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1. Einleitung

1.1. TCF4 wird alternativ gespleisst

Nach heutiger Erkenntnis erfahren etwa 74 % (Johnson et al. 2003) der humanen
Multi-Exonalen precursor-messenger-RNAs (pre-mRNA) alternatives Spleissen.
Dadurch entstehen finale mMRNAs, welche fir alternative Spleiss-Varianten kodieren,
die sich in ihrer Aminosaurensequenz und deshalb haufig auch in ihrer Funktion
unterscheiden. Auch das Primartranskript des Transkriptionsfaktors T-cell factor 4
(TCF4), alias Transcription factor 7 like 2 (TCF7L2 nach HUGO Nomenklatur*), wird
alternativ gesplei3t und liegt beim Menschen in einer Vielzahl alternativer
Genprodukte vor (Duval et al. 2000, Shiina et al. 2003, Howng et al. 2004, Weise et
al. 2010).

TCF4 gehort zu der nuklearen HMG (High-Mobility Group) DNA-bindenden TCF/LEF
(T cell factor/Lymphoid enhancer factor) Protein-Familie. Evertebraten haben nur je
ein TCF Gen. Davon sind die am besten untersuchten Pangolin (dTCF) aus D.
melanogaster und POP1 aus C. elegans. Vertebraten besitzen vier TCF/LEF-Gene:
TCF1 (TCF7), LEF1 (LEF1)*, TCF3 (TCF7L1)* und TCF4 (TCF7L2)* (Hoppler und
Kavanagh 2007, Arce et al. 2006). Einzig der Zebrafisch exprimiert ein flnftes
Mitglied TCF3b, welches durch Duplikation von TCF3a entstanden ist (Dorsky et al.
2003). Ursprunglich wurde humanes LEF1 (Lymphoid Enhancer Factor 1) aus
Lymphozyten isoliert, wo es spezifische Sequenzen im T-Zell-Rezeptor-a (TCRa)
Enhancer bindet (Weterman et al. 1991). Seit mehr als 15 Jahren stehen LEF/TCFs
im Focus der Forschung von Morphogenen-Regulation, weil sie als Effektoren des
Wnt Signals bzw. B-Catenins identifiziert wurden (Behrens et al. 1996, Molenaar et
al. 1996, Huber et al. 1996).

Die sezernierten cysteinreichen Wnt-Glykoproteine (MacDonald et al. 2009) binden
transmembrane Roezeptren der Fz (Erizzled) und Lrp5/6 (Low-density-lipoprotein
receptor related protein 5/6) Familien und inhibieren damit die Serin-Threonin-Kinase
GSK-3B (Glycogen Synthase Kinase-34). Damit kann die GSK-3[ ihr Substrat 3-
catenin nicht mehr phosphorylieren und die Ubiquitin-abhangige proteasomale
Degradation von B-Catenin wird aufgehoben. Stabilisiertes p-Catenin akkumuliert im
Zytoplasma, wandert in den Nukleus, und bindet TCF/LEFs (Behrens et al. 1996,



Daniels & Weis 2005, Hurlstone and Clevers 2002), darunter TCF4 (Cho und
Dressler 1998, Miravet et al. 2002).

Die Umfassende Diversitat alternativer TCF4-Spleil3formen ist eine Voraussetzung
fur ihre selektive Assoziation zu unterschiedlichen multifaktoriellen expressions-
regulatorischen Komplexen (Weise et al. 2010, Arce et al. 2006, Hoppler and
Kavanagh 2007). Verschiedene TCF4 Isoformen binden selektiv an die Promotoren
Wnt regulierter Gene (Weise et al., 2010), darunter Fibrnonektin (Gradl et al., 1999),
Siamois (Brannon et al. 1997), Cyclin D1 (Tetsu und McCormick 1999, Rajabi et al.
2012) und C-myc (He et al. 1998) und aktivieren ihre Transkription in Kooperation mit
B-catenin. Ohne B-catenin, kann TCF4 in Abhangigkeit vom Promotorkontext und der
Bindung von Co-Repressoren auch die Transkriptionsrepression fordern (Gradl et al.
2002, Standley et al. 2006, Tang et al. 2008, Konig et al. 2010, Hikasa et al. 2010).
TCF4 knock-out fuhrt in der Maus zum Verlust von interstinalen Stammzellen
(Korinek et al., 1998). Auch im Zebrafisch ist TCF4 in der Darmentwicklung beteiligt
(Faro et al., 2009). TCF4/B-catenin-Komplex kontrolliert Proliferation und
Differentiation in gesunde und maligne intestinale Epithelzellen (Lee Y. et al. 1999,
Van der Wetering et al., 2002). In Xenopus wird Formation von Mittelhirn und Istmus
durch XTCF1 und XTCF4 reguliert (Van Venrooy et.al. 2008, Konig et al. 2010).
Medizinische Relevanz (Clevers, 2006) erhalt der Transkriptionsfaktor TCF4
dadurch, dass seine Fehlregulation unter anderem mit Typ-2 Diabetes in
Zusammenhang gebracht wird (Grant et al. 2006). Desweiteren haben
Untersuchungen an Colon-Karzinom Zellen mdgliche Tumorsupressor Funktionen
von TCF4 bestatigt, (Tang et al. 2008, Angus-Hill et al. 2011).

1.2. Konservierte TCF4 Regionen

Der humane TCF7L2 Locus besitzt 17 Exons (Weise et al. 2010). Die TCF/LEF-
typischen-Domanen, die Beta-Catenin Bindungsdoméane (BCBD) wird von Exon-1
codiert, die Zentraldomane (context-dependent regulatory domain, CRD) von Exon-2
bis Exon-10. Die DNA-Bindedomadne HMG-Box (High-Mobility-Group) mit
Kernlokalisationssequenz NLS wird von Exon 10 bis Exonl12 codiert der variable C-
Terminus von Exon-13 bis Exon-17 (Abb.1l). Dabei sind BCBD, HMG und NLS
zwischen allen TCF/LEFs hochkonserviert (Giese et al. 1991, Hurlstone and Clevers
2002, Arce 2006, Hoppler und Kavanagh 2007). Diese TCF-Basisdoméanen kommen

ahnlich geordnet in XTCF4 Isoformen vor. Die N-Terminale, die Aminosauren 1 — 50
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umfassende konservierte BCBD bindet mit hohen Affinitdt an die Armadillo-
Wiederholungen 3 bis 10 von (-Catenin (Miravet et al. 2002). Die noch hoher
konservierte HMG-box erkennt ein CTTTG Motiv auf den Promotoren Wnt regulierter
Gene (van de Wetering et al. 1991, Arce 2006). Dieses Motiv wird auch TCF
bindendes Element (TBE) oder Wnt Response Element (WRE) genannt (van de
Wetering et al. 1992, Atcha et al. 2007). Den dritten hochkonservierten Bereich steht
das direkt C-Terminal der HMG box liegende Kernlkalisationssignal (NLS) dar. Es
wird von Exon 12 kodiert und sorgt fir den Importin-a abhangigen Kern-Import
(Prieve et al. 1998).

Strukturelle Eigenschaften von hTCF4 und XTCF4 Hauptisoformen

Exon: | 1 [2[3]4]5s]6]7 [8]| 9w | 11| 12[13]14|15]16] 17
BCBD CRD HMG C-Terminus
* *
S2
hreraER T T * M2
P [ ] ~E2
xx CRARF . . CGPCRRKKKC XX xx

C-clamp E-tail

XTCH4|

Abb. 1 hTCF4 pre-mRNA erhélt 17 Exons (Zahlen oben). Bereiche alternativer Spleiss
Donor -und Akzeptorstellen sind orange markiert. Sterne weisen auf alternative Stop
Codons. Die Hauptdomé&nen BCBD (Exon 1), CRD (Exon 2 — 10), HMG (Exon 10 — 11), NLS
(Exon 12) und der variable C-Terminus aus Exon 13 — 17 sind angezeigt. Die hTCF4
Hauptvarianten entstehen durch alternatives Spleissen von Exon-4 und Exon-8 in der CRD,
sowie durch AS im C-Terminus. Die Varianten S2, M2 und E2 entstehen durch das Benutzen
unterschiedlicher Exons im 3"-Bereich der mRNA: S2 (Exon 13, 14 und unvollstandigen
Exon 15), M2 (Exon 13 und nur 5 Bereich des Exon 17) und E2 (Exon 13, 14 und lange
Exon 17). E-tail (E2) mit vollstdndige C-clamp der CRARF und RKKKC beinhaltet auch zwei
PLSLxxK Bindungsstellen fir CtBP. Die XTCF4-Isoformen A (LVPQ, Exon 8 und SxxSS), B
(LVPQ und Exon 8) und C (Exon 8) entstehen durch alternaives Nutzen von Spleiss Donor -
und Akzeptorstellen um das Exon 8. Die einzige C-Terminus Variante, die diesen Isoformen
entspricht, ist die M2 Isoform des hTCF4.
-3-



1.3. dnTCF4 Isoformen

Die dnTCF/LEFs (dominant-negative TCF/LEFsS) werden zurzeit als wichtige
Regulatoren von Wnt-Signalwege diskutiert (Behrens et al. 1996, Molenaar 1996,
van der Wetering et al. 1996, 1997; Archbold et al. 2011). Prinzipiell gibt es zwei
Variationen dominant negrativer TCFs: Zum Einen AN-TCF-Varianten ohne f-
Catenin Bindungsstelle, zum Anderen AC-TCF-Varianten ohne DNA-Bindedomaéne.
AN-TCF-Varianten werden Uber alternative internale Promotoren generiert und
besitzen damit keine B-Catenin Bindestelle. Sie sind weit verbreitet und wurden als
dominant negative Varianten von TCF1 (Roose et al. 1999), Lefl (Hovanes et al.
2001, Najdi et al.2009, Yokoyama et al. 2010) und XTCF4 (Vacik et al. 2011)
beschrieben. Diese AN-TCFs konnen an WREs binden und von TCF/B-Catenin
Komplexen abschirmen. Die AC-TCFs, also die Varianten ohne HMG box, kdnnen
dagegen p-Catenin Molekile abfangen, ohne sie an Zielgenpromotoren zu
rekrutieren. Endogen wurde eine Regulation des Wnt-Signalwegs Uuber diesen
Mechanismus noch kaum beschrieben. Einzig fur hTCF4 ist ein alternatives
Polyadenylationssignal im Intron-4 bekannt, das zu einem verkirzten dnTCF4
bestehend aus Exon 1 - 4 fiuhrt (Locke et al. 2011). Eine &nliche dominant negative
Variante in murinem TCF4-N entsteht durch Benutzung eines Stop-Kodons in Exon-8
(Kennel et al. 2003).

1.4. Alternative Varianten der CRD von TCF4

Die Kontext abhéngige Regulatorische Doméne von hTCF4 wird von Exon 2 - 9
kodiert (Abb.1). Die hauptséchlichen Spleissvarianten in diesem Bereich gehen durch
differentielle Expression der Exons 4 und 8 hervor. Dabei kodiert Exon 4 fir ein
kleines, bei hTCF4 nur 23 Aminosauren umfassendes Peptid. Den Hauptisoformen in
humanen Zellen und Tumorgeweben (M2, S2 und E2) fehlt dieser Bereich (Weise et
al., 2010). Die bekannten Varianten des XTCF4, XTCF4 A, B und C enthalten das
entsprechende Exon. Hier kodiert es allerdings nur fir 19 Aminosauren (Konig et al.
2000), ohne erkennbare Homologie zum hTCF4 (Abb.13). Erste Analysen zu einer
maoglichen Funktion dieses Exons zeigten, dass es auf die Promotoren von Cdx1,
Siamois, Cyclin D und Axin2 eher reprimierend wirkt (Weise et al., 2010). Diese
reprimierende Wirkung wurde durch Uberexpressionsstudien von hTCF4 in X. laevis

bestétigt (Kappel, 2011). Der molekulare Mechanismus dieser Regulation ist nicht
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bekannt. Exon 8 dagegen, die andere alternativ gespleisste Region innerhalb der
CRD, fungiert vermutlich eher als aktivierende Doméne. Innerhalb der CRD fallt
dieser Bereich durch eine sehr hohe Konservierung auf. Analysen mit Chimé&ren
Konstrukten haben gezeigt, dass dieser Bereich sowohl im Achsenduplikationsassay
in Xenopus als auch in Reportergenstudien die Zielgenaktivierung verstarkt (Gradl et
al. 2002). Auch hier ist der molekulare Mechanismus unklar, denn das einzige
Protein (HIC-5), das bisher als Bindungspartner dieser Domane beschrieben wurde,
wirkt in oben genannten Versuchen reprimierend (Goghomu et al., 2006).

Eine weitere Vielfalt an Varianten entsteht durch alternative Spleiss-Donor und
Spleiss-Akzeptor Stellen flankierend zu Exon 8. Auch diese sind konserviert. Sie
finden sich in hTCF4 (Duval et al., 2011) und fihren bei XTCF4 zu den drei Varianten
XTCF4 A, B und C (Pukrop et al., 2001). Diese Varianten unterscheiden sich nicht
nur bezuglich ihrer Aktivitat (Pukrop et al., 2001, Standley et al., 2006), sondern sind
daruber hinaus auch noch im Mittelhirn sich entwickelnder Embryonen differentiell
exprimiert (Kunz et al., 2004).

1.5. Alternative Varianten des C-Terminus von TCF4

Beim Menschen werden die Hauptisoformen des TCF4 nach ihren C-Terminus in
drei Gruppen S (small), M (midi) und L (long oder E-tail) eingeteilt (Weise et al.
2010). Alle hTCF4S Isoformen beinhalten Exon 14, das unter anderem fiur die
hochkonservierte CRARF Sequenz kodiert. Die Translation der mRNA der S-
Varianten endet an Stop Codons im Exon 15 oder 16 (Abb.1). Den hTCF4-M
Isoformen fehlen die Exons 14 - 16 und damit auch die konservierte CRARF
Sequenz. Hier endet die Translation bereits Nahe am 5° Bereich von Exon17. Durch
Leseramen Verschiebung an dem Spleil3 Akzeptor und Donor Grenze Exonl3/14,
entsteht die dritte Gruppe von hTCF4 Isoformen, die E-Varianten mit langem C-
terminus (E-tail). Durch Exon 14, 15 und 17 erhalt dieser E-tail eine komplette
Cystein-Klammer (C-clamp) und weiter C-terminal zwei hochkonservierte PLSLxxK
Sequenzmotive, also Bindugstellen fur den Co-Repressor C-terminal binding protein
(CtBP). Das Bindemotiv fur CtBP wurde ausser in TCF4 auch TCF3 und dTCF
gefunden (Branon et al. 1999, Fang et al. 2006). Die Cystein-Klammer bildet sich
aus dem ersten Cystein der CRARF Sequenz, den zwei weiteren aus Exon 14
kodierten CGPCR und dem Cystein im Exon 17 kodierten RKKKCRY Motiv (Abb.1

und 11). Diese vier Cysteine und ihre benachbarten Aminosduren sind zwischen
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TCF1 und TCF4 hochkonserviert (Atcha et al. 2007). Die Cystein-Klammer
umklammert Chromatin durch C-C Briickenbildung (Hurlstone and Clevers 2002).
Evolutionar scheint die E-Variante die urspriingliche Form darzustellen, denn die
Cystein-Klammer kommt neben TCF1 und TCF4 auch in den TCFs der Invertebraten
C. elegans, Hydra magnipilata D. melanogaster vor. In Xenopus dagegen wurde
bisher noch kein vollstandiges TCF identifiziert, das eine C-clamp besitzt. Einzig N-
Terminal trunkierte dnXTCF4 Isoformen mit kompletter Cystein-Klammer wurden
kiurzlich beschrieben (Vacik et al. 2011). Die XTCF4 Varianten A, B und C dagegen
ahneln der M2-Variante.

Ein charakteristisches Merkmal der E-Formen ist, dass sie zur sogenannten dualen
DNA-Erkennung fahig sind (Atcha et al. 2007). Dieser Begriff bezeichnet die
zweifache DNA Bindung der TCF Transkriptionsfaktoren. Neben der Bindung der
HMG box an die Konsensus Sequenz 5 -CCTTTGWW-3" (W steht flr A oder T) der
WRE, erkennt CRARF zuséatzlich 5"-RCCG-3" Helfer Elemente. Diese kombinierte
Bindung reguliert die Expression distinkter Wnt-Ziel-Gene wie Cdx1 und Cyclin D1
(Weise et al.2010). In Drosophila scheint die Bindung dieser Helfer-Elemente durch
die Cysteinklammer von dTCF fir die duale Funktion des dTCF/Armadillo (Arm)
Komplexes als Wnt-abhangiger Aktivator und Repressor verantwortlich zu sein
(Blauwkamp et al., 2008). Wahrend das CRARF Motiv und die Cystein-Klammer eher
fur eine starke Aktivierung der Transkription kanonischer Wnt-Zielgene (z.B. Axin2
oder Cdx1) benotigt wird (Atcha et al. 2007, Weise et al. 2010), sorgen die
nachfolgenden zwei PLSLxxK eher fir ihre Reprimierung (Cuilliere-Dartigues et al.
2006, Valenta et al. 2003). An diesen Motiven gebundenes CtPB rekrutiert Co-
Repressoren wie HDACs (hystone deacetylases) an Chromatin. Der Deacetylierung
von Histon 3 folgt ihre rasche Methylierung und das Verpacken von DNA in
Heterochromatin (Hecht et al. 2000). Interessanterweise, Antagonismus von CtBP
und C-Clamp Seiten in hTCF4 E-tail wird auf Protein-Protein Interaktionsebene
zuséatzlich weiter konfrontiert. Beispielsweise, in humanen Brustkrebs Zellen bindet
MUC1-C (Mucinl-Cytoplasmatischer Domane) direkt an die beiden Cytseine im
CGPCRRK Motiv der hTCF4 C-clamp. Durch Rekrutierung von H3
Acetyltransferases p300 an den Cyclin D1 Promotor blockiert MUC1-C die
repressive Wirkung von CtBP in Tumorzellen (Rajabi et al. 2012). p300 wurde schon
mal beschrieben als Transkriptionale Co-Aktivator und Bindungspartner von hTCF4,
welche an der Exon 12 bindet (Hecht and Stemmler 2003).
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1.6. Post-Translationale Modifikationen von TCF4

Neben der Expression unterschiedlicher TCF-Varianten entscheidet auch die Post-
Translationale Modifikation Uber die Aktivitdt der LEF/TCF Transkriptionsfaktoren.
Dadurch kdnnen ihre subzellulare Lokalisation, Stabilitdt und Interaktionsfahigkeiten
mit DNA und Co-Faktoren verandert werden. Diese Regulationsmechanismen gehen
teilweise Hand in Hand, denn alternatives Spleissen entscheidet, welche potentiellen
posttranslational regulierten Bereiche Uberhaupt exprimiert werden. An Post-
Translationale Modifikation der Lef/Tcf Transkriptionsfaktoren sind bisher
Phosphorylierungen und Sumoylierungen beschrieben.

Die Sumoylierungen von TCF/LEFs kénnen sowohl aktivierend als auch reprimierend
wirken. Z.B. durch SUMO (Small ubiquitin-like modifier) E3-Ligase PIASy (Protein
inhibitor of activated STAT) vermittelte Sumoylierung von LEF1 inhibiert die
Transkription von LEF1 regulierten Gene (Sachdev et al. 2001). Dagegen erhoht
PIASy TCF4/B-Catenin vermittelten Transkriptions-Aktivierung, hier durch Sumo-
ylierung des von Exon 9 Kodierten Lysyg7 (Yamamoto et al. 2003). Auch XTCF4
Isoformen besitzen das entsprechende Lysin, jedoch wurde seine Funktion bisher
noch nicht untersucht. Ebenfalls ist wenig bekannt Uber die Rolle von PIASy in
Wnt/B-Catenin Signalweg (Archbold et al. 2011).

Die Aktivitaten von TCF/LEFs werden durch eine Vielzahl unterschiedlicher Kinasen
beeinflusst. Diese Phosphorylierungsereignisse koénnen dabei aktivierend oder
reprimierend sein. In Xenopus, fordert beispielsweise NLK (Nemo like kinase)
vermittelte Phosphorylierung, die Ubiquitinierung und Degradation von TCF4 und
LEF1 (Yamada et al. 2006). HIPK2 (Homeodomain interacting protein kinase 2),
phosphoryliert Wnt-Abhéngig TCF3, TCF4 und LEF1 und flhrt so zur Entfernung
dieser Transkriptionsfaktoren von Zielgen Promotoren (Hikasa et al. 2010, Hikasa
und Sokol, 2011). Eine aktivierende Phosphorylierung von TCF4 wurde dagegen bei
der Kinase TNIK (Traf 2 and Nck-interacting kinase) beobachtet, sowohl in
Saugerzellen (Shitashige et al., 2010) als auch in Xenopus (Satow et al., 2010). Auch
Posphorylierungen durch Casein Kinasen CK (Casein kinase), kénnen sowohl
aktivierend als auch reprimierend wirken (Sokol et al. 2011). Z.B. CK1g erhdht durch
Phosphorylierung von TCF3 die Affinitdt zu B-Catenin (Lee et al. 2001). Im
Gegensatz dazu, beeinflusst CK16 die Bildung von LEF1/B-Catenin Komplexen
negativ (Hammerlein et al. 2005). Auch CK2 (Casein kinase 2) kann in Abhangigkeit
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von TCF/LEFs Transkription von Wnt-Target Gene unterschiedlich regulieren.
Einerseits begtnstigt die CK2 Bindung von LEF1 an das Chromatin, andererseits
reduziert es die Assoziation von TCF4 mit Plakoglobin (y-Catenin) und erhéht die

Affinitat von TCF4 zu B-Catenin (Miravet et al. 2002).

