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rpm rounds per minute

RT Reverse Transkriptase

RT-PCR real time-polymerase chain reaction

Ryk related to receptor tyrosine kinase-receptor

SDS sodium dodecyl sulfate (Natriumlaurylsulfat)

sFRP secreted frizzled-related protein

siRNA small interfering Ribonukleinsdure

SMO Smoothened

SOC super optimal broth with catabolite repression

SOST Sclerostin

Src Akronym aus sarcoma und cellular

TAE Tris-Acetat-EDTA

TBST tris buffered saline with Tween-20)

TCF T-cell factor protein

TEMED Tetramethylethylendiamin

TLE transducin-like enhancer of split

Tm Schmelztemperatur
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Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan

TSS transcriptional start site

U Unit(s)

UPL universal probe library

Wg Wingless

WIF Whnt-inhibierender Faktor

Wnt Akronym aus Wingless und Int-1
WRE wnt responsive element

ZF5 Zinkfingerprotein 5
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A Zusammenfassung

Der in der Evolution hochkonservierte Wnt-Signalweg spielt in der Embryonalentwicklung,
der Stammzellbiologie sowie in der Entstehung von Tumoren eine tragende Rolle. Es werden
dabei verschiedene Arten der Wnt-vermittelten Signaliibertragung unterschieden: Einerseits
der sogenannte kanonische, iiber B-Catenin vermittelte Wnt-Signalweg und andererseits der
Wnt/Ca®'- sowie der planar cell polarity (PCP)-like-Weg, die beide die Signaltransduktion

unabhingig von B-Catenin iibermitteln.

Bislang sind die Mechanismen des Wnt/B-Catenin-Signalweges nur teilweise aufgeklirt, wo-
bei insbesondere das Zusammenspiel von Wnts, Frizzleds und deren Korezeptoren auf funkti-

oneller und struktureller Ebene bis heute nur rudimentar beschrieben wurden.

In unserer Arbeitsgruppe konnte in vorangegangenen Arbeiten gezeigt werden, dass der
Frizzled-8-Rezeptor (Fzd8) in HT1080-Fibrosarkomzellen im Verhéltnis zu den {ibrigen Fzds
sehr stark exprimiert wird und seine erhdhte Expression mit einer Aktivierung des Wnt/B-
Catenin-Signalweges sowie mit einer erhohten Invasivitit und Proliferation assoziiert ist (Lei-
tenstern et al., miindliche Mitteilung). Ferner wurde gezeigt, dass die Expression von FzdS8
durch Wnt3a bzw. den kanonischen Wnt-Signalweg negativ reguliert wird (Karow 2008;
Kolben, Perobner et al. 2012).

Vor diesem Hintergrund sollte nun im Rahmen dieser Arbeit mit Hilfe von Reportergenexpe-
rimenten die transkriptionelle Regulation von Fzd8 im Detail untersucht werden. Hierzu wur-
den die Fzd8-Promotorregion und verschiedene 5’- und 3’-terminale Verkiirzungsvarianten in
den Vektor pGLuc-Basic kloniert, der eine Quantifizierung der Promotoraktivitit mittels des
Reporterproteins Gaussia Luciferase erlaubt. Der Fzd8-Promotor konnte durch dieses Verfah-
ren in aktivierende und repressive Elemente unterteilt werden, wobei auch ein putatives En-

hancer-Element identifiziert werden konnte.

Unter Wnt3a-Stimulation zeigten alle untersuchten Promotorkonstrukte eine verringerte Re-
porterproteinaktivitét, was auf eine negative Regulation von Fzd8 durch Wnt3a hinweist.

Interessanterweise aber fiihrten Manipulationen am Wnt/B-Catenin-Signalweg weiter
downstream zu entgegengesetzten Ergebnissen. So fiihrte ein APC-Knockdown, der mit einer

starken Aktivititszunahme des Wnt/B-Catenin-Signalweges einhergeht, zu einer Zunahme der
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Fzd8-Promotoraktivitit. Im Gegensatz hierzu ging ein Knockdown von B-Catenin, der einer
Inhibierung des Wnt/B-Catenin-Signalweges gleichkommt, mit einer verminderten FzdS8-
Promotoraktivitit einher. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Wnt3a-vermittelte Re-
pression von Fzd8 auch unabhingig vom kanonischen Wnt/B-Catenin-Signalweg erfolgen

konnte.

Des Weiteren wurde die Fzd8-Promotorregion einer in silico-Analyse mit der Software Ma-
tInspector unterzogen, um mogliche Transkriptionsfaktoren zu identifizieren, die fiir die
Fzd8-Regulation mafBgeblich sein konnten. Dabei zeigte sich, dass der Transkriptionsfaktor
ZF5, der sowohl aktivierend als auch reprimierend an verschiedenen Promotoren wirken
kann, aufgrund des Verteilungsmusters seiner Bindungsstellen am Fzd8-Promotor als mogli-
cher Regulator fungieren konnte. ZF5 konnte dabei als putativ positives Wnt/B-Catenin-
Zielgen charakterisiert werden. Es konnte ferner gezeigt werden, dass Fzd8 indirekt iiber ZF5
durch den Wnt/B-Catenin-Signalweg induziert werden kann. Da ZF5 wie auch Fzd8 in
HT1080-Fibrosarkomzellen stark exprimiert wird und die ZF5-Uberexpression mit einer Zu-
nahme des Wnt/B-Catenin-Signals einhergeht, konnte hier ein positiver feedback loop vorlie-
gen. Somit konnte diese Amplifikation des Wnt/B-Catenin-Signals von malBgeblicher Bedeu-

tung flir die verstirkte Proliferation und Invasivitit von mesodermalen Tumoren sein.
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B Einleitung

B.1 Geschichte und Bedeutung der Wnt-Signalwege

Durch Wnt-Signalwege werden eine Vielzahl verschiedener Phdnomene in Vertebraten ge-
steuert. Physiologisches Wnt-Signaling spielt in der Embyonalentwicklung, in der Selbster-
neuerung von Stammzellen, in der Gewebshomdostase und auch in der Zelldifferenzierung in
erwachsenen Lebewesen eine wichtige Rolle. Diese Erkenntnisse lassen bereits darauf schlie-
Ben, dass aberrantes Wnt-Signaling zu verschiedenen schweren malignen oder degenerativen
Krankheiten fiihren kann. Als Beispiele seien hier die familidre Polyposis Coli (FAP), verur-
sacht durch eine Mutation im APC-Gen (Kinzler, Nilbert et al. 1991) oder das metabolische
Syndrom mit einer schweren Osteoporose aufgrund einer LRP6-Mutation (Mani,
Radhakrishnan et al. 2007) genannt.

Zum ersten mal wurde das Proto-Onkogen Wntl, das urspriinglich Int-1 genannt wurde und
fiir ein zysteinreiches Protein kodiert, im Jahr 1982 beschrieben. Das Gen kann durch Integra-
tion des mouse mammary tumor virus aktiviert werden und wurde mit dem Auftreten von
Brustkrebs in Mdusen assoziiert (Nusse and Varmus 1982). Spéter wurde festgestellt, dass das
Wingless-Gen in der Drosophila homolog zu Int-1 ist (Cabrera, Alonso et al. 1987; Rijsewijk,
Schuermann et al. 1987), weshalb die beiden Namen Wingless und Int-1 in einem Akronym
zusammengefiihrt und fortan von Wntl gesprochen wurde (Nusse, Brown et al. 1991). In ver-
schiedenen Studien in Xenopus und Drosophila konnten nach und nach weitere Elemente des
Wnt-Signalings identifiziert werden (Noordermeer, Klingensmith et al. 1994) und erste Er-
kenntnisse iiber dessen Bedeutung in der Entwicklung von Vertebraten gesammelt werden
(McMahon and Moon 1989). Mittels einer kombinierten Analyse dieser frithen Studien konn-
te sukzessiv der in der Evolution hochkonservierte kanonische Wnt-Signalweg identifiziert
werden (Clevers and Nusse 2012), der seine Effekte iiber f-Catenin und die Familie der 7-cell
factor / lymphoid enhancer-binding factor (TCF/LEF) vermittelt.

Im menschlichen Genom sind 19 verschiedene Wnt-Gene lokalisiert, die fiir 19 entsprechende
Wnt-Proteine kodieren. Schon in phylogenetisch sehr alten Organismen wie Seeanemonen
und SiiBwasserpolypen lassen sich bereits verschiedene Wnts finden (Guder, Philipp et al.
2006). Nicht alle von ihnen wirken allein {iber den kanonischen B-Catenin-abhédngigen Sig-
nalweg. Bisher wurde versucht, die verschiedenen Wnts je nach Signalvermittlung in , kano-
nische® und ,,nicht-kanonische Wnts zu unterteilen. Die ,,kanonischen® Wnts sind iiber die
Akkumulation von B-Catenin (Shimizu, Julius et al. 1997) fdhig, eine ektope Kdrperachse in

Xenopus zu erzeugen (McMahon and Moon 1989) sowie C57MG Brustzellen der Maus in
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Tumorzellen zu transformieren (Wong, Gavin et al. 1994). Den verschiedenen Wnt-
Signalwegen wurden in der bisherigen Literatur meist unterschiedliche Funktionen zugespro-
chen. Der kanonische B-Catenin-abhingige Signalweg, der weiter unten im Detail erklért
wird, ist vor allem fiir die Steuerung von Zelldifferenzierung, Migration, Proliferation und
Invasion verantwortlich (Neth, Ciccarella et al. 2006; Segditsas and Tomlinson 2006). Nicht-
kanonische Wnts sind bei der Initiation des PCP- und des Wnt/Ca>" -Signalweges beteiligt,
wobei diese nicht eindeutig voneinander zu trennen sind.

Der Wnt/PCP-Signalweg (sieche Abbildung B-1) ist vor allem in Xenopus und Drosophila
untersucht worden. Thm kommt eine Bedeutung bei der Steuerung von Zellpolaritit und ge-
richteter Zellmigration zu (Heisenberg, Tada et al. 2000). Hierbei bindet zundchst Wnt an
Frizzled (Fzd), wobei das Signal nicht {iber B-Catenin transduziert, sondern durch das Zu-
sammenspiel von Dishevelled (Dvl), Rho- und Rac-GTPasen sowie der JUN N-terminalen
Kinase (Jnk) vermittelt wird (Habas, Kato et al. 2001; Habas, Dawid et al. 2003).

In manchen Fillen kann durch ein Wnt-Signal auch ein Ca*"-Einstrom induziert werden. Uber
damit assoziierte Signaltransduktionsprozesse konnen sowohl transkriptionelle Effekte durch
Aktivierung von Transkriptionsfaktoren (Dejmek, Satholm et al. 2006) als auch eine Inhibiti-
on des kanonischen Wnt/B-Catenin-Signalweges (Ishitani, Kishida et al. 2003) vermittelt
werden.

Wnts konnen aullerdem an die Rezeptortyrosinkinase Ror2, die eine dhnliche Bindungsdoma-
ne fiir Wnts wie Fzd besitzt (Xu and Nusse 1998), binden. Eine Uberexpression von Ror2
fiihrt dabei zu einer Inhibition des Wnt/B-Catenin-Signals (Mikels and Nusse 2006),; hingegen
vermittelt Ror2 die Wnt5a-abhédngige Aktivierung des Jnk-Signalwegs, iiber den unter ande-
rem die Zellausrichtung wiahrend der Morphogenese von Xenopus gesteuert wird (Unterseher,
Hefele et al. 2004).

Ein weiterer Rezeptor fiir Wnts ist Ryk, ebenfalls eine Rezeptortyrosinkinase, die iiber eine
wnt inhibitory factor (WIF)-Domédne Wnts binden kann (Patthy 2000). Diese Interaktion
scheint vor allem in der neuronalen Entwicklung durch Induktion des Src-Proteins eine Rolle
zu spielen (Zinovyeva, Yamamoto et al. 2008). Es wurde in humanen Zellen gezeigt, dass
sich ein Komplex aus Wnt, Fzd und Ryk ausbilden kann, der zu einer Aktivierung des kano-
nischen Wnt-Signals fiihrt (Lu, Yamamoto et al. 2004). Der Ryk-Rezeptor spielt wiederum
auch im PCP-Signalweg eine tragende Rolle (Macheda, Sun et al. 2012).

Abbildung B-1 gibt einen Uberblick iiber die verschiedenen Modelle der Wnt-Signalwege.
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Abbildung B-1: Ubersicht iiber die verschiedenen Wnt-Signalwege (modifiziert

nach van Amerongen and Nusse 2009).
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A: Schematische Darstellung des kanonischen Wnt/pB-Catenin-Signalweges
B: Transduktion des Wnt-Signals {iber die Rezeptortyrosinkinase Ror2

C: Der Wnt/PCP-Signalweg

D: Transduktion des Wnt-Signals iiber die Rezeptortyrosinkinase Ryk

CKI = Caseinkinase 1, Gsk3b = Gykogensynthasekinase-3-beta, Dvl = Dishevelled, APC = adenomatous

poliposis coli, TCF = T-cell factor, INK = JUN N-terminale Kinase, Src = nicht-Rezeptortyrosinkinase

Sarcoma
Nach neueren Erkenntnissen muss die strikte Unterteilung der Wnts in kanonisch oder nicht-
kanonisch jedoch in Frage gestellt werden. Sie stammt aus einer Zeit vor der Entdeckung der
Fzd-Korezeptoren LRP 5 und 6 und der Wnt-Rezeptoren Ryk und Ror2. Mittlerweile konnte
jedoch vielfach gezeigt werden, dass die Wirkung eines Wnts vielmehr vom jeweiligen Ge-
webe- und Rezeptorkontext abhéngt (van Amerongen and Nusse 2009). Es wurde in diesem
Zusammenhang nachgewiesen, dass zuvor als ,.kanonisch* deklarierte Wnts auch {iber nicht-
B-Catenin-abhingige Wege ihr Signal vermitteln kénnen (Kuhl, Sheldahl et al. 2000) und
umgekehrt, dass ,,nicht-kanonische* Wnts wie zum Beispiel Wnt5a unter Umstdnden auch
iiber B-Catenin-abhdngige Wege wirken konnen (Mikels and Nusse 2006). Diese Ergebnisse
fiihrten zu der Erkenntnis, dass die verschiedenen Wnt-Signalwege nicht ldnger als linear
bzw. parallel zueinander angesehen werden konnen, sondern vielmehr von komplexen cross
talks-zwischen thnen auszugehen ist, was die Wirkung eines bestimmten Wnts je nach Kon-

text sehr unterschiedlich ausfallen lassen kann (van Amerongen and Nusse 2009).
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B.2 Extrazellulire Wnt-Komponenten

B.2.1 Aktivatoren der Wnt-Signalwege: die Wnts

Den 19 Wnt-Proteinen, die in allen Sdugetierearten konserviert sind sind sehr cysteinreich
und weisen in etwa eine Grofle von 40 kDa auf (Tanaka, Kitagawa et al. 2002). Zwischen den
22 konservierten Cysteinen werden Disulfidbriicken ausgebildet, die fiir eine korrekte Faltung
der Proteine verantwortlich sind (Mikels and Nusse 2006). An ihrem N-Terminus befindet
sich ein Signalpeptid, iiber das ihr Transport in das endoplasmatische Retikulum bewerkstel-
ligt wird, wo mehrere posttranslationale Modifikationen wie Glykosylierungen und Lipidmo-
difikationen stattfinden.

Das erste Wnt, das isoliert und charakterisiert werden konnte, war Wnt3a (Willert, Brown et
al. 2003). Tatsdchlich hielt man Wnts wegen ihrer Aminosdurezusammensetzung zunéchst fiir
hydrophile Proteine, allerdings stellte man fest, dass sie durch die Lipidmodifikationen in
threr Wasserloslichkeit erheblich eingeschrankt sind und sie dadurch eine hohe Affinitdt zu
Zellmembranen besitzen (Willert, Brown et al. 2003). Eine dieser Lipidmodifikationen von
Wnt3a ist die Addition von Palmitoylsdure an ein N-terminales Cystein an Position 77, die fiir
dessen Sekretion mafBgeblich ist (Willert, Brown et al. 2003). Dieses Cystein ist auch in den
anderen Wnts konserviert und dessen Palmitoylierung konnte auch an Wntl, Wnt5a und Dro-
sophila Wingless (Wg) gezeigt werden (Zhai, Chaturvedi et al. 2004; Galli, Barnes et al.
2007; Kurayoshi, Yamamoto et al. 2007). Eine zweite Lipidmodifikation konnte an Wnt3a an
Serin 209 in Form einer Palmitinsdure-Addition identifiziert werden (Takada, Satomi et al.
2006). Auch diese Modifikation ist unter den Wnts hochkonserviert.

Mit der Acetyltransferase Porcupine (Porc) konnte in Drosophila zum ersten mal ein Protein
identifiziert werden, das fiir die Lipidmodifikation an Wnts verantwortlich ist (van den
Heuvel, Harryman-Samos et al. 1993; Hofmann 2000). Ein Funktionsverlust von Porcupine
in Drosophila fiihrte zur Akkumulation von Wg im endoplasmatischen Retikulum
(Kadowaki, Wilder et al. 1996).

Eine weitere wichtige posttranslationale Modifikation der Wnts findet in Form von N-
Glykosylierungen statt, was durch Studien unter Einsatz eines Gykosylierungsinhibitors ge-
zeigt wurde (Smolich, McMahon et al. 1993). Allerdings ist bislang nicht klar, ob N-
Glykosylierungen der Wnts fiir deren Sekretion notwendig sind (Mason, Kitajewski et al.
1992; Komekado, Yamamoto et al. 2007; Kurayoshi, Yamamoto et al. 2007). Studien an Wg
und Wnt3a belegen zum Teil, dass Porcupine einen Knotenpunkt zwischen N-Glykosylierung
und Lipidmodifikationen darstellt und sich die beiden Vorginge wechselseitig beeinflussen

konnen (Tanaka, Kitagawa et al. 2002; Komekado, Yamamoto et al. 2007).
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Im Jahr 2006 konnte mit dem Transmembranprotein Wntless ein Molekiil charakterisiert wer-
den, das fiir die Sekretion von Wnts von grofiter Bedeutung ist (Banziger, Soldini et al. 2006).
Whtless findet sich in den Membranen des Golgi-Apparates, der Plasmamembran und in En-
dosomen; in Abwesenheit von Whtless akkumuliert Wnt im Golgi-Apparat (Banziger, Soldini
et al. 2006; Port, Kuster et al. 2008). Nach dem Transport der Wnts vom Golgi-Apparat zur
Zellmembran wird Wntless iiber den Proteinkomplex Retromer, dem schon in fritheren Stu-
dien eine Rolle im Wnt-Signaling zugeschrieben worden ist (Coudreuse, Roel et al. 2006;
Prasad and Clark 2006), wieder endozytotisch in die Zelle aufgenommen und wiederverwertet
(Belenkaya, Wu et al. 2008; Pan, Baum et al. 2008; Port, Kuster et al. 2008).

Allgemein werden Wnts als Morphogene betrachtet, die konzentrationsabhéngig {liber grofere
Distanzen hinweg ihr Signal iibertragen konnen, so wie es fiir Wg gezeigt worden ist. Aller-
dings scheint Wg hierbei auf eine Interaktion mit verschiedenen Lipoproteinen angewiesen zu
sein (Zecca, Basler et al. 1996, Panakova, Sprong et al. 2005; Mulligan, Fuerer et al. 2012),
die seinen Transport liber grofere Distanzen ermdglichen. Neuere Studien weisen darauf hin,
dass es problematisch ist, Wnts als klassische Morphogene zu definieren, da sie in den meis-
ten Geweben ihre Signale kontaktabhingig oder nur iiber sehr geringe Distanzen iibertragen

(Korkut, Ataman et al. 2009; Sato, van Es et al. 2011; Strand and Micchelli 2011).

B.2.2 Inhibitoren der Wnt-Signalwege: sFRPs, DKK, WIF und SOST

Es existieren verschiedene Proteinfamilien, die Wnt-Signaling inhibieren oder modulieren
konnen. Secreted frizzled-related proteins (sFRPs) und das Wnt-inhibierende-Protein (WIF)
konnen Wnt-Molekiile binden und auf diese Art sowohl Einfluss auf den kanonischen Wnt-
Signalweg als auch auf nicht-kanonische Signalwege nehmen (Bovolenta, Esteve et al. 2008).
Die sFRPs besitzen eine cysteine rich domain (CRD), die der CRD der Fzds sehr dhnlich ist
und fiir die Bindung der Wnt-Liganden verantwortlich gemacht wird (Lin, Wang et al. 1997).
sFRPs konnen allerdings auch agonistisch auf das Wnt-Signaling wirken (Uren, Reichsman et
al. 2000), wobei der Mechanismus dabei noch nicht aufgedeckt wurde. IThnen wird demnach
eher eine modulatorische als eine rein antagonistische Wirkung zugeschrieben (Bovolenta,
Esteve et al. 2008).

WIF hingegen hat strukturell keine Ahnlichkeit mit der CRD der Fzd-Rezeptoren, dafiir aber
mit einem Abschnitt des Ryk-Rezeptors, die dessen Wnt-Bindedoméne darstellt. WIF intera-
giert dabei mit den Palmitoylsdureresten der Wnts (Liepinsh, Banyai et al. 2006).
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Spezifische Inhibitoren des kanonischen Wnt/B-Catenin-Signalweges hingegen stellen die
Dickkopf- (DKK) und SOST-Proteine dar, die als Liganden bzw. Antagonisten von LRP5 und
6 fungieren (Mao, Wu et al. 2001; Semenov, Tamai et al. 2005). Zunédchst wurde angenom-
men, dass eine DKK-vermittelte Inhibition des Wnt-Signals durch Internalisierung und an-
schlieBende Degradation von LRP6 erfolgt. Hierfiir wird zusétzlich das Transmembranprotein
Kremen (Krm) benétigt. (Mao, Wu et al. 2002). Andere Studien belegen aber, dass in Anwe-
senheit von DKK der Wnt-abhingige Komplex aus LRP6 und einem Fzd-Rezeptor zerfallt
(Semenov, Tamai et al. 2001); Krm kommt in diesem Modell eine rein modulatorische Rolle
zu (Ellwanger, Saito et al. 2008).

Die SOST-Gene, die fiir die Sclerostin-Proteine kodieren, haben eine dhnliche Rolle wie
DKK in Bezug auf LRP5/6. Auch sie konnen einen Zerfall des Wnt-abhingigen Komplexes
aus LRP5/6 und Fzd bewirken (Itasaki, Jones et al. 2003; Li, Zhang et al. 2005).

B.3 Elemente des kanonischen Wnt-Signalweges in der Zell-
membran

B.3.1 Die Frizzled-Rezeptoren

Zur Familie der Frizzled-Rezeptoren (Fzds) in Sdugetieren gehoren laut Definition der Union
of Basic and Clinical Pharmacology zehn Fzds, die alle im humanen Genom vorkommen und
als fiir funktionelle Proteine kodierende Gene charakterisiert wurden (Wang, Samos et al.
1997; Sagara, Toda et al. 1998; Tokuhara, Hirai et al. 1998; Kirikoshi, Sagara et al. 1999;
Koike, Takagi et al. 1999; Kirikoshi, Koike et al. 2000; Saitoh, Hirai et al. 2001; Saitoh, Hirai
et al. 2001). Des Weiteren beeinhaltet diese Familie den Rezeptor Smoothened (SMO) (Foord,
Bonner et al. 2005); letzterer ist in der Weiterleitung des Hedgehog-Signals von Bedeutung
(Wang, Inzunza et al. 2013). Die GroB8e der verschiedenen Fzds liegt zwischen ca. 500 AS
(Fzd4) und 700 AS (Fzd6) (Wang, Liu et al. 2006).

Zur Namensgebung der Fzds trugen malBgeblich Experimente in Drosophila mit Mutationen
in den Dfzl- und Dfz2-Genen bei, die mit einem Phénotyp mit irreguldr angeordnetem und
stark gekrduseltem Haar an Thorax, Beinen und Fliigeln der Fliegen einhergingen. Der Phéno-
typ erweckte den Eindruck, als sei das Haar der Fliegen verbrannt (Vinson and Adler 1987;
Chan, Karpf et al. 1992). Daher stammt der Name ,,frizzled “, der sich auf Deutsch mit ,,ge-
krauselt* libersetzen lasst.

1996 wurde Dfz2 als Rezeptor fiir Wg beschrieben (Bhanot, Brink et al. 1996). Diese Interak-

tion flihrte zur Stabilisierung und Anreicherung von Armadillo, dem Drosophila-Ortholog zu
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B-Catenin. So wurde der Zusammenhang von Fzds und Wnt/B-Catenin-Signaling zum ersten
mal gezeigt.

Homologieanalysen der Fzds ergaben, dass sie in ihrer Aminosdurenzusammensetzung zwi-
schen 20 % und 40 % identisch sind. Allerdings ist die Homologie innerhalb der vier Unter-
gruppen betridchtlich hoher: Fzdl, 2 und 7 besitzen eine Homologie von 75 %, Fzd5 und 8
von 70 %, wihrend die Untergruppen von Fzd4, 9 und 10 und die von Fzd3 und 6 jeweils eine
Homologie von 50 % aufweisen (Fredriksson, Lagerstrom et al. 2003). Abbildung B-2 gibt

eine Ubersicht iiber die einzelnen phylogenetisch verwandten Fzd-Untergruppen.

FZD4
{_1 FZD, 75 %
FZD,
I FZD3 } 50 00
. ' FZDs § °%
| SMO
FZD,
4|—| FZDg } 50 %
FZD1o
FZDs o
{ FZDs 70 %

Abbildung B-2 Phylogenetischer Stammbaum der Fzd-Rezeptoren und SMO
(modifiziert nach Schulte 2010).

Die Prozentangaben in der Abbildung geben die Aminosiduresequenzhomologie innerhalb einer Fzd-
Untergruppe an.

Fzd-Proteine besitzen sieben hydrophobe Transmembrandoméinen a-helikaler Sekundérstruk-
tur, einen extrazelluldiren N-Terminus und einen intrazelluliren C-Terminus (Vinson and
Adler 1987), was bereits durch einen Kyte-Doolittle Hydropathieplot vorhergesagt werden
konnte (Kyte and Doolittle 1982). Diese Struktur erinnert an die von klassischen G-Protein
gekoppelten Rezeptoren (Pierce, Premont et al. 2002).

Allerdings unterscheiden sich die Fzds von diesen in einigen Eigenschaften, so dass man sie
innerhalb dieser Klasse von Rezeptoren einer eigenen Familie zuordnete (Foord, Bonner et al.
2005). Abbildung B-3 gibt eine schematische Uberblick iiber die Struktur eines Fzd-

Rezeptors.
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Abbildung B-3: Schematische Darstel-

- lung der Fzd-Struktur (modifiziert

nach Wang, Liu et al. 2000).

Die Abbildung zeigt schematisch die N-terminale

extrazellular S-S Py (N) extrazellulire cysteine rich domain (CRD) des
NN Frizzled-Rezeptors, die fiir die Bindung von Wnt-

Lipid-Doppelmembran I W av.v.viivi Liganden verantwortlich ist. Mit I-VII sind die

q q q Vc Transmembrandoménen bezeichnet. Zwischen
intrazellular zwei extrazelluliren Schleifen bildet sich eine
Disulfidbriicke (S-S) aus, die fir die Funktionali-
tat des Rezeptors von Bedeutung ist. Intrazellular
befinden sich der C-Terminus (C) und die Schlei-
fen 1-3, die unter anderem durch die Interaktion

mit G-Proteinen an der Signalweiterleitung betei-
ligt sind.

N-terminal besitzen die Fzds eine Signalsequenz, die fiir die richtige Prozessierung und
Membranverankerung der Rezeptoren verantwortlich und ca. 40 Aminoséduren lang ist. Die-
sem Signalpeptid schlief3t sich die cysteine rich domain (CRD) an, die in allen Fzds hochkon-
serviert und fiir die Bindung von Wnts verantwortlich ist (Bhanot, Brink et al. 1996; Xu and
Nusse 1998; Hsieh, Rattner et al. 1999). Sie umfasst etwa 120 Aminosduren (Schulte 2010)
und besitzt N-terminal zwei B-Faltblattstrukturen und C-terminal vier a-Helices, wie die
Strukturanalyse der CRD von Fzd8 und sFRP ergeben hat (Dann, Hsieh et al. 2001). Des
Weiteren konnte gezeigt werden, dass die CRD in Abhédngigkeit der Konzentration Homodi-
mere bilden kann. Ferner konnten in der CRD zehn Cysteine identifiziert werden, die in den
Fzds aller Spezies hochkonserviert sind (Dann, Hsieh et al. 2001). Zwischen diesen Cysteinen
bilden sich fiinf Disulfidbriicken aus, die zur Ausbildung der richtigen Tertidrstruktur der
CRD wichtig sind. N-terminal finden sich auBerdem potentielle N-Glykosylierungsstellen
(George, Ruoho et al. 1986), deren Mutation aber bisher mit keiner Verdnderung der Rezepto-

reigenschaften einherging (Dann, Hsieh et al. 2001).

_N Abbildung B-4: Kristallstruktur des
y \.\ ,a murinen Fzd8-CRD-Dimers (mFzd8CRD)
R (Dann, Hsieh et al. 2001).

a F \\ : In der Abbildung sind die vier a-Helices blau, die

- zwei B-Faltblattstrukturen griin und die Disulfidbrii-

p v cken der CRD als schwarze Striche mit gelben Kugeln
:M‘ dargestellt.
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Der CRD schliefit sich in Richtung C-Terminus eine /inker-Region variabler Lange an; da-
nach kommen die Transmembrandoménen I-VII, die so angeordnet sind, dass sich drei extra-
zelluldre und drei intrazelluldre Schleifen und ein C-Terminus von unterschiedlicher Lénge
ausbilden. In den extrazelluldren Abschnitten der Transmembrandoménen I und IV befinden
sich Cysteinreste, zwischen denen sich eine Disulfidbriicke ausbildet, die essenziell fiir die
Funktionstiichtigkeit des Rezeptors ist (Moxham and Malbon 1985). Die Schleifen zwischen
den Transmembrandoménen I und II, III und IV und zwischen V und VI (bezeichnet als i-
Loopl1 bis iLoop3) sowie der C-Terminus liegen intrazelluldr. Durch Rontgenstrukturanalyse
von Rhodopsin konnte darauf geschlossen werden, dass die Fzd-Dominen nicht linear ange-
ordnet sind, sondern in einem Biindel zusammenliegen (Palczewski, Kumasaka et al. 2000).
Fiir iLoop1 und 3 konnte eine aktivierende Rolle im Wnt/B-Catenin-Signalweg nachgewiesen
werden, iLoop2 hingegen scheint diesbeziiglich keine Rolle zu spielen (Cong, Schweizer et
al. 2004; Wang, Liu et al. 2006). Die iLoops in den Fzds sind weitgehend konserviert, aller-
dings findet man im C-Terminus zwischen den Fzds groBe Unterschiede. Grofte Ahnlichkeit
findet man in den ersten 25 Aminosduren nach der siebten Transmembrandomine. Dies legt
nahe, dass Unterschiede in der Signalweiterleitung verschiedener Fzds durch Unterschiede in
threm C-Terminus bedingt sein konnten (Wang, Liu et al. 2006).

