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Zusammenfassung / Abstract

1 Zusammenfassung / Abstract

Das Tumorsuppressorhomolog p63 hat eine essentielle Rolle in der korrekten Entwicklung
des mehrschichtigen Epithels, der Extremitatenknospen und der Hautanhangsgebilde, wie
Haarfollikel, Zahne und Drisen. Ebenfalls notwendig fir die Entwicklung dieser Gewebe
ist die regulierte Aktivitdt des kanonischen Wnt-Signalwegs. Beide Faktoren wurden des
Weiteren mit der Onkogenese in Zusammenhang gebracht, wobei p63 hier im Verlauf der
Tumorprogression haufig herunterreguliert wird, was den Krebszellen zu einem
mesenchymalen und damit invasiveren Phanotyp verhilft. Eine Interferenz des p63-
Proteins mit dem Wnt/B-Catenin-Signalweg scheint daher plausibel und wurde bereits in
Uberexpressionsexperimenten untersucht. Es wurde vorgeschlagen, dass ANp63a, die
am haufigsten exprimierte p63-Isoform in epithelialem Gewebe, die B-Catenin-Menge und
somit die kanonische Wnt-Aktivitdt durch die Inhibition der GSK3[3-Kinase positiv
beeinflusst.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde nach transienter Uberexpression des ANp63a-Proteins
die verstarkte Aktivitat eines Wnt-induzierbaren Reporters in humanen Zelllinien, sowie
eine erhdohte Rate an Doppelachsenformationen in Xenopus laevis-Embryonen
beobachtet. Der siRNA-vermittelte Knockdown des endogenen p63-Proteins in Zellen des
Urothelkarzinoms flihrte jedoch ebenfalls zu einer verstarkten Expression des
Reportergens, wie auch von Wnt-responsiven Genen, ohne einen detektierbaren Einfluss
auf die B-Catenin Proteinmenge sowie den Phosphorylierungsstatus auszutiben. Durch
Ko-Immunprazipitation wurde eine Interaktion von ANp63a mit Mitgliedern der TCF/LEF-
Transkriptions-faktoren des kanonischen Wnt-Signalwegs nachgewiesen. Diese
Beobachtungen sind vereinbar mit einem Modell, in welchem ANp63a als Briickenprotein
Transkriptionsrepressoren an die Promotoren Wnt-responsiver Gene rekrutiert. Auf diese
Weise wiirde sowohl die Uberexpression von ANp63a als auch der Knockdown dieses
Briickenproteins die funktionelle Nahe der Repressoren mit den Promotoren unterbinden

und so zu einer verstarkten Transkription B-Catenin-responsiver Gene flihren.

Die physiologische Funktion des ANp63a im kanonischen Wnt-Signalweg liegt daher
offenbar in der negativen Regulation der Wnt-Aktivitdt und der damit einhergehenden

spezifischen Steuerung sowohl der Embryogenese als auch der Tumorprogression.

Drewelus |, Gopfert C, Hippel C, Dickmanns A, Damianitsch K, Pieler T and Dobbelstein

M. p63 antagonizes Wnt-induced transcription. Cell cycle, in Druck.



Zusammenfassung / Abstract

Abstract

The tumor suppressor homologue p63 has an essential role in the proper development of
squamous epithelia, limb buds and skin appendages, like hair follicles, teeth and glands.
Another requirement for the development of these tissues is the regulated activity of the
canonical Wnt signaling pathway. Both Wnt and p63 were implicated in oncogenesis,
whereas p63 is usually down-regulated during tumor progression, providing the cells with
a mesenchymal and therefore more invasive phenotype.

An interference of the p63 protein with the Wnt/B-catenin pathway seems feasible and
was investigated in overexpression studies before. It was suggested that ANp63a, the
predominant isoform of p63 in epithelia, has a positive effect on B-catenin levels through
inhibition of GSK3.

In this report we show that, upon transient overexpression, ANp63a indeed promotes Wnt-
inducible reporter gene activity in human cells, as well as secondary axis formation in
Xenopus laevis embryos. However, the siRNA-mediated knockdown of endogenous p63
in cells derived from a bladder carcinoma equally enhanced the expression of the reporter
gene as well as Wnt-responsive genes. p63 knockdown did not detectably affect p-catenin
protein levels or phosphorylation.

We observed physical interaction between ANp63a and the members of the TCF/LEF
family of Wnt-responsive transcription factors. Based on the observations a model was
drawn, according to which ANp63a functions as a bridging factor recruiting transcriptional
repressors to promoters of Wnt-responsive genes. Thus, the overexpression of ANp63a
as well as the knockdown of this bridging protein both result in the separation of the
repressors from the promoter regions and therefore lead to the enhancement of

transcription of B-catenin-responsive genes.

The physiological function of ANp63a in the canonical Wnt signaling pathway apparently
consists in negative regulation of the Wnt activity, affecting embryogenesis as well as

tumor progression.

Drewelus |, Gopfert C, Hippel C, Dickmanns A, Damianitsch K, Pieler T and Dobbelstein

M. p63 antagonizes Wnt-induced transcription. Cell cycle, in press.



Einleitung

2 Einleitung
2.1 Der Tumorsuppressor p53

Das humane TP53-Gen befindet sich auf Chromosom 17p13.1 und kodiert flir ein Protein
bestehend aus 393 Aminosauren. Das p53-Protein ist ein Trankriptionsfaktor, dessen
Aufgabe es ist, Kontrolle Uber die Proliferation der Zelle auszuiiben und so einem
unkontrollierten Wachstum, wie es im Verlauf der Tumorigenese der Fall ist, entgegen-
zuwirken (Kemp et al., 1993). In zahlreichen Tiermodellen konnte gezeigt werden, dass
der Funktionsverlust von p53 durch den Verlust oder eine Mutation des Gens zu einer
gehauften Entwicklung von spontanen und induzierten Tumoren flhrt (Donehower et al.,
1992; Jacks und Weinberg, 1994). Die Tatsache, dass in nahezu 50% aller malignen
Tumoren des Menschen das p53-Gen eine Mutation aufweist (Levine, 1997), unterstreicht
die Wichtigkeit der korrekten Funktion des Tumorsuppressors. In den Ubrigen Fallen liegt
haufig eine Fehlfunktion wichtiger p53-Regulatoren wie Mdm2 oder p14%F
al., 2004; Kamijo et al., 1998; Sherr und Weber, 2000). Mdm2, eine Ubiquitin-Ligase,

reguliert hierbei die p53-Mengen, indem es das p53-Protein polyubiquitiniert und somit fir

vor (Danovi et

den proteasomalen Abbau markiert. Das Mdm2-Gen ist selber p53-responsiv und bildet

so einen negativen selbstregulierenden Riickkopplungsmechanismus (Wu et al., 1993).

Konkret besteht eine p53-Funktion darin, als Antwort auf genotoxischen Stress und
Hyperproliferation, Gber die Transkription verschiedener Zielgene einen Zellzyklusarrest
einzuleiten. So bekommt die Zelle zunachst die Mdglichkeit zur Reparatur entstandener
DNA-Schaden. Bei zu starken DNA-Schaden oder dysregulierter Onkogen-Expression
wird Apoptose induziert (Haupt et al., 2003; Lowe et al., 1993). Auf diese Weise bewahrt
p53 die genomische Integritit und wird deshalb auch als Wachter des Genoms
bezeichnet (Lane, 1992).

Die Aktivierung des Tumorsuppressors kann Uber verschiedene Signalwege erfolgen;
zum einen Uber die Proteinkinasen ATM (ataxia—telangiectasia mutated) und CHK2
(Checkpoint-Kinase-2) nach DNA-Schaden durch ionisierende Strahlung (Doppelstrang-
briiche) (Cheng et al., 2009; Maya et al., 2001) und zum anderen Uber die Proteinkinase
ATR (ataxia—telangiectasia and Rad3-related) und CHK1 (Checkpoint-Kinase-1)
beispielsweise nach UV-Strahlung oder Chemotherapeutika (Kapoor und Lozano, 1998;
Tibbetts et al., 1999). Beide Kinasen vermitteln den Abbau von Mdm2 und Mdm4
(Meulmeester et al., 2005; Stommel und Wahl, 2004) und fiilhren so zu einer

Stabilisierung und Akkumulation von p53.



Einleitung

Als dritte, von DNA-Schaden unabhingige, Méglichkeit kann p53 durch p14*RF stabilisiert
werden (Lowe und Sherr, 2003; Sherr und Weber, 2000). Hierbei wird p14*RF durch
aktivierte Onkogene wie Ras oder Myc (Palmero et al., 1998; Zindy et al., 1998) induziert
und inhibiert Mdm2 (Honda und Yasuda, 1999; Tao und Levine, 1999; Weber et al.,

1999), was ebenfalls eine p53-Akkumulation zur Folge hat.

Die Regulierung der p53-Aktivitat ist abhangig von der Starke der DNA-Schadigung und
erfolgt Uber posttranslationale Modifikationen und damit einhergehende Konformations-
anderungen (Brooks und Gu, 2003). Die Art der Modifikation ist hierbei vielfaltig und reicht
von Phoshorylierung Uber Acetylierung, Glykosylierung, Ribosylierung, Methylierung,
Ubiquitinylierung und SUMOylierung (Bode und Dong, 2004) zu NEDDylierung (Harper,
2004). Auch die Interaktion mit anderen Proteinen dient als mégliche Regulation der p53-
Stabilitat oder Aktivitat [zur Ubersicht (Prives und Hall, 1999)].

Das p53-Protein lasst sich in drei hochkonservierte Domanen unterteilen (Abbildung 1A):
Die aminoterminale Transaktivierungsdoméane (AS 1-42), die =zentrale DNA-
Bindungsdoméne (AS 102-292), sowie die carboxyterminale Oligomerisierungsdomane
(AS 324-355). Nach Tetramerisierung der p53-Molekile Uber die Oligomerisierungs-
domane binden diese mit Hilfe der DNA-bindenden Domanen an spezifische
Konsensussequenzen innerhalb p53-responsiver Promotoren. Die p53-Bindestelle ist
hierbei: 5’-PuPuPuC(A/T)(A/T)GPyPyPy-N .13y — PuPuPuC(A /T)(A /T) GPyPyPy (Pu =
Purin; Py = Pyrimidin; N = beliebiges Nukleotid). Die anschlieRende Bildung des basalen
Transkriptionskomplexes  erfolgt  durch die Rekrutierung von zellularen
Transkriptionsinitiationsfaktoren (Levine, 1997; McLure und Lee, 1998), wie zum Beispiel
das TATA-Box-Bindeprotein (TBP) (Horikoshi et al., 1995). Diese Faktoren binden an die
transaktivierende Domane des p53-Proteins und flihren so zur Transkription der Zielgene
(Levine, 1997). Beispiele fir p53-responsive Gene sind p21, welches nach seiner Bindung
an Cyclin-Kinase-Komplexe den Ubergang von der G1- in die S-Phase inhibiert
(Vogelstein et al., 2000), oder Mediatoren der Apoptose wie Bax, Noxa und Puma
(Nakano und Vousden, 2001; Vogelstein et al., 2000).
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2.2 Das Tumorsuppressorhomolog p63 und seine Isoformen

Neben dem Tumorsuppressorgen TP53 existieren in Saugetierzellen zwei weitere
homologe Gene, TP63 und TP73, welche flir Proteine kodieren, die eine starke
Ahnlichkeit zu p53 in ihrer Proteinstruktur und Funktion aufweisen. Das humane p73-Gen
wurde im Jahre 1997 auf Chromosom 1p36.3 entdeckt (Kaghad et al., 1997; Schmale und
Bamberger, 1997). Im Jahre 1998 folgte die Entdeckung des humanen p63-Gen
(Synonyme: p40, p51, p73L, AIS, CUSP, KET) auf Chromosom 3g27-29 (Augustin et al.,
1998; Lee et al., 1999; Osada, 1998; Senoo et al., 1998; Trink et al., 1998; Yang et al.,
1998).

Die starke Homologie auf Ebene der Aminosauresequenz, wie auch der sich daraus
ergebende Domanenaufbau aus der N-terminalen Transaktivierungsdomane, der
zentralen DNA-Bindedoméne und der C-terminalen Oligomerisierungsdomane fuhrte fur
p53, p63 und p73 zur Einordnung in eine gemeinsame Proteinfamilie (Kaghad et al.,
1997; Osada, 1998; Trink et al., 1998; Yang et al., 1998).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der funktionalen Domdnen von p53 und p63-
Transkriptionsfaktoren (Barbieri und Pietenpol, 2006)

(A) Doméanenverteilung im p53-Protein bestehend aus der N-terminalen Transaktivierungsdomane
(TA), der zentralen DNA-Bindedomane sowie der C-terminalen Oligomerisierungsdomane (Oligo).
(B) Domanenstruktur der verschiedenen p63-Isoformen mit Angabe der prozentualen
Sequenzidentitat der einzelnen Domanen zwischen p63 und p53. Die a-lsoformen des p63-
Proteins weisen noch zwei weitere C-terminale Domanen auf: das Sterile-a-Motiv (SAM), sowie die
Transaktivierungs-Inhibitions-Domane (TID). (C) Struktur des p63-Gens mit Darstellung der
alternativen Promotoren und der differentiellen Spleissung.
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Im Rahmen dieser Untersuchungen liegt der Fokus auf dem Tumorsuppressor-
Homologen p63, der im Bereich der transaktivierenden Domane zu 22% homolog zu p53
ist, innerhalb der DNA-Bindedomane eine Homologie von 60% und innerhalb der
Oligomerisierungsdomane von 37% zu p53 aufweist.

Das p63-Gen wird, wie auch das p73-Gen, in unterschiedlichen Isoformen exprimiert, die
einerseits als p53-Agonisten und andererseits als p53-Antagonisten fungieren kénnen.
Diese Expression der fiir p63 sechs unterschiedlichen Varianten (siehe Abbildung 1B),
kann mit der Genstruktur erklart werden, die in Abbildung 1C dargestellt ist. Im
aminoterminalen Bereich liegen zwei alternative Promotoren vor, die zur Expression von
Proteinen mit unterschiedlichen Funktionen fiihren. Die Proteine, die p53-Funktionen
nachahmen konnen, werden Uber den vorderen Promotor transkribiert und fihren zu
TAp63-Formen, die, wie p53, die Transaktivierungsdomane beinhalten und Uber die sehr
ahnliche DNA-Bindedomane die p53-Konsensussequenzen im Promotorbereich p53-

responsiver Gene binden und aktivieren kdnnen (Yang et al., 1998).

Die Verwendung des internen Promotors fuhrt zu N-terminal trunkierten Isoformen, denen
die Transaktivierungsdomane fehlt. Diese ANp63-Isoformen haben eine dominant-
negative Funktion gegenliber den TAp63-Proteinen sowie dem p53-Protein (Yang et al.,
1998).

ANp63-Isoformen kdnnen ebenfalls die p53-Konsensussequenzen binden und galten
lange Zeit als Inhibitoren der p53-abhangigen Transkription, da davon ausgegangen
wurde, dass sie keine Transkriptionsinitiationsfaktoren rekrutieren kénnen. Zahlreiche
Experimente zeigten jedoch immer wieder auch transaktivierendes Potential der ANp63-
Isoformen auf (Dohn et al., 2001; King et al., 2003; Wu et al., 2003). Hierfur kénnte die
Existenz weiterer Transaktivierungsdomanen verantwortlich sein. Neben der zu p53
homologen Transaktivierungsdomane wurde im Bereich der Exons 11 und 12 eine weitere
Aktivierungsdomane identifiziert, welche bei ANp63a- und B-lsoformen eine Promotor-
aktivierung vermittelt und in den TAp63-Varianten verstarkt (Ghioni et al., 2002). Auch im
AN-spezifischen Bereich der ANp63-Isoformen konnte eine prolinreiche Domane
nachgewiesen werden, welche transaktivierende Fahigkeiten besitzt und durch die

Aktivierung von Zielgenen einen Zellzyklusarrest induzieren kann (Helton et al., 2006).

Differentielles Spleissen im C-terminalen Bereich hinter der Oligomerisierungsdomane
fuhrt zur Entstehung der weiteren Isoformen. Die a-Isoform beinhaltet dabei im C-
Terminus ein Steriles-a-Motiv (SAM) (Thanos und Bowie, 1999), sowie im Post-SAM-
Bereich die Transaktivierungs-Inhibitions-Domane (TID) (Serber et al., 2002). Die SAM-
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Doméane wurde als Protein-Protein-Interaktionsdomane beschrieben (Ponting, 1995;
Schultz et al., 1997) und ist Bestandteil vieler eukaryotischer Proteine bspw. in der
Entwicklung oder Signaltransduktion.

Sie vermittelt die Interaktion zu anderen SAM-Domanen-Proteinen und sorgt auf diese
Weise fiir die Ausbildung von Homo- und Hetrooligomeren, kann aber auch mit Proteinen
ohne SAM-Domane und sogar mit RNA interagieren (Kim und Bowie, 2003). Bei den a-
Isoformen der p63 und p73-Proteine erfolgt die Tetramerisierung jedoch Uber die
Oligomerisierungs-domane, nicht Gber die SAM-Domane (Chi et al., 1999; Cicero et al.,
2006), so dass vermutlich andere regulatorische Proteine an p63a oder p73a binden
kénnen. In diesem Zusammenhang wurde die SAM-Domane auch als allgemeines
Transkriptions-Repressions-Modul bezeichnet und wirkt Uber die Bindung von
Repressoren oder Repressorkomplexen (Ghioni et al., 2002).

Die Rolle der Transaktivierungs-Inhibitions-Domane ist die Assoziation mit einem Bereich
innerhalb der N-terminalen Transaktivierungsdomane der TA-Isoformen, welche homolog
zur Mdm2-Bindestelle im p53-Protein ist. Diese Interaktion flhrt zur Inhibition der
transaktivierenden Funktion, da die Bindung von Ko-Faktoren verhindert wird (Serber et
al., 2002). Die p63pB-Isoformen sind im Vergleich zu den a-Isoformen C-terminal um die
TID- und einen Groldteil der SAM-Domane verkirzt. In y-Isoformen fehlen die Exons 11-

14, wahrend ein alternatives Exon 15 den C-Terminus des Proteins bildet.

Neben den oben beschriebenen Funktionen der verschiedenen p63-Proteine in der
Regulation p53-responsiver Gene, wurde im Uberexpressionssystem oder Knockdown-
Hintergrund mit anschlieRender = cDNA-Hybridisierung sowie in  Chromatin-
immunprazipitationen eine Vielzahl an Genen reguliert vorgefunden, die p53-unabhangig
transkribiert werden (Birkaya et al., 2007; Blandino und Dobbelstein, 2004; Testoni et al.,
2006; Vigano et al., 2006; Yang und McKeon, 2000). Diese umfassen besonders Gene,
welche in die Zell-Adhasion involviert sind, wie PEDF, ein Mitglied der Serin-Protease-
Inhibitor-Familie (Sasaki et al., 2005b) oder das Membran-assoziierte Protein EVPL
(Osada et al., 2005). Des Weiteren sind zahlreiche Gene identifiziert worden, die eine
Rolle in der Entwicklung spielen, wie JAG1, ein Ligand des Notch-Rezeptors, oder BMP?7,
ein Mitglied der TGFB-Superfamilie (transforming growth factor-g) (Laurikkala et al.,
2006).
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2.21 ANp63a in der Embryonalentwicklung

Die Expression des p63-Gens konzentriert sich, im Gegensatz zur Ubiquitdren Expression
von p53, hauptsachlich auf die basale Schicht des mehrschichtigen Plattenepithels,
welche die epithelialen Stammzellen beherbergt. Hier ist es groltenteils die ANp63a-
Isoform (Liefer et al., 2000; Nylander, 2002; Signoretti et al., 2000; Yang et al., 1998), die
in hohen Mengen in epithelialem Gewebe wie der Epidermis, der Limbus cornea (siehe
Abbildung 2A), Harnblase, Prostata (siehe Abbildung 2B), der Gebarmutter oder der
Milchdrise zu finden ist. In diesen Geweben konnte eine Korrelation zwischen einer
hohen p63-Expression und dem Proliferationspotential dieser Stammzellen nachgewiesen
werden, wodurch p63 die Rolle als Stammzellmarker zugesprochen wurde (Pellegrini et
al., 2001).
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Abbildung 2: Immunhistofarbungen zur Expression von p63 in epithelialem Gewebe

(A) Expression von p63 (braune Farbung) in einer Biopsie des Limbus (Ubergangszone zwischen
Horn- und Lederhaut des Augapfels), welche die Stammzellen fur Epithel und Endothel der Cornea
beherbergt aus (Pellegrini et al., 2001). (B) Positive p63-Farbung (braun) in den basalen Zellen der
Prostata aus (Oudes et al., 2006).

Die physiologische Bedeutung der ANp63a-Expression in dieser Epithelschicht wahrend
der Embryonalentwicklung, wird durch Untersuchungen an p63 -/- Mausen verdeutlicht,
welche von den zwei unabhangigen Arbeitsgruppen um Alea Mills und um Frank McKeon,
1999 eingefiihrt wurden. Beide Gruppen beschrieben einen &ahnlichen Phanotyp, in
welchem das Epithel einschichtig vorliegt und alle mehrschichtigen Plattenepithelien
fehlen. Aufgrund der mangelnden Hautbarriere dehydrieren die Tiere schnell und sterben
wenige Stunden nach der Geburt. Des Weiteren fehlt die Entwicklung von
Hautanhangsgebilden, wie Haarfollikel, Zahnen und einer Vielzahl an Drisen, z.B.

Milchdrisen, Speicheldriisen und Tranendrisen. Auch die Entwicklung der Extremitaten
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sowie des Schadels ist gestort (siehe Abbildung 3). Die Mause weisen stark verstimmelte
GliedmafRen und Lippen-, Kiefer- und Gaumenspalten auf (Mills et al., 1999; Yang et al.,
1999).

Trotz sehr ahnlicher Ergebnisse gehen die Interpretationen diese Befunde auseinander.
Mills et al. erklart ihre Beobachtung in p63 -/- Mausen mit einer frihen Blockierung der
Festlegung zur Differenzierung des einfachen Ektoderms zu epidermalen Gewebe (Mills
et al., 1999). Yang et al sieht die Funktion von p63 hingegen in der Erhaltung der basalen
Stammzellpopulation durch Stammzellerneuerung, da sie in der Epidermis ihrer Mause
sehr wohl Stellen mit differenzierten Zellen vorgefunden hat. Somit sieht sie nicht das
Fehlen der Differenzierung sondern des proliferativen Potentials als Ursache fiir den
Phanotyp der p63 -/- Mause (Yang et al., 1999).

Zur Klarung der Frage nach der genauen p63-Funktion stellten weitere Untersuchungen

die Existenz der verschiedenen p63-Isoformen in den Vordergrund der Diskussion.

Abbildung 3: p63 -/- versus p63 +/+ Maus.

(A) Maus im postnatalen Stadium P1. Bei p63-/- Mausen sind unterentwickelte Backen, sowie
fehlende Augenlieder, Barthaare, Haut und Hautanhangsgebilde inklusive Tasthaare,
Fellhaarfollikel und Haarschafte zu verzeichnen, wahrend die p63 +/+ -Mause einen normalen
Phanotyp besitzen (B) Anti-Keratin 5-Farbung (Basalzellmarker) der Epidermis im Stadium E17. In
p63 -/- -Mause liegt ein undifferentiertes, einschichtiges Epithel vor, wahrend die Epidermis der
p63+/+ Mause deutlich eine positive basale Keratin 5-Farbung und oberhalb dieser Schicht eine
Stratifizierung aufweist aus (Yang et al., 1999).
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Koster et al. 2002 beschreibt in diesem Zusammenhang die friihere Expression der
TAp63 Isoformen in allen Zellen des Oberflachen-Ektoderms ab dem Entwicklungs-
stadium E7,5, welches noch vor dem Einsetzen der Startifizierung liegt. Die Expression
der AN-Isoformen setzt erst der Stratifizierung nachgeschaltet, jedoch vor der
Differenzierung im Stadium E9,5 ein (Byrne et al., 1994; Koster et al., 2004). In mehreren
endodermalen Zelllinien ohne endogene p63-Expression wurde beobachtet, dass die
Uberexpression von TAp63, aber nicht ANp63 zur Expression von Basalmarkern, wie
Keratin 5 und 14 flihrt, welche die Festlegung zur Einleitung des Stratifizierungs-

programms signalisieren (Koster et al., 2004).

Auf diese Weise entstand ein Modell (Abbildung 4), in welchem TAp63 zur Festlegung
des epithelialen Startifizierungsprogramms notwendig ist, im weiteren Verlauf jedoch die
terminale Differenzierung der Zellen inhibiert. Die Expression von ANp63 zu diesem
Zeitpunkt fordert einerseits das Proliferationspotential und sorgt so flr den Erhalt des
Stammzellpools, und andererseits blockiert es die Funktionen von TAp63 und induziert

auf diese Weise die Entwicklung der embryonalen Epidermis (McKeon, 2004).

Neuere Untersuchungen in transgenen Mausen mit p63-/- Hintergrund, die entweder mit
TAp63- oder ANp63-Isoformen unter Kontrolle eines basalzellspezifischen Keratin 5-

Promotors komplementiert wurden, zeigten unterschiedliche Funktionen der

Brust
Haut Prostata

\’A Urothel

TAp63 TAp63 {

O ————n - —_—) Terminale
Festlegung zur T Differenzierung

Differenzierung M
Ektoderm
ANp63

Proliferations-
potential

Abbildung 4: Modell zum Einfluss der p63-lsoformen (TA und AN) wahrend der
ektodermalen Differenzierung. Erlauterungen im Text. [aus (McKeon, 2004)]
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verschiedenen Isoformen. Wahrend ANp63-Proteine die Gene der basalen Schicht
regulieren (K714), sind die TAp63-Formen an der Regulation der Marker der
dariberliegenden Schichten beteiligt (Ets-1, K1, Transglutaminasen, Involucrin) (Candi et
al., 2006).

Die physiologische Regulation der p63-lsoformen ist demnach noch nicht ganzlich
aufgeklart und scheint sich als sehr fein eingestellter Mechanismus auszugeben, der nicht
nur auf Ebene der Transkription, sondern auch durch miRNA gesteuert wird (Yi et al.,
2008).

2.2.2 ANp63a in der Tumorprogression

Ein wichtige Funktion des Tumorsuppressors p53 ist die Regulierung von Zellzyklusarrest
und Apoptose, welche, wenn nicht korrekt ausgefuihrt, zur Tumorentstehung fuhren kann.
Schnell stellt sich da die Frage nach dem Einfluss von p63 in der Onkogenese. Wahrend
fur die TAp63-Isoformen eine Induktion von Zellzyklusarrest wie auch der Apoptose durch
die Aktivierung p53-responsiver Gene und somit eine tumorsupremierende Wirkung
beobachtet wurde (Osada, 1998; Yang et al., 1998), wurden fir ANp63-Proteine
entgegengesetzte Effekte verzeichnet (Yang et al., 1998). Dies fand jedoch nur vor einem
p53-positiven Hintergrund statt. Im p53-negativen Kontext konnten sowohl die TA- als
auch die ANp63-Isoform Zellzyklusarrest und Apoptose durch Aktivierung von p53-

Zielgenen einleiten und fihrten so zur Wachstumssuppression (Dohn et al., 2001).

Eine Dysregulation von p63 (TA und/oder AN-Isoformen) auf Ebene von verstarkter
Proteinexpression oder Gen-Amplifikation ist auch in vielen Epithelkarzinomen wie
beispielsweise der Harnblase, des Brustgewebes aber auch der Prostata beobachtet
worden (Choi et al., 2002; Crook et al., 2000; Hibi et al., 2000; Hu et al., 2002; Massion et
al., 2003; Park et al., 2000; Tonon et al., 2005; Yamaguchi et al., 2000). P63-Mutationen
sind in Tumoren jedoch nur selten zu finden, und bekannte p63-Mutationen, die mit
humanen Syndromen assoziiert sind, lassen keine Pradisposition fir Tumorerkrankungen
erkennen (Hagiwara et al., 1999; Moll, 2003; Osada, 1998).

Fur das ANp63a-Protein, sind widersprichliche Daten bezlglich seiner Rolle in der
Tumorprogression bekannt. Als Antagonist von p53 ist es ein potentielles Onkogen. Die
Uberexpression von ANp63a in Rat-1a-Zellen verstarkt das Koloniewachstum der Zellen

sowie das Wachstum im Mause-Xenograftsystem (Hibi et al., 2000). Diese
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Beobachtungen lassen den Schluss zu, dass es nicht nur das proliferative Potential der
epithelialen Stammzellen, sondern auch der Tumorzellen steigert (Blandino und
Dobbelstein, 2004).

Auf der anderen Seite gibt es auch Ergebnisse, die zeigen, dass der Verlust von ANp63a
mit einer schlechteren Prognose flir Tumorpatienten assoziiert ist. Eine Vielzahl
verschiedener Tumore reduziert ihre ANp63a-Menge im Verlauf der Tumorprogression im
besonderen Zusammenhang mit der Ausstreuung von Metastasen. Untersuchungen von
Blasenkarzinomen zeigten zwar in 50% der Falle erhdhte Mengen an ANp63a-Protein
(Park et al., 2000), bei genauerer Betrachtung wurde jedoch festgestellt, dass dieses nur
fur nicht-invasive, oberflachliche Tumore giltig war, wahrend die invasivsten Tumore
keine p63-Expression mehr aufwiesen (Koga et al., 2003a; Koga et al., 2003c; Urist et al.,
2002). Koga identifizierte in diesem Zusammenhang auch den Verlust von ANp63a als
Marker fiir eine schlechte Verlaufsprognose mit einer Signifikanz von P=0,074. Ahnliche
Erkenntnisse wurde auch flr Karzinome der Gebarmutterschleimhaut (Stefansson et al.,
2006a), sowie fir Karzinome des Osophagus (Morita, 2005) und duktale Karzinome der
Brust (Wang et al., 2002) erzielt.

Auch im Zellkultursystem konnte eine verstarkte Zellmigration und -invasion nach p63-
Knockdown in zahlreichen Plattenepithelkarzinom-Zelllinien, wie auch in der
Keratinozyten-Zelllinie HaCaT und der A431-Zelllinie aus der Vulvaepidermis beobachtet
werden (Barbieri et al., 2006; Gu et al., 2008; Higashikawa et al., 2007). Hierbei wurde
auch nach p63-Knockdown eine Vielzahl an Genen verandert reguliert vorgefunden, die in
die Migration und Invasion involviert sind (Barbieri et al., 2006).