1.7. Transkriptionales Schaltermodel von TCF4

Ein Wnt/B-Catenin Signalnetzwerk spielt Uber TCF4 wichtige Rolle in der
Zellspezifikation entlang der anterior-posterioren (A/P) Achse des zentralen
Nervensystem von Xenopus (Niehrs 2010, Kunz et al. 2004, Konig A. et al. 2000,
Konig S. et al. 2010). Dabei wird die Expression von XTCF4 prazise uber eine
autoregulatorische Schleife reguliert. XTCF4 wird als direktes Zielgen von XTCF1,
beschrankt im anterioren Mittelhirn exprimiert und ist unentbehrlich fir die Musterung
von Mittelhirn und Istmus. Dort wird es durch sein Zielgen engrailed 2 (en2) direkt
inhibiert. Simultan, abhangig von Pax2/5, aktiviert en2 die Transkription von XTCF4
im Mittelhirn indirekt Gber Wntl (Konig S. et al. 2010).

In der ZNS (Zentralnervensystem) Entwicklung werden die XTCF4 Isoformen
XTCF4-A, B und C subtypspezifisch, raumlich getrennt exprimiert: XTCF4A wird im
Mittelhirn exprimiert und dient vorwiegend als Repressor, wahrend der TCF4C am
Istmus lokalisiert ist und aktivierende Eigenschaften besitzt. (Pukrop et al. 2001;
Gradl et al. 2002, Kunz et al. 2004). Die Differenz in ihrer Wirkungsweise liegt am
Vorhandensein/Fehlen von LVPQ und SLVSS, zwei reprimierende Aminosaure-
Motive, die an den Flanken von Exon 8 kodiert werden (Abb.1). XTCF4A, enthalt
diese Motive, XTCF4C dagegen nicht (Pukrop et al., 2001, Gradl et al. 2002).

In der frithen Embryonalentwicklung ist XTCF4 notwendig fur die Aktivierung von
Speman Organisator spezifischen Genen (Standlay et al. 2006). Durch weitere ChIP-
Experimente und Reportergen Analysen wurde gezeigt, dass die repressive Bindung
von XTCF3 an der Siamois Promotor im Spemann Organisator durch nukleares [3-
catenin inhibiert wird (Brannon et al. 1997). Diese Inhibition erlaubt die Bindung von
XTCF4 an dem Promotor (Hikasa et al. 2010). Reguliert wird dieser Wechsel an
gebundenem Transkriptionsfaktor durch eine B-Catenin induzierte inhibitorische
Phosphorylierung Uber die HIPK2 Kinase. Dadurch l6st sich XTCF3 von Wnt
responsiven Elementen (Hikasa et al. 2010). Gleichzeitig kann B-Catenin an XTCF4
die Kinase TNIK rekrutieren und im Komplex mit XTCF4 Transkription aktivieren
(Satow et al. 2010).



2. Zielsetzung

Ein Schlissel zur Aufklarung der funktionalen Unterschiede zwischen alternativen
XTCF4 mRNA Splei3formen liegt in ihren strukturellen Eigenschaften.

Im Gegensatz zu humanen und murinen LEF/TCF Transkriptionsfaktoren liegen fur
die entsprechenden Varianten in Xenopus nur wenige Daten uber alternativ
exprimierte Varianten vor. Dies gilt insbesondere fur TCF4, den Transkriptionsfaktor,
bei dem in Saugern eine sehr hohe Variabilitat im C-Terminus beschrieben ist.
Insbesondere die Expression eines langen (E-tail) C-Terminus in war zu erwarten,
denn die mRNA der bisher bekannten XTCF4 Varianten enthalt die Information far
diesen langen C-Terminus. Einzig durch ein Stop-Codon im 5 -Bereich von Exon 17
wird diese Information nicht genutzt.

Zielsetzung dieser Arbeit war also, neue XTCF4 Varianten zu identifizieren,
insbesondere Variationen im C-Terminus und alternaiv gespleisstes Exon 4 in der
kontext abhéngigen regulatorischen Doméane.

In Uberexpressionsstudien und in Reportergen-Analysen an transient transfizierten
Séaugerzellen sollten erste Hinweise Uber die Funktion der neuen Varianten

gewonnen werden.



3. Material

3.1. Antikorper

— Anti-Digoxigenin-AP (Roche, Mannheim )

— GAM-Cy3 (Dianova, Hamburg)

— Maus Anti-TCF3/4 (Biomol, Hamburg)

3.2. Enzyme

— Pfu Turbo DNA-Polymerase (Stratagene, La Jolla, USA)
— RNase A (Fermentas, St.Leon-Rot)
— Turbo DNase™ (Life Technologies, Darmstadt)
— DNase | (Promega, Mannheim)

— Restriktionsendonuklesen (Promega, Mannheim)

— GoTagq® DNA-Polymerase (Promega, Mannheim)

— M-MLV RT (Promega, Mannheim)

— T4-DNA-Ligase 1-3 U/u (Promega, Mannheim)

3.3. Primer

Die Sternmarkierte Primer (Biotech, Ebersberg)
Mega-Primer (vorliegende Arbeit)
Andere Primer (Biomers, Ulm)

— Analytische XTCF4-Primer

+1f 5-ATGCCGCAGTTGAATGGCGGT-3'
ex3f 5-ATCATGATCCCCGACCTGAGC-3
Aex4f 5-CCCACTGCGCGACAGTATCTG-3
ex4f 5-GCATTTAGCCTCTTGTTGCAG-3
exof * 5-CCTCACATGGTGCCGCCTCATC-3'
ex12f 5-ATGGCAAGAAGAAGAAGAGG-3'
ex12nf 5-GGGAAAAGCAGCAAGGAGAGGC-3'
ex>sr 5-TACCCTGTAAACTTCCAGCCTG-3'
ex8r * 5-GTGATTGGATAAACGGGCTG-3'
ex10r * 5-CAGCATGAACGCGTTTAGGGG-3'
ex14r 5-GCACCAGTTATTCTGCTGATC-3
ex17nr 5-GTGGTTTGGAGTCTGATATGG-3'
ex17r 5-AGGTTGAGTTTGTTCAGTTTG-3

— Primer fir Haushaltsgen (ODC)
ODCf 5-GGAGCTGCAAGTTGGAGA-3'
ODCr 5-CTCAGTTGCCAGTGTGGT-3*
— Primer fur PCR-Deletion von XTCF4 Exon-4

5'ex5f 5-TATCTGCAGATGAAATGGCCC-3
3'ex3r 5-CTGTCGCGCAGTCGGGGAGAG-3
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— XTCF4 mega-Primer

Aex4-mega-primer f/r 121 bp dsDNA
E2-mega-primer f/r 288 bp dsDNA (L)
E2AR-mega-primer f/r 285 bp dsDNA

3.4. Vektoren

— pGEM®-T Vector System |
— XTCF4 ex12-ex17 cDNAs

S <215 bp
Mhn 215 bp
M 259 bp

E2 (Ln) 285 bp
E2AR (L) 332 bp
— pCS2 mit Xenopus TCF-1 und 4

XTCF1-FLAG
XTCF4C
mycXTCF4C

— pCS2 mit humanen TCF4
hTCF4S2
hTCF4E2

— pCS2 mit neue XTCF4 ASV-cDNAs

(Promega, Mannheim)

(vorliegende Arbeit)

(Klingel S. und Gradl D., KIT)
(Konig A. und Gradl D., KIT)
(Konig A. und Gradl D., KIT)

(Hecht A., Uni-Freiburg)
(Hecht A., Uni-Freiburg)

(vorliegende Arbeit)

XTCFA4C-Aex4 (vorliegende Arbeit)

MycXTCF4C-Aex4
XTCF4C-Aex4-E2AR
mycXTCF4C-Aex4-E2AR
XTCF4C-E2AR
XTCF4C-E2

— Reportervektoren

CMV B-Galactosidase
8 X Super TOP-Flash-Luciferase
pBlue-script Xsiam-Luciferase

3.5. Losungen

— 2-Log DNA Ladder

— Desoxyribonukleotide

— Pen/Strep

— 0,25 % Tripsin 1mM EDTA

— FCS (hitzeinaktiviert)

— Ampicillin-Stammldsung (100 mg/ml)
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— Alcianblau-Farbelosung (1 % Alcianblau in 1 X APBS)

— BMB (5 X BMB: 10 % (w/v) Blockierungsreagenz in 5 X MAB)

— DEPC-H,0 (1 :1000)

— GAM-Cy3 Losung (GAM-Cy3 (1 : 200) in 20 % Pferdeserum/PBS-T)

— PFA-L6sung (37 % PFA in 1 X PBS)

— Magnesium-Ldsung (100 X Loésung: 0,1 M MgCl2, 4,5 M 3-Mercaptoethanol)

— Luziferase-Substratlosung (1 X Lésung: 2,12 mg Coenzym A, 1,32 mg Luziferin
und 2,92 mg ATP gel6st in 10 ml Luzifwrase-Assay Puffer)

— PB-Galactosidase-Reaktionsmix (6 pl 100 X Mg Losung, 132 ul 1 X ONPG, 402 ul
0,1 M NazPOy, pH 7.5)

— MEMFA (0,1 % (v/v) Tween 20, 3,7 % (v/v) Formaldehyd in 1 X MEM)

— Maus Anti-TCF Lésung (Maus Anti-TCF3/4 (1 : 500) in 20 % Pferdeserum/PBS-T)

— MEM (100 mM MOPS (pH 7.4), 2mM EGTA, 1mM MgSO, in DEPC-H,0)

— MAB (5 X MAB: 0,5 M Maleinsaure, 0,75 M NaCl, pH 7.5)

— Cysteinlosung (2% (w/v) L-Cysteinin 0,1 X MBSH, mit 10 M NaOH, pH 8.2)

— Pferdeserum Blockierungslésung (20 % Pferdeserum und 0,1 % Triton X-100 in 1
X PBS)

— SSC (20 X SSC: 3 M NacCl, 300 mM Na-Zitrat (pH 7.0) in SOB, 0,1 % (v/v) Triton
in 1 X PBS)

— Anti-Digoxigenin AK-Lésung (0,02 % (v/v) Anti-Digoxigenin-AP Fab Fragments
in Blockierungspuffer)

— Nilblaufarbel6sung (Nilblau Sulfat 0,01 % (w/v) in 0,5 M Phosphatpuffer, pH 7.8)

— NBT/BCIP (1,5 uI NBT, 1,5 ul BCIP in 1 ml AP-Puffer)

— HeBS (10 X Losung: 1,36 M NacCl, 0,05 M KCI, 7 mM Na;HPO,, 0,2 M HEPES, 1
% Glucose, pH 7.1, sterilfiltriert)

3.6. Puffer

— Alkalische Lyse-Puffer (200 mM NaOH, 1% (w/v) SDS)

— APBS (2.7 mM KCI, 0.15 mM KH,PQO,4, 103 mM NaCl, 0.7 mM NayPO,4, pH 7.5)

— AP-Puffer (0,1 mM Tris-HCI pH 9,5, 0,05 mM MgCl,, 0,1 mM NacCl, 0,1 % (v/v)
Tween 20, in DEPC-H,0)

— Blockierungspuffer fur in situ Hybridisierung (2 % BMB (v/v) in 1 X MAB)

— HEBS (0,13 M NacCl, 0,005 M KCI, 0,7 mM Na;HPO,4, 1 % Glucose, 0,02 M
Hepes, pH 7.12)

— Hybridisierungspuffer fir in situ Sonde (50 % (v/v) deionisiertes Formamid, 5 X
SSC, 2 % (v/v) Torula-RNA Ldsung, 0,1 % (v/v) Heparinlésung, 0,1 % (v/v)
Tween 20, 0,1 % (w/v) CHAPS, 5 mM EDTA in 1 X Denhardt's Losung)

— Luziferase Assay Puffer (33,3 mM DTT, 100 mM EDTA, 1, 07 mM
Mg(CO3)4Mg(OH); * 5H,0, 2,67 mM MgSO4, 20mM Tricine, pH 7.8)

— Luziferase-Lysepuffer (25 mM Tris/H3PO,4 pH 7.8, 2 mM CDTA, 2 mM DTT, 10 %
Glycerin, 1 % Triton X-100)

— MBSH (1 X Lésung: 880 mM NaCl, 24 mM NaHCO3, 100 mM KCI, 4 mM CaCly,
3,3 mM Ca(NO3),)

— Orange G Nukleinsduren Ladepuffer (6 X Losung: 0,25 % (w/v) Orange G, 40 %
(w/v) Saccharose in H,0)

— PBS (Carl Roth, Karlsruhe)

— PBST (0,1 % (v/v) Tween 20 in 1 X PBS)

— TAE-Puffer (40 mM Tris/Acetat pH-Wert 8,3, 1 mM EDTA)
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3.7. Chemikalien

— Agarose NEEO Ultra-Qualitat (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
— Ammoniumpersulfat (Bio-Rad GmbH, Munchen)
— Chloroform (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
— DTT (Dithiothreitol) 0,1 M (Promega GmbH, Mannheim)
— NBT Stocksolution (Roche GmbH, Mannheim)

— BCIP Stocksolution (Roche GmbH, Mannheim)

— Tween 20 (Serva GmbH, Heidelberg)

— L-Cystein (Sigma-Aldrich, Steinheim)

— Midori Green (DNA-/RNA-Farbstoff) (Biozym GmbH, Oldendorf)

— RNAtidy G (AppliChem GmbH, Darmstadt)
— IPTG (Promega GmbH, Mannheim)
— DAPI (Promega GmbH, Mannheim)
— DEPC (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
— MOPS (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
3.8. Kits

— PureYield™ Plasmid Midi-und Miniprep System (Promega, Mannheim)

— MMESSAGE mMACHINE® SP6 Kit (Ambion, Warrington, UK)
— DIG RNA Labeling Kit (SP6/T7) (Roche, Mannheim)

— ProbeQuantTM G-50 Micro Columns (GE-Healthcare, Miinchen)
— Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up-System (Promega, Mannheim)

— GeneMorph Il EZClone Domain Mutagenesis Kit (Agilent, Waldbronn)

3.9. Medium fir Zellkulturen

— Hauptkulturmedium fur CK JM109 (1 X LB mit 20 mM MgSO,)

— LB-Medium (10 g Baktotrypton, 5 g Hefeextrakt, 5-10 g NaCl mit H,O bis auf 1 L
auffullen, pH 7,5. Autoklaviert)

— SOB (Hefeextrakt 5 g/l, 20 g/l Tripton, 0,6 g/l 10 mM NacCl, 10 g/l 0,25 M KCI, 5 ml
2M MgCl, (aus 1 M MgCl, - 6H,0 und 1 M MgSO, - 7H,0), Add. H,O 1 |, (pH 6,8
- 7,0). Autoklaviert und sterilfiltriert.

— SOC-Medium (4 g/l Glucose und SOB-Medium)

— TBF-II (10 mM MOPS, 75 mM CacCl,, 10 mM RbCI,15 % Glycerin, pH 6,5)

— TFB-I (30 mM Kaliumacetat, 10 mM CacCl,, 100 mM RbClI, 15 % Glycerin, 50 mM
MnCl,, pH 5,8. Sterilfiltriert)

— DMEM+4,5 g/L D-Glucose (Life Technologies, Darmstadt)

3.10. Zellkulturen
— HEK-293 (ATCC# CRL-1573)

— E.coli Stamm JM-109  (Genotyp: endAl recAl gyrA96 thi hsdR17 (rk- mk+) relAl
SupE44D (lac-proAB) [F'traD36 proAB lacqZDM 15]) (Promega, Mannheim)
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3.11. Gerate

Binokular Mikroskop, Leica S8APO
Biofuge fresco

Multifuge 3 s-R

BioPhotometer

Brutschrank fir Embryologie BK-600
Brutschrank fur Embryologie, MIR-254
Brutschrank, APT LineSerie BD/ED/FD
Diana Il Geldokumentationsanlage,
Digitalkamera Retiga Color 12 bit

EK-1 Membranpumpe MZ2
Elektrophoresekammer Model: 40-0787
Flaming/Brown Micropipette Puller P-97
Fluoreszenzmikroskop DMIRE2
Feinwaage

INTAS ,Gel Max* mit 2/3”Cam.
iCycler™ Thermal Cycler

The CleanSpot A PCR/UV Work Station
Inkubator fur Zellkulturen

Intelli-Mixer Sky-Line

Kaltlichtquelle Fiber Optic Light Source
Kaltlichtquelle, KL 1500 LCD LEICA
KiUhlmikrozentrifuge 5415 R

Mircoflow 2 Advanced Bio Safety
Magnetrihrer, RCT Basic

Membran Vakuumpumpe MZ2
Pneumatic Pico-Pump PV 820
pH-Meter, WTW pH 521
Prazisionswaage, Scout™ Pro
Schuettelmischgerat Typ 2010
Sterilbank, Microflow-2

Sterile Cycle CO; Incubator
Thermoblock TYPE BBA1
Thermoschiittler Orbital Shaker

Ultra Turrax® T8

Ultrospec 2100 pro Spectrophotometer
Vortex-Genie 2 Model G-560E
Wasserbad Typ WNB7
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(Leica, Bensheim)

(Kendro, Langenselbold)
(Heraeus Sepatech, Hanau)
(Eppendorf, Hamburg)
(Heraeus, Hanau)

(Sanyo, Japan)

(Binder, Tuttlingen)

(Raytest, Straubenhardt)
(Qlmaging, Burnaby, Kanada)
(Vacuubrand, Wertheim)
(PeqgLab, Erlangen)

(Sautter Instrument, USA)
(Leica, Bensheim)

(Sartorius, Gottingen)

(Intas, Gottingen)

(Bio-Rad, Minchen)

(COY L.P., USA)

(Binder, Tuttlingen)

(LTF GmbH, Wasserburg)
(Euromex, Arnhem, NL)
(Leica, Bensheim)
(Eppendorf, Hamburg)
(NUNC, Wiesbaden)

(IKA Labortechnik, Staufen)
(Saur-Laborbedarf, Reutlingen)
(WPI inc., Sarasota, USA)
(WTW GmbH, Weilheim)
(OHAUS, HJ, USA)
(UNIMAX, Heidolph)

(NUNC, Roskilde, Danemark)
(Thermo Forma, Marietta, USA)
(Grant Instruments, GB)
(Thermo Forma, Marietta, USA)
(IKA Labortechnik, Staufen)
(Amersham, Freiburg)
(Scientific Industries, NY, USA)
(Memmert, Schwabach)



4. Methoden

4.1. Molekularbiologische Methoden

4.1.1. Extraktion der gesamt RNA aus X.laevis Embryos

Der Ultra-Turrax T8 wird vor jeder Homogenisierung viermal mit 1 ml H,O und zuletzt
mit 1 ml RNAtidy G gereinigt. Die 10 -12 Embryonen pro Embryonalstadium (Abb.5)
werden jeweils mit 1 ml RNAtidy G versetzt und homogenisiert. Die Lysate werden
mit 200 pl Chloroform ausgeschiittelt, 2-3 min bei RT inkubiert und 15 min bei 13 200
rpm abzentrifugiert. Die klare obere Phase, die RNA enthalt, wird isoliert, erneut mit
200 pl Chloroform ausgeschuttelt und zentrifugiert. Die RNA befindet sich auch jetzt
in der oberen Phase und wird sauber isoliert.

4.1.2. Fallung der gesamt RNA

Die RNA-Extrakte aus Embryonen werden mit der doppelten Volumen EtOH-absolut
versetzt und UN bei — 80 °C inkubiert. Am nachsten Tag werden RNAs 30 min bei 4
°C und 13 200 rpm gefallt. RNA-Pellets werden mit eiskaltem 1 ml 70 %-Et-OH
gewaschen und wie vorhin erneut gefallt. Nach dem Entfernen des Uberstands
werden die Alkoholreste bei Raumtemperatur verdunstet und in 15 pl nukleasefreiem

H,O aufgenommen.

4.1.3. Aufreinigung der Nukleinsauren

Die Aufreinigung von DNA Fragmenten wurde Uber das ,SV Wizard Gel Cleanup
System® (Promega), entsprechend den Herstellerangaben durchgefuhrt, wobe die
Zentrifugationen mit 13 200 rpm und variablen Elutionsvolumen von 30 pl bis 50 pl
erfolgten. Die in vitro transkribierte mRNAs und die DIG-Markierte RNA-Sonden
wurden mittels GrélRenauschlusschromatographie Uber den ,ProbeQuantTM G-50

Micro Columns® (GE-Healthcare) nach den Vorschriften der Hersteller aufgereinigt.

