHFPQ 472
echi nata AKTA RLTP------- PEGTLED- - --------semmmme e omeeee YAKTNFPE 454
echinata AKTB KLSI SR- - DSTPEKKVEQEPPAVTQERKKFSTDAI SVDSTSTKSRQGSKK 482

IITITTT

* - * =k k

ITTITT

sapi ens AKT3 FBYSASGRE- - ---------ssmmmmmnnnn 479

sapi ens AKT1 FBYSASSTA---------mmmmame - 480

sapi ens AKT2 FBYSASI RE-----------cmmmmmaas 481

echi nata AKTA F8FVONG --------- EELNK--------- 466

echi nata AKTB Y8 TPSGSSKSL SGSKKEKKAKQKVKLVSTV 513
.k
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Abb.14 Sequenzvergleich der moglichehlydractinia AKT-Proteine mit AKT-Sequnezen anderer Organismen

Hydractinia AKTA und AKTB (siehe Anhang Abb.13)Homo sapierflsAKT3 NCBI Reference Sequence: NP_005456Hgrho
sapien$ AKT2 NCBI Reference Sequence: NP_001617Hgrho sapierilsAKT1 GenBank: AAA36539.1; protein kinase Blydra
vulgarigd GenBank: AAM91027.1. Die Sequenzen wurden in PR@Sanalysiert. Der Sequenzvergleich wurde mit GV
erstellt. In[f@8t markiert ist die ,PH* (pleckstrimemology) Domane, ifligfiin ist die ,Protein-Kinad@®méane und in gelb die
,AGC-Kinase-C-terminale* Doméane markiert. [filllilaankiert sind aus Saugern bekannte Phosphoryliesteltgn Threonin 308
und Serin 473 in AKT1. Deren Phosphorylierung fituteiner Aktivierung von AKT (Moore et al., 201astellano et al., 2011).
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M SKCQNAEGYFI RVSATKDQEVYG El KLPI SRVKKTSDCFL QARDKEYGGAWGL NFVSEKDI KKFLKMCVI PSEDRRRKSSSL TN
| SSVADSSKFSSVTDL SSSAGSSNFPPPKI FI SSDQLGDSG ERDKKPTLRKPLI PKRSDSHDSGNSNSFSVTDDL VPTGFDATEYEY
LTKQESLDENDNI DDLNLSL GLSASGRTPSNASL YVPL SCDDSQSGVSEDFQDTRPPSAI VYNRQN MITRKAAWLT VKNVLI HSKKGK
VEVASHRKVKKYW/ALKG EM.FYHADEKTVTTDDLDEPSYRLDVDCSI VQAVPEYTRLENVFSL SSKHGNAYYL QATSQTEVDNW H
Cl HSAAAVAVARKKGLENI TVMLKQEI DRLNEAL L SDERLKKVAI LQLKMVEKETQVKHSI TEQI LSWEHSL EFQHATL FRLRCYLSAV
EGSSNPNPQDLLIVHI SRATKHAL SKI G FSVTSFHSFVNARNAI L PPTEEKPKRGRARSSGLKARL FSSLKI ADDNVVSAI RSRHSPK
| RHKKASSNDSSDVESNSSSSRSGKLHGRI GNKLHVQLPSGNTTVI PYESNLKI SDL MERVCMKEKL DSSDFFI ML MVDDNNHHGL L
DYTI PKEKAVLELFQYSSI KLCAKFVFDVTLSDPADYEHGAFGLEL QQTLDERI WTFVEEGSPARKLG LVDDEVI EI NGONLRDVS
NSFNDI KEVLNTSSSI AMKLRSKRVDDPKKTFQTTDNM SFLVCPPPPKTMQPDLSDDI LSSLI VPAPTDFDEDGGSI VT TRSYDHNK
STREAKVGDI DNFL QQTEKVNVMT REMNAVVSEKPAVPAKMKPGVKLKKAI | ELLETEKTYVKNLKI LLERYLI PLKEENFL SKDEAE
LLVTNVREI YDFQVTFFDRLKEI VRSERGFDKFSNANEFQNVLYLI GETFLEYVHKFKLYSTFCSCHSRAVKLLELNTNEDLKAFLI A
RNPKQQHTGTLESYLI TPl QRI LRYPLLMKSMVKL MVTDSDEYQCL HGALKSVEKVADY! NEMORI SETYTPI FQEMCEEY! WWEKAD
MGVDNL LHYGRVQW.NGVESL CKRNSYTGKQDDAENL Tl FI FKKAVVLL SYDPKL RKKMSPNSSMNLKTSAEI KFHVLI PLSNLLLRD
HAWSENDTDQVWEI VDASMENEESQTVYKFVNRT GEEKKVFVNAI KEAKKI NKFSNSFPVL ASNKHPNKNRL KL STSHSSKL SSTSNN
DSTEDI KSGANCGT GVKKRL SFSKKDKPSRHSSG PSPKPFKKLSHRI LGK

Abb.15 Aminosaure-Sequenz des moglichefydractinia TIAM-Proteins
Die Sequenzen wurden durch eine BLAST-Analyse 1318) mit menschlichem TIAMIHomo sapien1AM1 protein GenBank:
AAA98443.1) im Transkriptom vohlydractiniaermittelt
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. nel anogast er SI F2
. nel anogast er SI F1
. sapi ensTlI AML
. sapi ensTlI AMR

echi nat aTl AM

echi nat aTl AM

nmel anogast er SI F2
nmel anogast er SI F1
sapi ensTI AML

. sapi ensTlI AMR

echi nat aTl AM

mel anogast er SI F2
mel anogast er SI F1
sapi ensTI AML

. sapi ensTI AMR2

echi nat aTl AM

mel anogast er SI F2
nmel anogast er SI F1

. sapi ensTI AML
. sapi ensTlI AMR

echi nat aTl AM

nmel anogast er SI F2
mel anogast er SI F1
sapi ensTI AML

. sapi ensTI AMR2

echi nat aTl AM

mel anogast er SI F2
nmel anogast er SI F1

. sapi ensTI AML
. sapi ensTlI AMR
. echi nat aTl AM

MEQKC! RRKGSVRLTEPTGHAHVRI EQRPQL PPRROKSAEEVATIVPKSAIRQPPEQUEVFE
MGNKLSCS- - - - - - CAPLVRKAYRYEDSPWOSSRRRD- == === === ===---- GHLLSSF

HL PRKKERERDRL PSDADKAVGSAYAKAL ADL LKKPL SRQGSGPCEFSL L KTDI VEW. TK
QPGTRI GQRASECFVYWKDPMTNDTWGL NFTSPI DAKQFRECCSPSFKFSRKASSSYSL KL
------------------- MGNAESQHVEHEFYGEKHAS- L GRNDT SRSL RLSHKTRRTR
--------------------------------- NQPYASRL GGPTCKVSRGVAYSTHRTN

MISSSGT DRGKSRRSHHRRNGSGEDAQPRSNSQEDAQ- DQSKT SHRKRHSL GHSGAVSEE
DPPGKGKVKAKRKPL STPASPSRVRQEPQCT CVBAEQYARL RTDPRVRGSSTL PRNVGSH
HASSCKVI HRNSEVSTRSSSTPSI PQSLAENGLEPFSQDGTLEDFG- - - - - - - - SPI WD
- - APGKDFQG SAAFSTENGFHSVGHEL ADNHI TSRDCNGHLLNCYGRNESI ASTPPGED

EQQQLTADW AYPL HKL Q5L GKQPPPAQPPERNS! PSGYAVPSAL SHTPL CQRREERSRE
Rl TDVDGQQQVGSGKVVSAVSSTSL YDNVASGGPGTNQGADTL PROVMKGEQODRQDVANS
RVDMGLRPVSYTDSSVTPSVDSS| VL TAASVQSVPDTEESRL YGDDATYLAEGG: - - - RR
RKSPRVLI KTLGKL DGCL RVEFHNGGNPSKVPAEDCSEPVQL LRYSPTLASETSPVPEAR

----------- MT1 SKCQNAEGYFI RVSATKDQEVYG: - - - < = = = = = === c o e oo -

RRLRHSASEVVGSGGAGAASTSNTAHL ERL YAKPHKERYQYVPKTKESSGRKERSRRHQT
GVNTNTPGVI VTGVGNVGSDMCGONHVGSQVGNDDPAACQVDIVDL SKSEGT QAGGGEL HQS
QHSYTSNGPTFMETASFKKKRSKSADI VWREDSL EFSL SDL SQEHL TSNEEI LGSAEEKDC
RGSSADSL PSHRPSPTDSRL RSSKGSSL SSESSWYDSPWGENAGEL SEAEGSFL APGVPDP
--------- | El KLPI SRVKKTSDCFL QARDKEYGGAWGEL NFVSEKDI KKFLKMCVI PSE

QRSATVSDVBAQRSGEHKRKSSSAERAPRSPSPGPCTDPDCPLLPI CTDPHCRYQECQAR
VGT CTSSSKGT GT RNKDFGDDMI RDAHSHDIVHOHNVI NNNTRRKTKSTEDMN- VDTSTLK
EEARGVETRASPRQL STCQRANSL GDL YAQKNSGVTANMGP- - GSKFAGYCRNLVSDI PN
SLHASFPPCGDAKKPFNQSSSL SSLREL YKDANL GSLSPSG RLSDEYMGTHASL SNRVSF
DRRRKSSSLTNI SSVADSSKFSSVTDL SSSAGSSNFPPPKI FI SSDQLGDSG ERDKKPT
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Anhang

D. el anogast er S| F2
D. el anogast er Sl F1
H. sapi ensTlI AML
Hsapi ensTl AM2

H. echi nat aTl AM

D. nel anogast er Sl F2
D. nel anogast er Sl F1
H. sapi ensTI AML
Hsapi ensTI AMR2

H. echi nat aTl AM

D. el anogast er S| F2
D. el anogast er Sl F1
H. sapi ensTlI AML
Hsapi ensTl AM2

H. echi nat aTl AM

D. nel anogast er Sl F2
D. nel anogast er Sl F1
H. sapi ensTlI AML
Hsapi ensTI AM2

H. echi nat aTl AM

D. nel anogast er Sl F2
D. el anogast er Sl F1
H. sapi ensTI AML
Hsapi ensTl AM2

H. echi nat aTl AM

D. el anogast er Sl F2
D. nel anogast er Sl F1
H. sapi ensTlI AML
Hsapi ensTI AM2

H. echi nat aTl AM

D. nel anogast er Sl F2
D. el anogast er Sl F1
H. sapi ensTI AML
Hsapi ensTl AM2

H. echi nat aTl AM

D. el anogast er S| F2
D. nel anogast er Sl F1
H. sapi ensTl AML
Hsapi ensTl AM2

H. echi nat aTl AM

D. nel anogast er Sl F2
D. nel anogast er Sl F1
H. sapi ensTI AML
Hsapi ensTI AM2

H. echi nat aTl AM

D. el anogast er S| F2
D. el anogast er Sl F1
H. sapi ensTlI AML
Hsapi ensTl AM2

H. echi nat aTl AM

D. nel anogast er Sl F2
D. nel anogast er Sl F1
H. sapi ensTI AML
Hsapi ensTI AM2

H. echi nat aTl AM

D. el anogast er S| F2
D. el anogast er Sl F1
H. sapi ensTI AML
Hsapi ensTl AM2

H. echi nat aTl AM
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------------------------------------------------------- KPKAF 296
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SEGATN - - - - - - - PQ SHSNSMQGRRAKT TQDVNAGEGSEFADSG EGATTDTDLLSRR 349
VEDTAKKDSLKARVRRI SDWIGSL SRKKRKL QEPRSKEGSDYFDSRSDGLNTDVQGSSQA 356
--------------- KRSDSHDSGNSNSFSVTDDLVPTGFDATEYEYL TKQESLDENDNI 189
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LLLEYEMHLRNTLAKGVDAESYSL HTFEAL L SQSMENLANAKSSTL PLPPHRPLSTI RDK 637

SNATNSSYSPTTGRAFVGSDSGSSSTGDAARQGVYENFRRELEMS- - - - - - - - - - - - - - - 394
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----------------------------------------- RTNTENI ETS- - TETAESS 416
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mel anogast er SI F2
mel anogast er SI F1

. sapi ensTl AML
. sapi ensTl AMR

echi nat aTl AM

nel anogast er S| F2
nel anogast er SI F1

. sapi ensTI AML
. sapi ensTI AM2
. echi nat aTl AM

mel anogast er SI F2
mel anogast er SI F1

. sapi ensTl AML
. sapi ensTl AMR

echi nat aTl AM

nel anogast er S| F2
nel anogast er SI F1

. sapi ensTl AML
. sapi ensTI AM2

echi nat aTl AM

nel anogast er S| F2
mel anogast er SI F1
sapi ensTI AML

. sapi ensTl AMR

echi nat aTl AM

mel anogast er SI F2
nel anogast er SI F1

. sapi ensTl AML
. sapi ensTI AM2

echi nat aTl AM

nel anogast er S| F2
mel anogast er SI F1
sapi ensTI AML

. sapi ensTl AMR

echi nat aTl AM

mel anogast er SI F2
nel anogast er SI F1

. sapi ensTl AML
. sapi ensTl AMR

echi nat aTl AM

nel anogast er Sl F2
nel anogast er SI F1
sapi ensTI AML

. sapi ensTI AM2

echi nat aTl AM

mel anogast er SI F2
mel anogast er SI F1

. sapi ensTl AML
. sapi ensTl AMR

echi nat aTl AM

nel anogast er S| F2
nel anogast er SI F1
sapi ensTI AML

. sapi ensTI AM2

echi nat aTl AM

mel anogast er SI F2
mel anogast er SI F1
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. sapi ensTl AMR
. echi nat aTl AM
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IITIT0O0 TTITTOO ITIITUD IITIITOO TITTOO IIIOO

mel anogast er SI F2
mel anogast er SI F1
sapi ensTl AML
sapi ensTl AMR
echi nat aTl AM

nel anogast er S| F2
nel anogast er S| F1
sapi ensTl AML
sapi ensTl AMR
echi nat aTl AM

mel anogast er SI F2
mel anogast er SI F1
sapi ensTl AML
sapi ensTl AMR
echi nat aTl AM

nel anogast er S| F2
nel anogast er SI F1
sapi ensTl AML
sapi ensTI AM2
echi nat aTl AM

nel anogast er S| F2
mel anogast er SI F1
sapi ensTI AML
sapi ensTl AMR
echi nat aTl AM

mel anogast er SI F2
nel anogast er SI F1
sapi ensTI AML
sapi ensTI AM2
echi nat aTl AM
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SVGVWHYASGHTHGQUMPAGFRGRSKTVGDVTE! TCSSPEPHQQOROQOQQQRLMXG 1931
SVGVWHYASGHTHGQUMOPAGFRGRSKTVGDVTE! TCSSPEPHQOQOUQOQQQUQOLMXG 1942
PPGGG- - DTDRW/EEQFDLAQYEEQDD- - | KETDI LSD- DDEFCESVKGASVDRDLQERL 1528
PTAEGRQDSKSTSPGKYPHPGLADFADNLI KESDI LSDEDDDHRQTVKQGSPTKDI El QF 1522
------------------------------------- DKPSRHSSG PSPKPFKKLSHRI 1280