Die Wirkung von ANp63a in der Tumorprogression ist demnach Kontext-abhangig.
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2.3 Die Wnt-Signalwege

Intrazellulare Signalwege sind im Verlauf der Embryogenese unerlassliche Vorgange zur
zeitlichen und lokalen Koordination des Prozesses. Die Wnt-Signalwege sind beinah in
jedem Aspekt der embryonalen Entwicklung involviert und spielen darlber hinaus eine
Rolle in der homeostatischen Gewebeerneuerung. Stérungen dieser Signalwege gehen
mit der Entstehung von Krankheiten sowie Tumoren einher (Logan und Nusse, 2004).

Die Signalmolekile der Wnt-Signalwege sind Wnt-Proteine. Diese sekretierten
Glykoproteine besitzen eine N-terminale, cysteinreiche Domane mit einem flr die
Funktion essentiellen Palmiotylrest (Willert et al., 2003). Als erstes von 19 verschiedenen
Wnt-Genen in Saugetierzellen wurde Wnt-1, zuvor Int-1 genannt, identifiziert, da in
dessen Nahe die genomische Integration des Maus-Mammatumor Virus (MMTV)
stattfindet (Nusse und Varmus, 1982). Es stellte sich heraus, dass das in Drosophila
entdeckte Wingless-Gen (wg), welches wahrend der Larvenentwicklung die
Segmentationpolaritat kontrolliert (NUsslein-Volhard und Wieschaus, 1980), ein Whnt-1
Homolog ist (Rijsewijk et al., 1987). So entstand der heutige Name Whnt-1 als eine

Kombination aus wg und Int-1.

Die durch ihre Palmiotylmodifikation relativ schwer I6slichen Wnt-Proteine fungieren als
Morphogene mit weit reichender Wirkung (Logan und Nusse, 2004). Sie regulieren unter
anderem Zellproliferation oder auch Zelldifferenzierung (Logan und Nusse, 2004), indem
sie an transmembrane Frizzled (Fz)-Rezeptoren binden (Bhanot et al., 1996). Daraufhin
kooperieren die Frizzled-Proteine mit einem weiteren transmembranen Molekil LRP 5/6
(Low Density Lipoprotein (LDL) Receptor Related Protein) (Pinson et al., 2000; Tamai et
al., 2000). Auf diese Weise wird das Signal ins Innere der Zelle auf das Dishevelled-
Protein (DVL) Ubermittelt. Als Inhibitoren dieser Liganden-Rezeptor-Bindung dienen
Dickkopf-Proteine (Dkk-1) (Glinka et al., 1998), das WISE-Protein (ltasaki et al., 2003)
oder auch SOST (Li et al., 2005; Semenov et al., 2005), welche an LRP 5/6 binden und
dieses inaktivieren. Auch das losliche Frizzled-verwandte Protein sFRPs (soluble Frizzled
related protein) wirkt inhibitorisch auf die Wnt-Signalwege, da es die Ligand-bindende
CRD-Doméane der Frizzled-Rezeptoren nachahmt und die Wnt-Proteine somit abfangt
(Hoang et al., 1996).

Ausgehend von der Rezeptorbindung kdnnen abhangig von dem jeweiligen Wnt-Molekul
drei verschiedene Wnt-Signalwegzweige aktiviert werden (siehe Abbildung 5). Die
Spezifitat der Wnt-Proteine wurde deutlich, als Untersuchungen an Xenopus laevis-

Embryonen zeigten, dass die ventrale Expression der Wnt-Proteine XWnt1 und XWnt8
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eine dorsale Achsenduplikation induzieren kann, wahrend die Expression von XWnt4,
XWnt5a und XWnt11 zu einer gestorten Konvergenz und Extension der Korperachse
fuhrt, ohne Zellidentitdtsdnderungen hervorzurufen (Glinka et al., 1997; Moon et al., 1993;
Sokol et al., 1991; Tada und Smith, 2000).

Einer der Wnt-Signalwege ist der nicht-kanonische planare Zellpolaritatssignalweg (PCP,
planar cell polarity), der die Ausrichtung einzelner Zellen in einem einschichtigen
Zellverband reguliert. (Abbildung 5A) (Klein und Mlodzik, 2005). Die Signaltransduktion
erfolgt Uber das aktivierte Dishevelled, welches seinerseits tUiber RhoA oder den Weg liber
Ras und die Jun N-terminale Kinase (JNK) das Aktin-Cytoskelett und die Mikrotubuli-
Organisation moduliert (Habas et al., 2003; Habas et al., 2001; Tahinci und Symes, 2003).
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Wnt-Signalwege [aus (Klipp und Liebermeister,
2006)]

(A) Der Wnt/PCP-Signalweg moduliert Gber die Aktivierung von Rho und Ras das Aktin-Cytoskelett
und JNK-responsive Gene. (B) Der kanonische Wnt-Signalweg aktiviert nach Stabilisierung des
cytoplasmatischen [B-Catenin responsive Gene durch Bindung des [(-Catenin an TCF/LEF-
Transkriptionsfaktoren. (C) Der Wnt/Ca®* Signalweg erhoht die intrazelluldren Calcium-
konzentration woraufthin die Proteinkinase C (PKC) oder die Calcium-Calmodulin-abhangige
Proteinkinase 1l (CamKIl) aktiviert werden und sowohl Cytoskelettveranderungen als auch die
Aktivierung verschiedener Transkriptionsfaktoren bewirken.
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Neben Frizzled vermitteln auch weitere Rezeptoren wie Rezeptortyrosinkinasen (RTKs)
oder Paraxial Protocadherin (PAPC) die Signaltransduktion des planaren
Zellpolaritatssignalwegs (Keeble et al., 2006; Unterseher et al., 2004). Beispiele flir PCP-
regulierte Vorgange sind die Regulation der konvergenten Extensionsbewegung in der
Drosophila-Entwicklung oder auch die Ausrichtung der Cilien im murinen Gehoérgang [zur
Ubersicht (Seifert und Mlodzik, 2007)].

Der kanonische Wnt-Signalweg (Abbildung 5B) flhrt Gber die Stabilisierung des p-Catenin
und dessen Bindung an TCF/LEF-Transkriptionsfaktoren zur Aktivierung zahlreicher Ziel-
gene, welche in viele Prozesse der Embryonalentwicklung involviert sind (siehe Kapitel
2.4)

Die Aktivierung des wiederum nicht-kanonischen Wnt/Ca**-Signalwegs (Abbildung 5C)
fuhrt Gber eine Umwandlung von cGMP zu GMP zu einer Inhibition der Proteinkinase G
und somit zur Erhéhung der intrazelluldren Calciumkonzentration (Kuhl et al., 2000).
Diese bewirkt eine Aktivierung der Calcium-Calmodulin-abhangigen Proteinkinase I
(CamKlIl), welche uber den Transkriptionsfaktor NF-AT Zielgene aktiviert (Saneyoshi et
al., 2002), sowie der Proteinkinase C (PKC) (Kuhl et al., 2000; Sheldahl et al., 2003),
deren Aktivitat sich auf das Aktin-Cytoskelett auswirkt.

Da es innerhalb der verschiedenen Signalwegszweige zahlreiche Uberlappungen gibt, ist
eine 100%ige Abgrenzung der einzelnen Signalwege nicht immer eindeutig moglich. Die
Bindung gleicher Rezeptoren, welche sich hdchstens in verschiedenen Ko-Rezeptoren
unterscheidet, sowie der zunachst gleiche Weg Uber das Dishevelled-Protein, lassen viele

Fragen nach der Spezifitdt der einzelnen Wnts offen.

2.4 Der kanonische Wnt-Signalweg

Die Spezifizierung der Zellidentitat, sowie die Regulation von Zellproliferation,
Differenzierung und Achsendetermination werden durch den kanonischen Wnt-Signalweg
gesteuert.

Die SchlUsselproteine des kanonischen Wnt-Signalwegs sind p-Catenin sowie die
Transkriptionsfaktoren der TCF/LEF-Familie (2.4.1). Das Wnt-Signal kontrolliert den
Phosphorylierungsstatus des Dishevelled [zur Ubersicht (Wallingford und Habas, 2005)].
Im inaktiven Zustand liegt Dishevelled unphosphoryliert vor und es kommt zur Ausbildung
des B-Catenin-Destruktionskomplexes im Cytoplasma. Dieser besteht aus Axin, einem
Gerustprotein, welches mit allen weiteren Komplexkomponenten interagiert. Des Weiteren

sind APC (Adenomatous Poliposis Coli), die Proteinphosphatase 2A (PP2A) sowie die
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Glykogen-Synthase-Kinase3a/f (GSK3a/f) und Caseinkinase1 (CK1) Teil des
Destruktions-komplexes. Dieser Komplex bindet das freie cytoplasmatische -Catenin und
die Kinasen GSK3a/f und CK1 phosphorylieren sequentiell die hochkonservierten N-
terminalen Serin/Thyrosin-Reste des B-Catenin. Diese Phosphorylierung fiihrt zur
Ubiquitinierung des Proteins durch B-TrCP (B-Transducing repeat containing protein),
einer E3-Ubiquitin Ligase, und dem anschlieffenden proteasomalen Abbau (Aberle et al.,
1997). Die nukledaren TCF/LEF-Transkriptionsfaktoren innerhalb der Wnt-reponsiven
Promotoren bleiben so transkriptionell inaktiv.

Nach Bindung von Wnt-Signalmolekilen an Frizzled-Rezeptoren, der Involvierung des
LRP 5/6-Rezeptors, sowie der Stimulation des flir den kanonischen Wnt-Signalweg

spezifischen Kremen 1 und -2 Ko-Rezeptors, wird der LRP 5/6-Rezeptor durch GSK3p

A

Frizzled

oy

e B = & / i CBP = “
/ \
/ ) \ / @ X

TCF Targets| | | | TcF | Targets )

\ / A\
N Nucleus ,./"J J \ \ Nucleus /
B . S o o _/

Abbildung 6: Schematische Darstellung des kanonischen Wnt-Signalwegs [aus (Moon et al.,
2004)]

Bei Abwesenheit von Wnt-Proteinen oder Blockierung der Bindung an Rezeptoren (A) wird (-
Catenin im Cytoplasma durch den Destruktionskomplex (APC, Axin, GSK3B und CK1)
phosphoryliert und somit flir den proteasomalen Abbau markiert. B-Catenin-responsive Gene
werden nicht transkribiert. Wird der Signalweg aktiviert (B) liegt der Destruktionskomplex inaktiv vor
und B-Catenin akkumuliert im Cytoplasma. Es ftritt in den Zellkern ein, wo es mit TCF/LEF-
Transkriptionsfaktoren interagiert und die Transkription der Zielgene einleitet. APC, Adenomatous
polyposis coli; B-cat, f-catenin; CBP, CREB-Bindeprotein; CK, Caseinkinase; DKK, Dickkopf; DSH,
Dishevelled; GBP, GSK3-Bindeprotein; GSK, Glycogen synthase Kinase; LRP, LDL-Rezeptor-
verwandtes Protein; P, Phosphorylierung; sFRP, sekretiertes Frizzled-verwandtes Protein; TCF, T-
Zell-Faktor.
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und CK1 phosphoryliert (Davidson et al, 2005). Der hyperphosphorylierte
cytoplasmatische Teil des LRP 5/6 interagiert mit Axin (Davidson et al., 2005; Zeng et al.,
2005) und fuhrt so zur Auflésung des Destruktionskomplexes. Auch bindet im Zuge der
Aktivierung Dishevelled an den Frizzled-Rezeptor und wird dort phosphoryliert. Diese
Bindung rekrutiert den Destruktionskomplex an die Membran und ist ebenfalls fir die
Phosphorylierung des LRP 5/6 notwendig (Bilic et al., 2007; Zeng et al., 2008). Die
Unterbindung des (3-Catenin-Abbaus fiihrt zu einer cytoplasmatischen Akkumulation (Lee
et al., 2003). Das B-Catenin transloziert daraufhin in den Nukleus, wo es mit den
TCF/LEF-Faktoren interagiert und die Transkription zahlreicher haufig Zelltyp-spezifischer
Zielgene wie z.B. Axin2 (Jho et al., 2002; Lustig et al., 2002; Yan et al., 2001), MMP-7
(Brabletz et al., 1999; Crawford et al., 1999), c-myc (He et al., 1998) oder Cyclin D1
(Tetsu und McCormick, 1999) einleitet. Auch die Transkritpion vieler Wnt-Regulatoren,
wie Frizzled, Axin2 und die TCF/LEF-Transkriptionsfaktoren werden durch [B-Catenin
kontrolliert, wodurch sich der Signalweg auf zahlreichen Ebenen selbst reguliert (Logan
und Nusse, 2004).

241 Das Schliusselprotein B-Catenin und die TCF/LEF-Transkriptionsfaktoren

Das Schlisselprotein des kanonischen Wnt-Signalwegs ist B-Catenin, welches in der
Zelle jedoch mehrere Funktionen ausubt. Der grofite Anteil des zellularen B-Catenin
assoziiert als Komponente der Adhasionsverbindungen (Meigs et al., 2001) mit der
cytoplasmatischen Domane von Cadherinen, wie dem E-Cadherin (Peifer et al., 1992).
Das ungebundene cytoplasmatische p-Catenin hingegen dient als Effektor des
kanonischen Wnt-Signalweges und unterliegt im inaktiven Zustand im Anschluss an die
N-terminale Phosphorylierung der standigen Degradation durch den Destruktionskomplex
(2.4) (Dajani et al., 2001; Harwood, 2001).

Die 12 Armadillo-Wiederholungen im zentralen Bereich des p-Catenin vermitteln die
Interaktion zu den meisten Interaktionspartnern, inklusive Axin, APC, E-Cadherin und den
TCF/LEF-Faktoren (Aberle et al., 1994; Behrens, 1998; Behrens et al., 1996; Rubinfeld et
al., 1995; von Kries, 2000; Xing et al., 2003). C-terminal binden Transktiptionskofaktoren,
wie Hydrax (Mosimann et al., 2006), CBP (Takemaru und Moon, 2000) oder der
Chromatin-Remodeling-Faktor Brg-1 (Barker et al., 2001) an B-Catenin (siehe Abbildung
7) [zur Ubersicht (Barker et al., 2000)].
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Cc Pygopu
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Abbildung 7: Der B-Catenin/TCF-Komplex [aus (Clevers, 2006)]

B-Catenin interagiert Uber seine 12 Armadillo-Wiederholungen mit TCF/LEF-Transkriptionsfaktoren
und zahlreichen Ko-Faktoren wie BCI9 und dem daran bindenden Pygopus. C-Terminal bindet es
weitere Ko-Faktoren wie Hydrax, CBP oder Brg1. BCI9, B-cell CLL/lymphoma 9; Brg1, brahma-
related gene 1; C, Carboxy; CBD, Catenin Bindedomane; CBP, CREB-binding protein; HD2, HD2-
Domane; HDI, HD1-Domane ; Hmg, High mobility group; N, Amino; NHD, N-terminal Homology
Domain; PhD, plant homeodomain; TCF, T-Zell-Faktor

Im Anschluss an die Stabilisierung des B-Catenins transloziert es unabhangig von
Kernlokalisationssignalen in den Zellkern. Der exakte Mechanismus hierfur ist jedoch
noch nicht vollstdndig aufgeklart [zur Ubersicht (Stadeli et al., 2006)] und auch ein
Rucktransport ins Cytoplasma via Axin oder APC wurde beobachtet (Cong und Varmus,
2004; Henderson, 2000; Rosin-Arbesfeld et al., 2000). Innerhalb des Zellkerns verdrangt
B-Catenin Ko-Repressoren der TCF/LEF-Transkriptionsfaktoren, indem es selber an die
Faktoren bindet. Durch die zusatzliche Bindung von Ko-Faktoren, wie BCI9 (B-cell
CLL/lymphoma 9) und dem damit assoziierenden Pygopus (Kramps et al., 2002), sowie
SWRCAP/SWR1 und dem CBP/p300 Chromatin-Remodeling-Komplex wird daraufhin die
Transkription der Wnt-Zielgene aktiviert [zur Ubersicht (Bienz und Clevers, 2003)].

Die TCF/LEF-Proteine sind die Transkriptionsfaktoren des Wnt/B-Catenin-Signalwegs. Die
Mitglieder dieser Familie (bei Saugetieren TCF-1, TCF-3, TCF-4 und LEF1) besitzen eine
hochkonservierte HMG-Box (High Mobility Group), welche die DNA-Bindung an die
Konsensussequenz 5 AGATCAAAGGG 3’ innerhalb der Promotoren der Wnt-
responsiven Zielgene vermittelt (Grosschedl et al., 1994; Laudet et al, 1993). Die
architektonische Funktion der Faktoren fuhrt daraufhin zu einer starken DNA-

Konformationsdnderung (Love et al., 1995; van Beest et al., 2000; van de Wetering et al.,
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1991) und erméglicht die Bindung weiterer Transkriptionskofaktoren (Bianchi und
Beltrame, 1998; Giese et al., 1991; Grosschedl et al, 1994). Die ebenfalls
hochkonservierte N-terminale Doméane der TCF/LEF-Faktoren dient der Assoziation mit 3-
Catenin (Graham et al.,, 2000). In Abwesenheit von nukledarem B-Catenin sind Ko-
Repressoren, wie Grouchos/TLE1, CBP (CREB-binding protein) und CtBP (,C-terminal
Binding Protein“) an die TCF/LEF-Proteine gebunden. Durch lhre Interaktion an
Histondeacteylasen (HDACs) wird die Transkription der Wnt-Zielgene inhibiert (Cavallo et
al., 1998; Chen et al., 1999). Auch Chromatin-Remodeling wird als Regulationsoption flr
die Transkription Wnt-induzierter Gene in Betracht gezogen (Collins und Treisman, 2000;
Sawa et al.,, 2000; Sharpe et al.,, 2001). Liegt nun B-Catenin nach Aktivierung des
Signalwegs im Zellkern vor, verdrangt es die Groucho/TLE-Repressoren von den
TCF/LEF-Transkriptionsfaktoren (Daniels und Weis, 2005) und bildet durch die
Rekrutierung von Ko-Faktoren einen Transkriptionskomplex, der die Transkription Wnt-
responsiver Gene einleitet. Die Bindung des B-Catenin allein ist jedoch nicht ausreichend,
um die Transkription zu aktivieren (Prieve und Waterman, 1999), hierfur ist noch die
Assoziation weiterer Kofaktoren notwendig.

Die Expression der TCF/LEF-Faktoren wird unter anderem als positiver Rickkopplungs-
mechanismus durch den Wnt-Signalweg reguliert (Hovanes et al., 2001; Roose und
Clevers, 1999). Aber auch der Tumorsuppressor p53 kann regulatorisch in diese
Expression eingreifen (Rother et al., 2004). Extensives alternatives Spleissen, sowie die
Verwendung eines internen Promotors im Fall von TCF-1 und LEF1 fuhren zu einer
Vielzahl von TCF/LEF-Isoformen. Wahrend die Funktion der Spleissvarianten bisher noch
unklar ist, fuhrt die Verwendung des alternativen Promotors zu Expression N-terminal
trunkierter Proteine, denen die B-Catenin-Bindungsdomane fehlt (Hovanes et al., 2001;
Van de Wetering et al., 1996). Auf diese Weise kdnnten sie eine dominant-negative

Wirkung ausuben.

242 Die Rolle des kanonischen Wnt-Signalwegs wahrend der Embryonal-

entwicklung, Gewebehomeostase und Hamatopoese

Die Determination der dorso-ventralen Kérperachse ist in der frihen Entwicklungsphase
ein Schritt von gréfter Bedeutung. Fir die korrekte Achsendetermination in Wirbeltieren
ist unter anderem die asymetrische Aktivitdt des kanonischen Wnt-Signalwegs im
befruchteten Ei essentiell. Die verstarkte dorsale Wnt/B-Catenin-Aktivitdt in Verbindung

mit der parallelen Aktivitat des TGFB-Signalwegs am vegetativen Pol flhrt im Bereich der
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Uberlappung zur Ausbildung des Nieuwkoop-Zentrums in Xenopus (Funayama et al.,
1995; Heasman et al., 1994; Larabell et al., 1997). Daraus folgt die Bestimmung des
Speemannorganisators, welcher die Kopfbildung induziert [zur Ubersicht (Mdller und
Hassel, 2005)].

Die Erhaltung der apikalen ektodermalen Randleiste (AER), welche wahrend der
Extremitatenentwicklung die Bildung der Extremitatenknospen induziert, ist ebenfalls
abhangig von der mesenchymalen Aktivitdt des kanonischen Wnt-Signalwegs in Mausen
und Huihnern (Hill et al., 2006; Kawakami et al., 2001; Ng et al., 2002). Des Weiteren
fordert die Wnt/B-Catenin Aktivitat die Entwicklung von Brustplakoden und Brustdrisen
(Boras-Granic et al., 2006; Chu et al., 2004), sowie Haarplakoden und die Ausbildung von
Haarfollikeln wahrend der Mausembryogenese (Huelsken et al., 2001). Hier ist es der
Transkriptionsfaktor LEF1, welcher die Aktivierung des Wnt-Signalweges auf Ebene der
Transkription vermittelt. LEF1 -/- Mause entwickeln keine Haarfollikel (van Genderen et
al., 1994), wahrend in transgenen Mause die verstarkte LEF1-Expression, sowie
transgene Expression von konstitutiv aktivem B-Catenin mit einer erhéhten Bildung von
Haarfollikeln einhergeht (Gat et al., 1998; Zhou et al., 1995).

Aber auch nach Abschluss der embryonalen Entwicklung spielt der kanonische Wnt-
Signalweg eine wichtige Rolle in der Erhaltung des Stammzellpools beispielsweise im
Haarbalg zur Aktivierung des Wachstums neuer Haare nach abgeschlossenem
Haarzyklus (lto et al., 2007; Stenn und Paus, 2001; Van Mater et al., 2003) und wahrend
des Selbsterneuerungsprozesses von adultem Gewebe. Das Absorptionsepithel des
Dinndarms sowie des Kolons besteht unter anderem aus Crypten, in welchen die
Stammzellen zur Erneuerung des Epithels vorzufinden sind. Das proliferative Potential
dieser Stammzellen wird mit unter vom kanonischen Wnt-Signalweg reguliert. Dies wird
deutlich, betrachtet man neugeborene TCF4 -/- Mause. Das Dinndarmepithel der Villi in
diesen Mausen ist zwar unbeeinflusst, jedoch bilden sie keine Crypt-Vorauferzellen aus
(Korinek et al., 1998). Die Inhibierung des Signalweges mit Hilfe von Dkk-1 fihrt in
adulten Mausen zu einem ganzlichen Verlust der Crypten, wahrend die Uberexpression
von Whnt-Agonisten, bspw. R-Spondin-1 mit einer Hyperproliferation der intestinalen
Crypten einhergeht (Kuhnert et al., 2004; Pinto et al., 2003).

Auch in der Hdmatopoese wurde ein positiver Effekt des Wnt/B-Catenin-Signalwegs auf
die Erhaltung der Selbsterneuerung von hamatopoetischen Stammzellen beobachtet
(Reya et al., 2003), die Deletion von 3-Catenin in Mausen hatte jedoch keinen Einfluss auf
das hamatopoetische System (Cobas et al., 2004). Es scheint, als ware der kanonische
Whnt-Signalweg in vielen Bereichen der Entwicklung und der Erhaltung von Stammzellen

involviert, die Existenz mehrerer Transkripitionsfaktoren und die damit verbundene
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Komplexitat im Hinblick auf Kompensationsmdéglichkeiten machen jedoch Aussagen tUber

die zustandigen Komponenten schwierig.

2.4.3 Der kanonische Wnt-Signalweg in der Tumorigenese und —progression

Die Entwicklung bestimmter Tumore konnte mit der Fehlregulierung des kanonischen
Whnt-Signalwegs in dem jeweiligen Ursprungsgewebe in Verbindung gebracht werden [zur
Ubersicht (Logan und Nusse, 2004)]. Der erste Bezug zwischen dem kanonischen Wnt-
Signalweg und der Tumorigenese kam mit der Entdeckung auf, dass das vererbliche
Tumorsyndrom FAP (Familiare adenomatése Polyposis) mit einer Keimbahnmutation im
APC-Gen korreliert (Kinzler et al., 1991; Nishisho et al., 1991). FAP-Patienten besitzen
ein defektes APC-Allel und entwickeln als Folge dessen eine Vielzahl an Kolon-
Adenomen oder Polypen. Polypen sind gutartige Auswichse epithelialer Zellen, in denen
das zweite APC-Allel inaktiviert wurde. Einige dieser Polypen entwickeln sich jedoch zu
malignen Adenokarzinomen. Der Verlust beider APC-Allele zeigt das vereinzelte Auftreten
kolorektaler Karzinome (Groden, 1991; Nishisho et al., 1991). Ursache hierfir ist, dass die
mutationsbedingte Inaktivierung des APC-Proteins zu einer unsachgemalen
Stabilisierung des B-Catenins flhrt (Rubinfeld et al., 1996), da dieses nicht mehr durch
den Destruktionskomplex fur den Abbau markiert wird und der Signalweg so konstitutiv
aktiv ist. In den seltenen Fallen von kolorektalen Tumoren, in denen das APC-Protein
intakt funktioniert, ist es entweder das Axin2-Gen, welches mutiert vorliegt (Liu et al.,
2000) oder B-Catenin, welches Punktmutationen tragt, die die N-terminalen
Phosphorylierungsstellen des Proteins betreffen und so ebenfalls eine Stabilisierung des
Proteins verursachen (Morin et al., 1997). Dieser konstitutiv aktive Wnt-Signalweg,
induziert ein genetisches Programm in den Stammzellen der Darmkrypten (van de
Wetering et al., 2002), um den Stammzellpool zu erhalten, und fiihrt aus diesem Grund zu
UbermaRiger Zellproliferation. Diese den Wnt-Signalweg aktivierenden Mutationen sind
aber nicht nur auf die Tumorigenese des Darmtrakts beschrankt, auch in
Leberzellkarzinomen sind Axin1, sowie Axin2-Mutationen festgestellt worden (Laurent-
Puig et al., 2001; Satoh et al., 2000; Taniguchi et al., 2002), wahrend die Entstehung von
soliden Tumoren haufig mit B-Catenin-Mutationen einhergeht.

Bei der Entstehung unterschiedlicher Tumore der Haarfollikel sind ebenfalls B-Catenin-
Mutationen involviert (Celso et al., 2004; Chan et al., 1999; Gat et al., 1998) und eine
Ubermafige Aktivierung des kanonischen Wnt Signalwegs kann zu Tumoren der Brust
fuhren (Imbert et al., 2001; Michaelson und Leder, 2001). Aber auch die Inaktivierung des



22
Einleitung

kanonischen Wnt-Signalwegs kann mit Tumoren einhergehen. So liegen bei 1/3 der
Talgdrisen-Tumore LEF1-Mutationen vor, welche die Interaktion mit 3-Catenin verhindern
(Takeda et al., 2006).

Neben diesen tumorinitierenden Aspekten scheint der Wnt/B-Catenin-Signalweg auch
eine Rolle im Verlauf der Tumorprogression zu spielen, da gezeigt werden konnte, dass
aktives Wnt-Signalling stark an der Zellmigration und —invasion beteiligt ist und die
Epithelial zu Mesenchymal-Transition (EMT) auszulésen vermag (Eger et al., 2000; Kim et
al., 2002).

2.5 Uberlappung der Expression und Aktivitit von p63 und Komponenten des

kanonischen Wnt-Signalwegs

Die Expression des Tumorsuppressor-Homologen ANp63a Uberlappt teilweise in der
Expression der Wnt-Signalweg-Komponenten, wie auch der Aktivitdt des Signalwegs.
Gerade wahrend der Entwicklung wird dieses deutlich, wenn man den Phanotypen von
p63 -/- Mausen mit dem der Lefl -/- Mause vergleicht. Sowohl p63 als auch der
kanonische Wnt-Signalweg sind fir die Ausbildung von Hautanhangsgebilden, wie
Haarfollikeln (siehe Abbildung 8), Brustdrisen und Zahnen aber auch fir die
Extremitatenentwicklung notwendig. Nach abgeschlossener Entwicklung spielen beide
Faktoren eine Rolle in der Gewebehomeostase und vor allem Onkogenese. Tabelle 1

stellt eine Ubersicht der liberlappenden Funktionen dar.