4.1.4. Selektive Degradation von Nukleinsauren

Zur Abtrennung methylierter PCR-Matrizen von Amplifikaten wird mit 1 pl Dpnl (5
u/pl) pro 25 ul PCR-Ansatz fir 2 h bei 37 °C verdaut.
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RNA-Extrake aus Embryonalstadien werden durch Inkubtion mit mit 0,5 pl (2 u/pl)
Turbo DNase™ (Life Technologies) pro 5 pl RNA-L8sung tiber 15 min bei 37 °C von
DNA-Kontaminationen befreit. Das Enzym wird anschlie3end bei 70 °C uber 10

Minuten denaturiert.

4.1.5. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Nukleinsauren werden durch ihre spezifischen Extinktion (E) bei 1260 (DNA) oder
2280 nm photometrisch quantifiziert. Dabei entspricht eine Ezso von 1 einer RNA-
Konzentration von 40 pg/ul bzw 50 pg/ul doppelstrangige DNA. Liegt der Quotient
Ezeo/E2g0 der Losung zwischen 1,8 und 2,0 kann von einer von proteinfreiem
Nukleinsaurenprobe ausgegangen werden. Die Nukleinsduren Konzentration werden
am ,BioPhotometer” (Promega) bestimmt. Daftir wird Jeweils 2 ul RNA oder DNA mit
98 ul mit H,O gemischt und nach dem Leerwerteinstellung (nur 100 pl Wasser) ihre

Konzentration gemessen.

4.1.6. Reverse Transkription von gesamt RNA X.laevis Embryonen

Fur die Synthese von cDNA wird pro 1 ug RNA-Matrize mit 1 pg Random-Hexamer
Primern (500 pg/ul) und Nuklease freiem H,O in einem Volumen von 10 pl angesetzt
und 10 min bei 70 °C inkubiert. Nach der Hybridisierung von Primern und RNA-
werden die Ansatze auf Eis gekihlt und pro Reaktion mit 9,5 pl des RT-Mastermixes
versetzt. Dieser enthélt 4 ul 5 X M-MLV-RT Puffer, 2 pl 10 mM DTT, 1 ul 10 mM
dNTPs und 2,5 pl H,O. Zu jedem Ansatz werden 0,5 pl der 200 U/pul M-MLV-
Reversen Transkriptase (Promega) zugegeben, bei den Negativkontrollen 0,5 pl
H,O. Alle Anséatze werden bei 42 °C fur 50 min inkubiert. Anschlieend wird das
Enzym fir 10 Minuten bei 70 °C inaktiviert, mit Nuklease freiem Wasser 1 : 3

verdinnt und bei — 20 °C gelagert.

4.1.7. Analytische Flachbett-Gelelektrophorese

Zur Nachweis und zur Qualitatskontrolle werden die Nukleinsauren in der Flachbett-
Gelelektrophorese analysiert. Fir DNA Fragmente bis 1000 bp werden 1,6 % - 2 %-
ige und fur DNAs Uber 1000 bp groRRe (einschlie3lich Restriktionsverdau) sowie fur

RNA-Elektrophorese 1 % - 1,3 % Agarose/TAE Gele verwendet. Die Agarosegele
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werden nach dem Aufkochen bis etwa 60 °C abgekihlt, mit Midori Green (1 : 20 000)
versetzt und in Gelformen gegossen. Midori Green interkaliert in Nukleins&uren und
emittiert ein grines Licht nach Anregung mit UV (A =312 nm und A = 254 nm).

Etwa 1-3 pg DNA bzw. RNA werden mit Nukleinsduren versetzt und auf das Gel
geladen. Als GréRen und Massen-Standard dient der 2-Log DNA-Marker (Abb.2).

In einer elektrischer Feld bei einer Gleichspannung von 60 - 120 V wandern die
negativ geladenen Nukleinsduren-Fragmente zur Anode wund trennen sich
voneinander anhand ihrer Grossen. Die Dauer der Auftrennung wird an die
FragmentgroBRe angepasst. Die Grossen und Massen doppelstrangiger DNA-
Fragmente, kbnnen im Agarosegel optisch oder densitometrisch mit den Banden des
DNA-Markers verglichen werden. Gesamt-RNA wird in der analytischen Flachbett-
Gelelektrophorese durch zwei Banden erkannt, welche die in der Zelle am h&ufigsten

vorkommende RNA Populationen, die 18S-und 38,5S rRNA, reprasentieren.

4.1.8. Praparative Flachbett-Gelelektrophorese

DNA Fragmente, die fur weitere Ansatze genutzt werden, werden im praparativen
Massstab Uber ein Agarose-Gel aufgetrennt. Nach kurzer Belichtung bei 312 nm
werden die DNA-Fragmente schnell ausgeschnitten.

Mass (ng) Kilobases
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Abb. 2. DNA-GroRenstandard 2-Log DNA Ladder (0.1-10.0 kb) zum Abschéatzen der DNA-

Grofle und Masse.
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4.1.9. Restriktionsanalyse von DNA

In Experiment verwendete Restriktionsendonukleasen erkennen meist als Palindrom
organisierte spezifische DNA-Sequenzen, fuhren einen Doppelstrang-briiche ein und
hinterlassen 5‘ bzw. 3‘ Uberhange. Zum analytischen Restriktionsverdaus von 1 pg
DNA in 1 h, wird 1 U des gewahlten Enzyms (bzw. Enzyme-Paar) im vom Hersteller
vorgeschlagenen Puffer in einem Gesamtvolumen von 10 oder 20 ul angesetzt. Die
DNA-Fragmente werden anschlie3end Mittels analytischen Flachbett-Elektrophorese
analysiert. Zur enzymatischen Linearisierung von in vitro Transkriptions-Matrizen,
wurden Je 32 ul (ca. 0, 2 - 1 pg/ul) der Konstrukte im Expressionsvektor pCS2 mit 4
pl Notl und 4 pl versetzt. Die Anséatze werden bei 37 °C 0N inkubiert.

4.1.10. Ligation von DNA Fragmente

DNA-Ligasen katalysieren die Verknipfen von DNA-Stradngen tber Phosphodiester-
Bindungen zwischen 5'-Phosphat und 3‘-Hydroxyl-Gruppen benachbarter Nukleotide.
Ein Ligationsansatz in 10 pl besteht aus 25 - 50 ng linearisierter Plasmid-DNA und
dem zu insertierenden Fragment im drei- bis siebenfachen molaren Uberschuss, 1 pl
10 X Buffer und 10 U T4 DNA Ligase. Die Inkubation erfolgt bei 12 - 13 °C UN oder

bei Raumtemperatur fiir 2 - 4 h.

4.1.11. Herstellung chemisch kompetenten JM-109

200 pl chemisch kompetenten JM 109 werden im 20 ml Vorkultur 1 X LB bei 225 rpm
und 37 °C UN inkubiert. 250 ml Hauptkultur 1 X LB werden mit 10 ml dieser Vorkultur
angeimpft und bei gleichen Bedingungen bis ODgpo 0,6 — 0,8 inkubiert. Nach 5 min
auf Eis werden die Bakterien flir 5 min bei 4000 g und 4 °C abzentrifugiert, in 200 ml
TFB-1 resuspendiert und 1 h bei 4 °C inkubiert. Die Bakterien werden erneut
zentrifugiert, in 10 ml TFB-1l aufgenommen, in 50 — 100 pl Porionen aliquotiert, in

flussigem N, schockgefroren und bei — 80 °C gelagert

4.1.12. Transformation chemisch kompetenten JM-109

Zur Amplifikation von Plasmiden in JM-109 wird die Plasmid-DNAs zuvor in Bakterien
eingebracht. 50 -100 pl chemisch kompetenten JM-109 wird auf Eis gestellt, die 1 - 5

pg Plasmid DNA zugemischt und 10 - 20 min inkubiert. Nach einem Hitzeschock fur
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45 sec bei 42 °C und Inkubation 2 - 5 min auf Eis, wird dem Ansatz 200 - 400 pl
SOC-Medium zugegeben und 30 Minuten bei 37 °C und 225 rpm inkubiert.

4.1.13. Selektion und Amplifikation von Plasmide in JM-109

In dem pGEM-T Vektor befindet sich ein modifiziertes lacZ-Gen, welches fur den C-
terminalen Teil der B-Galaktosidase kodiert. Wird kein DNA-Fragment in das Vektor
integriert, wird nach Induktion mit 100 pl IPTG die katalytische Domane der (-
Galaktosidase exprimiert. IPTG wirkt als Induktor des Lac-Operons, indem es an den
Lac-Repressor bindet. Wurde der E. coli Stamm so ausgewahlt, dass dieser den a-
Abschnitt der N-terminale Doméane von B-Galaktosidase exprimiert, kommt es zu der
sogenannten a-Komplementierung, indem die beiden separaten Domanen der (-
Galaktosidase sich zu einem funktionellen Enzym ergénzen. Bietet man diesen
transformierten und induzierten Bakterien das Substrat 50 ul X-Gal (5- Brom-4-chlor-
3-indoyl-B-D-galaktosid) an, so wird dieses zu einem blauen Farbstoff umgewandelt.
Wird jedoch ein DNA-Insert in der Polylinker des Vektors eingefiigt, unterbricht dies
das p-Galaktosidase Gen im Vektor und verhindert damit die a-Komplementierung.
Daher ist eine Kolonie, die kein rekombinantes Insert tragt blau, wahrend eine
Kolonie mit Insert weil3 bleibt.

4.1.14. Plasmidpraparation aus JM-109

Praparation von Plasmide aus JM-109 wurde in Mini-oder Midi-Volumen nach
Vorschriften des entsprechender Protokoll des ,PureYield™ Plasmid Midi-und
Miniprep System® Kits (Roche) durchgefuhrt mit Ausnahmen von unterschiedlichen

Elutionsvolumen und Maximaler Zentrifugationsschritte von 13 200 rpm.

4.1.15. Analytische Polymerase Kettenreaktion (TagPCR)

Polymerase-Kettenreaktion (PCR) erlaubt eine, durch spezifische Primer-Paar
begrenzten DNA-Abschnitt exponentiell zu amplifizieren. Im Thermozykler, nach dem
Hitzedenaturierung von dsDNA und abkihlen von Ansatz bis auf spezifischen
optimaler Schmelztemperatur von Primer (T"), hybridisieren die an den
Komplementaren einzelstrangabschnitt des DNA. Anschlielend verlangert die
thermostabile DNA-Polymerase die Primer von ihre 3'-Ende. Reaktion ablauft im
mehreren Zyklen je nach passende Konditionen. Das Standard-Programm im
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Thermozykler beginnt mit einem Denaturierungsschritt bei 94 °C (3 - 5 min). Darauf
folgen (je nach erwarteten Produktmenge, Matritze und Primerspezifitdt) zwischen
18 bis 36 Zyklen bestehend aus 1/2 -1 min bei 94°C, weiteren 30 - 60 sec bei 50 - 60
°C (Primerspezifische T™) und 30 sec pro erwarteten kb Produkt bei 72 °C (flr
TagPol). AbschlieRend, folgen eine 10 min Inkubation entsprechend bei 72 °C
Abkuhlen von Reaktionen auf 4°C.

Im Experiment wurden Alle PCR-Ansatze in ein 0,2 ml-Reaktionsgefal3 in
Gesamtvolumen von 25 oder 50 pl angesetzt. Jeder 25 pl TagPCR-Reaktion besteht
aus 5 pl 5 X GoTaq" Buffer, 0,5 ul dNTP’s (jede 10 mM), 25 - 35 ng Matrizen-DNA
oder cDNA aus 1 pg gesamt RNA, 0,5 pl Primer Paar (10 pmol/pl jede Primer), 0,25
pl 5 U/ul GoTaq DNA Polymerase und H,O. Zur Ausschlielen von mdoglichen
Kontaminationen wurde parallel zu jedem MM eine H,O-Kontrolle (- Matrize)
mitamplifiziert. AuRerdem, fir PCR-Amplifikationen aus cDNA wurden von jeweiligen
Stadium die —RT-Kontrollen oder ihre Mischung (—RT-pool) verwendet. Zur
Vermeiden unerwarteten Kontaminationen meiste cDNA PCR-Reaktionen wurden
unter dem ,CleanSpot A PCR/UV Work Station® angesetzt.

4.1.16. Praparative Polymerase Kettenreaktion (PfuPCR)

Die TagPol produziert Giberwiegend die A-Uberhiange im PCR-Produkt, das fir T/A-
Klonierung (im pGEM-T) gunstig, jedoch fur prazise Konstruktion von Rekombinanten
Expressionsvektoren meist nicht geeignet, besonders wenn die Fellerrate von diese
,Sschnelle“ Polymerase relativ hoch ist. Im Gegensatz von TaqPol besitzt die Pfu-
Polymerase (PfuPol) auer 5°-3‘ auch die 3‘-5° Exonuklease Aktivitat (Proofreading).
Dadurch wird die Fehlerrate im neusynthetisierten DNA-Strang auf Minimum
reduziert. Dabei produziert PfiPol PCR-Produkte mit glatten 5°-3° Enden, die in der
Akzeptor-DNA korrekt Integriert werden konnen. Das Standard-Programm fur
PfuPCR wurde prinzipiell wie TagPCR gewahlt mit Ausnahme von Zyklenanzahl (30 -
34 Zyklen), 1 min Elongationszeit pro kb von der erwarteter Produkts und
Temperaturoptimum fur Pfu-Pol (68 °C).

Jeder 25 pl Standartreaktion fur praparativen PfuPCR besteht aus 2,5 ul ,10 X
Cloned Pfu polymerase reaction buffer, 0,5 ul dNTP’s (jede 10 mM), 0,5 upl
Primer-Paar (10 pmol/pl jede Primer), 0,25 ug DNA-Matrize, 0,5 pl ,PfuTurbo® DNA
polymerase” (2.5 U/ pl) und H,O.
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4.1.17. Mega-Primer-Mutagenese PCR

In vorliegende Arbeit sollten die zuvor mittels dem TaqPCR und anschliel3end mit
Hilfe von PfuPCR amplifizierten neue XTCF4 cDNA-Mega-Primern im XTCF4C
Struktur integriert werden. Die denaturierte Mega-Primer einzelstrange nach der
Hybridisierung an der Komplementaren Flanken von Matrize, werden von ihren 3'-
Enden verlangert und wird nun die zu inserierenden Abschnitt der Mega-Primer in
der Mutagenese-PCR-Produkt auftreten. Dadurch kénnen sowohl deletionen als
auch die Insertionen von Ziel-DNA erreicht werden. Wahrend Aex4-Mega-Primer
seine Zielsequenz aus dem Matrize deletieren kann, integrieren die XTCF4 C-
Terminus Mega-primern mit den neuen XTCF4 cDNAs im TCF4C_pCS2. Diese Ziel
wird durch Mutagenese PCR mittels GeneMorph 1l EZClone Domain Mutagenesis
Kit, nach Vorschriften der Hersteller erreicht.

Pro 50 ul Mutagenese-PCR Reaktion wurde als Template jeweils 50 ng XTCF4C-
pCS2 Plasmid und 250 pg Megaprimer eingesetzt. Das optimale PCR-Programm
wurde von Herstellerstandart abweichend eingestellt: Dem Denaturierung von DNA
bei 95 °C fur 4 min folgen 30 Zyklen bestehend aus Denaturierung bei 95 °C 1 min
bei 94°C, weiteren 1 min bei 60 °C und abschlieRenden 13 min bei 68 °C (DNA-
Neusynthese). Zuletzt folgen 10 Minuten Inkubation bei 68 °C und eine
abschlieBende Kuhlung bei 4°C.

4.1.18. PCR-Nachweis von unbekannten XTCF4 mRNA-Sequenzen

Zur spezifischen Amplifikation von unbekannten embryonalen XTCF4 CRD -und der
C-Terminus cDNA-Sequenzen mit Primerpaare ex3f/ex5r oder ex12f/ex17r wurde
analytische Tag-PCR durchgefihrt. Diese XTCF4 spezifische Primer-Paare, die zu
untersuchenden Exon 3-5 und Exon 12-17 Regionen dieses Gens flankieren,
sollten aus den embryonalen gesamt cDNAs die Sequenzen bisher nicht bekannten
XTCF4-Transkripten amplifizieren. Zur Erweiterung der Suche zwecks Gewinnung
mehr Sequenzinformationen der neuen XTCF4 Transkripten, wurden weitere Tag-
PCRs mit verschiedene Primer Kombinationen durchgefiihrt. Primerwahl und die
PCR-Produktengrof3en werden im Ergebnissteil (Kapitel 5.5) besprochen. Zur
Nachweis von zeitlichen Expressionsprofils von mRNAs zuerst wurden die RT-
Reaktionsprodukte (St/cDNAs) und die — M-MLV RT Negativkontrollen (-RT) als

Matrizen far Amplifikation von ODC-cDNAs verwendet. Durch mehrere TagPCRs mit
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unterschiedlichen Matrizenvolumen und Geldetektion, wurden die ODC-
Bandenintensitaten aus alle Stadien-cDNAs miteinander optisch abgeglichen und
anschlieend mittels ,AIDA-ImageAnaliser‘-Densitometrie gemessen. Somit wurden
die Abweichungen von den densitometrischen Werten zwischen der St/cDNA
Banden bis auf 10-15 % reduziert. Diese experimentell ermittelten Volumen wurden
als Template-Volumenstandards fir Amplifikation der cDNA-Sequenzen und ihre —
RT-Kontrollen verwendet.

4.1.19. Herstellung DIG-markierten RNA Sonde fur in situ Hybridisation

Die Digoxigenin (DIG)-markierte RNA-Sonde wird mittels DIG RNA Labeling Kit
(SP6/T7) nach Herstellervorschiften hergestellt. Als Matrize fur Transkription von
sense und antisense 329 bp langen DIG-RNAs wurde pGEM-T insert L (Abb. 3A)
verwendet. Flankierend zu der MCS enthalt pGEM-T Notl und Ncol Schnittstellen
sowie entsprechend die Bindungsstellen fur T7 und SP6 RNA-Polymerasen. Durch
Notl linearisierter Vektor eignet sich dabei flr Transkription mit T7-Polymerase und
Ncol fur SP6. Ein 20 pl Reaktionsansatz besteht aus 1 ug linearisiertem Plasmid, 2 pl
10 X DIG-Labelling-Mix, 2 pl passende RNA-Polymerase, 2 pl 10 X Transkriptions
Puffer und nukleasefreiem H,O. Die Ansatze werden fur 2 h bei 37 °C inkubiert, mit
Turbo DNase behandelt, uber ,ProbeQuant™ G-50 Micro Columns® aufgereinigt im

Agarosegel tberprift und bei — 80 °C gelagert.

4.1.20. Herstellung neuer XTCF4-Genkonstrukte

Zur Herstellung von neuen XTCF4-Genkonstrukte wurde entweder PfuPCR-Deletion
von Exon-4 im XTCF4C, Megaprimer Insertion von XTCF4 C-clamp und Aex4
Sequenzen im XTCF4C und Subklonierung von XTCF4-Fragmente aus einem

Quellvektor in den erwiinschten Zielvektoren angewendet.

4.1.21. Sequenzen Analyse

Zur Sequenzierung von neuen DNA-Sequenzen wurde der GATC Biotech AG
beauftragt. Zur Sequenzenanalyse, Vergleich und Planung neuer DNA’s, wurde ApE

Software Anwendungen benutzt.
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4.1.22. In vitro Transkription

Fur Syntese von Injektions-mRNAs wurde MMESSAGE mMMACHINE SP6
Transkription Kit verwendet. Die in vitro Transkriptionsansatze bestehend aus 3 pl
H,0, 10 ul 2 x NTP/CAP, 2 pl 10 X Reaction Buffer, ca. 1 pg durch Notl linearisierte
pCS2-Plasmid mit verschiedenen Inserts und 2 pl Enzyme-Mix  wurden in
Gesamtvolumen von 20 pl auf Eis angesetzt (Reihenfolge wird eingehalten). Die
Ansétze werden 2 h bei 37 °C inkubiert. Anschlielend, werden die Matrize DNA
durch DNase | verdaut und tber den ProbeQuant™ G-50 Micro Columns (GE
Healthcare) nach Herstellerangaben aufgereinigt. Nach dem Konzentrations-
bestimmung und Qualitatskontrolle durch analytische Flachbett-Gelelektroporese,

werden die synthetisierte mRNAs aliquotiert und bei — 80 °C gelagert.

pCS2-Genkonstrukte fur in vitro Transkription

hTCF4-S2

hTCF4-E2

XTCF1-Flag

XTCF4C

XTCF4C-E2
XTCF4C-E2AR
XTCF4C-Aex4
XTCF4C-Aex4-E2AR
mycXTCF4C-Aex4
mycXTCF4C-Aex4-E2AR

4.2. Zellbiologische Methoden

4.2.1. Zellkultur

Fur Reportergen Analysen wurden humane Nierenepithelzellen der Linie HEK-293
(Human Embryonic Kidney-293) benutzt. Die HEK-293 wurden in DMEM-High
Glucose-Vollmedium mit 10 % FCS und 1 % Pen/Strep in 25 cm? Zellkulturflaschen
kultiviert. Zum Passagieren wurden die Zellen mittels 1 ml Tripsin/EDTA vereinzelt.
Die proteolytische Aktivitat des Trypsins durch Zugabe von 12 ml Vollmedium
inhibiert. Die Zellen wurden in geeigneter Verdinnung in 5 ml Vollmedium in neuen 5
ml Vollmedium ausgesat. AnschlieBend wurden sie im Brutschrank bei Standard-
bedingungen fur Saugerzelllinien (37 °C, 5% CO,) inkubiert. Fir Kernlokalisations-

Assay der 6-Well-Platte, wurde mit 1 X PBS 1 X gewaschen, 3 runde Galssplatchen
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jeweils pro Well reingelegt und mit dem Alcianblau-L6sung bei RT beschichtet. Nach
1 h wurde Alcianblau abgesaugt, die Galssplatchen mit PBS gewaschen und
Vollmedium  vorgelegt. AnschlieRend wurde  Zellsuspension  zugegeben
(Gesamtvolumen 2,5 ml/Well). Alle HEK-293 Zellen vor der Transfektion wurden tber

Nacht im Brutschrank inkubiert.

