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Verwendete Abklrzungen

Neben den verwendeten Sl-Einheiten werden die folgenden Abklrzungen
verwendet:

(V/v) Volumen-Volumen-Verhaltnis

(W/v) Gewichts-Volumen-Verhaltnis

AGR Anterior Gradient

ARE AU-reiche Elemente

BCIP 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolylphosphat
BCNE Center Blastula BMP und Noggin exprimierendes Zentrum
BMP Bone Morphogenetic Protein

bp Basenpaare

cDNA complementary DNA

Cirp Cold-inducible RNA-binding Protein

CtBP C-terminales Bindeprotein

EDTA Ethylen-Diamin-Tetraacetat

ELAV Embryonic Lethal, Abnormal Vision
EIrA/HuR ELAV-like RNA-binding Protein A/Hu-Antigen R
FGF Fibroblast Growth Factor

Grg/TLE Groucho/Transducin-like Enhancer of Split
hdl headless

HMG High Mobility Group

hnRNP heterogenes nukleares Ribonukleoprotein
IPTG Isopropyl-BD-Thiogalactopyranosid

LB Luria Bertani-Medium

LEF Lymphoid Enhancer Factor

MBSH Modified Barth’s Solution mit HEPES
MEM Modified Eagle’s Medium

MO Morpholino-Oligonukleotid

MOPS 3-Morpholino-Propansulfonsaure

NBT 4-Nitroblau-Tetrazoliumchlorid

NLS Nuclear Localization Signal

ORF Open Reading Frame

PCR Polymerase Chain Reaction

PPE Pra-Plakoden-Ektoderm

RNP Ribonukleoprotein



RRM
RT-PCR
SDS
tBR
TCF
UTR
uv
Wnt
Xbra
Xk
Xnr3

RNA Recognition Motif
Reverse Transkription-PCR
Sodium Dodecyl Sulfate
trunkierter BMP-Rezeptor
T-Cell Enhancer Factor
Untranslated Region
ultra-violett
Wingless/INT-related
Xenopus brachyury
Xenopus-Keratin

Xenopus nodal-related 3
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1  Einleitung

1.1 Die LEF/TCF-Familie

Die Transkriptionsfaktoren der LEF/TCF-Familie (Lymphoid enhancer factor, LEF/T-cell
enhancer factor, TCF) sind evolutionar hoch konserviert und kommen von Cnidariern Uber
Nematoden und Dipteren bis hin zu Vertebraten vor. Wahrend Hydra, Caenorhabditis
elegans und Drosophila jeweils nur ein LEF/TCF-Ortholog aufweisen (Hobmayer et al., 2000;
Lin et al., 1995; Brunner et al., 1997), besteht die LEF/TCF-Familie in Xenopus, Zebrafisch
und bei Amnioten aus den vier Mitgliedern Tcf3, Tcf4, Tcf1 und Lef1 (Abb. 1).

Die Vertreter der LEF/TCF-Familie sind sequenz-spezifisch DNA-bindende Transkriptions-
faktoren, die den Wnt/B-Catenin-Signalweg im Kern vermitteln, indem sie B-Catenin
rekrutieren. Wahrend die LEF/TCFs in der Lage sind, spezifisch an Zielsequenzen zu
binden, verfugt B-Catenin Uber die Transkriptionsaktvierungsdomane, um Zielgen-
Promotoren zu aktivieren (Brannon et al., 1997).

Mit ihrer hoch konservierten N-terminalen 3-Catenin-Bindungsdomane sind alle LEF/TCFs in
der Lage, B-Catenin zu binden (Behrens et al., 1996; Huber et al., 1996; Molenaar et al.,
1996). Daneben verfugen sie Uber ein Kernlokalisierungssignal (nuclear localization signal,
NLS) (Prieve et al., 1998) und eine unter den Mitgliedern zu annahernd 100% identische
High-Mobility-Group-(HMG)-DNA-Bindungsdomane, welche in der kleinen Furche der DNA-
Doppelhelix die Konsensus-Sequenz CTTTGT/AT/A erkennt (van de Wetering und Clevers,
1992). Diese Bindung hat eine starke Krimmung in der DNA zur Folge, welche ebenfalls zur
Genregulation beitragen kann (Giese et al., 1995).

Interessanterweise vermittelt die HMG-Box neben der Bindung an die DNA auch die
Kooperation mit Smads (C. elegans Sma [smaller worms] und Drosophila MAD [mother
against decapentaplegic] verwandte Proteine), den Effektoren des Transforming Growth
Factor B/BMP-Signalwegs (Nishita et al., 2000).

Der Bereich zwischen der 3-Catenin-Bindungsdomane und der HMG-Box wird als Kontext-
abhangige regulatorische Domane (context-dependent regulatory domain, CRD) bezeichnet.
Diese Region variiert zwischen den LEF/TCFs und tradgt zu ihren Subtyp-spezifischen
Eigenschaften bei. So befindet sich in dieser Domane ein alternativ gesplei3tes Exon, das
bei XTcf3 und XTcf4 mit dem Korepressor HIC-5 (hydrogen peroxide-induced clone 5)
interagieren kann (Ghogomu et al., 2006). Des Weiteren vermittelt das Vorhandensein von
zwei kleinen das Exon flankierenden Aminosaure-Motiven die repressiven Eigenschaften der
XTcf4-Spleillvarianten XTcf4A und XTcf4B (Gradl et al., 2002; Liu et al., 2005).
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Abb. 1 Sequenzvergleich der vier Xenopus LEF/TCF-Familien-Mitglieder. Die hoch-
konservierte 3-Catenin-Bindungsdomane sowie diejenige fir die DNA-Bindung und das
Kernlokalisations-Signal (nuclear localization signal, NLS) haben alle Vertreter
gemeinsam. Des Weiteren sind Bindungsdomanen fir gemeinsame und spezifische
Interaktionspartner angegeben.

Grg: Groucho; TLE: transducin-like enhancer of split; HIC-5: hydrogen peroxide-induced
clone 5; Smad: Konstruktion aus C. elegans Sma (smaller worms) und Drosophila MAD
(mother against decapentaplegic); CtBP: C-terminales Bindeprotein.
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Daneben ist allen LEF/TCFs die Proteininteraktion mit den Korepressoren der Groucho-
Familie Grg (groucho related genes)/TLE(transducin-like enhancer of split) gemeinsam,
wobei sich diese Bindungsdomane Uber einen weiten Bereich der nur wenig konservierten
CRD erstreckt (Levanon et al., 1998; Brantjes et al., 2001).

Eine weitere zu den Subtyp-spezifischen Unterschieden beitragende Domane ist der C-
Terminus. In Saugern treten bei allen LEF/TCFs auller Tcf3 alternativ gespleifite C-Termini
auf. Bei Tcf1 weist der alternativ vorhandene E-Terminus eine als Cystein-Haken
bezeichnete DNA-Bindungsdomane auf, welche die Aktivierung spezifischer Zielgene
vermittelt (Hecht und Stemmler, 2003; Atcha et al., 2007). Der Tcf3 spezifische E-Terminus
ist dagegen in der Lage den Korepressor C-terminales Bindeprotein (CtBP) zu rekrutieren.
Interessanterweise weist der Tcf4 E-Terminus beide Motive auf und kann damit sowohl die
aktivierenden als auch die reprimierenden Funktionen ausiiben (Atcha et al., 2007; Valenta
et al., 2003). In Xenopus zeichnet sich allein XTcf3 durch einen C-Terminus aus, an den der

Korepressor C-terminales Bindeprotein (CtBP) binden kann (Brannon et al., 1999).

1.2 Expression und Funktion von Tcf3 und Tcf4

1.2.1 Expression von Tcf3

XTcf3-mRNAs kommen bereits maternal vor, wobei sie sich starker in der animalen als in der
vegetalen Halfte der Xenopus-Oozyte konzentrieren. Spatestens ab dem 32-Zell-Stadium ist
XTcf3 dann gleichmaRig im gesamten friihen Xenopus-Embryo vorhanden (Standley et al.,
2006). Das zygotische XTcf3 wird dagegen im Verlauf der Gastrulation im anterioren Bereich
des Embryos am intensivsten exprimiert. In frthen Neurula-Embryonen koénnen XTcf3-
Transkripte im Mesoderm und mit einer deutlichen posterioren Grenze in der sensorischen
Schicht des Neuroektoderms detektiert werden. Im posterioren Bereich steigert sich die
XTcf3-Expression wahrend der spaten Neurula auf ein zum anterioren Expressionsfeld
vergleichbares Mal. Beginnend mit den frihen Schwanzknospen-Stadien wird XTcf3
verstarkt im ZNS, den Augen, den Ohrvesikeln, dem Kopfmesenchym und den Kiemenbdgen
einschliellich des Endoderms exprimiert. Auch in den Neuralleisten und ihren Derivaten
konnen XTcf3-Transkripte nachgewiesen werden. Daneben gibt es in der Schwanzknospe
eine deutliche XTcf3-Expression (Molenaar et al., 1998).

Auch Zebrafisch-Tcf3 (zTcf3) wird in Blastula-Stadien ubiquitar exprimiert. Im Schild-Stadium
reichern sich die zTcf3-Transkripte im dorsalen einwandernden Mesoderm an und markieren
wahrend der Gastrulation und der frihen Somitogenese das Achsenmesoderm (Pelegri und
Maischein, 1998). Zu diesem Zeitpunkt ist auch im Neuroektoderm eine starke Expression
nachweisbar. Im Schwanzknospen-Stadium weist zTcf3 dann ein abgestuftes

Expressionsmuster im anterioren Neuroektoderm auf, wobei die meisten Transkripte an der
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anterioren Grenze der Neuralplatte detektiert werden kdnnen, wahrend an der Mittelhirn-
/Hinterhirn-Grenze kein zTcf3 exprimiert wird (Kim et al., 2000). Mit der fortschreitenden
Somitogenese vermindert sich die zTcf3-Expression im Rumpf mit Ausnahme der
Schwanzknospe (Pelegri und Maischein, 1998).

Auch bei der Maus-Entwicklung wird mTcf3 im friihen Gastrula-Stadium (Embryo-Tag 6.5,
E6.5) im gesamten Embryo exprimiert. Zusatzlich sind alle extraembryonalen Gewebe mit
Ausnahme des ektoplazentalen Zapfens und der Gebarmutterschleimhaut mTcf3-positiv. Mit
dem Neuralplatten- und Pra-Somiten-Stadium (E7.5) schwacht sich die mTcf3-Expression
insgesamt ab, wobei die starksten Signale im anterioren Bereich des Embryos erhalten
bleiben. Im 8-12-Somitenpaar-Stadium (E8.5) wird mTcf3 vorwiegend in den Vorderhirn-,
Mittelhirn- und Hinterhirn-Anlagen exprimiert und kann dariberhinaus in den sich bildenden
Somiten nachgewiesen werden, wahrend die Expression im posterioren Bereich des
Embryos kaum noch nachweisbar ist (Korinek et al., 1998; Galceran et al., 1999). Ab dem
35-39-Somitenpaar-Stadium (E10.5) schrankt sich die mTcf3-Expression im Kopfbereich auf
das mediale Pallium (dorsale Telencephalon-Wand) (Galceran et al., 2000) und das ventrale
Diencephalon sowie die Rathke-Tasche ein (Brinkmeier et al., 2007). Zwischen dem 45-47-
und dem 60-Somitenpaar-Stadium (E11.5 bis E14.5) Uberwiegt dann die mTcf3-Expression

im rostralen Bereich des ventralen Diencephalons (Brinkmeier et al., 2007).

A dorsal C

Vorder- und Schwanz-
Mittelhirn knospe

dorsal

dorsal

anterior posterior

Dotter-
zellen

Abb. 2 Vergleich der Tcf3-Expressionsmuster im Xenopus- (A), Zebrafisch- (B) und
murinen Embryo (C). A Schema der XTcf3-Expression im spaten Neurula-Embryo
(Stadium 18), anteriore Ansicht. B Schema der zTcf3-Expression im spaten Gastrula-
Embryo (9 Stunden Postfertilisation), seitliche Ansicht. C In der Ganzkeimfarbung
detektierte mTcf3-Transkripte (blau) im 21-29-Somitenpaar-Stadium (E9.5), seitliche
Ansicht (entnommen aus Galceran et al, 1999).



Allen drei Spezies ist eine friihe ubiquitare Tcf3-Expression gemeinsam, die sich in spateren
Stadien vorwiegend auf das anteriore Neuroektoderm sowie in geringeren Mengen auf das
anteriore Endomesoderm konzentriert (Abb. 2). Wahrend der weiteren Entwicklung wird Tcf3
sowohl in Zebrafisch- als auch in Xenopus-Embryonen bei einer insgesamt im Rumpfbereich

verminderten Tcf3-Expression weiter in der Schwanzknospe exprimiert.

1.2.2 Phanotypische Auswirkungen der Depletion von Tcf3

Depletion von maternalem XTcf3 durch Behandlung der Xenopus-Ooozyte mit Antisense-
Oligonukleotiden flihrt in Embryonen zu Beeintrachtigungen wahrend der Gastrulation wie
dem misslungenen Schlielen des Blastoporus und der Ausstilpung des Urdarms.
Embryonen, welche die Gastrula durchlaufen, weisen im Schwanzknospen- und
Kaulquappen-Stadium einen dorso-anteriorisierten Phanotyp mit vergrofierter Chorda
dorsalis und einer Ausdehnung anteriorer Endoderm-Bereiche auf. Gleichzeitig ist der
Dickdarm reduziert. In XTcf3-depletierten Gastrulae werden die den Organisator
kennzeichnenden Gene wie siamois, Xnr3 (Xenopus nodal-related 3), goosecoid, chordin,
cerberus und Xnr6 (Xenopus nodal-related 6) verstarkt exprimiert. Zusatzlich kommt es
wahrend der Gastrulation zu einer ektopischen Expression von siamois, Xnr3 und chordin in
der ventralen Halfte von XTcf3-depletierten Embryonen, wahrend Bmp4 und Xwnt8
unverandert exprimiert werden (Houston et al., 2002).

Uberraschenderweise zeigen XTcf1/XTcf3-Doppel-depletierte Embryonen wahrend der
frihen Gastrula eine Reduktion der siamois- und Xnr3-Expression, wahrend die maternale
Depletion nur eines der beiden Transkriptionsfaktoren die siamois- und Xnr3-Expression im
Organisator steigert und ektopisch ausdehnt (Standley et al., 2006). Dies deutet auf noch
nicht untersuchte Redundanzen von XTcf1 und XTcf3 hin.

Im Verlauf des Durchmusterns induzierter Mutanten, deren friilhe Neurogenese gestort ist,
konnte die Zebrafisch-Mutante headless/hdl identifiziert werden. Die entsprechende Mutation
betrifft das zTcf3-Gen und fihrt zu einem trunkierten zTcf3-Protein, dem die HMG-Box und
das Kern-Lokalisierungs-Signal fehlen. Diese Zebrafisch-Mutanten zeichnen sich dadurch
aus, dass ihnen die Augen, das Vorderhirn und Teile des Mittelhirns fehlen. Dabei sind
anteriore Neuralmarker reduziert, wahrend sich die Expression der die Mittelhirn-/Hinterhirn-
Grenze markierenden Gene rostral ausdehnt. Das Expressionsmuster eines Hinterhirn-
spezifischen Gens bleibt dagegen unbeeintrachtigt. Im Gegensatz zu Xenopus XTcf3-
depletierten Gastrulae scheint die Genexpression im Organisator in hd/-Mutanten
weitgehend unverandert. Allerdings dehnt sich das dickkopf-1 (dkk1)-Expressionsfeld aus,
wahrend wnt8 im Verlauf der frGhen Gastrula ektopisch in der dorsalen Marginalzone
exprimiert wird. Weder Cerberus noch Dickkopf kénnen in hdl-Mutanten den Verlust

anteriorer Strukturen ausgleichen. Sowohl zTcf3 in seiner vollen Lange als auch eine

5



trunkierte Variante ohne p-Catenin-Bindungsdomane kénnen dagegen den Wildtyp-Phanotyp
mit gleicher Penetranz (90%) wiederherstellen (Kim et al., 2000). Des Weiteren ist ein
zweites vorwiegend im C-Terminus divergierendes zTcf3-Homolog, zTcf3b, in der Lage den
Phanotyp von hdl-Mutanten zu rekonstituieren, jedoch nicht zLef1 (Dorsky et al., 2003).

Uber homologe Rekombinationsereignisse und gezielte Kreuzungen konnten M&use mit
einer Tcf3-Ausfallmutation erzeugt werden. Dieser Verlust fihrt zu friher embryonaler
Letalitét. Murine Embryonen mit mafRigen Beeintrachtigungen zeigen nach einer Tcf3-
Nullmutation Verdoppelung der sich entwickelnden Neuralfalten im anterioren Bereich.
Gelegentlich entsteht eine zusatzliche Somitenreihe. Stark beeintrachtigte Embryonen haben
keine oder nur stark verkiimmerte Neuralfalten, darliber hinaus fehlen ihnen die Somiten und
das Herz. Ubereinstimmend mit den milden Phanotypen entstehen jedoch vielfache
Neuralrinnen. Weitere Defekte beziehen sich in Post-Gastrula-Embryonen mit ahnlichen
Folgen wie bei Zebrafisch hdl-Mutanten auf das Vorderhirn. Die Expression von Vorderhirn-
Marker-Genen ist in murinen Tcf3"-Embryonen deutlich reduziert. Gleichzeitig expandiert die
Expression eines Mittelhirn-Markers nach rostral, wahrend die eines Hinterhirn-Markers sich
abschwacht. Des Weiteren geht der mTcf3-Verlust mit einer Zunahme an Achsenmesoderm
wie Knoten und Chorda dorsalis auf Kosten anderer mesodermaler Zelltypen einher, was als
Analogie zur vergroRerten Chorda dorsalis in XTcf3-depletierten Xenopus-Embryonen
aufgefasst werden kdnnte. Dabei gibt in murinen Tcf3”-Embryonen die den Primitivstreifen
und das axiale Mesendoderm markierende Brachyury-Expression die Vervielfaltigung dieser
Strukturen wieder. Wahrend die Expression eines flr das laterale Mesoderm spezifischen

Markergens reduziert ist (Merrill et al., 2004).

Durch den Einsatz von Antisense-Morpholino-Oligonukleotiden, die komplementar zur 5°-
Sequenz oder zu den ersten 25 Basen 3" des AUG-Translationsstarts einer betreffenden
mRNA konzipiert sind, ist es moglich, deren Translation gezielt zu blockieren
(zusammengefasst in Heasman, 2002). Dadurch kann das betreffende Protein je nach
maternalem Pool wahrend der frilhen Embryognese im Xenopus-Embryo in
unterschiedlichen Bereichen und zu unterschiedlichen Zeitpunkten depletiert werden
(Heasman et al., 2000).

Morpholino-vermittelter XTcf3-,Knockdown® fiihrt bei Applikation in der dorsalen
Marginalzone zu kopflosen Embryonen, wahrend eine Depletion von XTcf1 und XLef1 in
diesem Bereich vorwiegend zu einem seitlichen Abbiegen der Kdrperachse fuhrt (Liu et al.,
2005).

Wahrend die Tcf3-Ausfallmutation in murinen Embryonen zur Vervielfaltigung des brachyury-
exprimierenden axialen Mesendoderms flhrt, ist in Xenopus-Embryonen endogenes XTcf3

wie auch XTcf1 fiur die Mesoderm-Induktion auf nicht-redundante Weise erforderlich. Dies



zeigt sich an der Reduktion des pan-mesodermalen Markers brachyury (xbra) nach XTcf3-
Depletion sowie dem Verlust der xbra-Expression nach XTcf1-Verminderung. Die xbra-
Expression kann nach XTcf1-Depletion nicht durch XTcf3 wiederhergestellt werden und
umgekehrt ist XTcf1 nicht nach XTcf3-Verminderung wirksam. Eine Wiederherstellung der
xbra-Expression in XTcf1-Morpholino-behandelten Embryonen ist dagegen durch XTcf4C
und XLef1 mdglich. Des Weiteren ist XTcf4A fur die Revidierung der xbra-Reduktion nach
XTcf3-Depletion geeignet. Dabei ist die xbra-Expression weder vom endogenen XTcf4 noch
vom endogenen XLef1 abhangig. Neben xbra sind die das ventro-laterale Mesoderm
kennzeichnenden Markergene Xpo (Xenopus-posterior) und XmyoD (Xenopus myogenic
differentiation) sowohl von endogenem XTcf3 und XTcf1 als auch vom endogenen XLef1

abhangig, nicht aber von endogenem XTcf4 (Liu et al., 2005).

Somit kann der Verlust von Tcf3 bei Xenopus-, Zebrafisch- und murinen Embryonen zum
Verlust von Kopfstrukturen fiihren. Auf Ebene der Markergene lassen sich diese anterioren
Trunkierungen in Zebrafisch- und Maus-Embryonen auf ein reduziertes Vorderhirn zu
Gunsten eines ausgedehnten Mittelhirns zurlckfuhren. Weitere Effekte betreffen in Xenopus-
und murinen Embryonen eine ektopische Ausdehnung von Organisator-Strukturen, welche in
Xenopus eine vergroRerte Chorda dorsalis und in murinen Embryonen eine Vervielfachung
der Achsen zur Folge haben. Des Weiteren sind sowohl in XTcf3-depletierten Xenopus-
Embryonen als auch in murinen Tcf3”-Embryonen das laterale Mesoderm markierende

Gene reduziert.

1.2.3 Expression von Tcf4

Die XTcf4-mRNA ist bereits maternal vorhanden und gleichmaRig in der Oozyte verteilt.
Beim maternalen XTcf4 handelt es sich vorwiegend um die Isoformen XTcf4A und XTcf4B
(Houston et al., 2002; Standley et al., 2006). Die zygotische XTcf4-Expression setzt dagegen
mit der Isoform XTcf4C beginnend in der spaten Neurula ein. Die XTcf4-Transkripte sind als
zwei Punkte im Gehirn nachweisbar, wobei sich das Expressionsfeld entlang der anterio-
posterioren Achse von der dorsalen Spitze zu den oberen lateralen Bereichen des Gehirns
verschiebt. Die XTcf4-Expression ist wahrend der Organogenese im weitesten anterior
gelegenen Teil des Mittelhirns im dorsalen Thalamus nachweisbar und kennzeichnet die
Vorderhirn-/Mittelhirn-Grenze mit dem Pratectum als caudale Beschrankung (Konig et al.,
2000). Im Kaulquappen-Stadium kénnen XTcf4-Transkripte schlieBlich im gesamten
Mittelhirn wie auch im Gastrointestinal-Trakt detektiert werden (Kdénig, Dissertation 2003).

Zebrafisch-Tcf4 (zTcf4) wird vom Schwanzknospen-Stadium an in der zukinftigen
Vorderhirn-Region in einem von anterior nach posterior abfallenden Gradienten exprimiert.

Im 18-Somiten-Stadium (18 hpf, Stunden Postfertilisation) ist die zTcf4-Expression im
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ventralen Telencephalon nachweisbar, daneben wird zTcf4 deutlich im Diencephalon
exprimiert. Im 30-Somiten-Stadium (24 hpf) ist das zTcf4-Expressionsmuster auf ein Gebiet
eingeschrankt, das die am weitesten dorsal und posterior gelegenen Bereiche des
Diencephalons umfasst und sich etwas in das anteriore Mittelhirn ausdehnt. Dabei grenzt die
zTcf4-Expression anterior und ventral an die Zona limitans intrathalamica und ist vom
ventralen Diencephalon ausgeschlossen. Im Brustflossenknospen-Elongationsstadium
(,long-pec stage*) (48 hpf) wird zTcf4 im dorsalen Thalamus, dem Pratectum, dem optischen
Tectum und im Torus semicircularis des Mittelhirns exprimiert. Zusatzlich ist zTcf4 in den
Rhombomeren 4 und 5 im Hinterhirn nachweisbar. In drei Tage alten Embryonen wird zTcf4
schliellich im sich entwickelnden Darm exprimiert (Young et al., 2002).

In gastrulierenden Mause-Embryonen (E7.0) kann murines Tcf4 in geringen Mengen im
anterioren Endoderm der Bildung der Kopffalten vorausgehend detektiert werden. Im
Neuralplatten- und Pra-Somiten-Stadium (E7.5) wird mTcf4 stark an der am weitesten rostral
gelegenen Grenze der Neuralplatte exprimiert sowie mit einem nach posterior abfallenden

Gradienten in den Rhombomeren 5, 3 und 1 des Hinterhirns (Cho und Dressler, 1998).

A dorsal C

Neuro-
ektoderm Vorder- und
Mittelhirn

Schwanz-
knospe

dorsal

dorsal

anterior / / Dotter- posterior

zellen

Abb. 3 Vergleich der Tcf4-Expressionsmuster im Xenopus- (A), Zebrafisch- (B) und
murinen Embryo (C). A Schema der XTcf4-Expression im spaten Neurula-Embryo
(Stadium 18), anteriore Ansicht. B Schema der zTcf4-Expression im spaten Gastrula-
Embryo (9 Stunden Postfertilisation), seitliche Ansicht. C Ganzkeimfarbung an einem
murinen Embryo im 21-29-Somitenpaar-Stadium (E9.5), seitliche Ansicht (entnommen
aus Galceran et al., 1999).

Ab dem 8-12-Somitenpaar-Stadium (E8.5) wird mTcf4 vorwiegend in den Vorderhirn- und

Mittelhirn-Anlagen exprimiert und konzentriert sich im 13-20-Somitenpaar-Stadium (E9.0)



neben dem Mittelhirn auf die otische Plakode und das Prosomer p2 des Diencephalons
(Galceran et al., 1999). Im 21-29-Somitenpaar-Stadium (E9.5) kann mTcf4 nicht mehr im
Hinterhirn detektiert werden (Cho und Dressler, 1998). Stattdessen wird murines Tcf4 vom
35-39- bis zum 51-Somitenpaar-Stadium (E10.5 bis E12.5) in den caudalen und rostralen
Bereichen des ventralen Diencephalons sowie in der Rathke-Tasche exprimiert. Im 55-
Somitenpaar-Stadium (E13.5) schrankt sich die mTcf4-Expression auf den rostralen Bereich
des ventralen Diencephalons und den dorsalen Teil der Rathke-Tasche ein (Brinkmeier et
al.,, 2007). Des Weiteren sind in diesem Stadium mTcf4-Transkripte im Dach des
Mesencephalons (dem Tectum) und im dorsalen Thalamus nachweisbar, wohingegen die
Zona limitans intrathalamica wie in Zebrafisch-Embryonen von mTcf4-Transkripten frei bleibt.
Zeitgleich kann mTcf4 im Darm-Epithel detektiert werden. Innerhalb des Darms verlauft die
mTcf4-Expression entlang einer rostro-caudalen Achse, wobei sie am distalen Dickdarm am
hochsten ist (Korinek et al., 1998).

Auch in den Gliedmalien-Knospen wird mTcf4 ab dem 35-39-Somitenpaar-Stadium (E10.5)
exprimiert. Diese Expression halt bis zum 48-55-Somitenpaar-Stadium (E12.5) an, in dem
die mTcf4-Transkripte im Bereich der sich bildenden Zehen und Finger nachweisbar sind
(Cho und Dressler, 1998).

Obgleich in Xenopus- und Zebrafisch-Embryonen schon vor der ersten Zellteilung
nachweisbar, zeichnet sich die Tcf4-Expression in allen betrachteten Spezies durch ihre
Konzentration auf das Vorder- und Mittelhirn wahrend der Neuralentwicklung aus (Abb. 3).
Allen drei Spezies gemeinsam ist des Weiteren die Expression im dorsalen Thalamus, wobei
in Zebrafisch- und murinen Embryonen die Zona limitans intrathalamica von Tcf4-
Tanskripten frei bleibt. Wahrend sich die Tcf4-Expression in Xenopus schlieBlich auf das
gesamte Mittelhirn ausdehnt, haben murine und Zebrafisch-Embryonen eine transiente
Expression im Hinterhirn gemeinsam. Des Weiteren weisen alle betrachteten Spezies eine

spate Expression im Gastrointestinal-Trakt auf.

1.2.4 Phanotypische Auswirkungen der Depletion von Tcf4

Depletion von maternalem XTcf4 fihrt in XTcf4—-Gastrulae zu einer verringerten Expression
der Wnt-Zielgene chordin und Xnr3, wahrend die Expression von siamois verlangsamt ist.
Des Weiteren ist die Expression zygotischer Gene, die flir die anteriore Spezifizierung
verantwortlich sind, wie Xhex (Xenopus hematopoietically expressed homeobox), cerberus
und dickkopf nach XTcf4-Depletion vermindert. Im Schwanzknospen-Stadium weisen XTcf4™
-Embryonen einen Verlust von Kopf-Strukturen auf (Standley et al., 2006).

Homozygote zTcf4**-Mutanten-Fische produzieren ein sehr kurzes trunkiertes zTcf4-

Protein. Sie sind lebensfahig und entwickeln sich in den ersten Lebenswochen normal,
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erreichen aber nicht die KoérpergroRe ihrer Wildtyp-Geschwister. Sechs Wochen alten
zTcf4™"*™ Mutanten-Fischen fehlen Darmfalten im Mittel- und Enddarm, wéhrend der
Vorderdarm unverandert bleibt. Dieser Verlust an Darmfalten beruht auf einer reduzierten
Proliferation im Mittel- und Enddarm. In der Folge iiberlebt weniger als 1% der zTcf4°/ex.
Mutanten-Fische bis zum Erwachsenen-Alter (Muncan et al., 2007).

Im Vergleich dazu sterben murine Embryonen mit einer Tcf4-Nullmutation kurz nach der
Geburt. In murinen Embryonen mit mehr als 60 Somiten (E16.5) ist den zTcf4**-Mutanten-
Fischen vergleichbar die Zahl der Zotten im Diinndarm herabgesetzt und in den Intervillus-
Bereichen, welche spater die Krypten bilden werden, gibt es weniger Epithelzellen. Wahrend
mit den Enterozyten und den Becherzellen die beiden vorherrschenden epithelialen Zelltypen
des DiUnndarms vorhanden sind, fehlen die enteroendokrinen Zellen, was wahrscheinlich auf
dem Fehlen reifer Stammzellen beruht. Darlber hinaus ist in der Intervillus-Region bei
murinen Tcf4”"-Embryonen im Gegensatz zu Wildtyp-Embryonen keine Proliferation
nachweisbar und die Zellen im Intervillus-Bereich gleichen bezogen auf ihre Zelltyp-
spezifischen Charakteristika den Villi-Zellen (Korinek et al., 1998).

Neben der gestérten Diinndarm-Entwicklung kommt es bei Tcf4”-Embryonen im 60-
Somitenpaar-Stadium (E14.5) zu einer Wucherung des anterioren Hypophysen-Lappens.
Diese Wucherung behindert die Gaumen-Entwicklung, da sich die Hypophyse nach ventral
ausdehnt (Brinkmeier et al., 2003). Diese Ausdehnung wird durch eine ektopische rostral und
ventral expandierte six6 (sine oculis homeobox homolog 6)-Expression benachbart zum
ventralen Diencephalon markiert. In diesem Bereich ist das Gebiet proliferierender Zellen in
Tcf4"-Embryonen ektopisch ausgeweitet (Brinkmeier et al., 2007).

Bei der Tcf4/Tcf1-Doppel-Ausfalimutante fiihrt der gleichzeitige Verlust von murinem Tcf4
und Tcf1 zu embryonaler Letalitat (Gregorieff et al., 2004). Mause mit einer homozygoten
Tcf1-Ausfallmutation sind dagegen gesund und haben trotz einer geringeren Anzahl von
T-Zellen und einem verkleinerten Thymus eine normale Lebensspanne. Abgesehen vom
Lymphsystem weisen die inneren Organe bei mTcf1”-Mausen keine groReren
Abweichungen auf (Verbeek et al., 1995). Tcf4"/Tcf1"-Embryonen zeichnen sich jedoch im
56-60-Somitenpaar-Stadium durch Missbildungen bei der Entwicklung caudaler Strukturen
aus, ohne dass anteriore Strukturen beeintrachtigt sind. So fehlen den Tcf4"Tef17-
Embryonen die Hintergliedmalien, der Rumpf und der Schwanz, wahrend die
Vordergliedmalien nicht missgebildet sind. In stark verkirzten Embryonen liegen die inneren
Organe frei, was auf eine fehlerhafte Entwicklung der Abdominalwand hinweist. Dartber
hinaus fehlen den Tcf4"/Tcf1"-Embryonen die Genitalhdcker, der Dickdarm und Teile des
Urogenitalsinus. Auch weisen sie Anzeichen fur eine Gabelung des Neuralrohrs auf, was
nicht auf ein beeintrachtigtes paraxiales Mesoderm zurtckzufiihren ist. Die Analyse der

Expression mehrerer Markergene wie Wntba, Cdx2 (caudal type homeobox 2), Wnt3a und
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brachyury zeigt, dass die Musterungsdefekte in Tcf4”/Tcf1-Embryonen auch nicht von
einem Verlust mesodermaler Vorlaufer herrihren. Als Folge einer homdotischen
Transformation innerhalb des Magen-Darmtraktes ist dieser in Tcf4"/Tcf1”-Embryonen
anteriorisiert, was sich in einer caudalen Ausdehnung von Vorderdarm-Markern auf3ert sowie

in der Verdoppelung von Vorderdarm-Strukturen (Gregorieff et al., 2004).

Im Gegensatz zu XTcf3 ist frihes XTcf4 fiur die Mesoderm-Entwicklung nicht erforderlich. Die
Expression des pan-mesodermalen Markers brachyury (xbra) ist nach Morpholino-
vermittelter XTcf4-Depletion im Bereich der dorsalen Marginalzone unverandert. Auch die
Expression der das ventro-laterale Mesoderm kennzeichnenden Markergene XmyoD und
Xpo ist von endogenem XTcf4 unabhangig (Liu et al., 2005).

Zygotisches XTcf4 ist jedoch fir die Zellproliferation im Mittelhirn wesentlich, wo sein
Morpholino-vermittelter Verlust zu einer Abnahme an dorsalem Neuralgewebe fiihrt.
Wahrend XTcf4A als Antagonist der Wnt/B-Catenin-Signalkaskade fur die Aufrechterhaltung
des dorsalen Mittelhirns und die Expression Mittelhirn-spezifischer Markergene (pax-6
[paired box 6] und wnt-2b) bendtigt wird, ist die Expression Isthmus-spezifischer Markergene
XTcf4A unabhangig. Stattdessen bendtigen die Isthmus-Markergene en-2 (engrailed-2) und
fgf-8 das endogene XTcf4C, den Agonisten der Wnt/B-Catenin-Signalkaskade (Kunz et al.,
2004).

Wahrend XTcf4 in Xenopus sowohl fir die Entstehung von Kopf-Strukturen als auch fir die
Aufrechterhaltung der Zellpopulation im dorsalen Mittelhirn wesentlich ist, fihrt der Tcf4-
Verlust in murinen Embryonen Uberraschenderweise zu eher geringen Veranderungen im
Bereich des Hypophysen-Vorderlappens, einem Derivat der Rathke-Tasche. Indessen ist fir
zTcf4-Mutanten in Zebrafisch zum bisherigen Zeitpunkt noch kein den Kopfbereich

betreffender Phanotyp detektiert worden.

1.3 Neuralinduktion und Musterung des Ektoderms

Die Etablierung der dorso-ventralen Koérperachse ist eines der frilhesten Ereignisse im
Verlauf der Entwicklung des Vertebraten-Embryos. Gleichzeitig flihrt sie zu einer ersten
Musterung des Ektoderms. Wahrend sich das dorsale Ektoderm zur Neuralplatte und
schlussendlich zum gesamten zentralen Nervensystem entwickelt, entsteht aus dem
ventralen Ektoderm die Epidermis und ihre Derivate.

Die friheste dorso-ventrale Asymmetrie entsteht als Folge der durch den Spermien-Eintritt
induzierten kortikalen Rotation, wobei dorsale Determinanten wie Dishevelled in den dem
Spermien-Eintrittspunkt gegentber liegenden Bereich transportiert werden (Miller et al.,

1999). Durch diese Translokation wird B-Catenin in den dorsalen Zellen des Blastula-
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Embryos stabilisiert (Schneider et al., 1996), wo sich das Nieuwkoop-Zentrum bildet. Dieses
induziert in den darlber liegenden Zellen den Spemann-Organisator. Dazu aktiviert B-
Catenin zusammen mit Tcf3 (T-cell enhancer factor 3) die Transkription von siamois und
twin, welche wiederum zur Expression des Organisator-spezifischen Gens goosecoid

beitragen (Brannon et al., 1997).

A Ektoderm B Whnt, FGF und
(animale Kappe) Retinolséure

Gastrula . Blastocoel Neurula
dorsales Mesoderm

BMP-Antagonisten

ventrales i i
Chordin, Noggin, N\ )
Zentrum Follistatin planares Signal
BMPs
' Spemann- Wnt-Antagonisten | _ dorsale Blastoporus-
Endoderm | Organisator Cerberus, Frzb, — Lippe

Dickkopf
Kopf-Induktoren

Insulin-&hnliche

- Wachstumsfaktoren
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Abb. 4 Schematische Darstellung des Gastrula- beziehungsweise Neurula-Embryos
im Querschnitt. A Wahrend von der ventralen Seite des Embryos BMP-Signale
ausgehen, sezerniert der Organisator BMP-Antagonisten. In der Folge etabliert sich im
Ektoderm entlang der dorso-ventralen Achse ein BMP-Signal-Gradient (verandert nach
De Robertis, 2006).

B Das einwandernde Mesendoderm mustert das dartiber liegende Ektoderm
(verandert nach De Robertis et al., 2000; und Gilbert, 2006).

Das Organisator-Gewebe wird mit der beginnenden Gastrulation als dorsale Blastoporus-
Lippe morphologisch erkennbar. Es umfasst den Bereich, an dem die Gastrulations-
bewegungen einsetzen. Diese Bewegungen sind nicht nur die Grundlage fir die Ausbildung
der drei Keimblatter (Ektoderm, Mesoderm und Endoderm), sondern filhren auch zur
Errichtung der anterio-posterioren Kérperachse. Wie Spemann und Mangold bereits 1924 in
Transplantations-Experimenten mit Salamander-Gastrulae zeigten, ist die dorsale
Blastoporus-Lippe in der Lage, durch Rekrutieren benachbarter Zellen eine zweite
embryonale Achse zu induzieren. Diese zweite Korper-Achse zeichnet sich durch das
Vorhandensein aller Achsenstrukturen einschliellich eines vollstandigen zentralen
Nervensystems aus (Spemann und Mangold, 1924).

Die Differenzierung des dorsalen Ektoderms zu Neuroektoderm wird im Verlauf der
Gastrulation durch radiale Signale der entlang des Blastocoeldachs einwandernden Zellen
des Organisators induziert (Abb. 4 B). Wahrend die ersten eingewanderten Zellen das
anteriore Ende des Embryos erreichen und das anteriore Endoderm bilden, kommt das sich

daran anschlieBende Prachordal-Mesendoderm in der spaten Gastrula unterhalb der
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anterioren Neuralplatte zu liegen. Indessen bilden die zuletzt eingewanderten Zellen des
Organisators das bis zum posterioren Ende des Embryos reichende Chorda-Mesoderm.