Durch in silico-Analyse wurde die Interaktion von Fzds mit G-Proteinen der Gyijo-, Gag- und
Gus-Gruppen vorhergesagt (Moller, Vilo et al. 2001), was in in vitro- und in vivo-
Experimenten belegt werden konnte. Tatsdchlich konnte fiir Fzd1 durch Einsatz von Pertus-
sistoxin, das selektiv die Proteine der Gg-Gruppe hemmt, gezeigt werden, dass es einen inhi-
bierenden Effekt auf das kanonische Wnt/B-Catenin-Signal ausiibt. Dabei wurde die Wnt3a-
abhingige Ausbildung von primitivem Endoderm in Xenopus-Embryos gehemmt (Liu,
DeCostanzo et al. 2001). Auch durch Knockdown-Experimente wurde die Rolle des G-
Proteins Gyq als Aktivator im kanonischen Wnt-Signalweg belegt (Liu, DeCostanzo et al.
2001). Andere Studien zeigen wiederum, dass Pertussistoxin auch nicht-kanonisches Wnt-
Signaling (vermittelt durch den Fzd2) hemmen kann (Liu, Liu et al. 1999; Ahumada,
Slusarski et al. 2002). Auch diese Daten konnten durch Knockdown-Experimente gestiitzt
werden, da Knockdown von Gy, und Gy, zu einer Inhibition des nicht-kanonischen Wnt-
Signalings fiithrte (Ahumada, Slusarski et al. 2002). In den meisten Studien wurde angenom-
men, dass die Interaktion von G-Proteinen und Fzds durch Dishevelled (Dvl) vermittelt sein
muss. Durch eine loss of function-Mutation von Dvl konnte aber belegt werden, dass die In-
teraktion auch ohne dieses Molekiil stattfindet. Von Katanaev et al. wurde daher postuliert,

dass diese G-Proteine upstream von Dvl wirken miissen (Katanaev, Ponzielli et al. 2005).
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Im C-Terminus der Fzd-Rezeptoren findet man das KTXXXW-Motiv, das durch eine Interak-
tion mit Dvl (Wong, Bourdelas et al. 2003; Kay and Kehoe 2004) fiir die Weiterleitung des
Wnt/B-Catenin-Signals notwendig ist (Umbhauer, Djiane et al. 2000). Punktmutationen in
dieser Doméne in einem Fzd-Homolog von C. elegans bewirken eine Verminderung der
Wnt/B-Catenin-Signaltransduktion (Rocheleau, Downs et al. 1997; Thorpe, Schlesinger et al.
1997; Sato, Kojima et al. 1999).

Am C-Terminus ist in einigen Fzds das Motiv Ser/Thr-X-X-X-Val lokalisiert, das ebenfalls
eine Bindungsstelle fiir Proteine mit einer PDZ-Doméne wie Dvl darstellt (Kay and Kehoe

2004). Esistinden Fzds 1, 2, 4, 5, 7, 8 und 10 erhalten, nicht aber in Fzd 3, 6 und 9.

B.3.2 Low density lipoprotein related proteins (LRP) 5/6 und Arrow: Fzd-
Korezeptoren

LRP5/6 sowie das Drosophila-Ortholog Arrow stellen wichtige Fzd-Korezeptoren dar. In
Drosophila wurde festgestellt, dass Arrow loss of function-Mutanten phinotypisch Wg-
Mutanten dhnlich sind (Wehrli, Dougan et al. 2000). In Xenopus konnte hingegen in Versu-
chen gezeigt werden, dass eine Uberexpression von LRP6 mit Aktivierung des Wnt/p-
catenin-Signalweges einhergeht (Tamai, Semenov et al. 2000). In der Maus konnte auch fiir
LRPS5 gezeigt werden, dass es eine aktivierende Rolle im Wnt/B-catenin-Signaling spielt
(Kelly, Pinson et al. 2004). Im Gegensatz zu den Fzds sind LRP5/6 und Arrow ausschlieBlich
an der Weiterleitung des kanonischen Wnt-Signals beteiligt. Ein Einfluss von Arrow auf den
PCP-Signalweg konnte ausgeschlossen werden (Wehrli, Dougan et al. 2000). Ferner konnte
gezeigt werden, dass es unter Vermittlung von Wntl eine Interaktion zwischen der Fzd8-CRD
der Maus und LRP5/6 gibt, die fiir die Signaltransduktion des kanonischen Wnt-Weges von
Bedeutung ist (Tamai, Semenov et al. 2000; Semenov, Tamai et al. 2001).

LRP5 und 6 weisen zu 70 % Aminosaure-Identitdt auf, Arrow besitzt zu LRP5 und LRP6
jeweils 40 % Homologie (He, Semenov et al. 2004). Thre Expression spielt eine wichtige Rol-
le wihrend der Embryogenese (Dong, Lathrop et al. 1998; Hey, Twells et al. 1998; Pinson,
Brennan et al. 2000). LRP6""-Miuse sterben noch vor der Geburt und zeigen Phinotypen, die
denen von Wntl-, Wnt3a- und Wnt7a-loss of function-Mausmutanten dhnlich sind (Pinson,
Brennan et al. 2000). Die Embryogenese von LRP5”-Mausen verlduft hingegen normal, al-
lerdings entwickeln sie in ithrem spéteren Leben Osteoporose (Kato, Patel et al. 2002) sowie
andere Stoffwechselerkrankungen wie z.B. erhohtes Cholesterin und einen gestorten Glucose-

stoffwechsel (Fujino, Asaba et al. 2003; Magoori, Kang et al. 2003). Experimente mit LRP5™"
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- und LRP6""-M3usen ergaben Hinweise auf eine zumindest partielle funktionelle Redundanz
zwischen LRP5 und 6, da beide Rezeptoren zusammen fiir eine erfolgreiche Gastrulation
notwendig sind (Kelly, Pinson et al. 2004).

LRP5/6 und Arrow stellen eine Unterfamilie der LDL-Rezeptoren (LDLR) dar. LRP5 des
Menschen wurde durch seine Homologie zum LDLR entdeckt (Dong, Lathrop et al. 1998;
Hey, Twells et al. 1998; Kim, Inagaki et al. 1998); LRP6 wiederum durch seine strukturelle
Ahnlichkeit zu LRP5 (Brown, Twells et al. 1998). LRP5/6 und Arrow sind Typ-I Trans-
membranproteine mit einer Transmembrandoméne. Sie besitzen eine Grofe von ca. 1600 AS.
Es wurde bisher mittels Koimmunoprézipitationsexperimenten gezeigt, dass LRP5/6 Wntl,
Wnt3a, Wnt4, Wnt9b und Xenopus Wnt8 binden konnen (Tamai, Semenov et al. 2000; Mao,
Wu et al. 2001; Kato, Patel et al. 2002; Itasaki, Jones et al. 2003; Liu, Bafico et al. 2003;
Bourhis, Tam et al. 2010). Die Affinitdt von Wnt an LRP5/6 war in allen Féllen aber geringer
als die von Wnt zu Fzd-Rezeptoren (He, Semenov et al. 2004). Die extrazellulire Doméne
von LRP5/6 und Arrow, die den Grofiteil der Rezeptoren ausmacht, beinhaltet drei verschie-
dene Elemente (He, Semenov et al. 2004): vier B-Propeller-Domadnen vom YWTD-Typ wer-
den jeweils gefolgt von einer EGF (epidermal growth factor)-Doméne. Die B-Propeller-
Domainen bilden eine propellerartige, sechsblittrige Struktur (sieche Abbildung B-5). Der drit-
te fiir LDL-Rezeptoren definierende Abschnitt ist eine LDLR (low density lipoprotein recep-
tor)-Typ A-Domine, die in dreifacher Wiederholung kurz vor der Transmembrandoméne
vorliegt. Diese und auch die B-Propeller-EGF-Doménen sind als Bindungsstellen fiir Lipopro-
teine und damit auch fiir die lipidmodifizierten Wnts anzusehen (He, Semenov et al. 2004; Go

and Mani 2012).

linker

w1

Abbildung B-5: 3D-Struktur der B-Propeller-Dominen (W1-W6) und der EGF-
Doméne von LRP5/6 und Arrow (He, Semenov et al. 2004).

Auf der intrazelluldren Seite besitzen LRP5/6 fiinf PPP(S/T)P-Motive, die die Bindungsstelle
fiir Axin bilden (Tamai, Zeng et al. 2004). Ohne intrazelluldre Doméne ist LRP6 inaktiv und
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blockiert somit das kanonische Wnt-Signal (Tamai, Semenov et al. 2000). LRP-Mutanten, die
dagegen nur den intrazelluldren Abschnitt besitzen, fiihrten zu konstitutiver Aktivierung des
kanonischen Wnt-Signals in Sdugetierzellen (Mao, Wu et al. 2001; Mao, Wang et al. 2001;
Liu, Bafico et al. 2003) und in Xenopus-Embryos (Tamai, Zeng et al. 2004). Abbildung B-6
gibt eine schematische Ubersicht iiber die verschiedenen intra- und extrazelluliren Abschnitte

von LRP5/6 und Arrow.

Abbildung B-6: Schematische 888 VWD B-Propeller-Doms
Darstellung der extra- und P-Prope erwomane
. o . LDLR Typ A-Domadne
intrazelluliren Bereiche von

LRP5/6 und ArrOW ® EGF-like-Doméane
(modifiziert nach He, = PPP(S/T)P-Motiv
Semenov et al. 2004).

LRP 5 LRP 6 Arrow

Einige Studien weisen darauf hin, dass LRP6 nicht-kanonisches Wnt-Signaling in vivo anta-
gonisieren kann. Dies konnte dadurch erklérbar sein, dass LRP6 als kompetitiver Rezeptor fiir

Whnt-Liganden fungiert (Bryja, Andersson et al. 2009).

B.3.3 Transmission des kanonischen Wnt-Signals liber die Zellmembran

Viele vorliegende Studien deuten an, dass Wnt die Ausbildung eines terndren Komplexes
bestehend aus Fzd, LRP5/6 und Wnt induzieren kann (He, Semenov et al. 2004), der zur Initi-
ation des kanonischen Wnt-Signals notwendig ist. AuBler diesem terndren Komplex sind aber
noch weitere Komponenten fiir die Signaliibertragung iiber die Zellmembran notwendig.
Unter Wnt-Stimulation kénnen LRP5/6 und Arrow innerhalb von wenigen Minuten Axin bin-
den (Mao, Wang et al. 2001; Liu, Bafico et al. 2003; Tolwinski, Wehrli et al. 2003; Tamai,
Zeng et al. 2004). Diese Bindungsfdhigkeit von Axin an LRP5/6 ist dadurch bedingt, dass die
PPP(S/T)P-Doméne im intrazelluldren Abschnitt von LRP5/6 phosphoryliert wird (Tamai,
Zeng et al. 2004), was durch GSK3f vermittelt wird (Davidson, Wu et al. 2005; Zeng, Tamai
et al. 2005). Durch die Bindung an LRP5/6 wird Axin an die Plasmamembran rekrutiert, was
zum Zerfall des B-Catenin-Degradationskomplexes und zu einer Anreicherung von B-Catenin
fiihrt. Der Komplex aus Axin und GSK3p, der sich nun an LRP5/6 gebunden findet, fiihrt zu
einer weiteren Phosphorylierung der PPP(S/T)P-Doméne (Huang and He 2008; Zeng, Huang
et al. 2008).
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Einen weiteren Faktor fiir die Wnt-abhidngige Phosphorylierung von LRP5/6 stellt Fzd dar.
Wird Fzd in rdumliche Nidhe zu LRP5/6 gebracht, erfolgt die Phosphorylierung von LRP5/6,
was auch Wnt-unabhingig gezeigt werden konnte. Durch die Phosphorylierung kann die Ak-
tivierung des kanonischen Wnt-Signals initiiert werden (Zeng, Huang et al. 2008).

Ein weiterer intrazelluldrer Interaktionspartner von Wnt, Fzd und LRP5/6 ist Dvl. Es wurde
gezeigt, dass dieses Protein sowohl in der Transmission des kanonischen wie auch des nicht-
kanonischen Wnt-Signalings von Bedeutung ist (Boutros, Paricio et al. 1998). Dvl kann iiber
seine PDZ-Domiéne direkt an den intrazelluldiren C-Terminus von Fzd binden und wird
dadurch ebenfalls an die Zellmembran rekrutiert und oligomerisiert dort nach seiner Phospho-
rylierung (Chen, ten Berge et al. 2003; Wong, Bourdelas et al. 2003). Diese Reaktion wird
durch G-Proteine vermittelt (Egger-Adam and Katanaev 2010). Tatséchlich ist auch die Inter-
aktion von Dvl und Fzd von Bedeutung fiir eine weitere Phosphorylierung von LRP5/6 (Bilic,
Huang et al. 2007; Zeng, Huang et al. 2008). Ferner wurde postuliert, dass Dvl zusammen mit
Fzd dafiir verantwortlich ist, dass Axin/GSK3 unter Wnt-Stimulation an die Zellmembran
rekrutiert wird (Cliffe, Hamada et al. 2003), was erst die Phosphorylierung von LRP5/6 und
damit die Aktivierung des kanonischen Wnt-Signals ermoglicht (Zeng, Huang et al. 2008).
All diese Erkenntnisse lassen sich unter der Hypothese eines positiven feedback loops oder im
sogenannten initiation-amplification-Modell zusammenfassen (MacDonald, Tamai et al.
2009): Axin/GSK3p und Dvl sind notwendig fiir die erste Phosphorylierung von LRP5/6 (ini-
tiation) und phosphoryliertes LRP5/6 hat wiederum eine hohere Affinitdt zu Axin/GSK3p,
was zu einer weiteren Phosphorylierung und Verstirkung des kanonischen Wnt-Signals fiihrt
(amplification) (sieche Abbildung B-7 A).

Mit der zellmembranverankerten Caseinkinase 1y (CKly) konnte ein Enzym identifiziert
werden, das Wnt-abhédngig eine Phosphorylierung von LRP5/6 auBlerhalb der PPP(S/T)P-
Domine in einem konservierten S/T-Cluster katalysiert (Davidson, Wu et al. 2005). Diese
Phosphorylierung konnte ebenfalls ausschlaggebend fiir die Interaktion von LRP5/6 und
GSK3p sein bzw. sie erst moglich machen (Zeng, Tamai et al. 2005; Mi, Dolan et al. 2006).
Es wurde ferner gezeigt, dass sich unter Wnt-Stimulation Cluster aus mehreren Fzd/LRP5/6-
Komplexen ausbilden kénnen. Diese Cluster-Bildung ist abhingig von Dvl, Axin und GSK3p
(Bilic, Huang et al. 2007; Schwarz-Romond, Fiedler et al. 2007). Man spricht daher von der
Ausbildung eines ,,Signalosoms* (MacDonald, Tamai et al. 2009). Siehe auch Abbildung
B-7 B.
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Abbildung B-7: Mechanismen des kanonischen Wnt-Signalweges an der Zell-
membran (modifiziert nach MacDonald, Tamai et al. 2009).

A: Unter Wnt-Stimulation bildet sich ein Komplex aus Wnt, LRP5/6, Fzd und Dvl aus. Danach erfolgt
Dvl-abhingig die Rekrutierung des Komplexes aus GSK3, Axin und CK1 an die Zellmembran, LRP5/6
wird innerhalb eines PPP(S/T)P-Motifs zum ersten mal phosphoryliert (initiation), das bahnt den Weg fiir
weitere Phosphorylierungen durch Axin und GSK3 (amplification).

B: Durch die Fihigkeit von Dvl Oligomere auszubilden, kommt es zur Ausbildung von Aggregaten aus
mehreren LRP5/6-Fzd-Wnt-Komplexen. Es bildet sich ein sogenanntes Signalosom aus, welches wiede-
rum Axin/GSK3/CK1 an die Zellmembran rekrutieren kann.

CK1 = Caseinkinase 1, CK1y = Caseinkinase 1y, Dvl = Dishevelled, GSK3 = Glykogensynthasekinase 3
beta, LRP5/6 = Low density lipoprotein related proteins 5/6, P = Phosphatrest

B.4 Elemente des kanonischen Wnt-Signalweges im Zytosol

B.4.1 Dishevelled

Dvl spielt sowohl im kanonischen wie auch in nicht-kanonischen Wnt-Signalwegen eine

wichtige Rolle. Das zytoplasmatische Phosphoprotein hat direkt downstream der Fzds seinen

Wirkungsort (Penton, Wodarz et al. 2002). Seinen Namen bekam Dvl, was sich auf Deutsch

in etwa mit ,,ungekdmmt* iibersetzen ldsst, nach seiner Entdeckung in Drosophila. Mutatio-

nen in diesem Gen fiihrten - dhnlich wie Fzd-Mutanten - zu unregelmifliger Anordnung der

Haare auf Korper und Fliigeln der Fliegen (Wallingford and Habas 2005). Im menschlichen
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Genom finden sich drei verschiedene DvI-Gene (Dvl 1-3) (Semenov and Snyder 1997), die
funktionell partiell redundant sind (Dillman, Minor et al. 2013).

Dvl besitzt drei konservierte Doménen: ein N-terminales DIX (Dishevelled und Axin)-Motif,
die zentral gelegene PDZ (post synaptic density-95, discs large und zonula occludens-1)-
Domine und eine C-terminale DEP (Dishevelled, EGL-10, Pleckstrin)-Doméne (Penton,
Wodarz et al. 2002; Gao and Chen 2010). Dvl besteht in etwa zu 15 % aus Serin- und Threo-
nin-Resten, von denen viele phosphoryliert sind (Dillman, Minor et al. 2013), allerdings ist
die funktionelle Relevanz dieser Phosphorylierungsmuster bisher nicht endgiiltig geklart
(Yanfeng, Berhane et al. 2011). Uber die DIX-Doméne kann Dvl zusammen mit Axin, das die
gleiche Doméne besitzt, oligomerisieren (Wharton 2003; Schwarz-Romond, Fiedler et al.
2007). Das bereits beschriebene Clustering von Wnt-Rezeptorkomplexen ist ebenfalls abhén-
gig von der DIX-Doméne (Bilic, Huang et al. 2007; Schwarz-Romond, Fiedler et al. 2007).
Uber die PDZ-Domine bindet Dvl an Fzd (Wong, Bourdelas et al. 2003). Diesen beiden Do-
manen kommt eine aktivierende Rolle im kanonischen Wnt-Signalweg zu. Die Funktion der
DEP-Domaine ist nicht abschlieBend geklért, aber es wird diskutiert, dass Dvl {iber diese mit
Lipidmolekiilen in der Zellmembran interagieren kann (Simons, Gault et al. 2009). Durch
verschiedene Kinasen (CK1, 2 und PAR-1) kann Dvl phosphoryliert werden, dies spielt eben-
falls eine Rolle in der Transduktion des kanonischen Wnt-Signals (Gao and Chen 2010). Dvl
kommt im kanonischen Wnt-Signaling eine aktivierende Rolle zu, da es fiir die Wnt-
abhingige Phosphorylierung von LRP5/6 notwendig ist (Bilic, Huang et al. 2007; Zeng,
Huang et al. 2008). Zudem ist es fiir die Rekrutierung von Axin-GSK3f an die Zellmembran
zustindig (Cliffe, Hamada et al. 2003).

B.4.2 Axin

Im menschlichen Genom finden sich zwei Axin-Gene, die fiir zwei unterschiedliche Proteine
(Axin-1 und -2) kodieren, welche aber funktionell eine ausgeprigte Redundanz aufweisen.
Axin bildet das Zentrum des B-Catenin-Degradationskomplexes, an das die anderen Kompo-
nenten iiber unterschiedliche Domédnen binden konnen. Da in Zellen nur eine sehr geringe
Konzentration von Axin vorhanden ist, ist es denkbar, dass die Anzahl der Degradationskom-
plexe durch die Axin-Konzentration limitiert wird (Lee, Salic et al. 2003). Damit kommt Axin
eine zentrale Rolle in der Regulation des kanonischen Wnt-Signalweges zu. Es koordiniert die
Abfolge der Phosphorylierungsschritte von B-Catenin (Kimelman and Xu 2006), was fiir die
Regulation von dessen weiterer Ubiquitinierung von zentraler Bedeutung ist. Axin besitzt

weiterhin eine RGS (regulator of G-protein signaling)-Domine, iiber die es mit APC intera-
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giert (Kimelman and Xu 2006). Wie auch bei Dvl finden sich im Axinprotein mehrere Domi-
nen, iiber die es Homo- oder Heterodimere ausbilden kann (Luo, Zou et al. 2005). Uber die
DIX-Domine wird die Bildung von Axin-APC-Multimeren vermittelt (Schwarz-Romond,

Fiedler et al. 2007).

B.4.3 Adenomatous Poliposis Coli (APC)

Das APC-Protein umfasst 2843 AS und sein gleichnamiges Gen ist in 80 % aller Darmkrebs-
arten mutiert (Kimelman and Xu 2006). Diese Mutation fiihrt zu einer erhdhten Konzentratio-
nen von f-Catenin, woraus auf die inhibierende Funktion von APC im kanonischen Wnt/p-
Catenin-Signalweg geschlossen werden kann (Rubinfeld, Souza et al. 1993). Uberraschend ist
die Feststellung, dass APC und Axin an B-Catenin um die gleiche Bindungsstelle konkurrie-
ren. Es wurde deshalb ein Modell entworfen, demzufolge APC bereits phosphoryliertes [3-
Catenin von Axin entfernt, damit dessen Bindungsstelle fiir das nédchste B-Catenin-Molekiil
frei wird (Xing, Clements et al. 2003; Kimelman and Xu 2006). Zudem kommt APC auch
eine Rolle im Transport von B-Catenin aus dem Nukleus zu (Kimelman and Xu 2006).

Einige Studien weisen darauf hin, dass es eine wechselseitige Kontrolle zwischen Axin und
APC gibt, tliber die die Folgen eines Funktionsausfalls eines der beiden Proteine durch Kon-
zentrationserhohung des anderen zumindest partiell kompensiert werden konnen. Erste Hin-
weise fiir einen solchen Mechanismus deuten darauf hin, dass APC auch die Degradation von
Axin einleiten kann (Lee, Salic et al. 2003; Takacs, Baird et al. 2008) und umgekehrt Axin
mit der Degradation von APC zusammenhingt (Choi, Park et al. 2004). Im Falle einer Kon-
zentrationsverdnderung von APC konnten dadurch zu starke Auswirkungen auf die f-
Catenin-Konzentration verhindert werden (Lee, Salic et al. 2003). Die APC-abhédngige De-
gradation von Axin wird dabei durch die aminoterminale Doméne von APC vermittelt
(Takacs, Baird et al. 2008).

Dieses Modell deckt sich mit der Erkenntnis, dass in Darmkrebszellen von APC oft nur noch

dieser aminoterminale Abschnitt von APC funktionstiichtig ist (Kimelman and Xu 2006).

B.4.4 Kinasen, Phosphatasen und die E3-Ubiquitinligase fTrCP

Der Glykogensynthasekinase 3 beta (GSK3p) kommt neben vielen anderen Funktionen in der
Zelle eine duale Rolle im Wnt-Signalweg zu (siehe B.3.3). Es bindet an eine zentrale Stelle
von Axin, indem ein kleiner Abschnitt dieses Proteins in eine hydrophobe Tasche im C-
Terminus der GSK3p greift (Dajani, Fraser et al. 2003). GSK3p hat innerhalb des kanoni-
schen Wnt-Signalweges vor allem die Rolle, B-Catenin zu phosphorylieren, wodurch dessen

Ubiquitinierung und Abbau eingeleitet wird (Yost, Torres et al. 1996; Amit, Hatzubai et al.
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2002). Studien deuten darauf hin, dass die Aktivitit der GSK3p durch Konformationsénde-
rungen von Axin gehemmt werden kann (Hedgepeth, Deardorft et al. 1999). GSK3p wiede-
rum kann auch durch Phosphorylierungen die Interaktionseigenschaften von APC, Axin und
B-Catenin beeinflussen und so modulierend in das kanonische Wnt-Signal eingreifen (Huang
and He 2008).

Auch die Caseinkinase 1 (CK1) ist an Axin gebunden und erfiillt eine dhnliche Rolle wie die
GSK3p. Sie phosphoryliert B-Catenin initial an Serin 45, um weitere Phosphorylierungen
durch die GSK3p erst zu ermoglichen (Amit, Hatzubai et al. 2002; Liu, Li et al. 2002;
Yanagawa, Matsuda et al. 2002). Ebenfalls gibt es Hinweise darauf, dass CK1, wie auch die
GSK3pB, APC und Axin phosphorylieren kann (Tickenbrock, Kossmeier et al. 2003; Xing,
Clements et al. 2003; Ha, Tonozuka et al. 2004).

Letztendlich bewirken also GSK3p und CK1 eine Phosphorylierung von B-Catenin in dessen
Serin- und Threonin-reicher Sequenz. Dies ermoglicht, dass der E3-Ubiquitinligasekomplex
mittels des F-Box-Proteins BTrCP B-Catenin ubiquitinieren kann, wodurch dessen Abbau im

Proteasom vermittelt wird (Stamos and Weis 2013).

B.4.5 B-Catenin

B-Catenin wird im Menschen durch das Gen CTNNBI kodiert; das Ortholog in Drosophila
wird Armadillo genannt. B-Catenin stellt ein zentrales Element im kanonischen Wnt-
Signalweg dar. Das 781 AS umfassende Protein besitzt in seinem Zentrum zwolf Wiederho-
lungen von drei Helices, die sogenannten armadillo repeats (Huber, Nelson et al. 1997). Die-
ser Abschnitt dient als Interaktionsstelle fiir viele andere Proteine wie Axin, APC und
TCF/LEF-Transkriptionsfaktoren (Graham, Weaver et al. 2000; Spink, Polakis et al. 2000;
Xing, Clements et al. 2003; Ha, Tonozuka et al. 2004; Liu, Xing et al. 2006). Viele der Inter-
aktionspartner binden an B-Catenin durch die gleichen beiden Lysinreste in den armadillo
repeats 5 und 8 (Graham, Weaver et al. 2000). Die kurzen N- und C-terminalen Enden des
Proteins scheinen hauptsichlich als Bindungsdoménen fiir weitere Transkriptionsfaktoren zu
dienen (Kimelman and Xu 2006). Die Phosphorylierung von B-Catenin findet im Falle seiner
Bindung an den Degradationskomplex am N-Terminus statt, an zwei Phosphorylierungsstel-
len kann es danach vom E3-Ubiquitinligasekomplex ubiquitiniert werden (Kikuchi, Kishida et

al. 2006).
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B.4.6 Transduktion des kanonischen Wnt-Signals im Zytosol

Wnt-OFF-Status:

Liegt kein stimulierendes Wnt-Signal vor, kann sich der B-Catenin-Destruktionskomplex be-
stehend aus Axin, APC, GSK3p und CK1 ausbilden (Spink, Polakis et al. 2000; Liu, Li et al.
2002; Dajani, Fraser et al. 2003; Sobrado, Jedlicki et al. 2005). B-Catenin bindet zunédchst an
Axin lber eine Bindungstelle zwischen dem dritten und vierten armadillo repeat (Xing,
Clements et al. 2003). Durch diese Bindung wird der Aminoterminus von B-Catenin in die
Néhe der katalytischen Zentren von CK1 und GSK3p gebracht. Nach Phosphorylierung von
B-Catenin durch CK1 an Ser45, wird es abschlieBend durch GSK3p an Thr41, Ser37 und
Ser33 phosphoryliert (Amit, Hatzubai et al. 2002; Liu, Li et al. 2002; Yanagawa, Matsuda et
al. 2002).

Ein durch Phosphorylierung aktivierter Abschnitt auf APC bindet an die B-Catenin armadillo
repeats 3 und 4 (Ha, Tonozuka et al. 2004; Xing, Clements et al. 2004), die auch die Bin-
dungstelle fiir Axin darstellen. Phosphoryliertes APC weist im Vergleich zu seiner unphos-
phorylierten Variante eine ca. 140-fach hohere Affinitdt zu f-Catenin auf (Ha, Tonozuka et al.
2004; Xing, Clements et al. 2004; Liu, Xing et al. 2006). APC 16st phosphoryliertes B-Catenin
aus seiner Bindung an Axin heraus, wodurch weiteres f-Catenin an Axin binden kann (Xing,
Clements et al. 2004). Phosphoryliertes [p-Catenin wird danach durch den E3-
Ubiquitinligasekomplex gebunden und an Lys49 und Lys19 ubiquitiniert (Liu, DeCostanzo et
al. 2001; Wu, Xu et al. 2003). In dieser Form dissoziiert es vom Degradationskomplex und

wird im Proteasom abgebaut (siche Abbildung B-8 A).

Wnt-ON-Status:

Bindet Wnt an Fzd und LRP5/6, kommt es zu einer Phosphorylierung von LRP5/6 und Axin
sowie GSK3B werden an die Zellmembran rekrutiert (Cliffe, Hamada et al. 2003). Dadurch
fehlt dem Degradationskomplex eine wichtige Stabilitdtskomponente und er zerfillt. Die
Konzentration von B-Catenin steigt nun intrazelluldr an und in den Zellkern transferiert, wo es
durch die Interaktion mit TCF/LEF-Transkriptionsfaktoren Einfluss auf die Expression von
verschiedenen Genen nimmt (siche Abbildung B-8 A).

In einer kiirzlich erschienenen Arbeit wird ein alternatives Modell bzgl. der intrazelluldren
Regulation postuliert. Darin wird gezeigt, dass durch Wnt-Stimulation der gesamte Degrada-
tionskomplex an phosphoryliertes LRP5/6 rekrutiert wird. Der Destruktionskomplex phos-
phoryliert dort zwar weiterhin B-Catenin, allerdings findet keine Ubiquitinierung mehr statt,

wodurch B-Catenin am Degradationskomplex gebunden bleibt, bis dessen Bindungsstellen
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abgesittigt sind (siche Abbildung B-8 B). Das verbleibende B-Catenin kann nun im Zytosol

akkumulieren (Li, Ng et al. 2012). Auch den Wnt-OFF-Status skizziert diese Arbeit etwas

anders, ndmlich dass bereits ubiquitiniertes B-Catenin am Degradationskomplex gebunden

bleibt und in dieser Form vom Proteasom abgebaut wird (Li, Ng et al. 2012).

A Bisheriges Modell des intrazellularen Wnt-Signalweges
Wwnt
Wnt-OFF Wnt-ON
- Al vl :
Axin
Dvl
n
- APC
4 jcat
: fcat |
. ficat
TrCP v v fcat
B Neues Modell nach Li, Ng et al. 2012
Wnt-OFF Wnt-ON
Dvl g
in
Dvl w
. ;. fcat APC
Trop Peat i\sic = Beat [TrCP
> Beat

Abbildung B-8: Regulation des kanonischen Wnt-Signalweges im Zytosol: altes (A)
und neues (B) Modell (modifiziert nach Clevers and Nusse 2012).

Das neue Modell postuliert, dass im Wnt-ON-Status der Degradationskomplex nicht zerfallt, sondern
vielmehr komplett an die Zellmembran rekrutiert wird, wo er zwar weiteres B-Catenin bis zur Absétti-
gung bindet, aber nicht ubiquitiniert. Verbleibendes -Catenin akkumuliert im Zytoplasma.

Im Wnt-OFF-Status dissoziiert ubiquitiniertes B-Catenin nicht vom Degradationskomplex, sondern wird
an den Komplex gebunden dem Proteasom zugefiihrt.

APC = adenomatous poliposis coli-Protein, CK1 = Caseinkinase 1, Dvl = Dishevelled, GSK3 = Glyko-

gensynthasekinase 3 beta, LRP = low density lipoprotein related protein, P = Phosphatrest, Ub =
Ubiquitin, Bcat = B-Catenin, BTrCp = f-transducin-repeat containing protein
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B.S Transduktion des kanonischen Wnt-Signals im Nukleus

B.5.1 Transport von B-Catenin in den Nukleus

Der Mechanismus, der den Transport von B-Catenin in den Nukleus vermittelt, ist nicht end-
giiltig aufgeklart; es existieren hierzu verschiedene Theorien. Henderson und Fagotto postu-
lierten, dass P-Catenin direkt mit den Porenkomplexen des Nukleus interagieren kann
(Henderson and Fagotto 2002). Der Export von B-Catenin aus dem Nukleus wird in dieser
Arbeit als APC- und Axin-abhidngig beschrieben (Henderson and Fagotto 2002; Cong,
Schweizer et al. 2004). Eine neuere Studie zeigt, dass die Akkumulation von B-Catenin allei-
ne nicht ausreichend fiir dessen Transport in den Nukleus ist, sondern dies vor allem von einer
Aktivierung der Racl-GTPase abhingig ist (Wu, Tu et al. 2008). Wu et al. konnten hierbei
zeigen, dass B-Catenin, Racl und JNK einen Komplex bilden und dieser iiber die Membran
des Nukleus transportiert wird. Diese Studie deutet an, dass eine Aktivierung des kanonischen
Wnt-Signalweges auch von parallel ablaufendem nicht-kanonischen Wnt-Signaling abhéngen
konnte. In weiteren Arbeiten wurden auch andere Funktionen von Racl beschrieben, unter
anderem dass es auch Bestandteil des Transkriptionskomplexes aus TCF und B-Catenin sein
kann. Auch eine Funktion als Antagonist des Degradationskomplexes wird diskutiert (Esufali
and Bapat 2004; Schlessinger, Hall et al. 2009). Eine neuere Studie hat Hinweise darauf ge-
funden, dass der Transport von B-Catenin in den Nukleus aktiv erfolgt und durch Mikrotubuli
geleitet wird (Sugioka, Mizumoto et al. 2011).