4.2.2. Transiente Transfektion der HEK-293 duch CaPO,;-Methode

Die hypotriploide HEK-293 Zellen enthalten ein 4,5 kb Sequenz des Adenovirus-
SV40 Genoms stabil in ihren Erbgut, kbnnen osmotische-, Starvations-und pH-Stress
Uberstehen und sind fur CaPOg4-Prazipitation gut geeignet. Etwa 3 - 4 h vor der
Transfektion wurde altes Vollmedium entfernt und die Zellen in DMEM ohne FCS
inkubiert. Zur Transfektion wurde jeweils 4 - 5 pg Plasmid -DNA mit 1 ml 1 X HEBS -
Puffer (pH 7.12) zugegeben, 50 ul 2,5 M CaCl, zugemischt und bei RT fur 20 bis 30
minuten inkubiert. Zu Zellen fir Reportergen-Assays wurden die Transfektions
ansatze zugegeben und im Brutschrank 3 - 4 h inkubiert. Altes Medium wurde
entfernt und die Zellen in Vollmedium fur weitere 48 h bei Standard-Bedingungen
wachsen gelassen.

Fur das Kernlokalisierung-Assay wurden die Zellen durch gleiche Methode direkt in
6-Well-Platten, mit 3 pl Gesamtvolumen pro Well transfiziert. Die Kontroll-Zellen fur
beide Assays wurden nach gleicher Methodik behandelt, jedoch ohne Plasmid-

DNAs. Die in diesen Versuchen transfizierte Plasmide werden wie folgt dargestellt.

Plasmide in Reportergene- und Kernlokalisation* Assays:

XTCF1-Flag_pCS2
XTCF4C_pCS2
mycXTCF4C-E2AR_pCS2
mycXTCF4C-Aex4-E2AR_pCS2
XTCF4C-Aex4 pCS2 *
XTCF4C-E2AR_pCS2 *
XTCFAC-Aex4-E2AR_pCS2 *
CMV B-Galactosidase

8 X Super TOP-Flash-Luciferase
Blue-script Xsiam-Luciferase
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4.2.3. Ernten und Lyse der HEK-293

Von allen Zellkulturflaschen wurde altes Medium entfernt und die Zellen insgesamt
in 1,5 ml 1 X PBS/Flasche abgeschabt. Die Zellsuspensionen (900 pl fur B-Gal-Assay
und 450 pl fur Luziferase-Assay) wurden in die Eppis uberfiihrt und 5 min bei 4 °C
und 5 000 rpm pelletiert. Die Zellpellets wurden in eiskalten Luci-Lysiepuffer oder
Tris-Lysepuffer (fur B-Gal Assay) resuspendiert und mit 1 ml Injektionsspritze und 0,4
mm Diameter Kanlle homogenisiert. Alle Zellproben wurden 5 min bei 4° C und 13

000 rpm Zentrifugiert, Uberstande in neuen Eppis uberfuihrt und auf Eis gestellt.

4.2.4. Kernlokalisation Assay

Der Nachweis von Kernlokalisierung von neu Hergestellten XTCF4C-Isoformen nach
dem Transfektion in HEK-293 sollte durch Immunfluoreszenzfarbung und
Fluoreszenzmikroskopie Uberpriuft werden. Die Glasplattchen mit Zellen wurden mit
Ca?*/PBS 3 X 5 min gewaschen und im Feuchtkammer tberfiihrt. Zellen wurden mit
PFA 10 min lang fixiert und 3 X 5 min mit PBS gewaschen. Die Zellmembranen
wurden mit 1 % PBS-T 5 min lang permeabilisiert und mit 0,1 % PBS-T 3 X 5 min
gewaschen. Proben wurden im 20 % Pferdeserum fir 1/2 h bei raumtemperatur
blockiert, Primare Antikbrper mkl Maus a-TCF3/4 (1 : 500 in 20 % Pferdeserum/PBS-
T, 100 ul/Glasplattchen) gegeben und Uber Nacht im Dunckel bei 4 °C inkubiert. Am
nachsten Tag wurden die Proben mit 0,1 % PBS-T 3 X 5 min gewaschen und
zusammen mit Sekundaren Antikdrper pkl GAM-Cy3 (1 : 200 in 20 % Pferdeserum
/PBS-T, 100 pl pro Plattchen), bei 37 °C, 1 h inkubiert. Die Proben wurden mit 0,1 %
PBS-T 3 X 5 min gewaschen, 2 min mit DAPI (1 : 10 000) bei Raumtemperatur
inkubiert und erneut 3 X 5 min mit 1 X PBS gewaschen. Auf den Objekttragern wurde
jeweils ein Tropfen Moviol platziert, die Glasplattchen umgedreht, mit Zellen auf dem
Moviol, eingebettet und Uber Nacht bei Raumtemperatur trocknen gelassen.
Anschliel3end wurden die Proben mittels inverser Fluoreszenzmikroskop von Leica in
40 000 fachen VergroRerung detektiert und mit Hilfe von OpenLab Software

dokumentiert.

4.2.5. Reportergene Assay

In  Reportergene-Assay wurde eine Kombination von p-Galactosidase-und

Luciferase-Reporter benutzt. In diese enzymatische Assay uberfuhrt die f-
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Galactosidase ihre farblose Substrat Galactoside in einem gelblichen Produkt, das
durch Spektralphotometrischen Messung registriert werden kann. Wahrend der
Biolumineszenz-Assay durch die Luciferase oxidierte Luciferin emittiert Licht, welche
durch Luminometer gemessen wird.

Die an das Super TOP-Flash (STF) mit 8 X CCCCCTTTGATCTT-WREs oder der
Xsiamois Promotorfragmente (Siam) gesteuerte Luciferase Gen sollte in HEK-293
Auskunft Uber aktivierenden Eigenschaften von TCFs liefern. Hierfur, wurde jeweils
20 ul des zellularen Proteinextrakts 100 pl Luciferase-Assay-Reagenz zugegeben
und die RLUs (Relative Light Units) mittels Luminometer gemessen (Linearen
Bereich liegt zwischen 0,2 - 0,8 OD). Der konstitutiv exprimierende CMV-4-Gal wurde
als Normierungs-Reporter zusammen mit jeder TCF-Isoform und negativkontrollen
transfiziert. Jeweils 20 pl aus B-Gal-Lysate wurden mit der 3-Gal-Reaktionsansatz bis
auf 540 pl aufgefillt und zusammen mit einem 540 pl Reaktions-Ansatz (als Null-
Wert ohne Proteinextrakt) bei 37 °C in Warmebad inkubiert, bis eine leichte
Gelbfarbung entstanden ist (ca. Y2 h). Danach wurde mit 1 M NaHCOg3-Ldsung (1
ml/Ansatz) die Reaktion gestoppt und ihre OD ;=420 nm) Mittels Photometer gemessen.
Zur Berechnung der Relativen Aktivitats-Einheiten (RAE) sollten die Luciferin-RLU-
Werte von den einzelnen Proben durch entsprechende OD-Werte den -Gal-Ansatze
dividiert werden. Diese quantitativen Ergebnisse sollten nun Statistisch ausgewertet

werden.

4.3. Entwicklungsbiologische Methoden

4.3.1. Tierhaltung

In Aquarien bei einer Wassertemperatur von 18 - 29 °C werden die geschlechtsreife
Xenopus laevis nach Geschlechtern getrennt im ca. 5 L Wasser pro Tier gehalten.
Das Wasser zirkuliert zwischen Aquarien und UV-Entkeimungsanlage Uber einer
Bakterienfilter. Die Raumen fur Tierhaltung werden 14 h pro Tag hell belichtet. Die
Frosche werden hauptsachlich mit Fertigfutter erndhrt. Zusatzlich bekommen sie
gehaktes Rinderherz einmal in die Woche. Frosche, die Aquarien verlassen haben
und far Eiablage benutzt wurden, werden vor dem zurilicksetzen in Aquarien aus
hygienischen Grinden Uber Nacht im 0,3 % Meeressalzlosung gehalten. Die Leger

werden bis zum nachsten Eiablage fir mindestens zwei Monaten in Ruhe gelassen.
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4.3.2. Eiablage

Eireifung bei Xenopus wird durch subkutanen Injektion der HCG (humanes
Choriongonadotropin), welche vom Follikelepithel in Progesteron umgesetzt wird in
der dorsalen Lymhsack injiziert. Etwa 14 - 16 h vor der Eiablage wird 600 u HCG
verabreicht. Vor 20 - 22 h wird zunachst 50 u HCG injiziert und anschliessend vor 6 -
8 h vor dem Eiablage mit 600 u ergénzt. Die Frosche werden mit bestimmten
Handgriff (Hynterbeine sollen fixiert sein) aus dem Wasser entnommen und die zur
Eiablage mit leichtem Massieren von anteriorem zu posterioren Richtung stimuliert.

Die Eier werden im 10 cm Petrischalen gesammelt.

4.3.3. Testektomie

Die maskuline X. laevis wird im kaltem 0,25 % Aminobenzoesaure-Ethylester Lésung
bis zum aufheben von mechanischen Reflexen (ca. 1/2 h) betaubt und das Tier durch
Durchschneiden der Halswirbelsaule getttet. Die Bauchholle wird mit dem Schere
geoffnet und die Hoden-Paar, die sich anatomisch in dorsalen Fettgewebe, ventral
von den Nieren befinden, werden von benachbarten Geweben freigelegt,
entnommen und in 1 X MBSH bei 4 °C gelagert. Die Qualitat nimmt mit der Zeit ab

und maximale Lagerungszeitraum kann nur 4 - 5 Tagen betragen.

4.3.4. In-vitro-Fertilisation

Etwa 1/4 - 1/3 Testis wird in ca. Iml 1 X MBSH mit dem Skalpell mazeriert. Frische
Gelege wird 100 pl dieser Suspension zugegeben, mit 900 ul H,O verdinnt und
verrihrt. In wenigen Minuten werden die Zygoten an ihren pigmentierten animalen
Polen erkannt, da wahrend der ,Cortical Rotation“ die vegetale Seiten nach
Schalenboden positioniert werden. Zur Separation der Embryos voneinander wird
Gelege nach 1 h Befruchtungszeit mit 2 % Cysteinlésung 5 - 10 min Uberschichtet
und wieder mit 0,1 X MBSH ausgewaschen. Die synchron entwickelnden Embryos
teilen sich zweimal versetzt meridianal und erreichen bei Raumtemperatur in ca. 2 —
2 % h nach der Fertilisation Vierzellstadium. Durch niedrigere Temperaturen (12-14

°C im Inkubator) kann die Furchungsgeschwindigkeit verlangsamt werden.
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4.3.5. Mikroinjektion fur Doppelachsen Assay

Das Injektionsvolumen werden Uber eichen der Injektionsnadel an der 4 nl Gitter
eingestellt. Zur Injektion wurden die Glaskapillare mit 4 - 6 pl jeweiligen synthetischer
MRNA beflhlt und mittels pneumatischer Mikroinjektionsanlage tber N»-Gasdruck
eine definierte Menge des Injektionslésungs in die Zellen eigebracht. Im vorliegenden

Versuche wurde immer 500 pg mRNA in 4 nl pro Zelle injiziert.

Svynthetische mRNAs fiir Mikroinjektion (Abb. 10)

hTCF4-S2

hTCF4-E2

XTCF1-Flag

XTCF4C

XTCF4C-E2
XTCFA4C-E2AR
XTCFA4C-Aex4
XTCFA4C-Aex4-E2AR
mycXTCF4C-Aex4
mycXTCFA4C-Aex4-E2AR

Fur Erzeugung ektopischen Koérperachsen im X. laevis werden die Vier-Zell-Stadium
Embryos in zwei Ventralen Blastomeren Mrginalzonen in die N&he von ihren
Furchungsspalte injiziert und bis Neurulastadien (manschmal auch alter) bei 12 - 14
°C in der Brutschrank inkubiert. Abschlieend wurden die Phanotypen visuell
ausgewertet, im MEMFA-fixiert und mit Hilfe von Leica Binokularmikroskop und
OpenLab Software dokumentiert.

4.3.6. Fixierung von X. laevis Embryonen

Jeweils 10 — 12 Embryos unterschiedlicher Embryonalstadien werden in fliissigem N,
schockgefroren und bei — 80 °C gelagert. Fir in situ Assay wird die Vitelinhille von
Embryonen entfernt und werden sie dann im MEMFA 1 h fixiert. Danach werden die
fixierte Embryonen durch waschen in aufsteigender MetOH Konzentrationsreihe
dehydriert und in 100 % MetOH 4 °C bis — 20 °C gelagert. Die Embryos in
Doppelachsen-Assay werden auch enthllt, in MEMFA fixiert und bei 4 °C fir
mehrere Tage aufgehoben.
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4.3.7. Ganzkeim in Situ Hybridisation Assay

Mittels in Situ Hybridisation (ISH) laf3t sich die Lokalisation von mRNA in Geweben
darstellen. Die Detektion erfolgt durch an den Anti-DIG-Antikdrper gekoppelte
Alkalische Phosphatase (AP), welche BCIP in einen indigoblauen Farbstoff
Uberfuhrt. NBT dient als Oxidationsmittel, welches bei dieser Reaktion ebenfalls
Zu einem blauen  Farbstoff abreagiert und farbverstarkend  wirkt. Die
Negativkontrolle (Sense) kann nicht an die mRNA binden und wird ausgewaschen. Di
X. laevis -Embryos werden in MEMFA bei RT® far 1 h fixiert und Uber eine
absteigende Alkoholreihe, bestehend aus 3 X 5 min 100 % und nachfolgenden 70,
50 und 25 % (v/v) MetOH je 5 min, rehydratisiert. Zur Blockierung von unspezifischen
RNA-Bindungsstellen und gleichzeitigen spezifischen Hybridisierung von DIG-
markierten RNA-Proben werden die Embryonen 4 h im Hybridisations-Puffer,
versetzt mit je ca. 1 pg/pl DIG-RNA Sonde, bei 62-65°C inkubiert. Die Sonden
werden nun entfernt und die Embryonen werden bei 62 — 65 °C in vier Schritten
(Jeweils 10 min) mit den Waschlésungen 1, 2, 3 und 4 und erneut 10 min mit Lésung
4 gewaschen. Im Anschluss werden die Embryonen 2 X 5 min mit PTW und
ebenfalls zweimal finf Minuten mit MAB bei RT° gewaschen und 2 h in MAB-BMB
2% inkubiert, um unspezifisches Binden des Antikdrpers zu vermeiden. Anschlieend
werden die Embryoen mit dem Anti-DIG-Antikdrper (150U/200ul) in MAB — BMB 2 %
(1 : 3000) fur 4h bei RT® inkubiert. Die Antikdrperlésung wird durch 1 X MAB ersetzt
und die Embryonen werden bei 4 °C UN gewaschen. Nach weitere finfminutigen
Waschschritte mit einmal MAB und AP-Puffer werden die Embryonen mit NTB/BCIP
(1,5ul NTB + 1,5ul BCIP pro 1ml AP) 3,5 h gefarbt. Nach dem Bildung des blauen
Niederschlags wird die Féarbereaktion durch H,O abgestoppt. Nachfolgende
Dehydratation wird durch eine absteigende MetOH-Konzentrationsreihe aus zweimal
MetOH-absolut und jeweils einmal mit 70, 50 und 25 % (v/v) erreicht. Dabei entfernt
der Alkohol Uberschissigen Farbstoff. Abschlielend werden die Embryonen in
MEMFA bei RT ° fuar 1 h fixiert und bei 4°C gelagert. Die Dokumentation von

Embryos erfolgte durch Leica Binokularmikroskop und Openlab Software.
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5. Ergebnisse

5.1. X. laevis exprimiert alternative E-tail-Versionen von XTCF4

Sowohl bei Mensch als auch bei X. laevis enthalten die TCF4-Gene Sequenzen flur
die Translation eines langen, C-clamp enthaltenden C-Terminus (E-tail). Zum
Nachweis der Expression dieser XTCF4-E-tail Isoformen wahrend der
Embryogenese in Frosch wurde der entsprechende Bereich aus cDNA der Stadien
19 und 25 mit spezifischen Primern amplifiziert. Es entstanden Amplifikate in drei
unterschiedlichen GroéR3en (Abb.3A). Entsprechend humaner TCF4 Varianten (Weise,
et al. 2011), wurden diese cDNAs als S (small), M (medium) und L (large) sortiert.
Nach Insertion in den Vektor pGEM-T und Amplifikation in Bakterien, wurden diese
Fragmente sequenziert. Die L (E2) und L, (E2AR) Fragmente von XTCF4-cDNA
wurden nach der Amplifikation durch PfuPCR aus pGEM-T in XTCF4C_pCS2 mittels
Mega-Primer-Mutagenese-PCR integriert, in JM-109 vermehrt und durch
spezifischen Restriktionsverdau mit Pstl Uberprift (Abb.3B-Bf). Anschliessend,
wurden die neuen XTCF4 E2 und E2AR cDNAs mehrmals von ihren 3° und 5° Seiten
sequenziert. Die Analyse zeigte, dass die mittelgro3en 259 bp (M) und 215 bp (M)
Fragmente (Abb.3A) durch Sequenzen entsprechend der humanen Exons 12, 13 und
17 zusammengesetzt sind. Dieses Exonkomposition ist fur die XTCF4 Isoformen A, B
und C charakteristisch (Pukrop et al. 2001) und entspricht der humanen M-Form.
Dagegen, beinhalten die groRen 329 bp (L) und 288 bp (L,) Fragmente zusatzlich
noch Exon 14, inklusive einer fur die Aminosduren CRARF kodierenden Sequenz,
entsprechend also der humanen L-Isoform E2 (Abb.3B-C). Wie im humanen TCF4E2
(Weise et al. 2010) fuhrt auch bei beiden XTCF4 L-Fragmenten das Erscheinen des
Exon 14 zu einer Verschiebung des Leserasters an der Exonl3-Exonl7?
Spleissgrenze, so dass nachfolgend eine vollstandige Cystein-Klammer (C-clamp)
translatiert wird (Abb.3C-D), und weiter C-Terminal auch potentielle Bindestellen fur
CtBP entstehen (Abb.7A, Abb.14). Auf DNA-Ebene, unterscheidet sich die XTCF4
Exon-14 vom seiner humanen Homolog kaum. Die sieben Basen-Austausche im C-
clamp kodierenden Bereich verandern die Translation nicht, sodass die Aminosauren
Abfolge identisch bleibt (Abb.3C-D, Abb.11, Abb.12). Interessanterweise wurden hier
zwei unterschidliche L-Isoformen identifiziert. Wahrend eine der Varianten eine zu
hTCF4-E2 identische C-clamp besitzt, fehlt der zweiten Variante am 5'-Ende von

Exon-17 ein AGA-Triplett und damit das Arginin Ra7».
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(A)
cDNA
bp: < 215 259 288 329
M, M L, L
500 -

400
300 _

200
100

- -
- D

(B) (B)’

439 Pstl (2)

D
Q°
XTCF4C-E2DR 1..1886 - 5003
ex14 1342..1416 3000 — -
XTCF4C-E2AR_pCS2 J;“EZDR—Megaprimer 1241..1569 e
/1410 Pstl (2) 1000  m w971
5974 bp
500 =
(©)
—Ex13 /I Ex14
XTCFA4C-E2 L, 1335 > GATCACAGACCTGAGCGCTCCTAAGAAATGTCGAGCGCGCTTTGGCCTT

XTCF4C-E2AR L 1335 > GATCACAGACCTGAGCGCTCCTAAGAAATGTCGAGCGCGCTTTGGCATT
XTCF4-A,B,C M 1335 > GATCACAGA---—=—=———==——==— === m e

1l Ex17
XTCF4C-E2 L, GATCAGCAGAATAACTGGTGCGGTCCCTGCAGAAGGAAAAAGAAGTGCA > 1432
XTCF4C-E2AR L GATCAGCAGAATAACTGGTGCGGTCCCTGC---AGGAAAAAGAAGTGCA > 1429
XTCF4-A,B,C M ——— oo~ AGAAGGAAAAAGAAGTGCA > 1359
(D)
Ex13// Ex14 /I-EX17

XTCF4C-E2 L, 446 > ITDLSAPKKCRARFGLDQQONNWCGPCRRKKKC > 477
XTCF4C-E2AR L 446 > ITDLSAPKKCRARFGIDQQONNWCGPCR-KKKC > 476

hTCF4E2 L 432 > ITDLSAPKKCRARFGLDQONNWCGPCRRKKKC > 463

TCF4C M 446 > ITE---—-———————————————————— GKRSA > 453

C-clamp

Abb. 3. Nachweis von XTCF4 E-tail Spleissvarianten: A) Amplifikationen von cDNA aus
Schwanzknospenstadien mit Primern in Exon-13 und Exon-17 ergaben Produkte
unterschiedlicher GroRe. Das cDNA-Fragment S (konnte nicht sequenziert werden), M (259
bp) und L (329 bp) sowie die nested-PCR-Produkte M, (215) und L, (288 bp) wurden uber
PGEM-T in pCS2 insertiert (B) und durch Pstl-Verdau Uberprift, XTCF4C-E2AR-pCS2 (B’)
(C). Der Vergleich der E2 XTCF4-Isoformen mit hTCF4E2 zeigt, dass die Aminosauren-
Zusammensetzung der C-clamp (hellblau) zwischen Frosch und Mensch identisch ist. (D)
Der Variante E2AR fehlt jedoch das Arginin R47, an der Grenze von Exon-14 und Exon-17.
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AulRerdem ist durch C/A-Inversion am Position 1381 Ley-461 durch lle ersetzt
(Abb.3C-D, Abb.12).

