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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Transkriptionsfaktoren der Lef/Tcf Familie sind die nuklearen Mediatoren des
Whnt-Signalwegs. In allen bisher untersuchten Invertebraten liegt nur ein Ortholog
dieses Transkriptionsfaktors vor, welches als Aktivator und als Repressor Wnt-
abhangiger Zielgenregulation wirkt. Dagegen sind in Vertebraten vier distinkte
Vertreter der Lef/Tcfs zu finden, Lef-1, Tcf-1, Tcf-3 und Tcf-4. Die Schwestergruppe
Tcf-1/Lef-1 wirkt eher als Aktivator, die Schwestergruppe Tcf-3/Tcf-4 dagegen eher
als Repressor.

Jedoch unterstreichen Uberexpressionsstudien in Drosophila melanogaster, dass
diese Aktivator-/Repressoreigenschaften in erster Linie Kontext-abhangig sind. Die
Uberexpression von XTcf-1 und XLef-1 fiihrte zu Phanotypen, dhnlich der Pangolin
Uberexpression, wobei diese Phanotypen einerseits auf Repression von Wingless-
Zielgenen (Verlust von Flugelvenen), andererseits auf Aktivierung von Wingless-
Zielgenen (Distalless Expression) zurlckzufuhren sind.

Anhand nicht-redundanter Funktionen der Lef/Tcf Transkriptionsfaktoren in der
Gehirnentwicklung von Xenopus laevis wurde untersucht, inwieweit invertebraten
Tcfs ihre vertebraten Homologe ersetzen konnen. Tatsachlich konnte Pangolin aus
Drosophila melanogaster XTcf-1, XTcf-3 und XTcf-4 ersetzen, HyTcf aus Hydra
magnipapillata dagegen nur XTcf-4, Pop-1 aus Caenorhabditis elegans nur XTcf-3.
Diese erstaunlich groRe Spezifitdt der invertebraten Tcfs lasst den Ruckschluss zu,
dass das Tcf des gemeinsamen Vorfahren bereits alle regulatorischen Elemente
enthielt, die spater fur die Gehirnentwicklung benutzt wurden, und dass die
vertebraten Tcfs ihre distinkten Funktionen uber Subfunktionalisierung erhielten.
Diese Annahme konnte auch durch Uberexpressionsexperimente der vertebraten
Lef/Tcfs in Drosophila untermauert werden.

Durch Verwendung chimarer Konstrukte, bestehend aus XTcf-1 und XTcf-3 sowie
aus XTcf-1 und HyTcf, konnte gezeigt werden, dass die wenig konservierte Kontext-
abhangige regulatorische Domane CRD oder der C-Terminus des XTcf-3 fur dessen
spezifische Funktion der XCirp Regulation ausreicht, vermutlich weil beide Domanen
Korepressoren rekrutieren. Auch bei XTcf-1 ist die CRD die relevante Domane fur die
Tcf-subtypspezifische Funktion der XTcf-4 Regulation.



Einleitung

1. Einleitung

1.1 Der Wnt/R-Catenin-Signalweg

Der Wnt-Signalweg (Wingless/Int-1) ist einer der evolutionar hoch konservierten
Signalwege im Tierreich. Er spielt eine Schlusselrolle wahrend der frihen
Embryonalentwicklung und der Krebsentstehung (Logan und Nusse, 2004; Reya und
Clevers 2005; Minde et al., 2011). In Drosophila und Vertebraten unterscheidet man
den kanonischen, [3-Catenin-abhangigen von nicht kanonischen, R-Catenin-unab-
hangigen Wnt-Signalwegen (http://www.stanford.edu/group/nusselab/cgi-bin/wnt/).
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Abbildung 1.1: Vereinfachte Darstellung des kanonischen Wnt-Signalwegs. A: In Abwesenheit des Wnt-
Liganden wird 3-Catenin durch den Destruktionskomplex phosphoryliert. Dieser besteht unter anderem aus Apc,
Axin Ck-1 und Gsk-3R. Diese Phosphorylierung resultiert in der Ubiquitinierung und der proteosomalen
Degradation von R-Catenin. Im Kern rekrutieren die Lef/Tcfs Korepressoren an die Wnt-Zielgene und verhindern
so nahezu ihre Transkription. B: Bindet der Wnt-Ligand an den Rezeptor Frizzled und den Korezeptor Lrp 5/6
wird der Destruktionskomplex durch eine Vielzahl von Protein-Protein Interaktionen des Rezeptorkomplexes und
Dishevelled an die Plasmamembran rekrutiert. R-Catenin wird nicht mehr phosphoryliert bzw. degradiert und kann
nun akkumulieren und in den Kern translozieren. Nukledres 3-Catenin bindet an die Lef/ Tcfs und entfernt die
Korepressoren. Nun kann es Koaktivatoren rekrutieren und die Expression der Wnt-Zielgene aktivieren.
Verandert nach Archbold et al., 2012.

In Abwesenheit des Whnt-Liganden wird im kanonischen Signalweg [3-Catenin im
Cytoplasma von einem Destruktionskomplex bestehend aus den Proteinen Axin,
Adenomatous Polyposis Coli (Apc), Casein Kinase-1 (Ck-1), Glycogen Synthase
Kinase-3R (Gsk-3R) und weiteren Komponenten phosphoryliert. Diese Phospho-
rylierung markiert 3-Catenin fur den Ubiquitin-abhangigen Abbau am Proteasom.
Bindet ein sezerniertes Wnt-Glykoprotein an die extrazellulare cysteinreiche Domane
des Rezeptors Frizzled sowie dessen Korezeptor Lrp (Low density lipoprotein
receptor-related protein), aktiviert der Rezeptor das cytoplasmatische Protein

Dishevelled (Dvl; Dsh in Drosophila). Dies fuhrt wiederum zur Inhibierung der Gsk-
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3. Somit akkumuliert R-Catenin im Cytoplasma und transloziert in den Zellkern
(Abb. 1.1). Dort interagiert es mit den Transkriptionsfaktoren der Lef/Tcf-Familie
(Lymphoid Enhancer Factor/T-Cell Factor). Dieser heterodimere Komplex aus (-
Catenin und Lef oder Tcf bindet Uber die HMG-Box (High Mobility Group) der
Lef/Tcfs sequenzspezifisch an die DNA und aktiviert Uber die Transaktivierungs-

domane im B-Catenin die Expression der Wnt-Zielgene (Brannon et al., 1997).

1.2 Evolutionare Aspekte des Wnt-Signalwegs

In den einzelligen Choanoflagellata (Kragengeil3eltierchen) wurden weder Wnt-
Liganden noch R-Catenin Homologe gefunden (King et al., 2008). In Metazoa
dagegen ist der Wnt-Signalweg konserviert. Selbst Placozoa (Scheibentiere), die
primitivsten Vertreter der Metazoa, weisen in ihrem Genom die Sequenzen aller
Komponenten des kanonischen Wnt-Signalwegs auf (Srivastava et al., 2008). Im
Schwamm Amphimedon queenslandica wurden drei wnt Gene gefunden (Adamska
et al., 2010). Vier wnt Gene liegen im Genom der Qualle Mnemiopsis leidyi vor (Pang
et al., 1999). In der Seeanemone Nematostella vectensis konnten 11 der 12
bekannten wnt Gensubfamilien identifiziert werden (Kusserow et al., 2005; Guder et
al., 2006). Der SuBRwasserpolyp Hydra magnipapillata weist 11 Wnt-Liganden auf
(Lengfeld et al., 2009). Dies lasst vermuten, dass die Auffacherung der Wnt Familie
nach der Trennung des gemeinsamen Vorlaufers von Cnidaria/Bilateria von den
Porifera (Schwammen) und Ctenophora (Rippenquallen) stattgefunden hat (Lengfeld
et al., 2009). Unter http://www.stanford.edu/group/nusselab/cgi-bin/wnt/conservation
sind detaillierte Informationen zur Evolution der Wnt Familie zu finden.

In Hydra magnipapillata konnten nicht nur Wnt-Liganden, sondern auch R-Catenin,
Dishevelled und Gsk-3 Orthologe identifiziert werden (Hobmayer et al., 1996;
Hobmayer et al., 2000). In Drosophila melanogaster finden sich 7 wnt Gene (Nusse,
2001). Wahrend bei Drosophila Uber Frizzled Rezeptoren, Arrow (Lrp in Drosophila),
Dishevelled und das [3-Catenin Homolog Armadillo (Arm) (Seto und Bellen, 2004),
der kanonische Wnt-Signalweg dem erlauterten Prinzip folgt (Abb. 1.1), wurden bei
C.elegans einige Modifikationen festgestellt. Auch dieser Modellorganismus
exprimiert die zentralen Komponenten des Wnt/B3-Catenin-Signalwegs, Wnt
(Shackleford et al., 1993; Herman et al., 1995), Frizzled, Dishevelled, 3-Catenin und
Tcf (Sawa et al., 1996; Rocheleau et al., 1997; Herman, 2003). Allerdings kodiert das
Genom dieses Fadenwurms vier unterschiedliche 3-Catenin Homologe, bar-1 (beta-
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catenin/armadillo related-1), wrm-1 (worm armadillo-1), sys-1 (symmetrical sister-1)
und hmp-2 (humpback-2), die mit 9-29 % Aminosaureidentitat teilweise nur eine
geringe Verwandtschaft zu humanem [-Catenin aufweisen (Natarajan et al. 2001;
Takeshita und Sawa 2005; Liu et al., 2008). Diese [-Catenin Homologe uben
unterschiedliche Funktionen aus. So spielt Hmp-2 in der Adhasion, Bar-1 und Sys-1
in der Transkriptionsaktivierung und Wrm-1 in der Regulation des Exports des
C.elegans Tcfs Pop-1 (Posterior pharynx defect-1) aus dem Kern eine Rolle. Wobei
fur Bar-1 und Sys-1 noch nicht letztlich geklart ist, ob sie an Adhasionsprozessen
beteiligt sind (Korswagen et al., 2000; Natarajan et al., 2001; Phillips und Kimble,
2009).

1.3 Die Lef/Tcf Transkriptionsfaktoren

Ein Meilenstein in der Erforschung der Lef/Tcf Familie war der Interaktionsnachweis
dieser Transkriptionsfaktoren mit R-Catenin (Molenaar et al., 1996; Behrens et al.,
1996). Die Transkriptionsfaktoren der Lef/Tcf Familie sind sequenzspezifische DNA-
Bindeproteine und stellen die nachgestellten Effektoren des Wnt-Signalwegs dar
(Arce et al., 2006). Sie binden uber ihre HMG-Box an konservierte DNA-Sequenzen
die WREs (Wnt responsive elements; WRE: CTTTGWW (W=A/T)) (van de Wetering
und Clevers, 1992). Diese Elemente befinden sich stromaufwarts von Wnt-Zielgenen.
Die Bindung von R-Catenin an die N-terminale Domane der Lef/Tcfs ermdglicht die
Bildung von multimeren Komplexen, bestehend aus Koaktivatoren wie Cbp/p300
(cAMP responsive element binding (Creb) binding protein/E1A-Binding protein, 300
kDa) (Takemaru und Moon, 2000; Hecht et al., 2003) und Bcl-9/Lgs (B-cell
lymphoma-9/Legless) und Pygopus (Stadeli und Basler, 2005). Diese konnen die
Zielgentranskription aktivieren. Ohne R-Catenin bilden die Lef/Tcfs Komplexe mit
Korepressoren, wie CtBP (C-terminal binding protein) (Brannon et al., 1999),
Grg/Gro/TLE (Groucho related genes/Groucho/Transducin like Enhancer of split)
(Daniels und Weis, 2005) und weiteren (Willert und Jones, 2006) und agieren somit

als multimere transkriptionelle Repressoren.

1.3.1 Evolutionare Betrachtung der Lef/Tcfs
Bei der evolutionaren Betrachtung der Lef/Tcf Transkriptionsfaktoren fallt auf, dass
alle bislang beschriebenen Invertebraten jeweils nur einen dieser Transkriptions-

faktoren exprimieren, in Drosophila melanogaster das dTcf Pangolin (Brunner et al.,
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1997), in Hydra magnipapillata HyTcf (Hobmayer et al., 2000) und in Caenorhabditis
elegans Pop-1 (Lin et al., 1995). Im Gegensatz dazu haben Vertebraten vier
Vertreter der Lef/Tcf Familie, Lef-1 (Travis et al., 1991), Tcf-1 (van de Wetering et al.,
1991), Tcf-3 und Tcf-4 (Korinek et al., 1998) bzw. nach der HUGO (Human Genome
Organisation) Bezeichnung Lef-1 (Lef-1), Tcf-7 (Tcf-1), Tcf-711 (Tcf-3) und Tcf-712
(Tcf-4) (Arce et al., 2006). Der Zebrabarbling Danio rerio bildet die Ausnahme und
weist zusatzlich einen durch Duplikation des Tcf-3 entstandenen, funften Vertreter,
Tcf-3b, auf (Dorsky et al., 1999; Veien et al., 2005).

Diese vertebraten Lef/Tcf Transkriptionsfaktoren weisen eine erhebliche Diversitat
bezlglich ihrer jeweiligen Funktion und Struktur auf (Arce et al., 2006; Archbold et
al., 2012). Es konnte gezeigt werden, dass die verschiedenen Lef/Tcfs ihre Zielgene
unterschiedlich regulieren. So agieren Tcf-1 und Lef-1 generell als Aktivatoren der
Transkription, Tcf-3 dagegen als Repressor. Durch alternatives Spleillen von Tcf-4
im Bereich der Kontext-abhangigen regulatorischen Domane (context dependent
regulatory domain, CRD) und des C-Terminus konnen die verschiedenen Tcf-4
Isoformen Aktivatoren oder Repressoren sein (Pukrop et al., 2001; Gradl et al., 2002;
Wohrle et al., 2007; Weise et al., 2010).

Far Pangolin ist sowohl eine Repressor-, als auch eine Aktivatorfunktion beschrieben
(Cavallo et al., 1998; Schweizer et al., 2003). Diese Bifunktionalitat des Pangolins
steht im Zusammenhang mit der Bindung an unterschiedliche DNA-Sequenzen.
Dabei fuhrt die Bindung des einen Motivs zur Zielgenaktivierung, wahrend die
Bindung an eine alternative Sequenz zu einer Reprimierung fuhrt (Blauwkamp et al.,
2008). Auch Pop-1 kann sowohl als Aktivator, als auch als Repressor fungieren. Dies
wird Uber die Bindung an die unterschiedlichen 3-Catenin Homologe und durch den
Kernexport des Pop-1 vermittelt (Phillips und Kimble, 2009). Die Regulation des Wnt-
Signalwegs scheint bei Vertebraten auch durch die Nutzung der unterschiedlichen
Lef/Tcf Transkriptionsfaktoren gegeben zu sein. Invertebraten mit nur einem Tcf
vermitteln diese unter anderem durch alternative DNA-Sequenzen oder die Bindung
an unterschiedliche 3-Catenin Homologe.

Eine Untersuchung zur Evolution der Lef/Tcf Transkriptionsfaktoren beschaftigt sich
mit dem Amphioxus Tcf (AmphiTcf) von Branchiostoma floridae. Auch das Florida
Amphioxus weist nur einen Vertreter der Lef/Tcf Familie auf (Lin et al., 2006). Bei
Branchiostoma floridae handelt es sich um eine Art innerhalb des Unterstamms der

5
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Schadellosen (Cephalochordata). Dieser Fisch gehort damit zur basalsten Gruppe
der Chordatiere (Blair und Hedges, 2005). Das einzelne fcf Gen in Amphioxus steht
im Gegensatz zu der Vielfaltigkeit der homologen Gene in Vertebraten. Nach der
evolutionaren Trennung der Vertebraten von ihrem invertebraten Chordata Vorlaufer
entstand diese Vielfalt offenbar durch weitreichende Gen- oder Genomduplikationen
(Force et al., 1999; He und Zhang, 2005). Die letzten gemeinsamen Vorfahren von
Amphioxus und Wirbeltieren lebten vor ungefahr 550 Millionen Jahren (Putnam et al.,
2008). Die phylogenetische Analyse der Lef/Tcfs ergab, dass das AmphiTcf eine
Schwestergruppe zu dem Stamm, bestehend aus den vertebraten Tcfs Tcf-1, Lef-1,
Tcf-3 und Tcf-4, darstellt. FUr die Anlagerung der Lef/Tcfs wurden in dieser Studie
jeweils die R-Catenin Bindedoméane (3Bd), die HMG-Box und circa ein Dutzend
Aminosauren C-terminal zur HMG-Box verwendet (Lin et al., 2006).

Ein ahnliches Ergebnis ergab ein phylogenetischer Stammbaum der Lef/Tcfs,
welcher auf der gesamten Aminosauresequenz der Proteine basiert (Abb. 1.2). Dafur
wurden Porifera, Cnidaria, Ecdysozoa (Caenorhabditis und Drosophila) und die
Sequenzen verschiedener vertebraten Lef/Tcfs verwendet. Die aulienstehende
Gruppe bildet das Tcf aus dem Schwamm Amphimedon. Dieser stellt eine
Fremdgruppe zu allen Eumetazoa dar (Srivastava et al., 2010). Hierbei zeigt sich,
dass Cnidaria und Ecdysozoa Tcfs einen Cluster der ursprunglichen Tcfs darstellen.
Die vertebraten Lef/Tcfs bilden vier verschiedene Subfamilien. Diese Subfamilien
lassen sich wiederum zwei Clustern zuordnen. So stellen die vertebraten Tcfs Tcf-1

und Lef-1 und vertebraten Tcf-3 und Tcf-4 je eine Schwestergruppe dar.

Abbildung 1.2: Phylogenetischer Stammbaum der Lef/Tcfs. Der Stammbaum basiert auf der Anlagerung der
kompletten Aminosauresequenzen. Als aullenstehende Gruppe wurde das Tcf des Schwamms Amphimedon
genutzt. Die Zahlen an den Knotenpunkten zeigen die Wahrscheinlichkeit dieser Abzweigung in Prozent. Die
verwendeten Sequenzen sowie ihre Anlagerung sind im Anhang einzusehen (Abb. 8.1). Der Mafstabsbalken
zeigt die evolutiondre Distanz gemessen in Aminosauresubstitutionen pro Position. Die folgenden Proteine
wurden verwendet: Tcf Amphimedon (Amphimedon queenslandica, AD016566); Tcf Hydra (Hydra magnipapillata,
AAG13664); Tcf Nematostella (Nematostella vectensis, ABF55257); Tcf (Pangolin) Drosophila (Drosophila
melanogaster, P91943); Tcf (Pangolin) Tribolium (Tribolium castaneum, NP_001034990); Tcf Ciona (Ciona
savignyi, BAB68354); Tcf Amphioxus (Branchiostoma floridae, AAZ77711); Tcf-3 Zebrafisch (Danio rerio,
Q9YHES8); Tcf-3 Xenopus (Xenopus laevis, AAK58835); Tcf-3 Human (Homo sapiens, NP_112573); Tcf-3 Maus
(Mus musculus, CAA11070); Tcf-4 Xenopus (Xenopus laevis, NP001083866); Tcf-4 Zebrafisch (Danio rerio,
NP_571334); Tcf-4 Human (Homo sapiens, NP_110383); Tcf-4 Maus (Mus musculus, NP_001136394); Tcf-1
Zebrafisch (Danio rerio, NP_001012389); Tcf-1 Huhn (Gallus gallus, gi|21666820|gb|AAM73851.1
|AF454504_1HMG); Tcf-1 Xenopus (Xenopus tropicalis, AAO23662); Tcf-1 Human (Homo sapiens, AAH48769);
Tcf-1 Maus (Mus musculus, EDL33620); Lef-1 Zebrafisch (Danio rerio, NP_571501); Lef-1 Xenopus (Xenopus
laevis, AAK58834); Lef-1 Huhn (Gallus gallus, gi|45384346|ref[NP_990344.1); Lef-1 Human (Homo sapiens,
NP_057353); Lef-1 Maus (Mus musculus, NP_034833). Der Stammbaum wurde von T.W. Holstein (Heidelberg)
erstellt.
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Dies deutet darauf hin, dass die Evolution der vertebraten Lef/Tcf
Transkriptionsfaktoren zwei verschiedene Genomduplikationen beinhaltet. Durch
diese Duplikationen des Vorlaufer invertebraten Tcfs entstanden vier Kopien.

1.3.2 Die Struktur der Lef/Tcfs

Alle Lef/Tcfs lassen sich in vier Domanen unterteilen, eine N-terminale [3-Catenin
Bindedomane (RBd), eine Kontext-abhangige regulatorische Domane (context
dependent regulatory domain, CRD), eine hoch konservierten DNA-Bindedomane
und ein C-Terminus (Abb. 1.3). Die R-Catenin Bindedomane der Lef/Tcfs ist hoch
konserviert (~60 % Sequenzhomologie der Tcf-Orthologe), umfasst etwa 50
Aminosauren und bindet an die Armadillo Motive 3-10 im [3-Catenin (Graham et al.,
2000).

Die Verwendung alternativer Promotoren im Bereich des zweiten Introns in den tcf-1
und /ef-1 Genen bei Mausen und Menschen fuhrt zu N-terminal trunkierten Varianten
(dnTcf-1 und dnLef-1) (van de Wetering et al., 1996; Hovanes et al., 2001). Bedingt
durch das Fehlen der N-terminalen R-Catenin-Interaktionsdomane bilden diese
dominant negativen Faktoren Repressorkomplexe (Roose et al., 1999; Hamilton et
al., 2001). Verschiedene Studien deuten darauf hin, dass derartige Isoformen auch
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fur andere vertebraten Tcfs existieren (Duval et al., 2000; Shulewitz et al., 2006;
Vakic et al., 2011). In Abwesenheit eines Wnt-Liganden liegen die Lef/Tcfs im
Komplex mit Korepressoren, wie Groucho, DNA-gebunden vor und werden erst
durch die Bindung von R-Catenin zu starken Transkriptionsaktivatoren (de la Roche
und Bienz, 2007; Kioussi et al., 2002; Kirmizis et al., 2003; Sierra et al., 2006). Dabei
kommt es zu einer Kompetition von R-Catenin mit dem Repressor um die Bindung
der Lef/Tcfs (Daniels und Weis, 2005). Somit verdrangt in Anwesenheit eines Wnt-
Liganden -Catenin Groucho von den Lef/Tcfs, wobei der relevante Bereich bei den
Lef/Tcfs innerhalb der CRD liegt (Daniels und Weis, 2005).

Diese CRD ist die am schwachsten konservierte Domane der Lef/Tcfs (15-20 %
Sequenzhomologie der Tcf-Orthologe). In diesem Bereich befinden sich bei den
vertebraten Tcfs alternativ gespleil3te Exons, die auch durch die Benutzung
unterschiedlicher Spleilddonor- und akzeptorstellen zu einer Vielzahl verschiedener
Varianten fuhren. Flr eines dieser Exons, Exon |V bei Tcf-1, bzw. Exon VI bei Lef-1,
wurde ein aktivierender Charakter beschrieben (Gradl et al., 2002; Liu et al., 2005).
Es stellt aber auch eine Bindungsregion fur das modulierende Protein Hic-5
(Hydrogen peroxide-induced clone-5) dar, dessen Bindung zur Reprimierung von
Whnt-Zielgenen fuhrt (Ghogomu et al., 2006). Ein Teil der Vertreter der Lef/Tcfs weist
flankierende Aminosauresequenzen in diesem Bereich auf (LPVQ und SxxSS).
Diese bewirken die Repression der Transkription (Pukrop et al., 2001; Gradl et al.,
2002; Liu et al., 2005), wobei der molekulare Mechanismus fur diese Repression
noch nicht geklart ist. Insgesamt handelt es sich bei der CRD also um eine
Modulatorregion. An diese binden Korepressoren der Groucho Familie (Daniels und
Weis, 2005) sowie weitere Proteine (Valenta et al., 2006), die teilweise spezifisch
sind fur die Vertreter der Lef/Tcf Familie oder fur alternativ gespleil3te Bereiche
(Ghogomu et al. 2006). Fur Groucho konnte eine zweite Bindestelle im Bereich der
HMG-Box identifiziert werden (Arce et al., 2009). Lef-1 ist der einzige Vertreter der
Lef/Tcf Familie, welcher im Bereich der CRD eine Kontext-abhangige
Transaktivierungsdomane (context dependent transactivation domain, CAD) aufweist
(Carlsson et al., 1993). Durch Interaktion mit dem Koaktivator ALY (Ally of AML-1
and Lef-1) anstelle von R-Catenin ermoglicht die CAD Lef-1 eine Wnt-unabhangige
Transkriptionsaktivierung (van de Wetering et al., 1996; Bruhn et al., 1997).

Die DNA-Bindedomane beinhaltet eine HMG-Box (High Mobility Group) und direkt C-

terminal angrenzend eine Kernlokalisationssequenz (nuclear localization sequence,
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NLS). Die HMG-Box zeichnet sich durch die sequenzspezifische DNA-Bindung aus.
Dieser hoch konservierte Bereich (95-98 % Sequenzhomologie der Tcf-Orthologe)
bindet in der kleinen Furche der DNA-Doppelhelix (Hurlstone und Clevers, 2002) an
die 8-12 Basenpaare umfassende Konsensussequenz CTTTGWW (W=A/T) (van de
Wetering und Clevers, 1992; van Beest, 2000). Aul3erdem kann sie, wie fur Lef-1
gezeigt, die DNA um 130° biegen (Giese et al., 1991; Oosterwegel et al., 1991,
Waterman et al., 1991; Giese et al., 1992). Diese Kruimmung der DNA nimmt Einfluss
auf die Koordination der Bindung verschiedener Kofaktoren an den TCRa (T-cell
receptor a chain) Enhancer (Carlsson et al., 1993; Giese und Grosschedl 1993;
Giese et al., 1995). Die starke Konservierung der HMG-Box der Lef/Tcf Familie
spricht dafur, dass alle Mitglieder dasselbe Sequenzmotiv binden und in der Lage
sind diese DNA-Biegung durchzufuhren (Archbold et al., 2012).

N-Terminus CRD DNA-Bindung C-Terminus

— A A A AL
e N ~ ~ v ~

N I IH[EVI:]E
Invertebraten Tcf

Exon

B-Bd Groucho/TLE HMG CRARF RKKKCIRY

Tcf-1

[T T
dnch-lI_

Lef-1

dnLef-1 |

Tcf-3

[ .

Tcf-4

Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der Lef/Tcf Transkriptionsfaktoren. Die Lef/Tcfs sind aus vier
Hauptdomanen aufgebaut. Dem N-Terminus mit R-Catenin Bindedomane (grin) folgt die CRD, die DNA-
Bindedomane und ein C-Terminus. Durch die Verwendung alternativer Promotoren entstehen dominant negative
Formen von Tcf-1 und Lef-1. Durch differentielles SpleiRen entstehen verschiedene C-terminale Varianten. Lef-1
existiert nur in der B-Variante des C-Terminus. Im Bereich der CRD befindet sich in Lef-1 die CAD (hellgriin),
diese interagiert mit ALY. Das alternative Exon in der CRD (gelb) wird bei manchen Isoformen von den
Peptidmotiven LVPQ (braun) und SxxSS (orange) flankiert. Die Bindungsstelle fur den Korepressor Grg/Gro/TLE
ist in rot gekennzeichnet. Die DNA-Bindedomane enthalt die HMG-Box (lila) und eine NLS (turkis). Der variable
C-Terminus weist bei Tcf-1E und Tcf-4E die Motive CRARF (mittelblau) und RKKKCIRY (hellblau) auf. Tcf-3, Tcf-
4 (ausgenommen das Xenopus Homolog XTcf-4) und Pangolin tragen Bindestellen fiir CtBP (violett). Verandert
nach Hoppler und Kavanagh, 2007.
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Durch alternatives Spleilen des C-Terminus von Tcf-1 und Tcf-4 entstehen
zahlreiche Isoformen. Die wesentlichsten Unterschiede dieser Isoformen sind das
Vorhandensein oder Fehlen dreier Bereiche, das CRARF Motiv und das RKKKCIRY
Motiv sowie Bindestellen fur den Kofaktor CtBP (van de Wetering et al., 1996; Duval
et al., 2000; Hovanes et al., 2001; Young et al., 2002; Roél et al., 2003). Die langen
Tcf-4 (Tcf-4E) Isoformen enthalten alle drei Regionen, wahrend die lange Tcf-1
Variante (Tcf-1E) nur die Motive CRARF und RKKKCIRY aufweist. Interessanter-
weise enthalten die bisher untersuchten invertebraten Tcfs ebenfalls diese CRARF
und RKKKCIRY Motive, wobei in einigen Organismen CRALF anstelle von CRARF
steht. Im Falle von HyTcf findet sich ein CRARY anstelle des CRARF Motivs
(Archbold et al., 2012). Das CRARF Motiv stellt die ersten fiunf Aminosauren der so
genannten Cystein-Klammer dar. Dieser 30-33 Aminosauren umfassende Bereich
enthalt aulerdem funf hoch konservierte Cysteine. Diese Cystein-Klammer stellt eine
zusatzliche DNA-Bindedomane dar, die GC-reiche Motive (Konsensussequenz
GCCGCCR R=A/G) stromabwarts der WREs erkennt und so die Bindung der HMG-
Box an klassische Wnt-abhangige Elemente unterstutzt. Sie wird somit fur eine
starke Zielgenaktivierung bendtigt (Hecht und Stemmler, 2003; Atcha et al., 2007,
Chang et al., 2008). Das RKKKCIRY Motiv ist ausschlieRlich mit dem CRARF Motiv
im E-Terminus zu finden. Es ermoglicht die Bindung des Koaktivators Cbp/p300.
Diese Histonacetyltransferase unterstiutzt die Interaktion mit B-Catenin. Somit ist das
RKKKCIRY Motiv als ein aktivierendes Element anzusehen (Atcha et al., 2003). In
Tcf-4E, Tcf-3 und Pangolin liegen auRerdem Bindestellen flr den Korepressor CtBP
vor. Vor allem fur XTcf-3 wurde gezeigt, dass das Zielgen xsiamois uber die CtBP
Bindung reprimiert wird (Brannon et al., 1999). Allerdings ist CtBP auch in der Lage
die Wnt-Signalkaskade Tcf-unabhangig zu regulieren sowohl in Vertebraten als auch
in Invertebraten (Hamada und Bienz, 2004; Fang et al., 2006).

1.3.3 Diversitat der Lef/Tcfs in der Ausbildung der endogenen Korperachse

Diese Vielzahl an Unterschieden in der Struktur, Bindung von Kofaktoren sowie die
unterschiedliche Wirkung der verschiedenen Spleil3varianten spiegelt sich auch in
dem Verhalten der Lef/Tcfs in Bezug auf die Ausbildung der endogenen Korperachse
in Xenopus Embryonen wider. So zeigen die Mitglieder der Lef/Tcf Familie auch hier
eine grolde Diversitat. Die Ausbildung der Korperachse ist abhangig von der Aktivitat

des kanonischen Wnt-Signalwegs in Xenopus Embryonen (Smith und Harland, 1991,
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Sokol et al.,, 1991). Dort bestimmt er mal3geblich die dorso-ventrale Polaritat des
Embryos. Das Zusammenspiel des Tgf- (Transforming growth factor-f3) Signals am
vegetativen Pol mit der dorsalen Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalwegs ist
mafgeblich fur die Auspragung des Nieuwkoop-Zentrums und legt somit die dorso-
ventrale Polaritat der Blastula fest. Wird der Wnt-Signalweg ventral aktiviert fuhrt dies
zur Ausbildung eines zweiten Nieuwkoop-Zentrums, im Anschluss zu einem zweiten
Spemann Organisator und somit zur Ausbildung einer sekundaren Korperachse
(Smith und Harland, 1991; Sokol et al., 1991). Wird der Wnt-Signalweg dorsal durch
einen Repressor inhibiert, dann wird die Entstehung der endogenen Korperachse
unterdruckt.

Die ventrale Uberexpression von murinem Lef-1 (mLef-1) und auch von Xenopus
Lef-1 (XLef-1) fuhrt zur Ausbildung von sekundaren Korperachsen (Behrens et al.,
1996; Gradl et al., 2002). Allerdings wird Lef-1 nicht zur Ausbildung der endogenen
Korperachse bendtigt, denn die Lef-1 Expression beginnt erst wahrend der
Gastrulation (Molenaar et al., 1998). XTcf-3 dagegen induziert keine sekundaren
Korperachsen, wird aber zur Bildung der endogenen Korperachse bendtigt (Gradl et
al., 2002; Lemaire et al., 1995; Brannon et al., 1997). Die dorsale Uberexpression
von XTcf-3 oder dominant negativem mLef-1 unterdrickt dagegen die Entstehung
der endogenen Korperachse (Brannon et al., 1999; Behrens et al., 1996). Wird XTcf-
4 ventral Uberexprimiert, fuhrt dies zu einer gedrungenen und verkurzten Korper-
achse sowie zu Schwanzdeformierungen und zur Ausbildung von soliden tumorésen
Auftreibungen an der ventralen Korperseite (Konig, Doktorarbeit, 2003). Wird jedoch
XTcf-4 dorsal Uberexprimiert, bilden die Embryonen zwar eine endogene
Korperachse aus, aber die Ausbildung von fur die dorsale Korperhalfte typischen
Kopforgane ist behindert (Konig, Doktorarbeit, 2003). Die ventrale XTcf-1
Uberexpression flihrt zur Ausbildung einer sekundaren Korperachse (Hamdi,
Diplomarbeit, 2009).

1.4 Modifikationen der Lef/Tcf Transkriptionsfaktoren

Neben subtypspezifischem Rekrutieren von Kofaktoren beeinflussen vor allem
posttranslationale Modifikationen der Lef/Tcfs ihre funktionalen Eigenschaften. Diese
Modifikationen sind in Abhangigkeit des Kontexts stimulierend oder inhibierend. Der
Sumo (Small ubiquitin-related modifier) Modifikationsmechanismus &ahnelt dem

Ubiquitin-konjungierten Signalweg, verwendet aber eine andere Enzymmaschinerie
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(Kadoya et al., 2002). Die Sumo E3 Ligase PIASy (Protein inhibitor of activated
STATy) ermoglicht die Sumoylierung von Lef-1 und dadurch die Zielgenreprimierung
(Sachdev et al., 2001). Den gegenteiligen Effekt hat die Tcf-4 Sumoylierung. Diese
fuhrt zu einer hoheren Bindungsaffinitat an R-Catenin und so zu einer Aktivierung der
Zielgene (Yamamoto et al., 2003). Die Sumoylierungsstellen in den Proteinen
befinden sich an unterschiedlichen Stellen. In Lef-1 befinden sie sich im Bereich der
R-Catenin-Interaktionsdomane, in Tcf-4 hingegen in der Groucho Interaktionsdomane
(Hoppler und Kavanagh, 2007). Die physiologische Rolle von PIASy im Wnt/3-
Catenin-Signalweg ist nicht vollstandig geklart, zumal der Verlust des Gens in
Mausen keine morphologischen Auswirkungen hat und auch die Wnt-Zielgene kaum
betroffen sind (Roth et al., 2004).

Die Lef/Tcfs werden aul3erdem von Cbp und p300 acetyliert. Diese Proteine sind als
Histonacetyltransferasen bekannt und werden somit mit Genaktivierung assoziiert
(Ogryzko et al., 1996). In Drosophila wird Cbp uber Armadillo an WREs rekrutiert und
fihrt zur Aktivierung von Wingless-Zielgenen (Mosimann et al., 2009). Uberraschend
war, dass der partielle Verlust von Cbp aktivierend auf den Wingless-Signalweg wirkt
(Waltzer und Bienz, 1998). Dies wird auf eine Acetylierung des K25 im Pangolin
zuruckgefuhrt. Bei dieser Acetylierungsstelle handelt es sich um ein konserviertes
Lysin in der Armadillo Bindedomane. Eine inhibierende Rolle des p300 wurde auch in
Saugerzellen beobachtet, wobei der exakte Mechanismus nicht geklart ist (Li et al.
2008). Auch in C. elegans ist eine Acetylierung von Pop-1 durch Cbp-1, hier aber an
Position K185 N-terminal der HMG-Box beschrieben (Gay et al., 2003). Diese Region
des Pop-1 ist in anderen Tcfs nicht konserviert. Daher ist unklar, ob ein ahnlicher
Mechanismus auch in anderen Organismen eine Rolle spielt (Archbold et al., 2012).
Die NIk (Nemo like kinase) -abhangige Phosphorylierung von Pop-1 wird im Kapitel
1.6.3 (S.19) zusammen mit den Besonderheiten des Wnt/R-Catenin-Signalwegs in
C.elegans besprochen. Eine Phosphorylierung durch die NIk ist auch fur Lef-1 und
Tcf-4 beschrieben. Hier reduziert sie die DNA-Bindung dieser Tcfs und fuhrt so zu
einer Abschwachung der Wnt-abhangigen Genexpression (Ishitani et al., 1999;
Ishitani et al., 2003). Die Phosphorylierung der Tcfs durch die NIk kann jedoch auch
eine aktivierende Wirkung auf die Zielgene ausuben (Thorpe und Moon, 2004). Da
die Phosphorylierung durch die NIk zur Verdrangung der Tcfs vom Zielgenpromotor
fuhrt, Iasst vermuten, dass abhangig vom jeweiligen Zielgen und vom Lef/Tcf-Subtyp
die Nlk einen aktivierenden oder reprimierenden Einfluss hat. Wird ein Repressor
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vom Zielgenpromotor entfernt, wirkt dies aktivierend auf die Transkription, wird
dagegen ein Aktivator entfernt, fuhrt dies zur Reprimierung der Zielgene (Sokol,
2011). In Drosophila konnte Nemo (NF-kappaB essential modulator like kinase) als
Antagonist des Wingless-Signalwegs identifiziert werden. Nemo stellt ein Wingless-
Zielgen dar, daher handelt es sich bei dieser Regulation um eine negative
Ruckkopplung, bei der Wingless selbst die Expression des Antagonisten Nemo
induziert (Zeng und Verheyen, 2004).

Fir die Aktivierung der Wnt-Zielgene in Xenopus Embryonen mittels Phosphorylie-
rung besteht eine interessante Hypothese. Diese besagt, dass die Kinasen Hipk-2
(Homeodomain-interacting protein kinase-2) und Tnik (Traf2- and Nck-interacting
kinase) gemeinsam agieren. Die Hipk-2 phosphoryliert 3-Catenin-abhangig Tcf-3 und
entfernt es so von den WREs (Hikasa et al., 2010). Gleichzeitig rekrutiert R-Catenin
Tnik an Tcf-4. Dies ermoglicht dem Tcf-4/3-Catenin Komplex die Transkription zu
aktivieren (Satow et al., 2010). Das bedeutet, dass 3-Catenin einen Austausch der
Tcfs induziert und so die Reprimierung beziehungsweise Aktivierung beeinflusst.
Kirzlich konnte, anhand des Wnt-Zielgens vent-2 (ventricular size-2), gezeigt
werden, dass die Signalwegaktivierung einen Austausch von Tcf-3 zu Tcf-1 an der
regulatorischen Region des vent-2 Promotors bewirkt. Da Tcf-3 reprimierend und
Tcf-1 aktivierend auf die Vent-2 Expression wirkt, stellt dies den ersten Beweis fur
einen direkten Tcf Wechsel dar, in dem der Wnt-Signalweg den Austausch von
verschiedenen Tcfs verursacht (Hikasa und Sokol, 2011). Da Invertebraten nur ein
Tcf Ortholog exprimieren, ist ein ahnlicher Austausch bei diesen Organismen
unmoglich.

Die Ck-1¢ (Casein kinase 1¢) phosphoryliert Tcf-3 und erhdht so die Tcf/3-Catenin
Komplexbildung. Die Tcf-3 Phosphorylierung durch Gsk-33 inhibiert dagegen diese
Interaktion (Lee et al., 2001). Die Ck-18 (Casein kinase-18) hat einen negativen
Einfluss auf die Lef-1/B-Catenin Komplexbildung (Hammerlein et al., 2005). Im
Gegensatz dazu fordert die Ck-2 (Casein kinase-2) die Lef-1 Bindung an Chromatin,
(Wang und Jones, 2006) reduziert aber die Tcf-4 Assoziation an y-Catenin (Miravet
et al., 2002). Insgesamt erfolgt die Regulation der Aktivitat der Lef/Tcfs also Uber
komplexe posttranslationale Ereignisse, die an unterschiedlichen Positionen die
Transkriptionsfaktoren modifizieren. Dabei ist das Resultat dieser Modifikationen, ob
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sie aktivierend oder reprimierend wirken, nicht nur vom Tcf-Subtyp, sondern auch

vom zellularen Kontext und dem Zielgenpromoter abhangig.

1.5 Subtypspezifische und redundante Funktionen der vertebraten
Lef/Tcfs

In Xenopus Embryonen wurde eine Vielzahl redundanter und nicht-redundanter
Funktionen der Lef/Tcf Transkriptionsfaktoren identifiziert (Kunz et al., 2004;
Standley et al., 2006; Heeg-Truesdell und LaBonne, 2006; van Venrooy et al., 2009;
Koenig et al., 2010).

So wirkt maternal exprimiertes XTcf-3, sowohl dorsal als auch ventral, als Repressor
auf die Zielgene xsia (Xenopus siamois) und xnr-3 (Xenopus nodal related-3). Im
Gegensatz dazu wirkt maternales XTcf-1 dorsal aktivierend auf die Expression dieser
Zielgene, wahrend es ventral und lateral reprimierend wirkt (Standley et al., 2006).
Wiederum ist also der Kontext, in dem die Lef/Tcf Transkriptionsfaktoren vorliegen
entscheidend dafur, welche Aktivitat sie zeigen. Fur die Induktion des Mesoderms in
der dorsalen Marginalzone ist sowohl die Repression durch XTcf-3, als auch die
Aktivierung durch XTcf-1, notwendig. Somit handelt es sich um komplementare und
nicht-redundante Funktionen dieser beiden Tcfs. Rekonstitutionsexperimente, bei
denen die Expression des panmesodermalen Markergens xbra (Xenopus brachyury)
untersucht wurde, untermauern die Bedeutung dieser nicht-redundanten Funktionen
(Liu et al., 2005). So war zwar die XBra Expression sowohl nach XTcf-1, als auch
nach XTcf-3 Depletion reduziert, doch konnte diese nach XTcf-1 Depletion durch
XTcf-3 nicht wieder hergestellt werden, jedoch durch XLef-1 und die aktivierende
XTcf-4C Isoform. Fur die XBra Expression nach XTcf-3 Depletion gilt, dass sie nicht
durch XTcf-1, aber durch die reprimierende XTcf-4A Isoform rekonstituiert wurde.
Somit konnte eine funktionale Ersetzbarkeit von XTcf-1 durch XLef-1 und XTcf-4C
sowie von XTcf-3 durch XTcf-4A nachgewiesen werden. Jedoch wird die XBra
Expression weder von endogenem XLef-1 noch von XTcf-4 reguliert (Liu et al.,
2005). Aufgrund zahlreicher Depletionsexperimente und anschlielender Analyse
mittels RT-PCR (Real time-polymerase chain reaction) wird fur die Regulation der
ventralen Reprimierung der Zielgene xsia und xnr-3 jedoch eine redundante Funktion
von XTcf-1 und XTcf-3 vermutet (Standley et al., 2006).

Die zygotische XTcf-4 Expression beginnt in der spaten Neurula und ist auf die

Mittelhirnregion begrenzt (Konig et al., 2000). Dort spielt XTcf-4 eine entscheidende
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Rolle in der Mittelhirn- und Isthmusentwicklung. Jedoch weisen die verschiedenen
zygotischen XTcf-4 Varianten deutliche Unterschiede in Bezug auf die Xenopus
Gehirnentwicklung auf. So kann in Wiederherstellungsexperimenten die Isoform
XTcf-4A die Expression der mittelhirnspezifischen Markergene xpax-6 (Xenopus
paired box-6) und xwnt-2b rekonstituieren, die Isoform XTcf-4C ist hierzu nicht in der
Lage. Der umgekehrte Fall ergibt sich in Rekonstitutionsexperimenten bezlglich der
Expression des isthmusspezifischen Markergens xen-2 (Xenopus engrailed-2).
Folglich ist XTcf-4A fur die Spezifizierung des Mittelhirns, XTcf-4C dagegen fur die
Ausbildung des Isthmus verantwortlich. Demnach handelt es sich um nicht-
redundante Funktionen der verschiedenen XTcf-4 Isoformen (Kunz et al., 2004).