Nieuwkoop (Nieuwkoop et al., 1952; Nieuwkoop und Nigtevecht, 1954) entwickelte das
~Aktivierungs-Transformierungs-Modell“, um die Fahigkeit des Organisators zu erklaren, das
Nervensystem sowohl zu induzieren als auch zu mustern. Danach spezifiziert die
anfangliche Induktion durch das frih eingewanderte Endomesoderm anteriores

Neuralgewebe (,Aktivierung®).

Pra-Neural Neural
Pra-Vorderhirn —=> Vorderhirn —=> Mittelhirn, Hinterhirn, Riickenmark

—=
ﬁ (instabil) (stabil)
L

Schritt 1 ,Aktivierung*“ Schritt 2 ,Stabilisierung* Schritt 3 ,Transformation®
(instabile Induktion (Stabilisierung des (Modifizieren des

von pra-neuralen/Pra- neuralen und des Vorderhirn-Status zu
Vorderhirn-Genen) Vorderhirn-Status) posteriorerem Schicksal)

Abb. 5 Drei-Schritt-Modell der Neuralinduktion nach Stern et al. (2006). Die Induktion
und anschlieRende anterio-posteriore Musterung des Neurektoderms erfordern
Aktivierung, Stabilisierung und Transformation.

Wahrend Signale des spater einwandernden Mesoderms den Charakter des zukunftigen
Neuralgewebes zu einem schrittweise zunehmend posterioren Schicksal modifizieren
(, Transformation®) (Nieuwkoop et al., 1952; Nieuwkoop und Nigtevecht, 1954). Das ,drei-
Schritt-Modell“ nach Stern (Stern et al., 2006) wandelt Nieuwkoops Modell insofern ab, als es
einen stabilisierenden Zwischenschritt einfihrt (Abb. 5).

Danach reicht die ,Aktivierung® nicht aus, um das Neural- oder Vorderhirn-Schicksal zu
induzieren, sondern flhrt zu einem frihen noch instabilen Pra-neural-/Pra-Vorderhirn-
Zustand. Dem entsprechend zeichnen sich Zellen oberhalb des Nieuwkoop-Zentrums bereits
im Blastula-Embryo durch die Fahigkeit aus, nach lIsolierung Neuralgewebe bilden zu
konnen. Wegen der Expression der BMP (bone morphogenetic protein)-Antagonisten
Chordin und Noggin wird dieser Bereich als BCNE-Zentrum bezeichnet (,blastula chordin
and noggin expressing center) (Kuroda et al., 2004). Wobei zumindest fir die Chordin-
Expression gezeigt werden konnte, dass sie von B-Catenin abhangig ist (Heasman et al.,
2000). Die Konsolidierung des Neuralschicksals erfolgt jedoch erst durch spatere
stabilisierende Signale. Im Kopfbereich geht die Stabilisierung wahrscheinlich vom
Prachordal-Mesoderm aus und legt sowohl den Neural- als auch den Vorderhirn-Charakter

fest. Indessen ist im Rumpf wahrscheinlich das Chordamesoderm flir die Stabilisierung
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verantwortlich, wahrend vom paraxialen Mesoderm transformierende Signale ausgehen
(Stern et al., 2006).

Auf molekularer Ebene setzt die Fahigkeit des dorsalen Ektoderms, das Neuralschicksal zu
erwerben, den Ausschluss von BMP-Signalen voraus (Wilson und Hemmati-Brivanlou,
1995). Diese gehen als Teil der BMP4-Synexpressions-Gruppe von einem ventralen
Signalzentrum aus und aktivieren epidermale Gene im Ektoderm. Indem der Organisator
Proteine wie Noggin, Chordin und Follistatin sezerniert, werden die BMP-Signale im
benachbarten dorsalen Ektoderm blockiert (Abb. 4 A). Neben der Inhibierung von BMP-
Signalen sind fiir die Neuralinduktion zusatzlich frihe FGF (Fibroblast Growth Factor)-
Signale erforderlich (Delaune et al., 2005), die den Boden flir die Stabilisierung des
Neuralschicksals bereiten kénnten und damit als friihe aktivierende Signale in Frage
kommen.

Fur die Induktion der am weitesten anterior gelegenen Kopf-Strukturen missen dagegen
nicht nur BMP- sondern auch Wnt-Signale blockiert werden, was durch die vom
Endomesoderm sezernierten ,Kopfinduktoren“ Cerberus, Frzb (frizzled related protein) und
Dickkopf geschieht (zusammengefasst in Kawano und Kypta, 2003). Daneben tragen Insulin-
ahnliche Wachstumsfaktoren zur Stabilisierung des Vorderhirn-Schicksals bei, indem sie
durch eine FGF-ahnliche Signalkaskade die Transduktion sowohl von BMP- als auch von
Whnt-Signalen unterbinden (Pera et al., 2003).

Im Rumpf kommen sowohl Wnt-Signale als auch ein Gradient des Vitamin A-Derivats
Retinolsdure neben dem basischen Fibroblasten-Wachstumsfaktor (bFGF) als Vermittler

eines transformierenden Signals in Frage (Altmann und Brivanlou, 2001) (Abb. 4 B).

Das Zusammenspiel von morphogenetischen Bewegungen und Signalkaskaden mustert
folglich das dorsale Ektoderm bereits im Gastrula-Embryo entlang seiner anterio-posterioren
Achse (Abb. 6 A). Eine weitere Musterungsebene der dorsalen Epithelschicht ist die medio-
laterale Achse. Entsprechend ihrem Abstand von der dorsalen Mittellinie werden durch die
abnehmende Konzentration an BMP-Antagonisten die drei frilhen neurogenen Bereiche
Neuralplatte, Neuralleiste und Pra-Plakoden-Ektoderm induziert (Abb. 6 B). Wahrend die
Neuralleistenzellen an den Seitenrandern der Neuralplatte entstehen, befindet sich das Pra-
Plakoden-Ektoderm (PPE) im anterioren Bereich des Embryos medial zur Epidermis sowie
lateral zu den Neuralleisten und der Neuralplatte (Abb. 6 D). Nur an der anteriorsten
Ausdehnung der Neuralplatte gibt es keine Neuralleisten, so dass sich das PPE direkt
benachbart zur Neuralplatte befindet und Teile der anterioren Neuralfalte bilden kann
(Schlosser und Ahrens, 2004) (Abb. 6 C). Sowohl Plakoden als auch Neuralleistenzellen

entstammen dem an die laterale Flanke der Neuralplatte grenzenden Ektoderm und tragen
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zur Ausbildung des peripheren Nervensystems bei (Le Douarin und Smith, 1988). Fur die
Induktion der Neuralleiste werden mit der Wnt-Signalkaskade, dem FGF- und dem
Retinolsdure-Weg die gleichen Signalwege bendétigt, die auch an der Ausbildung der
posterioren Achse der Neuralplatte beteiligt sind. Durch ihre Aktivitdt kann in der anterioren
Neuralplatte ein Neuralleisten-Schicksal herbeigefiihrt werden (Villanueva et al., 2002).
Sowohl die Neuralleiste als auch das Pra-Plakoden-Ektoderm benétigen die kombinierte
Aktivitdt neural-induzierender und posteriorisierender Faktoren. Dennoch bevorteilen
verschiedene Konzentrationen an BMP-Antagonisten ein Schicksal gegenliber dem anderen
und posteriorisierende Faktoren fordern starker das Neuralleisten- als das Plakoden-
Schicksal (Brugmann und Moody, 2005).

posterior

Epidermis

Neuralplatte

Neuralleiste

Schlupfdriise

préa-Plakoden-
Ektoderm (PPE)

anterior
B D
BMP-
Antagonisten \
— Mosoderm
Epidermis PPE Neural- Neuralplatte Endoderm
leiste | —> M +—> |

lateral < > medial

Abb. 6 Musterung des Neuroektoderms entlang der Kérperachsen.

A Seitliche Ansicht eines Embryos im Neuralplatten-Stadium. Modell eines Doppel-
Gradienten. Wahrend Wnt-Signale ein zunehmend posteriores Schicksal induzieren,
mustern BMP-Signale den Embryo entlang seiner dorso-ventralen Achse (verandert
nach Niehrs, 2004). D: dorsal; A: anterior; P: posterior; V: ventral.

B Die drei neurogenen Bereiche Neuralplatte, Neuralleiste und Pra-Plakoden-Ektoderm
(PPE) werden entlang der medio-lateralen Achse entsprechend dem Ausschluss von
BMP angelegt.

C Schematische dorsale Ansicht eines Neurula-Embryos (verandert nach Hong und
Saint-Jeannet, 2007). An der anterioren Neuralplatten-Grenze liegt das Pra-Plakoden-
Ektoderm direkt benachbart zum ZNS.

D Schematischer Transversal-Schnitt durch den dorsalen Bereich eines Neurula-
Embryos (verandert nach Hong und Saint-Jeannet, 2007). Unterhalb des medio-lateral
gemusterten Ektoderms befinden sich Mesoderm und Endoderm. L: lateral; M: medial.

Die besondere Bedeutung der Wnt/B-Catenin-Signalkaskade fir die frihe Musterung des

Ektoderms zeigt sich an ihrer Beteiligung an mehreren Prozessen. Dabei etablieren fruhe
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Wnt-Signale die dorso-ventrale Koérperachse. Spatere Wnt-Signale steuern sowohl im
Neuroektoderm die Bildung posterioren Neuralgewebes als auch in dem lateral zur
Neuralplatte benachbarten neurogenen Ektoderm die Induktion der Neuralleisten.

Wahrend es Hinweise gibt, dass der aktive Wnt/B-Catenin-Signalweg durch Bmp4-
Repression in ektodermalem Gewebe ein neurales Schicksal induzieren kann (Baker et al.,
1999), lassen neuere Arbeiten vermuten, dass die Inhibition der Wnt/B-Catenin-
Signalkaskade nicht nur eine Voraussetzung fir die Ausbildung von Kopfstrukturen ist,

sondern auch fiir die Induktion der Neuralplatte (Heeg-Truesdell und LaBonne, 2006).
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2  Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist es, die spezifischen Eigenschaften der individuellen LEF/TCF-
Transkriptionsfaktoren wahrend der Embryonalentwicklung von Xenopus laevis zu
untersuchen. Dies soll mit einem besonderen Augenmerk auf die TCF-Subtyp-spezifische
differentielle Genregulation wahrend der frthen Neuralentwicklung erfolgen. Hierflr sollen
putative TCF-Subtyp-spezifisch regulierte Gene identifiziert und ihre differentielle Regulation
in Funktionsgewinn- und Funktionsverlust-Studien analysiert werden.

Zielgene, fir die eine TCF-Subtyp-spezifische Regulation verifiziert werden konnte, sollen
dahingehend untersucht werden, ob sie wesentliche Aspekte der TCF-Subtyp-spezifischen
Funktion Gbernehmen koénnen. Dazu soll in Funktionsverlust-Studien Uberprift werden, ob
die Depletion des Subtyp-spezifischen Zielgens wesentliche phanotypische Auswirkungen
des TCF-Verlusts kopiert. In Rekonstitutionsexperimenten soll untersucht werden, inwieweit
Uberexprimiertes TCF-Zielgen die TCF-Depletion kompensiert. Des Weiteren soll geklart
werden, welche weiteren wesentlichen Funktionen TCF-Subtyp-spezifische Zielgene

Ubernehmen und in welchen molekularen Mechanismen diese Funktionen begriindet sind.
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Materialien

Antikorper

Anti-XCirp2 (aus Kaninchen)
Anti-myc 9E10 (aus Maus)
anti-phospho-Histon 3 (aus Kaninchen)

Cy2-gekoppelter Ziege-anti-Maus-Antikérper

(K. Matsumoto, RIKEN, Japan)
(Zellkulturuberstand)
(Upstate, Lake Placid, USA)

(Dianova GmbH, Hamburg)

Cy3-gekoppelter Ziege-anti-Kaninchen-Antikorper (Dianova GmbH, Hamburg)

Peroxidase gekoppelter Ziege-anti-Kaninchen-
Antikorper

Peroxidase gekoppelter Ziege-anti-Maus-
Antikorper

Bakterien

JM109 (Promega, Mannheim)

(Dianova GmbH, Hamburg)

(Dianova GmbH, Hamburg)

Genotyp:  endA1 recA1 gyrA96 thi hsdR17 (r.- my+) relA1 supE44 D(lac-proAB) [F’

traD36 proAB lacl®ZDM15]

Enzyme

Alkalische Phosphatase (CIAP)

DNase | RNase frei

Go-Taq DNA-Polymerase (5 U/ul)
Lysozym

M-MLV Reverse Transkriptase
Proteinase K (600 mAnson U/ml)
Restriktionsendonukleasen
RNase A

RNase T1

Sp6, T7 RNA-Polymerase

T4 DNA-Ligase (3U/ul)
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(Promega GmbH, Mannheim)

(Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim)

(Promega GmbH, Mannheim)
(Serva, Heidelberg)

(Promega GmbH, Mannheim)
(Merck KGaA, Darmstadt)
(Promega GmbH, Mannheim)
(Fermentas, St. Leon-Rot)

(Sigma Aldrich GmbH, Taufkirchen)

(Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim)

(Promega GmbH, Mannheim)



Chemikalien

Alle nicht explizit aufgeflihrten Reagenzien wurden uber die folgenden Firmen bezogen:
AppliChem GmbH (Darmstadt), Fluka Chemie GmbH (Taufkirchen), Merck KGaA
(Darmstadt), Carl Roth GmbH & Co. (Karlsruhe) oder Sigma Aldrich Chemie GmbH

(Taufkirchen).
o Agarose
o Select Agar
o Ammoniumpersulfat

o Anti-Digoxygenin-AP
Fab fragments

o Blockierungsreagenz

o BM Purple AP Substrat

o BSA (Bovine Serum Albumin)

. Complete, EDTA-frei Protease
Inhibitor Cocktail Tabletten

o Desoxyribonucleotide

. DIG RNA Labeling Mix

o Lambda-DNA/HindllI-Marker

o Lambda-DNA/Pstl-Marker

o Dithiothreitol (DTT)

. Fotales Kéalberserum,

FCS (Fetal Calf Serum)

o Hefeextrakt

o Magermilchpulver

o Natriumdodecylsulfat (SDS)
o NBT/BCIP Stock Solution

o Penicilin/Streptomycin

o Pferdeserum

e Phenol/Chloroform-L&sung
(Tris-gesattigt, pH 8.2)

. Random Primer

. RNAtidy G

(peglLab Biotechnologie GmbH, Erlangen)
(GIBCO BRL Life Technology, Schottland)
(Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen)

(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)

(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)
(PAA Labortories GmbH, Colbe)

(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)

(Promega GmbH, Mannheim)

(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)
(Fermentas, St. Leon-Rot)

(Fermentas, St. Leon-Rot)

(Invitrogen GmbH, Karlsruhe)

(GIBCO BRL Life Technology, Schottland)

(USB, Cleveland, USA)

(Heirler Cenovis GmbH, Radolfzell)
(Serva, Heidelberg)

(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)
(Cambrex GmbH, Taufkirchen)
(Invitrogen GmbH, Karlsruhe)

(Promega GmbH, Mannheim)

(Promega GmbH, Mannheim)
(AppliChem GmbH, Darmstadt)
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Primer zur Amplifikation spezifischer DNA-Fragmente

Alle Primer wurden Uber die folgenden Firmen bezogen: MWG Biotech AG (Ebersberg),
GIBCO BRL Life Technology (Schottland) oder biomers.net GmbH, Ulm).

Gfpt1_fwd 5" CGG TCC TTA TTA TGG GCC G 3’
Gfpt1_back " CCA CAG TCA CGG ACT TGG C 3°
H4_fwd " CGG GAT AAC ATT CAG GGT ATC ACT 3’
H4_rev " ATC CAT GGC GGT AAC TGT CTT CTT 3’
Hmgb3_fwd "GGC GCT CTG GTG TTC TC 3’
Hmgb3_back " CTC ATG CCA GCT GAA CC 3°
Hmgn1_fwd GGC TCC TGC TTC TGA TGG AG 3’
Hmgn1_back " CCA GTA TCA ATC TCT GCC TG 3
Hmgn2_fwd " GGG GAC ACA AAG TGA AGC 3’
Hmgn2_back " CAC AGT CGA AGT ACC GCC 3
Hmg-x_fwd " CGT CCC CAG ATA AAG AGC GAG 3
Hmg-x_back  GCT GCA CTC GAG TTC ACA TTC 3
myoD_fwd " TGC TCC GAT GGC ATG ATG G 3’
myoD_back " GCT GGG AGA AGG GAT GGT G 3’
NCAM_fwd " GGA ATC AAG CGG TAC AGA 3’
NCAM_back " CAC AGT TCC ACC AAA TGC 3’

NM_001086452_fwd
NM_001086452_back
NM_001092746_fwd
NM_001092746_back
NM_001096142_fwd
NM_001096142_back

a oo oo o0 o0 o0 o o0 00 a0 ;0 ;0 o0 ;1 ;oo ;oo oo O

"GGG ACG TCT CTG CTAAAT TG 3’
" GGC AAA CAATGT GCA AGC 3’
"CGG GGT ACCACTGGATGG TC 37
"CAA AAC AGG AGT GCATCG 3’
"GAG GGC AGAATGTGCACACC 3’
"GGC CACCTTTGG AGT TTG GC 3’

ODC_fwd "GGA GCT GCAAGT TGG AGA 3’
ODC_back "CTC AGTTGC CAG TGT GGTC 3’
Psmc3_fwd "GAG CTC CTG GAT GTC GAT CC 3’
Psmc3_back "GGACTT CTAAGATGC CCT CC 3
Rps2e_fwd "GGC TATTGG TGACTACAACG ¥
Rps2e_back "CCT GGT ATG GAG ATTTGG CG 3’
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o Sfrs2_fwd 5" GCG CTT CTT GCC GCAAGA C 3’

0 Sfrs2_back 5" GCAAGG CCC GGG CGACTGG 3

0 simBTG1_fwd 5 GCACTT TGT GGG GGG AAT TC 3’

. simBTG1_back 5" CCG AAT GCAACG ATAGGC CG 3’

J Sox2_fwd 5" GAG GAT GGA CACTTATGC CCAC 3’
o Sox2_back 5" GGA CAT GCT GTA GGT AGG CGA 3’

o Xag_fwd 5" GAGTTG CTT CTC TGG CA 3’

o Xag_back 5 CTG ACT GTC CGATCA GAC 3’

. Xag2_fwd 5 CTT GCT CAG GCTTTC CTT GC 3’

J Xag2_back 5" CCA GGG CAT GCAAAG TACAG 3’

o XCirp_fwd 5" GCT GAT CAG GCG GGG CCACC 3’

0 XCirp_back 5"GCA CCCAGG CTCTGT CCT GC 3’

o XCirp2_fwd 5" CCATTC AGG CTG ATC AGG 3’

J XCirp2_back 5" CTG GAG AGA GAC GAACAC 3’

0 Xk70_fwd 5" GCC ACC AACACAGCTGCTC 3’

o Xk70_back 5" CCT CAACTC TAGAAGAGAC Y3’

J XTcf-3_fwd 5" CAT GGC AGCATGCTCGACTC 3

J XTcf-3_back 5" CTG GTC ACT AGA GAA AGG GG 3’

. XTcf-4_fwd 5" CTC ACG CCG CTC ATT ACC TAC AGC AAC 3’
J XTcf-4_back 5" CAT GTA CAG CAT GAA CGC GTT TAG GGG 3’
o Ywhagq_fwd 5" CTG CCT GGC GGG TCATCTCCAG 3’
J Ywhag_back 5 GGG TAT CGAGTTCTG CAATGGC 3’

Primer zur Klonierung

NM_001092746_Start_
EcoRI_fwd
NM_001092746_Stop_
Xhol_back

5 ACC GAATTC ATG GGG GAC AAA ATG GAC ATG 3’

5 GTT CTC GAG TTA GCT GGT GTC CAT CCG TGC 3’

. Hmgb3_Start EcoRl_fwd 5 ATC GAA TTC AAT GGC TAA AGG TGA CCC TAA G 3’
. Hmgb3_Stop_Xhol back 5 CAT CTC GAG TTA TTC ATC ATC ATC TTC GTC 3
. Hmg-x_Start EcoRI_fwd 5 AAC GAA TTC AAT GGG CAA GGG AGA TCC TAA C 3'
. Hmg-x_Stop_Xhol back 5 GTT CTC GAG TTA TTC ATC ATC GTC GTC ATC 3’
. XCirp_Start_EcoRI_fwd 5" TAC GAA TTC AAT GTC TGA CGA AGG AAA ACT C 3°
. XCirp_Stop_Xhol_back 5 CTT CTC GAG TTA CTC GTG TGT AGC ATA GCT G 3
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Konstrukte zur RNA-Injektion

Conductin in pSP64T

tBR in pSP64 T3

XTcf-3 in pCS2+myc

XTcf-4A in pCS2+myc

XTcf-4C in pCS2+myc

Xwnt8 in pSP64 T3

Morpholinos
(von Gene Tools, LLC, USA)

XTcf-3 Morpholino
XTcf-4 Morpholino

XCirp Morpholino

(von J. Behrens, Erlangen)

(von W. Knochel, Ulm)

(von D. Gradl, Karlsruhe)

(von D. Gradl, Karlsruhe)

(von D. Gradl, Karlsruhe)

(von R. T. Moon, Seattle, USA)

5°CGC TGT TGA GCT GAG GCATGATGA G 3’

5°CGC CAT TCAACT GCG GCATCT CTGC 3’

5 AGAGTT TTC CTT CGT CAG ACATGA 3°

Konstrukte zur Herstellung digoxygenierter anti-sense RNA als in-situ-Sonde

Eya1

Hmgb3

Hmgn1

Hmgn2

Hmg-x

Meis3

myoD
NM_001092746
Sox2

XCirp in pGEMT
XTcf-3

XTcf-4

linearisiert
BamHI
Ncol
Spel
Xhol
Notl
EcoRI
Hindlll
Ncol
EcoRI
EcoRI
Apal
Sacl

transkribiert
T7
Sp6
T7
Sp6
T7
T7
T7
Sp6
T7
Sp6
Sp6
T7
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(vorliegende Arbeit)

(von R. Hock, Wirzburg)
(von R. Hock, Wiirzburg)
(vorliegende Arbeit)

(von J. Baker, Texas, USA)
(von R. Rupp, Minchen)
(vorliegende Arbeit)

(von E. de Robertis, Los Angeles, USA)
(vorliegende Arbeit)

(von M. Kunz, Karlsruhe)

(von A. Konig, Ulm)



Kits

. pGEM®-T Easy Vector Systems (Promega GmbH, Mannheim)

. MMESSAGE mMACHINE™ (Ambion Ltd, Huntingdon, GroRbritannien)
o Random Primed DNA Labeling Kit (Boehringer, Mannheim)

o QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen GmbH, Hilden)

o QIAquick® PCR Purification Kit (Qiagen GmbH, Hilden)

o QIAprep® Spin Miniprep Kit (Qiagen GmbH, Hilden)

J QIAGEN?® Plasmid Midi Kit (Qiagen GmbH, Hilden)

o ECL+plus Western Blotting (Amersham GmbH, Freiburg)

Detection System

Lésungen

Alle Lésungen werden entweder autoklaviert oder aus sterilen Stammlésungen und Aqua
bidest bzw. DEPC-(Diethyl-Pyrocarbonat)-H,O angesetzt. Bei der Verwendung nicht
autoklavierbarer Chemikalien wie z.B. Methanol, Glucose, Triton-X-100 oder Tween 20

kénnen die Lésungen — wenn noétig — durch Sterilfiltration (& 0.2 um) entkeimt werden.

¢  Ampicillin-StammI&ésung (1000x)
100 mg Ampicillin pro ml Aqua bidest., bei — 20°C lagern.
e Antikorperlosung (fur Anti-Digoxygenin Antikorper)
0.05% (v/v) Anti-Digoxygenin-AP Fab Fragmente in Blockierungspuffer.
e Alkalische Phosphatasepuffer fir NBT/BCIP (AP Puffer)
0.1 mM Tris-HCI pH 9.5, 0.05 mM MgCl,, 0.1 mM NaCl, 0.1% (v/v) Tween 20, DEPC-
H.O.
e APBS
2.7 mM KCI, 0.15 mM KH;PO,4, 103 mM NaCl, 0.7 mM Na,PO,, pH 7.5.
e APBS/T
APBS, 0.1% (v/v)Tween 20.
e APBS/T/NaCl
APBS, 0.1% (v/v)Tween 20, 0.3M NaCl.
e APBS-B
1% (w/v) BSA in APBS.
e ABBS-F
20% (v/v) FCS in APBS.
e Blockierungspuffer fur Immunfarbung auf Gefrierschnitten
20% Pferdeserum, 5% DMSO.
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Blockierungspuffer fur In-situ-Hybridisierung

1x BMB, 10% (v/v) Pferdeserum, 0.05% (v/v) Tween 20, DEPC-H,0.

5x BMB

10% (w/v) Blockierungsreagenz in 5x MAB.

Cysteinlésung

2% (w/v) Cystein in 0.1x MBSH, mit 10 M NaOH pH 8.2.
DAPI-(Diamin-Phenylindol-Dihydrochlorid)-Kernfarbelésung:

Stammlésung: 1 mg/ml in APBS

Gebrauchslosung: Stammldsung 1:2 500 in APBS, lagerfahig bei 4 °C im Dunkeln.
50x Denhardt’s

1% (w/v) BSA, 1% (w/v) Polyvinylpyrrolidon (PVP), 1% (w/v) Ficoll 400, DEPC-H,O.
Dent’s Fixierlésung

20% DMSO, 80% Methanol.

DEPC-H,O

1 ml Diethylpyrocarbonat Uber Nacht in einem Liter Aqua bidest. rihren und
anschlieliend durch Autoklavieren inaktivieren.

Elektrophorese-Laufpuffer fir SDS-PAGE

25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0.1% (w/v) SDS.

Elvanolgebrauchslésung

5 g Polyvinylalkohol Uber Nacht bei Raumtemperatur in 60 ml PBS rihren.
AnschlieRend 15 Minuten bei 1 000 x g zentrifugieren, Uberstand abnehmen und
darin 1 mg/ml Phenylendiamin Gber Nacht |16sen. Den pH-Wert auf 8.0 einstellen und
durch Zugabe von bis zu 200 ul 2-Mercaptoethanol die Lésung klar werden lassen.
Die Elvanolgebrauchsldsung ist bei — 20°C Uber 10 Monate lagerfahig.
Gelatine-Albumin-Gebrauchslésung

2,2 g Gelatine in 450 ml PBS erhitzen bis sich die Gelatine geldst hat, dann abkihlen
lassen. 135 g Rinder-Albumin zugeben und rihren bis es vollstandig geldst ist. 90 g
Saccharose dazugeben. Die fertige Gelatine-Albumin-Gebrauchslésung in 2 ml
Portionen bei — 20°C lagern.

Glycerinldésung

10% (v/v) Glycerin in Aqua bidest.

Heparinldsung

100 mg/ml in DEPC-H,0, bei — 20°C lagern.

Hybridisierungspuffer

50% (v/v) Formamid deionisiert, 5x SSC, 2% (v/v) Torula RNA Lésung, 0.1% (v/v)
Heparinlésung, 1x Denhardt’s, 0.1% (v/v) Tween 20, 5 mM EDTA,

0.1% (w/v) CHAPS (3-[(3-Chloramidopropyl)dimethylammonio]-1-propansulfonat).
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6x Ladepuffer fur DNA-Auftrennung

0.25% (w/v) Orange G, 40% (w/v) Saccharose in Aqua bidest., bei 4°C lagern.
LBavr-Agar-Platten

1.5% (w/v) Select Agar in LB-Medium I6sen und autoklavieren; nach Abkuhlen auf
55°C 1 ml Ampicillin-Stammldsung pro Liter zugeben und in Petrischalen (J 9.4 cm)
gielRen; die erkalteten Platten werden kopfliber bei 4°C gelagert.

LBavp-Medium

1 ml Ampicillinlésung pro Liter LB-Medium.

LB-Medium

10 g Baktotrypton, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl, ad 1 | Wasser, pH 7.5.

5x MAB

0.5 M Maleinsaure, 0.75 M NaCl, pH 7.5.

10% (w/v) Magermilchpulver in PBS

MBSH

880 mM NacCl, 24 mM NaHCOj3;, 100 mM KCI, 4 mM CacCl,, 3.3 mM Ca(NO3),, 100
mM HEPES( 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-Ethansulfonsaure), 8 mM MgSQ,,
pH 7.4.

1XxMEM

100 mM MOPS pH 7.4, 2 mM EGTA, 1 mM MgSO,, DEPC-H,0.

MEMFA

MEM, 0.1% (v/v) Tween 20, 3.7% (v/v) Formaldehyd, DEPC-H,0.
NBT/BCIP-Farbelésung

1% (v/v) NBT/BCIP Stammldsung (Roche) in AP Puffer.

1x PBS

137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 6.5 mM Na,HPQO,4, 1.5 mM KH,PO,, pH 7.5.

PBST

1x PBS, 0.1% (v/v) Tween 20.

Ponceau-Farbeldsung

1% (v/v) Essigsaure, 0.5% (v/v) Ponceau S.

Proteinase K-Lésung

1% (w/v) Proteinkinase K in TBST.

RIPA-Puffer

50mM Tris/HCI pH 7.5, 150mM NacCl, 2 mM CaCl,-H,0, 1% (v/v) Triton-X,

1% (w/v) Natriumdesoxycholate, 0.1% (w/v) SDS, 1/2 Tablette Complete Protease
Inhibitor auf 25 ml RIPA-Puffer, bei — 20°C zwei Monate lagerfahig.
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5x SDS-Ladepuffer

0.5 M Tris-HCI pH 6.8, 10% (w/v) SDS, 20% (v/v) Glycerin, 5% (v/v) B-Mer-
captopropandiol, 0.1% (w/v) Bromphenolblau.

SOB-Medium

20 g Baktotrypton, 5 g Hefeextrakt, 0.5 g NaCl, 2.5 g MgCl,, ad 1l Aqua bidest., pH
7.0.

SOC-Medium

SOB, 20 mM MgCl,, 20 mM MgSO,, 20 mM Glucose.

20x SSC

3 M NaCl, 300 mM Na-Citrat pH 7.0.

0.2x SSC-T

0.2x SSC, 0.05% (v/v) Tween 20.

2x SSC-T

2x SSC, 0.05% (v/v) Tween 20.

TAE-Puffer

40 mM Tris/Acetat pH 8.3, 1 mM EDTA.

TBE-Puffer

89 mM Tris-Base, 89 mM Borsaure, 2 mM EDTA, pH 8.0
TBE-Harnstoff-Ladepuffer (2x)

89 mM Tris-HCI, 89 mM Borsaure, 2 mM EDTA, 7 M Harnstoff, 12% Ficoll, 0.01%
Bromphenolblau, 0.02% Xylene-Cyanol FF

10xTBS

25 mM Tris-HCI pH 7.4, 137 mM NaCl, 5 mM KCI, 0.7 mM CacCl,, 0.5 mM MgCls.
TBST

1xTBS, 0.1% (v/v) Tween 20.

TELT-Puffer

50 mM Tris pH 7.5, 62.5 mM EDTA, 2.5 M LiCl, 0.4% (v/v) Triton X-100

TFB1

30 mM Kaliumacetat, 10 mM CaCl,, 50 mM MnCl,, 100 mM RbCI, 15% Glycerin,
pH mit Essigsaure auf 5.8 einstellen, bei Raumtemperatur lagern.

TFB2

100 mM MOPS, 75 mM CaCl,, 10 mM RbCl und 15% Glycerin

pH mit 1 M KOH auf 6.5 einstellen, bei Raumtemperatur lagern.

Transferpuffer fir Western Blot

25 mM Tris, 192 mM Glycin, 10% (v/v) Methanol.

Triethanolamin-Lésung

0.1 M Triethanolamin (1,86 g Triethanolamin/100mI DEPC-H,0), pH 7.5
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Torula RNA-L6sung

50 mg/ml in DEPC-Wasser bei 80°C I6sen und bei — 20°C lagern.

Brutschrank, APT LineSerieBD/ED/FD
Blue-Link Cross-Linker BLX-254
Cryostat 2800-Frigocut N

Flachbettgelelektrophoresekammern
Fluoreszenzbinokular

0 Leica S8APO

o Digitalkamera Retiga Color 12 bit

o Elektrische Vorschaltquelle fir

Quecksilber-Kurzbogenlampe

o Kaltlichtquelle KL 1500 LDD

o Software, Openlab 3.1.1
Fluoreszenzmikroskop

o DMIRE2 und CTR MIC

o Digitalkamera C4742-95-12 ERG

0 und Software, Openlab 3.1.1
Geldokumentationsanlagen

o Dianall

o Gel Max
Hybridisierungs-Inkubator 7601
Imager

0 Instant Imager
Kuhlbrutschrank BK-600
Membran-Vakuum-Pumpe
Micropipette Puller Model P-97

Mikroinjektionsanlage

(Binder, Tuttlingen)
(BlueLine)
(Leica Instruments GmbH,

Nussloch)

(Amersham, Freiburg)

(Leica Mikrosysteme, Bensheim)

(Qlmaging, Burnaby, Kanada)

(Leistungselektronik Jena, Jena)
(Schott Glas, Wiesbaden)
(Openlab, Heidelberg)

(Leica Mikrosysteme, Bensheim)
(Hamamatsu, Herrsching)
(Openlab, Heidelberg)

(Raytest, Straubenhardt)
(Intas, Goéttingen)
(GFL, Burgwedel)

(Canberra Packard, Osterreich)
(Kendro, Langenselbold)
(Vacuubrand, Wertheim)
(Sautter Instruments, Novato, USA)
(H. Saur Laborbedarf, Reutlingen)

o Kaltlichtquelle, Fiber Optic Light Source EK-1 (Euromex)

0 Membranpumpe MZ2 (Vacuubrand)

0 Pneumatische Picopumpe PV 820

o Stereomikroskop MIC 1630 ZS (Euromex)

PAGE-Apparatur, Mini Protean II™, und

Blotapparatur, Mini Trans Blot
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PCR Cycler, Personal Cycler und UNO I
PCR Cycler, iCycler
PCR/UV Work station, Cleanspot
pH-Meter
Photometer, Bio-Photometer
Phosphoimager BAS 1500
Rotationsverdampfer Rotavapor-R
Schuttelinkubator, Orbital Shaker
Ultra-Turrax T8, Homogenisator
Vibratom, Leica VT 1000S
Zentrifugen

o0 Biofuge fresco

o Centrifuge 5415 R

0 Multifuge® 3 S-R
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(Buchl Labortechnik GmbH, Essen)
(Thermo Forma, Marietta, USA)
(IKA Labortechnik GmbH, Staufen)
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4 Methoden

4.1 Entwicklungsbiologische und Immunbiologische Methoden

4.1.1 Tierhaltung

Jeweils zehn adulte Xenopus laevis werden nach Geschlechtern getrennt in 50 Liter
fassenden Aquarien bei einer Wassertemperatur zwischen 18°C und 20°C gehalten. Das in
der Anlage zirkulierende Wasser wird mit Hilfe eines Bakterienfilters und durch UV-
Bestrahlung entkeimt. Die Tiere erhalten 14 Stunden Licht pro Tag. Als Nahrung dient
Fertigfutter in Form von Presslingen, dazu kommt einmal woéchentlich klein geschnittenes
Rinderherz.

Um Hautreizungen und Infektionen mdglichst gering zu halten, werden die Weibchen nach
ihrer Eiablage Uber Nacht in einem Salzwasserbad aus 30 g Meersalz in zehn Liter Wasser

gehalten, bevor sie am nachsten Tag zurick in die Anlage gesetzt werden.

4.1.2 Eiablage

Zur Induktion der Eireifung bei den weiblichen Xenopus Ilaevis wird humanes
Choriongonadotropin subkutan in den dorsalen Lymphsack injiziert. Fur eine Eiablage nach
14-16 Stunden injiziert man 600 Einheiten. Fur eine Ablage nach 20-22 Stunden injiziert man
zunachst 50 Einheiten, 6-8 Stunden vor der gewilnschten Ablage werden nochmals 600
Einheiten gegeben. Zwischen den einzelnen Eiablagen sollte mindestens eine Stunde Pause
liegen, und von jedem Weibchen sollten nicht mehr als vier Gelege an einem Tag gewonnen
werden. Zwischen einem Tag, an dem ein Weibchen zur Eiablage herangezogen wurde, und
dem nachsten Termin sollten mindestens drei Monate vergehen.

Um das Weibchen zur Eiablage anzuregen, wird es mit einer Hand so gehalten, dass die
Hinterbeine fixiert sind. Dann wird die Lendenregion durch leichten Druck mit den Fingern
der freien Hand massiert. Aus der Kloake austretende Eier werden in einer Petrischale
aufgefangen. Eine Befruchtung erfolgt ausschliel3lich bei gesunden Gelegen mit reifen Eiern

und normaler Gallerthille.

4.1.3 Testisextraktion

Die Betaubung eines Mannchens erfolgt durch Umsetzen in eine kalte 0.25% (v/v)
Aminobenzoesaure-Ethylester-Lésung. Nach ca. 30 Minuten kann das Tier schmerzfrei
durch ein schnelles Durchschneiden der Halswirbelsaule getétet werden. Die Bauchdecke

wird durch einen medianen Schnitt gedffnet. Die Hoden liegen als ovale Kérper im dorsalen
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Fettgewebe ventral der Nieren. Sie werden enthommen, gereinigt und in 1XxMBSH bei 4°C

nicht langer als 4-5 Tage bis zur Mazerierung gelagert.

4.1.4 In-vitro-Fertilisation

Durch in-vitro-Fertilisation wird eine gleichmafige und synchrone Entwicklung méglichst
vieler Embryonen sichergestellt. Dazu wird ein Drittel des Hodens in 1 ml 1xMBSH mazeriert.
100 pl dieser Suspension werden mit 900 ul sterilem Aqua bidest. verdinnt — wodurch die
Spermien mobil werden — und auf das frische Gelege gegeben. Nach ca. 20 Minuten aulert
sich eine erfolgreiche Befruchtung durch eine Drehung der Eier, so dass die pigmentierte
animale Seite der Oberflache zugewandt ist. Um ein Austrocknen zu vermeiden, wird der
Laich nun mit 0.1xMBSH Uberschichtet.

4.1.5 Entfernen der Gallerthtlle

Zur Vereinzelung der Zygoten wird der Laich ca. eine Stunde nach der Befruchtung und vor
der ersten Zellteilung mit einer 2% Cysteinlésung pH 8 fur ca. 5 Minuten behandelt, wodurch
die umgebende Gallerthiille geldst wird. Haften keine Zygoten mehr aneinander, werden sie

zur Entfernung des verbliebenen Cysteinchlorids mehrmals mit 0.1xMBSH gewaschen.

4.1.6 Mikroinjektion

Mit Hilfe der Mikroinjektion kdénnen Funktionsgewinn- und Funktionsverlust-Studien an
Embryonen durchgeflihrt werden. Dabei dient eine zu einer Hohlnadel mechanisch
ausgezogene Glaskapillare nach ihrer Eichung mit Hilfe eines Gitters aus der
Elektronenmikroskopie zur Applikation definierter Mengen an in-vitro-transkribierter mRNA
oder Morpholino-Oligonukleotiden. Mit Hilfe von No-Gasdruck wird je nach Eichung der
Injektionsnadel ein Injektionsvolumen zwischen 4 und 16 nl appliziert.

