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Zusammenfassung

In Komplementationsexperimenten in Drosophila konnte keines der untersuchten
Xenopus Lef/Tcfs Pangolin ersetzen. Damit hat in der Vertebraten Entwicklung
entweder jedes Lef/Tcf urspriingliche Eigenschaften verloren oder Pangolin hat seit
dem Abspalten vom gemeinsamen Vorldufer neue Eigenschaften angenommen.

Die Analysen in Drosophila wurden dadurch erschwert, dass Depletion und
Uberexpression von Pangolin sehr dhnliche Phinotypen verursachten. Trotzdem
konnten funktionale Unterschiede der Lef/Tcfs ermittelt werden. Lef scheint ein sehr
starker Aktivator zu sein, wohingegen Tcf3 die Aktivator-Eigenschaften von Pangolin,
vermutlich durch das Abfangen des Ko-Repressors CtBP, zu verstarken scheint.
Insgesamt liegen offensichtlich wesentliche evolutiondr konservierte regulatorische
Elemente im C-Terminus. Dies wurde zwischenzeitlich durch Komplementations-
experimente mit Chimdren Lef/Tcfs unterstrichen (Bhambhani et al., 2014).

Die Bedeutung bekannter regulatorischer Bereiche im C-Terminus, die Cystein-
Klammer und das CtBP Bindemotiv, wurden in Xenopus durch Analysen von
Punktmutationen untersucht. Diese Mutationen hatten tberraschend schwache
Effekte auf die Funktion von Tcf4E, was darauf hindeutet, dass zumindest in Xenopus
die Cystein-Klammer und das CtBP Bindemotiv modulierend wirken. Im Hefe-2-
Hybridsystem konnte kein neuer Interaktionspartner des C-Terminus identifiziert
werden. Stattdessen scheint hier tatsachlich CtBP das dominierende Bindeprotein zu
sein.

Fiir die kontext-abhdngige regulatorische Domane (CRD) wurden sowohl bei Tcf1 als
auch bei Tcf4 mogliche neue Interaktionspartner gefunden. Wahrend die Interaktion
von Tcf4 mit der Phospholipid Scramblase 1 noch nicht weiter bestitigt werden
konnte, wurde die physische Interaktion von Tcfl mit der Dynein leichten Kette 2
durch ein weiteres unabhdngiges Analysesystem, den Proximity Ligation Assay,
verifiziert. Sowohl die Dynein leichte Kette 2 als auch die Phospholipid Scramblase 1
beeinflussen die Aktivitit des fliir den kanonischen Wnt-Signalweg spezifischen

SuperTOPFlash-Reporters.

Vi
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1. Einleitung

1.1 Der Wnt/-Catenin-Signalweg in Vertebraten

Die Aktivierung des Wnt/[3-Catenin-Signalwegs beginnt mit der Bindung eines Wnt-
Liganden (Wingless/Int-1) an den Rezeptor Frizzled und den Ko-Rezeptor LRP5/6
(low density lipoprotein receptor related protein) (MacDonald und He, 2012).

Dieser Signalweg ist unter anderem entscheidend bei der Entstehung der
anterioren/posterioren Achse des sich entwickelnden Keims, der Musterbildung des
zentralen Nervensystems, bei der Regulation der Stammzellerneuerung und kann bei
fehlerhafter Regulation zur Entstehung von Krebs fiihren (Logan und Nusse, 2004,
Reya und Clevers, 2005, Minde et al., 2011, Clevers und Nusse, 2012).

In Abwesenheit eines Wnt-Liganden sorgt ein sogenannter Degradationskomplex
daftir, dass die cytoplasmatische Konzentration an [-Catenin konstant niedrig
gehalten wird. Dieser Degradationskomplex enthdlt die Glykogen Synthase Kinase 33
(GSK3[), die Casein Kinase 1a (CK1a) sowie Axin und APC (Adenomatous Polyposis
Coli) (Kimelman und Xu, 2006). Die beiden Kinasen phosphorylieren (3-Catenin an
charakteristischen Serin-Resten am N-Terminus (Liu et al., 2002). Phosphoryliertes
B-Catenin wird von der SKP1-cullin 1-F-box E3 Ligase erkannt und ubiquitiniert. Die
Ubiquitinierung und nachfolgende Poly-Ubiquitinierung fithrt zum Abbau des
B-Catenin am 26S Proteasom.

Durch die Bindung eines Wnt-Liganden an Frizzled und den Ko-Rezeptoren LRP5
oder LRP6 wird der kanonische Wnt-Signalweg aktiviert und der
Degradationskomplex zerstort. Der Rezeptorkomplex rekrutiert das Adaptorprotein
Dishevelled (Kafka et al., 2014). Daraufhin phosphorylieren GSK3 und CK1a den Ko-
Rezeptor LRP5/6 und erméglichen so die Bindung von Axin (Zeng et al., 2008a). Die
Verschiebung des limitierenden Faktors Axin aus dem Degradationskomplex hin zum
Rezeptorkomplex flihrt zu einer reduzierten Anzahl an Degradationskomplexen (Salic
et al, 2000). So wird verhindert, dass B-Catenin weiterhin phosphoryliert und
degradiert wird. Die Akkumulation von (-Catenin induziert letztendlich dessen
Translokation in den Nukleus, wo es mit den Transkriptionsfaktoren der Lef/Tcf
(T-cell factor/Lymphoid enhancer factor) Familie interagiert. Im Komplex mit den

nukledaren Wnt-Mediatoren reguliert [-Catenin als Ko-Aktivator an Lef/Tcf
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Konsensussequenzen der DNA die Zielgenexpression (Brannon et al., 1997, Hoppler
und Kavanagh, 2007).

Erganzend bzw. alternativ zu diesem Mechanismus zeigten Taelmann und Kollegen
(2012), dass nach Bildung eines Wnt-Signalosoms, also der Akkumulation von
Wnt/Rezeptor/Ko-Rezeptorkomplexen (Bili¢ et al., 2007), GSK33 zusammen mit den
Komponenten des Signalosoms endocytiert wird und in multivesikuldaren Kérperchen
erscheint. Damit wird das Enzym GSK3[ physikalisch von seinem Substrat (3-Catenin
getrennt. Hypophosphoryliertes (-Catenin wird nicht degradiert, akkumuliert so im

Zellkern und reguliert dort die Zielgenexpression (Maher et al., 2010).

A LRP5/LRP6 B LRP5/LRP6
| Frizzled Fnzzled

-Catenin

Transkription \

Ko-Repressor y i
4 ' [ — D[ von Zielgenen, zB. Axin2 |
/NN ‘ VYAV AVYA \ MAYA .(/’iUT N/ \'/\'/,

Abbildung 1.1: Vereinfachte Darstellung des Wnt/f-Catenin-Signalwegs

(A) In Abwesenheit des Wnt-Liganden ist 3-Catenin Teil des Degradationskomplexes bestehend aus
APC, Axin, GSK3B und CKla. Dieser fiihrt zur Phosphorylierung von -Catenin mit anschliefender
Ubiquitinierung und Poly-Ubiquitinierung und letztendlich zum Abbau von B-Catenin. Im Nukleus
bindet der Transkriptionsfaktor Tcf im Komplex mit Ko-Repressoren wie Groucho/TLE oder CtBP an
spezifische DNA-Sequenzen. (B) Die Bindung des Wnt-Liganden an Frizzled fiihrt zur Rekrutierung von
LRP5/6, Dishevelled und Axin, wodurch der Degradationskomplex aufgelost wird. Die
Phosphorylierung von -Catenin wird inhibiert, was zu dessen Akkumulation im Cytoplasma und der
dadurch induzierten Translokation in den Nukleus fiihrt. Dort verdrangt $-Catenin den Ko-Repressor
und aktiviert mit Tcf die spezifische Zielgenexpression von zum Beispiel Axin2. Verdandert nach McNeil
und Woodgett, 2010.

Bei Drosophila ist der Wnt/B-Catenin-Signalweg unter anderem in der
Fliigelentwicklung entscheidend. Dies geht bereits aus dem Namen des Wnt-1
Homologs der Fliege, Wingless, hervor. In frithen Embryonalstadien fiihrt der
Wingless Verlust zu einer Transformation des Fliigels in das Notum. Ein Fliigel als

solcher ist dann nicht zu finden (Sharma und Chopra, 1976, Morata und Lawrence,
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1977). Wingless Defizienz wahrend der frithen Larvalstadien fiihrt zu Zellverlusten in
und um die Fliigelmargin herum (Couso et al., 1994, Zecca et al., 1996). Die Wingless-
Uberexpression dagegen induziert ektopische Borsten, reduziert aber ebenfalls die
Zellzahl an der Fliigelmargin und fiihrt somit zu charakteristischen Einkerbungen der
Fliigelrander (Blair, 1992, Lawrence et al, 2000). Der prinzipielle Ablauf der
Signalkaskade ist hoch konserviert, erfolgt also wie bei Vertebraten, wobei das
Homolog zu LRP5/6 Arrow heif3t, das fiir die GSK3f heifst Zest white 3 (Zw3)/Shaggy
und (-Catenin entspricht Armadillo (Yost et al., 1996, Aberle et al., 1997). Die Lef/Tcf
Transkriptionsfaktoren werden in Drosophila, wie bei allen Invertebraten, von einem
Vertreter, dTcf oder Pangolin, reprasentiert (Brunner et al., 1997, Cavallo et al., 1997,

van de Wetering et al., 1997).
1.2 B-Catenin-unabhingige Wnt-Signalwege

Neben dem Wnt/B-Catenin-Signalweg konnen einige Wnt-Liganden, bzw.
Ligand/Rezeptor/Ko-Rezeptor-Kombinationen = auch  alternative, = -Catenin-
unabhdngige, sogenannte nicht kanonische Wnt-Signalwege aktivieren. Diese nicht
kanonischen Signalwege, deren Hauptvertreter der Wnt5a/Ca%* und der Wnt/PCP-
Signalweg sind, nehmen vor allem tiber die Aktivierung des nuclear factor of activated
t-cells (NFAT) (Shou et al.,, 2015), der Aktivierung der c-Jun N-terminalen Kinase
(cJUNK) (Oishi et al., 2003) und damit die Konstituierung des Transkriptionsfaktors
activator protein-1 (AP-1) (Katoh und Katoh, 2007, Nishita et al., 2010) Einfluss auf
die Transkription. Ihre hauptsachliche Aktivierung in der Wnt-empfangenden Zelle
ist aber in Veranderungen des Cytoskeletts zu sehen. So wird zum einen durch Wnt11
die Polarisierung des Mikrotubulicytoskeletts induziert (Rigo-Watermeier et al,
2012), wahrend iiber die GTPasen Rac und RhoA das Aktincytoskelett reorganisiert
wird, um zum Beispiel Filopodien auszubilden und letztendlich die Zellmigration

einzuleiten (Tahinci und Symes, 2003).

In Drosophila melanogaster ist der PCP (Planar Cell Polarity)-Signalweg fiir die
Polarisierung der Zelle im zweidimensionalen Bereich verantwortlich und fiihrt unter
anderem zur Ausrichtung der Borsten zum distalen Ende des Fliigels hin. Die

asymmetrische Verteilung {liber die Membran der fiir den PCP-Signalweg
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verantwortlichen Proteine wird wihrend der kompletten Fliigelentwicklung aufrecht
erhalten. Frizzled ist gemeinsam mit den cytoplasmatischen Proteinen Dishevelled
und Diego im distalen Zellbereich lokalisiert (Axelrod, 2001, Strutt, 2001). Gegeniiber
befinden sich im proximalen Bereich das Transmembranprotein Strabismus und das
cytoplasmatische Protein Prickle (Bastock et al, 2003). Flamingo, das sieben
Transmembran Cadherin, ist sowohl distal als auch proximal lokalisiert (Matthews et
al, 2008). Funktionsverluste von einem der genannten Proteine fiithrten im
Drosophila Fliigel zu fehlgerichteten Borsten oder zu Borsten, die mittig anstatt distal
aus der Zelle auswachsen (Vinson und Adler, 1987, Chae et al, 1999). Fiir die
Anderungen im Cytoskelett zur Induktion der Borstenformation sind im Fliigel die
GTPasen Rac und RhoA essentiell. Beide binden an unterschiedliche Domanen von
Dishevelled. Uber die Bindung an die PDZ-Domine wird RhoA aktiviert und
infolgedessen die RhoA assoziierte Kinase Drok (Strutt et al, 1997, Winter et al,,
2001). Rac fiihrt nach dessen Aktivierung iiber die DEP-Domane zur Aktivierung der
c-Jun N-terminalen Kinase. Weitere relevante Effektorgene fiir die richtige
Lokalisation der Fliigelborsten sind: Inturned, fuzzy, fritz und multiple wing hairs
(mwh)(Collier und Gubb, 1997, Adler, 2002). mwh-Mutanten fiihren zur Expression
mehrerer Borsten, statt wildtypisch einer, aus ein und derselben Zelle (Lu et al,
2015). Wie letztendlich die Polaritit iiber den gesamten Fliigel etabliert wird konnte
nicht geklart werden, da ein globaler Signalgeber noch nicht identifiziert wurde.
Wingless scheint es nicht zu sein, da in Wg-Mutanten die Polaritdt erhalten bleibt
(Chen et al, 2008). Tatsachlich konnte bisher noch kein Wnt-Ligand identifiziert

werden, der fiir die planare Zellpolaritat in Drosophila verantwortlich ist.
1.3 Die Transkriptionsfaktoren des kanonischen Wnt-Signalwegs

Mit der Identifizierung der Lef/Tcf Transkriptionsfaktoren als Bindepartner von
B-Catenin war der entscheidende Schritt der Transduktion eines Signals in eine
transkriptionelle Regulation aufgeklart (Behrens et al., 1996, Huber et al, 1996,
Molenaar et al., 1996). Damit sind die Lef/Tcfs als transkriptionelle Regulatoren die
Effektoren des kanonischen Wnt-Signalwegs (Brantjes et al, 2005). Die Anzahl an
nukledren Wnt-Mediatoren unterscheidet sich dabei zwischen Invertebraten und

Vertebraten. Invertebraten wie Hydra magnipapillata, D. melanogaster und C. elegans
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exprimieren nur einen dieser Transkriptionsfaktoren, der in Drosophila Pangolin und
in C. elegans Pop-1 genannt wird (Brunner et al., 1997, Lin et al.,, 1998). Vertebraten
wie Mus musculus, der Mensch oder Xenopus laevis exprimieren vier verschiedene
Transkriptionsfaktoren: Lef (Lymphoid enhancer binding factor)(Travis et al.,, 1991),
Tcfl (T-cell factor) (van de Wetering et al, 1991), Tcf3 und Tcf4 (Korinek et al,
1998b). Nach der HUGO (Human Genome Organisation) lauten die Bezeichnungen:
Lef-1 (Lef), Tcf-7 (Tcfl), Tcf-7/1 (Tcf3) und Tcf-7/2 (Tcf4). Zur besseren
Unterscheidung werden in der vorliegenden Arbeit weiterhin die traditionellen
Namen verwendet. Fiir Danio rerio sind durch eine Duplikation von Tcf3 zu Tcf3a und
Tcf3b sogar fiinf verschiedene Transkriptionsfaktoren bekannt (Dorsky et al., 2003,
Veien et al,, 2005).

Thre Struktur ermoglicht es mit ihrer hochkonservierten HMG-Box (high mobility
group box) an die kleine Furche der DNA zu binden. Sie erkennen CCTTTGWW,
W:A/T Motive, sogenannte WREs (Wnt-Responsive Elements), die stromaufwarts der
Wnt-Zielgene liegen (van de Wetering et al., 1992). Gemeinsam mit (-Catenin und
weiteren Ko-Aktivatoren fiihren sie zur Bildung eines Aktivatorkomplexes. Zu diesen
Ko-Aktivatoren gehoren unter anderem CBP/p300 (cAMP responsive element
binding (CREB) binding protein/E1A-Binding protein, 300 kDa) (Hecht et al., 2000,
Takemaru und Moon, 2000), Pygopus und Bcl9/Lgl (B-Zell Lymphoma 9/Legless)
(Stadeli und Basler, 2005, Takada et al, 2012) und viele mehr (Cadigan und
Waterman, 2012). In diesen multimeren Komplexen gelten die Lef/Tcf
Transkriptionsfaktoren generell als Aktivatoren ihrer Zielgene. Ist kein [3-Catenin
vorhanden, so bilden die Lef/Tcfs Repressorkomplexe. Hierfiir binden sie unter
anderem Groucho/TLE (Groucho related genes/Transducin like Enhancer of split)
(Daniels und Weis, 2005, Kaul et al., 2015) oder das C-terminale Bindeprotein (CtBP)
(Valenta et al., 2003). Als genereller regulatorischer Schalter zwischen Aktivator- und
Repressorfunktion wird dabei die Kompetition von 3-Catenin und Groucho/TLE um
die Bindung der Transkriptionsfaktoren angesehen (Daniels und Weis, 2005).
Weitere Regulatoren wie Hic-5 (hydrogen peroxide-induced clone 5) (Ghogomu et al.,
2006), Kaiso (Park et al., 2005) oder auch SMADs (Labbé et al., 2000) wurden in
verschiedenen Systemen identifiziert (Cadigan und Waterman, 2012), sind aber

verglichen mit der Regulation tiber 3-Catenin/Groucho, Bcl9/Lgl oder CtBP weniger
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konserviert, stirker kontext-abhidngig und/oder eher als Modulatoren denn als

Schalter anzusehen.

1.3.1 Aufbau der Vertebraten Lef/Tcfs

Allen Lef/Tcfs gemeinsam ist die strukturelle Einteilung in vier Domdnen. Von
N-terminal nach C-terminal sind das die 3-Catenin Bindedoméane (BCBD), die kontext-
abhidngige regulatorische Doméane (Context dependent Regulatory Domain, CRD), die
DNA-Bindedomane (High Mobility Group, HMG-Box) mit der nukledaren Lokalisations-
sequenz (NLS) und der C-Terminus. Am starksten konserviert ist dabei die HMG-Box
inklusive NLS, gefolgt von der 3-Catenin Bindedomane.

Diese [BCBD enthidlt circa 60 Aminosduren und weist eine 60 %ige
Aminosadureidentitiat unter den Tcf-Orthologen auf (Behrens et al, 1996). Die
Armadillo Motive 3-10 von (-Catenin binden diese Domane (Graham et al.,, 2000).
B-Catenin/Tcf Interaktionen werden durch drei Bindemodule bewerkstelligt, die
negativ geladen sind und antiparallel zu den positiv geladenen Armadillo Motiven
verlaufen. Fiir Xenopus Tcf3 wurde in Kristallanalysen gezeigt, dass die N-terminale
Haarnadelstruktur direkt in die Einkerbung der Armadillo Wiederholungen
9-10 passt. Die Domdne zwei, eine ausgedehnte Domadine, interagiert mit den
Wiederholungen 5-8, wahrend die letzte Domdne der BCBD von Tcf3, eine a-Helix,
mit den Armadillo Wiederholungen 3-4 wechselwirkt (Graham et al., 2000). Fiir Tcf4
konnten zwei Aminosduren ausgemacht werden, Asp-16 und Leu-48, die essentiell
fir die Bindung an [-Catenin sind (Omer et al, 1999). Die Nutzung alternativer
Promotoren fiihrt bei Lef, Tcfl und Tcf4 zu N-terminal trunkierten Isoformen ohne
BCBD (van de Wetering et al., 1992, Van de Wetering et al., 1996, Hovanes et al., 2000,
Hoeppner et al,, 2009, Vacik et al., 2011). Bei Tcfl und Lef wurde gezeigt, dass diese
trunkierten Varianten als dominant-negative Isoformen agieren (dnLef, dnTcf1), sie
bilden also Repressorkomplexe (Roose et al, 1999), obwohl fiir Lef zusatzliche

Bindestellen fiir -Catenin in der CRD beschrieben sind (Daniels und Weis, 2005).

Die CRD ist mit 15-20 % Sequenzhomologie die am wenigsten konservierte Doméne.
Allerdings ist allen CRD gemein, dass dort der Ko-Repressor Groucho/TLE bindet
(Jennings und Ish-Horowicz, 2008, Agarwal et al., 2015). Der Repressorkomplex wird
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erst nach Aktivierung des Wnt-Signalwegs durch das Verdriangen von Groucho/TLE
durch 3-Catenin aufgelost.

Durch die alternative Verwendung von Spleifdonor- und Akzeptorstellen kommt es
in der CRD zu einer Vielzahl diverser Isoformen. Dem alternativ gespleifdsten Exon IV
in Tcfl und entsprechend Exon VIII in Tcf4, bzw. Exon VI in Lef, werden sowohl
aktivierende als auch reprimierende Eigenschaften zugeschrieben (Gradl et al., 2002,
Tomimaru et al,, 2013). Die Zielgenaktivierung durch dieses Exon wird durch die
Bindung des LIM-Proteins Hic-5 (Hydrogen peroxide-induced clone-5) unterdriickt
(Ghogomu et al.,, 2006). Tcf3 und Tcf4 weisen zusatzlich zum Exon VIII mit LVPQ und
SxxSS flankierende Sequenzen auf, denen reprimierende Eigenschaften zugesprochen
werden. Bei Tcf4 wurde nachgewiesen, dass die Varianten tatsdchlich alternativ
exprimiert werden (Duval et al, 2000, Pukrop et al., 2001). Generell fiihren die
Aminosduresequenzen LVPQ und SxxSS auf noch unbekanntem Wege zu einer
Repression der Transkription (Pukrop et al., 2001, Gradl et al., 2002).

Lef weist innerhalb der CRD eine weitere Besonderheit auf. Als einziges Lef/Tcf
enthdlt es eine Transaktivatordomdne und kann so anstatt durch B-Catenin durch
ALY (Ally of AML-1 and Lef-1) zu einer transkriptionellen Aktivierung fiihren. ALY
bindet dabei an die kontext-abhdngige Transaktivierungsdoméane (context dependent
transactivation domain, CAD) (Bruhn et al., 1997), also dem Bereich, der inzwischen
CRD genannt wird. Bisher wurde von keinem anderen Lef/Tcf nachgewiesen, dass es
ALY bindet. So ist 18 Jahre nach der Erstbeschreibung der Lef-ALY Interaktion davon
auszugehen, dass diese Art der transkriptionellen Regulation Lef-spezifisch ist.

Tcf4 Isoformen, denen C-terminal der CRD die HMG-Box und der C-Terminus fehlen,
(Tcf4N), agieren als dominant-negative Transkriptionsfaktoren. Sie fangen -Catenin
ab, bilden einen Komplex und kénnen dann, auf Grund des Verlustes der HMG-Box,
nicht an Zielgen-Promotoren binden. Explizit wurde dies fiir den lefl-Promotor

gezeigt (Kennell et al.,, 2003).

Die HMG-Box als DNA-Bindedoméane besteht aus circa 80 Aminosduren und weist
gemeinsam mit der anschlieffenden NLS eine tber 90 %ige Aminosaureidentitiat
unter den einzelnen Lef/Tcfs unterschiedlicher Organismen auf. Fiir Tcfl konnte
gezeigt werden, dass die Faltung der HMG-Box in ungebundener Form zu 60 % aus

a-Helices besteht und zu 40 %  willkirlich gewunden ist. Eine
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Konformationsanderung der HMG-Box nach der DNA-Bindung konnte ebenfalls
ermittelt werden (van Houte et al, 1993). Durch die Bindung an der
Konsensussequenz WWCTTTG (W=A/T) wird die DNA durch die HMG-Box um 130 °
gebogen (Giese et al, 1991, Oosterwegel et al, 1991, van Beest et al.,, 2000). Die
Beugung der DNA weg vom Transkriptionsfaktor induziert das Binden basischer
Aminosauren der NLS an das Phosphatriickgrat der DNA und unterstiitzt die Bindung
DNA/Transkriptionsfaktor (Love et al, 1995). Die Konformationsidnderungen der
DNA und der HMG-Box verandern die Bindemodalitiaten weiterer Ko-Faktoren. Dies
konnte unter anderem fiir den TCRa-Enhancer (T-Cell Receptor a) gezeigt werden
(Carlsson et al., 1993, Giese und Grosschedl, 1993). Einer dieser Ko-Faktoren ist die
Thymin DNA Glykosylase (TDG). Diese bindet an Tcf1l, Lef und Tcf4, was in einer

erh6hten Genexpression resultiert (Jia et al., 2014).

Verglichen zur hohen Konservierung der DNA-Bindedomane sind die Unterschiede
im C-Terminus der Lef/Tcfs immens. Durch alternatives Spleifden von Tcfl und Tcf4
entstehen diverse Isoformen, die sich hauptsachlich im Vorhandensein einer Cystein-
Klammer und Bindestellen fiir das C-terminale Bindeprotein (CtBP) unterscheiden
(Weise et al.,, 2010). Die langsten dieser Varianten werden E-Tail (E = elongation)
Varianten genannt. Die Cystein-Klammer (C-Klammer) erstreckt sich tiber die Exons
14-17 und besteht aus einer CRARF-Domane und drei weiteren Cysteinen, wobei das
letzte in ein RKKKCIRY-Motiv integriert ist. Abwandlungen des CRARF-Motivs treten
haufig auf, so findet sich in Vertebraten zum Beispiel auch CRALF statt CRARF (Weise
et al,, 2010). Die Cystein-Klammer dient als zusatzliches DNA-Bindemotiv, welches an
GC-reiche DNA-Elemente/Helferstellen (RCCGCC) stromabwarts der WREs bindet
(Hoverter et al., 2014). Die Aktivierung des lefI-Promotors konnte einzig durch die
Bindung der E-Tail Varianten an eine dieser zusatzlichen DNA-Bindestellen induziert
werden (Hovanes et al,, 2001). Fiir die Bindung der C-Klammer an den Helferstellen
ist ein Zink-lon essentiell (Ravindranath und Cadigan, 2014). Die Aktivierung durch
den E-Tail scheint dabei auf einige Zielgene beschrankt zu sein. Lef (also ohne E-Tail)
aktiviert den cdxI-Promotor nicht. Erst eine Chimare aus Lef und dem E-Tail von Tcf4
fiihrt zur cdxI-Expression (Hecht und Stemmler, 2003). Inzwischen wird allgemein
angenommen, dass die Cystein-Klammer die Bindung der HMG-Box an die WRE

unterstitzt und eine starke Zielgenaktivierung fordert (Atcha et al., 2007, Chang et al,,
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2008, Wallmen et al.,, 2012). Neben der akzessorischen Bindung an die WREs und
zusatzlichen Helferstellen ist die Cystein-Klammer auch an der Rekrutierung
transkriptioneller Aktivatoren beteiligt. So ist das RKKKCIRY-Motiv das Bindeelement
fir den Ko-Aktivator CBP/p300. Diese Histonacetyltransferase verdandert nicht nur
den ,Histon-Code” in naherer Umgebung, sondern unterstiitzt auch die Bindung an
B-Catenin und fiihrt somit zur Zielgenexpression (Atcha et al., 2003, Li et al.,, 2007).
Damit wird lber den E-Tail die Expression der Zielgene tiber zwei Mechanismen
gefordert, die verstirkte Bindung an die DNA und die Rekrutierung einer
Histonacetyltransferase. Fiir Tcfl sind bisher keine weiteren regulatorischen
Mechanismen des E-Tails bekannt. Fiir Tcf4 erscheint die Regulation iiber den
C-Terminus deutlich komplexer, denn er enthdlt neben der Cystein-Klammer auch
Bindemotive (PLSL) fiir den Ko-Repressor CtBP. Die inhibitorischen Eigenschaften
des Ko-Repressors CtBP konnten unter anderem durch die unterbundene siamois-
Promotoraktivierung im Komplex mit Tcf3 gezeigt werden (Brannon et al., 1999,
Valenta et al., 2003). Dabei ist noch immer umstritten wie CtBP tatsdchlich als
Repressor agiert (Hamada und Bienz, 2004, Sierra et al., 2006). Zwei unterschiedliche
Modelle werden favorisiert. Nach einem Modell interagiert CtBP direkt mit Tcf4 und
unterstitzt die Zielgenunterdriickung gemeinsam mit Groucho, im anderen Modell
bindet CtBP an APC und induziert die Losléosung von Armadillo/
B-Catenin vom Tcf (Brannon et al., 1999, Hamada und Bienz, 2004, Fang et al., 2006,
Sierra et al., 2006).

Die kiirzeste der C-terminalen Varianten wird als S-Form bezeichnet. Durch
alternatives Spleifien kommt es zum Verlust von Exon 17, einer Verschiebung des
Leserahmens in nachfolgenden Exons und damit zum Translationsstop (Weise et al.,
2010). Von den vier Cysteinen der C-Klammer sind die ersten drei enthalten. Das
RKKKCIRY-Motiv fehlt. Alle Tcf1-Varianten, die im Modellorganismus Xenopus bisher
beschrieben wurden, entsprechen dieser Variante (Roél et al., 2003). Dabei ist auch
hier der E-Tail wichtig fiir die Zielgenaktivierung. Rekonstitutionsexperimente in
Tcf1/Tcf4 depletierten E14 ESC-Zellen mit Tcf1B und Tcf1E zeigten auf, dass fiir die
wildtypische Expression von Axin2 und CDK1 beide Tcf1 Isoformen eine wildtypische
Expression einleiten konnen. Fiir T/Bra konnte allerdings einzig TcflE die

wildtypische Zielgenexpression wiederherstellen (Wallmen et al., 2012).
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Die M-Isoformen zeichnen sich durch den kompletten Verlust der Cystein-Klammer
und der CtBP Bindemotive aus. In Xenopus sind dies die urspriinglich beschriebenen
Varianten, auf denen zum Beispiel die Untersuchungen der Exon VIII flankierenden
Sequenzen LVPQ und SxxSS beruhen. Basierend auf diesen Ergebnissen lassen sich
die M-Formen weiterhin in Tcf4A, Tcf4B und Tcf4C unterteilen (Pukrop et al., 2001,
Gradl et al, 2002). Die A-Isoform enthdlt beide flankierenden Sequenzen, die

C-Isoform keine und bei der B-Variante ist einzig das LVPQ-Motiv enthalten.

* N-Terminus CRD DNA-Bindung C-Terminus
“ pcBD " CAD/ALY Groucho/TLE  HMG NLS.CRARF_ RKKKCIRY
Tcfl
Lef
dnLef
Tef3 (] I\/II [ I\):U:—:I\/ﬂ

Tcf4

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der Vertebraten Lef/Tcf Transkriptionsfaktoren

Die Struktur der Lef/Tcfs enthalt vier Domanen: Der N-Terminus mit der $-Catenin Bindestelle (griin),
der CRD, die DNA-Bindedoméane aus HMG-Box und NLS (blau, tiirkis) sowie der C-Terminus. Durch die
Verwendung alternativer Promotoren entstehen fiir Lef, Tcf1 und Tcf4 dominant-negative Isoformen.
Die Bindestelle fiir den Transaktivator ALY befindet sich in der CRD von Lef (griin). Das in Gelb
dargestellte Exon innerhalb der CRD weist durch alternatives Spleifien unterschiedliche flankierende
Sequenzen, LVPQ (braun) und SxxSS (orange), auf. Das Bindemotiv fiir den Ko-Repressor Groucho/TLE
ist in Rot markiert. Der C-Terminus von Tcf1E und Tcf4E tragt die Cystein-Klammer, bestehend aus
dem CRARF- und dem RKKKCIRY-Motiv (mittelblau, hellblau). Einzig Tcf4E und Tcf3 enthalten
Bindemotive fiir den Ko-Repressor CtBP (lila). Verandert nach Hoppler und Kavanagh, 2007.

1.3.2  Evolutionire Betrachtung der Lef/Tcf Transkriptionsfaktoren

Vor der Entdeckung ihrer Interaktion mit {B-Catenin waren Lef/Tcfs nur als
Lymphoid-spezifische Proteine bekannt (Travis et al., 1991). Vertreter der nukledren
Wnt-Effektoren sind in Metazoen weit verbreitet. Bereits im Stamm der Prolifera
wurden Vertreter der Tcf identifiziert (King et al., 2008, Adamska et al., 2010). Mit
Ausnahme von Schistosoma mansoni (Parchenegel) enthalten alle Invertebraten ein

einziges Tcf (Berriman et al.,, 2009).

Genduplikationen gelten als Ursache dafiir, dass Vertebraten generell vier

verschiedene Lef/Tcfs exprimieren. Im Laufe der Vertebraten Entwicklung erhielten
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die einzelnen Lef/Tcfs ihre spezifischen nicht-redundanten Funktionen durch
Subfunktionalisierung und Neofunktionalisierung (Klingel et al., 2012). Dabei
entstehen vor allem bei den Sdugern durch alternatives Spleifden zahlreiche

unterschiedliche Varianten, die sich funktional weiter unterscheiden.

Basierend auf Vergleichen tliber die gesamte Proteinsequenz gruppieren sich die
Lef/Tcfs im phylogenetischen Stammbaum zu zwei Geschwistergruppen, Lef/Tcf1
und Tcf3/Tcf4 (Korinek et al., 1998b, Lin et al., 2006, Klingel et al., 2012). Diese
Einteilung blieb unverdandert, wenn die C-Termini, also die Bereiche C-terminal der
konservierten HMG-Box flir den Vergleich entfernt wurden. Dabei gelten Tcf1 und Lef
gemeinhin als Aktivatoren, wahrend Tcf3 repressorisch agiert und Tcf4, je nach
Spleifdvariante, sowohl inhibitorisch als auch aktivierend wirken kann (Gradl et al.,
2002, Lien und Fuchs, 2014). Fir die Invertebraten Tcf sind dagegen meist
bifunktionale Eigenschaften beschrieben (Bhambhani et al., 2014). Dies bedeutet, ein
Tcf kann kontext-abhdngig als Aktivator oder Repressor wirken. Besonders
interessant ist dabei, dass beispielsweise Pangolin auch nach der Bindung an
Armadillo die Expression einiger Zielgene reprimiert (Zhang et al, 2014).
Moglicherweise wurden wahrend der Vertebraten Evolution also aktivierende und
reprimierende Funktionen des urspriinglichen Tcf auf die Geschwistergruppen

Lef/Tcfl und Tcf3/Tcf4 aufgeteilt.

Uberraschend bei der Zuordnung in Geschwistergruppen bleibt aber, dass vor allem
im C-terminalen Bereich von Tcfl und Tcf4 &dhnliche alternative Spleifdvarianten
existieren, ja sogar Intron/Exon Grenzen hoch konserviert sind (Wallmen et al,
2012). Dabei ist vor allem das CRARF-Motiv und die sogenannte Cystein-Klammer
(Weise et al, 2010, Hoverter et al., 2014) ein urspriingliches Motiv, das auch bei
Hydra Tcf, Pangolin und Pop-1 zu finden ist (Bhambhani et al., 2014). Bei Hydra liegt
anstelle des CRARF ein CRARY-Motiv vor (Archbold et al,, 2012). Das CRARF-Motiv
findet sich in der Geschwistergruppe Lef/Tcf1l ausschliefilich bei einigen Varianten
von Tcfl, in der Geschwistergruppe Tcf3/Tcf4 ausschliefdlich in einigen Isoformen
von Tcf4. Das einzig in den Vertebraten auftretende Bindemotiv PLSL flir das
C-terminale Bindeprotein scheint dabei eine Neuerung in der evolutiondren

Entwicklung der Lef/Tcfs darzustellen (Robertson et al., 2011, Wallmen et al., 2012).
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Diese Bindestelle fiir CtBP ist bei den Vertebraten auf die Geschwistergruppe
Tcf3/Tcf4 aufgeteilt, Lef/Tcf1 exprimieren dieses Motiv nicht.

1.3.3 Posttranslationale Modifikationen beeinflussen die Funktion der
Vertebraten Lef/Tcfs

Die funktionale Regulation der Lef/Tcfs kann neben der Rekrutierung von Ko-
Faktoren auch durch posttranslationale Modifikationen beeinflusst werden. Eine
Methode wie unterschiedliche Mediatorproteine die Funktion in ein und demselben
Protein, oder iibergreifend auf andere Proteine beeinflussen konnen, zeigt die
Phosphorylierung von Tcf3. Die durch die Casein Kinase 1e¢ (CKle) induzierte
Phosphorylierung von Tcf3 verstarkt die Bindung zu -Catenin, wogegen die durch
die GSK3[ induzierte Phosphorylierung die Interaktion zwischen Tcf3 und (3-Catenin
unterbindet (Lee et al., 2001). Die Phosphorylierung durch zwei verschiedene
Kinasen an unterschiedlichen Stellen auf ein und demselben Protein moduliert
folglich dessen Bindeaffinitit. Die Casein Kinase 18 beeinflusst durch die
Phosphorylierung von Lef den (-Catenin/Lef Komplex negativ (Himmerlein et al,
2005). An einer anderen Stelle wurde gezeigt, dass die Phosphorylierung von Lef an
Serin-42 und Serin-61, also im Bereich der CBD, durch CK2 die Affinitat zu (3-Catenin
erh6ht und parallel die zum Ko-Repressor Groucho/TLE reduziert (Wang und Jones,
2006). Die durch die Phosphorylierung veranderte Affinitat zu 3-Catenin wurde Jahre
spater widerlegt. Durch isotherme Titrationskalorimetrie konnte Kkeine
Phosphorylierungsabhiangigkeit der Bindeaffinitit von Lef festgestellt werden (Sun
und Weis, 2011). Dieselbe Casein Kinase fiihrte allerdings bei Tcf4 zu einer
schwicheren Interaktion mit Plakoglobin (Miravet et al., 2002). Die Phosphorylierung
am Serin-154 von Tcf4 durch TNIK (TRAF2-und-NCK interacting protein Kinase)
induziert auf noch ungeklartem Weg die Zielgenaktivierung (Mahmoudi et al., 2009,
Shitashige et al.,, 2010). Weiterhin ist die Interaktion des Wnt-Signalwegs mit dem
TNIK-Signalweg in Xenopus konserviert, da die Expression vieler Gene, die fiir die
Achseninduktion und die Aktivierung des Speemann Organisators essentiell sind,
durch TNIK reguliert werden. Dabei fordert die Phosphorylierung von Tcf4 durch
TNIK die Zielgenexpression (Satow et al,, 2010, Shitashige et al., 2010).

Wntl induziert iiber die Nemo-like Kinase (NLK) die Phosphorylierung an den

Threoninen-178 und -189, also in der CRD, was zur Separation von Tcf4 und der DNA
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fiihrt (Ishitani et al., 2003, Smit et al,, 2004). Die Phosphorylierung kann auch als
Markierung flir weitere Proteininteraktionen dienen. So induziert die
Phosphorylierung von Tcf4 und Lef deren Ubiquitinierung, Poly-Ubiquitinierung und
letztendlich den Abbau am Proteasom (Yamada et al., 2006). Im Zebrabarbling fiihrt
die Phosphorylierung von Tcf3a und Tcf3b durch die NLK zur Zielgenrepression
(Thorpe und Moon, 2004), wobei der Mechanismus noch unklar ist. Méglicherweise
ist der Mechanismus d&hnlich wie bei der Phosphorylierung durch HIPK2
(homeodomain-interacting protein kinase 2). Diese Kinase phosphoryliert in
Anwesenheit von 3-Catenin Tcf3 und fiihrt zur Dissoziation von Tcf3 von den Zielgen-
Promotoren (Hikasa et al., 2010, Hikasa und Sokol, 2011).

Die beiden Kinasen HIPK2 und TNIK beeinflussen somit gemeinsam mit (3-Catenin,
inwiefern Tcfs in einer zielgenaktivierenden oder -reprimierenden Form vorliegen.
Durch den Austausch von Tcf3 durch Tcf4 wird aus einer Genrepression eine
Genexpression (Satow et al.,, 2010).