Die Restriktion der XTcf-4 Expressionsdoméane erfordert eine komplexe Regulation
durch XTcf-1, XWnt-1, XEn-2 und XPax-2/5 (Abb. 1.4). Die genaue Analyse dieser
Faktoren spricht flr eine hierarchische Regulation der Genexpression in der
Mittelhirn-Isthmus-Region. In dieser steht XPax-2/5 uber XEn-2. Die XTcf-4 Expres-
sionsdomane uberlappt weder mit der von XEn-2, noch mit der von XPax-2/5. Die
XTcf-4 Regulation erfolgt Uber den parakrinen Wachstumsfaktors, XWnt-1. Des
Weiteren konnte gezeigt werden, dass XTcf-1 essentiell fur die XTcf-4 Expression ist
und aktivierend auf XTcf-4 wirkt (Koenig et al., 2010). Diese Regulation ist vermutlich
direkt, da in Chromatin-Immunprazipitationsexperimenten nachgewiesen wurde, dass
R-Catenin ein Wnt-responsives Element im XTcf-4 Promoter bindet (Koenig et al.,
2008)

Wnt1 Pax2/5

XTcf-1 —— XTcf-4 a——> En2

Abbildung 1.4: Die XTcf-4 Expression wird durch einen autoregulatorischen Kreislauf reguliert. Das
komplexe Zusammenspiel von XEn-2, XPax-2/5 und XTcf-4 ist entscheidend fir die Gehirnmusterung in
Xenopus. Die Restriktion der XTcf-4 Expressionsdomane erfordert die Regulation durch XTcf-1, XWnt-1, XEn-2
und XPax-2/5. Dabei aktiviert XTcf-1 die XTcf-4 Expression im Mittelhirn. XTcf-4 ist seinerseits notwendig fir die
Regulation des isthmusspezifischen Markergens XEn-2 (Kunz et al., 2004). XEn-2 wiederum reprimiert XTcf-4,
dies verhindert die XTcf-4 Expression im Isthmus. In einem autoregulatorischen Kreislauf wird XEn-2 von XPax-
2/5 reguliert, dies fuhrt zur Aktivierung von XWnt-1 und so wiederum zur XTcf-4 Aktivierung. Aus Koenig et al.,
2010.

Xcirp (Xenopus cold inducible RNA binding protein) konnte als XTcf-3 spezifisches
Zielgen identifiziert werden. Als solches wird es nur von XTcf-3 nicht aber von XTcf-
1, XTcf-4 oder XLef-1 reguliert. Der Verlust von XTcf-3 fuhrt neben der reduzierten
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XCirp Expression auch zu einer Verbreiterung des anterioren Neuralgewebes. Der
Verlustphanotyp nach XTcf-3 Depletion kann nur durch die Koinjektion von XTcf-3
und XLef-1 partiell wiederhergestellt werden, jedoch nicht durch XTcf-4. Somit ergibt
sich fur XTcf-3 und XLef-1 eine funktionale Redundanz in der Wiederherstellung der
XCirp Expression, nicht jedoch fur XTcf-4. Fur die Entwicklung des anterioren
Gehirns scheint XTcf-3 und in der Folge XCirp unabdingbar. Der Einfluss dieser
Faktoren basiert auf der mRNA Stabilisierung durch das XTcf-3 Zielgen xcirp (van
Venrooy et al., 2008).

Neben diesen spezifischen Funktionen in Xenopus konnten in der Maus auch
redundante Funktionen fur Tcf-1 und Lef-1 in der Thymocytenentwicklung und zum
anderen von Tcf-1 und Tcf-4 in der intestinalen Entwicklung nachgewiesen werden.
Tcf-1 und Lef-1 werden in T-Zellen des murinen Thymus koexprimiert. Es zeigte sich,
dass bei Doppelmutanten schwerwiegendere Defekte innerhalb der Thymocyten-
reifung auftraten, als durch Addition der Einzelmutationen zu erwarten ware (van
Genderen et al., 1994; Verbeek et al., 1995; Okamura et al., 1998; Galceran et al.,
1999). In murinen intestinalen Stammzellen sind Tcf-1 und Tcf-4 koexprimiert. Tcf-47
Mause zeigen erhebliche Defekte der intestinalen Entwicklung. So ist zum Beispiel
die Anzahl der Epithelzellen der Intervillus-Bereiche reduziert. Auch die Zahl der
Dunndarmzotten ist verringert, die enteroendokrine Zellen des Dunndarms fehlen
sogar vollstandig. Tcf-4 Nullmutanten sterben innerhalb von 24 Stunden nach der
Geburt (Korinek et al., 1998). Auch hier sind die Effekte in Doppelmutanten

schwerwiegender als durch Addition der Einzelmutationen (Gregorieff et al., 2004).

1.6 Die invertebraten Tcfs der Spezies Hydra magnipapillata,

Drosophila melanogaster und Caenorhabditis elegans

1.6.1 Tcf im SuBwasserpolypen Hydra magnipapillata

Im SuRwasserpolypen Hydra magnipapillata werden HyTcf und HyR-Catenin im
Hypostom (Mundfeld bei Nessel- und Gliedertieren) stark koexprimiert (Hobmayer et
al., 2000). Zu Beginn der Knospenbildung ist vor dem morphologisch sichtbaren
Auswachsen der Tochterpolypen in der Knospungszone eine ringformig um den
Rumpf verlaufende Aufregulierung von HyB-Catenin und HyTcf zu erkennen. Auch
bei der Kopfregeneration werden HyB-Catenin und HyTcf in der regenerierenden
Spitze in einer breiten Expressionsdomane vermehrt exprimiert (Hobmayer et al.,
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2000; Cramer von Laue, Doktorarbeit, 2003). Der Wnt-Signalweg beziehungsweise
R-Catenin und sein Interaktionspartner scheinen also auch in Hydra magnipapillata
eine entscheidende Rolle in der Ausbildung der Korperachse zu spielen.
Entsprechend fuhrt eine pharmakologische Inhibierung der Gsk-3 zur Ausbildung
multipler Kopfe und Tentakeln entlang des Korpers (Broun et al., 2005, Mdller et al.,
2007, Duffy et al., 2010). Der gegenteilige Effekt kann nach R-Catenin Depletion
beobachtet werden. Diese resultiert in einem Verlust der Kopfstrukturen (Gee et al.,
2010). Ob HyTcf vorwiegend als Repressor oder Aktivator Wnt-vermittelter
Transkription fungiert ist allerdings noch unklar. Tatsachlich sind bislang noch keine
funktionalen Studien zu diesem Tcf veroffentlicht.

1.6.2 Das Drosophila melanogaster Tcf Pangolin

Pangolin Mutationen fuhren zu einem Segmentpolaritatsphanotyp, welcher dem
Phanotyp der wingless Mutation entspricht (Brunner et al., 1997). Die Aktivierung der
Transkription durch Armadillo und Pangolin hangt von einem weiteren Protein ab,
Pygopus. Dieses Kernprotein bildet Uber das Adapterprotein Legless einen Komplex
mit Armadillo und Pangolin. In diesem Komplex rekrutiert Pygopus weitere
Koaktivatoren, welche die Transkription der Zielgene aktivieren (Thompson et al.,
2004). Jedoch konnte auch eine konstitutive Bindung von Pygopus an Zielgene
nachgewiesen werden. Somit wirde Legless in diesem Prozess keine Rolle spielen
(de la Roche und Bienz, 2007). In Abwesenheit von Armadillo agiert Pangolin als
transkriptioneller Repressor der Wingless-Zielgenexpression.

Der Wingless-Signalweg ist maldgeblich an der Entwicklung beteiligt und ist essentiell
in der Musterung des Flugels (Couso et al., 1994). Eine erstaunliche Beobachtung
war, dass die Pangolin Uberexpression auch hier zu einer Reprimierung des
Wingless-Signalwegs fiihrt. Der Pangolin Uberexpressionsphanotyp, vor allem der
Verlust der Borsten an der Flugelkante, entspricht dem Wingless Verlustphanotyp.
Dieser dominant negative Effekt von Pangolin auf den Wingless-Signalweg wird
durch die Interaktion mit Groucho vermittelt (Lawrence et al., 2000). Offensichtlich
ubt Pangolin dariber hinaus im sich entwickelnden Flugel auch eine gegenteilige
Funktion aus, so war die Expression der Wingless Zielgene distalless und vestigial
im pangolin mutanten Hintergrund reduziert. Somit aktiviert Pangolin dort die
Expression von Zielgenen (Schweizer et al., 2003). Fur die embryonale Musterung,
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insbesondere des Flugels, spielt somit die reprimierende als auch die aktivierende
Funktion von Pangolin eine entscheidende Rolle.

Beides, die Signal-induzierte Aktivierung und die Signal-induzierte Reprimierung,
setzt die Bindung von Armadillo an den N-Terminus von Pangolin voraus. Ein
molekularer Erklarungsansatz dieser Bifunktionalitat des Armadillo/Pangolin
Komplexes liegt in der selektiven Zielsequenzbindung des Pangolins (Blauwkamp et
al., 2008). Fur Wingless aktivierte Zielgene gilt, dass in Abwesenheit des Liganden,
Pangolin zusammen mit Korepressoren an die Konsensussequenz CCTTTGATCTT
gebunden vorliegt. Erfolgt nun die Bindung des Liganden Wingless aktiviert der
Armadillo/Pangolin Komplex gemeinsam mit Koaktivatoren die Zielgenexpression.
Diese Signal-induzierte Aktivierung ist fur die Gene nkd (naked cuticle) und CG6234
(Parker et al., 2008; Blauwkamp et al., 2008; Fang et al., 2006) gezeigt. Im
Gegensatz dazu steht die Regulation der Zielgene Ugt36Bc, Pxn (Peroxidasin), Tig
(Tiggrin) und Ugt58Fa. Bei dieser Signal-induzierten Reprimierung erfolgt die
Transkriptionsaktivierung in Abwesenheit des Wingless-Signals durch die Pangolin
Bindung an die Sequenz AGAWAW im Zielgen Ugt36Bc. Bindet der Ligand, wird die
Zielgentranskription durch den Armadillo/Pangolin Komplex reprimiert (Abb. 1.5;
Blauwkamp et al., 2008).

Wg-aktivierte Gene Wg-reprimierte Gene
N ‘\
P —»
nkd... X Ugt368Bc...
CCTTTGATCTT ...AGAWAW...

i+wg l+Wg
S

CCTTTGATCTT ...AGAWAW...

[ugtséBe...

Abbildung 1.5: Modell fiir die Zielgenregulation durch Bindung von Pangolin und Armadillo an
unterschiedliche DNA-Sequenzen. Pangolin kann zwei unterschiedliche Klassen von DNA-Sequenzen binden.
Bindet Pangolin an die traditionelle Konsensussequenz CCTTTGATCTT fuhrt dies in Abwesenheit des Wingless-
Signals zur Reprimierung der Transkription. Nach Wingless Stimulation aktiviert der Pangolin/Armadillo Komplex
gemeinsam mit Koaktivatoren die Transkription. Bindet Pangolin jedoch an die alternative Sequenz AGAWAW im
Zielgen Ugt36Bc wird die Transkription ohne Wingless-Signal aktiviert. Die Anwesenheit von Wingless fiihrt dann
zur Reprimierung der Transkription. Verandert nach Blauwkamp et al., 2008.
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Im Experiment kann durch den Austausch dieser DNA-Sequenzen eine eigentliche
Wingless regulierte Aktivierung in eine Reprimierung umgekehrt werden (Blauwkamp
et al., 2008). Somit hangt eine Reprimierung oder eine Aktivierung, in Folge eines
Wingless-Signals, von der DNA-Sequenz des Promotors ab.

Eine direkte Reprimierung durch Pangolin und Armadillo beziehungsweise durch Tcf
und 3-Catenin konnte fur die Drosophila Zielgene stripe (Piepenburg et al., 2000)
und decapentaplegic (Theisen et al., 2007) sowie fur die murinen Zielgene e-
cadherin (Jamora et al., 2003) und osteocalcin (Kahler und Westendorf, 2003)

gezeigt werden.

1.6.3 Der Wnt-Signalweg in C.elegans und die Rolle des Tcfs Pop-1

Im Gegensatz zu anderen Modellorganismen benutzt C.elegans zwei distinkte
Whnt/R-Catenin-Signalwege. Der kanonische Wnt/R-Catenin-Signalweg in C.elegans
ist vergleichbar mit dem kanonischen Wnt/3-Catenin-Signalweg anderer Spezies
(Abb. 1.1; Abb. 1.6 A,B). Dabei wird das 3-Catenin Homolog Bar-1 verwendet. Der
andere, C.elegans spezifische Wnt/B-Catenin-Signalweg, oder Wnt/3-Catenin/Asym-
metrie-Signalweg (WRA-Signalweg) unterscheidet sich davon erheblich. Dieser
WIRA-Signalweg schlie3t die beiden 3-Catenin Homologe Wrm-1 und Sys-1 ein und
ubernimmt im Fadenwurm einige Funktionen, die in anderen Organismen von (-
Catenin-unabhangigen Wnt-Signalwegen ubernommen werden. Sowohl Bar-1, als
auch Sys-1, interagieren mit der N-terminalen Domane des Pop-1 (Tcf) und fuhren
so zur Transkriptionsaktivierung (Korswagen et al., 2000; Natarajan et al., 2001). Das
augenscheinlichste Merkmal des WRA-Signalwegs ist, dass er sich unterhalb von
Dishevelled in zwei Zweige aufgabelt; in einen Pop-1 regulatorischen und einen Sys-
1 regulatorischen Zweig (Abb. 1.6 C; Thorpe et al., 1997; Park und Priess, 2003;
Phillips et al., 2007). Diese beiden Zweige werden gemeinsam fur die
Zielgenaktivierung bendtigt (Abb. 1.6 D; Maduro et al., 2005; Shetty et al., 2005;
Huang et al., 2007).

Der Tcf regulatorische Zweig wird in erster Linie zur Absenkung des Pop-1 Niveaus,
im Kern der aktiv auf das Signal reagierenden Zelle, bendtigt und in der Folge zur
Zielgenaktivierung (Lin et al., 1998; Maduro et al., 2002; Rocheleau et al., 1997,
Siegfried und Kimble, 2002; Arata et al., 20006).
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A Kanonischer W@ Signalweg B Kanonischer WG Signalweg
Stabilisierung B-Catenin

Wnt Frizzled Dishevelled R-Catenin _ T R-Catenin Reprimierung Aktivierung

Ligand Rezeptor Protein Destabilisierer A > Zielgen —> Zielgen

(z.B. APQ)

C C.elegans WBA Signalweg D C.elegans WBA Signalweg

B-Catenin regulatorischer Zweig
. Stabilisierung B-Catenin

P Destabilisierer B—Catemnf Repr|m|eru% Aktivierung
Zielgen Zielgen
9 S\ -; g

niedriger Tcf Level

Wnt Frizzled Dishevelled
Ligand Rezeptor Protein N\ Tcf regulatorischer Zweig

Tcf Kernexport *
Regulatoren - HB-Catenm A Tcf

Abbildung 1.6: Die Wnt-Signalwege in C.elegans. In A ist der kanonische Wnt-Signalweg stark vereinfacht
dargestellt. B: Der kanonische Wnt-Signalweg wandelt das Tcf von einem transkriptionellen Repressor zu einem
Transkriptionsaktivator der Zielgene um. Dies erfolgt tber die Stabilisierung und Bindung von R-Catenin an das
Tcf. C: Der C.elegans WRA-Signalweg ist unterteilt in einen Tcf regulatorischen Zweig und einen R-Catenin
regulatorischen Zweig. In dieser Abbildung werden nicht die C.elegans spezifischen Namen verwendet. Auch der
WRA-Signalweg ist stark vereinfacht dargestellt. D: Der WRA-Signalweg wandelt das Tcf von einem trans-
kriptionellen Repressor zu einem Transkriptionsaktivator der Zielgene um. Dazu wird ebenfalls eine R-Catenin
Stabilisierung bendtigt, allerdings auch ein gleichzeitiges Absenken der Tcf Konzentration. Verandert nach
Phillips und Kimble, 2009.

Ein Absenken des Pop-1 Levels wird bei jeder durch den WRA-Signalweg
kontrollierten asymmetrischen Zellteilung beobachtet (Phillips und Kimble, 2009). Im
Kern der Tochterzelle, die aktiv auf das Signal reagiert, ist das nukleare Pop-1
Niveau niedrig, in der anderen Tochterzelle dagegen hoch. Reguliert wird der Kern-
export von Pop-1 uber die Phosphorylierung durch die Nlk (Nemo like kinase), die im
Fadenwurm Lit-1 (Loss of intestine-1) heil3t. Lit-1 ist eine Serin/Threonin Kinase, die
in C. elegans selbst durch die Tgf-R (Transforming growth factor-R) aktivierte Kinase
Tak-1 reguliert wird (Kaletta et al., 1997; Meneghini et al., 1999). Eine Vielzahl an
Experimenten zeigt, dass neben Lit-1 auch das R-Catenin Homolog Wrm-1 fur die
Phosphorylierung von Pop-1 bendtigt wird (Lo et al., 2004; Rocheleau et al., 1999;
Shin et al., 1999). Ein erstaunlicher Aspekt dieses Pop-1 Kernexports ist die daraus
resultierende Aktivierung der Wnt-Zielgene. Diese wird durch die zwei [3-Catenin
Homologe Wrm-1 und Sys-1 reguliert. Wrm-1 vermittelt den Kernexport, wahrend
Sys-1 als Koaktivator von Pop-1 wirkt (Kidd et al., 2005).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass im Rahmen einer durch den WRA-
Signalweg kontrollierten, asymmetrischen Zellteilung, eine Tochterzelle kein Wnt/Lit-
1-Signal erhalt und Pop-1 in einer hohen Konzentration im Kern vorliegt. In dieser
Situation ist der Grofteil von Pop-1 nicht im Komplex mit Sys-1. So kann Pop-1
entweder die Zielgene aktiv reprimieren oder sie konnen nicht aktiviert werden. Die
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andere Tochterzelle erhalt das Wnt/Lit-1-Signal und Pop-1 wird aus dem Kern Wrm-
1/Lit-1-abhangig exportiert. In diesem Fall liegen Pop-1 und Sys-1 im Komplex vor.
Dies fuhrt zur Aktivierung der Zielgene. Somit ist eine hohere Sys-1 Konzentration fur
eine starkere Aktivierung fordernd. Die Regulation ihrerseits wird durch den R-
Catenin (Sys-1) regulatorischen Zweig des W[ A-Signalwegs vermittelt (Kidd et al.,
2005). Der WIRA-Signalweg stabilisiert Sys-1, vergleichbar mit der R-Catenin
Stabilisierung im kanonischen Whnt-Signalweg (Phillips et al., 2007). Tatsachlich
erfolgt die Kontrolle der Sys-1 Menge Apr-1 (APC related-1; Apc in C.elegans)-
abhangig auf Proteinebene (Huang et al., 2007). Die beiden Zweige des WRA-
Signalwegs fuhren an diesem Punkt also wieder zusammen und letztlich reguliert
das Verhaltnis von Sys-1 und Pop-1 die Expression der Zielgene (Bertrand und
Hobert, 2009; Kidd et al., 2005; Lam et al., 2006; Phillips und Kimble, 2009).

Die Verallgemeinerung unter dem Begriff des Lef/Tcf/3-Catenin-Komplex wird der
groBen Diversitat dieser Transkriptionsfaktoren nicht gerecht. Die intensive
Forschung der letzten Jahre gab Einblicke in eine Vielzahl verschiedener Aspekte
dieser Transkriptionsfaktoren. Doch trotz vieler Erkenntnisse lassen sich bislang viele

der spezifischen Funktionen der Lef/Tcf Transkriptionsfaktoren nicht erklaren.
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2. Zielsetzung

Die Vielfalt der Lef/Tcf Transkriptionsfaktoren in Vertebraten, mit vier Vertretern
dieser Familie, steht den Invertebraten Drosophila melanogaster, Caenorhabditis
elegans und Hydra magnipapillata gegenuber, in denen sich nur ein Tcf Ortholog
findet. Nun zeichnen sich die vertebraten Lef/Tcfs durch spezifische nicht-
redundante Funktionen aus. All diese Funktionen werden in Invertebraten mit nur
einem dieser Transkriptionsfaktoren erfullt. So ist ein Ziel dieser Arbeit, die
funktionale Analyse der invertebraten Tcfs im vertebraten System Xenopus laevis.
Dabei soll die Uberpriifung der invertebraten Tcfs auf ihre Aktivator- und
Repressorfunktion sowie die Analyse in Wiederherstellungsexperimenten Aufschluss
uber die Funktionalitat und Spezifitat der invertebraten Tcfs geben. Zusatzlich sollen
neue Erkenntnisse bezuglich der Evolution der Lef/Tcf Transkriptionsfaktoren
gewonnen werden. Eine Frage dabei ist, ob die Vielfaltigkeit der vertebraten Lef/Tcfs
durch Neo- oder Subfunktionalisierung entstanden ist.

Des Weiteren soll der Zusammenhang zwischen der Spezifitat der distinkten Lef/Tcfs
und ihren Domanen aufgeklart werden. Dazu sollen chimare Konstrukte aus XTcf-1
und XTcf-3 sowie ein weiteres Set mit Chimaren, bestehend aus XTcf-1 und HyTcf
verwendet werden. Die funktionale Analyse dieser Konstrukte soll dartber
Aufschluss geben, inwiefern die verschiedenen Domanen relevant fur die Austbung
der spezifischen Eigenschaften von XTcf-1 und XTcf-3 sind.

Die funktionale Analyse der Xenopus Tcfs im invertebraten System Drosophila
melanogaster stellt ein weiteres Ziel dieser Arbeit dar. Im Rahmen dieser Analyse
sollen die Xenopus Tcfs dahingehend uberpruft werden, ob sie die im Drosophila Tcf
Pangolin vereinte Repressor- und Aktivatorfunktion tUbernehmen kénnen. Dabei liegt
das Hauptaugenmerk nicht nur darauf, ob die XTcfs diese Funktionen ubernehmen
konnen, sondern auch ob sie sich in diesem System ebenfalls distinkt verhalten. Zur
Klarung dieser Fragestellungen sollen Uberexpressionsexperimente sowie Immun-

farbungen herangezogen werden.
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3. Material

3.1 Losungen

Alle Lésungen werden entweder autoklaviert oder aus sterilen Stammlosungen und
mit Aqua bidest. beziehungsweise DEPC-H,O angesetzt. Bei der Verwendung nicht
autoklavierbarer Chemikalien wie z.B. Methanol, Glucose, Triton-X-100 oder Tween
20 werden die Lésungen bei Bedarf durch Sterilfiltration (@ 0,2 ym) entkeimt.

3.1.1 Allgemeine Gebrauchslosungen
* 6x Ladepuffer fur DNA-Auftrennung (Orange G)
0.25 % (w/v) Orange G, 40 % (w/v) Saccharose in Aqua bidest., bei 4°C lagern.
* DEPC-H,0
1 ml Diethylpyrocarbonat (DEPC) uber Nacht in einem Liter Aqua bidest. schuitteln
und anschlieRend durch Autoklavieren inaktivieren.
* TAE-Puffer
40 mM Tris/Acetat pH 8.3, 1 mM EDTA.
* TE-Puffer
10 mM Tris, 0.1 mM EDTA, pH auf 7.5 einstellen.
* 1x PBS
137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 6.5 mM NaHPO4, 1.5 mM KHyPO4, pH auf 7.5
einstellen.
* PTW
1x PBS, 0.1 % (v/v) Tween 20.

3.1.2 Entwicklungsbiologie
* Betaubungslosung
2.5 g/l Aminobenzoesaure-Ethylester in Aqua bidest. 16sen, pH auf 7.4 einstellen.
* Cysteinhydrochloridlosung 2 % (w/v)
Cystein in 0.1x MBSH, mit 10 M NaOH, pH auf 8.2 einstellen.
* 1x MBSH (Modified Barth’s Solution)
880 mM NaCl, 24 mM NaHCOs3;, 100 mM KCI, 4 mM CaCl;, 3.3 mM Ca(NOs),, 100
mM HEPES, 8 mM MgSOy, pH auf 7.4 einstellen.
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* 1x MEM
100 mM MOPS pH 7.4, 2 mM EGTA, 1 mM MgSO,4, DEPC-H0.
* MEMFA
1x MEM, 0.1 % (v/v) Tween 20, 3.7 % (v/v) Formaldehyd, DEPC-H,0.
* Nilblau-Farbeldsung
Nilblau-Sulfat 0.01 % (w/v) Uber Nacht in 0.5 M Phosphatpuffer pH 7.8 |6sen und
die noch vorhandenen Partikel durch einen Filter abtrennen.

3.1.3 In situ Hybridisierung
* Antikorperlosung fur Anti-Digoxigenin Antikorper
0.02 % (v/v) Anti-Digoxigenin-AP Fab Fragmente in Blockierungspuffer.
* Alkalische Phosphatase-Puffer (AP-Puffer)
0.1 mM Tris/HCI pH 9.5, 0.05 mM MgClz, 0.1 M NaCl, 0.1 % (v/v) Tween 20 in
DEPC-H,0.
* Blockierungspuffer
2 % BMB (v/v) in 1x MAB.
* 5x BMB
10 % (w/v) Blockierungsreagenz in 5x MAB.
* 50x Denhardt’s Losung
1 % (w/v) BSA, 1 % (w/v) Polyvinylpyrrolidon (PVP), 1 % (w/v) Ficoll 400, in DEPC-
H2O0.
* Hybridisierungspuffer
50 % (v/v) deionisiertes Formamid, 5x SSC, 2% (v/v) Torula RNA-Losung, 0.1 %
(v/v) Heparinlosung, 0.1 % (v/v) Tween 20, 0.1% (w/v) CHAPS, 5 mM EDTA in 1x
Denhardt’s Losung.
* 5x MAB
0.5 M Maleinsaure, 0.75 M NaCl, auf pH 7.5 einstellen.
* NBT/BCIP-Farbelosung
15 pI NBT, 15 pl BCIP in 10 ml AP-Puffer.
* 20x SSC
3 M NaCl, 300 mM Na-Citrat pH 7.0 in 1x PBS.
* Waschlosung 1
50 % (v/v) Formamid, 2x SSC, 0.1 % (v/v) Tween 20, DEPC-H20.
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* Waschlosung 2
25 % (v/v) Formamid, 2x SSC, 0.1 % (v/v) Tween 20, DEPC-H20.
* Waschlosung 3
12.5 % (v/v) Formamid, 2x SSC, 0.1 % (v/v) Tween 20, DEPC-H20.
* Waschlosung 4
2x SSC, 0.1 % (v/v) Tween 20, DEPC-H20.
* Waschlosung 5
0.2x SSC, 0.1 % (v/v) Tween 20, DEPC-H20.

3.1.4 Mikrobiologie
* Ampicillin-Stammloésung (1000x)
100 mg Ampicillin pro ml Aqua bidest., bei -20°C lagern.
* Kanamycin-Stammldsung (1000x)
100 mg Kanamycin pro ml Aqua bidest., bei -20°C lagern.
* LBAMP/KAN-Agar-Platten 1.5 % (w/v)
Select Agar in LB-Medium I6sen und autoklavieren. Nach Abkuhlen auf 55°C 1 ml
Ampicillin- bzw. Kanamycin-Stammlésung pro Liter zugeben und in Petrischalen (&
9.4 cm) giel3en. Die erkalteten Platten werden kopfuber bei 4°C gelagert.
* LBAMP/KAN-Medium
1 ml Ampicillin- oder Kanamycinlésung pro Liter LB-Medium.
* LB-Medium (Luria Bartani Medium)
10 g Baktotrypton, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl, ad 1 | H2O, pH auf 7.5 einstellen.
* Lysispuffer fur DNA-Praparation im Kleinmalf3stab
0.2 M NaOH, 1 % (w/v) SDS.
* Neutralisationspuffer fur DNA-Praparation im Kleinmalstab
2.8 M C,H3KO2, pH mit Essigsaure auf 5.1 einstellen.
* Resuspensionspuffer fur DNA-Praparation im Kleinmafstab
50 mM Tris/HCI pH 8.0, 10 mM EDTA pH 8.0, 100ug/ml RNase A.
* SOB-Medium
20 g Baktotrypton, 5 g Hefeextrakt, 0.5 g NaCl, 2.5 g MgCl,, ad 1 | Aqua bidest., pH
auf 7.0 einstellen.
* SOC-Medium
SOB, 20 mM MgCl,, 20 mM MgSO4, 20 mM Glucose.
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* TFB1
30 mM C3H3KO,, 10 mM CaClz, 50 mM MnCl,, 100 mM RbCl, 15% (v/v) Glycerin,
pH mit Essigsaure auf 5.8 einstellen, bei Raumtemperatur lagern.

* TFB2
100 mM MOPS, 75 mM CaClz, 10 mM RbCIl und 15% (v/v) Glycerin, pH mit 1 M

KOH auf 6.5 einstellen, bei Raumtemperatur lagern.

3.1.5 Proteinbiochemie

* Blockierungspuffer fur Antikorper
5 % (w/v) Magermilchpulver in TBST.

* Coomassie-Entfarbeldsung
45 % (v/v) Methanol, 10 % (v/v) Essigsaure.

* Coomassie-Farbeldsung
10 % (v/v) Methanol, 8 % (v/v) Essigsaure, 0.1 % (v/v) Coomassie Brilliant Blue R
250.

* Blotpuffer fur Western Blot
25 mM Tris/Base, 1.5 % Glycin, 0.1 % (w/v) SDS, 20 % (v/v) Methanol.

* Elektrophorese-Laufpuffer fur SDS-PAGE
25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0.1 % (w/v) SDS.

* RIPA-Puffer
50 mM Tris/HCI pH 7.5, 150 mM NaCl, 2 mM CaCl2-H20, 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, zwei Monate bei -20°C lagerbar.

* 5x SDS-Ladepuffer
0.5 M Tris/HCI pH 6.8, 10 % (w/v) SDS, 20 % (v/v) Glycerin, 5 % (v/v) B-
Mercaptopropandiol, 0.1 % (w/v) Bromphenolblau.

* TBST
50 mM Tris/HCI pH 7.3, 50 mM NaCl, 0.05 % Tween 20.

* Transferpuffer
25 mM Tris, 192 mM Glycin, 10 % (v/v) Methanol.
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3.1.6 Praparation von Imaginalscheiben

* PBX
1x PBS, 0.1 % (v/v) Triton-X-100.

* Fixativ
4 g Paraformaldehyd bei circa 55°C (darf 60°C nicht Uberschreiten!) in 60 ml Aqua
bidest. und 200 yl 1 M NaOH Iésen und filtrieren, dann 10 ml 10x PBS hinzugeben
und mit Aqua bidest. auf 100 ml auffullen; pH mit 1 M NaOH oder HCI auf 7.4
einstellen, aliquotieren und Lagerung bei -20°C.

* Blockierungspuffer
1x PBS, 0.4 % (v/v) Pferdeserum.

* Mowiol-Gebrauchslosung
6 g Glycerin, 2.4 g Mowiol 4-88, 12 ml 0.2 M Tris/HCI (pH 8.5), 25 mg DABCO pro

ml Losung.

3.1.7 Zellbiologie
* DMEM Komplettmedium fur HEK293
10 % hitzeinaktiviertes FCS, 1 % Penicillin/Streptomycin in DMEM
* HeBS (10x)
1.36 M NaCl, 0.05 M KCI, 7 mM Naz2HPOs4, 0.2 M HEPES, 1 % Glucose, pH mit 1 M
NaOH auf 7.1 einstellen.
* HeBS (1x)
aus 10x HeBS herstellen, pH mit 1 M NaOH auf 7.12 einstellen. Im Anschluss steril

filtrieren.
3.2 Arbeitsmaterialien und Konstrukte

3.2.1 Verwendete Konstrukte

Klonierungsvektoren

* pCS2myc (Rupp, Munchen)
* pGEM® -T (Promega, Mannheim)
* pUAST (Boutros, Heidelberg)

Injektion in Xenopus laevis
* XTcf-1in pCS2myc (Gradl, Karlsruhe)
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* XLef-1 in pCS2myc
* XTcf-3 in pCS2myc
* XTcf-4 in pCS2myc
* HyTcf in pCS2myc

* Pan in pCS2myc

* Pop in pK-Myc-C3

* XTcf-1AC in pCS2myc
* XTcf1/3 in pCS2myc
* XTcf3/1 in pCS2myc
* 111H in pCS2myc

* 11HH in pCS2myc

* H111 in pCS2myc

* HH11 in pCS2myc

* HHH1 in pCS2myc

GST-Pulldown Assay

* }-Catenin-GST

* GFP-GST in pGEX-5

* DCOH-GST in pETM-30

Injektion in Drosophila melanogaster

(Gradl, Karlsruhe)
(Gradl, Karlsruhe)
(Gradl, Karlsruhe)
(vorliegende Arbeit)
(vorliegende Arbeit)
(Masako, Budweis, CZ)
(Hamdi, Karlsruhe)
(Strietz, Karlsruhe)
(Strietz, Karlsruhe)
(Morath, Karlsruhe
(Morath, Karlsruhe
(
(
(

)
)
Morath, Karlsruhe)
Morath, Karlsruhe)

)

Morath, Karlsruhe

(Menke, Ulm)
(Marg et al., 2004)
(Ghogmu et al., 2006)

Alle Injektionen in Drosophila melanogaster wurden von BestGene Inc. (Chino Hills,

USA) durchgefuhrt.
* XLef-1in pUAST
* XTcf-1in pUAST
* XTcf-3 in pUAST
* XTcf-4 in pUAST

Plasmide zur in situ Sondenherstellung

Linearisierung

* XCirp in pGEM-T EcoRI
* XEn2 in pBSK Notl

vorliegende Arbeit
vorliegende Arbeit

( )
( )
(vorliegende Arbeit)
( )

vorliegende Arbeit

Transkription

(van Venrooy et al., 2008)

(Hemmati-Brivanlou,
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Berkeley, USA)
* XTcf4 in pBSK  Sacl T7 (Konig et al., 2002)

Sonstige Plasmide

* pan in pGEM-T (Gradl, Karlsruhe)

* pan in pRSET-A (Pukrop, Karlsruhe)

* HyTcf in pGEM-T (Ritthaler, Heidelberg)
3.2.2 Primer

Alle Primer wurden uber www.biomers.net (Ulm) bezogen.

HTcf Mutfor 5-CCGGGTTGGAGTGCGCGAGACAATTACGCTCAAATAGG-3’
HTcf Mutback 5-CCTATTTGAGCGTAATTGTCTCGCGCACTCCAACCCGG-3°
pUAST 346-367 5 -GCAACTACTGAAATCTGCCAAG-3’

SP6 5 -ATTTAGGTGACACTATAG-3
T3 5-GCAATTAACCCTCACTAAAGG -3
T7 5 -TAATACGACTCACTATAGGG-3°

3.2.3 Morpholinos
Fur das spezifische Herunterregulieren der Xenopus Tcfs wurden folgende
antisense Morpholino Oligonukleotide (Gene Tools LLC, Philomath, USA) verwendet:

XTcf-1 Morpholino:

5-CGGCGCTGT TCATTTGGGG CAT-3' (Koenig et al., 2010)
XTcf-3 Morpholino:

5-CGCTGTTGAGCTGAGGCATGATGAG-3' (van Venrooy et al., 2008)
XTcf-4 Morpholino:

5"-CGCCATTCAACTGCGGCATCTCTGC-3' (Kunz et al., 2004)

3.2.4 Verwendete Kits

* Fluorescein/Digoxygenin RNA-Labelling (Roche Diagnostics, Mannheim)
Kit
* Probe Quant™ G50 Micro Columns (GE Healthcare, Miinchen)

* Wizard® Plus SV Gel and PCR Cleanup (Promega, Mannheim)
System
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* Wizard® Plus SV Minipreps DNA

Purification System

* Pure Yield™ Plasmid Midiprep
* QuickChange™ Site directed

Mutagenesis Kit

* MMESSAGE mMACHINE™ High Yield

Capped RNA Transcription Kit

* ECL+Plus Western Blotting Detection

System

* pGEM®-T Easy Vector System

3.2.5 Antikorper

(Promega, Mannheim)

(Promega, Mannheim)
(Stratagene, La Jolla, CA, USA)

(Ambion Ltd, Warrington, UK)

(GE Healthcare, Munchen)

(Promega, Mannheim)

Tabelle 3. 1: Ubersicht der verwendeten Primér- und Sekundirantikérper.

Primare Antikorper Wirt | Verdiinnung | Referenz

a-c-Myc 9E10 Maus | unverdinnt Hybridoma-Zellkulturiberstand

o-dll Ziege | 1/50 Santa Cruz Biotechnology Inc.,
USA

a-Digoxygenin-AP Schaf | 1/3000 Roche Diagnostics, Mannheim

AP konjungiert

Sekundare Antikorper Wirt | Verdiinnung | Referenz

DaG-Cy3 Esel | 1/100 Dianova GmbH, Hamburg

Cy-3 konjungiert gerichtet

gegen Ziege IgG

GaM-POD Ziege | 1/5000 Dianova GmbH, Hamburg

POD konjungiert gerichtet

gegen Maus IgG

GoaRat-POD Ziege | 1/5000 Dianova GmbH, Hamburg

POD konjungiert gerichtet
gegen Ratte IgG
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3.2.6 Bakterien

E.coli Stamm JM109 (Promega, Mannheim)

Genotyp: endA1 recA1 gyrA96 thi hsdR17 (rk-mk+) relA1 supE44 A(lac-proAB) [F’
traD36 proAB laclqgZAM15]

E. coli Stamm BL21-Al (Invitrogen GmbH, Karlsuhe)
Genotyp: F-ompT hsdSs (rs-ms-) gal dcm araB:: T7RNAP-tetA

3.2.7 Zelllinien

HEK293 (human embryonic kidney cells) Humane Nierenepithelzellen

3.2.8 Enzyme

* Alkalische Phosphatase (AP)
* DNase |

* Go-Taqg DNA-Polymerase

Promega, Mannheim)
Ambion Ltd, Warrington, UK)
Promega, Mannheim)

* Restriktionsendonukleasen
* T4 DNA-Ligase

* Turbo Pfu-Polymerase

(
(
(
(Promega, Mannheim)

(TaKaRa Bio Inc., Otsi, Japan)
(Stratagene, La Jolla, CA, USA)

3.2.9 Chemikalien

Alle nicht explizit aufgefuhrten Reagenzien wurden Uber folgende Firmen bezogen:
AppliChem GmbH (Darmstadt), Fluka Chemie GmbH (Taufkirchen), Merck KGaA
(Darmstadt), Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe) oder Sigma Aldrich Chemie
GmbH (Taufkirchen).
* Agarose Biozym, Rockland, USA)
Invitrogen GmbH, Karlsruhe)

Bio-Rad Laboratories GmbH, Munchen)

* Select Agar

* Ammoniumpersulfat (APS)
* Bactotrypton Invitrogen GmbH, Karlsruhe)
* Blockierungsreagenz

* BM Purple AP Substrat

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)

(
(
(
(
(
(

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)

* Complete, EDTA-freie Protease (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)
Inhibitor Cocktail Tablette

* Desoxyribonukleotide (Promega GmbH, Mannheim)

* Dextran, Oregon Green® 488 (Invitrogen GmbH, Karlsruhe)
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* Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM)

* 2-log DNA Marker

* Fetal Calf Serum (FCS)

* Magermilchpulver

* Natriumdodecylsulfat (SDS)

* NBT/BCIP Stock Solution

« PageRuler™ Plus
(Prestained Protein Ladder)

* Penicillin-Streptomycin-Losung

* Pferdeserum

* Protein G Sepharose

* Tween20

* Trypsin/EDTA

3.2.10 Gerate

» Begasungsbrutschrank fur Zellkultur

* Binokular
o LeicalL2
o LeicaS6E

* Brutschrank, APT Line Serie BD/ED/FD

¢ Dokumentation
o Firecam DFC 420C

o Digitalkamera Retiga Color 12 bit

* Feinwaage

* Flachbettgelelektrophoresekammern

* Fliegenanlage
o Kaltlichtquelle, KL1500LCB
o Inject+Matic Sleeper
o Binokular Leica MST
* Fluoreszenzbinokular
o Leica S8APO

(Cambrex, Belgien)

(New England Biolabs, Frankfurt)
(Invitrogen GmbH, Munchen)

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

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

(
(
(Invitrogen GmbH, Karlsruhe)
(Serva, Heidelberg)

(

PAA Laboatories GmbH, Pasching)

(Thermo Fisher Scientific Inc., Steri.
Cycle CO; Incubator, Waltheim, USA)

(Leica Mikrosysteme,Bensheim)
(Leica Mikrosysteme,Bensheim)
(Binder, Tuttlingen)

(Leica Mikrosysteme,Bensheim)
(QImaging, Burnaby, Kanada)
(Sartorius, Gottingen)

(

Amersham, Freiburg)

(Leica Mikrosysteme, Bensheim)
(INJECT+MATIC, Genf, Schweiz)
(Leica Mikrosysteme, Bensheim)

(Leica Mikrosysteme, Bensheim)
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o Kaltlichtquelle KL 1500 LDD
o Elektrische Vorschaltquelle fur Queck-
silber-Kurzbogenlampe
* Fluoreszenzmikroskop DM IRE2
o Elektronikbox Leica CTR MIC
o Digitalkamera C4742-95-12 ERG
* Folienschweil3gerat SEVERIN Folio

* Geldokumentationsanlage
o Dianall
o Kuhlbrutschrank BK-600 Heraeus
* Micropipette Puller Model P-97
* Mikroinjektionsanlage
o Kaltlichtquelle,FiberOpticLightSource
o0 EK-1 Membranpumpe MZ2
o Mikromanipulator M1
o Pneumatische Picopumpe PV820
o Stereomikroskop MIC1630ZS
* Mikrowelle R-2J28
« PAGE-Apparatur Mini Protean 1™,
Blotapparatur Mini Trans Blot
* PCR Cycler, iCycler
* pH-Meter
* Photometer, Bio-Photometer

¢ Plattformschiittler Unimax 2010

» Schuttelinkubator, Orbital Shaker

¢ Sicherheitsschrank

* Software
o Software, Firecam

o Software, Openlab 3.1.1

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

Leica Mikrosysteme, Bensheim)
Leica Mikrosysteme, Bensheim)
Hamamatsu, Hamburg)

SEVERIN Elektrogerate GmbH,

Sundern)

(
(
(
(

(Raytest,Straubenhardt)
(Kendro, Langenselbold)
(Sautter Instruments, Novato, USA)

(Euromex,Arnheim,ND)
(Vacuubrand,Wertheim)
(H.Saur Laborbedarf, Reutlingen)
(H.Saur Laborbedarf,Reutlingen)
(Euromex,Arnheim,ND)
(

Sharp Electronics, Hamburg)

(Bio-Rad, Munchen)

(Bio-Rad, Munchen)

(WTW, Weilheim)

(Eppendorf, Hamburg)

(Heidolph Instruments GmbH & Co.
KG, Schwabach)

(Thermo Forma, Marietta, USA)
(Duperthal Sicherheitstechnik GmbH
& Co. KG, Karlstein)

(Freeware v.M.W.Davis, USA)
(Openlab, Heidelberg)
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o Software, ApE 1.12
e Sterilbank Microflow?2
* Thermoschiittler

* Ultra-Low Temperature Gefrierschrank

* Vakuumpumpe Laboport N811KT.18
* Waagen
oAnalysenwaage BP 221S
oPrazisionswaage PT 310
* Wasserbad
* Zentrifugen
o Biofuge fresco
o Multifuge®3S-R

3.2.11 Fliegenfutter

(Leica Mikrosysteme,Bensheim)
(NUNC, Roskilde, Danemark)
(Thermo Forma, Dreieich)

(New Brunswick Scientific Inc.,
Waltham, USA)

(KNF Neuberger GmbH, Freiburg)

(Sartorius AG, Gottingen)
(Sartorius AG, Gottingen)

(Memmert, Schwabach)

(Kendro,Langenselbold)
(Thermo Scientific, Karlsruhe)

Das Fliegenfutter wurde von Chaudhary, Heidelberg (Arbeitsgruppe Boutros, DKFZ)

bezogen.