HAHAHPHPHPHPREPPPPPI RQPHL HHHSSDI ERI DPGTKSEGEEDSQQGTI RPKATLGR 1991
HAHAHPHPHPHPREPPPPPI RQPHLHHHSSDI ERI DPGTKSEGEEDSQQGTI RPKATLGR 2002

QATSI SQR- - === -=mmmn- ERG == - mmmmmmmmemeen e RKTLDSHASRMAQLKK 1555
QRLR! SEDPDVHPEAEQQPGPESGEGQKGGEQPKL VRGHFCPI KRKANSTKRDRGTLLKA 1582
e e 1283

TPNHLTLSTTSTLSVGSTGSQARLI QSSHPPASYQPVLMKDLGSPVWKPRDM NLGIDPQ 2051
TPNHLTLSTTSTLSVGSTGSQARLI QSSHPPASYQPVLMKDLGSPVWKPRDM NLGIDPQ 2062
QAALSA NG- - - - - - GLESASEEVI WRREDFAPSRKLNTEI - - - --------------- 1591
Q RHQBLDS- - - - - - QBENATI DLNSVLEREFS- VQSLTSVWWSEECFYETESHGKS- - - - 1631

STTRKDDVKN 2061
STTRKDDVKN 2072

Abb.16 Sequenzvergleich des moglichefiydractinia TIAM mit Sequenzen anderer Organismen

Hydractinia TIAM (siehe Anhang Abb.15), SIFDfosophila melanogastgtuniProtKB/Swiss-Prot: P91621.2; SIFRrosophila

melanogastgrNCBI Reference Sequence: NP_001261447.1; TIAManio sapierisUniProtKB/Swiss-Prot: Q8IVF5.4;Homo

sapien$ TIAM1 protein GenBank: AAA98443.1. Ifligfin eingézhnet ist das ,WH1 domain profile“(Wh1), in"hé#b ist die

“PH_DOMAIN“ (PH) markiert. InJilft ist die ,Ras-biridg Doméane“ (RBD) markiert, in gelb ist das ,,PDZndain profile* (PDZ)

markiert. Inflil wurde das ,Dbl homology (DH) domaprofile* (DH_2) markiert. Alle markierten Doméanevurden mit PROSITE
ermittelt. Der Sequenzvergleich wurde mit Clustaistellt.

MQAI KCVWVGDGAVGKTCLLI SYTTNAFPGEY! PTVFDNYSANVIMWDGKPI NLGLWDTAGQEDYDRLRPLSYPQTDVFLI CFSLTSPA
SYENVRAKWYPEVSHHCPNTPI VLVGTKLDLRDDKETI EKLKEKKLAPI TTAQG.QVIGKEI GSVKYLECSAL TOQKGLKQVFDEAI RAV
L CPKKPVKKKKNCAL L

Abb.17 Aminoséaure-Sequenz des mdglichetydractinia Rac1-Proteins
Die Sequenzen wurden durch BLAST-Analyse mit melidobm Racl(GenBank: CAB53579.5) im Transkriptom-Datenbank von
Hydractinia ermittelt.

H. echi nata RAC 50
H. vul garis Racllikep 50
N. vectensi s Racllikep 50
E.fluviatilis RAC1 50
D. el anogaster Racl 50
A aegypti Rac 50
H. sapi ens RACL 50
D.rerio Racl 50
A.californica Rac 50
C.intestinalis Racl 50
C. el egans CED- 10 50

khkkkhkkhkkkhhkhhhkhhkkhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhdhk - %
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H. echi nata RAC 100

H.vul gari s Racllikep 100

N. vectensi s Racllikep 100

E.fluviatilis RACL 100

D. el anogaster Racl 100

A. aegypti Rac 100

H. sapi ens RACL 100

D.rerio Racl 100

A.californica Rac 100

C.intestinalis Racl 100

C. el egans CED- 10 100
:****************************:**:* .*:*:*******:**

H. echi nata RAC 150

H.vul gari s Racllikep 150

N. vectensi s Racllikep 150

E.fluviatilis RACL 150

D. el anogaster Racl 150

A. aegypti Rac 150

H. sapi ens RACL 150

D.rerio Racl 150

A.californica Rac 150

C.intestinalis Racl 150

C. el egans CED- 10 150
* kk k% *::***** ***:*::* ** *: .

H. echi nata RAC CPKKPVKKKKN- -

H.vul gari s Racllikep CPKKPPKKKKN- -

N. vectensi s Racllikep CPTKPAKKPRNK(

E.fluviatilis RACL QPSKVPKKKKG

D. nel anogaster Racl CPVLQPKSKRK- -

A. aegypti Rac CPI | PVKNKRK- -

H. sapi ens RACL CPPPVKKRKRK- -

D.rerio Racl CPPPVKRRRRR- -

A.californica Rac CPKPKPKKKKG- -

C.intestinalis Racl
C. el egans CED- 10

CPEQKPKKKKP- -
TPPOR- AKKSK- -

ckkkkkkkkhkkhkkhkk kkk kkkkkkk. kk %

Abb.18 Sequenzvergleich des méglichdtlydractinia Racl-Proteins mit Racl-Sequenzen anderer Organisme

Hydractinia Racl (siehe Anhang Abb. 15Homo sapiensRacl Sequenz (GenBank: CAB53579.&Ephydatia fluviatilis
Rac1(GenBank: BAI94591.1)edes aegypfRacl (NCBI Reference Sequence: XP_00166030DRrbsophila melanogastéRacl
(GenBank: AAA67040.1)Danio rerio Rac1(NCBI Reference Sequence: NP_95606Bdlysia californica(NCBI Reference
Sequence: NP_001191532.Cjpna intestinalisRacl (NCBI Reference Sequence: NP_001027692.1)estem Racl Homolog
CED-10 vonCaenorhabditis elegan@NCBI Reference Sequence: NP_500363.1) und detigheel Racl Sequenzen vétydra
vulgaris (NCBI Reference Sequence: XP_002158815.1) uRNeématostella vectensis(NCBI Reference Sequence:
XP_001630599.1). Die spezifischen Doméanen wurdaérPROSITE ermittelt. Der Sequenzvergleich wurde GiitstalW erstellt.
In [griih ist die die RAC1 spezifische ,RHO GTPase@hiine gezeigt. Ifflfot dargestellt ist das Rac fipelse CAAX-Motiv (Joyce
et al., 2003).

MESHHRHVMGGDGT VRSKL WWKGNSSMTRKTL L SKSL SDPTKRLVSSSSTNL STKAKHDSACPSPQAL PW EMEENGAL YNTI LKKVR
YRSHTLEDLDEGDL SFKQVETI KVKQ KAASL EKLVEHL TPTSEEETQSDPGFLLAFLCTYKSFSTTTGVI DHM_NRFEFCENYQLTS
LHQDEANG VRRI CSVLSI W DQYPRDFDEPPSYNNLNRLI RFMEKRSHI SSVKDL YTRCDHKL TTL TVSPFDDERPLKFKFCSCI SV
| GCCNCKKSNSFGEDEKSFELKTFSAALIT AEQL TVVDSEL FLRVVPRECLAYFWSKRDPSKGSKAQSI KLTVEQFNFVTLKVTSTI LNA
KDKTNTYTSSARAKVI SKW DVAL EL RDLKNFSSLKAI LSSLQVTAVYRL SCSVEEL VSKYSMEL YEEL SEI FSNDSNQKASRDL L VQE
GTAKYSTNSL RKSKSKRQSWWKEGVTQGTVPYLGTFLTDLTM DSALPDNI KENLI NFEKRRKEFEI WQ KLLQQAAKNYTFTPVED
FFTWFNLI ETYTDKESYEKSL EVEPPPPKDGRKPTTPQPQRKSVSI KRYL SESDL L HKIVDNVHKSL SSFSL VQLKLARHNSNPTMIDS
LQSLVSRNNLKPESL SCRTLLDPSDASPLDSTGVVGRVHLEDTANI QYKAI KI LPNHRAYEVI STTLI KFKCDHDVGLYSL YQVI DNK
KSLHI PLNSNMYYAI HKCKEL CFKVTKKKL SKKKSKI RAGSL SRSPVKSPAENNQFSFRARNEI ASENTNAAS| SLKSFSTF

Abb.19 Aminoséaure-Sequenz des mdglichdtydractinia RALGDSlike-1 (RGL1)-Proteins
Die Sequenz wurden durch eine BLAST-Analyse (313.)L.mit menschlichem RALGDSIlike-1 (RGL1H§mo sapierisNCBI
Reference Sequence: NP_055964.3) im Transkriptgdractiniaermittelt.
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H. sapi ens
M nuscul us
H. echi nat a

H. sapi ens
M nuscul us
H. echi nat a

H. sapi ens
M nuscul us
H. echi nat a

H. sapi ens
M nuscul us
H. echi nat a

H. sapi ens
M nuscul us
H. echi nat a

H. sapi ens
M nuscul us
H. echi nat a

H. sapi ens
M nuscul us
H. echi nat a

H. sapi ens
M nuscul us
H. echi nat a

H. sapi ens
M nuscul us
H. echi nat a

H. sapi ens
M nuscul us
H. echi nat a

H. sapi ens
M nuscul us
H. echi nat a

H. sapi ens
M nuscul us
H. echi nat a

H. sapi ens
M nuscul us
H. echi nat a

H. sapi ens
M nuscul us
H. echi nat a

H. sapi ens
M nuscul us
H. echi nat a

RALGDSI i ke- 1
RALGDSI i ke- 1
RALGSI i kel

RALCDSI i ke-1
RALGDSI i ke- 1
RALGSI i kel

RALCDSI i ke-1
RALGDSI i ke- 1
RALGSI i kel

RALGDSI i ke- 1
RALGDSI i ke- 1
RALGSI i kel

RALGDSI i ke- 1
RALCDSI i ke-1
RALGSI i kel

RALCDSI i ke-1
RALGDSI i ke- 1
RALGSI i kel

RALGDSI i ke- 1
RALGDSI i ke- 1
RALGSI i kel

RALGDSI i ke- 1
RALGDSI i ke- 1
RALGSI i kel

RALCDSI i ke-1
RALGDSI i ke- 1
RALGSI i kel

RALCDSI i ke-1
RALCDSI i ke-1
RALGSI i kel

RALGDSI i ke- 1
RALGDSI i ke- 1
RALGSI i kel

RALCDSI i ke-1
RALGDSI i ke-1
RALGSI i kel

RALCDSI i ke-1
RALGDSI i ke- 1
RALGSI i kel

RALGDSI i ke- 1
RALGDSI i ke- 1
RALGSI i kel

RALGDSI i ke- 1
RALGDSI i ke- 1
RALGSI i kel

- MEVKPVGEPTQEVSKFKL STKVESTGHW.VEDHVRI VEVLKTEESSI Q 48
------------------------------------- MKLLWQAKNBSI Q 13
MBSHHRHVMGGEDGTVRSKL WAKGNSSMIRKTL L SKSL SDPTKRLVSSSST 50

* %

DWGEEEVEEGAVYHVTLKRVQ QQAAN- - - - - - - - KGARW.GVEGDQLPPG 90

DWGEEVEEGAVYHVTLKRVQ QQAAN- - - - - - - - KGARW.GVEGDQLPPG 55
NLSTKAKHDSACPSPQALPW EVEENGAL YNTI LKKVRYRSHTLEDLDEG 100
* * * ke Lok %

- I-FI'VSQYEFCKI RTI KAGTLEKLVENLLTAFGD- - - NDFTYI SI FLSTYR 136
- HTVSQYETCKI RTI KAGTLEKLVENLLTAFGD- - - NDFTYI SI FLSTYR 101
DLSFKQUETI KVKQ KAASLEKLVEHLTPTSEEEI’@DPGFLLAFLCTYK 150
-"* *k k. : * % % :****** * '- ** **
GFASTKEVLEL L L DRYGNL TSPNCEEDGSQSSSESKMI RNAI ASI LRAW 186
GFASTKEVLEL LLDRYGNL TGPNCEDDGSQSSPESKAVI RNAI ASI LRAW 151
SFSTTTGVI DHVLNRFEFCEN- - - YQLTSLHQDEANG VR- RI CSVLSI W 196
* .. * * .. : * * * * -k * * * *

LDQ?AEDFREPPHFPCLQ(LLDYLTR— - - MVPGSDPERRAQNLLEGFQKQ 233
L DQCAEDFREPPHFEPCLQKLLEYLKQ- - - MVPGSDPERRAQNLLEQFQKQ 198
I'DQYPRDFDEPPSYNNLENRL | RFVEKRSHI SSVKDLYTRCDHKLTTLTVS 246
:**..** ***: *--*- .. . * *-- * .