Ein direkter Austausch von Tcf3 und Tcfl konnte am Zielgen-Promotor vent2
nachgewiesen werden. Hier beeinflusst $-Catenin die Aktivitdt des Promotors, in dem
es den Repressor Tcf3 gegen den Aktivator Tcfl ohne weitere Unterstiitzung ersetzen
kann (Hikasa und Sokol, 2011). Die Funktionen von (-Catenin sind offensichtlich
vielseitiger als einfaches Binden an den Transkriptionsfaktor und nachfolgende
Transaktivierung. Eine interessante These besagt, dass -Catenin als Geriistprotein
fir die Phosphorylierung von Tcf3 durch HIPK2 bendétigt wird. Hikasa und Kollegen
(2010) zeigten, dass eine Depletion von (-Catenin die Phosphorylierung von Tcf3
unterdriickt. Eine Punktmutation in Tcf3, die die Bindung zu [3-Catenin unterbindet,
resultiert darin, dass eine Phosphorylierung von Tcf3 unmoglich ist (Hikasa et al.,
2010). Die Phosphorylierung der Lef/Tcfs durch zum Beispiel HIPK2 reguliert die
Zielgenexpression auf unterschiedlichen Wegen. Zum einen induziert die
Phosphorylierung das Losen der Transkriptionsfaktoren von den Promotoren, zum
anderen kann es aber auch die Bindung an 3-Catenin erhéhen oder die Interaktion
mit anderen Proteinen fordern. Auch in embryonalen Stammzellen ist der HIPK-
Signalweg fiir den Austausch von Tcfl und Tcf3 verantwortlich (Yi et al,, 2011).

Merkwiirdigerweise scheint Tcfl von Regulationsmechanismen durch die
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Phosphorylierung ausgenommen, denn es wird von Kkeiner der drei hier

besprochenen Kinasen phosphoryliert.

Neben der Phosphorylierung spielt auch die Acetylierung eine wichtige Rolle in der
Regulation der Lef/Tcfs. Die Acetylierung von Tcf4 am Lysin-150, also innerhalb der
CRD, durch das CREB Bindeprotein (CBP) fiihrt zu einer Konformationsanderung des
Transkriptionsfaktors und erschwert somit die Bindung des Repressors HMG-Box
Protein 1, einem DNA-Bindeprotein mit tumorsuppressorischen Eigenschaften, da es
unter anderem Zellzyklus Regulatoren inhibieren kann (Sampson et al., 2001, Berasi

et al., 2004, Elfert et al,, 2013).

Proteinmodifikationen durch den SUMO (small ubiquitin-related modifier)
Mechanismus fithren in der BCBD von Lef zur Inhibition der Zielgenexpression,
wohingegen die SUMOylierung an der Groucho/TLE Bindestelle, also innerhalb der
CRD, von Tcf4 dessen transkriptionelle Aktivitiat erhoht. Lef wird durch die SUMO E3
Ligase PIASy (Protein inhibitor of activated STATy) sumoyliert (Sachdev et al., 2001,
Yamamoto et al.,, 2003). Die Rolle der SUMO E3 Ligase PIASy im kanonischen Wnt-
Weg ist allerdings noch nicht geklart. PIASy Depletion in Mdusen fiihrte zu keinen
erkennbaren morphologischen Defekten (Roth et al., 2004).

1.3.4 Alternative Methoden zur Regulation der Lef/Tcf
Transkriptionsfaktoren

In karzinogenen Kolonzellen werden Tcfl und Tcf4 ko-exprimiert. Tcf4 gilt hierbei als
Aktivator (Korinek et al, 1998a) wahrend Tcfl defiziente Mause Tcfl als
Tumorsuppressor ausweisen (Roose et al., 1999). In wildtypischen Kolonzellen wird
zusatzlich zu Tcfl auch N-terminal trunkiertes dnTcfl exprimiert. Dabei
unterscheidet sich die subzelluldare Lokalisation der Tcf1 Isoformen. In karzinogenen
Zellen ist Tcfl hauptsachlich im Cytosol lokalisiert, in wildtypischen Zellen wird
dnTcfl im Cytosol und im Nukleus vorgefunden. Das Verhaltnis zwischen Tcf4 und
Tcfl in wildtypischen Zellen wird insofern reguliert, als dnTcfl die Expression von
Tcf4 unterdriickt. In karzinogenen Zellen ist das Verhaltnis zwischen Tcf4 und dnTcf1
gestort, Tcf4 liegt vermehrt im Zellkern vor, Tcfl hauptsachlich im Cytoplasma.

Hierfiir werden zwei Ursachen diskutiert. In Krebszellen ist der CaMKII (Calcium-
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abhdngige Calmodulin Kinase II) -Signalweg stark aktiviert. Dieser fiihrt auf noch
ungeklartem Wege zum Export von dnTcf1 in das Cytosol. Die Repression von Tcf4
durch dnTcf1 ist damit aufgehoben. Zusatzlich wird mehr Tcf1B exprimiert, welches

aktivierend auf die Tcf4-Expression wirkt (Najdi et al., 2009).

A normale Kolonzelle » B Kkarzinogene Kolonzelle
aktivierte aktivierte
CaMKII CaMKII CaMKII

} I
gt
®—9_o

\ CaMKII

-
@ﬁ?\/@

CaMKII

dnTcf1E dnTcf1E Tcf1B ’
TeilB

dnTcf1E dnTcf1E

B-Catenin l B-Catenin
—=ly

Abbildung 1.3: Modell der alternativen Regulation von Tcf4E in Kolonzellen

(A) In wildtypischen Kolonzellen ist dominant-negatives Tcf1E (dnTcf1E) im Nukleus lokalisiert, wo es
die Expression von Tcf4E inhibiert und dadurch das Gleichgewicht zwischen Zellproliferation und
Zelldifferenzierung aufrecht erhilt. Die Aktivierung der CaMKII (Calcium-abhéngige Calmodulin
Kinase) induziert die Aktivierung des Wnt-Signalwegs, sowohl den CaMKII-abhangigen, als auch den
kanonischen, da sowohl Dickkopf-1 (Dkk), sFRP (secreted frizzled related protein) und der CaMKII
Inhibitor KN-93 die Aktivierung inhibieren kénnen. Als Folge der Aktivierung wird dnTcf1E aus dem
Nukleus exportiert. (B) Die Expression von dnTcf1 ist reduziert, dafiir steigt die Expression von Tcf1B
und Tcf4E, was in erhdhter Proliferation der karzinogenen Kolonzellen resultiert. Verandert nach
Najdi, 2009.

B-Catenin
Tcf1B
 TcfE |

Die Regulation Tcf-abhangiger Gene durch die subzelluldre Lokalisation der
Transkriptionfaktoren wurde auch bei Pop-1 in C. elegans beschrieben. Um
endodermale Gene zu aktivieren wird weniger Pop-1 im Nukleus benétigt (Lin et al.,
1995, Huang et al, 2007). Der Export erfolgt nach Phosphorylierung durch den
B-Catenin/MAPK (mitogen activated protein Kinase)-Komplex zusammen mit dem
14-3-3 Protein (Rocheleau et al., 1999, Lo et al, 2004). In speziestlibergreifenden
Experimenten konnte weder humanes Tcf4, noch murines Lef oder Xenopus Tcf3 in
C. elegans aus dem Nukleus exportiert werden (Robertson et al., 2011).

Auch der Export von Pangolin aus dem Nukleus in Drosophila melanogaster ist bereits
dargestellt (Chan und Struhl, 2002). Hier wird die interessante Theorie vertreten,

dass repressorisches Pangolin, im Komplex mit Ko-Repressoren, aus dem Zellkern

15



1. Einleitung

exportiert wird und durch aktiviertes Pangolin, im Komplex mit Ko-Aktivatoren, aus
dem Cytoplasma ersetzt wird. Das Schliisselelement dafiir ist der C-Terminus von

Armadillo (Chan und Struhl, 2002).

1.3.5 Redundante und subtypspezifische Funktionen der Lef/Tcfs

Kombinatorische Depletionsstudien und Epistasisexperimente zeigten, dass die
einzelnen Lef/Tcfs der Vertebraten speziesiibergreifend sowohl redundante als auch
nicht redundante Funktionen aufweisen (Hoppler und Kavanagh, 2007). Tcf4 scheint
in intestinalen Stammzellen eine aktivierende Rolle zu spielen, da Tcf4~/- Mduse eine
reduzierte Anzahl an Epithelzellen im Intervillus-Bereich, in den enteroendokrinen
Driisen und in den Diinndarmzotten aufweisen. Die Tcf4 Depletion fliihrt zum Tod der
Mause bereits 24 Stunden nach der Geburt (Korinek et al, 1998a). Redundante
Eigenschaften zwischen Tcfl und Tcf4 konnten in der Analyse von Tcfl-/-Tcf4-/--
Mdausen ermittelt werden, da die Doppeldepletion schwerwiegendere Defekte

hervorrief, als die Addition der einzelnen Tcf impliziert hatte (Gregorieff et al., 2004).

Weiterhin werden Tcfl und Lef wahrend der Thymozyten Entwicklung benétigt. In
diesem System wurden sowohl redundante als auch nicht redundante Funktionen
beschrieben. Die Doppeldepletion von Tcfl/Lef induzierte starkere Effekte, als die
Addition der Einzelverlustmutanten implizieren wiirde, was flir redundante
Eigenschaften spricht (Galceran et al., 1999). Im Gegensatz dazu fiihrt der Verlust von
Lef zu einem schwerwiegenderen Phanotyp als der Verlust von Tcfl. Lef scheint
partiell Funktionen von Tcfl iibernehmen zu koénnen, umgekehrt gilt dies nicht
(Verbeek et al., 1995, Staal und Clevers, 2001). Kolonzellen exprimieren Lef erst,
wenn sie zu Krebszellen transformiert sind. Zwei Lef Isoformen wurden dabei in
Kolonkarzinomzellen beschrieben, N-terminal trunkiertes Lef (entsprechend dnTcf1)
und vollstiandiges Lef (Hovanes et al., 2001). Die Expression des vollstandigen Lef ist
abhdngig von Tcfl und Tcf4 vermittelter Transkription. Dabei dienen ausschlief3lich
die E-Formen der Induktion des vollstindigen Lef Transkriptionsfaktors (Li et al.,

2006). Es handelt sich hier also um eine Isoform-spezifische Redundanz.
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Tcf3 und Tcf4 weisen dasselbe Expressionsmuster in der Haut von Mauseembryonen
auf. Redundante Auswirkungen auf die Zielgenexpression wurden in einem
MicroArray aus Keratinozyten mit Tcf3/Tcf4 Doppeldepletionen detektiert. In diesem

kam es zu grofRen Uberschneidungen in der Zielgenrepression (Nguyen et al., 2009).

Auch im Afrikanischen Krallenfrosch werden redundante und nicht redundante
Funktionen unterschieden. In der Mesoderminduktion von Xenopus Embryonen ist
zum einen die Aktivierung der Zielgene durch Tcfl essentiell und zum anderen wird
der hemmende Einfluss von Tcf3 benoétigt (Liu et al., 2005). Dies wurde bei der
Analyse der Expression des mesodermalen Markergens xbrachyury (xbra) deutlich.
Tcfl Morphanten und Tcf3 Morphanten zeigten eine reduzierte XBra-Expression. In
Epistasisexperimenten konnte die wildtypische XBra-Expression in Tcf3 Morphanten
durch Tcf3, nicht aber durch Tcfl wiederhergestellt werden, in Tcfl Morphanten
durch Tcf1, nicht aber durch Tcf3. Somit ist eine gegenseitige Substitution von Tcf1
und Tcf3 ausgeschlossen. Stattdessen liben die beiden Tcf antagonistische Funktionen
in der Mesoderminduktion aus (Liu et al., 2005). Bei der Analyse der ventrolateralen
mesodermalen Markergene xmyoD (Xenopus myogenic differentiation 1) und xpo
(exportin-1) konnten sich Lef und Tcfl in &dhnlichen Experimenten vollstandig

ersetzen. Tcf3 dagegen verstarkte die durch Lef/Tcfl Morpholino induzierten Effekte.

Tcf3 T
\/§_| Mésoderii Abbildung 1.4: Schematische Darstellung der durch die
= Induktion Lef/Tcfs regulierten frithen Mesoderm Entwicklung
/"q ’ Zur Induktion des Mesoderms werden die repressorischen
Tcfl . ¥ Eigenschaften von Tcf3 in Verbindung mit den aktivierenden
& ventiglaterals Eigenschaften von Tcfl bendtigt. In der ventrolateralen
) Mesoderm Musterung des Mesoderms wirken Lef und Tcfl synergistisch.
QD P a
Lef s Musterung Verandert nach Liu, 2005.

In diesem Kontext wurde auch untersucht, inwiefern Tcf4 Isoformen fir einzelne
Lef/Tcfs substituieren konnen. So konnte die reprimierend wirkende Tcf4 Isoform A
die reduzierte XBra-Expression in Tcf3 Morphanten wiederherstellen. Im Gegensatz
dazu substituierte Tcf4C im selben Experiment fiir Tcf1 und Lef. Dies zeigt, dass die
Tcf4 Isoformen unterschiedliche funktionale Eigenschaften aufweisen. Dabei
unterscheiden sich diese Tcf4 Isoformen nur in den ein konserviertes Exon der CRD

flankierenden DNA-Motiven LVPQ- und SxxSS.
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In Xenopus ist Tcf4 spezifisch im Mittelhirnbereich exprimiert und induziert dort die
Differenzierung von Mittelhirn und Isthmus. Zielgenuntersuchungen auf Tcf4
depletierten Xenopus Embryonen ergaben, dass Tcf4A fiir die Ausbildung des
Mittelhirns und Tcf4C fir die Entwicklung des Isthmus notwendig ist (Kunz et al,,
2004). Dabei wird die Expression von Tcf4 tiber Tcfl reguliert (Koenig et al., 2010).
xCirp (Xenopus cold inducible RNA binding protein) ist ein spezifisches Tcf3 Zielgen.
Durch Morpholino induzierten Tcf3 Verlust kam es zu einer Verbreiterung des
anterioren Neuralgewebes sowie der Reduktion der XCirp-Expression. XCirp und Tcf3
spielen also beide eine Rolle in der Entwicklung des anterioren Gehirns. Da XCirp
spezifisch fiir Tcf3 ist, sollte auch einzig Tcf3 die wildtypische Expression
wiederherstellen. Eine partielle Wiederherstellung konnte durch Tcf3, aber auch
durch Lef erzeugt werden. Keine Rekonstitution wurde mit Tcf4 erzielt. In der
Entwicklung des anterioren Gehirns weisen somit Tcf3 und Lef eine redundante

Funktion auf (van Venrooy et al., 2008).

Soweit wurden ausschliefdlich redundante und nicht redundante Funktionen
zwischen den Lef/Tcfs im selben Organismus beschrieben. Wenn im Zuge der
Vertebraten  Entwicklung  ausschliefdlich  bestehende  Eigenschaften des
urspriinglichen Tcfs auf die vier Wirbeltier Transkriptionsfaktoren verteilt wurden,
dann miissten die urspriinglichen Tcfs niederer Spezies alle Funktionen vereinen.
Tatsdachlich wurden speziesiibergreifende redundante Funktionen detektiert. Dabei
konnte in C. elegans Pop-1 einzig durch Tcf4 und nicht durch Lef oder Tcf3
substituiert werden (Robertson et al., 2011). Umgekehrt konnte in Xenopus Pop-1 die
Depletion von Tcf3 kompensieren, nicht aber die Depletion von Tcf4 und Tcfl
(Klingel et al., 2012). Das urspriinglichste der in diesem Kontext untersuchten Tcf, der
Transkriptionsfaktor aus Hydra, konnte dagegen den Verlust von Tcf4 kompensieren,
nicht aber den Verlust von Tcf3 und Tcf1. Einzig Pangolin, also das Tcf aus Drosophila,
konnte in diesen Epistasisexperimenten sowohl fiir Tcfl als auch fiir Tcf3 und Tcf4

substituieren (Klingel et al., 2012).
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1.4 Pangolin - Aktivator und Repressor

Die prinzipielle Struktur von Pangolin gleicht der der Vertebraten Lef/Tcfs.
N-terminal befindet sich die Armadillo Bindestelle (van de Wetering et al., 1997).
Innerhalb der darauf folgenden kontext-abhangigen regulatorischen Doméane (CRD)
bindet der Ko-Repressor Groucho (Cavallo et al., 1998). Der C-Terminus von Pangolin
enthdlt eine vollstindige Cystein-Klammer mit der CRARF-Domdne und dem
Bindemotiv fiir CBP/p300. Pangolin wurde erstmals 1997 als Lef Homolog
beschrieben. Hier fiihrte der Pangolin Verlust zu Segmentpolarititsdefekten, die
phéanotypisch den Defekten der Wg-Mutanten dhnelten (Brunner et al., 1997). In der
Fliigelentwicklung ist Pangolin wichtig fiir die Zellproliferation, die Spezifizierung der

Fliigelmargin und die Regulation von Wingless-Zielgenen (Schweizer et al., 2003).

Die Funktionen von Pangolin sind reguliert durch die Bindung des
Ko-Repressors Groucho oder der Komplexbildung mit Armadillo, Pygopus (Pygo) und
Legless (Lgl)/Bcl9. Die Bindung von Pangolin an Armadillo wird von Legless/Bcl9
nicht beeinflusst, dieses dient einzig als Adaptorprotein zur zusaitzlichen
Rekrutierung von Pygopus (Thompson et al, 2002), was in einer stirkeren
SuperTOPFlash-Reporteraktivitit resultiert (Kramps et al., 2002, Stadeli und Basler,
2005). dCBP ist eine Histonacetyltransferase, welche iiber Armadillo an die WREs
rekrutiert wird und eine Zielgenaktivierung induziert. dCBP acetyliert Pangolin an
einem konservierten Lysin-25 in der Armadillo Bindedomdne (Mosimann et al.,
2009). Fir dasselbe Lysin konnte allerdings auch gezeigt werden, dass die
Acetylierung die Affinitat zu Armadillo reduziert und somit eine Zielgenrepression
einleitet (Waltzer und Bienz, 1998). Zusatzlich zu Groucho wurde mit Coop
(co-repressor of Pangolin) ein weiterer Ko-Repressor identifiziert. Dabei konkurriert
Coop mit Armadillo um die Bindung von Pangolin. Die Uberexpression von Coop in
Fliigelimaginalscheiben fiihrte zu einer reduzierten Distalless-Expression, Coop-
Verlustmutanten induzierten eine erhdhte Distalless-Expression (Song et al., 2010).
Eine spezifische Rolle in der Reprimierung in Drosophila kommt auch CtBP zu. Die
Funktion von CtBP ist dabei bifunktional. Uberexpressionsstudien in
Fliigelimaginalscheiben fiithrten zu einer verringerten Expression des Wg-Zielgens

senseless, aber auch zu einer verstarkten distalless-Expression. Reporteranalysen in
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Drosophila Kc-Zellen bestdtigten die Bifunktionalitit von CtBP. Chromatin-
Immunoprazipitationsstudien zeigten auf, dass die Bindung an die WREs unabhangig
von Pangolin erfolgt. In Wg inaktiven Zellen fiihrte CtBP zu einer basalen Repression
von nkd (naked cuticle). Durch die Signalweg-Aktivierung wird die Repression

aufgehoben (Fang et al., 2006).

In Pangolin Verlust-Studien war die Expression der Zielgene distalless und vestigal
verringert und die Fliigel wiesen charakteristische Einkerbungen an den
Fliigelrandern auf. Dies ldasst auf Pangolin als Aktivator schlief3en (Schweizer et al.,
2003). Uberraschenderweise fiithrte auch die Uberexpression von Pangolin im Fliigel
zu einem Phdnotyp der dem der Wingless-Mutanten entspricht (Blair, 1992, Phillips
und Whittle, 1993). Dies wiederum impliziert, dass Pangolin einen inhibitiorischen
Effekt auf die Entwicklung der Fliigelmargin ausiibt. Dieser inhibitorische Effekt
beruht auf der Interaktion mit Groucho (Lawrence et al., 2000). Insgesamt fiihrt
sowohl die Aktivierung als auch die Reprimierung des Wg-Signalwegs zu ein und

demselben Phanotyp an der Fliigelmargin.

Ein grofles Arbeitsfeld beschaftigt sich derzeit damit, inwieweit die Modulation von
Pangolin in aktiv oder repressiv durch die Bindung der Cystein-Klammer an
unterschiedliche DNA-Elemente beeinflusst wird. Im derzeitigen Modell wird die
Interaktion von Pangolin und Armadillo sowohl fiir die Zielgenaktivierung als auch
fir die -reprimierung benétigt. Die Bindung von Pangolin/Armadillo an
unterschiedliche Ziel-Sequenzen beeinflusst die Aktivierung/Reprimierung diverser
Zielgene. Im klassischen Fall, wie bei nkd und CG6234, fiihrt die Bindung von
Pangolin/Armadillo an CCTTTGWW zur Rekrutierung von Ko-Aktivatoren und
infolgedessen zur Zielgenaktivierung (Fang et al, 2006). Durch die Bindung von
Pangolin/Armadillo an eine neue, allosterische Zielsequenz AGAWAW, wird eine
Repression der Zielgentranskription von Ugt36Bc, Peroxidasin (Pxn) und Tiggrin (Tig)
induziert. Die Spezifitat der beiden unterschiedlichen Ziel-Sequenzen wurde durch
den Austausch der beiden Sequenzen im Analysesystem bestatigt (Blauwkamp et al,,
2008). Die Bifunktionalitit von Pangolin wird also durch die Bindung an
unterschiedliche WREs beeinflusst. Zusatzlich zu den verschiedenen HMG-Sequenzen

wurden weitere modulierende DNA-Sequenzen, die Helfersstellen, gefunden. Eine
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basale Repression konnte im Mitteldarmepithel bei pxb detektiert werden. Durch die
Mutation zweier HMG-Stellen im WRE von pxb wurde die basale Repression
unterbunden, die Mutation von zwei in der Ndhe liegenden Helferstellen fiihrte zu
milden Verdanderungen. Der aktivierende Einfluss der Cystein-Klammer konnte in
Rekonstitutionsexperimenten gezeigt werden (Bhambhani et al.,, 2014). Die Cystein-
Klammer erméglicht die Bindung von Pangolin und den Vertebraten Tcf1E und Tcf4E
Varianten an eine grofdere Anzahl an DNA-Bindemotiven und verstarkt dadurch die
transkriptionelle Aktivierung. Die Cystein-Klammer kann dabei sowohl an DNA-

Helfermotive, als auch an WREs binden (Hoverter et al., 2014).

Klassischer Schalter Wnt Reverser Schalter

| (&)
Aus
NKd... 1\ L I Ugt36Bc, Tig..

I Ugt36Bc, Tig...

mmmm Klassische HMG-Stelle mmm WGAWAW Stelle
mmmm  Helferstelle mmm r-Helferstelle

Abbildung 1.5: Modell iiber die Auswirkung der dTcf-Funktion in Abhingigkeit diverser DNA-
Bindemotive sowie der Bindung durch die HMG-Box und der Cystein-Klammer

Das Schema zeigt auf der linken Seite die klassische Umschaltung, bei der Pangolin in inaktivierten
Zellen in einem Komplex mit einem Ko-Repressor an die WRE bindet. Nach der Aktivierung durch Wg
verdrangt Armadillo den Ko-Repressor und rekrutiert einen Ko-Aktivator. Dies fithrt zur zusatzlichen
Bindung der Cystein-Klammer an ein Helferelement und somit zur Induktion der Zielgenexpression.
Auf der rechten Seite ist die reverse transkriptionelle Umschaltung dargestellt. Pangolin bindet mit der
HMG-Domane an die alternative HMG-Bindestelle und mit der Cystein-Klammer an die alternative
Helfersequenz. Die Bindung an beide DNA-Domainen ist essentiell fiir die Aktivierung der
Zielgenexpression in inaktiviertem Zustand. Die Bindung von Armadillo an Pangolin induziert die
Inhibition der Zielgenexpression. Mogliche Ko-Aktivatoren und -Repressoren kénnen das Modell
vervollstdndigen. Verandert nach Zhang, 2014.
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2. Zielsetzung

Die evolutiondre Entwicklung des urspriinglich singuldren Transkriptionsfaktors des
Wnt-Signalwegs fiihrte in der Vertebratenlinie zu einer Vervielfachung der Lef/Tcfs.
Invertebraten, einschliefdlich D. melanogaster, exprimieren nur ein einziges Tcf, das in
der Fliege Pangolin genannt wird. In Vertebraten konnten dagegen mit Lef, Tcf1, Tcf3
und Tcf4 vier verschiedene nukleire Wnt-Mediatoren identifiziert werden, die auf
Grund funktionaler Studien und Stammbaumanalysen in die Geschwistergruppen
Lef/Tcfl und Tcf3/Tcf4 eingeteilt wurden. Den einzelnen Transkriptionsfaktoren
wurden dabei unterschiedliche Funktionen tibertragen. Sie agieren stark kontext-
abhdngig, konnten aber in Rekonstitutionsexperimenten in X. laevis durch Pangolin
ersetzt werden (Klingel et al., 2012). Dies bedeutet, dass der gemeinsame Vorfahre
der Vertebraten Tcf die Eigenschaften aller Xenopus laevis Tcfs vereint hat und
Pangolin diesem urspriinglichen Tcf dhnlich ist. Im Modelorganismus D. melanogaster
soll in der vorliegenden Arbeit untersucht werden, welches der vier Xenopus Lef/Tcfs
dem urspringlichen Tcf am dhnlichsten ist, also Pangolin in der Fliege ersetzen kann.
Neben morphologischen Verdnderungen der Gesamtfliigel dienen dabei auch
Expressionsanalysen des Wg-Zielgens distalless in Fliigelimaginalscheiben und
Reportergenstudien in transfizierten Drosophila-Zellen als Analysesystem.

Die Ubertragung distinkter Funktionen auf die einzelnen Lef/Tcfs beruht vermutlich
auf subtypspezifischen Ko-Faktoren. In einem Hefe-2-Hybridsystem sollen demnach
neue Bindungspartner der schwach konservierten Bereiche der Xenopus Lef/Tcfs
identifiziert werden. Da eine hohe kontext-abhdngige funktionale Divergenz der
Lef/Tcfs in mesodermalem Gewebe beschrieben ist, sollte fiir das Hefe-2-
Hybridsystem eine cDNA Bibliothek aus mesodermal-induzierten animalen Kappen
synthetisiert werden.

Punktmutationen in regulatorischen Doméanen des C-Terminus von XTcf4E sollen die
Einfliisse einer akzessorischen DNA-Bindedomane (Cystein-Klammer) und der
Rekrutierung eines Ko-Repressors (CtBP) auf die subtypspezifische Zielgenregulation

aufzeigen.
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3. Material

3.1

Antikérper

Tabelle 3.1: Primdrantikérper
In der vorliegenden Arbeit verwendete Primarantikdrper mit Angaben zur Verdiinnung, dem Wirt und
der Herkunft. WB= Western Blot, [F=Immunfirbung, PLA=Proximity Ligation Assay

a-distalless Ziege IF 1:50 Santa Cruz Biotechnology Inc., USA
Tcf-1 Ratte WB unverdiinnt | Ralph Rupp, Miinchen
Tcf-3/4 Ratte WB unverdiinnt | Ralph Rupp, Miinchen
a-Flag Maus WB/IF /PLA Sigma-Aldrich, St- Louis, USA
1:2000
. . WB 1:2000 :
o-6x His Kaninchen IF /PLA: 1:400 abcam, Cambridge, UK
B-Catenin Maus WB 1:2000 BD Bioscience, USA
PLA Probe Minus | Maus PLA 1:5 Sigma-Aldrich, St- Louis, USA
PLA Probe Plus |Kaninchen PLA 1:5 Sigma-Aldrich, St- Louis, USA

Tabelle 3.2: Sekundarantikérper
In der vorliegenden Arbeit verwendete Sekundédrantikorper mit Angaben zur Verdiinnung, dem Wirt,
der Herkunft und dem Konjugat. WB= Western Blot, PLA=Proximity Ligation Assay, ISH: In situ

Hybridisierung

Maus IgG/alkalische

GaM-AP Ziege Phosphatase WB 1:2000 |Dianova GmbH, Hamburg
GaR-AP Ziege Ratte IgG/alkalische WB 1:2000 | Dianova GmbH, Hamburg
Phosphatase
Jackson
GaRab-AP Ziege |KaninchenIgG/AP |WB 1:2000 |ImmunoResearch Europe
Ltd, Suffolk, UK
DaG-Cy3 Esel Ziege IgG/Cy™-3 IF 1:100 Dianova GmbH, Hamburg
GaR-Cy3 Ziege |Ratte IgG/Cy™-3 IF 1:400 Dianova GmbH, Hamburg
: Jackson
GaRab-Cy2 |Ziege Eaﬁ\}l{l;hen 1gG/ IF 1:400 ImmunoResearch Europe
y Ltd, Suffolk, UK
PLA Probe _ Sigma-Aldrich,
Minus Esel | Maus PLAL:5 St- Louis, USA
PLA Probe ) _ Sigma-Aldrich,
Plus Esel Kaninchen PLA 1:5 St- Louis, USA
a- Fab-Fragment/ : .
Digoxygenin |Schaf |alkalische ISH 1:30000 ll\l/lzcnhrfh]zil;ar;gHOStICS,
-AP Phosphatase
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3.2 Enzyme

Tabelle 3.3: Enzyme

BsrGI Restriktionsendonuklease

New England Biolabs, Frankfurt am Main

GoTag® DNA Polymerase Promega, Mannheim
Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase |New England Biolabs, Frankfurt am Main
Turbo Pfu Polymerase Stratagene, La Jolla, CA, USA

Proteinase K

Merk, Darmstadt

M-MLV Reverse Transkriptase

Promega, Mannheim

PureLink™ DNase

InvitrogenTM, Life Technologies GmbH,
Darmstadt

Restriktionsendonukleasen

Promega, Mannheim

RNase A AppliChem GmbH, Darmstadt
T4 DNA Ligase Promega, Mannheim

T4 DNA Ligase TAKARA BIO INC,, Shiga, Japan
T4 DNA Polymerase Promega, Mannheim

3.3 Bakterienstimme

Tabelle 3.4: Bakterienstaimme

F-@80lacZAM15A(lacZYA-argF)U169 recAl

InvitrogenTM, Life

DH5a™ endA1 hsdR17(rk-, mk-) phoA supE44 thi-1 Technologies

gyrA96 relAl A- GmbH, Darmstadt
- - - i ™ T,

ElectroMAX™ F-mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)®80lacZAM15 Inv1trogen. , Life

DH10B™ AlacX74 recAl endA1 araD139A(ara, Technologies
leu)7697 galU galK-rpsL nupG GmbH, Darmstadt
endA1 recAl gyrA96 thi hsdR17 (ri-my*) relAl Promesca

JM109 supE44 A(lac-proAB) F* (traD36proAB+, Mannhgei;n
lacldlacZAM15)

F- mcrA A( mrr-hsdRMS-mcrBC) . .
gﬁ‘znslf‘c‘;tl% TOP10 | 0801acZAM15 A lacX74 recAl araD139 A( I;;‘Qﬁ;‘:ﬁf)ggf Life
Competent™ ch;j,éreu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 GmbH, Darmstadt

F-mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)@80lacZAM15 | InvitrogenTM, Life
glr;i;f;(zg(iTTOMPw AlacX74 recAl endA1 araD139A(ara, Technologies

p leu)7697 galU galK - rpsL nupG GmbH, Darmstadt
3.4 Hefestamm

Tabelle 3.5: Hefestamm

MaVv203

MATe; leu2-3,112; trp1-901; his34200;ade2-
101; cyh2R; canl1k; gal4A; gal804; GAL1::lacZ;
HIS3UASGAL1::HIS3@LYS2; SPAL10::URA3

InvitrogenTM, Life
Technologies
GmbH, Darmstadt
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3.5 Zelllinien

Tabelle 3.6: Zelllinien

Hek293 humane embryonale Nierenzellen

HeLa humane Zervixkarzinomzellen

SIR+ Drosophila melanogaster Fliigelimaginalscheiben Zellen Rezeptor
Plus

3.6 Fliegenstimme

Tabelle 3.7: UAS-Fliegenstaimme
In der vorliegenden Arbeit verwendete UAS-Fliegenstamme mit Information iiber den chromosomalen

Insertionsort, Herkunft und Stocknummer

BDSC Stock- Bloomington Drosophila Stock
UAS-LacZ Nr.:8530 IL. Chromosom Center, Iidiana, US/E
UAS-eGFP - [I. Chromosom Chaudhary, DKFZ Heidelberg
UAS-PanRNAi | VDRC Stock 1. Chromosom Vienna Drosophila Resource
KK Nr.:108697 ) Center
UAS-PanRNAi | VDRC Stock 1L Chromosom Vienna Drosophila Resource
GD Nr.:25940 ' Center

UAS-Xlef

8033-1-4M-Ch2

[I. Chromosom

BestGene Inc., Chino Hills, USA

UAS-Xlef

8033-1-5M-Ch3

[II. Chromosom

BestGene Inc., Chino Hills, USA

UAS-XTcf1

8590-1-4M-Ch2

[I. Chromosom

BestGene Inc., Chino Hills, USA

UAS-XTcf1

8590-1-5M-Ch3

[II. Chromosom

BestGene Inc., Chino Hills, USA

UAS-XTcf3

8033-2-M3-Ch2

[I. Chromosom

BestGene Inc., Chino Hills, USA

UAS-XTcf3

8033-2-M7-Ch3

[II. Chromosom

BestGene Inc., Chino Hills, USA

UAS-XTcf4

8033-3-M9-Ch2

[I. Chromosom

BestGene Inc., Chino Hills, USA

UAS-XTcf4

8033-3-M1-Ch3

[II. Chromosom

BestGene Inc., Chino Hills, USA

UAS-Pangolin

BDSC Stock-Nr.:
4838

II. Chromosom

Bloomington Drosophila Stock
Center, Indiana, USA

UAS-Pangolin

BDSC Stock-Nr.:
4837

[II. Chromosom

Bloomington Drosophila Stock
Center, Indiana, USA

Tabelle 3.8: Gal-4 Fliegenstaimme

In der vorliegenden Arbeit verwendete

chromosomalen Insertionsort und Herkunft.

Gal4-Treiberstimme mit

Information iber den

Patched-Gal4

II. Chromosom

Biichling, DKFZ, Heidelberg

MS1096-Gal4

homozygot

X Chromosom

Basler, Ziirich, Schweiz
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Tabelle 3.9: Andere Fliegenstimme

Balancerstamm If/CyOGFP;MKRbS/Tm3, Ser
YellowWhite yw;;
3.7 Kits

Tabelle 3.10: Kits

Ambion mMessage mMachine High Yield
Capped RNA Transcription Kit

Invitrogen™, Life Technologies GmbH,
Darmstadt

CloneMiner™ [I cDNA Library
Construction Kit

InvitrogenTM, Life Technologies GmbH,
Carlsbad, USA

DIG RNA Labeling Kit (Sp6/T7/T3)

Roche Applied Science, Mannheim

Duolink® In Situ Orange Starter Kit
Mouse/Rabbit

Sigma-Aldrich, St- Louis, USA

High Pure PCR Produkt Purification Kit

Roche Applied Science, Mannheim

High Pure RNA Isolation Kit

Roche Applied Science, Mannheim

illustra ProbeQuant G-50 Columns

GE Healthcare, Solingen

NucleoBond Xtra Midi Kits

Macherey Nagel GmbH, Diiren

ProQuest™ Two-Hybrid System

InvitrogenTM, Life Technologies GmbH,
Carlsbad, USA

Renilla Luciferase Assay System

Promega, Mannheim

RNA 6000 Nano Kit

Agilent Technologies, Waldbronn

RNeasy® MinElut® Cleanup

Quiagen, Hilden

TRIzol® Plus RNA Purification Kit

Invitrogen™, Life Technologies GmbH,
Darmstadt

ZymoprepTM Yeast Plasmid Miniprep II

The Epigentics CompanyTM, Freiburg

3.8 Primer/ Oligonukleotide

Alle Primer wurden von biomers.net GmbH (Ulm) bezogen.

Tabelle 3.11: Klonierungsprimer

Xlef-TOPO.fwd 5’-CACCCCCAGCAGCAACAGTC-3" 62 °C
Xlef-TOPO.rev 5-CTACTGTTCGTGGTGTGGTTTCATGTGC3’ 63 °C
XTcf1-TOPO.fwd |5"-CACCTCACATCCCCGAGTC3’ 58°C
XTcf1-TOPO.rev 5-CTATGGCTCTGAATGTTGCTTCATTC-3" 58°C
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XTcf3-TOPO.fwd | 5"-CACCCACAGCAGCGATTCG-3’ 60 °C
XTcf3-TOPO.rev | 5-CTAAACTACCACATTGGACTTCGTGC-3’ 60 °C
XTcfCRD- , , .
TOPO.fund 5-CACCCCCACAGCTCGTCG-3 63 °C
XTcf4CRD- 5-CTAGAATCCTGATGTTTCGAGCTGTGGG-3’ 62 °C
TOPO.rev
XTcf4E-TOPO.fwd |5"-CACCCAGCAAGGAGAGGCC-3’ 61°C
XTcf4E-TOPO.rev | 5"-CTACTCTAAGGGTTTGGTGACCAGGG-3’ 62 °C
dDYNLLZ-ECORI'fW 5-GAATTCATGTCTGACAGAAAGGCTGTTATC-3" |56 °C
5
C-His_DYNLL2.rev | CTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGGCCAGACTTAAAG |56 °C
AGGAGAATTGC-3’
His-tag Xhol.rev |5 -CTCGAGCTAGTGGTGGTGGTGGTG-3’ 64 °C
5
PLSCRIN-term | - 1 s T CATGGAAATGAAAAATGGCAATGAACCGA |59 °C
MEM,EcoRI.fwd ,
AACC-3
5
PPI]AS)EEI—C' CTCGAGCTACTGGAACATCGTATGGGTAGTTATTG |52 °C
ANOLIEV TTACTATGTTCAAAAAATG-3’
5
PPII;SS;EC{I—S(;V CTCGAGCTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGGTTATTGT |52 °C
ANOL TACTATGTTCAAAAAACATG-3’
Tabelle 3.12: Mutageneseprimer
5
XTcf4E 1.Cfwd | CCTGAGCGCTCCTAAGAAAGCTCGAGCGCGCTTTG |75 °C
GCATTG-3’
5
XTcf4E 1.Crev | CAATGCCAAAGCGCGCTCGAGCTTTCTTAGGAGCG |75 °C
CTCAGG-3’
5
XTcf4E 3.Cfwd | GCAGAATAACTGGTGCGGTCCCGCTAGAAGGAAAA |73 °C
AGAAGTGCATTCGC-3’
5
XTcf4E 3.Crev | GCGAATGCACTTCTTTTTCCTTCTAGCGGGACCGC |73 °C
ACCAGTTATTCTGC-3"
XTcf4E >
) PCLSL cd CAAACCACAAACTGAACAAACTCAAGCTCTTTCTG |75 °C
oL CTACCTTGAAACCCGACCCCCTGAC-3’
5
XTcf4E 1.PLSL.rev | GTCAGGGGGTCGGGTTTCAAGGTAGCAGAAAGAGC |75 °C

TTGAGTTTGTTCAGTTTGTGGTTTG-3"
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Tabelle 3.13: Analyse-Primer

prey.fwd 5'-TATAACGCGTTTGGAATCACT-3’ 58 °C
bait. fwd 5’-AACCGAAGTGCGCCAAGTGTCTG-3” |58°C
bait,prey.rev 5’-AGCCGACAACCTTGATTGGAGAC-3" |58°C
Tabelle 3.14: Primer fiir die qRT-PCR

ODC_realtime.fwd |5-CATTGCAGAGCCTGGGAGATA-3’ 63 °C
ODC_realtime.rev |5-TCCACTTTGCTCATTCACCATAAC-3" |63 °C
XBra_realtime.fwd | 5’-TTC AGC CTG TCT GTC AAT GC-3’ 57 °C
XBra_realtime.rev |5-TGA GAC ACT GGT GTG ATG GC-3’ 57 °C

3.9 Vektoren

Tabelle 3.15: Klonierungs- und Expressionsvektoren

pCS2+ R. Rupp, Miinchen

pDest22 Life Technologies, Darmstadt
pDest32 Life Technologies, Darmstadt
pDONR221 Life Technologies, Darmstadt
pENTR/D-TOPO Life Technologies, Darmstadt
pEXP32Krev1l Life Technologies, Darmstadt
pEXP22Ral/GDS wt Life Technologies, Darmstadt
pEXP22Ral/GDSm1 Life Technologies, Darmstadt
pEXP22Ral/GDSm2 Life Technologies, Darmstadt

pGEM®-T Easy Vector Systems

Promega, Mannheim

pGEM®-T Vector Systems

Promega, Mannheim

pBluescript SK+

addgene, Cambridge, MA

3.10 Plasmid-Konstrukte

Tabelle 3.16: Plasmid-Konstrukte

[F: Immunfarbung, PLA: Proximity Ligation Assay

Xlef CRD pDest32 Hefe-2-Hybridsystem vorliegende Arbeit
XTcf1 CRD pDest32 Hefe-2-Hybridsystem vorliegende Arbeit
XTcf3 CRD pDest32 Hefe-2-Hybridsystem vorliegende Arbeit
XTcf4 CRD pDest32 Hefe-2-Hybridsystem vorliegende Arbeit
XTcf4 E-Tail pDest32 Hefe-2-Hybridsystem vorliegende Arbeit
DYNLL2 pDest22 Hefe-2-Hybridsystem vorliegende Arbeit
PLSCR1-His pDest22 Hefe-2-Hybridsystem vorliegende Arbeit
XTcf1UTR-flag | pCS2+ }%Feportergenassay, PLA, Mansperger, Miinchen
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XLefmyc pCS2+ Reportergenassay D. Gradl, Karlsruhe
XTcf4Cmyc pCS2+ Reportergenassay D. Gradl, Karlsruhe
XTcf4Amyc pCS2+ Reportergenassay D. Gradl, Karlsruhe
XTcf4CE pCS2+ Reportergenassay Ghogomu, Masterarbeit
DYNLL2-His pCS2+ }{Feportergenassay, PLA, vorliegende Arbeit
PLSCR1-His pCS2+ Reportergenassay vorliegende Arbeit
B-Galactosidase |pCS2+ Reportergenassay Klingel et al., 2012
dTcf Luc pGL3 Reportergenassay Biichling et al,, 2011
Rpl128-RL pGL3 Reportergenassay Bartscherer et al., 2006
SuperTOPFlash |pGL3 Reportergenassay Klingel et al., 2012
Siamois pGL3 B Reportergenassay Brannon et al., 1997
B-Catenin (S33A) | pCS2+ Reportergenassay O. Huber, Jena

V. Chaudhary, DKFZ
pAct-Wg pAct5.1 Reportergenassay Heidelberg
PLSCR1-His pGEMT In situ Hybridisierung | vorliegende Arbeit
DYNLL2-His pBluescriptSK+ | In situ Hybridisierung | vorliegende Arbeit
PLSCR1-His pBluescriptSK+ | In situ Hybridisierung | vorliegende Arbeit
3.11 Losungen und Puffer

Alle verwendeten Losungen wurden entweder autoklaviert oder aus sterilen

Stammldsungen mit A. bidest. oder DEPC (Diethyl-Pyrocarbonat) H20 verdiinnt. Nicht

autoklavierbare Chemikalien, wie zum Beispiel Aminosduren, Methanol und

Tween20, wurden bei Bedarf durch Sterilfiltration (Porendurchmesser 0.2 pm)

entkeimt.