3.2.12 Fliegenstamme

Tabelle 3.2: Verwendete Fliegenstimme. "M/F: Geschlecht der G1 Generation. *Ch3: alle iiber dem Balancer
Tm3Sb. ™: Bloomington Drosophila stock center.

Gal4-Linien Insertionsort Information Referenz
EnGFPGal4 [I. Chromosom | - Neufeld und Edgar, 1998
GmrGal4 [I.Chromosom homozygot Hay et al., 1997
MS1096Gal4 X Chromosom homozygot Basler, Zurich, Schweiz
Vestigial““Gal4 Il. Chromosom | QE: Quadrant BDSC"; Stock-Nr.: 8230
Enhancer

UAS XTcf-Linien Insertionsort Name Referenz

UAS XLef-1 lll. Chromosom | 8033-1-M1"- BestGene Inc., Chino
Ch3* Hills, USA
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UAS XTcf-Linien Insertionsort Name Referenz

UAS XLef-1 lll. Chromosom | 8033-1-M2*-Ch3* | BestGene Inc., Chino
Hills, USA

UAS XLef-1 lll. Chromosom | 8033-1-M5"-Ch3* | BestGene Inc., Chino
Hills, USA

UAS XTcf-1 lll. Chromosom | 8590-1-M2*-Ch3* | BestGene Inc., Chino
Hills, USA

UAS XTcf-1 lll. Chromosom | 8590-1-M2*-Ch3* | BestGene Inc., Chino
Hills, USA

UAS XTcf-1 lll. Chromosom | 8590-1-M5"-Ch3* | BestGene Inc., Chino
Hills, USA

UAS XTcf-1 lll. Chromosom | 8590-1-F7°-Ch3* | BestGene Inc., Chino
Hills, USA

UAS XTcf-1 lll. Chromosom | 8590-1-F9*-Ch3* | BestGene Inc., Chino
Hills, USA

UAS XTcf-3 lll. Chromosom | 8033-2-M17-Ch3* | BestGene Inc., Chino
Hills, USA

UAS XTcf-3 lll. Chromosom | 8033-2-M4°-Ch3* | BestGene Inc., Chino
Hills, USA

UAS XTcf-3 lIl. Chromosom | 8033-2-M5"-Ch3* | BestGene Inc., Chino
Hills, USA

UAS XTcf-3 lll. Chromosom | 8033-2-M7°-Ch3* | BestGene Inc., Chino
Hills, USA

UAS XTcf-4 lll. Chromosom | 8033-3-M17-Ch3* | BestGene Inc., Chino
Hills, USA

UAS XTcf-4 lll. Chromosom | 8033-3-M2*-Ch3* | BestGene Inc., Chino
Hills, USA

UAS XTcf-4 lll. Chromosom | 8033-3-M4"-Ch3* | BestGene Inc., Chino
Hills, USA

UAS XTcf-4 lll. Chromosom | 8033-3-M6"-Ch3* | BestGene Inc., Chino
Hills, USA
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UAS-Linien Insertionsort Information Referenz
UAS LacZ lIl. Chromosom BDSC"; Stock-Nr.: 8530
UAS Pan [1l. Chromosom BDSC1; Stock-Nr.: 4838
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4. Methoden

4.1 Entwicklungsbiologische Methoden

4.1.1 Haltung von Xenopus laevis

Die ungefahr 400 Frosche des zoologischen Instituts werden getrennt nach
Geschlechtern in Gruppen von maximal zehn Tieren gehalten. Die Becken enthalten
circa 100 Liter zirkulierendes Wasser, welche mittels UV-Bestrahlung und eines
Bakterienfilters entkeimt werden. Eine optimale Haltung der Tiere wird bei einer
Wassertemperatur von 18°C bis 20°C erméglicht. Uber eine Zeitschaltuhr wird die
tagliche Lichtdauer von 12 Stunden geregelt. Als Futter dient einmal in der Woche
ein spezielles Trockenfutter und zusatzlich einmal pro Woche klein geschnittenes
Rinderherz.

Zur Vermeidung von Hautreizungen und Infektionen werden die Weibchen uber
Nacht in ein separates Becken gesetzt, welches eine Salzkonzentration von 3 g/l
enthalt, dann werden sie wieder in die Anlage zuruckgesetzt. Die Weibchen werden

erst nach einer dreimonatigen Schonfrist erneut zur Eiablage stimuliert.

4.1.2 Eiablage

Um die Eiablage zu stimulieren wird den Weibchen mittels subkutaner Injektion in
den dorsalen Lymphsack das humane Hormon Choriongonatropin (hCG) verabreicht.
In Abhangigkeit des gewlnschten Ablegezeitraums wird die Zeit und die injizierte
Menge des Hormons gewahlt. Soll die Eiablage am nachsten Vormittag erfolgen,
mussen am Vorabend (circa 14-16 Stunden vor Eiablage) 600 Einheiten hCG
verabreicht werden. Um die Eiablage fur den nachstfolgenden Nachmittag zu
induzieren, missen am Vorabend 50 Einheiten hCG und am nachsten Morgen 600
Einheiten hCG gespritzt werden. Zur Eiablage selbst werden die Weibchen im
Froschgriff gehalten und die Lendenregion in Richtung Kloake massiert. Die aus der
Kloake austretenden Eier werden in einer Petrischale aufgefangen. Die Eier sollten
nur viermal im stundlichen Rhythmus vom selben Weibchen gewonnen werden. Im
Anschluss folgt eine dreimonatige Ruhephase dieser Tiere. Es werden nur gesunde

Eier mit normal entwickelter Gallerthille verwendet.
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4.1.3 Testisextraktion

Zur Betaubung wird eiskalte 0.25 % (v/v) Aminobenzoesaure-Ethylester-Losung
verwendet, in diese werden die Mannchen umgesetzt. Nach 20-25 Minuten kann
durch schnelles Durchtrennen der Halswirbelsdule das narkotisierte Mannchen
getotet werden. Mit einer Kanule wird zusatzlich der Ruckenmarkskanal durchbohrt.
Die Gewinnung der Hoden erfolgt durch einen medianen Schnitt entlang der
Bauchdecke. Die hellgelben ovalen Hoden befinden sich im dorsalen Fettgewebe
ventral der Nieren.

Nach Praparation und Entfernung der Blut- und Fettreste konnen sie in 1x MBSH bei
4°C gelagert werden. So kdnnen aus ihnen fur maximal sieben Tage Spermien guter

Qualitat gewonnen werden.

4.1.4 In vitro Fertilisation

Um eine gleichmallige und synchrone Entwicklung maoglichst vieler Eier zu erreichen,
erfolgt die Befruchtung per in vitro Fertilisation. Zur Befruchtung der Eier wird ein
Drittel des Hodens in 1x MBSH mazeriert. Von dieser Losung werden 100 ul auf das
Gelege gegeben. Um eine bestmogliche Mobilitat der Spermien zu erreichen, wird
diese Losung mit 900 pl sterilem Aqua bidest. verdinnt. Nach ungefahr 20 Minuten
zeigt sich eine erfolgreiche Befruchtung darin, dass die Eier ihre animale
pigmentierte Seite nach oben drehen.

4.1.5 Entfernen der Gallerthiille

Nach frihestens einer Stunde aber vor der ersten Zellteilung wird die Gallerthulle der
Embryonen entfernt. Dies erfolgt mittels Zugabe von 2 % Cysteinhydrochlorid (pH
8.2). Das Vereinzeln kann mechanisch durch Ruhren mit einer Pipettenspitze
unterstutzt werden. Liegen die Eier vereinzelt vor werden sie dreimal mit 0.1x MBSH
gewaschen. Das Gelege wird mit 0.1x MBSH uberschichtet um Austrocknung zu

vermeiden.

4.1.6 Anfarben von unpigmentierten Eiern

Im Falle von unpigmentierten Eiern ermdglicht eine 10-minutige Farbung mit Nilblau-
Farbelosung die Beobachtung der Entwicklung. Nach dem Farben wird das Gelege
mehrfach mit 0.1x MBSH gewaschen.
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4.1.7 Mikroinjektion

Die extrakorporale Entwicklung von Xenopus laevis ermoglicht eine gute
Zuganglichkeit der Eier fur die Mikromanipulation. Abhangig vom jeweiligen
Experiment konnen in die Eier antisense Morpholino Oligonukleotide (MO), DNA
oder mRNA injiziert werden und somit Funktionsgewinn- und Funktionsverlust-
experimente durchgefuhrt werden. Zunachst wird die injizierte Menge auf ein
Volumen von 4 nl geeicht. Dies erfolgt mittels eines genormten Platingitters. Dabei
hangt das injizierte Flissigkeitsvolumen vom Durchmesser der Kapillarenoffnung und
der Injektionsdauer ab. Die Menge an Molekulen der Einzelkomponenten wird
entsprechend dem durchzufuhrenden Versuch angepasst. Auch das Entwicklungs-
stadium und die Blastomere in die injiziert wird, hangen vom jeweiligen Experiment
ab. Fur Depletions- und Uberexpressionsstudien mit anschlieBender Ganzkeim-
farbung wird auf der Seite des animalen Pols in eine Blastomere im Zweizell-Stadium
injiziert. Da sich die beiden Blastomeren zu den zuklnftigen Korperhalften
entwickeln, ist ein direkter Vergleich von uninjizierter und injizierter Seite moglich.

Zur Kontrolle des Injektionsortes wird ein fluoreszierender Farbstoff, FITC-Dextran
(Endkonzentration 1/25 entspricht 4 pg) koinjiziert (Abb. 4.1) So wird eine Sortierung
von einseitig im Zweizell-Stadium injizierten Embryonen nach rechts/links injizierten
Embryonen ab dem frUhen Neurulastadium moglich. Dabei werden fur die
nachfolgenden Experimente nur eindeutig fluoreszierende Embryonen weiter-
verwendet. Diese werden in 0.1x MBSH bis zum gewunschten Entwicklungsstadium
kultiviert. Die Einteilung der Entwicklungsstadien erfolgt nach Nieuwkoop und Faber
(1967).

A

Abbildung 4.1: Mikroinjektion A: Die Injektion fir Markergenexpressionsanalysen erfolgt in eine Blastomere
auf Seite des animalen Pols im Zweizell-Stadium. B: Im Neurulastadium kann nach rechts/links injizierten
Embryonen sortiert werden.
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Soll eine Analyse mittels Western Blot erfolgen, wird in beide Blastomeren des
Zweizell-Stadiums injiziert. Im Vierzell-Stadium konnen bereits ventrale und dorsale
Bereiche des Embryos unterschieden werden. Bei den beiden kleineren und weniger
stark pigmentierten Blastomere handelt es sich um die dorsalen, die dunkleren
groReren Blastomere sind die ventralen Blastomere (Abb. 4.2).

Abbildung 4.2: Xenopus laevis Embryo im Vierzell-
Stadium. Die dorsalen Blastomeren unterscheiden sich
durch ihre schwachere Pigmentierung und ihre GréRe von
den ventralen Blastomeren. Gezeigt ist die animale Ansicht.

Daher kann zur Phanotypenanalyse von konvergenten Extensionsbewegungen oder
Achsenbildung dorsal bzw. ventral in die Marginalzone injiziert werden.

4.1.8 Gen-Suppression durch antisense Morpholino Oligonukleotide

Zur Beantwortung vieler Fragestellungen ist ein spezifisches Herunterregulieren der
Genexpression notwendig. Bei Xenopus laevis ist ein vollstandiger knockout eines
Genes, aufgrund des pseudo tetraploiden Genoms, nahezu unmdglich. Daher
kommen oft sogenannte antisense Methoden zur Anwendung. In der vorliegenden
Arbeit wurden fur einen spezifischen knockdown antisense Morpholino Oligo-
nukleotide (Morpholino) verwendet. Bei Morpholinos handelt es sich um chemisch
modifizierte Nukleinsaure-Analoga mit einem heterozyklischen Morpholinring.
Nukleinsauren dagegen besitzen ein Ribose- oder Desoxyribose-Ruckgrat.
Aulerdem zeichnen sich die Phosphatbricken durch eine Amidatgruppe aus. Dies
fuhrt dazu, dass Morpholinos im Gegensatz zu Nukleinsauren ungeladen sind und
daher kaum mit intrazellularen Proteinen reagieren. Sie weisen aul3erdem eine hohe
Stabilitat auf, da sie von endogenen Nukleasen nicht erkannt werden koénnen.
Morpholinos werden in der Regel so konzipiert, dass sie im Bereich des Startcodons
an die endogene Ziel-RNA hybridisieren. So entsteht ein RNA-Doppelstrang, welcher
nicht mehr an Ribosomen binden kann. Die Translation wird nicht initiiert. Ein
Nachteil dieser Methode ist, dass sich die Morpholinokonzentration mit jeder
Zellteilung im sich entwickelnden Embryo verdunnt.
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4.1.9 Embryonenpflege und Fixierung

Die Entwicklungszeit der Embryonen ist temperaturabhangig. Somit kann die
Geschwindigkeit der Entwicklung durch Wahl einer Inkubationstemperatur zwischen
14°C und 25°C beeinflusst werden. Bei niedrigen Temperaturen verlauft die
Entwicklung langsamer, bei hoheren Temperaturen entsprechend schneller ab. Die
Einteilung der Entwicklungsstadien erfolgt nach Nieuwkoop und Faber (1967).
Abgestorbene und unbefruchtete Eier mussen entfernt werden, aul3erdem wird das
Kulturmedium 0.1x MBSH regelmallig gewechselt. Haben die Embryonen das
gewunschte Stadium erreicht, werden sie mit MEMFA fur eine Stunde fixiert und im
Anschluss in einer aufsteigenden Reihe entwassert und in 100 % (v/v) Methanol

uberfuhrt. Sie kbnnen bei -20°C gelagert werden.

4.1.10 Ganzkeimfarbung oder in situ Hybridisierung

Die in situ Hybridisierung ermoglicht die Analyse des zeitlichen und raumlichen
Expressionsprofils eines bestimmten Gens. Hierbei hybridisieren spezifische
Antigen-markierte antisense RNA-Sonden an die endogene RNA von Interesse.
Diese komplementaren RNA-Sonden werden ausgehend von der linearisierten
Plasmid-DNA mittels RNA-Polymerasen durch in vitro Transkription hergestellt. Da
es sich um Digoxygenin markierte Sonden handelt, I&sst sich die Expression mittels
einer Farbreaktion nachweisen. Bei Digoxygenin handelt es sich um ein aus Digitalis
purpurea isoliertes Steroid, das nur in den Bluten und Blattern dieser Pflanzen
vorkommt. Da sich das Digoxygenin am Cs der Uridinbase befindet, wird es bei der in
vitro Transkription in die RNA eingebaut. Der Digoxigenin-spezifische Antikorper ist
mit einer alkalischen Phosphatase verbunden, die das Substrat NBT/BCIP (4-
Nitroblau-Tetrazolium/5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat) zu einem blauen Prazipitat
umsetzt.

Durch die Lagerung der fixierten Embryonen in 100 % (v/v) Methanol wird eine
ausreichende Zuganglichkeit fur die Sonde und den Antikorper ermoglicht. Der erste
Schritt ist eine Rehydratisierung mittels einer absteigenden Methanolreihe (75 %, 50
%, 25 %). Im Anschluss wird dreimal fur 5 Minuten mit PTW gewaschen. Nun wird
der Hybridisierungspuffer dazugegeben. Um unspezifische Bindungsstellen zu
blockieren, wird nun fur 4 Stunden bei 62°C bis 65°C prahybridisiert. Im Anschluss
erfolgt die Zugabe der RNA-Sonde (1 pg/ml). Die Inkubation mit RNA-Sonde wird
uber Nacht durchgefuhrt. Auch hier werden hohe Temperaturen von 62°C bis 65°C
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gewahlt, um unspezifische Bindungen der RNA-Sonde zu vermeiden. Am darauf
folgenden Tag wird die verwendete RNA-Sonde abgenommen und bei -20°C
eingefroren. Mehrmaliges Verwenden ist problemlos mdglich. Nun folgen funf
Waschschritte bei 62°C bis 65°C mit SSC-, Formamid-, und Tween-haltigen
Waschlosungen in unterschiedlichen Volumina. Nach jeweils zwei 5-minutigen
Waschschritten mit PTW und MAB wird fur zwei Stunden mit MAB-BMB 2 %
blockiert, um ein unspezifisches Binden des Antikorpers im folgenden Schritt zu
vermeiden. Der Anti-Digoxygenin-Antikorper wird im Verhaltnis 1/3000 in MAB-BMB
2 % eingesetzt, die Inkubation erfolgt fur vier Stunden bei Raumtemperatur. Es folgt
ein Waschschritt mit MAB in 50 ml ReaktionsgefalRen. Dieser wird uber Nacht bei
4°C und unter standigem Schutteln durchgefuhrt. Im Anschluss werden die
Embryonen fur zweimal funf Minuten mit Alkalischem Phosphatase-Puffer
gewaschen. Nun wird die Farbereaktion mit NBT/BCIP durchgefuhrt. Ist die
gewunschte Blaufarbung erreicht, wird die Reaktion mit sterilem Wasser gestoppt.
Waschen in 100 % (v/v) Methanol entfernt ungewollte Hintergrundfarbungen. Es folgt
eine Rehydratisierung Uber eine absteigende Methanolreihe (75 %, 50 %, 25 %,
Millipore-Wasser). Danach wird fur eine Stunde mit MEMFA nachfixiert. Die
Lagerung der Embryonen erfolgt in 1x MEM bei 4°C.

4.2 Molekularbiologische und mikrobiologische Methoden

4.2.1 Fallung und Reinigung von DNA/RNA

Zur Fallung von Nukleinsauren wird zur Losung das doppelte Volumen absoluten
Ethanols sowie ein Zehntel Volumen 3 M Natriumacetat-Losung (pH 5.2) gegeben.
Nach dem Durchmischen wird fur mindestens eine Stunde bei -80°C gefallt. Um die
Nukleinsauren zu sedimentieren, wird im Anschluss bei 17 900 X g fur 30 Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen, der Niederschlag wird mit 70 % (v/v)
Ethanol gewaschen. Es folgt ein weiterer 30-minutiger Zentrifugationsschritt, in
dessen Anschluss der Uberstand wiederum verworfen wird. Der Niederschlag wird
bei Raumtemperatur getrocknet und danach in einem mdoglichst kleinen Volumen
sterilem Aqua bidest. bzw. DEPC-Wasser resuspendiert.

Alternativ kann auch mit Isopropanol gefallt werden, dabei wird das 0,7-fache
Volumen zugegeben, der Waschschritt erfolgt ebenfalls mit 70 % (v/v) Ethanol.
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Eine Reinigung von Nukleinsauren kann auch mittels ,Probe Quant G50 Micro
Columns® (Amersham) erfolgen, dabei wird die Nukleinsaure Uber eine Saule mittels
Grollenausschlusschromatografie aufgereinigt. Dies erfolgt gemafll den Hersteller-
angaben. Durch Abtrennung storender Nukleotide kann hierbei ein hoher Reinheits-

grad erzielt werden.

4.2.2 Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA

Eine ungefahre Konzentrationsbestimmung von Nukleinsaure-Losungen kann durch
Abschatzung im Agarosegel erfolgen. Dabei wird ein Intensitatsvergleich der
Bandenstarke der Nukleinsdure zu den Banden des Grolienstandards heran-
gezogen.

Zur genauen Bestimmung der Quantitat von Nukleinsauren wird eine photometrische
Messung der Absorption durchgefuhrt. Hierbei macht man sich zunutze, dass
Nukleinsauren ihr Absorptionsmaximum bei A= 260 nm aufweisen. Das Ausmal} der
Absorption wird als Extinktion (E) bezeichnet und ist nach dem Lambert-Beerschen
Gesetz proportional zur Schichtdicke und zur Konzentration der absorbierenden
Substanz. Eine Extinktion von E = 1 bei A = 260 nm entspricht 50 pg/ml
doppelstrangiger DNA bzw. 40 pg/ml RNA. Da Proteine ihr Absorptionsmaximum bei
A= 280 nm aufweisen, lassen sich durch die Berechnung des Quotienten aus 7260/
1280 ergebnisverfalschende Verunreinigungen zuverlassig abschatzen. Fur nicht
verunreinigte Nukleinsaureldsungen ergibt sich daher aus dem Quotienten von 1260/
1280 ein Wert zwischen 1.8 und 2.

4.2.3 DNA-Restriktionsanalyse

Restriktionsendonukleasen sind bakterielle Enzyme, welche DNA an spezifischen
Positionen spalten kdnnen. Sie kommen naturlich in Bakterien vor und werden dort
zur Phagenabwehr genutzt. Die Erkennungssequenz der Restriktionsendonukleasen
sind haufig palindromische Sequenzen von vier, sechs oder acht Basenpaaren.
Dabei entstehen, je nach Enzym, entweder glatte Enden (blunt ends) oder Enden mit
Uberhangen, sogenannte klebrige Enden (sticky ends).

Zur Restriktionsanalyse wird haufig ein Ansatz mit 20 yl Gesamtvolumen gewahlt.
Dabei wird 1 pg DNA, zwei bis drei Einheiten des Restriktionsenzyms, sowie ein
Zehntel Volumen des zehnfach konzentrierten Puffers verwendet. Der Ansatz wird
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nun fur mindestens zwei Stunden oder Uber Nacht bei dem Temperaturoptimum des

jeweiligen Enzyms inkubiert.

4.2.4 Analytische Flachbett-Gelelektrophorese

Aufgrund des Phosphatriuckgrates weisen Nukleinsauren eine negative Ladung auf.
Dies ermoglicht ihre Auftrennung entsprechend der GroRe im elektrischen Feld.
Durch Anlegen einer Gleichspannung von 60-120 Volt wandern die DNA- oder RNA-
Fragmente zur Anode. Je grolRer diese Fragmente sind, desto langsamer bewegen
sie sich durch die Gelmatrix. Ein 2%-iges Agarosegel sollte fur Fragmente bis zu
einer Grolde von 500 bp verwendet werden, fur groRere Fragmente wird ein 1%-iges
Gel gegossen. Die Agarose wird entsprechend abgewogen und in TAE-Puffer
gegeben, um sie zu I6sen wird sie kurz aufgekocht. Nach dem Abkuhlen auf circa
50°C wird Ethidiumbromid im Verhaltnis 1/10 000 zugegeben. Nun kann die
Suspension in die Form gegossen werden. Durch Einstecken eines Kamms werden
Taschen ausgespart, die zum Beladen des Gels vorgesehen sind. Ist das Gel
ausgehartet, wird es mit den mit 6x Ladepuffer versetzten Proben sowie dem
GroRenstandard beladen. Das Ethidiumbromid interkaliert zwischen die Basenpaare
der DNA-Fragmente, durch Anregung mit UV-Licht der Wellenlangen A=312 nm oder
A=254 nm fluoreszieren diese Fragmente. Das Bandenmuster kann nun mit dem
gleichzeitig aufgetrennten GroRenstandard verglichen und dber eine Kamera
dokumentiert werden. In der vorliegenden Arbeit wurde der 2-log DNA Marker der
Firma New England Biolabs verwendet (Abb. 4.3).

DNA Masse (ng)
Kilobasen (kb)

—100 40
—80 40
—60 48
—50 40

—4,0 32

—3,0 120

—20 40

—15 57

—1.2 45
—1,0 122
—09 34
—08 31
—07 27
—06 23 Abbildung 4.3: DNA- GroBenstandard zur Abschatzung der GroRe und
—05 124 Masse. Gezeigt ist der 2-log DNA-Marker der Firma New England Biolabs

—04 49
—03 37

—0,.2 32

—0,1 61
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4.2.5 Praparative Flachbett-Gelelektrophorese

Im Anschluss an die Auftrennung im Gel wird das zu isolierende DNA-Fragment mit
einem sauberen Skalpell unter UV-Licht ausgeschnitten und in ein 1.5 ml Reaktions-
gefall Uberfuhrt. Die Extraktion erfolgt mittels ,Wizard SV® Gel and PCR Clean-Up
System® der Firma Promega (Mannheim) entsprechend den Herstellerangaben.
Dabei werden pro 10 mg Gelstuck 10 pl Membranbindeldsung zugegeben. Das
Losen des Gelstlcks erfolgt bei 50°C bis 65°C. Die LOsung wird nun auf eine
Silikamembran gegeben und eine Minute bei 17 900 X g zentrifugiert. Die DNA
bindet an diese Saule, wohingegen Gelreste und Verunreinigungen abgetrennt
werden. Es folgen zwei Waschschritte mit ethanolhaltiger Waschlosung. Um Ethanol-
ruckstande vollstandig zu entfernen, folgt ein einminutiger Zentrifugationsschritt. Die
Saule wird nun in ein sauberes 1.5 ml Reaktionsgefal} uberfuhrt und die DNA mit 50
pl sterilem Aqua bidest. oder DEPC-Wasser mittels Zentrifugation eluiert. Die DNA
kann nun bei 4°C oder -20°C gelagert werden.

4.2.6 Dephosphorylierung linearer DNA am 5’-Ende

Um die Religation linearisierter Vektormolekule zu vermeiden, wird die Phosphat-
gruppe am 5°- Ende abgespalten. Dies erfolgt mittels alkalischer Phosphatase (AP).
Es werden circa 3 ug der linearisierten Plasmid-DNA mit 1 pl (entspricht 1 unit)
alkalischer Phosphatase verdaut. Dies erfolgt in einem Zehntel des 10x
Reaktionspuffers und dem entsprechenden Volumen Aqua bidest.. Dieser
Dephosphorylierungsansatz wird fur 15 bis 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Es folgt
eine erneute Zugabe der alkalischen Phosphatase (1 unit) und erneute Inkubation
bei 37°C fur 15-30 Minuten. Um die alkalische Phosphatase zu inaktivieren, wird der
Ansatz 15 Minuten bei 65 °C inkubiert.

4.2.7 Ligation von DNA-Fragmenten

Bei dem Vorgang der Ligation werden zwei DNA-Segmente an ihren 3'-Hydroxy-
bzw. 5'-Phosphat-Enden durch Ausbildung einer Phosphodiesterbindung verknupft.
Diese Bindung wird durch eine DNA-Ligase katalysiert. In der vorliegenden Arbeit
wurden die Vektoren pCS2myc sowie pUAST verwendet. Ein Ligationsansatz
besteht aus einem Zehntel Volumen 10x Reaktionspuffer, 0.5 yl Ligase (entspricht
circa 175 units) und dem linearisierten Vektor sowie dem DNA-Fragment, welches in
den Vektor insertiert werden soll. Vektor sowie DNA-Fragment werden in unter-
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schiedlichen molaren Verhaltnissen zueinander eingesetzt. Um die geeignete Menge
des DNA-Fragments abzuschatzen kann folgende Formel angewendet werden:

(Y1bp des Inserts)*(100 ng Vektor)
X ng Insert= * molares Verhaltnis von Insert zu Vektor
(Yy bp des Vektors)

Die Reaktion erfolgt bei 16°C fur vier Stunden oder bei 4°C Uber Nacht.

4.2.8 Herstellung chemisch-kompetenter Bakterien

Zunachst werden Bakterien des E.coli-Stamms JM109 auf eine LB-Agar-Platte (ohne
Antibiotika-Zusatz) ausgestrichen, diese wird bei 37°C fur eine Nacht inkubiert. Am
nachsten Tag wird eine Einzelkolonie dieser Platte in 5 ml Antibiotika-freiem 1x LB-
Flassigmedium angeimpft und bei 37°C Uber Nacht im Schuttelinkubator kultiviert.
Diese Ubernachtkultur wird dann in 250 ml steriles 1x LB-Medium mit 20 mM MgSQO,
uberfuhrt und wiederum im Schuttelinkubator bei 37°C kultiviert. Wahrend dieser
Inkubation wird in regelmaRigen Abstanden die optische Dichte gemessen. Erreicht
diese einen Wert von 0.4 bis 0.6, werden die Zellen fur funf Minuten bei 4500 X g
und 4°C zentrifugiert, nach Abnahme des Uberstandes in 100 ml gekihltem TFB1
resuspendiert und eine Stunde auf Eis inkubiert. Im Anschluss wird erneut fur funf
Minuten bei 4500 x g sowie 4°C zentrifugiert. Nun wird das entstandene Bakterien-
pellet in 10 ml kaltem TFB2 aufgenommen und fur 15 Minuten auf Eis inkubiert.
Jeweils 100 pl der Bakteriensuspension werden nun in ein Reaktionsgefal
aliquotiert, in flussigem Stickstoff schockgefroren und schliel3lich bei -80°C gelagert.

4.2.9 Transformation chemisch-kompetenter Bakterien

Als Transformation bezeichnet man den Vorgang der Aufnahme von genetischem
Material einer Zelle. Um diese zu induzieren erfolgt bei chemisch-kompetenten
Bakterien ein Hitzeschock.

Es werden jeweils 50 ul Bakteriensuspension des chemisch-kompetenten E.coli-
Stamms JM109 zu 1 pl Plasmid-DNA bzw. 2-10 ul Ligationsansatz gegeben. Es folgt
ein 15-minutiger Inkubationsschritt, welcher auf Eis durchgefuhrt wird. Anschliel3end
erfolgt dann der Hitzeschock fur 45 Sekunden bei 42°C im Wasserbad. Nun wird fur
funf Minuten auf Eis inkubiert und im Anschluss 450 pl SOC-Medium zugegeben.
Darauf folgt eine einstindige Ruhephase bei 37°C und 225 rpm. Die Bakterien
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konnen nun auf selektiven LB-Agar-Platten ausgestrichen werden. Dabei verwendet
man je nach zu erwartender Kolonienzahl 50-500 ul der Suspension. Die Platten
werden uber Nacht bei 37°C inkubiert.

4.2.10 Blau-WeiB-Selektion

Da nur Bakterienkolonien weiterverwendet werden, welche das rekombinante DNA-
Molekul enthalten, mussen diese selektiert werden. Eine Moglichkeit diese Selektion
durchzufuhren ist die so genannte Blau-Weil3-Selektion.

Die multiplen Klonierungsstellen (multiple cloning site, MCS) vieler Klonierungs-
vektoren liegen innerhalb des kodierenden Bereichs des lacZ Gens. Dieses Gen
kodiert fur das Enzym [(-Galaktosidase. Wurde nun kein Fragment in die MCS des
Klonierungsvektors eingebaut, kann das lacZ Gen vom 5 liegenden /ac Promoter
ausgehend abgelesen werden und das Enzym R-Galaktosidase wird exprimiert.
Dieses Enzym nutzt das farblose X-Gal (5-Brom-4-Chlor-3-indolyl-B3-D-
galaktopyranosid) als Substrat. Dieses wird in das entsprechende Indoxylderivat
uberfuhrt, das an der Luft zum blauen 5,5-Dibrom-4,4’-dichlorindigo oxidiert.
Zusatzlich wird der Agarplatte als Induktor das Lactose-Analogon IPTG
(Isopropylthiogalaktosid) zugegeben. IPTG dient zur Reprimierung des LacZ
Repressors und induziert somit die R-Galaktosidase Expression. Somit kdnnen
Bakterien, die Plasmide ohne das gewlnschte DNA-Fragment enthalten an der
blauen Farbe erkannt werden. Ist das DNA-Fragment insertiert wird das Enzym (-
Galaktosidase nicht exprimiert, da der kodierende Bereich des lacZ Gens durch
diese Insertion unterbrochen wurde. Diese Kolonien bleiben demnach weil3. Bevor
also die Bakteriensuspension auf die Agarplatte gegeben wird, werden 50 pl X-Gal-
Losung sowie 100 pl IPTG ausplattiert und bei 37°C fur eine Stunde getrocknet.

4.2.11 Isolierung bakterieller Plasmid-DNA im KleinmaBstab nach Birnboim und
Doly

Im Anschluss an die Transformation in den E.coli Stamm JM109 soll die Plasmid-
DNA isoliert werden. Jeweils eine Bakterienkolonie wird in 3 ml LBAMP/KANA-
Medium angeimpft und Uber Nacht bei 37°C und 225 rpm inkubiert. Das Verfahren
der Isolation wurde von Birnboim und Doly (1979) etabliert. Zunachst wird dabei die
Bakteriensuspension in Reaktionsgefal’e uberfuhrt und funf Minuten bei 5000 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und der Zellniederschlag in 400 pl
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RNase-haltigem Resuspensionspuffer gelost. Das in diesem Puffer enthaltene EDTA
bewirkt die Destabilisierung der Zellwande. Nun werden 400 pl alkalischer Lysis-
puffer zugegeben. Da dieser Puffer NaOH sowie SDS enthalt, werden Phospholipide
und Membranproteine gelost und DNA sowie Proteine denaturiert. Es wird nun
dreimal invertiert, darauf folgt eine Inkubation fur 30 Sekunden. Danach werden 400
bl hochsalziger Neutralisationspuffer hinzugefugt. Nach mehrmaligem Schwenken
entsteht ein weiles Prazipitat. Dies resultiert aus der Komplexbildung von
Zelltrimmern, Proteinen und chromosomaler DNA mit dem im Neutralisationspuffer
enthaltenem Kaliumacetat. Die kleine rekombinante Plasmid-DNA bleibt jedoch
gelost. Um die Auftrennung noch weiter zu verbessern, folgt ein 15-minuatiger
Zentrifugationsschritt bei 13 000 rpm. Nun werden vom klaren Uberstand 800 pl
abgenommen und in ein neues Reaktionsgefald uberfuhrt. Die Plasmid-DNA wird mit
600 pl Isopropanol gefallt. Nach einer einminutigen Inkubation folgt ein weiterer
Zentrifugationsschritt fir 20 Minuten bei 13 000 rpm und 4°C. Der Uberstand wird
verworfen. Die Nukleinsduren im Niederschlag werden mit 500 pl 70 % (v/v) Ethanol
gewaschen. Erneut wird bei 13 000 rpom und 4°C zentrifugiert, nun fur 10 Minuten.
Der Uberstand wird wieder verworfen. Nach kurzer Trocknungszeit werden die
Nukleinsauren in 50 yl Aqua bidest. resuspendiert und kdonnen bei -20°C gelagert

werden.

4.2.12 Isolierung bakterieller Plasmid-DNA im Klein- und MittelmaRstab

Eine Isolierung der Plasmid-DNA im Klein- aber auch im Mittelmafistab kann auch
mittels Kit erfolgen. In der vorliegenden Arbeit wurden dabei die Kits der Firma
Promega (Mannheim) verwendet und die Praparation nach Herstellerangaben
durchgefuhrt. Der Vorteil dieser Methode ist, dass ein hoherer Reinheitsgrad der
Plasmid-DNA erreicht wird, im Vergleich zur Isolation nach Birnboim und Doly
(1979), da hier die Plasmid-DNA nach selektiver Fallung der chromosomalen DNA
an eine Affinitatsmatrix adsorbiert.

Bei einem Ansatz im Kleinmalistab werden mit rekombinanten Plasmiden transfor-
mierte JM109 E.coli Bakterien in 3 ml LBAMP/KANA-Medium bei 37°C uber Nacht
kultiviert. Diese Zellen werden durch 5-minitige Zentrifugation bei 13 000 rpm
sedimentiert. Die im Kit enthaltenen Puffer haben die gleiche Wirkung wie unter
4.2.11 beschrieben. Die nach der Behandlung mit Neutralisationspuffer entstandenen

Prazipitate werden durch einen 10-minutigen Zentrifugationsschritt bei 13 000 rpm
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abgetrennt. Der Uberstand mit der gelésten Plasmid-DNA wird auf eine Saule
gegeben, wobei die Plasmid-DNA an die Silikamembran adsorbiert. Der Durchfluss
wird nach kurzer Zentrifugation verworfen und die Membran mit 750 pl Ethanol-
haltigem Waschpuffer gewaschen. Dieser Schritt wird mit 250 ul wiederholt. Die
Plasmid-DNA wird mit 100 pl sterilem Aqua bidest. eluiert und bei -20°C gelagert.

Fur eine Praparation im Mittelmalistab werden rekombinante E.coli Bakterien in 100
ml LBAMP-Medium bei 37°C uber Nacht inkubiert. Die Bakterien werden bei 5 000
rpom sedimentiert. Auch hier folgen die Puffer den in 4.2.11 genannten Prinzipen. Hier
wird das durch die Zugabe des Neutralisationspuffers entstandene Prazipitat im
Ansatz zusatzlich durch einen Faltenfilter filtriert. Der so entstandene Durchfluss,
welcher die geloste Plasmid-DNA enthalt, wird mithilfe einer Vakuumpumpe zunachst
durch einen Filter aufgereinigt. Danach wird die Plasmid-DNA auf der darunter
liegenden Silikamembran gebunden. Nun folgen zwei Waschschritte mit Endotoxin-
haltigem Puffer sowie einem Waschpuffer. Beide Puffer enthalten Ethanol und
bewirken die Entfernung der Kontamination mit bakteriellen Endotoxinen, RNA oder
Proteinen, dies erfolgt Uber die Auswaschung der chaotropen Salze. Die Silika-
membran muss nun getrocknet werden, um ein vollstandige Entfernung des Ethanols
sicherzustellen. Die Plasmid-DNA wird nun mit 600 pl Nuklease-freiem Wasser

eluiert, dies erfolgt Uber kurze Inkubation sowie anschliellende Zentrifugation.

4.2.13 In vitro Transkription von sense und antisense RNA

Fur die in vitro Transkription von sense oder antisense RNA werden die DNA-
abhangigen RNA-Polymerasen Sp6, T3 und T7 aus Bakteriophagen verwendet.
Diese Synthese verlauft unter Verwendung linearisierter DNA-Plasmide als jeweilige
Matrize. Die Synthese von sense mRNA, welche fur die Mikroinjektion in Xenopus
laevis Embryonen verwendet werden kann, erfolgt mit Hilfe des ,mMESSAGE
MMACHINE™ High Yield Capped RNA Transcription Kit* (Ambion). Dabei enthalt ein
Ansatz von 20 pl Endvolumen 1 ug linearisierte Plasmid-DNA, 2 pl Enzymmix, 10 pl
2x NTP/CAP-Puffer und 2 pl 10x Reaktionspuffer. Im Enzymmix sind neben der
Polymerase auch Capping-Enzyme enthalten, welche die RNA mit einer 7-
Methylguanosin-Kappe am 5°-Terminus versehen und damit der synthetisierten RNA
eine hohere Stabilitat verleihen. Der Ansatz wird fur zwei Stunden bei 37°C inkubiert,
dann werden 2 pl DNase | zugegeben um die DNA-Matrize abzubauen. Im

Anschluss wird fur weitere 15 Minuten bei 37°C inkubiert. Die RNA wird nun mittels
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,Probe Quant G50 Micro Columns® der Firma GE Healthcare gemall den
Herstellerangaben aufgereinigt. Antisense RNA wird als Sonde in der Ganzkeim-
farbung eingesetzt. Zur Herstellung wurde das ,Digoxygenin/Fluorescin RNA
Labelling Kit* (Roche Diagnostics GmbH) verwendet. Dazu werden fur einen 20 pl
Ansatz je 1 pg linearisierte Plasmid-DNA, 2 pl des 10x Transkriptionspuffers, 2 yl 10x
NTP-Labelling-Mix sowie 2 pl der jeweiligen RNA-Polymerase verwendet. Die
zugegeben Ribonukleotide sind am Cs der Uridinbase mit Digoxygenin bzw.
Fluorescin markiert. Die weiteren Schritte entsprechen der oben geschilderten
Vorgehensweise.

4.2.14 PCR zur Amplifikation spezifischer DNA-Fragmente
Die Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) wurde von Mullis
entwickelt (Saiki et al. 1985; Mullis et al. 1986). Dabei handelt es sich um eine
Methode um spezifische Abschnitte der DNA in vitro zu vervielfaltigen. Eine PCR
folgt prinzipiell drei Schritten, der Denaturierung der DNA-Matrize, Anlagerung von
synthetischen DNA-Oligonukleotiden (Primer) und der Elongation. Diese erfolgen bei
unterschiedlichen Temperaturen. Die DNA wird bei 94°C denaturiert, dabei sollte die
Zeit moglichst kurz gehalten werden, da aufder der gewunschten Denaturierung auch
alle anderen Komponenten in Mitleidenschaft gezogen werden konnen. Die optimale
Temperatur fur die Hybridisierung der Primer hangt vom CG/AT Verhaltnis ab. Um
diese Schmelztemperatur (T) zu errechnen gilt folgende Regel, vorausgesetzt wird
eine Primerlange von 18 bis 24 Nukleotiden:

Tm = 4%(G+C) + 2*(A+T).
Es wird jeweils ein forward Primer, welcher an den sense Strang der Matrize bindet
und ein reverse Primer, der den antisense Strang bindet, verwendet. Somit wird der
zwischen den Primern liegende Bereich exponentiell vervielfaltigt. Die Elongation
wird bei 72°C mittels einer DNA-Polymerase durchgefuhrt. Diese thermostabile
Polymerase synthetisiert, ausgehend von den freien 3'OH-Enden der eingesetzten
Primer, einen neuen komplementaren DNA-Strang. In der vorliegenden Arbeit wurde
die thermostabile Taq-Polymerase verwendet, diese stammt aus dem thermophilen
Gram-positiven Bakterium Thermus aquaticus.
Fir einen Ansatz mit 25 pyl Endvolumen werden 1 pl DNA-Matrize (20-40 ng) 1 ul
Primer forward (10 nM), 1 ul Primer reverse (10 nM), 5 ul 5x GoTaq Flexi Reaktions-
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puffer, 0.5 yl dNTPs (10 mM), 0.25 upl GoTaqg-Polymerase (1.25 u), 16.25 pl
Nuklease-freies H,O eingesetzt.

Ortsspezifische Mutagenese

Mit Hilfe der ortsspezifischen Mutagenese per PCR koénnen Punktmutationen,
Deletionen oder Insertionen in eine DNA-Matrize eingebracht werden. Dabei macht
man sich zunutze, dass Primer bei niederen Hybridisierungstemperaturen auch an
nicht zu 100 Prozent komplementaren DNA-Matrizen binden konnen. Die Primer
sollten eine Lange von 25 bis 45 Basenpaaren aufweisen. Bei der Konzipierung der
Primer sollte aul’erdem darauf geachtet werden, dass die einzufuhrende
Veranderung mittig in der Primersequenz liegt. Dieser Bereich sollte von 10 bis 15
Nukleotiden flankiert werden. Sie sollten einen minimalen GC-Gehalt von 40%
aufweisen. Zudem sollten die Primer zueinander komplementar sein, dadurch wird
das ringformige Plasmid vollstandig abgelesen. Die Schmelztemperatur (Tm) sollte
uber 78°C liegen und dabei nach folgender Formel berechnet werden:

Tm=81.5+0.41* (%GC) — 675/ (N - %Fehlpaarungen)

N = Anzahl der Basen.