EVETDN-- - - - - - GLPNTI SFSLEEEEEL EGGE- SAEFTCFSEDLVAEQ_ 275
DVDSDN- - - - - - - GLLNTSSFSLEEEEELESGG- SAEFTNFSEDLVAEQL 240
PFDDERPLKFKFCSCl SVI GONCKKSNSFGEDEKSFELKTFSAALI AEQL 296

* * * % * * k k k

TYNDAQL FKKVVPHHOL GOl WSRRDKKENKHLAPTI RATI SQENTLTKCV 325
TYNMDAQLFKKVWPHHCL GCl WSQRDKKENKHLAPTI RATI SQENTLTKCV 290
TVVDSEL FL RWPRECLAYFWSKRDPSKG- SKAQS! KLTVEQENFVTLKV 345
* -*::** :***:'** :** * % '- * -*- *:'*** :* *
VSTI LGGKE- - - - LKTQQRAKI | EKW NI AHECRLLKNFSSLRAI VSALQ 371
VSTVLGSKE- - - - LKTQQRARVI EKW NI AHECRI LKNFSSLRAI VSALQ 336
TSTI LNAKDKTNTYTSSARAKVI SKW DVAL ELRDLKNFSSLKAI LSSLQ 395
.** * .*- **::* * Kk k- :* E ******* ** * * %
SNSI YRLKKTWAAVPRORM.VEEEL SDI FSDHNNHL TSREL L NKEGTSKF 421
SNSI YRLKKAWAAVPKDRVLVFEEL SDI FSDHNNHL TSRELLVKEGTSKF 386
VTAVYRLSCSWEL VSKYSMEL YEEL SEI FSNDSNQKASRDLLVQEGTAKY 445
.::*** :* * . * ::**** * k k- ..*: :** * k- :*** *
ANL DSSVKENQKRTQRRL QL QKDVGVMOGTVPYL GTFLTDLTM.DTALQD 471
ANL DSSVKENQKRTQRRL QL QKDVGVVQGTVPYL GTFLTDLTM_DTALQD 436
S--n-- TNSLRKSKSKRQSVWKEG\/T(X;TVPYLGTFLTDLTM DSALPD 489
. . * % **************** * * % *
VI EGGLI NFEKRRREFEVI AQ KLL QSACNSYCMTPDOKFI QWFQRQQLL 521
YI EGGLI NFEKRRREFEVI AQ KLLQSACNSYCMEPDQKFI QWFQRQQALL 486
NI KENLI NFEKRRKEFEI WQ KLLQRAAKNYTFTPVEDFFTVENLI ETY 539
*- '******** * %k %k - :'****** * : * * . *: **
TEEESYAL SCEI EAAADASTTSPKPRKSMKRL SLLFLGSDM TSPTPTK 571
SEEESYAL SCEI EAMDANTTSPKPRKSMVKRLSLLFLGSDI | PGSTPTK 536
TDKESYEKSLEVEPPPPK- - - = = = = == === s m e o e o e o o DGRKPTT 564
: : * %k k * * * . . * *
EQPKSTASGSSGESVDSVSVSSCESNHSEAEEGS! TPNDTP- DEPQKKLS 620
EQPKSAASGSSGESMDSVSVSSCESNHSEAEEGPVTPVDTP- DEPQKKLS 585
PQPQRKSVSI KRYL SESDL L HKVMDNVHKSL SSFSLVQLKLARHNSNPTMT 614
* k- . -k . . * . . . . ..
ESSSSCSSI HSMDTNSSGVESLI NPLSSPPSCNNNPKI HKRSVSVTSI TS 670
ESSSSCSSI HSMDTNSSGVBSLI NPLSSPPTCNNNPKI HKRSVSVTSI TS 635
DSL QSLVSRNNL KPESLSCRTLLDPSDASP -------------------- 644

-k * * . . sk ek —

UL PPYNGEREDTCI | R SVEDANGMWKS! MLTSQOKTPAVI GRAMLK. 721
TVLPPVYNQNEDTCHIRISVEDMNGNVKSINLTSQDKTPAVIQRAVBK 655

198



Anhang

Hsapiens RALGDSIike-1  FNIDSDPAEEVEEVOVISEDKELVIPDSAWEYAVNSOUNEDENERKKNS 770

Mmusculus RALGDSI ike-1  FNDESDPAEEYELVOVISEDKELVIPDSANVEYANNSOUNEDENERKKNS 735

H echi nata RALGSIi kel _LNSNWYAI HKCKEL CFKVTKKKL 734
* *  k k% L. * * k% o *: : T : * : **

H sapi ens RALGDSI i ke-1 NEEQVKLRS- - - - RTSLTLPRTAKRGOVBNRHSKI TL- - - - - - - - - - - - - 803

M nuscul us RALGDSI i ke- 1 VEEQVKLRS- - - - RTSLTLPRTAKRGOWBNRHSK] TL- - < - - = =« = -« - - 768

H. echi nata RALGSI i kel SKKKSKI RAGSLSRSPVKSPAENNQ:SFRARNEI ASENTNAASI SLKSFS 784
H. sapi ens RALGDSI i ke-1 --

M muscul us RALGDSI i ke-1 --

H. echi nata RALGSI i kel TF 786

Abb.20 Sequenzvergleich des méglichdtlydractinia RALGDSIlike1(RGL1) mit RALGDSlikel-Sequenzen andere Orga-
nismen

RALGDSIike-1 (RGL1)Hydractinia (Anhang Abb.19), RGL1Nlus musculdsRGL1 NP_058542.2, RGLIHomo sapierisNCBI
Reference Sequence: NP_055964.3). In blau istREes guanine exchange factor N-terminal domain“(RBEE_N) dargestellt. In
gelb ist die ,Ras guanine-nucleotide exchange factalytic domain“ (RASGEF) dargestellt. [ilgruargestellt ist das ,Ras-
associating profile* (RA). Die Doméanen wurden enespiend einer Analyse der Sequenzen mit ,Pfam“peatkiend farbig mar-
kiert. Der Sequenzvergleich wurde mit ClustalW agte

MPPKEKTAGVHKI | MVGSGGVGKSAL TL QFMYDEFVEDYEPTKADSYRKKVTVGGEECQVDI LDTAGQEDYAAI RDNYFRSGEGFLCV
YSVCEPESFANATDFREQ LRVKGETEEN! PFI LVANKVDL ADKRQVSKEDGEARASEVKVPYL ETSAKTKENVDKAFHDLIVEI | QSR
KKEDNKPGAKTNDKKKKKKKKCVI L

Abb.21 Aminosaure-Sequenz des moglichefydractinia RAL-Proteins
Die moglicheHydractinia RAL-Sequenz wurde durch eine BLAST-Analyse mit s@michem RALA- (GenBank: AAM12624.1)
und RALB-Protein (GenBank: AAA60250.1) im Transkam vonHydractinia ermittelt

H sapiens RALA MVDYL ANKPKGQNSLAL HKVI MVGSEGVGKSAL TL QFMYDEFVEDYEPTRADSYRKKVVL
M muscul us RALA - - - MAANKPKGQNSLAL HKVI MW/GSEGVGKSAL TL QFMYDEFVEDYEPTKADSYRKKVVL

H. sapi ens RALB - - - MAANKSKGQSSLAL HKVI MW/GSEGVGKSAL TL QFMYDEFVEDYEPTKADSYRKKVVL

Hechinata RAL ~  ------- MPPKEKTAGVHKI | MVGSEGVGKSAL TLQFMYDEFVEDYERTKADS YRKKVTV

H sapiens RALA DGEEVQ DI LDTA(IEDYAAI RDNYFRSGEGFLCVFS| TEVESFAATADFREQ LRVK- E 119

M muscul us RALA DGEEVQ DI LDTAGSEDYAAI RDNYFRSGEGFL CVFS| TEVESFAATADFREQ LRVK- E 116

H. sapi ens RALB DGEEVQ DI LDTAGSEDYAAI RDNYFRSGEGFLLVFS| TEHESFTATAEFREQ LRVK- A 116

H. echi nata RAL GGEECQVDI LDTAGSEDYAAI RDNYFRSGEGFL CVYSVCEPESFANATDFREQ LRVKGE 113

.*** *:************************** *:*: * ***: :::*********

H. sapiens RALA DEN- VPFL LVGNKSDL EDKRQVSVEEAKNRAEQARVNYVETSAKTRANVDKVFFDLMRE! 178

M muscul us RALA DEN- VPFL L VGNKSDL EDKRQVSVEEAKNRADQARVNYVETSAKTRANVDKVFFDLMRE! 175

H. sapiens RALB EEDKI PLLVVGNKSDL EERRQVPVEEARSKAEEVGVQYVETSAKTRANVDKVFFDLMRE! 176

H. echi nata RAL TEENI PFI LVANKVDL ADKRQVSKEDGEARASEWKVPYL ETSAKTKENVDKAFHDLMEI | 173
*- -*-::* * %k k% ::*** *- -*':* * * ****** ****'*'***' *

H. sapiens RALA RARKVEDSKEKNGKKKRKSLAKRI RERCCI | 209

M muscul us RALA RARKVEDSKEKNGKKKRKSLAKRI RERCC! L 206

H. sapi ens RALB RTKKVBENKDKNGKKSSKN- KKSFKERCCLL 206

H. echi nata RAL QSRKKEDNKP- - GAKTNDK- KKKKKKKCVI [ 201

EREEE . * *  * * ek ek

Abb.22 Sequnezvergleich des moglichdtlydractinia RAL-Proteins mit RAL-Proteinen anderer Organismen

Hydractinia RAL (siehe Anhang Abb.21}omo sapien&RALA (NCBI: GenBank: AAM12624.1)Homo sapien®RAL B (NCBI:
GenBank: AAA60250.1) untlus musculufRAL A (UniProtkB/Swiss-Prot: P63321.1). Die Abhiidg wurde mit ClustalW ers-
tellt. Das RAL ,smal GTPase family-Profile* ist Ta®ROSITE in gelb markiert. {{llfot sind bekannteLRMMutationsstellen aus
der Maus markiert (Lim et al., 2005). Entsprechekdaeservierte Aminoséauren wurden speziesiibergmifearkiert. Inblau
markiert ist ein mégliches RAL CAAX-Motiv (Leung af., 2007). IfIgFn ist ein in RAL-Proteinen kongerter Sequenzbereich
markiert (Colicelli et al., 2004).
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MAEDVHDNWEI KVEI RNGTGKAVESKPPL DEKEPI TKRNSTASSHSTSSSSSESDQEI DEELNQDAEDYKDWVI PFGT I FSTQEHKQE
YFLPCVPVRI TI TERI HQPASHRLNPVLYVI NI THG YKWKI KRRYNHFREL YSHLEL YRAKAI VOHPTNMATRL DKVPKFPARPDI Tl
L TTKKKDKQVRKL QRFL QNVVNCDRFRNNRHT L EFL EVSFL SFVHGL GDKGKEGEVAKRAGGHT FSKGLFGAFKI NI AWHDRW. | AKS
SFVAYI DAEKNLI RDVLLLDKGFTVSCDKSVTG HNGLLI SNI SRNL L VKCASGRHAREWVREI VNVIVBETGVDFI REHRYNSFAPVR
RNSW KWFVDGEDYFSKVADAI TSAKEEI FI TDWALSPEL | LKRPTEHVDEYRLDML_LKERAENGVRI YVI LYKEI EMTLSI NSAYSK
RTLMQLHPNI KVL RHPDHVASGNATVLWAHHEKI VCVDQT| CFFGGE. DL CYGRWDDNTHRL TDFGSATPNFFGKTESAVWG.SALMLN
PDAI DSAYHREQL RKL PQGVTKMFI GKDYTNPYVQDVTEVDKPFTDLFNRNLI PRVPWHDI ACVAYGNAARDL ARHFI QRWNFTKHQK
AKEDI Al PFLVPKVKVDSKKI PEGFDNFTECDI Qf LRSASTWSVGENSTENSI YEAYQEHI RNSKYYVY! ENQFFI TSLPDHYVLNKI
GDALVERI LLAYNNNETFRVYVWNPLLPCFPGElI GAASATATCFVEFVWNLQSSRNI | NKLKEGGVEDPSAY! NFYGLRNYADL RGKW
SEI VYVHSKLM VDDNVVI MGSANI NDRSM.GSRDSEL AVCVQDT STI HGVIVNGKQVKVGQFAAKL RRKL FQEHL GLL GEPYANVI DP
| SDDFYKNAWWATARNNT TVYEQVFRCL PTQEVKSFVEL EQYKKI NGLNI TDPVQARSMLKNI RGFL VEKPL DFL L HONLWPAAGTNE
SLVPTKVFT

Abb.23 Aminosaure-Sequenz der mdoglicheRlydractinia PLD
Die Sequenz wurde durch eine BLAST-Analyse mit Homapiens PLD1(NCBI:GenBank: BAD93144.1) und PLD2
(NCBI:GenBank: AAB96655.1) im Transkriptom vétydractiniaermittelt.