B.5.2 Interaktion von B-Catenin mit den Transkriptionsfaktoren TCF/LEF

Im Nukleus interagiert f-Catenin mit den Transkriptionsfaktoren TCF/LEF (Arce, Yokoyama
et al. 2006; Hoppler and Kavanagh 2007), die in Abwesenheit von -Catenin mit Drosophila
Groucho (im Menschen homolog dazu transducin-like enhancer of split, kurz TLE) interagie-
ren, was zu repressiven Effekten an den entsprechenden Genen fiihrt, denn Groucho/TLE
wirkt deacetylierend auf Histone und verdichtet so die Chromatinstruktur (Cavallo, Cox et al.
1998; Billin, Thirlwell et al. 2000). B-Catenin aber kann Groucho an TCF ersetzen (Daniels
and Weis 2005), dies dndert die Struktur von TCF, wodurch es zur Transkriptionsaktivierung
kommt.

Im menschlichen Genom existieren vier verschiedene TCF-Gene (TCF1-4). Dariiber hinaus
fiihrt alternatives Splicing zu einer groflen Vielfalt innerhalb der Gruppe dieser Proteine, die
wiederum unterschiedliche Eigenschaften aufweisen konnen (Arce, Yokoyama et al. 2006;
Hoppler and Kavanagh 2007). LEF1 hat meist aktivierende Funktionen, TCF1 und TCF4

konnen sowohl aktivierend als auch repressiv wirken, wahrend TCF3 hauptsédchlich repressi-
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ve Eigenschaften zugeschrieben werden (Arce, Yokoyama et al. 2006; Hoppler and Kavanagh
2007). TCFs gehoren zur Familie der high mobilitiy group (HMG)-Proteine. Deren Bindung
kann zu starken Biegungen (bending) der entsprechenden DNA-Sequenz fiihren. Hierbei in-
teragieren sie mit sogenannten wnt responsive elements (WRE) mit der Konsensussequenz 5’-
A(A/T)CAA(A/T)G-3’ (van Beest, Dooijes et al. 2000). Durch diese Strukturverdnderung der
DNA konnen Interaktionsstellen fiir diverse Koaktivatoren wie z.B. Pygopus, Legless oder
Bcl9 zuginglich werden (Giese, Cox et al. 1992). Diese Koaktivatoren bewirken durch Acety-
lierung der Histone eine Dekondensierung der Chromatinstruktur, wodurch die Initiierung der

Transkription gefordert wird (Hecht, Vleminckx et al. 2000; Belenkaya, Han et al. 2002).

B.5.3 Zielgene und Selbstregulation des Wnt-Signalweges

Dem kanonischen Wnt-Signalweg kommen sehr unterschiedliche Aufgaben in der Steuerung
von Zellproliferation, -migration und -differenzierung bzw. der Gewebehomdostase zu, was
u.a. durch die Vielzahl verschiedener Wnt-Zielgene bedingt ist (Vlad, Rohrs et al. 2008). Ty-
pische direkte Wnt-Zielgene zeichnen sich dadurch aus, dass sie TCF/LEF-
Konsensussequenzen in ihren Promotorregionen tragen, die fiir deren Transkriptionsregulati-
on von Bedeutung sind. Man muss aber dariiber Hinaus auch von einer Vielzahl von indirek-
ten Wnt-Zielgenen ausgehen, die nach Wnt-abhéngiger Induktion verschiedener Transkripti-
onsfaktoren verstirkt oder vermindert exprimiert werden. Absolute Aussagen iiber Wnt-
Targetgene lassen sich kaum treffen, denn der Effekt des kanonischen Wnt-Signals ist meist
Zell- und Kontextabhéngig (Logan and Nusse 2004). Der kanonische Wnt-Signalweg regu-
liert sich iiber die Transkriptionssteuerung einiger seiner Komponenten durch negative feed-
back loops selbst. Durch Wnt-Signaling konnen zum Beispiel Axin2 oder DKK1 induziert,
LRP6 hingegen reprimiert werden (Logan and Nusse 2004). Auf der anderen Seite kann es
auch zu positiven feedback loops kommen, z.B. durch die Wnt-abhingige Induktion von
TCF/LEF-Transkriptionsfaktoren (Arce, Yokoyama et al. 2006; Hoppler and Kavanagh

2007), die auch bei der Entstehung von verschiedenen Tumoren beteiligt sind.
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B.6 Physiologisches und aberrantes Wnt/pB-Catenin-Signaling

B.6.1 Stammzellselbsterneuerung

Stammzellen zeichnen sich durch die Eigenschaft aus, sich selbst zu erneuern und sich in spe-
zialisierte Zellen zu differenzieren. Diese Vorginge werden neben intrinsischen Faktoren
malgeblich von extrinsischen Signalen gesteuert, die von Zellen in der Stammzellnische ver-
mittelt werden (Losick, Morris et al. 2011). Als eines dieser Signale konnte der Wnt/B-
Catenin-Signalweg identifiziert werden. Zum ersten mal fand man einen Zusammenhang zwi-
schen Wnt-Signaling und Stammzellerneuerung, als man feststellte, dass Mutationen in TCF4
der Maus zu einem Totalverlust von Stammzellen im Gastrointestinaltrakt fiihrt (Korinek,
Barker et al. 1998). Auch in Haarfollikeln spielt der Wnt/B-Catenin-Signalweg in der Regula-
tion von Stammzellen eine tragende Rolle (DasGupta and Fuchs 1999). Eine Inhibition des
Wnt/B-Catenin-Signalweges durch Uberexpression von DKK ging dabei mit dem Verlust von
Haarfollikeln und Brustdriisen einher (Andl, Reddy et al. 2002). Des Weiteren konnte gezeigt
werden, dass die Anzahl von himatopoetischen Stammzellen durch Uberexpression von Axin
abnimmt (Reya, Duncan et al. 2003; Reya and Clevers 2005). Umgekehrt geht eine Stimulati-
on des Wnt/B-Catenin-Signalwegs mit einer Zunahme der Anzahl von Stammzellen in Haar-
follikeln sowie im hdmatopoetischen System einher (Gat, DasGupta et al. 1998). In der Zell-
kultur macht man sich diese Erkenntnisse zur einfacheren Kultivierung von Stammzellen zu
Nutze, indem man dem Medium Wnts zusetzt (Zeng and Nusse 2010; Sato, van Es et al.
2011; ten Berge, Kurek et al. 2011). Bis heute ist allerdings unklar, wie genau das Wnt-
Signaling dazu beitrigt, dass sich Stammzellen selbst erneuern. Eine Hypothese hierzu besagt,
dass durch die Aktivierung des Wnt/B-Catenin-Signalwegs die Expression bestimmter, zur

Differenzierung notwendiger Gene supprimiert wird (Clevers and Nusse 2012).

B.6.2 Benigne Erkrankungen

Gong et al. konnten 2001 einen Zusammenhang von Wnt-Signaling und der Knochendichte
nachweisen, als man eine LRPS5-/oss-of-function-Mutation in Patienten mit Osteoporose-
Pseudogliom-Syndrom feststellte (Gong, Slee et al. 2001). Analog dazu findet sich in Patien-
ten mit autosomal-dominant vererbt erhohter Knochendichte eine gain-of-function-Mutation
von LRP5 (Boyden, Mao et al. 2002; Little, Recker et al. 2002), die dazu fiihrt, dass LRPS5 die
Wnt-Antagonisten SOST (Ellies, Viviano et al. 2006) und DKK1 (Ai, Holmen et al. 2005)
nicht mehr binden kann. Ferner konnte durch den therapeutischen Einsatz von Antikdrpern
gegen SOST und sFRP1 in Tierexperimenten eine Zunahme der Knochendichte erreicht wer-

den (Bodine, Stauffer et al. 2009).
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Dartiiber hinaus konnten Mutationen in LRP6 mit ateriosklerotischen Erkrankungsbildern as-
soziiert werden (Mani, Radhakrishnan et al. 2007). Zudem scheinen auch bestimmte Formen
des Typ II Diabetes mit Mutationen in TCF7L2, einem Transkriptionsfaktor im Wnt-
Signalweg, in Zusammenhang zu stehen (Grant, Thorleifsson et al. 2006).

Auch auf dem Gebiet der Neurologie und Psychiatrie stellte sich die Wnt-
Signalwegforschung in den letzten Jahren als interessantes Feld heraus. So konnte nicht nur
ein Zusammenhang von Wnt-Signaling mit der neuronalen Entwicklung gezeigt werden (Hur
and Zhou 2010), sondern auch seine Bedeutung in der Entstehung von Krankheiten wie Mor-
bus Alzheimer und Schizophrenie (Lovestone, Killick et al. 2007; da Cruz e Silva, Henriques

et al. 2010; Ren, Rizavi et al. 2012).

B.6.3 Maligne Erkrankungen

Analog zu einem verminderten Wnt-Signaling in degenerativen Krankheiten geht eine unge-
hemmte Aktivierung des Wnt/B-Catenin-Signalweges oft mit malignen Erkrankungen einher.
Bereits 1991 konnte nachgewiesen werden, dass Patienten mit Familidrer Adenomatdsen Po-
liposis Coli (FAP) eine heterozygote Mutation im APC-Gen tragen (Kinzler, Nilbert et al.
1991; Nishisho, Nakamura et al. 1991), die mit dessen Aktivititsverlust einhergeht. Spéter
wurde festgestellt, dass bis zu 80 % aller sporadisch auftretenden Darmkrebserkrankungen
mit APC-Mutationen assoziiert sind (Kinzler and Vogelstein 1996; Wood, Parsons et al.
2007). Auch Mutationen von Axin (Lammi, Arte et al. 2004) oder TCF4 (Bass, Lawrence et
al. 2011) konnen zur Entstehung von Darmkrebs fiihren.

Karzinome im Gastrointestinaltrakt stellen allerdings bei weitem nicht die einzigen Tumo-
renentitdten dar, die mit fehlreguliertem Wnt-Signaling in Zusammenhang gebracht wurden.
Auch in hepatozelluldren Karzinomen (HCC) (Rubinfeld, Robbins et al. 1997), Tumoren der
Haut und in vielen weiteren Tumoren lieBen sich Mutationen in Komponenten des Wnt-

Signalweges finden (Reya and Clevers 2005).

B.6.4 Therapeutische Aspekte

Zahlreiche Arbeitsgruppen befassen sich schon seit Jahren mit dem Thema der gezielten Ma-
nipulation des Wnt-Signalweges durch small molecule compounds um neue Therapieoptionen
in der Behandlung von Krebserkrankungen zu finden. Eine der ersten Ideen auf diesem Gebiet
war es, die Interaktion von B-Catenin und TCF/LEF zu unterbinden; da diese Komponenten
sehr weit downstream im kanonischen Wnt-Signalweg lokalisiert sind, stellen sie ein hoch-
spezifisches Ziel flir dort modulierend wirkende therapeutische Substanzen dar (Clevers and

Nusse 2012). Bis heute konnte allerdings kein Wirkstoff identifiziert werden, der dies mit
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bewiesener Spezifitit und Effizienz gewihrleisten kann. Obwohl mit PKF115-854 und
CGP049090 zwei vielversprechende Substanzen zur Verfiigung stehen (Lepourcelet, Chen et
al. 2004), sind auch diese bislang nicht in klinischen Studien getestet worden.

Weiter upstream im Signalweg stellt Axin ein interessantes Ziel filir kiinftige Therapien dar.
Durch Hemmung des Enzyms Tankyrase durch Substanzen wie IWR (Lu, Ma et al. 2009) und
XAV939 (Huang, Mishina et al. 2009) kann die intrazelluldre Konzentration von Axin erhoht
werden; auch hier existieren jedoch bisher keine klinischen Studien.

In einem anderen Ansatz wurde durch die Hemmung von Porcupine mittels IWP2 die Sekre-
tion von Wnts inhibiert (Lu, Ma et al. 2009). Ohne die durch Porcupine vermittelte Lipidmo-
difizierung kam es zu einer intrazelluliren Akkumulation der Wnt-Molekiile. IWP2 wurde
bisher nur in Zellkulturexperimenten mit Erfolg angewandt (Sato, van Es et al. 2011; ten
Berge, Kurek et al. 2011). Aufgrund ihrer Hydrophobizitét, erscheint es momentan nicht mog-

lich, IWP2 in vivo einzusetzen.
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C Zielsetzung und Fragestellung

In unserer Arbeitsgruppe wurde in HT1080-Zellen eine erhohte Expression von Fzd8 nach-
gewiesen und seine grundlegende Rolle im Invasions- und Proliferationsverhalten von Tu-
morzellen belegt (Leitenstern et al., miindliche Mitteilung). Zudem war bekannt, dass Fzd8
durch Wnt3a negativ reguliert wird (Karow 2008), wodurch es als puativ negatives Wnt/f-
Catenin-Zielgen betrachtet werden kann (Karow 2008; Kolben 2010; Kolben, Perobner et al.
2012).

In dieser Arbeit sollte deswegen die Expressionsregulation von Fzd8 mittels einer molekula-

ren Analyse seiner Promotorregion untersucht werden.

Folgende Fragen sollten hierbei bearbeitet werden:

e Lésst sich der Fzd8-Promotor strukturell in aktivierende und repressive Abschnitte
einteilen? Kann man einen distalen Enhancer identifizieren?

¢ Kann die negative Regulation der mRNA-Expression von Fzd8 durch Wnt3a auch auf
Promotorebene gezeigt werden?

* @Gibt es Unterschiede bzgl. der Fzd8-Promotoraktivitit in verschiedenen Zelllinien?

*  Wie verhilt sich die Promotoraktivitit nach Manipulation von weiter downstream-
liegenden Wnt/B-Catenin-Signalwegkomponenten, insbesondere nach Knockdown
von APC und B-Catenin?

e Lassen sich mittels in silico-Analyse Transkriptionsfaktoren identifizieren, durch die

die Fzd8-Expression reguliert wird?

Im zweiten Abschnitt der Arbeit wurde mit dem im ersten Abschnitt identifizierten Transkrip-
tionsfaktor ZF5 weitergearbeitet, da dieser als mdglicher Mediator des Fzd8-Promotors erach-

tet wurde.

Hierzu sollten folgende Fragen bearbeitet werden:
¢ Korreliert eine erhohte ZF5-Expression mit einer vermehrten Fzd8-Expression?
* Kann ZF5 durch den kanonischen Wnt/B-Catenin-Signalweg induziert werden?
* Vermittelt eine Uberexpression von ZF5 eine vermehrte Expression von Fzd8?
» Zeigt eine Uberexpression von ZF5 einen aktivierenden Einfluss auf den kanonischen

Wnt/B-Catenin-Signalweg?
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D Material und Methoden

D.1 Geriate und Materialien

D.1.1 Gerite
Autoklav 3850 Systec GmbH, Wettenberg
Biophotometer Eppendorf, Hamburg

CO;-Inkubator Galaxy S

RS Biotech, Irvine, England

Eismaschine AF-10

Scotsman, Frimont, Italien

Flachbett-Gelelektrophorese-Apparatur,
Modell B1

PeqlLab, Erlangen

Gel-Bilderfassungssystem Intas Gel Imager

Intas, Gottingen

Heizblock Thermomixer Compact

Eppendorf, Hamburg

Hybridisierungsofen, Hybridizer HB-100

UVP, Laboratory Products, USA

Image Scanner

Pharmacia, Freiburg

Kiihlschrank (4 °C)

Siemens, Miinchen

Magnetriihrer Ika-Combimag RCO

Janke & Kunkel, Staufen

Mikroskope:

IX50 mit
CCD Kamera Typ 3CCD
UV-Lampe U-RFL-T

IX70 mit
POC Chamber
SensiCam QE
Tempcontrol 32-2
Uniblitz® VCM-D1 Shutter

Olympus, Feldkirchen-Westerham
Sony, Koln

Olympus, Feldkirchen-Westerham
Olympus, Feldkirchen-Westerham
Pecon, Erbach

PCO CCD Imaging, Kehlheim
Pecon, Erbach

Vincent Associates, Rochester, USA

Mikrowellenofen R-6270

Sharp, Osaka, Japan

Neubauer-Zahlkammer

Plazotta, Miinchen

Nanodrop-Photometer

Thermo Scientific, USA

Orbitalschiittler:
Certomat® R Braun Biotech International, Melsungen
Infrons TR150 mit Infrons AG, Bottmingen, Schweiz
Heissluft Inkubatorofen ITE Infrons AG, Bottmingen, Schweiz

PCR Thermal Cycler:
Gene Amp 2400 Perking Elmer, Langen

LightCycler™ II
Mastercycler Gradient

Roche, Mannheim
Eppendorf, Hamburg

pH-Meter: Typ 526 mit pH Elektrode

WTW, Weilheim

Pipetus-akku

Hirschmann Laborgerite, Eberstadt

Proteintransfereinheiten:
Mini Protean Electrophoresis Cell
Mini Trans Blot Electrophoretic

BioRad, Miinchen
BioRad, Miinchen

Transfer Cell BioRad, Miinchen
Sicherheitswerkbénke:

BDK 7419, Modell UVF 6.18S BDK, Sonnenbiihl-Genkingen

Herasafe Typ HS12 Heraeus Instruments, Gottingen
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Spannungsquellen:
Consort E143
Mighty Slim™

PeqLab, Erlangen
Hoefer, Heidelberg

Stickstofftank Locator 4

Sigma, Taufkirchen

Spectrofluorimeter Safire 2

Tecan, Crailsheim

Tietkiihlgefrierschrank:
Colora UF 85-300S (-80 °C)
Liebherr Premium Frost (-20 °C)

Colora, Lorch
Liebherr, Ochsenhausen

Transilluminator DarkReader™

Clare Chemical Research, Dolores, USA

Vakuum-Zentrifugal-Verdampfer
Typ RC 10.9

Jouan, Unterhaching

Vortex Genie 2

Scientific Industries, New York, USA

Waagen:
Analysenwaage, A 120 S
Technische Waage, MA AF200

Satorius, Gottingen
Satorius, Gottingen

Wirmeschrinke:
B30 Memmert, Schwabach
BE30 Memmert, Schwabach
Wasserbader:
WB-14 Memmert, Schwabach

Exatherm U3electronic

Julabo, Seelbach

Wasserdeionisierungseinheit Membrapure

MembraPURE, Bodenheim

Zentrifugen:
Varifuge 3.0 R
Sepatech Biofuge 15
Eppendorf 5415 D
Kiihlzentrifuge, Eppendorf 5415 R

Heraeus Sepatech, Miinchen
Heraeus Sepatech, Miinchen
Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg
Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg

D.1.2 Chemikalien und Materialien

D.1.2.1 Bakterien, Ndhrlosungen und Antibiotika

Tabelle D-1: Bakterienstimme

E. coli C2925H (NEB, USA)

ara-14 leuB6 thuA31 lacY1 tsx78 glnV44 galK2 galT22 mcrA dem-6 hisG4 rfbD1
R(zgb210::Tn10) Ter’ endAl rspL136 (Str*) dam13::Tn9 (Cam®™) xylA-5 mtl-1 thi-1 merB1

hsdR2

E. coli JM109 (NEB, USA)

endAl glnV44 thi-1 relAl gyrA96 recAl merB+ A(lac-proAB) el4- [F' traD36 proAB+ la-

clq lacZAM15] hsdR17(r -m +)

E. coli TOP 10 (Invitrogen, USA)

F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 nupG recAl araD139 A(ara-

leu)7697 galE15 galK16 rpsL(StrR) endA1 A-
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Tabelle D-2: Nihrmedien

DYT

16 g/l Bacto-Trypton (Casein-Pepton, tryptisch verdaut)
10 g/l Bacto-Hefeextrakt
5 g/l NaCl

SOC-Medium

20 g/l Bacto-Trypton (Casein-Pepton, tryptisch verdaut)
10 g/l Bacto-Hefeextrakt

0,5 g/l NaCl

1,2 g/l MgSO4

40,95 g/l MgCl,

20 g/l D(+)-Glukose

Die Sterilisierung der Nahrmedien erfolgte entweder durch Autoklavieren oder Sterilfiltration.
Feste Ndhrmedien wurden hergestellt, indem dem DYT-Medium vor dem Autoklavieren

15 g/l Bacto-Agar zugegeben wurde.

Antibiotika

In den molekularbiologischen Teilen der Arbeit wurden Ampicillin und Kanamycin zur Se-
lektion von Bakterien verwendet. Unter Beriicksichtigung der Hitze-Instabilitdt dieser Stoffe
wurden diese den Medien erst ab einer Temperatur von 50 °C in einer Konzentrationen von

200 pg/ml (Ampicillin) und 50 pg/ml (Kanamycin) zugegeben.

D.1.2.20ligonukleotide

Primer fiir DNA-Amplifikation mittels PCR

Alle Primer wurden mit Hilfe des Programmes SE Central (SciEdSoftware, Cary, USA) ent-
worfen. Synthetisiert wurden sie von der Fa. Metabion, Martinsried. Kursiv gedruckte Ele-
mente der Primer in der Tabelle stellen Schnittstellen fiir Restriktionsendonukleasen (RE) dar.
Zusitzlich wurden GC-Uberhéinge am 5°-Ende der Primer hinzugefiigt, um die Bindungsaffi-

nitdt der RE zu erhdhen.

Tabelle D-3: Primer fiir DNA-Amplifikation durch PCR

Name Sequenz (5°23°) T

Fzd8-Prom-forw-379 TCTGAACGGACAACCACGAGCTACC 77,0 °C
Fzd8-Prom-forw-316 CG-GATATC-CAGATACGTGTCGCGGAGT 73,0 °C
Fzd8-Prom-forw-591 CG-GATATC-CCTTGGAGATCTGTGCTATG 70,0 °C
Fzd8-Prom-forw-982 CG-GATATC-GGCTTGGCTGGTTTGAAACG 72,0 °C
Fzd8-Prom-forw-1339 CG-GATATC-AGCCGGGAAGTTGGGCTAAG 73,0 °C
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Fzd8-Prom-forw-1558
Fzd8-Prom-forw-1742
Fzd8-Prom-forw-2038
Fzd8-Prom-forw-EcoRV
Fzd8-Prom-forw-Exten
Fzd8-Prom-rev-135
Fzd8-Prom-rev-763
Fzd8-Prom-rev-364
Fzd8-Prom-rev-177
Fzd8-Prom-rev-BamHI
ZF5-EcoRV-rev
ZF5-Nhel-forw

CG-GATATC-AAGGACGGACGCCGGAGAAA
CG-GATATC-CCAGAGGAAACTTGCGGCGC
CG-GATATC-GGTTAGATTATCGGCAGACC
CG-GATATC-GCCACCCTCCTGGCTAACTGAAATG
GC-GATATC-CACCATCTGTGTTGCTCTT
TACACAGCGGCACGGTGATCTCTT
CG-GGATCC-GTCTCCTTCCTGCTGGACAC
CG-GGATCC-CGGGCCTCGGCTCATCGTCC
CG-GGATCC-GTCTGCCGATAATCTAACCC
CG-GGATCC-GCCAGCAGCGAGGTCACTTCC
GCACG-GATATCT-GATCCACGTCATCTCAGT
GCACTC-GCTAGC-
GATAATAGCCTGAGTTGTTCATGG

73,0 °C
75,0 °C
70,0 °C
76,0 °C
70,0 °C
77,0 °C
77,0 °C
82,0 °C
75,0 °C
79,0 °C
74,0 °C
77,0 °C

Primer fiir die RT-PCR

Alle Primer wurden mit dem Assay Design Center der Firma Roche, Mannheim (www.roche-

applied-science.com) erstellt und anschlieBend mittels NCBI Nucleotide Blast Search

(http:/blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) auf putative Bindungsstellen an anderen mRNAs im

Bereich der primerspezifischen Schmelztemperatur (Ty,) untersucht, um Amplifikationsarte-

fakte zu vermeiden. Alle Primer wurden von der Fa. Metabion, Martinsried synthetisiert mit

Ausnahme der Primer fiir humanes B-Catenin, die von der Fa. SearchLC, Heidelberg erwor-

ben wurden (Tabelle D-4). Die entsprechenden Sonden wurden von der Fa. Roche bezogen

(Tabelle D-5).

Tabelle D-4: Primer fiir RT-PCR

Name

Sequenz (5°23°)

T

Amplikon Sonde

Human Catenin-1-f
Human Catenin-B1-r

(http://www.search-lc.com/lc/info/Catenin.pdf)

UPL-Fzd8-for CGCCACGCGTTAATTTCT 59°C 64 bp
UPL-Fzd8-rev ATCTCGGGTTCTGGAAACG 60 °C
UPL-GAPDH-for AGCCACATCGTCCAGACAC 60 °C 66 bp
UPL-GAPDH-rev GCCCAATACGACCAAATCC 60 °C
UPL-ZF5-for GGCACGAGAACAATATGCAC 59°C T71bp
UPL-ZF5-rev CTGTTCTGTCTCGCTCTGGA 59 °C

Produkt von SearchLC GmbH, Heidelberg zur Anwendung mit
LightCycler® Sybr Green I

#73

#60

#38

Tabelle D-5: Universal Library Sonden fiir RT-PCR

Nummer Sequenz (5°23°) Assoziierte Primer

#38 GGAAGCAG UPL-ZF5-for, UPL-ZF5-rev

#60 TGGGGAAG UPL-GAPDH-for, UPL-GAPDH-rev
#73 GCTGAGGA UPL-Fzd8-for, UPL-Fzd8-rev
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Die Nukleotide der Sonden bestehen aus locked nucleic acids (LNA). Zur ndheren Erldute-

rung siehe D.2.1.4.

D.1.2.3 Rekombinante Proteine und Antikorper

Tabelle D-6: Rekombinante Proteine

Rekombinantes humanes Wnt-3a
Rekombinantes murines Wnt-3a

R&D Systems, USA
R&D Systems, USA

Tabelle D-7: Antikorper

Antikorper und Sekundirantikorper:

goat Anti-pB-Aktin (I-19) SCBT, USA

rabbit Anti-B-Catenin (C-18) SCBT, USA

Donkey anti-rabbit IgG GE Healthcare, USA

donkey anti-goat [gG-HRP SCBT, USA

D.1.2.4Small Interfering RNAs

Tabelle D-8: siRNAs

Ziel-RNA siRNA-Name Ziel Sequenz (5°23) Firma

APC APC-hum#1 AATGAGAGCACTGATGATAAA Qiagen, Hilden
B-Catenin CTNNBI AATGGTTGCCTTGCTCAACAA Qiagen, Hilden
keine Control siRNA  AATTCTCCGAACGTGTCACGT Qiagen, Hilden

D.1.2.5 Chemikalien, Enzyme und andere Materialien

Enzyme
Antarctic Phosphatase NEB, USA
Calf Intestinal Phosphatase NEB, USA
DNA Polymerase I, Klenow Fragment NEB, USA

Hot Star HiFidelity Polymerase

Qiagen, Hilden

Phusion Flash Polymerase

Finnzymes, Finnland

Platinum Taq Polymerase

Invitrogen, USA

Restriktionsenzyme (BamHI, EcoRV, Nhel,
Sacll, Smal, Xbal)

NEB, USA

T4-Ligase

Roche, Mannheim

Kits

BioLux" Gaussia Luciferase Assay Kit

NEB, USA

LightCycler FastStart DNA Master SYBR
Green [

Roche, Mannheim

LightCycler TagMan" Master

Roche, Mannheim

MinElute Gel Extraction Kit

Qiagen, Hilden

PeqGold Plasmid Mini Prep Kit

Qiagen, Hilden
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QIAmp DNA Blood Midi Kit

Qiagen, Hilden

QiaShredder Sédulen

Qiagen, Hilden

QuantiTect Reverse Transcription Kit

Qiagen, Hilden

RNeasy Mini Kit

Qiagen, Hilden

Chemikalien und Materialien fiir die Molekularbiologie

Agarose, Nusive

Biozym, Hameln

Agarose, Seakem GTG

Biozym, Hameln

B-Mercaptoethanol

Sigma, Deisenhofen

DNA-Molekulargewichtsmarker Generuler
1kb

MBI Fermentas, St.-Leon-Rot

DNA-Molekulargewichtsmarker Ultra Low
Range

PeqlLab, Erlangen

DNA-Auftragspuffer, 10x

Invitrogen, Karlsruhe

dNTPs Pharmacia, Freiburg
Ethanol Merck, Darmstadt

Ethidiumbromid Sigma, Deisenhofen
Isopropanol Sigma, Deisenhofen

LightCycler Kapillaren

Roche, Mannheim

Chemikalien und Materia

lien fiir die Mikrobiologie

Ampicillin-Natriumsalz

Merck, Darmstadt

Bacto Agar BD Bioscience, USA

Bacto Hefeextract BD Bioscience, USA

Bacto Trypton BD Bioscience, USA
D-Glucose Sigma, Deisenhofen
Erlenmeyerkolben 100, 250 und 1000 ml Wagner und Munz, Miinchen
Glycerin Serva, Heidelberg
Kanamycinsulfat Roche, Mannheim

Kryordhrchen, 1,8 ml

Nunc, Wiesbaden

Petrischalen, Polystyrol 10 cm O

Greiner, Niirtingen

Chemikalien und Materialien fiir die Zellbiologie

oMEM mit L-Glutamin, ohne Nukleoside

PAA, Osterreich

DMEM mit 2 mM L-Glutamin, 4,5 g/l Glu-
cose

PAA, Osterreich

DMSO Merck, Darmstadt
FCS Sigma, Deisenhofen
Glycerin Merck, Darmstadt
Isopropanol Merck, Darmstadt
Lipofectamine 2000 Invitrogen, Karlsruhe

Penicillin/Streptomycin

PAA, Osterreich

Trypsin-EDTA, 10 x Ldsung

PAA, Osterreich

Zellkulturgefille, (T25, T75)

Nunc, Wiesbaden

Zellkulturplatten (6- und 96-well)

Nunc, Wiesbaden

Chemikalien und Materia

lien fiir die Proteinchemie

Acrylamid : Bisacrylamid (37,1 : 1)

Carl Roth, Karlsruhe

Ammoniumperoxodisulfat

Carl Roth, Karlsruhe

Bromphenolblau Serva, Heidelberg
BSA Sigma, Deisenhofen
Cellophan Carl Roth, Karlsruhe

Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat

Merck, Darmstadt

DTT

Sigma, Deisenhofen
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Essigsdure Merck, Darmstadt
Formaldehyd Sigma, Deisenhofen
Geltrocknungsrahmen Carl Roth, Karlsruhe
Glycin Merck, Darmstadt
HEPES Sigma, Deisenhofen
Methanol Merck, Darmstadt
Milchpulver Carl Roth, Karlsruhe
Natriumchlorid Merck, Darmstadt
Natriumhydrogenphosphat-Monohydrat Merck, Darmstadt
Natriumhydroxid Merck, Darmstadt
Nitrozellulosemembran BA 85 (0,45 um) Schleicher und Schuell, Kassel
Precision Plus Protein BioRad, Miinchen
Standard Kaleidoscope

SDS Serva, Heidelberg
SeeBlue® Plus2 Protein-Molekularstandard | Invitrogen, Karlsruhe
TEMED Carl Roth, Karlsruhe
Tris-Base Sigma, Deisenhofen
Tris-Cl Sigma, Deisenhofen
Triton X-100 Sigma, Deisenhofen
Tween-20 Serva, Heidelberg
Western Lightening Plus ECL Perkin-Elmer, USA
Whatman Filterpapier Nr. 1 Whatman/Vetter, Ammerbuch
Amersham Hyperfilm ECL GE Healthcare, USA

D.1.3 Saugetierzellen

D.1.3.1 hMSC-P (Prockop)

Die in dieser Arbeit verwendeten humanen mesenchymalen Stammzellen (hMSC) stammen
von der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Darwin Prockop von der Tulane University, USA. Dort
wurde aus dem oberen, posterioren Beckenkamm erwachsener Spender Knochenmark ent-
nommen und das Zellmaterial durch Dichtegradzentrifugation angereichert. Anschliefend
erfolgte die Identifizierung der hMSC durch ihre Fahigkeit zu Adhédrenz an Plastik (Sekiya,
Larson et al. 2002), wozu im Gegensatz himatopoetische Stammzellen nicht fahig sind. Im
Falle der hier verwendeten Zellen handelte es sich um Material von zwei verschiedenen
Spendern. hMSC-P koénnen sowohl osteogen, chondrogen und adipogen differenzieren. Die
Zellen wurden von der Arbeitsgruppe Prockop negativ auf HIV, Hepatitis-B und -C, Myco-
plasmen, Bakterien und Pilze getestet. Die Durchflusszytometrie ergab folgendes Expressi-
onsprofil: CD44, CD166, CD90, CD105, CD147, CD49c, CD29, CD49f und CD59 positiv;
CD36, CD34, CD117 und CD45 negativ.
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D.1.3.2 Fibrosarkomzellen HT1080

HT1080 sind hochinvasive und -proliferative Fibrosarkomzellen mit einer Verdopplungszeit
von ca. 30 Stunden. Auch bei Kultivierung der Zellen {iber mehrere Wochen in der Zellkultur
zeigt sich keine Reduktion der Proliferation. Urspriinglich wurden die Tumorzellen aus dem
Fibrosarkom eines 35 Jahre alten Kaukasiers gewonnen, der weder mit Chemo- noch Radio-
therapie behandelt worden war (Rasheed, Nelson-Rees et al. 1974). HT1080 zeigen ein akti-
viertes ras-Onkogen und einen teilweise pseudodiploiden Chromosomensatz. Die Zellen wur-
den ebenfalls negativ auf Mycoplasmen, Bakterien, Pilze und die Viren EBV, HBV, HCV,
HHV-8, HIV und HTLV-I/II getestet. Die Zellen wurden von der DMSZ (Deutsche Samm-

lung von Mikroorganismen und Zellkulturen) in Braunschweig bezogen.