In der vorliegenden Arbeit wurde fur ortsspezifische Mutagenesen die Turbo Pfu-
Polymerase aus dem thermophilen Archaebakterium Pyrococcus furiosus verwendet.
Bei dieser Polymerase handelt es sich um ein Proofreading-Enzym (auch High-
Fidelity-Enzym genannt). Diese besitzen im Gegensatz zur Tag-Polymerase neben
ihrer DNA-Polymerase Aktivitat auch eine 3’-5’-Exonuklease Aktivitat. Dadurch sind
sie in der Lage, fehlerhaft eingebaute Nukleotide zu entfernen und durch die
korrekten, zum Template-Strang komplementaren Nukleotide, zu ersetzen. Pro
Reaktionsansatz sollten 25-50 ng DNA-Matrize eingesetzt werden. Die Elongations-
temperatur ist abhangig von der Lange der Plasmid-DNA, in welche die Mutation
eingefuhrt werden soll. Dabei sind zwei Minuten pro Kilobase optimal. Sollen
Punktmutationen eingeflgt werden, sind zwolf Zyklen ausreichend, fur Mutationen
mehrerer Basen sollten 18 Zyklen gewahlt werden. Im Anschluss an die Elongation
wird auf 4°C heruntergekuhlt und in den 50 yl Ansatz wird 1 pl Dpnl zugegeben.
Diese Restriktionsendonuklease baut die parentale DNA-Matrize ab, da diese im
Gegensatz zur neusynthetisieten DNA methyliert ist. Sie folgt dabei dem
Erkennungsmotiv 5-G™ATC-3". Die mit Dpnl versetzen Proben werden fiir eine
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Stunde bei 37°C inkubiert. Davon werden 2 ul in kompetente E.coli JM109 Bakterien
transformiert. Zur Kontrolle der eingefligten Mutation wird eine DNA-Sequenzanalyse

durchgefuhrt, wie unter 4.2.15 beschrieben.

Kolonien-PCR

Eine Mdglichkeit zur Uberpriifung eines klonierten Konstrukts ist die Kolonien-PCR.
Dabei kann der Einbau selbst, und wurde fur die Klonierung nur eine Restriktions-
endonuklease benutzt, die Orientierung des Inserts Uberpriuft werden. Dazu wird mit
einer Pipettenspitze ein Teil der zu testenden Bakterienkolonie in ein 1.5 ml
Reaktionsgefall uberfuhrt und anschlief3end in 50 pl Aqua bidest. gelost. Von dieser
Bakteriensuspension werden 5 pl in eine PCR-Reaktion eingesetzt, diese verlauft wie
unter 4.2.14 beschrieben. Fur die Amplifikation wird ein Plasmid-spezifischer und ein
Gen-spezifischer Primer genutzt. Dadurch erfolgt eine Amplifikation nur dann, wenn
das DNA-Fragment vorhanden ist und dieses die gewunschte Orientierung aufweist.

4.2.15 DNA-Sequenzanalyse

Die DNA-Sequenzanalyse erfolgt mittels der Kettenabbruchmethode, auch
Didesoxymethode genannt, diese wurde von Sanger et al. (1977) entwickelt. Dabei
werden Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelte Didesoxynukleosidtriphosphate (ddNTPs)
verwendet. Diese Sequenzierungen wurden von der Firma GATC Biotech (Konstanz)
durchgefuhrt. Die Interpretation und Analyse der Sequenzen wurde in vorliegender
Arbeit mit Hilfe der Software ApE 1.12 (Freeware v. M.W. Davis, USA) durchgeflhrt.

4.3 Proteinbiochemische Methoden

4.3.1 Proteinextraktion aus Xenopus laevis Embryonen

Je 10 Embryonen werden in 100 pl RIPA-Puffer durch Auf- und Abziehen in einer
Kanule (Durchmesser 0.4 mm) homogenisiert. Nach einer 30-minutigen Inkubations-
zeit werden mit einem Volumen Freon (1,1,2-Trichlortrifluorethan von Merck) die
Dotterlipide abgetrennt. Nun wird fur 20 Minuten bei 4°C und 13 000 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wird in ein neues Reaktionsgefal tberfiihrt und mit 5x
SDS-Ladepuffer versetzt. Der Ansatz wird nun fur 5 Minuten bei 95°C aufgekocht

und auf ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen oder bei -20°C eingefroren.
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4.3.2 Immobilisierung von GST-Fusionsproteinen an Sepharosekugein

Glutathion-S-Transferasen (GST) katalysieren die Bindung von Glutathion (GSH) an
organische Verbindungen. Werden Proteine an GST-Affinitatsmarkierungen
fusioniert, konnen diese aufgrund der hohen Affinitat von Glutathion-S-Transferasen
fur Glutathion mittels immobilisiertem Gluthation aufgereinigt werden. Dazu werden
150 pl Bakterienlysat mit 150 pl gewaschenen GSH-Sepharosekugeln fur zwei
Stunden bei 4°C inkubiert. Es folgen drei 10-minutige Waschschritte mit PBS. Die so
vorbereiteten GSH-Sepharosekugeln konnen nun fur einen GST-Pulldown Assay

verwendet werden.

4.3.3 GST-Pulldown Assay

Der GST-Pulldown Assay ist eine Methode um in vitro Interaktionen zwischen
Proteinen nachzuweisen. Dabei wird ein mit GST versehenes bait-Fusionsprotein an
Glutathion-Sepharose immobilisiert. Es folgt die Zugabe moglicher Interaktions-
partner, den prey-Proteinen. Diese liegen im Zelllysat von transfizierten HEK293
Zellen vor. Die Komplexe konnen dann eluiert werden und in SDS-PAGE und
Western Blot Analysen untersucht werden. Die Zellen werden in 1.5 ml PBS
aufgenommen und im Anschluss fur funf Minuten bei 5000 rpm zentrifugiert. Zur
Lyse der Zellen wird zum Niederschlag 150 pl RIPA-Puffer mit Protease-Inhibitoren
zugegeben. Nach 10-minutiger Zentrifugation bei 13 000 rpm und 4°C wird der
Uberstand, welcher die bait-Fusionsproteine enthalt, zu den GSH-Sepharosekugeln
gegeben. Die zweistlindige Inkubation bei 4°C ermdglicht die Bindung der Proteine.
Im Anschluss werden unspezifisch gebundene Proteine durch drei Waschschritte mit
PBS entfernt. In vorliegender Arbeit wurde R-Catenin-GST und als Kontrolle GFP-
GST oder DCOH-GST verwendet. Die an das bait-Fusionsprotein gebundenen
Proteine werden durch Erhitzen auf 95°C mit 4x SDS-PAGE Probenpuffer eluiert. Die
Proben konnen im Anschluss in einer SDS-PAGE oder im Western Blot analysiert

werden.

4.3.4 Proteinauftrennung mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) ermoglicht eine Auftrennung
von Proteinen entsprechend ihrer Grofde. Die Zugabe von SDS (sodium dodecyl
sulfate; Natriumdodecylsulfat) bewirkt zum einen die Denaturierung der Proteine,

somit liegen sie dann als monomere Proteinuntereinheiten vor. Zum anderen bildet
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es mit ihnen einen Komplex aus, wodurch sie von einer negativ geladenen Hdlle
umgeben sind. Diese negative Ladung bewirkt, dass die Proteine im elektrischen
Feld in Richtung der Kathode laufen. Die Wanderungsgeschwindigkeit der Protein-
SDS-Komplexe im Gel ist linear vom Logarithmus des Molekulargewichts abhangig.
Somit erfolgt die Auftrennung im Gel aufgrund der Proteingrof3e. Dabei wandern
kleine Proteine schneller, grof3e entsprechend langsamer durch die Gelmatrix.
Weitere Komponenten sind Dithiothreitol (DTT) bzw. Mercaptoethanol, welche
Disulfidbricken reduzieren. Bei der SDS-PAGE wird ein Polyacrylamidgel verwendet.
Die Zugabe von N,N-Methylen-bisacrylamid fuhrt zu einer dreidimensionalen
Vernetzung. Die Porengrof3e im Gel kann, je nach Fragestellung und Proteingrofe,
uber unterschiedliche Mengenverhaltnisse von Polyacrylamid und Bisacrylamid
beeinflusst werden. Des weiteren wird als Katalysator und Stabilisator der Radikale
TEMED (N,N,N',N'-Tetra-methyl-ethylen-diamin), als Radikalbildner Ammonium-
peroxodisulfat (APS) eingesetzt. Es wird jeweils ein Trenngel und ein Sammelgel
verwendet. Die Proteine passieren zunachst das Sammelgel, welches eine grofe
Porenweite aufweist. Im Sammelpuffer sind Chlorid-lonen enthalten. Diese zeigen
eine hohere Mobilitat als die Proteine. Die im Elektrophoresepuffer enthaltenen
Glycin-lonen dagegen sind langsamer. Entsprechend ihrer Wanderungs-
geschwindigkeit im elektrischen Feld ordnen sich die Proteine zwischen den
langsamen Glycin-lonen und den schnellen Chlorid-lonen an. Mittels dieser
Vortrennung der Proteine wird eine Aufkonzentrierung und spater eine scharfe
Proteinbande im Gel erzeugt.

Im Vergleich zum Sammelgel weist das Trenngel eine geringere Porengrol3e, eine
hohere Salzkonzentration sowie einen hoheren pH-Wert auf. Die Glycin-lonen
werden beim Eintritt in das Trenngel ionisiert und wandern an den Proteinproben
vorbei. Im Trenngel werden die Proteine dann entsprechend ihrer molekularen Grol3e
aufgetrennt. Als GroRenstandard werden Proteine mit bekannter Grolie verwendet.

In der vorliegenden Arbeit wurde fur ein 8 % Trenngel 2.3 ml Aqua bidest., 1.3 ml 30
% (w/v) Acryl- Bisacrylamid Mix, 1.3 ml 1.5 M Tris-HCI pH 8.8 und 50 pl 10 % (w/v)
SDS bendtigt. Durch die Zugabe von 3 yl TEMED und 50 pl 10 % (w/v) APS beginnt
die Polymerisation. Das Trenngel wird zunachst zwischen zwei Glasplatten, bis circa
1 cm unter den oberen Rand des Gelgiel3standes, gegossen und dann mit Aqua
bidest. Uberschichtet. Dies ermoglicht die Bildung eines sauberen Abschlusses des
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Gels. Nach der Polymerisation des Trenngels wird das Wasser abgegossen und das
Sammelgel zugegeben. Dieses besteht aus 2.1 ml Aqua bidest., 500 yl 29.22 %
(w/v) Acrylamid, 0.79 % (w/v) Bisacrylamid, 380 pl 0.5 M Tris-HCI pH 6.8, 30 pl 10 %
(w/v) SDS, 3 pyl TEMED und 30 pl 10 % (w/v) APS. In das noch flissige Gel wird ein
Kamm gesteckt, welcher Taschen zum Beladen des Gels ausspart. Sobald dieses
ebenfalls ausgehartet ist wird das Gel, welches zwischen den Glasplatten
eingespannt ist, in eine Gelelektrophoresekammer eingesetzt, diese wird zuvor mit
1x Elektrophoresepuffer mit 0.1 % SDS gefullt. Nun kann der Kamm entfernt und die
Proteinproben konnen auf das Gel geladen werden. Es wird eine Spannung von
zunachst 80 Volt angelegt bis die Proben das Sammelgel passiert haben. Nun kann
die Spannung auf 100 Volt erhoht werden. Die Gelelektrophorese wird gestoppt,
sobald die Probenpufferbande den unteren Rand des Gels erreicht hat. Das
zwischen den Glasplatten eingespannte Gel kann nun aus der Gelelektrophorese-
kammer enthommen werden, die obere kleinere Glasplatte wird vom Gel abgehoben
und das Sammelgel wird abgetrennt. Das Trenngel mit den Proteinbanden wird fur
die Analyse im Western Blot oder fur eine Coomassie Brilliant Blue Farbung

weiterverwendet.

4.3.5 Coomassie Blau Farbung von Polyacrylamidgelen

Die Farbung des Polyacrylamidgels mit Coomassie Brilliant Blue (CBB) ermdglicht
die Visualisierung der aufgetrennten Proteine, sofern sie in einer Menge von 300 bis
1000 ng vorliegen. Das Gel wird fur 30 Minuten in CBB-Farbelosung auf einem
Schuttler inkubiert. Zum Entfarben des Hintergrunds wird dreimal fur 10 Minuten mit
CBB-Entfarbelosung inkubiert. Bei hoher Intensitat der Hintergrundfarbung kann das
Entfarben verlangert werden. Zur Aufbewahrung wird das Gel mit Hilfe des ,Gel

Drying Film“ (Promega, Mannheim) getrocknet.

4.3.6 Proteinanalyse mittels Western Blot

Der Transfer der Proteine im Gel auf eine Nitrocellulose- oder eine
Polyvinylidenfluorid- (PVDF) Membran wird als Western Blot bezeichnet. Dabei
handelt es sich um eine sehr sensitive Methode, welche eine Detektion der
spezifischen Proteine im picomolaren Bereich ermdglicht. Aufgrund hydrophober
Wechselwirkungen bleiben die Proteine auf der Membran haften, wobei das Muster
der elektrophoretischen Auftrennung erhalten bleibt. Die Proteine sind so fest an die
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Membran gebunden und zuganglich fur den Antikorper. In der vorliegenden Arbeit
wurde fur den Proteintransfer die ,Semidry-Blot“-Methode angewandt. Dazu werden
sechs 3 mm dicke Filterpapiere, eine Nitrocellulosemembran und das Polyacrylamid-
gel bendtigt. Die Filterpapiere und die Nitrocellulosemembran werden kurz mit Blot-
Puffer angefeuchtet und im Sandwich-Aufbau luftblasenfrei Ubereinandergelegt (Abb.
4.4).

Filterpapier
; Polyacrylamidgel

MNitrocellqusemembran

Rl

Abbildung 4.4: Aufbau des Sandwichs fiir den Proteintransfer. Zwischen die positiv geladene Anode und die
negativ geladene Kathode werden die Filterpapiere, die Nitrocellulosemembran sowie das Polyacrylamidgel
angeordnet.

Der Transfer erfolgt fur zwei Stunden bei 20 Volt. Dann wird die Nitrocellulose-
membran aus dem Sandwich-Aufbau herausgenommen. Es folgt ein Blockierungs-
schritt der unspezifischen Bindestellen. Dabei wird fur eine Stunde mit 5 % (w/v)
Magermilchpulver in TBST unter standigem Kippen inkubiert. Der Blot wird nach der
Blockierung fur dreimal zehn Minuten mit TBST gewaschen. Nun wird mit dem
primaren Antikorper Uber Nacht bei 4°C unter standigem Kippen inkubiert. Es folgt
ein weiterer Waschschritt mit TBST, erneut dreimal fur zehn Minuten. Der Blot wird
nun far zwei Stunden bei Raumtemperatur auf einem Kippschittler mit dem
sekundaren Antikorper inkubiert. Danach wird wieder dreimal zehn Minuten mit TBST
gewaschen.

Zur Entwicklung des Blots wird die Peroxidase-Methode angewandt. Die Detektion
erfolgt mittels Chemilumineszenz. Die Peroxidase, welche die Reaktion des
Chemilumineszensfarbstoffs katalysiert, ist am sekundaren Antikorper gebunden. Die
Chemilumineszenz beruht auf der Oxidation des Diacylhydrazids Luminol. Fur diese
Reaktion werden die beiden Komponenten des ,ECL Plustm Western Blotting
Detection System-Kit“ im Verhaltnis 1/40 gemischt und gleichmafig auf der Membran
verteilt. Die Chemilumineszenz kann nun mit einer CCD (Charge-coupled device)

Kamera visualisiert werden.
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4.4 Arbeiten mit Drosophila melanogaster

4.4.1 Fliegenfutter und -haltung

Futter

Im Futter sind Agar, Zucker, Maismehl sowie Aqua bidest. enthalten. Diese
Komponenten werden erhitzt, wobei kurz vor dem Kochen zusatzlich Frischhefe
zugegeben wird. Der Futterbrei wird nun 20 Minuten aufgekocht um die Hefe zu
inaktivieren. Nach dem Abkuhlen auf circa 70°C wird Nipagin und Propionsaure
zugesetzt, da sich vor allem Nipagin bei hoheren Temperaturen zersetzt. Bei Nipagin
handelt es sich um das Paraben 4-Hydroxybenzoesauremethylester, ein Fungizid.
Zur Konservierung dient aulRerdem die Propionsaure, welche Schimmel und
Bakterienwachstum hemmt. Der Futterbrei wird nun in die Zuchtbehalter abgefullt,
die nach vollstandigem Abkuhlen mit Wattestopfen abgedichtet werden. Das Futter
wurde von Chaudhary Heidelberg (Arbeitsgruppe Boutros, DKFZ) bezogen.

Haltung

Die Entwicklungszeit von Drosophila melanogaster ist von verschiedenen
Parametern abhangig, wie Populationsdichte, Feuchtigkeit und Genotyp. Auch die
Temperatur spielt dabei eine gro3e Rolle. Die Zuchttemperatur liegt meist bei 18°C
oder 25°C. Bei Haltung der Fliegen bei 18°C schlupfen die adulten Tiere nach 18
Tagen, bei Haltung auf 25°C nach 10 Tagen. Aulierdem verlauft die Entwicklung
abhangig vom Geschlecht unterschiedlich schnell ab, so zeigen Weibchen eine
schnellere Entwicklung als Mannchen. Die Fliegen sollten bei Haltung auf 25°C alle
zwei Wochen auf neues Futter gesetzt werden, werden die Tiere bei 18°C gehalten
ist ein Umsetzen alle drei bis vier Wochen ausreichend. Beim Umsetzen der Fliegen
sollte darauf geachtet werden, dass keine Fliegen von auf3en oder Kontaminationen,
wie Schimmelpilze oder Milben in die neuen Zuchtbehalter gelangen.

4.4.2 Geschlechtsbestimmung

Die Geschlechtsbestimmung von Drosophila melanogaster ist zum einen zur
Selektion der virginellen Weibchen, zum anderen auch fur das Ansetzen von
Kreuzungen entscheidend. Adulte Mannchen sind kleiner als Weibchen. Der
Geschlechtskamm der Mannchen befindet sich auf dem Basitarsus des ersten
Beines. Die aulderen mannlichen Genitalien sind stark chitinisiert. Aullerdem ist die
starke Pigmentierung der letzten Abdominaltergiten sehr leicht erkennbar. Die
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Analplatten der Mannchen sind rechts und links angelegt, Hoden schimmern ventral
gelb durch. Bei Weibchen sind die Genitalien wenig sichtbar, allerdings weisen sie
stark vorragende Analplatten auf, welche den Anus umrahmen, sie sind ventral-
dorsal angelegt.

Eine Geschlechtsbestimmung ist bereits im Larvenstadium mdglich, da bei
mannlichen Larven im hinteren Drittel seitwarts der Haupttracheen grol3e, ovale,
durchsichtige in Fettkorper eingebettete Hoden zu erkennen sind. Die Ovarien der
Weibchen sind hingegen kaum sichtbar.

4.4.3 Arbeiten mit Drosophila melanogaster

Narkose

Arbeiten, wie Kreuzungen ansetzen oder virginelle Weibchen selektieren, werden
durch Narkotisieren der Tiere mdglich. Der Betaubung mit CO ist einer Betaubung
durch Ather vorzuziehen. Bei Ather besteht die Gefahr, dass zu wenig narkotisiert
wurde und die Tiere nicht ausreichend betaubt wurden. Bei nochmaliger Betaubung
mit Ather kommt es dann haufig zu einer Uberdosierung, an der die Tiere sterben.
Die CO,- Betaubung dagegen ist besser dosierbar und weniger intrusiv. Die Fliegen
erwachen schneller und sind sofort paarungsbereit. Allerdings besteht die Gefahr des
Austrocknens wahrend der Betdubung. In vorliegender Arbeit wurde ausschliefRlich
mit CO2 betaubt.

Entsorgung

Fliegen die nicht mehr bendtigt werden, konnen in einem sogenannten Fliegengrab
entsorgt werden. Dabei handelt es sich um einen zur Halfte mit 70 % Ethanol,
gefullten Kolben in dem sich ein Plastiktrichter befindet. Dieser Trichter ermoglicht
ein leichteres Beflllen des Kolbens.

4.4.4 Aligemeine Nomenklatur

In vorliegender Arbeit wurden entsprechend der allgemein gultigen Nomenklatur
homologe Chromosom durch einen Bruchstrich (/) getrennt. Unterschiedliche
Chromosomen sind durch Trennung mit einem Strichpunkt (;) gekennzeichnet.
Generell werden in Kreuzungsschemata wildtypische Allele bzw. Gene als Plus (+)
dargestellt. Somit ergibt sich fur eine Fliege, die ein wildtypisches und ein mutantes
Allel xyz° des Gens xyz, also heterozygot ist, auf dem ersten Chromosom tragt und
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auf dem zweiten Chromosom homozygot fur das mutante Allel 1 des Gens a und
heterozygot fiir b? ein mutantes Allel des Gens b ist, folgende Schreibweise:

+ oAl Rt 1 4.d
xyz' [ xyz°;a' b /a' b
Wildtyp-Allele werden oftmals nur mit einem Plus (+) gekennzeichnet, wobei durch
die Position das entsprechende Gen festgelegt ist. Mutante Allele werden nur dann

eigens gekennzeichnet, wenn es sich nicht um das Allel 1 handelt. Somit ergibt sich
fur dieselbe Fliege folgende Schreibweise:

+/xyz% a+/ab’

4.4.5 Auslesen virgineller Weibchen

Zum Ansetzen einer gewunschten Kreuzung werden virginelle Weibchen bendtigt, da
einmal begattete Weibchen noch tagelang einen Spermienvorrat im Receptaculum
und in den Spermatheken halten kdnnen. Kennzeichen der virginellen Weibchen sind
die bleiche Korperfarbe, die noch nicht aufgefalteten Flugel und das Meconium
(verdautes Larvengewebe), welches auf der ventralen Korperseite als dunkler Fleck
sichtbar ist. Aulierdem weist das langliche Abdomen Langsrinnen auf. Die Weibchen
bleiben bei Haltung bei 25°C circa 6 bis 8 Stunden nach dem Schlupfen virginell.
Diese Zeitspanne kann durch Haltung bei 18°C auf circa 22 Stunden erhoht werden.

4.4.6 Ansetzen von Kreuzungen

Es werden pro Kreuzung eine bis funf Jungfrauen und zwei Mannchen
zusammengesetzt. Wobei die Anzahl der eingesetzten Mannchen nicht entscheidend
ist, ein Uberschuss ist hierbei unproblematisch. Beim Ansetzen der Kreuzung ist zu
beachten, dass bei Betaubung mit Ather die Weibchen mehrere Stunden nach der
Narkose keine Eier legen, bei Betaubung mit CO; stellt sich die Legetatigkeit kurz
nach dem Erwachen wieder ein. Beim Uberfiilhren der betiubten Tiere in die
Futterrohrchen sollten diese bis zum Erwachen der Fliegen gelegt werden.
Anderenfalls besteht die Gefahr, dass die Tiere in den Nahrungsbrei fallen und
sterben. Nach drei bis funf Tagen, abhangig von der Temperatur, konnen die Fliegen

auf neues Futter umgesetzt werden.
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4.4.7 Balancer- Chromosom

Der Einsatz von Balancer-Chromosomen ist in der Drosophila Genetik ein wichtiges
Werkzeug und ein entscheidender Vorteil bei dem Modellorganismus Drosophila
melanogaster. Balancer-Chromosomen verhindern die Rekombination bei den
Fliegen, so dass rezessiv letale Mutationen als stabile Stamme gehalten werden
konnen. Grundlage hierfur ist der balancierte Polymorphismus. Die Balancer-
Chromosomen tragen verschiedene Inversionen, die dazu fuhren, dass die homologe
Rekombination des zum Balancer-Chromosom homologen Chromosoms nicht mehr
moglich ist. Zusatzlich tragen Balancer-Chromosomen einen oder mehrere
dominante Marker. Dies ermdglicht ihr Vorhandensein eindeutig nachzuweisen, auch
im Falle von Heterozygose. Fur Autosomen sind diese dominanten Marker meist
homozygot letal. Fur Heterosomen ist eine derartige Letalmarkierung nicht moglich,
da sonst die Balancer-Chromosomen nicht uber die hemizygoten Mannchen
weitergegeben werden konnten. Man verwendet in diesem Falle die Bar (B)
Mutation, dies ermdglicht auch eine Unterscheidung zwischen hetero- und
homozygoten Weibchen.

Die in dieser Arbeit verwendeten Balancer-Chromosomen sind in Tabelle 4.1
angegeben, eine Ubersicht (iber alle verfligbaren Balancer-Chromosomen ist unter
http://kyotofly.kit.jp/stocks/documents/Balancers.html#h6391178 zu finden.

Tabelle 4.1: Ubersicht iiber die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Balancer, ihre Lokalisation sowie

ihre genotypische Beschreibung und die verwendeten dominanten Balancer Marker. *In dieser Tabelle sind
nur die phanotypischen Merkmale angegeben nach denen in vorliegender Arbeit selektiert wurde.

Balancer | Chromosom Mutation Marker und Merkmal*
Name
CyO 2 In(2LR)O, Cy1 dp"" pricn2 | Cy Curly
Curley of nach oben gebogene
Oster Flagel
IF 2 In(2R)vg”, wg™®" vg” mam" | If irregular facetes
irreqular Kr'"™1/SM5 kleine Augen mit
facette fusionierten Ommatidien
Tm3,Sb |3 In(3LR)TM3, kni™" p° vvI*®P Sb  Stubble
Third 1(3)89Aa" UbxP*34 ¢ kurze, dicke Borsten
multiple 3 zusatzlich mit Sb markiert
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Balancer | Chromosom Mutation Marker und Merkmal*
Name
Tm3, Ser | 3 In(3LR)TM3, kni™" pP wI*P Ser Serrate
Third 1(3)89Aa" UbxP*34 ¢ Fliigel an den Enden
multiple 3 zusatzlich mit Ser markiert eingekerbt
MKRSb |3 Tp(3;3)MRS, M(3)76A" kar' | Sb  Stubble
ry? Sb’ kurze, dicke Borsten

4.4.8 Erzeugung transgener Tiere

Grundlage zur Erzeugung transgener Fliegen bilden DNA-Transposons, die P-
Elemente. DNA-Abschnitte, die von P-Element Wiederholungen flankiert werden,
konnen mit Hilfe des Enzyms Transposase in das Genom integriert werden (Rubin
und Spradling, 1982).

Der Transformationsvektor pUAST enthalt die zu integrierenden DNA-Abschnitte,
flankiert von den P-Element Wiederholungen sowie als Selektionsmarker das white-
Gen. Dieser wird zusammen mit einer Transposasequelle, meist im pUC-Vektor, in
Embryonen des Drosophila melanogaster Stammes yw injiziert. Diese Fliegen tragen
eine Mutation fur das white-Gen und sind somit weil3augig. So wird eine erfolgreiche
Intergration des Transgens durch die Ausbildung einer roten Augenfarbe sichtbar. Da
das Transgen in der Keimbahn eingebracht wurde, zeigt sich die veranderte
Augenfarbe erst nach einer Generation. Die nach der Injektion Uberlebenden Fliegen
mussen somit zunachst mit Fliegen des Stammes yw ruckgekreuzt werden. In der
F1-Generation konnen die Tiere selektiert werden, welche den Selektionsmarker
auspragen, also rotaugig sind. Die Injektionen sowie die unter 4.4.9 beschriebene
Etablierung der transgenen Linien wurden von der Firma BestGene Inc. (Chino Hills,
USA) durchgefuhrt.

4.4.9 Etablierung transgener Stamme

Zur genetischen Lokalisierung des Integrationsortes werden Kreuzungen der einzeln
selektierten transgenen Fliegen mit Balancer-Chromosomen fur das zweite und dritte
Chromosom durchgefuhrt. In der nachfolgenden Generation konnen anhand des
Segregationsverhalten der Selektionsmarker relativ zum Balancer-Chromosom
Ruckschlusse auf den Integrationsort des Transgens gezogen werden. Die so
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erhaltenen transgenen Tiere vorliegender Arbeit sind in Tabelle 3.2 (S. 34f.)
aufgefuhrt.

4.4.10 Gewebespezifische Uberexpression

Eine Antwort auf vielerlei Fragestellungen ermdglicht haufig eine =zeitlich und
raumlich regulierte Uberexpression von Genen. In Drosophila melanogaster
ermoglicht dies das von Brand und Perrimon (1993) entwickelte Gal4-UAS-System.
Basis dieses Systems sind zwei entscheidende Komponenten. Zum einen der Gal4-
Genaktivator aus Saccharomyces cerevisiae, welcher unter die Kontrolle spezifischer
regulatorischer Elemente der Fliege kloniert wird.

P:
Gal4-Treiberlinie UAS-Linie

Promotor X ‘ Gal4 X -‘ GenY

Gal4

F1:

Promotor X I Gal4 - GenY

_/

Abbildung 4.5: Das Gal4-UAS-System in Drosophila. Ein Tier der Gal4-Treiberlinie, in der Gal4 unter der
Kontrolle des Promotors X steht, wird mit einem Tier der UAS-Effektor- bzw. Detektorlinie gekreuzt. Das Gen Y
kann so uber die UAS-Sequenz durch Kreuzung aktiviert werden (P=Elterngeneration). In den Nachkommen der
F1-Generation wird das Gen Y im Muster des Promotor X spezifisch exprimiert.

Dadurch wird die Gal4-Expression in einem bestimmten Zeit/Raum-spezifischen
Muster angetrieben. Diese so genannten Treiberlinien sind in groRer Vielfalt fur
nahezu jedes Gewebe in den unterschiedlichen Entwicklungsstadien erhaltlich
(Bloomington Drosophila Stock center, unter: http://flystocks.bio.indiana.edu). Das
Gal4 Protein beinhaltet eine DNA-Bindedomane sowie eine Aktivierungsdomane.
Zum anderen bendtigt man Fliegenlinien, welche UAS- (upstream activation
sequence) Abschnitte enthalten, unter deren Kontrolle das Gen von Interesse steht.
Die UAS ist ein kurzer Abschnitt der Promotorregion und stellt die Zielsequenz des
Gal4 Proteins dar. Das Gal4 Protein bindet an CGG-N11-CCG des UAS-Abschnitts.
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Bei diesen UAS-Linien handelt es sich um Detektorlinien, falls sie ein Reportergen,
wie GFP (green fluorescent protein) enthalten oder um Effektorlinien, wenn von der
Uberexpression des Gens Effekte zu erwarten sind. Zur Aktivierung dieses Systems
muss ein Tier der Treiberlinie mit einem der Effektor- bzw. Detektorlinie gekreuzt
werden. In den Nachkommen wird dann das Gen von Interesse im Muster von Gal4
exprimiert (Abb. 4.5).

4.4.11 Praparation von Flugeln

Die Praparation adulter Fligel wird in 100 % Ethanol in Glasschalchen durchgefuhrt.
Dort werden die Flugel mit einer Pinzette vom Thorax abgetrennt und auf einen
Objekttrager Uberfuhrt. Die Uberschussige Flussigkeit wird vor dem Einbetten in
Euparal (Roth, Karlsruhe) abgesogen.

4.4.12 Immunfarbung an Imaginalscheiben

Die Vorlauferstrukturen der Korperanhange der adulten Fliege, wie Beine, Flugel und
Halteren werden in Drosophila bereits im Embryo als Imaginalscheiben angelegt
(Abb. 4.6). Die circa 20 Zellen der Flugelanlage werden bereits im Stadium 11
(Campos-Ortega und Hartenstein, 1985) spezifiziert und aus der Epidermis
ausgegliedert. Diese Zellen kommen als sackartige Einstilpung in Form der
Imaginalscheibe unter der Epidermis zu liegen und proliferieren wahrend der larvalen
Entwicklung. In der pupalen Entwicklung folgt die Differenzierung dieser Zellen
wodurch die vollstandige Ausbildung des adulten Fligels folgen kann.

A Flugel Haltere Bein B
— . 3 B
( o
oy
‘ /; f =\ Fltgel 2
‘ A 4] | // /w'/
RS b/ 4
E N . Antenne
ﬁ; L% ‘\/’ . ‘/ /(/ N

R Bein 3

Prothorax
Clypeal

Mundwerk-

zeuge
Bein1 Bein2

Abbildung 4.6: Imaginalscheiben und ihre spatere Position im Imago. A: Larve im dritten Larvenstadium von
Drosophila melanogaster. Gezeigt sind die Positionen der Imaginalscheiben. Die obere Reihe zeigt Fotografien
einer Fligel-, Halteren- sowie einer Beinscheibe. B: Adulte Fliege. Die Strukturen welche sich aus den
Imaginalscheiben entwickelt haben sind in den entsprechenden Farben gekennzeichnet. Verdandert nach Morata
et al., 2001.
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Die Imaginalscheiben werden in 1x PBS aus dritten Larven prapariert. Mit einer
Pinzette greift man die Larve im hinteren Drittel, mit einer zweiten Pinzette fasst man
kurz hinter den Mundhaken und zieht sie auseinander. So werden die larvalen
Organe im vorderen Teil der Larve freigelegt aber nicht komplett freiprapariert.
Imaginalscheiben sind in den Larven paarig angelegt, eine Ausnahme hierzu bildet
nur die Genitalscheibe. Die freigelegten Imaginalscheiben werden in ein 1.5 ml
Reaktionsgefald mit 1x PBS auf Eis gesammelt. Nun wird das 1x PBS abgesaugt und
zur Fixierung der Imaginalscheiben durch 500 pl Fixativ ersetzt, die Imaginalscheiben
werden fur 20 Minuten fixiert. Es folgen drei Waschschritte mit PBX fur je 15 Minuten.
Unspezifische Bindungsstellen werden fur eine Stunde in Blockierungspuffer
blockiert. Nun wird mit dem primaren Antikorper Uber Nacht bei 4°C unter standigem
Kippen inkubiert. Es folgen drei 15-minutige Waschschritte mit PBX. Vor Zugabe des
sekundaren Antikorpers wird erneut blockiert, dazu wird wiederum fur eine Stunde
Blockierungspuffer zugegeben. Da die sekundaren Antikorper mit Fluoreszenzfarb-
stoffen gekoppelt sind, mussen alle weiteren Arbeitsschritte im Dunkeln durchgefuhrt
werden. Auch der sekundare Antikorper sollte Uber Nacht bei 4°C, unter standigem
Kippen, inkubiert werden. Es folgen auch hier drei 15-minutige Waschschritte mit
PBX. Die Imaginalscheiben konnen nun in 1x PBS freiprapariert werden. Im
Anschluss werden sie in Mowiol eingebettet. Die Praparate konnen bei -20°C

mehrere Wochen aufbewahrt werden.
4.5 Zellbiologische Methoden

4.5.1 Kultivieren und Passagieren von HEK293 Zellen

Die HEK293 Zellen werden bei 37°C und 7 % CO, in DMEM-Komplettmedium in 50
ml Gewebekulturflaschen kultiviert. Sind die Zellen konfluent wird das Medium mit
einer Pasteurpipette mittels einer Vakuumpumpe abgesogen und durch 1.5 ml
Trypsin/EDTA ersetzt. Dies fuhrt zur Vereinzelung der Zellen. Durch Zugabe des
Komplettmediums wird dieser Vorgang aufgrund des im Medium enthaltenen Serums
gestoppt. Die Zellen werden nun in geeigneter Verdinnung in neue Gewebekultur-

flaschen ausgesat.

4.5.2 Transfektion unter Verwendung der Calciumphosphatmethode
Bei einer transienten Transfektion handelt es sich um die Aufnahme von Fremd-DNA
in eukaryotische Zellen. Im Gegensatz hierzu steht die stabile Transfektion, hierbei
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wird Fremd-DNA in das Genom der Wirtszelle inseriert. Die transiente Transfektion
von HEK293 Zellen wurde mit einer modifizierten Version der Calciumphosphat-
methode nach Gorman (1985) durchgefuhrt. Bei dieser Methode bindet die zu
transfizierende DNA an ausgefallenes Calciumphosphat und bildet so Prazipitate.
Dieser Vorgang findet in einem Gemisch aus Calciumchlorid und Natriumphosphat
statt. Diese Kristalle werden nun von den Zellen aufgenommen. Dieser Vorgang ist
von verschiedenen Parametern abhangig. Ein Faktor ist der optimale pH Wert von
6.9-7.5, da dieser Einfluss auf die GroRe der gebildeten Prazipitate hat. Die zu
transfizierende Plasmid-DNA wird in 1 ml 1x HeBs, pH 7.12, verdunnt. Durch die
Zugabe von 50 pl 2.5 M CaCl; werden dann die Prazipitate gebildet. Diese Zugabe
erfolgt langsam und unter standigem Ruhren. Nach 20-minutiger Inkubation wird die
Losung vollstandig zu den Zellen gegeben. Vier Stunden nach Transfektion wird das
Medium durch 5 ml neues Medium ersetzt, dies entfernt Uberschussige Prazipitate.
Zwei Tage nach der Transfektion werden die nahezu konfluenten Zellen geerntet.

4.5.3 Ernten von Gewebekulturzellen

48 Stunden nach der Transfektion werden die HEK293 Zellen geerntet. Dazu wird
das DMEM-Kulturmedium abgenommen und durch 750 pl PBS ersetzt. Mit Hilfe
eines Zellschabers werden sie mechanisch geldst, die Suspension wird in ein neues
Reaktionsgefald uberfuhrt. Um eine hohe Zellausbeute zu erhalten wird dieser
Vorgang wiederholt.
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5. Ergebnisse

5.1 Herstellung und Verifizierung der Werkzeuge zur funktionalen

Analyse in Vertebraten

Zur funktionalen Analyse in Xenopus Embryonen wurden hytcf und pangolin in die
Xhol Restriktionsstelle des eukaryotischen Expressionsvektors pCS2myc insertiert.
Um den offenen Leserahmen (ORF, open reading frame) von hytcf mittels der
Restriktionsendonuklease Xhol in den Expressionsvektor pCS2myc insertieren zu
konnen, wurde zunachst eine interne Xhol Schnittstelle des hytcf, durch Einfugen
einer stummen Mutation, unter Verwendung einer Mutagenese PCR, entfernt. Die
Bindestelle des Mutagenese Primers HTcf_Mutfor innerhalb der hytcf DNA-Sequenz
istin Abb. 5.1 dargestellt.

661 AACCAAATACTTGGAAAGCGATGGCATGCTTTAGAGAAGACCGAGCAAGCTAAATACTAT
221 N ¢ I L G K R W H A L E K T E Q A K Y Y

CCGGGTTGGAGTGCGCGA
721 GAAATGGCACGCAAGGAACGCGCCATTCATATGCAGTTATACCCGGGTTGGAGTGCTCGA
241 E M A R K E R A I H M 0 L Y P G W S A R

GACAATTACGCTCAAATAGG
781 GACAATTACGCTCAAATAGGAAGGAAAAAAAAACGCCCAAGAGATAAAAATGAAGAAATG
261 D N Y A 0 I G R K K K R P R D K N E E M

Abbildung 5.1: Position des Mutagenese Primers HTcf Mutfor sowie der daraus resultierende
Basenaustausch in der hytcf Sequenz. Die obere Reihe zeigt einen Ausschnitt der hytcf DNA-Sequenz,
darunter ist die Aminosauresequenz gezeigt. Die Zahlen kennzeichnen die Position in der DNA- beziehungsweise
der Aminosauresequenz. In rot ist die Primersequenz sowie ihre Bindungsstelle in der DNA-Sequenz dargestellt.
Die turkise Unterlegung zeigt die Xhol Schnittstelle und den aus der Mutagenese PCR resultierenden Basen-
austausch.

In der Restriktionsanalyse konnte das erwartete hytcf Fragment mit einer Grof3e von
circa 1.2 kb nachgewiesen werden (Abb. 5.2).

B

SP6 Abbildung 5.2: Klonierung von
myc hytcf in den Expressionsvektor
Xhol (364) pCS2myc. A: Die Pfeilspitze
markiert das mit der
Restriktionsendonuklease  Xhol
hytcf ausgeschnittene hytcf Fragment

in der erwarteten GroRe von 1.2

kb. Die Vektorbande hat eine

GroRe von 4.3 kb. B: Die
xhol (1627)  Vektorkarte zeigt die Orientierung
SsvaopolyA  von hytcf im Expressionsvektor

Notl (1865) pCS2myc.
T3

1 ori

hytcfpCS2myc
5615 bp

Amp R
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Die Konstrukte wurden per Sequenzanalyse verifiziert (GATC Biotech, Konstanz).
Das C.elegans Tcf pop-1 lag bereits im Expressionsvektor pK-myc-C3 vor und
konnte somit direkt fur die in vitro Transkription verwendet werden (Masako,
Budweis, Tschechien). Im Immunblot konnten die translatierten Proteine in den zu
erwartenden Grollen mit Hilfe eines gegen das fusionierte myc-Epitop gerichteten
Antikorpers detektiert werden. Zur Uberpriifung des Gesamtproteins wurde eine
Coomassie Brilliant Blue (CBB) Farbung des SDS-Gels durchgefuhrt (Abb. 5.3).

A B C D
kDa kDa
kDa kDa 250 250
250 m— 250
130 | -
130 m——m
130 100 |
100 e 3 .
*
0 7 J— -
55— 55 55 -
35
35—
27 a———
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& & & » Y &° B
€@ © «9 * ©
a-c-myc a-c-myc

Abbildung 5.3: Die Konstrukte Panmyc sowie HyTcfmyc werden in Xenopus Embryonen in Proteine
translatiert. A und B: Nach in vitro Transkription der Konstrukte PanpCS2myc und HyTcfpCS2myc wurden je
500 pg der mRNA beidseitig animal in Zweizell-Stadien von Xenopus Embryonen injiziert. Diese wurden in
Proteine der zu erwartenden GroRen translatiert. Jede Spur enthalt RIPA-Lysate, die der Proteinmenge eines
halben Embryos im Stadium 13 entsprechen. Als Kontrolle wurden uninjizierte wildtypische Embryonen
desselben Stadiums verwendet. Die Sterne markieren die entsprechende Proteinbande. In C und D ist die
Ladekontrolle fur Pangolin beziehungsweise HyTcf dargestellt. Verwendet wurde hierfur das im SDS-PAGE
aufgetrennte Gesamtprotein, die Farbung erfolgte mittels Coomassie Brilliant Blue.

5.2 Aktivitat der invertebraten Tcfs in Achseninduktions-

experimenten in Xenopus Embryonen

5.2.1 Die invertebraten Tcfs im Xenopus Achsenduplikationsexperiment

Das Xenopus Achsenduplikationsexperiment dient der Untersuchung der Aktivitat
von Komponenten des kanonischen Wnt-Signalwegs. Die Ausbildung einer zweiten
Korperachse ist abhangig von der Aktivitat des kanonischen Wnt-Signalwegs in
Xenopus Embryonen (Smith und Harland, 1991; Sokol et al., 1991). Die Aktivierung
des kanonischen Wnt-Signalwegs ist entscheidend fur die Auspragung des
Nieuwkoop-Zentrums und legt somit die dorso-ventrale Polaritat der Blastula fest.
Wird der Wnt-Signalweg ventral aktiviert, fuhrt dies zur Ausbildung eines zweiten
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Nieuwkoop-Zentrums und im Anschluss zu einem zweiten Spemann Organisator und
somit zu einer sekundaren Korperachse (Smith und Harland, 1991; Sokol et al.,
1991). Die dorsale Injektion von dominant negativem mLef-1 und XTcf-3 in Xenopus
Embryonen dagegen fuhrt zu ventralisierten Embryonen (Behrens et al., 1996).

A B
Kontrolle XTcf-1 HyTcf
P i Doppel- Anzahl
W ) :\. achsen (%) Embryonen

XTcf-1 399 358
HyTcf 0 267
Pan 0 53
Pop-1 0 198
XTcf-3 0 26

Pan Pop-1 XTcf-3
Abbildung 5.4: Die ventrale Uberexpression der invertebraten Tcfs induzierte keine sekundiren
Koérperachsen. A: Es wurden jeweils 500 pg mRNA in die ventralen Marginalzonen von Vierzell-Stadien injiziert
und die Embryonen bis ins spate Neurulastadium (Stadium 17-19) kultiviert. Als Kontrolle wurden uninjizierte

wildtypische Embryonen desselben Stadiums verwendet. In B ist die statistische Auswertung der Konstrukte
gezeigt.