Abbildung 8: TOPGal-Maus

Aktivitdt des kanonischen Wnt-Signalwegs in der Haut eines Maus-Embryos. Wahrend der
embryonalen Entwicklung ist die Expression des TOPGAL-Reporters Uber die Aktivitat der B-
Galactosidase (blaue X-Gal-Farbung) als blaue Farbung zu sehen. Die blauen Punkte in A und B
entsprechen den sich entwickelnden Haarfollikeln. [aus (Alonso und Fuchs, 2003)]
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Tabelle 1: Ubersicht der Uberlappungen in p63- und Wnt-Signalweg-Expression und

Aktivitat
Funktion in: ANp63a kanonischer Wnt-Signalweg
Haut- * Reguliert die ektodermale » Expression von 3-Catenin und TCF/

entwicklung

Differenzierung (Koster et al., 2002;
Mills et al., 1999; Yang et al., 1999)

* p63-/- Mause: kein mehrschichtiges
Plattenepithel (Mills et al., 1999; Yang
et al., 1999)

LEFs in dermalen Papilla und Matrix-
zellen (DasGupta und Fuchs, 1999; van
Genderen et al., 1994; Zhou et al., 1995)
» Konditionelle APC-KO-Mause: Defekte
in zahlreichen Plattenepithelien
(Kuraguchi et al., 2006)

Extremitéten

* p63-/- Mause: Keine bzw. trunkierte
Extremitaten (Mills et al., 1999; Yang
et al., 1999)

» Wnt-Aktivitat in apikaler ektodermaler
Randleiste und dorsalem Ektoderm fur
Extremitatenauswuchs (Hill et al., 2006;
Kawakami et al., 2001)

+ Verlust oder Uberaktivierung von B-
Catenin: Trunkationen (Hill et al., 2006)

Hautanhangsgebilde

Brustdriisen * p63-/- Mause: Keine Brustdriisen * Brustdriisenknospen in TOPGal E10,5
(Mills et al., 1999) (Chu et al., 2004; DasGupta und Fuchs,
» p63-Mutationen: Abnormale Brust- 1999; Mikkola und Millar, 2006)
drisen (Rinne et al., 2007; Rinne et * Lef1-/- Mause: Keine Brustdriisen (van
al., 2006) Genderen et al., 1994)
Haarfollikel * Expression von p63 in Haar-  Haarfollikel in TOPGal (DasGupta und
plakoden (Laurikkala et al., 2006) Fuchs, 1999)
* p63-/- Mause: Keine Haare (Mills et + Nukleares Lef1 und 3-Catenin (Merrill
al., 1999; Yang et al., 1999) etal., 2001)
* p63-Mutationen: Fehlende oder * Lef1-/- Mause: Keine Haarfolikel (van
abnormale Kérperbehaarung (Rinne Genderen et al., 1994)
et al., 2007; Rinne et al., 2006) * Inhibition nach Dkk1 (Andl et al., 2002)
Zahne » Expression wahrend E11-E15 von » Wnt-Expression in oralem/dentalem
Epithelium tber Knospe bis Krone Epithel (Sarkar und Sharpe, 1999)
(Laurikkala et al., 2006) * LEF1-Expression in dentalem Epithel
(Sasaki et al., 2005a)
* Lef1-/- Mause: Zahnentwicklung
iniziiert, jedoch im Knospenstadium
arettiert (van Genderen et al., 1994)
» Lef1-Uberexpression: ektopische Zahn-
knospen (Zhou et al., 1995)
Gewebe- * Haut: Erhaltung des Stammzell- » Haut: 3-Catenin notwendig fur
homeostase pools, Regeneration (Koster und Differenzierung der Hautstammzellen zu
Roop, 2004) Keratinocyten (Huelsken et al., 2001)
* Haut: TCF-3 und -4 notwendig fur
Homeostase (Nguyen et al., 2009)
* Darm: Erhaltung des Stammzellpools in
Krypten (Korinek et al., 1998)
* Hamatopoese: Erhaltung des
Stammzellpools (Reya et al., 2003)
Onkogenese

Zellmigration und
-invasion

* Verstarkung nach p63-KD in
Zelllinien (Barbieri et al., 2006; Gu et
al., 2008; Higashikawa et al., 2007)

* Verstarkung nach Aktivierung, fordert
EMT (Eger et al., 2000; Kim et al., 2002)

Tumorinitiation
und -progression
nach
Dysregulation

* Brust (Ribeiro-Silva et al., 2003;
Wang et al., 2002)

* Blase (Koga et al., 2003a; Koga et
al., 2003c; Park et al., 2000; Urist et
al., 2002)

* Prostata (Signoretti et al., 2000)

* Plattenepithel (Gu et al., 2008)

* Brust (Howe und Brown, 2004)

* Darm (Kinzler et al., 1991; Liu et al.,
2000; Morin et al., 1997)

» Haarfolikel (Celso et al., 2004; Chan et
al., 1999; Gat et al., 1998)

» Hautkrebs (Bhatia und Spiegelman,
2005)
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2.6 Bisherige Studien zur Interferenz von p63 mit dem Wnt-Signalweg

Trotz zahlreicher Uberlappender Funktionsbereiche in der Entwicklung, wie auch der
Tumorigenese, ist die Interferenz von p63 mit dem kanonischen Wnt-Signalweg nur in
wenigen Studien untersucht worden. Die erste Veroffentlichung zur Funktion von ANp63a
im kanonischen Wnt-Signalweg stammt aus dem Jahr 2002 von Patturajan et al. Die
Autoren beschrieben hier die inhibitorische Funktion von Uberexprimiertem ANp63a auf
die Aktivitat der GSK3p, die eine Stabilisierung des cytoplasmatischen B-Catenins und
somit eine Steigerung der kanonischen Wnt-Aktivitat zur Folge hat. Diese Inhibition der
Kinaseaktivitat wird in den Augen von Patteruajan durch die von ihm nachgewiesenen
Interaktionen der N-terminalen Domane von ANp63a mit der B56a-Untereinheit der
Protein Phosphatase P2 (PP2A) und GSK3[( selber vermittelt. Auch eine endogene
Interaktion mit B-Catenin wurde von den Autoren demonstriert, jedoch nicht weiter
thematisiert (Patturajan et al., 2002). Sich an diese Veroffentlichung anschlieRenden
Untersuchungen von humanen Tumoren haben jedoch keine signifikante Korrelation von
starker ANp63a-Expression und der nukledren Lokalisation von [B-Catenin aufgezeigt
(Reis-Filho, 2003).

Dennoch wurde die umgekehrte Korrelation gezeigt, die besagt, dass reduzierte ANp63a-
Mengen im Zuge der Tumorprogression (Koga et al., 2003a; Koga et al., 2003c; Morita,
2005; Stefansson et al., 2006a; Urist et al., 2002; Wang et al., 2002) mit reduzierten [3-
Catenin-Mengen einhergehen (Koga et al., 2003c). Und auch im Verlauf der Entwicklung
zeigt sich im ektodermalen Gewebe das gemeinsame Ausbleiben der p63 und B-Catenin-
Expression (Laurikkala et al., 2006).

Ein weiterer Aspekt ist die transaktivierende Wirkung von TAp63B und —y auf die
Transkription von WNT4 durch die direkte Bindung des WNT4-Promotors(Osada, 2006).
Das eigentlich nicht-kanonische WNT4-Signalmolekil wurde bisher jedoch sowohl mit
einer Aktivierung (Lyons et al., 2004) als auch Inhibierung des Wnt/B-Catenin-Signalwegs
in Verbindung gebracht (Bernard et al., 2008). Die Rolle von ANp63a wurde in diesem
Zusammenhang zwar nicht betrachtet, kdnnte jedoch in der antagonistischen Regulierung
der TA-Isoformen liegen.

Weitere Untersuchungen wurden im Zuge der Dissertation von Constanze Mdritz (2006)
durchgefthrt, in welcher postuliert wurde, dass ANp63a im tertidren Komplex mit dem
Transkriptionsfaktor TCF-4 und p-Catenin maf3geblich an der verstarkten Transaktivierung

von B-Catenin-TCF-regulierter Transkription ist. Auch eine gesteigerte TCF-4-vermittelte
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Relokalisation von B-Catenin wurde beschrieben, wahrend ein Einfluss von ANp63a auf

die Akkumulation von B-Catenin hier nicht bestatigt werden konnte.

All diese Experimente wurden jedoch im Uberexpressionssystem und auf Basis von
Reporterexperimenten durchgeflhrt. Eine physiologische Funktion von ANp63a im
kanonischen Wnt-Signalweg mit besonderem Hinblick auf den molekularen Mechanismus
und B-Catenin-responsive Gene ist daher nicht ausreichend untersucht worden, zumal die
Studie von (Reis-Filho, 2003) die Diskrepanz der Uberexpressionsexperimente und der in

vivo-Situation verdeutlicht.
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2.7 Fragestellung

Die p53-unabhangigen Funktionen des Tumorsuppressor-Homologen p63 sind vielfaltig
und gestalten sich abhangig von der jeweils exprimierten Isoform unterschiedlich. In der
basalen Schicht des Plattenepithels ist ANp63a die vorherrschende Isoform, welche
malfigeblich an der Entwicklung der Haut und weiterer epithelialer Strukturen beteiligt ist.
Im Rahmen der Tumorprogression konnte die inhibitorische Funktion von ANp63a auf
Zellmigration und -invasion gezeigt werden.

Einige der Gewebe mit hohen ANp63o-Leveln weisen in ihrer Entwicklung eine
Abhangigkeit vom kanonischen Wnt-Signalweg auf. Auch konnte eine gesteigerte
Zellinvasion nach Aktivierung des Signalwegs nachgewiesen werden. Diese funktionellen
wie auch die Expressionsregion betreffenden Uberlappungen, deuten auf eine mdgliche
Interferenz von ANp63a mit dem kanonischen Wnt-Signalweg hin.

Im Rahmen dieser Ausarbeitung sollte der Einfluss von ANp63a auf den kanonischen
Whnt-Signalweg untersucht werden, im besonderen Hinblick auf die Identifikation eines
neuen Regulationsmechanismus des Signalwegs z.B. zur Erzielung von
gewebespezifischen Aktivitdtsunterschieden. Bisherige Studien von Patturajan et al., 2002
und Moéritz (2006) postulierten eine positive Wirkung von ANp63a auf die p-Catenin-TCF-
regulierte Transkription, wurden jedoch ausschlieBlich in einem Uberexpressionssystem

durchgeflihrt, das physiologische Bedingungen nur unzureichend reflektiert.

In einem Whnt-induzierbaren Zellkultursystem mit groflen Mengen an endogenem ANp63a
sollte in Knockdown-Experimenten der Einfluss dieses Proteins auf [(-Catenin-
responsiven Gene analysiert und so in einen physiologischeren Kontext gestellt werden.
Vor diesem Hintergrund sollte des Weiteren die Frage adressiert werden, welche
Auswirkungen eine gleichzeitige Signalwegs-Aktivierung auf den ANp63a-vermittelten
Effekt hat. Zur Aufklarung des hierflir zugrunde liegenden Mechanismus wurde die bei
Moéritz (2006) beschriebene Interaktion zwischen ANp63a und TCF-4 in Betracht gezogen

und hinsichtlich der interagierenden Domanen naher charakterisiert.

Mit diesen Untersuchungen sollte ein Modell zur Klarung der Frage etabliert werden:

Hat ANp63a einen regulierenden Einfluss auf die B-Catenin-TCF-vermittelte Transkription

Whnt-responsiver Gene, und welche Mechanismen liegen dem zugrunde?
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3 Material

3.1 Gerite

Bakterieninkubator

Brutschrank ,Hera Cell*
Elektrophoresekammer, horizontal
Elektroporator GenePulser® |l
Entwickler-Maschine ,,Optimax 2010“
Flissig-Stickstofftank LS4800
Folien-SchweilRgerat ,Vacupack plus*
Gefrierschranke —20°C
Gefrierschranke —80°C ,Hera freeze"
Heizblock ,Thermomixer 5436“
Kuhlschrank

Kdhlzentrifuge , Typ Megafuge 1.0 R*
Luminometer ,Centro LB 960
Magnetrihrer ,MR 3001“

Mikroskop Axiovert 40C

Mikrowelle

Netzwerkgerat ,Power Pack P25T"
PCR Cycler ,advanced Primus 25*
pH-Meter inoLab® Serie 720
Pipetten (2,5ul, 100ul, 1000ul)
Pipettierhilfe XP

Rotierer ,34528"

Real-Time PCR System “Chromo 4”
Schuttler ,PROMAX 2020*

Schittelinkubator

Memmert GmbH + Co. KG, Schwabach
Heraeus Instruments, Hanau
Harnischmacher Labortechnik, Kassel
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Typon Rdéntgen-Film GmbH, Grinstadt
LabSystems Taylor Wharton

Krups GmbH, Solingen

Liebherr Hausgerate GmbH, Ochsenhausen
Heraeus Instruments, Hanau

Eppendorf GmbH, Hamburg

Liebherr Hausgerate GmbH, Ochsenhausen
Heraeus Instruments, Hanau

Berthold Technologies, Bad Wildbad
Heidolph Inst. GmbH & Co.KG, Schwabach
Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Géttingen
Cinex

Biometra GmbH, Géttingen

Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen
WTW GmbH, Weilheim

Eppendorf research, Hamburg

Drummond Scientific Co., Broomall, Pa. USA
Schutt Labortechnik GmbH, Goéttingen
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Heidolph Inst. GmbH & Co.KG, Schwabach

Infors HT, Bottmingen, S
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Spektralphotometer NanoDrop™ 1000
Sterilbank “Hera safe”

Tischzentrifuge 5415R

UV-Schirm ,Gel iX Imager*

Vortex mixer

Waage LE6238

Wasserbad TW20

Western Blot Kammer

X-Ray Kassetten 13x18cm

Zahlkammer Neubauer improved

3.2 Verbrauchsmaterialien

9,6 cm? /3,9 cmWell — Zellkulturplatten
Elektroporationskulvetten ,Gene Pulser”
Gel-Blotting-Paper GB002 (Whatman-Papier)
Kryordhrchen CryoLine™ (1,8 ml)

Latex Handschuhe Safeskin PFE
OptiPlate™-96

PCR-Reaktionsgefalie 0,2 ml
Pipettenspitzen (10 ul/ 200 pl/ 1000 ul)
Polypropylen-Réhrchen (15 mi/50 ml)
PROTRAN Nitrocellulose Transfermembran
Reaktionsgefalte (1,5 mil/2 ml)
Roéntgenfilme Blaufilm RX 13x18 cm
Schweil¥folie

Spritzen ,,U-40 Insulin® (26 Gauge)
Zellkulturschalen (10 cm)

Zellschaber (16 cm/25cm)

Peqglab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Eppendorf research, Hamburg

Intas Science Imaging Instr. GmbH, Géttingen
neolab GmbH, Heidelberg

Sartorius GmbH, Goéttingen

JULABO Labortechnik GmbH, Seelbach
Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen

Rego Gollwitzer GmbH & Co. KG, Augsburg

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Schleicher & Schuell GmbH, Dassel
Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden
Kimberly-Clark Professional, Koblenz
Perkin Elmer, Massachusetts, USA
SARSTEDT AG & Co., Nimbrecht
MBP/ Greiner/ Sarstedt

Greiner GmbH, Nirtingen

Schleicher & Schuell GmbH, Dassel
Eppendorf research, Hamburg

Ernst Christiansen GmbH, Planegg
Krups GmbH, Solingen

B.Braun Petzold GmbH, Melsungen
Greiner GmbH, Nurtingen

SARSTEDT AG & Co., Niimbrecht
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3.3 Chemikalien

1,4-Dithiothreitol (DTT)

Agarose

Ammoniumpersulfat (APS)
Ammoniumsulfat ((NH4).PO,)
Bacto-Agar

Bovine Serum Albumin (BSA)
Bromphenolblau

Calciumchlorid (CaCl)
Chloroform

Complete (Proteaseinhibitor-Cocktail)
Desoxycholat (DOC)
Dexamethason

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatrium-hydrogen-phosphat (Na,HPOQO,)
Essigsaure

Ethanol abs.

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Ficoll

Glutathionen-beads

Glycerin

Glycin

Glykogen “Glyco Blue”

H,0, RNase-frei

Hefeextrakt

HEPES

Isoamylalkohol

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich GmbH, Seelze

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich GmbH, Seelze

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Roche Diagnostics GmbH, Penzberg
AppliChem GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich GmbH, Seelze
AppliChem GmbH, Darmstadt

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Jena Bioscience GmbH, Jena
Sigma-Aldrich GmbH, Seelze
Sigma-Aldrich GmbH, Seelze
Sigma-Aldrich GmbH, Seelze

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich GmbH, Seelze
Ambion GmbH, Kaufungen
Sigma-Aldrich GmbH, Seelze

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
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Isopropanol

Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG)

Kalium-dihydrogen-phosphat (KH,PO,)
Kaliumchlorid (KCI)

Magermilchpulver

Magnesiumchlorid (MgCl)
Manganchlorid (MnCl)

Methanol

N,N,N",N’-Tetramethylendiamin (TEMED)

Natriumacetat

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Nondient P40 (NP-40)

PIPES

Ponceau

Potassiumacetat (CH;COOK)
Protein-A-Sepharose
RNAse-freies Wasser
ROTI®-Phenol

Rotiphorese (30% Acrylamid—Ldsung)
Rubidiumchlorid (RbCl)
Sukrose

SYBR Green

Trasylol

Trehalose

Trichostatin A (TSA)

Trishydroxymethylaminomethan (Tris-Base)

Triton-X100

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
AppliChem GmbH, Darmstadt

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich GmbH, Seelze

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich GmbH, Seelze

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich GmbH, Seelze
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Promega GmbH, Mannheim

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
AppliChem GmbH, Darmstadt

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Stratagene GmbH, Basel, A
AppliChem GmbH, Darmstadt

USB Corp., Cleveland, OH, USA
Bayer Vital GmbH, Leverkusen

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
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TRIZOL Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Trypton Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Tween-20 Sigma-Aldrich GmbH, Seelze
3.4 Reaktionssysteme (Kits)
Big Dye Terminator Kit AB/Ambion, Austin, TX, USA
Dual-Luciferase® Reporter Assay System Promega GmbH, Mannheim
Foto-Entwickler ,Adevodur” OMNILAB GmbH & Co. KG, Minchen
Foto-Fixierer ,Adevodur” OMNILAB GmbH & Co. KG, Minchen
Invisorb® Spin Plasmid Mini Two Kit InViTek GmbH, Berlin
lllustra™ RNA Spinmini Kit GE Healthcare, Miinchen
Lipofectamine™2000 Invitrogen GmbH, Karlsruhe
MMESSAGE mMACHINE Kit AB/Ambion, Austin, TX, USA
PureYield™ Plasmid Maxiprep System Promega GmbH, Mannheim
QIAquick® PCR Purification Kits Qiagen GmbH, Hilden
RNeasy® Mini Kit Qiagen GmbH, Hilden
SuperSignal® West Dura Pierce, Rockford, IL, USA
SuperSignal® West Femto Maximum Pierce, Rockford, IL, USA

3.5 Puffer und Losungen
Cysteinhydrochlorid-Lésung (2%ig): 2% (w/v) Cys-HCl in 0,1x MBSH, pH8.0
Dexamethason (1000x): 4 mg Dexamethason/ml in 100% Ethanol

DNA-Probenpuffer (6x): 40% Sukrose (w/v), 10% Glycerin (w/v) und
0,25% Bromphenolblau (w/v)

EB-Puffer: 10 mM Tris-HCI (pH 8.5)

GST-Pulldown Lysepuffer: 50 mM Tris pH 8.2, 50 mM NaCl, 1 mM DTT und
1 mM MgCl,

Ko-Immunprazipitationspuffer (Ko-IP-Puffer): 150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI
pH 7.5 und 0,5% NP40 (v/v)
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Ko-Immunprazipitations-Lysepuffer (Ko-IP-Lysepuffer): 50 ml Ko-IP-Puffer mit

1 Tablette Roche complete (Proteaseinhibitoren)

Laemmli-Puffer (6x): 0,35 M Tris-HCI pH 6.8, 30% Glycerin (v/v), 10% SDS (w/v),
9,3% 1,4-DTT (w/v) und 0,02% Bromphenolblau (w/v)

Laufpuffer fiir Proteingele (10x): 0,1% SDS, 25 mM Tris-Base und 192 mM Glycin

MBSH (5x) (modified Barth's solution): 440 mM NaCl, 12 mM NaHCOj3;, 5 mM KClI,
50 mM Hepes, 4,1 mM MgSQ,, 2,05 mM CaCl, und 1,65 mM Ca(NOs),

Mikro-Injektionspuffer: 1% (v/v) Ficoll in 1x MBSH
PBS (10x): 239,9 mM NaCl, 8,1 mM Na,HPO,, 2,7 mM KCl und 1,5 mM KH,PO,

PCR-Mastermix (2x): 75 mM Tris-HCI pH 8.8, 20 mM (NH,;).S0O,, 0,01% Tween-20,
3 mM MgCl,, SYBR Green 1:80000, 0,2 mM dNTPs, 20 U/ml Taqg-Polymerase,
0,25% TritonX-100, 0,3 M Trehalose und 0,3 yM Primer

RIPA-Puffer: 1,4% Trasylol (100000 KIE), 0,1% Triton X-100 (v/v), 0,1% DOC (v/v),
0,1% SDS (w/v), 9 mM NaCl, 2 mM Tris/HCI, pH 8.5 und 1 mM EDTA

TAE-Puffer (50x): 2 M Tris-Base, 1 M Essigsaure und 0,1 M EDTA

TFB-1-Puffer pH 5.8: 100 mM RbCl, 50 mM MnCl,, 30 mM Potassiumacetat,
10 mM CaCl; und 15% Glycerol

TFB-2-Puffer pH 6.5: 75 mM CaCl,, 10 mM PIPES, 10 mM RbCl und 15 % Glycerol

Western Blot Transferpuffer: 10% Western Salze (10x) (v/v), 15% Methanol (v/v) in
dH,O

Western Salze (10x): 1,9 M Glycin, 250 mM Tris-HCI pH 8.3, 0,02% SDS (w/v) in
dH,0
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3.6 Nukleinsduren
3.6.1 Nukleinsdauremarker
Gene Ruler™ DNA-Ladder Mix (0,5 mg DNA/mI) GibcoBRL, Karlsruhe

3.6.2 Vektoren und Konstrukte
3.6.2.1 Vektoren

pCl-neo: Der Expressionsvektor fir Saugetierzellen tragt einen humanen Cytomegalie-
Virus (CMV) Enhancer/Promotor. Er eigent sich fur sowohl die transiente als
auch stabile cDNA-Expression, da er das Neomycin Phosphotransferasegen

tragt, wodurch Saugetierzellen selektiert werden kdnnen.

pCS2+: Dieser Vektor eignet sich zur Expression von cDNA in eukaryotischen Zellen. Er
enthalt den starken Promotor simian CMV IE94, gefolgt von einem Polylinker
und der SV40 Polyadenylierungsstelle. Der SP6 Promotor in der 5
untranslatierten Region der mRNA des sCMV Promotors ermdéglicht die in vitro
RNA Synthese von Sequenzen die in den Polylinker kloniert wurden.
Konstruiert wurde der Vektor von David Turner und Ralph Rupp 1993, RZPD.

PCDNAZ3: Der von Invitrogen vertriebene Vektor enthat einen CMV Promotor und eignet
sich fir die cDNA Expression in eukaryotischen Zellen. Als bakterielle Resistenz
dient Ampicillin, fir die Selektion in Sdugetierzellen besitzt er das Gen fur eine

Neomycinresistenz.

pGEX-6P1: Fur die transiente, bakterielle Proteinexpression eignet sich dieser Vektor
von Amersham. Er enthalt einen tac-Promotor, wie auch ein N-terminales GST-
Epitop zur Expression von GST-Fusionsproteinen. Als Selektionsgen dient eine

Ampicillinresistenz.
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3.6.2.2 Expressionskonstrukte

PCAGGS-GFP: Fur dieses Expressionsplasmid wurde das BspHI-Bsml geschnittene
und aufgefillte Fragment von pGFP-C1mut, welches die Sequenz des mutierte
Aequera victoria Grin-Fluoreszierenden Proteins (Ser65Thr) enthalt, in die
ebenfalls geschnittene und aufgefiillte Xhol-Schnittstelle des pCAGGS-Vektors
kloniert. Dieses Konstrukt wird von BCCM/LMBP, Belgien vertrieben und wurde

von K. Heyninck kloniert.

pClneo-B-Catenin: Die cDNA Sequenz des humanen [(-Catenin wurde Uber die Xhol
und Xbal-Schnittstellen in den pCineo Vektor kloniert. Das Konstrukt wurde von B.

Vogelstein, Baltimore, USA erhalten und ist in (Morin et al., 1997) beschrieben.

pCS2+/ANp63a: [Kloniert durch Y. Chen, GZMB, Abt. Entwicklungsbiochemie,
unverdffentlicht] Dieses Konstrukt enthdlt murines ANp63a im pCS2+ Vektor
und wurde im Rahmen der Xenopus Achsenduplikationsexperimente
verwendet. Nach Linearisierung mit Notl wurde CapRNA durch die SP6
Polymerase synthetisiert. [Auszug aus (Damianitsch, 2009), S. 31]

pCS2+-HA-mLEF1: Dieses Expressionskonstrukt enthalt die cDNA Sequenz von
murinem LEF1 welches in die multiple Klonierungsstelle des pCS2+-Vektors
kloniert wurde. An den C-Terminus der LEF1 cDNA wurde die Sequenz fir ein
doppeltes Haemaglutinin-Epitop angefiigt. Das Konstrukt wurde von Dr. Andreas

Hecht, Freiburg erhalten.

pCS2+-HA-mLEF1AHMG: Zur Herstellung der HMG-Deletionsmutante von HA-LEF1
wurde an dem Templat-Plasmid pCS2+-HA-mLEF1 eine ortgerichtete
Mutagenese 4.3.9.1 mit dem Oligonukleotid LEF1-HMG_vor 5- CAG GAG
CCC AAA AGA CTA CAG GAG TCG AC -3 und dem dazu revers

komplementaren Primer durchgefuhrt.

pCS2+/LEF1-GR: [Die Klonierung der LEF1 cDNA in den pCS2+/GR Vektor wurde von
Katharina Damianitsch (GZMB, Abt. Entwicklungsbiochemie) durchgefihrt und in
der Dissertation (Damianitsch, 2009) beschrieben.]
Murines LEF1 wurde mit den Oligonukleotiden LEF1-Clal-vor (5-CAT CGA
TAT GCC CCA ACT TTC CGG AG-3") und LEF1-Xhol-rick (5-GAC TCG AGG
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ATG TAG GCA GCT GTC ATT C-3°) aus pSP64T/LEF1 (Behrens et al., 1996)
amplifiziert, mit Clal und Xhol verdaut und in den ebenfalls geschnittenen und
dephosphorylieten pCS2+/GR  Vektor kloniert. CapRNA wurde nach
Linearisierung mit Notl durch die SP6 Polymerase synthetisiert. [Auszug aus
(Damianitsch, 2009), S. 31]

pCS2+-HA-mTCF-1B: Dieses ebenfalls aus dem Labor von Dr. Andreas Hecht erhaltene
Konstrukt enthalt die cDNA Sequenz von murinem TCF-1B im pCS2+-Vektor.
Auch hier schliesst sich an die cDNA ein doppeltes HA-Epitop an.

pCS2+-HA-mTCF-1E: Die cDNA Sequenz des murinen TCF1-E mit doppeltem HA-Epitop
im pCS2+-Vektor; erhalten von Dr. Andreas Hecht.

pCS2+-HA-mTCF-3: Die cDNA Sequenz des murinen TCF-3 mit doppeltem HA-Epitop im
pCS2+-Vektor; erhalten von Dr. Andreas Hecht.

pCS2+-HA-hTCF-4: Die cDNA Sequenz des humanen TCF-4 mit doppeltem HA-Epitop
im pCS2+-Vektor; erhalten von Dr. Andreas Hecht.

pcDNA3-ANp63a: Dieses Konstrukt von Frank McKeon, Boston (USA) enthalt die
murine ANp63a cDNA Sequenz im pcDNA3-Vektor.

pPGEX-6P1-ANp63aa1-290: [Durchgefiihrt von Antje Dickmanns, GZMB, Abt. Molekulare
Onkologie] Murines ANp63 wurde mit den Oligonukleotiden
ANp63_f1_BamHI (5'-CGC GGA TCC ATG CTG TAC CTG GAA AAC AAT
GCC-3") und ANp63_r290_Xhol (5°-CCC TCG AGT CCG TGT GTA TTC TGA
CGG AAA GG-3) aus pcDNA3-ANp63a amplifiziert, mit BamHI und Xhol
verdaut und in den ebenfalls geschnittenen und dephosphorylierten pGEX-6P1
Vektor kloniert.

pGEX-6P1-ANp63aa81-290: [Durchgefiihrt von Antje Dickmanns, GZMB, Abt. Molekulare
Onkologie] Fur dieses Konstrukt wurde murines ANp63 mit den Oligonukleotiden
ANp63_f81_BamHI (5- CCG GAT CCC ACA GCT TCG ATG TGT CCT TCC
AG -3") und ANp63_r290_Xhol (5°-CCC TCG AGT CCG TGT GTA TTC TGA
CGG AAA GG-3') aus pcDNA3-ANp63a amplifiziert. Auch dieses Fragment wurde
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BamHI und Xhol verdaut und in den ebenfalls geschnittenen und
dephosphorylierten pGEX-6P1 Vektor kloniert.

3.6.2.3 Reporterkonstrukte

pGI3-OT (TOPFLASH): Zur Herstellung dieses Luziferase-Reporters flr den
kanonischen Wnt-Signalweg wurden 3 Kopien der TCF-4-Bindestelle
(CCTTTGAT) vor das Firefly-Luziferase-Gen (Xhol-Schnittstelle) des pGl3-Basic-
Vektors kloniert, (Shih et al., 2000).

pGI3-OF (FOPFLASH): Wie pGI3-OT (TOPFLASH), jedoch mit mutierten TCF-4-
Bindestellen (CCTTTGGC), (Shih et al., 2000).

pRL-tk (Kontrolireporter): Promega GmbH, Mannheim. Dieser Kontrollreporter besitzt
einen Herpes Simplex Virus-Thymidinkinase-Promotor flr eine Renilla-
Luziferase, gefolgt von einer SV40 Poly (A) Sequenz. Als Resistenzgen dient

Ampicillin.

pTAluc-pSuperTOPflash: Kloniert von Ajamete Kaykas im Labor von R. Moon (Veeman
et al.,, 2003). Das Riickrad des Reporterkonstruktes ist pTA-luc (Clontech) mit
einem minimal TA Viruspromotor vorgeschaltet vor ein Firefly-Luziferase-Gen. In
die Mlul Restriktionsschnittstelle wurden 8 Kopien der TCF/LEF Bindestelle
(AGATCAAAGGGGGTA) kloniert. (FETT gedruckt ist die Bindestelle, kursiv

gedruckt eine Spacersequenz, welche die Bindestellen voneinander trennt)

pTAluc-pSuperFOPflash: Kloniert von Ajamete Kaykas im Labor von R. Moon (Veeman
et al., 2003). Kontrollreporter zu pTAluc-pSuperTOPflash. In diesem Firefly-
Luziferase-Reporter sind die TCF/LEF Bindestellen mutiert.
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3.6.3 Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide wurden von Metabion, synthetisiert und in einer Konzentration von
100 uM in ddH,0 bei -20°C gelagert.

3.6.3.1 Sequenzieroligonukleotide

Tabelle 2: Liste aller in dieser Arbeit verwendeten Sequenzieroligonukleotide

Name Sequenz in 5’ — 3’ Orientierung
CMv GGC GTG TAC GGT GGG AGG TC
LEF1 nt525 CAC CCG TCA CACATCCC

Sp6 CTC TAG CAT TTA GGT GAC AC

3.6.3.2 Oligonukleotide fiir die ortsspezifische Mutagenese und PCR-Klonierung

Tabelle 3: Liste aller in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide fiir PCR Klonierung

Name

Sequenz in 5’ — 3’ Orientierung

HA-LEF1AHMGvor
HA-LEF1AHMGriick
pCS2+LEF1-Clal-vor
LEF1-Xhol-riick
ANp63_f1_BamHI
ANp63_f81_BamHI
ANp63_r290_Xhol

CAG GAG CCC AAAAGACTACAG GAGTCGAC

GTC GACTCCTGTAGTCTTTTG GGC TCC TG

CAT CGA TAT GCC CCAACT TTC CGG AG

GAC TCG AGG ATG TAG GCAGCT GTCATTC

CGC GGATCC ATG CTG TAC CTG GAA AAC AAT GCC
CCG GAT CCC ACAGCT TCGATG TGT CCT TCC AG
CCC TCGAGT CCG TGT GTATTC TGA CGG AAA GG
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3.6.3.3 siRNA Oligonukleotide

Tabelle 4: Liste aller in dieser Arbeit verwendeten siRNA Oligonukleotide

Name Sequenz in 5 — 3’ Orientierung Referenz

Allstar negative - Qiagen GmbH, Hilden
B-Catenin AAA GCT GAT ATT GAT GGA CAG (Verma et al., 2003)
p63_1 AAC CAT GAG CTG AGC CGT GAA (Lee et al., 2006)

p63_2 AAC ACA CAT GGT ATC CAG ATG (Thurfjell et al., 2005)
p63_3 AAC AGC CAT GCC CAG TAT GTA (Carroll et al., 2006)
p63_4 AAG ACA GAG TGT GCT GGT ACC (Higashikawa et al., 2007)
p63_5 AAA GCA GCA AGT TTC GGA CAG (Barbieri et al., 2006)

3.6.3.4 RT-PCR Oligonukleotide

Tabelle 5: Liste aller in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide zur RT-PCR Analyse.