D.1.3.3HEK?293

HEK-Zellen sind eine weitverbreitete Zelllinie in der Zellbiologie, da sie sich durch ein ra-
sches Wachstum und gute Transfizierbarkeit auszeichnen. Diese fibroblastoiden Zellen wach-
sen als adhidrente Monolayer und haben eine Verdopplungszeit von ca. 20-24 Stunden. HEK
steht fiir ,,Human Embryonic Kidney*“-Zellen, es handelt sich aber nicht um reine menschli-
che embryonale Nierenzellen, sondern um eine durch Transformation von Teilen des Erbgutes
des Adenovirus 5 genetisch verdnderte Zelllinie (Louis, Evelegh et al. 1997), wodurch sie
Tumorzell-dhnliche Eigenschaften erhielten (Graham, Smiley et al. 1977). Insofern stellen die
Zellen kein valides Modell fiir menschliche Zellen oder Tumorzellen dar. Sie werden deshalb
vor allem in Experimenten verwendet, in denen weniger die Eigenschaft der Zelle im Vorder-
grund steht, als zum Beispiel fiir die bloBe Uberexpression eines bestimmten Proteins. Die
Zellen wurden ebenfalls von der DMSZ in Braunschweig bezogen. Sie wurden negativ auf

Mycoplasmen, EBV, HBV, HCV, HHV-8 und HIV getestet.

D.1.4 Plasmide

D.1.4.1 pCR4.1-TOPO

Der TOPO-Vektor findet vor allem bei Zwischenklonierungen von PCR-Produkten Verwen-
dung, damit diese einfacher sequenziert werden konnen. DNA-Fragmente, die durch eine
PCR unter Verwendung einer Taq-Polymerase generiert wurden, tragen an ihrem 3’-Ende ein
Desoxyadenosin. Der zuvor linerarisierte Vektor hingegen trdgt an seinem 3’-Ende einen

Desoxythymidin-Rest. Die an den Vektor kovalent gebundene Topoisomerase I katalysiert
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nun die Verbindung der beiden an den jeweiligen 3’-Enden iiberhdngenden Molekiile und die
PCR-Produkte konnen dadurch leicht in den Vektor ligiert werden (Shuman 1994). Der
TOPO-Vektor tragt zur Selektion erfolgreich transformierter E. coli die Resistenzgene fiir

Ampicillin und Kanamycin.

D.1.4.2 pGLuc-Basic

Der Vektor pGLuc-Basic der Fa. NEB enthilt die an die humane Codonpriferenz angepasste
codierende Sequenz des Reportergens Gaussia Luciferase (GLuc) (Tannous, Kim et al. 2005)
ohne einen Promotor. Dieses Protein wurde erstmalig aus dem Meeresorganismus Gaussia
princeps isoliert. Uber die multiple cloning site (MCS) mit verschiedenen singuldren Schnitt-
stellen fiir Restriktionsendonukleasen am 5’-Ende des Gens kénnen Promotoren in den Vek-
tor eingesetzt werden, um deren transkriptionsregulierende Funktionen zu untersuchen. Eine
Lyse der Zellen ist hierfiir nicht notig, da die Gaussia Luciferase in den Uberstand des Zell-
mediums sezerniert wird, worin dessen Aktivitit quantifiziert werden kann. Der Vektor tragt
ein Ampicillin-Resistenzgen, das die Selektion von transformierten Bakterien ermoglicht.

Abbildung D-1 gibt einen schematischen Uberblick iiber den Vektor.

Gaussia Luciferase

Amp-Resistenz Abbildung D-1: Vektorkarte
\ pGLuc-Basic.

1000~ Resistenz = Neomycin-Resistenz, pUC ori =
Plasmid University of California origin of
SVA0-Promotor replication, SV40-Promotor = simian virus

pUC ori 40-Promotor

Amp-Resistenz = Ampicillin-Resistenz, Neo-

pGLuc-Basic
4920 bp

Neo-Resistenz

In dieser Arbeit wurde der Vektor benutzt, um die Aktivitdt des Fzd8-Promotors zu quantifi-
zieren. Hierflir wurde der Promotor iiber die Restriktionsschnittstellen EcoRV und BamHI in
den Vektor einfiigt (siche Abbildung D-2). In einem weiteren Schritt der Arbeit wurden 5°-

und/oder 3’-trunkierte Varianten des Promotors erstellt, die immer iiber die oben genannten
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Schnittstellen in den Vektor ligiert wurden. So konnte eine Kartierung von repressiven und

aktivierenden Elementen innerhalb des Promotors erfolgen.

Amp-Resistenz ) Fzd8-Promotor Abbildung D-2: Vektorkarte
pGLucBasic-Fzd8Promotor.

Amp-Resistenz = Ampicillin-Resistenz, Neo-
Resistenz = Neomycin-Resistenz, pUC ori =

pUC ori

pGLucBasic- Plasmid University of California origin of
Fzd8Promotor replication, SV40-Promotor = simian virus
w7127 bp

40-Promotor

Gaussia Luciferase

<&

Neo-Resistenz
SV40-Promotor

D.1.4.3 pN3

In der hier vorliegenden Arbeit wurde der Vektor N3 verwendet, um Proteine {iberzuexpri-
mieren. Dies wird dadurch gewihrleistet, dass pN3 die Sequenz des Cytomegalie-Promotors
vom immediate early-Typ enthilt, der eine sehr hohe Aktivitét besitzt. Dieser Vektor enthilt
auBBer den Resistenzgenen fiir Kanamycin und Neomycin, anhand derer transformierte Bakte-
rien bzw. Zellen selektioniert werden konnen, keine kodierenden DNA-Sequenzen. Durch die
im Vektor vorhandene multiple cloning site (MCS) am 3’-Ende des CMV-Promotors kdnnen
iiber singulire Restriktionsschnittstellen DNA-Fragmente ligiert und somit die Uberexpressi-
on eines entsprechenden Proteins erreicht werden. Fiir die richtige Prozessierung der mRNA
ist ein SV40 Polyadenylierungssignal verantwortlich, das sich 3’-terminal an die MCS an-
schlieft.

Das Plasmid pN3-Mock (pN3 ohne integriertes Transgen, siche Abbildung D-3) diente in

dieser Arbeit als Negativkontrolle.
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CMV-Promotor Abbildung D-3: Vektorkarte pN3-

pUC ori Mock.

CMV-Promotor = Cytomegalievirus-Promotor,

N
3500

fl ori = f1 Phagen origin of replication, HSV-
TK pA = Herpes Simplex Virus-Thymidinkinase

pN3-Mock
| 3996 bp . .
HSV-TK pA \ Kanamycin/Neomycin-Resistenz, MCS = mul-

Jam 1500 fl ori tiple cloning site, pUC ori = Plasmid University
o // of California origin of replication, SV40 ori =
simian virus 40 origin of replication, SV40 pA =
" SV40-Promotor simian virus 40 Polyadenylierungssignal, SV40-
Kan-/Neo-Resistenz SV40 ori Promotor = simian virus 40-Promotor

3000

Polyadenylierungssignal, Kan-/Neo-Resistenz =

D.1.4.4pEGFP-N3

Mit Hilfe des Vektors pEGFP-N3 (BD Clontech, USA) kénnen fluoreszierende Fusionsprote-
ine in transfizierten Zellen generiert werden. Dieser Vektor basiert auf dem Plasmid pN3 (sie-
he D.1.4.3). Das gewiinschte Transgen kann man iiber die multiple cloning site (MCS) am 5’-
Ende der EGFP-kodierenden Sequenz einbringen. So entsteht eine Fusion des Transgens mit
dem N-Terminus des EGFP-Proteins. pPEGFP-N3 enthélt eine um zwei Aminosduren modifi-
zierte Variante des in der Qualle Aequorea victoria vorkommenden Fluoreszenzproteins
green fluorescent protein (GFP) (Cormack, Valdivia et al. 1996), wodurch seine Fluoreszenz
verstarkt wird. EGFP steht fiir enhanced green fluorescent protein. Es wurden aullerdem 190
stumme Basenmutationen eingefiigt, um die humane Codonpriferenz zu imitieren (Haas, Park
et al. 1996). Das Extinktionsmaximum von EGFP liegt bei 488 nm, das Emissionsmaximum
bei 507 nm. Die Selektion von erfolgreich transformierten Bakterien erfolgte mittels der Ka-
namycin-Resistenz. In dieser Arbeit wurde unter Verwendung dieses Vektors die Transfekti-

onseffizienz in Abhéngigkeit der Plasmidgrof3e beurteilt.
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CMV-Promotor

MCS

EGFP

/ \4000
HSV-TK pA

pEGFP-N3 "™
4729 bp

3000
s

2000 v
\ / SV40 pA

T f1 ori
SV40 ori SV40-Promotor

Kan-/Neo-Resistenz

Abbildung D-4: Vektorkarte pEGFP-N3.

CMV-Promotor = Cytomegalievirus-Promotor,
EGFP = enhanced green fluorescent protein, fl ori
= f1 Phagen origin of replication, HSV-TK pA =
Herpes Simplex Virus-Thymidinkinase Polyadeny-
Kan-/Neo-Resistenz =  Ka-
namycin/Neomycin-Resistenz, MCS = multiple
cloning site, pUC ori = Plasmid University of Cali-

lierungssignal,

fornia origin of replication, SV40 ori = simian virus
40 origin of replication, SV40 pA = simian virus 40
Polyadenylierungssignal, SV40-Promotor = simian
virus 40-Promotor

D.1.4.5pN3-BAR-GLuc

Mit Hilfe dieses Plasmids kann der Aktivierungsgrad des kanonischen Wnt/B-Catenin-
Signalweges gemessen werden. Der Vektor enthilt einen minimalen CMV-Promotor (CMV-
Promotor min) und daran anschlieBend den B-Catenin-activated reporter (Bar), der aus einer
zwolffachen Wiederholung der TCF/LEF-Konsensussequenz besteht. Am 3’-Ende dieses Fu-
sionspromotors liegt die kodierende Sequenz fiir die Gaussia Luciferase (Biechele and Moon
2008). Im Falle der Aktivierung des kanonischen Wnt/B-Catenin-Signalweges steigt intranuk-
ledr die Konzentration von B-Catenin, wobei dieses mit den Transkriptionsfaktoren der
TCF/LEF-Familie interagiert. Es bildet sich ein Transkriptionskomplex, der an den Fusions-
promotor des Plasmids binden kann. Dadurch wird die Transkription des Reportergens Gaus-

sia Luciferase initiiert. Das Plasmid basiert auf dem Grundgeriist des pN3-Vektors.
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CMV-Promotor min

pUC ori L //)/
|
4000
4
Y 4
pN3'BAR_Gluc 1000~ 1 SV40 pA
o 4201 bp
2000
\ 1 ori
Kan-/Neo-Resistenz Bl SV40-Promotor
SV40 ori

D.1.5 Bioinformatische Hilfsmittel

Tabelle D-9:

Abbildung D-5: Vektorkarte pN3-BAR-

Gaussia Luciferase GLuc.

Bar = B-Catenin-activated reporter, CMV-
Promotor min = Fragment des Cytomegalievirus-
Promotors, f1 ori = f1 Phagen origin of replication,
Kan-/Neo-Resistenz = Kanamycin/Neomycin-
Resistenz, pUC ori = Plasmid University of Cali-
fornia origin of replication, SV40 ori = simian
virus 40 origin of replication, SV40 pA = simian
virus 40 Polyadenylierungssignal, SV40-Promotor
= simian virus 40-Promotor

Software

Image Master Labscan 3.0 Pharmacia, Freiburg
Image QV 770 Intas, Gottingen
LightCycler” Software 3.5 Roche, Mannheim
Matlnspecor/MatBase Genomatix, Munich
SECentral SciEdSoftware, USA

XFluor4 Safire2

Tecan, Crailsheim

Tabelle D-10:

Online verfiigbare bioinformatische Methoden

Roche Universal

www.roche-applied-

Primerdesign fiir RT-PCR Probe Library Assay .
. science.com
Design Center
Kontrolle von NCBI Nucleotide ) . .
Primerbindungsstellen Blast Search hitp://blast.ncbi.nlm.nih.gov/

Indentifikation potentieller Tran-
skriptionsfaktorbindungsstellen

Matlnspector/MatBase www.genomatix.de
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D.2 Methoden
D.2.1 Molekularbiologische Methoden
D.2.1.1Klonierung rekombinanter DNA-Sequenzen

D.2.1.1.1 PCR

Mit Hilfe der PCR (polymerase chain reaction) kann durch DNA-Polymerasen zu einem ge-
gebenen DNA-Matrizenstrang in 5°-3’-Richtung komplementire DNA erzeugt werden. Fiir
die Reaktion bendtigt man auflerdem Desoxynukleotidtriphosphate (ANTPs) und ein fiir die
zu amplifizierende DNA-Sequenz spezifisches Primerpaar. Im ersten Schritt der Reaktion
wird die DNA durch Erhitzen auf 95 "C denaturiert und der Doppelstrang aufgeldst. Dies er-
folgt, damit sich spdter die Primer spezifisch an die Matrize anlagern konnen. Man spricht
hierbei von annealing. Haben sich die Primer angelagert, beginnt die Synthese des komple-
mentdren DNA-Strangs aus den dNTPs in der sogenannten Elongationsphase. Ein Zyklus
besteht normalerweise aus Denaturierung, annealing sowie Elongation und wird meist 30 - 45

mal wiederholt.

Ansatz zur Amplifikation gewlinschter Zielsequenzen:

Tabelle D-11: PCR-Ansatz

Substanz Menge Endkonzentration
Matrize 1 ul

Primer jeSul 1 uM

5x Puffer 10 pl

5x Q-Solution 10 pl 1,3x

H,O 14 pl

HotSar HiFidelity Polymerase 2 ul 2,5 U/ul
Gesamtvolumen 50 pl

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Verkiirzungsvarianten des Fzd8-Promotors

generiert. Die Klonierung erfolgte immer durch die gleichen Schritte:

1. PCR: pGLucBasic-Fzd8Promotor als Matrize und entsprechende forward und reverse
Primer

Gelextraktion des PCR-Produktes und Restriktion mit £coRV und BamHI

Ligation des PCR-Produktes in pGLucBasic iiber die Schnittstellen EcoRV und BamHI

Restriktionsanalayse mit EcoRV und BamHI, Kontrollverdau mit Sacll

A

Sequenzierung und Abgleich der DNA-Sequenz mit der Online-Datenbank
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Tabelle D-12 gibt eine Ubersicht iiber alle generierten Varianten des Fzd8-Promotors und die

jeweils verwendeten Primer (fiir Primersequenzen siehe D.1.2.2).

Tabelle D-12: Ubersicht aller Fzd8-Promotorvarianten und zugehériger Primer

Lange der Promo-
torvariante in bp

forward-Primer

Grafische Darstellung des Promotors

reverse-Primer

2233 bp (full length)

Fzd8-Prom-forw-EcoRV

5’-terminal trunkierte Promotorvarianten

Fzd8-Prom-rev-BamHI

1917 bp Fzd8-Prom-forw-316 Fzd8-Prom-rev-BamHI
1642 bp Fzd8-Prom-forw-591 Fzd8-Prom-rev-BamH]
1251 bp Fzd8-Prom-forw-982 Fzd8-Prom-rev-BamH]
894 bp Fzd8-Prom-forw-1339 Fzd8-Prom-rev-BamHI
675 bp Fzd8-Prom-forw-1558 Fzd8-Prom-rev-BamHI
491 bp Fzd8-Prom-forw-1742 e | 208-Prom-rev-BamH|
195 bp Fzd8-Prom-forw-2038 e [208-Prom-rev-BamH]I
3’-terminal trunkierte Promotorvarianten
2056 bp Fzd8-Prom-forw-EcoRV Fzd8-Prom-rev-177
1869 bp Fzd8-Prom-forw-EcoRV Fzd8-Prom-rev-364
1470 bp Fzd8-Prom-forw-EcoRV Fzd8-Prom-rev-763
5’- und 3’-terminal trunkierte Promotorvariante
488 bp Fzd8-Prom-forw-982 Fzd8-Prom-rev-763

D.2.1.1.2  Auftrennung von DNA-Fragmenten durch Gelelektrophorese und
Gelelution

Durch die Gelelektrophorese werden DNA-Molekiile langenabhéngig aufgetrennt. Dies dient
der Uberpriifung der Homogenitit und GroBe der zu analysierenden DNA-Fragmente. Die
negative Ladung von DNA bedingt durch die Phosphatgruppen bewirkt, dass sie in einem
elektrischen Feld in Richtung Anode wandert. Die Molekiilgro3e bestimmt hierbei die Wan-
derungsgeschwindigkeit der DNA: groflere Molekiile wandern im elektrischen Feld langsa-
mer, kleinere entsprechend schneller. Mit Hilfe einer DNA-Leiter, die DNA-Fragmente be-
kannter Lange enthélt und die neben den Proben aufgetragen wird, kann man die Grofle der
DNA-Fragmente abschitzen. Die DNA wird unter UV-Licht mit 302 nm Wellenldnge durch
den Einsatz von DNA-interkalierendem Ethidiumbromid sichtbar gemacht.

Die Elektrophorese wurde in 0,7-3 %igen Agarosegelen durchgefiihrt, wobei die Konzentrati-
on des Agarosegels im indirekten Verhiltnis zur erwarteten DNA-Fragmentgrofe gewdahlt
wurde. Zur Herstellung wurde die Agarose in TAE-Puffer (40 mM Tris-Base, 20 mM Acetat,
2 mM EDTA, pH 8,3) fiir ca. zwei Minuten in einer Mikrowelle bei 600 Watt erhitzt und
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dadurch aufgeldst. Danach wurde die Losung in Wasser auf ca. 55 °C abgekiihlt und an-
schlieBend das Ethidiumbromid (0,05 % Endkonzentration) zugegeben. Die DNA-Proben
wurden, nachdem ihnen 10fach konzentrierter Ladepuffer zugegeben worden war, in das aus-
gehirtete Gel aufgetragen und in TAE-Puffer mit 5-7 V/cm elektrophoretisch aufgetrennt.

Anschlieend wurden die gewiinschten DNA-Fragmente unter Verwendung des MinElute Gel
Extraction Kits der Fa. Qiagen aus dem Gel aufgereinigt. Hierfiir wurde zunichst das die
DNA-Probe tragende Stiick aus dem Gel ausgeschnitten und anschlieend in GC-Puffer auf-
gelost. Nach der Auflosung wurde 70 %iges Isopropanol zugegeben. Die geloste DNA wurde
dabei an eine Silikatmembran gebunden. Etwaige Verunreinigungen wurden durch wiederhol-
te Waschschritte mit entsprechenden Puffern nach Herstellerangabe entfernt. Am Ende wurde
die gereinigte DNA in Aqua dest. gelost und ihre Konzentration photometrisch bei 260 nm

bestimmt.

D.2.1.1.3  Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Gewinnung von Plasmid-DNA aus E. coli Bakterien erfolgte unter Zuhilfenahme der Kits
pegGOLD Plasmid Minirep Kit der Fa. PeqLab oder HiSpeed Plasmid Midi Kit der Fa. Qi-
agen. Diese Kits ermoglichen eine DNA-Isolierung bis zu einer Lange von 10 kb. Die Bakte-
rien wurden zundchst durch Zentrifugieren von ihrem Kulturmedium separiert und danach in
alkalischem Puffer lysiert (Birnboim and Doly 1979). Durch Zugabe von RNase wurde an-
schlieBend die RNA abgebaut, die Zellteile abzentrifugiert und danach wieder in Puffer ge-
16st. Die DNA wurde nun an eine Membran aus Silikat gebunden und Proteine und Zellteile
in mehreren Waschschritten entsprechend den Herstellerangaben unter Zentrifugation elimi-
niert. Schlielich wurde die DNA mit Aqua dest. von der Membran aus Silikat gelost und ihre

Konzentration mit einem Photometer bei 260 nm vermessen.

D.2.1.1.4  Photometrische Konzentrationsbestimmung von DNA

Das Maximum der Absorption von DNA liegt im Durchschnitt bei 260 nm (Azsonm). Die
DNA-Konzentration ist dabei direkt proportional zur absorbierten Strahlung.

ChNukleinsdure = AbSorptionSkoefﬁZientNukleinséiure X A260 nm
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Um nachzuweisen, dass sich keine Proteine mehr in der Probe befinden, wurde zusitzlich das
fiir Proteine typische Absorptionsmaximum bei 280 nm (Azgonm) bestimmt. Je geringer die
Absorption bei 280 nm ist, desto geringer ist die Verunreinigung durch Proteine. War der
Quotient Az¢onm : Azsonm> 1,8, konnte davon ausgegangen werden, dass eine DNA-Probe rein
oder hochstens leicht kontaminiert war. Zur DNA-Konzentrationsbestimmung wurde das Na-

nodrop-Photometer der Fa. Thermo Scientific, USA verwendet.

D.2.1.1.5 Restriktion und Ligation von DNA-Fragmenten in Vektoren

Der sequenzspezifische Verdau von DNA durch Restriktionsenzyme (RE) wurde genutzt, um
Plasmide zu linearisieren oder DNA-Fragmente zuzuschneiden. Mit seiner Hilfe kann man
entweder Plasmide analysieren bzw. DNA-Fragmente fiir eine weitere Verwendung modifi-
zieren.

Fiir die Bestimmung der bendtigten Menge des Restriktionsenzyms wurde folgende Regel
verwendet: 1 Unit (U) eines Restriktionsenzyms ist die Menge, die zum Verdau von 1 pug A-
Phagen-DNA (48000 bp) innerhalb von sechzig Minuten unter optimalen Bedingungen not-

wendig ist.

Anzahl der Nukleotide in A Schnittstellen im Vektor bzw. Insert
Menge RE (U) =

Anzahl der Nukleotide im Vektor bzw. Insert x Schnittstellen in A

Die geschnittene DNA wurde anschlieBend durch Elektrophorese separiert und mit dem
MinElute Gel Extraction Kit der Fa. Qiagen, Hilden aus dem Gel gelost. Die so gewonnenen
modifizierten DNA-Fragmente wurden durch Ligation in die entsprechenden Vektoren fiir die
Herstellung von Plasmiden verwendet. Fiir die Ligation wurden Insert- und Vektor-DNA in

einem molaren Verhéltnis von 3:1 eingesetzt. Die Gesamtmasse der eingesetzten DNA betrug

in der Regel 300 ng.
a 0 = m(gesamt) o= n(Basenpaare Insert)
mnsert; = ax bp(Vektor) mta = n(Basenpaare Vektor)
at+T <
bp(Insert)

m(Vektor) = m(Gesamt) — m(Insert)
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In dieser Arbeit wurde die T4-DNA-Ligase der Fa. Roche mit der dazugehoérigen ATP-
haltigen Pufferlosung verwendet. Die Ligationsansitze wurden fiir zwolf Stunden bei 16 °C

inkubiert.

D.2.1.1.6 DNA-Sequenzierung

DNA-Sequenzen wurden von der Fa. Sequiserve (Vaterstetten) nach der Kettenabbruchme-
thode nach Sanger (Sanger, Nicklen et al. 1977) mit fluoreszenzmarkierten dNTPs sequen-
ziert. Analysiert wurden die Ergebnisse mit der online verfiigbaren Software NCBI BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) und der Spezialsoftware SECentral.

D.2.1.2RNA-Isolierung aus Zellen

Ziel der RNA-Isolierung ist eine selektive Extraktion von RNA aus lysierten Zellen. Hierfiir
wurde der RNeasy Mini Kit der Fa. Qiagen (Hilden) verwendet. Die Zellen wurden zunichst
in 350 pl Guanidin-Isothiozyanat-Puffer (RLT-Puffer) lysiert und homogenisiert, wodurch
vorhandene RNasen inaktiviert werden. Die Denaturierung vorhandener Proteine durch Re-
duktion erfolgte durch Zugabe von B-Mercaptoethanol zum Puffer (1 % Endkonzentration).
Das Lysat wurde mit einer QIAshredder-Séule durch Zentrifugation fiir zwei Minuten bei
maximaler Geschwindigkeit (16100 x g) homogenisiert. Dem nun homogenen Lysat wurden
350 ul 70 %iges Ethanol zugegeben, wodurch die Bindefdhigkeit der RNA an der RNeasy-
Mini Séule optimiert werden sollte. Diese Suspension wurde anschlieBend in die Mitte der
Membran der RNeasy Mini Séule pipettiert, anschlieBend wurde 15 Sekunden lang bei 16100
x g zentrifugiert. Nun wurden 700 pl RW1-Puffer auf die Sédule pipettiert und wieder zentri-
fugiert (15 Sekunden, 16100 x g), um iiberschiissiges nicht-RNA-Material zu eliminieren.
Danach wurde die Séule noch zweimal mit RPE-Puffer durch Zentrifugieren (15 Sekunden,
16100 x g) gereinigt. Zuletzt wurde die RNA in 50 pl RNase-freiem Wasser gelost und die

Konzentration photometrisch bei 260 nm bestimmt.

D.2.1.3 Synthese von cDNA

Um eine qRT-PCR durchfiihren zu kénnen, muss zunéchst die isolierte Total-RNA in einzel-
stringige cDNA umgeschrieben und von genomischer DNA (gDNA) gereinigt werden. Hier-

fiir wurde das Quantitect Reverse Transcription-Kit der Fa. Qiagen (Hilden) verwendet. 250-
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1000 ng Total-RNA in einem maximalen Volumen von 12 pl wurden unter Zugabe von Oli-
go-dT-Primern, die an das Polyadenylierungssignal der mRNAs binden koénnen, und Zu-
fallsprimern in cDNA umgeschrieben. Fiir das Umschreiben von RNA in cDNA bendtigt man
das Enzym Reverse Transkriptase. Dieses Enzym findet sich in Retroviren und fungiert als
RNA-abhidngige DNA-Polymerase. AuBlerdem besitzt die Reverse Transkriptase eine RNase-
Aktivitdt. So wird nach dem reversen Transkriptionsschritt die mRNA-Matrize abgebaut und
es bleibt nur der neu synthetisierte cDNA-Strang iibrig.

Zuerst wurden die Proben, denen zur Entfernung von gDNA 2 pl gDNA Wipeout Buffer (7 X)
zugegeben worden war, flir zwei Minuten bei 42 °C inkubiert. Danach wurde den Proben auf
Eis ein Reaktionsmix aus Reverser Transkriptase, Primern und RT-Puffer (5 x) zugegeben.
Die reverse Transkription fand bei 42 °C fiir 30 Minuten statt. AbschlieBend wurde die Re-
verse Transkiptase fiir drei Minuten bei 95 °C inaktiviert. Die cDNAs wurden bis zur weite-

ren Verwendung bei -20 °C gelagert.

Tabelle D-13: Ansatz fiir die cDNA-Synthese

Komponente Volumen/Reaktion
Quantitect Reverse Transkriptase 1 ul

Quantitect RT-Buffer (5x) 4 ul
RT-Primer-Mix 1 ul

Gesamt-RNA nach Eliminierung von gDNA 12 pl
Gesamtvolumen 18 ul

D.2.1.4 Quantitative RT-PCR

Quantitative Real-Time-PCR dient der spezifischen Ermittlung von DNA-Kopienzahlen in
einer DNA-haltigen Probe. Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Methoden

verwendet.

Das SYBR-Green-System:

Hierbei erfolgt die Ermittlung der DNA-Kopienzahl durch die Analyse der log-Phase einer
PCR-Reaktion. In dieser Phase gilt, dass die Vermehrung des PCR-Produktes direkt proporti-
onal mit dem emittierten Fluoreszenzsignal korreliert. Prinzip der Methode beruht darauf,
dass der fluoreszierende Farbstoff SYBR-Green I mit der in der PCR entstehenden dsDNA
interkaliert, wobei das dadurch entstehende Fluoreszenzsignal, das mit der Vermehrung der
spezifischen dsDNA-Kopienzahl immer stirker wird, mittels des LightCyclers® II quantifi-

ziert werden kann. Als Standard dient eine Verdiinnungsreihe einer DNA-Probe mit imagina-
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rer Kopienzahl, mit der eine Standardkurve erstellt wird, anhand welcher die relative Kopien-
zahl in einer DNA-Probe gemessen werden kann. Mittels einer Schmelzkurvenanalyse am
Ende der Reaktion wird die Spezifitit der PCR-Produkte sichergestellt, um eine etwaige In-
terkalation von SYBR-Green I mit unspezifisch amplifizierter dSDNA ausschlieen zu kén-
nen. Bei der Schmelzkurvenanalyse wird die DNA denaturiert, indem die Temperatur konti-
nuierlich erhéht wird. Bei einer fiir die gesuchte dsDNA-Sequenz spezifischen Schmelztem-
peratur denaturiert der Doppelstrang, wodurch SYBR-Green I freigesetzt wird und das Fluo-
reszenzsignal abnimmt. Spezifische PCR-Produkte besitzen einen hoheren Schmelzpunkt als
Primerdimere. Unspezifische Produkte hingegen weisen in der Regel einen hoheren oder
niedrigeren Schmelzpunkt auf.

Fiir diese Methode wurden Primer-Sets der Fa. Search LC (www.search-Ic.com) verwendet

und das PCR-Programm gemil3 den Herstellerangaben durchgefiihrt:

Tabelle D-14:

PCR-Schritte Temperatur Dauer
Initiale Denaturierung 95 °C 10 min
Denaturierung 95 °C 10 s
35 Zyklen Annealing 68 °C 10 s
Elongation 72 °C 16 s
Schmelzkurvenanalyse Beginn bei 58 °C, anschlieBelrjli sgcshziétweise Erhéhung um 0,1 °C/s

Der Ansatz fiir eine Reaktion erfolgte in den LightCycler-Glaskapillaren und setzte sich wie

folgt zusammen:

Tabelle D-15:

Komponente Menge in pl
cDNA 1 ul

Aqua dest. 7 ul
Primer-Set 1 ul
LightCycler FastStart DNA Master SYBR 1 ul

Green I, Roche (Mannheim) H
Gesamtvolumen 10 pl

Der LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green I enthdlt SYBR Green I, die DNA-
Polymerase, einen PCR-Puffer und dNTPs. Jeder Ansatz enthilt zudem MgCl, in einer Kon-

zentration von 1 mM.
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Das UPL-System:

Diese Methode basiert auf der sequenzspezifischen Hydrolyse von Sonden, die eine gezielte
Detektion von DNA-Sequenzen ermdglicht. Das Verfahren nennt sich TagMan-Prinzip. Ver-
wendet werden Sonden, die aus einer acht Nukleotide langen Sequenz bestehen und sowohl
mit dem Reporterfarbstoff Fluoreszin als auch mit einem sogenannten Quencher-Farbstoff
markiert sind. Befindet sich der Reporterfarbstoff in der Néhe des Quenchers - wenn also die
Sonde intakt ist - wird das Fluoreszenzsignal von ihm durch Fluoreszenz-Resonanz-
Energietransfer (FRET) absorbiert und somit unterdriickt. Bindet nun aber die Sonde an die
Zielsequenz der cDNA, so wird sie wihrend der Elongationsphase der PCR durch die 5°—>3’-
Exonukleaseaktivitit der DNA-Polymerase abgebaut. Hierdurch entfernt sich der Reporter
vom Quencher; die Fluoreszenz kann nicht langer absorbiert werden und wird freigesetzt. Mit
steigender Zykluszahl der PCR, nimmt das Fluoreszenzsignal immer mehr zu und zwar direkt
proportional zur Menge des entstehenden spezifischen PCR-Produkts.