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass in X. laevis XTCF4 C-clamp
Versionen (E2) vorkommen, die mit ihrem humanen Homolog nahezu identisch sind.
Dartber hinaus, wird hier zum ersten Mal die Existenz von AR47»-Version (E2AR)

des E-tails im Frosch gezeigt, die bis jetzt beim Menschen nicht identifiziert wurde.

5.2. Exon-4 wird in XTCF4 alternativ gespleisst

Neben Variationen im C-Terminus findet alternatives Spleissen von TCF4
hauptsachlich in der CRD statt. Hier entstehen bei XTCF4 unter Ausnutzung
alternativer Spleiss-Donor und Spleiss-Akzeptor Stellen die Varianten XTCF4-A, B
und C (Pukrop et al, 2001, Gradl et al. 2002). Das Primartranskript des humanen
TCF4 kann durch alternative RNA-Spleil3en zusatzlich das Exon4 verlieren, was dem
entsprechenden Transkriptionsfaktor aktivierende Eigenschaften verleiht (Weise et
al. 2010). Solche Spleissmuster der CRD von XTCF4 wurden bis jetzt nicht
beschrieben.

Die Exon4-Sequenzen von hTCF4 und XTCF4 unterscheiden sich voneinander auf
DNA-Ebene auffallend, wahrend die flankierenden Sequenzen der Exon-3 und
Exon-5 evolutionéar hochkonserviert sind (Abb.4C-D, Abb.13). Mittels ex3f und ex5r
Primern (5-Enden: + 313 und + 490 entsprechend in XTCF4) wurde cDNA aus
Xenopus Embryonal-Stadien tber den entsprechenden Bereich der CRD amplifiziert.
Dabei entstanden zwei 178 bp und 121 bp groRe DNA-Produkte (Abb.4A). Das
kirzere wurde Uber Sequenzierungen als XTCF4 Fragment identifiziert, dem das
Exon 4 fehlt, das langere entspricht XTCF4 mit Exon-4. Mittels Mega-Primer-
Mutagenese-PCR wurde das kirzere Fragment in XTCF4C-E2AR_pCS2 (Abb.3B)
eingebaut und dadurch Exon-4 entfernt. Das resultierende XTCF4C-Aex4-E2AR
_pCS2 Konstrukt wurde durch Sequenzierungen verifiziert. Somit wurde hier
nachgewiesen, dass im X. laevis Exon-4 alternativ gespleisst wird, und es wurde ein
Konstrukt hergestellt, durch Uberexpressionsstudien die Funktion diese
Spleissvariante zu untersuchen. Entsprechende Expressionskonstrukte wurden auch
fur XTCF4C-Aex4 mit dem M-Form C-terminus und mit dem E2-C-terminus erstellt
(Abb.15).
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XTCFA4C-0ex4E2AR _pCS2 J/E2DR-Megaprimer 1184..1512 —

5917 bp

(©)
Ex3 /I Ex4
XTCF4C-E2AR-AEx4 361 > TCCCCTACTGCGCGACAG-————=—=—====——— == ————mmm >
XTCF4-A,B,C 361 > TCCCCCACTGCGCGACAGTGCGTGAATGTACCACTAGATCTGCATT >
Il Ex5
XTCF4C-E2AR-AEX4  ———————— - mmmm o ——— TATCTGCAGATGAAATGGC > 393
XTCF4-A,B,C TAGCCTCTTGTTGCAGCCCTTTCATGCAGTATCTGCAGATGAAATGGC > 454
(D)
—Ex3 /I Ex4 /—Ex5—

XTCF4C-E2AR-AEx4 121 > SPTAR---———————————mm e m—————— QYLOMKW > 132
XTCF4-A,B,C 121 > SPTAR----QCVN-VPLDL----HLASCCSPFMQYLOMKW > 151
hTCF4-E2,S2,M2 122 > SPTART--—-————————————————————————— YLOMKW > 133
hTCF4E2ex4 122 > SPTARTLHFQSG-STHY-SAYKTIEH-QIA-V-QYLOMKW > 156

Abb. 4. In X. laevis wird Exon-4 alternativ gespleisst. A) Aus Embryonale cDNA Stadien 40
und 50 wurde durch TagPCR mit ex3f/ex5r Primer ein Aex4-Fragment amplifiziert und B) im
XTCF4C-EAR_pCS2 mittels Mega-Primer Mutagenese-PCR eingebaut. Durch Kontroll-
Verdau mit Eco4711l/Bglll (B)" entsteht ein Aex4-spezifisches 365 bp und eine XTCF4
spezifisches 837 bp Fragment. C) Die Sequenzenanalyse des Mutagenese-PCR Produkts
zeigte, dass dem neuen Konstrukt im Vergleich zu XTCF4 A, B und C alle 57 bp des Exon-4
fehlen. Die Translation dieser Aex4-mRNA Fragments liefert eine Variante bei der Exon-3
und Exon-5 verkniipft sind und die der entsprechenden Variante aus hTCF4 sehr ahnlich ist
(D). Dagegen unterscheidet sich die Aminoséuren-Zusammensetzung innerhalb des Exon-4
zwischen XTCF4 und hTCF4E2ex4 betrachtlich.
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5.3. Die E-tail und Aex4 XTCF4 werden im Embryogenese zeitgeleich mit
XTCF4-A, B und C- exprimiert

Nachstfolgend wurde die zeitliche Expressionsmuster von C-clamp und Aex4 XTCF4-
Sequenzen in der frihen Embryonalentwicklung mittels TaqPCR Uberprift (Abb.5).
Zur Normalisierung diente eine Amplifikation des Haushaltsgens Ornithin
Decarboxylase (ODC). Die Amplifikation mit den Varianten-spezifischen
Primerpaaren ergab, dass die L- und M-Isoformen von XTCF4 zeitgleich ab der
spaten Neurula auftreten. Das Expressionsprofil entspricht dem urspringlich fur
XTCF4 gezeigten Profil (Konig et al. 2000). Auch die Variationen in der CRD durch
alternatives Spleissen des Exon-4 scheinen nicht zeitlich reguliert zu sein. Beide
Varianten, mit und ohne Exon-4, erscheinen immer zusammen. Dabei ist hier
XTCF4, wie bei (Standley et al. 2006) bereits maternal nachweisbar (Abb.5).

©
Embryonalstadium S
~
6 9 12 15 19 25 32 36 40 4550 ¥ T
-RT
- —— - - ——— e — — oDC
L | - C-Terminus
M
ex4 - - - 4
Aexd - - -8- -— CRD

Abb. 5. Zur Nachweis des Expressionsprofils der L -und Aex4- XTCF4 Varianten wurde 1 pg
des jeweiligen embryonalern gesamt RNAs aus X. laevis mittels M-MLV-RT revers
transkribiert. Die Ansdtze ohne M-MLV RT (-RT) und H,O (anstatt cDNA) dienen dem
Ausschluss moglicher DNA-Kontaminationen. Die Amplifikation des Haushaltsgens ODC
zeigt, dass bei allen Stadien vergleichbare cDNA-Mengen eingesetzt wurden. Zur
Amplifikation der TCF4 L-cDNAs mit CRARF-Doméane wurde das Primerpaar ex12f/ex17r
benutzt. Die M-Variante liefert ca. 260 bp, L-Varianten ca. 330 bp Banden. Mit dem
Primerpaar ex3f/ex5r wurde neben dem 178 bp cDNA (XTCF4 mit Exon-4) auch die 121 bp
lange Sequenz ohne Exon-4 (Aex4) amplifiziert. Die Existenz der mindestens einen
XTCF4-Aex4 mRNA-Population ist in allen gewahlten Entwicklungsstadien von 6 bis 50 zu
beobachten. () Zeigt einen Verunreinigung des Gels.
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5.4. Ganzkeim in situ Nachweis XTCF4-E-tail Isoformen

Durch in situ Hybridisation sollte das raumliche Expressionsmuster von XTCF4 E-tail
Isoformen geprift werden. Hierfir wurden sense und antisense Sonden aus dem in
pPGEM-T-insertierten 288 bp Produkt (Abb.3A) synthetisiert. Dabei zeigten diese
beide DIG-markierten RNAs nach der Hybrydisierung keinen Unterschied (Abb.6).
Somit ist dieses Fragment ungeeignet, die rdumliche Expression des Exon 14 und
damit des CRARF Motivs aufzuklaren.

Nco I/Sp6
T

Notl/T7

Stadium 32-33

Abb. 6. Ganzkeim in situ Hybridisation von DIG-markierter XTCF4-E2AR sense-und
antisense RNAs an den X.laevis Stadium 32-33 Albinos-Embryos: Ncol Sp6 zeigt die
Hybridisierung mit sense, Not T7 die Hybridisierung mit antisense Sonde. Es konnte kein
Unterschied in Hybridisation von diesen Sequenzen beobachtet werden. Die Unspezifische
Bindung wird hier durch Starken Indigofarbige Niederschlag erkannt.
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5.5. Cystein Klammer und Exon-4 erscheinen separat oder zusammen

Bisher wurde bestétigt, dass sowohl Exon 4 als auch Exon 14 im Frosch alternativ
gespleisst werden. Ob jedoch auch XTCF4- Varianten existieren, die Exon 4 und
Exon 14 gleichzeitig exprimieren, bzw. keines der beiden Exons, war noch unklar.
Die Existenz dieser Varianten wurde versucht mittels analytischer PCR
nachzuweisen. Hierflir wurden durch vielzallige Primerkombinationen unterschied-
liche Bereiche der XTCF4 cDNA amplifiziert (Abb.7A).

Vor allem war dabei interessant, ob Varianten exprimiert werden, denen Exon 4
fahlt, die aber das CRARF Motiv beinhalten, also Varianten ahnlich den humanen
Formen hTCF4 S2 und E2. Die Spezifitat der neu synthetisierter Primern ex1f, Aex4f,
ex4f, und ex14r wurde durch Positivkontrollen (XTCF4C-E2AR und XTCF4C-Aex4-
E2AR Vektoren) Uberprift und bestatigt (Abb.7A-B").

Ein XTCF4 cDNA-Fragment, das neben dem Exon-9 auch Exon-10 bis 12 (HMG-
NLS) und dazu noch Exon-14 beinhaltet, liefert mit dem Primerpaar ex9f/ex14r eine
ca. 465 bp groBe Bande (Abb.7C). Wird dagegen von Exon-9 bis Exon-17
amplifiziert, entstehen wie erwartet zwei Banden, die sich voneinander durch etwa 80
bp unterscheiden. Diese sind etwa 550 bp flr die E-Variante und ca. 630 bp fir den
M-Form C-Terminus (Abb.7C).

Die Aex4-TCF4-Varianten, die die HMG-Box enthalt, liefert nach Amplifikation mittels
Aex4flex10r Primer-Paar ein 690 bp grofRes Fragment (Abb.7D.a), allerdings gibt es
damit noch keine Auskunft ob das entsprechende Transkript auch eine Cystein-
Klammer und einen langen E-tail beinhaltet. Deshalb wurde die gleiche forward
Primer mit einem Exon 14 (CRARF)-spezifische ex14r Primer kombiniert. Diese PCR
sollte ein etwa 985 bp groRes Amplifikat liefern. Tatsachlich war dieses Fragment zu
sehen (Abb.7D.b). Diese XTCF4-mRNA Kopie kann fur XTCF4-Aex4-E, &hnlich wie
hTCF4E2, oder fur Aex4-XTCF4 mit unvollstdndiger Cystein-Klammer kodieren,
entsprechend hTCF4E2 oder hTCF4-S2. Die weitere Amplifikation mittels Aex4f und
ex17r-Primern sollte zeigen, ob hier wieder eine Doppelbande entsteht. Diese
Banden sind allerdings voneinander nur sehr schlecht zu unterscheiden, weil der
Unterschied nicht mehr als etwa 20 bp betragt. Tatsachlich kann man nicht
abschatzen ob es sich dabei um zwei verschiedene Aex4-Isoformen handelt, davon
eine mit M-und eine mit E-teil C-Terminus. Das PCR-Produkt war wie erwartet
zwischen 1130 bp bis 1150 bp gross (Abb.7D.c).
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Abb. 7. A) PCR-Untersuchung XTCF4-Transkripte unterschiedlicher Embryonalstadien
mittels verschiedener Exon- spezifischer Primern. (A) zeigt schematisch die Struktur eines
standardisierten XTCF4 und die Lage der verwendeten Primer. (B) und (B)" zeigen
ausgewahlte Positivkontrollen (pCS2_XTCF4-Konstrukte) mit den entsprechenden cDNA
Sequenzen als Matrize. (C) und (D) zeigen Amplifikationen mit diversen Primer-
kombinationen aus cDNA unterschiedlicher Embryonalstadien. Die Zahlen unterhalb der
Teilabbildungen stellen die erwartete cDNA- Grofl3e dar. Die Sternchen markieren die Lage
schwache Banden.
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Die alternative Variante welche neben dem Exon-4 auch C-clamp bzw. E-tail besitzt,
wurde versucht, tber eine Kombination des ex4f Primers sowohl mit ex14r als auch
mit ex17nr und ex17r zu identifizieren. Dabei lieferte das ex4f/ex14r-Primer-Paar eine
erwartete, allerdings sehr schwache Bande, die wie bei der Positivkontrolle 1000 bp
gross ist (nicht gezeigt). Ausserdem wurde versucht, die +1f-Primer mit den C-
terminus Primer ex14r und ex17r zu kombinieren Diese PCR lieferte keine Produkte
der erwarteten Grol3e (nicht gezeigt).

Von dem Transkriptionsstart bis Exon-5 betragt die Nukleotidenzahl ca. 430 bp in
Aex4-TCF4 Isoformen und ca. 490 bp mit Exon-4. Zur Amplifikation diesen cDNA-
Sequenzen wurde das Primerpaar +1f/ex5r benutzt. Das Produkt (Abb.7D.d) zeigte
die erwartete Grof3e. Ob es sich um das 490 bp Fragment, das 430 bp Fragment
oder eine unzureichend aufgetrennte Doppelbande handelt, ist nicht zu erkennen.
Die nachste Amplifikation vom Startcodon bis Exon-8 wurde mit Hilfe von +1f/ex8r-
Primerpaar versucht. Von den im Abb.7D.e dargestellten zwei Banden, entspricht die
obere dem erwarteten 730 bp bzw 670 bp PCR-Produkt mit, bzw ohne Exon-4. Auch
hier ist nicht zu unterscheiden, welche Variante amplifiziert wurde. Die zusatzliche
Bande bei 500 bp deutet auf eine weitere, in der CRD verkurzte alternative Variante.
Auch die Amplifikation vom Startcodon bis zur HMG-Box (Primer ex10r) lieferte zwel
Banden. Auch hier kann nicht entschieden werden, ob das grossere Produkt mit
1050 bp die Variante mit Exon-4 darstellt oder 990 bp die Variante ohne Exon 4 oder
beide. Auch hier erscheint mit ca 600 bp ein Fragment, das auf eine zusatzliche in
der CRD verkirzte Variante hindeutet.
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5.6. Die XTCF4C-E-tail-und Aex4-Varianten lokalisieren im Zellkern

Die Kernlokalisierungsfahigkeit neuer XTCF4_pCS2-Genkonstrukte Aex4, Aex4-
E2AR und E2AR wurde durch Uberexpression in HEK-293, indirekter Immunfarbung
der fixierten Zellen und anschliel3ender Fluoreszenzmikroskopie tUberprift. Der dabei
verwendete Antikorper erkennt endogenes TCF3 und TCF4 (Gradl et al. 2002), sowie
die Uberexprimierten Konstrukte. Da die tUberexprimierten TCFs in deutlich gréf3eren
Mengen vorliegen als die endogenen TCFs erscheinen nach kurzer Belichtungszeit
ausschlief3lich die transient transfizierten Varianten. Endogene TCFs werden erst
nach langer Exposition sichtbar (nicht gezeigt). Die Ergebnisse in Abb.8 zeigen, dass

alle neuen XTCF4 Isoformen tatsachlich in die Zellkerne lokalisiert waren.

Kontrolle XTCF4C-Aex4 XTCF4C-Aex4-E2AR XTCF4C-E2AR

Hek 293

DAPI

CY3

Merge

Abb. 8. Subzellulare Lokalisation der XTCF4C: Aex4, Aex4-E2AR und EAR Proteine in HEK-
293 Zellen. Zellen wurden mit 4 pg des entsprechenden Konstrukts transfiziert und bei
Standardbedingungen fur ca. 48 h inkubiert. Anschliessend wurde HEK-283 mit PFA fixiert,
immunhistochemisch Gber einen murinen a-TCF3/4 Antikérper markiert und durch einen
Cy3 gekoppelten Sekundarantikbrper angefarbt. Zur Markierung der Kerne wurde DAPI
verwendet. Die Uberexprimierte XTCF4 Proteine zeigen viel hdhere Cy3-Emision als nicht-
transfizierte Kontrollen. Die nur partielle Uberlagerung von DAPI und Cy3 zeigt eine geringe
Transfektionseffizienz. Allerdings konnten die alle drei XTCF4 Proteine zuverlassig im Kern
nachgewiesen werden.
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5.7. XTCF4C-E2AR- und Aex4-Varianten besitzen Unterschiedlichen
promotoraktivierenden Eigenschaften

Im vorliegenden Experiment wurde Uberpruft, ob die neue XTCF4-Varianten &hnliche
Transaktivierungskapazitat besitzen wie ihre humane Homologe. Hierfur wurden die
8 X Super Top-Flash (STF) und Siamois (Sia) Promotoren mit Luciferase als
Reportergen in transient transfizierten HEK-293 Zellen verwendet. Zur Normierung
der Reporteraktivitaten wurden alle Zellen mit CMV-B-Gal co-transfiziert. Als
Positivkontrolle wurde der starke transkriptionelle Aktivator XTCF1 verwendet.

dagegen dient hier XTCF4C als Negativkontrolle. (Abb.9).
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Abb. 9. Super TopFlash (STF) (A) und Siamois (B) Reportergen Analysen mit den neuen
XTCF4 Isoformen Aex4, Aex4-E2AR und E2AR sowie den Kontrollen: unbehandelt, XTCF4C
und XTCF1. Die Balken zeigen die X-Fache Aktivierung. Die Fehllerindikatoren stellen die
Standardfehler dar. Die Signifikanzwerte (P) aus Student t-Tests sind gezeigt. A) Alle drei
neuen XTCF4 Isoformen konnten den STF nicht aktivieren. Die fache Aktivierung der
einzelnen Konstrukte war: Aex4 (0,95), Aex4-E2AR (1), E2AR (0,43) C (2,9) und XTCF1
(19,5). B) Auch der Siamois Promotor (Sia) konnte kaum aktiviert werden: Kontrolle (1),
Aex4 (3,59), Aex4-E2AR (1,58), E2AR (1,45), C (3,34) und XTCF1 (18).

Die Ergebnisse in Abb.9 zeigen, dass alle drei neuen XTCF4 Varianten weder den
STF noch den Siamois promoter aktivieren konnten. Dabei war auch das Exon-4

bedeutungslos. Die Reaktionen des artifiziellen STF Promoters und des Siamois
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Promoters auf die transfizierten XTCF4 Konstrukte unterscheiden sich kaum.
XTCF4C konnte den Siamois-Promoter schwach aktivieren, interessanterweise
unabhéngig von Exon-4 (Abb.9.B). Diese Ergebnisse zeigen, dass die neuen
XTCFA4C-Aex4 ohne exogenes f-catenin den Siamois-Promotor &hnlich schwach
aktivieren wie hTCF4-M2 (Weise et al. 2010).