H. sapiens PLDI ~  -------- VBLKNEPRVNTSALQKI AADM - - - - - - - - SNI | ENLDTREL 33
H. sapiens PLD2 ~  -------- MIATPESLFPTG - -------------------- DELDSSQL 20
H. echi nata PLD MAEDVHDNWSI KVEI RNGT GKAVESKPPLDEKEPI TKRNSTASSHSTSSS 50
. * * .
H. sapi ens PLD1 HFEGE- EVDYDVSPSDPKI QEVYI PFSAI YNTQGFKEPNI QTYLSGCPI K 82
H. sapi ens PLD2 QVESD- EVDTLKEGEDP- - ADRVHPFLAI YELQSLK- VHPLVFAPGVPVT 66
H. echi nata PLD SSESDQEI DEELNQDAEDYKD\NI PFGTI FSTQEHK- - - QEYFLPCVPVR 97
H. sapi ens PLDl AQ/LEVERFTSTTR\/PSI NLYTI ELTHGEFKV‘Q\/KRKFKHFQEFHRELLK 132
H. sapi ens PLD2 AQVVGTERYTSGSKVGTCTL YSVRL THGDFSWI TKKKYRHFQELHRDLLR 116
H. echinata PLD | TI TERI HQPASHRLNPV- LYVI NI THG YKWKI KRRYNHFRELYSHLEL 146
H. sapi ens PLD1 YKAFI RI PI PTRRHTFRRQ\NREE- PREIVPSLPRS— SENM REEQFLGRR 180
H. sapi ens PLD2 HKVLNVBL - LPLARFAVAYSPARDAGNREVPSL PRAGPEGSTR- - HAASKQ 163
H. echinata PLD YRAKAI VOHPTVATRLD- - - - ----- - KVPKFPARPDI Tl LTTKKKDKQM 186
.« . * ek -k . .
H. sapi ens PLD1 KQLEDYLTKI LKMPMYRNYHATTEFLDI SQLSFI HDLGPKG EGM MKRS 230
H. sapi ens PLD2 KYLENYLNRLLTNMSFYRNYHAMTEFLEVSQLSFI PDLGRKGLEGM RKRS 213
H. echinata PLD RKLQ?FLQ\NVNCDRFRNNRHTLEFLEVSFLSFVHG_GZ)KG(E(EVAKRA 236
H. sapi ens PLDl GGHRI PG_NCCGQ}'\’ACYRV\BKRV\LI VKDSFLLYI\/KPDSGAI AFVLLVDK 280
H. sapi ens PLD2 GCHRVPGLTCCGRDQVCYRWESKRW.VVKDSFLLYMCLETGAI SFVQLFDP 263
H. echi nata PLD GGHTFS- KGLFGAFKI NI AWHDRWL | AKSSFVAY! DAEKNLI RDVLLLDK 285
H. sapi ensPLD1 EFKI KVGKKI:_FI:_FKYG RI DNLSRTLI LKCI\ISYRHARV\Y/‘GGAI EEFI Q(H 330
H. sapi ensPLD2 GFEVRVGKRSTEARHGVRI DTSHRSLI LKCSSYRQARWMNQEI TELAQGP 313
H. echinata PLD GFTVSCDKSVTG HNGLLI SNI SRNLLVKCASGRHAREWVREI VNVIVBET 335
* . * * . * . * * * . s * %  %x * * %  %x * .
H. sapi ens PLD1 GTNFLKDHRFGSYAAI QENALAKVWVNAKGYFEDVANAI\/EEANEEI FI TD 380
H. sapi ens PLD2 GRDFLQLHRHDSYAPPRPGTLARWFVNGAGYFAAVADAI LRAQEEI FI TD 363
H. echinata PLD GVDFI REHRYNSFAPVRRNSW KWFVDGEDYFSKVADAI TSAKEEI FI TD 385
* *' * % '* * . . :* * . '** ** * * *kkkk Kk Kk
H. sapi ens PLD1 WAL SPEI FLKRPWEGNRV\RLDCI LKRKAQX—]\/RI FI I\/LYKEVELALGI N 430
H. sapi ens PLD2 WAL SPEVYLKRPAHS- DDWRLDI MLKRKAEEGVRVSI LLFKEVELALG N 412
H. echi nata PLD WALSPEL | LKRPTEHVDEYRLDMLLKERAENGVRI YVI LYKEI EMTLSI N 435
H. sapi ens PLDl SEYTKRTLI\/RLHPNI KVI\/RHPDHVSS- - TVYLV\AHHEKLVI | D@VAFVG 478
H. sapi ens PLD2 SGYSKRALMLLHPNI KVVRHPDQVT - - - - - - LWAHHEKLLVVDQVVAFLG 456
H. echi nata PLD SAYSKRTLMQLHPNI KVL RHPDHVASGNATVLWAHHEKI VCVDQTI CFFG 485
* *:**:** *******:****:*: *******:: :** :'*'*
H. sapi ens PLD1 G DLAYGRWDDNEHRL TDVGSVKRVTSGPSL GSLPPAAMESMVESLRLKDK 528
H. sapi ens PLD2 GLDLAYGRWDDLHYRLTDLG- - - - - DSSESAASQPP- - - - - - - - - - - - - - 487
H. echi nata PLD GLDLCYGRWDDNTHRLTDFGSATPNFFGKTESAWG: - - - - - - = - - - - - - 521

* ** * Kk kkkk -**** *
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H. sapi ens PLD1 NEPVQNLPI QKSI DDVDSKLKGA GKPRKFSKFSL YKQLHRHHLHDADSI S 578
H. sapiens PLD2 ~  -----------mmmmaoaaao TPR- - - - - - e mmmm e - PDSPA 495
H. echinata PLD = ------ommmmi i LSALMLN- - - - - mme oo - PDAI D 533
*-
H. sapi ens PLD1 S| DSTSNTGSI RSLQTGVGEL HGETRFWHGKDYCNFVFKDWQLDKPFAD 628
H. sapi ens PLD2 TPDLSHN- - - - - === - oo - - - QFFWLGKDYSNLI TKDW/QLDRPFED 528
H. echi nata PLD SAYHREQ_RKLP --------- QGVTKVFI GKDYTNPYVQD\/T EVDKPFTD 574
H. sapi ens PLD1 FI DRYSTPRI\/PV\HDI ASAVHGKAARD\/ARHFI Q?V\NFTKI I\/KSKYRSLSY 678
H. sapi ens PLD2 FI DRETTPRVPWRDVGVVVHGL PARDLARHFI QRWNFI KTTKAKYKTPTY 578
H. echinata PLD LFNRNLI PRVMPWHDI ACVAYGNAARDL ARHFI QRAWNFTKHQKAK- EDI Al 623
-* ***** * . -* '*** Xk kkkkkkk*k * * * .
H. sapi ens PLD1 PFLLPKSQT TAHELRYQJPGSVHANVQ.LRSAADV\SAG KYHEESI HAAY 728
H. sapi ens PLD2 PYLLPKSTSTANQLPFTLPGGEQCT TVQVLRSVDRWSAGT- - LENSI LNAY 626
H. echi nata PLD PFLVPKVKVDSKKI PEGFDNFTECDI Q LRSASTWSVGENSTENSI YEAY 673
* * * % . :* *** ** * * * % * %
H. sapi ens PLD1 VH\/I ENSRHYI YI ENQ:FI SCADDKWFNKI GDAI AQ?I LKAHRENQ<YR 778
H. sapi ens PLD2 LHTI RESQHFLY!I ENQFFI SCSDGRTVLNKVGDE! VDRI LKAHKQGACYR 676
H. echi nata PLD QEHI RNSKYYVYI ENq:FI TSLPDHYVLNKI GDALVERI LLAYNNNETFR 723
H. sapi ens PLD1 VYWI PLLPGFEGDI STGGG\IALQAI M—|FNYRTI\/CRGENSI LGQ_KAELG 828
H. sapi ens PLD2 VYVLLPLLPGFEGDI STGGEGNSI QAl LHFTYRTLCRGEYSI LHRLKAAMG 726
H. echinata PLD VYVVMPLLPCFPCEI GAASATATCFVEFV\NLQSSR— --- NI I NKLKEGGV 769
H. sapi ens PLDl NQW NYI SFCG_RTHAELEGNLVTELI YVHSKLLI ADDNTVI | GSANI ND 878
H. sapi ens PLD2 TAVRDY! S| CGLRTHGELGGHPVSELI YI HSKVLI ADDRTVI | GSANI ND 776
H. echi nata PLD EDPSAY! NFYGLRNYADL RGKMVSE! VYVHSKLM VDDNVVI MGSANI ND 819
**': ***':':* *: *:*::*:***::*'**”**:*******
H. sapi ens PLD1 RSMLGKRDSENAVI VQDTETVPSVVDGKEYQAGRFARGLRLQCFRWLGY 928
H. sapi ens PLD2 RSLLGKRDSELAVLI EDTETEPSLMNGAEYQAGRFALSLRKHCFSVI LGA 826
H. echi nata PLD RSI\/LGSRDSELAVQ/Q:)TSTI HGVI\/NGKQ\/KVGQ:AAKLRRKLFﬁHLGL 869
H. sapi ens PLDl LDDPSEDI QDPVSDKFFKEVV\X/STAARNATI YDKVFRCLPNDEVHNLI Q@ 978
H. sapi ens PLD2 NTRPDLDLRDPI CDDFF- QQWQDVAESNANI YEQI FRCLPSNATRSLRTL 875
H. echinata PLD LGEPYANVI DPI SDDFYKNAV\MATARNNTTVYEQ\/FRCLPTQEVKSFVEL 919
H. sapi ens PLD1 RDFI NKPVLAKEDPI RAEEELKKI RGFLVQZPFYFLSEESLLPSVGT KEA 1028
H. sapi ens PLD2 REYVAVEPLATVSPPLARSEL TQVQGHL VHFPLKFLEDESLLPPLGSKEG 925
H. echi nata PLD EQYKKI NGLNI TDPVQARSM_KNI RGFL VEKPL DFLLHONLWPAAGTNES 969
* * *”*':::* ** *: **':'** *::*'
H. sapi ens PLD1 IVPI\/EV\NI' 1036
H. sapi ens PLD2 M PLEVWI 933
H. echi nata PLD LVPTKVFT 977

ek ke ok

Abb.24 Sequenzvergleich der méglichehlydractinia PLD mit PLD1 und PLD2 des Menschen

Hydractinia PLD (siehe Anhang Abb.23}jomo sapienLD1 (NCBI: GenBank: BAD93144.1) und PLD2 (NCBI:x@ank:
AAB96655.1). Die Domanen wurden nach PROSITE matkie blau ist die PX- Doméne und in gelb die lseidPLD-Doménen
markiert. Erstellt wurde der Sequenzvergleich nhits@IW.
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Anhang

MVEARHVFSEEDL DKLFSNI MDI HEVTVQFYGVLET TFEMADDNSGREPL | GDVL EEMAEAAEFECYDT YAYEQVSGASQEQWLGTY
GKI KDMLEDYDVKEYFQKKG. YDAVKY! LPKLLYGPI YHCSDCFEY! RLLMCTSPDGADREKL DESL TAFRGLQVSI EKMCSMPPLKR
STEDM FYQRRMGTAVPSSSTKWSI QENI EGNEGKDL SQI ASLFLKEGT L VRPAQDGKKATERKVFLFDNLMV/CTKQNVRHHLTGFS
QAEYRLKEKI LLRKVEI | DHEDTEEL KHCFEI SDPSGSNTLFCCKDDVTKYEWVSFLMTLQHRSTLDRM_DVI LQEEEQSI QLHHPDP
SLYKFAEEDSDENI KFEDSGEDDTG PVLKGGTL YKLVERLTYHKYADPTFI RVFLTTYRSFSNPVELLDLLI ERYDI PEPTTI ANGS
DKPWTREEL KRFRKEYSHPI QL RVLNVL RHWDQHFYDFQREETL L STLQKFL SRVWRSKTARKWET! EKI VNRRLETASVGPEVY
TFSTPAPAFEVWHLTNNI EKFSLLTLHPLEI GRQLTI MSEI FRSI KPSEL VGTVWKKDKEKL SPNALKM HLSTFLTFWYELSI CET
HNFEERVAVYTRI | DI LMVFI ELNNFNGWVEI LGAI NSAPVHRL RFTTGEL SPKRMQAL QYVKEL TDDGHNVKYTEKLRSI NPPCVPF
LGVYLSNI LKAEEGNPDFLPNCPDG | NFSKRRWADI TGEI QKYQNVPYNLQ QPQ KKFI EEL DPFAGRTDQELKDHL YESSLM E
PRQAKQPTKFVRKSDI HLKSPG KAGSRTQSMGRKPSSSSQMITDVEPTPI LERRRPPSPTPSTMSSFSTFTI NEDEPDGGEKEEDEVI
EEPPPLLLPRAPKSEGRL PEL PSKPVGYKKQFSL PARPETI SRSFSL EDAQVEPPSL PPRTPAAL RTNQETAFAL PANTPPVPHREGE
RORAQSDI GPPSL PSRRSKPKL LHRSSEPSI EVVPEVTAPPEI PPRKV

Abb.25 Aminoséaure-Sequenz des moglichdfydractinia SOS-Proteins
Die Sequenz wurde durch eine BLAST-Analyse mit robfishem SOS1- (NCBI Reference Sequence: NP_003h2#d SOS2-
Protein (NCBI Reference Sequence: NP_008870.2)endkriptom vorHydractinia ermittelt

H. sapi ens SCS1 MQAQQL PYEFFSEENAPKWRGL L VPAL KKVQGQVHPTLESNDDAL QYVEELI LQLLNMLC 60
. sapi ens SOS2 MQAPQPYEFFSEENSPKWRGL L VSAL RKVQEQVHPTLSANEESL YYI EELI FQLLNKLC 60
H echinata SOS8 @ --------mmmmmm e -

T

H. sapi ens SOS1 QAQPRSASDVEERVQKSFPHPI DKWAI ADAQSAI EKRKRRNPLSLPVEKI HPLLKEVLGY 120
. sapi ens SOS2 MAQPRTVQDVEERVQKTFPHPI DKWAI ADAQSAI EKRKRRNPLLLPVDKI HPSLKEVLGY 120
H echinata SO8 @ -------cmmmmmm oo oo

T

. sapi ens SOS1 KI DHQVSVYI VAVLEY! SADI LKLVGNYVRNI RHYEI TKQDI KVAMCADKVL MDMVFHQDV 180
. sapi ens SOS2 KVDYHVSLY! VAVLEY!I SADI LKLAGNYVFNI RHYEI SQQDI KVSMCADKVLMDMFDQD- 179
H echinata SOS8 @ --------mmmmmm e -

H sapiens SOS1  EDI NI LSLTDEEPSTSGEQTYYDLVKAFMAEI RQYI RELNLI | KVFREPFVSNSKLFSAN 240
H sapiens SOS82 - DI GLVSLCEDEPSSSGELNYYDLVRTEI AEERQYLRELNM | KVFREAFLSDRKLFKPS 238
H eChinata SOS == -« - - s mm s e m e e e MVEARHVFSEE 11

H. sapi ens SCS1 DVENI FSRI VDI HELSVKLLGHI EDTVEMIDEGS- PHPLVGSCFEDLAEELAFDPYESYA 299
H. sapi ens SCS2 DI EKI FSNI SDI HELTVKLLG.I EDTVEMIDESS- PHPLAGSCFEDLAEEQAFDPYETLS 297

H. echi nat aSCs DLDKLFSNI MDI HEVTVQ:YGM_ ETTFEVMADDNSGREPL | GDVLEEMAEAAEFECYDTYA 71

H. sapi ens SOS1 RDI LR-------- PGFHDRFLSQ_SKPGAALYL@I GEGFKEAVQYVLPRLLLAPWHCL 351
H. sapi ens SOS2 QDILS-------- PEFHEHFNKL MARPAVAL HFQSI ADGFKEAVRYVLPRLM_LVPVYHCW 349
H. echi nata SCS YEQ\/SGASQEQ\NLGT YGKI KDML EDYD\/KEYFQ KKGLYDAVKYI LPKLLYGPI YHCS 129