Auf der Homepage der Fa. Roche konnen fiir jedes beliebige Zielgen die endsprechenden
Primersequenzen mit der dazugehdrigen Sonde in der Universal Probe Library (UPL) gefun-
den werden, wodurch die Spezifitdt sichergestellt wird. Die Sonde bindet innerhalb der durch
die spezifischen Primer zu amplifizierenden Zielsequenz. Um eine mdglichst grofle Bin-
dungsaffinitit der Sonde zu gewdihrleisten, bestehen deren Nukleotide aus locked nucleic a-
cids (LNA). Hierin befindet sich zwischen C2 und C4 des Riboserings eine zusétzliche Sauer-
stoffmethylenbriicke, durch welche die Rigiditit des Ribofuranoserings erhoht wird, was zu
einer hoheren Schmelztemperatur und zu einer stirkeren Hybridisierung mit komplementéren
DNA-Sequenzen fiihrt.

Das Amplifikationsprogramm ist in folgender Tabelle gezeigt:

Tabelle D-16: Schritte der RT-PCR bei Verwendung des UPL-Systems

PCR-Schritte Temperatur Dauer
Denaturierung 95 °C 10 min
Denaturierung 95 °C 10s
45 Zyklen Annealing 68 °C 10 s
Elongation 72 °C Is
Kiihlung 40 °C 30s

Der Ansatz fiir eine Reaktion erfolgte in den LightCycler-Glaskapillaren in einem Gesamtvo-

lumen von 10 pl und setzte sich wie folgt zusammen:
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Tabelle D-17:

Komponente \ Volumen \ Endkonzentration
cDNA 1 ul

Primer 1 0,2 ul 10 uM
Primer 2 0,2 ul 10 uM
Sonde 0,1 pul 100 nM
TagMan Master (enthilt HotSart Polymerase und 5 ul

dNTPs) H

H,0O 6,5 ul

Gesamtvolumen 10 pl

D.2.2 Mikrobiologische Methoden

D.2.2.1 Transformation chemisch kompetenter E. coli-Stimme

Transformation bezichnet die Aufnhahme von Plasmid-DNA durch Bakterien. In der hier vor-
liegenden Arbeit wurde die chemische Transformation durchgefiihrt, bei der durch kurzzeiti-
ges Erhitzen von kompetenten E. coli in deren Zellwand Poren gebildet werden, durch welche
Plasmid-DNA in das Zellinnere gelangen kann. Dort wird sie von den Bakterien repliziert.

Die Aufbewahrung der chemisch kompetenten E. coli erfolgte in Aliquots von 100 pl bei
-80 °C. Nachdem die Zellen auf Eis aufgetaut worden waren, wurde ihnen 1-5 ng Plasmid-
DNA oder 60 ng eines Ligationsansatzes zugegeben. Es folgte eine Inkubationsphase von 30
Minuten, um eine gleichméBige Verteilung der DNA sicherzustellen. AnschlieBend wurde ein
Hitzeschock fiir 30-45 Sekunden bei 42 °C durchgefiihrt, durch den sich Poren in der Zell-
wand der Bakterien bildeten, wodurch die DNA in das Zellinnere der E. coli gelangen konnte.
AnschlieBend wurde die Suspension fiir fiinf Minuten auf Eis gekiihlt; danach wurden zu
50 ul E. coli-Suspension 250 ul SOC-Medium bei Raumtemperatur zugegeben. Diese Sus-
pension wurde bei 37 °C und 220 rpm in einem Schiittler fiir 60 Minuten inkubiert. Danach
wurde die Zellsuspension auf Agarplatten verteilt, die das entsprechende Antibiotikum zur
Selektion erfolgreich transformierter Zellen enthielten, und diese iiber Nacht bei 37 °C im

Brutschrank inkubiert.

D.2.2.2 Kultivierung und Selektion transformierter E. coli-Stimme

D.2.2.2.1 Wachstumsmedium

E. coli wurden im Wachstumsmedium DYT (pH 7,5) kultiviert. Festes Nahrmedium wurde
durch Zugabe von 15 g/dl Bacto-Agar zum DY T-Medium vor dem Autoklavieren hergestellt.
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D.2.2.2.2  Antibiotika als Selektionsmittel

Um erfolgreich transformierte E. coli-Stdimme selektionieren zu kénnen, wurde dem jeweili-
gen Wachstumsmedium entsprechend der vom Plasmid getragenen Resistenz Kanamycin
oder Ampicillin beigemengt. Es wurden Endkonzentrationen von 200 pg/ml fiir Ampicillin
und 50 pg/ml fiir Kanamycin verwendet. Die Stocklosungen (200 mg/ml bzw. 50 mg/ml) der
Antibiotika wurden durch Ldsen in 70 %igem Ethanol fiir Ampicillin bzw. in sterilem ddH,O

fiir Kanamycin hergestellt.

D.2.2.2.3  Herstellung und Lagerung der Stammsammlung von E. coli-
Stammen

Fiir die Lagerung transformierter E. coli-Stdimme wurden zunichst einzelne Klone in fliissi-
gem DYT und dazugehorigem Antibiotikum iiber Nacht bei 37 °C auf einem Schiittler inku-
biert. Am darauf folgenden Tag wurden 3 ml dieser Suspension mit 500 pl sterilem Glycerin
(100 %) vermischt. Die Lagerung dieser Kultur erfolgte bei -80 °C. Jede Probe wurde in den
Stammsammlungskatalog des Labors eingetragen. Jeder Eintrag beinhaltete den Genotyp der
verwendeten E. coli, die Antibiotikaresistenz und das transformierte Plasmid. Fiir eine kiirzere
Lagerung der E. coli-Transformanden wurden Agarplatten mit Antibiotika verwendet, die
nach Inkubation fiir zwolf Stunden bei 37 °C und im Anschluss bei 4 °C fiir bis zu sechs Wo-

chen aufbewahrt wurden.

D.2.3 Zellbiologische Methoden

D.2.3.1 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Stammzellen, HT1080 und HEK-293 wurden jeweils auf die gleiche Weise kryokonserviert.
Unterschiedlich waren allerdings je nach Zelllinie die Nahrmedien, die zum Einfrieren ver-
wendet wurden. Unabhéngig von der Zellart wurden die Zellen zunichst trypsiniert und aus-
gezihlt, danach pro Kryordhrchen der Fa. Nunc, Wiesbaden zwischen 0,5 bis 2 x 10° Zellen in
1,5 ml Einfriermedium eingesetzt. Die R6hrchen wurden nach mindestens zwei Stunden lan-
ger Kiihlung bei -20 °C anschlieend in einem Gefrierschrank bei -80 °C fiir weitere zwolf
Stunden gelagert und letztendlich in fliissigem Stickstoff konserviert.

Als Einfriermedium wurde fiir hMSC ein Medium bestehend aus 65 % oMEM, 30 % FBS
und 5 % DMSO verwendet. Fiir HT1080 und HEK-293 Zellen setzte sich das Einfriermedium
aus 65 % DMEM, 30 % FBS und 5 % DMSO zusammen.
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Um die Zellen in den Kryoréhrchen nach ldngerer Lagerung in Stickstoff wieder aufzutauen,
wurden sie kurz in einem Wasserbad bei 37 °C aufgetaut, der Inhalt anschlieBend in 5 ml Me-
dium bei Raumtemperatur gegeben und diese Losung bei 500 x g fiir fiinf Minuten zentrifu-
giert, um die Zellen zu sedimentieren. Nun konnte das DMSO-haltige Einfriermedium abge-
saugt werden, ohne die Zellen zu verlieren. AnschlieBend wurden die Zellen in 3 ml ihres
entsprechenden Kulturmediums behutsam resuspendiert, um die Zellen nicht zu schéidigen.
Die Suspension wurde in T75-Zellkulturflaschen gegeben und noch weitere 7 ml Kulturmedi-

um zugegeben.

D.2.3.2 Kultivierung von Zellen

In T75-Zellkulturflaschen und dem entsprechenden Medium wurden die Zellen in einem
Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO,und 90 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Analog zum Einfrier-
medium unterschied sich auch das Kulturmedium je nach Zelllinie. h(MSC wurden in aMEM
kultiviert, das 16,5 % FBS enthielt, HT1080 und HEK-293 Zellen in DMEM mit 10 % FBS.
Beiden Medien enthielten aulerdem 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin, um
bakteriellen Kontaminationen vorzubeugen. Das Medium wurde alle drei bis vier Tage ge-
wechselt. Bei Konfluenz der Zellen wurden sie entweder gesplittet oder fiir weitere Experi-

mente verwendet.

D.2.3.3 Splitten von konfluenten Zellen

Waren Zellen in einer Kulturflasche zu 90 % konfluent, wurden sie gesplittet, d.h. unter Ver-
wendung von Trypsin/EDTA-L6sung wurden die an der Kulturflasche adhédrenten Zellen vom
Kunststoff geldst, um sie anschlieBen in mehrere Flaschen oder Versuchskavititen aufzutei-
len. Im Einzelnen setzten sich die Arbeitsschritte wie folgt zusammen: zunidchst musste aus
den Kulturflaschen das Medium vorsichtig abgesaugt werden. Um auch Reste des Mediums
zu entfernen, wurden die Zellen in der T75-Flasche mit 3 ml PBS gewaschen. Auch dieses
wurde anschlieBend abgesaugt. Nach dem Waschen wurde Trypsin/EDTA-L6sung zugegeben
und fiir bis zu zehn Minuten bei 37 °C inkubiert, um die Aktivitit des Trypsins zu erhohen.
Waren die Zellen von ihrer Kulturflasche geldst, wurde die Suspension in ein Reaktionsrohr-
chen iiberfiihrt und bei 500 x g zentrifugiert, um die Zellen zu sedimentieren und so vom
trypsinhaltigen Medium trennen zu konnen. AnschlieBend wurden die Zellen in Kulturmedi-

um resuspendiert und neu ausgest.
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D.2.3.4 Zellzahlbestimmung

Unter Verwendung einer Neubauer Zahlkammer wurden die Zellzahlen bestimmt, z.B. um in
Versuchen eine gewiinschte Zellmenge aussden zu konnen. Die Zellen wurden unter dem

Mikroskop ausgezihlt und die Zahl mit folgender Formel bestimmt:

Zellen Zellzahl in n Quadraten .
" = - X 10 X Verdinnungsfaktor

D.2.3.5 Transiente Transfektion von Plasmiden und siRNA

Ziel der transienten Transfektion ist es, zellfremde DNA oder RNA in eukaryote Zellen zu
schleusen. In dieser Arbeit wurde hierzu die Methode der Lipofektion genutzt. Grundidee
hierbei ist, dass sich aus der negativ geladenen Nukleinsdure und dem positiv geladenen, am-
phiphilen Lipofektionsreagenz Mizellen bilden kdnnen. Diese bestehen aus einer kugelformi-
gen Doppelmembran, die im Inneren die in die Zelle zu bringende Nukleinsdure enthélt. Mi-
zellen konnen durch Endozytose von eukaryoten Zellen aufgenommen werden, im Inneren
der Zelle wird ihr Inhalt wieder freigesetzt und die zellfremde Nukleinsdure gelangt schliel3-
lich in den Zellkern (Zabner, Fasbender et al. 1995). Eine zur Hypothese der Endozytose al-
ternative Idee besagt, dass die Liposomen oder Mizellen direkt mit der Zellmembran fusionie-
ren konnen und die Nukleinsdure auf diesem Weg in das Innere der Zelle kommt (Felgner,
Gadek et al. 1987). Die Schritte der Lipofektion sind identisch fiir die verschiedenen verwen-
deten Zellarten und fiir die unterschiedlichen Nukleinsdurearten und werden deshalb im Fol-
genden allgemein erlautert.

In Vorbereitung auf eine Transfektion wurden die Zellen einen Tag vor Durchfiihrung des
Experimentes in einer Konfluenz von in etwa 60 % in 6-well Kavititen ausgesit. Hohere
Konfluenz wurde vermieden, da dies die Transfektionseffizienz negativ beeinflusste. Im ers-
ten Arbeitsschritt wurde Lipofectamine 2000 (Fa. Invitrogen) mit serumfreiem DMEM ge-
mischt und fiir fiinf Minuten inkubiert. Als nichstes wurde die zu transfizierende Nukleinsiu-
re dazugegeben und dieses Gemisch fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die zu
verwendende Menge Lipofectamine 2000 berechnete sich mit der folgenden Formel fiir Plas-
mid-DNA, welche immer in einer Endkonzentration von 1,92 ng/6-well Kavitit eingesetzt
wurde:

V(Lipofectamine 2000) = m(DNA in ug) X 1,5
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Fiir die Transfektion von siRNA wurde folgende Formel verwendet, wobei siRNAs in einer

Endkonzentration von 40 nM/Kavitét eingesetzt wurden:

V(Lipofectamine 2000) = n(siRNA innM) X 2

Wihrend der 20-miniitigen Inkubation wurde das alte Kulturmedium der Zellen abgesaugt
und durch frisches ersetzt. Nach Ende der Inkubationszeit wurde der Lipofektionsansatz trop-
fenweise und gleichmifBig in das Medium der in 6-well Kavititen ausgesiten Zellen gegeben.
Es folgte eine weitere Inkubationszeit von sechs Stunden bei 37 °C. AbschlieBend wurde der

Lipofektionsansatz abgesaugt und durch frisches Kulturmedium ersetzt.

D.2.4 Proteinchemische Methoden

D.2.4.1Isolierung von Zytoplasma- und Membranproteinen

Um den Knockdown von B-Catenin in HT1080-Zellen auf Proteinebene nachzuweisen, wurde
die Western Blot Methode eingesetzt. Hierzu mussten zunéchst die zytoplasmatischen Protei-
ne aus den Zellen isoliert werden. Die Zellen wurden nach einer definierten Zeit nach Trans-
fektion zundchst trypsiniert, sedimentiertiert und in PBS resuspendiert. Die Zellen wurden
ausgezihlt und Aliquots & 100000 Zellen generiert. Danach wurde bei 500 x g fiir fiinf Minu-
ten zentrifugiert. Das erhaltene Sediment wurde in 18 pl Lysepuffer (50 mM Na,HPOy; 50
mM NaH,PO,, 0,2 M NaCl, 5 mM EDTA, 1% Triton X-100; 1 % (v/v) Proteaseinhibitor-
Cocktail; pH 6,0) resuspendiert und anschlieend gemischt, um die Zellen aufzulésen. Das
Zelllysat wurde fiir 30 Minuten auf Eis inkubiert und anschlieend bei 13000 x g fiir zehn
Minuten und bei 4 °C zentrifugiert. So erhielt man die 16slichen zytoplasmatischen Proteine
im Uberstand. Dieser wurde zur weiteren Verwendung in ein neues GefiB transferiert und mit
5 ul Laemmli-Auftragspuffer (0,4 M Tris, pH 6,8, 4 % SDS, 20 %, Glycerol, 10 % DTT, eine

Spatelspitze Bromphenolblau) versetzt.

D.2.4.2 Western Blot und Proteinnachweis

D.2.4.2.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Um Proteine nach ihrer Grofle aufzutrennen bzw. zu identifizieren, wurde ein Western Blot

durchgefiihrt. Die Proteinlysate wurden hierzu auf ein Gel aufgetragen und mittels diskontinu-
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ierlicher Elektrophorese (Laemmli 1970) aufgetrennt. Die verwendeten Gele und Puffer ent-
hielten SDS. Dieses ist notwendig, um die 3D-Struktur der Proteine zu denaturieren und den
Proteinen - entsprechend ihrem Molekulargewicht - eine negative Ladung zu verleihen. Es
wurden Gele mit einer Polyacrylamidkonzentration von 10 % verwendet. Die Proben, die
bereits Laemmli-Auftragspuffer enthielten, wurden in die Geltaschen aufgetragen, nachdem
sie fiir fiinf Minuten bei 95 °C erhitzt und anschlieBend bei 5000 x g fiir zehn Sekunden zent-
rifugiert worden waren. Zundchst wurde fiir die ersten 15 Minuten der Elektrophorese eine
Spannung von 80 V angelegt, danach fiir weitere 60 Minuten eine Spannung von 120 V. Das
Gel befand sich hierbei in SDS-Laufpuffer (25 mM Tris-Base, pH 8,3, 192 mM Glycin,
0,1 % SDS) in einem TransBlot Module der Fa. Biorad, Miinchen. Neben den Proben wurde
zusitzlich ein Molekulargewichtsmarker aufgetragen, um spéter das gesuchte Protein ermit-

teln zu konnen.

D.2.4.2.2  Transfer von Proteinen auf Nitrozellulosemembranen

Nach elektophoretischer Auftrennung der Proteine wurden sie - ebenfalls im TransBlotModu-
le der Firma Biorad - auf eine Nitrozellulosemembran iibertragen. Vor dem eigentlichen
Transfer der Proteine wurde die Membran zunéchst fiir 15 Minuten in methanolhaltigem
Transferpuffer (25 mM Tris-Base, pH 8,3, 192 mM Glycin, 0,1 % SDS, 20 % Methanol)
aquilibriert. Der Transfer wurde in Transferpuffer bei 70 mA fiir 90 Minuten durchgefiihrt.
Das Transfersystem setzte sich, wie folgt, zusammen: Kathode, Schwamm, Filterpapier, Gel,

Nitrozellulosemembran, Filterpapier, Schwamm und Anode.

D.2.4.2.3 Immundetektion der Zielproteine

Um die gesuchten Proteinbanden — in diesem Fall B-Catenin bzw. als Kontrolle B-Aktin -
sichtbar machen zu kénnen, wurden die entsprechenden Primér- und Sekundérantikérper und
TBST-Puffer (20 mM TRIS/HCI, pH 7,5, 500 mM NacCl, 0,05 % Tween 20, 0,2 % Triton X-
100) verwendet. Im Folgenden werden die einzelnen Schritte erldutert, die nach modifizierten
Angaben von Gershoni und Palade (Gershoni and Palade 1983) durchgefiihrt wurden. Alle
Reaktionsschritte erfolgten bei Raumtemperatur auf einem Schiittler.

Zunichst wurde die Nitrozellulosemembran fiir eine Stunde in 5 %iger Magermilchlésung auf
Basis von Aqua dest. inkubiert. Dieser Schritt diente dazu, mogliche freie Bindungsstellen an

den Proteinen zu séttigen, an denen die Primédrantikorper sonst félschlicherweise binden koénn-

Material und Methoden | 54



ten. Als néchstes erfolgte eine einstiindige Inkubation in TBST-Puffer, in dem die Primédranti-
korper in ihrer jeweilig verdiinnten Konzentration gelost waren (siehe Tabelle D-18). Es folg-
ten zwei Waschschritte von jeweils zehn Minuten in reinem TBST-Puffer, um Reste des Pri-
marantikérpers zu entfernen. Danach wurde die Membran fiir weitere 30 Minuten in TBST-
Puffer inkubiert, der die Sekundarantikorper in verdiinnter Konzentration enthielt. Abschlie-

Bend wurde wieder zweimal fiir zehn Minuten in reinem TBST-Puffer gewaschen.

Tabelle D-18: Verdiinnungen von Primér- und Sekundirantikorpern

Primirantikorper | Verdiinnung | Puffer Sekundirantikorper | Verdiinnung
Anti-f-Catenin 1:600 TBST Anti-rabbit 1:10000
Anti-B-Aktin 1:500 TBST Anti-goat 1:16000

Um die gesuchten Proteinbanden auf der Membran schlie8lich auf einem Film sichtbar ma-
chen zu konnen, musste sie noch zuvor fiir 60 Sekunden in Entwicklerlosung (R&D Systems,
USA) gegeben werden. Prinzip der Visualisierung ist, dass der Sekunddrantikorper, der an
den Fc-Teil des proteinspezifischen Primérantikorpers bindet, mit horseradish peroxidase
(HRP) markiert ist. Die Entwicklerlosung enthélt Luminol, dessen Oxidation durch HRP kata-

lysiert wird. Diese Chemolumineszenzreaktion emittiert Licht der Wellenldnge 428 nm.

D.2.4.3 Gaussia-Luciferase-Aktivitiatsquantifizierung

Um die Aktivitdt der unterschiedlichen Fzd8-Promotorvarianten oder des kanonischen Wnt/f-
Catenin-Signalweges messen zu konnen, wurde als Reporterprotein die Gaussia Luciferase
verwendet bzw. als Reporterplasmide pGLuc-Basic (siehe D.1.4.2) oder pN3-Bar-GLuc. Die
fiir Gaussia Luciferase kodierenden Plasmide wurden in hMSC oder HT1080 transfiziert und
so konnte bei Erfolg der Transfektion deren Aktivitit im Uberstand der Zellen bestimmt wer-
den. Die Gaussia Luciferase-abhdngige Reaktion bendtigt kein ATP. Das Enzym katalysiert
die Oxidation des Substrates Coelenterazin, wobei Licht mit der Wellenldnge 466 nm emit-
tiert wird. Hierzu wurde das Gausia-Luciferase-Kit der Fa. NEB verwendet. Nach unter-
schiedlichen, definierten zeitlichen Abstdnden nach Transfektion wurden jeweils 50 ul des
Uberstandes des Zellmediums abgenommen und in eine Kavitit einer schwarzen 96-Well-
Platte iiberfiihrt. Zu den 50 pl Uberstand wurde vor der Messung das Gaussia Luciferase-
Substrat gegeben, welches vorher im dazugehorigen Puffer in 100-facher Konzentration in 50
pl gelost worden war. Es wurde darauf geachtet, dass das Zeitfenster zwischen Zugabe des
Substrat und dem Messvorgang sehr kurz war, um den Verlust an Luciferase-Aktivitit mog-

lichst gering zu halten. Die Messung erfolgte in einem Luminometer, dem Spectrofluorimeter
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Safire 2, TECAN, Crailsheim, bei 466 nm. Das Messergebnis wurde in relative light units
(RLU) angegeben und anschlieBend in einer Doppelbestimmung auf die Gesamtproteinmenge

einer Probe mittels des BCA-Assays normiert.

D.2.4.4BCA-Assay

Um die Gesamtproteinmenge in Zelliiberstinden bestimmen zu konnen, wurde ein BCA-
Assay durchgefiihrt. Prinzip dieser Methode beruht darauf, dass Proteine und Bicinchoninin-
sdure (BCA) unter Zugabe von Cu”” einen blauen Cu®"-Komplex ausbilden. Dieser Komplex
kann quantitativ bei 560 nm bestimmt werden und korreliert positiv mit der Gesamtprotein-
menge.

In Vorbereitung der Messung wurden 50 pl der zu analysierenden Probe 130 pl Lysepuffer,
bestehend aus 10 mM KCI, 10 mM Hepes, | mM EDTA, 1,5 mM MgCl,und 1 mM EGTA
mit 2 uM B-Mercaptoethanol und 1 %o (v/v) Proteinase-Inhibitor, zugegeben und anschlie-
Bend fiir 120 Minuten bei Raumtemperatur auf einem Schwenker inkubiert. Im néchsten
Schritt erfolgte die Ubertragung der Losung in transprarente 96-Kavitate und die Zugabe von
100 pl Uptima-Losung (Fa. Interchim, Frankreich). Es wurde anschlieend fiir weitere 30
Minuten bei 37 °C inkubiert. Zuletzt wurde die optische Dichte bei 562 nm mittels eines
ELISA-Readers bestimmt. Mittels einer Standardkurve, die anhand einer Verdiinnungsreihe
von BSA in einer Konzentration von 1 mg/ml bis 15,6 pg/ml erstellt wurde, konnte die Quan-

tifizierung der Proteinkonzentration der Probe erfolgen.

D.2.4.5 Proteindetektion durch Fluoreszenznachweis

Da in dieser Arbeit teilweise Plasmide sehr unterschiedlicher Grof3e transfiziert wurden, sollte
sichergestellt werden, dass mit allen gleiche Transfektionsraten erzielt wurden. Dafiir wurden
das Plasmid pEGFP-N3 mit jeweils einem besonders grof3en und einem relativ kleinen Plas-
midkonstrukt kotransfiziert. Erfolgreich mit pEGFP-N3 transfizierte Zellen sollten unter An-
regung mit Licht der Wellenldnge 488 nm griines Licht der Wellenldnge 507 nm ausstrahlen.
Anhand der griin leuchtenden Zellen im Verhéltnis zu der Gesamtzellzahl kann auf den Anteil
erfolgreich transfizierter Zellen geschlossen werden. Hierzu wurden unter dem Mikroskop in
drei verschiedenen Gesichtsfeldern einer 6-well-Kavitit alle sichtbaren Zellen unter norma-
lem Licht und alle griin fluoreszierenden Zellen unter Exzitation bei 488 nm ausgezihlt. Der

Quotient aus beiden Summen steht fiir die Transfektionseffizienz.
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D.2.5 Datenanalyse

Fiir die Analyse der Daten wurde das Programm Excel (Microsoft Office XP) verwendet. Sta-
tistische Signifikanz wurde mittels Durchfiihrung des Student’s T-Test ermittelt. Es wurden
die Mittelwerte + Standardabweichung jeweils zweier Triplikat-Ansédtze miteinander vergli-

chen. Als statistisch signifikant wurden p-Werte < 0,05 (*) bzw. < 0,01 (**) angesetzt.
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E Ergebnisse

E.1 Klonierung des Fzd8-Promotors und trunkierter Varianten

E.1.1 Kartierung des Fzd8-Transkriptionsstarts mittels der RLM-RACE-
Methode

Im Rahmen der Analyse der Fzd§-mRNA bzw. zur Bestimmung des Transkriptionsstartpunk-
tes wurde in unserem Labor eine RNA-ligase mediated rapid amplification of cDNA ends
(RLM-RACE) mit c¢cDNAs aus verschiedenen Zellpopulationen (HT1080, hMSC und
HEK293) durchgefiihrt (GeiBler et al., personliche Mitteilung). Hierbei wurden unterschiedli-
che, am 5’-Ende verkiirzte und auch verliangerte Fzd8-mRNAs detektiert, deren Translation
im Vergleich zur publizierten Fzd8-mRNA (NM_031866.2) teilweise zu einer um 52 Amino-
sduren verkiirzten Proteinisoform fiihrt. Dies ist darauf zuriickzufiihren, dass in diesen Vari-
anten das erste Startcodon der mRNA nicht mehr vorhanden ist. Die Abweichungen zum
publizierten Transkriptionsstart (TSS) bewegten sich in einem Rahmen von bis zu 20 bp up-
stream bis 72 bp downstream. Ausschliefllich in HT1080-Zellen wurden zwei zusétzliche TSS
detektiert, die die Translation eines vollstindigen Fzd8-Proteins garantieren. In den anderen
beiden Zelllinien wurden nur weitere TSS downstream des publizierten TSS gefunden, deren
Translation zu einem N-terminal verkiirzten Protein fiihrt (Lechner 2013).

Um die Promotorregion von Frizzled 8 zu charakterisieren, sollte deshalb ein DNA-Abschnitt
von 2233 bp amplifiziert werden, der bis auf eine Uberlappung von 45 bp mit der Fzd8-
mRNA upstream vom publizierten TSS liegt. Es wurde davon ausgegangen, dass dieser Be-
reich alle fiir die Promotorfunktion relevanten Abschnitte beinhalten sollte. Fiir die Amplifi-
zierung des Bereiches wurden die beiden Primer Fzd8-Prom-forw-EcoRV und Fzd8-Prom-
rev-BamHI generiert. Die 45 bp, die mit der Fzd8-mRNA iiberlappen, beinhalten die 5’-UTR
von Fzd8 (5 bp) und die ersten 40 bp, die fiir das Fzd8-Signalpeptid kodieren, aber in verkiirz-
ten mRNA-Produkten noch als Promotorbereich fungieren.

Strukturell weist der Promotor von Fzd8 einige Besonderheiten auf. Er besitzt in der Nidhe des
publizierten TSS weder eine TATA-Box, noch ein B recognition element (BRE), noch ein
Initiatior-Element (Inr) oder eine CAAT-Box. Es ldsst sich somit kein typischer core-
Promotor identifizieren. Der GC-Gehalt des klonierten putativen full length-Promotors liegt
bei 64 % und bietet dadurch vielfiltige Moglichkeiten zur epigenetischen Modifizierung zum

Beispiel in Form von Methylierungen.
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E.1.2 Generierung des Reporterplasmids pGLucBasic-Fzd8Promotor

In Absicht die Fzd8-Transkriptionsregulation und den Fzd8-Promotor nidher charakterisieren
zu konnen, sollte der Promotor in das Reporterplasmid pGLuc-Basic ligiert werden, um spiter
dieses Plasmid in eukaryote Zellen transfizieren und die Aktivitit des Promotors mittels des
Reportergens Gaussia Luciferase quantifizieren zu konnen.

Die Fzd8-Promotorregion wurde im ersten Schritt aus humaner genomischer DNA mittels
PCR unter Verwendung der Primer Fzd8-Prom-forw-379 und Fzd8-Prom-rev-135 amplifi-
ziert. Diese erste PCR zeigte in der Gelelektrophorese nicht wie erwartet ein Produkt von
2700 bp (sieche Abbildung E-1 A), deshalb wurde eine Nested-PCR unter Verwendung der
Primer Fzd8-Prom-forw-EcoRV und Fzd8-Prom-rev-BamHI angeschlossen, die wie erwartet
ein Produkt in der Lange von 2233 bp zeigte (siche Abbildung E-1 B). Dieses PCR-Produkt
wurde nun in den Vektor pCR4.1-TOPO ligiert und sequenziert, um die korrekte Sequenz in
Ubereinstimmung mit der Datenbank sicherstellen zu konnen. Im niichsten Schritt wurde der
Fzd8-Promotor aus dem Vektor pCR.4.1-TOPO iiber die Restriktionsenzymschnittstellen £-
coRV und BamHI ausgeschnitten (siche Abbildung E-1 C). Das so priparierte DNA-
Fragment konnte nun in den mit den gleichen Restriktionsenzymen geschnittenen Vektor
pGLuc-Basic ligiert werden. So wurde das Plasmid pGLuc-Basic-Fzd8Promotor generiert
(sieche Abbildung E-1 D). Zuletzt erfolgte eine Restriktionsanalyse des Plasmids, um sicher-
zustellen, dass sich das Insert im Vektor befindet. Wiederum wurden EcoRV und BamHI
bzw. als Kontrolle Sacll verwendet. Nach Lage der Schnittstellen auf dem Vektor mussten
diese beiden Ansitze Banden bei 4920 bp (pGLuc-Basic) und 2233 bp (Fzd8-Promotor) fiir
den Verdau mit EcoRV und BamHI bzw. fiir den Verdau mit Sacll Banden bei 6430 bp und
723 bp ergeben. In beiden Restriktionsansidtzen konnte das erwartete Bandenmuster mittels

der Gelelektrophorese bestétigt werden (sieche Abbildung E-1 E).
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A: Fzd8-Promotor- B: Fzd8-Promotor- C: Exzision des Fzd8-Promotors

PCR Nested-PCR aus pCR4.1-TOPO
aus gDNA mittels EcoRV und BamHI
1kb P 1kb P 1kb P
‘ 4000 bp —
3000 bp —
3000 bp — 3000 bp
D: Vektorkarte pGLucBasic-Fzd8Promotor E: Restriktionsanalyse von pGLucBasic-

Fzd8Promotor mit EcoRV/BamHI bzw. Sacll

Amp-Resistenz Fzd8-Promotor

EB S 1kb
pUC ori - 6000 bp
pGLucBasic-
Fzd8Promotor - 3000 bp
,'AZ;OO 7127 bp e
o -750 bp
>, Gaussia Luciferase
Neo-Resistenz ~Q——"

SV40-Promotor

Abbildung E-1: Klonierung des Reporterplasmids pGLucBasic-Fzd8Promotor.