5.8. C-clamp Induziert, Exon-4 reprimiert die Induktion einer sekundé&ren
Korperachse

Nachdem die neuen XTCF4 Varianten in Reportergen-Assays an transfizierten
Zellkulturzellen inaktiv waren wurde untersucht, inwieweit sie sich im Xenopus
Achsenduplikationsassay als Aktivatoren erweisen. Hierfir wurden je 500 pg mRNA
in die Marginalzone der zwei ventralen Blastomeren im Vier-Zellstadium injiziert.
Dabei diente XTCF1 mRNA als Positivkontrolle und XTCF4C als Negativkontrolle,
die entsprechenden Varianten des humanen TCF4 dienten als Vergleich. In der
spaten Neurula laf3t sich eine ektopische Kérperachse am Y-férmigen Aufspalten des
Neuralrohrs erkennen (Abb.10A)

Wie erwartet, fihrte in der vorliegenden Arbeit die Injektion von XTCF1 bei 38,4 %
der injizierten Embryonen zur Ausbildung einer sekundaren Korperachse. die
humanen TCF4 Varianten hTCF4-S2 (13,2 %) und hTCF4-E2 (12,8 %) induzierten
deutlich weniger ektopische Korperachsen als XTCF1. Dagegen konnte die Injektion
von XTCF4-C bei keinem einzigen Embryo eine Doppelachse induzieren (Abb.10C).
Ahnlich aktiv wie die humanen TCF4 Varianten war nur XTCF4 Versionen ohne
Exon-4 und mit dem M-Form C-Terminus (XTCF4C-Aex4 und mycXTCF4C-Aex4),
also ohne CRARF und ohne C-clamp. Dieses Konstrukt, das sich von der
Negativkontrolle XTCF4C nur durch das Fehlen des Exon-4 unterscheidet fuhrte bei
11,8 % der injizierten Embryonen zur Ausbildung einer Doppelachse.
Uberraschenderweise erwies sich das zusatzliche Einfiigen von C-clamp Version
E2AR, deutlich reprimierend. Hier bildeten nur 1,2 — 2,2 % der injizierten Embryonen
eine zweite Korperachse aus, egal ob Exon-4 vorhanden war oder nicht (Abb.10C).
Dagegen war die XTCF4 E-tail Version E2 genauso aktiv wie die Aex4- Variante mit
M-Form C-Terminus. Auch hier bildeten Uber 10 % der injizierten Embryonen eine
sekundéare Korperachse. Effekte von Exon-4 Deletion im XTCF4C-E2 (XTCF4C-
Aex4-E2) konnte nicht geprift werden, theoretisch sollte mehr Doppelachsen

Induzieren als allein intakter XTCF4-C-clamp (siehe Diskussion).
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Abb. 10. Doppelachsen Assay neuer XTCF4 und hTCF4 Isoformen in X.laevis Embryos. (A)
Qualitatskontrolle der injizierten mRNA. Jeweils 3 pg mRNA wurden im analytischen
Agarosegel visualisiert. (B) X. laevis Embryonen nach der ventralen Injektion von 500 pg
MRNA: XTCF1 (Positivkontrolle), XTCF4C (Negativkontrolle). n zeigt die Summe der
auswertbaren Embryonen mRNA. (C) Berechnung der sekundaren Achse-Bildung zeigt,
dass keiner der XTCF4C-E2AR im Stande ist, eine ectopische Achse so zu induzieren wie
hTCF4-Isoformen. XTCF4C-Aex4 ohne C-clamp induzierte fast gleiche % Doppelachsen wie
hTCF4-S2 mit inkomplette C-clamp. Wiederherstellung von Doppelachsen-Bildung konnte
durch Austausch von E2AR durch E2 erreicht werden.
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6. Diskussion

6.1. Identifikation neuer XTCF4 Varianten

Die bisher bekannten XTCF4 Isoformen A, B und C unterscheiden sich nur durch
alternative Spleissdonor und Spleissakzeptor Stellen um Exon 8 (Pukrop et al, 2001).
Die Proteinstruktur ihrer kurzen C-Termini entsprechen der humanen Isoform hTCF4-
M2 (Pukrop et al. 2001, Weise et al. 2010). Zwischenzeitlich wurde tber dominant
negative N-terminal trunkierte XTCF4 AN-Isoformen mit variablen C-Termini berichtet
(Vacik et al. 2011). Die kurzeste dieser Formen entspricht dem hTCF4-M1, einer
Variante, bei der Exon 13 -16 fehlen und ein Stop-Codon 5 in Exon-17 benutzt wird
(Weise et al., 2010). Die lange Isorform hTCF4-E2 entsteht aus Exon 12, 13, 14 und
17 (Weise et al., 2010) und findet seine Entsprechung in der dominant negativen
XTCF4 Isoform dnXTCF4 AN-Isoform-3/4 (Vacik et al. 2011). Eine XTCF4 Variante
mit E-tail und B-Catenin Bindestelle wurde noch nicht beschrieben. Durch PCR-
Untersuchung von X. laevis cDNA, sowie Klonierung und Sequenzenanalyse der
Amplifikate wurden in der vorliegenden Arbeit alternative XTCF4- E-tail und Aex4-

CRD -Isoformen nachgewiesen und funktional analysiert.

6.2. Variationen im TCF4 C-Terminus

Die Exon-Zusammensetzung von alternativen E-tail-Versionen von XTCF4
entsprechen humanem TCF4-E2. Exon-14 codiert dabei fur ein CRARF Motiv, also
die ersten funf Aminosauren einer Cystein-Klammer. Die aul3erste 5°-Base an Exon-
14 im XTCF4-E (Cy344, entspricht Cy302 in hTCF4-E2 und S2) ergénzt die letzten zwei
3-Basen von Exon 13 zu AGC, das fir Asparaginsaure kodiert, verursacht eine
Leserammenverschiebung am Exon-13/Exon-14 Spleissgrenze und fuhrt damit zur
Translation eines langen C-Terminus inklusive Cystein-Klammer und CtBP
Bindestellen (Abb.3). Interessanterweise unterscheiden sich die beiden E-tall
Varianten von XTCF4 ausschliesslich in einer Aminoséure, einem Arginin an Position
+472 (R472). Diesem entspricht in hTCF4-E2 ein Arginin an Position +459. Im hTCF4
ist dieses Arginin direkt 3" nach dem dritten Cystein der Cysteinklammer (C4sg) durch
das erste der beiden fur Arginin kodierenden Triplette AGG und AGA kodiert. In
XTCF4 ist dies in AGA AGG verandert. In beiden Féllen liegt das erste der beiden
Tripplets in Exon-14, das zweite in Exon-17 (Abb.11). Offensichtlich entsteht die
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alternative Expression von R47, also durch alternatives Nutzen von Spleissdonor und
Spleissakzeptorstellen. Entsprechende Variationen wurden bei hTCF4 und mTCF4
bisher nicht beobachtet (Weise et al. 2010). Es ist also mdglich, dass bei Saugern
dieses Spleissmuster nicht existiert. Da X. laevis ein pseudotetraploider Organismus
ist, kdnnte die hier beschriebene AR47,-Version im Frosch auch auf genomischen
Veranderungen eines Allels beruhen, und nicht aus alternativem Spleissen. Dies ist
insofern aber unwahrscheinlich, als Pseudoallele in Xenopus auf DNA-Ebene nur zu
96-98% identisch sind und nicht, wie die beiden E-tail Varianten tber mehr als 200
bp zu 100% (Gradl, pers. Mitteilung).

Ein andere Aspekt von strukturelle Unterschieds zwischen beiden Versionen langen
XTCF4 E-Isoformen und hTCF4 ist, dass diese Orthologe zwischen den zwei CtBP
Bindungsstellen im E-tail, anders Translatiert werden (Abb.12). Die ,BLAST“-Analyse
von diesen AS-Sequenzen zeigte, dass diese DNA-Motive nicht relevant fir

konservierte Funktionen seien sollten.

E G K R S A
X-A,B,C  — oo AGAAGGAAAAAGAAGTGCA
X-E2AR  TGTCGAGCGCGCTTTGGCATTGATCAGCAGAATAACTGGTGCGGTCCC-TGCE==AGGAAAAAGAAGTGCA

X-E2 TGTCGAGCGCGCTTTGGCCTTGATCAGCAGAATAACTGGTGCGGTCCC-TGCAGAAGGAAAAAGAAGTGCA

h-E2 TGCCGAGCGCGCTTTGGCCTTGATCAACAGAATAACTGGTGCGG-CCCTTGCAGGAGAAAAAAAAAGTGCE
Ex14 /1 Ex17

X-E2 455 468 471 477

CRARTFGTLDIOQOQNNUWC G P C[RJ]R K K K C
h-E2 441 456 458 463

Abb. 11. Vergleich XTCF4 und X. laevis C-clamp Versionen mit M-Form XTCF4. Inversion
von RR Kodierende Tripletten gelb und griin markiert. Deletion von R4, [R| sowie veranderte
Basen sind rotmarkiert. As-Sequenz zwischen den E2-Varianten sind identisch. Exon-14/17
Spleissgrenze und R4z sind markiert. Das Reverse-komplementare Sequenz von ex14r
Primer ist unterstrichen.
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6.3. Variationen in der CRD

Neben C-terminalen Variationen entscheidet in hTCF4 vor allem auch alternatives
Spleissen des Exon-4 in der CRD Uuber die Aktivitat des Transkriptionsfaktors (Weise
et al. 2010). In der Vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass auch in Xenopus das
entsprechende Exon alternativ gespleisst wird. Solche XTCF4-Aex4 Verianten haben
ahnliche CRDs wie hTCF4-E2, S2 und M2. Durch Sequenzierung von Xenopus
endogenen 121 bp Aex4-CRD Fragments (66 bp Exon-3 und 55 bp Exon-5) wurde
die Spleissgrenze bzw. Exon-4 Fragment deffiniert (Abb.4). Vergleich von humanen
und Xenopus Aex4-XTCF4 CRD-Sequenzen zeigte, dass die Exon-3 und Exon-5
Sequenzen hochkonserviert sind und Exon-4 Sequenzen weichen stark voneinander
sowohl auf DNA als auch auf Aminoséduren Ebene (Abb.13). Allerdings beinhalten
diese beiden Sequenzen einzelne Serine (2 im XTCF4 und 3 im hTCF4) im Exon-4,

die potenzielle phosphorilierungsubstrate fur diverse Kinasen seien kdnnen.

6.4. Alternative XTCF4 mRNA-Varianten

Durch weitere RT-Analysen der Frosch-cDNA wurden nachgewiesen, dass XTCF4
Varianten exprimiert werden, bei denen Exon-4 und Exon-14 kombiniert und getrennt
alternativ gespleisst vorliegen. Amplifikationen Gber den Bereich von Exon-9 bis
Exon-17 bestatigten die Expression alternativer C-terminaler Varianten. Diese
Varianten mussen nicht unbedingt von einer vollstandigen funktionalen XTCF4
Version stammen sondern kénnten auch dominant negative Varianten darstellen, die
durch das Nutzen eines alternativen internale Promotors 5'von Exon-6 her riihren
(Vacik et al. 2011) kodiert sein. Erst da Amplifikat das mit Primern aus Exon-3 und
Exon 14 bewiesen, dass tatsachlich vollstandige E-tail Varianten exprimiert werden.
Durch geschickte Primerwahl wurde in der vorliegenden Arbeit ausf3erdem
nachgewiesen, dass XTCF4 Varianten mit und ohne Exon-4 zumindest die HMG box
beinhalten. Ob zusatzlich, wie bei der Maus C-terminal trunkierte Varianten existieren
(Kennel. et al. 2003), denen durch ein alternatives Stop Kodon im Exon-8 die HMG-

box fehlt, bleibt ungewiss.
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6.5. Expression von XTCF4 Aex4-CRD und E-tail Varianten

Expressionsanalysen Uber viele Embryonalstadien zeigten, dass die XTCF4 E-tall
Varianten immer zusammen mit den bisher bekannten XTCF4 M-Varianten (A, B und
C) auftreten (Abb.5). Alternative Spleissen des C-Terminus wird demnach nicht
zeitlich reguliert. Ob die Transkripte praferenziell in unterschiedlichen Geweben
vorliegen lies sich mit der in vorliegender Arbeit nicht nachweisen, da die Sonde (ein
Fragment aus 80 bp Exon-13, 72 bp Exon-14 und 136 bp Exon-17) als sense und
antisense Sonde ahnliche Signale lieferte. Vermutlich war diese mit nur 288 Basen
sehr kurze Sonde zu unspezifisch. Die Exon-14 und Exon-17 Flanken der Sonden
sollten neben den E-tail Varianten auch die M-Isoformen XTCF4A, B und C
erkennen. Auch der Nachweis des E-tail XTCF4 durch Anwendung von
Oligonukleotid-Sonden erscheint nur bedingt erfolgsentsprechend, denn ein langer
C-terminus bzw ein CRARF-Motiv kommen auch in XTCF3 bzw XTCF1 vor.

6.6. Erstellen von neuen XTCF4 Konstrukten zur Funktionsanalyse

Die Informationen Uber natirlich vorkommende XTCF4 Transkripte wurden genutzt,
um entsprechende Varianten im eukaryotischem Expressionsvektor pCS2
herzustellen. Dies ist fur weiterfihrende funktionale Untersuchungen unerlasslich. Da
unter den bisher beschriebenen XTCF4 Varianten XTCF4 A, B und C, die Variante
XTCF4C der potenteste Aktivator war (Pukrop et al. 2001, Gradl et al. 2002), wurde
diese Variante zur Insertion von Exon-14, und zur Deletion von Exon-4 benutzt. Dies
geschah vor allem vor dem Hintergrund, dass die Exon 8- flankierenden repressiven
Sequenzen LVPQ und SFLSS, die bei den Varianten XTCF4 A und B vorhanden
sind, mdglicherweise der Zielgenaktivierung durch das neu hinzugefigte CRARF

Motiv entgegen wirken.
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6.7. Funktionsanalysen der neuen XTCF4 Varianten

In Reportergenstudien an transient transfizierten HEK-293-Zellen waren die hier neu
erstellten XTCF4 Konstrukte grof3tenteils inaktiv. Die beiden E-tail Varianten von
XTCF4, mit und ohne Exon-4 in der CRD, konnten im HEK-293 weder den STF noch
den Siamois Promotor aktivieren. Allerdings fehlte beiden E-tail Varianten im
Vergleich zu humanem hTCF4E2 ein flr Arginin kodierendes Triplett am 3"-Ende von
Exon-14. Die XTCF4C M-Form dagegen konnten beide Promotoren schwach
aktivieren, wobei die Exon-4 Deletion hier hatte nur schwache Effekte. Dies ist
insofern  Uberraschend, als entsprechende Variationen im hTCF4 die
Zielgenpromotoren durchaus unterschiedlich regulierten. So war vor allem das
Fehlen von Exon-4 und das Vorhandensein eines E-tail entscheidend fur eine starke
Aktivierung diverser WREs (Weise et al. 2010). Bei XTCF4 dagegen fuhrte weder die
Deletion von Exon-4, noch das Einfigen eines E-tails in XTCF4C zu einer
verstarkten Reportergenaktivierung. Fur dieses Uberraschende Ergebnis bieten sich
zwei Erklarungsmoglichkeiten an. Zum Einen die Sequenz des Wnt responsiven
Elemente (WRE) der benutzten Promotoren und zum Anderen vermutlich das Fehlen
des Arginin im E-tail unter Beibehalten intaktern repressiver CtBP Bindungsstellen.
Wie in der Einleitung erwéahnt, kann die Cystein Klammer die DNA-Bindestelle der
HMG-Box zu den Promotoren orientieren. Dies gilt nur fiur Promotoren die eine
zusatzliche 5-RCCG-3‘ Helfer-Sequenz beinhalten (Arce et al. 2006, Atcha et al.
2007, Hoppler und Kavanagh 2007, Weise et al. 2010). Der Siamois Promotor
besitzt neben dem Konsensus WRE 5-CTTTGW-3' (W = AC oder TC) auch 5'-
ATCAAAG-3* Konsensus WRE Wiederholugen (Weise et al. 2010). Der STF
beinhaltet die Konsensus CCCCCTTTGATCTT Sequenz achtmal wiederholt vor dem
Reportergen. Wahrscheinlich haben in den Reportergen Analysen in der
vorliegenden Arbeit die XTCF4-E2AR Varianten deshalb kein Aktivitaten gezeigt, weil
beide Promotoren keine 5'-RCCG-3'-Helfer Motive enthalten. Theoretisch kénnte hier
auch intakte C-clamp XTCF4-E2, also eine Variante, die das Arginin R4z, enthélt,
keine aktivierende Promotorbindung zeigen. Mdoglicherweise  wirden
Reporteranalysen mit RCCG-enthaltenden Promotoren wie z.B. Cdx1 (Weise et al.
2010) andere Ergebnisse liefern.

Besonders interessant aber war, wie sich die Konstrukte im Gesamtembryo
verhielten. Tatsachlich zeigte sich hier, wie in der Zellkultur, dass die AR-Version

inaktiv ist, die mit dem R47, aber Doppelachsen ahnlich wie die entsprechende
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humane Variante hTCF4E induziert. Offensichtlich ist das Arginin R47, also flr eine
effiziente Zielgenaktivierung entscheidend. Die Warscheinlichste Mdglichkeit, wie ein
einzelnes Arginin die Aktivitdt eines Transkriptionsfaktors derart beeinflussen kann
ist, dass durch das Fehlen dieser Aminosaure die Struktur der Cystein-Klammer
verandert wird. Diese Strukturanderung kann daher rihren, dass der Abstand
zwischen dem dritten und dem vierten Cystein der Cysteinklammer das Entfernen
R472 von zu einer Umorientierung der Struktur fuhrt. Damit kann diese TCF4 Variante
die RCCG- Helfer Motive nicht mehr erkennen. Diese Variante entélt aber immer
noch die Bindungstellen fir den Repressor CtBP. Die Repression uUber induzierte
Heterochromatinbildung (Valenta et al. 2003, Cuilliere-Dartigues et al. 2006) bliebe
dabei erhalten. Ob auch Cystein-Klammer bindende Proteine wie MUC1-C (Rajabi et
al. 2012) vom Fehlen des R4z, betroffen sind, ist ungewiss.

Der repressive Einfluss eines E-tail C-Terminus mit fehlendem Ry7; ist also
vermutlich auf eine gestorte Struktur der Cystein-Klammer bei gleichzeitiger
Rekrutierung von CtBP zurlck zu fuhren. Dies ist insofern tberraschend, als CtBP
bisher noch nicht als Repressor im Doppelachsenassay aufgetreten ist. Dies mag vor
allem daran liegen, dass unter den Xenopus LEF/TCF- Transkriptionsfaktoren bisher
einzig fur XTCF3 eine CtBP Bindestelle identifiziert wurde (Brannon et al. 1999). Erst
mit dieser Arbeit wurden auch fur XTCF4 Varianten nachgewiesen, die eine [3-
Catenin und eine CtBP-Bindestelle beinhalten. Dass sich die entsprechenden XTCF3
und XTCF4 Varianten im Doppelachsenaasy unterscheiden ist nicht verwunderlich,
denn XTCF3 wirkt bekanntermassen als Repressor (Brannon et al. 1997, Gradl et al.
2002), XTCF4 kann dagegen als Aktivator und als Repressor wirken (Gradl et al.
2002, Kunz ez al. 2004, Liu et al. 2006).

Neben diesen alternativen C-Termini stellte sich im Doppelachsenassay auch Exon-4
als ein fur die Funktion relevanter Bereich dar. Rekonstitutionsexperimente und
Anwendung von Chiméaren TCFs haben gezeigt, dass der Schlussel fir die
Aufklarung von Subtypspezifitat der TCFs in ihrer CRD liegt (Klingel et al., 2012).
Interessanterweise konnten die hTCF4 Isoformen M2, S2 und E2 in
Rekonstitutionsexperimenten XTCF4 ersetzen (Kappel, 2011). Durch Injektion eines
XTCF4 spezifischen Morpholino antisense Oligonukleotids waren Mitelhirn -und
Istmus spezifische Markergene reduziert, durch co-injektion der hTCF4 Varianten
wieder hergestellt, und zwar bei allen hTcf4 Varianten, unabhangig von ihren C-

Terminus Design (Kappel, 2011).
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Das Exon-4 im hTCF4 kann die verschiedene Wnt-Gen-Promotoren in Zellkulturen
reprimieren (Weise et al. 2010). Die hTCF4 S2 und E2 varianten ohne Exon 4
konnten, wie im vorangegangenen Versuchen (Kappel, 2011) so auch in diese Arbeit
die Bildung ektopischer Achsen induzieren. XTCF4C sowie hTCF4M1 und
hTCF4E2ex4 konnten weder in dieser Arbeit, noch bei Kappel C. (2011)
Doppelachsen hervorrufen. Diese Funde zusammen bestéatigen, dass die Deletion
von Exon-4 sowohl im humanen TCF4 als auch im XTCF4, tatsachlich hinreichend
fur die Induktion von ektopischen Korperachsen ist. Mit etwas mehr als 10 %
Doppelachsen war der Anteil dieses Phanotyps etwa gleich gross wie bei wie hTCF4-
S2 und E2, aber bei weitem nicht so gross wie bei XTCF1. Das in der vorliegenden
Arbeit verwendete XTCF1 besitzt einen C-Terminus ahnlich wie der hTCF4-S2,
Allerdings ist dieser kurze C-Terminus, der das CRARF Motiv enthalt, aber keine
vollstandige Cystein-Klammer, fir die Induktion der sekundaren Korpeerachsen
notwendig. Ein XTCF1 Konstrukt, dem dieser C-Terminus fehlt, induziert nur noch
wenige sekundare Achsen (Klingel et al., 2012). Im Vergleich zu TCF4 es fehlen die
Bereiche, die bei hTCF4 von den Exons 5, 8, 13,15,16 und 17codiert werden
(Abb.14) .