Zur Untersuchung der Tcfs wurden jeweils 500 pg in vitro transkribierte mRNA
ventral in Vierzell-Stadien injiziert. Die Auswertung im spaten Neurulastadium
(Stadium 17-19) ergab, dass XTcf-1 hierbei als Aktivator anzusehen ist. Fur XTcf-1
konnte bereits gezeigt werden, dass es nach ventraler Uberexpression
Doppelachsen induziert (Hamdi, Diplomarbeit, 2009). In diesem Experiment
induzierte es bei 39.9 % der injizierten Embryonen eine sekundare Korperachse
(Abb. 5.4). Die mit den invertebraten Tcfs HyTcf, Pangolin und Pop-1 injizierten
Embryonen bildeten dagegen keine Doppelachsen aus. Auch die wenigen XTcf-3
Embryonen zeigten, wie erwartet (Molenaar et al., 1996; Gradl et al., 2002), keine

sekundaren Korperachsen (Abb. 5.4).

5.2.2 Einfluss der invertebraten Tcfs auf den Aktivator XTcf-1 im Xenopus
Achsenduplikationsexperiment

Um zu untersuchen, ob die invertebraten Tcfs, wie der Repressor XTcf-3, die
Ausbildung XTcf-1 induzierter Doppelachsen unterdricken, wurden 500 pg XTcf-1
mMmRNA mit 500 pg mRNA des zu testenden Konstrukts in die ventrale Marginalzone
von Vierzell-Stadien koinjiziert (Abb. 5.5).
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A B
Kontrolle XTcf-1 XTcf-1+Hycf
' Doppel- Anzahl
achsen (%) Embryonen
% XTcf-1 44,7 76
XTcf-1+HyTcf 23,3 86
: XTcf-1+Pan 26,9 182
AW XTcf-1+Pop-1 23,8 130
XTcf-1+XTcf-3 19,4 129

&4 » ;
XTcf-1+Pan  XTcf-1+Pop-1 XTcf-1+XTcf-3
Abbildung 5.5: Die ventrale Uberexpression von XTcf-1 bei gleichzeitiger Uberexpression der
invertebraten Tcfs beziehungsweise von XTcf-3 fiihrte zu einer Reduktion der Doppelachsen. A: XTcf-1
induzierte Doppelachsen wurden durch Koinjektion von HyTcf, Pangolin, Pop-1 und XTcf-3 reprimiert. 500 pg
XTcf-1 mRNA wurden mit jeweils 500 pg mRNA des angegeben Konstrukts in die ventralen Marginalzonen im
Vierzell-Stadium injiziert. Die Xenopus Embryonen wurden bis ins spate Neurulastadium kultiviert (Stadium 17-

19). Als Kontrolle dienten wildtypische uninjizierte Embryonen desselben Stadiums. B: Statistische Auswertung
der induzierten Doppelachsen.

Die ventrale Injektion von XTcf-1 fuhrte in diesem Experiment bei 44.7 % der
Embryonen zu einer Doppelachseninduktion. Fur XTcf-3 konnte bereits gezeigt
werden, dass es die durch mLef-1 induzierten Doppelachsen unterdrickt (Gradl et
al., 2002). Bei allen koinjizierten invertebraten Tcfs sank dieser Wert, ahnlich wie bei
XTcf-3, auf fast die Halfte ab (Abb. 5.5). Somit wirken im Xenopus Achsen-

duplikationsexperiment alle drei untersuchten invertebraten Tcfs als Repressoren.

5.2.3 Auswirkungen der dorsal lberexprimierten invertebraten Tcfs auf die
dorsale Achsenformierung

Da der kanonische Wnt-Signalweg dorsal aktiv ist, ventralisiert ein dorsal injizierter
Repressor des kanonischen Wnt-Signalwegs die injizierten Embryonen. Dieser
ventralisierte Phanotyp kann Uber die Bestimmung der Mittelwerte des dorso-
anterioren Index (DAI) quantifiziert werden. Dabei entspricht nach Kao und Elinson
(1988) ein DAI von 0 vollstandig ventralisierten Embryonen (Bauchstucke), ein DAI
von 5 entspricht wildtypischen Embryonen, der DAl von 10 steht fur vollstandig
dorsalisiert.
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Abbildung 5.6: Die dorsale Uberexpression von XTcf-1 sowie der invertebraten Tcfs hatte keinen Einfluss
auf die Formierung der endogenen Korperachse. In A ist die statistische Auswertung der Konstrukte gezeigt.
Die dorsale Injektion von XTcf-3 fuhrte zu einem DAl von 3.2. Die invertebraten Tcfs sowie XTcf-1 zeigten nahezu
wildtypische DAl Werte. B: Es wurden jeweils 700 pg mRNA in die dorsalen Marginalzonen von Vierzell-Stadien
injiziert und bis ins Stadium 35-38 kultiviert. Als Kontrolle dienten uninjizierte wildtypische Embryonen desselben
Stadiums.

Die dorsale Applikation von 700 pg mRNA des Repressors XTcf-3 erzeugte
Embryonen, welche einen Durchschnitts-DAI von 3.2 aufwiesen (Abb. 5.6). Der
Aktivator XTcf-1 dagegen ist in diesem Experiment inert. Dies zeigte sich in einem
DAl Wert von 5.2. HyTcf, Pangolin und Pop-1 zeigten ebenfalls keine Repressor-
eigenschaften. Der Durchschnitts-DAI Wert von 5 entspricht dem DAI nicht injizierter
Embryonen. Somit wirkt im Xenopus Achsenrepressionsexperiment keines der drei
untersuchten invertebraten Tcfs als Repressor.
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5.2.4 Einfluss der invertebraten Tcfs auf den Repressor XTcf-3 im Hinblick auf
den dorso-anterioren Index (DAI)

Nachdem die invertebraten Tcfs auf der ventralen Seite, nicht aber auf der dorsalen
Seite, als Repressoren wirkten, sollte nun geklart werden, ob sie stattdessen auf der
dorsalen Seite als Aktivatoren wirken kénnen. Dies wirde bedeuten, dass sie den
ventralisierenden Effekt des Repressors XTcf-3 wieder aufheben kdnnen.

Tatsachlich flihrte die Koapplikation von 500 pg mRNA der invertebraten Tcfs
zusammen mit 700 pg XTcf-3 mRNA zu einem DAI nahe 5 und damit zu annahrend
wildtypischen Embryonen (Abb. 5.7). Pangolin, Pop-1 und HyTcf wirken demnach auf
der dorsalen Seite, wie XTcf-1, dem Repressor XTcf-3 entgegen und damit als
Aktivatoren der endogenen Koérperachse. Somit verhalten sich die invertebraten Tcfs

in diesem Experiment wie der Aktivator XTcf-1.
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Abbildung 5.7: Die Applikation von XTcf-1 sowie der invertebraten Tcfs fiihrte zu einer Abschwiachung
des ventralisierten XTcf-3 Phanotyps. In A ist die statistische Auswertung der Konstrukte gezeigt. Die dorsale
Injektion von XTcf-3 fiihrte zu einem DAI von 3.2. Die invertebraten Tcfs HyTcf (4,8), Pangolin (4,9) und Pop-1
(4,7) sowie XTcf-1 (4,8) zeigten nahezu wildtypische DAI Werte. B: Es wurden jeweils 700 pg XTcf-3 mRNA
injiziert, fur die jeweils koinjizierten Konstrukte wurden 500 pg mRNA eingesetzt. Auch hier wurde in die dorsalen
Marginalzonen von Vierzell-Stadien injiziert und die Embryonen bis ins Stadium 35-38 kultiviert. Als Kontrollen
wurden uninjizierte wildtypische Embryonen desselben Stadiums verwendet.

5.3 Uberpriifung der Spezifitit im Wiederherstellungsexperiment

Als nukleare Mediatoren der Wnt/BR-Catenin Signalkaskade haben die Lef/Tcf
Transkriptionsfaktoren individuelle Eigenschaften und spezifische nicht-redundante
Funktionen. Die nicht-redundanten Funktionen von XTcf-3, XTcf-1 und XTcf-4 in der
Neuralentwicklung von Xenopus laevis (van Venrooy et al., 2008; Koenig et al.,
2010), stellen die Grundlage der im Folgenden beschriebenen Widerherstellungs-
experimente dar. Dabei spielen sowohl XTcf-1 als auch XTcf-4 eine entscheidende
Rolle bei der Entwicklung des Mittelhirns sowie der Mittel-Hinterhirn-Region, wobei
XTcf-1 das im Mittelhirn exprimierte XTcf-4 aktiviert. Dies fuhrt wiederum zur

Aktivierung des Isthmus spezifischen Markergens Xen-2 (Koenig et al., 2010).

5.3.1 Das Drosophila Tcf Pangolin kann die XTcf-4 Expression in XTcf-1-
depletierten Embryonen wiederherstellen

Das Herunterregulieren von XTcf-1 mittels Injektion des spezifischen antisense
Morpholinos, resultierte in einer Reduktion der XEn-2 Expression in 53 % der
Embryonen (Abb. 5.8). Dabei wurden 4 pMol des Morpholinos in eine Blastomere
des Zweizell-Stadiums injiziert. Die gleichzeitige Applikation von 500 pg XTcf-4 cDNA
fuhrte nur noch bei 34 % der Embryonen zu einer Reduktion der XEn-2 Expression.
Somit war die Expression partiell wieder hergestellt. Auch die Koinjektion der
invertebraten Tcfs aus Hydra (HyTcf) und Drosophila (Pangolin) hatten eine partielle
Rekonstitution der XEn-2 Expression zur Folge. Bei HyTcf und Pangolin war in 32 %
der Embryonen noch eine Reduktion der XEn-2 Expression erkennbar. Dagegen
hatte das koinjizierte C.elegans Tcf Pop-1 keinen Einfluss, die XEn-2 Expression war
bei 45 % der Embryonen reduziert.
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Abbildung 5.8: Die Applikation von XTcf-4, sowie der invertebraten Tcfs HyTcf und Pangolin fiihrte zu
einer partiellen Wiederherstellung der XEn-2 Expression in XTcf-1 depletierten Embryonen A: Fir die
Wiederherstellungsexperimente wurden jeweils 4 pMol XTcf-1 Morpholino (T1Mo) sowie 500 pg cDNA in eine
Blastomere animal im Zweizell-Stadium injiziert. Die XEn-2 Expression der injizierten Seite wurde mittels in situ
Hybridisierung im Stadium 26 mit der Expression der nicht-injizierten Seite verglichen. Der Stern markiert die
injizierte Seite. B: Statistische Auswertung der in der in situ Hybridisierung gezeigten Embryonen. Gezeigt ist die
jeweilige Reduktion der XEn-2 Expression nach Applikation der verschiedenen Konstrukte. n= Anzahl der in der
in situ Hybridisierung ausgewerteten Embryonen.

Die verminderte Reduktion der XEn-2 Expression kann zum einen auf der Tatsache
beruhen, dass HyTcf und Pangolin die Depletion von XTcf-1 retten kbnnen. Zum
anderen ware aber auch moglich, dass diese invertebraten Tcfs die Funktion des
XTcf-1 Zielgens XTcf-4 ersetzen und aufgrund dessen die XEn-2 Expression wieder-
hergestellt wird. Daher wurde zunachst die Expression von XTcf-4 in XTcf-1
depletierten Embryonen untersucht (Abb. 5.9).
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Abbildung 5.9: XTcf-1 sowie das invertebraten Tcf Pangolin fiihrten zu einer partiellen Wiederherstellung
der XTcf-4 Expression in XTcf-1 depletierten Embryonen A: Fir die Wiederherstellungsexperimente wurden
jeweils 4 pMol XTcf-1 Morpholino (T1Mo) sowie 500 pg cDNA in eine Blastomere animal im Zweizell-Stadium
injiziert. Die XTcf-4 Expression der injizierten Seite wurde mittels in situ Hybridisierung im Stadium 26 mit der
Expression der nicht-injizierten Seite verglichen. Der Stern markiert die injizierte Seite. B: Statistische Auswertung
der in der in situ Hybridisierung gezeigten Embryonen. Gezeigt ist die jeweilige Reduktion der XTcf-4 Expression
nach Applikation der verschiedenen Konstrukte. n= Anzahl der in der in situ Hybridisierung ausgewerteten
Embryonen.

In diesem Experiment war die XTcf-4 Expression nach XTcf-1 Depletion bei 59 % der
Embryonen reduziert (Abb. 5.9). Tatsachlich konnte neben XTcf-1 (41 %) nur
Pangolin die XTcf-4 Expression partiell wiederherstellen (34 %). Im Gegensatz hierzu
fuhrte die Koinjektion von HyTcf bei 66 % und Pop-1 bei 62 % der Embryonen zu
einer Reduktion der XTcf-4 Expression. Somit waren beide nicht zur Rekonstitution
der XTcf-4 Expression in der Lage.

Aufgrund dieser Resultate kann von einer unterschiedlichen Regulation der Wnt-
Zielgene XTcf-4 (Koenig et al., 2010) und XEn-2 (McGrew et al., 1999) ausgegangen
werden. Wahrend die Kontrolle der XEn-2 Expression sowohl von Pangolin als auch
von HyTcf dbernommen werden kann, ist nur Pangolin in der Lage die XTcf-4
Expression zu kontrollieren. Eine Erklarungsmoglichkeit hierfur ware, dass HyTcf das
XTcf-1 Zielgen XTcf-4 ersetzen kann, Pangolin dagegen XTcf-1. Um diese
Moglichkeit zu Uberprufen, wurde im Folgenden versucht, XTcf-4 durch die

invertebraten Tcfs zu ersetzen.

5.3.2 Die invertebraten Tcfs Pangolin und HyTcf konnen XTcf-4 ersetzen

10 pMol XTcf-4 spezifisches antisense Morpholino wurden zusammen mit 500 pg
cDNA der unterschiedlichen Tcfs in eine Blastomere im Zweizell-Stadium appliziert.
Die Depletion von XTcf-4 fuhrte bei 67 % der Embryonen zu einer reduzierten XEn-2
Expression (Abb. 5.10). Durch koinjiziertes XTcf-4 konnte dies auf 47 % angehoben
werden. Hingegen hatte die Applikation von XTcf-1 keinen Einfluss auf die
Expression. So zeigten 72 % der Embryonen eine Reduktion. Ein ahnliches Ergebnis
wurde fur Pop-1 erzielt, hier resultierte die Applikation in einer Reduktion von 67 %
der Embryonen. Somit waren XTcf-1 und Pop-1 nicht in der Lage, den Verlust von
XTcf-4 zu kompensieren. Einen Effekt hatten jedoch die Koinjektionen von HyTcf und
Pangolin, die Reduktion der XEn-2 Expression wurde im Falle von HyTcf auf 28 %,
bei Pangolin auf 33 % der Embryonen gesenkt (Abb. 5.10). Somit konnte eine
partielle Wiederherstellung der XEn-2 Expression nach Applikation der cDNA von
XTcf-4 sowie HyTcf und Pangolin erzielt werden.
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Abbildung 5.10: XTcf-4 sowie die invertebraten Tcfs HyTcf und Pangolin fiihrten zu einer partiellen
Wiederherstellung der XEn-2 Expression in XTcf-4 depletierten Embryonen A: Fiir die Wiederherstellungs-
experimente wurden jeweils 10 pMol XTcf-4 Morpholino (T4Mo) sowie 500 pg cDNA in eine Blastomere animal im
Zweizell-Stadium injiziert. Die XEn-2 Expression der injizierten Seite wurde mittels in situ Hybridisierung im
Stadium 26 mit der Expression der nicht-injizierten Seite verglichen. Der Stern markiert die injizierte Seite. B:
Statistische Auswertung der in der in situ Hybridisierung gezeigten Embryonen. Gezeigt ist die jeweilige
Reduktion der XEn-2 Expression nach Applikation der verschiedenen Konstrukte. n= Anzahl der in der in situ
Hybridisierung ausgewerteten Embryonen.

Die Wiederherstellungsexperimente in XTcf-1 und XTcf-4 depletierten Embryonen
zeigten, dass die invertebraten Tcfs spezifisch die zwei getesteten XTcfs ersetzen
konnen. So kann Pangolin die XTcf-4 Expression in XTcf-1 depletierten Embryonen
wiederherstellen und damit die Funktion von XTcf-1 Ubernehmen. Des Weiteren ist
es in der Lage, wie auch das getestete HyTcf, in XTcf-4 depletierten Embryonen die
XEn-2 Expression partiell wiederherzustellen und damit die Funktion von XTcf-4 zu

Ubernehmen.

5.3.3 Die invertebraten Tcfs Pangolin und Pop-1 koénnen XTcf-3 im
Wiederherstellungsexperiment ersetzen

Das Xenopus cold-inducible RNA binding protein (Xcirp) konnte als XTcf-3
spezifisches Zielgen identifiziert werden, also ein Zielgen, das von XTcf-3, nicht aber
von XTcf-1, XTcf-4 oder XLef-1, reguliert wird (van Venrooy et al., 2008). Somit
konnten die invertebraten Tcfs, HyTcf, Pangolin und Pop-1 auf ihre Fahigkeit hin
getestet werden die XCirp Expression im XTcf-3 depletierten Hintergrund
wiederherzustellen. Im Rahmen ihrer Bachelorarbeit und unter meiner Anleitung,
injizierte Juliane Strietz (2010) 2 pMol des XTcf-3 spezifischen antisense
Morpholinos animal in eine Blastomere in Zweizell-Stadien. Dies fuhrte zu einer

Reduktion der XCirp Expression in 86 % der Embryonen. Wurden zusatzlich 1000 pg
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XTcf-3 mRNA in die Xenopus Embryonen appliziert, zeigten noch 43 % der
Embryonen eine reduzierte XCirp Expression. Die Koinjektion von HyTcf mRNA hatte
keine Auswirkung auf die XCirp Expression, diese war bei 75 % der Embryonen
reduziert. Im Gegensatz hierzu, zeigte applizierte Pangolin und Pop-1 mRNA
deutliche Effekte. So war die XCirp Expression in nur noch 50 % der Pangolin
injizierten Embryonen reduziert. Ein entsprechendes Resultat konnte fur die
Applikation der Pop-1 mRNA erzielt werden, hier lag die Reduktion der XCirp
Expression ebenfalls bei 50 % der Embryonen (Abb. 5.11). XTcf-3 kann also durch
Pangolin und Pop-1, nicht aber durch HyTcf ersetzt werden.
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Abbildung 5.11: Die Applikation von XTcf-3, sowie der invertebraten Tcfs Pangolin und Pop-1 fiihrte zu
einer partiellen Wiederherstellung der XCirp Expression in XTcf-3 depletierten Embryonen A: Fir die
Wiederherstellungsexperimente wurden jeweils 2 pMol XTcf-3 Morpholino (T3Mo) sowie 1000 pg mRNA in eine
Blastomere animal im Zweizell-Stadium injiziert. Die XCirp Expression der injizierten Seite wurde mittels in situ
Hybridisierung im Stadium 16 mit der Expression der nicht-injizierten Seite verglichen. Der Stern markiert die
injizierte Seite. B: Statistische Auswertung der in der in situ Hybridisierung gezeigten Embryonen. Gezeigt ist die

jeweilige Reduktion der XCirp Expression nach Applikation der verschiedenen Konstrukte. n= Anzahl der in der in
situ Hybridisierung ausgewerteten Embryonen.

Insgesamt lieferten die Rekonstitutionsexperimente Uberraschend spezifische
Ergebnisse. So ist Pangolin in der Lage XTcf-1, XTcf-4 und XTcf-3 zu ersetzen.
HyTcf sowie Pop-1 konnen jeweils ein XTcf ersetzen. HyTcf kann die Expression von
XEn-2 in XTcf-4 depletierten Embryonen wiederherstellen. Pop-1 dagegen die XCirp
Expression im XTcf-3 depletierten Hintergrund. Die Ergebnisse dieser Wieder-
herstellungsexperimente sind in Tab. 5.1 (Kapitel 5. 6, S. 86) zusammengefasst.
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5.4 Einfluss des C-Terminus von XTcf-1

Zur Untersuchung, welchen Einfluss die im C-Terminus von XTcf-1 enthaltene
CRARF Domane auf die Fahigkeit der Doppelachseninduktion ausubt, wurde das
Deletionskonstrukt XTcf-1AC konzipiert. Bei diesem Konstrukt wurden die 28 C-
terminalen Aminosauren deletiert (Abb. 5.12). Die Herstellung dieses Konstrukts

wurde von Kamar Hamdi im Rahmen ihrer Diplomarbeit (2009) durchgeftnhrt.

303 ARKERQLHMQLYPGWSARDNYGKRKRRTREKHQDSSSDPGSPKKCRARFGLNQQTDWCGPCR 364

303 ARKERQLHMQLYPGWSARDNYGKRKRRTREKHQD 336

Abbildung 5.12: Anlagerung des Deletionskonstruktes XTcf-1AC an die wildtypische XTcf-1 Sequenz. Die
obere Aminosauresequenz zeigt den C-terminalen Abschnitt des wildtypischen XTcf-1 Proteins. In rot ist die
Position des CRARF Motivs markiert. Bei der unteren Sequenz ist der deletierte C-Terminus des XTcf-1AC
Konstrukts dargestellt. Die Zahlen markieren die Position in der Aminosauresequenz.

Im Immunblot konnte nachgewiesen werden, dass die in Xenopus Embryonen

injizierten Konstrukte Proteine in den erwarteten Gro3en aufwiesen (Abb. 5.13).
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Zur funktionalen Analyse wurde dieses Deletionskonstrukt im Xenopus Achsen-
duplikationsexperiment untersucht. Uberraschenderweise war das C-terminal
deletierte XTcf-1 deutlich inaktiver als wildtypisches XTcf-1 (Abb. 5.14).

Nur noch 7.8 % der injizierten Embryonen zeigten nach ventraler Applikation von 500
pg MRNA des XTcf-1AC eine sekundaren Korperachse. Das als Positivkontrolle
verwendete XTcf-1 induzierte hingegen in 39.9 % der Embryonen eine Achsen-

duplikation.

77



Ergebnisse

A B
Doppel- Anzahl
Kontrolle XTcf-1 XTcf-1AC achsen (%) Embryonen
XTcf-1 39,9 358
XTcf-1AC 7,8 371

Abbildung 5.14: Das C-terminal deletierte XTcf-1 Konstrukt XTcf-1AC zeigte im Xenopus Achsen-
duplikationsexperiment eine deutliche Reduktion der Doppelachseninduktion. A: Es wurden jeweils 500 pg
mRNA ventral in Vierzell-Stadien von Xenopus Embryonen injiziert. Diese wurden bis ins Neurulastadium
(Stadium 17-19) kultiviert. Als Kontrollen wurden wildtypische uninjizierte Embryonen desselben Stadiums
verwendet. B: Statistische Auswertung der im Xenopus Achsenduplikationsexperiment getesteten XTcf-1
Konstrukte.

Fur die Induktion sekundarer Korperachsen scheint demnach der CRARF Motiv

enthaltende C-Terminus von XTcf-1 wichtig zu sein.

5.5 Relevanz der C-Termini von XTcf-1 und XTcf-3 im Hinblick auf

deren spezifische Funktionen

Zur Uberpriifung, inwiefern die C-Termini von XTcf-1 und XTcf-3 entscheidend sind
fur deren spezifische Funktion, wurden chimare Konstrukte konzipiert. Dabei wurde
der C-Terminus von XTcf-3 an die HMG Box von XTcf-1 fusioniert und entsprechend
der C-Terminus von XTcf-1 an die HMG Box von XTcf-3. Durch diesen Austausch
entstanden die Chimaren XTcf-1/3 und XTcf-3/1 (Abb. 5.15).

Die Herstellung der Chimaren und der Nachweis ihrer Expression wurden von

Juliane Strietz im Rahmen ihrer Bachelorarbeit durchgefuhrt (2010).

51 314 407 550

Bbd CRD HMG | C-Terminus | XTcf-3

239 333 364

Bbd €@ e rminus XTcf-1

Bbd HMG C-Terminus |  XTcf-1/3

Bbd CRD HMG Erminus XTcf-3/1

Abbildung 5.15: Schematische Darstellung der chimédren Konstrukte bestehend aus XTcf-1 und XTcf-3.
Durch Fusion des C-Terminus von XTcf-3 an die HMG Box von XTcf-1 entstand die Chimare XTcf-1/3. Die
Anlagerung des C-Terminus von XTcf-1 an XTcf-3 fiihrte zu der Chimare XTcf-3/1. Die Zahlen kennzeichnen die
Aminosauren in der Sequenz des XTcf-1 beziehungsweise des XTcf-3 Proteins. Die von XTcf-3 stammenden
Domanen sind in hellgrau, die von XTcf-1 stammenden Doméanen in dunkelgrau dargestellt.
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Zunachst wurde in einem GST-Pulldown Experiment (Glutathion-S-Transferase) die
Bindung der chimaren Konstrukte XTcf-1/3 und XTcf3/1 an vertebraten [3-Catenin
uberpruft. Hierbei zeigte sich, dass beide Chimaren in der Lage sind an 3-Catenin zu
binden. Als Kontrolle wurde in diesem Experiment ein GFP-GST (green fluorescent
protein, grun fluoreszierendes Protein) Konstrukt verwendet (Abb. 5.16).

Abbildung 5.16: Die chimdren Konstrukte aus
3-Catenin GST XTcf-1 und XTcf-3 binden an RB-Catenin. Die
anti myc RIPA-Lysate transfizierter HEK293 Zellen wurden

mit immobilisietem R-Catenin (B3-Catenin-GST)

und GFP (GFP-GST) inkubiert. Nach Elution
wurden die Proteine in einer 10 % SDS-PAGE

GFP-GST aufgetrennt und auf eine Nitrocellulosemembran

anti myc transferigrt. Ein Antikélrper gegen das fusionierte
myc Epitop erkennt die transfizierten Konstrukte
(Sterne).

anti myc

Um die Aktivatoreigenschaft zu Uberprifen wurden die beiden Chimaren XTcf-1/3
und XTcf-3/1 im Xenopus Achsenduplikationsexperiment getestet. Hierzu wurden
jeweils 500 pg mRNA in die ventrale Marginalzone von Vierzell-Stadien appliziert
(Abb. 5. 17).

A B
XTcf-3/1
5 = Doppel- Anzahl
\ achsen (%) Embryonen
;|
] XTcf-1 36,9 466
XTcf-1/3 0 135
XTcf-3/1 0 284
£ XTcf-3 0 19
TN
XTcf-1/3 XTcf-3

Abbildung 5.17: Die chimdren Konstrukte XTcf-1/3 und XTcf-3/1 verhielten sich im Xenopus
Achsenduplikationsexperiment wie der Repressor XTcf-3. A: Es wurden jeweils 500 pg mRNA in die ventrale
Marginalzone von Vierzell-Stadien in Xenopus Embryonen injiziert. Diese wurden bis ins Neurulastadium
(Stadium 17-19) kultiviert. Als Kontrolle dienten wildtypische uninjizierte Embryonen, die ebenfalls bis ins
Neurulastadium kultiviert wurden. B: Statistische Auswertung der im Xenopus Achsenduplikationsexperiment
getesteten chimaren Konstrukte.
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Die ventrale Uberexpression von XTcf-1 fiihrte bei 36.9 % der Embryonen zu einer
sekundaren Korperachse. Die Chimaren XTcf-3/1 und XTcf-1/3 sowie XTcf-3
induzierten hingegen keine Doppelachsen. Im Xenopus Achsenduplikations-
experiment verhalten sich die beiden Chimaren demnach wie der Repressor XTcf-3.

Um die Funktionalitdt der Chimaren im Wiederherstellungsexperiment zu
untersuchen, wurde zunachst eine XTcf-1 Depletion und im nachsten Schritt eine
XTcf-3 Depletion durchgefuhrt. Durch anschlie3ende in situ Hybridisierung wurden
die Auswirkungen der koinjizierten Chimaren auf die spezifische Zielgenexpression
untersucht.

FUr die Untersuchung im XTcf-1 depletierten Hintergrund wurden 4 pMol spezifisches
antisense Morpholino einseitig animal in Zweizell-Stadien appliziert. Die XTcf-1
Depletion flhrte bei 59 % der Embryonen zu einer Reduktion der XTcf-4 Expression.
Eine Rekonstitution wurde durch zusatzliche Applikation von XTcf-1 cDNA erreicht,
hier zeigte sich bei 41 % der Embryonen eine Reduktion der XTcf-4 Expression. Die
Applikation von 500 pg cDNA der Chimare XTcf-1/3 resultierte in 72 % und bei XTcf-
3/1 in 68 % der untersuchten Embryonen in einer Reduktion. Auch die Applikation
von XTcf-3 fuhrte zu keiner Rekonstitution, die XTcf-4 Expression war bei 71 % der
Embryonen reduziert (Abb. 5.18).

A T1Mo B % Embryonen mit reduzierter

Kontrolle +XTcf-1 XTcf-4 Expression
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Abbildung 5.18: Die Chiméren XTcf-1/3 und XTcf3/1 konnten XTcf-1 im Wiederherstellungsexperiment
nicht ersetzen. A: Fir die Wiederherstellungsexperimente wurden jeweils 4 pMol XTcf-1 Morpholino (T1Mo)
sowie 500 pg cDNA in eine Blastomere animal im Zweizell-Stadium injiziert. Die XTcf-4 Expression der injizierten
Seite wurde mittels in situ Hybridisierung im Stadium 26 mit der Expression der nicht-injizierten Seite verglichen.
Der Stern markiert die injizierte Seite. B: Statistische Auswertung der in der in situ Hybridisierung gezeigten
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Embryonen. Gezeigt ist die jeweilige Reduktion der XTcf-4 Expression nach Applikation der verschiedenen
Konstrukte. n= Anzahl der in der in situ Hybridisierung ausgewerteten Embryonen.

Die beiden chimaren Konstrukte wurden ebenfalls im XTcf-3 depletierten Hintergrund
untersucht. Dazu wurden 2 pMol des XTcf-3 spezifischen antisense Morpholinos in
Zweizell-Stadien einseitig animal appliziert. Die im Anschluss durchgefuhrte in situ
Hybridisierung zeigte fur diese Embryonen eine Reduktion der XCirp Expression bei
81 % der Embryonen. Die zusatzliche Applikation von 1000 pg mRNA der Chimare
XTcf-1/3 jedoch bewirkte, dass nur noch 32 % der Embryonen eine reduzierte XCirp
Expression aufwiesen. Ein ahnliches Ergebnis ergab die Koinjektion von XTcf-3/1,
die Reduktion lag bei 31 % der ausgewerteten Embryonen (Abb. 5.19).
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Abbildung 5.19: Die Chiméaren XTcf-1/3 und XTcf3/1 konnten XTcf-3 im Wiederherstellungsexperiment
ersetzen. A: Fir die Wiederherstellungsexperimente wurden jeweils 2 pMol XTcf-3 Morpholino (T3Mo) sowie
1000 pg mRNA in eine Blastomere animal im Zweizell-Stadium injiziert. Die XCirp Expression der injizierten Seite
wurde mittels in situ Hybridisierung im Stadium 16 mit der Expression der nicht-injizierten Seite verglichen. Der
Stern markiert die injizierte Seite. B: Statistische Auswertung der in der in situ Hybridisierung gezeigten
Embryonen. Gezeigt ist die jeweilige Reduktion der XCirp Expression nach Applikation der verschiedenen
Konstrukte. n= Anzahl der in der in situ Hybridisierung ausgewerteten Embryonen.

So zeigte sich auch in den Wiederherstellungsexperimenten, dass die chimaren
Konstrukte XTcf-1/3 und XTcf-3/1 sich wie XTcf-3 verhalten. Dieses, bereits von
Juliane Strietz im Rahmen ihrer Bachelorarbeit (2010) erhaltene Ergebnis, wurde
demnach in der vorliegenden Arbeit verifiziert. Das Vorhandensein des C-Terminus,

beziehungsweise der Kontext-abhangigen regulatorischen Domane (CRD, context
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dependent regulatory domain) von XTcf-3, ist somit ausreichend fur die spezifische
XTcf-3 Funktion der XCirp Regulation.

5.6 Austausch der Doméanen von XTcf-1 und HyTcf

Die Ergebnisse im Xenopus Achsenduplikationsexperiment sowie in den funktionalen
Analysen der Wiederherstellungsexperimente zeigten klare funktionale Unterschiede
zwischen HyTcf und XTcf-1. Um Erkenntnisse zu gewinnen, inwiefern diese
Unterschiede auf die verschiedenen Domanen der Proteine zuruckzufuhren sind,
wurden chimare Proteine untersucht. Dabei wurden die vier Domanen der Proteine
miteinander getauscht und diese Chimaren sowohl im Xenopus Achsenduplikations-
experiment, als auch in Wiederherstellungsexperimenten untersucht. Die verwendete
Nomenklatur der Chimaren beruht auf folgendem Prinzip: Die Herkunft der jeweiligen
Domanen im chimaren Protein sind durch 1 fur XTcf-1 beziehungsweise durch H far
HyTcf abgekurzt. Somit ergibt sich fur ein Konstrukt, bei welchem die R-Catenin
Bindedomane (3bd) von HyTcf, die CRD von XTcf-1, die High Mobility Group (HMG)
sowie der C-Terminus ebenfalls von XTcf-1 stammen, die Bezeichnung H111.
Dieses Prinzip gilt entsprechend fur alle chimaren Konstrukte bestehend aus XTcf-1
und HyTcf (Abb. 5.20).

Bbd srminus H111
Bbd CRD ’ S\[EESErminus HH11
pbd CRD HMG rminus HHH1

1 53 180 276 418
Bbd CRD HMG C-Terminus HyTcf
Bbd CRD HMG C-Terminus 11HH
Bbd CRD Iiliu C-Terminus 111H
1 51 239 333 364
Bbd CRD VR @R = rminus XTcf-1

Abbildung 5.20: Schematische Darstellung der chimaren Konstrukte bestehend aus XTcf-1 und HyTcf. Die
vier Domanen R-Catenin Bindedoméane (3bd), Kontext abhangige regulatorische Doméne (context dependent
regulatory domain, CRD), High Mobility Group (HMG) sowie der C-Terminus wurden ausgetauscht. Dabei sind
die Doméanen von HyTcf in hellgrau die von XTcf-1 in dunkelgrau dargestellt. Durch Austausch der Rbd und der
CRD von XTcf-1 und HyTcf entstanden die Chimaren HH11 und 11HH. Der Austausch der Rbd von XTcf-1 mit
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der Bbd von HyTcf resultierte in der Chimare H1111. Durch Anlagerung des C-Terminus an die HMG-Box
entstanden die Chimaren HHH1 und 111H. Die Zahlen kennzeichnen die Aminosauren in der Sequenz des XTcf-
1 beziehungsweise des HyTcf Proteins.

Die Konstrukte wurden im GST-Pulldown Experiment auf ihre R-Catenin Bindung hin
untersucht. HyTcf, XTcf-1 sowie alle chimaren Konstrukte waren in der Lage
vertebraten 3-Catenin zu binden. In diesem Experiment fungierte ein GFP-GST und
ein DCOH-GST Konstrukt als Kontrolle (Abb. 5.21).

Abbildung 5.21: Die chiméaren

& N NN AN R
& w QN AN N X Konstrukte bestehend aus HyTcf
~Z$ .\'§° §‘$$ NN und XTcf-1 binden an vertebraten
% . . R-Catenin. Die RIPA-Lysate
7 B-Catenin GST s _ =¥=%| B-Catenin GST transfizierter ~ HEK293  Zellen
50 fe= '.‘ anti myc anti myc wurden mit immobilisiertem  R-
Catenin  (R-Catenin-GST), GFP
70 f= (GFP-GST) und DCOH (DCOH-
GFP- GST - DCOH-GST  GsT) inkubiert. Nach Elution
50 = e anti myc anti myc wurden die Proteine in einer 10 %
SDS-PAGE aufgetrennt und auf
70T input - input eine Nitrocellulosemembran  trans-
— . — . feriert. Ein Antikérper gegen das
50 anti myc anti myc fusionierte myc Epitop erkennt die

transfizierten Konstrukte (Sterne).

Im Anschluss wurde die Aktivatorfunktion der chimaren Konstrukte im Xenopus
Achsenduplikationsexperiment getestet (Abb. 5.22). Hierbei wurden jeweils 500 pg
mRNA ventral in Vierzell-Stadien von Xenopus Embryonen appliziert. Als
Positivkontrolle diente XTcf-1, als Negativkontrolle wurde HyTcf verwendet (Abb.
5.22).

A B
Kontrolle H111 HH11 HHH1 Doppel- Anzahl
’ Y ‘m ' achsen (%) Embryonen
3 ¢ | H111 0 292
4 \ ; HH11 0 179
' v et HHH1 0 321
v\ P HyTcf 0 267
& & ) 11HH 0 154
P | % 111H 0 329
/ _ 3 XTcf-1 26,9 108
— ) < vV
HyTcf 11THH 111H XTcf-1

Abbildung 5.22: Die chimaren Konstrukte induzierten keine sekundére Korperachse. A: Es wurden jeweils
500 pg mRNA ventral in Vierzell-Stadien von Xenopus Embryonen injiziert. Diese wurden bis ins spate
Neurulastadium (Stadium 17-19) kultiviert. Als Kontrolle dienten wildtypische uninjizierte Embryonen, die
ebenfalls bis ins spate Neurulastadium kultiviert wurden. Keine der Chimaren aus XTcf-1 und HyTcf induzierte
eine sekunddre Korperachse. B: Statistische Auswertung der im Xenopus Achsenduplikationsexperiment
getesteten chimaren Konstrukte.
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Die ventrale XTcf-1 Applikation induzierte hier nur bei 26.9 % der Embryonen eine
sekundare Korperachse. Die Injektion keiner der Chimaren fuhrte insgesamt bei weit
uber 1000 injizierten Embryonen je zu Achsenduplikationen. Somit scheint jeder der
vier Bereiche in XTcf-1 fur die Induktion sekundarer Korperachsen wichtig zu sein.
Dies ist insofern Uberraschend, als zumindest die N-Termini austauschbar sein
sollten, denn beide, HyTcf und XTcf-1 kdnnen vertebraten R-Catenin binden. Auch

alle Chimaren waren in der Lage R-Catenin im GST-Pulldown Experiment zu binden.

In Rekonstitutionsexperimenten wurde die XTcf-4 Expression in XTcf-1 depletierten
Embryonen nach Koapplikation der Chimaren Uberpraft (Abb. 5.23). Hierzu wurden
jeweils 4 pMol spezifisches antisense Morpholino animal in Zweizell-Stadien von
Xenopus Embryonen injiziert. Die XTcf-4 Expression war in 76 % der XTcf-1
depletierten Embryonen reduziert. Eine partielle Wiederherstellung der XTcf-4
Expression konnte durch Applikation von 500 pg cDNA der Chimaren H111 mit 56 %,
sowie von 11HH mit 28 % und 111H mit 47 % der Embryonen beobachtet werden.
Ein ahnlicher Effekt auf die Wiederherstellung der Expression zeigte sich nach XTcf-
1 Applikation. Hier trat noch bei 41 % der Embryonen eine Reduktion der XTcf-4
Expression auf. Kein Effekt hingegen konnte bei Applikation von HyTcf sowie bei
HH11 und HHH1 beobachtet werden.

Alle Konstrukte, welche die CRD von XTcf-1 beinhalten waren somit in der Lage, die
XTcf-4 Expression partiell wiederherzustellen. Dieser Domane kommt demnach eine

entscheidende Rolle in der XTcf-1 abhangigen XTcf-4 Regulation zu.

Abbildung 5.23: Die CRD ist entscheidend fiir die XTcf-1 spezifische Funktion in Bezug auf die XTcf-4
Regulation. A: Fir die Wiederherstellungsexperimente wurden jeweils 4 pMol XTcf-1 Morpholino (T1Mo) sowie
500 pg cDNA in eine Blastomere animal im Zweizell-Stadium injiziert. Die XTcf-4 Expression der injizierten Seite
wurde mittels in situ Hybridisierung im Stadium 26 mit der Expression der nicht-injizierten Seite verglichen. Der
Stern markiert die injizierte Seite. B: Statistische Auswertung der in der in situ Hybridisierung gezeigten
Embryonen. Gezeigt ist die jeweilige Reduktion der XTcf-4 Expression nach Applikation der verschiedenen
Konstrukte. n= Anzahl der in der in situ Hybridisierung ausgewerteten Embryonen.
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So konnte aufgrund der Wiederherstellungsexperimente der Chimaren bestehend
aus XTcf-1 und XTcf-3 gezeigt werden, dass der C-Terminus beziehungsweise die
CRD von XTcf-3 fur dessen spezifische Funktion der XCirp Regulation ausreichend
ist. Die Experimente mit den Chimaren bestehend aus HyTcf und XTcf-1 ergaben,
dass die CRD die entscheidende Domane des XTcf-1 in Bezug auf die XTcf-4
Regulation ist (Tab. 5.1).
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Tabelle 5.1: Ubersicht der Wiederherstellungsexperimente in Xenopus laevis. Die Daten der Chiméaren sind
dabei nicht separat aufgefiihrt, die neu gewonnenen Aussagen sind jedoch vermerkit.

Konstrukt Ersetzt XTcf-1 Ersetzt XTcf-4 Ersetzt XTcf-3
Pangolin ja ja ja

Pop-1 nein nein ja

HyTcf nein ja nein

XTcf-1 ja (CRD) nein nein

XTcf-3 nein nein ja (CRD/C-Terminus)
XTcf-4 ja ja nein®

*Experiment in van Venrooy et al. (2008)

5.7 Herstellung der Werkzeuge zur funktionalen Analyse der XTcfs
in Drosophila

Die Analyse der Xenopus Tcfs in Drosophila melanogaster setzte die Erzeugung
transgener Tiere voraus. Diese transgenen Linien tragen das inserierte Xenopus Tcf
stabil in ihrem Genom. Fir eine erfolgreiche Integration der Xenopus Tcfs wurden
diese in den Transformationsvektor pUAST kloniert, diese Konstrukte wurden dann
mit einem Helferplasmid in Drosophila injiziert (Best Gene Inc., Chino Hills, USA).
XLef-1 wurde aus pCS2myc mit Hilfe der Restriktionsendonuklease Xhol
ausgeschnitten und in den ebenfalls mit Xhol praparierten Transformationsvektor
pUAST ligiert. Zur Uberpriifung wurde eine Restriktionsanalyse mit Xhol
durchgefuhrt. Die analytische Gelelektrophorese zeigt den Vektor mit einer Grolde
von circa 8.9 kb und das XLef-1 Fragment mit circa 1.1 kb (Abb. 5.24).

o
A @& B

Gal4_DBD Abbildung 5.24: Klonierung
Xhol (426) von XLef-1 in den Trans-
XLef-1 formationsvektor pUAST. A:
Xhol (1551) Die schwarze  Pfeilspitze
markiert das mit der
Restriktionsendonuklease Xhol
ausgeschnittene XLef-1
Fragment in der erwarteten
GroRe von 1.1 kb. B: Die
Vektorkarte zeigt die
Orientierung von XLef-1 im
Transformationsvektor pUAST.

Amp R
HS-Promotor
SV40 polyA

XLef-1pUAST
10010 bp
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Die Klonierung von XTcf-4 wurde entsprechend der Vorgehensweise von XLef-1
durchgefuhrt. Hier entsteht nach Xhol Verdau ebenfalls die Vektorbande mit circa 8.9
kb und das XTcf-4 Fragment mit einer Grolde von circa 1.8 kb (nicht gezeigt). Zur
Uberprifung der Orientierung des XLef-1 beziehungsweise des XTcf-4 Fragments
wurde ein Restriktionsverdau mit den Restriktionsendonukleasen EcoRI und Xbal
durchgefuhrt (nicht gezeigt).

XTcf-1 wurde aus pCS2myc Uber EcoRI und Xbal ausgeschnitten und in den
entsprechend geschnittenen Transformationsvektor pUAST ligiert. Zur Uberprifung
diente ein Restriktionsverdau mit den beiden verwendeten Restriktionsendo-
nukleasen. Die analytische Gelelektrophorese zeigte den Vektor mit einer Grof3e von
circa 8.9 kb und das XTcf-1 Fragment mit einer GroRRe von circa 1.1 kb (Abb. 5.25).
Die Klonierung von XTcf-3 erfolgte entsprechend. Die analytische Gelelektrophorese
zeigt hier den Vektor mit einer Grofde von circa 8.9 kb und das XTcf-3 Fragment mit
einer GroRe von circa 1.6 kb (nicht gezeigt).