Tabelle 3.17: Losungen und Puffer

4 % Paraformaldehyd/APBS

bei -20 °C

4 g Paraformaldehyd bei 55 °C in 60 ml A.
bidest. und 200 pul 1 M NaOH losen, filtrieren,
Zugabe von 10 ml 10x APBS und mit A.
bidest. auf 100 ml auffiillen; pH 7.4, Lagerung

Alkalischer Phosphatase Puffer

100 mM NacCl, 100 mM Tris/HCl pH 9.5

(Western Blot)
Je 2 g Adeninsulfat, Alanin, Arginin,
Asparaginsaure, Asparagin, Cystein,
Aminosauremix Glutaminsaure, Glutamin, Glycin, Isoleucin,

Lysin, Methionin, Phenylalanin, Prolin, Serin,
Threonin, Tyrosin, Valin

Ampicillin Stammlésung 1000x

100 mg/ml; Lagerung bei -20 °C
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APBS 10x

27 mM KCI, 1.5 mM KH2PO4, 1.03 M NaC(l,
7 mM Na;HPO4; pH 7.5 mit NaOH

BBT (Blockierungspuffer IF)

1x PBS 0.1 % (w/v) BSA,
0.1 % (v/v) TritonX-100

Betdubungslosung (Xenopus)

2.5 g/l Aminobenzoesaure-Ethylester in A.
bidest.; pH 7.4 mit NaOH; Lagerung bei 4 °C

Blockierungspuffer (Western Blot)

10 % Magermilchpulver in TBS-T

Blockierlosung IF HeLa-Zellen

1x PBT mit 20 % Pferdeserum

Blotpuffer

25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0.1 % (w/v) SDS,
20 % (v/v) Ethanol

Cysteinhydrochloridlosung

2 % (w/v) Cysteinhydrochlorid in 0.1x MBSH,
pH 8.0 mit NaOH

DAPI-Losung
(4',6-Diamidin-2-phenylindol)

Stammlosung: 1 mg/ml DAPI in DMF,
Lagerung bei -20 °C im Dunkeln.
Gebrauchslosung: Stammlésung 1:1000 in
1x PBT

DMEM Einfriermedium

40 % (v/v) DMEM-Komplettmedium, 40 %
(v/v) DMSO, 20 % (v/v) inaktiviertes FCS;
Lagerung -20 °C

DMEM Komplettmedium

89 % (v/v) DMEM High Glucose (4.5 g/1),
10 % (v/v) hitzeinaktiviertes FCS, 1 % (v/v)
Penicillin/Streptomycin (100x)

Histidin Stocklosung

100 mM Histidin-HCl in A. bidest.

1.36 M NaCl, 0.05 M KCl, 7 mM NazHPOy4,

HeBS 10x 0.2 M HEPES, 1 % (w/v) Glukose; pH 7.1 mit
NaOH
- 0
K-Puffer 1x P-Puffer, 25 % Tween20, 5 pg/ul

Proteinase K, immer frisch ansetzen

LB-Agarplatten

1.5 % (w/v) Agar in 1x LB-Medium, selektive
Agarplatten werden mit entsprechenden
Antibiotika versetzt

LB-Medium

5% (w/v) Trypton, 2.5 % (w/v) Hefeextrakt,
5 % (w/v) NaCl mit A. bidest. auftiillen; pH
7.5 mit NaOH, Lagerung bei 4°C

Leucin Stocklosung

100 mM Leucin in A. bidest.

LiAc 10x

1 M Lithiumacetat, steril filtriert

1x LiAc/40 % PEG- 3350/ 1x TE

1x LiAc, 1x TE, 40 % (w/v) PEG 3350

Lysispuffer Minipraparation

0.2 M NaOH, 1 % SDS

Lysepuffer Minipraparation (Hefe)

1% (w/v) SDS, 50 mM Tris-HCI pH 7.5,
50 mM Naz-EDTA, pH 8.0

Luziferaseassaypuffer

33.3mM DTT, 0.1 mM EDTA, 1.07 mM
MgCO3*Mg(OH)2, 2.67 mM MgSO04, 20 mM
Tricin

Luziferase Reagenz

2.12 mg CoenzymA-Trilitiumsalz-Dihydrat,
1.32 mg Beetle-Luziferin, 2.92 mg ATP in 10
ml Luziferase Assay Puffer
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Luziferase Lysispuffer

25 mM Tris/H3P04 (pH 7.8), 2 mM EDTA,
2mM DTT, 10 % (v/v) Glycerin, 1 % (v/v)
TritonX-100

Magnesium Losung 100x

0.1 M MgCl,, 4.5 M B-Mercaptoethanol

100 mM HEPES, 880 mM NaCl, 10 mM KCl,

MBSH 10x 8.2 mM MgSO04, 24 mM NaHCOs3, 4.1 mM CaCly,
3.3 mM Ca(NO3)2; pH 7.4 mit NaOH
6 g Glycerin und 2.4 g Mowiol in 6 ml sterilem
H20 und 12 ml Tris/HCI (pH 7.8) laut
Mowiol/DABCO Herstellerangaben l6sen; 25 mg/ml DABCO

hinzugeben, zentrifugieren 15 min bei
13000 rpm; Lagerung bei -20°C

Nahrmedium (Drosophila)

5 % (w/v) Maismehl, 3.2 % (w/v)
handelsiiblichen Zucker, 1.25 % (w/v) Agar,
2.4 % (w/v) Frischhefe, 1.5 % Propionsdure,
0.64 %o (w/v) 4-Hydroxybenzoemethylester
in Ethanol gelost, 2 Messerspitzen
Ascorbinsiure, in 1000 ml H,0

NBT/BCIP Farbelosung

2 % NBT/BCIP Reagenz (v/v) in 1x AP-Puffer

Neutralisationspuffer
Miniplasmidpraparation (Hefe)

8 M Kaliumacetat

Neutralisationspuffer
Miniplasmidpraparation

2.8 M K-Acetat; pH 5.1

ONPG Substrat

4 mg/ml ONPG in 0.1 M NaPhosphat Puffer
(pH 7.5)

Orange G DNA Ladepuffer 6x

0.25 % (w/v) Orange G, 40 % (w/v)
Saccharose in A. bidest., Lagerung bei 4 °C

PBS 10x

27 mM KCl, 15 mM KH2PO4, 65 mM NazHPO4,
1.37 M NaCl; pH 7.5

PBT

1x PBS, 0.1 % (v/v) TritonX-100

P-Puffer 10x

100 mM Tris-HCl, pH 9.0, 50 mM K(C],
15 mM MgCl,

Resuspensionspuffer
Miniplasmidpraparation

100 pg/ml RNase A, 50 mM Tris/HCI (pH 8.0),
10 mM EDTA (pH 8.0)

RIPA-Puffer

50 mM Tris/HCl pH 7.5, 150 mM NacCl, 1 %
(v/v) TritonX-100, 0.1 % (w/v) SDS

Schneider S2 Komplettmedium

89 % (v/v) RPMI Schneider S2 Medium (4.5
g/1), 10 % (v/v) hitzeinaktiviertes FCS, 1 %
(v/v) Penicillin/Streptomycin (100x)

RPMI Medium

89 % (v/v) RPMI High Glucose (4.5 g/1), 10 %
(v/v) hitzeinaktiviertes FCS, 1 % (v/v)
Penicillin/Streptomycin (100x)
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SC-Minimalmedium Platten (Hefe)

Losung I[: 13.4 g Hefe Nitrogenbase, 2.7 g
Aminosduremix-Pulver in 11 A. bidest.
aufnehmen, pH 5.9 mit NaOH einstellen
Losung II: 40 % Agar (w/v) 900 ml A. bidest.,
Losung I und II autoklavieren. Beide
Losungen mischen und bei 50°C 1 h
schiitteln. Zugabe von 10 % 40 %ige Glucose

SD-Medium Platten (Hefe)

SC-Minimalmedium + 1.6 %
Aminosaurestocklésung (Leucin, Tryptophan,
Histidin-HCI, Uracil)

SDS-Elektrophorespuffer 10x

1 % (w/v) SDS, 250 mM Tris, 1.92 M Glycin

SDS-Ladepuffer 5x

0.5 M Tris-HCI (pH 6.8), 12 % (w/v) SDS,
30 % (v/v) Glycerin, 5 % (v/v)
B-Mercaptopropandiol, 0.2 % (w/v)
Bromphenolblau

2 % (w/v) Trypton, 0.5 % (w/v) Hefeextrakt,

SOB-Medium 0.05 % (w/v) NaCl, 0.25 % (w/v) MgClz, pH
7.0 mit NaOH; Lagerung bei -20 °C
SOC-Medium SOB-Medium mit 20 mM MgClz, 20 mM

MgS04, 20 mM Glucose; Lagerung -20°C

TAE-Puffer 50x

0.1 M EDTA, 1 M Essigsaure, 2 M Tris-Base

TBS 10x 1.5 M NaCl, 500 mM Tris/HCI (pH 7,4)
TBS-T 1x TBS mit 0.1 % (v/v) Tween20
TE-Puffer 0.1 mM EDTA, 10 mM Tris/HCI (pH 8.0)

TE-Puffer 10x (Hefe)

100 mM Tris HCl, 10 mM EDTA pH 7.5

Tryptophan Stockl6sung

40 mM Tryptophan in A. bidest.

Uracil Stocklosung

20 mM in A. bidest.

Waschpuffer A 10x (PLA)

0.01 M Tris, 0.15 m NacCl, 0.05 % Tween?20,
pH7.4

Waschpuffer B 1x (PLA)

0.2 M Tris, 0.1 M NaCl, pH 7.5

X-Gal Losung

5% (w/v) X-Gal in N,N-Dimethylformamid

X-Gal Farbelosung

0.01 % X-Gal Losung, 0.006 %
2-Mercaptoethanol in Z-Puffer

YPAD-Medium (Hefe)

10 g Bacto-Hefeextrakt; 20 g Bacto Pepton;
20 g Dextrose; 100 mg Adeninsulfat mit
A. bidest. auffiillen auf 1000 ml

Z-Puffer

8.52 g NapHPO4; 4.8 g H2PO4; 0.75 g KCI;
0.012 g MgS04, mit A. bidest. auf 1000 ml
auffiillen, steril filtrieren

32




3. Material

3.12 Chemikalien

Die nicht aufgefiihrten Reagenzien wurden iiber AppliChem GmbH (Darmstadt), Carl
Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe) oder Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Miinchen)

bezogen.

Tabelle 3.18: Chemikalien

2-log DNA Marker

New England Biolabs, Frankfurt am Main

5’-Fluorooticsaure

Thermo Fisher, Karlsruhe

PeproTech GmbH, Manufacture of Quality

Aktivin A Cytokine Products, Hamburg
Agarose Biozym, Rockland, USA

complete Protease Inhibitor, EDTA-frei | Roche Applied Science, Mannheim
Desoxyribonukleotide Promega GmbH, Mannheim

Dextran, Oregon Green® 488

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) High Glucose (4.5 g/1)

GE Healthcare Life Sciences, Pasching

FCS (Fetal Calf Serum)

Invitrogen™, Life Technologies GmbH,
Darmstadt

iQ™ SYBR® Green Supermix

BioRad, Hercules, USA

Magermilchpulver

Sucofin, TSI GmbH & Co. KG; Zeven

Midori Green Advance

NIPPON Genetics EUROPE GmbH, Diiren

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Serva, Heidelberg

NBT/BCIP Stocksolution

Roche Applied Science, Mannheim

PageRuler™ Prestained Protein Marker

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Penicillin/Streptomycin (100x)

PAA Laboratories GmbH, Pasching

Pferdeserum

InvitrogenTM, Life Technologies GmbH,
Darmstadt

PhosSTOP Phosphatase Inhibitor
Cocktail Tabletten

Roche Applied Science, Mannheim

RNAlater® RNA Stabilization Solution

ambion®, Life Technologies GmbH,
Darmstadt

RNAaseZap® RNase Decontamination
Solution

ambion®, Life Technologies GmbH,
Darmstadt

Trypsin EDTA (1x)

PAA Laboratories GmbH, Pasching

Turbofect™ in vitro transfection reagent

Thermo Fisher, Karlsruhe

RPMI-Medium

GE Healthcare Life Sciences, Pasching

Schneider’s Medium

Biowest SAS, Nuaillé, F

YPAD-Pulver fiir Platten

Dualsystems Biotech AG, Schlieren, CH
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3.13 Gerate

Tabelle 3.19: Gerite in der Zellkultur

Begasungsbrutschrank fiir Zellkultur Series
II Water Jacketed CO2 Inkubator

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
USA

Kiihltischzentrifuge Hettich Universal
32R

Andreas Hettich GmbH & Co. KG,
Tuttlingen

Medingen Wasserbad WB 12

PD-Industriegesellschaft GmbH, Dresden

Sterilbank Microflow 2 Advanced Bio
Safety Cabinet Class I1

Bioquell Ltd, Hampshire, UK

Stickstofftank Thermo Cytotechnics
Biorack 5400

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
USA

Vakuumpumpe Laboport N811KT.18

KNF Neuberger GmbH, Freiburg

Tabelle 3.20: Gerite in der Embryologie

Brutschrank APT.line™ Serie BD/ED/FD

Binder GmbH, Tuttlingen

Fliegenanlage

1. Zeiss Stemi DV4 Stereomikroskop

Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena

2. Fliegenbett

Dominique Dutscher SA, Brumath, F

3. Inject+Matic Sleeper

INJECT+MATIC, Genf, Schweiz

Kuhlinkubator Model MIR-254

SANYO Electric Co., Ltd., Miinchen

Mikro-Druckinjektor Model PV 820

H. Saur Laborbedarf, Reutlingen

Mikromanipulator, Model M1

H. Saur Laborbedarf, Reutlingen

Mikropipettenpuller Model P-97

Sutter Instrument Company, Novato,
USA

Stereomikroskop MIC 1639 ZS,
ausgestattet mit EUROMEX Kaltlichtquelle
EK-1

EUROMEX Mikroskope BV, Arnheim,
Niederlande

Tabelle 3.21: Gerite fiir die Mikroskopie

Spinning Disk Mikroskop Cell Observer SD,
ausgestattet mit inversen Mikroskop Axio
Observer.Z1, konfokale Bildaufnahme
Yokogawa CSU-X1, drei Laserlinien
(405,288,532/561 nm), Digitalkamera
AxioCam MRm, Definite Focus, Uniblitz,
Model VCM-D1 und externer Fluoreszenz
Lichtquelle HXP 120

Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena
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digitales Fluoreszenz-Stereomikroskop
Leica MZ10F, ausgestattet mit externer

Leica Kaltlichtquelle KL 1500 LCD, externer

Fluoreszenz Lichtquelle Leica EL 6000 und
Digitalkamera Retiga Exi Fast 1394 Color
12 bit

Leica Mikrosystems GmbH, Wetzlar

Axiovert 200 M inverses Mikroskop mit
Camera Adaptor CMA-D2

Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena

Tabelle 3.22: Sonstige Gerite

Agilent 2100 Bioanalyzer

Agilent Technologies, Waldbronn

Blot-Apparatur Trans-Blot® SD Semi-Dry
Electrophoretic Transfer Cell

Bio-Rad Laboratories, Miinchen

Colibri Microvolume Spectrometer

Titertek-Berthold, Pforzheim

Eppendorf® Thermomixer compact

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf® Tischzentrifuge 5415D

Eppendorf AG, Hamburg

Flachbettelektrophoresekammer Perfect
Blue™ Minigelsysteme

PEQLAB Biotechnologies GmbH,
Erlangen

Folienschweifdgerdt SEVERIN Folie

SEVERIN Elektrogerate GmbH, Sundern

Geldokumentationsanlage Gel Max mit
monochromem Videoprinter Mitsubishi
P91D und Fisher Bioblock Scientific UV-
Tisch

INTAS Science Imaging Instruments
GmbH, Gottingen

Luminometer Lumat LB 9507

Bethold Technologies, Bad Wildbad

Mini-Protean® 3 Cell/PowerPac 200/300
Stromversorgung

Bio-Rad Laboratories, Miinchen

Mini-Protean® 3 Electrophoresis System

Bio-Rad Laboratories, Miinchen

PCR Cycler, iCycler™ Thermal Cycler

Bio-Rad Laboratories, Miinchen

Plattformschiittler Unimax 2010

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach

Prazisions-pH-Meter pH521

WTW GmbH, Weilheim

Satorius Analysewaage BP 221S

Sartorius AG, Gottingen

Satorius Prazisionswaage PT 310

Sartorius AG, GOttingen

Tischkiihlzentrifuge Eppendorff™ 5415 R

Eppendorf AG, Hamburg

Tischschiittelinkubator, Forma Obtical
Shaker Model 420

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
USA

Uberkopfrotator INTELLI-MIXER RM-2

ELMI Ltd., Riga, Litauen

UV /Visible Spectrophotometer, Ultospec™
2100 pro

Amersham Bioscience, Freiburg

Wasserbad Modell WNB 7

Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach
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3.14 Software

Tabelle 3.23:Software

2100 Expert Version 2.8.0.520

Agilent Technologies, Waldbronn

Adobe [llustrator CS5 Version 15.1.0

Adobe Systems GmbH, Miinchen

Adobe Photoshop CS5 Extendet Version 12.0

Adobe Systems GmbH, Miinchen

ApE-A Plasmid Editor V1.12

M. Wayne Davis

Axio Vision Release 4.8.2

Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena

Image] 1.45s

W. Rasband, USA

Microsoft Deutschland GmbH,

Microsoft Excel 2007 ! _
Unterschleifdheim

Microsoft Word 2007 Microsoft D_euts.chland GmbH,
Unterschleifdheim

36




4. Methoden

4., Methoden

4.1 Arbeiten mit Drosophila melanogaster

4.1.1 Haltung von Drosophila melanogaster

Die Drosophila-Stamme werden in Plastikrohrchen gehalten, welche mit Nahrmedium
befiillt und durch einen luftdurchldssigen Ceaprenstopfen verschlossen sind. Die
Entwicklungsdauer vom Ei bis zur Imago ist abhdngig von der Individuenzahl im
Fliegenbehaltnis, dem Genotyp, der Feuchtigkeit sowie der Temperatur. Die
Entwicklung der Weibchen geht dabei schneller vonstatten als die der Mdannchen. Bei
einer Temperatur von 18 °C dauert der durchschnittliche Generationszyklus 18 Tage,
bei 25 °C verkiirzt er sich auf 10 Tage. Das Umsetzen der Stammbhaltung auf frisches
Nahrmedium sollte bei einer Temperatur von 18 °C spatestens nach drei Wochen

geschehen, bei einer Haltung bei 25 °C bereits nach 14 Tagen.

4.1.2  Generierung homozygoter Fliegenstamme mit Hilfe von Balancer-
Chromosomen

Zur Kreuzung neuer Fliegenlinien werden ausschliefdlich virginelle Weibchen
verwendet. Diese lassen sich phinotypisch leicht identifizieren. Zum einen ist das
Abdomen leicht aufgedunsen und sehr schwach pigmentiert, zum anderen tragen die
Jungfrauen einen schwarzen Fleck auf der ventralen Seite des Abdomens. Zur
Unterscheidung mannlicher und weiblicher Jungfrauen hilft es nach dem Anusring zu
schauen. Dieser ist bei mdnnlichen Fliegen stirker pigmentiert als bei weiblichen. Zur
Identifizierung werden die Imagos mit COz betdubt und dann auf ein Fliegenbett
gelegt. Dieses lasst kontinuierlich CO2 ausstromen und halt somit die Betaubung
aufrecht. Zur Kreuzung werden je drei Jungfrauen mit einem Mdannchen auf ein
Futtergefaf? gesetzt. Die parentale Generation sollte vor dem Schliipfen der
F1-Generation auf frisches Nahrmedium gesetzt werden. So koénnen geniigend
Nachkommen mit demselben Genotyp gewonnen werden ohne dass die parentale

Generation sich mit der F1-Generation verkreuzt.

Zur Generierung homozygoter Fliegenstimme werden jeweils virginelle Weibchen
der F1-Generation mit Mdnnchen desselben Genotyps derselben F1-Generation

verkreuzt. Die Verifizierung des Genotyps ist durch die Benutzung von Balancer-

37



4. Methoden

Chromosomen gewadhrleistet. Balancer-Chromosomen sind genetisch verdnderte
Chromosomen, die ein Gen tragen, das phadnotypisch leicht nachweisbar ist und
gleichzeitig so verandert wurde, dass eine homologe Rekombination ausgeschlossen
werden kann. Dies ist unter anderem von Vorteil, da so rezessiv letale Mutationen als
stabile Stamme gehalten werden koénnen. Fliegen, die das Balancer-Chromosom
homozygot tragen sind nicht lebensfahig. Beispiele fiir Balancer-Chromosomen sind
curleyO und serrate. CurleyO fiihrt zu gekriimmten Fliigeln, Serrate zu einem

Teilverlust des Fliigels am distalen Ende.

Tabelle 4.1: Verwendete Balancer-Chromosomen mit Namen, Insertionsort, Mutation und
Merkmal

In dieser Tabelle sind einzig die phanotypischen Merkmale angegeben nach denen in vorliegender
Arbeit selektiert wurde.

Curley of i nach oben
Cy0 2 Oster In(2LR)O, CyI dp™" pr1 cn2 gewundene Fliigel
irregular |In(2R)vg?, wgsr-1 vgU mamV kle%ne.Augen mit
IF 2 " fusionierten
facette Krif-1/Sm5 .
Ommatidien
Third In(3LR)TM3, knir-1 pr vviser | Fliigel tragen
Tm3, Ser |3 multiple |I(3)89Aal Ubxbx-34eel Kerbe am distalen
3, Serrate | zusatzlich mit Ser markiert |Ende
Tp(3;3)MRS, M(3)76A1 dicke, kurze
MKRSb |3 Stubble kariry? Shi Borsten

4.1.3 Regulierte Genexpression durch das UAS-Gal4-System

Das aus der Hefe stammende UAS-Gal4-System ist auch in Drosophila melanogaster
anwendbar. Hierfiir gibt es verschiedene Treiber-Linien (Gal4-Linien), die eine orts-
und zeitspezifische Genexpression ermdoglichen. Der Gal4-Promotor liegt dabei
stromabwarts des genspezifischen Promotors. Nach dessen Aktivierung wird der
Transkriptionsfaktor Gal4 exprimiert. Werden diese Fliegen mit Fliegen verkreuzt,
deren Zielgen hinter einer UAS (engl.: upstream activating sequence) Einheit liegt, so

bindet Gal4 an die UAS-Sequenz und induziert die Expression des Zielgens.
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Gal4-Treiberstamm UAS-Zielgenstamm

Abbildung 4.1: Das UAS-Gal4-System
N . /, Nach der Verkreuzung des Gal4-Treiberstammes mit dem
‘“ S ( (!m :{ ;‘;»,-fc—zg_ UAS-Zielgenstamm induziert der gewebe- und zeitspezifische

=
ol

| \ NN

— Gen- —Gal4 — —‘
spezifischer ) UAS
Promotor

, Promotor die Expression des Transkriptionsfaktors Gal4.
“~¢ "\ Dieser bindet an die ,upstream activating“-Sequenz (UAS) und
' induziert so die Zielgenexpression. Verdndert nach St
Johnson, 2002.

4.1.4  Prdparation adulter Drosophila Fliigel

Nach dem Kreuzen der Jungfrauen des zu untersuchenden UAS-Stammes mit den
entsprechenden Gal4-Treiber Mannchen werden die F1-Fliegen mit CO2 betdubt und
in 80 % Ethanol tiberfiihrt. So konnen die Imagos beliebig lange bei Raumtemperatur
gelagert werden. Fiir die Fliigelpraparation wird Ethanol durch Wasser ersetzt. Mit
Hilfe zweier Pinzetten wird der Gesamtfliigel zwischen Thorax und Fliigelgelenk
abgetrennt und auf einen mit Mowiol bedeckten Objekttrager iiberfiihrt. Es werden
ausschliefdlich Fliigel weiblicher Fliegen verwendet, die konstant bei 25 °C gehalten

wurden.

4.1.5 Immunfirbung auf Drosophila Fliigelimaginalscheiben

Imaginalscheiben sind Vorlduferstrukturen adulter Fliegenextremitdten. Diese sind
mit Ausnahme der Genitalimaginalscheibe paarig angelegt. Bereits im
Entwicklungsstadium 11 nach Campos-Ortega und Hartenstein, (1985), werden circa
20 Zellen aus der Epidermis ausgegliedert. Es entstehen sackartige Einstiilpungen,
deren Zellen wahrend der weiteren Entwicklung proliferieren und sich unter
anderem zu Fliigeln, Augen, Halteren und Beinen differenzieren.

Die Larven des dritten Instarstadiums, deren Fliigelimaginalscheiben sich bereits zu
einem zweilagigen Gewebeverbund entwickelt haben, werden aus den
Fliegengefdfien abgesammelt und in 1x PBS iberfiihrt. In kleinen Petrischalen
werden die Larven mit der ersten Pinzette knapp distal des Pharynx gegriffen. Die
zweite Pinzette fasst die Larven am Schwanzende. Durch eine ruckartige Bewegung
wird die Larve zweigeteilt. Im proximalen Larventeil befinden sich nun die

Imaginalscheiben, welche jetzt frei zugdnglich fiir weitere Behandlungen sind. Die

39



4. Methoden

Fixierung der Larvenkopfteile erfolgt fiir 23 Minuten mit 4 % PFA auf einem
vertikalen Schiittler bei Raumtemperatur. Anschliefend wird durch mehrmaliges
Waschen mit PBT das PFA entfernt. Als Blockierlosung dient 0.1 % Albumin in PBT
(BBT). Die Larvenproben sollten fiir mindestens eine Stunde bei Raumtemperatur in
BBT inkubieren. Die primdren Antikérper werden in BBT verdiinnt und binden iiber
Nacht bei 4 °C. Wahrend den nachsten zwei Stunden werden die Proben mehrmals
mit PBT gewaschen und so liberschiissige ungebundene Antikorper entfernt. Der
fluoreszierende Sekundirantikérper wird in PBT verdiinnt. Die Larvenproben
werden in dieser Losung eine Stunde im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert.
Erneut werden ungebundene Antikérper mit PBT ausgewaschen. Vor der endgiiltigen
Praparation der Imaginalscheiben erfolgt eine Umpufferung in 1x PBS. Mittels zweier
Pinzetten erfolgt die Freilegung der einzelnen Imaginalscheiben. Die freipraparierten
Imaginalscheiben werden auf einen mit Mowiol bedeckten Objekttrager liberfiihrt.

Nach dem Trocknen des Mowiols sind die Praparate bei -20 °C lagerbar.

4.1.6 DNA-Extraktion und Genamplifikation aus Drosophila melanogaster

Zur Extraktion der DNA aus einer weiblichen Fliege wird diese mit COz betdubt und
auf Eis in ein 1.5 ml Reaktionsgefafd tliberfiihrt. Mittels eines Pistills wird die
Fliegenimago in 50 pl K-Puffer pro Fliege mechanisch homogenisiert. Der
Proteinase K Verdau findet im Anschluss fiir eine Stunde bei 68 °C statt. Um die DNA
von den verdauten Proteinen zu trennen, wird die Probe fiur funf Minuten bei
13000 rpm zentrifugiert. 15 pl des Uberstandes dienen als Matrize fiir die

anschlieRende PCR. Der restliche Uberstand kann bei -20 °C gelagert werden.

Ein Ansatz zur Genamplifikation enthalt:

15.0 pl Uberstand
6.0 pl 10x Taq-Puffer Flexi
4.5 pl MgClz-Losung
2.5 ul dNTP-Mix (10 mM)
3.0 ul Primermix (10 mM)
29.0 ul A. bidest.
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Abbildung 4.2: Verifizierung des Genotyps von D. melanogaster

Nach der DNA-Extraktion und darauffolgender PCR mit spezifischen Lef/Tcf-Primern wird das PCR-
Produkt auf ein 1 %iges Agarosegel aufgetragen und durch Midori Green im UV-Licht visualisiert. Die
Integration der Lef/Tcf-Gene im Fliegengenom konnte dadurch immer wieder bestatigt werden.

4.2 Arbeiten mit Xenopus laevis

4.2.1 Haltung von Xenopus laevis

In 50 I fassenden Aquarien werden die adulten Xenopus laevis nach Geschlecht
getrennt gehalten. Das mit Hilfe von Bakterienfiltern und UV-Licht entkeimte Wasser
zirkuliert dabei mit einer Temperatur zwischen 18 und 20 °C. Der durch eine
Zeitschaltuhr regulierte Tag-Nacht Rhythmus wechselt die Belichtung im 12-Stunden-
Takt. Zweimal wochentlich werden die Frosche mit zerkleinerten Rinderherzen und
Fertigfutter in Form von Pellets gefiittert. Alle drei Monate sind die Weibchen fiir die
Eiablage bereit. Nach der Eiablage werden sie zur Vorbeugung von Infektionen und

Hautreizungen fiir eine Nacht in separaten Wannen mit 3 g/1 Meersalz gehalten.

4.2.2 Testisextraktion und Eiablage

Die Gewinnung der Xenopus Testis beginnt mit der Narkotisierung des Mannchens in
kalter 0.25 % (v/v) Aminobenzoesdure-Ethylester-Losung. Nach etwa 25 Minuten
wird der Tod des betdubten Mannchens durch eine schnelle und schmerzfreie
Durchtrennung der Halswirbelsdule herbeigefiihrt. Die Entnahme der Testis erfolgt
durch einen medianen Schnitt entlang der Bauchdecke. Der Hoden befindet sich im
dorsalen Fettgewebe ventral der Nieren. In 1x MBSH kann der Hoden bei 4 °C bis zu
einer Woche gelagert werden.

Um die Eireifung zu stimulieren wird humanes Choriongonadotropin (hCG) subkutan
in den Lymphsack der Froschweibchen injiziert. Abhdngig vom gewiinschten
Zeitpunkt der Eiablage sind die Menge des zu injizierenden hCGs und der

Injektionszeitpunkt. Bei einer Eiablage nach 12-14 Stunden werden 600 Einheiten
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hCG injiziert. Eine Eiablage nach 20-22 Stunden erfordert zweimaliges injizieren. So
werden zuerst 50 Einheiten und 5-6 Stunden vor der Eiablage erneut 600 Einheiten
hCG injiziert. Zur Gewinnung der Eier werden die Weibchen durch eine sanfte
Massage der Lendengegend zum Legen angeregt. Stiindlich und bis zu viermal kann
so ein Gelege gewonnen werden. Die Eier werden dabei in einer Petrischale

aufgefangen und darin befruchtet.

4.2.3 Invitro Fertilisation

Die in vitro Fertilisation erlaubt eine zeitgleiche und somit synchrone Entwicklung
der Eier eines Geleges. Die fiir einen Tag bendtigte Menge des Hodens wird in
sterilem 1x MBSH mazeriert. Die Suspension wird 1:10 mit sterilem H20 verdiinnt
und auf das Gelege gegeben. Die verringerte Salzkonzentration fiihrt bei den
Spermien zu einer erh6éhten Mobilitiat. Nach ca. 20 Minuten hebt sich die Gallerthiille
und die befruchteten Embryonen drehen sich mit der pigmentierten animalen Seite
nach oben. Der schwerere Dotter in der ventralen Seite sinkt dabei nach unten und

16st diese Rotation der Embryonen aus.

4.2.4 Entfernen der Gallerthiille und Mikroinjektion

Eine Stunde nach der Befruchtung wird durch Zugabe einer 2 %igen Cysteinhydro-
chloridlésung die Gallerthiille unter Sichtkontrolle aufgelost. Haften keine Zygoten
mehr aneinander, so wird die Cysteinhydrochloridlosung durch dreimaliges Waschen
mit 0.1x MBSH entfernt. Die toten, beschadigten oder nicht befruchteten Eier werden
aussortiert.

Durch die extrakorporale Entwicklung der Xenopus Embryonen lassen sich durch die
Injektion von mRNA, DNA oder Morpholino Oligonukleotiden sehr einfach
Funktionsverlust- oder Gewinnstudien durchfiihren. Hierfiir wird mit einer
mechanisch gezogen Glaskapillare, einem Platin Eichgitter und N:-Druck das
Injektionsvolumen auf 4 nl festgelegt. Die Parameter zur Eichung der als Nadel
dienenden Kapillare sind abhingig vom Offnungsdurchmesser der Nadel und der
Dauer des N-Druckintervalls. Je nach Fragestellung werden die 4 nl in
unterschiedliche Blastomere injiziert. Fiir die Induktion sekundarer Korperachsen
erfolgt die Injektion in die Marginalzone der beiden ventralen Blastomeren im 4-Zell-

Stadium.

42



4. Methoden

4.2.5 Embryonenpflege bei Xenopus laevis

Wie bei Drosophila, ist auch die Entwicklungsgeschwindigkeit der Xenopus
Embryonen temperaturabhdngig. Die Embryonen werden deshalb gemeinsam bei
16 °C +/- 5 °C in 0.1x MBSH kultiviert. Beim tédglichen Kulturmedienwechsel werden
tote Embryonen aussortiert. Die Charakterisierung der Entwicklungsstadien erfolgt
nach Nieuwkoop und Faber (1967). Ist das gewlinschte Entwicklungsstadium
erreicht, werden die Embryonen in 1x MEMFA fiir eine Stunde bei Raumtemperatur
fixiert. Zur endglltigen Lagerung bei 4 °C wird das MEMFA durch 100 % Ethanol
ersetzt. Sollen die Embryonen zur RNA-Extraktion weiterverwendet werden, entfallt
die Fixation. Stattdessen werden jeweils fiinf Embryonen in RNAlater bei 4 °C

gelagert.

4.2.6 Induktion mesodermalen Gewebes in animalen Kappen

Zur Induktion des Mesoderms in animalen Kappen wird die Aktivierung eines TGF[3-
Signalwegs benotigt. Dafiir wird aus Embryonen in Stadium 9 mittels zweier
Pinzetten zuerst die Vittelinhiille entfernt, um anschlieféend die animalen Kappen
vom Embryo abzutrennen. Die animalen Kappen werden in 0.1x MBSH mit 0.1 %
Penicillin/Streptomycin tiberfiihrt. Zur Mesoderminduktion erfolgt die Zugabe von
7.5 pg/ml humanen Aktivins. Die Kappen werden in diesem Medium inkubiert, bis die
Geschwisterembryonen Stadium 16 erreicht haben. Die Explantate werden dann zu

fiinf Stiick pro Probe gruppiert und in RNAlater bei 4 °C gelagert.
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Abbildung 4.3: Aktivin induziert die Expression des mesodermalen Markergens XBrachyury
Auswertung der quantitativen Realtime PCR normiert auf die XBra mRNA-Menge in unbehandelten
animalen Kappen. Die relative Expression des Markergens XBra steigt nach Inkubation der animalen
Kappen in 7.5 pg Aktivin. Als Haushaltsgen dient die Ornithin Decarboxylase, auf welches die Gesamt
RNA-Menge normiert wurde. (Zweiseitiger studentischer T-Test: ** p<0.01, *** p<0.001, dargestellt
sind die Mittelwerte und Standardfehler aus drei Einzelanalysen).
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4.2.7  In situ Hybridisierung zur Darstellung der mRNA-Expression

Mittels der in situ Hybridisierung kann die lokale Expression eines Gens
nachgewiesen werden.

In einer absteigenden Ethanolreihe werden die in MEMFA fixierten und in Ethanol
gelagerten Embryonen schrittweise in PTW iiberfiihrt. Zur besseren Penetration der
Antisense-Sonde und des Antikorpers werden die Embryonen je nach Alter fiir
10-25 Minuten in PTW mit Proteinase K bei Raumtemperatur inkubiert. Zur
Inaktivierung von RNasen durch Acetylierung ist eine Umpufferung in 0.1 M
Triethanolamin mit pH 7.5 noétig. Nach flinfminititiger Inkubation erfolgt die Zugabe
von 12.5 pl Acetanhydrid. Nach weiteren fiinf Minuten wird dieser Schritt wiederholt.
Zur erneuten Fixierung nach dem Proteinase K Verdau inkubieren die Embryonen fiir
20 Minuten in PTW mit 4 % PFA. Das PFA wird fiinfmal fir jeweils fiinf Minuten mit
PTW entfernt. Die Prahybridisierung erfolgt fiir 6 h im Hybridisierungspuffer bei
60 °C im Wasserbad. Der Hybridisierungspuffer wird dann durch Hybridisierungs-
puffer mit 1 pg/ml Sonde ersetzt und die Embryonen ebenfalls bei 60 °C tiber Nacht
darin inkubiert. Nicht gebundene Sonde wird am nachsten Tag fiir eine Stunde mit
2x SSC ausgewaschen, wobei die Losung alle 20 Minuten gewechselt wird. Dies
geschieht ebenfalls bei 60 °C im Wasserbad. Um nicht gebundene Sonden vollstiandig
zu entfernen und unspezifischen Hintergrund zu vermeiden wird fiir eine weitere
Stunde mit 2x SSC plus RNase A und Ti gewaschen. Hierflir werden die Proben bei
37 °C im Brutschrank inkubiert. Die Losung wird nach einer halben Stunde
gewechselt. Erneutes Waschen mit 2x SSC bei Raumtemperatur und 0.2x SSC bei
60 °C stoppt die Enzymaktivitiat und entfernt die RNasen. Vor der Antikérperzugabe
erfolgt die Umpufferung zuerst in 1x MAB, dann in 1x MAB mit 2 % BMB. Die
Embryonen werden fiir eine Stunde bei Raumtemperatur in 1x MAB/20 % BMB/
20 % Pferdeserum blockiert. Der a-Dig-AP Antikorper wird 1:5000 in der
Blockierlosung verdiinnt und die Embryonen darin fiir 4 h bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach zweimaligem Waschen werden verbleibende, nicht gebundene
Antikoérper in 50 ml 1x MAB iiber Nacht bei 4 °C ausgewaschen. Eine erneute
Umpufferung in den Entwicklungspuffer erfolgt zuerst fiir 10 Minuten bei
Raumtemperatur und dann bei 4 °C. Zuletzt werden dem Entwicklungspuffer die

Substrate NBT und BCIP zugegeben und die Embryonen darin auf Eis so lange
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inkubiert, bis eine spezifische Farbung zu sehen ist. Nach erneutem Fixieren in
1x MEMFA und 20 % Tween20 fiir eine Stunde bei Raumtemperatur konnen die

Embryonen in 1x MEM tberfiihrt werden um dann bei 4 °C gelagert zu werden.
4.3 Molekularbiologische und mikrobiologische Methoden

4.3.1 RNA-Isolation, Aufkonzentrierung und Bestimmung der RNA-Qualitat

Fiir die cDNA Bibliothek des Hefe-2-Hybridsystems wird RNA aus animalen Kappen
mit Hilfe des High Pure RNA Isolation Kit von Roche gewonnen. Um eine fiir die cDNA
Bibliothek bendtigte Gesamtmenge von 4 pg zu erlangen, wird die RNA mehrerer
Proben aufkonzentriert. Hierflir wird das RNeasy® MinElut® Cleanup Kit von
Quiagen verwendet. Die Qualitit der RNA wird im Agilent 2100 Bioanalyzer
bestimmt. Dieser bestimmt den RNA Integrity Wert (RIN-Wert) indem er das
Verhaltnis zwischen 18S und 28S ribosomaler RNA ermittelt. Hierfiir werden die
RNA-Proben auf einen Chip geladen, der aus einem Netz verbundener Mikrokanile
besteht. Diese Kandle werden mit einer Gelmatrix und Fluoreszenzfarbstoff beladen.
Die Proben werden elektrophoretisch aufgetrennt und die Fluoreszenzfluktuationen
liber der Zeit detektiert. Uber die Software 2100 Expert wird der RIN-Wert der
Proben errechnet (Schroeder et al., 2006). Fiir die cDNA Bibliothek wurde RNA mit

einem RIN-Wert von mindestens 6.60 eingesetzt.