Name

Sequenz in 5 — 3’ Orientierung

random nonamer

oligo-dT T23VN
36B4 vorwarts GAT TGG CTACCC AACTGT TG
36B4 rickwarts CAG GGG CAG CAG CCACAAA

Axin2 vorwarts

Axin2 rickwarts

TCC CCA CCT TGA ATG AAG AA
TGG TGG CTG GTG CAA AGA

MMP7 vorwarts
MMP7 rickwarts

GAG GAG CTCATG GGG ACTC
CCATAG GTT GGA TAC ATC ACT GC

LEF1 vorwarts
LEF1 ruckwarts

GAC GAG ATGATC CCCTTC AA
CGG GAT GAT TTC AGA CTC GT

p63 vorwarts

p63 rickwarts

GGA AAACAATGC CCAGACTC
GTG GAATAC GTC CAG GTG GC

B-Catenin vorwarts

[B-Catenin riickwarts

TAC CTC CCA AGT CCT GTATGA
TGA GCA GCATCAAACTGT GTAG
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3.7 Proteine und Peptide
3.7.1 Proteinmarker
Protein-GroRenstandard ,Benchmark” Invitrogen GmbH, Karlsruhe
3.7.2 Rekombinante Peptide
Rekombinantes Wnt3a (human) R&D Systems GmbH, Wiesbaden
3.7.3 Enzyme
M-MuLV reverse Transkriptase New England Biolabs GmbH, Frankfurt
PfuUltra™ High-Fidelity DNA-Polymerase bzw. Stratagene GmbH, Basel, A

PfuTurbo™ High-Fidelity DNA-Polymerase

mit passendem Reaktionspuffer

Restriktionsendonukleasen Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
RNase Inhibitor, rekombinant New England Biolabs GmbH, Frankfurt
T4-Ligase Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Tag-Polymerase Primetech LTD, Minsk, Weiltrussland

3.7.4 Antikorper
Primarantikérper:

Tabelle 6: Liste aller in dieser Arbeit verwendeten Primérantikérper (Immunblot und IP)

Name Klon Verdiinnung Herkunft Hersteller
a-B-Actin AC-15 1:10000 Maus monoklonal Abcam
a-B-Catenin E-5 1:1000 Maus monoklonal Santa Cruz
a-Phospho-B-Catenin  S33/37,T41 1:1000 Maus monoklonal Cell signaling
a-B-Galactosidase - IP: 1 g Maus monoklonal Promega
a-GFP - 1:3000 Maus monoklonal Clontech
a-GST - 1:50000 Ziege polyklonal Amersham
a-HA-tag HA.11 1:1000 Maus monoklonal Covance

a-p63 4A4 1:1000 Maus monoklonal Santa Cruz
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Sekundarantikorper:

Tabelle 7: Liste aller in dieser Arbeit verwendeten Sekundarantikorper

Name Verdiinnung Hersteller

Peroxidase-konjugiertes affiniPure F(ab'), 1:10000 Jackson ImmunoResearch
Fragment, Esel-a-Maus IgG (H+L)
Peroxidase-konjugiertes Esel-a-Ziege 1gG 1:50000 Santa Cruz

3.8 Zellen
3.8.1 Prokaryotische Zellen

Escherichia coli DH 10 B ,Electromax® Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Escherichia coli Rosetta 2; DE3 Novagen, Madison, WI, USA

3.8.2 Eukaryotische Zellen

Tabelle 8: Liste aller in dieser Arbeit verwendeten eukaryotischen Zelllinien

Name Ursprung bezogen von
5637 humanes Blasenzellkarzinom DSMZ
NCI-H1299-Zellen humanes Grol3zellen-Lungenkarzinom ATCC; CRL-5803
HEK-293 humane embryonale Nierenzellen ATCC; CRL-1573
L-Zellen murine Fibroblasten ATCC, CRL-2648
Whnt3a-L-Zellen murine Fibroblasten ATCC, CRL-2647

3.9 Medien und Lésungen fiir Bakterienkultur

Agar Sigma-Aldrich GmbH, Seelze
Ampicillin [ad 200 pg/mi] Sigma-Aldrich GmbH, Seelze
Kanamycin [ad 25 pg/ml] Sigma-Aldrich GmbH, Seelze

2YT-Medium: 1,6% Trypton (w/v), 1% Hefeextrakt (w/v) und 0,5% NaCl (w/v) in dH,0
LB-Medium: 1% Trypton (w/v), 1% Hefeextrakt (w/v) und 0,5% NaCl (w/v) in dH,0

LB-Agar: 15% Bacto-Agar (w/v) in LB-Medium
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3.10 Medien und Lésungen fiir Kultur eukaryotischer Zellen

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) Invitrogen GmbH, Karlsruhe

RPMI 1640 mit HEPES ohne L-Glutamin Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Ciprofloxacin (Ciprobay®) Bayer Vital GmbH, Leverkusen
Fotales Kalberserum (FCS, fetal calf serum) Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Geneticin Invitrogen GmbH, Karlsruhe
L-Glutamin Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Penicillin/Streptomycin Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Tetracyclin Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Trypsin/EDTA Invitrogen GmbH, Karlsruhe

DMEM (voll) und RPMI (voll) enthalt: 10% FCS, 50 U/ml Penicillin, 50 pg/ml
Streptomycin, 200 uM L-Glutamin, 10 ug/ml Ciprobay® und 2 pg/ml Tetracyclin

DMEM - Selektionsmedium: DMEM (voll) mit 500 pug/ml Geneticin
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4 Methoden
4.1 Zellbiologische Methoden
4.1.1 Arbeiten mit Bakterien

Zur Vermehrung von Plasmiden fir molekularbiologische Arbeiten wurde der
Bakterienstamm Escherichia coli DH10B™ verwendet. Fiir die Proteinexpressionen im
Rahmen der GST-Pulldowns kam der Bakterienstamm Escherichia coli Rosetta 2; DE3

zum Einsatz.

4.1.1.1 Herstellung chemisch kompetenter Zellen

E.coli-Zellen besitzen keine natlrliche Transformationskompetenz und missen zuvor
durch physikalische oder chemische Methoden kiinstlich kompetent gemacht werden. Die
kommerziell erhaltlichen E. coli-Zellen ElectroMAX™ DH10B™ (Invitrogen) sind elektro-
kompetent, d.h. durch das Anlegen eines elektrischen Feldes, kommt es fir wenige
Millisekunden zu einer Poreninduktion in der Zellmembran, wodurch diese durchlassig fir
DNA wird. Dieser Bakterienstamm wurde verwendet, um chemisch kompetente Zellen
herzustellen. Hierzu wurde eine Calciumchlorid-Behandlung nach HANAHAN (Sambrook,
2001) angewendet, welche sich wie folgt zusammenstellt:

E. coli Zellen ElectroMAX™ DH10B™ wurden auf einer Agarplatte ohne Antibiotikum
ausplattiert und Uber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Am folgenden Tag wurden
5 ml LB-Medium mit einer der gewachsenen Kolonien inokuliert und wiederum tber Nacht
bei 37°C bebriitet. Mit diesen 5 ml Flissigkultur wurden am nachsten Tag 500 ml LB-
Medium angeimpft und bei 37°C bis zum Erreichen einer ODgg von 0,6 auf dem Schiittler
inkubiert. Die Zellen wurden fir 10 min bei 3000 UpM (Umdrehungen pro Minute) und 4°C
herunterzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde in 150 ml kaltem
TFB-1-Puffer resuspendiert und fur 5 min auf Eis gehalten. Es folgte ein weiterer
Zentrifugationsschritt fur 10 min bei 6000 UpM und 4°C. Das resultierende Pellet wurde
vorsichtig in 5 ml TFB-2-Puffer resuspendiert und in 50 pl Aliquots auf -80°C gelagert.

4.1.1.2 Transformation chemisch kompetenter Zellen

Rekombinante Plasmide werden in vivo durch Replikation und Teilung transformierter
Bakterienzellen vermehrt. Um das gewinschte Plasmidkonstrukt, das ein
Antibiotikumsresistenzgen als Marker tragt, in die E.coli Zellen zu transformieren, wurden
100-500 ng der Plasmid-DNA zu 50 pl chemisch kompetenter E. coli DH10B™ (4.1.1.1)
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gegeben. Die Bakterien wurden anschliessend 30 min lang auf Eis gehalten, gefolgt von
einer 10-mindtigen Inkubation bei 37°C. Nach weiteren 10 min auf Eis wurden 50 pl LB-
Medium zu der Bakteriensuspension gegeben und bei 37°C schittelnd (300 UpM) in
einem Thermomixer fir 30 min inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen auf einer

selektiven Agarplatte bebriitet.

4.1.1.3 Elektroporation zur Transformation elektrokompetenter Zellen

Die Elektroporation ist eine effiziente Methode zum Einbringen von Plasmid-DNA in
Bakterien. Da im Rahmen von ortsgerichteter Mutagenese (4.3.9) die Menge des
Konstruktmaterials begrenzt war, wurde fir diese Transformation die Elektroporation
gewahlt, welche in etwa 100x effizienter ist, als die chemische Variante. Hierbei wurden
0,3 pl DNA (c < 10 ng/pl) zusammen mit 7 yl elektrokompetenter E.coli (ElektroMAX
DH10B) in einem Reaktionsgefal® vermischt und dieser Ansatz wurde dann in eine
Elektroporationsklvette (Plattenabstand 0,1 cm) Uberfiihrt, so dass der Bakterientropfen
beide Platten miteinander verbindet. Nun wurde fir 5 ms ein elektrisches Feld angelegt
(1,7 kV, 200 Q, 25 pF). Nach erfolgreicher Transformation (Zeitkonstante > 4,5 ms)
wurden sofort 150 pl 2YT-Medium zugegeben und die Bakteriensuspension anschlie?end

auf entsprechenden selektiven Agarplatten ausplattiert (4.1.1.4).

4.1.1.4 Kultivierung und Selektion von Bakterien

Die Kultivierung und Selektion der zur Transformation verwendeten Bakterien erfolgte
zunachst auf selektiven Agarplatten aus LB-Medium mit dem spezifischen Antibiotikum,
abhangig vom Antibiotikumresistenzgen des Plasmidvektors. Auf diese Weise wurden die
Bakterien mit den gewinschten Plasmidklonen selektioniert. Die Agarplatten wurden Uber
Nacht bei 37°C bebritet. AnschlieBend wurde eine Flissigkultur (3 ml antibiotikum-
haltiges 2YT-Medium fir analytische DNA-Praperationen bzw. 100 ml flir praperative
Ansatze) ebenfalls mit dem spezifischen Antibiotikum (Ampicillin [200 pg/ml] oder
Kanamycin [25 pg/ml]) versetzt und mit einer der transformierten Bakterienkolonien
inokuliert. Die Inkubation erfolgte Uber Nacht bei 37°C auf dem Schuttler.

4.1.1.5 Transformation und Expressionsinduktion der GST-getaggten Proteine in

E.coli

Nach chemischer Transformation (4.1.1.2) der GST-getaggten Konstrukte (4.3.10) in den

Bakterienstamm Escherichia coli Rosetta 2; DE3 wurden die Bakterien bei 37°C in LB-
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Medium inkubiert. Zur Induktion der Proteinexpression wurden die Zellen bei einer ODgqg
von 0,6 bis 0,8 mit 0,1 mM Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG) induziert und tber
Nacht bei 16°C weiter bebritet. Die Bakterien wurden am nachsten Tag durch eine 15-
minutige Zentrifugation bei 4800 UpM geerntet und mit dem GST-Pulldown-Lysepuffer

aufgeschlossen.

4.1.2 Arbeiten mit eukaryotischen Zellen

Die Arbeiten an eukaryotischen Zellkulturen erfolgten unter der Sterilbank.

4.1.21 Kultivierung von HEK-293-, NCI-H1299- und 5637-Zellen

Zur Kultivierung von adharenten Zelllinien wurden Zellkulturschalen verwendet, die bei
einer konstanten Temperatur von 37°C, 95% relativer Luftfeuchtigkeit und einem CO,-
Gehalt von 5% inkubiert wurden. Fur HEK-293- und NCI-H1299-Zellen wurde DMEM
(voll) - Medium verwendet; 5637-Zellen wurden in RPMI 1640 (voll) - Medium Kkultiviert.
Zur Passage der Zelllinien wurde das Nahrmedium entfernt und die Zellen mit 5 ml PBS
gewaschen, um tote Zellen und zweiwertige Kationen zu entfernen. Zum Abldsen der
Zellen erfolgte eine Inkubation mit Trypsin-EDTA (ca. 30 ul/cm?). Dabei bindet der
Chelatbildner EDTA die fiir die Zell-Zell-Adhasion wichtigen Ca*- lonen und die Protease
Trypsin sorgt durch die Spaltung der Proteinbriicken zwischen den einzelnen Zellen und
zum GefaBboden fur das Herauslésen der Zellen aus ihrem Verband. Die sich
ablésenden Zellen wurden in frischem Vollmedium resuspendiert und das Uberschiissige
Trypsin wurde durch die im FCS enthaltenen Protease-Inhibitoren inaktiviert.

Fur die kontinuierliche Kultur werden Zellen abhangig von der Zelllinie und -dichte
umgesetzt. HEK-293-, NCI-H1299- und 5637-Zellen wurden 1:10 passagiert; d.h., 1/10
der Suspension wurde in eine neue Kulturschale mit Vollmedium Uberfihrt. Fur
Transfektionsexperimente wurde eine definierte Anzahl von Zellen ausgesat, die zuvor mit

Hilfe der Neubauer-Zahlkammer bestimmt wurde.

4.1.2.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Von den verwendeten Zelllinien wurden von einer frihen Passage mehrere Aliquots in
flussigem Stickstoff gelagert. Dazu wurden die Zellen mit Trypsin/EDTA-LOsung aus ihrem
Verband gel6st und in Vollimedium resuspendiert. Im Anschluss wurden die Zellen bei 800
UpM und 4°C fir 10 min zentrifugiert. Alle weiteren Schritte erfolgten auf Eis. Das

Zellpellet wurde in einer auf Eis vorgekuhlten Losung aus 90% FCS und 10% DMSO
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resuspendiert und in Kryoréhrchen aliquotiert. Diese wurden Uber Nacht bei —80°C
langsam abgekuhlt, bevor sie in flissigen Stickstoff Gberfiihrt und dort gelagert wurden.

Fur das Auftauen der Zellen wurde das Aliquot kurz bei 37°C angetaut, in vorgewarmtes
Vollmedium in einer Zellkulturschale gegeben und bei 37°C, 95% relativer Luftfeuchtigkeit
und 5% CO, inkubiert. Am folgenden Tag wurde das Kulturmedium gewechselt, um das
noch enthaltene DMSO zu entfernen. Die weitere Kultivierung erfolgte wie unter (4.1.2.1)

beschrieben.

4.1.2.3 Liposomen-vermittelte Transfektion mittels Lipofectamine™2000

Die Aufnahme von Plasmid-DNA und siRNA in die Zellen wurde mit Hilfe des
Lipofectamine™ 2000-Reagenzes (iber Liposomen-vermittelte Transfektion erreicht
(Felgner, 1987; Felgner, 1989). Hierbei bildet die DNA bzw. siRNA Komplexe mit

artifiziellen Liposomen, die eine Verschmelzung mit der Plasmamembran vermitteln.

4.1.2.3.1 Transiente Transfektion von eukaryotischen Zellen mit Plasmid-DNA

Die Plasmid-DNA Transfektionen von HEK-293-, NCI-H1299- und 5637-Zellen wurden mit
dem Lipofectamine™ 2000-Reagenz durchgefiihrt. Am Vortag wurde die entsprechende
Anzahl an Zellen in Vollmedium ausgesat und tber Nacht bei 37°C und 5% CO; inkubiert.
Die Zellmenge variiert je nach Zelllinie und Transfektionsformat. Die genaue Zellzahl,
sowie die DNA-Gesamtmenge, die bei Bedarf mit leerem Vektor aufgefiillen wurde, und

die Lipofectamine™ 2000-Menge sind in Tabelle 9 aufgefiihrt.

Tabelle 9: DNA- und Lipofectamine™ 2000-Mengen fiir die transiente Tranfektion von

eukaryotischen Zellen

12 Well Zellkulturplatte 10cm?-Zellkulturschale

HEK-293 - 2*10° Zellen/Schale

NCI-H1299 - 2*10° Zellen/Schale

5637 3*10° Zellen/Well -
DNA in DMEM (0.2.) 1,2 ug in 100 yl DMEM 20 pgin 1,4 ml DMEM
Lipofectamine'" 2000 in . .
4 plin 100 yl DMEM 50 plin 1,4 ml DMEM
DMEM (0.2.)

Zur Transfektion wurde die Plasmid-DNA in ein Reaktionsgefal® mit DMEM ohne Zusatze

pipettiert. In einem weiteren GefaR wurde DMEM ohne Zusatze mit Lipofectamine™ 2000
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versetzt, gemischt und 5 min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Anschliessend wurden
beide Ansatze zusammengefihrt und 20 min bei RT inkubiert.

Die Transfektionsansatze wurden danach auf die Zellen in das vorhandene Kultur-
medium gegeben und die Zellen je nach Bedarf 24-48 h im Brutschrank inkubiert. Nach 4
h wurde ein Mediumwechsel mit frischem Vollmedium vorgenommen, um der Zelltoxizitat

des Lipofectamine™ 2000-Reagenzes entgegenzuwirken.

4.1.2.3.2 Transiente Transfektion von eukaryotischen Zellen mit siRNA

Die Transfektion von siRNA in 5637-Zellen wurde ebenfalls mit dem Lipofectamine™
2000-Reagenz durchgefiihrt. Hierbei wurde jedoch eine reverse Transfektion
angewendet, da sich diese als effizienter herausgestellt hat. Fir die reverse Transfektion
wurden zunachst in einem Reaktionsgefall 100 yl DMEM (0.Z.) mit 100 pmol siRNA
versetzt. In einem weiteren Gefald wurden 100 pyl DMEM ohne Zusatze mit 2
Lipofectamine™ 2000 gemischt, und beide Ansatze 15 min bei RT inkubiert.
Anschliessend wurden beide Ansatze zusammengefuhrt und erneut 15 min bei RT
inkubiert. Diese Ansatzen wurden in die jeweilgen Wells der 12 Well-Zellkulturplatte

tiberfiihrt und eine Zellsuspension mit 3*10° 5637-Zellen pro Well dazugegeben.

4.1.2.4 Herstellung von Wnt3a-konditioniertem Medium und die Kultivierung der

dazu notwendigen Zellen

Zur Herstellung von Wnt3a-konditioniertem Medium wurden L-Zellen verwendet, die stabil
mit einem Wnt3a-exprimierendem Konstrukt transfiziert wurden (Willert et al., 2003). Als
Selektionsgen tragt dieses Plasmid ein Neomycin-Resistenzgen. Diese Zellen wurden in
DMEM (voll) mit 0,5 mg/ml Geneticin, einem Neomycinderivat, kultiviert, um ein
Herauswerfen des gewiinschten Gens zu verhindern. Als Kontrolle zum Wnt3a-
konditioniertem Medium dient Medium, welches mit Hilfe von untransfizierten Zellen
hergestellt wurde. Diese L-Zellen wurden ohne Selektion in DMEM (voll) kultiviert. Das
Passagieren dieser beiden Zelllinien erfolgte wie unter 4.1.2.1 beschrieben mit einer
Verdlinnung von 1:10 alle 2-3 Tage. Fur die Gewinnung des Wnt3a-konditionierten
Mediums bzw. der Kontrollmediums wurden die Zellen aus einer konfluenten 10 cm-
Zellkulturschalen 1:10 verdunnt und 10 ml des gewunschten Mediums (DMEM (voll) bzw.
RPMI 1640 (voll)) ohne Geneticinzugabe fur 4 Tage inkubiert. Das Medium wurde
abgenommen und mit 4000 UpM fir 10 min zentrifugiert, um nicht-adharente Zellen aus
dem Medium zu entfernen. Der Uberstand wurde in ein neues GefaR (berflihrt und bei

4°C gelagert. Zu den nun konfluenten L-Zellen wurden 10 ml frisches Medium gegeben
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und weitere 3 Tage inkubiert. Das so gewonnene Medium wurde mit dem Ersten 1:1

gemischt und bei 4°C gelagert.

4.2 Arbeiten mit dem Organismus Xenopus laevis
[Die in dieser Arbeit beschriebenen Versuche am Modellorganismus Xenopus laevis
wurden von Dr. Katharina Damianitsch (Géttingen, GZMB, Abt. Entwicklungs-
biochemie, Prof. T. Pieler) durchgefiihrt. Die im Folgenden aufgefiihrten
Methodenbeschreibungen sind Ausziige aus der Dissertation Damianitsch, 2008 in

der diese Ergebnisse veroffentlicht wurden.]

Der afrikanische Krallenfrosch Xenopus laevis gehdrt zur Familie der zungenlosen
Froschlurche (Pipidae) der Ordnung Anura. Pigmentierte und Albinofrésche wurden von
der Firma Nasco (Ft. Atkinson, USA) erworben und gemal den Tierschutzbestimmungen
gehalten und behandelt. Die Bestimmung der Embryonalstadien erfolgte nach Nieuwkoop
und Faber, 1967. [aus Damianitsch, 2008, Kap. 2.2.1, S. 22].

4.2.1 invitro Synthese von RNA

Fir die Durchfihrung des Achsenduplikationsassays wurde zunachst die in vitro
Transkription der Monomethylguanosin-Cap-RNA zur Mikroinjektion vorbereitet. Die dazu
bendtigten Konstrukte sind pCS2+/ANp63a (kloniert durch Y.Chen, Goéttingen, GZMB,
Abt. Entwicklungsbiochemie, Prof. T.Pieler; unveréffentlicht) und pCS2+/LEF1-GR
(kloniert durch K. Damianitsch, Gottingen, GZMB, Abt. Entwicklungsbiochemie, Prof.
T.Pieler; Damianitsch, 2008) die vor der Transkription mit dem Restriktionsenzym Notl

linearisiert wurden.

4.2.1.1 Linearisierung von ,sense‘“ und ,,antisense‘ Matrizen fiir die RNASynthese

10ug ,Template“-DNA wurde in einem 50upl Ansatz mit 4 U des entsprechenden
Restriktionsenzyms sowie des mitgelieferten 10x Puffers (Fermentas) uUber Nacht bei
37°C inkubiert. [aus Damianitsch, 2008, Kapitel 3.2.5.3, S. 39].
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4.21.2 in vitro Transkription von Monomethylguanosin-Cap-RNA zur

Mikroinjektion in Xenopus Embryonen

Zur in vitro Transkription von CapRNA wurde das mMMESSAGE mMACHINE Kit mit SP6
oder T7 RNA-Polymerasen (Ambion) verwendet. Das (bliche Volumen eines
Transkriptionsansatzes betrug 10 ul und die Reaktion erfolgte fir 3 Stunden bei 37°C.
Anschlielend wurde die ,Template“-DNA durch Zugabe von 1 ul RNAse-freier DNAse fiir
15 min bei 37°C verdaut. [aus Damianitsch, 2008, Kapitel 3.3.1.1, S. 41].

4.2.1.3 Aufreinigung von RNA

Die Aufreinigung der in vitro transkribierten RNA erfolgte mittels des RNeasy® Mini Kit
(Qiagen GmbH) oder des illustra™ RNA Spinmini Kit (GE Healthcare) nach
Herstellerangaben. [aus Damianitsch, 2008, Kapitel 3.3.2, S. 42]

4.2.2 Stimulation der Eiablage und Vorbereitungen zur Mikromanipulation

Xenopus Weibchen wurden am Vorabend des Injektionstages mit 800 bis 1000 U
humanem Choriongonadotropin (HCG) injiziert und bei 16°C Uber Nacht inkubiert. Am
Morgen des nachsten Tages war mit der Eiablage zu rechnen. (...)

Die Xenopus Weibchen wurden einmal pro Stunde am Ricken massiert und das Gelege
in einer Petrischale aufgefangen. Testis-Losung mit den in 1x MBSH unbeweglichen
Spermien wurde in der Petrischale mit Wasser auf 0,1x MBSH verdiinnt und die Oozyten
damit befruchtet. Nach zehnminutiger Inkubation wurde das Gelege mit 0,17x MBSH
Uberschichtet (Sive et al., 2000). Um eine Mikromanipulation der Embryonen zu
ermdglichen, wurde die Gallerhille der Embryonen vor der ersten Zellteilung durch
Behandlung mit 2%-iger Cysteinhydrochlorid-Lésung abgeldst. Die Embryonen wurden
danach mehrfach mit 0,1x MBSH gespdlt. (...) [aus Damianitsch, 2008, Kapitel 3.5.1, S.
50]

4.2.3 Mikroinjektion

Die Glaskapillaren fiir die Mikroinjektion wurden an einem Nadelzieher gezogen (PN-30,
Science Products) und die Mikroinjektion an einem Mikromanipulator (Pneumatic
PicoPump PV 820, World Precision Instruments) durchgefiihrt. Das Injektionsvolumen
betrug 4 nl/Blastomere und wurde anhand einer pM-Skala eingestellt. Fiir die Mikro-

injektion wurden die Embryonen in Injektionspuffer Gberfiihrt und nach der Injektion fiir
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eine weitere Stunde darin inkubiert. Zur weiteren Kultivierung wurden die Embryonen in
0,1x MBSH Uberflhrt. [aus Damianitsch, 2008, Kapitel 3.5.3, S. 51]

4.2.4 Achsenduplikations-Assay

Die pigmentierten Embryonen wurden marginal bis vegetal in eine ventrale Blastomere im
Vierzellstadium injiziert. Eine Auswertung der Injektion erfolgte zwischen Stadium 30 und
35, als die stark pigmentierte Anhaftdriise sowie die Augenwllste deutlich zu erkennen
waren. Dorsale Achsenduplikation flihrte entweder zur Induktion einer zweiten
Korperachse mit vollstandigen Kopfstrukturen oder zu einer zusatzlichen partiellen Achse
bestehend aus Rumpfstrukturen. [aus Damianitsch, 2008, Kapitel 3.5.3.1, S. 51]

4.2.41 Dexamethason-Behandlung

Die Freisetzung der von ,Heat Shock“ Proteinen komplexierten Glucocorticoid Receptor-
fusionierten Proteine wurde durch Zugabe von 1x Dex / 0,1x MBSH induziert. Die
Embryonen wurden wahrend der Behandlung unter Lichtabschlu® inkubiert. Fur
Achsenduplikationsexperimente mit LEF1-GR wurde Dexamethason spatestens im 16-
Zell-Stadium zugegeben und die Induktion am nachsten Morgen abgebrochen. [aus
Damianitsch, 2008, Kapitel 3.5.6.2, S. 53]



50
Methoden

4.3 Arbeiten mit Nukleinsauren
4.3.1 Plasmidpraparation

Zur praperativen Isolation von Plasmid-DNA aus Bakterienzellen wurde das Pure Yield™
Plasmid Maxiprep System (Promega) laut Herstellerangaben verwendet. Zugrunde
liegendes Prinzip ist die alkalische Lyse der Bakterienzellen, gefolgt von Reinigung der
DNA Uber eine Silica-Saule. Eingesetzt wurden 100 ml einer Uber Nacht inkubierten
Bakterienkultur. Die DNA wurde mit 500 ul EB-Puffer eluiert.

Zur Praparation von DNA im analytischen Malistab ist es ausreichend, 3 ml einer
Ubernachtkultur einzusetzen. Fir diese Isolationen wurde das mit dem gleichen Prinzip

arbeitende Invisorb® Spin Plasmid Mini Two Kit (Invitek) verwendet.

4.3.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Die Bestimmung der Nukleinsaurekonzentration von DNA- und RNA-L&sungen erfolgte
mit Hilfe des Nanodrop™ ND-1000 (Peglab) durch Messung der Absorption bei einer
Wellenlange von 260 nm. Bei dieser Wellenlange sind Absorption und
Nukleinsaurekonzentration der Losung im linearen Bereich der Absorptionskurve direkt
proportional. Zur Bestimmung der Reinheit der untersuchten Lésung wurde weiterhin die
Absorption bei einer Wellenlange von 280 nm gemessen und der Quotient aus
Absorptionogo/Absorption.gy betrachtet. Saubere Nukleinsdureldsungen zeigen einen
Quotienten zwischen 1,8 und 2,0. Kontaminationen mit Proteinen zeigen einen

niedrigeren, solche mit Phenol einen hoheren Wert an.

Zur Messung wurden 2 pl der zu messenden DNA bzw. RNA-Losung auf die

Messoberflache pipettiert.

Anhand folgender Formel konnte die Konzentration berechnet werden:
Nukleinsdurekonzentration = Absorption,gg x Faktor

Dabei gelten folgende Faktoren:
ds DNA: 50 ug/ml
ss DNA und RNA: 40 ug/ml
ss Oligonukleotide: 20 ug/ml
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4.3.3 Elektrophoretische Auftrennung von Nukleinsduren

DNA und RNA werden unter nativen Bedingungen in Abhangigkeit ihrer MolekulgréRe in
einer  Agarosegelmatrix  elektrophoretisch  aufgetrennt. Dem Prinzip  der
elektrophoretischen Auftrennung liegt der so genannte "Siebeffekt" zu Grunde, wobei
groliere Fragmente im Agarose-Gitter eine héhere Reibung erfahren und damit nicht so

schnell wandern wie kleinere.

4.3.3.1 Analytische DNA-Agarosegele

Zur Herstellung eines Agarosegels wurde die Agarose durch erhitzen in TAE-Puffer
gelést. Entsprechend der zu erwartenden FragmentgroRe wird die Agarose 0,8% bzw.
2%ig angesetzt. Das noch flussige Agarosegel wird mit 0,1 pl/ml einer 1% Stammlésung
von Ethidiumbromid versetzt und beim Giel3en in den Gelschlitten wird ein 12er-Kamm in
das noch nicht erstarrte Gel eingesetzt. Aufgrund seiner planaren Struktur kann
Ethidiumbromid in die DNA interkalieren und ermdéglicht nach Anregung mit UV-Licht bei
einer Wellenlange von 254-366 nm anschliessend Uber seine Fluoreszenz (Lichtemission
einer Wellenlange von 590 nm) eine Detektion der DNA-Fragmente.