Alle Konstrukte wurden durch Sequenzanalyse verifiziert (GATC Biotech, Konstanz).

A & B
&

N
e Gal4_DBD

EcoRI (413)
XTef-1

Xbal (1535)

Amp R

HS-Promotor

SV40 polyA
XTcf-1pUAST

9986 bp

Abbildung 5.25: Klonierung von XTcf-1 in den Transformationsvektor pUAST. A: Die schwarze Pfeilspitze
markiert das mit den Restriktionsendonukleasen EcoRI und Xbal ausgeschnittene XTcf-1 Fragment in der
erwarteten GréfRe von 1.1 kb. B: Die Vektorkarte zeigt die Orientierung von XTcf-1 im Transformationsvektor.

Die vier Konstrukte wurden in Drosophila Embryonen injiziert (Best Gene Inc., Chino
Hills, USA). Die erhaltenen transgenen Linien sind in der Tabelle 3.2 (Kapitel 3.2.12;
S. 34f.) gelistet. Fur die im Folgenden beschriebenen Ergebnisse wurden
ausschlieRlich die transgenen Linien verwendet, welche die Insertion der XTcfs auf
dem dritten Chromosom tragen. Dies ermoglicht eine bessere Vergleichbarkeit der
Resultate. Daher wird bei der Bezeichnung der Linien im Folgenden die letzte Ziffer,
welche das Chromosom mit der Insertion anzeigt, nicht mehr aufgefuhrt. Mit einer

spitzen Klammer (>) ist die jeweilige Uberexpressionssituation gekennzeichnet. Fir
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alle Ansatze wurden Jungfrauen der Gal4- Treiberlinien mit Mannchen der

verschiedenen UAS-Linien gekreuzt.

5.8 Analyse der Xenopus Tcfs in Uberexpressionsexperimenten

Der erste Schritt in der funktionalen Analyse der Xenopus Tcfs in Drosophila
melanogaster waren Uberexpressionsstudien. Dabei wurde untersucht, ob und
inwiefern die Uberexpression der XTcfs einen mit Pangolin vergleichbaren Phanotyp
hervorruft. Des Weiteren sollte untersucht werden, welche der transgenen XTcf-
Linien fur nachfolgende Kreuzungsexperimente am geeignetsten erscheinen. Bei der
Wahl der Treiberlinie wurde als Anhaltspunkt der publizierte Pangolin
Uberexpressionsphanotyp mit der Treiberlinie MS1096-Gal4 genutzt (Lawrence et
al., 2000). Unter Kontrolle der Treiberlinie MS1096-Gal4 werden die UAS-Linien im
gesamten Flugel Uberexprimiert (Capdevila und Guerrero, 1994; Klein et al., 1997).
Als Negativkontrolle wurde eine UAS-LacZ Linie verwendet, deren Uberexpression
keinen Phanotyp hervorruft. Als Positivkontrolle diente eine UAS-Pangolin Linie.
Sowohl diese UAS-Pangolin Linie als auch die MS1096-Gal4 Treiberlinie sind jedoch
nicht identisch mit den in Lawrence et al. (2002) publizierten Linien.

Mannchen der Negativkontrolle MS1096>UAS-LacZ zeigten nach Uberexpression
bei einer Kultivierungstemperatur von 25°C wie erwartet keinen Phanotyp (Abb. 5.26;
Tab. 5.2). Die Uberexpression von Pangolin sowie die Uberexpression von XTcf-3 in
den Linien 8033-2-4 und 8033-2-5 waren letal (Kreuze).

Uberexprimiertes XTcf-1 und XTcf-4 dagegen fiihrte bei den Linien 8590-1-1, 8590-
1-2, 8590-1-7, 8590-1-9 und 8033-3-2 zu einem vergleichsweise schwachen
Phanotyp. Die Flugel wiesen Einkerbungen der Fluigelkanten (Pfeile) sowie eine
Reduktion der FlugelgrofRe auf. AulRerdem konnte die Induktion ektopischen Venen-
gewebes (Pfeilkdopfe) und ektopischer Borsten (Sterne) beobachtet werden. Die
Uberexpression der Linie 8590-1-5 (XTcf-1) hingegen fiihrte zu einer vollstandigen
Deformation des Flugels. Aufgrund dieser starken phanotypischen Auspragung
konnte hier keine genaue Analyse erfolgen. Ahnlich stark war der Phanotyp bei allen
XLef-1 Uberexprimierenden Linien, sowie bei den XTcf-3 Linien 8033-2-1 und 8033-
2-7 und den drei XTcf-4 Linien 8033-3-1, 8033-3-4 und 8033-3-6 (Abb. 5.26; Tab.
5.2).
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Abbildung 5.26: Phanotypen der liberexprimierten XTcfs mit der Fliigeltreiberlinie MS1096-Gal4. Gezeigt
sind die Fligel von mannlichen Tieren, die bei 25°C kultiviert wurden. Die Kreuze kennzeichnen die Linien, fir
welche diese Uberexpression letal war. Die Uberexpression der verschiedenen XLef/Tcfs fiihrte zu
unterschiedlichen phéanotypischen Auspragungen, wie Einkerbungen der Fligelkanten (Pfeile), ektopische
Borsten (Sterne) und die Bildung ektopischen Venengewebes (Pfeilkdpfe). Zusatzlich war die Uberexpression der
XLef/Tcfs mit einer Reduktion der FliigelgroRe assoziiert.

Die Weibchen der entsprechenden Linien zeigten bei gleicher Kultivierungs-
temperatur ahnliche Phanotypen, doch war ihre Auspragung insgesamt etwas
schwacher (Tab. 5.2). So war beispielsweise die Uberexpression von XTcf-3 bei den
Linien 8033-2-4 und 8033-2-5 hier nicht letal. Insgesamt aber erlaubt die starke
Auspragung der Phanotypen bei einer Kultivierungstemperatur von 25°C keine
vergleichende Analyse der Xenopus Lef/Tcfs in Drosophila.

Die oben beschriebenen Versuche wurden auch bei einer Kultivierungstemperatur
von 18°C durchgefiihrt (Abb. 5.27; Tab. 5.2). Die Uberexpression der Kontrolle LacZ
induzierte auch hier keine phanotypischen Merkmale. Uberexprimiertes Pangolin war
wiederum letal (Kreuze). Die Fliigel nach Uberexpression von XTcf-1 der Linien
8590-1-1, 8590-1-5 und 8590-1-7 und der XLef-1 Linie 8033-1-1
Einkerbungen (Pfeile), ektopische Borsten (Sterne) und eine reduzierte Gro3e. Die
Fligel der Nachkommen der XTcf-1 Linien 8590-1-2 und 8590-1-9 hingegen
entsprachen dem Wildtyp. Die Uberexpression von XLef-1 der Linien 8033-1-2,

zeigten

89



Ergebnisse

8033-1-5 und 8033-1-8 wiesen Einkerbungen, ektopische Borsten, ektopisches
Venengewebe (Pfeilkdpfe), sowie eine reduzierte GroRe auf. Uberexprimiertes XTcf-
3 resultierte hingegen in stark deformierten Fligeln, mit Ausnahme der Linie 8033-2-
1, die nur zur Auspragung ektopischen Venengewebes fuhrte. Die XTcf-4
Uberexpression der Linien 8033-3-1, 8033-3-2 und 8033-3-4 fiihrte zu einer
Reduktion der FlugelgroRe, der Ausbildung ektopischen Gewebes und ektopischer
Borsten sowie zu Einkerbungen der Flugelkante. Die XTcf-4 Linie 8033-3-6 erzeugte
nur Einkerbungen und ektopische Borsten. Die Phanotypen der Mannchen bei 18°C
waren starker, verglichen mit denen der Weibchen (Tab. 5.2). So war die XTcf-3

Uberexpression der Linie 8033-2-4 letal.

MS1096Gal4>UASXTcf-Linien

N —
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Abbildung 5.27: Phanotypen der iiberexprimierten XTcfs mit der spezifischen Fliigeltreiberlinie MS1096-
Gal4. Gezeigt sind die Fligel von weiblichen Tieren, die bei 18°C kultiviert wurden. Auch hier fihrte die Pangolin
Uberexpression zu Letalitat (Kreuz). Die Uberexpression der verschiedenen XLef/Tcfs filhrte zu unterschiedlichen
phanotypischen Auspragungen, wie Einkerbungen der Fliigelkanten (Pfeile), ektopische Borsten (Sterne) und die
Bildung ektopischen Venengewebes (Pfeilkdpfe). Zusatzlich war die Uberexpression der XLef/Tcfs meist mit einer

Reduktion der FliigelgroRe assoziiert.

Bei der Zusammenfassung der Phanotypen erfolgte die Unterteilung in drei
Kategorien (Tab. 5.2). Zur Gruppe nicht auswertbar wurden alle letalen Phanotypen
sowie Tiere mit vollstandig deformierten Fligel gezahlt. In die Kategorie teilweise
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auswertbar wurden Flugel mit starker phanotypischer Auspragung eingeteilt, die aber
noch erkennbare Merkmale tragen. In die Gruppe auswertbar sind alle Flugel die
schwachere phanotypische Merkmale tragen und damit eine genauere Analyse

erlauben.

Tabelle 5.2: Ubersicht der phinotypischen Ausprigungen nach Uberexpression der XTcfs mit MS1096-
Gal4. Mannliche Tiere sind mit &, weibliche mit @ abgekiirzt. Aufgrund der unterschiedlich starken
phénotypischen Auspragungen nach Uberexpression wurde eine Unterteilung in auswertbar, teilweise auswertbar
und nicht auswertbar durchgefiihrt.

Konstrukt  Linie Geschlecht Temperatur Auswertung
LacZ d Q 25°C/18°C auswertbar
Pan d Q ZSOC/1 80C niCht aUSWertbar
(letal)
XTcf-1 8590-1-1 d 25°C/18°C teilweise auswertbar
Q 25°C/18°C auswertbar
8590-1-2 d Q 25°C/18°C auswertbar
8590-1-5 d 25°C nicht auswertbar
Q 25°C teilweise auswertbar
d Q 18°C auswertbar
8590-1-7 d Q 25°C/18°C auswertbar
8590-1-9 g 9Q 25°C/18°C auswertbar
XLef-1 8033-1-1 d Q 25°C/18°C nicht auswertbar
Q 18°C teilweise auswertbar
8033-1-2 d 25°C/18°C nicht auswertbar
Q 25°C/18°C teilweise auswertbar
8033-1-5 d Q 25°C/18°C nicht auswertbar
Q 18°C teilweise auswertbar
8033-1-8 d 25°C/18°C nicht auswertbar
Q 25°C/18°C teilweise auswertbar
XTcf-3 8033-2-1 d o 25°C/18°C nicht auswertbar
Q 18°C teilweise auswertbar
8033-2-4 g 9 25°C/18°C nicht auswertbar
J (letal)
icht auswertbar
By d' " o nic
8033-2-5 Q 25°C/18°C & (25°C letal)
8033-2-7 (o} 25°C/18°C nicht auswertbar
Q 18°C teilweise auswertbar
d 25°C nicht auswertbar
XTcf-4 _3-
¢ 80355 d Q 25°C/18°C teilweise auswertbar
Q 18°C auswertbar
8033-3-2 g Q 25°C/18°C teilweise auswertbar
Q 25°C auswertbar
8033-3-4 o1 25°C nicht auswertbar
d Q 25°C/18°C teilweise auswertbar
8033-3-6 g @ 25°C/18°C teilweise auswertbar
Q 18°C auswertbar
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Insgesamt sind also Weibchen bei einer Kultivierungstemperatur von 18°C am

geeignetsten fur die vergleichende Analyse.

Die Borstenmuster der Flugelkanten dieser Tiere wurden nun eingehender analysiert

(Abb. 5.28; Tab. 5.3).
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Abbildung 5.28: Ausschnitte von Fliigelkanten nach Uberexpression der verschiedenen XTcf Linien mit
MS1096-Gal4. Gezeigt ist die Uberexpression der Negativkontrolle LacZ (A-A”"). AuBerdem die iberexprimierten
XLef-1 Linien 8033-1-1 (B-B""), 8033-1-2 (C-C""), sowie die XTcf-1 Linien 8590-1-1 (D-D""), 8590-1-2 (E-E"),
8590-1-5 (F-F "), 8590-1-7 (G-G™’), 8590-1-9 (H-H"") und auBerdem die XTcf-4 Linien 8033-3-1 (I-I""), 8033-3-2
(J-J7), 8033-3-6 (K-K"). A-K zeigen Ubersichtsaufnahmen der gesamten Fliigel. In A-K" ist jeweils ein anteriorer
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Ausschnitt, in A”-K"" ein posteriorer Ausschnitt des Fliigels gezeigt. Die Kastchen in A-K markieren den
vergrofierten Teilbereich.

Es wurden nur die Fligel von Linien mit moderaten und schwachen Phanotypen
verwendet. Die LacZ Negativkontrolle zeigte an der anterioren und der posterioren
Flugelkante das wildtypische Borstenmuster (Abb. 5.28 A’A’). Sowohl an der
anterioren als auch an der posterioren Fligelkante zeigten die Uberexprimierten Lef-
1 Linien 8033-1-1, 8033-1-2 sowie die XTcf-4 Linie 8033-3-2 ektopische Borsten und
Liicken im Borstenmuster (Abb. 5.28 B'B”", C'C"", J'J”"). Die XTcf-1 Uberexpression
der Linien 8590-1-2 und 8590-1-9 resultierte in einem wildtypischen Borstenmuster
(Abb. 5.28 E'E"", H'H""). Dagegen zeigte Uberexprimiertes XTcf-1 der Linie 8590-1-5
Effekte an der anterioren Flligelkante. Dies zeigte sich auch hier in der Auspragung
ektopischer aber auch im Fehlen von Borsten (Abb. 5.28 F'F""). Die XTcf-1 Linien
8590-1-1, 8590-1-7 sowie die XTcf-4 Linien 8033-3-1 und 8033-3-6 dagegen zeigten
Licken im Muster und ektopische Borsten im Bereich der posterioren Flugelkante
(Abb. 528 D'D"", G'G™, I'l'", K’K™"). Nach Analyse der Borstenphanotypen lasst sich
zusammenfassend sagen, dass diese sich zwar in unterschiedlicher Starke

auspragen, sich jedoch qualitativ nicht unterscheiden (Tab. 5.3).

Tabelle 5.3: Ubersicht der Borstenphénotypen nach XTcf Uberexpression mit MS1096-Gal4. Dabei traten
Phanotypen auf, die sowohl anterior als auch posterior veranderte Borsten aufwiesen (ja), bei anderen traten sie
nur anterior oder ausschlieBlich posterior auf (teilweise) oder es ergab sich das wildtypische Borstenmuster
(nein).

Konstrukt Linie Borstenphanotyp

XLef-1 8033-1-1 ja
8033-1-2 ja

XTcf-1 8590-1-1 teilweise
8590-1-2 nein
8590-1-5 teilweise
8590-1-7 teilweise
8590-1-9 nein

XTcf-4 8033-3-1 teilweise
8033-3-2 ja
8033-3-6 teilweise
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Die Experimente der Uberexprimierten Xenopus Lef/Tcfs zeigten prinzipiell, dass die
Phanotypen dem publizierten Pangolin Uberexpressionphanotyp (Lawrence et al.,
2000) entsprechen. Diese traten auch innerhalb der verschiedenen Linien eines
XTcfs in unterschiedlich starken Auspragungen auf.

Far alle weiteren Experimente wurde jeweils nur eine transgene Linie fur ein XTcf
verwendet. Die Auswahl erfolgte anhand der Phanotypen der Weibchen bei 18°C
Kultivierungstemperatur. Dabei wurde, aufgrund der vergleichsweise schwachen
XTcf-1 Phanotypen, die Linie mit der starksten Auspragung gewahlt (8590-1-5). Fur
die anderen XTcfs wurde jeweils eine Linie mit phanotypischen Auspragungen
ausgesucht, welche ungefahr der Starke der XTcf-1 Linie entsprechen. Fur XLef-1
wurde die Linie 8033-1-2, fur XTcf-3 die Linie 8033-2-7 und fur XTcf-4 die Linie 8033-
3-1 gewahlt. Im Folgenden werden daher nicht mehr die Bezeichnungen der Linien

angegeben, sondern das entsprechende XTcf.

5.9 Uberpriifung der Venenphénotypen in Uberexpressionsstudien

Die spezifische Uberexpression der XTcfs im Fliigel unter Verwendung der MS1096-
Gal4 Linie fuhrte meist zur Auspragung eines starken Phanotyps, daher konnte keine
genaue Analyse der Venenphanotypen durchgefuhrt werden. Um das Venenmuster
nach Uberexpression der Xenopus Tcfs analysieren zu konnen, wurde eine

|QuadrantEnhancer_Ga|4 (VgQE_

schwache flugelspezifische Gal4-Linie verwendet, vestigia
Gal4). Diese Linie flihrt zur Uberexpression der UAS-Linien im gesamten Fliigel.
Auch hier wurde nach Mannchen (Abb. 5.29) und Weibchen (Abb. 5.30) sowie nach
Kultivierungstemperatur unterschieden. Die Phanotypen der Mannchen entsprachen
denen der Weibchen, wobei auch hier bei Mannchen teilweise ein minimal starkerer
Phanotyp entstand.

Es wurde wiederum eine UAS-LacZ Linie als Negativkontrolle verwendet, deren
Uberexpression auch in diesen Experimenten keinen Phanotyp erzeugte. Die
Mannchen zeigten bei einer Kaultivierungstemperatur von 25°C nach Pangolin
Uberexpression mit vg®t-Gal4 eine Unterbrechung der L5 (Longitudinalvene)
(schwarze Pfeilkopfe; Abb. 5.29). Die XLef-1 Uberexpression induzierte
Verkiurzungen der Longitudinalvenen 2, 4 und 5 sowie eine Unterbrechung der
posterioren Quervene (PCV, posterior cross vein). Eine Verklrzung der L5 war die
Folge der XTcf-1 Uberexpression. Aufgrund der starken Deformation und den durch
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ektopisches Gewebe bedingten Auswolbungen des Flugels kann sowohl fur
uberexprimiertes XTcf-3 als auch fur XTcf-4 keine Aussage Uber Venenphanotypen
bei einer Kultivierungstemperatur von 25°C getroffen werden (Abb. 5.29). Die
Phanotypen der Weibchen entsprachen hier denen der Mannchen (nicht gezeigt).

ngEGaI4>UASXch-Linien P e AU
Mannchen
25°C
T mm L5
#ac7 Pan
<
XLef-1 XTcf-1
A aak B e e 1
\4 5 v
< <
XTcf-3 XTcf-4
IR S—— - S SN

Abbildung 5.29: Pangolin, XLef-1 und XTcf-1 erzeugten nach Uberexpression mit der Fliigeltreiberlinie
vg°E-GaI4 Verkiirzungen und Unterbrechungen der Venen. Oben rechts ist ein Kontrollfligel gezeigt.
Eingezeichnet sind die Longitudinalvenen L1-L5, die anteriore-posteriore (a/p) Grenze sowie die anteriore
Quervene (ACV, anterior cross vein) und die posteriore Quervene (PCV, posterior cross vein). Die schwarzen
Pfeilkbpfe zeigen Unterbrechungen oder Verkiirzungen der Venen. Gezeigt sind die Fligel von Mannchen bei
einer Kultivierungstemperatur von 25°C.

Die Uberexprimierte LacZ Negativkontrolle fuhrte wiederum zu wildtypischen Fligeln.
Weibchen bei 18°C Kultivierungstemperatur induzierten nach Pangolin Uber-
expression eine verkirzte L5 (schwarze Pfeilkdpfe; Abb. 5.30). Uberexprimiertes
XLef-1 erzeugte auch hier Verkirzungen der Venen. In diesem Experiment zeigten
allerdings nur die L4 und die L5 diesen Phanotyp. Uberexprimiertes XTcf-1
verursachte eine verklrzte L5. XTcf-3 ist auch in diesem Versuchsansatz nicht
auswertbar. Die XTcf-4 Uberexpression erzeugte ektopisches Venengewebe im
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Bereich der PCV sowie zwischen der L2 und L3 (rote Pfeilkdpfe). Auch hier wiesen

die Mannchen einen nahezu identischen, leicht starkeren Phanotyp auf (nicht

gezeigt).
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Abbildung 5.30: Pangolin, XLef-1 und XTcf-1 erzeugen nach Uberexpression mit der Fliigeltreiberlinie
vg°E-GaI4 verkiirzte bzw. unterbrochene Venen. XTcf-4 fiihrt zur Auspragung von ektopischem
Venengewebe. Oben rechts ist ein Kontrollfligel gezeigt. Eingezeichnet sind die Longitudinalvenen L1-L5, die
anteriore-posteriore (a/p) Grenze sowie die anteriore Quervene (ACV, anterior cross vein) und die posteriore
Quervene (PCV, posterior cross vein). Die schwarzen Pfeilkopfe zeigen Unterbrechungen oder Verkiirzungen der
Venen. Fur Uberexprimiertes XTcf-4 sind die Auspragungen von ektopischem Venengewebe markiert (rote
Pfeilkbpfe). Gezeigt sind die Fliigel von Weibchen bei einer Kultivierungstemperatur von 18°C.

Dieses Uberexpressionsexperiment zeigt deutliche Unterschiede der distinkten
Xenopus Lef/Tcfs. So verhielten sich XLef-1 und XTcf-1 wie Uberexprimiertes
Pangolin und erzeugten unterbrochene beziehungsweise verkirzte Venen. XTcf-4
zeigte nach Uberexpression einen gegenteiligen Phéanotyp, die Fligel bildeten
ektopisches Venengewebe aus (Tab. 5.4). Somit wurde auch im invertebraten

System Drosophila melanogaster die Diversitat der XTcfs deutlich.
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Tabelle 5.4: Ubersicht der Venenphinotypen nach Tcf Uberexpression mit ngE-GaI4. Es sind nur die
Phanotypen weiblicher Tiere bei einer Kultivierungstemperatur von 18°C berucksichtigt.

Konstrukt Venenphanotyp
Pan verkurzte bzw. unterbrochene Venen
XLef-1 verkirzte bzw. unterbrochene Venen
XTcf-1 verkirzte bzw. unterbrochene Venen
XTcf-3 nicht auswertbar
XTcf-4 ektopisches Venengewebe

5.10 Einfluss der Xenopus Tcfs auf das Wingless Zielgen distalless
Pangolin weist eine Bifunktionalitat auf, so ist sowohl eine Repressor- als auch eine
Aktivatorfunktion beschrieben (Cavallo et al., 1998; Schweizer et al., 2003). Der
Nachweis der Aktivatorfunktion wurde anhand von Immunfarbungen an Flugel-
imaginalscheiben erbracht. So konnte eine Expressionsreduktion der Wingless-
Zielgene vestigial und distalless im pangolin mutanten Hintergrund nachgewiesen
werden (Schweizer et al., 2003). Im nachfolgend beschriebenen Experiment werden
die in Schweizer et al. (2003) publizierten Ergebnisse als Basis genutzt. Dabei wurde
allerdings kein pangolin mutanter Hintergrund verwendet, sondern die Effekte auf
das Zielgen distalless nach Uberexpression untersucht. Um zu Uberprifen, ob die
Uberexpression der Xenopus Tcfs eine Wirkung auf das Wingless-Zielgen distalless
hat, wurden die XTcfs im Muster von Engrailed (En) uberexprimiert. Die Verwendung
dieser Treiberlinie fiihrt zu einer gezielten Uberexpression im posterioren
Kompartiment der Fligelimaginalscheibe. Zusatzlich ist diese Linie mit GFP
fusioniert, dies ermdglicht die Visualisierung der Uberexpressionsdomane. Der
Nachweis des Zielgens distalless wurde mit Hilfe einer Immunfarbung durchgefuhrt.
Die Expressionsdomane von Distalless erstreckt sich entlang der dorsoventralen
Grenze in Form eines Streifens. Das Experiment ermdglicht den direkten Vergleich
der wildtypischen Distalless Expression im anterioren Kompartiment der Flagel-
imaginalscheibe mit der Expression im Tcf Uberexprimierten Hintergrund im
posterioren Teil (Abb. 5.31).
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Abbildung 5.31: Die Uberexpression von Pangolin, XLef-1 und XTcf-1 fiihrte zu einer stirkeren Distalless
Expression, XTcf-3 und XTcf-4 dagegen zu einer Abschwachung. Der Mal3stabsbalken entspricht 50 pym. Die
linke Spalte zeigt die Uberexprimierten Tcfs beziehungsweise LacZ im Muster von enGFP (griin). In der mittleren
Spalte ist die Distalless Expression (rot) dargestellt. Rechts ist die Uberlagerung der Aufnahmen abgebildet. Die
Pfeile markieren ein verstarktes Signal, die Inhibierungspfeile eine Abschwachung. Gezeigt sind Fligelimaginal-
scheiben des dritten Larvenstadiums. Als priméarer Antikorper wurde a-dll als sekundarer Esel-a-Ziege,
konjungiert Cy3 verwendet. Die Kreuzungen wurden bei 25°C kultiviert. Nach circa sieben Tagen wurden die
dritten Larven abgesammelt und die Fliigelimaginalscheiben prapariert.
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Als Negativkontrolle wurde erneut eine UAS-LacZ Linie verwendet, die keinen
Einfluss auf die Zielgenexpression aufwies. AulRerdem wurde Pangolin
Uberexprimiert und diente als Positivkontrolle. Die Uberexpression von Pangolin
fuhrte zu einer leichten Verstarkung der Distalless Expression (Pfeile; Abb. 5.31).
Eine starke Aktivierung konnte nach XLef-1 und XTcf-1 Uberexpression beobachtet
werden. Dagegen resultierte Uberexprimiertes XTcf-3 in einer starken und
Uberexprimiertes XTcf-4 in einer schwachen Reprimierung der Distalless Expression
(Inhibierungspfeile).

So zeigte sich auch in diesem Experiment ein Unterschied der distinkten Xenopus
Lef/Tcfs. Wahrend XLef-1 und XTcf-1 aktivierend auf die Distalless Expression
wirken, dies entspricht der Aktivatorfunktion von Pangolin in diesem Kontext,
reprimierten XTcf-3 und XTcf-4 die Expression.
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6. Diskussion

Die unterschiedlichen Spezies verfolgen verschiedenste Strategien um die Lef/Tcf
Transkriptionsfaktoren mit ihrer funktionalen Diversitat auszustatten. In Drosophila
wird die funktionale Vielfalt von Pangolin Uber die Bindung alternativer DNA-
Sequenzen erreicht (Blauwkamp et al., 2008). C.elegans dagegen vermittelt diese
Diversitat uber die Verwendung unterschiedlicher R-Catenin Homologe. Dies kann
sowohl zu Reprimierung, als auch zu Aktivierung fuhren (Phillips und Kimble, 2009).
Vertebraten folgen einem anderen Prinzip. Sie weisen vier Vertreter der Lef/Tcf
Familie auf, denen distinkte Funktionen Ubertragen wurden. Unklar ist jedoch, ob
diese durch Neofunktionalisierung oder Subfunktionalisierung entstanden sind. Das
Prinzip der Neofunktionalisierung geht davon aus, dass manche Mitglieder mit neu
erworbenen Funktionen ausgestattet sind. Unter Subfunktionalisierung versteht man,
dass existierende Eigenschaften des Vorlaufer Tcfs auf mehrere vertebraten Tcf
Subfamilien aufgeteilt wurden.

Die Anlagerung der Lef/Tcf Aminosauresequenzen im Stammbaum zeigte, dass die
invertebraten Tcfs keinem der vertebraten Tcfs naher zugeordnet werden kdnnen
(Abb. 1.2; Lin et al., 2006). Die Cnidaria und Ecdysozoa Tcfs stellen einen Cluster
der ursprunglichen Tcfs dar. Die vertebraten Lef/Tcfs bilden vier Cluster, die sich in
zwei Schwestergruppen unterteilen. Innerhalb einer Schwestergruppe befinden sich
Tcf-1 und Lef-1, die andere Schwestergruppe umfasst Tcf-3 und Tcf-4. Dieser
Stammbaum gibt jedoch keinen Aufschluss Uber mogliche Neofunktionalisierung
und/oder Subfunktionalisierung.

Betrachtet man die verschiedenen Proteindomanen der Lef/Tcfs, lasst sich vermuten,
dass vor allem die CRD und der C-Terminus fur die subspezifischen Eigenschaften
relevant sind (Abb. 6.1). Zum einen, aufgrund der schwachen Konservierung dieser
Bereiche zum anderen, weil fur diese Bereiche schon mehrfach gezeigt werden
konnte, dass sie als Plattformen fur verschiedenste Kofaktoren fungieren und durch
alternatives SpleiRen Isoformen entstehen, die ihrerseits weitere spezifische
Funktionen Ubernehmen (Pukrop et al., 2001; Gradl et al., 2002; Liu et al., 2005;
Ghogomu et al., 2006; Wohrle et al., 2007; Weise et al., 2010). Die konservierten
Bereiche der 3-Catenin Bindedomane (RBd) und der DNA-bindende Bereich der
HMG-Box (HMG) sind mit 60 % beziehungsweise fast 100 % Sequenzhomologie der
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Tcf-Orthologe (Arce et al.,, 2006) dagegen vermutlich eher irrelevant fur die

subtypspezifischen Eigenschaften.

BBd (60%) CRD (15-20%) ’(';’?_Gg Z% C-Terminus
konservierte Funktion subtypspezifische Funktion konservierte Funktion subtypspezifische Funktion

Abbildung 6.1: Schematische Darstellung eines Lef/Tcf Transkriptionsfaktors. Gezeigt sind die
verschiedenen Domanen des Proteins sowie die Sequenzhomologie der jeweiligen Doméne der Tcf Orthologe
(Arce et al.,, 2006). Bedingt durch die zahlreichen SpleiRvarianten des C-Terminus (ocker) kann hier keine
Sequenzhomologie angegeben werden. Aufgrund dieser starken Abweichungen des Konservierungsgrades, kann
man mutmaflen, dass die CRD (rostrot) und der C-Terminus fiir die subtypspezifischen und die R-Catenin
Bindedomane (RBd) (grau) sowie die HMG-Box (grau) fir die konservierten Funktionen verantwortlich sind. Eine
Anlagerung der Aminosauresequenz einiger Lef/Tcfs findet sich im Anhang (Abb. 8.1).

Jedoch erleichtert diese starke Konservierung der 3-Catenin Bindestelle sowie des
DNA-bindenden Bereichs der HMG-Box die funktionale Analyse dieser Transkrip-
tionsfaktoren erheblich. So kann aufgrund dieser hohen Homologie auch Uber
Speziesgrenzen hinweg davon ausgegangen werden, dass diese Bereiche allen
Lef/Tcfs, jedweder Herkunft, die Bindung an die DNA beziehungsweise an 3-Catenin
ermoglichen. Somit wird die funktionale Analyse derselben Lef/Tcf Transkriptions-
faktoren in unterschiedlichen Modellorganismen maoglich.

In vorliegender Arbeit wurden die invertebraten Tcfs aus Hydra magnipapillata,
Drosophila melanogaster und Caenorhabditis elegans und Chimaren, bestehend aus
XTcf-1 und XTcf-3 sowie aus XTcf-1 und HyTcf, auf ihre Aktivator- und
Repressorfunktion untersucht, sowie in Rekonstitutionsexperimenten Uberpruft. Dies
sollte mehr Aufschluss Uber die Evolution, die subtypspezifischen Funktionen sowie

Zusammenhange von Domanen und nicht-redundanten Funktionen geben.

6.1 Einfluss der invertebraten Tcfs auf die endogene Korperachse:
Aktivatoren oder Repressoren?

Im Xenopus Achsenduplikationsexperiment wurde gezeigt, dass der Aktivator XTcf-1
nach ventraler Uberexpression zur Auspragung einer Doppelachse fiihrt, im
Gegensatz hierzu ruft die ventrale Uberexpression des Repressors XTcf-3 keine
Doppelachse hervor (Hamdi, Diplomarbeit, 2009; Gradl et al., 2002). Die ventral
uberexprimierten invertebraten Tcfs in vorliegender Arbeit induzierten ebenfalls keine

101



Diskussion

sekundaren Koperachsen. Daher agieren sie im Xenopus Achsenduplikations-
experiment wie der Repressor XTcf-3. Auch nach Koinjektion mit dem Aktivator XTcf-
1 reprimierten alle invertebraten Tcfs, ahnlich wie XTcf-3, die durch XTcf-1
induzierten Doppelachsen. Ein entsprechendes reprimierendes Verhalten von XTcf-3
wurde auch bei Koapplikation mit mLef-1 beschrieben (Gradl et al., 2002). Diese
reprimierende Funktion des XTcf-3 wird auf die Bindung der Korepressoren Groucho
und CtBP zurtckgefuhrt (Brannon et al.,1999; Roose et al.,1998). Wobei gezeigt
wurde, dass bereits die Bindung eines dieser Korepressoren ausreicht (Gradl et al.,
2002). Unter den untersuchten invertebraten Tcfs enthalt ausschliel3lich Pangolin
Bindestellen fur CtBP. Daher ist ein Einfluss dieses Korepressors im Rahmen der
Repressorfunktion der invertebraten Tcfs zumindest fur Pop-1 und HyTcf eher
unwahrscheinlich. Fur den Korepressor Groucho ergibt sich dagegen ein anderes
Bild. So ist fur das C.elegans Tcf Pop-1 gezeigt, dass es im Repressorkomplex mit
Hda-1 (Histondeacetylase-1) und dem Groucho Homolog Unc-37 (Uncoordinated-37)
Zielgene reprimiert (Pflugrad et al., 1997). Auch Pangolin kann im Komplex mit
Groucho Zielgene reprimieren (Cavallo et al., 1998). Die Reprimierung Uber den
Korepressor Groucho ist in Metazoen sehr stark konserviert, von Ciona intestinalis
(Schlauchseescheide) bis hin zu Vertebraten (Jennings und Ish-Horowicz, 2008).
Somit kann davon ausgegangen werden, dass auch in Hydra magnipapillata ein
entsprechender Mechanismus zur Zielgenreprimierung besteht. Nicht nur die
Reprimierung mittels Groucho, sondern auch das Groucho Protein selbst, ist hoch
konserviert (Bajoghli, 2007). Dies gilt insbesondere fur den WD Wiederholungen
enthaltenden C-Terminus. Dieser Bereich ist entscheidend fur Protein-Protein-
Interaktionen (Arce et al.,, 2009). Die in die ventralen Blastomere injizierten
invertebraten Tcfs rekrutieren daher hochstwahrscheinlich ventrales Groucho und
reprimieren die Induktion sekundarer Korperachsen, indem sie als Repressor-
komplex auf den Bindestellen der Zielgenpromotoren mit dem uberexprimierten
Aktivator XTcf-1 um die DNA-Bindung kompetitieren. Dies setzt voraus, dass die
invertebraten Tcfs tatsachlich DNA-Bindestellen von vertebraten Promotoren
erkennen. Aufgrund der hohen Sequenzhomologie in der DNA-Bindedomane (95-98
%) kann davon ausgegangen werden, dass auch das Bindemotiv auf der DNA
konserviert ist. Tatsachlich ist die Konsensussequenz fur murines Tcf-1 (van de
Wetering et al., 1991) und Pangolin (Chang et al., 2008) identisch.
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Die invertebraten Tcfs wirken nicht nur ventral Uberexprimiertem XTcf-1, sondern
auch dorsal Uberexprimiertem XTcf-3 entgegen. Es erscheint aber fraglich, dass die
in Xenopus Uberexprimierten invertebraten Tcfs auf dieselben Regulationsmecha-
nismen zuruckgreifen konnen wie in ihren Ausgangsorganismen. Zwar ware
vorstellbar, dass Pangolin wie in Drosophila auch in Xenopus Uber die Bindung an
alternative DNA-Sequenzen (Blauwkamp et al., 2008) als Aktivator und Repressor
wirken kann, doch dass Pop-1 auch im Frosch Kontext-abhangig unterschiedliche 13-
Catenin Homologe rekrutiert ist unmoglich. Im Fadenwurm fuhrt die Bindung von Bar-
1 und Sys-1 zur Transkriptionsaktivierung, wahrend Wrm-1 mit der reprimierenden
Funktion assoziiert ist (Korswagen et al., 2000; Natarajan et al., 2001). Xenopus
dagegen exprimiert, wie alle Vertebraten, nur ein B-Catenin. Einen vergleichbaren
Mechanismus kann es also nicht geben.

Erstaunlich bleibt, dass die invertebraten Tcfs offensichtlich ihre duale Funktion auch
in Vertebraten austuben konnen. Dies bedarf der Aufklarung der molekularen
Mechanismen, die diesen Funktionen zugrunde liegen. Nun unterscheidet sich die
ventrale Situation im Xenopus Ei erheblich von der dorsalen. Wird das Ei in der
animalen Hemisphare befruchtet, dreht sich der Cortex um circa 30 Grad. Darunter
versteht man den Vorgang der kortikalen Rotation. Auf der gegenuberliegenden
Seite des Spermieneintrittspunkts akkumuliert 3-Catenin und bestimmt so die dorsale
Seite des Xenopus Embryos (Schneider et al., 1996; Larabell et al., 1997). Auf der
ventralen Seite liegt dagegen kaum [-Catenin vor (Moon und Kimelman, 1998).
XTcf-1 und XTcf-3 kooperieren bei der Reprimierung der Wnt-Zielgene auf der
ventralen Seite. Dorsal dagegen aktiviert XTcf-1 die Zielgene, wahrend XTcf-3 sie
reprimiert (Standley et al., 2006).

Die einfachste Erklarung ware somit, dass die uberexprimierten invertebraten Tcfs
auf der ventralen Seite mit dem ebenfalls Uberexprimierten XTcf-1 um die Bindung
von R-Catenin und/oder die DNA kompetitieren. Entsprechend ergabe sich auf der
dorsalen Seite eine Kompetition mit dem uberexprimierten Repressor XTcf-3 um die
Bindung von R-Catenin und/oder die DNA. Denkbar ware auch eine kompetitive
Reaktion um die Bindung eines Korepressor. Ob dabei, wie in Drosophila und
C.elegans, auch der Korepressor Coop (Corepressor of pangolin) (Song et al., 2010)
eine Rolle spielt, ist unklar.

Wenn diese einfache Erklarung =zutrifft, dann sollten ventral Uberexprimierte
invertebraten Tcfs keinen Phanotyp verursachen, denn ventral liegt endogen kein 3-
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Catenin im Kern vor, und damit kann es auch zu keiner kompetitiven Reaktion mit
endogen vorhandenem XTcf-1 oder XTcf-3 um 3-Catenin kommen. Dies konnte auch
im Xenopus Achsenduplikationsexperiment bestatigt werden. Dagegen sollten die
dorsal Uberexprimierten invertebraten Tcfs in diesem einfachen Erklarungsmodell zur
Unterdrickung der endogenen Achse fuhren, denn hier konkurrieren sie mit den
endogen vorhandenen Tcfs XTcf-1 und XTcf-3 um nukleares [R-Catenin.
Uberraschenderweise verhalten sich die invertebraten Tcfs aber nach dorsaler
Uberexpression nicht wie Repressoren. So hatte die dorsale Uberexpression keinen
ventralisierten Phanotyp zur Folge. Die Kopfstrukturen, inklusive der Augen und der
Zementdruse, blieben erhalten. Dies mag daran liegen, dass dorsal endogenes XTcf-
1 die Zielgene aktiviert, wahrend XTcf-3 sie reprimiert (Standley et al., 2006).
Invertebraten Tcfs kompetitieren hier sowohl mit dem Aktivator XTcf-1, als auch mit
dem Repressor XTcf-3 um die Bindung von R-Catenin und/oder die DNA und/oder
einen Korepressor.

Auffallend war, dass sich alle invertebraten Tcfs in den Uberexpressionsstudien in
Xenopus insgesamt gleich und ahnlich der XTcf-4 Variante XTcf-4C (Gradl et al.,
2002) verhielten: Sie induzierten selbst keine sekundare Korperachse und
ventralisierten nicht, konnten aber auf der ventralen Seite die Wirkung eines starken
Aktivators (XTcf-1) ausgleichen und auf der dorsalen Seite die Wirkung eines starken
Repressors (XTcf-3). Somit scheinen die invertebraten Tcfs und XTcf-4 in sich
Aktivator- und Repressorfunktionen zu vereinen. Fur XTcf-4 konnte dies auf kleine
Peptidmotiven, die ein aktivierendes Exon in der CRD flankieren, zurlckgefuhrt
werden (Pukrop et al., 2001; Gradl| et al., 2002; Liu et al., 2005). Zwar Iasst sich
dieses Exon auch in invertebraten Tcfs identifizieren, nicht aber die flankierenden
Motive. Somit mussten die invertebraten Tcfs hierfur andere Sequenzmotive
verwenden als von XTcf-4 bekannt.

6.2 Die funktionale Analyse der invertebraten Tcfs ermoglicht deren
neue Einteilung in den Stammbaum

Um einen Einblick in die Entwicklung und die Funktionsweise der Lef/Tcfs zu
erhalten, wurden funktionale Analysen der invertebraten Tcfs im vertebraten System
Xenopus laevis durchgefuhrt. Basis dieser Experimente waren die spezifischen nicht-
redundanten Zielgene der unterschiedlichen vertebraten Tcfs. So reguliert XTcf-1 die

XTcf-4 Expression im Mittelhirn (Koenig et al., 2010) gleichzeitig ist XTcf-4 essentiell
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fur die XEn-2 Expression im Bereich des Isthmus (Kunz et al., 2004; Koenig et al.,
2010). XCirp konnte als XTcf-3 subtypspezifisches Lef/Tcf Zielgen identifiziert
werden (van Venrooy et al., 2008) und wurde hier fiir die Uberpriifung der Tcf-3
Funktion genutzt. Die funktionale Analyse der invertebraten Tcfs offenbarte
Uberraschende Ergebnisse. Anders als bei den Uberexpressionsexperimenten
verhielten sich alle drei untersuchten invertebraten Tcfs unterschiedlich und konnten
sehr spezifisch die Depletion distinkter XTcfs ausgleichen. Das Drosophila Tcf
Pangolin war in der Lage die Expression der Zielgene von XTcf-1, XTcf-3 und XTcf-4
partiell wiederherzustellen. Pop-1 dagegen konnte ausschlie8lich den Verlust von
XTcf-3 kompensieren. HyTcf war hingegen in der Lage spezifisch XTcf-4 zu
ersetzen. Dieses Uberraschend spezifische Ergebnis erlaubt eine neue Einteilung der
invertebraten Tcfs in den Stammbaum der Lef/Tcfs (Abb. 6.2). Dabei ermdglichen
diese neu gewonnenen Erkenntnisse die spezifische Zuordnung der invertebraten
Tcfs basierend auf funktionalen Daten, im Gegensatz zu der bisherigen Einteilung
basierend auf Sequenzanlagerungen (Abb. 1.2; Lin et al., 2006). So kann das
Caenorhabditis elegans Tcf Pop-1 an den vertebraten Tcf-3 Cluster, HyTcf aus
Hydra magnipapillata dagegen an den vertebraten Tcf-4 Cluster und das Drosophila

melanogaster Tcf Pangolin kann an die Basis gestellt werden (Abb. 6.2).