4.3.2 Reverse Transkription

Fiir die reverse Transkription werden 150 ng RNA mit dem Enzym M-MLV und Oligo-
d(T)-Primern in cDNA umgeschrieben. Ein Ansatz enthalt folglich 150 ng RNA in
einem Gesamtvolumen von 8 pl sowie 2 pl Oligo-d(T)-Primer. Parallel zum
eigentlichen Ansatz wird eine Kontrollprobe ohne Reverse Transkriptase mitgefiihrt.
In der anschlief}enden Kontroll-PCR darf hier keine Bande detektierbar sein. Die
eigentliche Probe und die Kontrollprobe werden zur Denaturierung doppelstrangiger
RNA fiir fiinf Minuten bei 70 °C erhitzt. Der Transkriptionsmix aus 4 pl 5x M-MLV
Reaktionspuffer, 1 pl dNTPs (10 mM pro Nukleotid), 0.5 pul M-MLV Reverse
Transkriptase und 10 pl A. bidest. wird nach der Abkiihlung der Proben auf 4 °C

hinzugegeben. Die Primer-Anlagerung findet fiir fiinf Minuten bei 25 °C statt. Die
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eigentliche reverse Transkription lauft beim Temperaturoptimum der M-MLV bei

42 °C ab. Die cDNA wird bei -20 °C gelagert.

4.3.3 Quantitative Realtime Polymerasekettenreaktion

Die quantitative Realtime PCR dient zur Ermittlung der relativen Menge vorhandener
mRNA zum Zeitpunkt der Isolation. Anders als bei der herkémmlichen Polymerase-
kettenreaktion wird hier nach jedem Amplifikationsschritt die Menge
doppelstrangiger DNA gemessen. Der Fluoreszenzfarbstoff SYBR® Green I bindet an
doppelstrangige DNA, wodurch die Emission des gebundenen Farbstoffes bei 520 nm
mit der Menge doppelstrangiger DNA korreliert. Zu Beginn der PCR wird die DNA
exponentiell vermehrt. Nach n Zyklen ist somit eine Transkriptmenge von 2nr
vorhanden. In den letzten Amplifikationszyklen wird die Vermehrung der DNA
gehemmt. Zum einen ist die Menge an Nukleotiden limitiert, zum anderen lasst die
Aktivitit der Polymerase nach. Um ausschliefdlich im exponentiellen Bereich zu
messen wird ein Schwellenwert, Cr-Wert (,,Cycle Threshold“), bestimmt. Dieser Wert
definiert den Zyklus, bei dem die Fluoreszenz erstmals iiber die

Hintergrundfluoreszenz steigt.

Um die DNA-Menge zweier Proben miteinander vergleichen zu kdénnen, muss die
Gesamtmenge der cDNA normalisiert werden. Hierfiir wird fiir Proben aus Xenopus
ein Fragment der Ornithin-Decarboxylase (ODC) amplifiziert. Zur Auswertung der
Realtime-Daten findet die 2-44¢T Methode (Livak und Schmittgen, 2001) Anwendung.
Voraussetzung fiir die Anwendung dieser Analysemethode ist, dass die PCR Effizienz
der Probe und der Kontrollprobe nahe 1 liegt. Um dieselbe Effizienz der PCR auf alle
Proben zu gewadhrleisten, muss deshalb in Vorversuchen die beste Primer-
Verdiinnung und Bindungstemperatur ermittelt werden. Mit der 2-44¢T Methode wird
letztendlich die Genexpression, im Vergleich zu einer Kontrollprobe und normalisiert

auf das Haushaltsgen, ermittelt.

Fiir die quantitative Realtime-PCR wird die cDNA in einer 1:4 Verdiinnung mit
hochreinem Wasser eingesetzt. Der ,iQ SYBR Green Supermix“ von Biorad enthélt mit

Ausnahme der cDNA und den Primern alle fiir die PCR notwendigen Substanzen.
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Ansatz fur eine Realtime PCR-Probe:

10 ul  SYBR Green Supermix
7 ul steriles A. bidest
1 pl Primer Mix (10 mM)
2ul cDNA

Zusatzlich zur Emissionskurve wird eine Schmelzkurve erstellt. Hierfiir wird die
cDNA durch schrittweise Erhohung der Temperatur um 0.5 °C, beginnend bei 60 °C,
fir je 10 Sekunden erhitzt. Die Schmelzkurve ermoglicht die Verifizierung der
Spezifitit der Amplifikate. Jedes Templat hat abhdngig von der Liange und dem
GC-Gehalt eine spezifische Schmelztemperatur. Durch das Erhitzen der DNA kommt
es zu einer Abnahme der Fluoreszenz. Die Kombination zwischen Schmelz- und
Emissionskurve ermoglicht es unspezifische Amplifikate, wie zum Beispiel

Primerdimere, von spezifischen Amplikons zu unterscheiden.

4.3.4  Invitro Transkription von Cap mRNA

Zur Mikroinjektion in Xenopus Embryonen wird unter Verwendung des mMessage
mMachine Kits (InvitrogenTM, Life Technologies GmbH, Darmstadt) mRNA
synthetisiert. Das Gen muss hierfiir in einem Vektor eingebracht sein, der 5°- des Gens
eine Bindestelle fiir eine DNA-abhadngige RNA Polymerase und 3’- des Gens ein Poly-
Adenylierungssignal aufweist. 3 ug des Vektors werden enzymatisch so verdaut, dass
eine Linearisierung des Plasmids hinter der Poly-A-Sequenz erfolgt. Nach einer
Ethanolfillung wird die verdaute DNA in 7 pl A. bidest. aufgenommen. 1 pl wird zur
Kontrolle der Linearisierung elektrophoretisch aufgetrennt, die anderen 6 pl zur
mRNA Synthese verwendet. Zur linearisierten Plasmid-DNA werden 10 pl
2x NTP/CAP, 2 ul 10x Reaktionspuffer und 2 pl Enzym Mix hinzugegeben und der
Ansatz fiir 2 h bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Im Anschluss wird durch die Zugabe
von 1 pl DNasel fiir 15 Minuten bei 37 °C die Templat-DNA abgebaut. Die fertige
mRNA wird tiber eine G50 Saule aufgereinigt, aliquotiert und bei -80 °C gelagert.

4.3.5 Sonden-Synthese fiir die in situ Hybridisierung

Zur Sonden-Synthese sollte das Gen in einem Vektor integriert sein, der das Gen
beidseitig mit Restriktionsschnittstellen und Bindungsstellen fiir unterschiedliche
DNA-abhdngige RNA Polymerasen flankiert. Als Sonden werden sowohl die

Antisense- als auch die zur Negativkontrolle verwendete Sense-Sonde synthetisiert.
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Zur Herstellung markierter RNA-Sonden wird das Fluorescein/Digoxygenin RNA

Labelling Kit (Roche Applied Science, Mannheim) verwendet.
Ein 20 pl Ansatz zur Sonden-Synthese besteht aus:

14 pl (1pg) linearisiertes DNA-Templat

2 ul Fluorescein oder Digoxygenin Labelling Mix (10x)
2 ul 10x Transkriptionspuffer
2 ul DNA- abhingige RNA Polymerase (T7, Sp6 oder T3)

Die Losung wird fiir 2 h bei 37 °C inkubiert und nach Zugabe von 2 pl DNasel weitere
15 Minuten bei 37 °C. Die Sonde wird durch Ethanolfallung aufgereinigt. Vor dem
Gebrauch wird die Sonde auf 1 pg/ml in Hybridisierungspuffer verdiinnt und zum

Aufbrechen der Sekundarstruktur fir finf Minuten bei 85 °C erhitzt.

4.3.6 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) dient als
Standardverfahren der Amplifikation definierter DNA-Sequenzen in vitro. Entwickelt
wurde diese Methode 1985 von Mullis (Saiki et al., 1985). In drei Schritten wird
zuerst die DNA denaturiert, so dass sich die synthetisch hergestellten Oligonukleotide
(Primer) an der DNA-Matrize anlagern kénnen und es so, im dritten Schritt der
Polymerase ermoglichen die Amplifikation der spezifischen Sequenz auszufiihren.
Durch die Wahl der Primer kénnen Uberhinge, wie Restriktionsschnittstellen oder
sogenannte Tags, an das DNA-Fragment angefligt werden. Fiir analytische Zwecke
wird die GoTaq® DNA Polymerase von Promega bevorzugt, fiir prdparative Ansatze
die Phusion DNA Polymerase von NEB. Letztere hat eine 3‘-5° Exonukleaseaktivitat
und korrigiert so Fehler im Amplifikat. Zur Denaturierung der DNA wird diese auf
95 °C erhitzt. Die Temperatur, bei der die Primer sich am besten an die Matrize
anlagern, ist abhingig von der Primerlinge und dem GC-Gehalt. Zur Amplifikation
sollte eine Temperatur gewahlt werden, die im Aktivitdtsoptimum der verwendeten

Polymerase liegt. Das Aktivitatsoptimum der GoTaq® Polymerase liegt bei 72 °C.
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4.3.7 Ortsspezifische Mutagenese

Um spezifisch Basen auszutauschen, Deletionen oder Insertionen in einen
bestimmten DNA Abschnitt einzubringen, macht man sich ebenfalls die PCR zu Nutze.
Der zu mutagenisierende Bereich sollte hierbei in der Mitte der Primer liegen, wobei
dieser Bereich von ca. 15 Basen flankiert wird. Wichtig ist auch, dass der GC-Gehalt
der Oligonukleotide bei mindestens 40 % liegt. Damit liegt die Schmelztemperatur T,
bei liber 78 °C. Anders als zur gewohnlichen Amplifikation soll hier das komplette
Plasmid amplifiziert werden. Aus diesem Grund werden zwei zueinander
komplementdre Primer verwendet. Als Polymerase eignet sich die Turbo Pfu
Polymerase. Die eingesetzte Templatmenge liegt zwischen 20 und 50 ng. Die
»~Annealing“-Temperatur wird durch die verwendete Polymerase festgelegt. Fiir die
Dauer der Elongation werden zwei min/Kilobase eingerechnet. Die Anzahl der Zyklen
liegt zwischen 18 und 25. Nach Ablauf der PCR wird der komplette Ansatz fiir eine
Stunde bei 37 °C mit der Restriktionsendonuklease Dpnl verdaut. Diese baut DNA ab,
die in der Plasmidamplifikation durch Bakterien methyliert wurde. Somit sollte nach

dem Verdau bestenfalls kein urspriingliches Templat mehr vorhanden sein.

4.3.8 Gateway-Klonierung

Unter der Gateway-Klonierung (Invitrogen) versteht man eine Klonierungsmethode,
bei der Enzyme eine sequenzspezifische  Rekombination  zwischen
Rekombinationsstellen (att: attachment sites) zweier Gateway-Vektoren katalysieren.
Die Rekombinationsstellen flankieren zusatzlich zum Ampicillin-Resistenzgen das
letal wirkende Gen ccdB, welches fiir einen Gyraseinhibitor kodiert. Die beiden
Rekombinationsstellen werden von der Excisionase der Lambda Phage erkannt.
Weitere Enzyme wie der Integration Host Factor (IHF) aus E. coli oder die Integrase
aus der Bakteriophage Lamda unterstiitzen die Excisionase bei der Rekombination.
Via PCR werden dem DNA-Fragment die beiden Attenuierungsstellen attB1 und attB2
angehdngt. Zwei verschiedene Reaktionen katalysieren die Umklonierung vom
Eingangsvektor in den Destinationsvektor (BP-Reaktion) und vice versa vom

Destinationsvektor in den Ubergangsvektor (LR-Reaktion).
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BP-Reaktion

Die BP-Reaktion ermdoglicht es, das von zwei Attenuierungsstellen (attB1 und attB2)
flankierte DNA-Fragment in einen Eingangsvektor des Gateway Systems
einzubringen. Der Gateway® BP Clonase® II Enzym Mix enthdlt folgende Enzyme:
die aus der Bakteriophage Lambda stammende Integrase sowie den Integration Host
Factor (IHF). Letzterer stabilisiert die DNA und unterstiitzt die Bindung der Integrase
an den Attenuierungsstellen. Die Integrase fiihrt zur gerichteten Rekombination
unterschiedlicher DNA-Fragmente zwischen den Attenuierungsstellen. In der BP-

Reaktion findet ein Austausch der DNA zwischen den attB- und attP-Sequenzen statt.
attB1-cDNA-attB2 x attP1-ccdB-attP2 — attL1-cDNA-atttL2 x attR1-ccdB-attR2

Die Reaktion lauft tiber Nacht bei 25 °C ab und wird nach 16-20 h durch die Zugabe

von Proteinase K gestoppt.

LR-Reaktion
In der LR-Reaktion katalysiert ein Enzymmix die gerichtete Rekombination eines

DNA-Fragments vom Eingangsvektor in einen Zielvektor.
attL1-cDNA-attL2 x attR1-ccdB-attR2 — attB1-cDNA-attB2 x attP1-ccdB-attP2

Die Enzyme, die diese Reaktion katalysieren sind zum einen die Integrase und
Excisionase aus der Bakteriophage Lambda und zum anderen erneut der Integration
Host Factor IHF. Sowohl IHF als auch die Excisionase unterstiitzen die Bindung der
Integrase an das geschlossene Plasmid. So kann diese den Austausch der DNA vom

Eingangsvektor in den Destinationsvektor vornehmen.

4.3.9 Ligation

Uber die Ligation kann das aufgereinigte DNA-Fragment in einen Klonierungsvektor
eingebracht werden. Die T4 DNA Ligase katalysiert die Phosphatbindung zwischen
einer 3’-OH Gruppe und einer 5’-Phosphatgruppe. Ligationen werden fiir gewdhnlich
in drei verschiedenen molaren Verhaltnissen zwischen Vektor und Insert angesetzt:
1:3, 1:1, 3:1. Ein Ligationsansatz beinhaltet das Insert, den Vektor, 1 ul T4 DNA Ligase,

die entsprechende Menge an 10x Reaktionspuffer A. bidest. fiir ein Gesamtvolumen
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von 10 pl. Das Zeitintervall der Ligation hiangt von der Temperatur ab. Bei einer
Ligation liber Nacht reichen 4 °C aus, eine Ligation innerhalb von drei Stunden sollte

bei Raumtemperatur stattfinden.

4.3.10 Transformation chemisch kompetenter E. coli

Zur Vermehrung von Plasmid-DNA muss diese in E. coli Bakterien eingebracht
werden. Ist dies der Fall spricht man von einer erfolgreichen Transformation. In der
vorliegenden Arbeit wurden hierfiir unter anderem JM 109 Bakterien verwendet. Die
Menge an eingesetzter Plasmid-DNA unterscheidet sich je nach Ursprung des
Plasmids. Aus einer Ligation werden 5 pl eingesetzt, fiir eine Retransformation wird
1 pl Plasmid-DNA zu 50 pl chemisch kompetenter Bakterien gegeben. Die Bakterien
sollten dabei stets auf Eis gehalten werden. Das Gemisch aus Plasmid-DNA und
chemisch kompetenter Bakterien inkubiert fiir 10 Minuten auf Eis. Die Bakterien
werden durch einen 45 sekiindigen Hitzeschock bei 42 °C gestresst. Dies fiihrt zum
Permeabilisieren der Membran und somit zur Aufnahme der Plasmid-DNA. Nach dem
Hitzeschock werden die Bakterien sofort auf Eis gestellt. Nach einer 10-miniitigen
Ruhephase erfolgt die Zugabe von 300 pl SOC-Medium. In einem Schiittelinkubator
kultiviert die Bakteriensuspension fiir 1 h bei 37 °C und 225 rpm. Die
Bakteriensuspension einer Ligation wird vollstindig auf einer mit Antibiotika
versetzten LB-Platte ausplattiert. Fiir die Retransformation werden zwischen 50 und
100 pl der Bakteriensuspension ausplattiert. Der Rest der Suspension kann fiir eine
Plasmidisolation im Mittelmafdstab in 100 ml flissigem 1x LB-Medium mit

Antibiotika tiberfihrt werden.

4.3.11 Transformation elektrokompetenter E. coli

In einem alternativen Ansatz zur Transformation der E. coli werden
elektrokompetente Bakterien durch einen Elektroschock penetriert und somit zur
Plasmidaufnahme gezwungen. Vor Beginn der Transformation werden die
Glaskiivetten mit einem Ausschnitt von 0.1 cm auf Eis gekiihlt. 50 pl der ElectroMax™
DH10B™ -Zellen von Life Technologies werden auf Eis mit 1 pl Plasmid-DNA
gemischt und blasenfrei in die Kiivetten iiberfiihrt. Bevor die Kiivette in den
Elektroporator gestellt wird, sollte sie gut getrocknet werden, da so ein Kurzschluss

vermieden werden kann. Die Transformation wird mit 1.8 kV und einer Dauer von
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2.3 mS erreicht. Nach dem Elektroschock erfolgt die sofortige Zugabe von 1 ml SOC-
Medium. Im Schiittelinkubator wird die Bakteriensuspension fiir eine Stunde bei

225 rpm und 37 °C kultiviert.

4.3.12 Synthese und Transformation chemisch kompetenter MaV203 Hefen

Zur Transformation der Plasmide in die MaV203 Hefe muss zuvor kompetente Hefe
hergestellt werden. Hierfiir wird eine Hefekolonie tiber Nacht bei 30 °C in 10 ml
YPAD-Medium kultiviert. Die optische Dichte der Ubernachtkultur wird bestimmt und
mit Medium auf 0.4 eingestellt. Anschliefdend wird die Hefekultur weitere 2-4 h
im Schiittelinkubator bei 30 °C kultiviert. Nach Zentrifugation fiir 10 Minuten bei
2500 rpm werden die Hefen in 40 ml 1x TE aufgenommen. Erneutes Zentrifugieren
und Resuspendieren in 2 ml 1x LiAc/0.5 TE bringen chemisch kompetente Hefe
hervor. Bevor diese transformiert wird, sollte sie 10 Minuten bei Raumtemperatur
ruhen. Zu 100 pl Hefesuspension werden 1 pg Plasmid-DNA, 100 pg durch Hitze
denaturierte Hering Sperma DNA sowie 700 pl LiAc/40 % PEG-3350/1x TE
hinzugegeben. Die Suspension wird gevortext und fiir 30 Minuten bei 30 °C im
Brutschrank inkubiert. Im Anschluss erfolgt die Zugabe von 88 pl DMSO. Vor dem
siebenminiitigen Hitzeschock bei 42 °C wird die Suspension erneut gevortext. Nach
10sekiindiger Zentrifugation wird der Uberstand verworfen und das Pellet in 1 ml
1x TE Puffer aufgenommen. Nach erneutem Zentrifugieren wird die transformierte

Hefe in 75 pl 1x TE-Puffer resuspendiert und ausplattiert.

4.3.13 Blau/Weif3 Selektion

Um die erfolgreiche Ligation eines Transkripts in einen TA-Vektor zu visualisieren,
kann die Blau/Weif3 Selektion angewandt werden. Hierfiir werden LB-Agarplatten
mit 100 pl IPTG (Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid, 0.1 M) und 40 pl X-Gal
(5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactopyranosid, 50 mg/ml in DMF) ausgestrichen
und im Dunkeln bei 37 °C trocknen gelassen. IPTG induziert das LacZ-Operon. X-Gal
ist das Substrat der [3-Galaktosidase, die von LacZ kodiert wird und X-Gal in einen
blauen unldslichen Indigo-Farbstoff umsetzt. Der Polylinker im TA-Vektor liegt
innerhalb des lacZ-Gens. Bei erfolgreicher Ligation wird folglich das lacZ-Gen

gespalten und die (-Galaktosidase nicht exprimiert. Ohne Enzym kann der Farbstoff
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nicht umgesetzt werden und die Bakterienkolonien bleiben blau. Eine erfolgreiche

Ligation bringt also weifse Bakterienkolonien hervor.

4.3.14 Plasmidpraparation aus E. coli Bakterien mit anschlief3ender
Isopropanolfillung

Die Methode =zur Plasmidisolierung ist abhidngig von der Grofde der
Bakteriensuspension. Die Plasmidpraparation aus 100 ml Uber-Nacht-Schiittelkultur
(Mittelmaf3stab) wird mit Hilfe des NucleoBond Xtra Midi Kits (Macherey Nagel) nach

Herstellerangaben durchgefiihrt.

Aus Uber-Nacht-Kulturen mit einem Volumen von 3 ml (Mini-Priaparation) wird
mittels alkalischer Lyse Plasmid-DNA gewonnen (Birnboim und Doly, 1979). Hierfiir
werden 2 ml der Bakteriensuspension bei 7000 rpm fiir zwei Minuten pelletiert. Die
Resuspension erfolgt durch Vortexen in 400 pl RNase-haltigem Resuspensionspuffer.
Durch Zugabe von 400 pl Lysispuffer werden die Bakterien lysiert. Nach
mehrmaligem Invertieren wird die Neutralisation der Lésung durch das Zugeben von
400 pl Neutralisationspuffer erreicht. Das Gemisch aus bakterieller DNA, Plasmiden,
Proteinen und SDS wird fiir 15 Minuten bei 13000 rpm zentrifugiert. Durch eine
anschliefende Isopropanolfillung wird die Plasmid-DNA aus 800 pl Uberstand
gewonnen. Hierfiir wird der Uberstand mit 600 ul Isopropanol gemischt und
gevortext. Die Endkonzentration an Isopropanol liegt somit bei 40 % (v/v). Durch
Alkohol und monovalente Kationen wird der DNA die Hydrathiille entzogen. Die
Fallung der Plasmid-DNA erfolgt durch einen erneuten Zentrifugationsschritt bei
13000 rpm flir 20 Minuten bei 4 °C. Um Salze zu entfernen, wird das Prazipitat mit
70 % Ethanol gewaschen. Das an der Luft getrocknete Plasmid-Pellet wird dann in

einem geeigneten Volumen A. bidest. aufgenommen.

4.3.15 DNA-Isolation aus MaV203-Hefekolonien

Um gentigend DNA aus Hefekolonien isolieren zu kénnen, miissen diese iiber Nacht
bei 225 rpm und 30 °C kultiviert werden. Hierfiir werden 2.5 ml des entsprechenden
Minimalmediums mit einer Kolonie inokuliert. 1.8 ml der Hefesuspension werden in
ein 2 ml Reaktionsgefaf}, dessen unterer konischer Teil zuvor mit kleinen Glaskugeln

befiillt wurde, tberfiihrt. Zur Sedimentation wird fiir eine Minute bei 13000 rpm
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zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und das Pellet in 500 pl Hefe-Lysispuffer
resuspendiert. Hierflir wird das Reaktionsgefafs flir 15 Minuten bei Raumtemperatur
in einem Thermomixer geschiittelt. Anschlieféend werden die Proben 15 Minuten auf
65 °C erhitzt bevor sie dann fiinf Minuten auf Eis ruhen. Zur Aussalzung der Proteine
erfolgt die Zugabe von 100 pl 8 M Kaliumacetat. Die Proben werden 10 mal invertiert
und dann 15 Minuten bei 13000 rpm abzentrifugiert. Die DNA im Uberstand wird mit
300 pl Isopropanol gefallt und in 30 pl TE-Puffer mit 50 pg/ml RNase aufgenommen.
Hierfiir wird die DNA fiir 10 Minuten auf 50 °C erhitzt, gevortext und erneut fiir

10 Minuten auf 50 °C erhitzt.

4.3.16 Restriktionsanalyse von DNA

Restriktionsenzyme konnen DNA an spezifischen Aminosduresequenzen schneiden.
Die Temperatur fiir den enzymatischen Verdau ist abhingig vom
Temperaturoptimum des jeweiligen Enzyms. Auch die Puffer, in denen die DNA
verdaut wird, bieten dem Enzym die ideale Arbeitsumgebung. Um 3 pg DNA in einem
20 pl Ansatz zu verdauen, werden 1 pl Enzym, 2 pl Enzympuffer (10x) und A. bidest.

benotigt.

4.3.17 Ethanolfiallung von Nukleinsduren

Nukleinsduren kénnen nach vorheriger enzymatischer Behandlung mittels Ethanol
aufgereinigt und aufkonzentriert werden. Hierfiir wird die Probe mit A. bidest. auf
100 pl aufgefiillt. Zu den 100 pl werden 1/20 Volumen 0.5 M EDTA, pH 8.0,
1/10 Volumen 3 M NaAcetat und das 2.5-fache Volumen an 100 %igem Ethanol
hinzugegeben. Die Losung wird fiir 15 Minuten auf Eis oder bei -20 °C inkubiert. Zur
Prazipitation erfolgt ein Zentrifugationsschritt fiir 15 Minuten bei 4 °C und
13000 rpm. Nach Entfernen des Uberstandes wird das Pellet, um restliche Salze zu
entfernen, mit 70 % Ethanol gewaschen. Nach dem Trocknen des Pellets bei
Raumtemperatur kann es in einem beliebigen Volumen A. bidest. resuspendiert

werden.

4.3.18 Bestimmung der Nukleinsdurekonzentration und deren Reinheit
Die Menge und Reinheit isolierter Nukleinsduren kann durch eine photometrische

Messung bestimmt werden. Hierfiir macht man sich zu Nutze, dass Nukleinsduren ihr
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Absorptionsmaximum bei 260 nm haben. Zur Berechnung der Konzentration werden
also der Absorptionswert bei 260 nm, der Verdiinnungsfaktor V und der
Multiplikationsfaktor F benotigt. Letzterer unterscheidet sich zwischen RNA und
DNA. Fiir die RNA ist er 40, da bei 40 pg/ml die Extinktion 1 entspricht. Fiir die DNA
ist er dementsprechend 50. Die Formel zur Konzentrationsbestimmung ist wie folgt:

C(Tp;l_gl): Azeo * V * F

Um die Nukleotidkonzentration bestimmen zu konnen, wird zusatzlich die
Absorption bei 230 nm und 280 nm gemessen. Der Extinktionsquotient von 260 nm/
230 nm gibt an, inwiefern die Nukleotide mit Trizol oder Polysacchariden
verunreinigt sind. Idealerweise liegt der Quotient bei 2.0. Bei einer Wellenldange von
280 nm haben aromatische Aminosauren ihr Absorptionsmaximum. Der Quotient aus
260 nm/ 280 nm gibt sowohl eine Verunreinigung durch Proteine als auch durch
Trizol an. Trizol absorbiert UV-Licht bei einer Wellenldnge von 230 nm und 270 nm.
Im Idealfall liegt der Extinktionswert von 260/280 fiir DNA bei 1.8 und fiir RNA bei
2.0.

4.3.19 Sequenzanalyse der DNA
Zur Sequenzanalyse werden die DNA-Proben zu GATC-Biotech nach Konstanz
verschickt. Dort erfolgt die Analyse durch die Didesoxy-Kettenabbruchmethode von

Sanger (Sanger et al., 1977) mit Fluoreszenz-gekoppelten ddNTPs.

4.3.20 Analytische Flachbett-Gelelektrophorese

Nukleinsduren lassen sich auf Grund ihres negativ geladenen Phosphatriickgrats im
elektrischen Feld der Grofle nach auftrennen. Durch das Anlegen einer
Gleichspannung von 80-120 V wandern die Fragmente hin zur Anode. Die
Nukleinsdure muss dafiir auf ein 1 %iges Agarosegel geladen werden. Der
prozentuale Anteil an Agarose bestimmt die Porengrofde der Gelmatrix. Um DNA und
RNA im UV-Licht sichtbar zu machen, wird dem Gel vor dem auspolymerisieren 7 %
Midori Green hinzugefiigt. Als Ladepuffer dient 5x OrangeG. Um die aufgetrennten
Fragmente einer Grofde zuordnen zu koénnen, wird zu den Proben parallel ein

Groflenstandard aufgetragen.
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4.3.21 DNA-Extraktion aus dem Agarosegel mit anschlief3endem Anfiigen des
3’-Adenosiniiberhangs

Um amplifizierte DNA oder DNA-Fragmente nach enzymatischem Verdau
aufzureinigen, lasst man diese liber Flachbett-Gelelektrophorese auftrennen. Die
benotigten Fragmente lassen sich dann mit dem High Pure RNA Isolation Kit (Roche
Applied Science, Mannheim) aus dem Gel extrahieren. Mit einem Skalpell wird das
Fragment aus dem Gel ausgeschnitten und das entsprechende Gelstiick in Bindepuffer
tberfiihrt. Dieser enthalt das chaotrope Salz Guanidinthiocyanat, welches zum einen
zum Auflésen des Gels bei 56 °C fithrt und zum anderen das Binden der DNA an das

zur Aufreinigung notwendige Silikagel unterstiitzt.

Um das aus dem Agarosegel isolierte DNA-Fragment in einen TA-Vektor, wie zum
Beispiel pGEMT (Promega, Mannheim), klonieren zu konnen, muss dem Fragment am
3’-Ende Adenosin angehdngt werden. Hierfiir reicht es aus, 19 pl des DNA-Fragments
mit 1 pl 10 mM dATP, 5 pl 5x GoTaq® Reaktionspuffer und 0.25 pl GoTaq®

Polymerase fiir 10 Minuten bei 72 °C zu inkubieren.

4.3.22 Synthese der cDNA Bibliothek

Die cDNA Bibliothek fiir das Hefe-2-Hybridsystem wird mit dem CloneMinerTM II
cDNA library Construction Kit von Invitrogen synthetisiert. Hierfiir werden 4 ug RNA
mit einem RIN-Wert von mindestens 6.6 verwendet. Uber den kompletten Versuch
wird die vom Hersteller mitgelieferte 2.0 kB Kontroll-RNA mitgefiihrt. Zu der RNA
werden 30 pmol biotinylierte attB2-0Oligo(dT)-Primer gegeben. Diese Primer sind an
Biotin gekoppelt, da dieses im Anschluss die Ligation am 3’-Ende der RNA
unterbindet. AttB2 ist die erste von zwei Attenuierungsstellen, die fiir die Klonierung
der RNA in einen Gateway Vektor bendtigt wird. Das Gemisch aus Primer und RNA
wird sieben Minuten auf 70 °C erhitzt und dann schrittweise tiber 15-30 Minuten auf
45 °C gekiihlt. Anschliefend werden Erst-Strang Synthese Puffer, 0.1 M DTT und
10 mM dNTP Mix hinzugefiigt. Mit der Zugabe der SuperScript® III Reversen
Transkriptase beginnt die Synthese des ersten Stranges der cDNA. Die Reverse
Transkription erfolgt fiir jeweils 20 Minuten bei 45 °C, 50 °C und 55 °C. Wahrend der
Vorbereitungen des Mastermixes zur Synthese des zweiten cDNA Stranges wird das

Gemisch auf Eis gestellt. Der Ansatz fiir die Synthese des zweiten cDNA Stranges
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besteht aus mit DEPC behandeltem A. bidest., Zweiter-Strang Puffer, 10 mM dNTP-
Mix, sowie der E. coli DNA Ligase (1x 10 U/ul), der DNA Polymerase I (4x 10 U/ul)
und der E. coli. RNase H (1x 2 U/ul). Letztere ist eine unspezifische Endoribonuklease,
die in RNA-DNA Hybriden die RNA abbaut. Dieser Mix wird zur Erststrang-Synthese
gegeben und fiir 2 h bei 16 °C inkubiert. Um doppelstrangige cDNA mit glatten Enden
zu erhalten, wird anschlief3end die T4-DNA Polymerase hinzugefiigt. Diese fiillt die
Uberhinge an den Enden auf. Die Reaktion wird nach 15 Minuten bei 16 °C mit 0.5 M
EDTA, pH 8.0 abgestoppt.

Extraktion und Ethanolfillung der cDNA Fragmente

Die Extraktion der doppelstrangigen cDNA wird durch Phasentrennung mit
Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol (25:24:1) begonnen. Durch Ausschiitteln der
Reaktionsléosung und anschlieffendem Zentrifugieren fiir 10 Minuten bei 13000 rpm
ist die cDNA in der oberen wassrigen Phase geldst. Die Proteine befinden sich
dagegen in der unteren organischen Phase. Die wassrige Phase wird vorsichtig
abgenommen wund in ein neues Reaktionsgefafd {berfiihrt. Mit der
Ethanolprizipitation wird die cDNA gefillt und aufkonzentriert. Der Uberstand wird
hierfiir mit 20 pg Glykogen, 80 pul 7.5 M NH40Ac und 600 pl 100 % Ethanol versetzt.
Fiir die eigentliche Fallung muss das Gemisch fiir 10 Minuten bei -80 °C inkubieren.
Das Prazipitat wird in 22 pl mit DEPC behandeltem A. bidest. aufgenommen. Zur
weiteren Verwendung wird diese in einen fiir das Hefe-2-Hybridsystem geeigneten
Vektor kloniert. Hierfiir wird eine zweite Attenuierungsstelle flir die Lambda Phage
liber eine Ligation an die cDNA angebracht. Biotin sorgt dafiir, dass die Ligase den

attB1 Adapter nur an das 5’-Ende anheftet. Die Reaktion lauft fiir 16 h bei 16 °C ab.

Aufreinigung der cDNA-Fragmente

Um die cDNA Bibliothek von Primern und zu kurzen, unvollstindigen Fragmenten zu
befreien, werden diese chromatographisch von Fragmenten gréfier 1.5 kB getrennt.
Verwendet werden hierfiir die im Kit zur cDNA Bibliothek Synthese enthaltenen
cDNA Size Fractionation Columns. Die in 20 % Ethanol gelagerten Sdulchen miissen
vor der Nutzung gewaschen werden. Nach dem Entfernen der Verschlusskappe wird
die Sdule mit 0.8 ml TEN Puffer beladen. Durch die Gravitationskraft tropft der TEN-

Puffer durch das Packungsmaterial der Saule in einen Auffangbehalter. Der
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Waschvorgang mit dem TEN-Puffer wird viermal wiederholt. Wahrend der
Waschschritte wird zur Inaktivierung der Ligase das cDNA-Gemisch fiir 10 Minuten
bei 70 °C erhitzt. Das Volumen des cDNA Gemischs wird um 100 pl TEN-Puffer erhoht
und dann auf die Saule geladen. Im ersten Auffangbehaltnis wird der erste Durchfluss
gemeinsam mit dem Durchfluss nach der zweiten Zugabe von 100 pl TEN Puffer
aufgesammelt. Die Sdule wird nochmals mit 240 pl TEN-Puffer beladen. Der
Durchfluss wird in einem neuen Auffangbehaltnis gesammelt. Ebenso ein dritter
Durchfluss mit 80 pl TEN-Puffer. Die erste Elution enthalt die ldangsten cDNA-
Fragmente, mit jedem weiteren Auffangbehdltnis reduziert sich deren
Durchschnittslange. Auch hier erfolgt die Aufreinigung der cDNA mittels
Ethanolfdllung. Weitergearbeitet wird mit einer Mischung aus Fraktion 2 und 3 und
der Zugabe von 1 pl Glykogen, 0.5 x Volumen 7.5 M NH40Ac und dem 2.5-fachen
Volumen an 100 % Ethanol. Das Gemisch wird fiir 30 Minuten auf -80 °C inkubiert
und dann fiir 30 Minuten bei 4 °C und 13000 rpm pelletiert. Es folgt erneut
zweimaliges Waschen mit 70 % Ethanol. Das Pellet wird bei Raumtemperatur
getrocknet, bis alles Ethanol verdampft ist und dann in 6 ul TE-Puffer durch
30-40-faches Auf- und Abpipettieren resuspendiert. Die Reinheit und Konzentration
wird photometrisch bestimmt. Aus einer Ausgangsmenge von 3 ug RNA sollten jetzt

ca. 150 ng doppelstrangige cDNA vorhanden sein.

Einbringen der cDNA in das Gateway-System und Amplifikation der cDNA

Die cDNA wird durch eine gerichtete enzymatische Rekombination in den fiir das
Hefe-2-Hybridsystem vorgesehenen Eingangsvektor pDONR222 eingebracht. Die BP-
Rekombination wird laut Herstellerangaben von Invitrogen im Standardverfahren
durchgefiihrt. Auch die entsprechenden Kontrollen pUC19 sowie Negativ- und
Positivkontrollen des Herstellers werden mitverwendet. Die Reinigung der Plasmide
erfolgt erneut Uber eine Ethanolfdllung. Die Vermehrung erfolgt in ElectroMax™

DH10B™ E. coli Bakterien.
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Ausplattieren und Titerbestimmung der cDNA
Da pDONR221 ein Kanamycinresistenzgen tragt, werden alle Proben, mit Ausnahme
der pUC16 Kontrolle auf LB-Kanamycinplatten ausplattiert. Fiir pUC19 werden zwei

LB-Ampicillinplatten verwendet.

Tabelle 4.2: Ausplattierungsassay.

Durch das Ausplattieren verdiinnter Bakteriensuspensionen kann die tatsdchliche Kolonienzahl/ml
bestimmt werden. Als Kontrolle der cDNA Bibliothek Synthese wurde wahrend des ganzen Prozesses
eine 2.0 kB RNA Kontrolle mitgefiihrt. Diese dient nun zum direkten Vergleich der cDNA Bibliothek zu
normierter RNA. Die BP Negativkontrolle sollte kein Kolonienwachstum erlauben, die BP
Positivkontrolle gibt dariiber Aufschluss, wie effizient die Umklonierung der cDNA in den
Ubergangsvektor pDONR333 war. Die pUC19 Kontrolle definiert die Transformationseffizienz in die E.
coli Bakterien. Fiir jede Verdiinnung wurden Doppelbestimmungen ausgefiihrt.

cDNA 2.0 kB RNA | BP Negativ- | BP Positiv-| pUC19
Bibliothek | Kontrolle | kontrolle | kontrolle | Kontrolle
10-2 10-2 unverdiinnt 10-2 10-2
Verdiinnung 103 103 101 103 -
104 104 10-2 104 -
é:lip;la;:;rr‘;npglztte 2x100pul | 2x100pul | 2x100pul | 2x100 1l | 2x100 pl
Plattenzahl 6 6 6 6 2

Fiir die Titerbestimmung wird folgende Formel verwendet:

Kolonien _ Kolonien auf der Platte x Verdinnungsfaktor

ml ausplattiertes Volumen (ml)

Um auf die totale Anzahl an Bakterienkolonien zu kommen, wird der Mittelwert des
errechneten Titervolumens mit dem Komplettvolumen der cDNA Bibliothek
multipliziert.