Fur analytische Zwecke wurden 10 pul der jeweiligen Nukleinsdureproben mit der
entsprechenden Menge des 6x DNA-Probenpuffers vermischt. Zur Analyse der
FragmentgréRe wurde mit den Proben als Vergleich auch 1 ul eines geeigneten DNA-
Langenstandards aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte bei einer konstanten Spannung
von 120 V in 1x TAE-Puffer gefolgt von der Auswertung unter UV-Licht mit dem UV-
Schirm Gel iX Imager (Intas GmbH, Géttingen).

4.3.4 Phenol/Chloroform-Extraktion

Die Phenol/Chloroform-Extraktion dient der Trennung von Proteinen und Nukleinsduren in
wassrigen Ldsungen. Dafur wurde die Lésung zunachst mit einem Volumen Phenol (pH
8.0) versetzt, gut gevortext und dann 1 min lang bei 13.000 UpM abzentrifugiert. Die so
entstandene obere Phase wurde unter Vermeidung der Interphase in ein neues
Reaktionsgefal Uberfihrt und mit einem Volumen Chloroform-lsoamylalkohol-Gemisch
(24:1, vl/v) vermischt. Auch hier wurde ein Vortex-Schritt, gefolgt von einem
Zentrifugationsschritt vorgenommen. Die in der gereinigten Ldsung verbliebenen
Nukleinsduren (obere Phase) wurden anschlieBend in einer Ethanolfallung (4.3.5)

prazipitiert
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4.3.5 Ethanolfallung

Um Nukleinsauren aus einer Lésung aufzureinigen oder anzukonzentrieren, kann durch
die Ethanolfallung DNA oder RNA prazipitiert werden. Hierzu wurde zunachst 1 l
Glycogen (10mg/ml) als Tragermolekil zugegeben, an welches die DNA bzw. RNA
bindet. Nach Zugabe von 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat (pH 6.2) wurde die Lésung gut
gemischt und anschliefend wurden 2,5 Volumenteile eiskalten Ethanol abs. zugefigt.
Daran schloss sich eine Zentrifugation fir 15 min bei 10.000xg und 4°C an. Der
Uberstand wurde abgenommen und das Nukleinsdurepellet mit 70%igem kalten Ethanol
gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation (Bedingungen wie oben) und Abnahme des
Uberstandes wurde die DNA/RNA an der Luft getrocknet. AnschlieRend wurde das DNA
bzw. RNA-Pellet in der gewlunschten Menge EB-Puffer resuspendiert. Im Rahmen der
RNA-Isolation waren dies 30 ul EB-Puffer.

4.3.6 Behandlung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Die Behandlung von DNA mit Restriktionsendonukleasen ist einerseits eine schnelle und
einfache Methode zur Uberpriifung von Plasmidkonstrukten bespielsweise nach der
ortsgerichteten Mutagnese (4.3.9). Andererseits ist die Restriktion von Plasmidvektoren
und PCR-Fragmenten ein wichtiger Schritt wahrend der PCR-Klonierung zur Herstellung
neuer Konstrukte (4.3.10).

4.3.6.1 Analytische Behandlung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Ein analytischer Ansatz (10 ul) dient der schnellen Uberpriifung von Plasmiden. Der
komplette Ansatz kann nach 2-stindiger Inkubation bei der fur die Restriktions-
endonuklease optimalen Temperatur und Zugabe von 2 ul DNA-Probenpuffer (6x) direkt

im Agarosegel aufgetrennt werden.

Analytischer Ansatz: 2yl Plasmid-DNA (= 1-2 ug DNA)
1yl 10x Reaktionspuffer
1yl Restriktionsendonuklease(n)
5ul  dHO

4.3.6.2 Praperative Behandlung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Im Rahmen der PCR-Klonierung zur Herstellung der GST-getaggten ANp63-Fragmente

(4.3.10) wurden zunéchst die gewlnschten cDNA-Bereiche amplifiziert, um anschliellend
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Uber spezifische Restriktionsschnittstellen in den gewlinschten Vektor kloniert zu werden.

Hierflr wurden die Fragmente wie folgt mit den Restriktionsendonukleasen geschnitten.

Praperativer Ansatz: 2yl DNA (= 1-2 ug) (Plasmid bzw. PCR-Produkt)
1 ul  10x Reaktionspuffer
1yl Restriktionsendonuklease(n)
5ul  dHO

Auch das Vektorkonstrukt wurde mit den jeweiligen Restriktionsnukleasen geschnitten,
und zusatzlich mit einer alkalischen Phosphatase 1U CIAP (Calf Intestinal Alkaline

Phosphatase) verdaut, um eine Religation der kompatiblen DNA-Enden zu verhindern.

Die Restriktionsendonukleasen wurden vom Hersteller mit geeignetem 10x Puffer und ggf.
mit BSA geliefert, welches zur Stabilisierung der Enzyme dient. Die Kombination
verschiedener Enzyme ist in der Regel mdglich. Dabei verweist der Hersteller auf
Tabellen, aus denen geeignete Bedingungen zu entnehmen sind. Besitzen die beiden
Enzyme zwei verschiedene Temperaturoptima, oder unterscheiden sich die optimalen
Puffer beider Enzyme zu stark, muss die Behandlung der DNA mit ihnen sequentiell
erfolgen, wobei als Zwischenschritt eine Phenol/Chloroform-Extraktion (4.3.4) mit

anschlielender Ethanolfallung (4.3.5) von Noéten ist.

4.3.7 Ligation von DNA-Fragmenten

Durch Einsatz der T4 DNA Ligase (Fermentas) konnen DNA-Fragmente in Vektoren ligiert
werden, wenn kompatible DNA-Enden vorliegen. DNA-Ligasen verknipfen freie 5'-
Phosphatgruppen mit 3’-OH-Gruppen von DNA-Molekilen durch die Bildung einer
Phosphodiesterbindung unter Verbrauch von ATP. Dabei ist es vorteilhaft, das molare
Verhaltnis der verschiedenen DNA-Molekile zugunsten des Inserts zu verschieben (z.B.
1:5).

Ansatz: 3yl Insert-DNA (ca. 1,5 ug)
0,5yl Vektor-DNA (ca. 0,3 pg)
0,5yl ATP [100 pM]
0,5yl T4-DNA-Ligase
0,5yl 10x T4-Ligationspuffer
Um nachtraglich beim Auszéahlen der erhaltenen Kolonien das Verhaltnis von religierten

Vektoren zu ligierten Konstrukten abschatzen zu koénnen, wurde parallel ein
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Kontrollansatz mitgeflhrt, in dem lediglich die Insert-DNA durch dH,O ersetzt war. Die

Ansatze wurden Uber Nacht bei RT inkubiert.

4.3.8 Amplifikation von DNA durch die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR,

polymerase chain reaction)

Die PCR dient der spezifischen Amplifizierung von DNA-Sequenzen zwischen zwei
Oligonukleotid-Fragmenten (Primern), die gegenlaufig an komplementare DNA-Strange
binden. Die Matrizen-DNA (,template®) wird zunachst durch hohe Temperatur (95°C) in
ihre Einzelstrange getrennt. Danach erfolgt bei geeigneter Temperatur die Anlagerung
(,annealing“) der Primer, woraufhin diese durch die eingesetzte DNA-Polymerase
verlangert werden (,elongation®). Als Matrize dient der an den Primer gebundene
Komplementarstrang. Dieser Reaktionsablauf wird zyklisch mehrere Male wiederholt. Die
jeweils neu synthetisierten DNA-Strange konnen ihrerseits als Matrize dienen, so dass
eine exponentielle Amplifizierung der DNA-Fragmente erfolgt.

Das Prinzip der PCR wurde im Rahmen dieser Dissertation fir die ortsgerichtete
Mutagenese (4.3.9) PCR-Klonierung (4.3.10), die RT-PCR (4.3.14) sowie die gqPCR
(4.3.15) verwendet.

4.3.9 Ortsgerichtete Mutagenese (QuikChange™-Mutagenese)

Die QuikChange™-Mutagenese erlaubt es, gezielt Punktmutationen, kurze Deletionen
oder Insertionen in Plasmid-DNA einzubringen. Dies geschieht durch eine Polymerase-
Kettenreaktion mit speziell konstruierten Primern, welche die gewilnschte Mutation tragen,
flankiert von 10-15 unveranderten Nukleotiden. Um eine spatere Vorabselektion mutierter
Klone noch vor der unumganglichen Sequenzierung (4.3.11) zu ermdglichen, wird
versucht, eine stille Mutation einzufUhren, die eine Restriktionsschnittstelle zusatzlich
einbringt, oder entfernt. Als Templat dient das zu mutierende Plasmidkonstrukt. Da im
Rahmen der ortsgerichteten Mutagenese das gesamte Konstrukt amplifiziert wird und
man bis auf die gewlnschte Mutation keine weiteren Mutationen in dem Konstrukt
erhalten méchte, wird eine Polymerase mit hoher ,Proofreading“-Aktivitat (Korrekturlesen)
empfohlen. Die PfuUltra™ ist eine solche High-fidelity (hohe Genauigkeit) DNA-
Polymerase mit einer Fehlerrate von nur 4,6*107 pro Basenpaar und Duplikation. Als

Vergleich liegt die Fehlerrate einer Tag-DNA-Polymerase bei 8,010°.
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PCR-Ansatz: 5ul  10x Reaktionspuffer
0,5yl dNTP-Mix [je 20 mM]
1yl Vorwartsprimer [50 ng/pl]
1yl Ruckwartsprimer [50 ng/ul]
1yl dsDNA-Templat [75 ng]
1l PfuUltra™ Polymerase [2,5 U/ul]
ad 50 yl  dH,O

Die PCR erfolgte in PCR-Maschinen bei folgendem Programm:

Temperaturzyklen: 95°C 30s Denaturierung
95°C 30s Denaturierung

20x | s5°C 1 min Anlagerung

68°C 17 min* Elongation
4°C o0 Reaktionsende

* Die Lange des Elongationsschrittes ist von der Grofie des zu mutierenden Plasmids
abhangig (2 min/1kb).

Nach Beendigung des PCR-Programms wurde die DNA mit 2 yl Dpnl [10 U/ul] fir 1 h bei
37°C verdaut. Diese Restriktionsendonuklease schneidet nur vollstandig methylierte DNA,
wie sie nach Praparation aus Bakterien (4.3.1) vorliegt. Da das Mutageneseprodukt
hemimethyliert bzw. unmethyliert ist, wurde so das Verhaltnis zwischen Ausgangsmaterial
und Produkt zugunsten des mutierten Plasmids verschoben. Nach Ethanolfallung (4.3.5)
erfolgte die Elektroporation (4.1.1.3) der DNA in Bakterien.

4.3.9.1 Ortsgerichtete Mutagenese zur Herstellung des HA-mLEF1-AHMG-

Konstrukts

Zur Herstellung des HA-mLEF 1-AHMG-Konstrukts wurde die Methode der ortsgerichteten
Mutagenese angewandt. Hierflir wurde das Oligonukleotid LEF1-HMG_vor 5’- CAG GAG
CCC AAA AGA CTA CAG GAG TCG AC -3’ bestellt, das 15 Nukleotide vor und 14
Nukleotide nach dem zu deletierenden Bereich die Templat-DNA bindet. Auf diese Weise
werden die AS 295 bis 320 und somit die HMG-Domane vollstandig deletiert.
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Als Rickwarts-Primer diente das zum Vorwarts-Primer komplementares Oligonukleotid
LEF1-HMG _rick 5- GTC GAC TCC TGT AGT CTT TTG GGC TCC TG - 3'. Mit diesen
Materialien wurde die ortgerichtete Mutagenese wie unter 4.3.9 durchgeflhrt.

Durch die Deletion wurde eine Restriktionsschnittstelle aus dem Konstrukt entfernt, so
dass Uber einen Restriktionsverdau 4.3.6.1 mit den Endonukleasen Smal und BamHI
(Smal ist die deletierte Restriktionsschnittstelle) vorab korrekt mutierte Klone selektiert

und der Sequenzierung 4.3.11 unterzogen werden konnten.

4.3.10 PCR-Klonierung zur Herstellung der GST-getaggten ANp63a1-290 und 81-
290 Konstrukts
[Die PCR-Klonierung der GST-getaggten Konstrukte wurde von Antje
Dickmanns (Goéttingen, GZMB, Abt. Molekulare Onkologie, Prof. M.Dobbelstein)
durchgeflhrt]

Fir die Charakterisierung der mit LEF1 interagierenden Domane innerhalb des ANp63a
Proteins mittels GST-Pulldown wurden zwei Fragments von ANp63a hinter das GST-Tag
kloniert. Mit diesen Fusionsproteinen wurde in vitro die Interaktion der Aminosauren 1-290
und 81-290 von ANp63a mit dem Transkriptionsfaktor LEF1 untersucht. Mit den
Oligonukleotiden ANp63_f1_BamHI (5-CGC GGA TCC ATG CTG TAC CTG GAA AAC
AAT GCC -3’) und ANp63_r290_Xhol (5’- CCC TCG AGT CCG TGT GTATTC TGA CGG
AAA GG -3’) wurde das AS 1-290 Fragment aus dem Expressionskonstrukt pcDNA3-
ANp63a mittels PCR (4.3.8) und der PfuTurbo™ DNA-Polymerase amplifiziert. Fir das
kirzere Fragment AS 81-290 wurden die Oligonukleotide ANp63 f81 BamHI (5°- CCG
GAT CCC ACA GCT TCG ATG TGT CCT TCC AG-3’) und ANp63_r290_Xhol (5'- CCC
TCG AGT CCG TGT GTATTC TGA CGG AAA GG -3') verwendet.

PCR-Ansatz: 2,5yl 10x Reaktionspuffer

2,5yl DMSO
1yl dNTP-Mix [je 20 mM]
1yl Vorwartsprimer [50 ng/pl]
1yl Ruckwartsprimer [50 ng/pl]

0,5yl dsDNA-Templat [75 ng]

0,5yl PfuTurbo™ Polymerase [2,5 U/ul]

ad 25yl dH,O
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Die PCR erfolgte in PCR-Maschinen bei folgendem Touchdown-Programm:

Temperaturzyklen: 95°C 5 min Denaturierung
95°C 45s Denaturierung
je2x | 84°C/62°C/60°C/54°C 45 s Anlagerung
72°C 4 min Elongation
4°C 0 Reaktionsende

Die PCR-Produkte wurden mit den Qiaquik PCR Purification Kit (Qiagen) aufgereinigt und
nach BamHI und Xhol Restriktionsverdau (4.3.6.2) in den ebenfalls geschnittenen und
dephosphorylierten Vektor pGEX-6P1 mit der T4-Ligase ligiert (4.3.7).

4.3.11 Sequenzierung von DNA

Zur genaueren Uberpriifung der QuikChange™-Mutanten, der neuen, durch PCR
klonierten Konstrukte, wie auch einer Kontrolle aller zugesandter Plasmide, wurden
Sequenzierungen nach dem Prinzip der Didesoxy-Kettenabbruch-Methode nach Sanger
und Coulson (Sanger et al., 1977) vorgenommen Die Methode beruht auf der
Verlangerung eines zum Matrizenstrang komplementaren Oligonukleotids und
Kettenabbriichen der Synthesereaktion durch verschiedenfarbig fluoreszierende 2’,3'-
Didesoxynukleotid-5’-Triphosphate (ddNTP) im dNTP-Mix. Die als Folge entstehenden
unterschiedlich langen DNA-Fragmente lassen sich nach ihrer GroRe auftrennen. Der
jeweils bei charakteristischer Wellenlange licht-emittierende Fluoreszenzmarker
ermoglicht eine Identifikation des jeweils endstandigen Nukleotids.

Zur Analyse diente das Sequenziergerat ABl 3100 Automated Capillary DNA Sequencer
(Applied Biosystems), das zur Fragmenttrennung und Basenidentifikation das Prinzip der
Kapillarelektrophorese nutzt. Hierbei werden die einzelnen Kapillaren mit einer Gelmatrix
beflllt, in die die individuellen Sequenzierproben separat zur elektrophoretischen
Auftrennung injiziert werden. Wéahrend dieses Vorgangs detektiert das Gerat Uber vier
Spektralkanale kontinuierlich die Emission der unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffe.
Nach Verarbeitung dieser Rohdaten kann aus dem resultierenden Elektropherogramm die
Nukleotidsequenz ermittelt werden.

Fur die Didesoxy-Kettenabbruch-Methode wird eine PCR mit dem BigDye® Terminator

v3.1 Cycle Sequencing Kit durchgefihrt, welches alle ndétigen Bestandteile des
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Sequenzier-Mix (unter anderem Desoxynukleosidtriphosphate (dNTPs), fluoreszenz-

markierte Didesoxynukleosidtriphosphate (ddNTPs) und einem Sequenzierpuffer) enthalt.

Die Bedingungen fiir Plasmide sind folgende.

PCR-Mix (10 ul): 300 ng Templat, 8 pmol Sequenzierprimer, 1,5 ul Sequenziermix

und 1,5 yl Sequenzierpuffer

Temperaturzyklen: 96°C 2 min Denaturierung
96°C 10s Denaturierung

25x 55°C 15s Anlagerung

60°C 4 min Elongation
4°C 0 Reaktionsende

AnschlieRend wurde eine Ethanolfallung (4.3.5) ohne Glykogen durchgefihrt und das

Nukleotidpellet in 15 pl HiDi™-Formamid aufgenommen.
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4.3.12 Dual-Luciferase-Reporter-Test

Um die Transkriptionsaktivierung durch spezifische Proteine in Saugerzellen zu
untersuchen, wurden Luziferase-Reporter-Tests durchgefiihrt. Dabei wurde verglichen, ob
die Ko-Expression bestimmter Proteine einen Einfluss auf die Transkriptionsaktivitat eines
spezifischen Promotors hat. Um mogliche Schwankungen in Zellzahl und
Transfektionseffizienz auszuschlielen, wurde das duale Reporterassaysystem von
Promega angewandt. Dabei wurde die Aktivitat der Firefly-Luziferase (Photinus pyralis,
Glihwirmchen) des experimentellen Reporters und die Aktivitat der Renilla-Luziferase
(Renilla reniformis, Seeanamone) des Kontrollreporters pRI-tk gemessen.

Die Biolumineszenz der durch die Firefly-Luziferase bzw. die Renilla-Luziferase
katalysierten Oxidationen von Luziferin zu Oxiluziferin bzw. Coelenterazin zu
Coelenteramid wird mittels eines Luminometers bestimmt. Die Lumineszenzreaktionen

auf Molekulebene sind in Abbildung 9 dargestellt.

Fiir die Messung wurden HEK-293-Zellen bzw siRNA-transfizierte 5637-Zellen in 3,9 cm?*
Wells mit 100.000 Zellen/Well ausgesat und am nachsten Tag mit
Expressionskonstrukten und/oder einem Reporterplasmid transfiziert, welches das Gen
fur das Enzym Firefly-Luziferase unter der Kontrolle eines Promotors tragt, der die
Aktivitat des kanonischen Wnt-Signalwegs dokumentiert. Zur Normalisierung der
Zellmenge und Transfektions-effizienz, wurde zusatzlich ein Renilla-Luziferase-Konstrukt
mit einer konstitutiven Grundaktivitat ko-transfiziert, welche unabhangig von der Firefly-
Luziferaseaktivitdt gemessen werden kann.

Die Analyse der Luziferaseaktivitdten erfolgte 24 h nach Reporter-Transfektion. Dafir
wurden das Medium abgenommen, die Zellen in 100 pl/Well 1x Passiv Lysis Buffer (PLB)
(Promega; 1 Vol. 5x PLB in 4 Vol. H,O gemischt) abgeschabt und fiir 15 min schittelnd
bei RT inkubiert. Bei dieser Methode bleiben die Zellkerne intakt. Nach erfolgter Lyse
wurden die Zellkerne und Organellen durch Zentrifugation bei 15000xg und 4°C fur 1 min
vom Cytoplasma abgetrennt, welches anschlieRend im Reporter-Test eingesetzt werden
konnte. Je 20 pl der Lysate wurden dazu in eine LumiNunc™ 96 Microwel™ Platte
gegeben und in einem Luminometer (Centro LB 960, Berthold Technologies, Wildbad)
wurde zuerst die Chemolumineszenz der Firefly-Luziferase durch Zugabe von 100 ul des
Luziferase Assay Substrates geldst in Luziferase Assay Buffer gemessen. Durch Zugabe
von 100 ul des Stop&Glo-Reagenzes wurde die Lumineszenz der Firefly-Luziferase

beendet, die der Renilla-Luziferase induziert und ebenfalls gemessen.
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Der Quotient aus Firefly- und Renilla-Luziferaseaktivitat ergibt so den Wert fur die relative
Luziferaseaktivitat, der mit den anderen Messwerten direkt verglichen werden kann.

Das restliche Lysat bestehend aus dem verbliebenen Cytoplasma sowie den pelletierten
Zellkerne und Organellen kann fir eine spatere Untersuchung der Proteinmengen mit 25
Ml 6x Laemmli-Puffer vermischt und 5 min bei 95°C aufgekocht werden. Diese Proben
kénnen nun bei —20°C gelagert oder nach einer 10-minttigen Zentrifugation bei 14.000
UpM und 4°C im SDS-PAGE (4.4.2) aufgetrennt werden.

Recombinant Firefly
o g "]/ COOH Luciferase “Q & ©
e e 4 50 L o] i
UI\?_(S +ATP+0, M2+ \0: s | +AMP+PP+ 0 +Light

Beetle Lucilerin Oxyluciferin

o /_< >—C'H Renilla Q_<_Q_GH
‘0. Luciferase +CO,+Light
L —_— - MH ’
HO HO

Coelenterazine Coelenteramide

Abbildung 9: Biolumineszenzreaktionen, die durch die Firefly- und die Renilla-Luziferase
katalysiert werden. Firefly-Luziferase kann in einer M92+, ATP und O,-abhdngigen Reaktion das
Substrat Luziferin zu Oxiluziferin umsetzen. Hierbei entsteht CO, sowie eine Lichtemission. Durch
die Renilla-Luziferase wird das Substrat Coelenterazin O,-abhangig zu Coelenteramid und CO2
umgesetzt, wobei ebenfalls eine Lichtemission eintritt. (aus dem Handbuch der Firma Promega
zum Dual Luciferase® Reporter Assay System)

4.3.13 RNA Isolation

Die RNA Isolation ist der erste Schritt um die Transkriptionslevel verschiedener Gene
quantitativ zu analysieren. Die totale RNA der zuvor ausgesaten und nach Bedarf
transfizierten und/oder behandelten Zellen wurde mit der TRIZOL Methode (Invitrogen)
extrahiert. Hierfur wurden pro 12-Well 500 yl TRIZOL Reagenz auf die Zellen gegeben
und 5 min bei RT inkubiert. Wahrend dieses Schrittes fand die Zelllyse statt. Das Lysat
wurde in ein 1,5 ml Reaktionsgefal® dberfihrt und mit 100 ul Chloroform versetzt.
Kraftiges Schutteln fir 15 sek folgte eine Inkubation von 3 min bei RT. Wahrend der sich
anschlielenden 15 minltigen Zentrifugation bei 12.000xg und 4°C trennte sich die

durchsichtige wassrige Phase von der Phenol-haltigen Phase.
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Die wassrige Phase, die die RNA beinhaltete, wurde in ein neues Reaktionsgefal’
Uberfiihrt und mit 250 pl Isopropanol gemischt. Wieder wurde zunachst fir 15 sek kraftig
geschittelt und anschlielfend 10 min bei RT inkubiert. In dieser Zeit wurde die RNA
prazipitiert. Der darauf folgende Zentrifugationsschritt bei 12.000xg, 4°C fir 10 min
pelletierte die RNA. Der Uberstand wurde verworfen und das RNA-Pellet mit 500 pl
75%igem Ethanol gewaschen. Nach der erneuten Zentrifugation bei 7.500xg, 4°C fur 5
min wurde der Uberstand verworfen und das RNA-Pellet an der Luft getrocknet.
Resuspendiert wurde das Pellet in einem Volumen von 50 ul RNAse-freiem Wasser. Um
eine ideale Reinheit der RNA flir die sich anschlieBende RT-PCR zu garantieren, wurde
eine Ethanolfallung (4.3.5) durchgefihrt.

4.3.14 Polymerase-Ketten-Reaktion zur reversen Transkription von RNA zu cDNA
(RT-PCR)

Fir die quantitative Analyse der mRNA-Mengen musste die isolierte RNA zuné&chst in
cDNA umgeschrieben werden. Diese sogenannte reverse Transkription der RNA erfolgte
mit Hilfe der M-MuLV Reversen Transkriptase (New England Biolabs). Hierflir wurde
zunachst 1 pg der totalen RNA mit 2 yl eines Primermixes aus 50 yM oligo-dT (T23VN)
und 15 pM random nonamer Primer und 4 uyl 2,5 mM dNTPs (Promega) versetzt. Die
Proben wurden mit RNAse-freiem Wasser auf ein Volumen von 16 ul gebracht und fir 5
min auf 70°C erwarmt. AnschlieRend wurden die Proben wieder abgekihlt und mit 2 pl
10x Reaktionspuffer, 10 U RNAse Inhibitor (New England Biolabs) und 25 U M-MuLV
Reverse Transkriptase (New England Biolabs) in einem totalen Volumen von 4 pl
gemischt und 1 h bei 42°C inkubiert. Im nachsten Schritt folgte die Inaktivierung der
Enzyme durch Erhitzen auf 95°C fir 5 min. Die so entstandene cDNA wurde mit 30 pl

RNAse freiem Wasser auf ein Gesamtvolumen von 50 pl gebracht.

4.3.15 Quantitative Polymerase-Ketten-Reaktion (QPCR)

Die quantitative Analyse der mRNA erfolgte auf dem Chromo4 Real-Time PCR System
(BioRad). Zu diesem Zweck wurde 1 yl der amplifizierten cDNA aus der RT-PCR (4.2.14)
mit 24 yl PCR-Master-Mix gemischt. Die jeweligen Primer sind vorwarts und rickwarts
Oligonukleotide (siehe Tabelle), die an die cDNA binden und ein Produkt von etwas 150-
300 Basenpaaren amplifizieren.

Das verwendete 2-Schritt Protokoll umfasste die folgenden Temperaturzyklen und eine
sich anschlieende Schmelzkurve von 45°C bis 95°C mit 0,5°C Schritten.



62

Methoden
Temperaturzyklen: 95°C 2 min Denaturierung
39 [ 95°C 15s Denaturierung
X
60°C 1 min Anlagerung und Elongation

Mit der finalen Schmelzkurve lie® sich die Spezifitat der Primer bestimmen, da so
kontrolliert werden konnte, ob das Signal von einem spezifischen oder unspezifischen
Produkt, wie beispielsweise Primerdimern herrihrt.

Alle Ergebnisse der quantitativen RT-PCR wurden mit der AAC(t)-Methode (siehe
Abbildung 10) ausgewertet und dabei zu den mRNA-Leveln des Housekeeping-Gens

36B4, dem saurehaltigen ribosomalen Phosphoprotein PO, normalisiert.

ACt Zielgen (Kontrolle-Behandlun
(EZielgen) gen ( 9

rel. mMRNA Menge =
9 E ACt Referenzgen (Kontrolle-Behandlung)
( Referenzgen)

Abbildung 10: Formel zur Berechnung der relativen mRNA-Mengen (AAC(t)-Methode)

4.4 Arbeiten mit Proteinen

441 Ernte von Zellen fir eine anschlieBende SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Fur die gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinen wurden die jeweiligen Zellen im
12-Well zunachst ins vorhandene Medium abgeschabt und durch Zentrifugation fir 5 min
bei 200xg und 4°C pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellsediment in 100
Ml RIPA-Puffer lysiert. Nach Zugabe von 25 ul 6x Laemmli-Puffer wurden die Proben fiir 5
min bei 95°C aufgekocht. Es schloss sich eine 15 minttige Inkubation bei 4°C auf dem
Schuttler an, um die DNA zu scheren. Zuletzt erfolgte eine Zentrifugation fur 10 min bei
15000xg und 4°C. Die Proben konnten daraufhin auf ein Polyacrylamidgel aufgetragen
oder bei —20°C gelagert werden.
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4.4.2 Auftrennung von Proteinen durch SDS-PAGE nach LAEMMLI

Im elektrischen Feld kdnnen Proteine entsprechend ihrer Ladung und Molekilgrée
aufgetrennt werden. Unter den denaturierenden Bedingungen der SDS-PAGE, bei der die
Eigenladung der Proteine durch das anionische Detergenz SDS lberdeckt wird und somit
die Proteine eine negative Ladung erhalten, werden diese entsprechend ihrer
MolekulargrofRe aufgetrennt. Sekundar- und Tertiarstruktur sind durch die Auftrennung der
Wasserstoffbriicken wahrend des Aufkochens, wie auch durch Trennung der
Schwefelbriicken durch den DTT-Anteil des 6x Laemmli-Puffers aufgebrochen (Laemmli,
1970).

Die Acrylamid-Gele bestanden aus einem 5%igen Sammelgel und einem 10%igen
Trenngel mit einer Dicke von 1 mm. Die Auftrennung erfolgte in Laufpuffer fur Proteingele
bei 120 V und maximaler Stromstarke.

Sammelgel (5%): 6,8 ml dH,O
1,7 ml 30% Acrylamid-Lésung
1,25 ml 1 M Tris-Puffer (pH 6.8)
100 pl 10% SDS (w/v)
100 pl 10% Ammoniumpersulfat (w/v)

20 pl TEMED

Trenngel (10%): 7,9 ml dH,0
6,7 mi 30% Acrylamid-Lésung
5,0 mi 1,5 M Tris-Puffer (pH 8.8)
250 pl 10% SDS (w/v)
125 pl 10% Ammoniumpersulfat (w/v)
12,5 pl TEMED

4.4.3 Western Blot (Nassblot) nach TOwBIN

Proteine, die durch SDS-PAGE (4.3.2) aufgetrennt worden sind, kdnnen spezifisch durch
Immunfarbung visualisiert werden. Dazu missen sie zunachst aus dem Polyacrylamid-
Gel auf eine Nitrozellulosemembran (PorengréRe 0,45 um) transferiert werden (Towbin et
al., 1979).
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Aufbau:
Anoden-Seite
3 Schwamme
2 Lagen Whatman-Papier
Nitrozellulosemembran
Polyacrylamid-Gel
2 Lagen Whatman-Papier
3 Schwamme
Kathoden-Seite

Die Komponenten missen ausreichend im Western-Blot-Transferpuffer getrankt sein.
Beim Aufbau musste darauf geachtet werden, dass keine Luftblasen zwischen Gel und
Nitrozellulose entstehen. Der Aufbau wurde in dem Blotmodul fixiert und in die
Transferkammer eingesetzt. Der Transfer erfolgte 3 h bei 25 V und maximaler

Stromstarke.