Zur Betrachtung der Uberexpressions- und Depletions-Phanotypen in der Ganzkeimfarbung
wird in den animalen Pol einer Blastomere eines Embryos im Zwei-Zellstadium injiziert.
Erfolgt die Analyse dagegen mittels RT-PCR oder auf Proteinebene wird die mRNA
beziehungsweise das Morpholino in beide Blastomeren appliziert. Wahrend durch die
Teilungsebene im Zwei-Zellstadium die zukunftigen Korperhalften entlang des Medians
getrennt sind, kdnnen in Embryonen ab dem Vier-Zellstadium dorsale und ventrale Bereiche
unterschieden werden. Zur Untersuchung von spezifischen Phanotypen wie konvergenter
Extensionsbewegung oder Achsen-Ausbildung wird im Vier-Zellstadium dorsal oder ventral
in die Marginalzone injiziert. Im 16-Zellstadium koénnen die Auswirkungen von
Funktionsgewinn- und Funktionsverlust durch die gezielte Applikation in eine der dorsal-

animalen Blastomeren auf deren Abkdmmlinge eingeschrankt werden. Dabei tragen die

30



Abkdmmlinge der dorsal-animalen Blastomere vorwiegend zu den Geweben des ZNS, der

Zementdrise, dem anterioren Mesoderm und Endoderm bei.

4.1.7 Embryonenpflege

Da die Entwicklungsgeschwindigkeit der Embryonen temperaturabhangig ist, kann das
Tempo durch die Wahl einer Inkubationstemperatur zwischen 14°C und 25°C gesteuert
werden. Dabei entwickeln sich Embryonen bei niedrigen Temperaturen langsamer bzw. bei
hoheren Temperaturen schneller. Abgestorbene Embryonen und unbefruchtete Eier sollten
entfernt und das Kulturmedium taglich gewechselt werden. Die Einteilung der
Entwicklungsstadien erfolgt nach Nieuwkoop und Faber (1967).

Haben die Embryonen das fir den jeweiligen Versuch gewtlinschte Stadium erreicht, werden
sie entweder eine Stunde in MEMFA fir eine Ganzkeimfarbung oder Gefrierschnitte fixiert
oder mittels flussigem Stickstoff fir eine RNA- bzw. Proteinextraktion schockgefroren.
Zunachst in MEMFA fixierte Embryonen werden anschlieBend in einer aufsteigenden
Alkoholreihe entwassert und in Methanol bzw. Ethanol bei —20°C aufbewahrt.

Schockgefrorene Embryonen werden bei — 80°C gelagert.

4.1.8 Praparation ektodermaler Explantate (animale Kappen)

Ektodermale Explantate werden im Stadium neun aus Embryonen explantiert. Dazu muss
zunachst die Vitelinmembran mit Hilfe von zwei spitzen Pinzetten abgezogen werden.
AnschlieBend durchsticht man auf der animalen Seite des Embryos vorsichtig das

Blastocoeldach und schneidet mit den Pinzetten ein quadratisches Stiick aus.

Abb. 7 Animale Kappen (Pfeile) und Kontrollembryo im Stadium 16 (Pfeilkopf).

Solche ektodermale Explantate werden in Antibiotika-haltigem 1xMBSH weiter inkubiert, bis
Kontroll-Embryonen aus dem gleichen Gelege das gewiinschte Stadium erreicht haben

(Abb. 7). Intakte Kappen runden sich bereits nach kurzer Inkubationszeit zu kleinen

31



Gewebekugeln ab. Fur weitere Versuche werden diese animalen Kappen wie auch ganze

Embryonen entweder in MEMFA fixiert oder mittels flissigen Stickstoffs schockgefroren.

4.1.9 Praparation von Explantaten der dorsalen Marginalzone
(Keller-Explantate)

Explantate der dorsalen Marginalzone werden aus Embryonen im Stadium 10,5 enthnommen,
denen zuvor die Vitellinmembran abgezogen wurde. Dazu wird der Bereich animal der
dorsalen Blastoporus-Lippe in Form eines stumpfen Kreissegments mit einem dinnen Haar
ausgeschnitten. AnschlieRend werden das anhaftende Endoderm und die Urmund-Lippe
sorgfaltig entfernt. Das explantierte Gewebe wird nun in eine mit BSA beschichtete kleine
Petrischale (& 35 mm) Uberfuhrt und so orientiert, dass die urspriingliche Innenseite auf der
BSA-Beschichtung zu liegen kommt. Unter einem Deckglas werden die Explantate in
Antibiotika-haltigem 1xMBSH kultiviert, bis Kontroll-Embryonen aus dem gleichen Gelege die

frihe Neurula (Stadium 13-14) erreicht haben.

4.1.10 Embryoneneinbettung in Gelatine und Anfertigung von
Gefrierschnitten

Embryonen werden fir eine Stunde in MEMFA unter Schiitteln bei Raumtemperatur fixiert
und anschlief3end in vorgekuhlter Dent’s Fixierlosung bei — 20°C Uber Nacht inkubiert. Am
nachsten Tag werden sie 30 Minuten bei Raumtemperatur mit einer 100 mM NaCl/100 mM
Tris-HCI-Lésung (pH 7.4) gewaschen und dann Uber Nacht bei Raumtemperatur in einem
15% Kaltwasserfisch-Gelatine/15% Saccharose-Gemisch aquilibriert. Nach dieser Inkubation
werden die Embryonen fir eine weitere Nacht in ein 25% Kaltwasserfisch-Gelatine/15%
Saccharose-Gemisch Uberflhrt. In diesem Medium ist eine Lagerung bei 4°C flr eine Woche
moglich.

Um einen Block fiir das Schneiden zu gieRen, Uberfihrt man die Embryonen in eine
Silikonform. Nachdem sie auf den Boden der Form gesunken sind, werden die Embryonen
ausgerichtet, und die Form fir eine Stunde auf Trockeneis eingefroren. Nach dem Ausharten
des Blocks wird dieser in eine scharfkantige, quadratische Form getrimmt und mit Hilfe eines
Gewebeklebers bei — 20°C auf den Objekthalter des Cryotoms geklebt. Der Block wird in das
Cryotom eingesetzt und zur Klinge des Messers ausgerichtet. Es werden Schnitte mit einer
Dicke von 16 ym angefertigt und mit Hilfe eines gekuhlten Zahnstochers direkt von der

Klinge auf einen Objekttrager tUbertragen. Die Lagerung der Schnitte erfolgt bei — 20°C.
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4.1.11 Immunfarbung auf Cryoschnitten

Die bei —20°C gelagerten Schnitte werden mindestens eine Stunde bei Raumtemperatur
getrocknet. Zum Blockieren werden sie mit 20% Kalberserum in APBS/T mit 5% DMSO fir
eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend folgt fir eine Doppelfarbung die
Inkubation mit den beiden ersten Primarantikérpern in 10% Kalberserum in APBS/T bei 4°C
Uber Nacht. Am nachsten Tag werden die Schnitte zunachst zweimal fur je funf Minuten mit
APBS/T gewaschen und dann, um den Hintergrund zu reduzieren, fir weitere finf Minuten
mit APBS/T mit 0.3 M NaCl behandelt. Nach einem weiteren Waschen (zweimal fur je funf
Minuten mit APBS/T) werden die Schnitte mit den beiden zweiten, Fluoreszenz-gekoppelten
Sekundarantikdrpern fir ein bis zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend
wird erneut zweimal fir je finf Minuten mit APBS/T gewaschen und die Schnitte fir weitere
finf Minuten mit APBS/T mit 0.3 M NaCl behandelt, um den Hintergrund zu reduzieren. Zur
Farbung der Zellkerne werden die Schnitte zwei Minuten lang mit einer DAPI-Losung
inkubiert. Nach einem letzten Waschen (zweimal fir je finf Minuten mit APBS/T) werden die

Schnitte bei Raumtemperatur getrocknet und in Elvanol eingebettet.

4.1.12 Ganzkeimfarbung — Whole mount in situ-Hybridisierung

Die In-situ-Hybridisierung ist eine Methode zur Lokalisierung von mRNA in Zellen von
Geweben oder ganzen Organismen (Ganzkeimfarbung) durch Hybridisierung der gesuchten
Sequenz mit dem komplementaren Strang einer Nukleotid-Sonde. Als Sonde dient eine zu
der spezifischen RNA-Sequenz komplementare Nukleotid-Sequenz mit einer Lange von 20
bis 1000 Basen. Durch in-vitro-Transkription linearisierter Plasmid-DNA mit RNA-
Polymerasen werden solche RNA-Sonden hergestellt. Zur Markierung der RNA-Sonden
dient Digoxigenin, ein aus Digitalis isoliertes Steroid, das nur in den Bliten und Blattern
dieser Pflanzen vorkommt. Digoxigenin ist mit dem C5-Atom der Uridinbase verbunden und
kann so in die RNA-Sequenz eingebaut werden. Der Digoxigenin-spezifische Antikorper ist
mit einer alkalischen Phosphatase verbunden, die das Substrat NBT/BCIP (4-Nitroblau-
Tetrazoliumchlorid/5-Bromo-4-Chloro-3-Indolylphosphat) zu einem blauen Prazipitat umsetzt.
Der Nachweis einer bestimmten transkribieten RNA und damit eines spezifischen
Genexpressionsmusters durch Hybridisierung mit einer komplementaren, Antigen-markierten
RNA-Sonde erlaubt Aussagen sowohl tUber das raumliche als auch das zeitliche Muster der
Expression.

Die in MEMFA-fixierten Embryonen werden Uber eine absteigende Alkohol-Reihe
rehydratisiert. Dazu werden sie in ein 2.5ml-Schraubdeckelgefal® uberfuhrt und je funf
Minuten in 75% (v/v), 50% (v/v) sowie 25% (v/v) Ethanol in PBST unter Wippen inkubiert.
Nach funfmaligem Waschen mit PBST werden die Embryonen mit Proteinase K behandelt.

Dabei werden junge Stadien (bis etwa Stadium 11.5) nur 10 min permeabilisiert, wahrend bei
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alteren Stadien die Membranproteine bis zu 25 min hydrolysiert werden. Die enzymatische
Reaktion wird durch zweimal funf Minuten Waschen mit frisch angesetztem 0.1M
Triethanolamin pH 7.5 abgestoppt. Durch zweimalige Zugabe von 5 ul Essigsdureanhydrid
fur je funf Minuten werden die in den Embryonen vorhandenen basischen Proteine acetyliert,
um deren unspezifische Bindung an die RNA-Sonde zu unterbinden. AnschlieRend werden
die Embryonen zweimal funf Minuten mit PBST gewaschen und mit frisch angesetztem
4% (v/v) Formaldehyd in PBST fir 20 Minuten nachfixiert. Durch finfmaliges Waschen mit
PBST fur je funf Minuten wird die Fixierldsung wieder entfernt. Zur Hybridisierung werden die
Embryonen zunachst in 500 ul Hybridisierungspuffer tberfiihrt und fir 10 Minuten in einem
Wasserbad bei 60°C inkubiert. Nach einmaligen Erneuern des Hybrididsierungspuffers
werden die Embryonen in diesem fir sechs Stunden bei 60°C weiterinkubiert. Die
Digoxygenin-markierte  RNA-Sonde wird in  Hybridisierungspuffer = aufgenommen
(0.5 ug/500 pl) und fir funf Minuten bei 85°C inkubiert, um mdogliche Sekundarstrukturen
aufzutrennen. Die Embryonen werden mit 500 ul der so vorbehandelten Sonde bei 60°C
Uber Nacht inkubiert. Nach dieser Inkubationszeit wird die Sonde abgenommen und kann zur
Wiederverwendung bei — 20°C gelagert werden. Zum Waschen wird zunachst 1 ml frischer
Hybridisierungspuffer zugegeben und die Embryonen fir 10 Minuten erneut bei 60°C
inkubiert. Bei dieser Temperatur werden sie fur dreimal 20 Minuten mit 2x SSC gewaschen.
Um eine unspezifische Hintergrundfarbung zu reduzieren, werden ungebundene RNA-
Sonden durch einen RNase-Verdau abgebaut. Dazu werden die Embryonen zweimal fir je
30 Minuten bei 37°C mit einem Gemisch aus RNase A (20pg/ml) und RNase T1 (10 U/ml)
behandelt. Anschlielend werden die RNasen durch zehn-minitiges Waschen mit 2x SSC
bei Raumtemperatur wieder entfernt. Noch zweimal wird flir 20 Minuten mit 0.2x SSC bei
60°C gewaschen. Vor dem Blockieren werden sie bei Raumtemperatur flr zweimal finf
Minuten in 1XMAB &quilibriert. Anschlielend werden die Embryonen in zwei Schritten
blockiert. Dazu werden sie zunachst fur 30 Minuten in eine 1xXMAB/2% (w/v) BMB-LOsung
Uberfuhrt und anschlieRend fur eine Stunde in einer 1xXMAB/2% (w/v) BMB-LOsung mit einem
zusatzlichen Anteil von 20% Pferdeserum bei Raumtemperatur gehalten. Die
Blockierungslésung wird anschliefiend abgenommen und durch die Antikérperlésung ersetzt.
In dieser Lésung werden die Embryonen flr vier Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach der Antikorper-Inkubation werden die Embryonen in 50 ml 1xMAB bei 4°C unter
leichtem Schitteln gewaschen. Am nachsten Tag werden sie in den Alkalische-
Phosphatase-Puffer Uberflihrt und zweimal je 20 Minuten &aquilibriert, wobei der zweite
Schritt des Umpufferns bei 4°C stattfindet. Zur Farbung werden die Embryonen in 1 ml
NBT/BCIP-Farbelésung bei 4°C im Dunkeln inkubiert, bis die gewlinschte Farbtiefe erreicht
ist. Um eine unspezifische Hintergrundfarbung zu vermeiden wird die Farbelésung auf

Eintriben kontrolliert und gegebenenfalls durch frische Losung ersetzt. Um die Reaktion
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abzustoppen, wascht man die Embryonen kurz in Wasser. Durch eine Behandlung mit 100%
Methanol kdnnen unspezifische Farbstoffablagerungen ausgewaschen werden. Nach einer
absteigenden Alkoholreihe werden die gefarbten Embryonen ein bis zwei Stunden in
MEMFA bei Raumtemperatur nachfixiert. FUr ein bis zwei Monate kénnen die Embryonen bei
4°C in MEM gelagert werden. Fir eine dauerhafte Aufbewahrung sollten sie schrittweise in
100% Methanol Uberfihrt und bei — 20°C gelagert werden.

Ganzkeimgefarbte und fixierte Gastrula-Embryonen werden fir eine detailierte Innenansicht

mit Hilfe einer Rasierklinge durch einen Sagittal-Schnitt halbiert.

4.1.13 Embryoneneinbettung in Agarose und Anfertigen von
Vibratomschnitten

Die durch MEMFA-Behandlung fixierten und in 1XMEM gelagerten Embryonen werden in
PBS umgepuffert und in kleinen Petrischalen (@35 mm) mit 2-3% (w/v) Agarose
eingegossen. Nach dem Ausharten wird der Embryo mit der umgebenden Agarose als Block
ausgeschnitten und fir die gewlnschte Schnittebene ausgerichtet. Vom fixierten Block
werden Schnitte mit einer Dicke von 40 ym angefertigt, auf einen Objekttrager Uberfihrt und
mit Elvanol unter einem Deckglas eingebettet. Anschlielend werden die Schnitte am
Mikroskop fotografiert.

Alternativ kann auch in Gelatine-Albumin eingebettet werden. Fir die Einbettung wird die
Gelatine-Albumin-Gebrauchslésung pro ml mit 70 ul einer 25%igen Glutaraldehyd-Losung

verruhrt und die Embryonen in einer Form eingegossen.

4.2 Proteinbiochemische Methoden

4.2.1 Proteinextraktion aus Embryonen

Je drei Embryonen werden in 100 yl RIPA-Puffer durch achtmaliges Auf- und Abziehen
durch eine Kanile (& 0.40 mm) lysiert. Um die Dotterproteine abzutrennen, werden 100 pl
Freon zugegeben und mit den homogenisierten Embryonen durchmischt. Den Ansatz
zentrifugiert man fur zehn Minuten bei 17 900 x g und 4°C ab. Es bilden sich zwei Phasen
aus, wobei die obere das gewtlinschte Protein enthalt, und die untere die abzutrennenden
Dotterproteine. Der Uberstand wird mit 5xSDS-Ladepuffer versetzt und fir finf Minuten auf

95°C erhitzt. Der Ansatz kann jetzt auf ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen werden.
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4.2.2 Proteinauftrennung mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
(SDS-PAGE)
Beim SDS-PAGE erfolgt die Trennung der Proteine im elektrischen Feld in einem
denaturierenden Puffer. Die Proteine werden nur nach ihrer Grélle aufgetrennt, denn das
ionische Detergenz SDS (sodium dodecyl sulfate) bildet mit den meisten Iéslichen Proteinen
und Membranproteinen |8sliche Komplexe in konstanten Massenverhaltnissen mit konstanter
negativer Nettoladung pro Masseneinheit. Die relative Wanderungsstrecke eines SDS-
Protein-Komplexes ist linear vom Logarithmus des Molekulargewichts abhangig, daher
wandern kleine Proteine weiter in das Gel als groRe. Als GroRenmarker dienen Proteine mit
einem definierten Molekulargewicht. Als Trennmatrix wird Polyacrylamid verwendet. Bei der
diskontinuierlichen SDS-Gelektrophorese passiert die Protein-Probe zunachst ein
Sammelgel mit groRer Polyacrylamid-Porenweite. Der Sammelpuffer enthalt Chlorid-lonen,
deren elektrophoretische Wanderungsgeschwindigkeit grofRer ist als die der Proteinprobe.
Der Elektrophorese-Puffer enthalt dagegen Glycin-lonen die langsamer wandern. Die
Proteine reihen sich entsprechend ihrer Geschwindigkeit im elektrischen Feld zwischen den
Glycin-lonen mit einer niedrigen und den Chlorid-lonen mit einer hohen Mobilitat ein. Durch
diese Vortrennung und Aufkonzentrierung kann eine scharfe Protein-Bande erzeugt werden.
Das Trenngel besitzt eine geringere Porenweite, eine hohere Salzkonzentration sowie einen
héheren pH-Wert im Vergleich zum Sammelgel. Beim Einwandern der Protein-Proben in das
Gel werden die groRen Proteine zunachst zurickgehalten bis die Gylcin-lonen
vorbeigewandert sind. Im Puffersystem des Trenngels werden die Proteine dann auf Grund
ihrer molekularen Grofie getrennt.
In der vorliegenden Arbeit wurde fir 10 ml eines 8%igen Trenngels 2.7 ml 30% Acrylamid,
2.5 ml 1.5M Tris (pH 8.8) und 0.1 ml SDS (10%) sowie 4.6 ml Aqua bidest. verwendet, flr
4 ml eines 5%igen Sammelgels wurde 0.67 ml 30% Acrylamid, 0.5 ml 0.5M Tris (pH 6.8) und
0.04 ml 10% SDS sowie 2.7 ml Aqua bidest. eingesetzt. Die Polymerisierung wird durch
Zugabe von 100 yl APS und 6 yl TEMED zum Trenngel bzw. 40 pl APS und 4 yl TEMED
zum Sammelgel gestartet.
Zunachst wird das Trenngel zwischen zwei Glasplatten bis ca. 1 cm unterhalb der oberen
Kante im GelgieRRstand gegossen und dann mit Aqua bidest. iberschichtet. Ist das Trenngel
ausgehartet, kann das dariber stehende Wasser wieder abgenommen werden. Uber das
Trenngel wird nun das Sammelgel gegossen und ein Kamm flr die Ladetaschen in das noch
flissige Gel gesteckt. Die Gelelektrophorese-Kammer wird mit 1xElektrophoresepuffer mit
0.1% SDS geflllt. Das ausgehartete, zwischen den Glasplatten eingespannte Gel wird in die
Gel-Elektrophorese-Kammer eingesetzt. Nach dem Ausharten des Sammelgels wird der
Kamm gezogen und die entstandenen Taschen durch Ausspulen mit Elektrophorese-Puffer

gereinigt. Anschliellend kénnen die Proteinproben in die Taschen geladen und das Gel
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zunachst mit 60 V gestartet werden. Sind die Proben ins Trenngel gelaufen, erhéht man die
Spannung auf 120 V und |asst die Elektrophorese fortfahren bis die Probenpufferbande bis
zum unteren Ende des Gels gelaufen ist. Nach dem Abstoppen der Elektrophorese entnimmt
man das zwischen den Glasplatten eingespannte Gel der Kammer und hebt die kleinere
Glasplatte vom Gel ab. Das Sammelgel wird entfernt und das Trenngel fir eine Coomassie-
Farbung oder die Proteinanalyse durch Western Blot weiterverwendet.

Mit Hilfe der Coomassie-Lésung werden die aufgetrennten Proteine angefarbt. Je nach
gewunschter Farbintensitat wird das Trenngel fur 15 Minuten oder mehr in der Coomassie-
Farbeldésung gebadet. AnschlieRend wird es mit Aqua bidest. gespult und in Coomassie-
Entfarbelésung gewaschen bis der Hintergrund optimal reduziert ist. Zur Aufbewahrung und
Dokumentation wird das gefarbte Trenngel zwischen zwei Lagen durchsichtiger Einweck-

Folie in einen Rahmen gespannt und getrocknet.

4.2.3 Proteinanalyse mittels Western Blot

Nach der Auftrennung der Proteine im SDS-PAGE werden diese GroRen-fraktionierten
Proteine auf eine Nitrocellulosemembran tbertragen. Der Blotvorgang erfolgt im elektrischen
Feld. AnschlieRend werden die Proteine mittels eines Antikbrper-Komplexes nachgewiesen.
Der zweite Antikérper ist mit einem Enzym gekoppelt, das eine Chemilumineszenz-Reaktion
katalysiert, bei der es zur Lichtemission kommt. Fir den Blot bereitet man ein Sandwich
bestehend aus einer Lage Vlies, zwei Watman-Filterpapieren, dem Gel, der Nitrocellulose-
Membran, zwei weiteren Watman-Filterpapieren und einer abschlie’ienden Lage Vlies vor.
Dabei ist das Gel der Kathode zugerichtet und die Membran der Anode (Abb. 8).
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Abb. 8 Anordnung der Blot-Bestandteile im ,Sandwich®.

Das Sandwich muss blasenfrei gehalten und mit 1xElektrophorese-Puffer und 10% Methanol
feucht gehalten werden. Der eigentliche Transfer erfolgt fiir ca. eine Stunde bei 111 Volt und
0.3-0.4 Ampeére in der eisgekuhlten Blotapparatur. AnschlieRend wird die Nitrocellulose-
Membran zunachst mit dem Farbstoff Ponceau S flir drei bis finf Minuten gefarbt. Diese
Farbelésung wird mit Aqua bidest. wieder abgespilt und die sichtbaren Banden des
Molekulargewichtmarkers mit einem Kugelschreiber auf der Membran eingezeichnet. In der

vorliegenden Arbeit wurde der Proteinstandard SDS-6H der Firma Sigma verwendet, der
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Proteine mit den folgenden definierten Molekulargewichten enthalt: 29 kDa, 45 kDa, 66 kDa,
97.4 kDa, 116 kDa und 205 kDa. Anschliefiend wird die Membran fur funf Minuten mit PBST
gewaschen und 30 Minuten mit 10%iger Milch in PBST blockiert. Danach wird die Membran
dreimal flir zehn Minuten mit PBST gewaschen, in eine Plastiktite eingeschweif3t und bei
4°C uber Nacht mit dem primaren Antikdrper (anti-myc 9E10 unverdinnt bzw. anti-XCrip
1:1 000) inkubiert. Am nachsten Tag wird der primare Antikorper fur die Wiederverwendung
zurickgewonnen und die Membran dann dreimal fur zehn Minuten mit PBST gewaschen.
AnschlieRend folgt die Inkubation mit dem zweiten Antikérper (Peroxidase-gekoppelter
Ziege-anti-Maus bzw. Ziege-anti-Kaninchen Antikérper, 1:20 000 in PBS verdinnt) fir zwei
Stunden bei Raumtemperatur. Nach dieser Inkubationszeit wird die Membran erneut fir
dreimal zehn Minuten mit PBST gewaschen. Zum Nachweis der spezifischen Proteine mit
Hilfe des sekundaren Antikérpers wird die von der Peroxidase katalysierte
Chemilumineszenz untersucht. Als Substrat fir die Reaktion werden zwei Losungen aus
dem ECL+plus Western Blotting Detection System-Kit im Verhaltnis 1:40 gemischt und auf
die Nitrocellulose-Membran gegeben. Mit einer CCD-Kamera wird die auf der Oxidation des
zyklischen Diacylhydrazids Luminol beruhende Chemilumineszenz dokumentiert.

Ein parallel gefarbtes Coomassie-Gel dient als Ladekontrolle.

4.3 Molekularbiologische und mikrobiologische Methoden

4.3.1 Restriktionsanalyse von DNA

Doppelstrangige DNA wird von bakteriellen Restriktionsendonukleasen glatt oder mit
Uberhdngenden Enden an spezifischen, meist palindromischen Sequenzen geschnitten.

Bei einem Gesamtvolumen von 20 ul besteht ein Restriktionsansatz aus ca. 1 ug DNA, zwei
bis drei Einheiten Restriktionsendonuklease und einem Zehntel-Volumen zehnfach
konzentrierten Puffers. Der Ansatz wird bei der enzymatischen Optimumstemperatur Uber
Nacht inkubiert.

4.3.2 Fallung und Reinigung von DNA und RNA

Um Nukleinsauren zu fallen, gibt man zu der Lésung das doppelte Volumen absoluten
Ethanol sowie ein Zehntel-Volumen 3M Natriumacetat-Losung (pH 5.2). Nach kurzem
Durchmischen wird der Ansatz fir mindestens eine Stunde bei — 80°C gefallt. Durch 30
Minuten Zentrifugation bei 17 900 x g werden die prazipitierten Nukleinsauren sedimentiert,
der Uberstand wird anschlieend verworfen. Der Niederschlag wird mit 70% (v/v) Ethanol
gewaschen und fiir weitere 30 Minuten zentrifugiert. Auch dieser Uberstand wird verworfen

und der verbliebene Niederschlag bei Raumtemperatur getrocknet. Die Nukleinsduren
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werden in einem moglichst kleinen Volumen sterilen Aqua bidest. bzw. DEPC-Wasser wieder
resuspendiert. Statt mit absolutem Ethanol kann die Fallung auch mit Isopropanol erfolgen.
Dabei gibt man zu der Ldsung das 0.7fache Volumen an Isopropanol und wascht mit
70% (v/v) Ethanol wie oben.

Wahlweise kdénnen Nukleinsduren auch dber Saulen mit einer Affinitatsmatrix aufgereinigt
werden. In der vorliegenden Arbeit wurden dazu ,Probe Quant G50 Micro Columns®
(Amersham) verwendet und die Aufreinigung gemafl den Herstellerangaben durchgeflhrt.
Diese Art der Aufreinigung hat in der Regel eine niedrigere Nukleinsdure-Konzentration zur

Folge, erzielt aber durch die Abtrennung stérender Nukleotide einen hohen Reinheitsgrad.

4.3.3 Analytische Flachbett-Gelelektrophorese

Geladene Nukleinsauren, beispielsweise DNA-Fragmente, kdnnen in einem Agarosegel
entsprechend ihrer GroRe durch Anlegen eines elektrischen Feldes aufgetrennt werden.
Nukleinsauren tragen an jeder Monomereinheit eine Ladungseinheit, das heil3t die Ladung
ist zu der jeweiligen Molekillange proportional. Fur die relative Mobilitat ist die Molekiillange
bestimmend und ein Molekil wandert umso schneller durch die Agarosematrix, je kleiner es
ist. Da der Logarithmus der relativen Mobilitat der Nukleinsaure linear von der
Gelkonzentration abhangig ist, wird fir Fragmente bis zu einer Gréf3e von 500bp ein 2%iges
Agarosegel verwendet, wahrend groRere Fragmente in einem 1%igen Gel aufgetrennt
werden. Durch Aufkochen wird 1% bzw. 2% (w/v) Agarose in TAE-Puffer gelést und nach
kurzem Abkuhlen mit Ethidiumbromid im Verhaltnis 10 000:1 versetzt. Die auf ca. 50°C
abgekiihlte Suspension wird in eine vorbereitete Gelform gegossen, wo sie im Verlauf der
weiteren Abkihlung aushartet. Ein in der Form positionierter Kamm dient dazu, Taschen fir

die Probenaufnahme auszusparen.

A bp ngf0.5pg % B ]1]].:5;:;;5?'159!‘[% 2;’2

/ 5077 523 105

/ 4749 490 08

IR N

— 23130* 2384 477 / S5 963 53

— G416 i1 194 /) 5450 253 51

— B557  B7B 135 Y54 953 B

— 4361* 450 90 ot ot s

_ 030 @O 48 dBlE A 89

— 5o Wa 4% e 1 34
i ad &

=003 113 23

—m5 83 A7

554 58 12 S5 53 14

L4 48 10

ZaE 46 09

— 125 13 03 —m9 35 0F

<3/ 27 08

M7 25 05

Abb. 9 A Lambda-DNA/Hindlll-Marker B Lambda-DNA/Pstl-Marker
In Spalten angegeben sind jeweils GroRe in bp, Gewichtsanteile und prozentuale
Anteile der aufgetrennten Fragmente.
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In diese Geltaschen werden die mit sechsfach-konzentriertem Ladepuffer versetzten
Nukleinsdureproben gegeben und durch Anlegen einer Gleichspannung von 80 bis 120 V
aufgetrennt. Als Polyanionen wandern DNA-Fragmente auf die Anode zu. Das
Ethidiumbromid interkaliert zwischen die Basenpaare der DNA-Fragmente, die dann nach
Anregung mit UV-Licht einer Wellenlange von A = 312 nm oder A = 254 nm fluoreszieren.
Diese Lichtemission und damit die gelelektrophoretische Auftrennung der Nukleinsauren
kann anschlieRend mit einer Kamera dokumentiert werden.

Durch den Vergleich der Laufstrecke mit einem gleichzeitig aufgetrennten Groélienstandard
kann die Grofte der DNA-Fragmente bestimmt werden. In der vorliegenden Arbeit wurde
entweder der Lambda-DNA/HindlllI-Marker (Abb. 9 A) oder der Lambda-DNA/Pstl-Marker

(Abb. 9 B) der Firma Fermentas verwendet.

4.3.4 Praparative Flachbett-Gelelektrophorese

Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung werden die gesuchten Banden mit einem
sauberen Skalpell unter UV-Licht aus dem Agarose-Gel ausgeschnitten. Mit Hilfe des
QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen) kann die DNA entsprechend den Herstellerangaben
extrahiert werden. Zu einem ausgeschnittenen Gelstlick wird das Dreifache an QG-Puffer
(wobei 100 mg = 100 ul) gegeben und der Ansatz fir zehn Minuten bei 50°C geschmolzen.
Darauthin wird die Agarose-Suspension auf eine Saule gegeben. Dies ermdglicht die
Adsorption der DNA-Fragmente an die in der Saule enthaltene Silica-Membran. Die Saule
wird anschlielend eine Minute bei 17 900 x g zentrifugiert. Der Durchfluss wird verworfen.
Alle folgenden Zentrifugationsschritte werden wie zuvor beschrieben durchgefuhrt. Die
verbliebenen Agarose-Reste werden mit 500 yl QG-Puffer von der Silica-Membran
gewaschen und es wird erneut zentrifugiert. Die Saule wird mit 750 ul ethanol-haltigem PE-
Puffer gewaschen und nach einer Wartezeit von zwei bis finf Minuten nochmals
zentrifugiert. Anschlielend setzt man die Saule in ein frisches Reaktionsgefal® und gibt 40 pl
steriles Aqua bidest. direkt auf die Silica-Membran. Nach ein bis zwei Minuten wird die DNA

durch Zentrifugation eluiert.

4.3.5 Ligation von DNA-Fragmenten

DNA-Fragmente mit kompatiblen Enden kénnen durch Schlieen der Phosphatbriicken in
der DNA enzymatisch ligiert werden.

Ein Reaktionsansatz hat ein Gesamtvolumen von 10 ul. Es werden 25-50 ng linearisierter
Vektor und das zu insertierende Fragment im drei- bis siebenfachen molaren Uberschuss
zusammengegeben. Neben 5 ul 2xRapid-Ligationspuffer enthalt der Ansatz noch 1 pl (10 U)
T4-DNA-Ligase. Die Ligation erfolgt bei 4°C Gber Nacht.
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4.3.6 Herstellung chemisch-kompetenter Bakterien

Zellen des JM109-E. coli-Stamms werden auf einer Antibiotika-freien LB-Agarplatte
ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. 5 ml Antibiotika-freies LB-Medium wird mit
einer einzelnen Kolonie von der LB-Platte angeimpft und tber Nacht bei 37°C und 225 rpm
geschittelt. 0.5 ml Ubernachtkultur werden in 50 ml mit 20 mM MgSO, versetztem LB-
Medium 1:100 verdiinnt. Die Zellen werden in einem 500 mI-Erlenmeyer-Kolben inkubiert bis
die Kultur eine ODgoo von 0.4-0.6 erreicht hat. Die Bakterienkultur wird auf Eis gekihlt und
anschlieftend fir finf Minuten bei 4 500 x g und 4°C zentrifugiert. Die Zellen werden in 20 ml
eiskaltem TFB1-Puffer resuspendiert und eine Stunde lang auf Eis inkubiert. Anschlielend
werden die Zellen erneut fur finf Minuten bei 4 500 x g und 4°C zentrifugiert und dann in
2 ml eiskaltem TFB2-Puffer resuspendiert. Die Zellen werden 30 Minuten auf Eis inkubiert.
AnschlieRend werden je 100 ul Bakteriensuspension pro Reaktionsgefal aliquotiert und bei

— 80°C eingefroren.

4.3.7 Transformation chemisch-kompetenter E. coli-Bakterien

Zu 50 ul JM-109-Bakterien werden 2 ul Ligationsansatz gegeben und fir 20 Minuten auf Eis
inkubiert. Nach 45-50 Sekunden Hitzeschock im Wasserbad bei 42°C kommen die Bakterien
fir zwei Minuten auf Eis. Danach werden sie in 950 yl SOC-Medium aufgenommen und fiir
eine Stunde bei 37°C und 150 rpm geschittelt. 400 yl dieses Ansatzes werden auf einer
LB/Ampicillin-Platte ausplattiert. Fir eine Blau-Weil3-Selektion werden zusatzlich mit 40 pl
IPTG und X-Gal versetzte Platten verwendet. Die Platten werden bei 37°C Uber Nacht

inkubiert.

4.3.8 Blau-Weil3-Selektion

Das Klonierungsplasmid pGEM-T enthalt den kodierenden Bereich fur die p-Galaktosidase
als Reportergen. Die Transkription dieses Gens wird durch den regulierbaren lac-
Promotor/Operator kontrolliert. Im vorderen Bereich des B-Galaktosidase-Gens befindet sich
eine multiple Klonierungsstelle (multiple cloning site, MCS). Die MCS enthéalt eine Vielzahl
von Erkennungssequenzen fur unterschiedliche Restriktionsendonukleasen, die das Plasmid
jeweils nur einmal schneiden. Wird ein DNA-Fragment in die MCS ligiert, wird das -
Galactosidase-Gen inaktiviert und die enzymatische Aktivitdt geht verloren. Diese
Inaktivierung lasst sich mit Indikatoren durch einen Farbtest nachweisen. Die transformierten
Bakterien werden dazu auf Platten kultiviert, deren Agar mit dem farblosen Indikator X-Gal
(5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactopyranosid) und dem Lactose-Analogon IPTG
(Isopropylthio-galactosoid) impragniert wurde. IPTG induziert in E. coli die Synthese der -
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Galaktosidase, welche das Substrat X-Gal in Galaktose und ein Indoxyl-Derviat spalten
kann. Dieses Indoxylderivat oxidiert an der Luft zum blauen Farbstoff 5,5-Dibromo-4,4"-
dichloroindigo und die Bakterienkolonien farben sich blau. Wurde allerdings durch die
Insertion eines DNA-Fragments in die MCS das flir die p-Galaktosidase kodierende Gen
inaktiviert, bleiben die Kolonien weild. Diese Zellen kdnnen als Trager eines rekombinanten

Plasmids identifiziert und gezielt weiter verwendet werden.

4.3.9 Isolierung bakterieller Plasmid-DNA im Klein- und Mittelmal3stab

Plasmid-DNA kann durch die Adsorption an eine Affinitdtsmatrix mit einem hohen
Reinheitsgrad gewonnen werden. Mit Hilfe des Plasmid Mini bzw. Midi Kits (Qiagen) kann
die Plasmid-DNA entsprechend den Herstellerangaben isoliert werden.

Bei einem Ansatz im KleinmalRstab werden mit rekombinanten Plasmiden transformierte E.
coli-Bakterien in 3.5 ml LBayp-Medium bei 37°C Uber Nacht kultiviert. Diese Zellen werden
durch funf-minttige Zentrifugation bei 17 900 x g sedimentiert. Der Zellniederschlag wird in
250 yl RNase-haltigem P1-Puffer resuspendiert. Danach werden 250 pl NaOH-SDS-haltiger
P2-Puffer zugegeben, wodurch Phospholipide und Membranproteine geldst und DNA sowie
Proteine denaturiert werden. Zur Neutralisierung gibt man 350 pl hochsalzhaltigen P3-Puffer
zu. Durch den hohen Salzgehalt der Losung wird Kaliumdodecylsulfat prazipitiert und die
Komplexbildung mit denaturierten Proteinen, chromosomaler DNA und Zelltrimmern
gefordert. Die kleinere Plasmid-DNA bleibt dabei in Losung. Die Prazipitate werden durch
eine zehn-miniitige Zentrifugation bei 17 900 x g abgetrennt. Der Uberstand mit der gelésten
Plasmid-DNA wird auf eine Saule gegeben, wobei die Plasmid-DNA an die Silika-Membran
absorbiert. Der Durchfluss wird nach kurzer Zentrifugation verworfen und die Membran mit
500 yl PB-Puffer gewaschen, was die Restriktionsendonukleasen der endA+ Stamme
entfernt. Nach erneuter Zentrifugation wird noch mal mit 750 yl ethanolhaltigem PE-Puffer
gewaschen, um die chaotropen Salze des P3-Puffers, die eine Elution unterbinden, zu
entfernen. Mit 30 pl sterilem Aqua bidest. wird die Plasmid-DNA eluiert.

Fir einen Ansatz im MittelmaRstab werden rekombinante E. colis in 100 ml LBayr-Medium
bei 37°C Uber Nacht inkubiert. Anschliellend werden die Zellen bei 4 500 x g sedimentiert
und der Zellniederschlag in 4 ml RNase-haltigem P1-Puffer resuspendiert. Danach wird 4 ml
P2-Puffer zugegeben. Nach funf Minuten Inkubation bei Raumtemperatur gibt man zur
Neutralisierung 4 ml eisgekihlten hochsalzhaltigen P3-Puffer zu und inkubiert den Ansatz fir
15 Minuten auf Eis. AnschlieRend wird der Ansatz durch einen Faltenfilter filtriert. Die
Affinitatssaulen werden mit 4 ml Aquilibrierungspuffer QBT, der neben MOPS und
Isopropanol Triton enthalt, aquilibriert. Der Durchfluss mit der geldsten Plasmid-DNA wird auf
die Saule gegeben. Hat sich der Ansatz abgesetzt, werden die Saulen zweimal mit MOPS-

und Isopropanol-haltigem Wasch-Puffer QC gewaschen. Die Saule wird dann auf ein
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frisches 50 ml-Réhrchen Ubertragen, die Plasmid-DNA mit 5 ml Isopropanol-haltigem
Elutionspuffer QF eluiert und gefallt. Die Plasmid-DNA wird dann in 150 yl Aqua bidest.

aufgenommen.