Tcf-3 Danio

Tcf-3 Xenopus -
] Tcf-3 Homo

A “Tcf-3 Mus

Tcf-4 Xenopus

[ Tcf-4 Danio
—I'I Tcf-4 Homo
- Tcf-4 Mus

Tcf-1 Danio
_l— Tcf-1 Gallus

Tcf-1 Xenopus
r Tcf-1 Homo
L Tcf-1 Mus
Lef-1 Danio
Lef-1 Xenopus
Lef-1 Gallus
Lef-1 Homo
Lef-1 Mus

Abbildung 6.2: Neue Einteilung der invertebraten Tcfs basierend auf funktionalen Daten. Der gezeigte
Stammbaum entspricht einem Ausschnitt des phylogenetischen Stammbaums der Abbildung 1.2. (Holstein,
Heidelberg). Die funktionale Analyse der invertebraten Tcfs Pangolin, HyTcf und Pop-1 lasst die Einteilung von
Pop-1 an den vertebraten Tcf-3 Cluster, HyTcf an den Tcf-4 Cluster und Pangolin an die Basis zu.
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Da selbst das Cnidaria Tcf aus Hydra magnipapillata in der Lage war ein Xenopus
Tcf zu rekonstituieren, unterstreicht dies in erster Linie, dass die konservierten DNA-
Bindestellen offenbar tatsachlich in der Lage sind, auch bei nur sehr weitlaufig
verwandten Spezies die ,richtigen“ Zielgen-Promotoren zu binden. Dies sollte auch
fur das Tcf des letzten gemeinsamen Vorfahren aller Eumetazoa gelten.

Das Drosophila Tcf Pangolin konnte in den Wiederherstellungsexperimenten alle
untersuchten XTcfs rekonstituieren. Dieses Resultat geht konform mit der fur
Pangolin beschriebenen Bifunktionalitat. So vereint dieses Tcf sowohl Aktivator- als
auch Repressorfunktion (Schweizer et al., 2003; Hoffmans et al., 2005). Es bleibt
allerdings erstaunlich, dass ein Tcf ausgerechnet eines abgeleiteten Organismus wie
Drosophila die ursprunglichen Funktionen des letzten gemeinsamen Vorfahren aller
Eumetazoa konservierte. Auch das C.elegans Tcf Pop-1 vereint, wie Pangolin,
Aktivator- und Repressorfunktion (Korswagen et al., 2000; Calvo et al.,, 2001;
Owraghi et al., 2010), doch kann es in Xenopus ausschliel3lich XTcf-3, nicht aber
XTcf-1 oder XTcf-4 ersetzen.

Dass die aus Hydra magnipapillata und Caenorhabditis elegans stammenden Tcfs
HyTcf und Pop-1 jeweils nur ein vertebraten Homolog ersetzen konnen liegt
eventuell an der grol3er Divergenz von Hydra und C.elegans innerhalb des Cnidaria
bzw. des Ecdysozoa Stamms. Zwar fungieren Pop-1 und Pangolin als Aktivatoren
und Repressoren, doch nehmen die beiden Ecdysozoa Tcfs grundsatzlich
verschieden Einfluss auf die Zielgenexpression. So vermittelt Pangolin dies, unter
anderem, Uber die Bindung an alternative DNA-Sequenzen (Blauwkamp et al., 2008).
C.elegans folgt einem anderen Prinzip, das Wurmgenom kodiert vier verschiedene 3-
Catenin Homologe bar-1, wrm-1, sys-1 und hmp-2 (Natarajan et al., 2001; Takeshita
und Sawa, 2005; Liu et al.,, 2008). Die Bindung der verschiedenen [-Catenin
Homologe erfolgt in Abhangigkeit des Kontexts. Dies konnte erklaren, warum Pop-1
weder XTcf-1 noch XTcf-4 ersetzen kann. Im Gegensatz dazu, kann Pop-1 aber den
XTcf-3 Verlust substituieren. Dies liegt vermutlich in der C.elegans spezifischen
Regulation des Pop-1 Einflusses begrundet. So ist die Wirkung auf die Zielgene
durch Pop-1 abhangig von dessen Konzentration. Eine niedere nukleare
Konzentration von Pop-1 wirkt aktivierend, eine hohe dagegen reprimierend auf die
Transkription der Zielgene (Phillips und Kimble, 2009). Fur XTcf-3 ist eine Repressor-
funktion beschrieben (Brannon et al., 1999; Behrens et al., 1996; Gradl et al., 2002).
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Ausgehend davon ware denkbar, dass Pop-1 in dieser Uberexpressionssituation
auch reprimierend auf die XTcf-3 Zielgene wirken und daher XTcf-3 ersetzen kann.
Die Interpretation der Ergebnisse mit dem aus Hydra magnipapillata stammendem
HyTcf, gestaltet sich schwierig. So ist es weder klar, ob das endogene HyTcf
aktivierend oder reprimierend auf die Wnt-Zielgene wirkt, noch ob es Kontext- und
Whnt-abhangig aus einem Aktivator- in einen Repressorzustand wechseln kann.
Zusammenfassend zeigen die Wiederherstellungsexperimente, dass die nicht-
redundanten Tcf subtypspezifischen Funktionen der vertebraten Lef/Tcfs durch
Subfunktionalisierung erklart werden konnen. So ist davon auszugehen, dass die
funktionellen Eigenschaften des gemeinsamen Vorlaufer Tcfs durch Kontext-
abhangige Aktivierung und Reprimierung gekennzeichnet war und diese auf die
distinkten Vertreter der vertebraten Lef/Tcf Transkriptionsfaktoren unterteilt wurden.

Die umgekehrte Analyse, also vertebraten Tcfs im invertebraten System, wurde in
C.elegans durchgefuhrt (Robertson et al., 2011). In dieser Studie wurden drei
vertebraten Tcf Proteine untersucht, humanes Tcf-4, Xenopus Tcf-3 und murines Lef-
1 sowie das C.elegans eigene invertebraten Tcf Pop-1. Dabei wurden die Lef/Tcfs
dahingehend Uberpruft, ob sie wie Pop-1 eine, durch die Lit-1/Wrm-1 vermittelte
Phosphorylierung, Asymmetrie im Kern aufweisen und ob sie in der Lage sind, Pop-1
Zielgene zu reprimieren. Keines der untersuchten vertebraten Tcf Proteine wies ein
asymmetrisches Niveau im Kern auf. Somit unterliegen sie nicht der Phospho-
rylierung durch Lit-1/Wrm-1 und dem damit verbundenen Kernexport.

In Rekonstitutionsexperimenten konnte gezeigt werden, dass nur hTcf-4, aber nicht
XTcf-3 oder mLef-1 Pop-1 ersetzen kann. Dieses Ergebnis scheint zunachst
Uberraschend. So war im umgekehrten Fall Pop-1 in der Lage XTcf-3 zu ersetzen.
Basierend auf den Ergebnissen in Xenopus, ware zu vermuten, dass XTcf-3 Pop-1
ersetzen kann. In diesen Experimenten wurde die E-Form des hTcf-4 verwendet.
Diese beinhaltet einen langen C-Terminus, der aullerdem eine Cystein-Klammer
enthalt. Dieses Motiv ist auch in Pop-1 zu finden. mLef-1 liegt dagegen nur in der B-
Form vor, also mit einem sehr kurzen C-Terminus. XTcf-3 hat zwar einen langen C-
Terminus, dieser enthalt aber ebenfalls keine Cystein-Klammer. Somit wird die
Zielgenreprimierung durch Pop-1 bzw. hTcf-4 auf das Vorhandensein dieser Cystein-
Klammer zuruckgefuhrt. Dies erklart, dass weder mLef-1 noch XTcf-3 Pop-1 in dieser
spezifischen Funktion ersetzen kdnnen (Robertson et al., 2011).
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Die funktionale Analyse von Pangolin in Wiederherstellungsexperimenten
vorliegender Arbeit ergab, dass es in der Lage ist alle XTcfs zu ersetzen und konnte
somit es als basalstes Tcf identifiziert werden. Daher wurden in der vorliegenden
Arbeit die Voraussetzungen geschaffen, entsprechende Analysen auch im
Modellorganismus Drosophila melanogaster durchzufihren und die Xenopus Tcfs in

diesem System zu untersuchen (6.5).

6.3 Die CRD und der C-Terminus ermoglichen die subtypspezifische

Funktionen der Lef/Tcf Transkriptionsfaktoren

Die zahlreichen subtypspezifischen Funktionen der Lef/Tcfs (Kunz et al., 2004;
Standley et al., 2006; van Venrooy et al., 2009; Koenig et al., 2010) warfen die Frage
auf, welche Domanen hierfur verantwortlich sind.

Zur Beantwortung dieser Frage wurden in vorliegender Arbeit chimare Konstrukte
bzw. ein Deletionskonstrukt verwendet. Die N-terminale R-Catenin Bindestelle sowie
der DNA-bindende Bereich um die HMG-Box statten die Lef/Tcfs vermutlich nicht mit
spezifischen Funktionen aus. Die starke Konservierung dieser Bereiche, selbst Uber
Speziesgrenzen hinaus, lassen dies unwahrscheinlich erscheinen (Abb. 6.1). In
C.elegans konnte bereits gezeigt werden, dass fur die Reprimierung der Zielgene der
C-Terminus des Pop-1 Proteins ausschlaggebend ist (Robertson et al., 2011).
Versuche mit chimaren Proteinen, bestehend aus Pop-1 und hTcf-4, zeigten, dass
die CRD und der C-Terminus in Pop-1 die entscheidenden Bereiche fur die Lit-
1/Wrm-1 abhangige Pop-1 Phosphorylierung und die dadurch bedingte Asymmetrie
im Kern sind (Robertson et al., 2011). Somit statten diese zwei Bereiche Pop-1 mit
dessen spezifischen Eigenschaften aus.

Die grol3e Bedeutung dieser Bereiche, auch in vertebraten Tcfs, zeigen die Versuche
mit den Chimaren aus XTcf-1 und XTcf-3 in vorliegender Arbeit. Diese Konstrukte
waren in der Lage, die XCirp Expression in XTcf-3 depletierten Embryonen zu
rekonstituieren, wobei sowohl der C-Terminus, als auch der N-Terminus bis
einschlieBlich der HMG-Box hinreichend waren. Damit ist aber auch fur diese
spezifische Funktion von XTcf-3, das Vorhandensein der CRD oder des C-Terminus
ausreichend. Moglicherweise lasst sich diese XTcf-3 spezifische Funktion durch die
Bindung eines Korepressors erklaren. So erfolgt die Groucho Bindung im Bereich der
CRD, wahrend CtBP den C-Terminus bindet. Einer dieser beiden Repressoren ware
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demnach hinreichend XCirp zu regulieren, wenn er Uber die HMG-Box und Wnt
responsiven Elementen von Zielgenpromotoren rekrutiert wird (Abb. 6.3).
Ubereinstimmend damit, kénnen sowohl Pangolin als auch Pop-1 den Repressor
XTcf-3 ersetzen, wobei nur Pangolin, aber nicht Pop-1, im C-Terminus Bindestellen
fur CtBP aufweist. Dagegen ist fur beide gezeigt, wie auch fur XTcf-3, dass sie
Repressorkomplexe mit Groucho bilden (Pflugrad et al., 1997; Cavallo et al., 1998;
Brannon et al.,, 1999). Somit scheint auch hier die Bindung eines Korepressors
ausreichend zu sein. Eine einfache Erklarung, warum HyTcf den Verlust von XTcf-3
nicht kompensieren kann ware demnach, dass dieser Transkriptionsfaktor Groucho
Homologe der Vertebraten nicht erkennt.

Die Wiederherstellungsexperimente mit den Chimaren aus XTcf-1 und HyTcf
ergaben, dass die CRD offensichtlich die entscheidende Domane des XTcf-1
Proteins fur die Regulation der XTcf-4 Expression ist. So waren alle chimaren
Konstrukte mit der CRD von XTcf-1 in der Lage, die XTcf-4 Expression in XTcf-1
depletierten Embryonen partiell wiederherzustellen. Die Konstrukte mit der CRD des
HyTcfs jedoch nicht. Entsprechend aktivierten alle Chimaren mit der CRD von XTcf-1
den siamois Promotor deutlich starker als HyTcf selbst oder Chimare mit der CRD
von HyTcf (Morath, Bachelorarbeit, 2010). Diese Regulation zeigte sich bei der
Analyse des Super TOPFlash noch deutlicher (Morath, Bachelorarbeit, 2010). Somit
ist die CRD von XTcf-1 wichtig fur die Aktivierung der Transkription von Zielgenen
und XTcf-1 subtypspezifische Funktionen, wie die Regulation der XTcf-4 Expression
im Mittelhirn (Abb. 6.3).

BBd (60%) HMG (95-98%) C-Terminus

\) \)

XTcf-3 spezifische Funktion der XCirp Regulation (Gro) XTcf-3 spezifische Funktion der XCirp Regulation (CtBP)
XTcf-1 spezifische Funktion der XTcf-4 Regulation

Abbildung 6.3: Schema der Lef/Tcf Transkriptionsfaktoren mit den relevanten Bereichen fiir deren
subtypspezifische Funktionen. Die CRD (rot) ist entscheidend fiir die XTcf-1 spezifische Regulation der XTcf-4
Expression und fiur die XCirp Regulation durch XTcf-3. Auch der C-Terminus (gelb) spielt eine Rolle in der XTcf-3
subtypspezifischen Funktion der XCirp Regulation.
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Die Ergebnisse mit den Chimaren in der vorliegenden Arbeit, sowie die funktionale
Untersuchung in C.elegans (Robertson et al., 2011) zeigen deutlich, dass die CRD
und der C-Terminus die Domanen sind, die den Tcfs ihre subtypspezifischen
Eigenschaften verleihen. Dies ist nicht verwunderlich, da es sich hierbei um wenig
konservierte Bereiche handelt, fur die bereits gezeigt wurde, dass sie modulatorische
Bereiche darstellen. So kann man von ihnen als Plattformen fur die Bindung von
Kofaktoren sprechen (Daniels und Weis, 2005; Bruhn et al., 1997; Ghogomu et al.,
2006). Des Weiteren entstehen durch alternatives Spleil3en in beiden Bereichen
Isoformen mit wiederum unterschiedlichen Funktionen (Pukrop et al., 2001; Gradl et
al., 2002; Liu et al., 2005; Wohrle et al., 2007; Weise et al., 2010).

Unklar bleibt dennoch, wodurch die subtypspezifischen Funktionen genau definiert
sind. Neben der Bindung verschiedener Kofaktoren an die CRD spielen auch
posttranslationale Modifikationen in diesem Bereich eine wichtige Rolle. So kann die
Hipk-2 (Homeobox induced protein kinase-2) Wnt-abhangig Serine in der CRD von
Tcf-3, Tcf-4 und Lef-1 phosphorylieren. Im Gegensatz hierzu unterliegt Tcf-1 dieser
Phosphorylierung nicht (Hikasa et al., 2010; Hikasa und Sokol, 2011). Manche dieser
Phosphorylierungsstellen scheinen auch in den invertebraten Tcfs Pop-1 und
Pangolin konserviert zu sein. Doch ob die Hipk-2 auch auf die Regulation dieser Tcfs
Einfluss nimmt, bleibt weiteren Untersuchungen vorbehalten. Dagegen ist fur die
Nemo like kinase (Nlk) sowohl ein groRer Einfluss auf die vertebraten Lef/Tcfs, als
auch auf die invertebraten Tcfs beschrieben. So bewirkt die Phosphorylierung der
vertebraten Tcfs Lef-1 und Tcf-4 durch die Nlk eine Abschwachung der Wnt-
abhangigen Genexpression (Ishitani et al., 1999; Ishitani et al., 2003). Die NIk
Phosphorylierung von Tcf-3 dagegen hat eine aktivierende Wirkung auf die Zielgene
(Thorpe und Moon, 2004). Wird das invertebraten Tcf Pop-1 durch die
entsprechende Kinase phosphoryliert, fuhrt dies zu dessen Kernexport und so zur
Aktivierung von Zielgenen (Shetty et al., 2005; Phillips et al., 2007). Auch in
Drosophila spielt diese Kinase eine wichtige Rolle. So konnte Nemo (NF-kappaB
essential modulator like kinase) als Antagonist des Wingless-Signalwegs identifiziert
werden (Zeng und Verheyen, 2004). Demnach kann fir diese Kinase eine
weitreichende Rolle in der Regulation der Lef/Tcfs angenommen werden.

Zudem werden die Lef/Tcfs von einer Vielzahl von Casein Kinasen phosphoryliert,
was ebenfalls sowohl aktivierend, als auch reprimierend wirken kann (Lee et al.,
2001; Miravet et al., 2002; Hammerlein et al., 2005; Wang und Jones, 2006). Neben
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diesen Phosphorylierungen sind auch Sumoylierungen der Lef/Tcfs beschrieben,
wobei auch diese Modifikationen in Abhangigkeit des Kontexts stimulierend oder
inhibierend sind (Sachdev et al., 2001; Yamamoto et al., 2003).

Inwieweit diese und weitere posttranslationale Modifikationen aber auch im Kontext
der subtypspezifischen Funktionen relevant sind gilt es noch zu klaren.

6.4 Doppelachseninduktion erfordert das komplette XTcf-1 Protein
Der offenbar grof3e Einfluss der CRD und des C-Terminus ist dennoch nicht fur alle
Funktionen der Lef/Tcfs ausreichend. So scheint fur die Induktion einer Doppelachse
das komplette XTcf-1 Protein notwendig zu sein. Jedwede Veranderung, sei es im C-
Terminus, in der B-Catenin Bindedomane oder in der CRD, fuhrte zu Konstrukten,
die keine oder nur noch sehr schwach Doppelachsen induzierten. Dies liegt nicht
daran, dass die Konstrukte generell funktionslos sind, denn jedes der in der
vorliegenden Arbeit getesteten Konstrukte war in mindestens einem biologischen
Assay aktiv. Dies kann ebenfalls nicht daran liegen, dass einige der Konstrukte 3-
Catenin nicht binden konnen, denn alle chimaren Konstrukte binden zumindest in
vitro rekombinant exprimiertes humanes GST-R-Catenin. Zudem wurde fur die
meisten Chimaren eine Lokalisation im Kern bewiesen (Strietz, Bachelorarbeit, 2010;
Morath, Bachelorarbeit, 2010).

Nicht Uberraschend war dabei der Einfluss des CRARF Motiv enthaltenden C-
Terminus. Dieses Motiv stellt die ersten funf Aminosauren der Cystein-Klammer dar.
Diese fungiert als zusatzliche DNA Bindedoméane, die GC reiche Motive (Konsensus-
sequenz GCCGCCR R=A/G) stromabwarts der WREs erkennt und so die Bindung
der HMG-Box an klassische Wnt-abhangige Elemente unterstutzt. Sie wird somit fur
eine starke Zielgenaktivierung bendtigt (Hecht und Stemmler, 2003; Atcha et al.,
2007; Chang et al., 2008) und konnte so die starke Aktivatorfunktion von XTcf-1
erklaren. Doch dieser Bereich kann hierfur nicht allein verantwortlich sein. Zum einen
weil XTcf-1 nur eine unvollstandige Cystein-Klammer aufweist. Die entsprechende
Form des humanen Tcf-1 wurde in Zellkulturexperimenten als ein schwacher
Aktivator identifiziert (Weise et al., 2010). Zum anderen beinhaltet der C-Terminus
von HyTcf ein CRARF beziehungsweise ein CRARY Motiv (Archbold et al., 2012).
Dieses sollte, basierend auf dessen Sequenz, in der Lage sein, eine vollstandige
Cystein-Klammer auszubilden und somit eine sekundare Achse induzieren kdnnen.

Die Ergebnisse der Xenopus Achsenduplikationsexperimente zeigten dagegen
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deutlich, dass dies nicht der Fall ist. Dagegen induzieren die Aktivatoren mLef-1 und
XLef-1 Doppelachsen (Behrens et al., 1996; Gradl et al., 2002), obwohl sie kein
CRARF Motiv in ihrem C-Terminus enthalten. Insgesamt ist der C-Terminus und
dabei vermutlich insbesondere das CRARF Motiv wichtig, aber nicht ausreichend fur
die XTcf-1 vermittelte Zielgenaktivierung.

Uberraschend war, dass selbst der Austausch der p-Catenin Bindestelle zu einem
Konstrukt fuhrt, welches keine sekundaren Achsen induzieren kann. Wobei deutlich
gezeigt werden konnte, dass dieses Konstrukt (H111) an vertebraten R-Catenin
binden kann. Denkbar ware, dass die Fusion der B-Catenin Bindestelle des HyTcfs
an das XTcf-1 zu einer veranderten Tertiarstruktur des Proteins fuhrt. Diese
Veranderung konnte eventuell die Interaktion mit Koaktivatoren verhindern.
Wahrscheinlicher aber ist, dass die -Catenin Bindestelle von HyTcf eine geringere
Affinitat zu 3-Catenin aus Xenopus aufweist als XTcf-1. Diese Affinitatsunterschiede
konnten sehr subtil und Kontext-abhangig sein, so dass sich das Konstrukt H111 im
Doppelachsenexperiment von XTcf-1 deutlich unterscheidet, aber im Rekonstitu-
tionsexperiment endogenes XTcf-1 ersetzen kann.

6.5 Die funktionale Diversitat der Xenopus Tcfs zeigt sich auch in

Drosophila melanogaster

Zu Beginn der funktionalen Analyse der transgenen XLef/Tcf Linien wurde zunachst
durch Uberexpressionsexperimente der Beantwortung dreier Fragestellungen
nachgegangen. i) Fihrt die Uberexpression der XTcfs zu einem Phanotyp und falls
dies der Fall ist, ii) &hnelt dieser dem Pangolin Uberexpressionsphanotyp? iii)
Welche ist die geeignete Tcf Linie fur die weiteren Versuche?

Dabei hangt die Wirkung von Pangolin stark vom jeweiligen Gewebe und zusatzlich
auch vom Entwicklungsstadium ab. In der Musterung der Dentikel der Kutikula Gbt
Pangolin eine reprimierende Funktion aus (Cavallo et al., 1998). Im Verlauf der
Flugelentwicklung treten beide Formen auf. So hat Pangolin in der frihen Musterung
eine aktivierende Wirkung auf die Zielgene distalless und vestigial (Schweizer et al.,
2003). In der spateren Flugel- und Venenentwicklung jedoch eine reprimierende
(Lawrence et al., 2000; Verheyen et al., 2001).

Die Linie MS1096-Gal4 induziert die Expression des eingekreuzten UAS Konstrukts
im gesamten Flugel (Capdevila und Guerrero, 1994; Klein et al., 1997). Die Pangolin
Uberexpression mit dieser starken Flugeltreiberlinie fihrt zur Reduktion der Fligel-
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grolRe, ektopischen Borsten, ektopischem Venengewebe und Einkerbungen der
Fliigelkante (Lawrence et al., 2000). In vorliegender Arbeit war die Pangolin Uber-
expression letal und fuhrte somit zu einem deutlich starkeren Phanotyp als in
Lawrence et al. (2000) publiziert. Dies ist darauf zurlckzufuhren, dass nicht die
gleichen Linien von MS1096-Gal4 und UAS-Pangolin verwendet wurden. Die
Auspragung eines Phanotyps nach Uberexpression mit dem Gal4/UAS-System steht
im direkten Zusammenhang mit der Expressionsstarke des jeweiligen Konstrukts,
wobei neben der Kultivierungstemperatur insbesondere der Insertionsort des
Transgens die Expressionsstarke bedingt (Duffy, 2000).

Die uberexprimierten XTcfs fuhrten zu einer Reduktion der Fligelgrolie, ektopischen
Borsten, ektopischem Venengewebe und Einkerbungen der Flugelkante, ahnlich
dem publizierten Pangolin Uberexpressionsphanotyp (Lawrence et al., 2000). Dies
ergab sowohl die Auswertung der gesamten Flugel als auch die der Flugelkanten.
Somit scheinen auch im invertebraten System Drosophila die vertebraten Tcfs die
,richtigen® Zielgen-Promotoren zu erkennen und zu regulieren. Dieser Phanotyp war,
aufgrund der unterschiedlichen Insertionsorte der transgenen Konstrukte, bei
manchen Uberexprimierten XLef/Tcf Linien schwacher, bei anderen starker
ausgepragt, bei einigen sogar so stark, dass die Flugel derart deformiert waren, dass
eine detaillierte Analyse unmaoglich war.

6.5.1 Diversitat der distinkten Xenopus Tcfs in der Venenentwicklung

Erst nach der Uberexpression mit der schwachen Fliigeltreiberlinie vg®t-Gal4 wurde
eine genauere Analyse der Fligelphanotypen moglich. Einzig Gberexprimiertes XTcf-
3 konnte nicht ausgewertet werden, da auch mit dieser schwachen Treiberlinie die
Flugel fur eine detaillierte Analyse zu verkummert waren.

Verheyen et al. (2001) zeigten, dass die schwache Pangolin Uberexpression zu
Defekten der posterioren Flugelkante, wie der Unterbrechung der Longitudinalvene 5
(L5), fuhrt. Im Gegensatz hierzu induziert die Wingless bzw. die Armadillo Uber-
expression ektopisches Venengewebe im Bereich der Longitudinalvenen 2 und 5
sowie der posterioren Quervene (PCV; posterior cross vein) (White et al., 1998;
Verheyen et al.,, 2001). Dies ist darin begrindet, dass Pangolin in diesem Fall als
Antagonist des Wingless-Signalwegs fungiert (Lawrence et al., 2000; Verheyen et al.,

2001). In vorliegender Arbeit war der Pangolin Phanotyp zwar schwacher als bei
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Verheyen et al. (2001), aber qualitativ nicht unterschiedlich. In jedem Fall fuhrte die
Pangolin Uberexpression zur Unterdriickung der Venen.

Die Uberexpression der Xenopus Tcfs offenbarte erstaunliche Ergebnisse, denn
auch hier spiegelte sich ihre funktionale Diversitat wider. Die Uberexprimierten
vertebraten Tcfs XLef-1 und XTcf-1 fuhrten zu einem Phanotyp, entsprechend dem
Pangolin Uberexpressionsphanotyp, also insbesondere einer Unterbrechung der
Longitudinalvene 5. XTcf-4 dagegen erzeugte einen Phanotyp, welcher der Wingless
bzw. der Armadillo Uberexpression glich (White et al., 1998; Verheyen et al., 2001),
das heil3t die Auspragung ektopischen Venengewebes.

Dieses Ergebnis ist insofern besonders uberraschend, als Pangolin in diesem
System eine reprimierende Wirkung auf den Wingless-Signalweg ausubt. XTcf-1 und
XLef-1 sind im vertebraten System jedoch Aktivatoren, die untersuchte XTcf-4
Isoform (XTcf-4A) dagegen ein Repressor (Gradl et al., 2002). Da der XTcf-4
Uberexpressionsphanotyp aber dem Wingless/Armadillo Uberexpressionsphanotyp
entspricht, wirde es in diesem System aber als Aktivator wirken. Insgesamt sind die
Phanotypen der Uberexpression der vertebraten Tcfs also genau das Gegenteil
dessen was erwartet wurde.

Diese Unterschiede konnten auf posttranslationale Modifikationen durch die Kinase
Nemo zuruckzufuhren sein. Nemo agiert in der Venenentwicklung als Antagonist des
Wingless-Signalwegs (Verheyen et al., 2001). Es handelt sich hierbei um ein direktes
Zielgen des Wingless-Signalwegs. Die Regulation Uber die Phosphorylierung durch
Nemo verlauft somit Uber einen autoregulatorischen Kreislauf (Zeng und Verheyen,
2004). Diese antagonistische Wirkung von Nemo zeigt sich auch in der phano-
typischen Analyse. So entspricht der nemo mutante Phanotyp dem Wingless und
Armadillo Uberexpressionsphanotyp (White et al., 1998; Verheyen et al., 2001).
Demnach ware denkbar, dass Nemo zwar XTcf-1 und XLef-1, nicht aber XTcf-4
phosphoryliert. Eine Phosphorylierung durch Nemo bewirkt immer eine Verdrangung
des jeweiligen Tcfs vom Zielgenpromotor. Damit wirken die Transkriptionsfaktoren,
die durch Nemo phosphoryliert werden wie Wingless Antagonisten. Alternativ werden
XTcf-1 und XLef-1 durch eine andere Kinase phosphoryliert und nehmen dann in der
entsprechenden Position eine ahnliche Struktur ein wie Nemo-phosphoryliertes
Pangolin.

Eine Regulation Uber die Nemo like kinase (NIk) ist auch bei Vertebraten

beschrieben. Fur Lef-1 als auch fur Tcf-4 bewirkt diese Phosphorylierung eine
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Reduktion des Wnt-Signalwegs (Ishitani et al., 1999; Ishitani et al., 2003). Im
Zebrafisch dagegen wirkt diese aktivierend auf die Zielgenexpression, da sie den
Repressor Tcf-3 vom Promotor verdrangt (Thorpe und Moon, 2004). Der vielfaltige
Einsatz des Regulationsmechanismus uber diese Kinase, macht es denkbar, dass
Nemo auch den Repressor XTcf-4A in Drosophila phosphoryliert und ahnlich wie den
Repressor Tcf-3 von Zielgenpromotoren entfernt. In weiterfihrenden Experimenten
sollte die Bindung von Nemo an die Xenopus Tcfs durch eine Immunoprazipitation
Uberpraft werden.

Ein anderer Erklarungsansatz der unterschiedlichen Regulation der XTcfs ware die
Bindung unterschiedlicher Zielsequenzen beziehungsweise Kofaktoren, wobei Uber
mogliche Kofaktoren im Moment nur spekuliert werden kann. Die differentielle
Bindung alternativer Zielsequenzen dagegen ware insofern nicht Uberraschend, als
in Drosophila melanogaster bereits gezeigt wurde, dass die Bindung des
Pangolin/Armadillo Komplex an unterschiedliche Zielsequenzen eine Aktivierung
oder eine Reprimierung zur Folge haben kann (Blauwkamp et al., 2008). Somit ist
auch nicht auszuschlieRen, dass XTcf-4 an andere Zielsequenzen als Pangolin,
XTcf-1 und XLef-1 bindet. Chromatin-Immunprazipitationen wurden bei der
Aufklarung dieser Fragestellung sicher helfen, sind aber im Moment sehr schwierig,
da es kaum geeignete Antikdrper gegen die Lef/Tcfs aus Xenopus gibt.

6.5.2 Distinkte Auswirkungen der Xenopus Tcfs auf die Distalless Expression

Eine Aktivatorfunktion von Pangolin ist am besten fur die Regulation der direkten
Wingless Zielgene distalless und vestigial beschrieben. Im pangolin mutanten
Hintergrund ist deren Expression reduziert (Schweizer et al., 2003). In vorliegender
Arbeit wurden die Tcfs Uberexprimiert und die Auswirkungen auf die Distalless
Expression untersucht. Auch in diesem Experiment zeigte sich, dass die Xenopus
Tcfs unterschiedliche Auswirkungen haben und dass Pangolin und die vertebraten
Tcfs XTcf-1 und XLef-1 sich wiederum gleich verhalten. Diese drei Tcfs fuhrten hier
zu einer Aktivierung von Distalless, wahrend XTcf-3 und XTcf-4 die Expression von
Distalless reduzierten. In diesem Experiment verhalten sich die vertebraten Lef/Tcfs
in Drosophila also wie in Vertebraten. Auch hier agieren XTcf-1 und XLef-1 als
Aktivatoren, wahrend XTcf-3 und das hier verwendete XTcf-4A als Repressoren
fungieren (Molenaar et al., 1996; Gradl et al., 2002; Standley et al., 2006). Wobei
XTcf-3 im vertebraten System ein starkerer Repressor ist als XTcf-4A. Auch die
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Immunfarbung zeigte einen starker reprimierenden Effekt fur XTcf-3 als fur XTcf-4.
Ob dies allerdings tatsachlich auf die unterschiedlich starke reprimierende Wirkung
zuruckgefuhrt werden kann ist fraglich. Denkbar ware auch, dass dies auf einer
unterschiedlich starken Expression der Transgene, bedingt durch den Insertionsort
auf dem Chromosom beruht.

6.6 Fazit und Ausblick

Insgesamt lieferten die Uberexpressionen der vertebraten Lef/Tcfs in Drosophila
einige interessante und auch unerwartete Ergebnisse. Interessant ist, dass sich die
funktionale Diversitat, wie sie von vertebraten Tcfs in zahlreichen Organismen und
Systemen gezeigt wurde, auch nach ihrer Uberexpression in der Fliege wiederfindet.
Das heildt, nicht-redundante Funktionen der Lef/Tcfs sind im Laufe der Evolution
offensichtlich Uber Subfunktionalisierung vorhandener Elemente entstanden und
diese Elemente sind so hoch konserviert, dass sie in so entfernt verwandten
Organismen wie Frosch und Fliege gleichermal3en erkannt werden. Die Entstehung
der subtypspezifischen Funktionen der distinkten vertebraten Lef/Tcfs Uber
Subfunktionalisierung konnte in vorliegender Arbeit somit in zwei Organismen
gezeigt werden. Einerseits in Rekonstitutionsexperimenten im vertebraten Modell-
organismus Xenopus laevis, in denen die invertebraten Tcfs die Depletion der
distinkten Xenopus Tcfs spezifisch ersetzen konnten, anderseits in Uberexpressions-
experimenten im invertebraten Modellorganismus Drosophila melanogaster, in denen
die verschiedenen Vertreter der XTcfs sich funktional unterschiedlich verhielten.

Ein weiterer interessanter Aspekt der Versuche in Drosophila war, dass sich die
Schwestergruppen Lef-1 und Tcf-1 beziehungsweise Tcf-3 und Tcf-4 in allen
auswertbaren Experimenten gleich verhielten. Auch im vertebraten System verhalten
sie sich meist gleich, XLef-1 und XTcf-1 als Aktivatoren und XTcf-3 und XTcf-4A als
Repressoren (Molenaar et al., 1996; Gradl et al., 2002; Standley et al., 2006).
Unerwartet war allerdings, dass in Uberexpressionsexperimenten in Drosophila den
Aktivatoren Tcf-1 und Lef-1 erstmals eine Repressorfunktion zugeschrieben werden
konnte. Dabei wird interessant sein, inwieweit sich diese Repressorfunktion in
Zukunft bei der Regulation distinkter Zielgene beobachten lasst und ob tatsachlich,
wie oben diskutiert, Phosphorylierungen ausschlaggebend fur diese Repressor-
funktion sind.
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Fur eine spezifischere Aussage sind Studien der Xenopus Tcfs im pangolin mutanten
Hintergrund notig. Die Etablierung von Stammen die zum einen eine PanRNAI-
Sequenz und zum anderen das jeweilige XTcf tragen, wurde die Analyse beider
Funktionen der aktivierenden sowie der reprimierenden erlauben. Ein groRRer Vorteil
ist die Induzierbarkeit des Systems durch die Kopplung eines jeden Abschnitts an ein
UAS-Element. Somit konnen beide gleichzeitig zum gewlnschten Zeitpunkt im
gewunschten Gewebe exprimiert werden. Kutikulapraparate konnten Aufschluss Uber
die reprimierende Funktion geben. Des Weiteren konnten diese Linien auch zur
Untersuchung in der Flugelentwicklung verwendet werden. So ware es interessant
ob und wenn ja, welches XTcf den Pangolin Verlust ausgleichen kann und welches
XTcf dabei eine Aktivator- und welches eine Repressorfunktion des Pangolins
ubernehmen kann. Mit der Etablierung und Beschreibung der XLef/Tcf Uberexpri-
mierenden Linien in vorliegender Arbeit sind solche Experimente durch einfache
Kreuzungen moglich.

Auch unterstreichen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit die Rolle der vier
Proteindomanen. Die R-Catenin Bindedomane und die DNA-bindende HMG-Box der
Lef/Tcfs sind mit den konservierten und die CRD sowie der C-Terminus mit den
spezifischen Funktionen assoziiert. So kann HyTcf sowie alle chimaren Konstrukte
an vertebraten R-Catenin binden. Auch die Bindung der invertebraten Tcfs an
vertebraten Promotoren scheint tatsachlich moglich. So ist nicht nur die Konsensus-
sequenz fur murines Tcf-1 (van de Wetering et al., 1991) und Pangolin (Chang et al.,
2008) identisch, sondern selbst das Tcf aus Hydra magnipapillata war in Wieder-
herstellungsexperimenten in der Lage, ein Xenopus Tcf zu substituieren. Somit
untermauert auch dies, dass die konservierten DNA-Bindestellen offenbar tatsachlich
in der Lage sind, auch bei kaum verwandten Spezies die entsprechenden Zielgen-
Promotoren zu binden und in der Folge, dass die Lef/Tcfs Uber Subfunktionalisierung
entstanden sind. Die CRD und der C-Terminus statten die Lef/Tcfs mit ihren
subtypspezifischen Funktionen aus. So ist die CRD entscheidend fur die XTcf-1
spezifische Funktion der XTcf-4 Regulation sowie fur die XTcf-3 spezifische Funktion
der XCirp Regulation. Der C-Terminus spielt ebenfalls in der XCirp Regulation durch
XTcf-3 eine Rolle. Interessant ware daher auch die Erzeugung transgener Linien die
chimare Konstrukte der Tcfs tragen und deren Untersuchung im pangolin mutanten
Hintergrund und in Uberexpressionsexperimenten. Dies kdnnte erhebliche Einblicke
in die spezifischen Funktionen der Domanen sowie deren Eigenschaften geben. So
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konnte Uberpruft werden, ob auch im Drosophila Tcf Pangolin die CRD und der C-
Terminus die entscheidenden Domanen fur dessen spezifische Funktionen sind. Die
Nutzung weiterer chimarer Konstrukte konnte auch in Xenopus helfen, die Bereiche
fur weitere subtypspezifische Funktionen zu identifizieren und zu analysieren. Wobei
hier auch Konstrukte mit Punktmutationen helfen kdonnten die Rolle von Phospho-
rylierungen und anderen Modifikationen aufzuklaren.