4.4.4 Immunfarbung des Blots

Die Membran wurde fur 30 min in 5% Milchpulver (in PBS mit 0,1%Tween20) auf einem
Schwenkbrett (90 UpM) inkubiert, um freie Proteinbindungsstellen abzusattigen. Danach
wurde der proteinspezifische Primarantikdrper ebenfalls in 5% Milchpulver verdinnt (je
nach Antikorper siehe Tabelle 6) und mit der Nitrozellulosemembran Uber Nacht bei 4°C
rollend im 50 ml Falcongefal® inkubiert. Es folgte dreimaliges kurzes Waschen in
PBS/0,1% Tween20 und 15 min in Milch. Diese Waschschritte wurden noch einmal
wiederholt und es erfolgte anschlieBend die Zugabe des in Milch verdinnten
speziesspezifischen Zweitantikdrpers, der an eine Peroxidase gekoppelt ist, und fir eine
Stunde bei RT auf dem Schwenkbrett inkubiert wurde. Oben angefiihrte Waschschritte
wurden erneut durchgeflihrt und abschlielend wurde noch einmal fir 15 min mit
PBS/0,1% Tween20 gewaschen.

Fir die Detektion der Proteine wurde das ECL-Verfahren ("Enhanced
Chemoluminescence") angewendet. Nach Mischen der Luminol/Enhancer-Lésung und
Peroxidlésung des Supersignal West Dura- oder West Femto-Kits von Pierce wurde die
Loésung auf die Membran getropft und 5 min inkubiert. Nach Entfernen der
Uberschissigen Losung wurde die Membran in Polyethylen-Folie eingeschweil}t. Die an
den Zweitantikdrper gekoppelte Peroxidase setzte das Substrat in einer enzymatischen
Reaktion um, was schlieRlich zu einer Lichtreaktion fihrte. Das emittierte Licht wurde mit

einem Rontgenfilm detektiert (Harlow und Lane, 1988).
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4.4.5 Ko-Immunprazipitation

Der Nachweis von Protein-Protein-Interaktionen kann Uber die Ko-Immunprazipitation
erfolgen. Hierbei werden Proteine und Proteinkomplexe mit Hilfevon spezifischen
Antikérpern durch die Bildung von Antigen-Antikorper-Komplexen Uber Protein-A-
Sepharose prazipitiert. Zu diesem Zweck musste die Protein-A-Sepharose zunachst
aquilibriert werden. Hierzu wurden 500 mg der Sepharose in 8 ml Ko-IP-Puffer
aufgenommen und in 1 h bei RT rotierend inkubiert. Die gequollene Sepharose wurde
nach 3 Waschschritten mit 2 ml Ko-IP-Puffer in einem Volumen Ko-IP-Puffer

aufgenommen und konnte in dieser Form fiir die Prazipitation eingesetzt werden.

Fiir die Ko-Immunprézipitation wurden 2*10° NCI-H1299 oder HEK-293-Zellen in 10cm?
Zellkulturschalen ausgesat und mit den gewlnschten Expressionskonstrukten transfiziert
(4.1.2.3.1). Nach einer 48-stundigen Inkubation, in der die Zellen die jeweiligen Proteine
exprimierten, wurden die Zellen abgeschabt und in einem 15 ml Falcon 10 min bei 1000
UpM und 4°C abzentrifugiert. Um dem proteolytischen Abbau von Proteinen
entgegenzuwirken, wurden alle folgenden Arbeitsschritte bei 4°C durchgefiihrt. Nach
Absaugen des Mediums wurde das Zellpellet in 1 ml eiskaltem Ko-IP-Lysepuffer lysiert, in
ein 1,5 ml Reaktionsgefall Uberfihrt und das Lysat zur Verbesserung des Aufschlusses 5
Mal durch eine Insulinspritze (26 Gauge) gezogen. Ein sich anschlieRender
Zentrifugationsschritt von 15 min bei 10.000xg pelletierte die bei der Lyse entstandenen
Zelltrimer, so dass der Uberstand fiir den nun folgenden Vorreinigungsschritt eingesetzt
werden konnte. Im Zuge dieser 1-stlindigen Inkubation des Zelllysates mit 50 ul Protein-A-
Sepharose bei 4°C auf dem Uberkopfschittler wurden alle unspezifischen
Proteininteraktionen mit der Sepharose herausfiltriert (Praadsorption). Das Lysat wurde 3
min bei 2000 UpM =zentrifugiert und 30 upl des Uberstandes als Input-Kontrolle
entnommen. Diese wurden mit 30 pl 6x Laemmli-Puffer vermischt, 5 min bei 95°C
aufgekocht und konnten nun bis zur Durchfiihrung der SDS-PAGE (4.4.2) bei -20°C
gelagert werden. Das verbliebene Lysat wurde fir die Prazipitation mit spezifischen
Antikérpern wie auch dem unspezifischen Kontrollantikbrper gleichmafig aufgeteilt und
mit jeweils 1 ug Antikérper 2 h bei 4°C auf dem Uberkopfschiittler inkubiert. Im Anschluss
erfolgte die Kopplung der Antigen-Antikbrper-Komplexe an die Protein-A-Sepharose (25
ul) fir 1 h bei 4°C auf dem Uberkopfschiittler. Zur Aufreinigung der gebundenen Protein-
Komplexe wurde die Sepharose sechs Mal mit 500 pl Ko-IP-Puffer gewaschen, wobei
zwischen den Waschschritten jeweils ein Zentrifugationsschritt von 2 min bei 3000 Upm

lag und der Uberstand vorsichtig abgesaugt wurde. Nach dem letzten Waschschritt wurde
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das Sepharosepellet in 25 yl 6x Laemmli-Puffer aufgenommen und 5 min bei 95°C
aufgekocht. Um die prazipitierten und ko-prazipitierten Proteine nachzuweisen, wurden
die Proteine mittels SDS-PAGE aufgetrennt (4.4.2), Uber Western Blot auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert (4.4.3) und mit Antikérpern wahrend der
Immunfarbung detektiert (4.4.4).

4.4.6 GST-Pulldown
[Der GST-Pulldown wurde von Antje Dickmanns (Goéttingen, GZMB, Abt.
Molekulare Onkologie) durchgefiihrt]

Der GST-Pulldown wird verwendet um in vitro Interaktionen zwischen Proteinen
nachzuweisen. Dabei wird die Affinitdt der Glutathion-S-Transferase (GST), welche als
Protein-tag mit dem gewlnschten Protein fusioniert wird, ausgenutzt, um eine Bindung an

Glutathionen-Beads zu erreichen.

Die GST-getaggted Fusionsproteine ANp63 AS 1-290 und AS 81-290 (4.3.10) wurden
bakteriell in E.coli Rosetta 2; DE3 (Novagene) exprimiert (4.1.1.5). Zur lIsolation der
Proteine wurden die Bakterien bei 4800 UpM fur 15 min abzentrifugiert und die Zellen mit
dem GST-Pulldown-Lysepuffer aufgeschlossen. Nach zweimaliger Zentrifugation bei
13000 UpM fiir jeweils 20 min, um Zelltrimer zu pelletieren, wurde der Uberstand fiir die
Kopplung an Glutathionen-Beads verwendet. Die Mengen der GST-Fusionsproteine, wie
auch GST alleine als Kontrolle wurden angeglichen und mit 30 pl vorgewaschenen (2x
H>O und 2x KolP-Puffer) GST beads (Beads:Puffer — 1:2) 1 h inkubiert. Anschlief3end
wurden die Beads vier Mal mit Ko-IP-Puffer gewaschen und zuammen mit den Zelllysaten
von H1299-Zellen inkubiert, die 48 h zuvor mit den Expressionskonstrukten pCS2+-HA-
mLEF1 oder HA-mLEF1A-HMG transfiziert (4.3.9.1) und mit Ko-IP-Lysepuffer lysiert
wurden.

Nach einer 2 stiindigen Inkubation bei 4°C folgten 4 Waschschritte mit Ko-IP-Puffer.
Zuletzt wurde die Beads in 6x Laemmli-Puffer aufgenommen, aufgekocht und die
gebundenen Protein mittels SDS-PAGE aufgetrennt (4.4.2), gefolgt von einer
Immunblotanalyse (4.4.3; 4.4.4).
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5 Ergebnisse

5.1 Der EinfluB einer Uberexpression des Tumorsuppressorhomologs ANp63a auf

die B-Catenin-TCF-vermittelte Transkription im kanonischen Wnt-Signalweg

ANp63a ist die vorwiegend exprimierte p63-Isoform in epithelialem Gewebe, wie
Milchdrisen, Extremitatsknospen, aber auch in Haarfollikeln (Laurikkala et al., 2006; Mills
et al., 1999; Yang et al., 1999). Das Expressionsmuster von ANp63a Uberlappt teilweise
mit Geweben, die starke kanonische Wnt-Aktivitat aufweisen (Chu et al., 2004; DasGupta
und Fuchs, 1999). Daher ist eine mdgliche Interferenz des Tumorsuppressorhomologs
ANp63a mit dem kanonischen Wnt-Signalweg in Betracht zu ziehen. Im Rahmen dieser
Untersuchungen, sollte die beschriebene positive Funktion von ANp63a auf den
kanonischen Wnt-Signalweg weiterfihrend in einem physiologischeren Kontext untersucht

werden.

5.1.1 Transiente Uberexpression von ANp63a verstirkt die B-Catenin-TCF-
vermittelte Aktivierung eines Reporters fiir den kanonischen Wnt-Signalweg

in humanen Zelllinien

Zur Untersuchung des Einflusses von ANp63a auf die B-Catenin-TCF-vermittelte
Transkriptionsaktivierung wurden Luziferase-Reporterassays durchgefiihrt. Hierfir wurden
HEK-293 Zellen (humane embryonale Nierenzellen), welche einen intakten kanonischen
Whnt-Signalweg aufweisen und nur eine geringe endogene Wnt-Aktivitat besitzen (Brunori
et al., 2001; Morin et al., 1997), mit Expressionskonstrukten fir ANp63a und B-Catenin
transfiziert. Zusatzlich wurden Luziferase-Reporterkonstrukte ko-transfiziert, die eine Serie
von TCF/LEF-Bindestellen im Promotorbereich des Firefly-Luziferasegens tragen. Fir das
superTOPflash-Konstrukt (pTA-luc-superTOPflash) mit einem TA-Minimalpromotor sind
dies acht Bindestellen, flir das TOPflash-Konstrukt (pGI3-OT) mit dem c-fos-
Minimalpromotor drei. Als Kontrolle dienen die jeweiligen Luziferasereporter, bei denen
die TCF/LEF-Bindestellen mutiert vorliegen (superFOPflash bzw. FOPflash (pGL3-OF)).

Im ersten Schritt wurde der Einfluss von Uberexprimiertem ANp63a auf das durch [3-
Catenin-Uberexpression sowie Wnt3a-Behandlung aktivierte superTOPflash/FOPflash-
System untersucht.

Die in Abbildung 11A dargestellte Auswertung der normalisierten Luziferaseaktivitaten

zeigt, dass die alleinige Uberexpression von ANp63a zu einer 50-fach gesteigerten
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Reporteraktivitat fuhrt. Diese Transaktivierung kann aber im gleichen Ausmalfd auch fur
den superFOPflash-Reporter gemessen werden. Wahrend jedoch die Uberexpression von
B-Catenin den Reporter 10-fach verstarkt, fihrt die Kombination aus B-Catenin und
ANp63a zu einer Uber 600-fachen Aktivierung. Dieser kooperative Effekt wurde nicht fir
den mutierten Kontrollreporter superFOPflash festgestellt.

Die transaktivierende Wirkung von ANp63a wird nicht nur nach B-Catenin-Uberexpression
sondern auch nach Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalwegs durch den Liganden
Wnt3a beobachtet. Die Wnt3a-Behandlung steigert die Reporteraktivitat 13-fach und wird
nach zusétzlicher ANp63a-Uberexpression auf das 42-fache weiter erhéht. Eine
Kombination aus exogenem B-Catenin und Wnt3a-Behandlung (20-fache Aktivitat) kann
ebenfalls nochmal um ein 44-faches gesteigert werden, wenn ANp63a koexprimiert wird.
Exogenes ANp63a kann die B-Catenin/TCF-vermittelte Aktivierung also im
Reportersystem in HEK-293-Zellen  verstarken. Diese Beobachtung ist in
Ubereinstimmung mit den bereits verdffentlichten Ergebnissen von Patturajan et al., 2002,
sowie Moritz, 2006.

Um den Mechanismus zu untersuchen, lGber den dieser Effekt vermittelt wird, wurden die
Zelllysate hinsichtlich der B-Catenin-Proteinmenge analysiert (Abbildung 11B). Die
Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalwegs und die damit einhergehende Transkription
B-Catenin-responsiver Gene beruht auf der Stabilisierung von B-Catenin durch Inhibition
des [B-Catenin-Abbaukomplexes, der fur die Phosphorylierung von (-Catenin
verantwortlich ist und das Protein Uber diese Phosphorylierungen fiir den proteasomalen
Abbau markiert. Nach Akkumulation des cytoplasmatischen B-Catenin, wird dieses in den
Zellkern lokalisiert, assoziert dort mit den Transkriptionsfaktoren der TCF/LEF-Familie und
ermoglicht auf diese Weise die Transkription der Wnt-abhangigen Gene.

Somit ist eine erhéhte Menge an totalem B-Catenin-Protein, genauso wie eine reduzierte
Menge an phosphoryliertem B-Catenin, ein Zeichen fiur den aktivierten Zustand des
kanonischen Wnt-Signalwegs.

Die B-Actin-Farbung zeigt, dass vergleichbare Gesamtproteinmengen aufgetragen
wurden, die p63-Farbung die starke Uberexpression des ANp63a in den jeweiligen
Proben.

Wahrend man, wie erwartet, einen deutlichen Anstieg des B-Catenin-Proteins nach
Whnt3a-Behandlung erkennt, spiegelt sich ko-exprimiertes B-Catenin erst nach Wnt3a-
Zugabe in den etwas erhdhten in den B-Catenin-Leveln wieder.

Die Auswirkungen von ANp63a auf die B-Catenin-Akkumulation sind ebenfalls marginal.

Ohne parallele Wnt3a-Behandlung erkennt man nur einen leichten Anstieg der 3-Catenin-
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Proteinmengen in den Proben, in denen ANp63a transient Uberexprimiert wurde.
Zusammen mit Wnt3a-Behandlung ist diese Steigerung nicht mehr detektierbar.
Vergleicht man die p-Catenin-Mengen der Proben, in denen nur ANp63a und ANp63a
zusammen mit B-Catenin ko-exprimiert wurde, wird deutlich, dass die gesteigerte
Reporteraktivitat in Abbildung 11A nicht allein durch akkumuliertes p-Catenin zu erklaren
ist. Diese Annahme wird durch die Tatsache verstarkt, dass in den Wnt3a-behandelten
Proben die Menge an B-Catenin héher ist als in den ANp63a und B-Catenin transfizierten
Zellen, die Transaktivierung jedoch um ein Vielfaches geringer ausfallt.

Dem von Patturajan et al., 2002 beschriebene Einfluss von iberexprimierten ANp63a auf
die B-Catenin-Proteinmenge kann folglich nicht ganzlich widersprochen werden, als
einzige Erklarung fir diese starke Transaktivierung kann es jedoch nicht dienen.

Der transaktivierende Effekt von ANp63a auf die B-Catenin/TCF-vermittelte Transkription
kann auch in Kombination mit LEF1-Uberexpression gezeigt werden (Abbildung 11C). In
diesem Ansatz wurde die Aktivitdt des kanonischen Wnt-Signalwegs mit dem pGI3-OT
Reporterkonstrukt gemessen, was zu geringeren totalen Aktivierungen fuhrt. Dennoch ist
deutlich zu erkennen, dass die Reporteraktivitat durch Uberexpression von B-Catenin (5-
fach) durch eine Ko-Expression von ANp63a um den Faktor drei gesteigert werden kann
(16-fach). In Verbindung mit LEF1 Uberexpression sieht man in der Kombination mit

ANp63a eine Steigerung von 23- auf 101-fach.
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Abbildung 11: Transiente ANp63a Uberexpression verstirkt die B-Catenin-TCF/LEF-
vermittelte Transkription im Luziferase-Reporterassay

(A) Die Uberexpression von ANp63a verstérkt die Aktivitat des superTOPflash-Reporters nach
Aktivierung des kanonischen Wnt Signalwegs. HEK-293 Zellen wurden mit den oben aufgefuhrten
Expressionskonstrukten transfiziert. Die Menge der transfizierten Plasmide war folgende: pTA-luc-
superTOPflash oder FOPflash 200 ng, pRL-tk 50 ng, pClneo-B-Catenin 160 ng, pcDNA3-ANp63a
400 ng. Zusatzlich wurde fir die Untersuchung des Einflusses von Wnt3a auf den ANp63a-Effekt
ein Teil der Zellen 18 h nach Transfektion mit 100 ng/ml rekombinantem Wnt3a Peptid fir 10 h
behandelt. Im Anschluss an diese Behandlung wurde die Expression der Firefly-Luziferase ermittelt
und zur Renilla-Luziferaseaktivitdt normalisiert. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei
unabhangigen Experimenten mit der jeweiligen Standardabweichung.

(B) Die Zelllysate des Luziferaseassays aus A wurden mittels SDS-PAGE und Immunblot
hinsichtlich der Proteinexpression von B-Catenin (92 kDa), ANp63a (70 kDa) und als Ladekontrolle
B-Aktin (42 kDa) untersucht.

(C) ANp63a steigert die TOPflash (pGL3-OT) Reporteraktivitdt durch HA-LEF1 Ko-Expression.
HEK-293 Zellen wurden mit den oben aufgefuhrten Expressionskonstrukten transfiziert. Die DNA-
Mengen entsprechen den unter A angegebenen mit dem Zusatz pCS2+-HA-mLEF1 64 ng.
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5.1.2 Ko-Expression von ANp63a steigert die LEF1-induzierte Doppelachsen-

formation in Xenopus laevis Embryonen

Zur Unterstitzung der Ergebnisse aus den Luziferase-Reporterassays in humanen
Zelllinien wurde das Xenopus Achsenduplikations-Experiment (4.2.4) herangezogen.
Durchgefiihrt wurde dieser Versuch von Katharina Damianitsch (Géttingen, GZMB, Abt.
Entwicklungsbiochemie, Prof. T. Pieler; Damianitsch, 2008)

Dieses System zur Untersuchung von Aktivatoren und Repressoren des kanonischen
Wnt-Signalwegs beruht auf der Tatsache, dass die Auspragung einer zweiten
Korperachse wahrend der Entwicklung von Xenopus laevis Embryonen von der Aktivitat
des kanonischen Wnt-Signalwegs abhangig ist (Sokol et al., 1991). Molekular betrachtet
ist die Uberlappung des TGF-B-Signals am vegetativen Pol des Xenopus-Embryos mit der
dorsalen Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalwegs ausschlaggebend fir die
Entstehung des Nieuwkoop-Zentrums. Dieses bestimmt die dorso-ventrale Polaritat der
Blastula. Wird ventral die p-Catenin/TCF-vermittelte Transkription aktiviert, fuhrt dies zur
Ausbildung eines zweiten Nieuwkoop-Zentrums, das die Entwicklung einer sekundaren
Korperachse hervorruft. Auch der so induzierte zweite Spemann-Organisator, der
wahrend des spaten Blastula bzw. frihen Gastrula-Stadiums des Embryos direkt oberhalb
des Nieuwkoop-Zentrums entsteht, ist an der Entstehung dieser zweiten Kdrperachse
beteiligt.

Da bereits in Zellkulturexperimenten ein synergistischer Effekt von ANp63a und der B-
Catenin/TCF-vermittelten Transkription gezeigt werden konnte, sollte dies durch das
Achsenduplikations-Experiment in einem weiteren System bestatigt werden.

Das durch Dexamethasonbehandlung induzierbare LEF1-GR wurde in Form von mRNA in
eine der zwei ventralen Blastomere in einer suboptimalen Dosis injiziert. Dies fiihrte zu
einer ektopischen Aktivierung des kanonischen Signalweges und somit in 23% aller
injizierten Embryonen zur Ausbildung einer sekundaren Koérperachse (Abbildung 12A).
Die ventrale Ko-Injektion von ANp63a steigerte die Zahl der Achsenduplikationen
signifikant (p<0,2) auf 43%, jedoch nur in Verbindung mit aktiviertem LEF1. ANp63a
allein, oder in Kombination mit nicht aktiviertem LEF1 ist nicht in der Lage, die Ausbildung
einer sekundaren Korperachse zu induzieren. Aus diesen Ergebnissen schlielen wir,
dass die Uberexpression von ANp63a auch im Kontext der Xenopus-Achsendetermination

zu einer Verstarkung des kanonischen Wnt-Signals fuhrt.
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Abbildung 12: ANp63a und LEF1 zeigen einen synergistischen Effekt auf die dorsale
Achsenduplikation in Xenopus laevis Embryonen [aus Dissertation K. Damianitsch, 2008]

(A) Fur den Achsenduplikationsassay wurden 3 pg LEF1-GR, 50 pg ANp63a mRNA, oder eine
Kombination beider mRNAs in eine der zwei ventralen Blastomere im 4-Zell-Stadium injiziert. Die
LEF1-GR-vermittelte Achsenduplikation wurde mit Dexamethason im 16-Zell-Stadium induziert.
Embryonen wurden hinsichtlich ihrer dorsalen Achsenduplikation wahrend des frihen
Schwanzknospen-Stadiums ausgewertet. Dargestellt ist der Mittelwert der Achsenduplikation
inProzent (%) aus drei unabhangigen Experimenten mit der jeweiligen Standardabweichung.

(B) Photos der Xenopus laevis Embryonen (Stadium 35) zur Dokumentation des unter A
zusammengefassten Versuches.
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5.1.3 Transiente Uberexpression von ANp63a verstirkt die PB-Catenin-TCF-
vermittelte Reporteraktivierung auch in Zellen mit hohem endogenen

ANp63a Proteinlevel

Die Luziferase-Reporterassays wurden in HEK-293-Zellen durchgefiihrt, die nicht
detektierbare endogene p63-Mengen haben. Um den Einfluss von ANp63a auf den
kanonischen Wnt-Signalweg in einem physiologischeren Kontext zu untersuchen, wurden
5637-Zellen ausgewahlt und der Reporterassays mit den gleichen Bedingungen wie in
Abbildung 11A wiederholt. Die 5637-Zelllinie wurde aus einem Blasen-Karzinom etabliert
und hat einen epithelialen Charakter mit dem damit verbundenen hohen Leveln an
endogenem ANp63a (Lee et al., 2006). Als wichtige Besonderheit ist zu erwahnen, dass
diese Zellen keine basale kanonische Wnt-Aktivitat aufweisen, sich jedoch sehr gut durch
B-Catenin-Uberexpression oder Wnt3a-Behandlung aktivieren lassen (Thievessen et al.,
2003). Auch in Zellen, die bereits hohe Mengen an endogenem ANp63a enthalten, fuhrt
die Uberexpression von ANp63a zu einer Transaktivierung des superTOPflash/FOPflash
Systems (siehe Abbildung 13). Wie schon in HEK-293-Zellen gesehen, steigert exogenes
ANp63a die Aktivitat des superTOPflash-Reporters (8-fach) im gleichen Ausmafl} wie des
superFOPflash-Reporters. Die B-Catenin-Uberexpression aktiviert den superTOPflash-
Reporter spezifisch (6-fach), zeigt aber in Kombination mit ANp63a eine Steigerung auf
das 156-fache.

2501
- B superTOPflash
;g 200 O superFOPflash
&
8 150+
w
i
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-
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ANpB3a = + = + s + = +
B-Catenin - - + + = - + +
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Abbildung 13: Transiente ANp63a Uberexpression in 5637-Zellen verstirkt die B-Catenin-
LEF1-vermittelte Transkription im Luziferase-Reporterassay

ANp63a verstarkt die superTOPflash Reporteraktivitdt durch den kanonischen Wnt-Signalweg.
5637-Zellen wurden transfiziert und bearbeitet wie in Abbildung 11A beschrieben.
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Auch die Aktivierung des Signalwegs mit rekombinantem Wnt3a (5-fach) kann zusammen
mit einer ANp63a-Ko-Expression weiter gesteigert werden (35-fach). Wahrend die
Reporteraktivitdt nach B-Catenin-Expression durch eine Wnt3a-Behandlung verdreifacht
werden kann, hat die Wnt3a-Behandlung keinen weiteren Anstieg der Reporteraktivitat
nach kombinierter B-Catenin/ANp63a-Uberexpression bewirkt. Ein Effekt auf B-Catenin
responsive Gene konnte in diesem Uberexpressionssystem nicht ermittelt werden (Daten

hier nicht gezeigt).

5.2 Der Effekt eines siRNA-vermittelten p63-Knockdowns auf die B-Catenin-TCF-

vermittelte Transkription in humanen Zelllinien

Die beobachtete Transaktivierung der B-Catenin-TCF-vermittelten Transkription nach
ANp63a-Uberexpression in 5637-Zellen zieht die Frage nach sich, ob ein Knockdown des
endogenen ANp63a in diesen Zellen, wie erwartet, zu einer Inhibition des kanonischen
Whnt-Signalwegs fihrt. Wirkt ANp63a als direkter positiver Kofaktor fir die Wnt-abhangige
Transkription, musste das Entfernen von ANp63a in 5637-Zellen nach Aktivierung des
Signalwegs mit einer reduzierten Aktivitdt einhergehen. Diese Fragestellung wurde
sowohl im Luziferase-Reportersystem als auch auf Basis der Transkription von 3-Catenin-

responsiven Genen untersucht.

5.21 SiRNA Knockdown von ANp63a verstirkt die B-Catenin-TCF-vermittelte

Reporteraktivierung in humanen Zelllinien mit endogenem ANp63a

In 5637-Zellen, in denen zuvor gezeigt werden konnte, dass eine ANp63a-Uberexpression
einen transaktivierenden Effekt auf das TOPflash/FOPflash Reportersystem hat, wurden
Luziferase-Reporterassays in Abhangigkeit eines p63 Knockdowns durchgefiihrt. Da die
parallele Transfektion von Plasmid-DNA und siRNA-Oligonukleotiden zu artifiziellen
Nebeneffekten filhren kann, wurde die siRNA-Transfektion 24 h vor der Transfektion der
Reporterkonstrukte vorgenommen.

Neben der Kontroll-siRNA und einer p63 siRNA, welche in der die zentrale DNA-
Bindeddémane des p63-Proteins kodierenden mRNA-Regionen bindet und somit den
Knockdown aller 6 Isoformen vermittelt (Carroll et al., 2006), wurde auch eine siRNA
gegen B-Catenin eingesetzt (Verma et al., 2003). Da, wie bereits oben beschrieben, 5637-
Zellen keine basale kanonische Wnt-Aktivitdt aufweisen, wurde ein Teil der Zellen flr

diesen Versuch mit rekombinantem Wnt3a fir 10 h behandelt. Betrachtet man die
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relativen Luziferaseaktivititen dieser Wnt3a-behandelten Proben, so sieht man deutlich,
dass der Knockdown von B-Catenin die Expression der Luziferase fast vollstandig
unterbindet.

Der Knockdown des endogenen ANp63a Proteins fiihrt jedoch nicht zur Inhibition sondern
ganz im Gegenteil zu einer 4-fachen Steigerung der Wnt3a-vermittelten Reporteraktivitat
im Vergleich zur Kontroll-siRNA (Abbildung 14). Dieses Resultat steht im kompletten
Gegensatz zu dem erwarteten Effekt nach den vorherigen Ergebnissen aus

Uberexpressionsversuchen.
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Abbildung 14: Der Knockdown von ANp63a fiihrt ebenfalls zu einer Verstarkung der B-
Catenin-LEF1-vermittelte Transkription in 5637-Zellen ohne Einfluss auf p-Catenin
Proteinlevel und Phosphorylierung

Knockdown von endogenem ANp63a in 5637-Zellen verstarkt die superTOPflash Reporteraktivitat
durch den kanonischen Wnt-Signalweg. 5637-Zellen wurden revers mit den aufgefihrten siRNAs
(100 nM) transfiziert. Nach 24 h wurden im zweiten Transfektionsschritt die Luziferasereporter
pTA-luc-superTOPflash oder FOPflash Firefly Luziferasereporter (1000 ng) und der Renilla
Luziferasereporter pRL-tk (200 ng) transfiziert. Zusatzlich wurden die markierten Zellen 16 h spater
mit Wnt3a-konditioniertem Medium fir 8 h behandelt. Dargestellt sind die Mittelwerte der
normalisierten Firefly-Luziferaseaktivitat aus drei unabhangigen Experimenten mit der jeweiligen
Standardabweichung.
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5.2.2 Der Knockdown von p63 fiihrt zur gesteigerten Transkription von B-Catenin-

responsiven Genen

Das Ergebnis aus dem p63-Knockdown Experiment im Rahmen von Luziferase-
Reporterassays war unerwartet. Da jedoch eine Reporterexpression aufgrund der
Plasmidstruktur anderen Regulationsmechanismen unterliegen kann, als es fir die
Expression responsiver Gene glltig ist, sollte untersucht werden, in wieweit auch B-
Catenin-responsive Gene mit einer gesteigerten Transkriptionsaktivitat auf den p63-
Knockdown reagieren. Desweiteren wurde auch eine zusatzliche siRNA ausgewahlt, um
unspezifische Effekte auszuschlielen. Zu diesem Zweck wurden zunachst die
Knockdowneffizienzen verschiedener bereits verdffentlichter p63-siRNAs in 5637-Zellen
ausgetestet. Alle 6 getesteten siRNAs binden entweder innerhalb oder kurz hinter der die
zentrale DNA-Bindedomane kodierende mRNA-Region und ermoglichen so den
Knockdown aller p63-Isoformen, da dieser Bereich allen Isoformen gemeinsam ist. In
Abbildung 15A sind die unterschiedlichen Bindungsstellen der siRNAs innerhalb der p63
mRNA dargestellt. Die 5637-Zellen wurden revers mit 100 nM einer Kontroll-siRNA sowie
mit den flnf verschiedenen p63-siRNAs transfiziert und nach 48 h hinsichtlich ihrer p63-
Proteinlevel untersucht (Abbildung 15B). Deutlich zu sehen ist, dass die Knockdown-
Effizienzen der siRNAs p63 1, 3 und _4 am starksten sind, wahrend p63_2 und 5 die
p63-Mengen schwacher reduzieren. Untersuchungen zur Spezifitdt der p63-siRNAs
zeigen, dass weder die 3-Catenin noch die p53-Proteinmengen durch die Behandlung mit
den aufgeflihrten p63-siRNAs beeinflusst wurden. Vor diesem Hintergrund wurden die
siRNAs p63 3 und p63 4 fir die Untersuchung der (-Catenin responsiven Gene

ausgewahlt.