4.3.10 TELT-Plasmid-Praparation

Bakterien einer Ubernachtkultur werden durch fiinf-miniitige Zentrifugation bei 4 500 x g
sedimentiert, der Uberstand mit einer Pipette vorsichtig abgenommen und das Bakterien-
Pellet in 150 pl TELT-Puffer mit 15 yl Lysozym (10 mg/ml) resuspendiert. Zur Lyse wird fir
finf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und der Ansatz anschlieBend bei 95°C
aufgekocht. Danach wird sofort fur finf Minuten auf Eis gekuhlt. Verbliebene Zelltrimmer
werden durch zwanzig-minUtige Zentrifugation bei 17 900 x g sedimentiert und anschlieend
der Uberstand mit der gelésten Plasmid-DNA abgenommen. Um die Plasmid-DNA zu Féllen
wird der gewonnene Uberstand mit 150 pl Isopropanol versetzt und fir finf Minuten
inkubiert. Danach wird flir zehn Minuten bei 17 900 x g zentrifugiert, das Pellet mit 300 ul
70% (v/v) Ethanol gewaschen und die Zentrifugation wiederholt. Die sedimentierte Plasmid-
DNA wird bei 42°C flr zehn Minuten getrocknet und durch zwanzig-minitiges Schutteln in
40 ul TE/RNase resuspendiert.

4.3.11 In-vitro-Transkription
RNA wird mit Hilfe des mMMESSAGE mMACHINE Transkription Kit (Ambion) entsprechend

den Herstellerangaben in-vitro in DNA transkribiert. Vor jedem Gebrauch werden der
10xReaktionspuffer und die Ribonukleotide (2xNTP/CAP) durchmischt, bis sie vollstandig
geldst sind. Der RNA-Polymerase-Mix und die Ribonukleotide werden auf Eis gekunhlt, der
10xReaktionspuffer bei Raumtemperatur aufgetaut. Alle Reagenzien werden vor Gebrauch
in ihren Gefalken kurz abzentrifuigert. Ein einfacher Transkriptionsansatz hat ein
Gesamtvolumen von 20 ul. Als Matritze setzt man 1 ug linearisierte Plasmid-DNA ein. Hinzu
kommen 10 ul der Ribonukleotide, 2 yl des 10xReaktionspuffers und 2 ul RNA-Polymerase-
Mix. Der Ansatz wird zwei Stunden bei 37°C im Warmeblock inkubiert. Anschliefsend gibt
man 1 pl DNase | zu und mischt gut. Danach wird der Ansatz fir weitere 15 Minuten bei
37°C inkubiert. Die synthestisierte RNA kann nun uber G50-S&ulen (Amersham) aufgereinigt

werden.

4.3.12 RNA-Isolierung aus Embryonen bzw. Explantaten

Zur Homogenisierung der Embryonen bzw. animalen Explantate wird der Ultra-Turrax T8
(IKA Labortechnik, Staufen) verwendet. Vor jedem Gebrauch werden die Messer in einer aus

RNAtidy G und sieben aufeinander folgenden Gefallen mit DEPC-Wasser bestehenden
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Waschreihe gereinigt. Zehn animale Explantate werden mit 500 pl RNAtidy G versetzt, drei
oder zwolf Embryonen mit 1 ml RNAtidy G und mit dem Ultra-Turrax T8 homogenisiert. Erst
wenn keine sichtbaren Gewebestiicke mehr vorhanden sind, wird der Ansatz mit 100 pl
Chloroform im Fall von animalen Explantaten oder 200 ul im Fall von Embryonen versetzt.
Durch Schwenken werden die Lésungsmittel durchmischt. Nach zwei bis drei Minuten
Inkubation bei Raumtemperatur, werden die beiden Phasen durch 15-mindtige Zentrifugation
bei 17 900 x g voneinander getrennt. Der klare Uberstand wird weiterverwendet, er enthalt
die gewinschte RNA. An der Interphase zwischen der oberen RNA-haltigen RNAtidy G-
Phase und der unteren Chloroform-Phase sammelt sich die genomische DNA. In der unteren
Chloroform-Phase verbleiben Zelltrtimmer und Proteine. Die Extraktion wird durch erneute
Zugabe von Chloroform und anschlieffiende Zentrifugation wiederholt. Erst dann wird die
RNA gefallt.

Um die RNA zu fallen, gibt man zu der Lésung das doppelte Volumen absoluten Ethanols.
Nach kurzem Durchmischen wird der Ansatz fiir mindestens eine Stunde bei — 80°C gefallt.
Durch 30 Minuten Zentrifugation bei 17 900 x g wird die prazipitierte RNA sedimentiert, der
Uberstand wird anschlieRend verworfen. Der RNA-Niederschlag wird mit 70% (v/v) Ethanol
gewaschen und fiir weitere 30 Minuten zentrifugiert. Auch dieser Uberstand wird verworfen
und der verbliebene RNA-Niederschlag bei Raumtemperatur getrocknet. Die RNA wird in
einem moglichst kleinen Volumen sterilen DEPC-Wassers wieder resuspendiert. Statt mit
absolutem Ethanol kann die Fallung auch mit Isopropanol erfolgen. Dabei gibt man zu der

Lésung das 0.7fache Volumen an Isopropanol und wascht mit 70% (v/v) Ethanol wie oben.

4.3.13 Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA

Der Vergleich der Intensitdt der Nukleinsdure-Banden mit den Banden des DNA-
Grolkenmarkers kann zum Abschatzen der Nukleinsaure-Menge herangezogen werden
(Abb. 9).

Zur Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren wird die Absorptionsmessung verwendet.
Anhand des Absorptionsspektrums kann auch die Reinheit der isolierten Makromolekiile
abgeschatzt werden. Das Ausmald der Absorption wird als Extinktion (E) bezeichnet. Nach
dem Lambert-Beerschen Gesetz ist die Extinktion proportional der Schichtdicke und der
Konzentration der absorbierenden Substanz. Die Konzentrationsbestimmung von
Nukleinsauren erfolgt bei einer Wellenlange von A = 260 nm. Einer Extinktion von 1
entsprechen 50 ug/ml doppelstrangige DNA bzw. 40 ug/ml RNA. Zur Abschatzung der
Proteinkonzentration nutzt man die Absorption der aromatischen Aminosauren Tyrosin,
Phenylalanin und Tryptophan bei einer Wellenlange von A = 280 nm. Der Quotient Exeo/Eoso

einer von Proteinen freien Nukleinsaureprobe sollte zwischen 1.8 und 2.0 liegen.
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4.3.14 cDNA-Synthese
Fir die cDNA-Synthese aus RNA wird 1 ug Gesamt-RNA in einem Volumen von 10 pl

eingesetzt. Zusammen mit 1 yl Random Primer (0.5 pg/ul) erhitzt man den Reaktionsansatz
fir zehn Minuten auf 70°C. Anschlieend kihlt man den Ansatz sofort auf Eis. Dann wird der
RNA-Ansatz mit 8.5 yl ,Mastermix® versetzt. Dieser besteht pro Reaktionsansatz aus 4 pl
5xPuffer, 2 yl 10 mM DTT und 1 yl 10 mM dNTPs. Zum positiven Ansatz wird neben dem
.Master-Mix“ 0.5 ul (entsprechend 100 Einheiten) der M-MLV Reversen Transkriptase, einer
RNA-abhangigen DNA-Polymerase, zugegeben. Ein Parallelansatz ohne Reverse
Transkriptase dient als Negativkontrolle zum Ausschluss von DNA-Kontaminationen. Alle
Ansatze werden fir die cDNA-Synthese 50 min bei 42°C und zuletzt zum Abstoppen der
Reaktion 15 Minuten bei 70°C inkubiert. Die cDNA wird bei — 20°C gelagert.

4.3.15 Amplifikation spezifischer DNA-Fragmente mittels PCR

(Polymerase-Kettenreaktion)

Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) kann eine spezifische, durch zwei Primer
begrenzte DNA-Sequenz exponentiell amplifiziert werden. Als hitzestabile DNA-Polymerase
dient die Tag-Polymerase aus dem thermophilen Bakterium Thermus aquaticus.

Bei einem Gesamtvolumen von 25 ul enthalt jeder Reaktionsansatz 2.5 yl Tag-Puffer, 1.25 pl
dNTPs (2.5 mM), 1.5 ul MgCl, (25 mM), 17.5 pl steriles H,O sowie 0.25 ul Tag-Polymerase
(1.25 U) und 1 pl eines 1:1-Gemischs der beiden Primer (25 yM) sowie 1 pl der DNA-
Matrize. Alle Reagenzien werden in ein 0.2 ml-Reaktionsgefal® auf Eis zusammengegeben.
Das Standard-Programm im  Thermozykler beginnt mit einem 1-minltigen
Denaturierungsschritt bei 95°C. Darauf folgen (je nach Primer-Paar) zwischen 26 und 36
Zyklen bestehend aus 30 Sekunden bei 94°C, weiteren 30 Sekunden bei 53°C bis 55°C (je
nach Primer-Paar) zur spezifischen Bindung der Primer an die einzelstrangige DNA-Matrize
und abschlielienden 30 Sekunden bei 72°C, in denen die DNA-Neusynthese durch die Tag-
Polymerase mittels Verknipfung von Nukleotidbausteinen erfolgt. Zuletzt folgen 10 Minuten
Inkubation bei 72°C und eine abschlieBende Kihlung bei 4°C beziehungsweise eine

Lagerung der Ansatze bei —20°C.

4.4 |dentifizierung putativer Zielgene

4.4.1 Dot Blot
Um die Zielgenkandidaten-Klone der TCF-cDNA-Banken durch Hybridisierung identifizieren

zu kdnnen und eine unspezifische Reaktion mit Vektorsequenzen zu vermeiden, werden die

cDNA-Fragmente selektiv exponentiell amplifiziert. Dabei dienen die isolierten Plasmide der
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zu untersuchenden Zielgen-Kandidatenklone als Matrizen. Fur jeden Klon werden je 2 pl
einer 25ul PCR-Reaktion auf eine Nitrozellulose-Membran aufgetropft. Nach 10-mintutigem
Trocknen wird die anheftende DNA durch zweimaliges Bestrahlen mit 150 Joule UV-Licht mit
der Nitrozellulose-Membran vernetzt, so dass die Membran in die Hybridisierungsreaktion

eingesetzt werden kann.

4.4.2 Radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten mittels PCR

Zur Herstellung radioaktiver Sonden werden die cDNA-Fragmente der TCF-Zielgen-Pools
mittels PCR radioaktiv markiert. Als Primer zur Markierung des Tcf3- und des Tcf4-Zielgen-
Sondenpools werden Adapterprimer aus dem ,CLONTECH PCR-Select cDNA Substraction
Kit“ verwendet, mit dem die beiden TCF-Subtyp-spezifischen cDNA-Banken erzeugt wurden
(Kunz, Dissertation 2005). Durch Verdoppelung des Standard-,Mastermix® erreicht der PCR-
Ansatz ein Gesamtvolumen von 50 yl. Zusatzlich zum oben angegebenen dNTP-Gemisch
wird 50 uCi [**P]-a-dCTP mit einer spezifischen Aktivitat von 3 000 Ci/mmol eingesetzt. Die
Standard-PCR wird wie folgt angepasst: 15 Zyklen bei 65,5°C fur die spezifische Primer-
Bindung und 90 Sekunden fur die DNA-Neusynthese.

4.4.3 Radioaktive Markierung mit dem ,Random Primed DNA Labeling
Kit*

Fir die Identifizierung weiterer Klone, die unter den putativen Zielgen-Kandidaten fiir eef1a-
o1 (EF-1 alpha o; elongation factor 1 alpha, oocyte form) und alpha-Tubulin (tubulin, alpha
1) kodieren, werden Plasmide bereits sequenzierter Klone als Matrize zur Herstellung von
radioaktiv-markierten Sonden herangezogen. Zur radioaktiven Markierung wird das ,Random
Primed DNA Labeling Kit* (Boehringer Mannheim) verwendet. Je 50 ng DNA-Matrize in
einem Volumen von 5 pl wird zunachst fir 10 Minuten bei 96°C denaturiert und anschlieend
sofort auf Eis abgeklhlt. Die denaturierte DNA-Matrize wird den Herstellerangaben
entsprechend mit 3 pl eines 1:1:1-Gemisch aus dATP, dGTP und dTTP und 50 uCi [**P]-a-
dCTP mit einer spezifischen Aktivitdt von 3 000 Ci/mmol sowie 2 pl eines bereitgestellten
Reaktionsmix aus zufélligen Hexanukleotid-Primern versetzt. Der Ansatz wird mit Wasser auf
ein Volumen von 19 yl aufgefillt und der Reaktionsansatz nach Zugabe von 1ul des Klenow-
Fragments der DNA-Polymerase | fur 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Eine abschlieliende 10-
mindtige Inkubation bei 65°C terminiert die Reaktion. Die radioaktiv markierten Sonden

konnen bei -20°C gelagert werden.
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4.4.5 Hybridisierung mit einer radioaktiv markierten Sonde

Das Prinzip der Hybridisierung beruht auf der Anlagerung der radioaktiv markierten Sonde
an komplementare DNA-Abschnitte. Dabei bindet die radioaktiv markierte DNA-Sonde die
mit der Nitrozellulose-Membran vernetzten Kandidatenklone.

Zunachst wird der Dot-Blot in einer Hybridisierungsréhre in Gegenwart des
Prahybridisierungspuffers flr vier Stunden bei 65°C rollend inkubiert, um freie
Bindungsstellen auf der Nitrozellulose-Membran zu blockieren. Fir die eigentliche
Hybridisierungsreaktion wird anschlieRend die denaturierte radioaktiv markierte Sonde
dazugegeben und der Dot-Blot bei 65°C weiterinkubiert. Am nachsten Tag wird die
gebrauchte Sonde zuriickgewonnen, um sie bei Bedarf innerhalb von langstens vier Wochen
wiederzuverwenden. Mit auf 65°C vorgewarmten, 0,1%SDS-haltigen SSC-Waschlésungen
wird der Dot-Blot je eine Stunde bei 65°C wiederholt gewaschen. Die Nitrozellulose-
Membran wird zunachst mit einer 6x- anschlieRend mit einer 2x- und zuletzt zweimal mit
einer 0.2xSSC-Waschlésung behandelt. Der gewaschene Dot-Blot wird vorsichtig aus der
Hybridisierungsréhre  entnommen und mit Frischhaltefolie bedeckt. Die verpackte
Nitrozellulose-Membran wird zur Belichtung gegenuber einer Filmplatte in einer Licht-
undurchldssigen Filmkassette eingeschlossen und je nach Intensitat der radioaktiven Sonde
nach einer zehn-minitigen bis mehrstindigen Verweildauer wieder entnommen.
AnschlieRend wird der belichtete Film im Phosphoimager eingescannt und die Intensitat

radioaktiver Signale digital visualisiert.

4.5 Ermittlung des mRNA/Gesamt-RNA-Verhaltnisses

4.5.1 Synthese radioaktiv markierter cDNA
Zum Vergleich des Verhaltnisses von Gesamt-RNA zu mRNA wird 1 uyg Gesamt-RNA in

einem Volumen von 10 pl in einem Ansatz mit 1 yl Random Primer (0.5 pg/ul) und in einem
parallelen Ansatz mit 2 yl Oligo-dT-Primer (100 uM) fir die cDNA-Synthese eingesetzt.
Dabei sollte der Random Primer im ersten Ansatz mit gleicher Affinitat an alle RNA-Spezies
binden, wahrend der Oligo-dT-Primer im zweiten Ansatz sich bevorzugt an die Poly(A)-
Uberhange der mRNAs anlagern sollte. Beide Ansatze werden fiir zehn Minuten auf 70°C
und anschlielRend sofort auf Eis gekihlt. Pro Reaktionsansatz wird der oben beschriebene
.Mastermix“ angesetzt und zuletzt 0.5 yl (entsprechend 100 Einheiten) der M-MLV Reversen
Transkriptase zugegeben. Zur Markierung versetzt man den ,Mastermix® flr insgesamt je
zehn Ansatze mit 50 pCi [*P]-a-dCTP mit einer spezifischen Aktivitat von 3 000 Ci/mmol.
Alle Ansatze werden fur die cDNA-Synthese 50 min bei 42°C und zuletzt zum Abstoppen der
Reaktion 15 Minuten bei 70°C inkubiert. AnschlieRend werden die Ansatze abgekihlt und
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kurz anzentrifugiert. Die radioaktiv markierte cDNA wird sofort fur die Auftrennung in einem

denaturierenden Polyacrylamid-Gel weiterverwendet.

4.5.2 Auftrennung der radioaktiv markierten cDNA-Fragmente mittels
Polyacrylamidgelelektrophorese
(PAGE)

Ahnlich wie beim SDS-PAGE erfolgt die Trennung der cDNA-Fragmente im elektrischen Feld
in einem denaturierenden Puffer. In der vorliegenden Arbeit wurde flr ein 3,5%iges Trenngel
1.87 ml 30% Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1), 1.6 ml 10xTBE-Puffer und 6,72 g Harnstoff
eingesetzt und mit Aqua bidest. auf 16 ml aufgefiillt. Dieses Gemisch wird unter Erwarmen
im Wasserbad geldst und anschlieBend durch Anlegen eines Unterdrucks entgast. Die
Polymerisierung wird durch Zugabe von 80 ul APS und 8 yl TEMED gestartet und das
Trenngel zwischen zwei Glasplatten gegossen. AnschlieRend wird ein Kamm fir die
Ladetaschen in das noch flissige Gel gesteckt. Die Gelelektrophorese-Kammer wird mit
1x TBE-Puffer gefiillt und fir den Gel-Lauf auf 53°C erwarmt. Das ausgehartete, zwischen
den Glasplatten eingespannte Gel wird in die Gel-Elektrophorese-Kammer eingesetzt und
die Nukleinsaure-Proben in die durch den Kamm ausgesparten Taschen geladen. An das
beladene Gel wird eine Spannung von 200 V angelegt. Die Elektrophorese wird fortgesetzt
bis die Probenpufferbande bis zum unteren Ende des Gels gelaufen ist. Nach dem
Abstoppen der Elektrophorese entnimmt man das zwischen den Glasplatten eingespannte
Gel der Kammer und hebt eine der Glasplatten vom Gel ab. Nach Umhillen mit
Frischhaltefolie wird das auf einer Glasplatte anhaftende Gel mit den aufgetrennten cDNA-
Fragmenten im Instant-Imager analysiert. Dabei wird die von den markierten cDNA-

Fragmenten ausgehende radioaktive Strahlung detektiert und digital visualisiert.
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5 Ergebnisse

Zur ldentifizierung TCF-Subtyp-spezifischer Zielgene standen als Ausgangsbasis zwei
cDNA-Banken zur Verfigung. Diese Banken beruhen auf dem Transkriptom differentiell
exprimierter Gene in neuralisierten animalen Kappen. Durch antisense-Morpholino-
Oligonukleotid vermittelte Depletion von Tcf3 wurde das Transkriptom neuralisierter Kappen
mit Tcf4-Zielgenkandidaten angereichert. Umgekehrt waren nach Unterdrickung der Tcf4-
Translation durch das spezifisch gegen Tcf4 gerichtete Morpholino-Oligonukleotid Tcf3-
Zielgenkandidaten akkumuliert (Kunz, Dissertation 2005). Eine anschlieRende Subtraktion
sollte sowohl Haushaltsgene als auch den groften Teil der von Tcf3 und Tcf4 gemeinsam

regulierten Zielgenkandidaten ausschlief3en.

5.1 Durchmustern der Tcf3-Zielgen- und der Tcf4-Zielgen-cDNA-
Bank

5.1.1 Klassifizierung

Um falsch positive Kandidaten aus den cDNA-Banken auszusortieren, wurde die DNA von
518 Klonen aus der Tcf3-Zielgen-cDNA-Bank sowie die DNA der 244 Klone aus der Tcf4-
Zielgen-cDNA-Bank zunachst im Dot Blot untersucht.

Die Hybridisierung mit dem radioaktiven Sondenpool flur potentielle Tcf3-Zielgene einerseits
und fur potentielle Tcf4-Zielgene andererseits weist deutliche Intensitdtsunterschiede
zwischen den einzelnen Klonen auf (Abb. 10 A). So gab es Klone wie 16, die in beiden
Hybridisierungsreaktionen ein starkes Signal zeigten, andere wie A3 schienen dagegen mit
keinem der beiden Sondenpools zu hybridisieren. Von besonderem Interesse sind jedoch
solche Klone, deren Hybridisierungsreaktion zwischen beiden Sondenpools diskriminiert.
Klone wie B2 sind interessant, die ein starkes Signal nach Hybridisierung mit dem Tcf3-
Sondenpool zeigten und mit dem Tcf4-Sondenpool deutlich schwacher hybridisierten.
Gleiches gilt fur Klone wie AB, die ein starkeres Signal nach der Hybridisierungsreaktion mit
dem Tcf4-Sondenpool als nach der mit dem Tcf3-Sondenpool aufwiesen (Abb. 10 A). Zur
besseren Einordnung wurde fiir jeden Klon die Intensitat des radioaktiven Signals gemessen
und die Werte fur die Hybridisierung mit den beiden cDNA-Pools als X- und Y-Werte in
einem Koordinatensystem abgetragen. Ebenso wurden die Abszisse und Ordinate fir die
Hybridisierung der cDNA-Pools mit dem eigenen Sondengemisch (X-Wert) als auch fir die
Reaktion mit dem reziproken Sondenpool (Y-Wert) ermittelt. Durch den so gewonnenen

Koordinatenpunkt wird eine Ursprungsgerade gelegt.
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Abb. 10 Differentielle Hybridisierung der Kandidatenklone. In A wurde links mit
dem radioaktiv-markierten Tcf3-Zielgen-Sondenpool hybridisiert, rechts mit dem Tcf4-
Zielgen-Sondenpool. Zur Kontrolle wurde auch das Gemisch der cDNA-Banken
(Zielgen-Pool) aufgetragen. Erwartungsgemaf hybridisiert die Tcf3-Zielgen-cDNA-Bank
starker mit dem Tcf3-Zielgen-Sondenpool als mit dem Tcf4-Zielgen-Sondenpool. Dieser
hybridisiert stattdessen deutlicher mit der Tcf4-Zielgen-cDNA-Bank.

Nach Hybridisierung der auf Nitrocellulose aufgetropften Klon-DNAs mit den radioaktiv
markierten Sonden wurden Filmplatten belichtet und die Schwarzung im
Phosphoimager analysiert. B zeigt einen Ausschnitt aus der Verteilung der Klone nach
Abtragen im kartesischen Koordinatensystem. Fir putative Tcf3-Zielgene dient die
Hybridisierung der beiden TCF-Zielgen-Sondenpools mit der Tcf3-Zielgen-cDNA-Bank
als Positivkontrolle. Als Negativkontrolle wird entsprechend das Verhalten der Tcf4-
Zielgen-cDNA-Bank abgetragen. Die Kategorien werden durch romische Ziffern
symbolisiert. Als Einheit ist die gemessene relative Signalintensitat (PSL, Processed
Signal Level) pro mm? abgetragen.
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Die Gerade fur die Tcf3-Zielgen-cDNA-Bank einerseits und die fur die Tcf4-Zielgen-cDNA-
Bank andererseits wurden zusammen mit den Klonen eines analysierten Satzes in einem
kartesischen Koordinatensystem abgetragen. Zwischen beide Ursprungsgeraden wurde eine
Winkelhalbierende gelegt. Diese drei Geraden dienten zusammen mit den
Koordinatenachsen zur Einordnung der Klone in vier Kategorien (Abb. 10 B). Wurden Klone
aus der Tcf3-Zielgen-cDNA-Bank analysiert, so umfasst die erste Kategorie alle Klone, deren
Koordinaten zwischen der Geraden fir die Tcf3-Zielgen-cDNA-Bank (Positivkontrolle) und
der Koordinatenachse liegen (Abb. 10 B). Die Kategorien zwei und drei sind zwischen der
Tcf3- und der Tcf4-Kontroll-Geraden angeordnet. Die Winkelhalbierende trennt dabei die
Klone der zweiten Kategorie, die naher an der Tcf3-Kontroll-Geraden zu liegen kommen, von
denen der dritten Kategorie, deren Position sich naher an der Tcf4-Kontroll-Geraden
(Negativkontrolle) befindet. Klone der vierten Kategorie liegen zwischen der Geraden fir die
Tcf4-Zielgen-cDNA-Bank und der Koordinatenachse.

Durch dieses Verfahren wurden 183 Klone aus der Tcf4-Zielgen-cDNA-Bank fiir die weitere
Analyse ausgewahlt, die sowohl der Kategorie | als auch der Kategorie Il angehdrten. Aus
der Tcf3-Zielgen-cDNA-Bank konnten 181 Klone, die ausschlieBlich der Kategorie |

zugeordnet sind, ermittelt werden.

5.2 Identifizierung der potentiellen Zielgene

5.2.1 Identifizierung im Southern Blot

Nach der Sequenzierung der ersten Kategorie-I-Klone stellte sich heraus, dass als putative
Zielgene alpha-Tubulin (tubulin, alpha 1) und eefla-o1 (EF-1 alpha o; elongation factor 1
alpha, oocyte form) besonders haufig vertreten waren. So kodierten unter den ersten 15
Tcf3-Zielgen-Kanidaten vier fir alpha-Tubulin. Bei den ersten 16 Tcf4-Zielgen-Kandidaten
handelte es sich in elf Fallen um eeffa-o1. Daher wurden diese Kandidatengene unter den
verbliebenen Klonen der Kategorie | beziehungsweise der Kategorien | und Il im Southern
Blot mit radioaktiv markierten Sonden positiv identifiziert und nicht sequenziert (Abb. 11).

Es zeigte sich, dass 112 Klone der 183 Tcf4-Zielgen-Kandidaten fur eefla-o1 kodieren.
Wahrend unter den 181 Tcf3-Zielgen-Kanidaten 23 als alpha-Tubulin identifiziert werden

konnten. Die verbliebenen Kandidatengene wurden sequenziert.
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Abb. 11 Identifizierung haufiger Klone. Es wurde mit einem radioaktiv-markierten
eef1a-o1-Klon hybridisiert. Ein bereits sequenzierter eef1a-o71-Klon dient als
Positivkontrolle, ein flir Histon H2A kodierender Klon als Negativkontrolle. Mit +

gekennzeichnete Klone wurden als eef1a-o1-Klone identifiziert, mit — markierte Klone
wurden sequenziert.

5.2.2 Identifizierung durch Sequenzanalyse

Fur etwa 90% der ausgewahlten Kandidaten-Klone konnte eine Sequenz ermittelt werden.
17 der 181 Tcf3-Zielgen-Kandidaten und 19 von 183 Tcf4-Kandidaten-Klonen blieben in der
Sequenzierungsreaktion unleserlich. Die cDNA-Fragmente sind im Mittel 207 bp lang. Das
kUrzeste Fragment umfasst 43 bp und die langste 633 bp.

Die ermittelten cDNA-Sequenzen der potentiellen Zielgene wurden mit Hilfe des ,Basic
Alignment Search Tool* (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/; Altschul et al., 1997) mit den

vorhandenen Xenopus-Nukleinsdure-Datenbanken abgeglichen. Konnte eine Sequenz in

Xenopus-Datenbanken nur einem hypothetischen Protein zugeordnet werden, wurden
weitere Datenbanken nach homologen Proteinen durchsucht. Auf diese Weise liel3en sich

auch einige dieser Klone einordnen.

5.3 Einordnung der putativen Zielgene

Die Liste der putativen Tcf3-Ziele (Tab. 1) wird von alpha-Tubulin angefihrt, das in 23
Klonen identifiziert wurde. Es ist der haufigste Vertreter der fir Zytoskelett-Proteine
kodierenden Tcf3-Zielgen-Kandidaten. Alpha-Tubulin wurde auch in einem Screen nach
Genen identifiziert, die durch neurogenin induziert sind. Dabei wurden als Ausgangsbasis

durch noggin-neuralisierte animale Kappen verwendet (Deblandre et al., 1999).
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Tab. 1 Auflistung der Tcf3-Zielgen-Kandidaten entsprechend ihrer Haufigkeit.

Zytosk.: Zytoskelett; AGR: Anterior Gradient; RNA-B.: RNA-Bindung; DNA-B.: DNA-Bindung;
Chap.: Chaperon; Transl.: Translation; Metab.: Metabolismus; Signaltr.: Signaltransduktion; n. e.:

nicht eindeutig.

Haufig-

Zugangs-

Keit Gen Bemerkungen nummer Referenz Funktion
23 alpha-  tubulin, alpha 1 BC106380 Smith, 1988 Zytosk.
Tubulin
19 cytokeratin type Il NM_001087056 Franz und Franke, 1986 Zytosk.
12 xag2 Xenopus anterior gradient 2, np77 NM_001088200 Sive et al., 1989 AGR
11 cirp cold inducible RNA-binding protein, cirbp NM_001086600 Peng et al., 2006 RNA-B.
9 mitochondriale DNA M10217 Wong et al., 1983 n.e.
7 hmgn2  high mobility group HMG-17, hmg-17 NM_001088261 Koérner et al., 2003 DNA-B.
6 hypothetical protein homolog zu XK81B2 NM_001088963 Miyatani et al., 1986 Zytosk.
5 similar to nuclease sensitive element binding ~ NM_001085898 Tafuri und Wolffe, 1990 RNA-B.
protein 1
® xeel embryonic epidermal lectin NM_001089101 Nagata et al., 2003 n.e.
4 xag hypothetical protein homolog zu np77 NM_001086198 Sive et al., 1989 AGR
4 krt18 keratin 18 NM_001087341 LaFlamme et al., 1988 Zytosk.
3 cytoplasmic beta actin AF079161 Zytosk.
3 hsc70 heat shock cognate protein 70 NM_001086599 Lang et al., 2000 Chap.
3 rps27 ribosomal protein S27 NM_001087225 Klein et al., 2002 Transl.
3 similar to anterior gradient 2 homolog NM_001086251 Klein et al., 2002 AGR
2 similar alpha Tubulin NM_001086054 Klein et al., 2002 Zytosk.
2 gfpt1 glutamine fructose-6-phosphate NM_001087014 Klein et al., 2002 Metab.
transaminase 1
2 hmgn1 high-mobility group nucleosome binding NM_001087294 Koérner et al., 2003 DNA-B.
domain 1
2 rps2e ribosomal protein S2e NM_001087413 Gawantka et al., 1998 Transl.
2 sfrs2 splicing factor, arginine/serine-rich 2 NM_001087274 Klein et al., 2002 RNA-B.
2 beta-Tubulin NM_001087097 Bieker und Yazdani- Zytosk.
Buicky, 1992
2 cgs cement gland specific protein BC128956 Novoselov et al., 2003 AGR
2 eefla-s  eukaryotic elongation factor 1 alpha, NM_001087442 Krieg et al., 1989 Transl.
somatic form
2 hypothetical protein homolog zu NM_001097003 Takezaki et al., 2004 Transl.
X. tropicalis ribosomal protein S4
1 cirp2 cold-inducible RNA binding protein 2, xcirp2 NM_001086325 Matsumoto et al., 2000 RNA-B.
1 hmgb3  high mobility group box 3b, hmgbh3b NM_001095694 Terada et al., 2006 DNA-B.
1 xk70 Xk70 NM_001087819 Winkles et al., 1985 Zytosk.
1 hypothetical protein homolog zu Danio 40S NM_001096142 Klein et al., 2002 n.e.
ribosomal protein S30
1 e oS Ties i enaoXydenase Ayplophanioy NM_001086903  Klein et al., 2002 Signaltr.

monooxygenase activation protein,
theta polypeptide
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Seine Expression im epidermalen Ektoderm schliel3t es aber flr die Untersuchung
hinsichtlich einer differentiellen TCF-Regulation in zukinftigem Neuralgewebe aus.

Mit 19 Klonen steht das Keratin NM_001087056 als weiteres Zytoskelett-Protein an zweiter
Stelle. An Keratinen waren daneben NM_ 001088963 sechsmal, krt18 viermal und xk70
einmal vertreten. AF079161, das flr zytoplasmatisches beta-Actin kodiert, sowie
NMO001086054 (similar alpha-Tubulin) und NM_001087097, das flr beta-Tubulin steht,
vervollstandigen die Gruppe der identifizierten Zytoskelett-Gene unter den haufigsten
putativenTcf3-Zielen.

Eine weitere bedeutende Gruppe unter den mdglichen Tcf3-Zielgenen stellen Klone, die flr
Proteine aus der AGR (Anterior Gradient)-Familie kodieren. Dabei ist xag2 mit zwdlf
kodierenden Klonen der haufigste Vertreter, gefolgt von xag (vier Klone), dreimal
NM_001086251 und zweimal cgs. Diese Transkripte markieren im Xenopus-Embryo die
Zementdrise, das ein das anteriore Koérperende kennzeichnendes, Sekret-sezernierendes
Organ zur Anheftung ist.

Unter den Tcf3-Zielgenkandidaten fallt auRerdem cirp (cold inducible RNA-binding protein)
besonders auf. Es steht nach den Zytoskelett-Kandidaten und den anterioren Markern mit elf
Klonen an dritter Stelle und kodiert flir ein RNA-bindendes Protein mit einer RRM (RNA
recognition motif)-Domane. Interessanterweise ist auch das zweite Familienmitglied, cirp2,
einmal vorhanden. Neben den beiden CIRPs gibt es weitere RNA-bindende Tcf3-Zielgen-
Kandidaten wie das funfmal vertretene NM_001085898, das eine CSP (Cold-shock-Protein)-
Doméne aufweist. Daneben gibt es zwei fiur sfrs2 kodierende Klone. Auch sfrs2 kann mit
seiner RRM-Doméane RNA binden.

Beachtenswert ist auch eine Gruppe von kanonischen HMG (High mobility group)-Proteinen.
Dabei ist hmgn2 mit sieben Klonen das haufigste, gefolgt von hmgn1 (zwei Klone) und
einmal hmgb3. Bei den HMG-Proteinen handelt es sich einerseits um zwei Vertreter aus der
Familie der NBD (Nucleosome Binding Domain)-Proteine (hgmn2 und hmgnt) (Bustin,
2001). Andererseits gehért hmgb3 zu den HMG-Box-Proteinen, zu denen interessanterweise
auch Tcf3 und Tcf4 zahlen.

Das funffach ermittelte Xeel kennzeichnet im Xenopus-Embryo epidermales Gewebe
(Nagata et al., 2003). Interessanterweise werden xeel und alpha-Tubulin im nicht-neuralen
Ektoderm exprimiert. Sowohl die Neuralplatte als auch die Zementdriise bleiben von alpha-
Tubulin und xeel frei. Stattdessen bilden sie in der Epidermis ein sich gegenseitig
ausschlieBendes Muster. Denn alpha-Tubulin wird in Cilien-tragenden Zellen exprimiert
(Deblandre et al., 1999) und xeel in epidermalen Zellen ohne Cilien (Nagata et al., 2003).

Mit hsc70 (heat shock cognate protein 70), das fir ein Hsp70 (Heat shock protein 70)-Protein
kodiert, wurde dreimal ein Chaperon als mogliches Tcf3-Zielgen identifiziert. Neben hsc70
bleibt fir die Chaperone mit NM_001086217 nur ein weiterer Klon Gbrig.
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Des Weiteren finden sich unter den Kandidaten Klone, die fir ribosomale Proteine kodieren.
Dazu gehdren neben rps27 (drei Klone) mit je zwei kodierenden Klonen NM_001097003 und
rps2e. Von diesen soll nur rps2e naher analysiert werden, da es Homologien aufweist zu
dem entwicklungs-biologisch relevanten Drosophila-Protein ,String of Pearls® (Cramton und
Laski, 1994). Das einmal identifizierte NM_001096142 ist zwar zum ribosomalen S30-Protein
in Zebrafisch homolog, zeichnet sich aber daneben durch eine Ubiquitin-ahnliche-(FUBI)-
Domane aus.

Neben den ribosomalen Kandidaten findet sich zweimal das aus der EF(elongation factor)1-
alpha-Familie stammende eeffa-s, dem eine Funktion beim Ablauf der Translation
zugeordnet werden kann.

Ein weiterer zweifach vertretener Tcf3-Zielgenkandidat ist gfpt1 (synonym gfat), das einen
interessanten Hexosemonophosphat-Weg einleitet. Durch die Glutamin/Fruktose-6-Phosphat
Amidotransferase (GFAT) wird Glukosamin-6-Phosphat bereitgestellt, das nach einem
Uridintriphosphat-Transfer als UDP-N-Acetylglucosamin-6-Phosphat fiir die Glykosilierung
und damit fir die posttranslationale Modifikation von Proteinen verwendet werden kann
(Wells et al., 2003).

Unter den nur einfach nachgewiesenen Tcf3-Zielgenkandidaten ist zuletzt noch ywhaq
aufgefuhrt, das fur ein 14-3-3-Protein kodiert und bei der Signaltransduktion eine Rolle
spielen kénnte.

Die vollstandige Liste aller sequenzierten Tcf3-Zielgen-Kandidaten-Klone sowie die aller

Tcf4-Zielgen-Kandidaten-Klone befindet sich im Anhang.

Unter den haufigsten Tcf4-Zielgen-Kandidaten werden zusatzlich zu den Klonen, die
mehrfach identifiziert wurden, sechs nur einzeln vertretene Klone naher betrachtet (Tab. 2).
Die Tcf4-Zielgen-Kandidaten werden von den 112 Klonen beherrscht, die fir eeffa-o1
kodieren. Als Haushaltsgen ist eeffa-o1 fur eine differentielle Funktionsstudie eher
ungeeignet, daher wird es als putatives Tcf4-Ziel nicht weiter untersucht.

Daneben spielen wahrscheinlich NM_001096138 (drei Klone) und NM_001093433 (zwei
Klone) als ribosomale Proteine bei der Translation eine Rolle. Da in beiden TCF-Zielgen-
Gruppen eine vergleichbare Anzahl an ribosomalen Proteinen ermittelt wurde, scheint deren
Analyse auch vernachlassigbar. Folglich werden unter den putativen Tcf4-Zielen die
Translations-Kandidaten nicht ndher untersucht.

An zweiter Stelle steht mit dem flinffach ermittelten xk70 ein Keratin, das beide
Kandidatenlisten gemeinsam haben. Innerhalb der Tcf3-Kandidaten gibt es unter den 31-
Keratin-Klonen nur einen der fir xk70 kodiert. Unter den maoglichen Tcf4-Zielen ist es aber
nicht nur das einzige Keratin, sondern auch der einzige Vertreter fur Zytoskelett-

Komponenten.
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Psmc3 (proteasome (prosome, macropain) 26 S subunit, ATPase 3), das dem Proteasom

zugeordnet wird, ist mit drei Klonen ein ausschliellicher Tcf4-Zielgen-Kandidat. Es kdnnte

nicht nur beim Protein-Umsatz, sondern auch bei posttranslationalen Modifikationen und bei

der Regulation der Zellproliferation eine Rolle spielen (Pollice et al., 2004).