A: Kein Nachweis des Fzd8-Promotor PCR-Produkts aus gDNA bei 2700 bp

B: Nachweis des Produktes der Fzd8-Promotor-Nested-PCR bei 2233 bp

C: Nachweis von Banden bei 3957 bp (Vektor pGLucBasic) und 2233 bp (Insert Fzd8-Promotor)
D: Vektorkarte des pGLuc-Basic-Fzd8Promotor-Plasmids

E: Nachweis der entsprechenden Banden nach Restriktionsanalyse von pGLucBasic-Fzd8Promotor

1kb = DNA-GroBenstandards, Amp-Resistenz = Ampicillin-Resistenz, E/B = Doppelverdau mit EcoRV
und BamHI, gDNA = genomische DNA, Neo-Resistenz = Neomycin-Resistenz, P = PCR-Produkt, pUC
ori = Plasmid University of California origin of replication, S = Verdau mit Sacll, SV40-Promotor = si-
mian virus 40-Promotor
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E.1.3 Uberpriifung der Funktionalitit von pGLucBasic-Fzd8Promotor

Um sicherzustellen, dass das Plasmid pGLucBasic-Fzd8Promotor funktionstiichtig ist, wurde
es in HT1080-Tumorzellen transfiziert. Als Negativkontrolle diente hierbei die Transfektion
des Vektors pGLuc-Basic, der vor dem Gaussia Luciferase-Gen keinen Promotor tragt. Am
Tag zwei nach Transfektion wurden Uberstiinde aus dem Medium der transfizierten Zellen
abgenommen und die Gaussia Luciferase-Aktivitdt bestimmt. Die so erhaltenen relative light
units (RLU) wurden auf die Gesamtproteinmenge mittels BCA-Assay normiert. Die zu
pGLucBasic-Fzd8Promotor gehdrigen Werte werden im Folgenden als Referenz verwendet
und entsprechend als 100 % festgesetzt. Der pGLucBasic-Fzd8Promotor zeigte in HT1080-
Zellen eine ca. siebenfach hohere Luciferase-Aktivitdt im Vergleich zu pGLuc-Basic (siche

Abbildung E-2).

140% *k
120%
100% i|:
80%
60%
40%
20% T
0%

Gaussia Luciferase-Aktivitat

[E—— |
pGLucBasic pGLucBasic-Fzd8Promotor

Abbildung E-2: pGLucBasic-Fzd8Promotor in HT1080, Tag 2.

Die Aktivitiat von pGLucBasic-Fzd8Promotor wurde als 100 % definiert. Dieses Plasmid zeigte in
HT1080-Zellen im Vergleich zur Negativkontrolle pGLucBasic eine deutlich hohere Aktivitit.

Der gleiche Versuch wurde auch in hMSC durchgefiihrt. In dieser Zellpopulation hingegen
konnte bei pGLucBasic-Fzd8Promotor eine nicht signifikante, im Mittel um 12 % hohere

Gaussia Luciferase-Aktivitét als bei pGLuc-Basic nachgewiesen werden (Abbildung E-3).
140%
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Gaussia Luciferase-Aktivitat
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pGLucBasic pGLucBasic-Fzd8Promotor
Abbildung E-3: pGLucBasic-Fzd8§Promotor in hMSC, Tag 2.
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E.1.4 Uberpriifung der Vollstindigkeit der putativen Promotorregion

Um sicherzustellen, dass das Plasmid pGLucBasic-Fzd§Promotor alle wichtigen Elemente der
Fzd8-Promotorregion enthilt, sollte eine in 5’-Richtung um ca. 1100 bp lidngere Promotorva-
riante generiert und diese ebenfalls in den Vektor pGLuc-Basic ligiert werden. So wurde das
Plasmid pGlucBasic-Fzd8PromotorXL generiert. Die Gaussia Luciferase-Aktivitit dieses
Konstrukts sollte mit der von pGLucBasic-Fzd8Promotor verglichen werden.

Fiir die PCR-Amplifikation wurde gDNA eingesetzt und die Primer Fzd8-Prom-forw-Exten
(beinhaltet Schmittstelle fiir EcoRV) und Fzd8-Prom-rev-BamHI verwendet. Das PCR-
Produkt wurde mit den Restriktionsenzymen EcoRV und BamHI verdaut und {iber diese
Schnittstellen in den Zielvektor ligiert. Am Ende erfolgte wieder ein analytischer Restrikti-
onsverdau der generierten Klone mit EcoRV, BamHI und in der Kontrolle mit Sacll, um den
Erfolg der Ligation zu iiberpriifen. Das erwartete Bandenmuster von 4920 bp (Vektor) und
3305 bp (Insert) fiir den Verdau mit EcoRV und BamHI bzw. 625 bp und 7600 bp fiir Sacll
konnte mittels einer analytischen Gelelektrophorese bestétigt werden (sieche Abbildung E-4).

Verdau mit EcoRV und BamHI Verdau mit Sacll

1 kb Klon1l Klon2 Klon3 Klon1l Klon2 Klon3

8000 bp - s -.-

5000 bp - -..
R
3500 bp - e—
.
Semal
750 bp - ¢ B s

Abbildung E-4: Gelelektrophorese nach Restriktionsverdau verschiedener Klone
von pGLucBasic-Fzd8PromotorXL.

Auch nach mehreren Versuchen konnte in der Sequenzierung kein vollig fehlerfreies Plasmid
dieser prolongierten Promotorvariante gefunden werden. Drei Plasmide konnten generiert

werden, die im Vergleich zur Datenbanksequenz jeweils nur eine Punktmutation trugen. Die-
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se drei Varianten wurden in HT1080-Zellen transfiziert und ihre Aktivitdit mit der von
pGLucBasic-Fzd8Promotor verglichen (sieche Abbildung E-5). Das gleiche wurde auch in
hMSC durchgefiihrt, allerdings nur mit einem der drei Plasmide (siche Abbildung E-6).

Da ein signifikanter Unterschied in der Aktivitidt der Plasmide pGLucBasic-Fzd8Promotor
und pGLucBasic-Fzd8PromotorXL weder in HT1080 noch in hMSC festgestellt werden
konnte, wurde angenommen, dass alle wesentlichen Elemente des Fzd8-Promotors in dem
Konstrukt pGLucBasic-Fzd8Promotor, das die 2233 bp lange Promotorsequenz enthilt, vor-
handen sind. Auf weitere Versuche mit pGLucBasic-Fzd8PromotorXL wurde deshalb ver-

zichtet.

160% 7
140% -
120% -
100% - ‘|V I I
80%
60% -

40% A

Gaussia Luciferase-Aktivitit

20% -

0% -
pGLucBasic- pGLucBasic- pGLucBasic- pGLucBasic-Fzd8Promotor
Fzd8PromotorXL (Klon 1) Fzd8PromotorXL (Klon 2) Fzd8PromotorXL (Klon 3)

Abbildung E-5: Promotoraktivitit verschiedener pGLucBasic-Fzd8PromotorXL-
Klone in HT1080, Tag 2.

Die Aktivitit von pGLucBasic-Fzd8Promotor wurde als 100 % definiert. Keine der ldngeren Promotorva-
rianten (pGLucBasic-Fzd8PromotorXL Klon 1-3) zeigte im Vergleich eine signifikant verdnderte Promo-
toraktivitét.

120% 7
100% - I i|:
80%
60%
40% -
20% -

Gaussia Luciferase-Aktivitit

0% -
pGLucBasic- Fzd8PromotorXL pGLucBasic- Fzd8Promotor
(Klon 3)

Abbildung E-6: pGLucBasic-Fzd8PromotorXL in hMSC, Tag 2.

Die Aktivitit von pGLucBasic-Fzd8Promotor wurde als 100 % definiert. Die ldngere Promotorvariante
(pGLucBasic-Fzd8PromotorXL Klon 3) zeigte im Vergleich keine signifikant verdnderte Aktivitét.
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E.1.5 Klonierung 5’- und 3’-terminal trunkierter Promotorvarianten

Um die Promotorregion von Fzd8 nédher charakterisieren und in verschiedene Abschnitte ein-
teilen zu konnen, wurden mehrere 5°- und 3’-trunkierte Varianten des Promotors generiert,
die in das Reporterplasmid pGLucBasic ligiert wurden. Eine Verkiirzung des Promotors fiihrt
zu einem Verlust von Bindungsstellen von Transkriptionsfaktoren, die entweder repressiv
oder aktivierend auf die Transkriptionrate wirken konnen. Durch Verkiirzung des Promotors
sollten daher Riickschliisse auf aktivierende bzw. repressive Elemente ermoglicht werden. Als
Matrize fiir jede Amplifikation der verschiedenen Varianten diente das Plasmid pGLucBasic-
Fzd8Promotor. Es wurden fiir die jeweilige PCR Primer generiert, die an definierten Stellen
innerhalb der Promotorregion binden kénnen und zudem die fiir die Klonierung notwendigen
Schnittstellen fiir Restriktionsendonukleasen enthalten (siehe D.1.2.2). Alle Primer, mit denen
am 5’-Ende trunkierte Promotorvarianten erstellt werden sollten, enthielten eine Schnittstelle
fiir EcoRV; diejenigen, mit denen am 3’-Ende trunkierte Varianten amplifiziert werden soll-
ten, eine Schnittstelle fiir BamHI (siehe Tabelle D-12). Auf diese Art konnte jede Promotor-
variante liber die gleichen Restriktions-Schnittstellen in den Vektor pGLuc-Basic ligiert wer-
den. Das Verfahren wurde bereits unter E.1.2 fiir pGLucBasic-Fzd8Promotor beschrieben,
allerdings wurde bei der Generierung der verkiirzten Varianten auf eine Zwischenklonierung
in den Vektor pCR4.1-TOPO verzichtet.

Durch transiente Transfektion dieser verschiedenen Promotor-Reporterplasmidvarianten in
HT1080-, hMSC- und HEK293-Zellen sollte deren Aktivititsniveau untereinander verglichen

werden.

E.1.6 Sicherstellung gleicher Transfektionseffizienzen

In dieser Arbeit wurden Plasmide sehr unterschiedlicher Grofle verwendet und transfiziert.
Die GroBe bewegte sich zwischen ca. 8300 bp (pGLucBasic-Fzd8PromotorXL) und ca.
5200 bp fiir das Plasmid mit der kiirzesten 5’-terminal trunkierten Promotorsequenz von
195 bp. Um die mit diesen Plasmiden ermittelten Gaussia Luciferase Aktivititen miteinander
vergleichen zu konnen, musste zundchst sichergestellt werden, dass mit allen Reporterplas-
midkonstrukten gleiche Transfektionseffizienzen erzielt werden konnten. Hierzu wurde eine
Kotransfektion von jeweils dem grofiten und dem kleinsten Fzd8Promotor-Reporterplasmid
zusammen mit dem Plasmid pEGFP-N3 in hMSC durchgefiihrt. pEGFP-N3 diente hierbei als
Transfektionskontrolle  (siehe Herstellerinformationen  http://www.staff.ncl.ac.uk/p.dean/

pEGFP-N3.pdf). Als Positivkontrolle wurde pEGFP-N3 alleine transfiziert.
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Fiir die Transfektion wurde immer die gleiche Gesamtmenge an Plasmid-DNA von 1,92 pg
pro 6-well Kavitit eingesetzt. Im Falle der Kotransfektion von zwei Plasmiden wurden von
jedem Plasmid jeweils 0,96 ug pro 6-well Kavitét eingesetzt.

Unter dem Mikroskop wurden an Tag 3 nach Transfektion in jeder Kavitét jeweils drei Ge-
sichtsfelder ausgezéhlt und jeweils einmal die Gesamtzahl der Zellen und einmal die Zahl
EGFP-positiver Zellen bestimmt. Die Transfektionseffizienz wurde dadurch ermittelt, dass
die Zahl der mit EGFP markierten Zellen mit der der unmarkierten Zellen in Relation gesetzt
wurde.

Die Auszdhlung der Zellen ergab, dass unabhidngig von der GroBe des kotransfizierten
Fzd8Promotor-Reporterplasmids ca. 30 % aller Zellen mit EGFP markiert waren (siche Ab-
bildung E-7). Somit konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Transfektionseffizi-

enzen der einzelnen Plasmide festgestellt werden.

160%
140%
120%

100% I I

80%

60% {
40%
20% I I

Zellzahl (%)

0% [ . S N—— e ——
pEGFP-N3 pEGFP-N3 und pGLucBasic- pEGFP-N3 und pGLucBasic-
Fzd8PromotorXL Fzd8Promotor-forw-2047

Abbildung E-7: Auszihlung von hMSC nach Transfektion verschiedener Plasmide
an Tag 3.

Die blauen Balken stehen fiir die Gesamtzellzahl, die als 100 % definiert wurde, die roten Balken fiir den
Anteil der EGFP-markierten Zellen. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied der Transfektionseffizi-
enzen verschieden grofler Plasmide.

E.2 Fzd8-Promotorstudien in hMSC, HT1080- und HEK293-
Zellen

Alle wie unter D.2.1.1 und E.1.5 beschriecben generierten Fzd8Promotor-
Reportergenkonstrukte wurden transient in verschiedene Zelllinien transfiziert, um die Pro-
motoraktivitdt vergleichend zu analysieren und damit aktivierende von repressiven Elementen
innerhalb des Promotors unterscheiden zu kdnnen. In einem separaten Versuchsansatz wurden

die mit den Reporterplasmiden transfizierten Zellen mit rekombinantem humanen Wnt3a
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(rhWnt3a) in einer Konzentration von 75 ng/ml stimuliert. Damit sollte {iberpriift werden, ob
die Stimulation mit Wnt3a mit einer verminderten Fzd8-Promotoraktivitit assoziiert ist.

In diesem Zusammenhang konnte durch Frau Dr. Karow gezeigt werden, dass Fzd8 ein nega-
tives Wnt-Targetgen darstellt (Karow 2008). Demnach miisste eine Wnt3a-Stimulation auch
auf die Promotoraktivitidt negativ wirken. Alle Promotor-Reportergenplasmide wurden so-
wohl in HT1080 als auch in hMSC transfiziert, einzelne auch in HEK-Zellen.

Tabelle E-1 gibt einen Uberblick iiber alle verwendeten Plasmide und ihre Nomenklatur.

Tabelle E-1: Nomenklatur der Fzd8-Promotor-Reportergenplasmide

Ldnge der Promo-  Grafische Darstellung der Promotor-

Name des Plasmids . . .
torvariante inbp  variante

pGLucBasic-Fzd8Promotor 2233 bp (full length)
5’-terminal trunkierte Promotorvarianten
pGLucBasic-Fzd8Prom-forw-316 1917 bp
pGLucBasic-Fzd8Prom-forw-591 1642 bp
pGLucBasic-Fzd8Prom-forw-982 1251 bp
pGLucBasic-Fzd8Prom-forw-1339 894 bp
pGLucBasic-Fzd8Prom-forw-1558 675 bp
pGLucBasic-Fzd8Prom-forw-1742 491 bp ———————
pGLucBasic-Fzd8Prom-forw-2038 195 bp
3’-terminal trunkierte Promotorvarianten
pGLucBasic-Fzd8Prom-rev-763 1470 bp
pGLucBasic-Fzd8Prom-rev-364 1869 bp
pGLucBasic-Fzd8Prom-rev-177 2056 bp

5’- und 3’-terminal trunkierte Promotorvariante
pGLucBasic-Fzd8Prom-forw-982-rev-763 488 bp

E.2.1 Fzd8-Promotorstudien in HT1080-Zellen

E.2.1.1 Transfektion 5’-terminal-trunkierter Promotorvarianten

Die verschiedenen 5’-terminal trunkierten Promotorvarianten zeigten in HT1080 sehr unter-
schiedliche Aktivitidten. Alle bis auf den full length-Promotor wurden durch Stimulation mit
rhWnt3a reprimiert. Statistische Signifikanz wurde allerdings im Vergleich zu unstimulierten
Zellen nicht erreicht (p-Werte zwischen 0,1 und 0,9). Es zeigte sich, dass eine Deletion der
ersten 316 bp des Promotors zu einer Aktivititssteigerung auf 193 % fiihrte (pGLucBasic-
Fzd8Prom-forw-316). pGLucBasic-Fzd8Prom-forw-591 wies allerdings eine Aktivitdt von
nur 156 % auf. Eine weitere Aktivititszunahme auf 342 % (p-Wert 0,045) zeigte sich nach
Deletion der ersten 982 bp (pGLucBasic-Fzd8Prom-forw-982).
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Die bei Basenpaar 1339 und 2038 des full length-Promotors verkiirzten Promotorvarianten
zeigten wiederum eine signifikant niedrigere Aktivitét als der pGLucBasic-Fzd8Promotor. Sie
lag zwischen 32 % (pGLucBasic-Fzd8Prom-forw-1339) und 8 % (pGLucBasic-Fzd8Prom-
forw-2038). Die Aktivititswerte der Plasmide pGLucBasic-Fzd8Prom-forw-1558 und
pGLucBasic-Fzd8Prom-forw-2038 lagen im Mittel sogar bis zu 5 % unter dem der Negativ-
kontrolle durch pGLucBasic. Abbildung E-8 stellt eine grafische Ubersicht iiber die Ver-

suchsergebnisse dar.

pGLucBasic f‘ 14% *  unstimuliert

100% & rhWnt3a-stimuliert
; i/
pGLucBasic-Fzd8Promoter (full length) [ —— °

pGLucBasic-Fzd8Prom-forw-316 : — 1 194%

. |—| 0,
pGLucBasic-Fzd8Prom-forw-591 } : 157%

pGLucBasic-Fzd8Prom-forw-982 - ’ " 1 343% *

pGLucBasic-Fzd8Prom-forw-1339 _HH 32%*

pGLucBasic-Fzd8Prom-forw-1558
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pGLucBasic-Fzd8Prom-forw-1742 |__JT_| 13% *

H

_|

pGLucBasic-Fzd8Prom-forw-2038
I
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Abbildung E-8: Aktivitit 5'-terminal trunkierter Promotorvarianten in HT1080
zwei Tage nach Transfektion.

Signifikanzen sind immer auf den Wert von pGLucBasic-Fzd8Promotor (full length) (unstimuliert) bezo-
gen, der als 100 % definiert wurde. Tendenziell zeigte sich eine negative Wirkung auf die Promotorakti-
vitit durch Wnt3a-Stimulation, die Werte ergaben jedoch im Vergleich zu unstimulierten Zellen keine
statistische Signifikanz. Die schwarzen Balken unter den Plasmidnamen stellen eine grafische Darstellung
der jeweiligen Promotorvariante dar.
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E.2.1.2 Transfektion 3’-terminal und beidseitig trunkierter Promotorvarianten

Die am 3’-Terminus verkiirzten Promotorvarianten zeigten sehr unterschiedliche Aktivitdten.
Auch diese wurden durch Wnt3a negativ reguliert, allerdings nicht mit statistischer Signifi-
kanz (p-Werte zwischen 0,06 und 0,5). Analog zu den niedrigen Aktivititen der Konstrukte
pGLucBasic-Fzd8Prom-forw-1339, -forw-1742 und -forw-2038, ging eine Deletion des End-
stiickes des Promotors mit einer Zunahme der Promotoraktivitit einher. Bereits die 3’-
terminale Verkiirzung des Promotors um 177 bp (pGLucBasic-Fzd§Prom-rev-177) zeigte eine
Aktivitdt von 379 %. pGLucBasic-Fzd8Prom-rev-364 wies eine Aktivitit von 105 % auf.
Dies legt nahe, dass sich in den letzten 364 bp des Promotors nicht nur repressive, sondern
auch aktivierende Elemente befinden miissen, die in dieser Verkiirzungsvariante deletiert
wurden. Die 3’-terminale Verkiirzung um 763 bp (pGLucBasic-Fzd8Prom-rev-763) bewirkte
eine Zunahme der Promotoraktivitdt auf 2075 %. Anhand dieser Daten konnte davon ausge-
gangen werden, dass sich im Bereich von Basenpaar 982 und 1470 ein stark aktivierendes
Element (Enhancer) befinden muss. Es konnte in HT1080 gezeigt werden, dass dieser Bereich

mit 1745 % ebenfalls eine sehr hohe Aktivitit besitzt (siche Abbildung E-9).
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pGLucBasic | L
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pGLucBasic-Fzd8Prom-rev-177
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Abbildung E-9: Aktivitit 3'-terminal trunkierter Promotorvarianten in HT1080,
Tag 2 nach Transfektion.

Signifikanzen sind immer auf den Wert von pGLucBasic-Fzd8Promotor (full length) (unstimuliert) bezo-
gen, der als 100 % definiert wurde. Die Negativkontrolle pGLucBasic zeigt im Vergleich zu pGLucBasic-
Fzd8-Promotor eine signifikant niedrigere Aktivitit. Es zeigte sich, dass eine 3’-terminale Verkiirzung
des Fzd8-Promotors mit einer signifikanten Zunahme seiner Aktivitit einhergeht und der Bereich des pu-
tativen Enhancer-Elements (pGLucBasic-Fzd8Prom-forw-982-rev-763) ebenfalls signifikant hohere Ak-
tivitdt besitzt als der full length-Promotor. Die schwarzen Balken unter den Plasmidnamen reprisentieren
eine grafische Darstellung der jeweiligen Promotorvariante.
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E.2.2 Fzd8-Promotorstudien in hMSC

E.2.2.1 Transfektion 5’-terminal-trunkierter Promotorvarianten

Auch in hMSC wurden sdmtliche Promotorvarianten transient transfiziert und in einem sepa-
raten Ansatz mit 75 ng/ml rekombinantem humanen Wnt3a stimuliert. Die Gaussia Lucifera-
se-Aktivitdit wurde anschlieBend an Tag 2 bestimmt. Tendenziell zeigte sich ein dhnliches
Aktivitdtsmuster der Verkiirzungsvarianten wie in HT1080, allerdings waren die Unterschiede
weniger stark ausgepragt.

Die Stimulation der transient transfizierten Zellen mit thWnt3a zeigte keinen signifikant re-
pressiven Effekt auf die Promotoraktivitit im Vergleich zu unstimulierten Zellen (p-Werte
zwischen 0,051 und 0,9). In der Tendenz lieB sich aber durch die Stimulation wie auch in
HT1080 eine negative Regulation fiir fast alle Promotorvarianten zeigen.

Die 5’-terminale Verkiirzung um 316 bp zeigte eine Aktivitidtszunahme auf 171 % (pGLucBa-
sic-Fzd8Prom-forw-316). Analog zu den Werten in HT1080 fiel die Aktivitdt mit der Verkiir-
zung um 591 bp wieder auf 161 % (pGLucBasic-Fzd8Prom-forw-591). Die nichste Verkiir-
zungsvariante pGLucBasic-Fzd8Prom-forw-982 erreichte Werte von 136 %. Die Werte dieser
ersten drei Verkiirzungsvarianten erreichten im Vergleich zu pGLucBasic-Fzd8Promotor (full
length) keine statistische Signifikanz in hMSC.

Statistisch signifikant hingegen konnte auch in hMSC die Repression der Promotoraktivitét
durch seine 3’-terminal gelegenen letzten 894 bp gezeigt werden. Die Aktivitdtswerte lagen
hier bei 70 % (pGLucBasic-Fzd8Prom-forw-1339), 60 % (pGLucBasic-Fzd8Prom-forw-
1558), 61 % (pGLucBasic-Fzd8Prom-forw-1742) und 57 % (pGLucBasic-Fzd8Prom-forw-
2038). Damit lagen diese Werte wie auch in HT1080 deutlich unter dem Wert der Negativ-
kontrolle pGLucBasic, die einen Gaussia Luciferase Wert von 101 % erzielte (sieche Abbil-

dung E-10).
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Abbildung E-10: Aktivitit 5'-terminal trunkierter Promotorvarianten in hMSC,
Tag 2 nach Transfektion.

Es konnte auch in Stammzellen gezeigt werden, dass sich vor allem im 3’-terminalen Bereich des Promo-
tors stark repressive Elemente befinden miissen und ebenfalls im Bereich des 5’-Terminus. Werte von
pGLucBasic-Fzd8Promotor (full length) wurden als 100 % definiert. Eine Wnt3a-Stimulation war mit ei-
ner leicht verminderten Promotoraktivitit assoziiert. Die schwarzen Balken unter den Plasmidnamen re-
prisentieren eine grafische Darstellung der jeweiligen Promotorvariante.

E.2.2.2 Transfektion 3’-terminal- und beidseitig trunkierter Promotorvarianten

Die 3’-trunkierten Promotorvarianten verhielten sich nach Transfektion in hMSC dhnlich wie
in HT1080, insgesamt aber zeigten auch diese Konstrukte in Stammzellen eine erheblich
niedrigere Aktivitit. Eine signifikante Aktivitdtssteigerung im Vergleich zu pGLucBasic-
Fzd8Promotor (full length) konnte nur fiir das putative Enhancer-Element gezeigt werden
(pGLucBasic-Fzd8Prom-forw-982-rev-763, Aktivitit unstimuliert 231 %).

Auch bei diesem Versuch schien sich Wnt3a-Stimulierung negativ auf die Aktivitdt der Pro-
motorvarianten auszuwirken. Allerdings konnte lediglich fiir das Plasmid pGLucBasic-
Fzd8Prom-forw-982-rev-763 eine signifikante Reduktion der Promotoraktivitit nach Stimu-

lierung mit rhWnt3a gezeigt werden (sieche Abbildung E-11).
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Abbildung E-11: Aktivitiit 3'-terminal trunkierter Promotorvarianten in hMSC,
Tag 2 nach Transfektion.

Es konnte gezeigt werden, dass das putative Enhancer-Element (pGLucBasic-Fzd8Prom-forw-982-rev-
763) auch in hMSC eine signifikant hhere Aktivitit aufweist als der full length-Promotor. Die Werte von
pGLucBasic-Fzd8Promotor wurden als 100 % definiert. Die schwarzen Balken unter den Plasmidnamen
sind eine grafische Darstellung der Promotorvariante.

E.2.3 Fzd8-Promotorstudien in HEK293-Zellen

Die am 3’-Terminus verkiirzten Promotorvarianten wurden auch in HEK293-Zellen trans-
fiziert. pGLucBasic-Fzd8Promotor zeigte im Vergleich zur Negativkontrolle pGLucBasic
eine 12-fach hohere Aktivitit. Die trunkierten Varianten verhielten sich in ihrer Aktivitét in
dieser Zelllinie interessanterweise anders als in hMSC und HT1080. In jenen Zelllinien zeigte
das Plasmid pGLucBasic-Fzd8Prom-rev-763 die hochsten Gaussia Luciferase-Werte. In den
HEK-Zellen aber war es das Konstrukt mit der 3’-terminal nur um 177 bp verkiirzte Promo-
torvariante (pGLucBasic-Fzd8Prom-rev-177), das die hochsten Werte erzielte (412 % im
Verhiltnis zu pGLucBasic-Fzd8Promotor). Die anderen beiden 3’terminal verkiirzten Promo-
torvarianten zeigten hingegen &dhnliche Gaussia Luciferase-Werte wie der full length-

Promotor (siehe Abbildung E-12).
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Abbildung E-12: Aktivitit 3'-terminal trunkierter Promotorvarianten in HEK-
Zellen, Tag 2 nach Transfektion.

Die Werte von pGLucBasic-Fzd8Promotor (full length) wurden als 100 % definiert. In HEK-Zellen zeigte
das Plasmid pGLucBasic-Fzd8Prom-rev-177 eine signifikant hohere Aktivitit als der full length-
Promotor. Dies deutet darauf hin, dass die letzten 3’-terminal gelegenen 177 bp des Fzd8-Promotors in
HEK?293-Zellen als starker Repressor fungieren. Die schwarzen Balken unter den Plasmidnamen repré-
sentieren eine grafische Darstellung der jeweiligen Promotorvariante.

E.2.4 Zusammenfassende Ergebnisse der Promotorkartierung

Die Experimente mit verschiedenen Reporterplasmiden, die 5’- bzw. 3’-trunkierte Varianten
des Fzd8-Promotors enthielten, wiesen darauf hin, dass der Fzd8-Promotor durch Wnt3a ne-
gativ reguliert wird (siehe Abbildung E-11), was sich mit der Beschreibung von Fzd8 als ne-
gativem Wnt3a-Targetgen in hMSC deckt (Karow 2008)

Des Weiteren lielen sich innerhalb der Promotorregion aktivierende von repressiven Elemen-
ten abgrenzen (vergleiche u.a. E.2.1). Abbildung E-13 stellt eine zusammenfassende grafische

Ubersicht iiber die Ergebnisse der Promotorkartierung dar.

5‘-Terminus 3‘-Terminus
I I Enhancer I I I?
0bp 316 bp 591 bp 982 bp 1339bp 1470 bp 1869 bp 2233 bp
repressive Elemente repressive Elemente stark repressive Elemente stark repressive Elemente
leicht aktivierende Elemente aktivierende Elemente leicht aktivierende Elemente

Abbildung E-13: Einteilung des Fzd8-Promotors in aktivierende und repressive
Abschnitte anhand der Reporterplasmidversuchsergebnisse in hMSC, HT1080-
und HEK293-Zellen.

Der rote Pfeil vor dem 3’-Terminus des Promotors repriasentiert den publizierten TSS von FzdS.
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E.3 Effekte des APC- und B-Catenin-Knockdowns auf die Fzd8-

Promotoraktivitat

Nachdem Fzd8 in fritheren Arbeiten bereits als negatives Wnt-Targetgen beschrieben worden
war (Karow 2008), sollte in der hier vorliegenden Arbeit iiberpriift werden, ob auch in der
Wnt/B-Catenin-Signaltransduktionskaskade weiter downstream eingreifende Manipulation
mit Verdnderungen der Fzd8-Promotoraktovitit assoziiert ist. Frau Dr. Karow konnte bereits
zeigen, dass ein siRNA-vermittelter Knockdown von B-Catenin einen inhibierenden Effekt
auf das Wnt-Signaling hat (Karow 2008). Ein APC-Knockdown geht mit einer starken Stimu-
lierung des Wnt/B-Catenin-Signalweges einher, da das APC-Protein einen wesentlichen Be-
standteil des B-Catenin-Degradationskomplexes darstellt. Vor diesem Hintergrund sollte un-
tersucht werden, ob bzw. in welchem Mafe der Knockdown von APC- bzw. B-Catenin einen
Einfluss auf die Fzd8-Promotoraktivitit hat. Dafiir sollten die jeweilige siRNAs und FzdS8-
Promotor-Reporterplasmide in hMSC bzw. HT1080 kotransfiziert werden.

E.3.1 Bestimmung der siRNA vermittelten Knockdowneftizienzen von APC-
und B-Catenin in hMSC und HT1080-Zellen

hMSC
Die Knockdowneftizienzen von APC und B-Catenin in hMSC wurden in der Arbeitsgruppe
bereits frither auf mRNA-Ebene nachgewiesen und sind in folgender Tabelle zusammenge-

fasst (Kolben 2010).

Tabelle E-2: siRNA-vermittelte Knockdowneffizienzen von APC und B-Catenin in
hMSC (Kolben 2010)

mRNA-Knockdowneffizienzen
Tag 1 Tag 7
APC 93 % 65 %
B-Catenin 93 % 82 %

Auf Proteinebene betrug der B-Catenin-Knockdown in hMSC ab Tag 3 nach Transfektion
21 %. An Tag 7 wies der Knockdown 64 % auf (Kolben 2010).