Ein Hauptaspekt zukinftiger Experimente sollte die ldentifizierung von posttrans-
lationalen Modifikationen beziehungsweise die Bindung von Kofaktoren und deren
Einfluss auf die Lef/Tcfs sein. Zum einen konnten derartige Bindungen durch
Immunoprazipitationen nachgewiesen werden. Diese Methode eignet sich
insbesondere, um die Bindung von bereits vorliegenden Kandidaten, wie zum
Beispiel die Kinase Nemo zu uberprufen. Eine andere Mdoglichkeit um Bindungs-
partner zu identifizieren wurde das Hefe-Zwei-Hybrid System, unter Verwendung
einer Xenopus spezifischen Hefe-Zwei-Hybrid Bibliothek, darstellen. Hierfur konnten
die verschiedenen Domanen der Xenopus Lef/Tcfs als Koder eingesetzt werden und
die Verwendung spezifischer Gewebe als Beute wurde die Identifizierung von
spezifischen Bindungspartnern ermaoglichen.
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8. Anhang

Liste der verwendeten Abklrzungen

Neben den iiblichen SI-Einheiten kommen folgende Abkiirzungen vor:

(v/v)
(Whv)
Apc
Arm
Bar-1
RBd
Bcl-9
Bra
Cbp/p300
Cirp
CRD

CtBP
DIl
Dsh
dTcf
En
Grg
Gsk
Hipk
HMG
HyR-Catenin
HyTcf
Lef
Lgs
Lit-1

Volumen-Volumen-Verhaltnis
Gewichts-Volumen-Verhaltnis

Adenomatous Polyposis Coli

Armadillo (Drosophila 3-Catenin)
beta-catenin/armadillo related-1

R-Catenin Bindedomane

B-cell lymphoma-9

Brachyury

Creb binding protein/E1A-Binding protein, 300 kDA
cold inducible RNA binding protein

Kontext abhangige regulatorische Domane (engl.

dependent regulatory domain)
C-terminal binding protein

Dlstalless

Dishevelled (Dvl in Drosophila)
Drosophila melanogaster Tcf (Pangolin)
Engrailed

Groucho related genes (Gro Groucho in Drosophila)
Glycogen synthase kinase
Homeodomain interacting protein kinase
High Mobility Group

Hydra magnipapillata (3-Catenin

Hydra magnipapillata Tcf

Lymphoid enhancer factor

Legless

Loss of intestine-1

context
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Nemo
NIk
Nr-3
Pan
Pax
Pop-1
Sia
Sys-1
Tcf
TLE
UAS

VgQE
Wg
Wnt
WRE
Wrm-1

NF-kappaB essential modulator like kinase

NEMO like kinase

Nodal related-3

Pangolin (Drosophila melanogaster Tcf)

Paired box

Posterior pharynx defect-1 (Caenorhabditis elegans Tcf)
Siamois

Symmetrical sister-1

T-cell factor

Transducin like enhancer

Stromaufwarts liegende Aktivierungssequenz (engl. upstream
activating sequence)

Vestigial quadrant enhancer

Wingless (Drosophila melanogaster \Wnt)
Wingless/Int-related

Whnt responsives Element (engl. Wnt responsive element)

Worm armadillo-1

145



Anhang

Anlagerung der Lef/Tcf Sequenzen

Tcf (Pangolin) Drosophila
Tcf (Pangolin) Tribolium
Lef-1 Homo

Lef-1 Mus

Lef-1 Gallus

Lef-1 Xenopus

Lef-1 Danio

Tcf-4 Mus

Tcf-4 Homo

Tcf-4 Danio

Tcf-4 Xenopus

Tcf-3 Homo

Tcf-3 Mus

Tcf-3 Xenopus

Tcf-3 Danio

Tcf-1 Mus

Tcf-1 Homo

Tcf-1 Gallus

Tcf-1 Xenopus

Tcf-1 Danio

Tcf Amphioxus

Tcf Strongylocentrotus
Tcf Hydra

Tcf Ciona

Tcf Amphimedon

Tcf (Pop-1) Caenorhabditis

Tcf (Pangolin) Drosophila
Tcf (Pangolin) Tribolium
Lef-1 Homo

Lef-1 Mus

Lef-1 Gallus

Lef-1 Xenopus

Lef-1 Danio

Tcf-4 Mus

Tcf-4 Homo

Tcf-4 Danio

Tcf-4 Xenopus

Tcf-3 Homo

Tcf-3 Mus

Tcf-3 Xenopus

Tcf-3 Danio

Tcf-1 Mus

Tcf-1 Homo

Tcf-1 Gallus

Tcf-1 Xenopus

Tcf-1 Danio

Tcf Amphioxus

Tcf Strongylocentrotus
Tcf Hydra

Tcf Ciona

Tcf Amphimedon

Tcf (Pop-1) Caenorhabditis

Tcf (Pangolin) Drosophila
Tcf (Pangolin) Tribolium
Lef-1 Homo

Lef-1 Mus

Lef-1 Gallus

Lef-1 Xenopus

Lef-1 Danio

1 10 20 30 40 50 60
| | | | | | |
MPHTHSRHG SSGDDLCSTDEVKIFKDEGDREDEKISSENL--~
MPHVSS SGGDDLGSTDEVKVFKDEGDGEDEKRSSEN———-—
MPQLSGGGGGG GGDPELCATDEMIPFKDEGDPQKEKIFAEISHPE
MPQLSGGGGG GDPELCATDEMIPFKDEGDPQKEKIFAEISHPE
MPQLPGAGGGG GDPELCATDEMIPFKDEGDPQKEKIFAEISHPE

MPQLSGAGGGNG-=========—=== VGGDPELCATDEMIPFKDEGDPQKEKIYAEISNPE

MPQLSGGGGG GDPELCATDEMIPFKDEGDPHKEQIFAEISHSE
MPQLNGG GGDDLGANDELISFKDEG-EQEEKNSENSS——~—
MPQLNGG GGDDLGANDELISFKDEG-EQEEKSSENSS—-—-
MPQLNGG GGDDLGANDEMISFKDEG-EQEEKISENSS——-
MPQLNGG GGDDLGANDEMISFKDEG-EQDEKICPISS—--

MPQLGGGGGGGGGGSGGGGGSSAGAAGGGDDLGANDELIPFODEGGEEQEPSSDSAS——~
MPQLGGGRGGAGGG---GGGSGAGATSGGDDLGANDELIPFQDEGGEEQEPSSDTAS———

MPQLNSG GGDELGANDELIRFKDEG-EQEEKSPGEGS---
MPQLNGG GGDDLGANDELISFKDEG-EQEEKISENVS——-—
MPQLDSGGGGAG AGDDLGAPDELLAFQDEGEEQDDKNRDSAVGP-
MPQLDSGGGGAG GGDDLGAPDELLAFQDEGEEQDDKSRDSAAGP-
MPQLGSGGG DDLGATDEMLAFKDEGE-QEEKIPENAFT--
MPQMNSAGE DDLGASDEMISFKDEGD-QEEKIRENGFT--
MPQLNGGGG DDLGANDEMIAFKDEGD-HEEKIRESAFT--
MPQLNGS GGDDLGAGDETISFKDEG-EQEEKSAENVS——~—
MPQQHSR GGEDDGPPDETKTYHTEG-EQEEKASENVVGPR
MPQLPTSTA EEYGAEDEIKLYTQE--EDECSDTSTVD---
MPQLNS DEAANDEPKTYNDERVGEEERGWHEND---
—— MAATSAQPPPGTTGQPQPPGAAVVSSN--
—_—— MMADEELGDEVKVFRRDEDADDDPMISGETS--
————— LVEEKSSLIDLTESEEKG-----========——=——-HKISRPDHSPVFNKLD--T
————— LTEEKSSLIDLTESEEKSGGS———=-=—-—--YSSNKNVSRADHSPVFGKVEPVP
-EEGDLADIKSSLVNESEII--PA-———————————— SNGHEVARQAQT--SQEPYHDKA
-EEGDLADIKSSLVNESEII--PA-———————————-— SNGHEVVRQAPS--SQEPYHDKA
-EEGDLADIKSSLVNESEIA--PG-——=—=——————— SGGHEVSRQTP---AQDSYHDKG
-EEGDLADIKSSLVNETEII--PS————————————- SNSHEISRRRQ—-——-— DSYHENP
-EEGDLAEIKSSLVNETEIS--PN-=—=—=——————— SNSHDAARQSQI--TPDSYHEKH
—-AERDLADVKSSLVNESETNONSS——====—===—=—— SDSE-AERRPP--PRSESFRDKS
—-AERDLADVKSSLVNESETNQONSS —=—=—=—=—=—==— SDSE-AERRPP--PRSESFRDKS
—AERDLADVKSSLVNESETNONSS——====—===—=—— SDSE-AERRPP--PRSESFRDKT
-AERDLADVKSSLVNESETP-HSS—=—=—=—=—=—=- SDSE-TERRPP--PRPESFRDKS
—AQRDLDEVKSSLVNESENQ-SSS—========—=—=— SDSE-AERRPQ--PVRDTFQ-KP
—-AQRDLDEVKSSLVNESENQ-SSS—=====—=—=—==— SDSE-AERRPQ--PARDAFQ-KP
—-AEGDLADVKSSLVNESENH-SSD=-=====—===—=—— SDSE-VERRP---PPRETFE-KP
—-SERDLDEVKSSLVNESENN-SSS======—===—=—=— SDSEQTDRRPRPRPDLESYE-KQ

—--ERDLAELKSSLVNESEGAAAGAGVPG-PGVRVHGEAEGAPEALGR-EHTSQRLFPDKL
—-ERDLAELKSSLVNESEGAAGGAGIPGVPGAGAG--ARGEAEALGR-EHAAQRLFPDKL

—--ERDLADLKSSLVNESEGSGSP-—=—===—=—=—— AAAADPEATRR-VQDPQRVYQEKL
—-ERDLADLKSSLVNESEVASHPR-——=———————- VPETHPEAIRR-AQDVQLVYQDKF
--ESDLADLKSSLVSETEISQSP - AVIRRGQODEQRIYSDKR
——-NDLSDIKSSLANESESS————=———————————— QSGAVPSEGSK--PPLQSYPRED
DSFDHLNDVKSSLIDEGESVSQKG-===========— SSSQORNKRLSSGYGDHSKEDRHKK
———-VVNDIKDDLLNEDGPDTRK -

—-—-ELDNIKGDLVEEEDRDPHRRQS —=—===—=—= YDHPAKVSSRGHRDSAHRNNESLD
——--GDPELATSDEVKEYCHEGEGE--==—===——=———==—— KTEHLNSMDLHDIKTELEKD

—--EQQLADDKKEAVMEAELDGAGR: -

HAPSFNMGYLVSP——————-— YSYANGSPSGLPVTMANKIGLP

HTSSFNMGYLVSP——————— YSYANGAAGPIPVSMASKMGLAPTGHPGAAL —————————
REHPDD-GKHPDG————— GLYNKGPSYSSYSGYIMMPNMNNDPYMSNGSLSP————————
REHPDE-GKHPDG————— GLYNKGPSYSSYSGYIMMPNMNSDPYMSNGSLSP——=—=———
REHPEE-GKHPDG————— GLYSKGPSYSGYSGYIMMPNMNNDPYMPNGSLSP————————
REHPEDAGKHPDG----- SLYSKGPSYTGYPSYIMMPNMNNEPYMSNGSLSP—=—=—=—=
RDHPDD-GKLQD—=—====— LYSKGHPYPSYPGYIMMTNMNNEPYMNNGSLSP————=————
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Tcf-4 Homo

Tcf-4 Danio

Tcf-4 Xenopus

Tcf-3 Homo

Tcf-3 Mus

Tcf-3 Xenopus

Tcf-3 Danio

Tcf-1 Mus

Tcf-1 Homo

Tcf-1 Gallus

Tcf-1 Xenopus

Tcf-1 Danio

Tcf Amphioxus

Tcf Strongylocentrotus
Tcf Hydra

Tcf Ciona

Tcf Amphimedon

Tcf (Pop-1) Caenorhabditis

Tcf (Pangolin) Drosophila
Tcf (Pangolin) Tribolium
Lef-1 Homo

Lef-1 Mus

Lef-1 Gallus

Lef-1 Xenopus

Lef-1 Danio

Tcf-4 Mus

Tcf-4 Homo

Tcf-4 Danio

Tcf-4 Xenopus

Tcf-3 Homo

Tcf-3 Mus

Tcf-3 Xenopus

Tcf-3 Danio

Tcf-1 Mus

Tcf-1 Homo

Tcf-1 Gallus

Tcf-1 Xenopus

Tcf-1 Danio

Tcf Amphioxus

Tcf Strongylocentrotus
Tcf Hydra

Tcf Ciona

Tcf Amphimedon

Tcf (Pop-1) Caenorhabditis

Tcf (Pangolin) Drosophila
Tcf (Pangolin) Tribolium
Lef-1 Homo

Lef-1 Mus

Lef-1 Gallus

Lef-1 Xenopus

Lef-1 Danio

Tcf-4 Mus

Tcf-4 Homo

Tcf-4 Danio

Tcf-4 Xenopus

Tcf-3 Homo

Tcf-3 Mus

Tcf-3 Xenopus

Tcf-3 Danio

Tcf-1 Mus

Tcf-1 Homo

Tcf-1 Gallus

Tcf-1 Xenopus

RESLEEAAK-RQD————— GGLFKGPPYPGYP-FIMIPDLTS-PYLPNGSLSP-TAR—-———
RESLEEAAK-RQD————— GGLFKSPPYPGYP-FIMIPDLTS-PYLPNGSLSP-TAR-—-—
RDSLEDAAK-RPD————— GGLFKGPTYGGYP-FIMIPDLSS-PYLPNGSLSP-TARQCVN
RDYFAEVRR-PQD————— SAFFKGPPYPGYP-FLMIPDLSS-PYLSNGPLSPGGAR----
RDYFAEVRR-PQD————— GAFFKGGAYPGYP-FLMIPDLSS-PYLSNGPLSPGGAR-—-—
RDYLSEAFRRQQD————-— AAFFKGPPYAGYP-FLMIPDLGG-HYLPNGALSP-SAR-—-—-—
REYFAEALRRQQD————~ GGFFKGPPYAGYP-FLMIPDITN-PYLSNGSLSP-STR-—-—

PESLEDG-LKAPEC---ASGMYKETVYSAFN-LLMP----YPP--ASGAGQH-———————
PEPLEDG-LKAPEC---TSGMYKETVYSAFN-LLMH----YPP--PSGAGQH--——=———

PDHMDDAGMKHQD————— PGMYKGSAYSGYP-FLML----SDPYLPNGSMSP———————-
SAHMEDG-IKHQD—-———-— EGMYKGSGYPGYP-FLML~----SDPYLSNGSVSA—-——————~—
-EHLDDV-PKHHD—-—-— GGMYKAP-YSGYP-FLML----PEPYLPNGPVSP————————
SRRGDEGSKAESV—-———~ PVVSRGPAYLTPG-GVIVSNMGVYPH-PNGSLAA-—=—=—=—

LHSVSDGSKLDHIARFTPYSSLAFIANAGYPNGSMVGGPGITPKCGVPNVFP————————
———PNDDMYHGDSMRYGKSEVGHGIYGSPAAVIVTPONRYYEQHQSYRHG——————————
RDLPNDISSSRTTFPYLQQODIGAALAQQSLLSNVGLPSSSQVPYNPYAYH——————————
AEESETPTTSSNN-—————— NPAATFNTSPSTTVINHTLOFRPTVVQPMVYA-———————
~NPSIDVLKSAFP———————— KVEPMSPSFP——————

PFFCHNADPLSTPP
PFFCHNGDPLSQPP
PIPRTSNKVPVVQPS
PIPRTSNKVPVVQPS
PIPRTSNKVPVVQPS
PIPRTSNKVPVVQPS
PIPRTSNKVPVVQPS
_______________ TYLOMKWPLLDVQAGSLQSRQTLKDARSPSPAHIVSNKVPVVQHP
_______________ TYLOMKWPLLDVQAGSLQSRQALKDARSPSPAHIVSNKVPVVQHP
_______________ TYLOMKWPLLDVQAGSLQSRQALKDARSPSPAHIVSNKVPVVQHP
VPLDLHLASCCSPFMQYLOMKWPLLDVQAGSLOGRQGMKDTRSPSPAHIVSNKVPVVQHP
_______________ TYLOMKWPLLDVPS-----SATVKDTRSPSPAHLS-NKVPVVQHP
_______________ TYLOMKWPLLDVPS—----SATVKDTRSPSPAHLS-NKVPVVQHP
_______________ AYLOMKWPLLDSPS-----TAGLKDARSPSPAHLS-NKVPVVQHP
_______________ TYLQMKWPLLDVPA-----SAALKDSRSPTPGHLS—-NKVPVVQHP
PQPQPPLHNKP
PQPQPPLH-KA
LSNKVPVVQPS
LSNKVPVVQPS
PSNKVSVVQ--
SATSNKVSVVHGP
SPLRLGEGQKMPVLHPG
NTANSQPYANPF
HLLYGTPSP-SD
ANGFMPFATGT
GLMSHFSPG

PAHCGIPPYQLDPK-—---MGLTRPALYPFAGGQYPYPMLSSDMSQVAS-WHTPSVYSASS
PAHMGIPPYQLDSKTAGSMGLTRPPMYPFPAGQYPYPILSPEMSQVAASWHTPSMYPLSP

HAVHPLTPLITYSDEHFS--PGSHPSHIP----SDVNSKQ-GMSRHPPAPDIPTFYPLSP
HAVHPLTPLITYSDEHFS--PGSHPSHIP—----SDVNSKQ-GMSRHPPAPEIPTFYPLSP
HAVHPLTPLITYSDEHFS--PGSHPSHIP----SDVSSKQ-GMSRHPPAPDIPTFYPLSP

HAVHPLTPLITYSDEHFA--PGAHPSHLP----SDVNTKQ-GMHRHHQGPDLPTFYPLSP
HAVHPLTPLITYSDEHFA--PGPHSGHHP----QDVNPKOQAGMPRHHPGPDIPNFYPLSP
HHVHPLTPLITYSNEHFT--PGNPPPHLP----ADV-DPKTGIPRPPHPPDISPYYPLSP
HHVHPLTPLITYSNEHFT--PGNPPPHLP----ADV-DPKTGIPRPPHPPDISPYYPLSP
HHVHPLTPLITYSNEHFT--PGNPPPHLQ----GDV-DPKTGIPRPPHPPDISPYYPLSP
HHVHPLTPLITYSNEHFT--PGNPPPHLQ----ADV-DPKTGIPRPPHPPDISPYYPLSP
HHMHPLTPLITYSNDHFS—--PGSPPTHLS----PEI-DPKTGIPRPPHPSELSPYYPLSP
HHMHPLTPLITYSNDHFS--PASPPTHLS----PEI-DPKTGIPRPPHPSELSPYYPLSP
HHMHPLTPLITYSNEHFS—--PGTPPGHLS----PEI-DPKTGIPRPPHPSELSPYYPLSP
HHVHPLTPLITYSNEHFS--PGTPPSHLS----PEILDPKTGIPRTPHPSELSPYYPLSP
GQPPHGVPQLSPLYEHFS--S-PHPTPAP----ADI-SQKQGVHRPLQTPDLSGFYSLTS
NQPPHGVPQLS-LYEHFN--S-PHPTPAP----ADI-SQKQ-VHRPLQTPDLSGFYSLTS
HGVHPLTPLIPYSNDHFS--HGSHSPHLP----ADI-SQKQAVHRPSQTSDIPGFYPLPP
HGVH---PLIPYNSESFS--HGSHSPHLP----VDL-NQKQGVHRPSQTPDVPTFYPLPS
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Anhang

Tcf Amphioxus

Tcf Strongylocentrotus

Tcf Hydra

Tcf Ciona

Tcf Amphimedon

Tcf (Pop-1) Caenorhabditis

Tcf (Pangolin) Drosophila
Tcf (Pangolin) Tribolium
Lef-1 Homo

Lef-1 Mus

Lef-1 Gallus

Lef-1 Xenopus

Lef-1 Danio

Tcf-4 Mus

Tcf-4 Homo

Tcf-4 Danio

Tcf-4 Xenopus

Tcf-3 Homo

Tcf-3 Mus

Tcf-3 Xenopus

Tcf-3 Danio

Tcf-1 Mus

Tcf-1 Homo

Tcf-1 Gallus

Tcf-1 Xenopus

Tcf-1 Danio

Tcf Amphioxus

Tcf Strongylocentrotus
Tcf Hydra

Tcf Ciona

Tcf Amphimedon

Tcf (Pop-1) Caenorhabditis

Tcf (Pangolin) Drosophila
Tcf (Pangolin) Tribolium
Lef-1 Homo

Lef-1 Mus

Lef-1 Gallus

Lef-1 Xenopus

Lef-1 Danio

Tcf-4 Mus

Tcf-4 Homo

Tcf-4 Danio

Tcf-4 Xenopus

Tcf-3 Homo

Tcf-3 Mus

Tcf-3 Xenopus

Tcf-3 Danio

Tcf-1 Mus

Tcf-1 Homo

Tcf-1 Gallus

Tcf-1 Xenopus

Tcf-1 Danio

Tcf Amphioxus

Tcf Strongylocentrotus
Tcf Hydra

Tcf Ciona

Tcf Amphimedon

Tcf (Pop-1) Caenorhabditis

Tcf (Pangolin) Drosophila
Tcf (Pangolin) Tribolium
Lef-1 Homo
Lef-1 Mus

PHPGPLTQLMMYSNEHFA--PGTPPHIGVPP-NSIEVDPKTGIPRPRHPADLPPMYAIPP
AYPPSLAQLMMYQQEHYSHSPGTPPPHVR----GLEVDSKTGILRRSHS-EISPYHPLSP
ISTRP--PLYTRDERPYYDHP-—===———————— SWALTQP————==—=—= DGPPQYPLPY
IDTKPGIPHGARDVPAMYALPGQLGQIPHPL--TPWGPTSPTFMCTASAMAGMLRYPYPF

SLYRPVKMEVQGTATDWT! ——-——KAAANAAAATQGISIPYGYTG
YSAAALPMFMPLFMNPYAAALRSPSLMFP-——===——=————— MGAMSPTFPMFPPSPVYG
—-—--FRTPYPSSLPINTT-LASDFP - FRFSPS-L
GAGFRSPYPSALPISTSSLPSDF - YRFSPTGL
GGVGQITPPLGWQGOPVYP——————————— ITGGFRQPYPSSLSVDTSMS————— RFSHH
GGVGQITPPIGWQGOPVYP—=—=——————— ITGGFRQPYPSSLSGDTSMS————- RFSHH
GGVGQITPPLGW - FSHH
GSVGOMTPPLGW - YPHH
GGVGOMTPPLGW - FSHH
GTVGQIPHPLGWLVPQQGQOPVY——=—=— PITTGGFRHPYPTALTVNASMS————- RFPPH
GTVGQIPHPLGWLVPQQOGOPVY—————— PITTGGFRHPYPTALTVNASMS————- RFPPH
GTVGQIPHPLGWLVPQQGQPVY—=——=— PITTGGFRHPYPTALTVNASMSSLLSSRFPPH
GAVGQIPHPLGWLVPQQGQOPVY—————— PITTGGFRHPYPTALTVNASMSSFLSSRFPPH
GAVGQIPHPLGWLVPQOGOPMY—————— SLPPGGFRHPYP-ALAMNASMSSLVSSRFSPH
GAVGQIPHPLGWLVPQQGQOPMY —————— SLPPGGFRHPYP-ALAMNASMSSLVSSRF-PH
GAVGQIPHPLGWLVPQOGOPMY—————— SIPPGGFRHPYP-ALAMNASMSSLVSSRFSPH
GAVGQIPHPLGWLVPQQGQOHMY —————— SIPPGGFRHPYP-ALAMNASMSSLVSSRFSPH
GSMGQLPHTVSWPSPPLYPL———=————————— SPSCGYRQHFPAPTAAPGAPYPRFTHP
GSMGQLPHTVSW - FTHP
AGVGQITPSMGW: - FTHP
GGVGQISPSMGW. - FPHP
—-——GQITPSMNW: - FSHS
NQLPQLGPSYPKIEEYHSQALWQSQGVYPISAAGYRHPYPTAIAVNATNMP—————— RYP
SSLGTHPLEVYNMSWPGQPFYP——————— LTSSALRSPYPSSLAVSPAS——————— MARL
G-—---AMQQKYFRYP - PGM
GPQFSSASAMTGITP - FPM
GFVSGLPIDQSLR - PA
AATAAAAAKQHFEN -

LPSVHATSHH--VINAHSATIVGVSSKQECGVQDPTTNNRYPRNLEAKHTSNAQSNESKET
IPPHPGLSPHPPHLSSHPAIVTPGPKQELPDLNHKPLNLTIKKMPIAIVAPFTIVEPKLN
MIP-GPPGP-HTTGIPHPAIVTPQVKQEHPHTDSDLMHVKPQHEQRKEQEPKR-—=—=—~
MIP-GPPGP-HTTGIPHPAIVTPQVKQEHPHTDSDLMHVKPOQHEQRKEQEPKR-——————
MIP-GPPGP-HTTGIPHPAIVTPQVKQEHPHNDSELMHVKPQHEQRKEQEPKR-—=—=—=—
MVS-GPPGH-HATGIPHPAIVNPQVKQEHPHNDNDLMHMKPHHEQRKEQEPKR——————~—
MVP-GPPGP-HATGIPHPAIVNPQVKQEH---DTDLMHMKPQHEQRKEQEPKR———————
MVP-PHHTL-HTTGIPHPAIVTPTVKQESSQSDVGSLHSSKHQDSKKEEEKKK——————~—
MVP-PHHTL-HTTGIPHPAIVTPTVKQESSQSDVGSLHSSKHQDSKKEEEKKK———————
MVP-PHHSL-HTTGIPHPAIVTPNVKQESSHSDIGSLNSSKHQDAKKEEEKKKQ—————~—
MVP-PHHSL-HTTGIPHPAIVNPTVKQESSQSDMGSLHSSKHQDSKKEEEKKK———————
MVAPAHPGL-PTSGIPHPAIVSPIVKQEPAPPSLSPAVSVKSPVTVKKEEEKK-—————~
MVAPAHPGL-PTSGIPHPAIVSPIVKQEPAAPSLSPAVSAKSPVTVKKEEEKK——————-—
MVPPPHHSL-HTSGIPHPAIVSPIVKQEPSSGNISPNLSTKSNVVVKKEEEKK-—=—=——
MVPHPPHGL-HQTGIPHPAIVSPAIKQEPNGESPSNSTHGKPSVPVKKEEEKK———————
SLMLGSGVPGHPAATPHPAIVPSSGKQELQPYDRNLK---TQAEPKAEKEAKK———————
SLMLGSGVPGHPAATPHPAIVPPSGKQELQPFDRNLK---TQAESKAEKEAKK———————
-LMLGSGM--HTTGIPHPAIVPHSGKQEMEHYDRNMK---PQPEPKREKEAKK~-—=—=——
-LMLSPSM--HTTGIPHPAIIPHSGNKDMDIYERNMK~---QHSEPKREKEPKK———————
-LMLOSGM~--HPTGIPHPAIVPPSGKQEHDQFDRSIYN-KSHAEAKREKEPKK———————
VLOHPHHPGMPPTGIPHPAIVSPHG----MNLKHDPSQOMHQKQDQKKEPEKKK——————~—
GPSPIGAGPIPVGSLPHFLMHPIGSSQQHDAQQOQOSNDRHOQKEKEKKLAAQEAKNK—————
AGNVPFYSSGYPVMAGRSTKEMK -

VQPHPHVSGMHPTMIPHPAMALPGHLPNGHATSKSNPDKKNYGHEGGPKKREKGDKPS -~
AYPFLMPTGQYVTQOMPYPQOLATTFGTAAPNAAVQPHS ----GIITPQQKEKK——————~
MAPLNMRAGHPMNQMGMPPYMHPSSMAPQNVDRRAQGGGKAKKD

TNDKKKPHIKKPLN---AFMLYMKEMRAKVVAEC--TLKESAAINQILGRRWHELS-REE
KHEDLPQDLSMKLSKNNDQCLDLSKTKETNLEKS--NLNHNEQLRKYLCKNEDETKNHYS
—————— PHIKKPLN---AFMLYMKEMRANVVAEC--TLKESAAINQILGRRWHALS-REE
—————— PHIKKPLN---AFMLYMKEMRANVVAEC--TLKESAAINQILGRRWHALS-REE
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Anhang

Lef-1 Xenopus
Lef-1 Danio
Tcf-4 Mus
Tcf-4 Homo
Tcf-4 Danio
Tcf-4 Xenopus
Tcf-3 Homo
Tcf-3 Mus
Tcf-3 Xenopus
Tcf-3 Danio
Tcf-1 Mus
Tcf-1 Homo
Tcf-1 Gallus
Tcf-1 Xenopus
Tcf-1 Danio
Tcf Amphioxus
Tcf Strongylocentrotus
Tcf Hydra

Tcf Ciona

Tcf Amphimedon
Tcf (Pop-1) Caenorhabditis

Tcf (Pangolin) Drosophila
Tcf (Pangolin) Tribolium
Lef-1 Homo

Lef-1 Mus

Lef-1 Gallus

Lef-1 Xenopus

Lef-1 Danio

Tcf-4 Mus

Tcf-4 Homo

Tcf-4 Danio

Tcf-4 Xenopus

Tcf-3 Homo

Tcf-3 Mus

Tcf-3 Xenopus

Tcf-3 Danio

Tcf-1 Mus

Tcf-1 Homo

Tcf-1 Gallus

Tcf-1 Xenopus

Tcf-1 Danio

Tcf Amphioxus

Tcf Strongylocentrotus
Tcf Hydra

Tcf Ciona

Tcf Amphimedon

Tcf (Pop-1) Caenorhabditis

Tcf (Pangolin) Drosophila
Tcf (Pangolin) Tribolium
Lef-1 Homo

Lef-1 Mus

Lef-1 Gallus

Lef-1 Xenopus

Lef-1 Danio

Tcf-4 Mus

Tcf-4 Homo

Tcf-4 Danio

Tcf-4 Xenopus

Tcf-3 Homo

Tcf-3 Mus

Tcf-3 Xenopus

Tcf-3 Danio

Tcf-1 Mus

—————— PHIKKPLN---AFMLYMKEMRANVVAEC--TLKESAAINQILGRRWHALS-REE
------ PHIKKPLN---AFMLYMKEMRANVVAEC--TLKESAAINQILGRRWHALS-REE
—————— PHIKKPLN---AFMLYMKEMRAKVVAEC--TLKESAAINQILGRRWHALS-REE
—————— PHIKKPLN---AFMLYMKEMRAKVVAEC--TLKESAAINQILGRRWHALS-REE
—————— PHIKKPLN---AFMLYMKEMRAKVVAEC--TLKESAAINQILGRRWHALS-REE
—————— PHIKKPLN---AFMLYMKEMRAKVVAEC--TLKESAAINQILGRRWHALS-REE
—————— PHVKKPLN---AFMLYMKEMRAKVVAEC--TLKESAAINQILGRKWHNLS-REE
—————— PHVKKPLN---AFMLYMKEMRAKVVAEC--TLKESAAINQILGRKWHNLS-REE
—————— PHIKKPLN---AFMLYMKEMRAKVVAEC--TLKESAAINQILGRRWHSLS-REE
—————— PHIKKPLN---AFMLYMKEMRAKVVAEC--TLKESAAINQILGRRWHSLS-REE
—————— PVIKKPLN---AFMLYMKEMRAKVIAEC--TLKESAAINQILGRRWHALS-REE
—————— PTIKKPLN---AFMLYMKEMRAKVIAEC--TLKESAAINQILGRRWHALS-REE
------ PTIKKPLN---AFMLYMKEMRAKVIAEC--TLKESAAINQILGRRWHALS-REE
—————— PAIKKPLN---AFMLYMKEMRANVIAEC--TLKESAAINQILGGRWHALS-REE
------ PVIKKPLN---AFMLYMKEMRAKVIAEC--TLKESAAINQILGRRWHALT-REE
—————— PHIKKPLN---AFMLYMKEMRAKVVAEC--TLKESAAINQILGRRWHALP-REE
————— QOHIKKPLN---AFMLYMKEMRASVVKEC--TLKESAAINQILGRRWHALT-REE
————— RPHVKKPLN---AFMLYMKGORPKIAAEF--TLKESAAINQILGKRWHALE-KTE
————— RPYVKKPLN---AFMLYMKEQRAKVVAEC--TLKESAAINQILGRKWHSLN-RDE
—————— PHIKKPLN---AFMLFMKEKRAEVIKEC--TLKESAAINQILGKMWHKLD-KSE
—————— DHVKKPLN---AFMWFMKENRKALLEEIGNNEKQSAELNKELGKRWHDLS-KEE

QSKYYEKARQERQLHMELYPGWSARDNYG-YVSKKKKRKKDRSTTDSGGNN——————=———
KNTYNEQGNKLADLYKSLGP-DSVYSFIN-NLTDRKLLSAWYMNTVLGHON-=—=——=———
OAKYYELARKERQLHMOLYPGWSARDNY ----GKKKKRKREKLQESASGTG———=—————
OAKYYELARKERQLHMQLYPGWSARDNY ----GKKKKRKREKLQESTSGTG———====——
QAKYYELARKERQLHMOLYPGWSARDNY ----GKKKKRKREKLQESASGTG—-————————
OAKYYELARKERQLHMQLYPGWSARDNY ----GKKKKRKREKLQESTSGAGP———=====—
QOAKYYELARKERQLHMQOLYPGWSARDNY -—--GKKKKRKREKIQEPASGTG—————————
QOAKYYELARKERQLHMQLYPGWSARDNY - —--GKKKKRKRDKQPGETNEHSEC—==—====
QAKYYELARKERQLHMQLYPGWSARDNY ——--GKKKKRKRDKQPGETNEHSEC—-——————
QAKYYELARKERQLHMQLYPGWSARDNY - —--GKKKKRKREKQAGEGNEHREY - ——————
QOAKYYELARKERQLHMQLYPGWSARDNY ——---GKKKKRKREKQQGEANEHSEC—-——————
OAKYYELARKERQLHSQLYPTWSARDNY -—--GKKKKRKREKQL-SQTQSQQQ———=—=—
OAKYYELARKERQLHAQLYPTWSARDNY ----GKKKKRKREKQL-SQTQSQQQ———————
OAKYYELARKERQLHSQLYPSWSARDNY ——--GKKKKRKREKQS-PEMEN—- === ——==———
OAKYYELARKERQLHSQLYPGWSARDNY ----GKRKKRKRDCKSDSPSESN—=—=—=—=—
QOAKYYELARKERQLHMOLYPGWSARDNY----GKKKRRSREKHQESTTGGK—————————
OAKYYELARKERQLHMQLYPGWSARDNY -—---GKKKRRSREKHQESTTGGK—=—======
QAKYYELARKERQLHMOLYPGWSARDNY -—--GKKKRRTREKQQDSNSDPAS ————————
QSKYYELARKERQLHMQLYPGWSARDNY ----GKRKRRTREKHQDSSSDPGS——======
QOAKYYELARKERQLHVQLYPSWSARDNYVSALGKKKRRKRDKQQODSSTGPGS————————
QOAKYYELARKERQLHMQLYPGWSARDNY - —--GKKKKRKRDKQQGDTSEVSN=—===—===
QAKYYELARKERQLHMQLYPGWSARDNY-AIHGKKKKKKRDKSHGDNPGEPS ————————
OAKYYEMARKERATIHMQLYPGWSARDNY ——---AQIGRKKKRPRDKNEEMNPK———==———
QOKYYEMARKERQLHQOMFPGWSARDNY ——--GKRKKRKKEKTQDCTAQNPK————————
OAKYYEMAREERARHMOMYPGWSARDNY --AAHKKRRKKRSKQAEGSDEPNSFNETEAVS
QOAKYFEMAKKDKETHKERYPEWSARENYAVNKKKTKKRRDKS IPSENNDQKK———=—=—=—

MKKCRARFGLDQQSQWCKPCRRK----KKCIRYME
PYLALPKTDSSDNRILNNLLDKKPYSTYKFPTNFD
PRMTAAYI-
PRMTAAYI-
PRMTAAYI-
PRMTAAYI-
ORMKTAYI-

FSPQPK--KQCVPYLSSEKMCDSPTSSHGSM————————
RNAFGTYPEKAAA-PAPFLPMTVL-—=—=—=
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Anhang

Tcf-1 Gallus

Tcf-1 Xenopus

Tcf-1 Danio

Tcf Amphioxus

Tcf Strongylocentrotus

Tcf Hydra

Tcf Ciona

Tcf Amphimedon

Tcf (Pop-1) Caenorhabditis

Tcf (Pangolin) Drosophila
Tcf (Pangolin) Tribolium
Lef-1 Homo

Lef-1 Mus

Lef-1 Gallus

Lef-1 Xenopus

Lef-1 Danio

Tcf-4 Mus

Tcf-4 Homo

Tcf-4 Danio

Tcf-4 Xenopus

Tcf-3 Homo

Tcf-3 Mus

Tcf-3 Xenopus

Tcf-3 Danio

Tcf-1 Mus

Tcf-1 Homo

Tcf-1 Gallus

Tcf-1 Xenopus

Tcf-1 Danio

Tcf Amphioxus

Tcf Strongylocentrotus
Tcf Hydra

Tcf Ciona

Tcf Amphimedon

Tcf (Pop-1) Caenorhabditis

Tcf (Pangolin) Drosophila
Tcf (Pangolin) Tribolium
Lef-1 Homo

Lef-1 Mus

Lef-1 Gallus

Lef-1 Xenopus

Lef-1 Danio

Tcf-4 Mus

Tcf-4 Homo

Tcf-4 Danio

Tcf-4 Xenopus

Tcf-3 Homo

Tcf-3 Mus

Tcf-3 Xenopus

Tcf-3 Danio

Tcf-1 Mus

Tcf-1 Homo

Tcf-1 Gallus

Tcf-1 Xenopus

Tcf-1 Danio

Tcf Amphioxus

Tcf Strongylocentrotus
Tcf Hydra

Tcf Ciona

Tcf Amphimedon

Tcf (Pop-1) Caenorhabditis

Tcf (Pangolin) Drosophila

PKKCRARFGLNQQTDWCGPCSFLQQFQLLSKYLFE
PKKCRARFGLNQQTDWCGPCR-===—=—=—=————
PKKCRARFGLNQQTDWCGPCR-======———————
PKRCRARFGLDQQOAWCKPCRYGADEWR-—————~
TPKKCRARFGVDQODFWCKPCRRKKKCIR——————-—
KCRARYGLDRQEQWCKPCRRKKKCIRFIIGADG
KCRAVFGLEQQQLWCAPCRRKKKCIRYQHDDDE
EDANKSTEEPPLKKVLRVEDNNLDSPRKCRARFGMDQQOMWCGPCRRKKKCIR——=———=—
CRARFGVNNTEMWCKFCKRKKKCEYATDRS--

ALNGNGPAED--GSCFDEHGSQLSDDDEDDYDDDKLGGSCGSADETNKIEDEDSESLNQS
ALIVNEMRSEKPESKKDKKGSQVDHKNNLGDSKNNQODGNNGEKKKPHIKKPLNAFMLYMK

YIQGEGSCLSPPSSDGSLLDSPPPSPHLLGSPPQDAKSQTEQTQPLSLSLKPDPLAHLSM
YIQGEGSCLSPPSSDGSLLDSPPPSPNLLGSPPRDAKSQTEQTQPLSLSLKPDPLAHLSM
SPNLLS -

__________________ LDSPATPSAALASPAAPAATHSEQAQPLSLTTKPETRAQLAL
__________________ LDSPATPSAALASPAAPAATHSEQAQPLSLTTKPEARAQLAL
__________________ LDSPATPSAALASPAAPAATHSEQAQPLSLTTKPEARALS--
__________________ LDSPATPSAALASPAAPAATHSEQAQPLSLTTKPEGRAHHN-

ESPILFCFCLPVWNGGFKAQATLPNGSVV-=—===——
YISSDENDHGRNDDDMDDDDSSLSRRKSWLKHGGTQH-~
EATEVPEK--DQRDSDSDDNQDKSDESFSKEHLHGLANITTLSSD—=————————— - —
DDSDDDSDSLQYQTSPGDNIGPNYDDPSVTSQLSSSSAVSANNSGQOSHTTGGYSPNRGPI
VEDDGSRDSTEELDDIQTEQSINDNS——========—
—————————————————— GGSDITDSQDGRGTSGAYSSSSESPSPKANAGIALTTQQQOA

MPSPGCLSGLSSLQSPSTTMSLASPLNMNANSATNVIFPASSN——————. ALLIVGADQPT
EMRAKVVAECTLKESAAINQILGRRWHALGREEQAKYYELARRERQLHMQLYPDWSSRAN

MPPPPALLLAEAAHGKASALCPNGALDLPPAALQPSMVPSSSLAQP---STSSLHSHNSL
MPPPPALLLAEATH-KASALCPNGALDLPPAALQP-AAPSSSTIAQP---STSSLHSHSSL
FCSN - TSSL

HSAAFLSAKAAASS--SGQMGSQP--PLLSRPLPLGSMPTALLASP-PSFPATLHAHQAL
HSAAFLSAKAAASN--SSQMGSQP--PLLSRPLPLGSMPAALLTSP-PTFPATLHAHQAL
HSAAFLASKSPSSSSLSGHLPSPVGSPLLSRPIPLTSS---ILSPP-GVFPS—--ALQAL
HPHFPLPGKSSGSGS-GSSMALHS----LSRPIPFTSLPPSLLGPNSPFHQAALHSHHAL

—-NHVNNNNTILIDENIKDERHS - TPPTSKSSSLVTNSNRDL
PCDRIKQEKSPPLTHEVSGQQHPSIAPGSFEPSTSESHSVDRAPCAKRPRTSESSAAKSF

AMMHTMLMOMRLGSTTGASTHVPSPLASSSAGRSPLDANASDSESDVEEEEDEQIDPTVM

AQORPTLVSTSGSSSGSTSSISTTPNTSSTVSPVTCMTG-PCLGSSQERAMMLGNRF SHL
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Anhang

Tcf (Pangolin) Tribolium
Lef-1 Homo

Lef-1 Mus

Lef-1 Gallus

Lef-1 Xenopus

Lef-1 Danio

Tcf-4 Mus

Tcf-4 Homo

Tcf-4 Danio

Tcf-4 Xenopus

Tcf-3 Homo

Tcf-3 Mus

Tcf-3 Xenopus

Tcf-3 Danio

Tcf-1 Mus

Tcf-1 Homo

Tcf-1 Gallus

Tcf-1 Xenopus

Tcf-1 Danio

Tcf Amphioxus

Tcf Strongylocentrotus
Tcf Hydra

Tcf Ciona

Tcf Amphimedon

Tcf (Pop-1) Caenorhabditis

Tcf (Pangolin) Drosophila
Tcf (Pangolin) Tribolium
Lef-1 Homo

Lef-1 Mus

Lef-1 Gallus

Lef-1 Xenopus

Lef-1 Danio

Tcf-4 Mus

Tcf-4 Homo

Tcf-4 Danio

Tcf-4 Xenopus

Tcf-3 Homo

Tcf-3 Mus

Tcf-3 Xenopus

Tcf-3 Danio

Tcf-1 Mus

Tcf-1 Homo

Tcf-1 Gallus

Tcf-1 Xenopus

Tcf-1 Danio

Tcf Amphioxus

Tcf Strongylocentrotus
Tcf Hydra

Tcf Ciona

Tcf Amphimedon

Tcf (Pop-1) Caenorhabditis

Tcf (Pangolin) Drosophila
Tcf (Pangolin) Tribolium
Lef-1 Homo

Lef-1 Mus

Lef-1 Gallus

Lef-1 Xenopus

Lef-1 Danio

Tcf-4 Mus

Tcf-4 Homo

Tcf-4 Danio

Tcf-4 Xenopus

Tcf-3 Homo

ATRGKKRKRKQDPADGGNSMKKCRARYGLDQONQWCKPCRPREQLTWRRNFHGPHRLAAR

AGTQPQPLSLVTKSLE

AGTQPQPLSLVTKSLE

PVLQAQPLSLVTKSAH

PVLOAQPLSLVTKSAH

PLLQAQPLSLVTRSSD

—-LQTQPLSLVTKSVE

PQVCSYS—----ERTLPTLQAIETR

PDVSRSSGITGGKTQPDLRNRRSNSFGNSPMPQSHLNNGGNLFSPTVLSPGRSPIGGLSS

QOTHDMLMQESMCTI

GMGLSPPVVSTSTSKSEPFFKPHPTVCNNPIFALP-SIGNCS—---LNISSMPNTSRNPIG
SRRCCYHAVAPGTDIRQSIALSRKKKCIRYMEAGDGNDGNQSDDNLGSCGSMGDAHTPPE

PHSNNFFPHLQPYLOMSTLAGLPPSPLGGFMGLPGFKGISSPMGLGGAVSTGAPGEGHPG

ANPRDINNPLSIN-QLTKRREYKNVELIEASESKTIVAHAATSIIQHVAVNGYHANHSLL
DDAESLNQSISSPGALSGLSSLTSPGGMVLPSPSTSVASPSVSVASPYMLOSPLTPHEAF
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Tcf-3 Xenopus

Tcf-3 Danio

Tcf-1 Mus

Tcf-1 Homo

Tcf-1 Gallus

Tcf-1 Xenopus

Tcf-1 Danio

Tcf Amphioxus

Tcf Strongylocentrotus
Tcf Hydra

Tcf Ciona

Tcf Amphimedon

Tcf (Pop-1) Caenorhabditis

Tcf (Pangolin) Drosophila
Tcf (Pangolin) Tribolium
Lef-1 Homo

Lef-1 Mus

Lef-1 Gallus

Lef-1 Xenopus

Lef-1 Danio

Tcf-4 Mus

Tcf-4 Homo

Tcf-4 Danio

Tcf-4 Xenopus

Tcf-3 Homo

Tcf-3 Mus

Tcf-3 Xenopus

Tcf-3 Danio

Tcf-1 Mus

Tcf-1 Homo

Tcf-1 Gallus

Tcf-1 Xenopus

Tcf-1 Danio

Tcf Amphioxus

Tcf Strongylocentrotus
Tcf Hydra

Tcf Ciona

Tcf Amphimedon

Tcf (Pop-1) Caenorhabditis

Tcf (Pangolin) Drosophila
Tcf (Pangolin) Tribolium
Lef-1 Homo

Lef-1 Mus

Lef-1 Gallus

Lef-1 Xenopus

Lef-1 Danio

Tcf-4 Mus

Tcf-4 Homo

Tcf-4 Danio

Tcf-4 Xenopus

Tcf-3 Homo

Tcf-3 Mus

Tcf-3 Xenopus

Tcf-3 Danio

Tcf-1 Mus

Tcf-1 Homo

Tcf-1 Gallus

Tcf-1 Xenopus

Tcf-1 Danio

Tcf Amphioxus

Tcf Strongylocentrotus
Tcf Hydra

Tcf Ciona

Tcf (Pop-1) Caenorhabditis

SNASRRATSALEGKS -

NSNLGHLHHQLNNRTENPNRSEQTMLSVSNHSVNSSECHKESDSQAIVSSNPPNAGSSDN
DVKLPPPPHPHHQPPRNP——————— VGTNPHDINNPLSVNQLTGQCVRNDSSDTNGKETR

GVISVS
SIISVT

Abbildung 8.1: Anlagerung der Aminosauresequenzen verschiedener Lef/Tcfs. Diese Anlagerung wurde
von T.W. Holstein (Heidelberg) mit Hilfe des Programms ClustalW erstellt. Folgende Sequenzen wurden
verwendet:
Tcf (Pangolin) Drosophila (Drosophila melanogaster) gi|4033457|sp|P91943.1,
Tcf (Pangolin) Tribolium (Tribolium castaneum) gi|86515330|ref[NP_001034490.1,
Lef-1 Homo (Homo sapiens) gi|7705917|ref[NP_057353.1,
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Lef-1 Mus (Mus musculus) gi|27735019|ref[INP_034833.2,

Lef-1 Gallus (Gallus gallus) gi|45384346|ref[NP_990344.1,

Lef-1 Xenopus (Xenopus laevis) gi|14279980|gb|AAK58834.1|AF287148_1,

Lef-1 Danio (Danio rerio) gi|18858965|ref[NP_571501.1,

Tcf-4 Mus (Mus musculus) gi|3123638|emb|CAA11070.1,

Tcf-4 Homo (Homo sapiens) gi|170014696|ref[INP_110383.2,

Tcf-4 Danio (Danio rerio) gi|l40538762|ref|[NP_571334.1,

Tcf-4 Xenopus (Xenopus laevis) gi|148236191|ref[NP_001083866.1,

Tcf-3 Homo (Homo sapiens) gi|13786123|ref|[NP_112573.1,

Tcf-3 Mus (Mus musculus) gi|3123638|emb|CAA11070.1,

Tcf-3 Xenopus (Xenopus laevis) gi|14279982|gb|AAK58835.1|AF287149_1,

Tcf-3 Danio (Danio rerio) gi|82225333|sp|Q9YHES.1,

Tcf-1 Mus (Mus musculus) gi|148701673|gb|EDL33620.1,

Tcf-1 Homo (Homo sapiens) gi|28981371|gb|AAH48769.1gi|28981371|gbJAAH48769.1,
Tcf-1 Gallus (Gallus gallus) gi|21666820|gb|AAM73851.1|AF454504_1HMG,

Tcf-1 Xenopus (Xenopus laevis) gi|395061|gb|AAO23662,

Tcf-1 Danio (Danio rerio) gi|59933276|ref|[NP_001012389.1,

Tcf Amphioxus (Branchiostoma floridae) gi|73537138|gb|AAZ77711.1,

Tcf Strongylocentrotus (Strongylocentrotus purpuratus) gilNP_999640.1. NM_214475.2.,
Tcf Hydra (Hydra magnipapillata) gi|10178639|gb|AAG13664.1|AF271696_1,

Tcf Ciona (Ciona savignyi) gi|15706332|dbj|BAB68354.1,

Tcf Amphimedon (Amphimedon queenslandica) gi|308194267|gb|ADO16566.1,

Tcf (Pop-1) Caenorhabditis (Caenorhabditis elegans) gi|71992624|ref[NP_491053.3.
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