*- -** * ** * * * % %

H. sapi ens SCS1 HYFEL LKQL EEKSEDQEDKECL KQAI TAL L N\/QSGVEKI CSKSLAKRRL SESACRFYSQQ 411
H. sapi ens SOS2 HYFEL L KQLKACSEEQEDRECL NQAI TALMNLQGSMDRI YKQYSPRRRPGDPVCPFYSHQ 409
H. echi nata SCS DCFEYI RLLMCT SPDGADREKL DESL TAF RGLQ/SI EKMCSVPPLKRSTED- - M FYQRR 187

*k o K * - Kok ke kok - x . sk . *k

H. sapi ens SCS1 MKGKQ LAI KKNNEI Q(NI DG\/\EGKDI G(X)CNEFI NEGI'LTR’VG --- AKHERHI FLFDG 466
H. sapi ens SCS2 LRSKH- LAl KKMNEI QKNI DGWEGKDI GQCCNEFRI VEGPLTRI G- - - - AKHERHI FLEDG 464
H. echi nata SCS MGTAVPSSSTKWSI QENI EC-MEGKDLSQ ASLFLKEGT! LVRPAQDGKKATERKVFLFIJ\I 247
H. sapi ens SCS1 LM (I:KSNHGPRLPGASNAEYRLKEKFFNRKVQ NI](I]JTNEYKHAFEI | LKI]ENSVI F 526
H. sapi ens SOS2 LM SCKPNHGQTRLPGYSSAEYRLKEKFVVRKI Q CDKEDTCEHKHAFELVSKDENSI | F 524
H. echi nata SCS LM/CTKQ\NR- HHLTGFSQ‘\EYRLKEKI LLRKVEI | DHEDTEELKHCFEI SDPSGSNTLF 306
H. sapi ens SCS1 SAKSAEEKNI\I\MMALI SLQYRSTLERI\/LD\/TI\/LQEEKEEQ\/RLPSAD\/YRFAEPDSEENI 586
H. sapi ens SOS2 AAKSAEEKNNWWAAL | SLHYRSTL DRM.DSVL LKEENEQPLRLPSPEVYRFVVKDSEENI 584
H. echi nata SCS CCKDDVTKYEWVSELMILQHRSTL DRMLDVI LQEEEQSI Q_HHPDPSLYKFAEEDSDENI 366
. * * -**- *--*::**** * %k %k % . :** . * ':* * ** * % %
H. sapi ens SCS1 | FEENNQ:’KAG Pl | KAGTVI KLI ERLTYHM{ADPNFVRTFLTTYRSFCKPQELLSLI | E 646
H. sapi ens SOS2 VFEDNLQSRSGA Pl | KGGTVWVKLI ERLTYHMYADPNFVRTFLTTYRSFCKPQELLSLLI E 644
H. echinata SO  KFEDSGEDDTA PVLKGGTLYKLVERLTYHKYADPTFI RVELTTYRSFSNPVELLDLLI E 426

* k. . ckkke ok kke kk.ckkkhkkkhk Kkhkkk ko k kkkkhkkhkk -k Kkkk ko kk
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H. sapi ens SOS1  RFEI PEPEPTEADRI Al ENGDQPLS- AELKRFRKEYI QPVQLRVLNVCRHWEHHFYDFE 705

H. sapi ens S0s2  RFEI PEPEPTDADKLAI EKGEQPI S- ADLKRFRKEYVQPVQLRI LNVFRHW/EHHFYDFE 703

H. echinata SO RYDI PEP----- TTI ANGSI](PWTREELKRFRKEYSHPI QLRVLNVLRHWDQHFYDFQ 481
*::**** * . :******** :* *** *k Kk kkKkk . :*****

H. sapi ens SCS1  RDAYLLQRVEEFI G- TVRGKAM(KVWESI TKI | QRKKI ARDNGDG-N TFQSSPPTVEWH 764

H. sapi ens SO52  RDLELLERLESFI S- SVRGKAMKKW/ESI AKI | RRKKQAQANGVSHNI TFESPPPPI EVWH 762

H. echi nata SCS REEFLLSTLQ(FLSR\/VRSKFARI(\N/EFI EKI VNRRLI:_FASVGP- EVYTFSTPAPAFEVH 540

*- ** .. . ** * -**** * ** *- . ** . * * % %

[ Shnions SCB 1 SRECHE FTFD 1 71 P E] ARGLTLLESDL YRAVCPSELVGSWATKEDKE NSPRLLIGK 1

H.sapi ens SCS2 | SKPGQFETFDL ML FRHIENARGUINSESDINRKVORSEIVESVWIKEDKENNSENEIRY! &22

H echi nata SO5 LTN:- N EKFSLLT_ FEENCRETNRSENSRSIKPSERVGIAVKKPRERESENARKS 590
::* * *+ kkkk- kx * % k% - . ::****** * % * - kkx Kk * % % * % %

H sapions SC1 | RHTTNLTLWFEKC) VETENL EERVAWSRI | E1 LQUFQELNNFNGVLEWSAWSSPYY 534

H sapi ens SCS2 | RHTTNLTLWEEKG VEAENFEERVAVLSRI | El LQVFGDLNNENGVLEI VSAVNSVSVY 882

H echinata SCS | HLSTFLTFWELSI CETHNFEERVAVYTRI | DI LM/FI ELNNENGMVEI LGAI NSAPVH 655

H sapi ens SCSL  RUDHTFEQ PSRQKKI LEEAHELSED: HYKKYLAKLRSI NPPCVPFFG YLTNI LKTEEG 843
H sapi ens SCS2  RUDHTFEALQERKRKI LDEAVELSQD- HKKYLVKLKSI NPPOVPFFQ YLTNI LKTEEG 941
L cchi nal s SC5 RLRFTTGEL SPKRVQALQYVKELTODGHWKYTEKLRS! NPPCVPFLGVYLSN LKAEEC /13
* % ** * % ** ********* * ** **** * %k %k

NPEVLKRHGKELI NFSKRRKVAE] TGEI GQYQUQPYCLRVESD! KRFFENLNPMGNSVEK 1003

NNDFL KKKGKDLI NFSKRRKVAE! TGEI QQYQNGPYCLR! EPDVRRFFEN_NPNGSASEK 1001
NPDFLPNCPDG) | NFSKRRWADI TGEI QYGMVPYNLQ QPG KKFI EELDPFAGRTDR 775

H. sapi ens SCS1
H. sapi ens SOS2
H. echi nata SCS

* * ckkkkhkhkk kk-kkkkhkk- kkk kk k.o o. ----* * * *

H sapi ens SS1  ERNDYBENKSEENEBRNPKPL PRFPKKYSYPLKSPGVRPSNPRP- - - - GTVR HPTPLQQ 1058
H sapiens SO52  [ERTDYEENKSEENERRNCKQPPRFPRKSTFSLKSPG RPNTGRHGSTSGTLRGHPTPLER 1061
H. echinata SCS _QAKQPTKFVRKSU HLKSPQ KAGSRTQ - - - - <= -------- 822

. * % **** * *Xkk Kk k- .

H. sapi ens SCS1 EPRKI SYSRI PESETESTASAPNSPRTPLTPPPASGASSTTDVCSVFDSDHSSPFHSSND 1118
H. sapi ens SCS2 EPCKI SFSRI AETELESTVSAPTSPNTPSTPP- - - - VSASSDL SVFLDVDLNSSCGS- - N 1115
H. echinata SCS ----- SNGRKPSSSSQV[I' DVEPTPI LERRRPP- - SPTPSTMSSFSTFTI NEDEPDGG- - - 872

* * * * * %

H. sapiens SOS1  TVFI QVT LPI—lGPRSASVSSI SLTKGT DEVPVPPPVPPRRRPESAPAESSPSKI I\/BKHLDS 1178

H sapi ens SOS2 S| FAPVLLPHS- KSFFSSOGSLHKLSEEPLI PPPLPPRKK- - - FDHDASNSKGNVKSDDD 1171

H echinata SOS  -----c-cmcemememcmnon- EKEEDEVI EEPPPLLLPR- - - - - - - APKSEGRLPELPS 903
* .k * % . *

H sapi ens SOSL  PPAI PPROPTSKAYSPRYSI SDRTS| SDPPESPPLLPPRE: - - - - - - - - - PVRTPDVFSSS 1229

H. sapi ens SOS2  PPAI PPRQPPPPKVKPRVPVPTG: AFDGPL HSPPPPPPRDPL PDTPPPVPLRPPEHFI NC 1230

H. echi nata SCS KPVGYKKQ:SLPARP— - ETI SRSFSLEDAQ\/EPPSLPPRTP ———————— AALRTNQETAF 953

* % * % %

H. sapi ens SCS1 PLHLQ:’PPLGKKSDHGNAFFPNSPSPFTP PPPQT PSPHGTRRHLPSPPLTQEVDLHSI A 1288

H. sapi ens SCS2 PFNLQPPPLGHLHRDSDW.RDI STCPNSPSTPPSTPSPRVPRRCYVLS- - SSQNNLAHPP 1288

H. echinata SOS  ALPANTPPVPHREGE- - - - - - - RQ?AQSD| GPPSLPSRRSKPKLLHRS- - - SEPSI EVVP 1003
. * * . * * * k.

H. sapi ens SCS1 GPPVPPR@TSQ—H PKLPPKTYKREI—fI'HPSMﬂRDGPPLLENAHSS 1333

H. sapi ens S0S2  APPVPPRONSSPHLPKLPPKTYKRELSHPPLYR- - LPLLENAET- 1330

H. echinata SO EVTAPP--------- El PPRKV- - - ----mmmee o - - 1016

Abb.26 Sequenzvergleich des moglichefydractinia SOS-Proteins mit SOS1 und SOS2 des Menschen

Hydractinia SOS (siehe Anhang Abb.23fomo sapiensSOS1 (NCBI Reference Sequence: NP_005624.2) urB2S@CBI
Reference Sequence: NP_008870.2). Domanen wuradénRROSITE markiert. Erstellt wurde der Vergleicit @lustalW. In gelb
markiert die ,Dbl homology* (DH_2)-Doméne. [filgtimarkiert die ,pleckstrin-homology* (PH)-Doméne, bfal markiert ist die
,Ras guanine-nucleotide exchange factor N-termifRASGEF_NTER)-Domane. [fillila markiert wurde dRas guanine nucleo-
tide exchange factor catalytic* (RASGEF_CAT)-Doméne
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VBFSRDNKPAEWWHAEL KRFKQQLPI EKGKNRVTEKTTTLVRNGLI ELAHNQFNLVVTTLVQYI KDI ASVNLLSAELQLLAVQSNLI V
LATI ERCFEQHNEESSTLSDDI VKKQLLG LCPLI VHPDASSDVYVKGSKI AGRI | YLI SKHHFSAVFLRI SRRLMTLVENNEDSMGP
DDLELI RYVHVPVEGLI VL FQDCSKHFKNLKKYSQQVLLKGLSKSI WWW ESYPEQFTYL YKETNAL L SEL SEKLFTLTDQWSENTRK
KAl SWPLQ LLLLLSPESI QEASGTGELSKGAI YVKRQFL ENLKKNL SGSRSSSEHAL LACVHL CKASTFI NREDNI VCFLVSQVMNE
LKAMLFTAEKPFVSTTG.HVSDL WDL YVASFRI NYRNSQHFEVCFQPDSDPVFQTALVKGLHQ VKETPLKWAPNASVVYSKSQQVR
HVFQQCI RRMT'SYDPHL PKVGSHRSSL SKVGSI ANRKKDDPTI PFEKEAEL LLW. VKL FHADPHL AL NHSAKCAAEI QASSMOFMNGL
VI | MVFTNVPDVSAQVSETLLGLHSPENI ELWNPEAPVATFWEI SSQ VYNVADRLLSERI PNQLKAMRW.QKI LKCRI QFI EKNRNE
ALl GTHNSI CSEALSRLEMVFLTSLWSESDI DKVLLAVKCFGLLFEEACLLVTDRPSPI HPSPLMIVYYKFANEVQKTGRTALHKCI LS
| LREVNVKTPGNI RAVEL TL NRWORMTHAL TNYPREEL L VYDVPPVFSSNSSSKQKNVSSPVWMWSDDAL EI YI SEWSKMTGFLCSLG
G COWKKNNL SKGDQL SRONSKSTLEDSHVNRFLSELL TLLVCVNEHTSLQ | SAVKESLGFDLSI PL YPSFFAL CKATTSCFFDENG
QVRQDSSSTLYVEQLI YVI RClI LENKSDEVAGVLVSFDVEDVLLAM_KY!l RSLNVNVQSL VI KSKMCQLVEQL MLRRADL SFRQEI KF
RNGLVEYLTDWLHASDKI QNVSKEI LAl SCSLDESAVRAI Al LLKG.PLQPDDVEQEL TEAKSQLFLKHFTLFMNI LNKCYDAAEEK
QNSSLKGSLAPHFVKLRESTVRANVSNMLSANI DSGLMHSI SLGYHEDPQTRATFLEVLTY! LKQGTEFESLAETVLEDRFERMLRLLV
NYGENQELPI VIVAL CNSVSCDDIVDEVARVL VNI FDSKGSL HVL LWAL FKDEVDRAEGHQTL FRGNTI ASKAMTYSFKI YGSGYLHLLL
HPI | SEMTKQCGKSYEVDAARL QPGENKADNSONVI EL ANKL VDKVKAL RESFPSQL RSL CYSL NKAVQRRFQSSSYDAVSSAVFL RF
I NPAI VSPHSHG VTEEVHPNVRRGLM_LSKI LONLANHLHFTKEVHVEI FNGFLENNFHRI HSYFREI SSKPEI M KEKEENLPI TF
TGDSNVRSI HKLLWESQETMAKYLI MERDSGM GRDPFEKLVTLLAHLGPPENQPLQLTDRI | RDRANSI GARFEDFVAKQSGONQDE
LEQLKSKQLFYGDGKSKTGRPVFYY! ARRYFKDEI GDDLLLYHI LLTLQPKYGQPWDLVWDFTHTCPENRFKI ETLARAFVI LPEMQL
KTLNTI LFYNWNSSI RQYVELTERI MRPLKNHPGWVI | DKFPKFYEY! LPDELKLPSSTTSLEKDTKVYSASKI STKGTVYI KVGPSS
VQLQQAEKVKI LGFSCTVNDVFYASEI KRASSVDEI | EMEFTTRRNSI KLFTTQAEEI ANSVRHI QSRWRL SQPNKTTTIVNNKKL RPK
DVPGTLLNVSLVNLGNRDPSLRLAAYNLLCALTATFGLQ NERLLEANG CI PANCTLFI QG SEQLAQREPNLTLEFLDECI SCF&K
SDDESRNL CLNYMAPW.PNL SRFSGCDKSDPNKI KM DI | EKLI KLTI MNRQNYPFI QASVARKI GNI PDLLDVVI DLFMKTSSAGGF
GSEKAEVNVADT TVTLASANVPLVSKKI LERFHTVTARTNVSPTKI LERHLMADDI Al LARYLLM_SFNDSLDVSTHLPDI FHI VTLLV
STGPVSLRASI HGLVI NSLQSI LTCSDMLLSDKTQLLI RTKLEDLSLQKFYLLFG SSVKSAPI KAFL SNKNRSRTFNSKSKDGDNI |