Eine erfolgreiche cDNA Synthese bringt 5 x 106-1 x 107 Kolonien/ml hervor.

Qualitative Bestimmung der cDNA Bibliothek

Die Qualitit der cDNA Bibliothek wird tliber die DurchschnittsgrofRe der im
pDONR333 enthaltenen Fragmente definiert. 24 der Kolonien werden gepickt und
uber Nacht in 3 ml Schittelkultur vermehrt, um anschlieflend in einer Mini-

Prdparation die Plasmide zu isolieren. Die Plasmid-DNA wird durch das
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Restriktionsenzym BsrGl verdaut. Durch Gelelektrophorese werden die einzelnen

Fragmente aufgetrennt und die durchschnittliche Grof3e der Inserts bestimmt.

Umklonieren der cDNA in den spezifischen Destinationsvektor pDest22

Erst wenn die Titermenge und die Insertionsdurchschnittsgrofie den Richtlinien
guter cDNA Bibliotheken entsprechen, wird diese in einer LR-Reaktion in den fiir das
Hefe-2-Hybridsystem vorgesehenen pDest22 Vektor kloniert. Hierfiir wird die cDNA
mit 0.4-fachem Volumen an 30 % PEG/Mg Losung prazipitiert. Durch 15 Minuten
Zentrifugation bei 13000 rpm wird die cDNA pelletiert. Das Pellet wird fiir die
Konzentrationsbestimmung in 50 ul TE Puffer resuspendiert und zu einer
Endkonzentration von 25 ng/ul mit TE Puffer verdiinnt. 50 pg werden fiir die
LR-Reaktion eingesetzt. Die Umklonierung und anschlief3ende Ethanolfallung wird
nach Herstellerangaben ausgefiihrt. Die sich nun im spezifischen Destinationsvektor
befindende cDNA wird in E. coli transformiert und kann in 100 ml LB-Ampicillin

Losung kultiviert werden.

4.4 Proteinbiochemische Methoden

4.4.1 Hefe-2-Hybridsystem

Das Hefe-2-Hybridsystem dient zur Identifizierung einer Proteinbindung zwischen
Protein X und Protein Y. Das System beruht unter anderem auf der Nutzung der
Auxotrophie genetisch manipulierter Saccharomyces cerevisiae Staimme und dem aus
der Hefe stammenden UAS-Gal4-System. Bindet Protein X (Koder, engl: ,bait“),
gekoppelt an eine Aktivatordomaéne, an Protein Y (Beute, engl: ,prey*), gekoppelt an
eine DNA-Bindedomdne, wobei beide Proteine miteinander interagieren, so
komplettiert sich der Gal4 Transkriptionsfaktor aus Aktivator- und Bindedomane.
Dieser bindet die DNA an der Upstream Activating Sequenz an einem ins Genom
integrierten Promotor. In diesem Fall entsprechen der E-Tail von Tcf4 oder die CRDs
den Baits. Der verwendete Hefestamm MaV203 ist genetisch so manipuliert, dass er
ohne die Aminosauren Leucin, Tryptophan und Uracil im Ndhrmedium nicht
lebensfahig ist. Die beiden ersten Aminosduren werden synthetisiert, wenn der
Hefestamm erfolgreich mit dem Bait- und Prey-Vektor transformiert wurde. Das Gen

fiir Leucin liegt dabei auf dem Bait-Vektor, das fiir Tryptophan auf dem Prey-Vektor.
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Bei erfolgreicher Transformation beider Plasmide ist der Hefestamm auf Leucin- und

Tryptophan-Mangelmedium lebensfahig.

CRD
AD
o g ~
—X
Bait-Plasmid Prey-Plasmid

| |
6(\/’

o0 &
/ o T

HIS3
LacZ

Abbildung 4.4: Das Hefe-2-Hybridsystem

Die kontext-abhdngige Domdane (CRD) der Lef/Tcfs ist im Bait-Vektor im Leserahmen der DNA-
Bindedomane (DBD) insertiert. Protein X aus der cDNA Bibliothek ist Teil des Prey-Plasmids im
Leserahmen mit der Aktivatordoméane (AD). Nach der Expression der Fusionsproteine kommt es zu
einer Interaktion von CRD und Protein Y. Die DBD bindet an die DNA und aktiviert mit der
Aktivatordomane die drei Reporter URA3 (Uracil), HIS3 (Histidin) und LacZ (3-Galaktosidase).

Basierend auf dem UAS-Gal4-System kann die Synthese weiterer essentieller
Aminosduren gewadhrleistet werden. Um zusdtzlich falsch positive Interaktionen
auszuschlief3en, enthalt der verwendete Hefestamm drei verschiedene Promotoren:
His, URA3 und lacZ. Die endogene Herstellung der Aminosduren Histidin und Uracil
wird nur eingeleitet, wenn die Proteininteraktion zur Komplettierung des Gal4
Transkriptionsfaktors fiihrt und dieser an die entsprechende DNA-Sequenz vor den
Promotoren bindet. In diesem Fall wird die Synthese von Histidin und Uracil
eingeleitet und die Hefekolonien sind auf dem jeweiligen Mangelmedium lebensfahig.
Eine weitere Moglichkeit, die Bindung zweier Proteine innerhalb des Hefe-2-
Hybridsystems zu verifizieren ist mit Hilfe eines Inhibitors. Die Zugabe von
5’-Fluoorotiksaure in das Uracil-Mangelmedium fiihrt bei positiver Interaktion zur
Umwandlung der Base Uracil in todliches 5’-Fluoruracil. Folglich darf hier durch eine

Proteinbindung kein Hefewachstum detektierbar sein. Zur weiteren Selektion ist der
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lacZ-Promotor im transgenen MaV203-Stamm integriert. Durch die Zugabe des
Substrats 5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-B-D-Galactopyranosid (X-Gal) farbt sich die

Hefekolonie durch die Umwandlung des Substrats bei aktivem lacZ-Promotor blau.

4.4.2  Uberfiihrung und Reinigung von Hefekolonien durch Stempeln

Nachdem eine Masterplatte erstellt wurde, auf der alle zu testenden Kolonien und die
dazu gehorigen Kontrollen ausgestrichen sind, kdnnen die kompletten Hefekolonien
auf eine andere Platte iberfiihrt werden. Hierfir wird Filterpapier so
zurechtgeschnitten, dass es optimal in die Hefekulturschalen passt. Dieses
Filterpapier wird mit doppelseitigem Klebeband am Boden eines Erlenmeyerkolbens
befestigt. Das ganze Konstrukt dient nun als Stempel. Mit leichtem Druck wird der
Stempel auf die Masterplatte gedriickt, dieser libernimmt einzelne Kolonien und beim
Stempel auf eine neue Agaroseplatte werden diese Kolonien iibertragen. Das Ganze
kann auf fiinf Platten nacheinander wiederholt werden. Das Stempelfilterpapier wird
dann verworfen und ein neues angebracht. Nun werden die gestempelten Platten
gesdubert. Dies bedeutet, dass alles sichtbare Zellmaterial durch das Stempeln wieder
entfernt wird. Erneut wird mit leichtem Druck der Stempel auf die Platte gesetzt. Alle
sichtbaren Hefezellen sollen auf dem Stempel haften bleiben. Zurtick bleibt einzig ein
leichter Schatten, der anzeigt, wo vorher sichtbare Kolonien waren. Dies hilft zur

gleichmiRigen Ubertragung der Hefekolonien.

44.3 Bestimmung der Eigenaktivitiat der Bait-Konstrukte

Es ist moglich, dass die in die MaV203 transformierten Bait-Plasmide mit dem Prey-
Plasmid ohne Insert eine gewisse Eigenaktivitit aufweisen. Dies bedeutet, dass ein
Wachstum auf Leucin/Tryptophan/Histidin-Mangelmedium mdéglich ist. Um die
Eigenaktivitat weit moglichst zu unterdriicken, wird dem Mangelmedium 3’-Amino-
1,2,4-triazol (3°-AT) in unterschiedlichen Konzentrationen hinzugefiigt. Anschlief3end
werden die transformierten Hefen auf SC-Leucin-Tryptophan-Platten ausplattiert.
Nach 24 h Wachstum der Hefen wird eine Masterplatte erstellt. Diese inkubiert fiir
weitere 18 Stunden bei 30 °C. Am néachsten Tag wird die Masterplatte auf
Leucin/Tryptophan/Histidin-Mangelmediumplatten mit 10 mM, 25 mM, 50 mM,
75 mM und 100 mM 3’-AT gestempelt. 24 Stunden spater werden die Platten durch

erneutes Stempel gesdubert. Die Auswertung der Platten findet weitere zwei Tage
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spdter statt. Die 3’-AT-Konzentration auf der keine Kolonien auftreten, hochstens ein

leichter Schatten zu sehen ist, wird fiir das Hefe-2-Hybridsystem verwendet.

44.4 X-Gal Farbung der Hefekolonien

Zur Verifizierung einer positiven Interaktion zweier Proteine dient der Nachweis des
aktiven lacZ-Promotors. Hierfiir wird die zu untersuchende Hefekolonie auf einer
Leucin/Tryptophan-Mangelmediumplatte ausgestrichen und fiir 24 h bei 30 °C
kultiviert. Durch Stempeln wird die Kolonie auf ein Nitrozellulosefilterpapier
libertragen, welches dann auf eine YPAD Platte gelegt wird und fiir 18-24 h bei 30 °C
inkubiert. Vor der X-Gal Farbung werden zwei kreisrunde Filterpapiere aufeinander
in eine Petrischale gelegt und mit 8 ml X-Gal Farbelosung getrankt. Wahrenddessen
wird die kolonietragende Filtermembran fiir 30 Sekunden in fliissigen Stickstoff
getaucht. Im Anschluss wird das Filterpapier mit den Kolonien nach oben blasenfrei
auf die beiden mit Firbeldésung getrinkten Filterpapiere gelegt. Uberschiissige
Farbelosung wird vorher abgenommen. Die Umsetzung von X-Gal lauft fiir 24 h bei
37 °C im Brutschrank ab. Eine positive Proteininteraktion zeigt sich in einem blauen

Farbumsatz.

4.4.5 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)
Die in SDS-Ladepuffer aufgenommenen Proben werden zur Denaturierung der
Proteine fiinf Minuten bei 95 °C erhitzt. Zur Auftrennung der Proteine wird ein
Natriumdodcylsulfat-Polyacrylamidgel verwendet. Das zweiteilige Gel besteht aus
Sammel- und Trenngel, wobei das Sammelgel liber das auspolymerisierte Trenngel
gegossen wird. Die Porengrofie des Trenngels ist abhdngig vom Anteil an 30 %
Acryl:Bisacrylamid (37.5:1).

Zusatzlich zu den mit Ladepuffer versetzen Proben wird das Gel mit einem
Proteinstandard beladen. Dieser enthalt Proteine mit bekanntem Molekulargewicht
und dient somit zum Vergleich und der Definition der Proteingrofien
unterschiedlicher Proben. Die Grof3enauftrennung der Proteine erfolgt in der
Gelelektrophoresekammer in 1x SDS-Laufpuffer. Die Trennung basiert auf dem
Glycin/Tris-Puffersystems von Laemmli (1970). Solange sich die Proben im

Sammelgel befinden wird eine Spannung von 80 V angelegt. Hierbei stapeln sich die
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Proteine iibereinander und bewegen sich dann zeitgleich ins Trenngel. Im Trenngel

angekommen kann die Spannung auf 120 V erhéht werden.

44.6 Western Blot

Die nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennten Proteine werden im Western Blot
auf eine Nitrozellulose Membran tibertragen. Hierfiir wird in dieser Arbeit das semi-
dry System von Biorad verwendet. Das Gel wird auf die Nitrozellulose Membran
zwischen drei Lagen Filterpapier gelegt. Pro Gel werden 0.06 mA angelegt. Der
komplette Blotvorgang dauert 120 Minuten. Anschliefend sind alle Proteine auf der
Membran frei zugdnglich fiir spezifische Antikérperbindungen. Um dagegen
unspezifische Antikérperbindungen zu vermeiden, wird die Membran fiir 1 h in einer
10 %igen Milchpulverlésung blockiert. Uber Nacht inkubiert die Membran im
primdren Antikorper bei 4 °C auf einem vertikalen Schiittler. Drei 10-miniitige
Waschschritte in 1x TBS-T entfernen unspezifische und schwach gebundene
Primarantikérper. Der Sekundarantikorper, welcher an eine alkalische Phosphatase
gekoppelt ist, wird in TBS-T verdiinnt und die Membran in dieser Losung fiir eine
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Erneutes Waschen entfernt auch hier
unspezifisch gebundene Antikoérper. Vor der Entwicklung des Blots wird die
Membran kurz in AP-Puffer geschwenkt, um das pH-Optimum fiir die alkalische
Phosphatase bereitzustellen. Die Entwicklung an sich findet im Dunkeln statt. In AP-
Puffer verdiinntes Substrat, NTB/BCIP, wird auf die Membran gegeben. An den
Stellen, an denen die alkalische Phosphatase gebunden hat, setzt sie das Substrat um.
Dies dufdert sich in einer Lilafarbung auf der Membran. Gestoppt wird die

Farbreaktion durch das Waschen der Membran in A. bidest.

4.4.7 Proximity Ligation Assay

Der Proximity Ligation Assay (PLA) ist eine in situ Methode, die entweder zur lokalen
Detektion einzelner Proteine in Zellen oder aber zur Verifikation einer Protein-
Protein Interaktion dient. Die Methode beruht auf einer Kombination von
Antikorperdetektion mit anschliefiender modifizierter Polymerasekettenreaktion.
Am Ende entsteht ein DNA-Fragment, das mit einer Fluoreszenz-gekoppelten Sonde
detektiert werden kann. Fiir die lokale Detektion binden zwei verschiedene

Antikorper an ein und dasselbe Protein. Zur Bestdtigung einer Protein-Protein
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Interaktion werden zwei verschiedene Antikorper benotigt, die jeweils eines der zu
untersuchenden Proteine binden. Es gibt zwei Methoden um den PLA auszufiihren.
Die direkte Methode funktioniert mit modifizierten primaren Antikérpern. Die zweite
Methode ist ein indirekter Nachweis. In diesem Fall sind die sekundaren Antikdérper
modifiziert und binden die primdren Antikérper wirtsspezifisch. In vorliegender
Arbeit findet nur die indirekte Methode zur Verifikation einer Protein-Protein
Interaktion Anwendung. Die Modifikation der jeweiligen Antikoérper besteht darin,
dass eine von zwei moglichen DNA-Sequenzen an den Antikorper gekoppelt ist. Dabei
tragt einer der Antikorper die DNA-Sequenz der so definierten MINUS-Probe und der
andere die Sequenz der PLUS-Probe. Mit Hilfe von Adapter-Oligomeren und der DNA
Ligase binden die MINUS- und PLUS-DNA-Sequenzen aneinander und bilden ein
ringférmiges Ligationsprodukt. Durch die Zugabe der Phi29-DNA Polymerase wird
ein einzelstrangiges, in sich gewundenes PCR-Produkt amplifiziert. Eine der Proben
dient hierfiir sowohl als Linker zum Proteinkomplex als auch als Primer fiir die
Polymerase. Die andere Probe dient als Templat und wird von der Polymerase
standig linearisiert und in einer sogenannten ,rolling circle amplification (RCA)“
vervielfdltigt. Da nur eine DNA-Sequenz als Templat dient und die andere am
Antikorper gebunden ist, entsteht in unmittelbarer Nahe der Proteine eine globulare,
sich wiederholende DNA-Sequenz. Mit einer Fluoreszenz-markierten Sonde kann das

Amplifikat sichtbar gemacht werden.

Die Durchfiihrung des PLA entspricht bis zur Zugabe der beiden PLA-Proben PLUS
und MINUS als sekundadre Antikorper dem Protokoll der Immunfirbung in HeLa-
Zellen. Die Antikorper werden im Blockierungspuffer 1:5 verdiinnt und dann in
einem Volumen von 40 pl pro Ansatz auf die zelltragenden Plattchen gegeben. In
einer Feuchtekammer werden die Zellen fiir 1 h bei 37 °C mit den PLA-Proben
inkubiert. In zwei Waschschritten mit 1x Waschpuffer A werden die Zellen fiir jeweils
10 Minuten auf einem vertikalen Schiittler gewaschen. Im Anschluss erfolgt die
Zugabe des zur Ligation der beiden PLA Proben notwendige Ligasemix. Dieser wird
erneut 1:5 verdiinnt und enthalt 0.2 % Ligase pro Ansatz. Nach weiteren 30 Minuten
in der Feuchtekammer bei 37 °C wird der Ligationsansatz mit 1x Waschpuffer A fiir
zweimal zwei Minuten abgewaschen. Zur Amplifikation des PCR-Fragments wird die

Amplifikationsstocklosung 1:5 verdiinnt mit 0.5 pl Polymerase pro Ansatz (1:80)
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versetzt. Die Amplifikation findet fiir 100 Minuten in der Feuchtekammer bei 37 °C
statt. Zum Entfernen des Amplifikationsmixes wird zweimal fiir 10 Minuten mit
1x Waschpuffer B gewaschen. Vor der DAPI-Farbung erfolgt ein zusatzlicher
Waschschritt fiir eine Minute mit 0.1x Waschpuffer B. Dann wird die DAPI-Lésung auf
die Proben gegeben und fiir fiinf Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert.
Die Farbelosung wird durch zweimal fiinf Minuten waschen mit PBS-T entfernt. Die
Deckgldschen werden bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss getrocknet und
anschliefend in Mowiol/DABCO auf einem Objekttrager eingebettet. Die Proben

konnen bei -20 °C eingefroren werden.

o

Abbildung 4.5: Proximity Ligation Assay

A: Bindung der priméren Antikérper an zwei interagierende Proteine. B: Bindung der sekundiren
Antikoérper gekoppelt mit MINUS- und PLUS-Probe an die Primarantikérper. C: Ligation der MINUS-
und PLUS-Proben-Adapter und Bildung der Startsequenz fiir die DNA Polymerase. D: Die DNA
Polymerase synthetisiert in einer rolling circle Amplifikation ein PCR-Amplifikat mit hundertfacher
Wiederholung. E: Die Fluoreszenz-gekoppelte Sonde bindet an die Sequenzwiederholungen und die
Proteininteraktion kann visualisiert werden.
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4.4.8 Proteinextraktion aus X. laevis Embryonen durch nichtinonisches
Detergens

Fiir die Proteinisolation werden jeweils sechs Embryonen abgesammelt und in 1.5 ml
Reaktionsgefafde tberfithrt. Alles Weitere wird auf Eis durchgefiihrt. Das
tiberschiissige Xenopus Medium wird abgesaugt und durch 10 pl/Embryo RIPA-Puffer
plus Protease-Inhibitor (10x) und Phosphostop (10x) ersetzt. Die Homogenisierung
und Lyse der Embryonen erfolgt iiber das Aufziehen in eine 1 ml Spritze mit einer
0.4 mm Nadel. Im Anschluss rotieren die Proben zur Gewinnung von
cytoplasmatischen und membrangebundenen Proteinen fiir eine Stunde bei 4 °C iiber
Kopf. Ein Zentrifugationsschritt fiir 10 Minuten bei 4 °C und 13000 rpm trennt das
Fett der Embryonen von den Proteinen, die sich jetzt im Uberstand befinden. Der
Uberstand wird mit SDS-Ladepuffer versetzt, fiir fiinf Minuten auf 95 °C erhitzt und

kann bei -20 °C gelagert werden.
4.5 Zellbiologische Methoden

4.5.1 Kultivieren und Passagieren von humanen Zellen

Die humanen Zelllinien Hek293 und HeLa werden im Brutschrank bei 37 °C und 7 %
CO2 gehalten. Als Kulturmedium dient fiir die Hek293-Zellen DMEM-, fiir die HeLa-
Zellen RPMI-Komplettmedium. Vor dem Passagieren der Zellen wird das
Kultivierungsmedium abgenommen und durch 500 pl Trypsin/EDTA ersetzt. Dies
fihrt zum Ablésen und Vereinzeln der Zellen. Durch die Zugabe des
Kultivierungsmediums wird der proteolytische Verdau gestoppt und die Zellen

konnen in geeigneter Verdiinnung in neue Gewebekulturflaschen tiberfiihrt werden.

4.5.2 Kultivieren und Passagieren von Drosophila S2R+ Schneiderzellen

Die Haltung der Schneiderzellen erfolgt in einem Brutschrank bei 25 °C ohne
zusatzliches COz. Als Medium dient Schneider S2 Komplettmedium. Da die Zellen
semi-adherent sind reicht starkes Klopfen der Zellkulturflaschen aus, um eine
vollstindige Losung der Zellen vom Flaschenboden zu erzielen. In geeigneter
Verdiinnung wird die Zellsuspension in eine Kultivierungsflasche mit frischem

Komplettmedium tberfiihrt.
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4.5.3 Konservierung von Zellen in Kryostocks

Zur langeren Aufbewahrung diverser Zellen konnen diese durch Kryokonservierung
in fliissigem Stickstoff gelagert werden. Hierfiir werden die Zellen dreimal mit 1x PBS
gewaschen und trypsinisiert. Die von der Zellkulturflasche gel6sten Zellen werden in
Komplettmedium aufgenommen und dann fiinf Minuten bei 4 °C und 1000 rpm
zentrifugiert. Im Weiteren wird alles auf Eis ausgefiihrt. Der Uberstand wird
abgenommen und durch 1800 pl FCS ersetzt. Das Pellet wird darin resuspendiert und
in ein Kryorohrchen tiberfiihrt. Hier erfolgt die Zugabe von 200 pl DMSO. Nach
mehrmaligem Invertieren werden die Kryostocks fiir eine Woche in einem stark
abgedichteten Styroporbehiltnis bei -80 °C gelagert. Vor der Lagerung im
Stickstofftank werden die Kryorohrchen kurz in fliissigen Stickstoff getaucht und

dann im Tank eingelagert.

Die Rekultivierung der Zellen erfolgt durch Auftauen der Kryostocks bei
Raumtemperatur. Die Zellsuspension wird in 15 ml Gefdf3e liberfiihrt und mit 10 ml
Komplettmedium aufgefiillt. Um das DMSO zu entfernen werden die Zellen fiir fiinf
Minuten bei 1000 rpm pelletiert. Das Pellet wird in 10 ml Komplettmedium gelost.
Mit der Uberfithrung der 10 ml Zellsuspension in eine Zellkulturflasche sind diese

erneut in Kultur genommen.

4.5.4 Transfektion mittels kationischer Polymere

Zur Transfektion von HeLa-Zellen als auch von Drosophila Schneiderzellen werden
Vehikel benoétigt, die die DNA in die Zellen einbringen kénnen. Positiv geladene
kationische Polymere sind in der Lage die negativ geladene DNA zu binden. Als
Komplex bindet das Vehikel mit der DNA an die negativ geladene Zellmembran. Dort
wird der Komplex vermutlich durch Endocytose in die Zelle aufgenommen. Als
kationisches Polymer wurde in dieser Arbeit Turbofect™ der Firma Fermentas
verwendet. Die Durchfiihrung der Transfektion wurde abhangig von der Zellzahl nach

Herstellerangaben ausgefiihrt.

4.5.5 Transfektion mit der Calcium-Phosphat-Methode
Um den Stoffwechsel Hek293-Zellen anzuregen, wird vier Stunden vor der

Transfektion das Kulturmedium gewechselt. Die zu transfizierende DNA wird in 1x
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HeBS aufgenommen. In einer spiralférmigen Bewegung vom Boden des Behaltnisses
nach oben erfolgt die Zugabe von 2.5 M CaCl.. Nach mehrmaligem Invertieren und
einer Inkubationszeit von 20 Minuten bei Raumtemperatur hat sich das ausgefallene
Calciumphosphat mit der Plasmid-DNA zu Prazipitaten zusammengefiigt, die von den
Hek293-Zellen durch Endocytose aufgenommen werden. Da die Menge an
Prazipitaten Stress fiir die Zellen verursacht, wird das Medium nach vier Stunden

erneuert.

4.5.6 Reportergenassay in Hek293- und Drosophila Schneiderzellen

Die Aktivierung bestimmter Zielgene kann mittels an einen Luziferase-gekoppelten
Reporter festgestellt werden. Je stirker die Aktivierung ist, desto mehr Luziferase
wird hergestellt und dementsprechend mehr Luziferin wird umgesetzt. Um die
Aktivitat unabhangig von der Transfektionseffizienz messen zu kénnen, wird parallel

zum Luziferaseassay ein 3-Galaktosidaseassay ausgefiihrt.

Flir den Reportergenassay werden 6-well-Platten mit einer Zelldichte von 40 %
benotigt. Die Transfektionsmethode ist dabei abhdngig von der Zellart. Fiir Hek293-
Zellen kann die Calcium-Phosphat-Methode angewendet werden. Fiir HeLa- und
Drosophila Schneiderzellen reicht die Transfektionseffizienz der Calcium-Phosphat-

Methode nicht aus. Hierfiir wird dann auf die kationischen Polymere zuriickgegriffen.

Der Transfektionsansatz fiir Hek293-Zellen setzt sich folgendermafien zusammen:

400 pl 1x HeBS, pH 7.11
0.4 pg CMV-B-Galaktosidase Plasmid-DNA
0.8 pg Reporter mit Luziferase gekoppelter Plasmid-DNA
20 pl 2.5 M CaClz

Der Transfektionsansatz fiir Schneiderzellen mit Turbofect™-Reagenz setzt sich

folgendermafden zusammen:

200 pl Schneider-Minimalmedium

1.6 pg Rpl-Plasmid-DNA

1.6 pg dTcf-Reporter Plasmid-DNA

1.0 pug Test-Plasmid-DNA

8.4 ul Turbofect™ (doppelte DNA-Menge)
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Nach 2 Tagen Inkubationszeit werden die Zellen geerntet. Fiir die Hek293-Zellen
wird ein Drittel der Zellen fiir den Luziferaseassay verwendet, zwei Drittel flir den
B-Galaktosidaseassay. Hierflir werden die Zellen in 1.5 ml 1x PBS aufgenommen, auf
die beiden Ansatze verteilt und 10 Minuten bei 4 °C und 5000 rpm pelletiert. Alle

weiteren Schritte werden auf Eis durchgefiihrt.

Luziferaseassay

Das Zellpellet wird in 125 pl 1x Lysispuffer aufgenommen und mittels einer Spritze (@
0.4 mm) durch mehrmaliges Aufziehen lysiert. 20 pl der Probe werden mit 100 pl
Luziferasereagenz versetzt. Am Luminometer wird dann die freigesetzte Lichtmenge
gemessen, die bei der Oxidation von Luziferin zu Oxyluziferin durch die Luziferase

umgesetzt wird.

B-Galaktosidaseassay
Die Zelllyse findet in 150 pl 0.25 M Tris/H3PO4 statt. Hierflir wird das Pellet mittels
einer Spritze im Lysispuffer mehrmals aufgezogen. Nach 10-miniitiger Zentrifugation

bei 13000 rpm und 4 °C befindet sich die f-Galaktosidase im Uberstand.

Reaktionsansatz pro Probe:

132 ul ONPG-Substrat
6 ul 100x Mg-Losung
462 pl 0.1 M Natrium-Phosphatpuffer
20 ul Lysat

Das Gemisch inkubiert so lange bei Raumtemperatur, bis eine deutliche Gelbfarbung
entstanden ist. Die Reaktion wird durch Zugabe von 1 ml NaHCO3 gestoppt. Bei

420 nm wird am Photometer die Extinktion gemessen.

4.5.7 Renilla-Reportergenassay

Alternativ zur Bestimmung der (3-Galaktosidaseaktivitit wird bei Schneiderzellen die
Transfektionseffizienz durch die Renilla-Luziferaseaktivitiat bestimmt. Hierfiir wird
das Renilla-Luziferase Assay System (Promega, Mannheim) verwendet. Die Halfte der
Zellmenge wird fiir den Renilla-Reportergenassay eingesetzt, die andere Halfte fir
den Luziferaseassay. Nach dem Pelletieren der Zellen werden diese in 250 pl Renilla

Lysis-Reagenz lysiert. Das fiir jeden Versuch frisch angesetzte Renilla Substrat wird
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1:100 verdiinnt bevor es zu den Proben gegeben wird. Der Substratumsatz wird am

Luminometer bestimmt.

4.5.8 Immunfirbung auf HeLa-Zellen

Flir die Immunfarbung werden zunachst kleine Glasplattchen in 6-well Kammern fiir
eine Stunde mit Fibronektin beschichtet. Nach zweimaligem Waschen mit 1x PBS
werden 500 pl einer dichten HeLa-Zellsuspension in die Kammern gegeben. Vor der
Transfektion haben die Zellen dann tiber Nacht Zeit auf den Plattchen zu adherieren.
Mittels Turbofect™ werden die Zellen mit 3 pg Plasmid-DNA pro Kammer
transfiziert. 24 Stunden nach der Transfektion beginnt die eigentliche Immunfarbung.
Hierfiir wird das Zellmedium komplett abgesaugt und die Zellen dreimal fiir je fiinf
Minuten mit 1x PBS/0.5 mM CaCl; gewaschen. Zur Fixierung werden die Zellen bei
Raumtemperatur fiir 10 Minuten in 1x PBS/4 % Formaldehyd inkubiert. Zur
Entfernung des Formaldehyds folgen drei Waschschritte fiir je flinf Minuten mit 1x
PBS. Um die Permeabilitiat der Zellen fiir die Antikérper zu verbessern, werden die
Zellen fiir fiinf Minuten bei Raumtemperatur mit 1 % Triton-X/1x PBS inkubiert. Nach
dem Permeabilisieren werden die Plattchen erneut zweimal fir fiinf Minuten mit
0.1 % Triton-X/1x PBS (PBT) gewaschen. Zur Blockierung wird PBT mit 20 %
Pferdeserum verwendet. Die Inkubation in der Blockierlosung dauert 30 Minuten bei
Raumtemperatur. Um die bendétigten Volumina zu minimieren, werden die einzelnen
Glasplattchen in eine Feuchtekammer auf Parafilm gesetzt. Der primdre Antikérper
wird in der Blockierlosung verdiinnt und die Zellen damit tiber Nacht bei 4 °C
inkubiert. Dreimaliges fiinfmintitiges Waschen mit PBT bei Raumtemperatur entfernt
ungebundene Primarantikérper. Anschlieféend wird erneut fiir 30 Minuten mit PBT
und 20 % Pferdeserum blockiert. In der Blockierlosung wird auch der Fluoreszenz-
gekoppelte Sekundéarantikérper verdiinnt. Nach einer Inkubation von 30-60 Minuten
im Dunkeln wird auch dieser wieder mit PBT bei Raumtemperatur weggewaschen.
Zur Farbung der Zellkerne werden die Zellen fiir fiinf Minuten im Dunkeln mit der
DAPI-Losung bedeckt. Zweimaliges Waschen mit 1x PBS entfernt die Losung. Die
Glasplattchen werden nach kurzem Trocknen mit der beschichteten Seite auf einen
Tropfen Mowiol auf einem Objekttrager gebettet um im Dunkeln vollstindig zu

trocknen. Die Proben sind bei -20 °C lagerbar.
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5. Ergebnisse
5.1 Die Xenopus Lef/Tcfs in der Reportergenaktivierung in Drosophila
Schneiderzellen

Um einen ersten Eindruck iber die Wirkung der Xenopus Lef/Tcf
Transkriptionsfaktoren in Drosophila zu bekommen, wurde deren Funktion in vitro
untersucht. Hierfiir wurde die Auswirkung der verschiedenen Lef/Tcfs auf die
Aktivitit des dTcf-Luziferase-Reporters in Drosophila Schneiderzellen (S2R+)
analysiert. Der dTcf-Reporter enthdlt das kanonische dTcf-DNA-Bindemotiv
CCTTTGATC in siebenfacher Wiederholung (Buechling et al., 2011) und unterscheidet
sich somit kaum vom weit verbreiteten Vertebraten SuperTOPFlash Reporter-

Konstrukt, das die CCTTGATC-Sequenz in achtfacher Wiederholung tragt.

Das Reportergen konnte in Fliegenzellen weder von Pangolin noch von einem der
Xenopus Lef/Tcfs aktiviert werden (Abb.: 5.1 A). Dies steht im Gegensatz zur
Promotoraktivierung in Wirbeltierzellen, wo vor allem die Geschwistergruppe
XTcf1/XLef1 eine aktivierende Funktion ausiibte (Pukrop et al., 2001, Ghogomu et al.,
2006, Klingel et al.,, 2012). In der vorliegenden Arbeit fiihrte einzig das Drosophila
Wntl Homolog Wingless (Wg) zu einer signifikanten Erhéhung der Reporteraktivitat
(p<0.0005). Diese Unterschiede koénnten darauf beruhen, dass in Drosophila
Schneiderzellen erst nach der Aktivierung durch Wg gentigend Armadillo vorhanden
ist, um eine etwaige Reporteraktivierung zu induzieren. Deshalb wurde der Einfluss
der Lef/Tcfs auf durch Wingless voraktivierte Zellen untersucht. Tatsachlich
induzierten in der Ko-Transfektion mit Wg alle getesteten Transkriptionsfaktoren die
Aktivitat des dTcf-Reporters. Deutlich stach dabei die hohe Aktivierung durch Lef
heraus (Abb.: 5.2 B). Lef aktivierte etwa 10-fach stiarker als die anderen
Transkriptionsfaktoren. Selbst Tcfl, welches im phylogenetischen Stammbaum mit
Lef eine Geschwistergruppe bildet und den dTcf-Reporter signifikant starker
aktivierte als Pangolin, war im Vergleich dazu ein schwacher Aktivator. In der Tat
aktivierte es vergleichbar stark wie Tcf4, ein Mitglied der Geschwistergruppe
Tcf3/Tcf4. Somit scheinen sich die Lef/Tcfs in diesem System funktional nicht in ihre
Geschwistergruppen einzuordnen. Uberraschenderweise wurde der dTcf-Reporter in

diesem System auch von Tcf3 aktiviert, welches im Wirbeltiersystem generell als
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Repressor angesehen wird. Hier konnte allerdings kein signifikanter Unterschied zur
Aktivierung durch Pangolin ermittelt werden. Somit scheint Tcf3 in diesem Kontext

funktional Pangolin am dhnlichsten zu sein.
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Abbildung 5.1: Nur unter Voraktivierung durch Wingless aktivieren die Lef/Tcfs und Pangolin
den dTcf-Luziferase-Reporter

(A) Einzig Wg aktiviert den fiir den kanonischen Wnt-Weg spezifischen dTcf-Luziferase-Reporter in
Drosophila Schneiderzellen. (B) Durch die Voraktivierung des Reporters mit Wingless erhéhen
Pangolin und alle Xenopus Lef/Tcfs die Luziferaseaktivitit. (Einseitiger studentischer T-Test: ns: nicht

signifikant, * p<0.05, *** p<0.001. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardfehler aus neun
Einzeltransfektionen).

5.2 Einfluss der Lef/Tcfs und Pangolin auf die Distalless-Expression in

Fliigelimaginalscheiben

Um die funktionalen Unterschiede der Lef/Tcfs in vivo zu definieren, wurde die
Auswirkung der Wnt-spezifischen nukledren Mediatoren auf die Zielgenexpression
von Distalless in Fliigelimaginalscheiben ndher untersucht. Distalless ist ein
anerkanntes Wingless-Zielgen, welches bereits in Fliigelimaginalscheiben zur
Untersuchung diverser Wnt-Signalweg Komponenten benutzt wurde (Schweizer et
al, 2003, Zeng et al, 2008b). In allen Uberexpressionsstudien wurden Drosophila-
Stamme verwendet, die das Transgen hinter einer ,upstream activating“-Sequenz
(UAS) in ihr Genom integriert haben. Durch die Verkreuzung eines Treiberstammes
(Gal4-Stamm), der die Expression des Gens hinter der UAS-Domdne in seinem
spezifischen Wirkungsbereich fordert, mit einem UAS-Stamm, ldsst sich die

Uberexpression des insertierten Gens auf distinkte Areale und Zeitrdume der
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Fliegenentwicklung begrenzen. Um mdgliche Veranderungen der Distalless-
Expression zu untersuchen, wurden die UAS-Stamme mit dem Patched-Gal4
Treiberstamm verkreuzt. Dessen Expressionsbereich erstreckt sich in der
Fliigelimaginalscheibe entlang der anterioren/posterioren Grenze. Dabei kreuzt er
den wildtypischen Expressionsbereich von Distalless (Abb.: 5.2). Fir die
Uberexpression wurden ausschlieRlich virginelle Weibchen der UAS-Stimme mit
Méannchen des Patched-Gal4-Stammes verkreuzt. Fir jeden Transkriptionsfaktor
wurde jeweils ein UAS-Stamm mit der Geninsertion auf dem zweiten (II) und einer
auf dem dritten (III) Chromosom verwendet. Die Kreuzungen wurden konstant auf
25 °C gehalten, die Larven im dritten Instarlarvenstadium abgesammelt und fiir die

Immunfarbung prapariert.

Patched

Abbildung 5.2: Der Wirkungsbereich von Patched kreuzt das Expressionsmuster von Distalless
(A) Fliigelimaginalscheibe im Durchlicht und {iiberlagert mit dem Patched- Wirkungsbereich,
dargestellt durch die eGFP-Lokalisation. (B-D) Ausschnitte der Fliigelimaginalscheibe. (B)
Wirkungsbereich von Patched, dargestellt durch die Expression von eGFP unter der Kontrolle des
Patched-Promotors. (C) Immunhistologische Darstellung des Expressionsmusters von Distalless (dll).
(D) Uberlagerung von Wirkungs- und Expressionsbereich, eGFP in Griin, dll in Rot. (Balkenlidnge
entspricht 100 um).

5.2.1 Die Uberexpression der Wnt-TransKriptionsfaktoren in der
Zielgenanalyse

Pangolin, dem sowohl eine Aktivator- als auch eine Repressorfunktion zugesprochen
wird, zeigte im Hinblick auf die Distalless-Expression seine reprimierenden
Eigenschaften (Cavallo et al, 1998, Schweizer et al,, 2003). Unterschiede, bedingt
durch den Insertionsort, fithrten in der Uberexpression nur nach Insertion auf dem
zweiten Chromosom (Pangolin(Il)) zu einer Reduktion von Distalless. Dies wird
deutlich durch die Unterbrechung im ansonsten durchgehenden Distalless-

Expressionsmuster (Abb.: 5.3 B). Nach der Uberexpression der Pangolin-Insertion im
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dritten Chromosom (Pangolin(III)) blieb das Expressionsmuster ebenso wie nach der

Uberexpression des B-Lactamase-Gens (UAS-LacZ) unverindert.

Wie bei der Aktivierung des dTcf-Luziferasekonstrukts im Reportergenassay liefden
sich die Xenopus Lef/Tcfs auch in diesem System funktional nicht in ihre
Geschwistergruppen einordnen. Wahrend Lef keine Verdnderungen in der Expression
von Distalless verursachte, war nach der Uberexpression von Tcf1 und Tcf4 Distalless
im Patched-Expressionsbereich reduziert (Abb.: 5.3 C, D, F). Dabei war es
unerheblich, ob die Insertion auf dem zweiten oder dritten Chromosom lag. Die
Repression durch Tcf4 schien dabei am stiarksten zu sein. Die Analyse der
Fliigelimaginalscheiben aus Tcf3 iiberexprimierenden Larven erwies sich als sehr
schwierig. Haufig erschwerten starke Verformungen der Imaginalscheiben die
Untersuchungen. Die wenigen auswertbaren Imaginalscheiben zeigten eine leicht
verstarkte Expression von Distalless Richtung dorsal (Abb.: 5.3 E; durch Pfeile
markiert). Dies unterscheidet sich qualitativ von den Effekten der anderen Lef/Tcfs,
einschlief3lich Pangolin, und spricht fiir eine aktivierende Funktion von Tcf3 auf die

Expression von Distalless.