In der hier vorliegenden Arbeit wurden zusitzlich hMSC eingesetzt, die das Plasmid pN3-
BAR-GLuc stabil in ihr Genom integriert hatten (BAR-Reporter-hMSC). Diese Zellen dienen
als Reporterzellen fiir den Aktivierungsgrad des Wnt/pB-Catenin-Signalweges (Karow 2008;
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Kolben, Perobner et al. 2012; Perobner, Karow et al. 2012). Ein Knockdown von B-Catenin,
der ein vermindertes Wnt/B-Catenin-Signal zur Folge hat, fiihrt in diesen Zellen zu vermin-
derter Gaussia Luciferase-Aktivitdt. Um den Tag mit dem effektivsten B-Catenin-Knockdown
bzw. dem niedrigsten Wnt/B-Catenin-Signal zu bestimmen, wurde nach Transfektion der -
Catenin-siRNA die Gaussia Luciferase-Aktivitdt an den Tagen 1, 2, 3, 7 und 10 bestimmt. Es
zeigte sich, dass die Gaussia Luciferase-Aktivitidt nach Transfektion von siRNA bereits am
ersten Tag nach Transfektion leicht erniedrigt war. Eine signifikante Verminderung konnte

man an Tag 7 und 10 feststellen (siche Abbildung E-14).
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Abbildung E-14: Auswirkung von pB-Catenin-Knockdown auf BAR-Reporter-
hMSC.

Die y-Achse zeigt die Gaussia Luciferase-Aktivitit, die hier stellvertretend fiir das Aktivierungsniveau
des Wnt/B-Catenin-Signalweges steht. Die zur Negativkontrolle (nc-siRNA) gehorigen Werte wurden als
100 % definiert und die Werte nach B-Catenin-Knockdown (siRNA) in Relation gesetzt. Bereits an Tag 3
nach Transfektion der siRNA zeigte sich ein deutlicher Einbruch der Wnt/pB-Catenin-Signalstarke. Statis-
tisch signifikante Daten konnten an den Tagen 7 und 10 nach Transfektion gezeigt werden.

HT1080-Zellen

In HT1080-Zellen wurde die Knockdowneffizienz fiir B-Catenin im Rahmen dieser Arbeit
neu bestimmt. Abbildung E-15 zeigt die prozentuale Knockdowneftfizienz auf mRNA-Ebene
in Abhéngigheit der Zeit. Als Negativkontrolle wurden mit nc-siRNA transfizierte HT1080-

Zellen verwendet. Signifikanzen beziehen sich auf die Werte der Negativkontrolle.
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Abbildung E-15: Effizienz des siRNA-vermittelten Knockdowns von p-Catenin in
HT1080-Zellen auf mRNA-Ebene.

Um den Knockdown von B-Catenin auch auf Proteinebene mittels Western Blot nachzuwei-
sen, wurden Proteinlysate zu den gleichen Messzeitpunkten wie flir die mRNA-Analyse er-
stellt. Die Detektion von B-Catenin im Western Blot zeigte, dass der Knockdown auf Protein-
ebene erst 72 Stunden nach Transfektion sichtbar wird, also erst ca. 60 Stunden nach dem
Sichtbarwerden des Knockdowns auf mRNA-Ebene. Die Effizienz wurde mittels Densitomet-
rie semiquantitativ ausgewertet. Der -Catenin-Knockdown betrug nach 72 Stunden 32 %

(siche Abbildung E-16).

nc B-Cat

» - S pB-Catenin (92 kDa)

% % B-Aktin (43 kDa)

72 h

Abbildung E-16: Western Blot nach siRNA-vermitteltem Knockdown von f-
Catenin in HT1080-Zellen.

Es wurden Zelllysate 24, 48 und 72 Stunden nach der Transfektion von -Catenin-siRNA bzw. nc-siRNA
generiert. Das housekeeping-Gen B-Aktin wurde zur Proteinnormierung detektiert. 72 Stunden nach
Transfektion der siRNA konnte mittels Densitometrie eine Knockdowneffizienz fiir f-Catenin von 32 %
nachgewiesen werden. Nach 24 und 48 Stunden war auf Proteinebene noch kein Knockdown zu sehen.

nc = negative control-siRNA, f-Cat = B-Catenin-siRNA
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E.3.2 Fzd8-Promotoraktivitdt unter B-Catenin-Knockdown in HT1080-Zellen

Um zu eruieren, ob bzw. inwiefern eine Inhibierung des Wnt/B-Catenin-Signalweges einen
aktivierenden Effekt auf die Fzd8-Promotoraktivitit ausiibt, wurde p-Catenin-siRNA mit
Fzd8-Promotor-Reporterplasmiden in HT1080 kotransfiziert und die Gaussia Luciferase-
Aktivitit an Tag 2 nach Transfektion quantifiziert. Es wurden in diesem Versuch der putative
Fzd8-full length-Promotor, ein Plasmid, das die repressiven Elemente (pGLucBasic-
Fzd8Prom-forw-2038) und eines, das liberwiegend die aktivierenden Elemente des Promotors
beinhaltet (pGLucBasic-Fzd8Prom-rev-763), eingesetzt. Auf den full length-Promotor hatte
der Knockdown von B-Catenin keinen signifikanten Einfluss. Interessanterweise aber zeigte
der Knockdown von B-Catenin einen starken repressiven Effekt auf die Aktivitit des Re-
porterplasmids pGLucBasic-Fzd8Prom-rev-763, das das putative Enhancer-Element und da-
mit wenige repressive Elemente enthdlt. Auch die Transfektion des Plasmids pGLucBasic-
Fzd8Prom-forw-2038 war mit einer Reduktion der Gaussia-Aktivitit nach Knockdown von f3-

Catenin assoziiert (siche Abbildung E-17).
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Abbildung E-17: Fzd8-Promotoraktivitit nach -Catenin-Knockdown in HT1080,
Tag 2.

Die Gaussia-Werte von pGLucBasic-Fzd8Promotor (full length) wurden als 100 % definiert. Es zeigte
sich eine deutlich reduzierte Promotoraktivitit des Plasmids pGLucBasic-Fzd8Prom-rev-763 nach
Knockdown von B-Catenin. Die schwarzen Balken unter den Plasmidnamen stellen die jeweiligen Pro-
motorverkiirzungsvarianten dar.

E.3.3 Fzd8-Promotoraktivitit unter APC- und B-Catenin-Knockdown in hMSC

Nach dem Versuchsergebnis, dass der Fzd8-Promotor nach Knockdown von B-Catenin in

HT1080 wider Erwarten weniger aktiv ist, wurde der Versuch auch in hMSC durchgefiihrt
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und um den Knockdown von APC erweitert. Das beruhte auf der Annahme, dass, wenn der
Fzd8-Promotor durch B-Catenin-Knockdown in seiner Aktivitit reprimiert werden kann, er
nach Knockdown von APC, der mit einer Stimulierung des kanonischen Wnt-Signalweges
weiter downstream einhergeht, eine hohere Aktivitét zeigen miisste.

Nachdem im Vorfeld in hMSC gezeigt worden war, dass der siRNA-vermittelte Knockdown
von B-Catenin an Tag 7 nach Transfektion besonders ausgeprigt ist, wurde ein Zeitplan ent-
worfen, dem entsprechend zunichst der Knockdown in den hMSC durchgefiihrt wurde. Da-
nach wurde das jeweilige Fzd8-Reporterplasmid so transfiziert, dass Tag 7 nach Transfektion
der siRNAs und Tag 3 nach Transfektion des Plasmids zusammenfielen.

In diesem Versuch wurden die beiden Plasmide pGLucBasic-Fzd§Prom-forw-316 und
pGLucBasic-Fzd8Prom-rev-763 eingesetzt. Nach Transfektion des jeweiligen Plasmides wur-
de die Gaussia Luciferase-Aktivitit an den Tagen 1, 3 und 7 gemessen. Die Annahme, dass
der Fzd8-Promotor nach APC-Knockdown eine hohere Aktivitidt aufweist, konnte fiir beide
Promotorkonstrukte an den Tagen 3 und 7 mit signifikanten Daten belegt werden (siche Ab-
bildung E-18). In einem separaten Ansatz wurden mit pGLucBasic-Fzd8Prom-forw-316
transfizierte APC- bzw. B-Catenin-Knockdown-Stammzellen mit thWnt3a in einer Konzent-
ration von 75 nM/Kavitdt stimuliert. Tendenziell zeigte sich, dass auch bei APC- bzw [-
Catenin-Knockdown eine Stimulation mit Wnt3a mit einer Reduktion der FzdS8-
Promotoraktivitdt einherging, allerdings waren die Unterschiede statistisch nicht signifikant.
Am deutlichsten war dieser negative Effekt der Wnt3a-Stimulation auf die FzdS8-

Promotoraktivitit in APC-Knockdown-Zellen zu sehen (sieche Abbildung E-19).

Ergebnisse | 77



1800%
= 1600%
=
= 1400%
-
=
< 1200%
<]

g 1000%
g 800% .
= 600%
% 400% ol
© 200%
00 | — i — — mism - — =
nc-siRNA | APC-siRNA |B-Cat-siRNA| nc-siRNA | APC-siRNA |-Cat-siRNA| nc-siRNA | APC-siRNA [3-Cat-siRNA
Tag 1 nach Plasmid-Transfektion Tag 3 nach Plasmid-Transfektion Tag 7 nach Plasmid-Transfektion
Tag 5 nach siRNA-Transfektion Tag 7 nach siRNA-Transfektion Tag 11 nach siRNA-Transfektion

Abbildung E-18: Gaussia Luciferase-Aktivitit von pGLucBasic-Fzd8§Prom-rev-
763 nach p-Catenin- und APC-Knockdown in hMSC.

Der jeweilige Tageswert der mit nc-siRNA transfizierten Zellen wurde als 100 % definiert. Es konnte ei-
ne signifikante Aktivititssteigerung der Fzd8-Promotoraktivitidt in APC-Knockdownzellen an den Tagen
3 und 7 nach Plasmidtransfektion bzw. an Tag 7 und 11 nach Transfektion der APC-siRNA gezeigt wer-
den. Der B-Catenin-Knockdown hatte einen leicht repressiven Effekt auf die Promotoraktivitét. Signifi-
kanzen beziehen sich auf die mit nc-siRNA transfizierten Zellen.
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Abbildung E-19: Gaussia Luciferase-Aktivitit von pGLucBasic-Fzd8Prom-forw-
316 nach B-Catenin- und APC-Knockdown in hMSC bei gleichzeitiger Stimulation
mit rhWnt3a.

Der jeweilige Tageswert der mit nc-siRNA transfizierten, unstimulierten Zellen wurde als 100 % defi-
niert. Es konnte eine signifikante Aktivititssteigerung der Fzd8-Promotors in APC-Knockdownzellen an
den Tagen 3 und 7 nach Plasmid-Transfektion bzw. an Tag 7 und 11 nach Transfektion der APC-siRNA
gezeigt werden. B-Catenin-Knockdown hatte einen leicht repressiven Effekt auf die Promotoraktivitét.
Die Stimulation der Zellen mit thWnt3a fiihrte zu einer leichten Verringerung der Promotoraktivitét. Be-
sonders deutlich war dieser Effekt in APC-Knockdown-Zellen zu sehen. Ein signifikanter Unterschied
der Promotoraktivitit in stimulierten und unstimulierten Zellen lie sich allerdings nicht feststellen. Sig-
nifikanzen beziehen sich auf mit nc-siRNA transfizierte Zellen.
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E.4 in silico-Analyse des Fzd8-Promotors

Um die Regulation eines Promotors zu verstehen, miissen die Transkriptionsfaktoren, die sei-
ne Aktivitit beeinflussen, identifiziert werden. Um potentielle Bindungsstellen von Transkrip-
tionsfaktoren innerhalb des Fzd8-Promotors zu eruieren, wurde eine in silico-Analyse unter
Zuhiltenahme der online-verfiigbaren Software Matlnspector der Firma Genomatix, Miin-
chen, durchgefiihrt. Bei der Analyse des Fzd8-Promotors wurde die Wahrscheinlichkeit, mit
der ein Transkriptionsfaktor an den Promotor binden kann, auf 100 % gesetzt (core similarity
und matrix similarity jeweils 100 %), um moglichst aussagekréftige Ergebnisse zu erhalten.
Dies bedeutet, dass sich die DNA-Erkennungssequenz eines Transkriptionsfaktors komplett
im Promotor wiederfinden muss, um eine mogliche Interaktion anzuzeigen (Cartharius, Frech
et al. 2005).

Von besonderem Interesse war dabei das Verteilungsmuster der moglichen Bindungsstellen
eines Transkriptionsfaktors im Promotorbereich, da anhand der Verteilung der Bindungsstel-
len eine mogliche Hypothese iiber den Effekt des entsprechenden Transkriptionsfaktors auf
den Promotor ableitbar ist. Deshalb wurde fiir bestimmte Transkriptionsfaktoren neben der
Gesamtanzahl ihrer Bindungsstellen im Fzd8-Promotor auch die Anzahl ihrer Bindungsstellen
in den repressiven Abschnitten (1-982 bp und 1470-2233 bp) sowie im putativen Enhancer-
Element (982-1339 bp) ermittelt.

Bei dieser Analyse erschien der Transkriptionsfaktor ZF5 von besonderem Interesse. ZF5
steht fiir zinc finger Protein 5, auch bekannt als ZFP161, und ist ein ubiquitdr exprimierter
Transkriptionsfaktor, der urspriinglich als Repressor am c-myc-Promotor beschrieben wurde
(Sobek-Klocke, Disque-Kochem et al. 1997). Er kam vor allem als Aktivator in Betracht, da
er einige Bindungsstellen im putativen Enhancer-Element besitzt (siche Tabelle E-3). Aller-

dings weist er auch in den repressiven Elementen mehrere Bindungsstellen auf.

Tabelle E-3: In silico-Analyse des Fzd8-Promotors hinsichtlich moglicher Bindungsstel-
len von ZFS

Anzahl moglicher Bindungsstellen von ZF5S
full length- 1-982 bp 982-1339 bp 1339-2233 bp
Fzd8- (repressive (Enhancer (repressive
Promotor Abschnitte) Element) Abschnitte)
16 2 5 9

Im folgenden Abschnitt der Arbeit sollte untersucht werden, ob ZF5 einen Effekt auf die Ex-
pression von Fzd8 hat und ob die Regulation seiner Expression mit dem Wnt/B-Catenin-

Signalweg in Zusammenhang steht.
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E.5 ZFS als putativer Aktivator am Fzd8-Promotor

E.5.1 ZF5-Expressionsvergleich in hMSC und HT1080

Unter der Annahme, dass ZF5 als Aktivator des Fzd8-Promotors fungieren konnte, sollte zu-
néchst das basale ZF5-Expressionsniveau in hMSC mit dem in HT1080 mit Hilfe der qRT-
PCR verglichen werden. In einer fritheren Arbeit konnte bereits festgestellt werden, dass in
HT1080-Zellen Fzd8 im Vergleich zu hMSC vermehrt exprimiert wird (Leitenstern et al.,
personliche Mitteilung). Die Werte der ZF5-Expression wurden auf das housekeeping-Gen
GAPDH normiert.

In HT1080-Zellen konnte dabei eine ca. 5-fach hohere Expression von ZF5 festgestellt wer-
den als in hMSC (siehe Abbildung E-20). In HT1080 liegt somit sowohl eine erhohte Expres-

sion von Fzd8 als auch von ZF5 vor.
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Abbildung E-20: ZF5-mRNA Expression in hMSC und HT1080-Zellen.

Die basale Expression von ZF5 in hMSC wurde als 100 % definiert. Im Vergleich dazu zeigte sich in
HT1080 eine ca. 5-fach héhere Expression.

E.5.2 ZFS als positives Wnt/B-Catenin-Zielgen

E.5.2.1 In silico-Analyse der ZF5-Promotorregion

Die bisherigen Daten der hier vorliegenden Arbeit deuten darauf hin, dass Fzd8 durch den
Wnt/B-Catenin-Signalweg induziert werden kann, obwohl es durch Wnt3a reprimiert wird.
Aufgrund der Ergebnisse der in silico-Analyse des Fzd8-Promotors wurde die Hypothese
formuliert, dass die Induktion von Fzd8 durch ZF5 vermittelt sein konnte. Nach dieser Hypo-
these konnte ZF5 ein positives Wnt/B-Catenin-Targetgen darstellen. Um dies zu iiberpriifen,
wurde zundchst mit dem Programm Matlnspector innerhalb der Promotorregion von ZF5

(3200 bp wupstream des Transkriptionsstarts von ZF5 laut Datenbankeintrag

Ergebnisse | 80



NM _001243702.1) nach Bindungsstellen von TCF/LEF gesucht. Hierbei wurden flinf putati-

ve TCF/LEF-Konsensussequenzen identifiziert.

E.5.2.2 ZF5-Expression nach Wnt3a-Stimulation

Im nédchsten Schritt sollte mit Hilfe der qRT-PCR untersucht werden, ob die Stimulation von
HT1080 und hMSC mit rhWnt3a eine Erhohung der Expression von ZF5 bewirken kann.
Hierzu wurden HT1080-Zellen mit rhWnt3a in einer Konzentration von 150 ng/ml stimuliert
und die Expression von ZF5 an Tag 1, 2 und 3 gemessen und anschlieBend aut GAPDH nor-
miert. Es zeigte sich an allen Tagen nach thWnt3a-Stimulation eine leichte Induktion von ZF5

(siehe Abbildung E-21).
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Abbildung E-21: ZF5-mRNA-Expression in HT1080-Zellen nach Stimulation mit
rhWnt3a.

Der jeweilige Tageswert der ZF5-Expression in unstimulierten Zellen wurde als 100 % definiert. Es zeig-
te sich an allen Tagen nach Stimulation mit rhWnt3a eine leichte Induktion von ZF5.

Das gleiche Experiment wurde auch in hMSC durchgefiihrt. Hierbei wurden die Zellen mit
rhWnt3a in einer Konzentration von 75 ng/ml stimuliert und die ZF5-Expression an den Ta-
gen 1, 3 und 7 nach Stimulation gemessen. An Tag 1 konnte keine Induktion von ZF5 regis-
triert werden, an den Tagen 3 und 7 hingegen zeigte sich eine signifikante Zunahme der Ex-
pression. An Tag 3 betrug die Zunahme 37 % und an Tag 7 ca. 400 % (siehe Abbildung
E-22).
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Abbildung E-22: ZF5-mRNA-Expression in hMSC nach Stimulation mit rhWnt3a.

Die basale ZF5-Expression wurde als 100 % definiert. Es zeigte sich an Tag 3 und 7 nach Stimulation mit
rhWnt3a eine signifikante Induktion der ZF5-Expression.

E.5.2.3 ZF5-Expression nach APC- und B-Catenin-Knockdown

Um zu eruieren, ob bzw. inwiefern eine Manipulation am Wnt/B-Catenin-Signalweg weiter
stromabwirts einen Einfluss auf die ZF5-Expression ausiiben kann, wurden in hMSC ver-
schiedene siRNA-vermittelte Knockdowns von Wnt/B-Catenin-Signalwegskomponenten
durchgefiihrt und danach mittels QRT-PCR die Expression von ZF5 an Tag 1, 3 und 7 quanti-
fiziert. Die Werte wurden anschlieBend auf GAPDH normiert. Es zeigte sich, dass ZF5 nach
APC-Knockdown im Vergleich zu mit nc-siRNA transfizierten Zellen héher exprimiert wird,
wihrend der Knockdown von B-Catenin mit einer leicht erniedrigten Expression assoziiert
war. Die Werte erreichten allerdings keine statistische Signifikanz (sieche Abbildung E-23).
Lediglich an Tag 7 war eine statistisch signifikant hohere Expression von ZF5 unter APC-

Knockdown im Vergleich zu B-Catenin-Knockdown zu beobachten (p-Wert 0,04).
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Abbildung E-23: Expression von ZF5 nach Knockdown von B-Catenin und APC.
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Der jeweilige Tageswert von nc-siRNA transfizierten Zellen wurde als 100 % definiert. Die Daten zeigen,
dass ZF5 nach Knockdown von APC verstérkt, nach Knockdown von B-Catenin verringert exprimiert
wird.

E.5.3 Uberexpression von ZF5

E.5.3.1 Klonierung von pN3-ZF5

Mit dem Ziel die transkriptionellen Effekte von ZF5 auf die Fzd8-Expression zu eruieren,
sollte ein Uberexpressionsvektor fiir ZF5 generiert werden. Hierzu wurde die kodierende Se-
quenz von ZF5 aus cDNA von hMSC mittels PCR unter Verwendung der Primer ZF5-Nhel-
forw und ZF5-EcoRV-rev amplifiziert. Gelelektrophoretisch konnte das erwartete DNA-
Fragment von 1451 bp bestétigt werden (siehe Abbildung E-24). Diese Bande wurde aus dem
Gel eluiert und mit den Restriktionsenzymen Niel und EcoRV in einem priparativen Verdau
geschnitten, um spiter in den mit den RE Nhel und Smal linearisierten Vektor pN3 ligiert
werden zu konnen. Korrekte Klone wurden durch einen analytischen Verdau mit den Restrik-
tionsenzymen Nhel und Xbal gesucht, wobei diese in der Gelelektrophorese zwei Banden
zeigen sollten (3913 bp = Vektor pN3, 1451 bp = Insert ZF5). Klone mit dem erwarteten
Bandenmuster wurden zur Sequenzierung eingeschickt und mit der Datenbanksequenz von

ZF5 (NM_001143823) abgeglichen.

Ergebnisse | 83



A: ZF5- B: Restriktionsverdau von C: Vektorkarte pN3-ZF5
PCR aus cDNA pN3-ZF5 mit Xbal und Nhel
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Abbildung E-24: Klonierung von pN3-ZFS.

Links in den Gelelektrophoresebildern ist jeweils der 1 kb-DNA-Marker zu sehen, rechts ist das PCR-
Produkt (A) bzw. der Restriktionsverdau (B) aufgetragen. (C) stellt eine schematische Ubersicht {iber das
Pasmid pN3-ZF5 dar.

CMV-Promotor = Cytomegalievirus-Promotor, fl ori = f1 Phagen origin of replication, HSV-TK pA =
Herpes Simplex Virus-Thymidinkinase Polyadenylierungssignal, Kan-/Neo-Resistenz = Ka-
namycin/Neomycin-Resistenz, pUC ori = Plasmid University of California origin of replication, SV40 ori
= simian virus 40 origin of replication, SV40 pA = simian virus 40 Polyadenylierungssignal, SV40-
Promotor = simian virus 40-Promotor, ZF5 = zinc finger protein 5

E.5.3.2 Effekte der ZF5-Uberexpression auf die Fzd8-Expression

Der ZF5-Uberexpressionsvektor pN3-ZF5 wurde in HT1080 transfiziert und an Tag 3 nach
Transfektion Lysate der Zellen erstellt. Mittels RT-PCR sollte nun zum einen gemessen wer-
den, ob ZF5 iiberexprimiert wird, und zum anderen, inwieweit dies eine Verdnderung der
Fzd8-Expression zur Folge hatte. Als Negativkontrolle dienten Zellen, die mit dem leeren
pN3-Vektor transfiziert worden waren (pN3-Mock); diese Werte wurden als 100 % definiert
und die ZF5- bzw. Fzd8-Expression dazu in Relation gesetzt. Die Werte von ZF5 und FzdS8
wurden schlieBlich auf die GAPDH-Expression normiert. Im Rahmen dieser Experimente
konnte gezeigt werden, dass mit einer Transfektion von pN3-ZF5 eine Uberexpression von
ZF5 erreicht werden kann (sieche Abbildung E-25). Zudem fiihrte eine Uberexpression von
ZF5 zu einer Erhohung der Fzd8-Expression (p-Wert 0,042) (siche Abbildung E-26).
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Abbildung E-25: ZF5-Expression an Tag3  Abbildung E-26: Fzd8-Expression an Tag 3
nach Transfektion von pN3-ZFS5 in HT1080. nach Transfektion von pN3-ZF5 in HT1080.

E.5.3.3 Effekt der ZF5-Uberexpression auf den Wnt/B-Catenin-Signalweg

In diesem Versuch sollte nun untersucht werden, ob bzw. inwiefern die ZF5-Uberexpression
mittels pN3-ZF5 einen aktivierenden Effekt auf den Wnt/B-Catenin-Signalweg ausiibt. Die
zugrundeliegende Annahme war hierbei, dass ZF5 ein positives Wnt/pB-Catenin-Zielgen ist
und seinerseits den Wnt/pB-Catenin-Signalweg aktivieren kann, was wiederum einen positiven
feedback loop implementieren wiirde.

Zu diesem Zweck wurden die beiden Plasmide pN3-ZF5 und pN3-BAR-GLuc, das mittels
Gaussia Luciferase eine Quantifizierung des Aktivierungsgrades des Wnt/B-Catenin-
Signalweges erlaubt, in HT1080-Zellen kotransfiziert und die Gaussia Luciferase-Aktivitit an
den Tagen 3 und 5 nach Transfektion bestimmt. Die Luciferase-Werte der mit pN3-Mock
transfizierten Zellen wurden als 100 % definiert. An Tag 3 zeigte sich bei pN3-ZF5 trans-
fizierten Zellen eine Zunahme der Gaussia Luciferase-Aktivitdt von 9 %, an Tag 5 eine Zu-
nahme um 24 % (siche Abbildung E-27). Die Werte erreichten allerdings keine statistische
Signifikanz.

150% K pN3-Mock

u pN3-ZF5 I
I I

100% ala

50%

Gaussia Luciferase-
Aktivitat

Tag 3 Tag 5

0%

Abbildung E-27: Quantifizierung der Wnt/B-Catenin-Signalstiirke mittels des Re-
porterplasmids pN3-BAR-GLuc nach Uberexpression von ZFS5 in HT1080-Zellen.
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F  Diskussion
F.1 Strukturelle Aspekte der Fzd8-Promotorregion

Die Bestimmung des Fzd8-TSS unter Verwendung der RLM-RACE-Methode zeigte, dass
auBler dem publizierten TSS (siche NM_031866.2) verschiedene andere TSS vorliegen, die
entweder weiter upstream oder downstream vom publizierten TSS liegen. Eine in silico-
Analyse der klonierten Promotorregion brachte die Erkenntnis, dass sich in der Nihe des
publizierten TSS weder eine TATA-Box, noch ein BRE oder ein /nitiator-Element befinden,
also keines der Elemente, die fiir klassische core-Promotoren charakterisierend sein konnen
(Dikstein 2011). Ferner wurde ein GC-Gehalt der Promotorregion von 65 % bestimmt.

Welche Effekte mit der Verschiebung des TSS um mehr als 6 bp hinsichtlich der Translation
und der Funktionalitit des Fzd8-Proteins einhergehen, wurde in einer anderen Arbeit in unse-
rer Gruppe untersucht. Eine Verschiebung des TSS nach downstream um mehr als 5 bp fiihrt
dabei zu einem verkiirzten und in seiner Funktion eingeschriankten Fzd8-Protein (Lechner
2013). Interessanterweise wurde nur in HT1080-Zellen auch ein TSS detektiert der 20 bp up-
stream vom publizierten TSS liegt, also damit auch die Translation eines vollstindigen Fzd8-

Proteins garantiert.

Der Fzd8-Promotor erfiillt die Kriterien einer CpG-Inselregion. Diese DNA-Abschnitte des
Genoms sind dadurch gekennzeichnet, dass sie einen erhohten GC-Gehalt (> 50 %) und ge-
ringe CpG-Depletion aufweisen, meist nicht methyliert und ldnger als 1000 bp sind. Unter
Beriicksichtigung dieser Gesichtspunkte sind CpG-Inseln ein relativ homogener Teil des Ge-
noms, obgleich ihre jeweiligen Sequenzen unterschiedlich sein konnen (Bird, Taggart et al.
1985; Illingworth, Gruenewald-Schneider et al. 2010). Etwa 70 % aller Promotoren sind mit
CpG-Inseln assoziiert. Sie stellen somit den hiufigsten Typus eines Promotors dar (Saxonov,
Berg et al. 2006). Wie dies auch hier der Fall ist, besitzen CpG-Insel-Promotoren oft keine
TATA-Box (Reynolds, Basu et al. 1984). In Genomen, in denen DNA-Methylierung eine
wichtige Rolle in der Expressionsregulation von Genen spielt, stellen CpG-Inseln wichtige,
hochkonservierte regulatorische Strukturen dar (Deaton and Bird 2011). Im nicht-
methylierten Zustand wird durch CpG-Insel-Promotoren die Transkription der entsprechenden
Gene gefordert (Ramirez-Carrozzi, Braas et al. 2009; Deaton and Bird 2011). CpG-Inseln
besitzen auffallend wenig Nukleosomen; die DNA ist somit fiir Transkriptionsfaktoren ein-

fach zuginglich und die Nukleosomen miissen nicht erst vor Transkriptionsinitiierung ATP-
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abhédngig von der Promotorregion gelost werden (Ramirez-Carrozzi, Braas et al. 2009). Aller-
dings konnen CpG-Insel-Promotoren auf zwei typische Arten abgeschaltet werden: Zum ei-
nen durch Methylierung und zum anderen durch Proteine der polycomb-Gruppe (Deaton and
Bird 2011). Vielfach wurde bereits ein Zusammenhang von silencing von Tumorsupressorge-
nen durch Methylierung bei Krebserkrankungen gezeigt. Auch in der X-Chromosom-
Inaktivierung spielt es eine wichtige Rolle (Sado, Fenner et al. 2000; Jones and Baylin 2007).
Wihrend das relativ stabile silencing durch Methylierung nur an wenigen CpG-Insel-
Promotoren eine Rolle zu spielen scheint, stellt silencing durch polycomb-Proteine eine dy-

namische Art der Expressionsrepression dar (Xie, Everett et al. 2013).

Grundsitzlich ldsst sich feststellen, dass die Transkription von Genen in Eukaryoten durch
zwei wesentliche Promotorbereiche reguliert wird: Zum einen durch Enhancer-Elemente, auf
die weiter unten eingegangen werden soll, und zum anderen durch den core-Promotor
(Dikstein 2011). Letzterer stellt den Sequenzbereich vor einem Gen dar, an den die RNA-
Polymerase II unter Mithilfe von verschiedenen Transkriptionsfaktoren binden kann und nach
Ausbildung eines Préinitiationskomplexes (PIC) die Transkription initiiert wird (Smale 2001).
Theoretisch konnte also ein universelles Bindungsmotiv auf der DNA fiir die RNA-
Polymerase II ausreichen, um den TSS fiir jedes Gen zu markieren. In der Realitét aber exis-
tieren viele verschiedene solche Motive und nur einige von ithnen wurden bisher charakteri-
siert (Juven-Gershon, Hsu et al. 2008).

Core-Promotoren lassen sich prinzipiell in die zwei Gruppen focused und dispersed einord-
nen. Focused core-Promotoren sind dadurch gekennzeichnet, dass sie einen singuldren TSS
beinhalten und phylogenetisch sehr alt sind. Diese Art von Promotoren besitzen oft eine TA-
TA-Box (Juven-Gershon, Hsu et al. 2008). Allerdings befindet sich in maximal 35 % aller
Promotoren des menschlichen Genoms eine TATA-Box (Gershenzon and Ioshikhes 2005;
Kim, Barrera et al. 2005; Yang, Bolotin et al. 2007; Moshonov, Elfakess et al. 2008).
Dispersed core-Promotoren besitzen mehrere verschiedene TSS und kommen in Vertebraten
hdufiger vor als core-Promotoren vom focused-Typ (Juven-Gershon, Hsu et al. 2008). Ferner
sind dispersed core-Promotoren auffallend oft in Promotoren mit hohem GC-Gehalt zu finden
und sie beinhalten normalerweise keines der typischen core-Promotorelemente wie z.B. die
TATA-Box oder ein Inr-Element (FitzGerald, Shlyakhtenko et al. 2004; Bajic, Tan et al.
2006; Carninci, Sandelin et al. 2006; Sandelin, Carninci et al. 2007). Allgemein ist allerdings

bisher die transkriptionelle Regulation an core-Promotoren vom dispersed-Typ nur unzuldng-

Diskussion | 87



lich verstanden, da sich hier bisher kein definitives Motiv festmachen ldsst, an dem die RNA-
Polymerase II bindet (Frith, Valen et al. 2008; Dikstein 2011).