Als Wnt-abhangige Gene wurden Axin2, MMP7 sowie LEF1 analysiert.

Axin2 ist als stark responsives Wnt-abhangiges Gen bekannt (Jho et al., 2002; Lustig et
al., 2002; Yan et al., 2001) und fungiert wie sein Wnt-unabhangiges Ortholog Axin als
negativer Regulator des kanonischen Wnt-Signalwegs, indem es an der Phosphorylierung
und somit dem Abbau von B-Catenin beteiligt ist (Behrens, 1998; lkeda et al., 1998;
Kishida et al., 1999; Kishida et al., 1998; Yamamoto et al., 1998; Zeng et al., 1997).
Neben dieser Funktion wird postuliert, dass Axin2 eine wichtige Rolle bei der Epithelial-
Mesenchymalen Transition (EMT) spielt (Yook et al., 2006). Hier reguliert es in
Brustkrebszellen die Aktivitat der nuklearen GSK3pB-Kinase, welche fir die Stabilitat des

Zink-Finger-Transkriptionsfaktors Snail1 — einem EMT-Induktor - verantwortlich ist. Diese
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Abbildung 15: Auswabhl einer zusatzlichen siRNAs fiir weitere p63-Knockdown-Experimente

(A) Alle 5 getesteten p63-siRNAs binden die mRNA innerhalb der DNA-Bindedoméane bzw. kurz
dahinter und ermdglichen so den Knockdown aller p63-lIsoformen. Dargestellt ist neben der
Proteinstruktur auch der Bereich, in dem die verschiedenen siRNAs (roter Balken) binden und den
Knockdown vermitteln. N: AN-spezifische Domane, DBD: DNA-Bindedomane, OD:
Oligomerisierungsdomane, SAM: Steriles-a-Motiv, PS: Post-SAM-Domane.

(B) 5637-Zellen wurden revers mit den aufgeflihrten siRNAs (100 nM) transfiziert. Nach 48 h
wurden die Zellen in RIPA geerntet. Die Proteine des Zelllysats wurden mittels SDS-PAGE und
Immunblot hinsichtlich der Expression von ANp63a (70k Da), B-Catenin (92 kDa), p53 (55 kDa)
und als Ladekontrolle B-Aktin (42k Da) untersucht.

Funktion unterstiitzt die beschriebene Bedeutung des kanonischen Wnt-Signalwegs
wahrend der Tumorprogression und -invasion.

Auch MMP7 spielt als Matrix-Metalloproteinase (MMP) eine Rolle in der
Tumorprogression. Durch die Uber MMP-7-vermittelte proteolytische Spaltung der
Substrate der extrazellularen Matrix fordert es die Invasion von Tumorzellen (Adachi et
al., 1999; Tan et al., 2005). Neben dieser proteolytischen Funktion verstarkt MMP-7 die
Tumorinvasion auch durch Aktivierung weiterer MMPs (Wang et al., 2006; Wang et al.,
2005); wie auch durch die Abspaltung der E-Cadherin Ectodomédne und der daraus

resultierenden Auflosung der Zell-Zell-Kontakte (Noe et al., 2001). Die Responsivitat von
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MMP-7 zu B-Catenin wurde im Jahr 1999 von Brabletz et al. sowie Crawford et al.
beschrieben.

LEF1 als Transkripitionsfaktor des kanonischen Wnt-Signalwegs gilt als positiver
Regulator und wird ebenfalls Wnt-abhangig reguliert (Filali et al., 2002; Hovanes et al.,
2001).

Um einen positiven oder negativen Einfluss von ANp63a auf die responsiven Gene des
kanonischen Wnt-Signalwegs zu untersuchen, musste in 5637-Zellen der Signalweg
zuvor mit Wnt3a induziert werden. Hierfir wurde Wnt3a-konditioniertes Medium (4.1.2.4)
verwendet. Die in Abbildung 16 dargestellten relativen mRNA-Level sind zu den mRNA-
Mengen des Housekeeping-Gens 36B4 normalisiert.

In Ubereinstimmung mit den bereits veréffentlichten Ergebnissen bewirkte die Wnt3a-
Behandlung einen Anstieg der mRNA-Mengen fur Axin2 (14-fach), MMP-7 (4-fach) und
LEF1 (4-fach).

Der Knockdown von ANp63a hat in Kombination mit einer Wnt3a-Behandlung einen
weiteren Anstieg der Axin2 mRNA-Level zur Folge. Dieser liegt fur beide p63-siRNAs im
Rahmen von 6-12-fach, abhangig von der Knockdowneffizienz der jeweiligen siRNA.

Auch die Wnt3a-vermittelte Aktivierung der anderen untersuchten Gene MMP-7 und LEF1
wurde durch den p63-Knockdown weiter gesteigert, wenn auch nicht in dem Ausmalf3, wie
es fur Axin2 zu beobachten war. Fir MMP-7 stieg das mRNA Level auf das 1,8 bis 2,5-
fache, fur LEF1 wurde ein 1,4-facher Anstieg gegeniber der nur Wnt3a-behandelten
Probe verzeichnet. Der Knockdown von ANp63a durch die verwendeten siRNAs
reduzierte die p63 mRNA-Level auf zwischen 20 und 40%, die geringe Variation der -
Catenin mRNA-Level ist ebenfalls dargestellt.

Diese Ergebnisse lassen die Vermutung zu, dass endogenes ANp63a nicht als positiver

Ko-Faktor, sondern als Repressor des kanonischen Wnt-Signalwegs fungiert.
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Abbildung 16: Der Knockdown von endogenem ANp63a steigert die mRNA-Level von -
Catenin-responsiven Genen in der quantitativen PCR-Analyse

5637-Zellen wurden revers mit den aufgeflihrten siRNAs (100 nM) transfiziert und 36 h nach
Transfektion mit Kontroll- oder Wnt3a-konditioniertem Medium flir 12 h behandelt. Die quantitativ
ausgewerteten mRNA Mengen der untersuchten Gene wurden zu den mRNA Leveln des
Housekeeping-Gens 36B4 normalisiert. Dargestellt ist der Mittelwert aus drei unabhangigen
Experimenten mit der jeweiligen Standardabweichung.
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5.2.3 Die B-Catenin Proteinmengen und der Phosphorylierungsstatus werden

durch den p63-Knockdown nicht beeinflusst

Im Rahmen von Uberexpressionsversuchen wurde in Patturajan et al, 2002 die Rolle von
ANp63a im kanonischen Wnt-Signalweg in der Inhibition von GSK3f3, der daraus
resultierenden Stabilisierung von B-Catenin und der damit verbundenen Aktivierung der
Signalkaskade begriindet. Dieser Stabilisierungseffekt wurde im kleinen Ausmal} auch im
Kontext dieser Ausarbeitung (siehe 5.1.1) beobachtet. Da jedoch auch der Knockdown
von ANp63a zu einer Transaktivierung der B-Catenin-vermittelten Transkription fihrt, stellt
sich die Frage, in wie weit reduzierte ANp63a-Mengen ebenfalls einen Einfluss auf die
Stabilisierung von B-Catenin haben. Zu diesem Zweck wurden 5637-Zellen mit siRNAs
gegen p63 und B-Catenin transfiziert und fur 0, 4 und 12 h mit Wnt3a-konditioniertem
Medium behandelt (Abbildung 17). Die im Anschluss folgende Untersuchung der [3-
Catenin-Proteinmenge wie auch des Phosphorylierungsstatus zeigte, wie erwartet, dass
die Wnt3a-Behandlung bereits nach 4 Stunden zu einem starken Abfall der p-Catenin-
Phosphorylierung an den Positionen Ser33/37 und Thr41 flhrt; ein Anstieg der Gesamt-f3-
Catenin-Menge war nach 12 stindiger Wnt3a-Behandlung zu verzeichnen. Ein Einfluss
des p63-Knockdowns auf die Stabilisierung von B-Catenin war trotz ausgepragter
Knockdowneffizienzen nicht zu verzeichnen. Dies lasst vermuten, dass der Mechanismus
der ANp63a-Knockdown-vermittelten Transaktivierung nicht Uber eine Regulation der
GSK3B-Aktivitat funktioniert.
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Abbildung 17: Knockdown von ANp63a in 5637-Zellen hat keine Auswirkung auf B-Catenin
Proteinlevel und Phosphorylierungsstatus.

5637-Zellen wurden revers mit den aufgefiihrten siRNAs (100 nM) transfiziert. Nach 24 h wurden
die Zellen mit Wnt3a konditioniertem Medium behandelt und nach 0 h, 4 h und 12 h in RIPA
geerntet. Die Proteine des Zelllysats wurden mittels SDS-PAGE und Immunblot hinsichtlich der
Expression von Phospho-B-Catenin (92 kDa), B-Catenin (92 kDa), ANp63a (70k Da) und als
Ladekontrolle B-Aktin (42k Da) untersucht.
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5.3 ANp63a interagiert mit den TCF/LEF Transkriptionsfaktoren

Zur Klarung des Mechanismus, iber den ANp63a sowohl nach Uberexpression als auch
nach Knockdown positiv auf den kanonischen Wnt-Signalweg einwirkt, wurde Uberlegt,
inwiefern eine Interaktion zwischen ANp63a und einer der Komponenten des Signalwegs
hier eine Rolle spielen kdnnte. Patturajan et al. konnten in nukledren Lysaten von HNSCC
013 Zellen (head and neck squamous cell carcinoma) eine Interaktion zwischen
endogenem B-Catenin und endogenem ANp63a nachweisen (Patturajan et al., 2002). In
ihrer Dissertation, 2007 konnte Dr. Constanze Modritz diese Interaktion nicht bestatigen,
zeigte jedoch, dass TCF-4, ein Transkriptionsfaktor aus der TCF/LEF-Familie, mit ANp63a
interagieren kann. Diese Bindung von ANp63a an TCF-4 interferierte nicht mit der B-
Catenin-Assoziation an TCF-4, wie mit einer Ko-Immunprazipitation gezeigt werden
konnte. Dieses wurde zudem durch den Einsatz von N-terminal deletiertem TCF-4
(ANTCF-4) bestatigt. Die Deletionsmutante, der die ersten 30 Aminosauren fehlen, ist
nicht mehr in der Lage, mit B-Catenin zu interagieren (Korinek et al., 1997). Sie zeigte
aber weiterhin eine Bindung an ANp63a, was unterschiedliche Interaktionsdomanen von
B-Catenin und ANp63a an TCF-4 nahe legt.

Ob diese Interaktion spezifisch nur mit dem Transkritiptionsfaktor TCF-4 stattfindet,
welche Domanen innnerhalb dieser beiden Transkriptionsfaktoren diese Assoziation
vermitteln, und ob diese Erkenntnisse einen Hinweis auf den Transaktivierungs-

mechanismus geben, sollte im Folgenden untersucht werden.

5.3.1 ANp63a interagiert mit allen TCF/LEF Transkriptionsfaktoren

Neben dem bereits untersuchten TCF-4 wurden auch die anderen Mitglieder dieser
Transkriptionsfaktorfamilie hinsichtlich ihrer Interaktion mit ANp63a analysiert. Die Ko-
Immunprazipitation wurde von Cathrin Hippel (Gottingen, GZMB, Abt. Molekulare
Onkologie) durchgefihrt. H1299-Zellen wurden mit Expressionsplasmiden fur HA-Epitop-
getaggtes TCF-1B, TCF-1E, LEF1, TCF-3 und TCF-4 zusammen mit ANp63a transfiziert.
Aufgrund unterschliedlicher Expressionsintensitdten wurden die DNA-Mengen fur die
einzelnen TCF/LEF-Faktoren so angepasst, dass vergleichbare Proteinmengen exprimiert
wurden. Diese lagen bei:
TCF-1B (4) : TCF-1E (1) : LEF1 (6) : TCF-3 (1) : TCF-4 (5)

Auch ein Ansatz mit ANp63a ohne Ko-Transfektion eines TCF/LEF-Transkriptionsfaktors
wurde mit einbezogen, um die Spezifitdt der Prazipitationsmethode zu belegen. Zusatzlich

wurde zur Kontrolle der Transfektionseffizienz das GFP-exprimierende Konstrukt in
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einheitlicher Menge ko-transfiziert. Nach 48-stindiger Inkubation in der die Zellen die
gewlnschten Proteine exprimierten, wurden diese lysiert und nach Abnahme einer Input-
Probe die HA-getaggten TCF/LEF-Proteine einschliellich ihrer Bindungspartner mit dem
HA-Antikorper prazipitiert. Mit der gleichen Menge Lysat wurde auch eine
Kontrollprazipitation durchgeflihrt, in der ein unspezifischer Antikérper gegen das Protein
B-Galaktosidase des Bakteriums E.coli eingesetzt wurde. Nach der Elution aller
prazipitierten und koprazipitierten Proteine, wurden diese sowie die Inputproben mittels
SDS-PAGE aufgetrennt und tGber Immunfarbung mit spezifischen Antikorpern detektiert.

Die Ergebnisse dieser Ko-Immunprazipitation sind in Abbildung 18 dargestelit.
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Abbildung 18: ANp63a interagiert mit allen Transkriptionsfaktoren der TCF/LEF Familie im
Ko-Immunprazipitationsexperiment

5x10° NCI-H1299 Zellen pro Probe wurden mit Expressionkonstrukten fiir pCS2+-HA-getaggtem
mTCF-1B (6,1 yg), mTCF-1E (1,5 pg), mLEF1 (9,2 pg), mTCF-3 (1,5 ug) oder hTCF-4 (7,6 ug)
transfiziert um vergleichbare Proteinmengen zu erhalten. Desweiteren wurde pcDNA3-ANp63a (9,2
pg) und pCAGGS-GFP (0,9 ug) ko-transfiziert

Nach Durchfiihrung der Prazipitation mit dem HA-Antikdrper und als Kontrollprazipitation mit dem
B-Gal Antikdrper wurden die Lysate mittels SDS-PAGE aufgetrennt und einer Immunblot Analyse
hinsichtlich der prazipitierten und ko-prazipitierten Proteine unterzogen. Die B-Aktin-Farbung dient
als Ladekontrolle, wahrend die GFP-Farbung eine Kontrolle flir vergleichbare Transfektions-
effizienzen ist. Das Signal der mit Sternchen markierten Bande stammt von der schweren Kette
des zur Prazipitation verwendeten Antikdrpers.
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Die Immunfarbungen der Inputproben zeigen eine gleichmaRige Expression des ANp63a
Proteins und die Expressionen der verschiedenen TCF/LEF-Transkriptionsfaktoren. Die
Detektion mehrerer Banden fur TCF-3 und TCF-4 rihrt von Isoformen dieser
Transkriptionsfaktoren her, die unterschiedliche ProteingroRen aufweisen (Shiina et al.,
2003). Desweiteren dient die p-Aktin-Farbung als Ladekontrolle und die Farbung des ko-
exprimierten GFP zur Dokumentation der Transfektionseffizienz. Diese ist fir TCF-1E und
TCF-4 zwar reduziert, aber da die Expressionsmengen von ANp63a diesem Effekt nicht
folgen, liegt vermutlich keine generelle Transkriptionsrepression ko-transfizierter Plasmide
nach TCF-1E und TCF-4 Transfektion vor.

Die Prazipitation der HA-getaggten TCF/LEF-Proteine ist im mittleren Teil der Abbildung
18 (IP: a-HA) zu erkennen. Deutlich sieht man nach HA-Immunfarbung, dass alle
TCF/LEF-Familienmitglieder erfolgreich prazipitiert wurden, die Mengen an prazipitiertem
Protein sich jedoch starker unterscheiden als noch in den Inputkontrollen. Unabhangig
von diesen Unterschieden ist durch die Immunfarbung mit dem a-p63-Antikdrper klar zu
erkennen, dass ANp63a zusammen mit jedem Mitglied der TCF/LEF-Familie spezifisch
prazipitiert werden kann. Die Menge an koprazipitiertem Protein unterscheidet sich jedoch
stark von dem TCF/LEF Familienmitglied, mit welchem prazipitiert wurde, wobei diese
Beobachtung nicht allein mit den Expressionsunterschieden der TCF/LEFs erklart werden
kann. Wahrend geringere Mengen an TCF-1B und 1E auch geringere Mengen an ANp63a
koprazipitieren, kénnen TCF-3 und —4 in hohen Mengen préazipitiert werden und
koprazipitieren auch mehr ANp63a. LEF1 hingegen, welches deutlich schwacher
prazipitiert wird als TCF-3 und -4, ist trotzdem in der Lage vergleichbare ANp63a-Mengen
zu koprazipitieren. Diese Beobachtung kénnte mit unterschiedlichen Aminosaure-
sequenzen der interagierenden Domanen erklart werden.

Bei der Kontrollprobe ohne ko-exprimierte HA-TCF/LEF-Proteine hingegen wird kein
ANp63a-Signal detektiert. Auch die Kontrollprazipitation mit dem Antikérper gegen [3-
Galaktosidase (unterer Bereich der Abbildung 18) zeigt, dass weder die HA-getaggten
TCF/LEFs noch das ANp63a-Protein unspezifisch prazipitiert wird. Dies lasst die
Schlussfolgerung zu, dass alle TCF/LEF-Transkritpionsfaktoren spezifisch einen Komplex

mit ANp63a ausbilden kdnnen, dieses aber mit unterschiedlichen Effizienzen stattfindet.
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5.3.2 Quantitative Analyse der LEF1-ANp63a-Interaktion

Die Interaktion von ANp63a mit den Mitgliedern der TCF/LEF-Familie sollte quantitativ
analysiert werden. Hierfir wurde der Transkriptionsfaktor LEF1 ausgewahlt, da dieser
abhangig von seiner eigenen Expression das starkste Potential zur Komplexbildung mit
ANp63a gezeigt hat.

Hierfir wurden H1299-Zellen mit einer Kombination der Expressionskonstrukte flir HA-
LEF1 und ANp63a transfiziert, eine Prazipitation mit einem Antikorper gegen das HA-
Epitop, sowie eine B-Galaktosidase-Kontrollprazipitation durchgefihrt und die
prazipitierten und koprazipitierten Proteine im Immunoblot untersucht. Aufgetragen wurde
neben 1% der Inputprobe auch 1% des Uberstandes nach der Prazipitationsreaktion,
sowie 10% und 100% des Prazipitats.

Eine Farbung der Membran mit dem a-HA-Antikorper zeigt, dass deutlich mehr als 10%
des exprimierten HA-LEF1 aus dem Lysat gebunden werden konnten. Die Menge an

koprazipitierten ANp63a liegt bei 1% des Gesamtproteins aus dem Lysat.
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Abbildung 19: Quantitative Analyse der Ko-Immunprazipitation

NCI-H1299-Zellen wurden mit Expressionskonstrukten fir pCS2+-HA-mLEF1 (9,2 ug) und
pcDNA3-ANp63a (9,2 ug) transfiziert. Nach Prazipitation mit dem HA-Antikérper und dem B-Gal
Antikdrper wurden die Lysate mittels SDS-PAGE aufgetrennt und einer Immunblot Analyse
hinsichtlich der prazipitierten und ko-prazipitierten Proteine unterzogen. Aufgetragen wurde neben
1% Input auch 1% der Uberstdnde nach der Prazipitationsreaktion, wie auch 10% und 100% des
prazipitierten Materials.
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5.3.3 Die HMG-Domine innerhalb des LEF1-Proteins ist notwendig fir die
Interaktion mit ANp63a

Sowohl ANp63a als auch die TCF/LEF Proteine sind Transkriptionsfaktoren, die Gber eine
Promotorbindung ihre Transkriptionsaktivierung vermitteln. Zur Ergrindung des
Mechanismus, Uber den eine Interaktion dieser Transkriptionsfaktoren einen Einfluss auf
die Aktivitat des kanonischen Wnt-Signalwegs hat, ware es von Bedeutung, die
interagierenden Domanen zu determinieren. In ihrer Dissertation konnte Constanze Moritz
(Moritz, 2006) die B-Catenin-bindende Region innerhalb des TCF-4 Proteins als mogliche
Interaktionsdoméne ausschlieRen, da das ANTCF-4 Konstrukt, in welchem die ersten 30
Aminosauren deletiert sind, weiterhin mit ANp63a einen Komplex ausgebildet hat. Da
diese Domane innerhalb der TCF/LEF Familie eine gewisse Homologie aufweist (siehe
Abbildung 20) und gezeigt werden konnte, dass alle Mitglieder der TCF/LEF-
Transkriptionsfaktoren mit ANp63a interagieren (5.3.1), |8sst dieses Ergebnis vermuten,
dass die N-terminale B-Catenin-bindende Doméne (Behrens et al., 1996; Huber et al.,
1996) nicht fur die Ausbildung der Interaktion notwendig ist. Zum anderen wird dadurch
deutlich, dass die TCF/LEF-Proteine parallel eine Bindung mit B-Catenin und ANp63a
ausbilden kdnnen. Mdritz konnte auch diese Vermutung bestatigen, indem sie gezeigt hat,
dass die Interaktion von TCF-4 mit B-Catenin nicht durch eine zusatzliche Ko-Expression

von und damit verbundene Interaktion mit ANp63a beeinflusst wird.

Als weitere stark konservierte Domane innerhalb der TCF/LEF Familie existiert die HMG-
Domane. Diese ,high mobility group® ist fir die Interaktion der Proteine mit dem
Chromatin verantwortlich (Giese et al., 1991; Grosschedl et al., 1994).

Da die Aminosdurenhomologie der HMG-Box innerhalb der humanen und murinen
TCF/LEF-Proteine zwischen 94% und 99% liegt (siehe Abbildung 20A), wurde diese
Domane hinsichtlich ihrer Notwendigkeit fir die Interaktion mit ANp63a untersucht. Aus
diesem Grund wurde die HMG-Domane innerhalb des LEF1-Proteins mittels
ortsgerichteter Mutagenese deletiert. Die Deletion umfasste die Aminosauren 295-320
und so ebenfalls das innerhalb der HMG-Domane lokalisierte nukledre Lokalisationssignal
(NLS). Diese HA-LEF1AHMG-Mutante wurde in der Ko-Immunprazipitation bezuglich ihrer
Fahigkeit ANp63a zu binden analysiert.

Die in Abbildung 21 dargestellten Ergebnisse der Inputproben zeigen, dass die ANp63a
Expression gleichmaRig als alleinige Expression, sowie als Ko-Expression mit HA-LEF1
und HA-LEF1AHMG stattgefunden hat.
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Abbildung 20: Die Familie der TCF/LEF-Transkriptionsfaktoren und ihre Doméanenstruktur

(A) Die Domanenstruktur der Transkriptionsfaktoren der TCF/LEF-Familie. Dargestellt sind die
Orthologen verschiedener Organismen, wie zum Beispiel homo sapiens, mus musculus, aber auch
Drosophila melanogaster. Die hellblau markierte p-Catenin Bindedomane (B-Cat BD) liegt N-
Terminal und zeigt Homologien zum humanen LEF1 zwischen 40% und 72% auf. Die zentrale
HMG-DNA-Bindedomane (HMG DBD) ist rot dargestellt und liegt im Vergleich zu LEF1 bei 86% bis
99% Homologie. Der dazwischen liegende Bereich ist nicht so stark konserviert und ist zu 13-52%
homolog.Gelb hervorgehoben ist das nukleare Lokalisationssignal, welches als Teil der HMG-
Domane gilt. In C-terminalen Regionen sind die unterschiedlichen Spleissvarianten der einzelnen
Proteine angedeutet. [angepasst von L.Waterman, homepage]. (B) Zur Herstellung der
LEF1AHMG Mutante wurden die HMG-Domane einschlief3lich des NLS deletiert.

Die Mengen an HA-LEF1 voller Lange waren ohne und mit ANp63a Ko-Transfektion
vergleichbar, wahrend die Level der HA-LEF1AHMG-Mutante sich zumindest auf dem
Inputgel betrachtet unterschieden. Hier hat die Ko-Expression von ANp63a zu einem
Anstieg der LEF1AHMG-Menge gefuhrt. Sowohl die B-Aktin als auch GFP-Kontroll-
Farbung bestatigen Proteinladung und Transfektionseffizienz in vergleichbarem Rahmen.
Die erfolgreiche Prazipitation der beiden LEF1-Konstrukte ist im mittleren Bereich der
Abbildung 21 dargestellt, und zeigt dass das Protein mit voller Lange in geringerer Menge
prazipitiert wurde, als die Deletionsmutante. Die Ko-Prazipitation des ANp63a konnte
jedoch nur fir das wildtypische LEF1 Protein detektiert werden. Die LEF1AHMG-Mutante
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kann trotz héherer Prazipitation kein ANp63a-Protein binden. Die Kontrollprazipitation mit
dem Antikdrper gegen (3-Galaktosidase zeigt die Spezifitat des Experimentes auf.

Dieses Ergebnis lasst die Schluf’folgerung zu, dass die HMG-Domane des LEF1
Transkriptionsfaktors flr die Ausbildung einer Interaktion mit ANp63a zumindest
notwendig ist. Ob es auch wirklich der Bereich der Interaktion ist, kann nur vermutet
werden, da die Deletion einer solchen Domane auch zu einer Konformationsanderung des
restlichen Proteins fliihren kann. Da diese Doméane jedoch innerhalb der TCF/LEF-Familie
einen hohen Grad der Konservierung aufweist, und die Interaktion fir alle Mitglieder der
TCF/LEF-Transkriptionsfaktoren bestatigt werden konnte, liegt es nahe, dass dies auch

die interagierende Domane fir alle TCF/LEF-Proteine ist.
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Abbildung 21: Die DNA-bindende HMG-Doméne innerhalb des LEF1-Proteins ist notwendig
fiur die Interaktion mit ANp63a

NCI-H1299-Zellen wurden, wie oben beschrieben, mit pcDNA3-ANp63a und pCS2+-HA-mLEF1
oder pCS2+-HA-mLEF1AHMG (je 9,2 ug), sowie pCAGGS-GFP (0,9 ug) transfiziert. Mit den Zellen
wurde wie in Abbildung 18 beschrieben verfahren. Das Signal der mit Sternchen markierten Bande
stammt von der schweren Kette des zur Prazipitation verwendeten Antikdrpers.
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Desweiteren muss noch in Betracht gezogen werden, dass das nukleare
Lokalisationssignal der TCF/LEF-Transkriptionsfaktoren innerhalb der HMG-Doméne zu
finden sind (Prieve et al., 1998). Dies legt die Fragestellung nah, ob die fehlende
Interaktion zwischen ANp63a und LEF1 durch unterschiedliche Lokalisationen der
Proteine innerhalb der Zelle zu erklaren ist. Diese Frage wird unter anderem im folgenden

Kapitel behandelt.

5.3.4 HA-LEF1 interagiert mit den AS 1-290 und AS 81-290 von ANp63a

Die DNA Bindedomane der TCF/LEF-Transkriptionsfaktoren ist fir die Assoziation an das
ANp63a-Protein notwendig. Welcher Bereich des Bindungspartners ANp63a auf der
anderen Seite die Ausbildung der Interaktion vermittelt, wurde im Folgenden untersucht.
Zur Auswahl standen die AN-spezifische Doméane, welche eine interne
Transaktivierungsdomane besitzt (Helton et al., 2006), die zentrale DNA-Bindedomane,
die SAM-Domane, bekannt als Bereich fir Protein-Protein-Interaktionen (Ponting, 1995;
Schultz et al., 1997), sowie die Post-SAM-Domane, welcher eine Funktion in der
Transktiptionsinhibition fur TA-lsoformen zugesprochen wird (Serber et al., 2002).
Aufgrund von unterschiedlichem Expressionsverhalten der einzelnen klonierten GST-
ANp63a-Fragmente in Bakterien, wurde der Schwerpunkt dieser Untersuchung auf die
DNA-Bindedomane gelegt.

Die Untersuchung der DNA-Bindedomane von ANp63a als potentielle Interaktionsdomane
fur die TCF/LEF-Proteine fand im Rahmen von GST-Pulldowns statt. Diese wurden durch
Antje Dickmanns (Géttingen, GZMB, Abt. Molekulare Onkologie, Prof. M. Dobbelstein)
durchgefiihrt. Verwendet wurden die unter 4.3.10 durch PCR-Klonierung hergestellten
GST-ANp63a-Fragmente GST-ANp63 1-290 und GST-ANp63 81-290. Die bakteriell
exprimierten GST-Proteine sowie GST alleine zur Kontrolle wurden in vergleichbaren
Mengen an Glutathionbeads gekoppelt und mit Zelllysaten inkubiert, welche zuvor mit den
Expressionskonstrukten fir HA-LEF1 und HA-LEF1AHMG transfiziert wurden. Nach
mehreren Waschschritten wurden die Bead-gekoppelten Proteine eluiert und mittels SDS-
PAGE aufgetrennt. Zur Identifikation der Proteine, die an die GST-Fragmente gebunden
haben, wurden Immunblotanalysen durchgefihrt. In Abbildung 22 sind die Ergebnisse
dieser Immunfarbungen dargestellt. Im unteren Bereich ist die a-GST-Farbung zu
erkennen, welche die Ladung der Beads mit den GST-Proteinfragmenten und GST allein
aufzeigt. Beide ANp63a-Fragmente sind in vergleichbaren Mengen aufgetragen worden,

wahrend das unfusionierte GST zu einem geringeren Level geladen wurde.
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Die Farbung der Membran mit a-HA-Antikdrper zur Detektion der HA-LEF1-Proteine zeigt
die Bindung des wildtypischen HA-LEF1-Proteins flr sowohl das AS 1-290 als auch 81-
290 Fragment des ANp63a-Proteins, jedoch nicht an das unfusionierte GST-Protein zur
Spezifitatskontrolle. Keine Bindung konnte in Bezug auf das HA-LEF1AHMG-Protein
detektiert werden, was die Ergebnisse aus 5.3.3 nicht nur bestatigt, sondern auch
hinsichtlich der Lokalisationsfrage bekraftigt. Da die Zelllyse der LEF1-exprimierenden
Zellen sowohl die Zell- als auch die Kernmembran betraf, waren die Konditionen fur beide
Proteine (volle Lange und AHMG) wahrend der Inkubation mit den ANp63a-Fragmenten
gleich.