Insgesamt scheint also Tcfl, das in Xenopus als starker Aktivator gilt, in der
Fliigelimaginalscheibe zumindest die Distalless-Expression zu reprimieren. Der in
Xenopus als Repressor wirkende Transkriptionsfaktor Tcf3 scheint die Expression des
Zielgens dagegen zu aktivieren. Die Uberexpression von Lef, welches in der
Reportergenanalyse der starkste Aktivator war, fiihrte zu keiner Veranderung in der
Distalless-Expression. In der Einteilung der Xenopus Lef/Tcfs nach ihrer Funktion in

Drosophila wiirden hier Tcf1 und Tcf4 eine Geschwistergruppe bilden.
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A eGFP x Patched-Gal4
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D

Tcf3(11 Tcf3 (111

Tef4(11) Tef4(111)

Abbildung 5.3: Die Uberexpression der Xenopus Lef/Tcfs und Pangolin in der Analyse der
Distalless-Expression

(A) Das Expressionsmuster von Distalless (dll, a) und den Wirkungsbereich von Patched, dargestellt
durch die Expression von eGFP unter dem Patched-Promotor (b) sowie ihre Uberlagerung (c). (B-F)
Die Auswirkungen der Uberexpression von Pangolin und den Xenopus Lef/Tcfs. (II: Insertion auf dem
zweiten Chromosom, III: Insertion auf dem dritten Chromosom, Pfeile: Veranderungen im Distalless
Expressionsmuster, T : keine Verdnderungen, Balkenldnge entspricht 100 pm).

5.2.2  Zielgenanalyse der Xenopus Lef/Tcfs in Pangolin defizientem
Hintergrund

Inwieweit das einzelne Xenopus Lef/Tcf endogenes Pangolin ersetzen kann, sollte in
der Uberexpression der Lef/Tcfs in Pangolin defizientem Hintergrund genauer
analysiert werden. Schweizer und Kollegen (2003) zeigten bereits, dass Pangolin
nullmutante Klone in den Fliigelimaginalscheiben zur Reduktion der Distalless-
Expression fiihrten. Der Uberexpressionsphidnotyp und der Pangolin
Reduktionsphdnotyp unterscheiden sich folglich nicht. Dies macht es umso

spannender herauszufinden, ob eines der Lef/Tcfs die Funktion von Pangolin
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libernehmen kann und somit das wildtypische Expressionsmuster wiederherstellt.
Fiir den Pangolin defizienten Hintergrund wurden Fliegenstimme verwendet, die
eine Pangolin RNA Interferenz Sequenz auf einem der beiden Chromosomen
integriert hatten. Fiir die Insertion auf dem zweiten Chromosom war dies
PangolinRNAIKK (PanRNAi(II)) und auf dem dritten Chromosom PangolinRNAiGD
(PanRNAI(III)). Die Uberexpression fithrte nur in einem der beiden Stimme,
PanRNAI(IIl), unter dem Treiberstamm Patched-Gal4 zu einer Reduktion von
Distalless. Bei PanRNAi(II) traten keine Verdnderungen im Expressionsmuster von
Distalless auf (nicht gezeigt). Entsprechend wurde fiir die weiteren Experimente
einzig der PanRNAIi(III)-Fliegenstamm verwendet. Die Reduktion von Distalless im
Wirkungsbereich von Patched blieb erhalten, wenn die PanRNAi(III)-Fliegen mit UAS-
LacZ-Fliegen gekreuzt waren (Abb.: 5.4 C).

A eGFP x Patched-Gal4

eGFP
- + dll

eGFP

C LacZ + PanRNAi(IlI) D

PanRNAi(I11)

ol
/

Abbildung 5.4: PangolinRNAIi(III) fithrt zur reprimierten Distalless-Expression

(A) Das Expressionsmuster von Distalless (dll, a) und den Wirkungsbereich von Patched, dargestellt
durch die Expression von eGFP unter dem Patched-Promotor (b) sowie ihre Uberlagerung (c). Die
Uberexpression von LacZ fiihrt zu wildtypischer Distalless-Expression (B). (C, D) Durch PanRNAi wird
die Distalless-Expression reprimiert. Die Kontrolle der Pangolinspezifitat ist durch LacZ;PanRNAi(III)
gegeben. (Pfeile: Verdnderungen im Expressionsmuster, T: keine Verdnderungen, Balkenlidnge
entspricht 100 pm).

Das Rekonstitutionsexperiment von PangolinRNAI(III) mit UAS-Pangolin(II) konnte
nicht ausgewertet werden, da Pangolin(II) homozygot letal war und das Verkreuzen
eines heterozygoten Fliegenstamms ohne die entsprechenden Markergene zu keinem
definierten Genotyp flihrt.

Zur groflen Uberraschung konnte keines der Xenopus Lef/Tcfs in Pangolin

defizientem Hintergrund die wildtypische Distalless-Expression vollstandig
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wiederherstellen. Wahrend Lef und Tcf3 zu einer partiellen Wiederherstellung des
Distalless-Expressionsmusters in einigen der ausgewerteten Imaginalscheiben
fithrten (Abb.: 5.5 D, F, durch Pfeil und T gekennzeichnet), konnten Tcf1 und Tcf4 die
durch PangolinRNAi reprimierte Distalless-Expression nicht wieder erhéhen.
Weiterhin konnte kein Unterschied zu der Uberexpression in wildtypischem
Hintergrund detektiert werden. Die Rekonstitutionsexperimente bestirken die
bereits in der Uberexpression geinderte funktionelle Einteilung der

Geschwistergruppen. Auch hier wiirden Tcf1 und Tcf4 Teil derselben Gruppe sein.

A eGFP x Patched-Gal4

eGFP
= + dll

— eGFP

B PanRNAi C Pan + PanRNAi D Lef + PanRNAi

Abbildung 5.5: Die Rekonstitution von Pangolin mit den Xenopus Lef/Tcfs
(A) Das Expressionsmuster von Distalless (dll, a) und der Wirkungsbereich von Patched, dargestellt

durch die Expression von eGFP unter dem Patched-Promotor (b) sowie ihre Uberlagerung (c). (B) Die
reduzierte Distalless-Expression durch PangolinRNAi(IlI). Die Rekonstitution mit Pangolin (Pan)
konnte nicht ausgewertet werden, da der Fliegenstamm homozygot letal war und der Genotyp bei
Kreuzungen mit heterozygoten Fliegen nicht bestimmt werden konnte (C). (D-G) zeigt die
Rekonstitution mit den Xenopus Lef/Tcfs. (het: heterozygot, Pfeile: Verdnderungen im
Expressionsmuster, T: keine Veranderung, Pfeil/T: partielle Wiederherstellung des wildtypischen
Expressionsmusters, Balkenlange entspricht 100 um).
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5.3 Funktionsanalyse der Lef/Tcfs in der Fligelmorphogenese

Fiir die Funktionsanalyse der unterschiedlichen UAS-Lef/Tcf-Fliegenstimme
wahrend der Fligelentwicklung in Drosophila wurde ausschliefdlich der
Treiberstamm MS1096-Gal4 verwendet (Mace und Tugores, 2004). Dieser Stamm,
der einer Insertion im beadex-Gen entspricht, fiihrt zu einer UAS-Gen-Expression
iiber den gesamten Fliigel hinweg und wird héiufig fiir Uberexpressionen in
Drosophila Fliigeln verwendet (Lawrence et al., 2000, Sander et al., 2010). Die Fliegen
wurden wahrend der Entwicklung bis zur Imago konstant auf 25 °C gehalten. Einzig
die Fligel der Weibchen aus der F1-Generation wurden nach der Praparation
genauer untersucht. Fiir die Analyse verdnderter Fliigelstrukturen wurden neben
einer Ubersicht des Gesamtfliigels auch drei unterschiedliche Detailaufnahmen
dokumentiert (Abb.: 5.6). Diese Detailaufnahmen bilden folgende Fliigelbereiche ab:
a) die Margin nahe der Schulter, b) die Venen, wenn mdglich mit anteriorer und
posteriorer Quervene und c) die Margin am Ubergang von der anterioren zur
posterioren Fliigelhalfte. Als wildtypischer Fliegenstamm wurde YellowWhite (YW)

verwendet.

N

Abbildung 5.6: Analysemethode der Fliigelmorphologie

(A) Wildtypischen Fliigel einer YW-Fliege. In (B) ist der Fliigel schematisch dargestellt. Die Ausschnitte
fiir die Detailaufnahmen sind in der Skizze angezeigt. a, b und c entsprechend den Detailaufnahmen
des wildtypischen Fliigels von (A). (C) Die Benennung der einzelnen Fliigelvenen. (AQV: anteriore
Quervene. PQV: posteriore Quervene, L1-6: Longitudinalvene 1-6. Der Mafsbalken im Gesamtfliigel (A)
entspricht 150 um und im Fligeldetail (B a, b, ¢) 50 pm).

5.3.1 Verinderung der Fliigelmorphologie durch die Uberexpression der
Wnt-Transkriptionsfaktoren von Drosophila und Xenopus

Die extremen Unterschiede, die durch den Insertionsort des Transgens hervorgerufen

wurden, sind deutlich im Vergleich der Pangolin (II)- und Pangolin(III)-Fliegen zu

sehen. Wahrend nach Insertion auf dem dritten Chromosom (Pangolin(IIl)) keine
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Verdanderungen im Fliigel feststellbar waren, konnten nach Insertion auf dem zweiten
Chromosom (Pangolin(Il)) Kkeine Fliigel ausgewertet werden. Durch starke
Deformationen, unter anderem der Beine, konnten die Pangolin(II)-Imagos sich nicht
aus der Verpuppung befreien und starben noch vor der Fliigelentfaltung. Der fiir die
Uberexpression beschriebene Margin Verlust (Brunner et al., 1997) konnte somit in
der vorliegenden Arbeit nicht bestatigt werden.

Fiir die Uberexpression der Xenopus Lef/Tcfs konnten mit Ausnahme von Tcf3(1I)
gentigend Imagos fiir die Fliigelpraparation gesammelt werden. Die Gewinnmutante
von Tcf3(II) fiihrte wie Pangolin(II) zum Tod der Imagos noch in den Puppen.

Trotz der Gemeinsamkeit im Verlust der Fligelmargin liefien sich fir die
unterschiedlichen Lef/Tcfs distinkte Details definieren, die fiir die Uberexpression
einzelner Transkriptionsfaktoren charakteristisch erscheinen. So konnten Lef
liberexprimierende Fliegen ihre Fliigel nicht mehr vollstindig entfalten, was zur
Uberlappungen distaler Fliigelbereiche fiithrte (Abb.: 5.7 D, D). Dieser auffallende
Phanotyp trat sowohl bei Lef(II) als auch bei Lef(Ill) auf und scheint daher
unabhdngig vom Insertionsort zu sein. Die Tcf1l und Tcf4 {iberexprimierenden Fliigel
waren ununterscheidbar. Neben Verlusten in der Margin waren zusatzliche Verluste
in den Quervenen offensichtlich (Abb.: 5.7 E-E', G-G). Die Insertion auf dem dritten
Chromosom verursachte in beiden Fallen stiarkere Missbildungen als die Insertion auf
dem zweiten Chromosom. Auch konnten ektopische Haare, wenn iiberhaupt, nur an
den Fliigelrandern bei Insertion auf dem dritten Chromosom detektiert werden
(Abb.: 5.7 E-E‘ und G-G', mit Pfeilspitzen gekennzeichnet). Ob die durch Uber-
expression von Tcf3 hervorgerufenen Veranderungen prinzipiell denen von Tcfl und
Tcf4 dhneln, ldsst sich mit den untersuchten Fliigeln nicht belegen, da eine genaue
Analyse der Margin und der Quervenen bei Tcf3(III) auf Grund sehr starker
Missbildungen nicht durchgefiihrt werden konnte (Abb.: 5.7 F-F*). Insgesamt scheint
auch hier fiir Tcf1 die funktionale Ahnlichkeit zu Tcf4 hoher als zu Lef.
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Abbildung 5.7: Lef/Tcf Uberexpressionen fithren zu charakteristischen Defekten der
Fliigelmorphologie

Als Treiberstamm wurde MS1096-Gal4 verwendet. (A) Wildtypischer Fliigel des YW-Stamms, dessen
schematische Darstellung und die Lokalisation der Detailaufnahmen, sowie wie das Venenmuster eines
wildtypischen Fliigels. (AQV: anteriore Quervene, PQV: posteriore Quervene L1-L6: Longitudinalvene
1-6). Die Uberexpression von UAS-LacZ fithrte zu wildtypischen Fligeln (B). (C-G) Die
Fliigelmorphologie nach Uberexpression von Pangolin und den Xenopus Lef/Tcfs. (Letal: Tod im
Puppenstadium, II: Insertionsort auf dem zweiten Chromosom, III: Insertionsort auf dem dritten
Chromosom, Pfeile: Verluste in der Fliigelmargin, *: Veranderungen im Venenmuster, <: ektopische
Borsten. Der Maf3balken im Gesamtfliigel entspricht 150 pm, bei den Detailaufnahmen 50 pum).
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5.3.2 Rekonstitutionsexperimente am Gesamtfliigel

Fiir Rekonstitutionsexperimente wurde Pangolin durch Kreuzungen der Drosophila
Stamme PangolinRNAi(II) und PangolinRNAi(II[) mit MS1096-Gal4 im gesamten
Fliigel reduziert. Die Struktur des Fliigels wurde damit so beeinflusst, dass erneut
partielle Marginverluste in Erscheinung traten. Zusatzlich kam es haufig zu Verlusten
der Quervenen und selten zu ektopischen Quervenen. Verdnderungen in der
Borstenzahl konnten nicht detektiert werden. Bei der PanRNAi(II)-Linie traten die
Veranderungen bei unter 10 % der analysierten Fliigel auf, bei der PanRNAi(III)-Linie
in jedem Fliigel. Aus diesem Grund wurden die Rekonstitutionsexperimente
ausschliefdlich mit dem PanRNAi(III)-Stamm durchgefiihrt. Die Veranderungen in den
Fliigeln blieben erhalten, wenn PanRNAI(III)-Fliegen mit UAS-LacZ-Fliegen gekreuzt
waren (Abb.: 5.8 E).

Abbildung 5.8: Fliigelmorphologie der Pangolin Verlustmutanten

Als Treiberstamm wurde MS1096-Gal4 verwendet. (A) Wildtypischer Fliigel des YW-Stammes, dessen
schematische Darstellung und die Lokalisation der Detailaufnahmen, sowie wie das Venenmuster eines
Fliigels. (AQV: anteriore Quervene, PQV: posteriore Quervene L1-L6: Longitudinalvene 1-6). Die
Uberexpression von UAS-LacZ fiihrte zu wildtypischen Fliigeln (B). (C, D) Die Fliigelstruktur nach
Pangolin Verlust durch RNA Interferenz. Die Kontrolle der Pangolinspezifitit ist durch
LacZ;PanRNAi(III) gegeben (E). (Pfeile: Verluste in der Fligelmargin, *: Verdnderungen im
Venenmuster. Der Mafdbalken im Gesamtfliigel entspricht 150 pm, bei den Detailaufnahmen 50 pm).

Nach der Kreuzung der PanRNAi(III)-Fliegen mit den Pangolin(II)-Fliegen sehen die
Fliigel aus wie die der PanRNAi(III)-Fliegen. Die wildtypische Entwicklung der Margin
und der Venen wurde nicht wiederhergestellt. Auf den ersten Blick scheint es so, als

konnte iiberexprimiertes Pangolin die Depletion endogenen Pangolins nicht ersetzen.
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Berticksichtig man aber, dass Pangolin(II) auf wildtypischem Hintergrund embryonal
letal war, die PanRNAi(IIl)/Pan(Il)-Fliegen aber iiberlebten, so wird eine
Kompensation der Depletion und der Uberexpression offensichtlich. Die
Rekonstitutionsexperimente mit den Xenopus Lef/Tcfs zeigten, dass keiner dieser
Transkriptionsfaktoren in Pangolin defizientem Hintergrund die wildtypische
Fliigelstruktur wiederherstellen konnte. Selbst eine partielle Wiederherstellung
konnte nicht detektiert werden.

Uberraschend war allerdings die gemeinsame Expression von Tcf3(1) und
PanRNAI(III). Wie bei PanRNAi(Ill)/Pangolin(II) konnten hier Fliigel detektiert
werden, deren Erscheinungsbild dem der Pangolin Depletion entsprach. Tcf3(II) war,
wie Pangolin(Il), in der alleinigen Uberexpression embryonal letal. Die Wirkung von
Tcf3(1I) entspricht in diesem Experiment der von Pangolin(II).

Trotz allem kann in den Rekonstitutionsexperimenten keines der Wirbeltier Lef/Tcfs
Pangolin  vollstindig ersetzen. Stattdessen dhnelten die Fligel der
Rekonstitutionsexperimente stark denen der Uberexpression. So waren bei Lef
liberexprimierenden Tieren auch auf dem Hintergrund der Pangolin-Depletion
unvollstindig entfaltete Fliigel zu finden. Die PanRNAi(III)/Tcf1(II)-Fliegen wiesen,
wie die Tcf1(Il)-Fliegen auf wildtypischem Hintergrund Quervenenverluste und
Defekte der Margin auf. Diese Effekte waren allerdings etwas stiarker und vor allem
waren die Fliigel deutlich kleiner. Dagegen war die Fliigelentwicklung der Doppel-
Transgenen PanRNAi(IIl)/Tcf4(II)-Fliegen stirker gestort als in den jeweiligen
Einzel-Transgenen. Die Effekte der Depletion von PanRNAi(Il[) und der
Uberexpression von Tcf4(1l) scheinen sich also zu verstirken. So war die Fliigelgrofie
stark reduziert und von der Margin kaum etwas erhalten. Im Grofden und Ganzen
waren die Phinotypen nach der Lef/Tcf Uberexpression denen der Pangolin-
Depletion so dhnlich, dass es schwierig ist, die phdnotypischen Veranderungen der
Rekonstitutionsexperimente auf den Verlust von Pangolin oder die Uberexpression
der Lef/Tcfs zuriick zu fiihren. Auffallend bleibt, dass die verdnderte
Fliigelmorphologie durch die Uberexpression der Transkriptionsfaktoren auf
Pangolin defizientem Hintergrund bei Lef(II) eher unverdndert blieb, bei Tcf1(II)
leicht verstarkt, bei Tcf4(II) kraftig verstarkt und bei Tcf3(II) abgeschwacht waren. In

keinem Fall konnte ein Lef/Tcf den Verlust von Pangolin kompensieren.
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Abbildung 5.9: Die Rekonstitution von Pangolin durch die Xenopus Lef/Tcfs in der
Fliigelentwicklung

Als Treiberstamm wurde MS1096-Gal4 verwendet. (A) Wildtypischer Fliigel des YW-Stamms, dessen
schematische Darstellung und die Lokalisation der Detailaufnahmen, sowie wie das Venenmuster eines
Fliigels. (AQV: anteriore Quervene, PQV: posteriore Quervene L1-L6: Longitudinalvene 1-6). Das
Fliigelbild der Pangolin Verlustmutante (B). (C-G) Die Rekonstitution von PangolinRNAi(IIl) mit
Pangolin(Il) und den Lef/Tcfs. (Pfeile: Verluste in der Fligelmargin, *: Verdnderungen im
Venenmuster, < ektopische Borsten. Der Mafdbalken im Gesamtfliigel entspricht 150 um, bei den
Detailaufnahmen 50 pm).

5.3.3 Untersuchung des Fliigelbildes in Abhingigkeit zweier Xenopus Tcfs

Die Generierung neuer Fliegenstimme sollte helfen die phanotypische Auswirkung
der Lef/Tcfs auf die Fliigelentwicklung genauer zu charakterisieren. Unter anderem
sollte auch ermittelt werden, ob das Expressionslevel ausschlaggebend fiir die nicht
erfolgte Substitution zwischen zum Beispiel Pangolin(II) und PangolinRNAI(III) ist.
Die neuen Fliegenstimme waren Doppelmutanten, die jeweils ein Lef/Tcf auf dem
zweiten und ein anderes auf dem dritten Chromosom trugen. Antagonistisch
wirkende Lef/Tcfs (z.B. Aktivatoren/Repressoren) sollten sich hier in ihrer Wirkung
aufheben. Ausgewertet wurden abermals die Fliigel nach der Uberexpression mit

dem MS1096-Gal4 Treiberstamm.
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Doppelmutante Fliegen mit Pangolin(II) konnten nicht generiert werden, da ihre
Verkreuzung in jeder Kombination zum embryonalen Tod fiihrte. Die kombinierte
Uberexpression zweier Xenopus Lef/Tcfs erwies sich ebenfalls hiufig als embryonal
letal. Umso erstaunlicher war es, dass sich zahlreiche doppeltransgene Fliegen zur
Imago entwickelten, obwohl bereits die einzeltransgenen Fliegen starke
Fehlbildungen verursachten.

Auffallend war sofort, dass Tcf3(II) in der Ko-Expression mit Pangolin(IIl) und
Tcf4(11) lebensfihig war. Uberraschend war auch, dass die Fliigel dieser beiden
Doppelmutanten wildtypisch aussahen (Abb.: 5.10 D‘, D). Pangolin(IIl) und Tcf4(III)
scheinen damit die Wirkung von Tcf3(I) komplett zu unterdriicken. Im Gegensatz
dazu konnte die verdnderte Fliigelmorphologie von Tcf3(IlI) weder durch Lef(II)
noch durch Tcf1(II) oder Tcf4(Il) riickgingig gemacht werden. Die gemeinsame
Uberexpression von zwei Transkriptionsfaktoren fiihrte hier zu einem stirkeren
Phinotyp als die Uberexpression von Tcf3(Ill) alleine (Abb.: 5.10 B, C, E). Die
Morphologie der Tcf4(II)-Fliegen blieb durch die Uberexpression von Pangolin(III)
unberiihrt. Gemeinsam mit Tcf3(III) allerdings kam es zu additiven Effekten. Der
Fliigel war als solcher kaum noch zu erkennen (Abb.: 5.10 E‘). Die starken
Missbildungen der Tcf4(I1l) Fliigel dagegen konnten durch die Uberexpression mit
Tcf3(II) vollstindig unterbunden werden. Tcf3(II) scheint damit die Wirkung von
Tcf4 (1) komplett zu unterdriicken (Abb.: 5.10 D“). Lef(II) fiihrte zu keinen
Veranderungen des Tcf4(III) Fliigels, die Effekte von Tcf1(II) und Tcf4(III) scheinen
sich zu addieren. Dies gilt auch fiir die Ko-Expression von Tcf1(II) mit Tcf3(III)
(Abb.: 5.10 C*, C*‘). Eine Flligelstruktur als solche konnte nicht mehr erkannt werden.
Dies wiederum spricht dafiir, dass Tcf3(III) und Tcf4(III) dieselbe Wirkung ausiiben,
wie Tcf1(II). Auf Grund der wildtypischen Fliigelmorphologie der Doppelmutante von
Pangolin(IIl) /Tcf3(II) und Tcf4(Ill)/Tcf3(11) scheinen Tcf3(II) und Pangolin(III)

sowie Tcf3(II) und Tcf4(IlI) jeweils gegensatzliche Funktionen auszuiiben.
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Abbildung 5.10: Die Uberexpression zweier Lef/Tcfs in Komplementationsexperimenten

Als Treiberstamm wurde MS1096-Gal4 verwendet. (A) Wildtypischer Fliigel des YW-Stamms, dessen
schematische Darstellung und die Lokalisation der Detailaufnahmen, sowie wie das Venenmuster eines
Fligels. (AQV: anteriore Quervene, PQV: posteriore Quervene, L1-L6: Longitudinalvene 1-6). (B)
Uberexpression von Lef(I1) mit Tcf3(111) und Tcf4(111). (C) Phinotyp der Uberexpression von Tcf1(11)
mit Pangolin(Ill), Tcf3(III) und Tcf4(II). (D) Rekonstitution von Tcf3(II) mit Pangolin(Ill) und
Tcf4(111). (E) Tcf3(II) in der Rekonstitution mit Tcf4(1I). (F) Fliigel der Ko-Expression von Tcf4(1I) mit
Pan(III). (Pfeile: Verluste in der Fliigelmargin, *: Verdnderungen im Venenmuster. Der Maf3balken im
gesamten Fliigel entspricht 150 pm, bei den Detailaufnahmen 50 pm).
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5.4 Das C-terminale Bindeprotein ist der dominante Bindepartner des

Xenopus Tcf4 E-Tails

Zur Charakterisierung regulatorischer Mechanismen durch den langen C-Terminus,
der Tcf4 E-Tail Isoform (E=elongation), sollten im Hefe-2-Hybridsystem neue
Bindepartner identifiziert werden. Da zum einen wahrend der Mesoderm
Entwicklung den Lef/Tcfs unterschiedliche Funktionen zugesprochen werden und
zum anderen diverse Tcf4 Spleifdvarianten dort detektiert wurden (Liu et al., 2005,
Weise et al,, 2010, Vacik et al., 2011), sollte die cDNA Bibliothek aus mesodermalem
Xenopus Gewebe synthetisiert werden. Das mesodermale Gewebe wurde durch die
Inkubation animaler Kappen aus Xenopus Embryonen mit Aktivin induziert. Als Bait
dienten die C-terminalen Aminosauren 434-634 des Tcf4E (Sequenz siehe Anhang)
im Destinationsvektor pDest32. Um sicher zu stellen, dass das Tcf4 E-Tail-Konstrukt
fiir das Hefe-2-Hybridsystem geeignet ist, wurde es auf seine Selbstaktivierung hin
getestet, denn eine starke Selbstaktivierung fiihrt zur Isolation falsch-positiver Klone.
Im Selbstaktivierungstest wurde das E-Tail-Konstrukt in den MaV203 Hefestamm
transformiert und auf Histidin-Mangelmedien mit einer 3’-Amino-1, 2, 4-Triazol
(3’-AT)-Konzentrationsreihe ausplattiert. Erst bei einer Konzentration von 100 mM
3’-AT konnte kein Wachstum mehr detektiert werden (Abb.: 5.11 A). Fiir die spéatere
Analyse wurden folglich jeder Histidin-Mangelmediumplatte 100 mM 3°-AT
hinzugefligt. M. Rohrmayr (Rohrmayr, 2014) identifizierte in ihrer Masterarbeit unter
meiner Anleitung 33 Klone, die fiir alle vier Reporter positiv waren. Kritische Klone,
die nur drei der vier Reporter aktivierten, wurden in der vorliegenden Arbeit weiter
ausgewertet. Dabei stellte sich heraus, dass die iiberwiegende Mehrzahl aller Klone
mehr als ein Prey-Plasmid trug. Sequenzanalysen zahlreicher Amplifikate der
Mischklone zeigten, dass eines der Plasmide meist das C-terminale Bindeprotein
enthielt (Abb.: 5.11 C). Tatsachlich konnte kein einziger Klon bestatigt werden, der
nicht auch CtBP trug. Somit scheint das C-terminale Bindeprotein zumindest in
mesodermalem Gewebe der dominante Interaktionspartner des Tcf4 C-Terminus zu

sein.
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Abbildung 5.11: Der Xenopus Tcf4 C-Terminus im Hefe-2-Hybridsystem

(A) Die Eigenaktivierung des E-Tails endet bei einer Zugabe von 100 mM 3-Amino-1, 2, 4-Triazol. (B)
X-Gal-Analyse des Tcf4 C-Terminus mit dem C-terminalen Bindeprotein (CtBP) und drei
unterschiedlich starken Kontroll-Plasmid Interaktionen. Blau impliziert eine positive Interaktion. (C)
Agarosegelbild nach vollzogener Polymerasekettenreaktion des Prey-Plasmids, zeigt exemplarisch die
Haufigkeit der Mischklone und das Vorhandensein von CtBP. Doppelbanden entsprechen Mischklonen.
(* Bande fiir CtBP bei 1.4 kiloBasenpaare (kBp)).

5.5 Funktionsanalyse des Tcf4 E-Tails

Xenopus Tcf4E enthdlt neben den CtBP-Bindemotiven auch eine Cystein-Klammer.
Inwieweit diese beiden Domidnen die Funktion des Transkriptionsfaktors
beeinflussen wurde im Folgenden untersucht. Zur Analyse der unterschiedlichen
Regulationsmodule wurden in der Cystein-Klammer zwei Cysteine, (C464A) und
(C480A), sowie die Kombination beider (Tcf4E (CC->AA)) durch Alanin ersetzt.
Zusatzlich wurde in einer anderen Mutation eine der Bindestellen fiir das C-terminale
Bindeprotein von PLSL zu ALSA mutiert (Tcf4E (1. ALSA)) (Abb.: 5.12 A). Alle
Konstrukte wurden durch Sequenzanalysen verifiziert und lieferten Proteine der

erwarteten Grofde (Abb.: 5.12 B).
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Abbildung 5.12: Sequenzspezifische Darstellung des Basen- und Aminosiureaustauschs im Tcf4
E-Tail und die Expression der Austauschkonstrukte in Hek293-Zellen

(A) Ausschnitte der Xenopus Tcf4 E-Tailsequenz. In Griin sind die Aminosauren der Cystein-Klammer
und der beiden CtBP-Bindedoménen (PLSL) dargestellt. Die in Rot markierten Basen und Aminosauren
zeigen die Mutationen an. (B) Transfizierte Hek293-Zellen exprimieren Proteine der erwarteten Grofde
(70 kDa). RIPA-Lysate aus Hek293-Zellen wurden in 10 %igem SDS-PAGE aufgetrennt, auf
Nitrozellulose transferiert und mit einem Tcf4-spezifischen Antikorper sowie einem alkalische
Phosphatase-gekoppelten Sekundédrantikérper visualisiert. Untransfizierte Zellen dienen als
Negativkontrolle. (*: unspezifische Bande).

5.5.1 Analyse unterschiedlicher Dominen des Tcf4 E-Tails auf die
Aktivierung des siamois-Promotors und die Induktion sekundirer
Korperachsen

In der ersten Analyse wurde die Wirkung der verschiedenen Tcf4E-Konstrukte auf
die Aktivierung des siamois-Promotors (Brannon et al, 1997) untersucht. Die
Auswirkungen dieser Konstrukte auf die Promotoraktivitit in transfizierten Hek293-
Zellen war insgesamt gering. Wildtypisches Tcf4E unterdriickte die Eigenaktivitat des
Reporters leicht, aber im beidseitigen studentischen T-Test signifikant (p<0.01). Eine
Repression war bei Einzelmutationen der C-Klammer (C464A und C480A) nicht mehr
nachweisbar, trat aber bei der Doppelmutation (CC->AA) wieder auf (Abb.: 5.13 A).
Auch mit mutagenisiertem CtBP-Bindemotiv (1. ALSA) blieb die leichte Repression
der Promotoraktivitit bestehen (Abb.: 5.13 A). Eine exaktere Analyse der Tcf4E-
Konstrukte war durch die geringen Effekte auf die basale Promotoraktivitit nicht
moglich. Deshalb wurden die Effekte der Tcf4E-Varianten auf die Regulation des
siamois-Promotors in vorstimulierten Zellen untersucht. Die Ko-Transfektion mit Tcf1
diente dabei der Analyse, inwieweit die unterschiedlichen Tcf4E-Konstrukte mit dem
Aktivator Tcfl um die Regulation des siamois-Promotors kompetitieren. Die Ko-
Transfektion mit konstitutiv aktivem [-Catenin (S33A) sollte aufzeigen, wie stark die

Transaktivierung durch Tcf4E/(-Catenin von einer intakten Cystein-Klammer und
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der CtBP Bindestelle abhdngt. Dabei war die Aktivierung durch Tcfl 5.5-fach, die
durch 3-Catenin (S33A) 2.3-fach.

Tatsdchlich unterdriickten alle Konstrukte die Aktivierung durch Tcfl und forderten
die Aktivierung durch -Catenin (S33A) (Abb.: 5.13 B, C). Bei der Kompetition mit
Tcfl um die Regulation des Promotors erwies sich einzig die Doppelmutante CC->AA
als signifikant vom wildtypischen Tcf4E-Konstrukt unterscheidbar. Die Repression
war dabei weniger stark ausgepragt. Bei der Voraktivierung durch 3-Catenin waren
alle Cystein-Klammer-Mutanten starkere Aktivatoren als wildtypisches Tcf4E. Die
Mutationen im CtBP-Bindemotiv (1. ALSA) verhielt sich ebenfalls dem Wildtyp
entsprechend. Insgesamt scheinen in diesem Experiment Mutationen in der Cystein-
Klammer die Aktivierung des siamois- Promotors zu fordern, wogegen

Verdanderungen in der CtBP Bindestelle eher ohne Einfluss bleiben.
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Abbildung 5.13: Funktionsanalysen der XTcf4E-Mutanten im siamois-Reportergenassay

(A) Die relative Aktivitat von konstitutiv aktivem B-Catenin (S33A), Tcf1 und der Tcf4E-Konstrukte auf
den siamois-Promotor in Hek293-Zellen. (B) Die Ko-Transfektion von Tcfl mit den Tcf4E-Konstrukten
fiihrt zu einer stark reduzierten Aktivitat, verglichen zur Aktivierung durch Tcf1 alleine. (C) Durch die
Voraktivierung des siamois-Reporters mit 3-Catenin (S33A) wirken alle Konstrukte hyperaktivierend.
(Zweiseitiger studentischer T-Test: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, dargestellt sind die Mittelwerte
und Standardfehler aus mindestens neun Einzeltransfektionen).

90



5. Ergebnisse

Nach der Injektion von mRNA in die Marginalzone der ventralen Blastomere im 4-Zell
Stadium von Xenopus fiihrte keines der Tcf4E-Konstrukte zur Induktion einer
sekundadren Korperachse (nicht gezeigt). Erst nach Ko-Injektion mit Tcf1 offenbarten
sich Unterschiede zwischen den Tcf4E-Mutanten. Durch die Injektion von 250 pg Tcf1
mRNA wurden in 62 % der Embryonen Doppelachsen induziert. Durch die Ko-
Injektion von Tcfl gemeinsam mit 500 pg Tcf4E mRNA reduzierte sich die Anzahl auf
28 % (Abb.: 5.14 A). Die Mutationen in der Cystein-Klammer fithrten zu keinen
Veranderungen. Der Anteil an Embryonen mit sekundirer Korperachse war hier
ebenfalls zwischen 25 % und 34 %. Auch die Ko-Injektion der ALSA-Konstrukts, also
der Mutation im ersten CtBP-Bindemotiv, reduzierte die Anzahl an Doppelachsen
(Abb.: 5.14 A), allerdings deutlich weniger effizient als wildtypisches Tcf4E und die
Mutanten der Cystein-Klammer. Fast die Halfte der Embryonen entwickelte eine
sekundare Korperachse. Im exakten Test nach Fischer ist dies mit p<0.005 signifikant.
Die Regulationen iiber die Cystein-Klammer bei der Induktion einer ektopischen
Koérperachse sind eher irrelevant. Die Regulation tiber das CtBP-Bindemotiv scheint
allerdings die Induktion sekundarer Kérperachsen zu unterdrticken.

+ Tefl
Kontrolle TcfAE

Doppelachsen Anzahl

(%) Embryonen
2

Tef1 62 1493

Tef4E 28 195
_ | TcfaE (c464A) 26 178
€ | Tef4E (C4804) 34 56 \ ,.
| Tef4E (CC ->A) 25 142 1) ] 1

Tef4E (1. ALSA) 45 202

‘

TCf4E (C464A)  Tcf4E (C480A)  Tcf4E (CC->AA)  Tcf4E (1. ALSA)

+ Tefl

Abbildung 5.14: Die ventrale Injektion von Tcfl gemeinsam mit den Tcf4E-Konstrukten fiihrte
zu einer Reduktion sekundarer Korperachsen

(A) Statistische Auswertung der Doppelachsen. (B) Alle Tcf4E-Konstrukte reduzieren die durch Tcfl
induzierten sekundaren Korperachsen. Hierfiir wurden 250 pg Tcf1 mRNA allein und gemeinsam mit
500 pg Tcf4E mRNA in die Marginalzone der beiden ventralen Blastomere injiziert. Die injizierten
Embryonen wurden bis in das friithe Schwanzknospenstadium kultiviert (St. 24-25). Zur Kontrolle
dienten wildtypische uninjizierte Embryonen desselben Stadiums.
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5.6 Neue Interaktionspartner der Xenopus Lef/Tcf kontext-abhangigen

Dominen

Zur Identifizierung neuer Tcf subtypspezifischer Interaktionspartner wurde die CRD
der einzelnen Lef/Tcfs in pDest32 insertiert (Sequenz siehe Anhang) und im Hefe-2-
Hybridsystem mit einer cDNA Bibliothek aus Xenopus mesoderm-induzierten
animalen Kappen analysiert. Im Selbstaktivierungstest stellte sich heraus, dass selbst
100 mM 3’-AT das Wachstum der Lef-CRD enthaltenden Hefen nicht unterdriicken
kann. Diese hohe Selbstaktivitét fiihrte deshalb zu einem Ausschluss von Lef als Bait.
Flir Tcf1 wurden 75 mM 37-AT hinzugefiigt, fiir Tcf3 25 mM und Tcf4 10 mM.

Nach stringenter Analyse der vier Reportergene im Hefe-2-Hybridsystem blieben nur
zwei Tcf subtypspezifische Klone {ibrig. Einer fiir Tcf1, welcher alle vier Reporter
aktivierte und einer fiir Tcf4, der allerdings auch auf der mit Inhibitor versetzten

Histidin-Mangelmediumplatte wuchs.

Der neue Interaktionspartner fiir Tcfl war die Dynein leichte Kette 8 Typ 2 (DYNLLZ,
GI1:148237591, Dynein leichte Kette 2), ein Protein, das soweit noch nicht mit dem
kanonischen Wnt-Signalweg in Verbindung gebracht wird. Nichtsdestotrotz aktivierte
es deutlich alle vier Reporter. Fiir den lacZ-Promotor ist das in Abbildung 5.15 B
dargestellt. Die Spezifitat fiir die Bindung von DYNLL2 an Tcf1 ist gegeben, da weder
Lef, noch Tcf3 oder Tcf4 gemeinsam mit DYNLL2 die Reporter aktivieren konnten
(Abb.: 5.15 B). Als zusatzliche Negativkontrolle wurde Tcfl gemeinsam mit dem
wildtypischen Ralwt (Ral guanine nucleotide dissociator stimulator protein), einem
Aktivatorprotein, in den Hefestamm MaV203 transformiert. Eine Interaktion konnte
hier ebenfalls nicht detektiert werden, da weder die Umsetzung von X-Gal stattfand,

noch ein Wachstum auf den Reporterplatten detektierbar war.

Fiir Tcf4 wurde die Phospholid Scramblase 1 (PLSCR1, GI:148226095) als neuer
Interaktionspartner ermittelt. Auch dieses Protein wurde bisher noch nicht mit dem
kanonischen Wnt-Signalweg in Verbindung gebracht. Da diese Interaktion nur drei

der vier Reporter aktivierte, wird von einer schwachen Bindung ausgegangen.
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A
L lacZ Farbung
Dyn;lrtltlelzchte 148237591 HIS3 Wachstum positiver
f; fel URA3 Wachstum Interaktionspartner
(Tcf1) URA3 + 5’-FOA |kein Wachstum
lacZ Farbung .

o ositiv
Phospholipid HIS3 Wachstum Snvach
Scramblase 1 148226095 URA3 Wachstum schwacher

(Tcf4) URA3 + 5 -FOA Wachstum Interaktionspartner
B Dynein leichte Kette 2 +
Tcfl Lef Tcf3 Tcf4
o
c,"

Kontrolle1  Kontrolle2 Kontrolle 3 Tcfl + Ralwt

Abbildung 5.15: Im Hefe-2-Hybridsystem identifizierte Interaktionspartner der CRD-Domine
von Tcfl und Tcf4

(A) Tabelle der identifizierten Interaktionspartner und die Reaktion in den Reportergenanalysen. (B)
X-Gal-Reportergenanalyse mit der Dynein leichten Kette 2 (DYNLL2) in der Ko-Transformation mit
allen Lef/Tcf CRD-Domédnen und den internen SystemKkontrollen im MaV203 Hefestamm. Blau
impliziert eine positive Interaktion begriindet auf der Aktivierung des lacZ-Promotors. (Ralwt:
Kontroll-Plasmid).