Das Primartranskript des Transkriptionsfaktors TCF4 wird alternativ gespleil3t, und
erscheint damit in verschiedenen Isoformen. Diese regulieren subtypspezifisch die
Transkription unteschiedlicher Wnt/3-catenin Zielgene (Duval et al. 2011, Shiina et al.
2003, Howng et al. 2004, Weise et al. 2010, Vacik 2011, Locke et al. 2011). In den
letzten Jahren werden dabei mehrere Mechanismen dieser subtypspezifischen
Regulation von Wnt-Zielgenen diskutiert namlich (1), die Erkennung und Nutzung von
unterschiedlichen wnt responsiven Elementen (WRE) (Blauwkamp et al., 2008,
Archbold et al., 2011, Arche et al. 2006), (2) posttranslationale Modifikationen der
Transkriptionsfaktoren (Hikasa und Sokol 2011, Najdi et al. 2009), (3) epigenetische
Regulation der WRE (Wobhrle et al., 2007, Weise et al., 2010) und (4) alternatives
Spleissing und subtypspezifische Promotornutzung (Duval et al. 2011, Weise et al.
2010, Archbold et al. 2011). Dazu kommen noch die dnTCF/LEFs, die durch Nutzung
von (1) alternativen Promotoren (Roose et al. 1999, Hovanes et al. 2001, Najdi et
al.2009, Yokoyama et al. 2010, Vacik et al. 2011), (2) alternativen vorzeitigen Poly-A
Signalen (Locke et al. 2011) oder (3) alternativen Stop Kodons (Kennel et al. 2003)
entstehen. Zusammenfassend wird die Subtypspezifitat von TCFs hauptséchlich
durch alternatives Spleissen festgelegt, weil dadurch funktionale
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Modulen im CRDs von TCF4 Varianten-spezifisch selektiv auftreten. Vermutlich
kbnnen diese Domanen je nach Art und Kombinationen kdnnen im demselben
Protein synergistisch oder antagonistisch wirken.

Insgesamt auffallend erscheint die untergordnete Rolle der Cystein-Klammer und des
E-tail bei der Induktion ektopischer Achsen, sowie in CNS-Entwicklung (vorliegende
Arbeit und Kappel, 2011), denn in anderen Systemen wurde vor allem der Cystein-
Klammer und damit dem Binden zuséatzlicher Helfer-Sequenzen eine tragende Rolle
bei der Zielgenregulation zugesprochen (Weise et al. 2010, Archbold 2011).

Die repressive Funktion von AR-C-clamp im STF-und Siamois-Reportergene-Assay
sowie in Uberexpressionsversuchen zeigten, dass das Exon-4 wesentlich fiir die
Aktivitat von XTCF4 ist. Fehlt es, so kann TCF4 deutlich besser sekundare Achsen
induzieren als wenn es vorhanden ist. Dies ist unabhangig von der C-ystein-
Klammer, bzw E-tail. Fehlt allerdings das Arginin R47, im XTCF4 E-tail, so werden
kaum mehr sekundare Achsen induziert

Neben den allgemeine B-catenin und TLE/Grg Interaktionsseiten (Daniels and Weis,
2005) entstehen durch alternatives spleissen in der CRD und im C-Terminus von
XTCF4 verschiedene Sets von regulatorischen Modulen. Vermutlich werden so
subtypspezifisch Co-Aktivatoren oder Co-Repressoren rekrutiert. Dabei konnten
durch alternatives Spleissen potentielle Stellen fir posttranslationale Modifikationen
wie Sumoilierung (Sachdev et al. 2001, Archbold et al. 2011) und Phosphorylierung
auf distinkte Subtypen beschrankt bleiben. Somit waren die Effekte von SUMO-
Ligasen wie PIASy oder Kinasen wie NLK (Ishitani et al., 1999, Yamada et al., 2006),
JNK (Nateri et al., 2005, Sancho et al. 2009), CamKIl (Najdi et al., 2009), HIPK2
(Hikasa et al., 2010, Hikasa and Sokol, 2011), TNIK (Shitashige et al. 2010) sowie
CK1/2 (Miravet et al. 2002) fir distinkte Varianten unterschiedlich.
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7. Zusammenfassung

Zusammenfasend wurde in der vorliegenden Arbeit gezeigt, dass in X. laevis
alternative TCF4 Varianten mit deletiertem Exon-4 und mit zwei Cystein-Klammer
Versionen vorkommen. Diese werden zeitgleich mit den bisher bekannten XTCF4-M
Varianten A, B und C exprimiert. RT-PCR-Experimente zeigten, dass E-tail Varianten
mit intaktem N-Terminus exprimiert werden.

Die in den eukaryotischen Expressionsvektor pCS2 eingebrachten neuen XTCF4-
Varianten mit AR-E-tail und/oder deletiertem Exon 4 lokalisieren wie erwartet im
Zellkern transfizierter HEK-293 Zellen. Sie konnten weder den SuperTopFlash noch
den Siamois Promotoren effizient aktivieren.

In Doppelachsenassay zeigte sich, dass die Deletion von Exon 4 die Induktion
sekundarer Kdorperachsen fordert. Die Deletion von Arginin R4z, in der Cystein-
Klammer wirkt dem entgegen. Vermutlich fihrt diese Deletion zur Zersdrung der

Gesamtstruktur der Cystein-Klammer.
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9. Anhang

9.1. Vergleich der XTCF4C-E2AR und hTCF4-E2 Exon 14 und 17 Fragmente

GAQCTGAGCGCTCCTAAGAAATETCGAGCGCGCTTTGGCCTTGATCAGCAGAATAACTGGTECGGTCCC—TEC———AGGAAAA
GACCTCAGCGCTCCTAAGAAATGCCGAGCGCGCTTTGGCCTTGATCAACAGAATAACTGGTGCGG-CCCTTGCAGGAGAAAAA
b L S A P K KXKCRARU FGILUDOQQNNDNWC G P C R R K

D L S A P K K CURA ARV FGULUDOQOQONNWTZC G P C R K

K K ¢ T R Y I Q G EGS CV S P P S S DG S L L D S P P
AGAAGTGCATTCGCTACATACAAGGTGAAGGCAGCTGCGTTAGCCCGCCCTCTTCAGATGGAAGCTTATTAGACTCTCCTCCT
AAAAGTGCGTTCGCTACATACAAGGTGAAGGCAGCTGCCTCAGCCCACCCTCTTCAGATGGAAGCTTACTAGATTCGCCTCC—
K K ¢ VR Y I Q GEG S CUL S P P S S DG S L L D S P P

S s P A M P D S P I S D S K P T Q E Q T Q P L S
TCTTCT-CCCG--CCATGC-CGGACTCCCCCATATC----AGACTCCAAACCACAAACTGAACAAACTCAACCTCT-T-TCT-
—CCCCTCCCCGAACC-TGCTAGG-CTCCCC-—---TCCCCGAGACGCCAAGTCACAGACTGAGCAGACCCAGCCTCTGTCGCTG

P S P N L L G S P P R DAIEK ST QU EJOQTOQQ P L S L

L T L K P D P L T R I C G P T H S L A E S P
TTAACCTTGAAACCCGACCCCCTGA-———————— CAAGGAT--CTGCGGGACCCATTCACCT-CTG---GCTGAGAGCC-CCG
T---CCCTGAAGCCCGACCCCCTGGCCCACCTGTCCATGATGCCTCCGCCACCC--GC-CCTCCTGCTCGCTGAG-GCCACC—

S L, K P D P L A HIL S M M P P P P A L L L A E A T

\ R R P N T L A A A I c H N G A E L S H P H N S L P S

TGC-GAAGGCCAAATACACTGGCAGCCGCCAT-TTGCCATAACGGAGCAGAACTCAGTCACCCGCACAATTCTCTGCCCTCGT

—--CACAAGGCC---T-C-C--GC--CCTC--TGT--CC-CAACGG-G--G--C-—————— CCTGGAC—————— CTGCCC-C-—
H K A S A L C P N G A L D L P

s L H s s L H S s L. H s s L P Y S L s L T QQ P S T S F

CTCTGCACTCGTCTCTGCA-CTCGT-CTCTGCACTCGTCTCTGCCCTACAGTTTGTCTCTTACACAACCGTCCACCTCGTTCC

—--CAGC---CG-CTTTGCAGC-C-TGC-C-GC-C-C--C-CT--CCT-CA-———- TCAATTGCACAGCCGTCGACTTC-TTGG
P A A L Q P A A P S S s I A Q P S T S W

L P S H R s L. A Vv T ¢ L 9 P L s L VvV T K P L E *
TT-CCTTCCCATC-GCTCCTTGGTTGCAACTCAACTTCAGCCCCTGTCCCTGGTCACCAAACCCTTAGAGTAG
TTACATTCCCA-CAGCTCCCTGGCCGGGACCCAGCCCCAGCCGCTGTCGCTCGTCACCAAGTCTTTAGAGTAG
L H S H s s L. A G T Q P 0 P L S L V T K S L E *

Abb. 12. Vergleich von XTCF4C-E2AR (oben) und hTCF4-E2 tber den Bereich von Exon 14
bis 17 Dann. Sequenzen mit Translation sind gezeigt. Schattierungen zeigen die
unkonservierten Bereiche. Die vier C-clamp Cysteine sind doppelt und CtBP Bindungsstellen
einfach unterstrichen.
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9.2. TCF4 CRD-Fragment mit Exon-4 von XTCF4 und hTCF4

I M I PDUL S S PY L PNGSTULSPTA ATZ QT CVNUVEP
ATCATGATCCCCGACCTGAGC-AGCCCCTACCTGCCCAACGGATCCCTCTCCCCCACTGCGCGACAGTGCGTGAATGT--—
ATCATGATCCCCGACCTGA-CGAGCCCCTACCTCCCCAACGGATCGCTCTCGCCCACCGCCCGA-A-—-CCCTCCAT-TTTC

I M I PDZL T S P Y L PKI RSV S P TAL H F Q s
L DL H L A S C cC_ s P F M R Q Y L Q0 M K W
A--CC-ACTAG-ATCTGCATTTAGC-CT-C-T--—---TG-TTG--CAGCC—-CTTTCA-TGCAGTATCTGCAGATGAAAT

AGTCCGGC-AGCA-C-ACA-TTA-CTCTGCGTACAAAACGATTGAACA-CCAGATTGCAGTTCAGTATCTCCAGATGAAAT
G S T H Y S A Y K T I E H Q I A VvV Q R T Y L Q M K

Abb. 13. Vergleich XTCF4 (oben) mit hnTCF4 im Bereich von Exon 4. Schattierungen zeigen
die nicht konservierten Sequenzen. Exon-4 ist unterschtrichen.
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9.3. Vergleich humaner und Frosch TCF4 und TCF1 Isoformen

hTcf4M2
hTcf4Ss2
hTcf4E2

XTcf4C
XTcf4d4Chex4
XTcfdCAex4E2AR
XTcf4CE2

XTcfl
hTcflB
hTcflE

hTcf4M2
hTcf4S2
hTcf4E2

XTcfd4cC
XTcfdChex4
XTcfdChAex4E2AR
XTcf4CE2

XTcfl
hTcflB
hTcflE

hTcf4M2
hTcf4s2
hTcf4E2

XTcf4dC
XTcfdChex4
XTcfdChAex4E2AR
XTcf4CE2

XTcfl
hTcflB
hTcflE

hTcf4M2
hTcf4S2
hTcf4E2

XTcfdC
XTcfd4Chex4
XTcfd4dCAex4E2AR
XTcf4CE2

XTcfl
hTcflB
hTcflE

Exon-1
MPQLNGGGG-—-—-—-- DDLGANDELISFKDEGEREEKSSEN--SSAERDLADVKSSLVNESE
MPQLNGGGG-——-~ DDLGANDELISFKDEGEREEKSSEN--SSAERDLADVKSSLVNESE
MPQLNGGGG-—-—-—-- DDLGANDELISFKDEGEREEKSSEN--SSAERDLADVKSSLVNESE
MPQLNGGGG-—-—-—-- DDLGANDEMISFKDEGEQDEKICPI--SSAERDLADVKSSLVNESE
MPQLNGGGG—-——-~ DDLGANDEMISFKDEGEQDEKICPI--SSAERDLADVKSSLVNESE
MPQLNGGGG—-—-—-—-- DDLGANDEMISFKDEGEQDEKICPI--SSAERDLADVKSSLVNESE
MPQLNGGGG-——-~ DDLGANDEMISFKDEGEQDEKICPI--SSAERDLADVKSSLVNESE
MPQMNSAGE-——-- DDLGASDEMISFKDEGDQEEKIREN--GFTERDLADLKSSLVNESE

MPQLDSGGGGAGAGDDLGAPDELLAFQDEGEEQDDKNRDSAVGPERDLAELKSSLVNESE
MPQLDSGGGGAGAGDDLGAPDELLAFQDEGEEQDDKNRDSAVGPERDLAELKSSLVNESE

// Exon-2 /
TNQONSSSDSEA-——————————— ERRPPPRSESFRDKSRE--SLEEAAKRQDG--GLFKG
TNQONSSSDSEA-——————————— ERRPPPRSESFRDKSRE--SLEEAAKRQDG--GLFKG
TNQONSSSDSEA-——————————— ERRPPPRSESFRDKSRE--SLEEAAKRQDG--GLFKG
TP-HSSSDSET-——————————— ERRPPPRPESFRDKSRD--SLEDAAKRPDG--GLFKG
TP-HSSSDSET-——————————— ERRPPPRPESFRDKSRD--SLEDAAKRPDG--GLFKG
TP-HSSSDSET--—--————————— ERRPPPRPESFRDKSRD--SLEDAAKRPDG--GLFKG
TP-HSSSDSET-——————————— ERRPPPRPESFRDKSRD--SLEDAAKRPDG--GLFKG
VASHPRVP-ETH---————-——-— PEAIRRAQDVQLVYQDKFSAHMEDGIKHQDE--GMYKG

GAAAGAGVPGPGVRVHGEAEGAPEALGREHTSQRLFPDKLPESLEDGLKAPECTSGMYKE
GAAAGAGVPGPGVRVHGEAEGAPEALGREHTSQRLFPDKLPESLEDGLKAPECTSGMYKE

/ Exon-3 // Exon-4 //

PPYPGYPFIMIPDLTSPYLPNGSLSPTAR-—-————————————————— TYLOMKWPLLDV
PPYPGYPFIMIPDLTSPYLPNGSLSPTAR-—————————————————— TYLOMK-PLLDV
PPYPGYPFIMIPDLTSPYLPNGSLSPTAR-—-——-——————————————— TYLOMKWPLLDV

PTYGGYPFIMIPDLSSPYLPNGSLSPTARQCVNVPLDLHLASCCSPFMQYLOMKWPLLDV
PTYGGYPFIMIPDLSSPYLPNGSLSPTAR-—-—-—-——————————————— QYLOMKWPLLDV
PTYGGYPFIMIPDLSSPYLPNGSLSPTAR---—-—-—————————————— QYLOMKWPLLDV
PTYGGYPFIMIPDLSSPYLPNGSLSPTARQCVNVPLDLHLASCCSPFMQYLQOMKWPLLDV

SGYPGYPFLM-—-LSDPYLSNGSVS -~ === === === ———m oo
TVYSAFNLLMHYPPPSGAGQHPQPQPPLH-——-——————————————————m o
TVYSAFNLLMHYPPPSGAGQHPQPQPPTH-— === === === === —————— e

Exon-5 // Exon-6

QAGSLOSRQALKDARSPSPAHIVSNKVPVVQHPHHVHPLTPLITYSNEHFTPGNPPPHLP
QAGSLOSRQALKDARSPSPAHIVSNKVPVVOHPHHVHPLTPLITYSNEHFTPGNPPPHLP
QAGSLOSRQALKDARSPSPAHIVSNKVPVVQHPHHVHPLTPLITYSNEHFTPGNPPPHLP

QAGSLOGRQGMKDTRSPSPAHIVSNKVPVVQHPHHVHPLTPLITYSNEHFTPGNPPPHLQ
QAGSLOGRQGMKDTRSPSPAHIVSNKVPVVOHPHHVHPLTPLITYSNEHFTPGNPPPHLQ
QAGSLOGRQGMKDTRSPSPAHIVSNKVPVVQHPHHVHPLTPLITYSNEHFTPGNPPPHLQ
QAGSLOGRQGMKDTRSPSPAHIVSNKVPVVOHPHHVHPLTPLITYSNEHFTPGNPPPHLQ
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hTcf4M2
hTcf4s2
hTcf4E2

XTcf4C
XTcfd4Chex4
XTcfd4Chex4E2
XTcf4CE2

XTcfl
hTcflB
hTcflE

hTcf4M2
hTcf4S2
hTcf4E2

XTcfdcC
XTcfdChex4
XTcfdCAex4E2AR
XTcf4CE2

XTcf-1
hTcflB
hTcflE

hTcf4M2
hTcf4s2
hTcf4E2

XTcf4dC
XTcfdChex4
XTcfdChAex4E2AR
XTcf4CE2

XTcf-1
hTcflB
hTcflE

hTcf4M2
hTcf4s2
hTcf4E2

XTcf4cC
XTcfdChex4
XTcfdCAex4E2AR
Tcf4CE2

XTcfl
hTcflB
hTcflE

Exon-8

// Exon-7 //

ADVDPKTGIPRPPHPPDISPYYPLSPGTVGQIPHPLGWLVPQOGQPVYPITTGGFRHPYP
ADVDPKTGIPRPPHPPDISPYYPLSPGTVGQIPHPLGWLVPQQGQPVYPITTGGFRHPYP
ADVDPKTGIPRPPHPPDISPYYPLSPGTVGQIPHPLGWLVPQOGQPVYPITTGGFRHPYP

ADVDPKTGIPRPPHPPDISPYYPLSPGTMGQIPHPLGW----QGQPVYPITTGGFRHPYP
ADVDPKTGIPRPPHPPDISPYYPLSPGTMGQIPHPLGW----QGQPVYPITTGGFRHPYP
ADVDPKTGIPRPPHPPDISPYYPLSPGAVGQIPHPLGW----QGQPVYPITTGGFRHPYP
ADVDPKTGIPRPPHPPDISPYYPLSPGTMGQIPHPLGW----QGQPVYPITTGGFRHPYP

VDLNQKQGVHRPSQTPDVPTFYPLPSGGVGQISPSMGW——————————————————————
ADISQKQ-VHRPLQTPDLSGFYSLTSGSMGQLPHTVSW——————————————————————
ADISQKQ-VHRPLOTPDLSGFYSLTSGSMGOLPHTVSW——————————————————————

// Exon-9 //

TALTVNASMSRFPPHMVPPHHTLHTTGIPHPAIVTPTVKQESSQSDVGSLHSSKHQDSKK
TALTVNAS-SRFPPHMVPPHHTLHTTGIPHPAIVTPTVKQESSQSDVGSLHSSKHQDSKK
TALTVNASMSRFPPHMVPPHHTLHTTGIPHPAIVTPTVKQESSQOSDVGSLHSSKHQDSKK

TALTVNASMSRFPPHMVPPHHSLHTTGIPHPAIVAPTVKQESSHSDMGSLHSSKHQDSKK
TALTVNASMSRFPPHMVPPHHSLHTTGIPHPAIVAPTVKQESSHSDMGSLHSSKHQDSKK
TALTVNASMSRFPPHMVPPHHSLHTTGIPHPAIVNPTVKQESSQSDMGSLHSSKHQDSKK
TALTVNASMSRFPPHMVPPHHSLHTTGIPHPAIVAPTVKQESSHSDMGSLHSSKHQDSKK

————————— FPHP-LMLSP--SMHTTGIPHPAIIPHSGNKDMDIYERN---MKQHSEPKR

————————— FTHPSLMLGSGVPGHPAAIPHPAIVPPSGKQELQPFDRN---LKTQAESKA
————————— FTHPSLMLGSGVPGHPAAIPHPAIVPPSGKQELQPFDRN---LKTQAESKA