Die bereits als Tcf3-Zielgen-Kandidaten identifizierten HMG-Proteine hmgn2, hmgn1 und

hmgb3 findet man mit zwei Klonen beziehungsweise je einem kodierenden Klon als putative

Tcf4-Ziele wieder. Fur eine korrekte Einordnung als TCF-Subtyp-spezifische Zielgene

mussen sie eingehender analysiert werden. Ein den Tcf4-Zielgen-Kandidaten eigenes Gen

ist dagegen das einmal identifizierte hmg-x, das wie hmgb3 zu den HMG-Box-Proteinen

gehort.

Tab. 2 Auflistung der Tcf4-Zielgen-Kandidaten entsprechend ihrer Haufigkeit
Transl.: Translation; Zytosk.: Zytoskelett; Proteas.: Proteasom; DNA-B.: DNA-Bindung; ER:

Endoplasmatisches Reticulum; lonenk.: lonenkanal; DNA-Sy.: DNA-Synthese; Signaltr.:
Signaltransduktion; Zellzyk.: Zellzyklus; RNA-B.: RNA-Bindung; n. e.: nicht eindeutig.
Haufig- Gen Bemerkungen Zugangsnummer Referenz Eunktion
keit
112 eefla-o1 elongation factor 1 alpha, oocyte form NM_001086133 Dje et al., 1990 Transl.
5 xk70 xk70 NM_001087819 Winkles et al., 1985 Zytosk.
3 psmc3 proteasome (prosome, macropain) 26 S NM_001086780 Nacken, 1997 Proteas.
subunit, ATPase 3
3 hypothetical protein homolog zu X. tropicalis ~ NM_001096138 Klein et al., 2002 Transl.
ribosomal potein L35
2 hmgn2 high mobility group HMG-17, hmg-17 NM_001088261 Koérner et al., 2003 DNA-B.
2 chloride channel; clc-5 Y09940 lonenk.
(48% von 104 bp Ubereinstimmend)
2 mitochondriale DNA M10217 Wong et al., 1983 n. e.
2 hypothetical portein homolog zu NM_001093433 Klein et al., 2002 Transl.
X. tropicalis ribosomal protein S23
2 rrm1 similar to ribonucleotide reductase M1 NM_001090843 Klein et al., 2002 DNA-Sy.
2 hypothetical protein homolog zu NM_001092259  Klein et al., 2002 Signaltr.
muriner serine/threonine kinase 24
1 hmgn1 high-mobility group nucleosome binding NM_001087294 Korner et al., 2003 DNA-B.
domain 1
1 hmgb3 high mobility group box 3 NM_001087116 Terada et al., 2006 DNA-B.
1 hmg-x similar to high mobility group box 2; hmg-x NM_001085918 Kinoshita et al., 1994 DNA-B.
1 simBtg1 similar to B-cell translocation gene 1 NM_001085911 Gawantka et al., 1998 Zellzyk.
MGC84169 protein homolog zu R. RNA-B.
norvegicus PREDICTED: similar to THO
1 complex subunit 4 (Tho 4) (RNA and export ~ NM_001092746 Bruhn et al., 1997
factor binding protein 1) (REF1-I) (Ally of
AML-1 and LEF-1) (Aly/REF) isoform 2
1 hypothetical protein homolog zu similar to NM_001086452 Ou et al., 1992 ER

signal sequence receptor, alpha
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Mit zwei fir rrm1 kodierenden Klonen ist unter den putativen Tcf4-Zielen ein Protein mit einer
RNR (Ribonucleotide Reductase)-Domane vertreten, das fur die DNA-Synthese wichtig ist.
Auch NM_001092259 (zwei Klone) gehort zu den alleinigen Tcf4-Zielgen-Kandidaten. Das
hypothetische Protein weist Homologien zu einer murinen Serin/Threonin-Kinase auf und
koénnte daher fir die Signaltransduktion Bedeutung haben.

Unter den nur einzeln vertretenen Klonen wurde simBtg1 (similar to B-Cell Translocation
Gene 1) flr eine weitere Analyse ausgewahlt, denn es ist méglicherweise an der Kontrolle
des Zellzyklus beteiligt (Hata et al., 2007).

Die RNA-bindenden Proteine sind unter den Tcf4-Zielgen-Kandidaten nur durch einzelne
Klone belegt, von denen NM_001092746 beispielhaft weiter untersucht wird. Durch seine
Homologie zum humanen ALY, einem Kontext-abhangigen Lef-1-Koaktivator, kénnte man es
mit den LEF/TCFs in Verbindung bringen (Bruhn et al., 1997).

Als letzter nur einfach identifizierter Tcf4-Zielgen-Kandidat wurde NM_001086452 fiir eine
weitere Betrachtung ausgesucht. NM_001086452 kodiert fiir ein hypothetisches Protein, das
zum Signal-Sequenz-Rezeptor alpha homolog ist. Es handelt sich dabei um ein TRAP
(Translocon-assoziiertes)-Protein in der Membran des endoplasmatischen Reticulums
(Wada et al., 1991). NM_001086452 wird weiter betrachtet, weil es gemeinsam mit Calnexin

die Glykosilierung von Proteinen steuern konnte (Ou et al., 1992).
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5.4 Verifizierung der Kandidatengene

In einem mehrstufigen Verfahren wurde versucht, ausgewahlte Kandidatengene als TCF-
Subtyp-spezifische Ziele zu verifizieren und sie bezuglich ihrer Regulation durch Tcf3 und
Tcf4 einzuordnen.

Dieses mehrstufige Verfahren umfasst eine Analyse der Expressionsstarke der
Kandidatengene mittels RT-PCR nach Uberexpression beziehungsweise Ausschalten von
Tcf3 und Tcf4 zum einen im Gesamtembryo, zum anderen in neuralisierten animalen
Kappen. Des Weiteren werden die Expressionsmuster der Kandidatengene mit Hilfe der
Ganzkeimfarbung auf eine zeitliche und rdumliche Uberlappung mit Tcf3 und Tcf4
untersucht. Der nachste Schritt ist die Visualisierung der mRNA-Verteilung der

Kandidatengene nach TCF-Funktionsgewinn und TCF-Funktionsverlust.

5.4.1 Verifizierung der Kandidatengene in Neurula-Embryonen

Uberexpression von Tcf3 und Tcf4
Um Aussagen Uber die Regulation der identifizierten putativen Zielgene in-vivo treffen zu
kénnen, soll die Expression der Kandidaten als Reaktion auf den Funktionsgewinn

individueller TCFs in Neurula-Embryonen analysiert werden.

Gene, die durch Tcf3 aktiviert oder durch eine der Tcf4-Varianten reprimiert werden,
entsprechen den Erwartungen an ein authentisches Tcf3-Zielgen.

Von den elf ausgewahlten Tcf3-Zielgen-Kandidaten wurden neun nach Uberexpression von
Tcf3 hochreguliert (Abb. 12). Dazu gehoren die RNA-bindenden Proteine cirp und sfrs2
sowie die Zementdrisen-Marker xag2 und xag, die HMGNs, NM_001096142 und rps2e. Sie
entsprechen also grundsatzlich den Erwartungen an ein Tcf3-Zielgen. Die Expression von
cirp2 und gfpt1 konnte dagegen nicht durch Tcf3-Uberexpression aktiviert werden. Sie gelten
daher in diesem Ansatz als nicht verifiziert.

Keiner der untersuchten Tcf3-Zielgen-Kandidaten wurde ausschliellich durch Tcf3
angesteuert. Selbst xag2 und cirp, die im Screen in mehr als zehn Klonen als putative Tcf3-
Ziele identifiziert wurden, wurden sowohl durch Tcf3 als auch durch Tcf4 aktiviert. Die Tcf3-
Zielgen-Kandidaten rps2e, gfpt1 und ywhaq konnten in Neurula-Embryonen sogar durch die
Uberexpression beider Tcf4-Varianten deutlicher aktiviert werden als durch Tcf3-
Uberexpression. Interessanterweise wurden xag, hmgn2 und hmgn1 am stérksten durch
Tcf4C hochreguliert.
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Abb. 12 Regulation der Tcf3-Zielgenkandidaten in Embryonen im Neurula-Stadium
nach Uberexpression von Tcf3 bzw. Tcf4A oder Tcf4C. Dargestellt sind die Ergebnisse
zweier unabhangiger Experimente.

Je 500 pg TCF-mRNA wurde im Zwei-Zellstadium in die animale Hemisphare beider
Blastomere injiziert. Als Kontrolle dienen Embryonen, die nicht injiziert wurden.
Gesamt-RNA aus je drei Embryonen im Neurula-Stadium (Stadium 18) wurde revers
transkribiert und die angegebenen Gene amplifiziert.

Das Haushaltsgen Histon 4 (h4) dient der Ladekontrolle.

- RT zeigt die Amplifikation einer Kontrollprobe ohne reverse Transkriptase.
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Von den sieben ausgewahlten Tcf4-Zielgen-Kandidaten wurde die Expression von xk70, die
des ALY-Homologen NM_001092746, die der HMG-Proteine hmg-x und hmgb3 sowie die
des Translocon-assoziierten Proteins NM_001086452 nach Uberexpression von Tcf4 auf der
Ebene der Transkripte aktiviert (Abb. 13). Das bestatigt die finf Kandidaten in diesem
System als Tcf4-Zielgene. Wahrend NM_001092746, hmg-x und hmgb3 durch Tcf4A
deutlicher als durch Tcf4C aktiviert werden, reagieren xk70 und NM_001086452 auf beide
Tcf4-Varianten vergleichbar stark. DarUber hinaus koénnte besonders hmgb3 durch Tcf3
reprimiert sein. FUr psmc3 und simBtg1 dagegen ist eine Verifizierung als Tcf4-Zielgen
schwierig, da sich in unterschiedlichen Experimenten kein einheitliches Bild heraus
kristallisierte. So war psmc3 in einer Versuchsreihe nach TCF-Uberexpression reprimiert, in
einer zweiten Versuchsreihe aber aktiviert.

W

0

$ O
Q o
o x’\

\\Q)
NEPES

) O
%O X« X&

@]

4
/’

o

4?

X
%’7
X
2
P
O
S
4,

O\
x

.

Xk70

NM_001092746

hmg-x

hmgb3
psmc3

NM_001086452

h4

h4-RT

I
l
[

Abb. 13 Regulation der Tcf4-Zielgenkandidaten in Embryonen im Neurula-Stadium
nach Uberexpression von Tcf3 bzw. Tcf4A oder Tcf4C. Dargestellt sind die Ergebnisse
zweier unabhangiger Experimente.

Je 500 pg TCF-mRNA wurde im Zwei-Zellstadium in die animale Hemisphare beider
Blastomere injiziert. Als Kontrolle dienen Embryonen, die nicht injiziert wurden.
Gesamt-RNA aus je drei Embryonen im Neurula-Stadium (Stadium 18) wurde revers
transkribiert und die angegebenen Gene amplifiziert.

Das Haushaltsgen Histon 4 (h4) dient der Ladekontrolle.

- RT zeigt die Amplifikation einer Kontrollprobe ohne reverse Transkriptase.
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5.4.2 Verifizierung in neuralisierten animalen Kappen

5.4.2.1 Uberexpression von Tcf3 und Tcf4

Die Genregulation im Gesamtembryo findet vor dem Hintergrund eines komplexen
Zusammenspiels morphogenetischer Ablaufe und induktiver Ereignisse statt. Neuralisierte
animale Kappen bieten demgegentber den Vorteil, an separiertem Neuralgewebe arbeiten
zu kénnen. Bei den neuralisierten animalen Kappen wird durch Uberexpression eines
trunkierten BMP-Rezeptors (tBR) der BMP-Signalweg blockiert. Wahrend die Perzeption von
BMP-Signalen die Population der animalen Kappenzellen zu einem epidermalen Schicksal
treibt, erlauben abnehmende BMP-Signale die Differenzierung zu einem zunehmend
neuralen Schicksal (Abb. 14).

Abb. 14 Das System neuralisierter animaler

@ @Q‘ Kappen.
\\o\ QQ 060 100 pg tBR (trunkierter BMP-Rezeptor)-mRNA
‘l‘o(\ ,\QQ Q}Q Q§ wurden im Zwei-Zellstadium am animalen Pol

beider Blastomere injiziert. Animale Kappen aus
Blastula-Embryonen wurden kultiviert bis die
Geschwisterembryonen (Embryo) die Neurula

h4= erreicht hatten. Die Gesamt-RNA aus 10
animalen Kappen bzw. einem Embryo wurde
_ revers transkribiert und die angegebenen Gene

amplifiziert.

Die Expression des neuralen Markergens NCAM (neural cell adhesion molecule) ist
nach der Blockierung des BMP-Wegs durch die Gabe eines dominant-negativen BMP-
Rezeptors (tBR) im Vergleich zur uninjizierten animalen Kappe (Kontrolle) induziert.
Das Haushaltsgen Histon 4 (h4) dient der Ladekontrolle.

- RT zeigt die Amplifikation einer Kontrollprobe ohne reverse Transkriptase.

Unter den analysierten Tcf3-Zielgenkandidaten zeigten nur wenige eine differentielle TCF-
Regulation in neuralisierten animalen Kappen (Abb. 15). Cirp und NM_001096142 scheinen
insofern den Erwartungen an ein Tcf3-Ziel zu entsprechen, als sie sich durch Tcf3 aktiviert
werden konnten. Dagegen ist die Expressionsstarke von cirp2, hmgn2 und hmgn1 eher
unverandert. Wahrend die Ubrigen untersuchten Tcf3-Zielgenkandidaten sfrs2, xag2, rpsZ2e,
gfpt1 und ywhaq durch Tcf3-Uberexpression sogar reprimiert werden. Allerdings wird die
Expression von sfrs2, xag2 und gfpt1 auch nach einer Uberexpression von Tcf4 unterdriickt.

Folglich konnten in diesem Ansatz nur cirp und NM_001096142 verifiziert werden.
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Abb. 15 Regulation der Tcf3-Zielgenkandidaten in neuralisierten animalen Kappen
nach Uberexpression von Tcf3 bzw. Tcf4A oder Tcf4C.

100 pg tBR (trunkierter BMP-Rezeptor)-mRNA alleine und zusammen mit je 500 pg
TCF-mRNA wurden im Zwei-Zellstadium am animalen Pol beider Blastomere injiziert.
Animale  Kappen aus Blastula-Embryonen  wurden  kultiviert  bis  die
Geschwisterembryonen (Embryo) die Neurula erreicht hatten. Die Gesamt-RNA aus 10
animalen Kappen bzw. einem Embryo wurde revers transkribiert und die angegebenen
Gene amplifiziert. Als Kontrolle dienen animale Kappen, die aus unbehandelten
Embryonen explantiert wurden.

Das Haushaltsgen Histon 4 (h4) dient der Ladekontrolle.

- RT zeigt die Amplifikation einer Kontrollprobe ohne reverse Transkriptase.

Unter den maoglichen Tcf4-Zielen zeigen xk70, NM_001092746 und hmg-x eine Regulation,

die den Anforderungen an ein Tcf4-Zielgen entspricht.
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Abb. 16 Regulation der Tcf4-Zielgenkandidaten in neuralisierten animalen Kappen
nach Uberexpression von Tcf3 bzw. Tcf4A oder Tcf4C. Vorgehensweise wie in Abb. 15.
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Sie scheinen durch Tcf3 reprimiert und durch die beiden Tcf4-Varianten aktiviert zu sein
(Abb. 16). Hmgb3, psmc3 und simBtg1 verhalten sich dagegen vergleichbar wie die Tcf3-
Ziele sfrs2, xag2 und gfpt1. Sie werden durch die Uberexpression aller TCFs herunter
reguliert.

NM_00108452 wird zwar auch durch alle TCFs reprimiert, dabei ist allerdings Tcf4A der

schwachste Repressor.

5.4.2.1 Unterdrickung der Tcf3- beziehungsweise Tcf4-Translation

Uberexpressionsstudien  erlauben ausschlieRlich die Aussage, dass potentielle
Kandidatengene durch den entsprechenden Transkriptionsfaktor reguliert werden kénnen.
Erst die Analyse eines Gewebes dem der entsprechende Transkriptionsfaktor fehlt, macht

ein Urteil dariber mdéglich, ob eine potentielle Regulation auch tatsachlich stattfindet.

xag NM_001096142
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Abb. 17  Uberprifung haufiger Tcf3-Zielgenkandidaten in neuralisierten animalen
Kappen nach Herunterregulieren von Tcf3 bzw. Tcf4.

100 pg tBR (trunkierter BMP-Rezeptor)-mRNA alleine und zusammen mit je 8 pmol
TCF-antisense-Morpholino-Oligonukelotid (MQO) wurden im Zwei-Zellstadium am
animalen Pol beider Blastomere injiziert. Animale Kappen aus Blastula-Embryonen
wurden kultiviert bis die Geschwisterembryonen (Embryo) die Neurula erreicht hatten.
Die Gesamt-RNA aus 10 animalen Kappen bzw. einem Embryo wurde revers
transkribiert und die angegebenen Gene amplifiziert.

Als Kontrolle dienen animale Kappen, die aus unbehandelten Embryonen explantiert
wurden.

Das Haushaltsgen Histon 4 (h4) dient der Ladekontrolle.

- RT zeigt die Amplifikation einer Kontrollprobe ohne reverse Transkriptase.
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Fir ein Tcf3-Zielgen wird erwartet, dass es von der Aktivierung durch Tcf3 nicht aber durch
Tcf4 abhangt. Folglich sollte ein authentisches Tcf3-Zielgen nach einer Morpholino-
vermittelten Tcf3-Reduktion schwacher exprimiert werden als nach Depletion von Tcf4. Dies
trifft fur alle betrachteten Tcf3-Kandidaten aufler sfrs2, hmgn2 und hmgn1 zu (Abb. 17). Bei
cirp und xag2 kann man zusatzlich nach Tcf4-Unterdriickung eine verstarkte Expression im
Vergleich zum neuralisierten Grundzustand (tBR alleine) feststellen. Daraus lasst sich
schliel3en, dass cirp und xag2 nicht nur von Tcf3 aktiviert, sondern auch von Tcf4 reprimiert
werden. Dies starkt ihre Bedeutung als differentiell regulierte TCF-Ziele im System
neuralisierter animaler Kappen und erklart die groRe Haufigkeit, mit der sie als Tcf3-Zielgen-
Kandidaten ermittelt wurden. Da hmgn1 nach Tcf4-Depletion induziert, durch das Tcf3-
Morpholino aber unbeeinflusst ist, scheint es eher durch Tcf4 reprimiert zu werden als durch
Tcf3 aktiviert.
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Abb. 18  Uberpriifung haufiger Tcf4-Zielgenkandidaten in neuralisierten animalen
Kappen nach Herunterregulieren von Tcf4 bzw. Tcf3. Dargestellt sind die Ergebnisse
dreier unabhangiger Experimente.

100 pg tBR (trunkierter BMP-Rezeptor)-mRNA alleine und zusammen mit je 8 pmol
TCF-antisense-Morpholino-Oligonukelotid (MQO) wurden im Zwei-Zellstadium am
animalen Pol beider Blastomere injiziert. Animale Kappen aus Blastula-Embryonen
wurden kultiviert bis die Geschwisterembryonen (Embryo) die Neurula erreicht hatten.
Die Gesamt-RNA aus 10 animalen Kappen bzw. einem Embryo wurde revers
transkribiert und die angegebenen Gene amplifiziert.

Als Kontrolle dienen animale Kappen, die aus unbehandelten Embryonen explantiert
wurden.

Das Haushaltsgen Histon 4 (h4) dient der Ladekontrolle.

- RT zeigt die Amplifikation einer Kontrollprobe ohne reverse Transkriptase.
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Unter den Tcf4-Kandidatengenen waren die Resultate nach Depletion der beiden
Transkriptionsfaktoren Tcf3 und Tcf4 insgesamt weniger eindeutig. Daher werden mehrere
unabhangige und sich teilweise widersprechende Ergebnisse nebeneinander gestellt
(Abb. 18). Nur xk70 ist nach der Applikation von Tcf4-Morpholino reduziert, was dem
Verhalten eines Tcf4-Ziels entspricht. Psmc3 und NM_001086452 verhalten sich in zwei von
drei Fallen entgegen der Erwartung, denn sie sind nach Tcf4-Depletion nicht reduziert,
sondern induziert. Fur alle anderen hier betrachteten Tcf4-Kandidaten bleibt eine
Schlussfolgerung schwierig, da sie stark voneinander abweichende Ergebnisse zeigen. Sie
schwanken zwischen einer TCF-unabhangigen Expression und der Abhangigkeit von Tcf3
und Tcf4.

5.4.3 Untersuchung des raumlichen und zeitlichen Expressionsmusters

der Kandidatengene

5.4.3.1 Klonierung von Matrizen fiir die Herstellung von in-situ-Sonden

Eine Voraussetzung um das zeitliche und rdumliche Expressionsprofil der identifizierten
Zielgen-Kandidaten in der Ganzkeimfarbung charakterisieren zu koénnen, sind geeignete
RNA-Sonden. Dabei stellten sich im Fall von rps2e und NM_001096142 die cDNA-
Fragmente der Klonbanken als Matrizen zur Herstellung von RNA-Sonden fir die in-situ-

Hybridisierung als unbrauchbar heraus.
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Abb. 19 Restriktionsanalyse der in den Klonierungsvektor pGEMT insertierten offenen
Leserahmen von NM_00109746, cirp, hmgb3 und hmg-x als Template zur Herstellung
von in-situ-Sonden. Durch Restriktionsverdau wurde die erfolgreiche Insertion in je zwei
isolierten Klonen Uberprift. Die ausgeschnittenen Fragmente zeigen mit 780 bp im Fall
von NM_001092746, mit 500 bp im Fall von cirp, mit 620 bp im Fall von hmgb3 und mit
640 bp bei hmg-x die erwartete GréRRe. Der leere pGEMT-Vektor hat demgegentber die
erwartete GréRe von 3 kbp.
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Dies kdnnte in der Tatsache begrindet sein, dass die meisten aus dem subtraktiven Screen
gewonnenen cDNA-Fragmente flr einen repetitiven Bereich im nicht-translatierten Bereich
kodieren. Daher wurden die offenen Leserahmen einiger Zielgene mit genspezifischen
Primern aus der cDNA eines Embryos im Neurula-Stadium amplifiziert und in einen fur die
in-vitro Transkription geeigneten Vektor kloniert (Abb. 19). Eine Uberprifung im
Restriktionsverdau belegt die Insertion von Fragmenten der erwarteten Grof3e. Die Identitat
der Fragmente wurde durch Sequenzanalyse verifiziert.

Mit Hilfe dieser Matrizen konnten flr cirp, hmgb3 und hmg-x geeignete Sonden hergestellt
werden. Uberraschenderweise fiihrte dagegen im Fall von NM_001096142 die
Hybridisierung mit einer sense- wie mit einer antisense-RNA-Sonde zu einem vergleichbaren
Ergebnis, was flr eine unspezifische Farbung spricht, die als Ergebnis verworfen werden
muss (Abb. 20).

5.4.3.2 Analyse des raumlichen und zeitlichen Expressionsmusters der

Kandidatengene anhand der Transkripte

Durch Anfrage bei anderen Arbeitsgruppen konnte die Gruppe der HMG-Proteine
vervollstandigt und das Expressionsprofil einiger Kandidaten untersucht werden. Die in der
Ganzkeimfarbung ermittelten Expressionsmuster lassen auf eine teilweise Uberlappung mit
Tcf3 und Tcf4 — ihren potentiellen Regulatoren — schliel3en (Abb. 20 und 21).

Wahrend Tcf3 im Neuroektoderm ein weites Expressionsfeld aufweist, ist das von Tcf4 eng
auf das zukiinftige Mittelhirn begrenzt. Besonders auffallig ist die Ahnlichkeit in Bezug auf die
deutliche mRNA-Konzentration in der Neuralplatte zwischen Tcf3 und cirp, was seine hohe
Bewertung als potentielles Tcf3-Zielgen gemessen an seiner groRen Haufigkeit unterstreicht.
Die Vertreter der NBD (Nucleosome Binding Domain)-Proteine hmgn2 und hmgn1 sind so
kolokalisiert, dass eine Regulation durch beide TCFs moglich scheint. Das
Expressionsmuster von hmgb3 ist hier nicht gezeigt. Es ist aber zu dem der HMGNs
vergleichbar (Terada et al., 2006). Das Expressionsmuster von hmg-x wirkt dagegen in der
Neurula starker als das der Ubrigen Kandidaten auf das kunftige Mittelhirn beschrankt, was
auf seine Einordnung als potentielles Tcf4-Zielgen zurtckzufihren sein kénnte.

Alle in der Ganzkeimfarbung untersuchten Kandidaten zeichnen sich aus durch eine
Expression in der Neuralplatte wahrend des Neurulastadiums einerseits (Abb. 20) und durch
eine auf den Kopf konzentrierte Farbung im Schwanzknospenstadium andererseits
(Abb. 21). Dabei sind allen Kandidaten entsprechend dem Tcf3-Expresionsmuster eine
Lokalisation der Transkripte in Auge, Branchialbégen und otischem Vesikel sowie eine

generelle Expression im zentralen Nervensystem gemeinsam.
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Tcf3 Tcf4 hmgn1 hmg-x

cirp hmgn2 NM_ 001092746 NM_001092746
antisense sense

Abb. 20 Koexpression einiger Zielgenkandidaten mit den Transkriptionsfaktoren Tcf3
und Tcf4. Embryonen in der Neurula (Stadium 18 bis 20).

Der schwarze Pfeilkopf markiert die anteriore Grenze der Neuralplatte, ventral davon
befindet sich die Zementdriise. Der rote Pfeilkopf kennzeichnet den Ubergang zum
Bereich des zukunftigen Mittelhirns.

Nach Hybridisierung mit den antisense-Sonden flir die angegebenen Gene wurden die
Transkripte (blau) detektiert und durch eine alkalische Phosphatase katalysierte
Farbreaktion visualisiert.

Es konnte jedoch unter den untersuchten Kandidatengenen kein Expressionsmuster ermittelt
werden, dass die auf das Mittelhirn beschrankte Expression von Tcf4 wiederspiegelt.

Eine Koexpression von Tcf3 und den Zementdrisen-spezifischen Markern xag2 und xag
liegt wahrend der spaten Neurula (Stadium 18 bis 20) nicht vor. Besonders in der frihen
Neurula (Stadium 13) werden die XAGs indessen benachbart zur anterioren Neuralrinne
exprimiert (Aberger et al., 1998). Somit sind die Transkripte der im nicht-neuralen Ektoderm
exprimierten AGR-Familienmitglieder xag2 und xag zwar nicht mit denen von Tcf3
kolokalisiert, zeichnen sich aber dadurch aus, dass sie anTcf3-exprimierendes Gewebe

angrenzen.
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Abb. 21 Koexpression einiger Zielgenkandidaten mit den Transkriptionsfaktoren Tcf3
und Tcf4. Embryonen im Schwanzknospenstadium (Stadium 29-30).

Nach Hybridisierung mit den antisense-Sonden flr die angegebenen Gene wurden die
Transkripte (blau) detektiert und durch eine alkalische Phosphatase katalysierte

Farbreaktion visualisiert.

Ein anderer Ansatz ist die Analyse des zeitlichen Expressionsprofils mittels Polymerase-

Kettenreaktion (PCR) (Abb. 22). Dies liefert fur die Gene, fir die keine geeigneten Sonden in

der in-situ-Hybridisierung zur Verflgung standen, erste Hinweise Uber eine zeitliche

Korrelation mit Tcf3 und Tcf4.

Gastrula Neurula
Stadium o O ,\\CP \qf? N o D P
-
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Abb. 22  Zeitliche Koexpression der
haufigsten Tcf4-Zielgenkandidaten xk70
und psmc3. Die Signalstarke gibt die
Menge an Transkript in den
angegebenen Stadien wieder.

Die cDNA-Matrize wurde nach RNA-
Isolierung aus je 3 Embryonen des
angegebenen Stadiums durch reverse
Transkription synthetisiert. Durch ein
vergleichbares Signal far das
Haushaltsgen h4 (Histon 4) sind die
Ansatze miteinander vergleichbar.

- RT zeigt die Amplifikation einer Kon-
trollprobe ohne reverse Transkriptase.



Wahrend xk70 schon in der spaten Gastrula verstarkt exprimiert wird, weist psmc3 erst in
Stadium 14 eine erhdhte Expression auf. Der Hoéhepunkt der psmc3-Expression
Uberschneidet sich im Stadium 16 mit der einsetzenden Tcf4-Expression. Aber auch mit Tcf3
sind sowohl xk70 als auch psmc3 in den betrachteten Entwicklungsstadien zeitgleich

koexprimiert.

5.4.3.3Untersuchung des raumlichen Expressionsmusters der Kandidatengene
A Nach Uberexpression von Tcf3 und Tcf4

Die Regulation der mit Tcf-3 koexprimierten Kanidatengene wird durch einseitige TCF-
Uberexpression in der In-situ-Hybridisierung untersucht. Die beiden aus der ersten
Zellteilung der Oozyte hervorgehenden Blastomeren entwickeln sich beim Xenopus-Embryo
zu den zukunftigen Koérperhalften. Durch Mikroinjektion in eine der beiden Blastomeren im

Zweizellstadium ist es daher mdglich, den Embryo einseitig zu manipulieren.

Tcf3 Tcf4A Tcf4C

cirp

hmgn2

hmg-x

Abb. 23 Uberpriifung dreier Zielgenkandidaten in Neurula-Embryonen nach einseitiger
Uberexpression von Tcf3 bzw. Tcf4A oder Tcf4C. Das Sternchen markiert die injizierte
Seite. Der schwarze Pfeilkopf markiert eine Reduktion der hmg-x Expression.

Nach Hybridisierung mit den antisense-Sonden flr die angegebenen Gene wurden die
Transkripte (blau) detektiert und durch eine alkalische Phosphatase katalysierte
Farbreaktion visualisiert.
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Durch Beigabe eines fluoreszierenden Farbstoffs oder Koinjektion einer rekombinanten
mRNA, die fir das grun-fluoreszierende Protein kodiert, wird die injizierte Seite im
Neurulastadium durch Ansicht unter UV-Licht identifiziert.

Die Auswirkungen der einseitigen TCF-Uberexpression sind insgesamt gering (Abb. 23). Die
Grenzen der cirp- und der hmgn2-Expression zeigen nach der Uberexpression der TCFs
keine deutlichen Veranderungen. Sowohl auf der injizierten Seite als auch auf der
uninjizierten Seite markieren die Transkripte die Grenze der Neuralplatte und sind in ihrer
lateralen Ausdehnung unverandert. Die Expression von hmg-x scheint dagegen nach Tcf3-
Uberexpression in seiner anterioren Ausdehnung reduziert zu sein (Abb. 23, Pfeilkopf). Dies
steht im Einklang mit den Ergebnissen aus den neuralisierten Kappen, in denen Tcf3

ebenfalls reprimierend auf die hmg-x-Expression wirkte.

B Nach Unterdrickung der Tcf3- beziehungsweise Tcf4-Translation

Erneut ist die Depletion der Transkriptionsfaktoren das Mittel der Wahl, um die endogene
Funktion von Tcf3 und Tcf4 untersuchen zu kénnen. Die Auswirkungen der Tcf3-Depletion
auf die cirp-Expression sind tiefgreifend. Auf der injizierten Seite ist das Signal besonders in
der Neuralplatte kaum mehr nachweisbar (Abb. 24, roter Pfeilkopf). Das Herunterregulieren
von Tcf4 bleibt fir cirp dagegen ohne weitreichende Folgen. Damit ist cirp als Tcf4-
unabhangiges Tcf3-Zielgen verifiziert.

Fir die anderen betrachteten Kandidaten bleibt der Nachweis einer TCF-Subtyp-
spezifischen Regulation in der Neurula diffizil (Abb.24). Als Folge der Tcf3-
Translationsblockade verschiebt sich die das Neuralgewebe kennzeichnende Expression der
HMG-Proteine lateral und das Expressionsgebiet im Auge verschmilzt mit dem im Gehirn
(Abb. 24, schwarzer Pfeilkopf). Dieses veranderte Expressionsmuster korreliert mit dem
abweichenden Muster des panneuralen Markers sox2 (SRY(sex determing region Y)-box2)
(Abb. 24, schwarzer Pfeilkopf). Die Verminderung von Tcf4 hat im Gegensatz dazu auf das

Expressionsmuster der HMG-Proteine und auf das von sox2 keine Auswirkungen.
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Tcf3-MO Tcf4-MO Tcf3-MO Tcf4-MO

cirp hmgb3
hmgn2 SOX2
*
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Abb. 24  Uberprifung einiger Zielgenkandidaten in Neurula-Embryonen nach ein-
seitigem Herunterregulieren von Tcf3 bzw. Tcf4. Das Sternchen markiert die injizierte
Seite.

Der rote Pfeilkopf kennzeichnet den Verlust an cirp-Transkripten in der Neuralplatte.

Der schwarze Pfeilkopf markiert die laterale Expansion der das Neuroektoderm
markierenden Transkripte.

Nach Hybridisierung mit den antisense-Sonden fiir die angegebenen Gene wurden die
Transkripte (blau) detektiert und durch eine alkalische Phosphatase katalysierte
Farbreaktion visualisiert.

MO: Morpholino-Oligonukleotid.

5.4.4 Zusammenfassung der Ergebnisse zur Verifizierung der
Kandidaten

Um einen Uberblick tber die differentielle Regulation der untersuchten putativen Zielgene zu
geben, werden die bisherigen Ergebnisse in Tabelle 3 und 4 zusammengefasst.

Von den elf untersuchten Tcf3-Zielgen-Kandidaten lieRen sich vier verifizieren. Fir zwei
weitere Kandidaten ist es wahrscheinlich, dass es sich um Tcf3-Ziele handelt. Drei Tcf3-
Zielgen Kandidaten konnten nicht verifiziert werden und zwei verhielten sich entgegen den
Erwartungen.

Als ausnehmend interessantes putatives Tcf3-Zielgen hat sich cirp erwiesen. Nicht nur das
stark mit Tcf3 Uberlappende Expressionsmuster, sondern auch die deutlich Tcf3-abhangige
Regulation heben cirp als Zielgen hervor. Fur die cirp2-Isoform bleibt die Entscheidung

unklar, da es in den Funktionsgewinn-Studien entweder durch Tcf4 aktiviert wurde oder sich
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indifferent verhalten hat. Auch sfrs2 kann nicht endglltig verifiziert werden, wenn auch die

Tcf3-abhangige Regulation in Embryonen fir seine Bestatigung als Tcf3-Ziel spricht.

Tab. 3 Verifizierung der putativen Tcf3-Zielgene

Ein ,+“ kennzeichnet ein Tcf3-Ziel-konformes Verhalten, ein ,—* steht fiir eine
Regulation entgegen der Erwartung. Eine TCF-Subtyp-unabhangige Steuerung wird
durch ,=* und ein ambivalentes Verhalten durch ,?* symbolisiert. Liegen keine
Aussagen vor, so ist dies mit ,n. b.“ (nicht bekannt) gekennzeichnet. Klammern stehen
fur eine schwache Regulation.

Tcf3-Zielgen- verifiziert in verifiziert in neuralisierten
Kandidaten Neurula- Kappen
Embryonen
Haufig- Kolokali- nach Uber- nach nach s
keit sation expression L"Jber-. Knockdown verifiziert
expression
cirp 11 + + + + + + + +
cirp2 1 n. b. — = + ?
sfrs2 2 n. b. + (—) = ?
xag2 12 (+) + (—) + + +
xag 4 (+) + n. b. + (+)
hmgn2 7(2) + + = = (+)
hmgn1 2(1) + + = (+) +
rps2e 2 ? (+) — + 2
gfot1 2 n. b. — (—) + (—)
NM_001096142 1 ? + + + +
ywhaq 1 n. b. — — n. b. —

Fir xag2 und hmgn1 als authentische Tcf3-Zielgene spricht vor allem ihre Regulation durch

endogenes Tcf3 und Tcf4 in neuralisierten animalen Kappen. lhre Verwandten xag

beziehungsweise hmgn2 sind dagegen als Tcf3-Ziele weniger Uberzeugend.

Da flr rps2e keine eindeutige TCF-Subtyp-spezifische Regulation ermittelt werden konnte,

gilt es als unbestatigter Tcf3-Zielgen-Kandidat. Demgegenliber muss gfpt1 als Tcf3-Ziel

verworfen werden. Wahrend sich fir ywhaq eine Einordnung als Tcf4-Zielgen andeutet,
konnte das hypothetische Protein NM_001096142 als differentiell reguliertes Tcf3-Zielgen

verifiziert werden. Da aber eine spezifische mRNA-Detektion in der in-situ-Hybridisierung

fehlschlug (nicht gezeigt), ist es fir weitere Analysen ungeeignet.
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Tab. 4 Verifizierung der putativen Tcf4-Zielgene.

Ein ,+“ kennzeichnet ein Tcf4-Ziel-konformes Verhalten, ein ,—“ steht fiir eine
Regulation entgegen der Erwartung. Ein ambivalentes Verhalten wird durch ,?“
symbolisiert. Liegen keine Aussagen vor, so ist dies mit ,n. b.“ (nicht bekannt)

gekennzeichnet. Klammern stehen fur eine schwache Regulation.

Tcf4-Zielgen- verifiziert in verifiziert in neuralisierten
Kandidaten Neurula- Kappen
Embryonen
Haufig- | Kolokali- nach Uber- nach nach verifiziert
keit sation expression Uber- Knockdown
expression

xk70 5(1) (zeitlich) + + + + +
NM_001092746 1 ? + ++ ? ?
hmg-x 1 + + + + ? (+)
hmgb3 1(1) + + + (—) ? ?
psmc3 3 (zeitlich) — (—) (—) —
simBtg1 1 n. b. — (—) ? —
NM_001086452 1 n.b. + (—) (—) ?

Von den sieben analysierten Tcf4-Zielgen-Kandidaten konnten zwei verifiziert werden. Fur
drei Kandidaten bleibt die TCF-Subtyp-spezifische Regulation unklar, wahrend zwei
Kandidaten falsifiziert wurden.

Xk70 kann mit groRer Sicherheit anhand der funktionellen Studien als Tcf4-Zielgen bestatigt
werden. Auch NM_001092746, hmg-x und hmgb3 sind vor allem nach TCF-Uberexpression
einem Tcf4-Ziel entsprechende reguliert. Jedoch konnte die Abhangigkeit ihrer Expression
von endogen vorhandenem Tcf4 in neuralisierten animalen Kappen nicht zweifelsfrei gezeigt
werden. Psmc3 und simBtg1 missen als Tcf4-Zielgene verworfen werden. Ihre Regulation
weist sie eher als durch Tcf4 reprimierte Gene aus.