5.7 Die Dynein leichte Kette 2

5.7.1 Die Expression der Dynein leichten Kette 2

Der komplette Leserahmen von DYNLL2 wurde aus Xenopus cDNA gewonnen. Hierfiir
wurde Xenopus RNA aus verschiedenen Entwicklungsstadien isoliert und revers
transkribiert. Mit spezifischen DYNLL2 Primern konnte aus der cDNA der komplette
offene Leserahmen amplifiziert werden. Fiir weitere Untersuchungen von DYNLL2
wurde diesem C-terminal Histidin in sechsfacher Wiederholung angehadngt. Der
komplette Leserahmen inklusive His-Tag wurde dann in pGEMT, pBluescriptSK+ und
pCS2+ insertiert. Simtliche Klonierungen wurden durch Sequenzanalysen verifiziert.
Die Expression des DYNLL2-His-Konstrukts wurde durch His-Antikérperdetektion im
Western Blot auf transfizierte Hek293-Zellen nachgewiesen (Abb.: 5.16).
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kDa

100 =— R . . ws| B-Catenin

10 — - DYNLL2-His

Abbildung 5.16: DYNLL2-His wird in Hek293-Zellen exprimiert

Transfizierte Hek293-Zellen exprimieren DYLL2-His in der erwarteten Grofie (11 kDa). RIPA Lysate
aus Hek293-Zellen wurden in 12 %igem SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrozellulose transferiert und mit
einem His-spezifischen Antikérper sowie einem alkalische Phosphatase-gekoppelten Sekundar-
antikoérper visualisiert. Untransfizierte Zellen dienen als Negativkontrolle (rechte Spalte). Endogenes
B-Catenin dient als Ladekontrolle (85 kDa).

Tcf1 ist wahrend der Xenopus Gastrulation in den animalen Kappen exprimiert. In der
Neurulation wurde es in der Neuralplatte detektiert. In spateren Stadien konnte es
unter anderem in den Somiten, den Augen, dem Gehirn, dem Kopfmesenchym und
der Schwanzknospe gefunden werden (Roél et al., 2003). Inwiefern DYNLL2 mit Tcf1
ko-lokalisiert, konnte in der Ganzkeimfirbung nicht festgestellt werden. Trotz
zahlreicher Modifikationen im Protokoll und der Verwendung zweier
unterschiedlicher Sonden konnten in der in situ Hybridisierung keine Anhaufungen
der DYNLLZ mRNA in distinkten Arealen der sich entwickelnden Embryonen
detektiert werden. RT-PCR Analysen ergaben aber, dass DYNLL2 bereits maternal
(Stadium 8) vorliegt und wahrend der Gastrulation (Stadium 10-12) und frithen
Neurula (Stadium 15) Stadien exprimiert wird. In der spaten Neurula (Stadium 20)
und den Schwanzknospenstadien (Stadium 24-33) nimmt die Expression leicht ab,
bis DYNLLZ2 in der Kaulquappe (Stadium 40) wieder vermehrt vorliegt (Abb.: 5.17 B).
Somit zeigt die RNA-Analyse auf, dass DYNLLZ2 in der frithen Embryonalentwicklung

dynamisch reguliert wird.
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A Antisense-Sonde DYNLL2 Sense-Sonde DYNLL2

B Embryonalstadium
8 10 12 15 20 24 28 31 33 37 40

DYNLL2

Abbildung 5.17: Die Expression von DYNLL2 in Xenopus Embryonen

(A) In der in situ Hybridisierung konnten keine Unterschiede zwischen der Sense- und Antisense-
Sonde von DYNLL2 ermittelt werden. Gezeigt sind Embryonen nach der Ganzkeimfirbung im
Schwanzknospenstadium. (B) Nach der RNA Extraktion aus ganzen Embryonen zwischen den Stadien
8-40 wurde diese mit Oligo-d(T)-Primern revers transkribiert. Um die mRNA Menge zwischen den
einzelnen Stadien vergleichen zu konnen, wurde die Menge mit dem Haushaltsgen Histon4
abgeglichen. Dargestellt ist die DYNLL2 mRNA Menge in Abhangigkeit des Embryonalstadiums.

Zur Ermittlung der subzelluldren Lokalisation von DYNLL2 wurden HeLa-Zellen mit
DYNNL2-His transfiziert. In der Inmunfarbung ist DYNLL2-His gleichmaf3ig tiber die
komplette Zelle verteilt (Abb.: 5.18 A‘-A“). Eine Ko-Lokalisation mit Tcf1-Flag,
welches ausschliefllich im Nukleus der HelLa-Zellen detektiert wurde, ist daher

méglich (Abb.: 5.18 C'-C*).
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DAPI

Uberlagerung

DYNLLZ2-His

Tcf1-Flag

DYNLL2-His

+

Tcf1-Flag

Abbildung 5.18: Inmunfirbung von DYNLL2-His und Tcf1-Flag in HeLa-Zellen

Die Einzeltransfektion von DYNLL2-His (A-A“) und Tcf1-Flag (B-B“) zeigt in der Immunfarbung mit
a-His und a-Flag Antikérpern, dass DYNLL2-His in der gesamten Zelle exprimiert wird, wihrend Tcf1-
Flag ausschliefilich im Nukleus lokalisiert. (C-C*‘) Die Ko-Transfektion von DYNLL2-His mit Tcf1-Flag
schliefdt eine Ko-Lokalisation nicht aus. (A, B, C) DAPI in Blau, a-His Antiképer in Griin (A’, A, C, C"*),

a-Flag Antikérper in Rot (B, B, C“, C*“), Balkenlange entspricht 20 um).
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DAPI Orange Uberlagerung

untransfiziert

Tcf-Flag

DYNLLZ2-His

Tcf1-Flag + DYNLL2-His

Abbildung 5.19: Die Interaktion der Dynein leichten Kette 2 mit Tcfl wurde im Proximity
Ligation Assay verifiziert

(A-A*“) Als Negativkontrolle dienen untransfizierte Zellen, die eine Antikdrperinteraktion ausschliefen.
(B-B*) Der PLA auf der Einzeltransfektion mit Tcf1-Flag. Vereinzelte rote Punkte sind sichtbar. (C-C*)
Der PLA auf der Einzeltransfektion von DYNLL2-His zeigt ebenfalls wenige rote Punkte. (D-D“) Der
PLA auf die Ko-Transfektion von DYNLL2-His und Tcfl-Flag. Die roten Punkte verifizieren haufige
Interaktionen der beiden Proteine innerhalb des Nukleus. (DAPI: Zellkern in Blau, Interaktionen von
DYNLL2-His mit Tcf1-Flag in Rot. (A’-A", B‘-B*, C*-C* und D*-D“, Balkenlange entspricht 20 um).
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5.7.2 Die Dynein leichte Kette 2 interagiert mit Tcf1

Eine direkte Interaktion zwischen Tcfl-Flag und DYNLL2-His konnte mit dem
Proximity Ligation Assay (PLA) bestdtigt werden. In den mit beiden
Interaktionspartnern transfizierten HeLa-Zellen erscheinen die fiir einen positiven
PLA typischen fluoreszenten Punkte (Abb.: 5.19 D-D“). Diese traten vornehmlich im
Zellkern auf. In untransfizierten HeLa-Zellen und in nur mit einem der
Interaktionspartner transfizierten Zellen erschienen nur sehr wenige bis gar keine
der PLA typischen Punkte (Abb.: 5.19 A‘, B, C‘). Damit wurde die im Hefe-2-
Hybridsystem ermittelte Interaktion von DYNLL2 und Tcf1 in einem unabhingigen

Testsystem bestatigt.

5.7.3  Die Dynein leichte Kette 2 moduliert die Aktivitiat des SuperTOPFlash-
Reporters

Inwiefern Proteine den kanonischen Wnt-Signalweg modulieren, ldsst sich am
einfachsten in SuperTOPFlash-Reportergenanalysen untersuchen. Tatsachlich
induzierte DYNLL2 die Reporteraktivitat deutlich (Abb.: 5.20 A, p<0.001). Selbst die
Aktivierung durch konstitutiv aktives [(-Catenin (S33A) wird durch DYNLL2
signifikant verstarkt (Abb.: 5.20 A, p<0.05). Im Vergleich zur Aktivierung durch die
Lef/Tcfs (Abb.: 5.10 B) war die Aktivierung durch DYNLL2 &dhnlich stark, wie die
durch Lef, schwacher als die durch Tcfl und deutlich starker als die durch Tcf3 und
Tcf4.

Die Ko-Transfektion von DYNLL2 mit den Lef/Tcfs sollte aufzeigen, inwieweit dieser
neue Tcfl-spezifische Interaktionspartner die Zielgenregulation durch die einzelnen
Lef/Tcfs moduliert. Abbildung 5.20 C zeigt, dass DYNLL2 tatsachlich modulierend auf
die Transkriptionsfaktoren wirkt, liberraschenderweise aber nicht spezifisch auf
Tcfl. Wenn es gemeinsam mit Tcfl oder Lef transfiziert wird, verstirkt es deren
Aktivierung zusatzlich. Im Gegensatz dazu unterstiitzt DYNLLZ2 Tcf3 bei der
Reprimierung des Reportergens. Auf Tcf4 scheint es keinen Einfluss zu haben, hier

unterscheidet sich die Reporteraktivitat mit oder ohne DYNLLZ2 nicht.
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Abbildung 5.20: Der modulierende Einfluss von DYNLL2 im SuperTOPFlash-Reportergenassay
(A) DYNLL2 aktiviert den SuperTOPFlash-Reporter signifikant und verstirkt die Wirkung von
konstitutiv aktivem B-Catenin (S33A). (B) Tcfl und Lef aktivieren den SuperTOPFlash-Reporter. Tcf3
iibt keinen Einfluss aus und Tcf4 wirkt reprimierend. (C) DYNLL2 beeinflusst die Wirkung von Tcf1,
Tcf3 und Lef. (zweiseitiger studentischer T-Test: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, ns: nicht signifikant,
dargestellt sind die Mittelwerte und Standardfehler aus mindestens neun Einzeltransfektionen).

5.8 Die Phospholipid Scramblase 1

5.8.1 Die Expression der Phospholipid Scramblase 1

Die Phospholipid Scramblase 1 (PLSCR1) wurde im Hefe-2-Hybridsystem als
Interaktionspartner der kontext-abhidngigen Domédne von Tcf4C identifiziert. Wie
bereits DYNLL2 wurde der komplette offene Leserahmen aus Xenopus cDNA mit
PLSCR1-spezifischen Primern amplifiziert. Die cDNA stammt aus revers
transkribierter RNA, isoliert aus diversen Xenopus Embryonen unterschiedlicher
Entwicklungsstadien. Dem PLSCR1-Amplifikat wurden in der PCR C-terminal
entweder sechsfach Histidin oder ein Ha-Tag angehédngt. Diese Fragmente wurden fiir

weitere Verwendungsmoglichkeiten in pCS2+, pGEMT und den pBluescriptSK+-
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Vektor insertiert. Die Klonierungen wurden durch Sequenzanalysen verifiziert. Nach
der Injektion von 500 pg PLSCR1 mRNA in beide Blastomere im 2-Zellsatdium und
anschlieflender Proteinextraktion durch RIPA-Lysate, konnte die Synthese von
PLSCR1 in Xenopus Embryonen nachgewiesen werden. Proteine der zu erwartenden
Grofle von 36 kDa konnten im Western Blot durch einen His-Antikorper detektiert

werden (Abb.: 5.21 A).

Auch hier konnte in der Ganzkeimfiarbung keine spezifische Lokalisation der
Expression von PLSCR1 nachgewiesen werden (nicht gezeigt). In der RT-PCR zeigte
sich, dass die PLSCR1 maternal exprimiert wird, in der spaten Neurula die Expression

etwas abschwdacht, um dann wieder starker zu werden (Abb.: 5.21 B).

A  KkDa T
Phospholipid
35 — ®
¢ - Scramblase 1
25 | A—

Embryonalstadium
8 10 12 15 20 24 28 31 33 37 40

— 5 - . — wesss sssse | Phospholipid Scramblase 1

- ——————— — w— aw| Histon4

Abbildung 5.21: Die Expression der Phospholipid Scramblase 1 im Xenopus Embryo

(A) Die Injektion von 500 pg PLSCR1-His mRNA in beide Blastomere des 2-Zell Stadium Embryos
erfolgt in der Proteinsynthese erwarteter Grofie (36 kDa). RIPA Lysate aus injizierten Embryonen des
Stadium 16 wurden in 10 %igem SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrozellulose transferiert und mit einem
His-spezifischen Antikdrper sowie einem alkalische Phosphatase-gekoppelten Sekundarantikorper
visualisiert (rechte Spalte). Uninjizierte Embryonen desselben Stadiums dienen als Negativkontrolle
(linke Spalte). (B) Nach der RNA Extraktion aus ganzen Embryonen zwischen den Stadien 8-40 wurde
diese mit Oligo-d(T)-Primern revers transkribiert. Um die mRNA Menge zwischen den einzelnen
Stadien vergleichen zu koénnen, wurde die Menge mit dem Haushaltsgen Histon4 abgegeglichen.
Dargestellt ist die PLSCR1 mRNA Menge in Abhédngigkeit des Embryonalstadiums.

Die subzelluldre Lokalisation transfizierter PLSCR1 in HeLa-Zellen lief3 sich in der
Immunfarbung weder mit dem 6x His- noch mit dem Flag-getaggten Konstrukt
darstellen. Es liefd sich kein Signal detektieren, das sich deutlich vom Hintergrund

abhob (nicht gezeigt).
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5.8.2 Die Phospholipid Scramblase 1 moduliert die Aktivitit des
SuperTOPFlash-Reporters

In Reportergenanalysen erwies sich die Phospholipid Scramblase 1 als Repressor.
Transfizierte PLSCR1-His reprimierte den SuperTOPFlash-Reporter signifikant,
wobei es die starke Aktivierung durch konstitutiv aktives [3-Catenin (S33A) nicht
aufheben konnte (Abb.: 5.22 A, p<0.01).

Die generell reprimierende Wirkung von PLSCR1 blieb auch bei der Ko-Transfektion
mit Lef und Tcf3 erhalten (Abb.: 5.22 B). So scheint es, dass die PLSCR1 gemeinsam
mit Lef, Tcf3 und Tcf4 die Aktivitit des fiir den kanonischen Wnt-Signalweg
spezifischen Reporters modulieren kann. Die Modulation ist weiterhin abhdngig von
der Tcf4 Isoform, da einzig die Isoform, die beide repressiven DNA-Motive LVPQ und
SxxSS enthilt, eine Verdnderung der Aktivierung mit PLSCR1 induzierte. Die Isoform

ohne die beiden Motive wurde in ihrer Wirkung von PLSCR1 nicht beeinflusst.
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Abbildung 5.22: Die Phospholipid Scramblase 1 moduliert die Aktivitit des SuperTOPFlash-
Reporters

(A) PLSCR1 reprimiert die SuperTOPFlash-Reporteraktivitat signifikant. Allerdings geschieht dies
grofitenteils unabhdngig von konstitutiv aktiven (-Catenin (S33A). (B) Lef und Tcfl aktivieren, Tcf3,
Tcf4A und Tcf4B inhibieren den Reporter (C) Auf Lef, Tcf3 und Tcf4A wirkt PLSCR1 modulierend.
(zweiseitiger studentischer T-Test: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, ns: nicht signifikant, dargestellt
sind die Mittelwerte und Standardfehler aus mindestens sechs Einzeltransfektionen).

101



6. Diskussion

6. Diskussion

6.1 Der Einfluss der Xenopus Lef/Tcfs in Drosophila

Pangolin, der einzige Lef/Tcf Transkriptionsfaktor in Drosophila, kann durch die
Bindung an unterschiedliche DNA-Sequenzen einen funktionellen Wechsel austiben.
Je nachdem an welcher DNA-Sequenz Pangolin bindet, kann die Expression von
Zielgenen gefordert oder gehemmt werden (Blauwkamp et al.,, 2008, Bhambhani et
al, 2014). Diese gegensatzlichen Funktionen wurden bei den Vertebraten auf vier
Lef/Tcf Proteine verteilt. Basierend auf Stammbaumanalysen bilden jeweils zwei der
Lef/Tcfs eine Geschwistergruppe, wobei die Geschwister Lef/Tcfl liberwiegend
aktivierende Eigenschaften aufweisen (Lin et al., 2006, Klingel et al., 2012). Da
Pangolin in Rekonstitutionsexperimenten in Xenopus fiir drei der vier Lef/Tcfs
substituieren konnte, kann davon ausgegangen werden, dass dieses Protein die
urspriinglichen Funktionen des gemeinsamen Vorlaufers beibehalten hat. In
Rekonstitutionsexperimenten in der Fliege sollte in der vorliegenden Arbeit
untersucht werden, welches der vier Lef/Tcfs der Wirbeltiere diese urspriingliche

Funktion am starksten beibehalten hat.

6.1.1 Lef/Tcf-abhidngige Induktion der Reportergenaktivitit in Drosophila
Schneiderzellen

Funktionale Unterschiede der Transkriptionsfaktoren lassen sich am schnellsten
durch die Zielgenaktivierung eines Reportersystems in vitro analysieren. Spezifisch
fir die Transkriptionsfaktoren des Wnt-Signalwegs ist der TOPFlash-Reporter
(Korinek et al., 1997) und der davon abgeleitete SuperTOPFlash-Reporter. Dieser
enthadlt eine siebenfache Wiederholung des Wnt-responsiven Elements (WRE)
CCTTTGATC (van de Wetering et al, 1997, Buechling et al., 2011). In Drosophila
Schneiderzellen = konnte  weder Pangolin noch einer der Xenopus
Transkriptionfaktoren die Aktivierung des Reporters induzieren. Erst nach
Stimulation durch Wingless zeigte sich eine transkriptionelle Regulation durch die
Lef/Tcfs. Offensichtlich ist in diesen Zellen Armadillo der limitierende Faktor und
Armadillo-unabhidngige Regulation irrelevant. Dies unterscheidet sich grundlegend

von zahlreichen Gewebekulturzellen aus Wirbeltieren, inklusive Xenopus, Maus und
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Mensch. Hier werden Wnt-responsive Promotoren selbst ohne Stimulation des Wnt-
Signalwegs durch tiberexprimierte Lef/Tcfs reguliert, wobei die Geschwistergruppe
Lef/Tcfl generell aktivierend wirkt, Tcf3 reprimierend und Tcf4 abhdngig von der
Spleifdvariante aktivierend oder reprimierend (Gradl et al., 1999, Pukrop et al., 2001,
Hecht und Stemmler, 2003, Ghogomu et al., 2006, Weise et al.,, 2010). Einige wenige
Beispiele zeigten aber auch, dass Lef/Tcfs im Vertebratensystem stark kontext-
abhdngig wirken. So fiihrte die Geschwistergruppe Lef/Tcfl in den
Vertebratenzelllinien BW5147 und COS7 auf das im T-Zell-Rezeptor a enthaltene
Konkatamer AACAAAG zu keiner Aktivierung (van de Wetering et al.,, 1993). Auch die
alleinige Transfektion von Tcf3 in einer B-Lymphozyten Zelllinie hatte keinen Einfluss
auf die Aktivierung des pTK(56) Motivs (Molenaar et al., 1996). Inwieweit in diesen
Zellen aber noch Spuren endogenen (-Catenins vorhanden war ist unklar. Bei
Schneiderzellen kann jedoch davon ausgegangen werden, dass die endogene Menge
an freiem Armadillo marginal ist. Dies steht im Einklang mit in vivo Drosophila
Experimenten, wo murines Lef die Aktivierung des B-Enhancer vor dem
ultrabithorax-Promotor nur im Komplex mit Armadillo induzieren konnte (Riese et
al, 1997). Bei allen nachfolgenden Experimenten in vivo muss also berticksichtigt
werden, dass die Funktion der Lef/Tcfs in Drosophila offensichtlich streng von der
Menge an endogenem Armadillo abhéngt.

Nach der Voraktivierung durch Wingless offenbarten sich auch in Drosophila
Schneiderzellen Unterschiede zwischen den Transkriptionsfaktoren.
Uberraschenderweise aktivierten alle Lef/Tcfs, einschlielich Pangolin, den Reporter.
Tcf3 wirkt in diesem System also nicht als Repressor. Am auffallendsten war die
starke Aktivierung durch Lef. Selbst Tcfl, das Geschwister von Lef, das in
Vertebratenzellen den SuperTOPFlash stark aktiviert und in Xenopus sehr effizient
sekunddre Achsen induziert (Klingel et al., 2012 und vorliegende Arbeit), war
verglichen zu Lef nur ein schwacher Aktivator. Eventuell rekrutiert Lef Armadillo
besser als alle anderen hier getesteten Tcfs. Dies wéare insofern liberraschend, als die
B-Catenin Bindedomane nicht nur innerhalb der Lef/Tcf Transkriptionsfaktoren stark
konserviert ist, sondern in seiner Struktur auch der Bindedomine von E-Cadherin
und APC dhnelt (Graham et al., 2000, Huber und Weis, 2001, Spink et al., 2001).

Allerdings wurde auch gezeigt, dass sich die Bindung zwischen (-Catenin und Tcf3
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bzw. [(-Catenin und Tcf4 unterscheidet (Poy et al, 2001). Solche
Bindungsunterschiede konnten durch Phosphorylierungen (Wang und Jones, 2006)
oder Acetylierungen (Elfert et al., 2013) induziert werden. In jedem Fall ordnen sich
die Lef/Tcfs in diesem Experiment nicht in die erwarteten Geschwistergruppen. Die
Aktivierung von Tcf1, Tcf3 und Tcf4 war von der Aktivierung durch Pangolin nicht

unterscheidbar.

6.1.2 Die Auswirkungen der Lef/Tcfs in der Fliigelentwicklung

Bei der Analyse des direkten Wingless-Zielgens distalless in Fliigelimaginalscheiben
hatten nur noch Tcfl und Tcf4 dieselben Auswirkungen wie Pangolin(II). Alle drei
reduzierten die Distalless (dll)-Expression. Lef dagegen fiihrte zu keinen messbaren
Veranderungen der dll-Expression, wahrend Tcf3 die Expression sogar leicht erhohte.
Offensichtlich greifen in die Regulation der dll-Expression weitere Faktoren ein, die
promotorspezifisch und/oder gewebespezifisch die transkriptionelle Regulation
durch die Lef/Tcfs beeinflussen. In jedem Fall ordnen sich die Lef/Tcf
Transkriptionsfaktoren auch in diesem Experiment nicht in die erwarteten

Geschwistergruppen.

Uberraschend war aber zunichst, dass die Uberexpression von Pangolin zu einer
Reduktion der dll-Expression fiihrte (Pangolin(Il)), bzw. keinen Effekt hatte
(Pangolin(Ill)). Dabei war der nicht nachweisbare Effekt bei Pangolin(IIl) weniger
iiberraschend, denn eine unverdnderte Zielgenexpression konnte auch in Pangolin
liberexprimierenden flip-out Klonen bezogen auf das Wg-Zielgen senseless beobachtet
werden (Zeng et al,, 2008b). Da in Pangolin defizienten Klonen die Expression der
beiden Zielgene distalless und vestigal vermindert war (Schweizer et al., 2003), wurde
allerdings bei der Uberexpression eher eine Hyperaktivierung von distalless erwartet.
Insgesamt scheint demnach die Dosis von Pangolin ausschlaggebend zu sein. Die
Depletion von Pangolin zeigt die endogene Funktion dieses Proteins. In der
Uberexpression, also in zu hohen Konzentrationen, kénnte es als dominant-negatives

Protein wirken.

Entsprechend fiihren auch spiter im adulten Fliigel sowohl die Uberexpression von

Pangolin (Lawrence et al., 2000) als auch die Pangolin Defizienz (Schweizer et al.,
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2003 und vorliegende Arbeit) zu einer unvollstindig ausgebildeten Margin, also
Gewebeverlusten an den Fliigelrandern. Es gibt eine einfache Moglichkeit dies zu
erklaren: Bindeproteine, die fiir die Funktion von Pangolin im sich entwickelnden
Fliigel notwendig sind, konnten limitierend vorliegen. Diese Bindeproteine kénnten
Armadillo fiir die Zielgenaktivierung sein oder CtBP als relevanter Repressor. Fiir
beide Proteine wurde nachgewiesen, dass sie kontext-abhingig zur Regulation
beitragen (Blauwkamp et al., 2008, Bhambhani et al., 2011, Zhang et al., 2014). Die
Rekonstitution von PangolinRNAi(III) mit Pangolin(Il) induzierte zwar keine
wildtypischen Fliigel, sorgte aber fiir das Uberleben der Fliegen bis hin zur Imago.
Somit konnte der letale Uberexpressionsphinotyp von Pangolin(ll) durch
PanRNAI(III) gemildert werden. Ein moglicher Erklarungsansatz ware, dass die
Haarnadelstruktur der Pangolin RNAi im PanRNAi(III)-Stamm nicht nur spezifisch
gegen endogenes Pangolin gerichtet ist, sondern auch gegen das durch UAS induzierte
Pangolin. Somit wird liberexprimiertes Pangolin gemeinsam mit endogenem Pangolin

abgebaut und der Uberexpressionsphinotyp gemildert (Bhambhani et al., 2014).

Die offensichtliche Dosisabhangigkeit der Effekte erschwert die Beurteilung der
durch Lef/Tcfs verursachten Phanotypen. Da es kaum Antikérper gegen die Xenopus
Lef/Tcfs gibt, kann die vorhandene Menge an Transkriptionsfaktoren in Drosophila
nicht ndher bestimmt werden. Alle in der vorliegenden Arbeit getesteten Antikérper

erwiesen sich fiir diese Analyse als untauglich (nicht gezeigt).

Die Reduktion der dll-Expression in Tcfl- und Tcf4-Fliegen kann darauf beruhen,
dass diese Tcfs wie Pangolin wirken aber auch darauf, dass sie endogenes Pangolin
verdriangen. Uberraschend war dann die leicht erhéhte dll-Expression durch Tcf3.
Dieser als Repressor deklarierte Transkriptionsfaktor wirkte in der Uberexpression
induzierend, verhielt sich also so, wie man es von iiberexprimiertem Pangolin
erwartet hatte. Entsprechend liefs sich die Expression von dll in PanRNAi-Fliegen
durch die Uberexpression von Tcf3, nicht aber durch Tcfl und Tcf4 teilweise
wiederherstellen. Moglicherweise ist das Bindemotiv fiir das C-terminale
Bindeprotein in Tcf3 ausschlaggebend. Zwar kann Pangolin nicht direkt mit CtBP
interagieren, da ihm das Bindemotiv fehlt, doch ist eine Wnt-abhédngige Regulation

durch CtBP in Drosophila essentiell. Dabei ist dimerisiertes CtBP ein Repressor im
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Transkriptionsfaktor-Komplex auf WREs (Fang et al., 2006). Weiterhin tragt dieses
Bindemotiv kein anderes der hier untersuchten transgenen Drosophila-Stimme.
Anders als Vertebraten exprimiert Drosophila nur ein einziges CtBP, welches durch
alternatives Spleifien in einer langen und einer kurzen C-terminalen Isoform
auftreten kann (Nibu et al., 1998, Poortinga et al, 1998, Chinnadurai, 2007). Die
beiden Vertebraten CtBPs und dCtBP weisen eine hohe Aminosiauresequenz-
homologie in ihrer regulatorischen Doméane auf (Schaeper et al, 1995). dCtBP
unterstiitzt viele Repressoren, wie zum Beispiel Knirps, Kriippel oder Brinker in ihrer
Funktion (Hasson et al., 2001, Aihara et al., 2007). Eine direkte Interaktion von XTcf3
mit XCtBP sowie eine durch die Uberexpression von CtBP erzeugte Reprimierung
Lef/Tcf-spezifischer Zielgene wurde bereits gezeigt (Brannon et al., 1999, Valenta et
al, 2003). Ein mogliches Szenario ware dann, dass iiberexprimiertes Tcf3 den Ko-
Repressor CtBP bindet und somit das in den PanRNAi-Fliegen verbleibende Pangolin
von der Repression befreit und dadurch die Expression des Zielgens dll erlaubt

(Abb.: 6.1).

Im Gesamtfliigel rief Tcf3(II) von allen untersuchten Lef/Tcfs die stirksten
Veranderungen hervor, die Insertion auf dem zweiten Chromosom war sogar
embryonal letal. Die Uberexpression von Tcf3 gemeinsam mit Pangolin oder in
Pangolin defizientem Hintergrund erlaubte es den Tieren sich zu Imagos zu
entwickeln, wobei die Fliigel von Tcf3/Pangolin wildtypisch aussahen und die von
Tcf3/PanRNAi leichte Einkerbungen der Margin aufwiesen. Auch hier ldsst sich
beides mit der Kompetition um den Ko-Repressor CtBP erkliren. Uberexprimiertes
Tcf3 rekrutiert CtBP, das endogene Pangolin wird hyperaktiviert, wodurch die
Uberexpression von Tcf3 einer Hyperaktivierung des Wg-Signalwegs ahnelt.
Uberexprimiertes Pangolin kompetitiert mit Tcf3 um CtBP und die Hyperaktivierung
wird aufgehoben. Ebenso wird die Hyperaktivierung durch die Depletion von

Pangolin in den PanRNAi-Fliegen aufgehoben.
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Abbildung 6.1: Schematische Darstellung zur Kompetition um CtBP zwischen dem Pangolin-
Komplex und Tcf3
(A) In wildtypischem Zustand bindet der Pangolin-Komplex den Ko-Repressor CtBP und induziert so

die Zielgenrepression. Wenn CtBP nicht gebunden ist, aktiviert der Pangolin-Komplex die
Zielgenexpression. (B) Tcf3 fangt CtBP ab, welches so nicht mehr mit dem Pangolin-Komplex
interagiert. Dies fiihrt zur Hyperaktivierung Pangolin-regulierter Zielgene. (C) In der Uberexpression
von Tcf3 in Pangolin defizientem Hintergrund bindet Tcf3 CtBP und als Komplex an die WREs. Geringe
Mengen an verbliebenen Pangolin-Komplexen konnen zu einer Hypoaktivierung Wnt-regulierter
Zielgene fiihren (durch ein kleineres Kreuz gekennzeichnet). (D) Die gemeinsame Uberexpression von
Tcf3 und Pangolin fiithrt zu einer wildtypischen Zielgenaktivierung. Wahrend Tcf3 im Komplex mit
CtBP WREs inhibiert, bleiben mehr Pangolin-Komplexe iibrig, die zur Zielgenaktivierung fiihren,
wodurch die Inhibition durch Tcf3/CtBP wieder ausgeglichen wird. Mdgliche Ko-Aktivatoren wie
Armadillo, Pygopus und Legless oder Ko-Repressoren wie Groucho konnen das ganze
Regulationsgefiige zusatzlich beeinflussen.

Die partielle Wiederherstellung der dll-Expression in PanRNAi-Fliegen durch Lef lasst
sich durch einen anderen Mechanismus erkliren. Lef war in den
Reportergenanalysen der mit Abstand starkste Aktivator. In den Imaginalscheiben
mag dieses Protein damit wunabhdngig von allen Pangolin-spezifischen
regulatorischen Mechanismen, sei es posttranslationale Modifikation, hohe Affinitat
zu Armadillo oder Binden an zusatzliche, die WRE flankierenden Sequenzen, die
Expression von dll aktivieren und damit den Verlust von Pangolin kompensieren.
Inwieweit Lef tatsdchlich unterschiedliche WREs oder zusitzliche Helfersequenzen

binden kann, koénnte durch DNase Footprinting Assays oder Chromatin-
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Immunoprazipitation ndher untersucht werden. Die aktivierende Wirkung von Lef
wird allerdings erst in PanRNAi-Fliegen offensichtlich. In wildtypischen Fliegen

vermag Lef endogenes Pangolin nicht zu verdrangen, die Effekte bleiben marginal.

Lef-iiberexprimierende Fliegen wiesen sowohl in wildtypischem als auch in Pangolin
defizientem Hintergrund Wg-spezifische Fliigelmorphologien auf. Die Margin zeigte
leichte Einkerbungen. Wie in den Reportergenanalysen tritt Lef auch hier als starker
Aktivator auf. Das Ausmafd der phanotypischen Veranderungen kénnte erneut durch
die limitierende Menge an Armadillo gehemmt werden. Viel deutlicher als die Margin-
Defekte war allerdings, dass kein einziger Fliigel vollstindig entfaltet vorlag. Da
dieser Fliigeltyp in keiner einzigen Mutante einer Wg-Signalwegkomponente zu
finden war, spricht dies erneut dafiir, dass Lef nicht denselben regulatorischen
Mechanismen wie Pangolin unterliegt. Auch dass der Phanotyp der gefalteten Fliigel
unabhangig von Pangolin konsistent bleibt, wiirde dafiir sprechen. Pangolin wiirde
von Lef von den WREs verdrangt werden, welches so eine starke Zielgenaktivierung
initiiert. Da regulatorische Mechanismen, die zur Hemmung der Zielgenexpression
fiilhren wiirden, wie zum Beispiel die Phosphorylierung von Pangolin durch Nemo
(Zeng und Verheyen, 2004) oder von Lef durch die Nemo-like Kinase (Ishitani et al,,
2003), auf das Paar Lef/Nemo nicht anwendbar sind, verbleiben die Fliigel

eingeklappt und der Wg-Signalweg konstitutiv aktiv.

Die Uberexpression von Tcf1 in den Imaginalscheiben resultierte in der Inhibition der
dll-Expression. Auch in Pangolin defizienten Fliegen, also im Pangolin mutanten
Hintergrund, dnderte sich daran nichts. Eine genaue Funktion fiir Tcf1 zu ermitteln ist
insofern schwer, als sowohl die Uberexpression als auch die verminderte Expression
von Pangolin zur reduzierten dll-Expression fiihrten. Entsprechend koénnte Tcfl
entweder als dominant-negatives Pangolin agieren und somit Pangolin vom dII-
Promotor verdrangen, ohne selbst eine Zielgenaktivierung zu induzieren. Tcfl kénnte
aber auch antagonistisch zu Pangolin wirken, in dem es selbststaindig die
Zielgenexpression hemmt. Dies wiirde allerdings der Tatsache widersprechen, dass
Tcfl im Reportergenassay aktivierend wirkte. Als Aktivator kénnte Tcfl dieselben
Auswirkungen wie Pangolin erzeugen und die sind, wie die beiden Pangolin-

Mutanten zeigen, dosisabhangig.
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Der Gesamtfliigel der Tcfl-iiberexprimierenden Fliigel zeigte die typischen Pangolin
Verlustmerkmale auf: Defekte in der Quervenenbildung und klassische Verluste in
der Fliigelmargin. Der Effekt verstarkte sich im PangolinRNAi Hintergrund insoweit,
dass die Fluigelflache kleiner erschien. Dies wiirde dafiir sprechen, dass Pangolin und
Tcfl gegenteilige Funktionen ausiiben. Wenn Tcf1 antagonistisch zu Pangolin agieren
wiirde, dann miisste in der gemeinsamen Uberexpression eine wildtypische
Fliigelmorphologie zu sehen sein, oder sich die durch Pangolin und Tcf1 verursachten
Veranderungen zumindest teilweise aufheben. Dies war nicht der Fall, was dafiir
spricht, dass Tcfl und Pangolin gegensatzliche Funktionen ausiiben oder dass Tcfl
wie dominant-negatives Pangolin wirkt. Méglicherweise verdrangt Tcf1 an einem Teil
der fiir die Fliigelentwicklung wichtigen WREs Pangolin. Ohne Cystein-Klammer, und
damit ohne die Moglichkeit an zusatzliche Helferstellen zu binden, fehlt eine
ausschlagebende Domaine, die eine Zielgenaktivierung erlaubt (Ravindranath und
Cadigan, 2014). Eine andere Moglichkeit ware, dass Tcfl an Armadillo bindet und
dieses abfiangt. Wenn man beriicksichtigt, dass auch die Bindung weiterer Ko-
Aktivatoren beeinflusst sein konnte, erscheinen die den morphologischen
Verdanderungen zugrunde liegenden Mechanismen noch deutlich komplexer. So
konnte gezeigt werden, dass Smad, ein Modulatorprotein des BMP-Signalwegs,
Pangolin binden kann und somit die Wg-Zielgenunterdriickung foérdert (Zeng et al,,
2008b). Dabei sind die Smad-Bindedomanen zwischen Pangolin und den Vertebraten
Lef/Tcfs konserviert (Labbé et al., 2000). Auch wurde in Xenopus und Mus musculus
eine Interaktion der Lef/Tcfs mit Smad nachgewiesen, die zur Zielgenaktivierung
fiihrte (Nishita et al., 2000, Theil et al., 2002, Lim und Hoffmann, 2006). Drosophila
Smad konnte folglich Tcfl abfangen und die Zielgenexpression modulieren. Die
tatsdchliche Bindung von Tcfl an dSmad koénnte in Ko-Immunoprazipitationen
nachgewiesen werden, wobei hier wieder spezifische Antikérper der limitierende
Faktor sind. Alternativ konnten neue Fliegenstimme generiert werden, die
Austausch-/ und/oder Deletionskonstrukte der Lef/Tcfs exprimieren und so
mogliche Bindungen an Ko-Aktivatoren oder -Repressoren verhindern. Die
Auswirkung dieser Verdnderungen konnten dann spezifisch in klonalen Analysen

charakterisiert werden.

109



6. Diskussion

Wie bei Tcfl fiihrte auch die Uberexpression von Tcf4 zur Reduktion der dll-
Expression. Auch hier féllt es schwer eine Aussage liber die Funktion von Tcf4 als

Repressor bzw. dominant-negatives Pangolin oder als Aktivator zu definieren.