SLYSLEVI TDSLLDVLEACVSDI KDKVFLKRWXKL CSGYAFTYNPAI QPRCI VWMGCI CKDVSEKDVSHVL EVL AKASGYYL DHNLIVE
SCl MCLAKYQSMLQKESRFHDVLFW/SI G LOVIGEQNL YPAAL CL L EENL RVCHSFEL FSGQAI HERMVRHRNHSAFHW FKQLDHI T
GLNFTI DFHFALTALLLKGLRHPSAKTKSSALRI FNVLLTI CSCAETL GTKENFDVNKSTVAYLAAL MPGSEEI QAKLNNQQPVYSQT
LTLKRAKSKKI YTTDDKKTSRSPSVI | TVSSTDTPDDLVQAKRRYQAESGL YNLLLDPQVLSNERSQVLLI VLLATI VDHTVDDFEAK
TLYEVLAEASI LYPEVFPI VFSI LNRKLSNVI SHSDDADTLKAAQTI VHSTSSI PTDKPTI KLQYLTGA GFHGLHSFPGPFVESSDPS
VAPQVLARY! DAVLNKHSTTVLSTEGRSSSGQ FKAPSSVDDVI | CSSSASLNAI SGPDQTNNSTGSI FSVFKRVGSYSPARRQRKNE
NKSI KEK

Abb.27 Aminoséaure-Sequenz des moglichdtydractinia NF1-Proteins
Die Sequenz wurde durch eine BLAST-Analyse mdmo sapiendNF1(NCBI: GenBank: AAA59925.) im Transkriptom von
Hydractiniaermittelt

H. echi nata NF1 EYLTDW/LHASDKI QNVSKEI LAl SCSLDESAVRAI Al LLKGLPLQPDD- 1022
H. vul gari s NFlp EDL TKW/L YASDESKI MSQEMHAI SCGLDEAAVRAVAALLKGLPLQPEN- 742
M rmuscul us NF1 EYLTDW/MGTSN- - QAADDDI KCLTRDL DQASVEAVVSLLAGLPLQPEEG 1092
H. sapiens NFl1l EYLTDW/MGT SN- - QQADDD\/KCLTRDLDQASI\/EAWSLLAG_PLQ:’EEG 1090
* ** ** -*- .. '** "* * . * % ****** :
H. echi nata NF1 VEQELTEAKSQ_FLKHFTLFI\/NI LNKCYDAAEEKQ\ISS LKGSLAPHFVK 1071
H. vul garis NFlp | SNDI TEAKSTLFLRHFTLFMNI LNNCYDKPDDNKE- - - - RRI LAPHFVN 788
M nuscul us NF1 DGVELMVEAKSQLFLKYFTLFMNLLNDCSEVEDENAQT GGRKRGVBRRLAS 1142
H. sapiens NFl DG\/ELNEAKSQ_FLKYFTLFNNLLNDCSEVEDESAQTGGRKRG\/SRRLAS 1140
T *kkKk kKk k. :****** ** * :
H. echi nata NF1 LRESTVRANMSNVL SANI DSGLM—!SI SLGYHEDPQTRATFLEVLTYI LK(X-} 1121
H. vul garis NFlp LRAYTVQANVSBNVLSANI DSGLVHSI SLGYHEDPQTRATFLEVLTDI LKQG 838
M nuscul us NF1 LRHCTVLANMSNLLNANVDSGLVHSI GLGYHKDLQTRATFVEVLTKI LQQG 1192
H. sapiens NFl LRHCTVLANMSNLLNANVDSGLVHSI GLGYHKDLQTRATFVEVLTKI LQQG 1190
* % * % ****:*'**:********'****:* ******:**** **:**
H. echi nata NF1 TEFESLAETVLEDRFERM_RLLVNYGENQELPI VIVALCNSVSCDDVDEVA 1171
H. vul garis NFlp TEFENLAETVLEDRFERI | QLVTNNGNSDDI PI VIVALCNSVTI DDIVDDVA 888
M nuscul us NF1 TEFDTLAETVLADRFERLVELVTMVEDQGEL PI AVALANVVPCSQUDELA 1242
H. sapiens NFl TEFDTLAI:_FVLADRFERLVELVTM\/GDQBELPI AWLAMNPCS@DELA 1240
H. echi nata NF1 RVLVNI FDSKGSLI—NLLVWLFKDEVDRAEG—lQTLFRGNTI ASKAMTYSFK 1221
H. vul garis NFlp KVLVNLFNVKG LHVLLMNLFKDEVEKTETQQTLFRGNTI ASKVMBYSFK 938
M nmuscul us NF1 RVLVTLFDSRHLL YQLLWNVFSKEVELADSMOTLFRGNSLASKI MTFCFK 1292
H. sapiens NFl RVLVTLFDSRHLLYQ_LVWNFSKEVELADSI\QTLFRGNSLASKI MIFCFK 1290
H. echi nata NF1 | YGSGYLHLLLHPI | SEMTKQ} == GKSYEVDAARLQDGENKADNSQ\NI 1268
H. vul gari s NFlp | YGGNFLQLLLGPLI TEM KHSD- - GKSYEVDSARLENNENI GDNTQSVI 986
M nmuscul us NF1 VYGATYLQKLLDPLLRVI | TSSDWQHVSFEVDPTRLEPSESLEENCQRNLL 1342
H. sapiens NFl VYGATYLQ(LLDPLLRI Vi TSSD\/‘Q-NSFEVDPTRLEPSESLEENQ?NLL 1340

Tk ke Kk k- Kookkk - okk *
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H. echi nata NFl EL ANKL MDKVKAL RESFPSQLRSLCYSLNKA- - - - - - - - - - - - oo - - - - - 1299
H. vul garis NFlp EL ANG-VDKVKEL KNEFPMQLKSLCYCLNKA- - - - = - - - - === - oo - - - - 1017
M rmuscul us NF1 QVITEKFFHAI | SSSSEFPSQLRSVCHCL YQATCHSLLNKATVKERKENKK 1392
H. sapiens NF1 Q\/IT EKFFHAI | SSSSEFPPQ_RSVCHCLYQATCHSLLNKATVKEKKENKK 1390
* % ** * * *
H. echi nata NFl -- VQ?RFQSSSYDAVSSAVFLRFI NPAI VSPHSHG VTEEVHPNVRRGLM 1347
H. vul garis NFlp - - VOTRFPSSAYDAVASAVFLRFI NPAI VSPDTHG | SEVWPKSVRRGLM 1065
M rmuscul us NF1 SVWWSQRFPQNSI GAVGSAMFLRFI NPAI VSPYEAG LDKKPPPRI ERGLK 1442
H. sapiens NF1 SVWWSQRFPQONSI GAVGSAMFLRFI NPAI VSPYEAG LDKKPPPRI ERGLK 1440
*. * % . . .** ** *hkkkkkkkkk kK ** . :.***
H. echi nata NF1 LLSKI LQ\ILANHLHFTKEVHIVEI FNGFLENNFHRI HSYFREI SSKPEI M 1397
H. vul garis NFlp LLSKI LONLANHL YFSKEAHVEVFNGFLENSFYRMQSFFRDI AVKP- - - G 1112
M nmuscul us NF1 LIVBKVLQSI ANHVLFTKEEHVRPFNDFVKSNFDLARRFFLDI ASDCP- - - 1489
H. sapiens NF1 LIVBKI LQSI ANHVLFTKEEHVRPFNDFVKSNFDAARRFFLDI ASDCP- - - 1487
* ** * % :*** * * % ** ** * - s * . -* -*-
H. echi nata NF1 KEKEENLPI TFTGDSNVRSI HKLLV\ESQ:—I' MAKYLI MVERDSGM GRDPFE 1447
H. vul garis NFlp DKEEASVI LTLASDSNVL TLHKLLWFSQEKMGRYLAMFR- - GAAARDPYE 1160
M muscul us NF1 TSDAVNHSL SFI SDGNVLAL HRLLVWNNQEKI GQYL SSNRDHKAVGRRPFD 1539
H. sapiens NF1 TSDAVNHSL SFI SDGNVLAL HRL L VWNNQEKI GQYLSSNRDHKAVGRRPFD 1537
* * % ::* * k% .** :.:** * * *-
H. echi nata NF1 KLVTLLAHLGPPENQDLQ_TDRI | RDRANSI GJ\RFEDFMAK@GQ\IQDEL 1497
H. vul garis NFlp KLVTLLAHLGPPENQTVKLTQRI | GDGKETSLWGFEDFVAKHEGONKEEL 1210
M muscul us NF1 KVATLLAYLGPPEHKPVADTH- - - WSS NL TSSKFEEFMIRHQVHEKEEF 1586
H. sapiens NFl KVATLLAYLGPPEHKPVADTH- - - V\SSLNLTSSKFEEFMTRHQ\/HEKEEF 1584

* - **** ***** . . * ** ** ..

H echinata NFL EQLKSKQLFYGDGKSKTGRPVEYYI ARRYFKDEI GDDLLLYH LLTLGPK 1547
Hvulgaris NElp  EYI KSNQUEYGDCKSKAGRAVEYYIARRYVNDVISDEVELYHILITIGRY 1260
M muscul us NFL KALKTLS| FYQAGTSKAGNP! FYYVARRFKTGQ NGDLLI YHVLLTLKPY 1636
H sapiens NFL KALKTLS| FYQAGTSKAGNPI FYYVARRFKTGQ NGDLLI YHVLLTLKPY 1634
H echinata NFL YGGPVDLWDFTHTCPENRFKI ETLARAFVI LPENQLKTLNTI LEYNVNS 1597
Hvulgaris NFlp  RGEMIELVADESHTSEVNRERADTLIKAETIIIPESQUASEQUIVENNIN 1310
M muscul us NFL YAKPYEI WL THTGPSNRFKTDFLSKVWEVVFPGFAYDNVSAVY] YNONS 1686
H sapiens NFL YAKPYEI VDL THTGPSNRFKTDFLSKVWFVVFPGFAYDNVSAVY] YNONS 1684

H echinata NFL SI RQYVELTER! NRP- - LKNHPGVVI | DKFPKEYEY] LPDELKLPSSTTS 1645
Hvulgaris NFlp  SHIQYNEENERVVKPGIAKNIGIVIIDKESKEYEVIENSEVKEPSSTL T 1355
M muscul us NFL WREYTKYHERLLTG - LKGSKRLI FI DCPGKLAEH EHEQQKLPAATLA 1734
H sapiens NFL WREYTKYHERLLTG: - LKGSKRLVFI DCPGKLAEH! EHEQLPAATLA 1732

Dol *Ho *, ILEE *ookok kR
H. echi nata NFl LEKDTKVYS- ASKI STKGT- VYI KVGPSSVQLQQAEKVKI LGFSCTVNDV 1693
H. vul garis NFlp LENDI KRYT- VLKI TMKGT- VI LKVNPTSVQLQSPDKVKVLGLSVYI NDV 1406
M nmuscul us NF1 LEEDLKVFHNALKLAHKDTKVSI KVGSTAVQVTSAERTKVLGQSVFLNDI 1784
H. sapiens NF1 LEEDLKVFHNALKLAHKDTKVSI KVGSTAVQVTSAERTKVLGQSVFLNDI 1782
****: *-: ***:**.::** ..::.*-*** :**
H. echi nata NFl FYASEI KRASSVDE I I EMEFTTRRNSI KLFTTQAEEI ANSVRHI QSRWR 1742
H. vul garis NFlp FYASEI EKASSYED- VLSLEFSSRTG LNFRTTQAAEI ASYI NNI HSRWN 1455
M rmuscul us NF1 YYASEI EEI CLVDENQFTLTI ANQGTPLTFMHQECEAI VQSI | HI RTRWE 1834
H. sapiens NF1 YYASEI EEI CLVDENQ:TLTI ANQBTPLTFM—IQECEAI V(BI I H RTRWE 1832

-***** '*"**

Abb.28 Sequenzvergleich des moglichetlydractinia NF1 mit NF1-Proteinen anderer Organismen

Hydractinia NF1 (siehe Anhang Abb.27)omo sapiendNF1 (NCBI: GenBank: AAA59925.1)Mus musculudNF1 (NCBI Refe-

rence Sequence: NP_035027Hydra vulgarisNF1p (NCBI Reference Sequence: XP_002168194.2)ifsghe Doméanen nach
PROSITE; Erstellt mit ClustalW. In gelb ist die R@TPase aktivating profile* (RAS_GTPase_ACTIV2)4déne markiert. In
GFtin ist die ,CRAL —TRIO lipid binding Domain“ (CRA TRIO)-Doméne markiert.
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M NTDLEHFNYEVREDFDI DDGNDDGDDEFEKL QNYI HEHAPPSERWYHGRL GRKDGEERL L AHGKSCCYL VRESDRKQGVYSLSYLS
LAGH SHFRI TAI CGDYY!l GGRQFHSLQHLI GYYSTYGSLMKDERLKEPVAPSEPVHL GYRLI AKFPYKATADTDEL SFNI GDVFSVQ
NVL DEDW._\W/VSQKDNKSGL VPKAL TEEVDSSADPFEGRSWFCSVSKTDAQTT LMNYGDVGNFLI RPSDVPGDYS! SLRDQTGVSRFR
| QRQGQRFI | GGRPFDSI EAI | KRYNKEQLAEGVSL RSPLDRSKYEAFYRNLKGSI RRPGPDQVDGTVPRI KPLRI NSRI ANSSNI TK
SGYLI KRGHRNRWKKL YMVL RGEEQQL L YFDNEKRTKPKGL FDL TYAVWYHVHESL FGRPNCFQ VWRAL NEMJTYFL CAETSDSAQE
V. DVVTQYCGNVRNSNNASGONVKEL KSLEL SI CHAQKI PTNKVPHPYCWWSL NDVKTCRTKSQEAPEPVFDEDFKFNDLPNDI TSFT
VAl YNRQRSPYKDKEMGRVTVYL NTL EPGKVL DQWFVL GSL QHKSEI GSI RLTAKFVHE! | MPDEEYGKLL EVLLSRDYHWQYLGEV
SKDLNSLAYTLLRI FRKDNNELNLI KTI TTRELHTKEKKETLFRGNTLSTKLLDQYMKM Al PYLQDTI GSVI LKI MESKQCCELNPS
KVEKGSNVAENLQQLI KFLEEI TSNVFNSAQSCPKPLRYLFHCL QL EAAKKWPEEQY! QSRVWSAFLFLRLI VPAVLNPKMVHNLVHES
PSQVBSRTL TLVAMCL QKL ANL VEFGAKEPYL VAVNPFL QKYRKKMVDFL DEI ANQSETPKNTE! LKHDLARDLAAI HETCl KHEHQL
VKLSSTQPNVKI LLAI VEG KRQKEQYMKQGESVCDEFAV

Abb.29 Aminoséaure-Sequenz des moglichdfiydractinia RASA1(GAP)-Proteins
Die Sequenz wurde durch eine BLAST-Analyse mit moblishem RASA1(GAP) (NCBI Reference Sequence: NR88Q.1) im
Transkriptom vorHydractiniaermittelt.