Exon-10 //

EEEKKKPHIKKPLNAFMLYMKEMRAKVVAECTLKESAAINQILGRRWHALSREEQAKYYE
EEEKKKPHIKKPLNAFMLYMKEMRAKVVAECTLKESAAINQILGRRWHALSREEQAKYYE
EEEKKKPHIKKPLNAFMLYMKEMRAKVVAECTLKESAAINQILGRRWHALSREEQAKYYE

EEEKKKPHIKKPLNAFMLYMKEMRAKVVAECTLKESAAINQILGRRWHALSREEQAKYYE
EEEKKKPHIKKPLNAFMLYMKEMRAKVVAECTLKESAAINQILGRRWHALSREEQAKYYE
EEEKKKPHIKKPLNAFMLYMKEMRAKVVAECTLKESAAINQILGRRWHALSREEQAKYYE
EEEKKKPHIKKPLNAFMLYMKEMRAKVVAECTLKESAAINQILGRRWHALSREEQAKYYE

EKEPKKPAIKKPLNAFMLYMKEMRANVIAECTLKESAAINQILGGRWHALSREEQSKYYE
EKEAKKPTIKKPLNAFMLYMKEMRAKVIAECTLKESAAINQILGRRWHALSREEQAKYYE
EKEAKKPTIKKPLNAFMLYMKEMRAKVIAECTLKESAAINQILGRRWHALSREEQAKYYE

Exon-11 //——FExon-12——// Exon-13——//—
LARKERQLHMQLYPGWSARDNYGKKKKRKRDKQPGETNEHSECFLNPCLSLPPIT---——
LARKERQLHMQLYPGWSARDNYGKKKKRKRDKQPGETNEHSECFLNPCLSLPPITDLSAP

LARKERQLHMQLYPGWSARDNYGKKKKRKRDKQPGETNEHSECFLNPCLSLPPITDLSAP

LARKERQLHMQLYPGWSARDNYGKKKKRKREKQQGEANEHSECYLNPCLSLPPIT----—
LARKERQLHMQLYPGWSARDNYGKKKKRKREKQQGEANEHSECYLNPCLSLPPIT-————
LARKERQLHMQLYPGWSARDNYGKKKKRKWEKQQGEANEHSECYLNPCLSLPPITDLSAP
LARKERQLHMQLYPGWSARDNYGKKKKRKWEKQQGEANEHSECYLNPCLSLPPITDLSAP

LARKERQLHMQLYPGWSARDNYGKRKRRTREKHQDSSS----—-—-——————-—-———— DPGSP
LARKERQLHMQLYPGWSARDNYGKKKRRSREKHQESTTG-——-——-—-—-—-—-—-———————————
LARKERQLHMQLYPGWSARDNYGKKKRRSREKHQESTT----—-—-——————-—-———— DPGSP
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hTcf4M2
hTcf4S2
hTcf4E2

XTcfd4C
XTcf4d4Chex4
XTcfdCAex4E2AR
XTcf4CE2

XTcfl
hTcflB
hTcflE

hTcf4M2
hTcf4S2
hTcf4E2

XTcfdcC
XTcf4d4Chex4
XTcfdCAex4E2AR
XTcf4CE2

XTcf-1
hTcflB
hTcflE

hTcf4M2
hTcf4S2
hTcf4E2

XTcfdcC
XTcf4d4Chex4
XTcfdCAex4E2AR
XTcf4CE2

XTcfl
hTcflB
hTcflE

Abb. 14. Vergleich der Aminosauren von humanen (h) und Xenopus (X) TCF4-Isoformen mit
XTCF1 und humanen TCF1-Varianten ohne (B) und mit

Exon-14 // Exon-17

KKCRARFGIDQONNWCGPC-RKKKCIRYIQGEGSCVSPPSSDGSLLDSPPSSPAMPDSPI
KKCRARFGLDQONNWCGPCRRKKKCIRYIQGEGSCVSPPSSDGSLLDSPPSSPAMPDSPI

KKCRARFGLNQQTDWCGPCR~—— === === === == — = —— oo oo
——————————————————— GKRNAFG ———-————————————mmm oo
KKCRARFGLNQQTDWCGPCRRKKKCIRYLPGEGRCPSPVPSDDSALGCPGSPSPAEPAPT

SDSKPQTEQTQPLSLTLKPDPLTRICGTHSPLAESPVRRPNTLAAAICHNGAELSHPHNS
SDSKPQTEQTQPLSLTLKPDPLTRICGTHSPLAESPVRRPNTLAAAICHNGAELSHPHNS

LPSSLHSSLHSSLHSSLPYL-SLSLTQPSTSFLPSHRSLVAT-QLQPLSLVTKPLE*--—
LPSSLHSSLHSSLHSSLPYL-SLSLTQPSTSFLPSHRSLVAT-QLOPLSLVTKPLE*--—

Schattierungen zeigen unterschiedliche Sequenzen.
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9.4. Herstellung XTCF4 E-tail und Aex4-Genkonstrukte

(A) (B)
XTCF4
5836 EcoRI (1) N
¥
o & &v,p
XTCFAC-Dex4 1..1759 » F o &
| G
XTCF4C-Dex4_pCS2 3000 S
5847 bp 1000 i
1754 Xhol (1) 288 4
300 _ ex4 (178)
200 1. “‘  Dexd (121)
ex4f+ex5sr
B) ©)
XTCF4C
_— 666 Xmal (1)
(3?‘?' XTCF4C-Dex4E2DR 1..1828
X O /
O P O
> ¥ &

mycXTCFAC-Dex4E2DR_pCS
6177 bp

209 ”EZDR-I\/Iegaprimer 1287..1510

2 T .“ exd (178)
- Dex4 (121)

2061 Not! (1)

(D) (E)

5966 EcoRI (1)

XTCF4C_pCS2

u < XTCF4C-E2_pCS2 1..1889
<
RN
S X 1348 Eco47Ill (1)
&V Q:‘? \>@’+ ) ex14 1342..1416

XTCF4-CE2_pCS2
5977 bp

JE2-Megaprimer 1265..1552

1884 Xhol (1)
2122 Notl (1)

Abb.15. Die XTCF4C Genkonstrukte: (A) XTCF4C-Aex4 kloniert in pCS2 zwischen
EcoRI/Xhol Schnittstellen; (B) Analytische ex3f/ex5r- PCR der XTCF4C-Aex4 (121 bp),
mycXTCF4C-Aex4 (178 bp) und XTCF4C-Aex4E2AR (B) ; (C) Vektorkarte nach Xmal/Notl-
Subklonierung von E2AR aus XTCF4C-E2AR_pCS2 im mycXTCF4C-Aex4; (D) EcoRI/Xhol
Doppelverdau neuer XTCF4C-pCS2-Klone und Eco471ll/Notl-Subklonierung von E2-
Megaprimer aus mutierter XTCF4C-E2_pCS2 (E).
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9.5. Sequenzen der neuen XTCF4C-Varianten

[

61
61
61

121
121
121

181
181
181

241
241
241

301
301
301

361
361
361

421
380
388

481
424
424

541
484
484

601
544
544

661
604
604

721
664
664

* * * * * *

ATGCCGCAGTTGAATGGCGGTGGGGGGGACGATCTGGGGGCGAATGACGAGATGATTTCG
ATGCCGCAGTTGAATGGCGGTGGGGGGGACGATCTGGGGGCGAATGACGAGATGATTTCG
ATGCCGCAGTTGAATGGCGGTGGGGGGGACGATCTGGGGGCGAATGACGAGATGATTTCG

* * * * * *

TTTAAGGACGAGGGGGAACAAGACGAGAAGATCTGTCCGATCAGTTCGGCCGAGCGGGAC
TTTAAGGACGAGGGGGAACAAGACGAGAAGATCTGTCCGATCAGTTCGGCCGAGCGGGAC
TTTAAGGACGAGGGGGAACAAGACGAGAAGATCTGTCCGATCAGTTCGGCCGAGCGGGAC

* * * * * *

CTGGCGGACGTCAAGTCTTCTCTGGTCAATGAGTCCGAGACCCCCCACAGCTCGTCCGAC
CTGGCGGACGTCAAGTCTTCTCTGGTCAATGAGTCCGAGACCCCCCACAGCTCGTCCGAC
CTGGCGGACGTCAAGTCTTCTCTGGTCAATGAGTCCGAGACCCCCCACAGCTCGTCCGAC

* * * * * *
TCCGAGACCGAGCGGCGACCCCCTCCCAGGCCGGAGAGTTTCCGGGACAAGAGTCGGGAC

TCCGAGACCGAGCGGCGACCCCCTCCCAGGCCGGAGAGTTTCCGGGACAAGAGTCGGGAC
TCCGAGACCGAGCGGCGACCCCCTCCCAGGCCGGAGAGTTTCCGGGACAAGAGTCGGGAC

* * * * * *
AGCCTGGAGGACGCTGCTAAAAGACCTGACGGAGGATTATTTAAAGGGCCGACATATGGG
AGCCTGGAGGACGCTGCTAAAAGACCTGACGGAGGATTATTTAAAGGGCCGACATATGGG
AGCCTGGAGGACGCTGCTAAAAGACCTGACGGAGGATTATTTAAAGGGCCGACATATGGG

* * * * * *

GGTTACCCCTTCATCATGATCCCCGACCTGAGCAGCCCCTACCTGCCCAACGGATCCCTC
GGTTACCCCTTCATCATGATCCCCGACCTGAGCAGCCCCTACCTGCCCAACGGATCCCTC
GGTTACCCCTTCATCATGATCCCCGACCTGAGCAGCCCCTACCTGCCCAACGGATCCCTC

* * * * * *

TCCCCCACTGCGCGACAGTGCGTGAATGTACCACTAGATCTGCATTTAGCCTCTTGTTGC

TCCCCCACTGCGCGACAGT —— === === — === ——— == oo
TCCCCCACTGCGCGACAGT === === ————— == — === oo

* * * * * *
AGCCCTTTCATGCAGTATCTGCAGATGAAATGGCCCCTGCTGGATGTTCAGGCTGGAAGT

———————————————— ATCTGCAGATGAAATGGCCCCTGCTGGATGTTCAGGCTGGAAGT
———————————————— ATCTGCAAATGAAATGGCCCCTGCTGGATGTTCAGGCTGGAAGT

* * * * * *

TTACAGGGTAGACAAGGAATGAAGGACACCAGATCTCCATCCCCGGCTCACATTGTTTCT
TTACAGGGTAGACAAGGAATGAAGGACACCAGATCTCCATCCCCGGCTCACATTGTTTCT
TTACAGGGTAGACAAGGAATGAAGGACACCAGATCTCCATCCCCGGCTCACATTGTTTCT

* * * * * *

AACAAGGTGCCCGTTGTACAGCACCCTCACCATGTCCACCCCCTCACGCCGCTCATTACC
AACAAGGTGCCCGTTGTACAGCACCCTCACCATGTCCACCCCCTCACGCCGCTCATTACC
AACAAGGTGCCCGTTGTACAGCACCCTCACCATGTCCACCCCCTCACGCCGCTCATTACC

* * * * * *

TACAGCAACGAGCACTTTACCCCAGGGAACCCCCCACCGCACTTACAGGCAGACGTGGAC
TACAGCAACGAGCACTTTACCCCAGGGAACCCCCCACCGCACTTACAGGCAGACGTGGAC
TACAGCAACGAGCACTTTACCCCAGGGAACCCCCCACCGCACTTACAGGCAGACGTGGAC

* * * * * *

CCAAAAACAGGAATCCCAAGGCCTCCACACCCTCCAGACATTTCCCCGTATTACCCTTTA
CCAAAAACAGGAATCCCAAGGCCTCCACACCCTCCAGACATTTCCCCGTATTACCCTTTA
CCAAAAACAGGAATCCCAAGGCCTCCACACCCTCCAGACATTTCCCCGTATTACCCTTTA

* * * * * *

TCCCCGGGCGCCGTCGGACAGATCCCCCATCCGCTAGGATGGCAAGGTCAGCCCGTTTAT
TCCCCGGGCGCCGTCGGACAGATCCCCCATCCGCTAGGATGGCAAGGTCAGCCCGTTTAT
TCCCCGGGCACCATGGGACAGATCCCCCATCCGCTAGGATGGCAAGGTCAGCCCGTTTAC

* * * * * *

-63-

60
60
60

120
120
120

180
180
180

240
240
240

300
300
300

360
360
360

420
379
387

480
423
423

540
483
483

600
543
543

660
603
603

720
663
663

780
723
723



781
724
724

841
784
784

901
844
844

961
904
904

1021
964
964

1081
1024
1024

1141
1084
1084

1201
1144
1144

1261
1204
1204

1321
1264
1264

1381
1324
1287

1441
1384
1311

1501
1444
1371

1561
1504
1431

CCAATCACAACGGGGGGCTTCAGGCACCCCTACCCCACAGCCCTTACCGTCAATGCTTCC
CCAATCACAACGGGGGGCTTCAGGCACCCCTACCCCACAGCCCTTACCGTCAATGCTTCC
CCAATCACAACGGGGGGCTTCCGGCACCCCTACCCCACAGCCCTCACCGTCAATGCTTCC

* * * * * *

ATGTCAAGATTCCCTCCTCACATGGTGCCGCCTCATCACAGTTTGCACACAACTGGAATC
ATGTCAAGATTCCCTCCTCACATGGTGCCGCCTCATCACAGTTTGCACACAACTGGAATC
ATGTCAAGATTCCCTCCCCACATGGTGCCGCCTCATCACAGTTTGCACACAACGGGAATC

* * * * * *

CCTCACCCCGCCATAGTCAACCCTACTGTCAAGCAGGAGTCTTCCCAGAGTGACATGGGA
CCTCACCCCGCCATAGTCAACCCTACTGTCAAGCAGGAGTCTTCCCAGAGTGACATGGGA
CCTCACCCCGCCATAGTCGCCCCTACTGTCAAACAGGAGTCTTCCCACAGTGACATGGGA

* * * * * *

TCCCTCCACAGCTCGAAACATCAGGATTCCAAAAAAGAAGAAGAAAAGAAAAAGCCGCAC
TCCCTCCACAGCTCGAAACATCAGGATTCCAAAAAAGAAGAAGAAAAGAAAAAGCCGCAC
TCCCTCCACAGCTCGAAACATCAGGATTCCAAAAAAGAAGAAGAAAAGAAAAAGCCGCAC

* * * * * *

ATAAAGAAACCCCTAAACGCGTTCATGCTGTACATGAAGGAGATGAGGGCAAAAGTTGTC
ATAAAGAAACCCCTAAACGCGTTCATGCTGTACATGAAGGAGATGAGGGCAAAAGTTGTC
ATAAAGAAACCCCTAAACGCGTTCATGCTGTACATGAAGGAGATGAGGGCAAAAGTTGTC

* * * * * *

GCCGAGTGCACGTTAAAAGAAAGCGCGGCCATCAATCAGATCCTTGGTCGGAGGTGGCAC
GCCGAGTGCACGTTAAAAGAAAGCGCGGCCATCAATCAGATCCTTGGTCGGAGGTGGCAC
GCCGAGTGCACGTTAAAAGAaAAGCGCGGCCATCAATCAGATCCTTGGTCGGAGGTGGCAC

* * * * * *

GCCTTATCCAGGGAAGAGCAAGCGAAATACTATGAGCTGGCGAGGAAGGAGAGGCAACTC
GCCTTATCCAGGGAAGAGCAAGCGAAATACTATGAGCTGGCGAGGAAGGAGAGGCAACTC
GCCTTATCCAGGGAAGAGCAAGCGAAATACTATGAGCTGGCGAGGAAGGAGAGGCAACTC

* * * * * *

CACATGCAGCTTTACCCCGGATGGTCGGCACGGGATAACTATGGCAAGAAGAAGAAGAGG
CACATGCAGCTTTACCCCGGATGGTCGGCACGGGATAACTATGGCAAGAAGAAGAAGAGG
CACATGCAGCTTTACCCCGGATGGTCGGCACGGGATAACTATGGCAAGAAGAAGAAGAGG

* * * * * *

AAAAGGGAAAAGCAGCAAGGAGAGGCCAATGAACACAGCGAATGTTACCTAAATCCTTGC
AAAAGGGAAAAGCAGCAAGGAGAGGCCAATGAACACAGCGAATGTTACCTAAATCCTTGC
AAAAGGGAAAAGCAGCAAGGAGAGGCCAATGAACACAGCGAATGTTACCTAAATCCTTGC

* * * * * *

CTTTCTCTTCCTCCGATCACAGACCTGAGCGCTCCTAAGAAATGTCGAGCGCGCTTTGGC
CTTTCTCTTCCTCCGATCACAGACCTGAGCGCTCCTAAGAAATGTCGAGCGCGCTTTGGC
CTTTCTCTTCCTCCGATCACAGA———————==——————————————— oo

* * * * * *

CTTGATCAGCAGAATAACTGGTGCGGTCCCTGCAGAAGGARAAAGAAGTGCATTCGCTAC
CTTGATCAGCAGAATAACTGGTGCGGTCCCTGCAGAAGGAAAAAGAAGTGCATTCGCTAC
———————————————————————————————————— AGGAAAAAGAAGTGCATTCGCTAC

* * * * * *

ATACAAGGTGAAGGCAGCTGCGTTAGCCCGCCCTCTTCAGATGGAAGCTTATTAGACTCT
ATACAAGGTGAAGGCAGCTGCGTTAGCCCGCCCTCTTCAGATGGAAGCTTATTAGACTCT
ATACAAGGTGAAGGCAGCTGCGTTAGCCCGCCCTCTTCAGATGGAAGCTTATTAGACTCT

* * * * * *
CCTCCTTCTTCTCCCGCCATGCCGGACTCCCCCATATCAGACTCCAAACCACAAACTGAA
CCTCCTTCTTCTCCCGCCATGCCGGACTCCCCCATATCAGACTCCAAACCACAAACTGAA
CCTCCTTCTTCTCCCGCCATGCCGGACTCCCCCATATCAGACTCCAAACCACAAACTGAA

* * * * * *

CAAACTCAACCTCTTTCTTTAACCTTGAAACCCGACCCCCTGACAAGGATCTGCGGGACC
CAAACTCAACCTCTTTCTTTAACCTTGAAACCCGACCCCCTGACAAGGATCTGCGGGACC

840
783
783

900
843
843

960
903
903

1020
963
963

1080
1023
1023

1140
1083
1083

1200
1143
1143

1260
1203
1203

1320
1263
1263

1380
1323
1286

1440
1383
1310

1500
1443
1370

1560
1503
1430

1620
1563

CAAACTCAACCTCTTTCTTTAACCTTGAAACCCGACCCCCTGACAAGGATCTGCGGGACC>1490
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* * * * * *
1621 CATTCACCTCTGGCTGAGAGCCCCGTGCGAAGGCCAAATACACTGGCAGCCGCCATTTGC 1680
1564 CATTCACCTCTGGCTGAGAGCCCCGTGCGAAGGCCAAATACACTGGCAGCCGCCATTTGC 1623
1491 CATTCACCTCTGGCTGAGAGCCCCGTGCGAAGGCCAAATACACTGGCAGCCGCCATTTGC 1550

* * * * * *

1681 CATAACGGAGCAGAACTCAGTCACCCGCACAATTCTCTGCCCTCGTCTCTGCACTCGTCT 1740
1624 CATAACGGAGCAGAACTCAGTCACCCGCACAATTCTCTGCCCTCGTCTCTGCACTCGTCT 1683
1551 CATAACGGAGCAGAACTCAGTCACCCGCACAATTCTCTGCCCTCGTCTCTGCACTCGTCT 1610

* * * * * *

1741 CTGCACTCGTCTCTGCACTCGTCTCTGCCCTACAGTTTGTCTCTTACACAACCGTCCACC 1800
1684 CTGCACTCGTCTCTGCACTCGTCTCTGCCCTACAGTTTGTCTCTTACACAACCGTCCACC 1743
1611 CTGCACTCGTCTCTGCACTCGTCTCTGCCCTACAGTTTGTCTCTTACACAACCGTCCACC 1670

* * * * * *

1801 TCGTTCCTTCCTTCCCATCGCTCCTTGGTTGCAACTCAACTTCAGCCCCTGTCCCTGGTC 1860
1744 TCGTTCCTTCCTTCCCATCGCTCCTTGGTTGCAACTCAACTTCAGCCCCTGTCCCTGGTC 1803
1671 TCGTTCCTTCCTTCCCATCGCTCCTTGGTTGCAACTCAACTTCAGCCCCTGTCCCTGGTC 1730

* *

1861 ACCAAACCCTTAGAGTAGAACCCCTCGAG 1889
1804 ACCAAACCCTTAGAGTAGAACCCCTCGAG 1832
1731 ACCAAACCCTTAGAGTAGAACCCCTCGAG 1759

Abb.16. Vergleich von XTCF4C-E2AR (oben), XTCF4C-Aex4-E2A4 (mitte) und XTCF4C-
Aex4. Einzelne Basenunterschiede sind schattiert. Alle drei Sequenzen stammen aus den in
pCS2 insertierten Fragmenten.
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