Dariiber wie es nun zu verschiedenen TSS innerhalb eines Gens kommt, gibt es zwei ver-
schiedene Theorien, die sich allerdings nicht gegenseitig ausschlieen (Dikstein 2011). Zum
einen ist es denkbar, dass der PIC durch einen Transkriptionsfaktor rekrutiert wird, der weiter
upstream des TSS an der DNA bindet. Dadurch dass die RNA Polymerase II nun nicht selbst
rigide an einen bestimmten DNA-Abschnitt gebunden ist, kann sie durch die hohere Flexibili-
tit an unterschiedlichen Punkten der DNA die Transkription starten. Zum anderen besteht die
Moglichkeit, dass der Transkriptionsapparat selbst schwach an verschiedenen Punkten in ei-
ner Promotorregion binden und von dort die Transkription starten kann (Dikstein 2011).
Anhand dieser Gegebenheiten ist also der Fzd§8-Promotor den GC-reichen Promotoren vom
dispersed-Typ zuzuordnen, die die Mehrheit der Promotoren im menschlichen Genom dar-
stellen. Frith und Valen postulieren, dass lediglich der TSS durch eine spezielle lokale DNA-
Sequenz, die Transkriptionsrate aber von distalen Enhancern bestimmt wird (Frith, Valen et
al. 2008). Demnach scheint die Tatsache der verschiedenen TSS im Fzd8-Promotor nur wenig
mit dessen Expressionslevel unter physiologischen Bedingungen in den verschiedenen Zellli-
nien zu tun zu haben. Thorsen et al. aber belegen in einer Studie, dass alternative TSS durch-
aus spezifisch in Tumoren zu finden sind und assoziieren ferner verdndertes Wnt-Signaling
mit der Verschiebung von TSS (Thorsen, Schepeler et al. 2011). TCF12 existiert sowohl in
einer langen als auch in einer kurzen Isoform, wobei die lange Variante in gesundem und
auch in Tumorgewebe nachgewiesen werden konnte. Die kurze Isoform konnte in der Studie
allerdings nur in Tumorzellen detektiert werden. Auflerdem konnte gezeigt werden, dass in 21
von 23 Tumorgewebeproben eine erhohte TCF12-Expression vorliegt (Thorsen, Schepeler et
al. 2011). Eine Verschiebung des TSS von TCF12 korelliert hierin mit einer Zunahme der
Expression.

Somit ist es also durchaus denkbar, dass der alternative Fzd8-TSS 20 bp upstream vom publi-
zierten TSS in HT1080-Zellen tumorspezifisch fiir die erhohte Expression von Fzd8 in

HT1080-Zellen mitverantwortlich sein konnte.
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F.2 Reportergenversuche mit dem Fzd8-Promotor

F.2.1 Klonierung des Fzd8-Promotors und verkiirzter Varianten

Um die Aktivitdt eines Promotors quantifizieren zu konnen, werden vielfach Reportergene
verwendet, denen man den zu untersuchenden Promotor vorschaltet. In dieser Arbeit wurde
die Fzd8-Promotoraktivitidt mit Hilfe der Gaussia Luciferase-Expression mittels Chemolumi-
neszenz in relative light units quantifiziert. Dies ist gingige Praxis und erfolgt oft in Promo-
toranalysen wie zum Beispiel in der Analyse des Pendrin-Promotors (Rozenfeld, Efrati et al.
2011).

Innerhalb eines Promotors befinden sich neben dem core-Promotor noch andere wichtige
Elemente, die fiir die Regulation der Transkriptionsrate essenziell sind, die so genannten Ak-
tivatoren (Enhancer) und Repressoren (silencer) (Fuda, Ardehali et al. 2009). Dabei regulie-
ren diese DNA-Abschnitte meist nicht selbst direkt die Transkription, sondern interagieren
mit verschiedenen Transkriptionsfaktoren, wodurch die Transkriptionrate beeinflusst wird.
Die Expression von Transkriptionsfaktoren ist oft zellspezifisch reguliert, was die Grundlage
fiir unterschiedliche Expressionraten ein und desselben Gens in verschiedenen Geweben dar-
stellt (Turner, Alt et al. 2010). Transkriptionsfaktoren konnen die Transkriptionsrate iiber ver-
schiedene Mechanismen positiv oder negativ beeinflussen. Zum Beispiel kann durch Interak-
tion eines Promotors mit einem Transkriptionsfaktor und dessen Koaktivatoren oder Kore-
pressoren die entsprechende Chromatinstruktur so verdndert werden, dass die Transkription
erschwert oder aber auch erleichtert wird (Fuda, Ardehali et al. 2009). In der Regel binden
Transkriptionsfaktoren an definierte DNA-Abschnitte, den sog. Konsensussequenzen.
Schneidet man aus einem Promotor nun die Konsensussequenz fiir einen bestimmten Tran-
skriptionsfaktor heraus, kann dieser nicht mehr Einfluss auf die Transkription nehmen. Nach
diesem Prinzip wurden neben dem Plasmid pGLucBasic-Fzd8-Promotor, das den putativen
full length-Promotor von 2233 bp Lénge enthilt, die verschiedenen 5’-terminal und 3’-
terminal verkiirzten Fzd8-Promotorvarianten generiert. Hat eine Verkiirzung des Promotors
eine Zunahme der Aktivitdt zur Folge, ldsst dies den Riickschluss zu, dass der deletierte Ab-
schnitt Bindungsstellen fiir repressiv wirkende Transkriptionsfaktoren beinhalten muss, es
sich somit um ein repressives Element im Promotor handelte. Entsprechend geht die Deletion

eines aktivierenden Elements mit einer Abnahme der Promotoraktivitit einher.
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F.2.2 Uberpriifung der Funktionalitit des pGLucBasic-Fzd8Promotors

Das Plasmid pGLucBasic-Fzd8Promotor wurde sowohl in HT1080-Tumorzellen als auch in
hMSC transfiziert und es zeigte sich, dass der putative full length-Promotor in HT1080 eine
ca. siebenfach hohere Aktivitit als in hMSC besitzt. Dies kann als analog zu der erhohten
Expressionsrate von Fzd8 in HT1080 angesehen werden, die vor kurzem im Rahmen einer
weiteren Promotionsarbeit in unserem Labor nachgewiesen wurde (Leitenstern, miindliche

Mitteilung).

F.2.3 Uberpriifung der Vollstindigkeit der putativen Promotorregion

Die Klonierung des Plasmids pGLucBasic-Fzd8PromotorXL, das einen Fzd8-Promotor von
ca. 3200 bp beinhaltet, hatte zum Ziel, sicherzustellen, dass sich im putativen full length-
Promotor von 2233 bp alle wichtigen aktivierenden oder repressiven Abschnitte des Promo-
tors befinden. Tatsdchlich zeigte pGLucBasic-Fzd8PromotorXL im Vergleich zu pGLucBa-
sic-Fzd8Promotor weder in HT1080 noch in hMSC eine signifikant hohere oder niedrigere
Aktivitdt. Aus diesen Ergebnissen kann geschlossen werden, dass sich in den 1000 bp up-
stream vom putativen full length-Promotor keine weiteren wichtigen regulativen Elemente
lokalisiert sind. Zu bedenken ist allerdings, dass sich Enhancer-Elemente auch in viel groBBerer
Entfernung zum Promotor befinden konnen, teilweise sogar auf anderen Chromosomen
(Sanyal, Lajoie et al. 2012). Dies wurde in dieser Arbeit nicht weiter beriicksichtigt, da die

Aufgabenstellung sich auf die unmittelbare Promotorregion von Fzd8 fokussiert war.

F.2.4 Sicherstellung gleicher Transfektionseffizienzen

Da im Rahmen der Klonierung der Reportergenplasmide, die unterschiedliche Verkiirzungs-
varianten des Fzd8-Promotors enthielten, Plasmide unterschiedlicher Grée (zwischen 5200
und 8300 bp) generiert wurden, sollte fiir alle Plasmide die gleiche Transfektionseffizienz
sichergestellt werden. Hierzu wurden jeweils das kleinste und grofite Fzd8-Promotor-
Reportergenplasmid zusammen mit dem Plasmid pN3-EGFP in hMSC kotransfiziert. GFP
eignet sich besonders gut zur Evaluierung von Transfektionseffizienzen, da erfolgreich trans-
fizierte Zellen einfach unter dem Mikroskop zu identifizieren und auszuzihlen sind (Labas,
Gurskaya et al. 2002; Miyawaki 2002). In dieser Arbeit konnte die Transfektionseffizienz

unabhdngig von der kotransfizierten Plasmidgrof3e mit ca. 30 % bestimmt werden. In einer
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fritheren Arbeit in unserem Labor wurde die Transfektionseffizienz in hMSC mit Lipofecta-
mine 2000 ebenfalls mittels Transfektion von EGFP mit ca. 50 % bestimmt (Hoelters,
Ciccarella et al. 2005). Allerdings wurden in jener Arbeit die transfizierten hMSC bereits 24
Stunden nach Transfektion ausgezihlt und nicht erst nach 72 Stunden wie in der hier vorlie-
genden Arbeit. Es ist also moglich, dass die urspriingliche Transfektionseftizienz hoher als 30
% war, wenn man berticksichtigt, dass die Abnahme der Expression von EGFP mehr als 24
Stunden nach Transfektion ein bereits beschriebenes Phinomen darstellt (Tseng, Haselton et
al. 1997). Insgesamt aber konnte durch diese Kotransfektionsexperimente sichergestellt wer-
den, dass alle Fzd8-Promotor-Reportergenplasmide eine dhnliche Transfektionseffizienz be-

sitzen und ihre Aktivitdtswerte unter diesem Gesichtspunkt vergleichbar sind.

F.2.5 Fzd8-Promotorstudien in hMSC, HT1080- und HEK293-Zellen

Abbildung E-13 bietet einen Uberblick iiber die Ergebnisse der Versuche mit den Reporter-
plasmiden und stellt die verschiedenen repressiven und aktivierenden Elemente im Fzd8-
Promotor dar. Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass sich die Promotorverkiirzungsva-
rianten in den unterschiedlichen Zelllinien jeweils dhnlich verhielten und somit eine Kartie-
rung des Promotors in aktivierende und repressive Elemente moglich war. Durch welche ge-
nauen Sequenzabschnitte der jeweilige Promotorabschnitt als Aktivator oder Repressor fun-
giert, lieB3 sich durch diese Art der Kartierung allerdings nicht weiter eingrenzen. Deutlich war
auch in diesen Versuchen die grundsdtzlich hohere Aktivitit des Fzd8-Promotors und aller
trunkierter Varianten in HT1080 im Vergleich zu hMSC zu beobachten. In hMSC zeigten die
Verkiirzungen des Promotors dhnliche Ergebnisse wie in HT1080, allerdings waren die Akti-
vitditswerte deutlich niedriger. Wie unter F.2.2 bereits diskutiert wurde, hat der FzdS8-
Promotor in hMSC eine sehr niedrige Aktivitdt, was als analog zu der niedrigen Expression
von Fzd8 in hMSC angesehen werden kann (Leitenstern, miindliche Mitteilung).

Einige Promotorvarianten wurden auch in HEK293-Zellen transfiziert. Hier zeigte sich im
Vergleich zu den Versuchen in HT1080 und hMSC, dass das Plasmid pGLucBasic-
Fzd8Prom-rev-177, dass eine 3’-terminale Verkiirzung des Promotors um 177 bp beinhaltet,
im Vergleich zu den anderen Plasmiden die hochste Aktivitdt besall (siche Abbildung E-12).
In hMSC und HT1080 zeigte aber das Plasmid pGLucBasic-Fzd8Prom-rev-763 (3’-terminale
Verkiirzung des Promotors um 763 bp) die hochsten Aktivititsraten. Aufgrund der Gegeben-
heit, dass der Promotor eines Gens durch Interaktion mit zellspezifischen Transkriptionsfakto-

ren dessen gewebespezifische Transkriptionsrate bedingt (Turner, Alt et al. 2010), kénnen
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gleiche Promotoren in verschiedenen Zelllinien unterschiedliche Transkriptionsraten bedin-
gen. In diesem Fall ldsst es die Schlussfolgerung zu, dass in HEK-Zellen Transkriptionsfakto-
ren vorhanden sind, die in den 3’-terminalen 177 bp des Fzd8-Promotors binden kénnen und
dort als starke Repressoren wirken. In hMSC und HT1080 sind diese Transkriptionsfaktoren

wohl nicht oder in geringerer Konzentration als in HEK-Zellen vorhanden.

F.2.6 Das putative Fzd8-Enhancer-Element

Auftillig ist, dass der Fzd8-Promotor in der Ndhe des publizierten TSS stark repressive Ele-
mente besitzt. Ein starker Aktivator aber befindet sich im Bereich zwischen 982-1339 bp des
full length Promotors, der sich in einer Distanz von 718 bp vom publizierten TSS befindet.
Dieser Bereich konnte als distaler Enhancer fungieren.

Enhancer sind DNA-Abschnitte, die als regulatorische Elemente Einfluss auf die Transkripti-
onsrate von Genen nehmen kdnnen, indem sie auch iiber grofere Distanzen mit deren Promo-
toren interagieren konnen (Marsman and Horsfield 2012). Meist befinden sich Enhancer in
nicht-kodierenden DNA-Abschnitten (Ritter, Dong et al. 2012) und aktivieren die Transkrip-
tion eines nahegelegenen Gens, allerdings konnen sie aber auch in grofler Entfernung zum
Gen liegen, aber durch Anderung in der 3D-Struktur der DNA in rdumliche Nihe zu einem
Promotor gebracht werden (Sanyal, Lajoie et al. 2012). Grundsitzlich konnen Enhancer die
RNA-Polymerase Il und Transkriptionsfaktoren rekrutieren, die wiederum mit Koaktivatoren
interagieren. Es kommt zu einer Dekondensierung der Chromatinstruktur durch Entfernung
von Nukleosomen bzw. zu einer Biegung der DNA, was die Initiation der Transkription er-
leichtert (Clapier and Cairns 2009). Vorherrschendes Model iiber die Funktion von Enhancern
ist, dass sie durch Ausbildung einer Chromatinschleife in die Néhe eines Promotors gebracht
werden (siehe Abbildung F-1) und dass erst dadurch die Rekrutierung von Transkriptionstak-
toren und die Initiation der Transkription ermdéglicht wird (Bulger and Groudine 1999; de
Laat, Klous et al. 2008). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die meisten Promotoren
im menschlichen Genom mit einem einzigen Enhancer interagieren. Allerdings besitzen 25 %
der Promotoren zwei oder mehr dieser aktivierenden Sequenzbereiche (Chepelev, Wei et al.

2012).
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Abbildung F-1: Ausbildung einer Chromatinschleife zwischen Enhancer und Pro-
motor (Marsman and Horsfield 2012).

A: Gentranskription ist inaktiv, da sich der Enhancer (E) nicht in Ndhe des Promotors (P) befindet.
B: Gentranskription wird aktiviert, da der Enhancer in die Néhe des Promotors transloziert wurde und
nun Transkriptionsfaktoren und Koaktivatoren rekrutiert werden kdnnen.

Auffallend ist, dass 5’-terminal trunkierte Promotorvarianten, die den putativen Enhancer
nicht enthalten, eine sehr niedrige Aktivitét besitzen, die teilweise sogar unter den Werten der
Negativkontrolle liegen (vgl. Abbildung E-8). Dies belegt, dass der Bereich zwischen 982-
1339 bp im full length-Promotor essenziell fiir die Transkription von Fzd8 ist. Da der gleiche
Effekt sowohl in hMSC als auch in HT1080 zu beobachten ist (vgl. Abbildung E-8 und Ab-
bildung E-10), ist aber nicht davon auszugehen, dass der Enhancer spezifisch in HT1080 aktiv
ist und allein fiir die starke Uberexpression von Fzd8 in dieser Zelllinie verantwortlich ist.

Ob es tatsdchlich zur Ausbildung einer Chormatinschleife zwischen putativem Enhancer
Fzd8-Promotor kommt, kdnnte in Zukunft etwa durch die sog. chromosome confirmation cap-
ture-Methode (3C) untersucht werden (Hakim and Misteli 2012). Inwiefern dieser DNA-
Abschnitt weitere typische Merkmale eines Enhancers trigt, wie etwa bestimmte Histonmodi-
fikationen, konnte in Zukunft mittels Chromatin-Immunoprizipitation (ChIP) nachgewiesen

werden (Barski, Cuddapah et al. 2007; Heintzman, Hon et al. 2009).
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F.3 Regulation der Fzd8-Expression durch den Wnt/B-Catenin-
Signalweg

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob bzw. inwieweit Aktivierung bzw. Inhibition
des Wnt/B-Catenin-Signalweges Auswirkungen auf die Promotoraktivitit von Fzd8 zeigen. In
vorhergegangenen Arbeiten in unserer Arbeitsgruppe wurde Fzd8 als negatives Zielgen des
kanonischen Wnt-Signalweges beschrieben (Karow 2008; Kolben 2010).

Nachdem die verschiedenen Fzd8-Promotorvarianten in HT1080 oder hMSC transfiziert wor-
den waren, wurden die Zellen mit rhWnt3a in einer Konzentration von 75 ng/ml stimuliert.
Wnt3a wurde bisher als ,,kanonisch* wirkendes Wnt charakterisiert (Kikuchi, Yamamoto et
al. 2007). Tatsdchlich konnte fiir beinahe alle Reporterplasmide, die Fzd8-Promotorvarianten
trugen, nach Stimulation mit thWnt3a eine leichte Verringerung der Aktivitit festgestellt
werden (vergleiche E.2.1 und E.2.2). Allerdings waren die Einbriiche der Fzd8-Expression
auf mRNA-Ebene nach Stimulation mit Wnt3a deutlicher ausgeprédgt und betrugen bis zu 80
% (Karow 2008). In der Arbeit von Dr. Karow wurden die Zellen allerdings mit einer Wnt3a-

Konzentration von 150 ng/ml stimuliert, was den stirkeren Effekt erkldren konnte.

Um Modulationen im kanonischen Wnt/B-Catenin-Signalweg weiter downstream in der Sig-
nalwegskaskade vorzunehmen, wurden in HT1080 und hMSC jeweils APC und B-Catenin
durch Transfektion der jeweiligen siRNAs ausgeschaltet. Ein APC-Knockdown ist mit einer
deutlichen Aktivierung des Wnt/pB-Catenin-Signalweges, ein B-Catenin-Knockdown dagegen
mit einer Inhibition assoziiert (Karow 2008). Interessanterweise wurden bei Kotransfektion
von siRNA gegen APC bzw. B-Catenin und Fzd8-Promotor-Reporterplasmiden reproduzier-
bar der Erwartung entgegensetzte Phdnomene beobachtet. Inhibition des Wnt-Signalweges
durch B-Catenin-Knockdown bewirkte eine Verminderung der Fzd8-Promotoraktivitit, Akti-
vierung durch APC-Knockdown aber fiihrte zu Induktion der Promotoraktivitdt (vergleiche
E.3.2 und E.3.3). In vorangegangen Arbeiten in unserem Labor wurde allerdings bereits
mehrmals auf mRNA-Ebene gezeigt, dass Fzd8 nach Knockdown von B-Catenin vermehrt
und nach Knockdown von APC vermindert exprimiert wird (Karow 2008; Kolben 2010).

Der Fzd8-Promotor reagierte auch unter Knockdown von B-Catenin mit einer verminderten
Aktivitdt unter Stimulation mit Wnt3a (sieche Abbildung E-19). Dies legt den Schluss nahe,
dass Wnt3a seinen repressiven Effekt auf den Fzd8-Promotor nicht durch den kanonischen
Wnt/B-Catenin-Signalweg vermittelt, sondern vielmehr durch einen anderen, nicht-
kanonischen Signalweg. In diesem Zusammenhang konnte kiirzlich gezeigt werden, dass

Wnt3a durchaus auch iiber nicht-kanonische Signalwege wirken kann und sich kanonische
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und nicht-kanonische Effekte von Wnt3a sogar antagonisieren koénnen (Qu, Wang et al.
2013). Ob dhnliche Effekte in der Regulation von Fzd8 auch eine Rolle spielen, konnte Ge-

genstand kiinftiger Arbeiten auf diesem Forschungsgebiet sein.

Ein weiterer wichtiger Punkt, besteht darin, dass kanonisches Wnt-Signaling auch eine Re-
pression von Genen bewirken kann. In Drosophila konnte beispielsweise gezeigt werden,
dass kanonisches Wnt-Signaling direkt, also durch den Komplex aus TCF/LEF und f-
Catenin, liber das Bindungsmotiv . AGAWAW repressiv an Promotoren wirken kann
(Hoverter and Waterman 2008). Dieses Motiv ist sehr kurz und degeneriert. Es kommt somit
sehr hdufig in der menschlichen DNA vor. Allerdings bietet es wohl nur eine schwache Bin-
dungsstelle fiir TCF/LEF und B-Catenin. Eine stabile Bindung erscheint generell eher unge-
wohnlich und abhingig von der Anwesenheit weiterer Kofaktoren (Hoverter and Waterman
2008). Auch im Fzd8-Promotor findet sich dieses Motiv dreimal. Allerdings konnen auf
Grund der Daten dieser Arbeit keine Aussagen dariiber getroffen werden, ob ihnen eine Rolle

in der Wnt3a-vermittelten Repression von Fzd8 zuzuordnen ist.

Eine weitere Arbeit aus unserem Labor identifizierte mit Wnt8b kiirzlich einen moglichen
Liganden fiir Fzd8 (Lechner 2013). Es konnte ferner gezeigt werden, dass Wnt8b ebenfalls
den kanonischen Wnt/B-Catenin-Signalweg aktiviert und in hohen Konzentrationen Fzd8 in-
duzieren kann, wihrend es in niedriegeren Leveln die Fzd8-Expression reprimiert (Lechner
2013).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass der Fzd8-Promotor durchaus durch Aktivierung des
kanonischen Wnt/B-Catenin-Signalweges positiv regulierbar ist, Wnt3a aber einen repressiven

Effekt auf ithn austbt.
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F.4 ZFS5 als moglicher Aktivator des Fzd8-Promotors

Nachdem durch die Reportergenversuche eine Kartierung des Fzd8-Promotors in aktivierende
und repressive Abschnitte erfolgt war (sieche Abbildung E-13), wurde er mit Hilfe der Soft-
ware Matlnspector auf Bindungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren untersucht (siche E.4),
wobei unter Bertlicksichtigung der Literatur vor allem der Transkriptionsfaktor ZF5 als inte-
ressanter Kandidat in der Transkriptionsregulation von Fzd8 erschien.

Das ZF5-Protein beinhaltet fiinf C-terminale Zinkfinger-Motive und eine konservierte, N-
terminale POZ-Domine. POZ ist ein Akronym fiir Poxvirus und Zinkfinger. Diese Doméne
ermOglicht eine spezifische Protein-Protein-Interaktion (Bardwell and Treisman 1994). Es
wurde gezeigt, dass ZF5 je nach Promotor gegensitzliche Effekte ausiiben kann. So aktiviert
es den Promotor des HI-Virus, dagegen bewirkt es eine Repression am Promotor der HSV-
Thymidinkinase (Numoto, Yokoro et al. 1999). Die POZ-Doméne konnte als das repressive,
die Zinkfinger-Domine als das aktivierende Element definiert werden (Kaplan and Calame
1997).

ZFS5 besitzt laut MatInspector 16 Bindungsstellen in der gesamten Fzd8-Promotorregion, wo-
bei er sowohl im Enhancer-Element, als auch in den 3’-terminalen repressiven Abschnitten
des Promotors binden kann. Es lésst sich also allein anhand der Verteilung der Bindungsstel-
len keine eindeutige Hypothese iiber den Effekt von ZF5 am Fzd8-Promotor ableiten, zumal
ZF5 in der Literatur sowohl als Repressor als auch als Aktivator beschrieben ist (Numoto,
Yokoro et al. 1999).

Allerdings konnte im Vergleich von hMSC mit HT1080 gezeigt werden, dass ZF5 in HT1080
deutlich hoher exprimiert wird. Aufgrund dieser Beobachtung wurde die Hypothese formu-
liert, dass in HT1080-Zellen eine erhdhte Expression von Fzd8 und ZF5 positiv miteinander
korrelieren. Somit konnte ZF5 am Fzd8-Promotor als Aktivator fungieren. Dies sollte im letz-

ten Teil der Arbeit experimentell durch die Uberexpression von ZF5 analysiert werden.

Zunichst sollte untersucht werden, ob die Expression von ZF5 durch den Wnt/B-Catenin-
Signalweg reguliert wird. Dem lag die Idee zugrunde, dass Fzd8 zum einen durch Wnt3a di-
rekt negativ reguliert werden kann (siehe F.3), es aber ebenso moglich ist, dass die Effekte
des Wnt/B-Catenin-Signalings auf die Fzd8-Expression indirekt vermittelt sein konnten, d.h.

durch Induktion eines Aktivators oder Repressors wie z.B. ZFS5.
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F.4.1 ZF5 als positives Wnt/B-Catenin-Zielgen

Bekannte Wnt/B-Catenin-Zielgene wie zum Beispiel Cyclin D1 (Tetsu and McCormick
1999), Dkk-1 (Niida, Hiroko et al. 2004) oder MT1-MMP (Takahashi, Tsunoda et al. 2002)
sind dadurch charakterisiert, dass sie innerhalb ihres Promotors eine oder mehrere TCF/LEF-
Bindungsstellen aufweisen (Hurlstone and Clevers 2002). Eine in silico-Analyse der Promo-
torregion von ZF5 (3200 bp upstream des TSS) ergab, dass sich in ihr fiinf putative
TCF/LEF-Bindungsstellen befinden.

Unsere Experimente zeigten, dass ZF5 tatsdchlich durch Wnt3a-Stimulation in hMSC und
HT1080 induziert wird (siche Abbildung E-21 und Abbildung E-22). Auch durch Aktivierung
des Wnt/B-Catenin-Signalweges mittels eines APC-Knockdowns war eine leichte Erh6hung
der ZF5-Expression zu beobachten (siche Abbildung E-23). Diese Daten legen zum ersten
mal den Schluss nahe, dass ZF5 ein positives Wnt/B-Catenin-Zielgen darstellen kénnte. Uber
die transkriptionelle Regulation von ZF5 liegen in der verfligbaren Literatur bisher keine wei-

teren Erkenntnisse vor.

F.4.2 Uberexpression von ZF5: Effekte auf die Fzd8-Expression und den
Wnt/B-Catenin-Signalweg

Mit dem Vektor pN3-ZF5 konnte eine ca. 5-fache Uberexpression von ZF5 erreicht werden
(siche Abbildung E-25). Die ZF5-Uberexpression ging mit einer deutlichen Induktion der
Fzd8-Expression einher (siche Abbildung E-26). Insofern scheint eine partielle positive Regu-

lation von Fzd8 durch ZF5 in HT1080-Zellen mechanistisch durchaus eine Rolle zu spielen.

Als letztes sollte untersucht werden, ob eine Uberexpression von ZF5 einen positiven Effekt
auf den Aktivierungsgrad des Wnt/B-Catenin-Signalwegs ausiiben kann. Dabei wurde eine
Zunahme des Wnt/B-Catenin-Signalings nach Uberexpression von ZF5 beobachtet (siche Ab-
bildung E-27). Somit scheint ein positiver feedback loop, indem der Wnt/B-Catenin-regulierte
ZF5 die Expression von Fzd8 steuert und damit zu einem verstirkten Wnt/pB-Catenin-
Signaling fihrt, zumindest in HT1080-Zellen eine wichtige Rolle zu spielen (siche Abbildung
F-2).
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Abbildung F-2: Positiver feedback loop zwischen ZF5 und Fzd8 iiber den Wnt/p-
Catenin-Signalweg

Eine Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalweges fiihrt zu einer Induktion von ZF5. Durch ZF5 wird
Fzd8 vermehrt exprimiert, was mit einer Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalweges einhergeht (Lei-
tenstern et al., miindliche Mitteilung). Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden,
dass eine Uberexpression von ZF5 zu einer Induktion des Wnt/p-Catenin-Signalweges fiihrt.
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G Resiimee und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit konnte die Fzd8-Promotorregion erfolgreich klassifiziert, kartiert
und mit ZF5 ein potentieller aktivierender Transkriptionsfaktor identifiziert werden.

In seiner Struktur ist der Fzd8-Promotor den Promotoren vom dispersed-Typ zuzuordnen und
somit der grofften Klasse von Promotoren im menschlichen Genom (Juven-Gershon, Hsu et
al. 2008): Er besitzt keine typischen core-Promotorelemente, ist mit 65 % GC-reich und ver-
fligt tiber verschiedene TSS, wie der Grofiteil aller Gene (Saxonov, Berg et al. 2006). Da der
Fzd8-Promotor die Kriterien einer CpG-Insel erfiillt, konnte in kiinftigen Arbeiten auf diesem
Gebiet die Frage interessant sein, ob und inwiefern der Methylierungsstatus fiir seine Aktivi-
tatsregulation in verschiedenen Zelllinien eine Rolle spielt.

Ferner kann nicht ausgeschlossen werden, dass ein alternativer TSS fiir die starke Fzd8-
Expression in HT1080-Zellen verantwortlich ist. So bleibt die Frage bisher offen, ob auch im
Falle von Fzd8 durch Modulation des Wnt/B-Catenin-Signals die Rekrutierung von verschie-
denen TSS gesteuert werden kann. Ahnliches konnte bereits fiir TCF12 gezeigt werden
(Thorsen, Schepeler et al. 2011).

AuBlerdem lieB sich ein putatives distales Enhancer-Element im Fzd8-Promotor identifizieren.
Nach Datenlage der vorliegenden Arbeit ist nicht von einer tumorspezifischen Aktivitit dieses
Enhancers auszugehen. 25 % der Promotoren interagieren allerdings mit mehreren Enhancer-
Elementen, die sich auch in grofer Entfernung im Genom befinden konnen (Chepelev, Wei et
al. 2012).

Bisher wurde Fzd8 als negatives Wnt/B-Catenin-Zielgen beschrieben (Kolben 2010). Interes-
santerweise aber konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass der Fzd8-Promotor
zwar unter Wnt3a-Stimulation reprimiert wird. APC- und [-Catenin-Knockdown-
Experimente zeigten jedoch, dass der Fzd8-Promotor unter positiver Regulation des Wnt/p-
Catenin-Signalweges zu stehen scheint. Demnach ist es denkbar, dass fiir die hohe Fzd8-
Expressionsrate in HT1080 ein positiver feedback loop verantwortlich ist, in dem erhohtes
Wnt/B-Catenin-Signaling zu einer Induktion von Fzd8 fiihrt. Erhohte Fzd8-Expression geht
wiederum mit einer Aktivierung des Wnt/B-Catenin-Signalweges einher (Leitenstern et al.,
miindliche Mitteilung).

Da im Rahmen dieser Arbeit der Transkriptionsfaktor ZF5 als putativ positives Wnt/fB-
Catenin-Zielgen und als moglicher Aktivator am Fzd8-Promotor charakterisiert werden konn-

te, ist es denkbar, dass dieser putative positive feedback loop liber ZF5 verstarkt wird. Zu kla-
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ren bleibt allerdings die Frage, tiber welchen Signalweg Wnt3a seine repressive Wirkung am

Fzd8-Promotor vermittelt.

Durch seine wichtige Rolle in der Steuerung grundlegender Zellfunktionen und der Entste-
hung von Tumoren, stellt der Wnt/B-Catenin-Signalweg ein interessantes therapeutisches Ziel
dar. Allerdings existiert bis heute keine Substanz, die durch Modulation dieses Signalweges
zufriedenstellende Ergebnisse in der Behandlung von Krebserkrankungen leisten kann. Durch
seine ausgesprochen hohe Komplexitit und durch die vielfach pleiotropen Effekte seiner
Komponenten ist es duBBerst schwierig, gezielt in den kanonischen Wnt-Signalweg einzugrei-
fen (Clevers and Nusse 2012). Als Beispiel sei hier die GSK3 genannt, die sowohl aktivie-
rende als auch hemmende Funktion im Wnt-Signalweg ausiiben kann und somit kein gutes
Ziel einer Therapie darstellt (Clevers and Nusse 2012).

Neuere Studien belegen, dass pathologische Verdnderungen im Wnt/B-Catenin-Signalweg
wegen dessen Kontextabhingigkeit nicht mittels einer einzelnen Strategie therapeutisch be-
handelt werden konnen (Anastas and Moon 2013). Deshalb ist es von groBer Bedeutung, dass
das immer komplexer werdende Wissen iiber die kontextabhdngige Rolle des Wnt/B-Catenin-
Signalings Einzug in die Klinik findet, um in Zukunft erfolgversprechende Therapien anbie-

ten zu konnen (Anastas and Moon 2013).
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