M nuscul us RASA1GAP MVAAEAGSEEGGPATAGPGGG- AATGSSAYSAACRVKLPAALPVAAAPCP 49
H. sapi ens RASA1GAP MVAAEAGSEEGGPVTAGAGGGGAAAGSSAYPAVCRVKI PAALPVAAAPYP 50
H echinata GAP ccmomim oo

M nmuscul us RASA1GAP GLADADL VAAL GGGAASGSGFLGTGPVAGVLGGAALTG - - - - - - - SAAA 91
H. sapi ens RASA1GAP GLVETGVAGT L GGGAAL GSEFL GAGSVAGAL GGAGL TGGGTAAGVAGAAA 100
H echinata GAP = sommmmmm e

M nmuscul us RASA1GAP GVAGAAAAGPAGDVAFTKGTLSLPAETLGPGGGFPPLPPPPQLPPLGSGL 141
H. sapi ens RASA1GAP GVAGAAVAGPSGDVAL TKLPTSLLAETLGPGGGFPPLPPPPYLPPLGAGL 150
H echinata GAP  c---oiiiia i M NTDLEHFNYEVREDFD- - - - - = == == == - - - 18
M nmuscul us RASA1GAP GTVDEGDSLDGPEYEEEEVAI PLTAPPTNQAYHGKLDRTI AEERLRQACGK 191
H. sapi ens RASA1GAP GT'VDEGDSLDGPEYEEEEVAI PLTAPPTNQAYHCGKLDRTI AEERLRQAGK 200
H. echi nata GAP - - | DDGNDDGDDEFEKL QNYI HEHAPPSERWYHGRL GRKDGEERLLAHCK 66
-*-* * * . * *** --**** * * * k% % * %
M muscul us RASA1GAP SGSYLI RESIIRRP@FVLSFLSQTNVVNHFRI | ANL'IBDYYI GGRRFSSLS 241
H. sapi ens RASA1GAP SGSYL|I RESDRRPGSFVL SFLSQWNVVNHFRI | AMCGDYY! GGRRESSLS 250
H. echi nat a GAP SCCYLVRESDRKQGVYSLSYLSLAGH SHFRI TAI CEDYYI GGRQFHSLQ 116
* '** ***** * : ** * % :'**** * ********* * **
M nuscul us RASALGAP DLI GYYSH\/SCLLKGEKLLYPVAPPEP_ 291
H. sapi ens RASALGAP DLI GYYSHVSCLLKGEKL L YPVAPPEPVEDRRRVRAI LPYTKVPDTDEI S 300
H echi nata GAP HLI GYYSTYGSLNKDERLKEPVAPSEP_ 166
'****** "* * * * **** *** "**** *
M muscul us RASALGAP FLKGDVFI VHNELEDGAWWTNL RTDEGGL| VEDLVEEVGREEDPHECK! 341
H. sapi ens RASALGAP FLKGDVEI VHNELEDGAWWTNL RTDEGEL | VEDLVEEVGREEDPHECK! 350
H echinata GaP FN| GDVFSVGNVLDEDWL W/VSQHDKSGLVPKAL TEEVDSSADPFEGRS 216
** * * * * . : . * *** . ** **
M muscul us RASAL1GAP V\FHGKI SKQEAYNLLMTVGQ\/CSFLVRPSIINTPGDYSLYFRTNENI Q?FK 391
H. sapi ens RASA1GAP WFHGKI SKQEAYNL L MTVGQVCSFLVRPSDNTPGDYSL YFRTNENI QRFK 400
H. echi nat a GAP WFCS- VSKTDAQT I LMNYGDVGNFLI RPSD- MPGDYSI SLRDQTG/SRFR 264
* % . :** :* ':** *-* '** * % % % ***** -* :'**
M nmuscul us RASA1GAP | CPTPNNQFMMGGRYYNSI GDI | DHYRKEQ VEGYYLKEF’VPIVQ:XXSQ\/L 441
H. sapi ens RASA1GAP | CPTPNNQFMMGGRYYNSI GDI | DHYRKEQ VEGYYLKEPVPMQDQEQVL 450
H. echi nat a GAP | Q RWFI | GGRPFDSI EAl | KRYNKEQLAEGVSLRSPLDRSKYEAFY 313
L : * % % ::** * % :* * %k %k - '** *- *
M muscul us RASA1GAP N--mmeeme - - DTVDGKE | YNTI RRKTKDAFYKNI VKKGYLLKKGKGK 479
H. sapi ens RASA1GAP N--mmeeme - - DTVDGKE- | YNTI RRKTKDAFYKNI VKKGYLLKKGKGK 488
H. echi nata GAP RNLKGSI RRPGF’DQ\/DGTVPRI KPLRI NSRI ANSSNI TKSGYL| KRGHRN 363
M muscul us RASA1GAP RV\KNLYFI LECEDAQ_I YFESEKRATKPKGLI I]_SVCSVYWH%LFGRP 529
H. sapi ens RASA1GAP RWKNLYFI LEGSDAQLI YFESEKRATKPKGLI DLSVCSVYVVHDSLFGRP 538
H. echi nata GAP RVWKKL YMVLRGEEQQL L YFDNEKR- TKPKGLFDLTYAVWYHVHESLFGRP 412

kkk o kko ok k + kkokk: kkk Khkkkkk. kk- kk kkekkkkkk
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M nmuscul us RASALGAP NCFQ VWOQHFSEEHYI FYFAGETPEQAEDWWKG. QAFCSLRKSSPGTSNK 579
H. sapi ens RASALGAP NCFQ WQHFSEEHY! FYFAGETPEQAEDVWKGL QAFCNLRKSSPGTSNK 588
H. echi nata GAP NCFQI WRALNENQTYFLCA EI'SDSAQEV\LD\/VTQY@NNRNSNNAS(XQ 461

******* . * * * ** . * .

M nuscul us RASA1GAP
H. sapi ens RASA1GAP
H. echi nata GAP

M muscul us RASALGAP SEEFVFDDLPPDI NRFEI TLSKTKK SKEPDILEVROG S s 417

H. sapi ens RASALGAP SEEFVFDDLPPDI NRFEI TLSNKTKK- SKDPDI LFVROQLSRLCKGHATD
H echinata GAP PEDEKENDEIDITSETVARNRORSEVKDRENERVI /. LLCK/LD
. * * * * % % ** *
M muscul us RASA1GAP EV\FLLSSHI PLKGI EPGSLR\/RARYSI\/EKI I\/PEEEYSEFKELI LQ(ELH\/ 728
H. sapi ens RASA1GAP EWFLLSSH PLKG EPGSLRVRARYSMEKI MPEEEYSEFKEL| LQKELHV 737
H. echi nat a GAP QNFVLGSLQHKS- - El GSI RLTAKFVHEI | MPDEEYGKLLEVLLSRDYHM 609
:** * * * ** * *-- * *** * % % ' *--* .. *-
M muscul us RASA1LGAP VYALSH\/CGQ]?TLLASI LLKI FLHEKLESLLLCI'LNI]?EI SIVEI]EATTL 778
H. sapi ens RASA1GAP VYALSHVCGQDRTLLASI LLRI FLHEKLESLLLCTLNDREI SMEDEATTL 787
H. echi nata GAP VQYLGEVS- KDLNSLAYTLLRI FRKDNNELNLI KTI TTRELHTKEKKETL 658
M muscul us RASA1GAP FRATTLASTLNEQYM(ATATQ:VHHALK%I LKI NESK@CELSPSKLEK 828
H. sapi ens RASA1GAP FRATTLASTLMVEQYMKATATQFVHHALKDSI LKI MESKQSCELSPSKLEK 837
H. echi nata GAP FRGNTLSTKLLDQYM(M Al PYLQDTI GSVI LKI NESK(XZCELNPSKVEK 708
M nmuscul us RASA1GAP NED\/NTNLAHLLSI LSELVEKI FVASEI LPPTLRY!I YGCLQ(SVQ-!KV\PT 878
H. sapi ens RASA1GAP NEDVNTNLTHLLNI LSELVEKI FMASEI LPPTLRYI YGCLQKSVQHKWPT 887
H. echi nat a GAP GSNVAENLQQLI KFLEEI TSN\/FNSA@CPKPLRYLFHCLQ_EAAKKV\PE 758
-* **:*- -* *:"::* *'***: ***' :***
M nmuscul us RASA1GAP NNTIVRTR\/VSGFVFLRLI CPAI LNPRIVFNI | SDSPSPI AARTLTLVAKSV 928
H. sapi ens RASA1GAP NTTVMRTRVVSGFVFLRLI CPAI LNPRVFNI | SDSPSPI AARTLI LVAKSV 937
H. echi nat a GAP EQYI (BR\/VSAFLFLRLI VPAVLNPKIVHNLVHESPSQVBSRTLTLVAIVCL 808
M nmuscul us RASA1GAP Q\ILANLVEFGAKEPYI\/EC-NNPFI KSNKHRM I\/FLDELGNVPELPDTTEHS 978
H. sapi ens RASA1GAP QNLANLVEFGAKEPYNMEGVNPFI KSNKHRM MFLDELGNVPELPDTTEHS 987
H. echi nata GAP Q(LANLVEFGAKEPYLVAVNPFLQ(YRKKM/DFLDEI ANQSETPKNTEI L 858
M nmuscul us RASA1GAP RTDLSRDLAALHEI CVAHSDELRTLSNERC—NQ}NLKKLLAI TELLQ}(Q 1028
H. sapi ens RASA1GAP RTDLSRDLAALHEI CVAHSDEL RTL SNERGAQUQHVLKKLLAI TELLQRKQ 1037
H. echi nat a GAP KHDLARDLAAI HETCI KHEHQLVKLSS- - - - TQ:’N\/KI LLAI VEG KRQX 904
: ** ***** * % * * -* '** :* **** * ""'
M nmuscul us RASA1GAP NQYTKTNDI R —————— 1038
H. sapi ens RASA1GAP NQYTKTNDVR- - - - - - 1047

H. echi nat a GAP EQYMKQGESVCDEFAV 920

ckk K

Abb.30 Sequenzvergleich des moglichefiydractinia RASAL1(GAP)-Proteins mit RASA1(GAP)-Proteinen andeer Organis-

men

Hydractinia RASA1(GAP) (siehe Anhang Abb.29%pmo sapien§SAP (RASA1) (NCBI Reference Sequence: NP_00288%AR
RASA1 vonMus musculugNCBI Reference Sequence: NP_035027.1). Spezdisdbméanen wurden nach PROSITE markiert.
Erstellt wurde der Sequenzvergleich mit ClustalWw.gkau die beiden“SH2 ,Doménen sowie die ,RAS_GTEASCTIV_2“
Doméane markiert. Iflgkdn ist die ,SH3“ Doméne undlau die ,PH* Domane markiert. [illrot wurde d@2 Doméne markiert.