Der Tcf4 Phanotyp im adulten Fliigel war gemeinsam mit Tcf3 am starksten. Die
Fliigel waren zum Teil so deformiert, dass eine genaue Aussage liber die Margin und
das Venenmuster nicht getroffen werden konnte. Im schwacheren Fliegenstamm
waren die Margindefekte und Venenverluste allerdings deutlich zu sehen. Starker als
bei Tcfl kam es in Pangolin defizientem Hintergrund zu einer Addition der Effekte,
was darauf schliefSen ldasst, dass auch Tcf4 entweder wie dominant-negatives
Pangolin oder antagonistisch zu Pangolin wirkt. Ware letzteres der Fall, dann
miissten Tcf4/Pangolin Fliigel wildtypisch erscheinen. Dies traf nicht zu. Es traten
keine Unterschiede zwischen der Uberexpression von Tcf4 in wildtypischem
Hintergrund oder in Pangolin tiberexprimierendem Hintergrund auf. Dies spricht fir
dominant-negatives Tcf4 oder erneut fiir eine dosisabhingige Regulation.
Uberraschend war allerdings die Beobachtung, dass Fliigel Tcf3/Tcf4-
doppeltransgener Tiere wildtypisch aussahen. Nach dem Modell (Abb.: 6.1) miisste
Tcf4 hier als Aktivator wirken. Die Doppelmutante Lef/Tcf4 zeigt keine additiven
Effekte. Die Fliigel entsprechen denen der Tcf4 Uberexpression, was die Vermutung
von Tcf4 als dominant-negatives Pangolin starkt. Die Regulationsmechanismen
erscheinen deutlich komplexer als im einfachen Modell mit Pangolin, Tcf3 und CtBP.
Da das transgene Tcf4 im Vergleich zu Tcf3 kein Bindemotiv fiir CtBP aufweist,
scheint die Regulation liber andere Ko-Faktoren zu erfolgen. Eine Moglichkeit dafiir
kénnte sein, dass Tcf3 durch CtBP in seinen reprimierenden Eigenschaften bestarkt
wird und gleichzeitig CtBP von Pangolin abfiangt. Sowohl Tcf4 als auch Pangolin
werden dann durch CBP acetyliert, was bei Pangolin die Bindungsaktivitit zu
Armadillo erhéht und bei Tcf4 zu Konformationsdanderungen fiihrt, die die Bindung
weiterer Ko-Repressoren erschweren (Mosimann et al,, 2009, Elfert et al., 2013). So
waren Tcf4 und Pangolin gemeinsame Aktivatoren, die im Gleichgewicht mit dem
Repressorkomplex Tcf3/CtBP liegen wiirden und so eine wildtypische
Fliigelmorphogenese ermoglichen. Weitere Ko-Aktivatoren wie Pygopus und
Legless/Bcl9 nehmen dabei zuséatzlich Einfluss (Hoffmans et al., 2005, Jessen et al,,

2008).
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Abbildung 6.2: Schematische Darstellung der Zielgenregulation durch die Lef/Tcfs

(A) In wildtypischem Zustand interagiert der Pangolin-Komplex mit dem Ko-Repressor CtBP, was zur
Repression der Zielgenexpression fiihrt. Wenn CtBP nicht gebunden ist, aktiviert der Pangolin-
Komplex die Zielgenexpression. (B) Tcf3 fangt CtBP ab, welches so nicht mehr mit dem Pangolin-
Komplex wechselwirkt. Dies fithrt zur Hyperaktivierung Pangolin-regulierter Zielgene. (C) Lef als
starker Aktivator bindet selbstdndig an die WRESs und induziert so eine Hyperaktivierung. (D) Tcfl und
Tcf4 konnen sowohl als Aktivatoren eine Hyperaktivierung induzieren, oder als dominant-negatives
Tcf eine Hypoaktivierung erwirken (E). Dafiir verdréangen sie Pangolin von den WRESs, an denen sie
selbst keine Zielgenaktivierung zu induzieren vermoégen. Der Pangolin-Komplex wird zusatzlich durch
CtBP reprimiert. (F) Eine wildtypische Zielgenaktivierung wird hervorgerufen durch Tcf3, welches
CtBP abfangt, wodurch weniger davon mit dem Pangolin-Komplex interagiert. Tcf4 kann an die
richtigen WREs binden und gemeinsam mit Pangolin in der Induktion der Zielgenaktivierung
mitwirken. Mogliche Ko-Aktivatoren wie Armadillo, Pygopus und Legless oder Ko-Repressoren wie
Groucho kénnen das ganze Regulationsgefiige zusatzlich beeinflussen. Dosisabhingige Effekte sind aus
diesem Schema ausgeschlossen.
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Da die gemeinsame Uberexpression von Tcf3 und Tcf4 aber auch in sehr stark
deformierten Fliigeln resultierte, scheint auch das obere Schema (Abb.: 6.2) nicht
auszureichen um die tatsdchliche Situation wahrend der Fliigelentwicklung
darzustellen. Zusatzlich miisste noch beachtet werden, wie stark die Dosiseffekte die
Genregulation beeinflussen, dass Pangolin und die Lef/Tcfs an unterschiedliche WREs
binden kénnen und Pangolin mit seiner Cystein-Klammer auch weitere auf der DNA
liegende Helferstellen bedienen kann (Atcha et al,, 2007, Blauwkamp et al.,, 2008).
Diese WREs in Verbindung mit den Helferelementen wiederum beeinflussen die
aktivierende oder reprimierende Funktion der Transkriptionsfaktoren im Komplex
mit Armadillo und weiteren Ko-Faktoren (Zhang et al., 2014). Beachtet man nun die
modulare Vielfalt an unterschiedlichen Ko-Aktivatoren und -Repressoren,
posttranslationalen Modifikationen, die zusatzliche Bindung der Cystein-Klammer an
Helfersequenzen oder die Nutzung unterschiedlicher WREs, dann ist es umso
erstaunlicher, dass eine Chimare bestehend aus der Cystein-Klammer von Pangolin
und humanem Lef Pangolin ersetzen kann (Bhambhani et al, 2014). Auch die
vorliegende Arbeit unterstreicht die Bedeutung des C-Terminus der
Transkriptionsfaktoren fiir die Zielgenregulation in Drosophila. Dabei zeigten die hier
analysierten Transkriptionsfaktoren, dass neben der konservierten Cystein-Klammer
in den E-Varianten der Vertebraten Tcfs, Tcf1E und Tcf4E, offensichtlich auch die in

Tcf3 und Tcf4E konservierte Rekrutierung von CtBP bedeutsam ist.

Insgesamt war die Analyse in Drosophila dadurch erschwert, dass die Pangolin
Uberexpression und die Pangolin Defizienz phianotypisch nicht unterscheidbar sind
und auch dosisabhdngige Effekte nicht ausgeschlossen werden konnten. Trotzdem
konnten Unterschiede in der Funktion der Xenopus Lef/Tcfs wahrend der

Fliigelentwicklung ermittelt werden.

Da keines der Lef/Tcfs vollstandig fiir Pangolin substituieren konnte, deuten die in
vorliegender Arbeit erbrachten Ergebnisse darauf hin, dass entweder eine
urspriingliche Funktion bei der Aufsplittung der Lef/Tcfs verloren ging, oder dass
Pangolin seit der Abspaltung vom gemeinsamen Vorldufer neue Eigenschaften
angenommen hat, die keines der Wirbeltier Lef/Tcfs iibernehmen kann. Die

Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, zusammen mit den Rekonstitutions-
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experimenten mit chimaren Lef/Pangolin-Konstrukten von Bhambhani und Kollegen
(2014) deuten an, dass eine urspriingliche Funktion des gemeinsamen Vorldufers im
C-Terminus liegt und Regulationen iiber die Cystein-Klammer und das Rekrutieren

von CtBP beinhalten.

Die Gruppierung der Geschwistergruppen Lef/Tcfl und Tcf3/Tcf4 liefd sich mit
funktionalen Experimenten in Drosophila nicht bestétigen. Die funktionale Bedeutung
des C-Terminus und die Ahnlichkeiten der C-Termini (sowie alternativen
Spleifdvarianten) von Tcfl und Tcf4 geben Anlass liber eine Geschwistergruppe
Tcf1/Tcf4 nachzudenken. Dabei bleibt aber die zwischen Tcf3 und Tcf4 konservierte

Bindestelle fiir CtBP unberiticksichtigt.

6.2 Die Analyse des Tcf4 C-Terminus auf seine aktivierenden und

reprimierenden Eigenschaften

6.2.1 Analyse der Cystein-Klammer des Tcf4 E-Tails

Die Cystein-Klammer ist Teil der Invertebraten Tcf (Chang et al., 2008, Bhambhani et
al, 2014), bei den Vertebraten allerdings nur in TcflE und Tcf4E Isoformen
vorhanden (Atcha et al, 2003, Weise et al, 2010). Fiir Xenopus laevis konnte die
Cystein-Klammer einzig in Tcf4E Isoformen identifiziert werden (Vacik et al,, 2011,
Gomarteli, 2012), eine Tcf1 Isoform mit Cystein-Klammer ist bis heute nicht bekannt.
Die Bindung der Cystein-Klammer an DNA-spezifische Helferstellen nahe der WREs
unterstiitzt die Regulierung diverser Wnt-Zielgene (Hecht und Stemmler, 2003, Atcha
et al.,, 2007). Fir die Aktivierung des lef-Promotors konnte gezeigt werden, dass das
zweite und dritte Cystein der Cystein-Klammer unabdingbar sind (Atcha et al., 2007).
Auch fiir die Aktivierung des nkd IntE-Promotors, der aus funktionaler HMG-
Bindestelle mit zusatzlicher Helferstelle besteht, wurde jedes einzelne Cystein
benotigt (Atcha et al,, 2007). In der vorliegenden Arbeit stellte sich heraus, dass die
Aktivierung des siamois-Reporters in Hek293-Zellen ebenfalls durch die Cystein-
Klammer beeinflusst wird. Uberraschenderweise schienen Mutationen in der
Cystein-Klammer insgesamt die Aktivierung des siamois-Reporters zu fordern was
dafiir spricht, dass die Cystein-Klammer in Tcf4E einen hemmenden Einfluss auf den

siamois-Promotor ausubt. Dies lasst sich am einfachsten dadurch erklaren, dass uber
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die Cystein-Klammer die Bindung von Tcf4 an die WREs des siamois-Reporters
verstarkt wird und damit die Repression durch die CRD und den restlichen
C-Terminus von Tcf4E dominiert. In der Ko-Transfektion mit Tcf1 scheint es so, als ob
Tcfl durch Tcf4 vom siamois-Reporter verdrangt wird. Diese Verdrangung ist dann
weniger effizient, wenn durch den Austausch zweier Cysteine in der Cystein-Klammer
die Bindung an die Helferstellen unterbleibt. Dabei ist ein Austausch selbst der
endogenen Lef/Tcfs auf Wnt-regulierten Genen nicht ungew6hnlich und wurde
beispielsweise bei der Regulation des ventZ-Promotors detailliert beschrieben
(Hikasa und Sokol, 2011). Bei diesem Promotor wird der Austausch von Tcf3 zu Tcf1
durch (-Catenin eingeleitet. Dieses bestimmt, ob der ventZ-Promotor iiber Tcfl
aktiviert oder ob er iliber Tcf3 reprimiert wird (Hikasa und Sokol, 2011). In
kolorektalen Karzinomzellen wird durch den Austausch von Tcf3 durch Tcf4 am myc-
WRE die Expression von Myc induziert (Shah et al,, 2015). Diese Verdrangung liefs
sich in der vorliegenden Arbeit nach der Voraktivierung durch konstitutiv aktives
B-Catenin (S33A) natiirlich nicht beobachten. Hier war in jedem Fall das transfizierte
Tcf4E-Konstrukt im Uberschuss vorhanden und aktivierte somit den siamois-
Reporter. Dies entspricht dem gangigen Model, dass nach Aktivierung und Bindung
an [-Catenin die Zielgenexpression eingeleitet wird (Blauwkamp et al, 2008,
Archbold et al, 2012). Uberraschend war dabei, dass die Tcf4E-Konstrukte mit
Mutationen in der Cystein-Klammer offensichtlich stirker aktivierten als
wildtypisches Tcf4E oder sogar das mit mutierter CtBP-Bindestelle. Damit scheint die
Cystein-Klammer in nicht stimulierten Zellen die siamois-Repression zu fordern, in
mit [3-Catenin transfizierten Zellen dagegen die Aktivierung zu hemmen. Dabei sollten
diese subtilen Anderungen in der Promotoraktivitit aber nicht {iberinterpretiert
werden, zumal im Achsenduplikationsassay kein Effekt der Cystein-Klammer mehr zu
erkennen war (Abb.: 5.14). Dies konnte daran liegen, dass die Mutation zweier
Cysteine fiir das endogene System nicht ausreicht, um eine Bindung an die notigen
Helferstellen zu verhindern. Eine schwache Bindung ermdéglicht es allerdings anderen
Transkriptionsfaktoren mutiertes Tcf4 leichter vom Promotor zu verdrdngen. So
konnte hier Tcfl Tcf4 leichter am Promotor ersetzen. Weiterhin wird die Induktion
einer sekundiren Korperachse nicht ausschliefllich von Tcfl und Tcf4 iiber den

siamois-Promotor reguliert (Liu et al., 2005). Weitere Transkriptionsfaktoren binden
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an andere responsive Elemente und nehmen dadurch Einfluss auf die Ausbildung der
Korperachse. So zum Beispiel auch der Transkriptionsfaktor VegT (Li et al.,, 2015).
Flir ihn wurde erst kiirzlich gezeigt, dass er an den siamois-Promotor bindet. Diese
Bindung besteht an anderen Konsensusstellen, als die WREs, die fiir den Wnt-
Signalweg spezifisch sind. Zusatzlich wurde gezeigt, dass VegT synergistisch mit Tcf1
die Aktivierung des siamois-Promotors induziert (Li et al.,, 2015). Die Interaktion mit
anderen Proteinen schliefst auch Ko-Repressoren wie Groucho mit ein (Costa et al,,
2013). Diese Interaktionen konnen in der Entwicklung einer sekundadren Kérperachse
effektiver und starker sein, als die Interaktion der Cystein-Klammer mit etwaigen
responsiven Elementen.

Letztendlich scheint es so, als ob das Umfeld dariiber entscheidet, wann die Cystein-
Klammer auf die Wirkung von Tcf4 Einfluss nimmt und wann sie eher gering beteiligt
ist. So ist in Hek293-Zellen bei der Aktivierung des siamois-Reporters die Cystein-
Klammer von Bedeutung, wohingegen sie in vivo bei der Achsenduplikation keine
auffallende Rolle inne hat. Dies steht in scharfem Kontrast zu publizierten Daten.
Vacik und Kollegen (2011) zeigten, dass E-Tail Varianten von Tcf4, selbst Varianten,
denen die N-terminale 3-Catenin Bindestelle fehlt, nach ventraler Injektion sekundare
Korperachsen hervorrufen. Dies konnte hier nicht bestitigt werden. Im Gegenteil,
Tcf4E wirkt der Bildung sekundarer Kérperachsen offensichtlich entgegen. Die diirre
Datenlage der Publikation von Vacik und Kollegen (2011), die Anzahl injizierter
Embryonen im Achsenduplikationsassay war kleiner 10, verglichen mit den hier
durchgefiihrten Experimenten und den nicht in die vorliegende Arbeit eingeflossenen
Einzelinjektionen lassen nur den Schluss zu, dass zumindest auf der ventralen Seite,
zur Induktion ektopischer Korperachsen die Cystein-Klammer im Tcf4 E-Tail vollig
irrelevant ist. Stattdessen wurde in der vorliegenden Arbeit der reprimierende

Einfluss des CtBP mit Mutationen im CtBP-Bindemotiv vollauf bestatigt.

6.2.2 Tcf4E und das C-terminale Bindeprotein

Das C-terminale Bindeprotein ist nach neueren Studien dhnlich bifunktional wie Tcf4
oder die urspriinglichen Tcfs. Es agiert als Repressor und als Aktivator (Fang et al,,
2006, Bhambhani et al., 2011). Die funktionalen Eigenschaften von CtBP werden zu
dem durch deren Moglichkeit zur Dimerisierung variiert. So konnte gezeigt werden,

dass Dimere tendenziell reprimieren, wogegen Monomere eher aktivierende
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Eigenschaften aufweisen (Bhambhani et al, 2011). Fir den kanonischen Wnt-
Signalweg wird CtBP gemeinhin als Repressor anerkannt. Die Frage, wie diese
Repression eintritt ist allerdings umstritten. Eine Hypothese geht davon aus, dass
CtBP gemeinsam mit dem Tumorsuppressor APC den Export und Abbau von
B-Catenin aus dem Nukleus foérdert. Dies resultiert in weniger nuklearem -Catenin
und somit in einer schwacheren Aktivierung des Wnt-Signalwegs (Hamada und Bienz,
2004, Sierra et al,, 2006). Eine andere Hypothese geht von einer direkten Interaktion
des CtBPs mit Tcf3 und Tcf4 aus, da ausschlief}lich diese beiden Vertebraten Tcfs das
CtBP spezifische Bindemotiv PLSL im C-Terminus beinhalten (Schaeper et al., 1995,
Brannon et al,, 1999, Kumar et al.,, 2002, Hecht und Stemmler, 2003). Eine direkte
Interaktion von CtBP mit Tcf3 oder Tcf4 konnte in vivo lange nicht nachgewiesen
werden. Fiir XTcf3 und XCtBP wurde allerdings ex vivo die Interaktion im Hefe-2-
Hybridsystem und im GST-Pulldown bewiesen (Brannon et al, 1999). In der
vorliegenden Arbeit war XCtBP2 der Faktor, der im Hefe-2-Hybridsystem prominent
mit dem E-Tail von Tcf4 interagierte. Die physische Interaktion von Tcf4 mit CtBP1
konnte zwischenzeitlich durch Ko-Immunoprazipitation aus Zellkernextrakten von
HCT-166-Zellen weiter verifiziert werden (Patel et al, 2014). In der vorliegenden
Arbeit wurde gezeigt, dass der Aminosdureaustausch in nur einer der beiden CtBP
Bindestellen keinen Einfluss auf die siamois-Reporteraktivitat ausiibt (Abb.: 5.13).
Moglicherweise reicht fiir die Repression des siamois-Reporters in transfizierten
Hek293-Zellen ein einziges funktionales Bindemotiv aus, um weiterhin wildtypisch zu
agieren. Dies wire insofern wenig iiberraschend, da viele Proteine nur ein CtBP
Bindemotiv enthalten (Snow et al., 2010, Cohen et al, 2013, Liu et al, 2013). Der
reprimierende  Einfluss des  CtBP-Bindemotivs = wurde allerdings im
Achsenduplikationsassay offensichtlich. Wahrend wildtypisches Tcf4 die Anzahl
sekundadrer Achsen deutlich senkte, reduzierte mutiertes Tcf4 die Anzahl weniger
drastisch (Abb.: 5.14). Es lasst sich dariiber spekulieren, dass allein durch die Anzahl
an gebundenen CtBPs die repressorischen Eigenschaften des Tcf4/CtBP-Komplexes
erh6ht werden und in diesem System die Bindung eines einzigen CtBPs nicht
ausreicht, um weiterhin wildtypisch agieren zu kénnen. Als Folge des Verlustes eines

Bindemotivs in Tcf4 kann es zu keiner Anhdufung von CtBP am Tcf4 und dadurch zu
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weniger Dimerisierungen kommen. Letztendlich konnte deshalb eine strikte
Repression nicht mehr eingehalten werden.

Aus einem anderen Grund war die schwache Unterdriickung der Tcfl-induzierten
Doppelachsen durch das mutierte Tcf4E (1. ALSA)-Konstrukt voéllig iiberraschend.
Denn sowohl von Tcf3C als auch von Tcf4A und Tcf4C, also alles Tcf3/4 Varianten
ohne CtBP Bindestelle (und ohne Cystein-Klammer) wurde gezeigt, dass sie effizient
Lef-induzierte Doppelachsen zu verhindern vermoégen (Brannon et al., 1999, Gradl et
al, 2002). Ein Erklarungsansatz konnte sein, dass die Interaktion mit dem Ko-
Repressor CtBP sowie Tcf3/Tcf4 gemeinsam mit Groucho/TLE fir die strikte
Unterdriickung sekundarer Doppelachsen essentiell ist. Deletionskonstrukte von
Tcf3, denen zum einen die Bindestelle fiir Groucho/TLE fehlte und zum anderen der
C-Terminus und damit die entsprechenden Bindestellen fiir CtBP, vermochten
trotzdem noch effizient Doppelachsen zu unterdriicken. Erst die Deletion der
Groucho/TLE Bindestelle und des C-Terminus fiihrte zur Inhibition der
Doppelachsen-Repression (Brannon et al., 1999, Gradl et al, 2002). Auch in der
vorliegenden Arbeit reichte die alleinige Mutation des CtBP-Bindemotivs nicht aus,
um die Unterdriickung vollstindig zu revidieren. Es kann allerdings nur dariiber
spekuliert werden, inwieweit dabei die Mutation in nur einer der beiden CtBP
Bindemotiven oder die Interaktion mit Groucho eine Rolle spielen. Auch die beiden
Tcf4 Isoformen weisen Bindestellen fiir Groucho/TLE auf, bei Tcf4A sind sogar
zusatzliche inhibierende DNA-Sequenzen enthalten, die die reprimierenden

Eigenschaften verstarken (Pukrop et al., 2001).

Vergleicht man nun die beiden Motive Cystein-Klammer und CtBP-Bindemotiv, die
sich gemeinsam auf ein und demselben Protein befinden, so konnen beide sowohl
aktivierende als auch reprimierende Eigenschaften aufweisen. Alleine die in
vorliegender Arbeit durchgefiihrten Versuche weisen darauf hin, dass die Funktion
der Motive stark auf den jeweiligen Kontext bezogen ist. So scheint die Cystein-
Klammer aktivierend auf den siamois-Promotor zu wirken und funktional irrelevant
bei der Unterdriickung sekunddrer Koérperachsen zu sein. Die Bindung von CtBP
dagegen ist nicht relevant bei der Aktivierung des siamois-Reporters in Hek293-
Zellen, dafiir aber bei der Reprimierung sekundarer Koérperachsen. Die Wirkung der

beiden Domadnen ist also, wie die der CRD-Dominen, stark kontext-abhingig
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(Phippen et al., 2000, Liu et al,, 2005). Inwiefern beide Domanen gemeinsam die
Zielgenregulation beeinflussen, konnte mit einem zusatzlichen Konstrukt ermittelt
werden, bei dem sowohl die Mutationen der Cystein-Klammer als auch die der CtBP
Bindestelle vorhanden sind. Rekonstitutionsexperimente in Tcf4 Morphanten mit den
jeweiligen E-Tail-Konstrukten koénnten dartiber aufklaren, welches Motiv fiir die
Regulation diverser Zielgene relevant ist und wann keines der beiden Motive Einfluss

auf die Zielgenregulation auslibt.
6.3 Identifizierung neuer Lef/Tcf Interaktionspartner

Die kontext-abhangigen Domédnen (CRD) der vier Xenopus Lef/Tcfs wurden als Bait
im Hefe-2-Hybridsystem eingesetzt. Als cDNA Bibliothek diente eine in der
vorliegenden Arbeit synthetisierte mesodermale cDNA aus Xenopus animalen
Kappen, welche in humanem Aktivin kultiviert wurden. Die cDNA Bibliothek
entsprach den Standardangaben einer guten ¢DNA Bank nach der
Bedienungsanleitung des CloneMiner™Il cDNA Library Construction Kits
(InvitrogenTM, Life Technologies GmbH, Carlsbad, USA). Uberraschenderweise lief3en
sich nach stringenter Analyse der moglichen Interaktionspartner nur zwei Klone im
Hefe-2-Hybridsystem verifizieren. Ein moglicher Grund fiir die geringe Ausbeute
konnte sein, dass die CRD-Domiane keine hinreichende, stabile raumliche
Konfiguration einnimmt, die es erlaubt mit anderen Proteinen stabil zu interagieren.
Tatsdachlich wurde durch Zirkulardichroismus Spektroskopie und Analysen nach
proteolytischem Verdau gezeigt, dass ungebundene Lef/Tcfs grofdtenteils ungefaltet
vorliegen. Erst durch die Bindung an die DNA bilden sie ihre funktionale Struktur aus
(Arce et al,, 2006). Dies macht sie anfallig fiir schwache, unspezifische Bindungen. Fiir
die [3-Catenin Bindedomane ist bekannt, dass bei der Bindung an (-Catenin eine
Konformationsanderung auftritt. So bildet sie mit Beginn der Interaktion eine a-Helix
aus, die dann mit 3-Catenin interagiert und tiber Glutamin zusatzliche Salzbriicken
ausbildet (Graham et al.,, 2000, Graham et al., 2001). Auch die HMG Box dndert ihre
Struktur wahrend der Bindung an die DNA. So konnte zum Beispiel fiir Lef gezeigt
werden, dass das Protein vor der DNA-Bindung nicht komplett unstrukturiert
vorliegt, es die funktionale Struktur aber erst erlangt, wenn es an die DNA bindet

(Love et al,, 2004). Eine Struktur in der kontext-abhdngigen Domane ist soweit noch
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nicht beschrieben worden. Strukturvorhersagen tliber die CRD geben keine Hinweise
fiir B-Faltblatter und a-Helices (personliche Mitteilung G. Stier, EMBL Heidelberg). Es
scheint so, als geben die hoch konservierten Doménen, die BCBD und die HMG-Box,
den Lef/Tcfs ihre Struktur. Eine Interaktion mit einem ungefalteten Protein ist
schwer moglich. Ein spezifischer Interaktionspartner, der innerhalb der CRD bindet,
kann das nur, wenn das komplette Protein bereits mit (-Catenin oder der DNA
interagiert hat. Da aber einzig die CRD als Bait diente, wurde so die Moglichkeit, eine
Vielzahl an Interaktionspartner zu finden unterbunden. Als Methode der Wahl,
trotzdem neue Bindeproteine zu identifizieren bieten sich Tandem-
Affinitatschromatographische  Aufreinigungen mit anschliefender massen-

spektrometrischer Analyse an.

6.3.1 Die Dynein leichte Kette 2 als Interaktionspartner von Tcf1 und
Modulator des kanonischen Wnt-Signalweges

Die Dynein leichte Kette 2, im Folgenden mit DYNLL2 bezeichnet, trat als eindeutiger
Interaktionspartner von Tcfl aus der Hefe-2-Hybrid Analyse auf. DYNLL2 ist unter
anderem Teil des cytoplasmatischen Dynein-Komplexes und damit Teil eines
Transportkomplexes, der Richtung Minus-Ende des Mikrotubulus wandert
(Akhmanova und Hammer , 2010, Hirokawa et al., 2010). Dynein-Komplexe werden
in zwei Gruppen unterteilt, die axonemalen Dynein-Komplexe und die
cytoplasmatischen Dynein-Komplexe (H66k und Vallee, 2006). Multimere Dynein-
Komplexe bestehen aus schweren, mittel schweren, leicht schweren und leichten
Untereinheiten (Vallee et al.,, 2004). Nichts davon spricht fiir die Interaktion mit
einem Transkriptionsfaktor im Zellkern. Allerdings wurden durch das Hefe-2-
Hybridsystem schon viele unerwartete Interaktionspartner nachgewiesen, deren
Rollen im Wnt-Signalweg mittlerweile etabliert sind. Unter diesen Proteinen ist zum
Beispiel Hic-5 (Hydrogen peroxide-induced clone-5), dessen Bindung an das
alternativ gespleifste Exon4 zu einer Zielgenreprimierung fiihrt (Ghogomu et al,
2006). Uberraschend war sicher auch die Entdeckung, dass die beiden ATPasen
Pontin und Reptin an (-Catenin binden und somit den kanonischen Wnt-Signalweg
negativ beeinflussen (Bauer et al.,, 1998, Bauer et al., 2000). Sowohl die Analyse des
Hefe-2-Hybridsystems als auch der Proximity Ligation Assay bestiatigen DYNLLZ2 als

Interaktionspartner von Tcfl. Eine Voraussetzung fiir die Interaktion mit dem
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nukledren Tcfl ist allerdings, dass DYNLL2 auch im Zellkern lokalisiert ist. Dass
DYNLLZ2 nicht ausschliefilich im Cytosol vorhanden ist, konnte in der vorliegenden
Arbeit gezeigt werden. Zum einen =zeigte die Immunfirbung deutlich, dass
transfiziertes DYNLL2Z homogen iiber die gesamte Zelle exprimiert wird. Zum
anderen war die Interaktion mit Tcfl im Proximity Ligation Assay ausschliefdlich auf
den Nukleus begrenzt. Auch andere Arbeitsgruppen konnten DYNLLZ sowohl im
Zellkern, als auch im Cytosol detektieren (Crépieux et al., 1997, Herzig et al., 2000,
Kaiser et al., 2003).

Die auf den ersten Blick tiberraschende Interaktion von Tcfl und DYNLL2 erscheint
weniger liberraschend, wenn man bedenkt, dass auch andere Transkriptionsfaktoren
mit der Dynein leichten Kette 2 interagieren. NRF-1 (nuclear respiratory factor-1)
und sein Drosophila Homolog EWG (erect wing gene) sind zwei davon (Herzig et al.,
2000). Sie sind in Mitochondrien lokalisiert und beeinflussen dort die Aktivitat und
Regulation der Atmungskette (Herzig et al.,, 2000). Der TRPS1 Transkriptionsfaktor
bindet an die GATA Konsensussequenz und unterdriickt damit die Expression GATA-
regulierter Zielgene. Seine Interaktion mit DYNLL2 wurde ebenfalls durch das Hefe-2-
Hybdrisystem entdeckt und durch Ko-Immunoprazipitation in COS-1-Zellen bestéatigt.
Dort iibt DYNLL2 eine aktivierende Funktion auf einen TRPS1-regulierten Promotor
aus, was in diesem Fall bedeutet, dass es die Hemmung durch TRPS1 dosisabhangig
unterdriickt (Kaiser et al., 2003). Die Funktionen von DYNLL2Z sind also nicht
ausschliefdlich auf den retrograden Transport von Vesikeln beschrankt. Hierfiir
spricht auch, dass DYNLL2 mit einem Mitglied der Bcl2 Familie interagiert, um Bim in
seiner proapoptotischen Aktivitit zu regulieren (Puthalakath et al, 1999). In der
vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass DYNLL2 die Aktivitdt des flir den
kanonischen Wnt-Weg spezifischen SuperTOPFlash-Reporters positiv beeinflussen
kann (Abb.: 5.20 A). Uberraschend daran ist nicht nur, dass nicht ausschliefllich Tcf1
beeinflusst wird, sondern mit Ausnahme von Tcf4 alle Lef/Tcfs und dass DYNLL2
konstant die Funktion des jeweiligen Tcfs unterstiitzt (Abb.: 5.20 C). Fiir $-Catenin,
Lef und Tcfl induziert es eine stiarkere Aktivierung, wogegen Tcf3 in der
Reprimierung unterstiitzt wird. Eine mogliche Erklarung dafiir konnte sein, dass
DYNLL?Z2 als eine Art Geriistprotein funktioniert und somit die Bindung an die WREs

verstarkt, womit es eine hohere Aktivierung/Reprimierung der Reporteraktivitit in
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Abhangigkeit des Lef/Tcfs fordert. Dies wiirde bedeuten, dass DYNLL2 eine dhnliche
Rolle wie Legless/Bcl9 im Wnt-Signalweg einnehmen wiirde (Kramps et al.,, 2002,
Stadeli und Basler, 2005). Fliir TRPS1 wurde gezeigt, dass DYNLL2 die Bindung
zwischen TRPS1 und der GATA Konsensussequenz schwacht (Kaiser et al., 2003). Da
in der vorliegenden Arbeit die Wirkung der Lef/Tcfs durch DYNLL2 zunahm, muss
hier davon ausgegangen werden, dass die Bindung an die DNA nicht geschwacht
sondern verstarkt wurde. Dies wiederum lasst darauf schliefden, dass DYNLL2
abhdngig vom Transkriptionsfaktor und der DNA-Konsensussequenz deren
Bindungsstarke beeinflussen kann. Inwiefern DYNLL2 tatsdchlich mit der DNA
interagiert und an welche DNA-Sequenzen es bindet, koénnte durch DNase
Footprinting Assays ermittelt werden. Zur weiteren Bestitigung dienen dann
Chromatin-Immunopréazipitationen oder Electrophoretic Mobility Shift Assays

(EMSA).

Obwohl fir die Lef/Tcfs soweit einzig die Bindung an Tcfl bestatigt wurde, kann
nicht komplett ausgeschlossen werden, dass die anderen Lef/Tcfs nicht auch mit der
Dynein leichten Kette 2 interagieren. Auf Grund der konformationslosen CRD-
Domanen, also keine [3-Faltblatter oder a-Helices, konnte eine Bindung der anderen
Lef/Tcfs einzig nicht stark genug gewesen sein, um samtliche Promotoren des Hefe-2-
Hybridsystems zu aktivieren. In weiteren Untersuchungen sollte die mogliche
Spezifitit von DYNLL2 und Tcfl im Vergleich zu den anderen Lef/Tcfs genauer
untersucht werden. Da der PLA in diesem Labor zwischenzeitlich etabliert ist, kann
die Interaktion von DYNLLZ mit den anderen drei Lef/Tcfs genauer analysiert

werden.

Spannend bleibt zu untersuchen, inwieweit die nukldren Wnt-Mediatoren die
Funktion der Dynein leichten Kette 2 beeinflussen konnen. Méglicherweise spielen
diese Transkriptionsfaktoren eine Rolle in der Cilienbildung, welche bekanntermafien
der strengen Kontrolle des Wnt-Signalwegs unterliegt (Lancaster et al., 2011). Unter
Umstédnden interagieren die Lef/Tcfs mit dem Dynein-Komplex und sind dadurch mit
am retrograden Transport beteiligt. Da die allgemeinen Abldaufe des retrograden
Transports oder der Cilienbildung bereits bekannt sind, werden die Lef/Tcfs darauf

eher eine modulierende denn eine essentielle Funktion ausiiben. Fir weitere
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Untersuchungen der funktionalen Bedeutung der Interaktion von DYNLLZ mit den
Lef/Tcfs wahrend der frithen Embryonalentwicklung stehen nun Morpholino- und
Rekonstitutionsexperimente in Xenopus Embryonen an. Auch kénnte der Einfluss von
DYNLLZ im Doppelachsen Assay und somit in mesodermalem Gewebe nidher
untersucht werden. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit weisen darauf hin, dass
es sich lohnen konnte, den Einfluss von DYNLL2 auf die nukledren Effektoren des

Wnt-Signalwegs genauer zu untersuchen.

6.3.2 Die Phospholipid Scramblase 1 als Modulator des kanonischen Wnt-
Signalwegs

Ahnlich iiberraschend wie die Entdeckung von DYNLL?2 als Interaktionspartner von
Tcfl war die Entdeckung der Phospholipid Scramblase 1 als Interaktionspartner von
Tcf4C. Die urspriinglich beschriebenen Funktionen der Phospholipid Scramblasen in
der Regulation der Apoptose, der Blutgerinnung und der allgemeinen Umverteilung
von Phospholipiden in der Plasmamembran (Schroit und Zwaal, 1991, Williamson et
al, 1995, Yu et al, 2003) wurden in der Zwischenzeit erganzt. Heute gelten die
Scramblasen auch als Signalmolekiile (Bevers und Williamson, 2010). So kann die
Phospholipid Scramblase 1 an den Promotor des Inositol-1, 4, 5-triphosphat-
Rezeptor Typ2 (IP3R2) binden und dessen Expression induzieren (Zhou et al., 2005).
Der genaue Mechanismus der dahinter steckt ist allerdings noch nicht geklart. In
Verbindung mit Angiogenin, das ebenfalls an PLSCR1 bindet, konnte gezeigt werden,
dass PLSCR1 positiv auf die Regulation der rRNA Synthese wirkt, dies allerdings nur
in Verbindung mit Angiogenin, was fiir PLSCR1 als Ko-Aktivator spricht (Zhu et al.,
2013). Somit kann PLSCR1 an Promotorsequenzen auf der DNA binden, wie es bei
[P3R2 der Fall ist und in der Interaktion mit Angiogenin die rRNA Expression
erhéhen. Eine Uberschneidung mit Tcf4 liegt insofern vor, als die Expression beider
Proteine, Phospholipid Scramblase 1 und Tcf4, in myeloiden Leukdmiezellen stark
erhoht vorliegt (Yokoyama et al, 2004, Sadras et al., 2014). In der vorliegenden
Arbeit konnte weder die Lokalisation der PLSCR1 in der Ganzkeimfarbung, noch die
subzelluldre Lokalisation in der Immunfarbung in transfizierten HeLa-Zellen
detektiert werden. Es konnte allerdings gezeigt werden, dass die Phospholipid
Scramblase 1 die Aktivitat des SuperTOPFlash-Reporters signifikant reprimiert und

so im kanonischen Wnt-Signalweg mitwirkt. Da die Interaktion von PLSCR1 mit Tcf4
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oder einem anderen Lef/Tcf noch nicht in einem anderen unabhdngigen System
verifiziert wurde, ist es schwer zu sagen, inwiefern die PLSCR1 tatsdchlich die
nukledren Mediatoren des Wnt-Signalwegs beeinflusst. Moglicherweise bindet
PLSCR1 direkt an Wnt-spezifische Konsensussequenzen und rekrutiert weitere
Faktoren um die Zielgenaktivierung/ -reprimierung zu regulieren. Somit wiirde eine
Kompetition um die DNA-Bindungsstelle zwischen den Lef/Tcfs und PLSCR1

entstehen. Eine direkte Interaktion scheint dafiir nicht notwendig zu sein.

Um weitere Untersuchungen iliber die Phospholipid Scramblase 1 durchzufiihren,
sollte unbedingt erst die Interaktion mit Tcf4 und/oder einem der anderen Lef/Tcfs
bestatigt werden. Dies konnte erneut durch den Proximity Ligation Assay verifiziert
werden, oder durch Ko-Immunoprazipitationen. Auch funktionale Analysen in
Xenopus sollten solange zurlickgestellt werden, bis die physische Interaktion

zwischen einem der Lef/Tcfs und PLSCR1 verifiziert wurde.
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8.1 Liste der verwendeten Abkiirzungen

(v/v) Volumen/Volumen Verhaltnis

(w/v) Gewichts/Volumen Verhaltnis

A. bidest. bidestilliertes Wasser

att Attachement sites, Attenuierungsstellen

APC Adenomatous Polyposis Coli

AS Aminosaure

BCBD B-Catenin Bindedoméane

Bcl9 B-cell lymphoma 9

CaMKII Calcium-abhédngige Calmodulin Kinase II

CBP/p300 CREB binding protein/E1A-Binding protein 300 kDa

Cirp Cold inducible RNA binding protein

CK Casein Kinase

CRD Context-dependent regulatory domain, kontext-abhangige
regulatorische Doméne

CtBP C-terminal binding protein, C-terminales Bindeprotein

Coop Co-Repressor of Pangolin

dll Distalless

dTcf Drosophila melanogaster Tcf

DYNLL2 Dynein leichte Kette 8 Typ 2

Dvl Dishevelled

eGFP Enhanced green fluorescent protein, intensiv griin fluoreszierendes
Protein

FCS Fetal Calf Serum, Fotales Kalberserum

GSK3p Glykogen Synthase Kinase 3f3

Hic-5 Hydrogen peroxide-induced clone 5

HIPK Homeodomain interacting protein kinase

HMG High Mobility Group Box

[HF Integration Host Factor aus E. coli

cJUNK c-Jun N-terminale Kinase

Lef Lymphoid enhancer binding factor 1

LRP Low Density Lipoprotein Receptor Related Protein

Pan Pangolin

PanRNAi Pangolin RNA Interferenz

PCP Planar Cell Polarity, Planare Zellpolaritat

PLA Proximity Ligation Assay

PLSCR1 Phospholipid Scramblase 1

Pop-1 Posterior pharynx defect-1 (Caenorhabditis elegans Tcf)

Tcf T-cell factor, T-Zell Faktor
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TLE Transducin Like Enhancer of split

UAS Upstream activating sequence

Wnt Wingless/Int-related-1

Wg Wingless

WRE Wnt-responsives Element

8.2 Aminosauresequenz der fiir das Hefe-2-Hybridsystem verwendeten
Baits

Tcf4 E-Tail (AS: 434-634)

QQGEANEHSECYLNPCLSLPPITDLSAPKKCRARFGIDQQNNWCGPCRRKKKCIRYIQGEGS
CVSPPSSDGSLLDSPPSSPAMPDSPISDSKPQTEQTQPLSLTLKPDPLTRICGTHSPLAESPVR
RPNTLAAAICHNGAELSHPHNSLPSSLHSSLHSSLHSSLPYSLSLTQPSTSFLPSHRSLVATQL
QPLSLVTKPLE

Lef CRD (AS: 67-260)

PSSNSHEISRRRLDSYHEKSREHPEDAGKHPDGGLYSKGPSYTGYPSYIMMPNMNNEPYMS

NGSLSPPIPRTSNKVPVVQPSHAVHPLTPLITYSDEHFAPGVHPSHIPSDINTKQGMHRHPQ

APDLPTFYPMSPGSVGQMTPPLGWYPHHMVSGPPGPHATGIPHPAIVNPQVKQEHSHNDH
DLMHMKPHHEQ

Tcf1 CRD (AS: 55 - 239)

SHPRVPETHPEAIRRAQDVQLVYQDKFSAHMEDGIKHQDEGMYKGSGYPGYPFLMLSDPYL
SNGSVSALSNKVPVVQPSHGVHPLIPYNSESFSHGSHSPHLPVDLNQKQGVHRPSQTPDVPT
FYPLPSGGVGQISPSMGWFPHPLMLSPSMHTTGIPHPAIIPHSGNKDMDIYERNMKQHSEP

Tcf3 CRD (AS: 54 - 314)

HSSDSDSEVERRPPPRETFEKPRDYLSEAFRRQQDAAFFKGPPYAGYPFLMIPDLGGHYLPN
GALSPSARAYLQMKWPLLDSPSTAGLKDARSPSPAHLSNKVPVVQHPHHMHPLTPLITYSN
EHFSPGTPPGHLSPEIDPKTGIPRPPHPSELSPYYPLSPGAVGQIPHPLGWLVPQQGQPMYSI
PPGGFRHPYPALAMNASMSSLVSSRFSPHMVPPPHHSLHTSGIPHPAIVSPIVKQEPSSGNIS
PNLSTKSNVVV

Tcf4 CRD (AS: 55 - 339)

PHSSSDSETERRPPPRPESFRDKSRDSLEDAAKRPDGGLFKGPTYGGYPFIMIPDLSSPYLPN
GSLSPTARQCVNVPLDLHLASCCSPFMQYLQMKWPLLDVQAGSLQGRQGMKDTRSPSPAH
IVSNKVPVVQHPHHVHPLTPLITYSNEHFTPGNPPPHLQADVDPKTGIPRPPHPPDISPYYP
LSPGAVGQIPHPLGWLVPQQGQPVYPITTGGFRHPYPTALTVNASMSSFLSSRFPPHMVPP
HHSLHTTGIPHPAIVNPTVKQESSQSDMGSLHSSKHQDS
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