Nicht eindeutig verifiziert werden konnte NM_001086452, da es vor allem zwischen einer
Tcf4-abhangigen Aktivierung in Embryonen und einer allgemeinen Repression durch alle

TCFs in neuralisierten animalen Kappen schwankt.
Unter allen auf ihre differentielle Regulation untersuchten Zielgen-Kandidaten, ist cirp das am

sichersten verifizierte Zielgen. Daher wird es detaillierter auf seine Steuerung und Funktion

untersucht.
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5.5 Cirp als Tcf3-Zielgen

Aus den vorangegangenen Studien konnte cirp als differentiell regulierter Zielgen-Kandidat
mit hoher Sicherheit ermittelt werden. Fir das zweite Familienmitglied, cirp2, ist die
Regulation weniger eindeutig. Die beiden cirp-Varianten kodieren flur Proteine, die aus 166
Aminosauren aufgebaut sind. Ihre Aminosaure-Sequenzen sind zu 92% identisch. In diesem
Bereich liegt auch die Ubereinstimmung der Nukleinsduren im offenen Leserahmen (ORF,
open reading frame). Die Unterscheidung der beiden Varianten in der PCR gelang durch den
Einsatz genspezifischer Primer, die es erlauben, einen Bereich des 3’-nicht-translatierten

Bereichs zu amplifizieren.

5.5.1 Cirp ist mit Tcf3 kolokalisiert

Um das besondere Verhaltnis zwischen dem Zielgen cirp und seinem Regulator Tcf3 im
Einzelnen entschlisseln zu koénnen, erfolgt eine ausflihrliche Untersuchung des cirp-
Expressionsmusters.

A B

Gastrula Neurula anterior dorsal

Stadium o QO & ,\qf? N S

cirp

cirp2
St. 11,5 St. 19

== === = = = Ry -

St. 29/30

Abb. 25 Verlauf der cirp- und der cirp2-Expression.

A Nachweis der Transkripte mittels RT-PCR.
Die Signalstarke gibt die Menge an Transkript in den angegebenen Stadien wieder.

Die cDNA-Matrize wurde nach RNA-Isolierung aus je 3 Embryonen des angegebenen
Stadiums durch reverse Transkription synthetisiert. Durch ein vergleichbares Signal fiir
das Haushaltsgen h4 (Histon 4) sind die Ansatze miteinander vergleichbar.
- RT zeigt die Amplifikation einer Kontrollprobe ohne reverse Transkriptase.

B Bestimmung der mRNA-Verteilung mit Hilfe der Ganzkeimfarbung.
Nach Hybridisierung mit der cirp-antisense-Sonde wurden die Transkripte (blau) in den

angegebenen Stadien detektiert und durch eine alkalische Phosphatase katalysierte
Farbreaktion visualisiert.

Wahrend eine Unterscheidung der cirp-Varianten in der RT-PCR méglich scheint, erlaubt die
auf dem cirp-ORF beruhende in-situ-Sonde keine Unterscheidung zwischen cirp und cirp2
(Abb. 25). Der zeitliche Expressionsverlauf von cirp und cirp2 ist vergleichbar. Die Menge

beider cirp-Transkripte nimmt mit der spaten Gastrula zu und bleibt wahrend der weiteren
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Entwicklung mehr oder weniger auf diesem Niveau. Insgesamt scheint es, als zeige cirp
gegenlber cirp2 das dynamischere Expressionsprofil mit einer deutlichen Expressionsspitze
im Stadium 14 und einem starkeren Abfall danach (Abb. 25 A).

Die in-situ-Hybridisierung gibt die rdumliche Verteilung der cirp-Transkripte wieder. Wahrend
die beiden cirp-Transkripte in der Gastrula im gesamten Ektoderm lokalisiert sind,
konzentrieren sie sich in der Neurula auffallend stark auf das Neuroektoderm. In spaten
Entwicklungsstadien belegt die Ganzkeimfarbung die mit Tcf3 Uberlappende cirp-Expression
im zentralen Nervensystem, in den Augen, den Ohrvesikeln und der Schwanzknospe
(Abb. 25 B).

A animal animal

ventral
dorsal

vegetal vegetal

B cirp Tcf3
;. y

‘o

g

R 4

Endo. Meso. Ekto. Endo. Meso. Ekto.

Abb. 26  Cirp-und Tcf3-Expression wahrend der Gastrula im Vergleich. Durch einen
Sagittalschnitt halbierte Embryonen im Stadium 11,5 nach Ganzkeimfarbung mit cirp-
und Tcf3-antisense-Sonde. Die Transkripte (blau) wurden detektiert und durch eine
alkalische Phosphatase katalysierte Farbreaktion visualisiert. In der oberen Halfte der
Embryonen ist das Blastocoel als grofer Hohlraum sichtbar.

A Uberblick B Ausschnitts-VergréRerung des dorsalen Bereichs.

Der Pfeilkopf markiert den Bereich des am weitesteten eingewanderten anterioren
Endomesoderms.

Endo.: Endoderm; Meso.: Mesoderm; Ekto.: Ektoderm

Fir eine eingehendere Beurteilung der mRNA-Verteilung wahrend dieses wichtigen
Entwicklungsschrittes wurden Embryonen im Gastrula-Stadium nach einer Ganzkeimfarbung
durch einen Sagittalschnitt halbiert. Dies eréffnet einen detaillierten Blick auf das

Expressionsmuster in allen Einzelheiten (Abb. 26).
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Cirp und Tcf3 werden beide im Ektoderm sowie im involutierenden Mesoderm exprimiert,
wahrend im Endoderm kaum Transkripte nachweisbar sind. Die cirp-Expression ist in den
tiefer gelegenen Zellen des Ektoderms am intensivsten. Indessen zeichnet sich Tcf3 durch
die starkste Transkription im einwandernden Mesoderm aus (Abb. 26 B). Folglich ergeben
sich bereits im Verlauf der Gastrulation Bereiche, in denen die Expression des Zielgens cirp
mit der seines Regulators Tcf3 Uberlappt. In Gebieten wie den tiefen Ektoderm-Zellen ist die
Vermutung naheliegend, dass die cirp-Expression neben Tcf3 von weiteren Faktoren
abhangig ist.

Auch in der Neurula gibt es zwischen Tcf3 und cirp eine Gberlappende Expression. Fir einen
eingehenden Vergleich wurden daher Transversal-Schnitte von Embryonen in der Neurula
herangezogen (Abb. 27). Die cirp-Transkripte zeigen eine deutliche Anreicherung im
Ektoderm, besonders auffallig ist aber die Lokalisation in der Neuralplatte. Dariber hinaus
kann cirp im intermedidaren Mesoderm zwischen den zukilnftigen Somiten und dem
Seitenplatten-Mesoderm detektiert werden (Abb. 27 links, Pfeilkopf).

_ Neuralplatte
cirp Tcf3
/ Chorda dorsalis \
P it B,

P,

Darm

-

Abb. 27  Cirp-und Tcf3-Expression wahrend der Neurula im Vergleich. Transversal-
schnitte an in Gelatine/Albumin-eingebetteten Embryonen im Stadium 19 nach
Ganzkeimfarbung mit cirp- und Tcf3-antisense-Sonde. Die Transkripte (blau) wurden
detektiert und durch eine alkalische Phosphatase katalysierte Farbreaktion visualisiert.
Der Pfeilkopf markiert das intermediare Mesoderm.

Endoderm
Ektoderm

Auch Tcf3 wird in der Neuralplatte sowie im gesamten Ektoderm exprimiert (Abb. 27 rechts).
Daneben gibt es Tcf3-Transkripte in den mesodermalen Geweben wie der Chorda dorsalis
und den zukinftigen Somiten. Dies entspricht dem flir Tcf3 beschriebenen

Expressionsmuster (Molenaar et al.,, 1998). Die Farbung der Darmwand koénnte eine
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unspezifische Farbstoff-Ablagerung sein, wie sie manchmal an der Begrenzung von

Hohlraumen zu beobachten ist.

5.5.2 Cirp ist vom endogen vorhandenen Tcf3 abhéngig

Auf der injizierten Seite sind die nachweisbaren cirp-Transkripte in der Ganzkeimfarbung
nach Applikation des Tcf3-Morpholinos deutlich vermindert. Beachtet man weiter, dass cirp
vornehmlich im Neuroektoderm exprimiert wird, kann man vermuten, dass Tcf3 flr die
Induktion beziehungsweise Aufrechterhaltung der cirp-Expression in den Geweben
notwendig ist, in denen beide Transkripte kolokalisieren.

Tatsachlich zeigen Transversalschnitte an Neurula-Embryonen, den deutlichen Verlust der

cirp-Expression im Bereich der Neuralplatte nach Tcf3-Depletion (Abb. 28).

J Neuralplattei
*

paraxiales Mesoderm Chorda dorsalis paraxiales Mesoderm

Endoderm

Abb. 28 Cirp-und Tcf3-Expression wahrend der Neurula im Vergleich. Dorsale
Ausschnitte von Transversalschnitten an Neurula-Embryonen im Stadium 19. Cirp-
Transkripte wurden mittels Ganzkeimfarbung detektiert (blau). Das linke Bild zeigt den
Schnitt an einem unbehandelten Embryo. Im rechten Bild wurde ein einseitig injizierter
Embryo geschnitten. Das rote Sternchen markiert die injizierte Seite.

5.5.3 Cirp ist ein Tcf3-spezifisches Zielgen

Wie schon im Verlauf des Verifizierungs-Verfahrens gezeigt werden konnte, ist die cirp-
Expression von Tcf4 unabhangig. Es bleibt zu prifen, ob cirp von Lef1, das auch im
Neuralgewebe exprimiert ist (Molenaar et al., 1998), reguliert wird.

Die Lef1-Translation kann durch ein Lef7-spezifisches antisense-Morpholino-Oligonukleotid
blockiert werden (Albert, Diplomarbeit 2004). Wie in Abb. 29 zu sehen, hatte der Lef1-
Funktionsverlust jedoch keine Verminderung von cirp-Transkripten zur Folge, wie sie nach
Tcf3-Depletion beobachtet werden kann. Hinsichtlich der cirp-Regulation gibt es folglich

keine Redundanzen unter den LEF/TCFs. Nach Uberexpression aller untersuchter
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LEF/TCFs bleibt das cirp-Expressionsmuster in seiner Ausdehnung und Intensitat
unverandert (Abb. 29).
Diese Ergebnisse weisen erneut auf die streng Tcf3-abhanige cirp-Regulation hin.

Tcf3-MO Tcf4-MO Lef-MO

cirp

Tcf3 Tcf4C Lef1

cirp - cirp cirp

Abb. 29 Cirp-Expression wahrend der Neurula im Vergleich (anteriore Ansicht). Cirp-
Transkripte (blau) wurden mittels Ganzkeimfarbung detektiert. Die obere Reihe zeigt
Embryonen nach Applikation des angegebenen antisense-Morpholino-Oligonukleotids
(MO). In der unteren Reihe wurde rekombinante mRNA injiziert.

Das Sternchen markiert die injizierte Seite.

Die verminderte cirp-Expression nach Tcf3-Depletion kann durch die Koinjektion
rekombinanter Tcf3-mRNA wiederhergestellt werden. Diese Rekonstitution war Dosis-
abhangig. Damit ist die Tcf3-spezifische cirp-Regulation im Embryo verifiziert.
Uberraschenderweise war nach der endogenen Tcf3-Reduktion auch Lef? mit vergleichbarer
Penetranz in der Lage, die cirp-Expression wieder zu etablieren (Fichtner, Diplomarbeit,
2007).

5.5.4 Cirpistin neuralisierten animalen Kappen ein Wnt-unabhangiges
Zielgen

Die spezifische Regulation der cirp-Expression durch Tcf3, nicht aber durch Leff und Tcf4
wirft die Frage auf, ob cirp durch Ubergeordnete Aktivatoren und Repressoren der Wnt/[3-
Catenin-Signalkaskade beeinflusst wird. Daher wird seine Regulation in neuralisierten
animalen Kappen nach Aktivierung und nach Blockierung der Wnt/B-Catenin-Signalkaskade
untersucht. Dabei dient Xwnt8 als potenter Aktivator der Wnt/B-Catenin-Signalkaskade,

Conductin dagegen als Inhibitor.
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Cirp: cold inducible RNA-binding protein;

Abb. 30 Regulation der cirp-Expression nach
Aktivierung und Blockierung des Wnt/B-
Catenin-Signalweges in neuralisierten animalen
Kappen.

100 pg tBR (trunkierter BMP-Rezeptor)-mRNA,
70 pg Xwnt8-mRNA und 500 pg Conductin-
mRNA wurden im Zwei-Zellstadium am
animalen Pol injiziert. Animale Kappen aus
Blastula-Embryonen wurden kultiviert bis die
Geschwisterembryonen (Embryo) die Neurula
erreicht hatten. Die Gesamt-RNA aus 10
animalen Kappen bzw. einem Embryo wurde
revers transkribiert und die angegebenen Gene
amplifiziert.

Als Kontrolle dienen animale Kappen, die aus
unbehandelten Embryonen explantiert wurden.
Das Haushaltsgen ODC (Ornithin-Decarboxy-
lase) dient als Ladekontrolle.

—RT zeigt die Amplifikation einer Kontrollprobe
ohne reverse Transkriptase.

NCAM: neural cell adhesion molecule,

panneurales Markergen; MyoD: myogenic differentiation, mesodermales Markergen.

Obwohl der neuralisierte Grundzustand durch die Aktivierung des panneuralen Markergens

NCAM belegt ist, fuhrt die Neuralinduktion zu keiner markanten Veranderung der cirp- und

cirp2-Expression (Abb. 30). Auch die zusatzliche Aktivierung und Blockierung des Wnt/B-

Catenin-Signalwegs weist auf keine signifikante Induktion oder Repression der cirp- und

cirp2-Expression hin. Somit scheint cirp ein Tcf3-abhangiges Zielgen zu sein, das zumindest

in neuralisierten animalen Kappen nicht durch die Wnt/B-Catenin-Signalkaskade reguliert

wird.

5.5.5 Cirp-Konstrukte fir Funktionsgewinn- und Funktionsverlust-

Studien

Um die cirp-Funktion wahrend der Embryonal-

Entwicklung analysieren zu kdnnen, werden

Werkzeuge fur Funktionsgewinn- und Funktionsverlust-Studien benétigt.

Eine Voraussetzung fur die Synthese rekombinanter mRNA ist die Klonierung des offenen

Leserahmens in einen geeigneten Vektor. Dazu wurde cirp mit genspezifischen Primern aus

der cDNA eines Embryos im Neurula-Stadium amplifiziert.
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EcoR | (350)

cirp

Xho | (857)

pCS2myc-cirp
4 800 bp

SV40 polyA

Abb. 31 Klonierung des cirp-ORF (,open reading frame®, offener Leserahmen) in den
Expressionsvektor pCS2myc.

A zeigt links das mit EcoRI und Xhol aus dem Klonierungsvektor ausgeschnittene
Fragment der erwarteten GroRe von 500 bp (schwarzer Pfeilkopf) und rechts die
Linearisierung des Expressionsvektors pCS2myc mit Notl nach Insertion des cirp-ORF
in der erwarteten Grdle von ca. 4,8 kbp. B gibt die Orientierung im Expressionsvektor
pCS2myc wieder.

Wahrend der Primer am Translationsstart 5° zusatzliche Basen tragt, die fir die Restriktions-
Schnittstelle EcoRI kodieren, fugt der Primer am Translationsende 3" eine Xhol-Schnittstelle
ein. Mit Hilfe der bei der PCR entstehenden A-Uberhdnge wurde das cirp-Amplifikat
zunachst in einen Klonierungsvektor ligiert und das Fragment mit einer erwarteten GréRe
von ca. 500 bp Uber die Restriktionsschnittstellen EcoR/ und Xhol in den vorbereiteten
Expressionsvektor mit einer GroRe von 4,3 kbp umkloniert. Die Anordnung der Restriktions-
Schnittstellen wurde so gewahlt, dass sich die fiur cirp kodierende cDNA mit den 5°
gelegenen kodierenden Sequenzen des Expressionsvektors im gleichen Leserahmen
befindet. Dadurch kann eine rekombinante ciro-mRNA synthetisiert werden, deren 5°-Bereich
von Sequenzen eingeleitet wird, die fir myc-Epitope kodieren, wdhrend am 3'-Ende eine fir
A-Uberhange kodierende Sequenz die mRNA stabilisiert (Abb. 31 B).

Gemal der Sequenzierungsreaktion bestehen zwischen dem isolierten Klon und dem in der
Datenbank verdéffentlichten cirp-Gen zwei Basenpaar-Austausche. Diese haben zwei
Aminosauren-Austausche zur Folge.

Da die Aminosaure-Sequenz des isolierten Klons zu 98% mit Cirp und nur zu 88% mit Cirp2
identisch ist, kann man davon ausgehen, dass es sich um einen fir das Cirp- und nicht das
Cirp2-Protein kodierenden Klon handelt (Abb. 32).
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Cirp isoliert 1 MSDEGKLFIGGLNFETNEDCLEQASTKYGRISEVVVVKDRETKRSRGFGFVTFENVDDAKD
Cirp DatB 1 MSDEGKLFIGGLNFETNEDCLEQAFTKYGRISEVVVVKDRETKRSRGFGFVTFENVDDAKD
Cirp2 DatB 1 MSDEGKLFIGGLNFDTNEESLEQVFSKYGQISEVVVVKDRETKRSRGFGFVTFENPDDAKD

Cirp isoliet 62 AMMAMNGKSVDGRQIRVDQAGKSSGERRGGYRGGSSGGRGFFRGGRGRGGGDRGYGSSRFD
CirpDatB 62 AMMAMNGKSVDGRQIRVDQAGKSSGERRGGYRGGSSGGRGFFRGGRGRGGGDRGYGSSRFD
Cirp2 DatB 62 AMMAMNGKAVDGRQIRVDQAGKSSGDRRGGYRGGSSGGRGFFRGGRGRGGGDRGYGSSRFD

Cirp isoliert 123 NRSGGYGGSSGSRDYYGSGRSQGSYGDRSGGSYRDSYDSYGTHE
Cirp DatB 123 NRSGGYGGSSGSRDYYGSGRSQGSYGDRSGGSYRDSYDSYATHE
Cirp2 DatB 123 NRSGGYGGSSGSRDYYSSGRSQGSYGDRAGGSYRDSYDSYATHE

Abb. 32 Sequenzvergleich zwischen dem isolierten Klon und Cirp (Zugangsnummer
NP_001080069) sowie Cirp2 (NP_00107079794) entsprechend den Datenbank-
Eintragen (DatB).

Die in-vitro-synthetisierte RNA dieses Klons lieferte nach Injektion in Xenopus-Embryonen
mit ca. 28 kDa ein Protein der erwarteten Grée. Dieses konnte im Immun-Blot mit einem

gegen das myc-Epitop gerichteten Antikérper detektiert werden (Abb. 33).

Immun-Blot  Coomassie Abb. 33  Die injizierte cirp-mRNA
c}\e) O\& W L wird in ein Protein der erwarteten
$ 1 & © GroRe translatiert. Pro Spur wurden
& S S N pur ¥
+ N + N RIPA-Lysate aufgetragen, die der
Proteinmenge eines halben Embryos
im Stadium 13 entsprechen. Zur
Kontrolle dient ein unbehandelter
Embryo. Als Ladekontrolle dient das
im SDS-PAGE aufgetrennte
Gesamtprotein nach Farbung mit
29 — - Coomassie Brilliant Blue.

kDa

45—

o-myc

Um den Funktionsverlust von cirp untersuchen zu kdnnen, wurde ein antisense-Morpholino-
Oligonukleotid konzipiert, das durch seine spezifische Bindung an die mRNA im Bereich des
ATG die Translation blockiert. Durch die grofen Ubereinstimmungen in der Nukleinséure-
Sequenz ist es mdglich einem Morpholino-Oligonukleotid, sowohl cirp als auch cirp2 zu
unterdricken (Abb. 34 A). Auf diese Weise wird ausgeschlossen, dass cirp2 einen
Funktionsverlust von cirp kompensiert.

Das endogene Cirp ist als ein Protein mit der erwarteten GréRe von 19 kDa im Immun-Blot
mit einem  Cirp-spezifischen  Antikbrper nachweisbar. Aufgrund der grofen
Ubereinstimmungen in der Aminoséure-Sequenz ist anzunehmen, dass sowohl Cirp als auch
Cirp2 detektiert werden (Abb. 34 B, a-Cirp). Nach Applikation von 2 pmol cirp-spezifischen
antisense-Morpholino-Oligonukleotids in beide Blastomere eines Embryos im Zwei-

Zellstadium ist das Signal der detektierten Cirp-Proteinbande reduziert.
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A
Cirp-Morpholino-Oligonukleotid 3" TCATETCTGACGAAGGAAAACTCT 5
Cirp 5 TCATETCTGACGAAGGAAAACTCT 3
Cirp2 5 TCATETCTGATGAAGGAAAACTCT 3’

B <&
X
ORI
kDa {‘OQ\ &c‘,{b &c‘;{b Q\*Q Abb. 34 A Sequenzvergleich zwischen
45 — dem antisense-Morpholino-Oligonukleotid
und cirp beziehungsweise cirp2.
29— B Das endogene Cirp-Protein wird mit einer

SN e e~ a-Cirp erwarteten GroRe von 19 kDa durch einen
Cirp-spezifischen Antikorper detektiert. Die
Menge an endogenem Cirp-Protein ist nach

45— Tcf3-Depletion und nach cirp-spezifischer
CBB  Translationsblockade verringert. Nach
29— Koinjektion rekombinanter Tcf3-mRNA kann
die Cirp-Reduktion weitgehend aufgehoben

werden.

Pro Spur wurden RIPA-Lysate aufgetragen, die der Proteinmenge eines halben
Embryos im Stadium 15 entsprechen.

Zur Kontrolle dient ein unbehandelter Embryo. Als Ladekontrolle dient das im SDS-
PAGE aufgetrennte Gesamtprotein nach Farbung mit Coomassie Brilliant Blue (CBB).

Da maternales Cirp-Protein in Xenopus-Embryonen sehr abundant ist, fihrt die Morpholino-
vermittelte Translationsblockade erst in frGhen Neurula-Stadien zu einer im Immun-Blot
nachweisbaren Reduktion. Andererseits wirkt sich eine héhere Gabe an cirp-Morpholino letal
auf die Embryonen aus (Fichtner, Diplomarbeit 2007).

Durch Klonierung einerseits und die Konzipierung eines wirksamen antisense-Morpholino-
Oligonukleotids andererseits wurden die Werkzeuge geschaffen, um durch Uberexpression
und partielles Ausschalten die Funktion von cirp in der frihen Embryonal-Entwicklung von
Xenopus laevis zu untersuchen.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Menge an endogenem Cirp-Protein nach
Depletion des Regulators Tcf3 vermindert ist. Diese Reduktion kann durch Wiederherstellen
der Tcf3-Funktion aufgehoben werden. Damit ist es gelungen, die Tcf3-abhangige cirp-
Regulation nicht nur auf Ebene der Transkripte (Fichtner, Diplomarbeit 2007) sondern auch

auf Proteinebene nachzuweisen (Abb. 34).
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5.5.6 Funktionsverlust von Cirp und von Tcf3 fuhrt zu vergleichbaren
Phanotypen

Sowohl die Kolokalisation als auch die Tcf3-gesteuerte cirp-Expression sprechen dafir, den
cirp-Funktionsverlust mit einem besonderen Augenmerk auf die Ausbildung der Neuralplatte
zu untersuchen. Dazu wurde das cirp-Morpholino in die animale Hemisphare einer der
beiden Blastomeren im Zwei-Zellstadium injiziert. Nachdem sich die Embryonen bis zum
Neurula-Stadium entwickelt hatten, wurde die Expression verschiedener Markergene
analysiert.

Eya1 (eyes absent-1) ist ein allgemeiner Plakodenmarker und wird in einem sichelférmigen
ektodermalen Bereich benachbart zur Neuralplatte exprimiert (Schlosser und Ahrens, 2004).

Die Neuralplatte selbst ist frei von eya7-Transkripten (Abb. 35).

CIRP-MO Tcf3-MO Tef3-MO + Tef3

Abb. 35 Expression verschiedener Markergene in der Neurula nach cirp-Reduktion,
nach Tcf3-Verminderung sowie nach Wiederherstellung der Tcf3-Funktion. Die
angegebenen Transkripte (blau bzw. lila) wurden mittels Ganzkeimfarbung detektiert.
Der schwarze Pfeilkopf markiert die laterale Verschiebung der angegebenen
Transkripte.

Das Sternchen markiert die injizierte Seite. MO: Morpholino-Oligonukleotid.

Als Folge der cirp-Unterdriickung verschiebt sich die eya7-Expression lateral und die
Neuralplatte ist in 13% der untersuchten Falle expandiert (n = 38). Die Intensitat der eya7-

Farbung ist abgesehen von ihrer verschobenen Position aber nicht beeintrachtigt (Abb. 35).
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Meis3 (myeloid ecotropic viral integration site 1-Homolog 3) wird in Xenopus-Embryonen
besonders im Hinterhirn und im anterioren Rickenmark exprimiert (Salzberg et al., 1999). Da
auch Meis3 nach Blockierung der cirp-Translation bei 25% von 16 untersuchten Embryonen
auf der injizierten Seite expandiert war (Abb. 35, mittlere Reihe links), scheint die laterale
Ausdehnung nicht auf das anteriore Neuroektoderm beschrankt zu sein.

Die laterale Verbreiterung des Neuroektoderms ist nicht in einer fehlerhaften Anlage oder
Musterung des Mesoderms begrindet, denn das Muskel-spezifische Markergen myoD
(myogenic differentiation) war nach Blockieren der cirp-Translation nicht verandert (0%,
n = 8). Nach Blockierung der Tcf3-Translation war die Intensitat der myoD-Farbung in 47%
der Falle (n = 15) geringfligig reduziert (Abb. 35, untere Reihe links). Diese geringfligigen
Anderungen sind keine Form der Musterverschiebung. Stattdessen konnen sie durch die
allgemeine Funktion, die Tcf3 fir die Mesoderm-Induktion spielt, erklart werden (Liu et al.,
2005).

Die Morpholino-vermittelte Unterdriickung der Tcf3-Translation fihrt mit héherer Penetranz
als der cirp-Funktionsverlust zu vergleichbaren eya7- und Meis3-Phanotypen. So konnte die
laterale Ausdehnung der Neuralplatte an eya7-gefarbten Embryonen in 62% aller Falle
(n = 34) beobachtet werden und bei 45% aller Meis3-Farbungen (n = 11) (Abb. 35, mittlere
Spalte).

Damit ist die laterale Ausbreitung des Neuroektoderms, die das Mesoderm nicht beeinflusst,
der vorherrschende Phanotyp animaler Depletion sowohl von Tcf3 als auch von Cirp. Fir die
Spezifitdt dieses Phanotyps spricht die spezifische Wiederherstellung einer symmetrischen
Neuralplatte. So kann die symmetrische Expression der Markergene eya? und Meis3 nach
Tcf3-Depletion durch die Koinjektion rekombinanter Tcf3-mRNA wiederhergestellt werden
(Abb. 35, rechte Spalte). Von 24 untersuchten Embryonen zeigten nur noch 17% eine nach
distal verschobene eya7-Expression, und das Meis3-Expressionsfeld ist nur bei 10% der
untersuchten Embryonen (n = 20) verbreitert.

Die nach Cirp-Reduktion ermittelten Phanotypen sprechen flir eine Verbreiterung der
Neuralplatte, wie sie schon nach Tcf3-Depletion, nicht aber nach Tcf4-oder Lef1-
Verminderung beobachtet werden konnte. Anhand des panneuralen Markergens sox2 wurde
die Wiederherstellung der Tcf3-Funktion einerseits und die Rekonstitution der cirp-Funktion
andererseits untersucht. Wahrend 72% der untersuchten Embryonen (n = 100) nach
Morpholino-vermittelter Tcf3-Verminderung eine lateral ausgedehnte sox2-Expression
aufweisen, sind es nach Koinjektion rekombinanter Tcf3-mRNA nur noch 51% (n = 140)
(Abb. 36).

Der Phanotyp des verbreiterten sox2-Musters tritt nach cirp-Reduktion mit geringerer
Penetranz auf (Abb. 36 B). So zeigten von 73 untersuchten Embryonen 53% eine sox2-

Verbreiterung. Durch die Beigabe eines fir cirp-kodierenden Expressionsvektors konnte
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diese Expansion teilweise aufgehoben werden, so dass sie nur noch bei 30% der

analysierten Embryonen (n = 23) auftrat (Abb. 36).

A B
Tcf3-MO Tcf3-MO + Tcf3
% laterale sox2-
Ausdehnung
75 —
SOx2 50—
*
* 25—
' b n= 100 140 73 23 12 21
> . 0o
——— %,@O & O
Sox2 sox2 - 9 3
4 %)

Cirp-MO Cirp-MO + Cirp <

Abb. 36 A Sox2-Expression in der Neurula nach cirp-Reduktion, nach Tcf3-Vermin-
derung (2 pmol) sowie nach Wiederherstellung der Tcf3- bzw. cirp-Funktion. Die Sox2-
Transkripte (blau) wurden mittels Ganzkeimfarbung detektiert.

Das Sternchen markiert die injizierte Seite.

B Anteil der Embryonen mit sox2-Verbreiterung.

MO: Morpholino-Oligonukleotid.

Der Regulator Tcf3 und sein Zielgen cirp konnen folglich spezifisch die Ausdehnung der
Neuralplatte begrenzen. Diese einschrankende Wirkung ist vom endogenen Tcf3 und cirp
abhangig.

Durch Applikation rekombinanter Tcf3-mRNA kann die nach Tcf3-Verminderung
hervorgerufene sox2-Verbreiterung aufgehoben werden. Des Weiteren ist die Rekonstitution
der symmetrischen sox2-Expression im Fall einer Cirp-Reduktion durch Cirp-Uberexpression
moglich. Demgegenuber gelang es nicht, nach Behandlung im Zwei-Zellstadium die Tcf3-
Morpholino vermittelte laterale Ausdehnung der sox2-Expression durch Beigabe des dem
Transkriptionsfaktor Tcf3 nachgeordneten Cirp signifikant aufzuheben (Abb. 37). Liegt der
Anteil verbreiterter Embryonen nach Tcf3-Morpholino alleine bei rund 78%, so hat die
zusatzliche Applikation rekombinanter Cirp-mRNA einen Anteil zwischen 61 und 83% zur

Folge.
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% laterale sox2-
Ausdehnung
90 -
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40 -
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20 -
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n= 37 18 57 24
Tcf3-MO + 250 pg Cirp + 500 pg Cirp + 1 ng Cirp

Abb. 37 Anteil der Embryonen in Prozent mit einer lateralen sox2-Ausdehnung in der
Neurula nach Tcf3-Verminderung (4 pmol) sowie nach zusatzlich zunehmender cirp-
Uberexpression. Ergebnisse aus mehr als drei unabhéngigen Versuchsreihen wurden
zusammengefasst.

Auch die Einschrankung des von der Tcf3-Morpholino-Injektion betroffenen Gewebes auf die
Abkémmlinge der dorsal-animalen Blastomere eines Embryos im 16-Zell-Stadium fihrt bei
65% der untersuchten Embryonen auf der injizierten Seite zu einer signifikanten
Verbreiterung der Neuralplatte (Abb. 38 A).

B % laterale sox2-

Tcf3-MO Tcf3-MO + Cirp Ausdehnung
* * 707
60 4
50 -1
40 4
30 1
250 ym 250 um

20 1

Abb. 38 A Sox2-Verbreiterung nach Injektion in 10 4

die dorsal-animale Blastomere im 16-Zell-Stadium.

Die sox2-Transkripte (blau) wurden mittels 0 T

Ganzkeimfarbung detektiert und die Breite der n= 34 32 .

Tcf3-MO + 450 pg Cirp

Farbung ausgemessen.

Das Sternchen markiert die injizierte Seite.
B Anteil der Embryonen in Prozent mit einer lateralen sox2-Ausdehnung in der Neurula
nach Tcf3-Verminderung (1 pmol) sowie nach zuséatzlicher cirp-Uberexpression.
Ergebnisse drei unabhangiger Versuchsreihen wurden zusammengefasst. Als
Embryonen mit verbreitertem sox2-Expressionsmuster wurden solche ermittelt, deren
gemessene Breite auf der injizierten Seite signifikant groRer war als auf der nicht-
injizierten Seite.
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Trotz der gezielteren Behandlung damit einem Unterbinden der Einflisse benachbarter
Gewebe, konnte auch nach exaktem Ausmessen in diesem Fall keine signifikante
Rekonstitution nach Tcf3-Verminderung durch rekombinante Cirp-Beigabe erzielt werden
(Abb. 38). Der Anteil der Embryonen mit einer durch die sox2-Transkripte markierten
Neuralplatten-Verbreiterung liegt danach bei 53%.

Diese Ergebnisse konnten ein Hinweis darauf sein, dass die Mechanismen, die fur die
spezifische Einschrankung des Neuralplatten-Schicksals verantwortlich sind, in Abwesenheit

des Regulators Tcf3 nicht allein durch das nachgeordnete Cirp vermittelt werden kdénnen.

5.6 Cirp-Funktion

5.6.1 Endogenes Cirp ist nicht fur die konvergente Extension
erforderlich

Da induktive Ereignisse nicht flr die sox2-Verbreiterung verantwortlich scheinen, wird im
Folgenden untersucht, ob morphogenetische Bewegungen oder die Proliferation verandert
sind. Als zuverlassiger und sensitiver Testansatz zur Ermittlung von Stérungen in
morphogenetischen Bewegungen vor allem der konvergenten Extension dienen Explantate
der dorsalen Marginalzone, sogenannte Keller-Explantate (Keller, 2002).

Wahrend der Gastrulation und Neurulation finden im Xenopus-Embryo Zellbewegungen statt,
die ihn entlang seiner anterio-posterioren Achse verlangern. Da diese Extension der
Kdrperachse mit dem Zusammenricken der Zellen einer Zellpopulation (Konvergenz) in
Richtung des Medians einhergeht, spricht man von konvergenter Extension. Diese
Wanderungsbewegung findet im dorsalen Mesoderm und dartber liegenden Neuroektoderm
statt (Keller, 2002).

Als Folge einer beeintrachtigten konvergenten Zellbewegung kann es zu einer lateral
verbreiterten sox2-Expression kommen (Unterseher et al., 2004). Daher wurde untersucht,
ob der nach cirp-Depletion beobachtete sox2-Phanotyp auf eine veranderte konvergente
Extension zurtickzufiihren ist. Dazu wird aus Gastrula-Embryonen das Gewebe oberhalb der
dorsalen Blastoporuslippe explantiert. Diese dorsale Marginalzone umfasst den Spemann-
Organisator und das zukiinftige dorsale Mesoderm.

Die Zellen der einwandernden Marginalzone bewegen sich gemal der konvergenten
Extension. Dieser Vorgang kann nach der Gewebeentnahme und der Fixierung der
Explantate unterhalb eines Deckglases in einer Ebene beobachtet werden. Nach ihrem

Erfinder werden sie Keller-Explantate genannt (Keller, 1991).
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A o Kontrolle (n=79) A cirp-MO  (n=68)

70 - 80 -
60 - 70 1
50 60
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40
30 20
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B Kontrolle

Abb. 39 Konvergente Extension in Kontroll-Keller-Explantaten und in cirp-depletierten
Keller-Explantaten. A Explantate aus funf unabhangigen Experimenten wurden auf ihre
Extension (0 und 1, keine Extension; 2 und 2x, Extension) und Konvergenz (2
konvergiert; 2x nicht konvergiert) untersucht. (Einteilung nach Unterseher et al., 2004) B
Je ein nicht-elongiertes (links) und zwei elongierte Explantate (Mitte und rechts).

Es konnten keine signifikanten Unterschiede (a > 0,33) zwischen Keller-Explantaten aus
unbehandelten und CIRP-Morpholino-injizierten Embryonen festgestellt werden (Abb. 39). Es
traten bei beiden Gruppen vergleichbar viele elongierte Explantate auf (Phanotypen 2 und
2x). Auch hinsichtlich der Konvergenz wurden analoge Anteile an konvergierenden
(Phanotyp 2) und nicht konvergierenden (Phanotyp 2x) Explantaten beobachtet.

Folglich kann die laterale Verbreiterung der Neuralplatte nach cirp-Reduktion nicht auf einer

unvollstandigen konvergenten Extension beruhen.

5.6.2 Endogenes Cirp wird fur die Proliferation benotigt

Neben Zellbewegungen kann auch das Maf} an proliferierenden Zellen Auswirkungen auf die
Ausdehnung eines Gewebes haben. Daher wurde untersucht, welchen Einfluss die
Morpholino-vermittelte cirp-Verminderung auf die Proliferation hat.

Dazu wurden mit Hilfe eines gegen phosphoryliertes Histon 3 (pH3) gerichteten Antikdrpers
gezielt mitotische Zellen im Gewebe fixierter Embryonen in transversalen Gefrierschnitten im

Stadium 18 detektiert (Abb. 40). Es wurden einseitig mit cirp-Morpholino behandelte
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Embryonen herangezogen. Die injizierte Seite wurde durch Beigabe einer fur grin-

fluoreszierendes Protein kodierenden mRNA detektiert.

o-pH3 a-GFPmyc  Uberlagerung

Abb. 40 Proliferation in Embryonen im Stadium 18. Mit einem gegen pH3 gerichteten
Antikérper wurden mitotische Zellen in Transversalschnitten detektiert und durch den
gekoppelten Fluoreszenzfarbstoff visualisiert. Anhand der myc-Epitope wurde das grun-
fluoreszierende Protein (GFP) nachgewiesen und die injizierte Seite bestimmt.

Nach Auszahlen von 1081 Kernen an 31 Schnitten konnte auf der injizierten Seite eine
verminderte Proliferation im Vergleich zur unbehandelten Korperseite ermittelt werden. So
befanden sich nach cirp-Depletion im Vergleich zur unbehandelten Seite nur 81,271+4,31%
der untersuchten Zellen in der Teilung.

Folglich scheint endogenes cirp wahrend des untersuchten Stadiums der Neurulation fur die
Proliferation notwendig zu sein. Allerdings ist die Proliferationsanalyse keinem bestimmten
Gewebe zugeordnet und es kdnnen keine Aussagen zur Steuerung der Proliferation in

friheren Stadien gemacht werden.

5.6.3 Endogenes Cirp stabilisiert mMRNAs

Ein Mechanismus mit dessen Hilfe Cirp auf verschiedenen Ebenen in das Zellschicksal
regulierend eingreifen koénnte, ist die translationale mRNA-Kontrolle. Fir Cirp2 konnte
gezeigt werden, dass es in Oozyten die Deadenylierung spezifischer mRNAs inhibiert,
wodurch es an der Regulation der mRNA-Stabilitat beteiligt sein kdnnte (Aoki et al., 2003).
Um zu untersuchen, ob die beiden Cirp-Varianten auch wahrend der Embryonal-Entwicklung
fir die mMRNA-Stabilitat von Bedeutung sind, wurde der RNA-Pool unbehandelter Embryonen
in der Neurula mit dem CIRP-depletierter Neurulae verglichen.

Dazu wurde die Gesamt-RNA aus je zwdlf Embryonen isoliert und mit Hilfe eines Oligo-dT-
Primers einerseits und mit einem zufallig zusammengesetzten Hexamer-Primergemisch
(Random Primer) andererseits in cONA umgeschrieben.