Vektor-Rickgrat 2>

GGGECCCGTGGCACT TTTCGGEGAAAT GT GCGCGGAACCCCTATTTGI TTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAG
ACAATAACCCTGATAAAT GCTTCAATAATAT TGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTT
GCGGCATTTTGCCTTCCTGT TTTTGCT CACCCAGAAACGCT GGTGAAAGT AAAAGAT GCTGAAGAT CAGT TGGGT GCACGAGTGEGT T
ACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCT TGAGAGT TTTCGCCCCGAAGAACGT TTTCCAATGATGAGCACT TTTAAAGT TCT
GCTATGT GGCGCGGTATTATCCCGT AT TGACGCCGEGECAAGAGCAACT CGGT CGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAG
TACTCACCAGT CACAGAAAAGCAT CTTACGGAT GGCATGACAGT AAGAGAAT TATGCAGT GCTGCCATAACCATGAGT GATAACACTG
CGGCCAACTTACT TCTGACAACGAT CGGAGGACCGAAGGAGCTAACCCCTTTTTTGCACAACATGGCCGATCATGTAACT CGCCTTGA
TCGT TGGGAACCGGAGCT GAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGT GACACCACGAT GCCTGTAGCAAT GGCAACAACGT TGCGCAAA
CTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCT TCCCGGCAACAAT TAATAGACT GGAT GGAGGCGGATAAAGT TGCAGGACCACTTCTGC
GCTCGGECCCT TCCGECTGGCTGGT TTATTGCTGATAAAT CTGGAGCCGGT GAGCGT GGGT CTCGOGGT AT CATTGCAGCACT GGGGCC
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AGATGGT AAGCCCT CCCGTATCGTAGT TATCTACACGACGGGEGAGT CAGGCAACTAT GGATGAACGAAATAGACAGATCCGCTGAGATA
GGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACT GTCAGACCAAGT TTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTA
AAAGGATCTAGGT GAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCT TAACGT GAGT TTTCGT TCCACT GAGCGT CAGACCCCGT
AGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGT AAT CTGCT GCT TGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGT G
GITTGT TTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACT GGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAG
TGTAGCCGTAGI TAGGCCACCACT TCAAGAACT CTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGT TACCAGTGGCTGCTGC
CAGTGGCGATAAGT CGTGTCTTACCGGGT TGGACT CAAGACGATAGT TACCGGATAAGGECGCAGCGGT CGEECT GAACGEEEEGT TCG
TGCACACAGCCCAGCT TGGAGCGAACGACCT ACACCGAACT GAGATACCT ACAGCGT GAGCT AT GAGAAAGCGCCACGCT TCCCGAAG
GGAGAAAGGCGGACAGGTAT CCGGT AAGCGGECAGEGT CGGAACAGGAGAGCGCACGAGGEGAGCT TCCAGGGEEGAAACGCCT GGTATCT
TTATAGTCCTGTCGGGT TTCGCCACCT CTGACT TGAGCGT CGATTTTTGT GAT GCT CGT CAGGGEEGECGGAGCCTAT GGAAAAACGCC
AGCAACGCGECCTTTTTACGGT TCCTGECCTTTTGCTGECCT TTTGCTCACATGT TCTTTCCTGCGT TATCCCCTGATTCTGT GGATA
ACCGTATTACCGCCT TTGAGT GAGCT GATACCGCT CGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGT CAGT GAGCGAGGAAGCGGAAGA
GCGCCCAAT ACGCAAACCGCCT CTCCCCGCGCGT TGECCGAT TCAT TAAT GCAGCT GGCACGACAGGT TTCCCGACT GGAAAGCGEEC
AGTGAGCGCAACGCCAATTAATGTGAGT TAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGECTTTACACTTTATGCTTCCGECTCGTATGT TGTGTG
GAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCT TGT TGTAAAACGACGGCCAGTGAATTC
GAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGT

Hydractinia Aktinll (Aktll) Promotorregion >

GAATGT TCACTTCGATAT T TTAGCAAGGCGGT TAAAGT CGCAGCCAT GTAAGT GCTCAATATTGCGCATCAGGAGCAATTTTGCCCGC
ACTGATTGI TTCAAAAGT CAAGCCAACATGAGT TAATTTTTACTTGCGT TAAATACGCAAAATGT TTTTTTTTCCGT TGAGCGAAGCG
CCATCGI'GGCGGCGAAACT TTAATCCCCATGGCCTGT GT TCTCTTTGI TAGAT CTGACGGCGAACAGACAAAAAGCT CTGGGAACGAG
GTTGT GTGCAGGAGT CGT AGCT CGT TAGGCAAATATACCCCACATAAAAAT AGATCGCAGTAGGAAATTTGCTAATTCTAGICTTCTC
TAATTCAAATGCTAATCTACCCTATGCGAACGAGGATGECCTTGTGT TTAGT TTTGAAACTAATGGGT GT TGAGT TTTCAGGCTGT TC
TTATTTAATTTTTAATTTTTTTAATGT TAAAATCATGATTCGTGTTCTTTATGT TGGCTATTACTGCAATTTTTCCAAATCTCGTGTG
TTTAGTAGCTTTCCTCTTAGCTACTAGAAGAGT GTCCATATATTGECCTTTTTTCTTTCTGCGTGCAACAATCTGAGATTGT TTTGAA
TGITATTTTTTAAAACTGTCAGCTGI TTACAGCT TGATGI TTCAAGT AATTCTAATCCGT TTGCTGCTAAAAATAAAACTGT TAAGGEG
GGTGGATTAGTGCTTCATACTTTCAATTTTGT TATATATTTGT TATAAAGCTAGACACACCTGTACT TTCAAAACATAAGAAAAATGT
CTGTTTAGCGT TCTTTGAACTTTAACCATTTTAAATTAGT CAAAACGAGAGT TTATATAGAGT TTACTCATTGAAAACCACGT TCAAA
CTAAAACTTTCTTCATGCGTACAGTATTGAGGT TTTTATTCGTACGT TGTAAAGT TGCCCCCGTGTGATTTTTGT TTAGAAACGT GAA
CAACAAACAGT GCTGTACAGGATGGT GTCAGGGACAATCTAAATTTACATAAAAAACAT AACGGT TGCGT TCTATAATGCCCATAAAT
AGTTTTGCTGAACTCTCTCCT TCATCGT GTCTGT TGT TTCAATGAAAAACT TAAAAAT GACT GCGAAGGAGT CAACT TTCGCT TGGAT
ACATGGT TTCTATTCAGCGT TTAATACAATAGGTCTTGT TTTGTACAT TGTTGAAACTAAATTGACGT TTTCTTTCTTGT TCTGGTAA
AAATTGATATATTTTAGACAAAAAAAT GCAAAGCAT TGTAACCTATGCTGCAACTAAACT TTTCCAATAAATTTCGATCT TCCAAAAT
GTATGATCTTGT TGAGAAT GTCGAACCAT GAGT TAGGAAAAAT TTACT TGTACGTATGAGAAAAAAAGAAGAAAAT AGCCCCGECAGG
GATTAGCTTAAAAACT TAAAAAAGAAAAAAAAAAACGACCGGAAGAAATAT TTTTATGGT CTTCGGAACAT TGT TCATTTATATGATG
CTCGTAGAAACCACCTTAATCGCTATCTCATTAAAAATTCAACATTTCTGCATGT TTGT TATGAGCT TTCGAGGGT TGT TGTCCATAT
TCAGGGGGTATATAAAAAAATTATTTTGTGT TGAAATTTAAAACAAGT CATAATTAAAATGGTCTTTTATTCGAATATTATTTTAATG
CAGT TAGAATCACT TGCTAGAAAAATATAGAAAAAAT TAAAGAACACT TAAATACTCGACATAATTTTCTTGI TTTTCCAACCCCCGT
ACAATCAAAAGCGT TCTATTGT TTTGAGT CAAACAATGGAACT TGCACGCAGAATGT TCTTTTTGCCATATATGGT TAGAAAACTTGC
TATCGT GTATGAGCT TAAAT TCGCAGCCCGGAGACAAAACGCCCT CACCAGGT TCATTACGAACT TAAAGT AACAT TGACAAGACGT T
CATTTTTTTCTCTTACACTTCGTAAAAAACTAAACTCAAA

~green fluorescent protein“(GFP) kodierende Regior>

ATGAGTAAAGGAGAAGAACT TTTCACTGGAGT TGTCCCAAT TCT TGT TGAATTAGAT GGTGATGT TAATGGGCACAAATTTTCTGICA
GT GGAGAGGGT GAAGGT GATGCAACATACGGAAAACT TACCCT TAAATTTAT T TGCACTACTGGAAAACTACCT GTTCCATGGCCAAC
ACTTGTCACTACTTTCTGTTATGGTGT TCAATGCTTTTCAAGATACCCAGATCATAT GAAACGGCATGACT TTTTCAAGAGTGCCATG
CCCGAAGGT TATGTACAGGAAAGAACTATAT TTTTCAAAGAT GACGGGAACT ACAAGACACGT GCTGAAGT CAAGT TTGAAGGTGATA
CCCTTGITAATAGAATCGAGT TAAAAGGTATTGATTTTAAAGAAGAT GGAAACATTCT TGGACACAAATTGGAATACAACTATAACTC
ACACAATGTATACAT CATGGCAGACAAACAAAAGAAT GGAAT CAAAGT TAACT TCAAAAT TAGACACAACAT TGAAGATGGAAGCGT T
CAACTAGCAGACCATTATCAACAAAATACT CCAAT TGECGATGECCCTGTCCT TTTACCAGACAACCATTACCTGTCCACACAATCTG
CCCTTTCGAAAGATCCCAACGAAAAGAGAGACCACATGGTCCTTCT TGAGT TTGTAACAGCT GCTGGGATTACACATGGCATGGATGA
ACTATACAAA

Ras1 (beziehungsweise Ras1(G18V) oder Ras1(Q67V))

T (R4BL(G18V))
ATGTCTTCATCGT CAGAACCAACCAAGT TCAAAATGGT TGTAGT TGGAGCT ABAGGT GT TGGAAAGAGOGCT TTAACAATACAGCTAA
TTCAAAACCATTTCGT GGAAGACT ACGACCCAACCAT CGAGGACT CCTAT AT CAAGCAAGT TGTAGT GGATGGCTCTATTTGTATACT
GT (Ras1(Q67V))
GGATATACTTGATACTGCA GGAAT ACAGT GCCAT GOGAGAACACT ACAT GOGAACT GGAGAAGGTTTCCTTTGTGTCTTC
GCTGTTACTAGTTTAAAATCTTTCCAAGAAATAGACAACT TTAGAACGCAGGCACT GAGGGT GAAAGAT GCAGAAT CAGTACCAATGG
TTTTGGTAGGAAATAAAGT CGATT TACCGAAGCGT GACGT GTCGACGAAAGACGGAAACGAGAAAGCACAGAGT TTCAATATACCATA
CGTTGAAACAT CAGCGAAAACCAAGCAAGGOGT GGAAGAAGCAT TTTTCACCCT CGT GOGAGAAATAATTGCT GATCGT CGACGGAGA
GAGGGTCAAAAGAAAAGT GATTCGAAGAAAT CGAAATTCAAGT GCACTATTCTG

oder
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Anhang

Ras?2 (beziehungsweise Ras2(G18V) oder Ras2(Q67V))

( Ras2GL8V)

(Ras2Q67V)

Hydractinia Aktinll (AKTII) Terminatorregion =>

TAAGCTCCTTGAAGT AAAAGT CACAT CCACAAACAACAGGEGT GGTAGACTAGAAACTAACT TGTCATTTTGTCATCAATTTTGACATT
TTTCAAAAATCCATCTTGGCCTTTTTGT GCACAACT TGCAAGCCTTATAAATTTTTGTAATACAGATAT CCACAAAATGTAAATAATT
TAATAACGGGGT TGT TATACAATAACGAATCTCTCATAATAATTTATTTATTCCCCCCGGT GGT CGTGT GT CTGCTGCGAGACATCAT
CAGAGGCAAACTTACTTTTTTTAGACTACACGCCTTTCAAATGT GTGATCTATCCTTTAAGAAAT CGCTGECGCCCTTGGT TAATCCC
TGCTATCAATTTTGCGAATCT CTTCAGAT GT GCACGAAAGATATCCCGGAGATGT CAATTCGCCTCTAAATGGAGTAAGCTTTTTCTG
CCAGACATTCTACTTCCCGCATAAGT TTGT TAGGT GCAAAT TCCCGCACT CGAAAAGACT GCTGCTGGTAATATGGT TTCGT TCGT TT
ACGCTCGATGGAAATAATTCCTACCTCAACTGTACTGACGCCCTCATTGT TTTTTTAT TGCGGAGGECCGT CAAAACGAAGT TACGATA
ACTAACAAGTATCGACCAGCACATTTTGCGT CATTGCTTTATTGACGAGT CGTCCTAT TTGAAAAAT CCCGGGTATAAATTAGT GGGA
AAAATGCCGAAATGTGATCTTTTCTCCCTCTCTCCCCCCTTTTTCAATGT TGTGGGT TCGTATGCTGGT TGAGCCGAAAAAT TTGTAT
GTGT CGCGTCAAAAT CGAAT TAAGCGGAAGCCGAATATAACGT GTGT TTTGT TTAAAT TCCACAAATATTATGT TCAGAGGGT TGTAG
GATAAACTTGT GTACATGTAATTTGT CCAGAGCAGAACT TTGGGT GGCAAATTCCTTATTCGTACTATTTTGCGCTTATTAATTTTCA
CGCAATCGCCTCCAAAAT GT TCTCCAGT GCGCGGAAT TTGGT GCAGAAATAAAT TATCGT TAAAAAATTGCGCTAAAATTAATACTAC
GCTTATAGGT TTATACCATATGCAAATTCTTCCGTTTTCGT TAGT CATACTACTAAAAATAGAAACT TTTCCGGATAACGT TTACACA
TTTTTTTAAAAAACTTCTCCGT TTTTGGGATCAAAT TTGT GCCGAAGACGGAAGAAT TTGAAAACGGAAT GTACAGT CGACTCTCTAAT
TCGATTTTCCAGGGGGAGGAAATTTATAT CGAAT TAGAGAGAGAATCGAATTAGGAAGTGTCTCTCTAATTCGAATTTTTTTTTTTTT
TGGGECEEEEEEEEACTAGAAAAAAT CGAAT TACAGAGT GAAAT TATAT TGTAAACT CGCAAAAAAGGAATAAGACATGCATTTTTTGGA
CAGT GCAGCACGAATATTAAAGACT TTTTTCAAGGATCT TTTAAGATCTCTGAAAGTAGT CATCAATATTTGACTGTTTTTTATTTAG
CATATTTTATAAATCAACGGCCCCATTTACATCTTTTAATGCAACCACTACATCGTTTCCAAAGT TGGAAAAC

Abb.31 Sequenz der erzeugten HeAktlIGFPRas1 oder 42 Konstrukte

Blau markiert ist dieHydractinia Aktin Il (Aktll) Terminatorregion. Griin markiert iglie kodierende Region des grin fluoreszie-
renden Proteins. Blau ist die Promotorregion ¥ydractinia Aktin 1l (Aktll) markiert. Ohne Markierung ist diSequenz des
Vektor-Ruckgrats. Gelb und umrahmt i4ydractinia Rasl und in lila und umrahmt istydractinia Ras2 dargestellt. In der Ras1-
oder Ras2-Sequenz sind in rot Basen markiert, déustausch zu einer konstitutiven Aktivierung deranderten Proteine fuhrt.
Oberhalb der markierten Basen sind in rot die Baszeigt, die mit Hilfe spezifischer Oligonukleaidingefihrt wurden.
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