Da der Oligo-dT-Primer ausschliellich mit einer Abfolge von Adeninen hybridisiert, wird
davon ausgegangen, dass vorwiegend mRNA in cDNA umgeschrieben wird. Das Zufalls-
Hexamer-Primergemisch sollte dagegen nicht zwischen den RNA-Spezies diskriminieren

und aus allen cDNA synthetisieren.
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Um die cDNA-Produkte detektieren zu kdnnen, wurden fur den Einbau radioaktiv-markierte
[*?P]-a-dCTPs angeboten. Durch Auftrennung in einem denaturierenden Polyacrylamid-Gel
konnte fiir jede cDNA-Synthese der Einbau im Vergleich zu den freien [**P]-a-dCTPs
normiert werden (Abb. 41 A). AnschlieRend wurde anhand der gemessenen Signal-
intensitdten das Verhaltnis von mRNA-spezifischer cDNA zu Gesamt-RNA-Transkripten
gebildet. Im Vergleich CIRP-depletierter Embryonen mit unbehandelten Embryonen lie} sich
eine Verringerung des mRNA-Pools um 10-13% ermitteln (Abb. 41 B).

A . . B
v
\g_é \§§ \Q_é mRNA/
F S F £ S Gesamt-RNA
S & & &£ & &
&0 ¢ & O 11
2 pmol 6 pmol
Kontrolle Cirp-MO Cirp-MO 0,8 -
0,6 4
04
; 0,2 4
+i radioaktive
-1 Transkripte 0
Kontrolle 2 pmol 6 pmol
Cirp-MO Cirp-MO
C 2 pmol 6 pmol
; Kontrolle Cirp-MO  Cirp-MO
| freie
a-dCTPS = SOX2

Abb. 41 Untersuchung der mRNA-Stabilitdt nach CIRP-Funktionsverlust.

A Detektion radioaktiver Transkripte nach umschreiben mit oligo-dT-Primer (mRNA)
einerseits und Random Primer (Gesamt-RNA) andererseits. Die Menge an freien [32P]-
a-dCTPs wird zur Normierung herangezogen. Die Transkripte wurden in einem
3,5%igen Harnstoff-Gel aufgetrennt und die radioaktiven Signale im Imager detektiert.

B Die Verhaltnisse mRNA zu Gesamt-RNA von unbehandelten Embryonen (Kontrolle)
und von Embryonen nach CIRP-Translationsblockade.

2 und 6 pmol CIRP-MO wurden im Zwei-Zellstadium in die animale Hemisphare beider
Blastomere injiziert. Als Kontrolle dienen Embryonen, die nicht injiziert wurden. Alle
Embryonen wurden bis zum Stadium 18 kultiviert, die Gesamt-RNA aus je 12
Embryonen revers transkribiert und die angegebenen Gene amplifiziert.

Das Haushaltsgen ODC (ornithine decarboxylase) dient der Ladekontrolle.

C Sox2-Transkripte sind nach CIRP-Depletion verringert.
MO: Morpholino-Oligonukleotid.
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Diese Verringerung wurde in drei unabhangigen Experimenten verifiziert. Dabei war in jedem
Ansatz das Verhaltnis von mRNA zu Gesamt-RNA nach CIRP-Depletion geringer als im
Kontrollansatz. Diese messbaren Anderungen in der mRNA-Menge lassen sich nicht allein
auf eine verringerte Stabilitdt bekannter CIRP-Ziel-mRNAs zuruckfihren. Erst die
Destabilisierung zahlreicher unterschiedlicher polyadenylierter mRNAs kann eine Abnahme
um 10% erklaren. Dies gilt umso mehr, als die injizierten Mengen an cirp-Morpholino die cirp-
Translation nur partiell unterdriickten, so dass in Embryonen noch nachweisbare Mengen an
Cirp-Protein vorhanden waren.

Eine Analyse der isolierten Gesamt-RNA nach klassischer cDNA-Synthese und Amplifikation
mit genspezifischen Primern zeigt interessanterweise, dass sox2 zu den Transkripten gehort,
deren Menge nach CIRP-Depletion vermindert ist (Abb. 41 C).

Eine verminderte sox2-Expression im posterioren Bereich der Neuralplatte wurde nach
CIRP-Depletion auch durch Ganzkeimfarbung an Embryonen im Stadium 15 ermittelt. Diese
posteriore Verminderung trat bei 22% der untersuchten Embryonen (n = 73) auf und ging bei
12% mit einer anterioren lateralen Verbreiterung einher (Fichtner, Diplomarbeit 2007).

Die laterale Ausdehnung des sox2-Expressionsmusters nach CIRP-Depletion kénnte folglich
auf der Verringerung von mRNAs beruhen, die das sox2-Expressionsfeld direkt oder indirekt

einschranken.
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6 Diskussion

6.1 Phanotypische Auswirkung der Tcf3-Depletion

In der vorliegenden Arbeit wurden die spezifischen Eigenschaften der individuellen Lef/Tcf-
Transkriptionsfaktoren mit einem besonderen Augenmerk auf ihre Rolle in der Neural-
entwicklung von Xenopus-Embryonen untersucht.

Interessanterweise flhrt die anti-sense-Morpholino vermittelte Depletion des Transkriptions-
faktors Tcf3 am animalen Pol, nicht jedoch die der beiden verwandten Familienmitglieder
Tcf4 oder Lef1 zu einer lateralen Ausdehnung der Neuralplatte im Neurula-Embryo. Der
beobachtete Phanotyp liefert einen Hinweis auf die endogene Tcf3-Funktion in der frihen
Neuralentwicklung, auf deren Hintergrund die im subtraktiven Screen identifizierten Tcf3-

Zielgene zu verstehen und einzuordnen sind.

Funktion von Tcf3 bei der Stabilisierung des Neuralschicksals

Eingriffe in die Funktion von Genen, welche nach Moody und Je (2002) an der Stabilisierung
des Neuralschicksals beteiligt sind, konnen in Neurula-Embryonen einen Phanotyp
hervorrufen, wie er auch nach der Morpholino-vermittelten Tcf3-Depletion beobachtet
werden konnte. Insofern kdnnte auch Tcf3 auf der Stabilisierungsebene eine wesentliche
Funktion austben, und damit im zweiten Schritt der nach dem Modell von Stern in insgesamt
drei Schritten vollzogenen Konstitution des Neuralschicksals eine Rolle spielen (Stern et al.,
2006). Neben dem zweiten Etablierungsschritt — der Stabilisierung des pra-neuralen
Zustandes in der Gastrula — kommen grundsatzlich als Ursachen fir ein gestortes
Neuralschicksal auch der erste und dritte Schritt in Frage. Wahrend der erste Schritt die
instabile Induktion des pra-neuralen Zustandes in der Blastula beschreibt, modifiziert der
dritte im Verlauf der Gastrula einsetzende Schritt das Vorderhirn-Schicksal zu einem
zunehmend posterioren Charakter.

Die instabile Induktion des pra-neuralen Status wird im Xenopus-Embryo wahrscheinlich
durch das in der Blastula Chordin und Noggin sezernierende Zentrum (BCNE) vermittelt. Die
Etablierung dieses Zentrums ist B-Catenin abhangig (Heasman et al., 2000; Wessely et al.,
2001; Hikasa und Sokol, 2004). Applikation eines dominant-negativen Tcf3-Proteins, dem
aufgrund N-terminaler Trunkierung die B-Catenin-Bindungsdomane fehlt, unterdrickt in der
Blastula die das BCNE-Zentrum kennzeichnende und durch B-Catenin aktivierte Chordin-
und Noggin-Expression sowie die der Organisator-Gene follistatin und Xnr-3 (Wessely et al.,
2001). Dabei wirkt das dominant-negative Tcf3 als kompetitiver Antagonist aller LEF/TCF-
Transkriptionsfaktoren, was wiederum zeigt, dass die LEF/TCFs als Vermittler des [-

Catenin-Signals fur die Errichtung des BCNE notwendig sind.
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Die in der vorliegenden Arbeit untersuchte Morpholino-vermittelte Tcf3-Translationsblockade
am animalen Pol scheint dagegen keinen Einfluss auf die B-Catenin-abhangige Etablierung
des BMP-Antagonisten sezernierenden BCNE-Zentrums zu haben, das bereits frih die
Grundlage flir eine neurale Entwicklung legt. Dies kénnte darin begriindet sein, dass die
Morpholino-vermittelte TCF-Translationsblockade im Xenopus-Embryo erst zu einem
spateren Entwicklungsstadium wirksam greift (Liu et al., 2005). Folglich kann die
Neuralinduktion im zuklnftigen Neuroektoderm trotz Morpholino-vermittelter Tcf3-Depletion
weitgehend ungestért ablaufen, was sich in der die Neuralplatte umfassenden Expression
panneuraler Markergene wie sox2 aulert. Applikation eines N-terminal trunkierten Tcf3-
Proteins flhrt dagegen als Folge der eingeschrankten BCNE-Funktion bereits in der Gastrula
zur Repression der sox2-Expression (Wessely et al., 2001).

Die Tcf3-Depletion scheint auch nicht auf den dritten Schritt zur Konstitution des
Neuralschicksals einzuwirken. Der die Neuralplatte verbreiternde Effekt der antisense-
Morpholino vermittelten Tcf3-Depletion ist vorwiegend im anterioren Bereich zu beobachten
und beeintrachtigt scheinbar nicht die anterio-posteriore Musterung. Experimente in neural-
induzierten animalen Kappen zeigten, dass trotz der Morpholino-vermittelten Verminderung
von Tcf3 anteriore neurale Markergene wie Xanf und Xotx2 exprimiert werden. Gleichzeitig
induziert das Fehlen von Tcf3 keine posterioren Markergene wie krox-20 und hoxB9 (van
Venrooy, Diplomarbeit 2004), wie man es in neuralisierten animalen Kappen nach
Applikation ansteigender Mengen eines transformierenden Faktors wie fgf8 oder Xwnt8
(Kiecker und Niehrs, 2001) beobachten kann.

Da als Folge der Applikation des Tcf3-Morpholinos weder die basale Neuralinduktion noch
die unter anderem durch den Wnt/B-Catenin-Signalweg vermittelte Transformation zu einem
posterioren Neuralschicksal beeintrachtigt sind, kommt als verbleibende Ursache der
Neuralplatten-Verbreiterung eine Modulation des stabilisierenden Schritts in Frage.

Unter den bekannten das Neuralschicksal im Neuroektoderm stabilisierenden Genen, sind
solche wie sox- und zic (zinc finger protein of the cerebellum)-Gene. Beide modulieren die
Kompetenz des prospektiven Neuroektoderms, auf Signale wie BMP zu reagieren.
Interessanterweise kann eine Verbreiterung der durch sox2-Transkripte gekennzeichneten
Neuralplatte nach zic1-Depletion beobachtet werden (Hong und Saint-Jeannet, 2007),
wahrend zic1-Uberexpression in animalen Kappen die Noggin-vermittelte Neuralinduktion
verstarkt (Kuo et al., 1998).

Andere Gene halten neuroektodermale Zellen in einem auf ein neurales Schicksal
festgelegten Zustand wahrend sie wie geminin ihre proliferative Kapazitat aufrechterhalten
(Kroll et al., 1998; Seo und Kroll, 2006) oder wie foxD5a (forkhead box Db5a) ihre
Differenzierung inhibieren (Sullivan et al., 2001). Auch diese beiden an der Stabilisierung des

Neuroektoderms beteiligten Gene haben einen Einfluss auf die Begrenzung der Neuralplatte.
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So hat die Uberexpression von foxD5a eine Verbreiterung der Neuralplatte zur Folge
(Sullivan et al., 2001), wahrend daflr im Fall von geminin die Depletion des antagonistisch
wirkenden, die Neurogenese fordernden Brg1 (Brahma related gene 1) verantwortlich ist
(Seo et al., 2005b). Interessanterweise scheint die nach foxD5a-Uberexpression
beobachtete Verbreiterung der Neuralplatte keine Folge erhdhter Proliferation zu sein
(Sullivan et al., 2001). Stattdessen postulieren die Autoren, dass die Neuralplatten-
Expansion die Folge eines vergrofierten Pools von Neuralplatten-Vorlauferzellen und damit
einer grélkeren Zahl sich differenzierender Neuronen sei.

Weitere Ursachen fiir eine Expansion der Neuralplatte kénnen in der Ausdehnung des
Neuralgewebes auf Kosten des benachbarten Gewebes begriindet sein. Depletion des
transkriptionellen Repressors REST/NRSF (RE-1 Silencer of Transcription/Neural Restrictive
Silencer Factor) hat eine laterale Ausdehnung der Neuralplatte auf Kosten der benachbarten
Neuralleisten und Epidermis zur Folge (Olguin et al., 2006). Auch die Morpholino-vermittelte
Zic1-Depletion fuhrt zu einer expandierten Neuralplatte, die mit der Verminderung sowohl
von Neuralleisten als auch von Pra-Plakoden-Ektoderm einhergeht (Hong und Saint-
Jeannet, 2007).

Eine mit der Expansion der Neuralplatte einhergehende Repression der das Pra-Plakoden-
Ektoderm kennzeichnenden six7-Expression konnte auch nach Applikation eines N-terminal
trunkierten Tcf3-Proteins beobachtet werden (Heeg-Truesdell und LaBonne, 2006). Dagegen
war die Menge an eya7-Transkripten, deren Verteilung ebenfalls das Pra-Plakoden-
Ektoderm markiert, in der vorliegenden Arbeit nach Morpholino-vermittelter Depletion des
endogenen Tcf3 nicht reprimiert. Stattdessen war das die vergrolierte Neuralplatte
umgebende eya1-Expressionsfeld lateral verschoben.

Der stabilisierende Schritt wird im Neuroektoderm wahrscheinlich durch Signale aus dem
benachbarten Prachordal- und Chorda-Mesoderm vermittelt (Stern et al., 2006). Als
vermittelnde Molekile kommen BMP-Inhibitoren wie Chordin und Noggin in Frage, deren
Expression zumindest flur die anteriore Neuralinduktion wesentlich zu sein scheint (Kuroda et
al., 2004). Damit besteht zwar die Idee eines Netzwerks der neuralen Regulation, in dem
BMP-Inhibitoren die Expression der die proliferierenden neuralen Vorlaufer kennzeichnenden
Gene wie sox2 und soxD induzieren (Heasman, 2006), die Frage der mechanistischen Natur
der Stabilisierung ist jedoch auf Zellebene noch weitgehend ungeklart.

Mégliche Hinweise auf die Vorgange, die den stabilisierenden Schritt in den
neuroektodermalen Zellen charakterisieren, kénnten sich aus der Betrachtung der TCF-
Subtyp-spezifischen Zielgene ergeben (Abb. 42). In ihrer Zusammensetzung spiegelt sich
ein Teil der individuellen regulativen Eigenschaften von Tcf3 einerseits und Tcf4 andererseits

wieder.
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Abb. 42 Einordnung der Tcf3-Ziele in das Drei-Schritt-Modell nach Stern (Stern et al.,
2006). Zytoskelett-Modifikation, Chromatin-Reorganisation und posttranskriptionelle
Genregulation durch mRNA-Bindung kénnten die mechanistischen Grundlagen des
stabilisierenden Schritts bei der Konstitution des Neuralschicksals sein.

6.2 Tcf3 und Tcf4 haben Subtyp-spezifische Zielgene

Als TCF-Subtyp-spezifische Zielgene konnten solche identifiziert werden, die so
unterschiedlichen Klassen angehdren wie Zementdriisen-spezifischen, DNA-bindenden oder
RNA-bindenden Proteinen. Andererseits konnten keine klassischen Transkriptionsfaktoren
als TCF-Subtyp-spezifische Ziele ermittelt werden.

Des Weiteren unterscheiden sich die Zielgen-Kandidatengruppen zwischen Tcf3 und Tcf4
hinsichtlich ihrer Vielfalt und Aussagekraft. Wahrend 159 Tcf3-Zielgenkandidaten-Klone flr
48 verschiedene Gene kodieren, waren es nur 35 unter den 49 Tcf4-Zielgenkandidaten-
Klonen, die nicht als EF71a identifiziert wurden. DarUber hinaus wurden sechs von elf Tcf3-
Zielen verifiziert, wahrend unter den sieben Tcf4-Zielen nur zwei verifiziert werden konnten.
Dies koénnte in der Tatsache begrindet sein, dass im Fall der Tcf4-Zielgen-
Kandidatengruppe wegen der groRen Abundanz an EF1a auch Klone der etwas unsicheren
Kategorie Il herangezogen werden mussten.

Zu den sicher identifizierten Tcf3-Zielen gehéren cirp, xag2, hmgn1 und NM_01096142.
Wahrend xag und hmgnZ2 nur mit Einschrankung als verifiziert gelten kdnnen. Das einzige
sichere Tcf4-Ziel ist xk70. Hmg-x kann dagegen nur mit Einschrankung als Tcf4-Ziel

bezeichnet werden. Putative Tcf3-Zielgene, deren Regulation nicht den Erwartungen
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entsprach und die wie rps2e nicht verifiziert werden konnten oder wie gfpt1 und ywhaq gar
verworfen werden mussten, weisen eine Regulation auf, die dem generellen Verhalten
direkter LEF/TCF-aktivierter Zielgene entspricht (Pukrop et al., 2001; Gradl et al., 2002).
Diese Tcf3-Zielgene sind entgegen der erwarteten Aktivierung durch Tcf3 durch Tcf4-
Uberexpression deutlicher aktivierbar als durch Tcf3-Uberexpression.

Méglicherweise liegt die insgesamt ungleichmalige Zusammensetzung der Zielgen-
Kandidatengruppen darin begrindet, dass Tcf3 gegeniber Tcf4 der abundantere
Transkriptionsfaktor ist. So ist die Tcf3-Expression bereits maternal durch in-situ-
Hybridisierung nachweisbar (Molenaar et al., 1998), wahrend Tcf4-Transkipte in der
Ganzkeimfarbung erst mit der einsetzenden Neurula detektiert werden kénnen (Kénig et al.,
2000; vorliegende Arbeit). In der Neurula spiegelt sich das ungleiche Verhaltnis der TCF-
Transkripte durch die im Vergleich zur panneuralen Tcf3-Expression auf das zukinftige
Mittelhirn beschrankte Tcf4-mRNA-Verteilung wieder. Auch in neuralisierten animalen
Kappen sind mehr Tcf3- als Tcf4-Transkripte nachweisbar. Folglich konnte ein groRerer Satz
an Genen im Neuroektoderm vom zeitlich und raumlich vorherrschenden
Transkriptionsfaktor Tcf3 abhangig sein.

Andererseits konnte der Unterschied in den beiden Zielgen-Kandidatengruppen auch auf der
Tatsache fulRen, dass die Tcf4-Depletion in der frihen Neurula weitgehend folgenlos bleibt
und erst in Schwanzknospen-Stadien zu einer verminderten Proliferation im Mittelhirn flhrt
(Kunz et al., 2004). Demgegenuber dulert sich der Verlust von Tcf3 wahrend der Neurula in
einer TCF-Subtyp-spezifischen lateralen Verbreiterung der Neuralplatte, die auf eine
modulierte Stabilisierung des Neuralschicksals zurlickzuflihren sein kénnte.

Auch die Tatsache, dass unter den Tcf4-Zielen keine Gene identifiziert werden konnten, die
das enge Tcf4-spezifische Expressionsmuster im Mittelhirn wiederspiegeln, spricht fir die
insgesamt geringere Aussagekraft der putativen Tcf4-Ziele.

Trotz des neuralisierten Grundzustandes der als Ausgangsbasis verwendeten animalen
Kappen wurden in keiner der beiden cDNA-Bibliotheken neurale Gene identifiziert, die wie
sox2 oder NCAM als neurale Differenzierungsmarker Verwendung finden. Stattdessen
konnten epidermaler Markergene identifiziert werden, was mdglicherweise auf der Tatsache
beruht, dass die Festlegung animaler Kappenzellen auf das epidermale Zellschicksal bereits
im spaten Blastula-Stadium erfolgt (Atsuchi und Shiokawa, 1991). Das neurale Schicksal
kénnte dagegen im instabilen Pra-Zustand noch von stabilisierenden Signalen abhangen.
Diese Idee koénnte durch die Beobachtung gestitzt werden, dass die Expression des
panneuralen  Markergens NCAM in neuralisierten animalen Kappen nach
Translationsblockade sowohl von Tcf3 als auch von Tcf4 gegeniiber dem neuralisierten
Grundzustand vermindert ist. Wobei die Morpholino-vermittelte Tcf3-Reduktion zu einer

deutlicheren Repression flihrt als die von Tcf4 (van Venrooy, Diplomarbeit 2004).
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6.2.1 Zytoskelett-assoziierte Zielgene

Die haufigsten putativen Tcf3-Ziele gehdéren dem Zytoskelett an. Neben a-Tubulin sind
vorwiegend Keratine vertreten. Interessanterweise stellen sie neben den Zementdrisen-
spezifisch exprimierten Genen innerhalb der beiden Zielgenkandidaten-Gruppen die einzigen
bekannten Differenzierungsmarker dar.

Die Tatsache, dass abgesehen von xk70 im Tcf4-Zielgenpool keine Keratine nachgewiesen
wurden, kénnte darin begriindet sein, dass Tcf3 eher als Tcf4 eine Rolle bei der Entwicklung
von epidermalen Epithelien spielt. So wird XTcf3 in Neurulae in der sensorischen Schicht
des Neuroektoderms exprimiert (Molenaar et al., 1998), in der auch die Vorlaufer Cilien-
tragender Zellen ihren Ursprung haben (Deblandre et al., 1999). Diese Vorlaufer sind bereits
von der frihen Neurula an durch ihre zahlreichen Zentriolen nachweisbar und wandern
schlieBlich in die auRere Schicht der Epidermis, wo sie ab der spaten Neurula als ausgereifte
Cilien-tragende Zellen angesiedelt sind (Deblandre et al., 1999). Neben a-Tubulin, dessen
Expression die Cilien-tragenden Zellen kennzeichnet (Deblandre et al., 1999; Pollet et al.,
2005), gehort auch xeel, das in Cilien-freien Zellen exprimiert wird (Nagata et al., 2003), zu
den Tcf3-Zielgen-Kandidaten.

Die als haufige putative Tcf3-Ziele identifizierten Keratine bilden das hauptsachliche
Netzwerk intermedidrer Filamente in Epithel-Zellen. Die maternale Depletion des in
Xenopus-Oozyten und frihen Embryonen am weitesten verbreiteten Cytokeratins XCK1(8) in
den kortikalen Zellen fihrt in der Blastula zum Verlust der kompakten Epithel-Oberflache
(Torpey et al., 1992). XCK1(8) entspricht dem in der Tcf3-Zielgenkandidaten-Gruppe am
haufigsten identifizierten Keratin NM_001087056. Damit kdnnte Tcf3 bedeutender als Tcf4
fur die strukturelle Integritat der sich in der Embryogenese entwickelnden Epidermis sein.
Eine differentielle Regulation von Keratinen konnte in animalen Kappenzellen als Folge einer
das Zementdrisen-Schicksal induzierenden Behandlung mit NH,Cl gezeigt werden
(LaFlamme und Dawid, 1990). Dabei wird die Expression von Xk endo B (das dem putativen
Tcf3-Zielgen Krt18 entspricht) induziert, wahrend sich die xk70-Expression nur wenig
verandert. Die Sonderstellung von xk70 als Tcf4-Zielgen kdonnte auch durch die Bedeutung
des homologen Saugergens Keratin 19 (K19) erklart werden. Stasiak et al. (1989) schlugen
vor, dass sich K719 bezogen auf die Differenzierung als ,neutrales” Keratin verhalt. Durch die
Dimerisierung mit jeglichem friih synthetisierten basischen Typ lI-Keratin kénnte eine Zelle in
einem ,flexiblen Zustand der Differenzierung“ gehalten werden, ohne sich auf eine
Differenzierungsoption festlegen zu missen (Stasiak et al., 1989). Im Verlauf von
Entwicklung und Differenzierung wird fir gewohnlich in jeglichem Epithelgewebe mindestens
ein Paar aus sauren Typ | und basischen Typ ll-Keratinen als Heterodimer exprimiert. Das
humane Keratin 19, das Homologe zu Xk70, stellt insofern eine Ausnahme dar, als dass es

keinen bekannten basischen Typ lI-Keratinpartner hat (Quinlan et al., 1985; Sun et al.,
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1985). Daher kdnnte seine Expression mit einem Pra-Differenzierungszustand einhergehen.
Interessanterweise fuhrt das Fehlen von Tcf3 in murinen embryonalen Stammzellen zu einer
verlangsamten Differenzierung (Pereira et al., 2006). Insofern kdnnte der Tcf4-Zielgenpool
auch als eine Gruppe von Genen aufgefasst werden, deren Expression weniger auf der

Anwesenheit des Transkriptionsfaktors Tcf4 als auf dem Fehlen von Tcf3 beruht.

6.2.2 Zementdrisen-spezifische Zielgene

Die Zementdrisen-spezifische ,Anterior-Gradient“-Familie nimmt unter den epidermal
exprimierten Genen einen besonderen Platz ein. Mit xag2 und xag konnten zwei ihrer
Vertreter als Tcf3-Ziele verifiziert werden. Sowohl in der vorliegenden Arbeit als auch nach
Aberger (1998), konnte xag2 in animalen Kappen durch Blockierung des BMP-Weges hoch
reguliert werden. Xag-2 zeichnet sich nicht nur durch seine Aktivierung in neuralisierten
animalen Kappen aus, es kann auch in ektodermalen Zellen Zementdrisen- und anteriores
neurales Schicksal induzieren (Aberger et al., 1998). Dies erdffnet die Moglichkeit, dass Tcf3
als Ubergeordneter Regulator ebenfalls an der anterioren Spezifizierung des Ektoderms

beteiligt sein kénnte.

6.2.3 Chromatin-assoziierte Zielgene

Als einzige DNA-bindende Proteine unter den putativen TCF-Zielgen-Kandidaten sind die
HMG-Proteine besonders interessant. Sie nehmen durch Chromatin-Umorganisation an der
Transkriptionskontrolle teil (zusammengefasst in Bianchi und Agresti, 2005; Hock et al.,
2007) und gehdren zur gleichen Superfamilie wie die TCFs (Giese et al., 1991; Thomas und
Travers, 2001). Im Zusammenhang mit der Neuralinduktion besteht die Idee, dass fur die
transkriptionelle Derepression neuraler Gene umfassende Veranderungen des Chromatins
erforderlich sind (Munoz-Sanjuan und Brivanlou, 2002; Stern, 2006).

Geminin (Gem) wird in hohem Mafe in undifferenzierten neuralen Vorlauferzellen exprimiert
und unterbindet die neuronale Differenzierung (Seo et al., 2005a). Interessanterweise
scheint diese repressive Eigenschaft darin begrindet zu sein, dass Gem an das die
Neurogenese fordernde Brg1 (Brahma related gene 1) bindet und dadurch die Assoziation
von Brg1 mit Neurogenin und NeuroD blockiert. Brg1 ist die katalytische Untereinheit des
SWI/SNF (SWIltch/Sucrose Non Fermentable) Chromation-Umorganisations-Komplexes (Seo
et al., 2005a). Da die XBrg1-Depletion eine durch sox2-Transkripte gekennzeichnete
Verbreiterung der Neuralplatte zur Folge hat (Seo et al., 2005b), kénnte die Chromatin-
Reorganisation ein wesentlicher basaler Beitrag zur Stabilisierung des Neuralschicksals sein.
In embryonalen Stammzellen konnte eine weitreichende durch Neuralinduktion geforderte

Chromatin-Reorganisation sogar einem bestimmten Lokus zugeordnet werden (Williams et
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al., 2006). Der Mash1-Lokus gehdrt in embryonalen Stammzellen in vitro zu den wichtigsten
am Erwerb des Neuralschicksals beteiligten Loki und die Mash1-Transkription ist als Folge
einer mit der Neuralinduktion einhergehenden Chromatin-Reorganisation deutlich induziert
(Williams et al., 2006).

Auch die als putative TCF-Ziele identifizierten HMG-Proteine (hmgn1, hmgn1, hmgb3 und
hmg-x) sind als Folge der Neuralinduktion induziert (Munoz-Sanjuan et al., 2002; Shin et al.,
2005). Das panneural exprimierte hmgb3 ist an der Regulation der Proliferation in den Augen
und im Gehirn beteiligt und wurde als nachgeordnetes Rx/Rax (retina and anterior neural
fold homeobox) -Ziel identifiziert (Terada et al., 2006). Xrx71 kontrolliert wiederum die
Proliferation und Neurogenese in der anterioren Neuralplatte (Andreazzoli et al.,, 2003).
Interessanterweise ist in der Zebrafisch-Tcf3-Mutante headless die Expression des
verwandten Zebrafisch-Homologen rx3 reduziert (Kim et al., 2000). In der vorliegenden
Arbeit konnte jedoch keine eindeutige TCF-Subtyp-spezifische hmgb3-Regulation
nachgewiesen werden. Die Tcf3-Ziele hmgn1 und hmgn2 werden im Xenopus-Embryo
sowohl in vom Neuroektoderm-abgeleiteten Geweben als auch im somitogenen Mesoderm
exprimiert (Korner et al., 2003). Interessanterweise konnte in animalen Kappen, in denen
durch Activin-Behandlung ein Mesoderm-Schicksal induziert wurde, gezeigt werden, dass
sich nach hmgn1-und hmgn2-Uberexpression die Kompetenz zur Annahme eines
mesodermalen Charakters verldngert. So lassen sich Mesoderm-spezifische Gene wie
XMyoD und xbra nach HMGN-Uberexpression Uber einen langeren Zeitraum induzieren als
in ausschlielich mit Activin-stimuliertem Gewebe (Kdrner et al., 2003).

Tatsachlich muss sich im Verlauf der Entwicklung die Kompetenz des Ektoderms und damit
seine Fahigkeit, auf externe Signale zu reagieren, anpassen. Demgemal verlieren die
ektodermalen Zellen in der Gastrula ihre Mesoderm-induktive Kompetenz (Jones und
Woodland, 1987; Green et al., 1990), so dass BMP-Antagonisten im Ektoderm ein neurales
Schicksal herbeifihren kénnen (Harland und Gerhart, 1997). Neuere Arbeiten unterstutzen
die Idee, dass der Verlust der Mesoderm-Kompetenz ein notwendiges permissives Ereignis
darstellt, durch das die Neuralinduktion erst ermdglicht wird (Snir et al., 2006).

Auch die Expression des HMG-Proteins hmg-x ist in animalen Kappen durch die zur
Neuralinduktion fihrende Blockierung von BMP-Signalen gegeniiber unbehandelten Kappen
induziert (Munoz-Sanjuan et al., 2002; vorliegende Arbeit). Des Weiteren kann hmg-x-
Uberexpression in unbehandelten animalen Kappen die Expression der beiden neuralen
Markergene Otx2 und NCAM induzieren (Munoz-Sanjuan et al., 2002). In der vorliegenden
Arbeit konnte fir hmg-x eine differentielle Regulation hauptsachlich nach Tcf3-
Uberexpression beobachtet werden, in deren Folge die hmg-x Expression reprimiert ist.
Interessanterweise unterdriickt hmg-x-Uberexpression in neuralisierten animalen Kappen die

Expression des Zementdrisen-Markergens xag (Munoz-Sanjuan et al., 2002). Wahrend
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folglich das Tcf4-Zielgen hmg-x das Zementdrisen-Schicksal unterdriickt, wirkt Tcf3 hmg-x

entgegen, indem es hmg-x reprimiert und die XAGs induziert.

Interessanterweise werden die HMGs im Neuroektoderm mit dem RNA-bindenden Protein
Cirp Uberlappend exprimiert, bilden also eine Synexpressionsgruppe. Dabei handelt es sich
um Gene mit einem gemeinsamen komplexen Expressionsmuster, die auch eine
gemeinsame Funktion haben (Gawantka et al., 1998; Niehrs und Pollet, 1999). Eine dieser
Gruppen ist die ,Chromatin-Gruppe®, die Gene umfassen soll, die intensiv und ubiquitar in
der Neurula exprimiert werden. Wahrend im Schwanzknospen-Stadium die Somiten, die
Chorda dorsalis, die Zementdrise und zum Teil die Bodenplatte des Gehirns weitgehend frei
von Transkripten dieser Gene bleiben sollen. Nach Niehrs und Pollet (1999) sind die Gene
dieser Gruppe daher dadurch charakterisiert, dass ihre Expression in Geweben, die
postmitotisch werden, reprimiert wird. Hmgn2, hmgn1, hmg-x, und cirp wurden in diese
,Chromatin“-Gruppe subsummiert (Gawantka et al., 1998; Pollet et al., 2005). Die
Synexpression soll dabei nur durch einen oder wenige trans-agierende Faktoren koordiniert
werden, die gemeinsame Promotor-Elemente regulieren (Niehrs und Pollet, 1999).

Da cirp, hmgn2 und hmgn1 als Tcf3-Ziele einerseits und hmg-x als Tcf4-Ziel andererseits
verifiziert wurden, koénnten Tcf3 und Tcf4 die bisher unbekannten Regulatoren dieser
Synexpressionsgruppe sein. Fiur eine Bestatigung dieser Annahme fehlen aber Promotor-
Studien, welche belegen, dass die hier verifizierten Mitglieder der ,Chromatin“-Gruppe
direkte TCF-Zielgene sind. Die nach Tcf3-Depletion neural verbreiterten Expressionsmuster
der HMG-Proteine, die insgesamt mit einer lateralen Expansion des Neuroektoderms
einhergehen, lassen dagegen den Schluss zu, dass es sich um eine indirekte Regulation der
HMGs handelt.

Tatsachlich zeigt eine neuere Arbeit die indirekte Beteiligung eines HMG-Proteins an einer
durch die Wnt/B-Catenin-Signalkaskade vermittelten Genregulation. Das Sauger-Homologe
Hmgn2/Hmg-17 kolokalisiert mit dem Homdodomanen-Transkriptionsfaktor Pitx2 (Pituitary
Homeobox 2) an Chromatin-Strukturen im Kern und bildet einen inhibitorischen Komplex. Ein
aktiver Wnt/B-Catenin-Signalweg hat dagegen zur Folge, dass B-Catenin mit Pitx2 im Kern
interagiert und den Pitx2/Hmg-17-Komplex dereprimiert (Amen et al.,, 2007).
Interessanterweise ist Pitx2 ein direktes Wnt-Zielgen in der Hypophysen-Entwicklung (Ai et
al., 2007) und ein Ausfall von Tcf4 fuhrt zu einer Hypophysen-Wucherung (Brinkmeier et al.,
2007). Folglich konnte Tcf3 als Regulator von Hmgn2/Hmg-17 indirekt die Pitx2-vermittelte
Hypophysen-Entwicklung einschranken, wahrend Tcf4 Pitx2 als direktes Wnt-Zielgen

reguliert.
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6.2.4 RNA-assoziierte Zielgene

Eine weitere Gruppe wichtiger TCF-Subtyp-spezifischer Zielgene umfasst solche, die fir
RNA-bindende Proteine kodieren. Die in dieser Arbeit auf ihre TCF-spezifische Regulation
untersuchten Zielgen-Kandidaten aus dieser Gruppe Cirp, Cirp2, Sfrs2 und NM_001092746
zeichnen sich durch eine einzige RRM (RNA Recognition Motif)}-Domane aus. Die RRM-
Doméne war unter den RNA-Bindungsdomanen das haufigste Motiv, denn sie trat bei neun
von insgesamt dreizehn in dem vorliegenden Screen identifizierten RNA-bindenden
Proteinen auf. Neben den auf ihre TCF-Subtyp-spezifische Regulation untersuchten Genen
weisen auch Sfrs5 und NM_001086914 nur eine einzige RRM-Doméane auf, indessen
verfigen NM_001086140, NM_001087851 und NM_001087020 Uber zwei dieser Domanen.
Die vier verbliebenen RNA-bindenden Proteine mit von der RRM-Domane verschiedenen
RNA-Bindungsdomanen sind NM_001085898, BC044314, NM_001092031 sowie
AB191036.

Die besondere Bedeutung der RRM-Proteine flr die Embryonal-Entwicklung geht unter
anderem aus der Tatsache hervor, dass das ,RNA-Recognition Motif‘(RRM) neben der
Homobobox-Doméane die haufigste Protein-Domane ist, die in einem Hochdurchsatz-Screen-
Verfahren unter 723 Genen ermittelt wurde, die sich wahrend der Embryonal-Entwicklung
durch ein differentielles Expressionsmuster auszeichnen (Pollet et al., 2005). Méglicherweise
beruht die Bedeutung dieser RNA-bindenden Proteine darauf, dass sie die Genexpression
wahrend der Embryonal-Entwicklung post-transkriptional regulieren.

Eine solche durch RNA-bindende Proteine vermittelte mRNA-Regulation kann Uber so
verschiedene Mechanismen erfolgen wie Splei3-Kontrolle, Steuerung der subzelluldren
Lokalisation, Translationskontrolle und Regulation der mRNA-Stabilitat (Colegrove-Otero et
al., 2005). In dieser Hinsicht werden Cirp und Cirp2 nicht an dieser Stelle, sondern wegen
ihrer herausragenden Rolle in einem eigenen Abschnitt besprochen.

Neben den Cirp-Proteinen kdnnen auch die putativen Tcf3-Ziele Sfrs2 und Sfrs5 eine
wichtige Rolle bei der mRNA-Regulation Gbernehmen. Sie gehéren zur konservierten Familie
der Serin(S)-Arginin(R)-reichen SR-Proteine, deren Mitglieder Pra-mRNA-Spleilfaktoren
sind (Zahler et al., 1992). Das humane Sfrs2/SC35 ist nicht nur fir das Spleilen von Pra-
mRNA wesentlich, sondern auch in der Lage, die Auswahl alternativer Spleil3stellen zu
beeinflussen (Tacke und Manley, 1995). Interessanterweise kdnnte die Variation von SC35-
Exon-Spleil3verstarker spezifischen Bindungsstellen in der mRNA des Wnt-Antagonisten
Axin2, die zellulare Axin2-Proteinmenge beeinflussen (Mostowska et al., 2006).

Sfrsb/SRp40 vermittelt dagegen in humanen myometrialen Zellen durch alternatives
SpleiRen des Transkriptionsfaktors CREM (cAMP-response element modulator) das
Umschalten von einem Aktivator zu einem Repressor (Tyson-Capper et al., 2005), was als

Modell fir eine entwicklungsbiologische Funktion dieses Spleil3faktors dienen kdnnte.
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Auch das putative aber als Tcf4-Zielgen unbestatigte ALY (Ally of AML-1 and Lef-1)-
Homologe NM_001092746 kdnnte wie das humane ALY am Pra-mRNA-Spleilen und am
Kernexport von mRNA beteiligt sein (Cheng et al., 2006). Daneben verstarkt ALY als
Koaktivator von Transkriptionsfaktoren wie Lef-1, RUNX1 (AML-1) und c-Myb die Aktivitat T-
Zellen-spezifischer Enhancer (Bruhn et al.,, 1997; Mertz et al., 2007) und reguliert die
Dimerisierung, DNA-Bindung und transkriptionelle Aktivitdt von bZIP-Transkriptionsfaktoren
(C/EBP; CREB; ATF-1; -2; -3, -6 und jun) (Virbasius et al., 1999). Wahrend einige dieser
Transkriptionsfaktoren im adulten Sduger-ZNS basal exprimiert werden, sind Jun und CREB
auch an der Entwicklung des Nervensystems beteiligt (zusammengefasst in Herdegen und
Leah, 1998). Dem entsprechend kénnte das ALY-Homologe NM_ 001092746 an der
Transkriptionskontrolle im Xenopus-Neuroektoderm beteiligt sein.

Das nach Cirp zweithaufigste RNA-bindende Protein unter den putativen Tcf3-Zielgenen wird
von NM_001085898 kodiert und weist als RNA-Bindungsdomane keine RRM-, sondern eine
,Cold Shock“-Domane (CSD) auf. Es ist zu 99% mit dem Xenopus Y-Box-Bindungsprotein 1
(Ybx1) identisch, auf das auch die Synonyme Frgy1 (frog Y-box protein 1) und Nsep1
(nuclease sensitive element-binding protein 1) zutreffen. Frgy1 wird zumindest wahrend der
Gastrula in Xenopus-Embryonen exprimiert und ist in diesem Stadium gegeniiber frgy2
abundanter (Tafuri und Wolffe, 1990). Beide sind in der Lage, den Xenopus-hsp70-Promotor
zu stimulieren (Tafuri und Wolffe, 1990), was die ldentifizierung des hsp70-Verwandten
hsc70 (heat shock cognate protein 70) als putatives Tcf3-Zielgen erklaren koénnte.
Andererseits wurde hsc70 in neuralisierten animalen Kappen als neural-induziert ermittelt
(Munoz-Sanjuan et al., 2002) und seinem humanen Homologen hsp70 wird eine
neuroprotektive Rolle zugeschrieben (Yenari et al., 1999), so dass es schlicht als Folge des
neuralisierten Grundzustandes exprimiert werden kdnnte.

Das humane Homologe zu NM_001085898, YB-1, ist ein RNA-bindendes Protein mit einer
breiten Palette spezifischer Substrate und es ist an der mRNA-Regulation auf Ebene von
Transkription, Translation und Spleif3en beteiligt (Evdokimova et al., 2006b).

In Mausen flihrt eine homozygote YB-1-Ausfallmutation zu embryonaler Letalitat (Uchiumi et
al., 2006), was zeigt, dass das murine YB-1 flir die Embryonalentwicklung notwendig ist. Bei
20% der untersuchten YB-1"-Embryonen ist Exencephalie im Bereich des Vorder-, Mittel-
und Hinterhirns nachweisbar, was auf ein defektes SchlieRen des anterioren Neuralrohrs
zurtickzufiihren ist (Uchiumi et al., 2006). Defekte, die den Verschluss des Neuralrohrs
betreffen, wurden mit Mutationen in Zusammenhang gebracht, welche in die Funktion von
Actin eingreifen (Harris und Juriloff, 2007). Tatsachlich ist bei YB-1"-Embryonen im
Vergleich zum Wildtyp die Menge an B-Actin-Protein im Schadelbereich reduziert (Uchiumi et

al., 2006). Moglicherweise wurde B-Actin in der vorliegenden Arbeit neben dem YB-1
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Homologen NM_001085898 als putatives Tcf3-Zielgen identifiziert, weil es Uber einen
analogen Mechanismus von NM_001085898 reguliert wird.

Interessanterweise fuhrt eine YB-1-Ausfallmutation in murinen Embryonen (Uchiumi et al.,
2006) ahnlich wie die Morpholino-vermittelte Cirp-Translationsblockade in Xenopus-
Embryonen zu einem fehlerhaften Schlief3en des anterioren Neuralrohrs (Peng et al., 2006).
RNA-bindende Proteine greifen auf mehreren Ebenen in die post-transkriptionale
Genregulation ein. Zahlreiche Beispiele belegen ihre Rolle bei der Kontrolle der
Genexpression in der fruihen Embryonal-Entwicklung (Colegrove-Otero et al., 2005).

Die Identifizierung TCF-Subtyp-spezifischer Ziele unter den RNA-bindenden Proteinen zeigt
auf, dass die post-transkriptionale durch mRNA-Bindung vermittelte Genregulation ein
wesentlicher Beitrag zur TCF-gesteuerten differentiellen Kontrolle der Genexpression

wahrend der Neurogenese ist.

Modifikation des Zytoskeletts, Reorganisation des Chromatins und mRNA-Bindung koénnten
folglich die mechanistischen Grundlagen des stabilisierenden Schritts bei der Konstitution
des neuralen Schicksals im Ektoderm bilden (Abb. 42). In dieser Hinsicht kdnnte Tcf3 der
Ubergeordnete Regulator einer Reihe basaler Mechanismen sein, welche als permissive

Ereignisse den Boden fur die neurale Differenzierung im Neuroektoderm bereiten.

6.3 Cirp

Mit Cirp wurde im vorliegenden Screen ein RNA-bindendes Protein identifiziert, das sich
auszeichnet durch seine grofte Haufigkeit unter den Tcf3-Zielgenkandidaten-Klonen, seine
deutlich Tcf3-abhangige Regulation und seine funktionelle Redundanz zu Tcf3 in der
Begrenzung der Neuralplatten-Ausdehnung.

Die Vielzahl der durch die weiteren Zielgene potentiell vermittelten Tcf3-Funktionen wahrend
der Neurogenese lasst vermuten, dass nicht ein Zielgen alleine fur die laterale Verbreiterung
der Neuralplatte verantwortlich ist. Somit wird verstandlich, dass die Cirp-Depletion mit
schwacherer Penetranz als die Tcf3-Verminderung zu einer lateralen Neuralplatten-
Verbreiterung filhrt und dass eine Cirp-vermittelte Rekonstitution des nach Tcf3-Depletion

beobachteten Phanotyps nicht mdglich war.

6.3.1 Regulation der Cirp-Expression

In der vorliegenden Arbeit ist es gelungen, cirp als Tcf3-Zielgen zu identifizieren. Dies konnte
nach Tcf3-Depletion in neuralisierten animalen Kappen gezeigt werden. Darlber hinaus ist
die cirp-Expression nicht nur im Kappengewebe, sondern auch in Neurula-Embryonen vom

endogen vorhandenen Tcf3 abhangig, wie anhand einseitig injizierter Embryonen gezeigt
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werden konnte. Diese Abhangigkeit spiegelt sich vor allem in der Neuralplatte wieder, in der
Tef3 und cirp kolokalisiert sind. Fir eine spezifische Tcf3-abhangige cirp-Regulation spricht
des Weiteren die Tatsache, dass die Cirp-Expression nicht nur auf der Ebene der
Transkripte (Fichtner, Diplomarbeit 2007), sondern auch auf Protein-Ebene nach Tcf3-
Depletion durch Beigabe rekombinanter Tcf3-mRNA wiederhergestellt werden konnte.

Mit cirp wurde zudem ein Tcf3-Zielgen identifiziert, das die Zielsetzung des Screen-
Verfahrens voll erfillt. Es handelt sich um ein TCF-Subtyp-spezifisches Ziel, das von Tcf3
nicht aber vom endogenen Tcf4 abhangig ist. Dies kénnte in der endogen eng auf das
Mittelhirn begrenzten Tcf4-Expression begriindet sein, die mit der cirpo-mRNA-Verteilung nur
kleinrdumig Uberlappt. Weder in neuralisierten animalen Kappen noch in einseitig injizierten
Neurula-Embryonen ging mit einer Tcf4-Depletion eine Verminderung der cirp-Transkripte
einher. Auch nach Lef1-Verlust war keine Herunterregulierung von cirp zu beobachten, was
seine spezifische Abhangigkeit von Tcf3 erneut unterstreicht.

Uberraschenderweise konnte aber durch Lef1-Applikation eine auf Tcf3-Depletion beruhende
cirp-Verminderung mit vergleichbarer Penetranz aufgehoben werden wie durch Tcf3-mRNA-
Injektion (Fichtner, Diplomarbeit 2007). Diese Redundanz in der Fahigkeit, die cirp-
Expression wiederherzustellen, ist insofern erstaunlich, als Tcf3 allgemein als Repressor von
Whnt-Zielgenen gilt, wahrend Lef1 dagegen als Aktivator aufgefasst wird (Brannon et al.,
1999; Merrill et al., 2001; Pukrop et al., 2001; Liu et al., 2005).

Moglicherweise liegt die Fahigkeit von Lef1 die cirp-Expression wiederherstellen zu konnen,
nicht in dem allgemeinen Modell von Repressor- und Aktivator-Funktion begrindet, das sich
im Xenopus-Embryo vor allem auf die Achseninduktion bezieht. Vielmehr kdnnten Lef1 und
Tcf3 die Transkriptionsfaktoren sein, die wahrend der Neurula mit vergleichbarer Affinitat an
die fur den cirp-Verlust-Phanotyp verantwortlichen Promotoren binden kénnen. Endogen ist
die Lef1-Expression wahrend der Neurula am starksten im zuklnftigen Mittelhirn sowie dem
Schlund-Mesoderm und weiter posterior im intermediaren Mesoderm (Molenaar et al., 1998),
was erklaren kdnnte, weshalb der Lef1-Verlust flr die cirp-Expression folgenlos bleibt.

Ein weiterer Hinweis, der die cirp-Expression von der Steuerung klassischer Wnt-Zielgene
abhebt, liegt in der Beobachtung begriindet, dass zumindest in neuralisierten animalen
Kappen keine signifikante differentielle Regulation durch den Aktivator der Wnt/B-Catenin-
Signalkaskade Xwnt-8, noch durch deren Inhibitor Conductin erfolgte. Cirp konnte somit ein
Whnt-unabhangiges Zielgen sein, das durch Tcf3 positiv reguliert wird.

Interessanterweise kann der Headless/Tcf3-Funktionsverlust in Zebrafisch, der zum Fehlen
von Augen, Vorderhirn und Teilen des Mittelhirns fiihrt, durch ein Tcf3-Deletions-Konstrukt
behoben werden, dem die B-Catenin-Bindungsdomane fehlt (Kim et al., 2000). Dies wurde

mit der Rekrutierung von Korepressoren wie Groucho und/oder CtBP erklart.
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Fur cirp, das durch Tcf3 induziert wird, kommt dagegen eher eine Kooperation mit einem
Interaktionspartner in Frage, der in der Lage ist, eine Wnt-unabhangige Aktivierung zu
vermitteln. Ein mdgliches Beispiel fur eine LEF/TCF-vermittelte, aber B-Catenin-unabhangige
Aktivierung gibt es fur das Homéodomanen-Protein Xtwn (Xenopus twin). Der xtwn-Promotor
kann durch Smads (Effektoren des Transforming Growth Factor B/BMP-Signalwegs) Lef1-

abhangig, aber ohne B-Catenin-Bindung aktiviert werden (Letamendia et al., 2001).

6.3.2 Funktion von Cirp

Cirp ist nicht nur ein Tcf3-Zielgen, sondern es zeichnet sich auch dadurch aus, dass es
offensichtlich wie Tcf3 flr den stabilisierenden Schritt bei der Konstitution des
Neuralschicksal benétigt wird. Denn sowohl nach der Morpholino-vermittelten Tcf3-Depletion
als auch nach Cirp-Reduktion kann eine Verbreiterung der Neuralplatte beobachtet werden.
Des Weiteren kann die Expansion der Neuralplatte nach Cirp-Verminderung durch
Wiederherstellung der Cirp-Funktion aufgehoben werden, was aufzeigt, dass der untersuchte
Phanotyp spezifisch ist. Damit ist Cirp das erste RNA-bindende Protein, fir das gezeigt
wurde, dass es an der Regulation der lateralen Ausdehnung der Neuralplatte beteiligt ist.
Bisher wurden Gene mit einer lateralen Ausdehnung der Neuralplatte in Zusammenhang
gebracht, die wie Brg1 und REST/NRSF fir Bestandteile eines Chromatin-Reorganisations-
Komplexes oder fir Transkriptionsfaktoren kodieren. Diese Transkriptionsfaktoren gehéren
wie zic-1 zur Zink-Finger- oder wie foxD5a zur ,Forkhead“-Familie.

Andererseits koénnte es in der Xenopus-Neuralentwicklung ein zu Tcf3 -> Cirp analoges
Regulator -> Zielgen-Paar geben. So sind die pan-neural exprimierten Transkripte der flr
das RNA-bindende Protein Nrp-1 (Neurales Ribonukleoprotein 1) kodierenden mRNA nach
Morpholino-vermittelter Depletion der eng verwandten Transkriptionsfaktoren Frodo
(Functional Regulator of Dishevelled in Organogenesis) und Dapper stark reduziert (Hikasa
und Sokol, 2004). Des Weiteren flhrt die Depletion der Frodo/Dapper (Frd)-Proteine zu einer
Reduktion der sox2-Expression in der frihen Neurula. Signifikante Einflisse auf die
Expression des mesodermalen Markergens myoD konnten dagegen nicht beobachtet
werden (Hikasa und Sokol, 2004).

Damit gibt es als Analogie zu der in der vorliegenden Arbeit beobachteten Cirp-Reduktion
nach Tcf3-Verlust ein Regulationspaar in der Xenopus-Neurula, bei dem nach Frd-
Verminderung die Nrp-1-Expression reprimiert ist. Dabei ist die Reduktion des im
Neuroektoderm exprimierten RNA-bindenden Proteins mit nur einem einzigen RRM-Motiv
unabhangig von induktiven Einflissen des Mesoderms. Auch in der vorliegenden Arbeit
konnte gezeigt werden, dass die Expression des mesodermalen Markers myoD weder nach
Tcf3- noch nach Cirp-Depletion signifikant verandert ist.

Interessanterweise gelten die Frd-Proteine als Modulatoren der Wnt-Signalkaskade und

kénnten an der TCF-abhangigen Zielgen-Induktion beteiligt sein (Brott und Sokol, 2005). So
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ist die Aktivierung eines auf dem siamois-Promotor beruhenden Wnt-induzierbaren
Reportergenkonstrukts durch konstitutiv-aktives Tcf3 nach Applikation von Frodo-Morpholino
unterdrickt. Des Weiteren kann die nach Frodo-Depletion reduzierte Expression von Chordin
und Xnr3 in der frihen Gastrula durch Beigabe von rekombinantem B-Catenin aufgehoben
werden (Hikasa und Sokol, 2004).

In der spaten Neurula scheinen die Funktionen von Tcf3 und Frodo als Vermittler des Wnt-
Signalwegs starker zu divergieren. Wahrend Tcf3 und das nachgeordnete Cirp die laterale
Ausdehnung des sox2-Expressionsfeldes in der Neuralplatte beschranken, kontrollieren die
Frd-Proteine eher den Verschluss des Neuralrohrs (Hikasa und Sokol, 2004). Des Weiteren
hat Morpholino-vermittelte B-Catenin-Depletion keine nrp-7-Reduktion zur Folge. Stattdessen
verengt sich das nrp-1-Expressionsfeld im posterioren Bereich des Neuralrohrs, wahrend es
sich anterior ausdehnt (Hikasa und Sokol, 2004). Auch Morpholino-vermittelte Tcf3-Depletion
bleibt fir die Intensitat der nrp-1-Expression folgenlos. Stattdessen kennzeichnen die nrp-1
Transkripte ahnlich wie sox2 die lateral verbreiterte Neuralplatte (Dietmar Gradl, personliche
Mitteilung). Moéglicherweise vermitteln Frd-Proteine und Tcf3 wahrend der Neurogenese
parallele Wnt-Signaltransduktionswege. Dabei kénnte der Einfluss des mit Dishevelled-
interagierenden Frodo (Gloy et al., 2002) in der Neurulation ein starkeres Gewicht als Tcf3
bei der Steuerung von morphogenetischen Bewegungen wie dem Verschluss des
Neuralrohrs haben, wahrend Tcf3 eher an der Aufrechterhaltung eines Pools neuraler
Vorlaufer beteiligt ist. Tatsachlich soll Frodo die durch p120-Catenin und den
transkriptionellen Repressor Kaiso vermittelte Modulation des (3-Catenin unabhangigen nicht-
kanonischen Wnt-Wegs mit dem kanonischen B-Catenin/TCF-Signalweg verknupfen (Park et
al., 2006).

Obwohl dem Tcf3-Zielgen Cirp eine Funktion sowohl beim Verschluss des anterioren
Neuralrohrs als auch bei morphogenetischen Gastrulationsbewegungen zugeschrieben
wurde (Peng et al., 2006), konnte in der vorliegenden Arbeit nach Morpholino-vermittelter
Cirp-Depletion keine Beeintrachtigung morphogenetischer Bewegungen in den als
Testansatz verwendeten Keller-Explantaten ermittelt werden. Dabei wurde in diesen
Experimenten eine genauso hohe Cirp-Morpholino-Dosis appliziert wie diejenige, die eine
signifikante Verbreiterung der Neuralplatte zur Folge hat. Folglich kann die laterale
Ausdehnung der Neuralplatte nicht auf eine gestorte konvergente Extension zurlickgefuhrt
werden.

Das Beispiel einer durch Xsix3-(sine oculis homeobox homolog 3) Uberexpression
vermittelten Verbreiterung der Neuralplatte zeigt, dass diese Art der Ausdehnung auch die
Folge einer erhohten Proliferation in der Neuralplatte sein kann (Gestri et al.,, 2005).
Umgekehrt geht in der Zebrafisch-Tcf3-Mutante headless eine verminderte six3-Expression

mit einem reduzierten Vorderhirn einher (Kim et al., 2000).
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Auch nach Morpholino-vermittelter Cirp-Depletion konnte in spaten Neurula-Stadien keine
erhdhte, sondern eine verminderte Proliferation ermittelt werden. Mdglicherweise beruht der
Unterschied auf der Tatsache, dass die Proliferation im Fall von Xsix3 bereits in einem
frGhen Neurula-Stadium analysiert wurde.

Ahnlich wie nach Tcf3-Depletion geht die nach Cirp-Reduktion beobachtet Neuralplatten-
Verbreiterung nicht auf Kosten des benachbarten Pra-Plakoden-Ektoderms (PPE). Das
Expressionsfeld des PPE-Markergens eya1 ist zwar lateral verschoben, aber nicht reduziert
(Abb. 43).

Epidermis

Neuralplatte

pra-Plakoden-
Ektoderm (PPE)

Wildtyp 4—|—> Depletion

Abb. 43 Schema der durch die Expression von drei Markergenen gekennzeichneten
lateralen Expansion der Neuralplatte nach einseitiger Tcf3- und Cirp-Depletion. Die
sox2-Expression markiert die gesamte Neuralplatte, die meis3-Expression das
posteriore Neuralgewebe und die eya7-Expression das Pra-Plakoden-Ektoderm.

6.3.3 Molekulare Mechanismen der Cirp-Funktion

Hinweise auf die molekularen Mechanismen, die fir eine nach Cirp-Verminderung
expandierte Neuralplatte verantwortlich sein kénnten, ergeben sich sowohl aus der
Betrachtung bekannter Cirp-Funktionen als auch aus der Bericksichtigung von Cirp-
Interaktionspartnern.

Ein Cirp-spezifischer Mechanismus konnte die mRNA-Stabilisierung durch Bindung an den
3" nicht-translatierten Bereich (3’'UTR) der betreffenden mRNAs sein (Yang und Carrier,
2001), der durch sogenannte AU-reiche Elemente (ARE) ausgezeichnet sein kann (Aoki et
al., 2003). Tatsachlich konnte in der vorliegenden Arbeit nach Morpholino-vermittelter Cirp-
Depletion in Neurula-Embryonen eine Verringerung des mRNA-Pools um 10-13% gegeniber
unbehandelten Embryonen ermittelt werden. Obwohl die Identitdt der in diesem Fall
betroffenen mMRNAs abgesehen von sox2 unbekannt ist, liegt die Vermutung nahe, dass es

sich um einen gro3en Satz regulierter mMRNAs handeln muss. Diese Idee wird des Weiteren
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durch die Tatsache gestutzt, dass eine verminderte mRNA-Menge bereits nach einer
partiellen Cirp-Depletion beobachtet werden kann.

Andere Arbeiten geben Hinweise auf eine Cirp-vermittelte Stabilisierung von aE- und f3-
Catenin sowie C- und E-Cadherin (Peng et al., 2006). Da eine auf einer gestdrten
konvergenten Extension beruhende Verbreiterung der Neuralplatte in der vorliegenden Arbeit
ausgeschlossen werden konnte, kommen diese Zelladhasionsmolekile mdglicherweise in
anderer Hinsicht als operative Vermittler der Cirp-Funktion in Betracht.

Interessanterweise konnten Zell-Zell-Adhasionsstrukturen in Sdugern wahrend der Gehirn-
Entwicklung an der Proliferationskontrolle neuraler Vorlduferzellen beteiligt sein, was
ermoglicht, dass das Gehirn seine pra-determinierte GroRRe erreicht (Lien et al., 2006). So
hat konditionelles Ausschalten von aE-Catenin in neuralen Vorlauferzellen des ZNS muriner
Embryonen eine VergréRerung der GroBhirnrinde zur Folge, die auf eine Verkirzung der
Zellzyklen und eine verminderte Apoptose zurlickzuflihren ist (Lien et al., 2006).

Auch bei der Zell-Zyklus-Kontrolle konnte Cirp eine Rolle spielen. Einerseits bindet es die
mRNAs von Nek2B (NIMA-verwandte Kinase 2b) und CyclinB1 (Aoki et al., 2003; Peng et
al., 2006), denen eine Funktion beim Centrosom-Zyklus (Fry et al., 2000) beziehungsweise
beim Ubergang von der G2- zur M-Phase (Peter et al., 2002) zugeschrieben werden.
Andererseits hat die Morpholino-vermittelte  Cirp-Verminderung eine  Reduktion
proliferierender Zellen zur Folge.

Eine weitere die mRNA-Stabilitdt modulierende Cirp-Funktion kdnnte in seiner Interaktion mit
ElIrA (Xenopus ELAV-like RNA-binding protein A) dem Xenopus-Homologen zum Sauger-
Protein HUR (HU-Antigen R) begriindet sein. Es wird vermutet, dass EIrA und XCirp2
gemeinsam einen Komplex bilden, der gebundene mRNAs stabilisiert (Aoki et al., 2003).
Interessanterweise konnte den ELAV RNA-bindenden Proteinen vor kurzem eine Funktion in
murinen neuralen Stammzellen zugeordnet werden (Ratti et al., 2006). Demnach sind neural
exprimierte ELAV-Proteine wesentliche Induktoren neuronaler Differenzierung, indem sie
ARE-haltige  Zieltranskripte  stabilisieren  oder deren  Translation  verstarken.
Interessanterweise konnte als ein durch HuD stabilisiertes Transkript die mRNA des zu
Xenopus nrp-1 Homologen Msi1 (Musashi-1) identifiziert werden. Msi1 gilt als translationaler
Repressor, der den Zustand der Stammzell-Proliferation aufrechterhalt. Die durch die ELAV-
Proteine ausgeilbte post-transkriptionelle Kontrolle der Musashi-1-Expression kénnte in
Vorlauferzellen fiir den Ubergang von der Proliferation zur neuralen Differenzierung wichtig
sein (Ratti et al., 2006). Die Aufrechterhaltung einer Vorlaufer-Population kénnte auch die
Ursache der nach Cirp-Depletion beobachteten Neuralplatten-Verbreiterung sein.
Mdglicherweise kennzeichnen die nrp-1 Transkripte nicht nur die lateral verbreiterte

Neuralplatte, sondern sind Ausdruck der persistierenden neuralen Vorlauferpopulation.
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Ein weiterer Mechanismus, der die Cirp-Funktion charakterisieren koénnte, ist die
Translationskontrolle. Einerseits interagiert humanes Cirp (synonym A18 hnRNP) mit dem
Translations-Initiationsfaktor elF4G (eukaryotic translation initiation factor 4-gamma) (Yang
et al., 2006), andererseits kann humanes Cirp in sogenannte Stress-Granulae rekrutiert
werden (De Leeuw et al., 2007). Interessanterweise kann auch der Cirp-Interaktionspartner
EIrA/HUR in Stress-Granulae rekrutiert werden (Gallouzi et al., 2000). Stress-Granulae
werden als Orte angesehen, an denen translational inaktive Messenger-Ribonukleoprotein-
Partikel (mRNP) hinsichtlich ihre Unversehrtheit und ihre Struktur Uberprift werden
(Kedersha et al., 2005). Fir XCirp2 wurde bereits eine Rekrutierung an mRNPs vermutet, da

es simultan mit Frgy2 mRNAs binden kann (Matsumoto et al., 2000).

Ektoderm

[ Schritt 1 ,Aktivierung* ]

Pra-Neural / Pra-Vorderhirn

TCfB (instabil)

[ Zytoskelett-Modifikation } ﬂ

Chromatin-Reorganisation i .
[ Schritt 2 ,Stabilisierung® ]

mRNA-Bindung

[CI r p (Translationskontrolle?) Neural / Vorderhirn

(stabil)

J

[ Schritt 3 ,Transformation®

Mittelhirn, Hinterhirn,
Rickenmark

Abb. 44 Einordnung des Tcf3-Ziels Cirp in das Drei-Schritt-Modell nach Stern (Stern et
al., 2006). Cirp als eines der wichtigsten Tcf3-Ziele kdnnte fur die meisten Aspekte der
durch mRNA-Bindung vermittelten Stabilisierung des Neuralschicksals in der Neurula
verantwortlich sein.

Interessanterweise sind NM_001085898-Homologe YB-1/Frgy1-Proteine sowohl in Keim- als
auch in somatischen Zellen die Hauptbestandteile von mRNPs und hauptsachlich fir die
Speicherung der mRNAs in einem inaktiven Zustand verantwortlich (Evdokimova et al.,
2006a). Maoglicherweise koénnte daher auch Cirp als translationeller Repressor wirken.
Andererseits flhrt Cirp-Uberexpression in humanen Dickdarm-Krebszellen zu einer
verstarkten  Translation (Yang et al., 2006), was eine Kontext-abhangige

Translationskontrolle mdglich erscheinen |asst.
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Cirp kénnte folglich sowohl auf Ebene der mRNA-Stabilisierung als auch durch Modulieren
der Translationskontrolle zu den das Neuralschicksal stabilisierenden Mechanismen
beitragen (Abb. 44). Die weitere Analyse mRNA-bindender Proteine kdnnte helfen, die
Bedeutung dieser bisher wenig beachteten Steuerungsebene flir die Embryonalentwicklung
weiter aufzuklaren und sie in den Kontext individueller LEF/TCF-Funktionen in der Xenopus-

Neurogenese einzuordnen.
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7  Zusammenfassung

Durch die Identifizierung und Analyse differentiell regulierter Zielgene wurden die
spezifischen Eigenschaften der individuellen LEF/TCF-Transkriptionsfaktoren wahrend der
Embryonalentwicklung von Xenopus laevis untersucht. Diese Analyse ergab, dass
offensichtlich Tcf3 ein Ubergeordneter Regulator bei der Stabilisierung des Neuralschicksals
ist. Damit steht Tcf3 im zweiten Schritt der in insgesamt drei Schritten vollzogenen
Konstitution neuraler Identitat. Dies spiegelt sich auch in dem nach Tcf3-Depeltion
beobachteten Effekt auf das Neuroektoderm wieder, denn der Verlust von Tcf3 nicht jedoch
der von Tcf4 hat eine laterale Expansion zur Folge. Die Gesamtheit der putativen Tcf3-
Zielgene deckt auf, dass als fir die Stabilisierung des Neuroektoderms verantwortliche
Mechanismen Zytoskelett-Modifikation, Chromatin-Reorganisation und durch mRNA-Bindung
vermittelte Regulation von Transkripten in Frage kommen. Dabei nimmt das RNA-bindende
Protein Cirp (Cold-inducible RNA-binding Protein) als Tcf3-spezifisches Zielgen eine zentrale
Rolle ein. Cirp ist in ahnlicher Weise wie Tcf3 endogen fir die Beschrankung der
Neuralplatten-GroRe notig. Auf molekularer Ebene konnte belegt werden, dass Cirp eine
stabilisierende Funktion auf zahlreiche wahrend der Neuralentwicklung vorhandene
Transkripte ausilibt. Dies unterstiitzt die Idee, dass wesentliche Mechanismen, die fir eine
Stabilisierung des Neuralschicksals verantwortlich sind, weniger in einer Kontrolle der
Transkription als vielmehr in der durch mRNA-Bindung vermittelten Regulation von
Transkripten und in Chromatin-Reorganisation begriindet sind, und dass Tcf3 dabei ein

Ubergeordneter Regulator ist.
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Anhang

Anhang-Tabellen

Anhang-Tab. 1 Vollstandige Auflistung der Tcf3-Zielgen-Kandidaten
entsprechend ihrer Haufigkeit.

Zytosk.: Zytoskelett; AGR: Anterior Gradient; RNA-B.: RNA-Bindung; DNA-B.: DNA-Bindung;
Chap.: Chaperon; Transl.: Translation; Metab.: Metabolismus; Signaltr.: Signaltransduktion;

Ves.Tr.: Vesikel-Transport; Fettsre.-Syn.: Fettsaure-Synthese; n. e.: nicht eindeutig.

Haufig-

Zugangs-

Keit Gen Bemerkungen nummer Referenz Funktion
23 alpha-  tubulin, alpha 1 BC106380 Smith, 1988 Zytosk.
Tubulin
19 cytokeratin type Il NM_001087056 Franz und Franke, 1986 Zytosk.
12 xag2 Xenopus anterior gradient 2, np77 NM_001088200 Sive et al., 1989 AGR
11 cirp cold inducible RNA-binding protein, cirbp NM_001086600 Peng et al., 2006 RNA-B.
9 mitochondriale DNA M10217 Wong et al., 1983 n.e.
7 hmgn2  high mobility group HMG-17, hmg-17 NM_001088261 Koérner et al., 2003 DNA-B.
6 hypothetical protein homolog zu XK81B2 NM_001088963 Miyatani et al., 1986 Zytosk.
5 similar to nuclease sensitive element binding ~ NM_001085898 Tafuri and Wolffe, 1990 RNA-B.
protein 1
® xeel embryonic epidermal lectin NM_001089101 Nagata et al., 2003 n.e.
4 xag hypothetical protein homolog zu np77 NM_001086198 Sive et al., 1989 AGR
4 krt18 keratin 18 NM_001087341 LaFlamme et al., 1988 Zytosk.
3 cytoplasmic beta actin AF079161 Zytosk.
3 hsc70 heat shock cognate protein 70 NM_001086599 Lang et al., 2000 Chap.
3 rps27 ribosomal protein S27 NM_001087225 Klein et al., 2002 Transl.
3 similar to anterior gradient 2 homolog NM_001086251 Klein et al., 2002 AGR
2 similar alpha Tubulin NM_001086054 Klein et al., 2002 Zytosk.
2 gfpt1 glutamine fructose-6-phosphate NM_001087014 Klein et al., 2002 Metab.
transaminase 1
2 hmgn1 high-mobility group nucleosome binding NM_001087294 Koérner et al., 2003 DNA-B.
domain 1
2 rps2e ribosomal protein S2e NM_001087413 Gawantka et al., 1998 Transl.
2 sfrs2 splicing factor, arginine/serine-rich 2 NM_001087274 Klein et al., 2002 RNA-B.
2 beta-Tubulin NM_001087097 Bieker und Yazdani- Zytosk.
Buicky, 1992
2 cgs cement gland specific protein BC128956 Novoselov et al., 2003 AGR
2 eefla-s  eukaryotic elongation factor 1 alpha, NM_001087442 Krieg et al., 1989 Transl.
somatic form
2 hypothetical protein homolog zu NM_001097003 Takezaki et al., 2004 Transl.
X. tropicalis ribosomal protein S4
1 cirp2 cold-inducible RNA binding protein 2, xcirp2 NM_001086325 Matsumoto et al., 2000 RNA-B.
1 hmgb3  high mobility group box 3b, hmgbh3b NM_001095694 Terada et al., 2006 DNA-B.
1 Xk70 Xk70 NM_001087819 Winkles et al., 1985 Zytosk.
1 hypothetical protein homolog zu Danio 40S NM_001096142 Klein et al., 2002 n.e.

ribosomal protein S30
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Hiuflg— Gen Bemerkungen Zugangs- Referenz Funktion
eit nummer

tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5- . )

1 ywhaq monooxygenase activation protein, NM_001086903 Klein et al., 2002 Signaltr.
theta polypeptide

1 calr calreticulin NM_001087296 Treves et al., 1992 Signaltr.

1 similar to alpha-tubulin at 84B NM_001086054 Klein et al., 2002 Zytosk.

1 vermutlich 3’'UTR zu X. laevis caveolin-3 BC099319 Klein et al., 2002 Ves.Tr.

1 elovi1  elongation of very long chain fatty acids NM_001086902 Klein et al., 2002 Fettsre.-
(FEN1/Elo2, SUR4/Elo3 yeast)-like 1 Syn.

1 hdlbp high density lipoprotein binding protein BC044314 Klein et al., 2002 RNA-B.
(vigilin)

1 similar to heterogenous nuclear  NM_001086140 Klein et al., 2002 RNA-B.
ribonucleoprotein D-like

1 similar to DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily ~NM_001086217 Klein et al., 2002 Chap.
A, member 2

1 homolog zu humanem ubiquinol-cytochrome BC129744 Klein et al., 2002 n.e.
¢ reductase hinge protein

1 hypothetical protein MGC132029 BC111503 Klein et al., 2002 n. e.

1 hypothetical protein homolog zu murinem  NM_001090161 Klein et al., 2002 Transl.
ribosomal protein, large, P1

1 pl3 ribosomal protein L3 NM_001086872 Klein et al., 2002 Transl.

1 hypothetical protein homolog zu humanem NM_001093837 Klein et al., 2002 Transl.
ribosomal protein L32

1 hypothetical protein homolog zu X. tropicalis  NM_001091744 Klein et al., 2002 Transl.
ribosomal protein S16

1 ribosomal protein S19 V01443 Amaldi et al., 1982 Transl.

1 similar to splicing factor, BC044284 Voigt et al., 2005 RNA-B.
arginine/serine-rich 5

1 slc25a5  solute carrier family 25 (mitochondrial NM_001087026 Klein et al., 2002 n.e.
carrier; adenine translocator), member 5

1 MGC80249 protein homolog zu murinem NM_001092031 Klein et al., 2002 RNA-B
small nuclear ribonucleoprotein E

1 XK81A1 keratin X04668 Miyatani et al., 1986 Zytosk

1 CT030625 n.e.

1 AF549891 n.e.

4 keine signifikante Ubereinstimmung zu
bekannten Datenbank-Sequenzen

17 Sequenz unleserlich
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Anhang-Tab. 2 Vollstandige Auflistung der Tcf4-Zielgen-Kandidaten
entsprechend ihrer Haufigkeit
Transl.: Translation; Zytosk.. Zytoskelett; Proteas.: Proteasom; DNA-B.: DNA-Bindung; ER:

Endoplasmatisches Reticulum;

lonenk.:

lonenkanal;

DNA-Sy.:

DNA-Synthese;

Signaltr.:

Signaltransduktion; Zellzyk.: Zellzyklus; RNA-B.: RNA-Bindung; Transk.: Transkription; Nucleo.:
Nucleosom; Chap.: Chaperon; n. e.: nicht eindeutig.

Haufig- Gen Bemerkungen Zugangsnummer Referenz Eunktion
keit
112 eefla-o1  elongation factor 1 alpha, oocyte form NM_001086133 Dje et al., 1990 Transl.
5 xk70 xk70 NM_001087819 Winkles et al., 1985 Zytosk.
3 psmc3 proteasome (prosome, macropain) 26 S NM_001086780 Nacken, 1997 Proteas.
subunit, ATPase 3
3 hypothetical protein homolog zu X. tropicalis ~ NM_001096138 Klein et al., 2002 Transl.
ribosomal potein L35
2 hmgn2 high mobility group HMG-17, hmg-17 NM_001088261 Koérner et al., 2003 DNA-B.
2 chloride channel; clc-5 Y09940 lonenk.
(48% von 104 bp Ubereinstimmend)
2 mitochondriale DNA M10217 Wong et al., 1983 n. e.
2 hypothetical portein homolog zu NM_001093433 Klein et al., 2002 Transl.
X. tropicalis ribosomal protein S23
2 rrm1 similar to ribonucleotide reductase M1 NM_001090843 Klein et al., 2002 DNA-Sy.
2 hypothetical protein homolog zu NM_001092259  Kiein et al., 2002 Signaltr.
muriner serine/threonine kinase 24
1 hmgn1 high-mobility group nucleosome binding NM_001087294 Korner et al., 2003 DNA-B.
domain 1
1 hmgb3 high mobility group box 3 NM_001087116 Terada et al., 2006 DNA-B.
1 hmg-x similar to high mobility group box 2; hmg-x NM_001085918 Kinoshita et al., 1994 DNA-B.
1 simBtg1 similar to B-cell translocation gene 1 NM_001085911 Gawantka et al., 1998 Zellzyk.
MGC84169 protein homolog zu R. RNA-B.
norvegicus PREDICTED: similar to THO
1 complex subunit 4 (Tho 4) (RNA and export ~ NM_001092746 Bruhn et al., 1997
factor binding protein 1) (REF1-l) (Ally of
AML-1 and LEF-1) (Aly/REF) isoform 2
1 hypothetical protein homolog zu similar to NM 001086452 Ou et al., 1992 ER
signal sequence receptor, alpha -
1 cre calreticulin NM_001086627 Treves et al., 1992 Signaltr.
1 crop cisplatin resistance-associated NM_001096916 Cazalla et al., 2005 RNA-B.
overexpressed protein
1 homolog zu murinem elongation factor 1 BC071070 Klein et al., 2002 Transk.
homolog (ELF1)
1 epid21 DQ096899 Pollet et al., 2000 n.e.
1 fusion, derived from 1(12;16) malignant NM_001086914 Klein et al., 2002 RNA-B.
liposarcoma (human) (fus)
1 histone H2A M21287 Perry et al., 1985 Nucleo.
1 ribonucleoprotein (LOC397773) NM_001087851 Good et al., 1993 RNA-B.
1 hnrpab heterogenous ribonucleoprotein A/B NM_001087020 Czaplinski et al., 2005 RNA-B.
1 hsc70 heat shock cognate protein 70 NM_001086599 Smith et al., 2005 Chap.
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Haufig- Gen Bemerkungen Zugangsnummer Referenz Funktion
keit
1 lap2 nucleomorph mRNA for lamina-associated AJ514937 Schoft et al., 2003 Zellzyk.
omega polypeptide 2 omega

1 homolog zu X. tropicalis prothymosin, alpha NM_001094011 Klein et al., 2002 n.e.

1 hypothetical protein homolog zu humanem NM_001096628 Klein et al., 2002 Transl.
ribosomal protein L7

1 pl9 ribosomal protein L9 NM_001087300 Klein et al., 2002 Transl.

1 similar to ribosomal protein L17 BC043971 Klein et al., 2002 Transl.

1 hypothetical protein homolog zu humanem NM_001093830 Klein et al., 2002 Transl.
similar to ribosomal protein L23a

1 hypothetical protein homolog zu similar to NM 001086452 Ou et al., 1992 Transl.
signal sequence receptor, alpha -

1 rpl27 ribosomal protein L27 NM_001086954 Klein et al., 2002 Transl.

1 hypothetical protein homolog zu humanem NM_001091241 Klein et al., 2002 Transl.
ribosomal protein L31

1 rps8 ribosomal protein S8 NM_001087374 Klein et al., 2002 Transl.

1 rps8B ribosomal protein S8 NM_001091033 Mariottini et al., 1988 Transl.

1 xtr tudor repeat protein AB191036 Hiyoshi et al., 2005 RNA-B.

1 keine signifikante Ubereinstimmung zu
bekannten Datenbank-Sequenzen

13 Sequenz unleserlich
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