Zusammenfassend kann die Aussage getroffen werden, dass die Aminosauren 81-290
des ANp63a-Proteins ausreichend sind, um mit dem HA-LEF1 Proteinen zu interagieren.
Da diese Aminosauren die DNA-Bindedomane des ANp63a abdecken, kann vermutet
werden, dass die Interaktion von ANp63a mit den TCF/LEF-Transkriptionsfaktoren tber

die jeweiligen DNA-Bindedomanen der Proteine stattfindet.
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Abbildung 22: HA-LEF1 interagiert mit den AS 1-290 und AS 81-290 des bakteriell
exprimierten ANp63a im GST-Pulldown

Die Fragmente GST-ANp63 1-290, GST-ANp63 81-290, und nur GST wurden in E.coli exprimiert
und an Glutathionbeads gebunden. Die Zelllysate von pCS2+-HA-mLEF1 oder HA-mLEF1AHMG
transfizierten H1299-Zellen wurden mit den bead-gebundenen GST-Konstrukten inkubiert. Die
interagierenden  Proteine wurden eluiert und Uber SDS-PAGE aufgetrennt. Mittels
Immunblotanalyse wurden die Mengen der GST-Fusionsproteine (22-65 kDa), wie auch der daran
gebundenen HA-LEF1 Protein (volle Lange, 50 kDa und AHMG, 40 kDa) untersucht.
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5.4 ANp63a rekrutiert Repressoren (HDACs) an den TCF/LEF Transkriptions-

komplex

Die bisherigen Ergebnisse lassen vermuten, dass die Interaktion von endogenem ANp63a
mit Transkriptionsfaktoren der TCF/LEF-Familie zu einer Inhibition der B-Catenin/TCF-
vermittelten Transkription fuhrt. Zwei mogliche Regulationsmechanismen miuissen in
Betracht gezogen werden. Zum einen das Szenario, in dem das an TCF/LEF-Proteine
assoziierte ANp63a die Bindung der Transkriptionsfaktoren an ihre Promotorelemente und
somit die Transkription der responsiven Gene unterbindet. Zur Untersuchung dieser
Hypothese, misste beantwortet werden, ob der ANp63a-TCF/LEF-Komplex gemeinsam
auf dem Chromatin im Promotorbereich der responsiven Gene sitzt. Dieses ware mit
Methoden wie der Chromatin-Immunprazipitation (ChIP) oder dem Electrophoretic Mobility
Shift Assay (EMSA) zwar mdglich, gestaltet sich jedoch nicht immer als trivial, da die
Ausbildung dieses Komplexes, wenn nicht in hohem MaRe vorhanden, schnell in den
nicht mehr detektierbaren Bereich fallen kann.

Zum anderen ware die Regulation Uber Repressoren, welche durch die Bindung an
ANp63a in die Nahe von Promotoren gebracht werden, vorstellbar. Dieses Szenario
wirde sogar die Diskrepanz der Ergebnisse aus dem Uberexpressionssystem und der
Knockdownversuche erklaren. Hierbei wirde ANp63a als Briickenfaktor fungieren, und
eine erhdhte Menge des Briuckenfaktors wirde die gleiche Auswirkung haben wie eine
Reduktion, namlich weniger Repressoren am Transkriptionskomplex und somit eine

gesteigerte Transkription.

Aus diesem Grund wurde der zweiten Mechanismus mit Analysen zur Transkription des
Whnt-responsiven Gens Axin2 in Abhangigkeit von Trichostatin A (TSA), einem Inhibitor
der Histon-Deacetylasen (HDACs) vor einem p63-Knockdown Hintergrund untersucht.
HDACSs sind in der Lage, die Acetylgruppen von acetylierten Lysinen am N-terminalen
Histonende zu entfernen, wodurch dieses eine positive Ladung erhalt und so eine
starkere Affinitat des Histonendes zur negativ geladenen DNA ausbildet (siehe Abbildung
23). Dies fuhrt zu einer Inhibition der Transkription (Brehm et al., 1998). Daher sind
HDACs haufig Komponenten von Repressorkomplexen (Kao et al., 1998; Laherty et al.,
1997; Nagy et al., 1997; Wen et al., 2000). HDAC-Inhibitoren wie das Trichostatin A, ein
antifugales Antibiotikum der Streptomyces-Bakterien, sind in der Lage, die Aktivitat von
Saugetier-HDACs zu inhibieren (Yoshida et al., 1990). Der dadurch gesteigerte Grad an
Histon-Acetylierung bewirkt eine Offnung der Nukleosomstruktur und fiihrt so zu einer
hdheren Transkritiption der Gene (Abbildung 23B).
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Geschlossenes Chromatin: Offenes Chromatin:
Transkriptions-Repression Transkriptions-Aktivierung

HDAC HDAC
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Abbildung 23: Nukleosomenstruktur

Nukleosomen bestehen aus DNA (dargestellt als schwarze Linie), welche um die Histon-Octamere
(violett) gewickelt ist. Durch Post-Translationale Modifikationen wie Methylation (Me),
Phosphorylierung (P) oder Acetylierung (Ac) kann die Ubergeordenet Struktur der Nukleosome
reguliert werden. Diese Modifikationen werden neben ATP-abhangigen Chromatin-Remodelling
Komplexen von Histone-Acetyltransferasen (HATs) und Histone-Deacetyltransferasen (HDACS)
reguliert. (A) Methylierung und Histone-Deacteylierung der DNA fihrt zur Ausbildung einer
geschlossenen Chromatinkonfiguration, was eine Transkriptions-Repression zur Folge hat. (B) Die
Acetylierung und Demethylierung der DNA entspannt das Chromatin und ermdglicht so eine
Transkriptions-Aktivierung. [modifiziert nach (Johnstone, 2002)]

Im Rahmen dieses Experimentes wurden 5637-Zellen mit Kontroll- oder zwei
verschiedenen p63-siRNAs revers transfiziert. Nach einer Inkubation von 36 h wurden die
Zellen in verschiedenen Kombinationen mit Wnt3a-konditioniertem Medium und
Trichostatin A fur 12 h behandelt. Die in Abbildung 24 dargestellten relativen mRNA-Level
sind zu den mRNA-Mengen des Housekeeping-Gens 36B4 normalisiert und zur Wnt3a-

behandelten Kontrollprobe relativiert.

Zu erkennen ist fur die Axin2 mRNA-Mengen ein Anstieg der Kontroll-siRNA transfizierten
Proben um ein 41-faches nach TSA-Behandlung. Auch in Kombination mit Wnt3a-
Behandlung ist dieser Effekt zu beobachten. Wahrend Wnt3a alleine die Axin2 mRNA-
Level um ein 27-faches steigert, liegt der Anstieg bei zusatzlicher TSA-Behandlung bei
183-fach; eine etwa 7-fache Steigerung im Vergleich zu den rein Wnt3a-behandelten
Zellen. Nach p63 Knockdown und in Abwesenheit von Wnt3a-konditoniertem Medium wird

die Wirksamkeit von TSA ebenfalls deutlich. Fir beide p63-siRNA-Ansatze ist ein Anstieg
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auf das 20-fache nach 500 nM TSA zu verzeichnen. Betrachtet man nun jedoch die durch
Whnt3a-stimulierten Zellen in Verbindung mit den verschiedenen p63-Knockdowns, so
sieht man, dass die TSA-Behandlung die bereits erhéhten Axin2 mRNA-Mengen nicht
weiter steigern kann. Hierflr gibt es zwei verschiedene Erklarungen. Moglich ware, dass
durch die Kombination aus p63-Knockdown und Wnt3a-Behandlung die Transkription des
Axin2 Gens bereits auf hochstem Niveau stattfindet und deswegen nicht weiter gesteigert
werden kann. Da die C(t)-Werte jedoch im Falle der héchsten Aktivierung bei etwa 24,5

liegen, kann davon ausgegangen werden, dass hier noch kein Limit erreicht wurde.

Daher ist die Erklarung wahrscheinlicher, in der ANp63a als Briickenfaktor dient, der
HDAC-Repressoren in die funktionelle Nahe von TCF/LEF-Faktoren bringt und so zu
einer Inhibition der Transkription flihrt. Nach p63-Knockdown sind keine HDACs mehr in
funktionsfahiger Nahe zum Transkriptionskomplex, was den Einsatz des HDAC-Inhibitors
TSA ohne Auswirkungen lasst. Zur Dokumentation der Knockdowneffizienz wurden die
mRNA-Mengen von p63 ebenfalls dargestellt. Durch den Einsatz der p63-siRNAs wurden
die mRNA-Level fiur das endogene ANp63a auf 7,5 — 18% reduziert.
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Abbildung 24: Der Einfluss von Trichostatin A auf die Wnt3a induzierten Axin2 mRNA Level
und die Bedeutung von p63 in diesem System

Die Behandlung von 5637-Zellen mit dem HDAC-Inhibitor Trichostatin A (500 nM) erhéht die
Whnt3a-induzierten Axin2 mRNA Level nur in Anwesenheit von endogenem ANp63a. 5637-Zellen
wurden revers mit den aufgefiihrten siRNAs (100 nM) transfiziert und 36 h spater mit Wnt3a
konditioniertem Medium und Trichostatin A (500 nM) fur weitere 12 h behandelt. AnschlieRend
folgte die mRNA Quantifizierung mittels gPCR, sowie die Normalisierung zum Housekeeping-Gen
36B4. Dargestellt ist der Mittelwert aus drei unabhangigen Experimenten mit der jeweiligen
Standardabweichung.
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6 Diskussion

Sowohl das Tumorsuppressorhomolog p63 als auch der kanonische Wnt-Signalweg
spielen fir die Regulation der Embryogenese eine unerldssliche Rolle. Beide
Komponenten sind in Maus-Knockout-Modellen (p63-/-, LEF1-/-) untersucht worden und
zeigten teilweise ahnliche Phanotypcharakteristika im Hinblick auf die Entwicklung der
Haut, der Extremitaten und der Hautanhangsgebilde (Mills et al., 1999; van Genderen et
al., 1994; Yang et al., 1999). Diese Uberlappenden Funktionen, sowie die Involvierung von
p63 und des Wnt/B-Catenin-Signalwegs in der Tumorprogression fihrten uns zu der
Fragestellung, inwieweit eine Interferenz des p63-Proteins mit dem kanonischen Wnt-
Signalweg besteht. Bisherige Studien zeigten die positive Wirkung des ANp63a-Proteins
auf die B-Catenin-TCF-regulierte Transkription (Moritz, 2006; Patturajan et al., 2002).
Patturajan et al. begriindet diesen Effekt mit einer Stabilisierung des cytoplasmatischen -
Catenins als Folge der ANp63a-vermittelten Inhibition der GSK3p-Aktivitat. Moritz
hingegen sieht die Ausbildung eines ternaren Transkriptionskomplexes bestehend aus -
Catenin, TCF-4 und ANp63a als Ursache fur die von ihr gezeigte Transaktivierung der -
Catenin-TCF-regulierten Transkription im TOPflash/ FOPflash-System. In beiden Studien
wurde das ANp63a-Protein transient Gberexprimiert, so dass die Schlussfolgerungen auf
nicht physiologischen Bedingungen basieren. Diese Tatsache, sowie die Begrindung des
Effekts mit zwei unterschiedlichen Mechanismen lieen eine Vielzahl an Fragen offen und

zeigten die Notwendigkeit nach weiterfuhrenden Experimenten auf.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte flir ANp63a eine regulatorische Funktion auf die -
Catenin-vermittelte Transkription bestatigt werden. Wie schon bei Patteruajan et al. und
Méritz beschrieben, wurde nach Uberexpression des ANp63a-Proteins die Aktivierung
Wnt-abhangiger Luziferase-Reporter beobachtet. Dieser Effekt konnte auch im
Doppelachsen-formations-Versuch auf die  Wnt-vermittelte Regulation der
Achsendetermination in Xenopus-Embryonen ausgeweitet werden (Kapitel 5.1.2). Zu
diesem Entwicklungszeitpunkt findet jedoch keine physiologische Expression des p63-
Gens in Xenopus laevis statt. Die einzige Expressionsform des Xenopus-p63 (Xp63),
welches der humanen ANpG3y-lsoform ahnelt, wird hauptsachlich wahrend der
Prametamorphose (Stadium 44-48) in der larvalen Haut, im Epithel der
Extremitatenknospen und im ektodermalen Gewebe der Schwanzflosse exprimiert
(Tomimori et al., 2004). Diese Diskrepanz liel} uns den Effekt von endogenem ANp63a
auf die Expression Wnt-responsiver Gene in Knockdown-Experimenten untersuchen. In

der Blasenkrebs-Zelllinie 5637, welche einerseits durch ihren epithelialen Ursprung hohe
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Mengen an endogenem ANp63a besitzt und andererseits einen intakten und aktivierbaren
kanonischen Wnt-Signalweg hat, wurde fur das Luziferase-Reportersystem und drei
verschiedene (3-Catenin responsive Gene (Axin2, MMP7 und LEF1) eine Transaktivierung
nach p63-Knockdown verzeichnet. Dies spricht fir eine reprimierende Wirkung von
ANp63a auf die Aktivitat des kanonischen Wnt-Signalwegs. Wahrend die Uberexpression
von ANp63a zu einem leichten Anstieg der totalen B-Catenin-Mengen flhrte (Kapitel
5.1.1), wie es auch in Patteruajan et al. beschrieben wurde, konnte im Hinblick auf den
Phosphorylierungsstatus, welcher malgeblich die Verfugbarkeit von (-Catenin als
Signalmolekil des kanonischen Wnt-Signalweg reguliert (Aberle et al., 1997), kein
Unterschied verzeichnet werden. Der Knockdown von p63 hat weder Einfluss auf die
Gesamtmenge noch auch den Phosphorylierungsstatus des B-Catenins (Kapitel 5.2.3).
Daher muss vermutet werden, dass der Effekt des ANp63a Uber einen andersartigen

Mechanismus als den Weg der B-Catenin-Akkumulation stattfindet.

Des Weiteren konnte in dieser Arbeit die Interaktion von ANp63a mit allen humanen
TCF/LEF-Transkriptionsfaktoren in der Ko-Immunprazipitation und fir LEF1 zusatzlich im
GST-Pulldown nach Uberexpression der beteiligten Proteine nachgewiesen werden
(Kapitel 5.3). Auf diese Weise konnte die von Moritz beschriebene Interaktion von TCF4
und ANp63a auf die weiteren TCF/LEF-Familienmitglieder ausgebaut werden (Moritz,
2006). Die Interaktion zweier verschiedener Transkriptionsfaktoren ist ein haufiges
Ereignis zur Regulation bzw. Feinregulation der Transkription von Zielgenen [zur
Ubersicht (Walhout, 2006)]. Als Beispiel seinen an dieser Stelle die Homeobox-Proteine
genannt, welche mit GATAG6 (Decker et al., 2006), SOX3 (Dailey und Basilico, 2001) oder
auch SRF (Ju et al.,, 2006) interagieren und so auf die Transkription der Zielgene

einwirken.

Die zur Interaktion notwendigen Proteindomanen konnten innerhalb beider Bindepartner
auf die DNA-bindenden Bereiche der Faktoren eingeschrankt werden (Kapitel 5.3.3 und
5.3.4). Von Seiten der TCF/LEF-Faktoren muss jedoch noch genauer geklart werden, ob
die HMG-Domane wirklich die Bindung austibt, oder die Deletion dieser zu einer vollig
veranderten Tertiarstruktur des Proteins flhrt, welche mit der Interaktion nicht mehr
vereinbar ist. Unter physiologischen Bedingungen war der Nachweis der Interaktion nicht
moglich, was durch die nur maRige Sensitivitat der verwendeten Antikorper begrindet

werden konnte.
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6.1 ANp63a im kanonischen Wnt-Signalweg: Aktivator oder Repressor?

Die Tendenzen, in die sich abhangig vom Versuchsansatz die Wirkung des ANp63a auf
den kanonischen Wnt-Signalweg auspragt, scheinen auf den ersten Blick paradox.
Wahrend die Uberexpression des Tumorsuppressorhomologen einen transaktivierend
Effekt aufweist, scheint nach Knockdown-Versuchen im Zellkultursystem das ANp63a-
Protein als Repressor zu fungieren. Die von Moritz aufgestellte Hypothese zur
Transkriptionsaktivierung Whnt-responsiver Gene durch die zusatzlichen
Transaktivierungs-domanen (Dohn et al., 2001; Helton et al., 2006) ist vor diesem
Hintergrund nicht mehr haltbar, da der Knockdown des p63-Proteins zur Bestatigung der

Hypothese mit einer verminderten Transkription der Zielgene einhergehen musste.

Eine mogliche Erklarung fur diese Beobachtung konnte das Auftreten des so genannten
~oquelching-Effekts® sein, welcher fir eine Vielzahl von Transkriptionsregulatoren, wie
dem Gal4 in Hefe (Gill und Ptashne, 1988), wie auch Fos-Jun und AP1 in Saugetierzellen
(Martin et al., 1996) bereits gezeigt wurde. Der Squelching-Effekt beruht auf der Tatsache,
dass ein Faktor seine Wirkung auf ein System dadurch auslibt, zwei andere Faktoren
durch eine physiologische Interaktion zu verbinden. Der starke Uberschuss dieses
Briickenproteins wirde zur verminderten Ausbildung des terndren Komplexes fihren, da
sich hauptsachlich getrennte Komplexe ausbilden wiirden. Den gleichen Nettoeffekt hatte
der Knockdown des Brickenproteins. In diesem Szenario ware ANp63a das
briickenschlagende Glied, welches Repressoren oder Repressorkomplexe an die
Transkriptionsfaktoren der TCF/LEF-Familie rekrutiert. Die transiente Uberexpression von
ANp63a wirde dazu fiihren, dass die fehlende Ausbildung des ternaren Komplexes die
Repressoren nicht an TCF/LEF herantitrieren kann, was zu einer gesteigerten
Transkription flhrt (Abbildung 25B), wie in Reporterassays und Xenopus-Experimenten
gezeigt wurde. Der Knockdown von endogenem p63 seinerseits wirde ebenfalls die
funktionelle Nahe der Repressoren zu den TCF/LEF-Transkriptionsfaktoren unterbinden
und ginge ebenfalls mit einer gesteigerten Transkription einher (Abbildung 25C).

Da wir bereits zeigen konnten, dass die Interaktion auf Seiten des ANp63a Uber die DNA-
Bindedoméane ausgebildet wird (5.3.4), liegt die Vermutung nah, dass die
Carboxyterminale SAM-Doméne der Bereich ist, welcher die reprimierenden Proteine
bzw. Proteinkomplexe an die TCF/LEF-responsiven Promotoren herantitriert. Tatsachlich
ist die SAM-Domane auch als Repressordoméane beschrieben worden, die Repressoren

wie Histon-Deacetylasen binden kann (Ghioni et al., 2002).
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Abbildung 25: Modell zum Effekt von ANp63a auf die kanonische Wnt-Aktivitat.

(A) ANp63a moduliert die Aktivitat des kanonischen Whnt-Signalwegs Uber die Rekrutierung von
Repressor-Komplexen an die TCF/LEF Transkriptionsfaktoren. Auf diese Weise wird die
Aktivierung von -Catenin responsiven Gene inhibiert.

(B) Uberexpression von ANp63a resultiert in einem Squelching Effekt, der TCF/LEF von den
Repressoren separiert. (C) Der Knockdown von ANp63a reduziert das Briickenprotein zwischen
TCF/LEF und den Repressoren, so dass der gleiche Netto-Effekt wie bei ANp63a-Uberexpression
beobachtet werden kann.

Unterstutzt wird dieses zusatzlich durch die Betrachtung der Syndrome von Hay-Wells
Patienten, welche mit dem Fehlen der transkriptionellen Repression durch Mutationen in
der p63 SAM-Domane begriindet werden (Westfall et al., 2003). Eine Interaktion der
Repressoren mit anderen Bereichen des p63-Proteins sollte jedoch nicht partout

ausgeschlossen werden.

Die Identifikation des exakten Repressorproteins oder der Bestandteile des Repressor-
komplexes erweist sich durch die Vielfalt der verschiedenen Moglichkeiten als schwierig.
Durch die beschriebene Oligomerisierung von Proteinen, welche eine SAM-Domane
besitzen (Ramachander et al., 2002; Slaughter et al., 2008; Thanos et al., 1999), liegt die
Bindung der p63-SAM-Doméane an SAM-Domanen innerhalb von Repressorproteinen wie

beispielsweise TEL (translocation Ets leukemia) nahe. TEL ist ein Transkriptionsrepressor
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mit einer N-terminale SAM-Domane und einer zentrale Domane zur Rekrutierung von Ko-
Repressoren wie mSin3A, SMRT und N-CoR. Diese Ko-Repressoren rekrutieren
ihrerseits Histon-Deacetylasen und fuhren so zu einer verminderten Transkription der
jeweiligen Gene (Chakrabarti und Nucifora, 1999; Fenrick et al., 1999; Guidez et al.,
2000). Die Involvierung von Histon-Deacetylasen in unserem System, vermutlich in
Zusammenhang mit einer solchen indirekten Bindung Uber weitere Ko-Repressoren, wird
durch das Ergebnis aus Kapitel 5.4 unterstrichen. Hier konnte die Transkription des (-
Catenin responsiven Gens Axin2 vor dem Hintergrund einer Kombination aus p63-
Knockdown und Wnt3a-Stimulation nicht weiter durch die Behandlung mit dem HDAC-
Inhibitor Trichostatin A (TSA) gesteigert werden. Im Verlauf der Regulation des
kanonischen Wnt-Signalwegs von einer Zielgen-Repression zu einer Zielgen-Aktivierung
sind ebenfalls HDACs involviert. So wurde beschrieben, dass nach Aktivierung des
Signalwegs die HDAC1-LEF1-Bindung zunachst unterbunden und die Aktivitat des
HDAC1 geblockt werden muss, bevor (3-Catenin an LEF1 bindet, um transkriptionell aktiv
zu sein (Billin et al., 2000). Auch die Repression des Wnt-Signalwegs Uber Grouchos bzw.
das humane Ortholog Transducin-like-Enhancer of Split (TLE), welche an TCF/LEF-
Transkriptionsfaktoren binden, wird Uber die Aktivitdt von HDACs gesteuert (Arce et al.,
2009; Brantjes et al., 2001). Die genaue Rolle des p63 auf diese HDAC-abhangige
Regulation musste jedoch Uber die Aufklarung des Repressorkomplexes beispielsweise
durch Massenspektroskopie-Untersuchungen untersucht werden. Die direkte Interaktion
von p63 mit HDAC-1 oder 2 konnte in unseren Experimenten nicht nachgewiesen werden

(Daten nicht gezeigt).

Da die Interaktion Uber die zentrale DNA-Bindedomane von p63 vermittelt wird, ist davon
auszugehen, dass alle p63-Isoformen mit TCF/LEF interagieren. Zur weiteren Klarung des
Mechansimus sollte daher nochmals die Wirkung der anderen p63-lsoformen betrachtet
werden, welche sich aber durch die sehr geringen endogenen Expression der TA-
Isoformen, wie auch der ANp63B und -y-Isoform in humanen Zelllinien auch auf
Uberexpressions-versuche beschréanken muss. Méritz hat bereits die Wirkung einiger
Isoformen im Reportersystem untersucht. Fir HEK-293-Zellen konnte beobachtet werden,
dass ANp63a der starkste Aktivator nach Uberexpression ist, wahrend die TAp63a, sowie
B-Isoform kaum Einfluss auf das TOPflash-System gezeigt haben (Mdritz, 2006). Vor dem
Hintergrund der Repressor—Rekrutierung tUber die SAM-Doméne, ware es moglich, dass
sich im Falle dieser TA-Isoformen ein Gleichgewicht mit der Aktivator-Rekrutierung uber
die transaktivierende Domane einstellt, so dass keine Wirkung Uber die andere dominiert.

In H1299-Zellen war hingegen ANp63p der starkste Aktivator. Diese zelltypspezifischen



98
Diskussion

Unterschiede wurden von Moritz mit der differentiellen Expression der
Trankriptionskofaktoren begrindet, die sich anhangig von der Wahl der Zellsysteme
schon haufig auf die p63-vermittelte Transaktivierung aufgewirkt haben (lkawa et al.,
1999; Kato et al., 1999; McGrath et al., 2001; Shimada et al., 1999). Da die B-Isoformen
keine vollstandige SAM-Domane besitzen, koénnte die starke Aktivierung durch ANp63f3
mit der fehlenden Repressorbindung an den C-Terminus der B-Isoformen begriindet
werden.

Berticksichtigt man die Option, dass die Repressoren doch Uber eine andere p63-Domane
rekrutiert werden, wiirde jedoch der Squelching Effekt zur Begriindung der Beobachtung
herangezogen werden konnen. Die Mdglichkeit, der Repressor-Rekrutierung Uber die
DNA-Bindedomane, wird beispielsweise flir bestimmte Mutationen (acro-dermato-ungual-
lacrimal-tooth; ADULT) des p63-Protein diskutiert, welche mit humanen Syndromen
assoziiert sind. In diesem Zusammenhang tragt das p63-Gen eine Punktmutation
innerhalb der DNA-Bindedomane, wodurch die Chromatinbindung dieses Proteins jedoch
nicht unterbunden wird. Da ANp63y, welches diese Mutation tragt, in der Lage ist, p63-
responsive Gene zu transaktivieren, wahrend das wildtypische Protein dieses Potential
nicht hat, wird vermutet, dass dies Uber die nicht mehr existente Rekrutierung des
Repressors vermittelt wird (Duijf et al., 2002).

Im Rahmen unserer Knockdown-Experimente darf der Effekt von anderen parallel zu
ANp63a exprimierten Isoformen in 5637-Zellen nicht ausgeschlossen werden, die

gleichzeitig mit dem p63 Knockdown reduziert werden.

6.2 Mogliche Regulationsmechanismen zur Steuerung der p63-Wirkung

Im Hinblick auf den physiologischen Zusammenhang stellt sich die Frage, ob die
beobachtete Wirkung des ANp63a-Proteins auf den kanonischen Wnt-Signalweg
konstitutiv vorherrscht, oder ob sie nur unter bestimmten Bedingungen zur Geltung
kommt. Fir die Regulation dieses Effekts kommen zahlreiche Mechanismen in Frage,
welche sich einerseits auf Ebene der Promotoren der Zielgene, auf die Interaktion von
p63 mit TCF/LEF-Proteinen oder auf die Rekrutierung der Repressoren beziehen kann.

Diese Moglichkeiten sollen im Folgenden erdrtert werden.

Promotorspezifitdt der p63-TCF/LEF-Interaktion. Die von uns untersuchten p-Catenin

responsiven Gene Axin2, MMP7 und LEF1 haben in 5637-Zellen alle eine Aktivierung
nach p63-Knockdown gezeigt (Kapitel 5.2.2). Daher ist von Interesse, ob alle Wnt-
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responsiven Gene in ihrer Transkription von p63 reguliert werden oder ob eine spezifische
Selektion stattfindet. Zur moglichen Spezifizierung bestdande die Moglichkeit einer
zusatzlichen Chromatininteraktion durch p63 in den Promotorbereichen B-Catenin-
responsiver Gene. Diese Chromatinbindung kénnte die Interaktion mit TCF/LEF-Faktoren
erleichtern bzw. stabilisieren und auf diese Weise die Wirkung der
Transkriptionsrepression verstarken. Solche Effekte sind bereits im Rahmen
verschiedener Transkriptionsregulationen beobachtet worden. So wurde gezeigt, dass im
Falle von Megakaryozyt-spezifischen Promotoren die Transktriptionsfaktoren Fli-1 (Friend
leukemia virus integration 1) und GATA-1 miteinander nach Interaktion kooperieren
(Eisbacher et al., 2003). Fir die Untersuchung dieses Regulationsmechanismus wiirde
sich eine Micro-Array-Untersuchung anbieten, an die sich weitere Promotoranalysen
anschlielen. Auf diese Weise konnte genomweit betrachtet werden, welche Wnt-

responsiven Gene auf einen p63-Knockdown antworten.

Posttranslationale Modifikationen der interagierenden Proteine. Posttranslationale

Modifikationen werden innerhalb der Zelle zur Regulation der Proteinaktivitat, der Protein-
Stabilitat aber auch der Interaktionsfahigkeit eingesetzt. Daher ist eine Regulation des
Effekts von ANp63a auf den kanonischen Wnt-Signalweg durch Verstarkung oder
Inhibition der Interaktion durch posttranslationale Modifikationen eines oder beider Partner
in Betracht zu ziehen. Auch die Assoziation der méglichen Repressorkomplexe an p63
kénnte auf diese Art und Weise reguliert werden.

Auf Seiten des Tumorsuppressorhomologen p63 sind zahlreiche Serin bzw. Threonin-
Phosphorylierungen bekannt, welche ahnliche Funktionen in allen Mitgliedern der p53-
Familie haben. Exogenes TAp63a und -y werden als Folge von genotoxischem Stress wie
bspw. UV oder y-Bestrahlung phosphoryliert, was zu einer Stabilisierung des Proteins
fuhrt (Katoh et al., 2000; Okada et al., 2002). Im Gegenteil dazu fihrt die ebenfalls auf
genotoxischen Stress resultierende Phosphorylierung von ANp63a zu einem
beschleunigten Abbau (Westfall et al., 2005). Zu den weiteren Modifikationen von p63-
Proteinen gehdrt aber auch der Ubiquitin-ahnliche Modifikator SUMO-1 (Small Ubiquitin-
like Modifier-1), der zum einen an das Lysin K549 (gliltig fir die TA-Isoform) innerhalb der
SAM-Domane, und zum anderen an das Lysin K637 (gultig fur die TA-Isoform) innerhalb
der Transaktivierungs-Inhibitonsdoméane angeknupft werden kann (Watson und Irwin,
2006). Beide SUMOylierungen verstarken das transaktivierende Potential der TAp63a
Isoform, und das inhibierende Potential der ANp63a-Isoformen. Die SUMOylierung von
ANp63a fordert den proteasomalen Abbau des Proteins, hat aber keinen Einfluss auf die

intrazellulare Lokalisation. Es wird vermutet, dass die veranderte SUMOylierung des p63
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innerhalb von nattrlich vorkommenden Mutationen mit an der Entstehung des Phanotyps

des Spleiss-Hande und Fisse-Syndroms beteiligt ist (Huang et al., 2004).

Auf Seiten der TCF/LEF-Proteine sind ebenfalls posttranslationale Modifikationen
beobachtet worden. So sind im Xenopus-Ortholog von TCF-4 zwei Motive charakterisiert
worden, welche durch eine optionale Phosphorylierung modifiziert werden, die sich auf die
Ausbildung des XTCF-4-3-Catenin-DNA-Komplexes auswirkt (Pukrop et al., 2001). Des
Weiteren wird LEF1 ebenfalls durch SUMO-1 modifiziert, welches durch die PIASy-E3-
Ligase kovalent an das Protein geknupft wird (Sachdev et al., 2001). Auf diese Weise wird
LEF1 in die nuklearen Bodies geschickt, was vermutlich die Repression der LEF1-Aktivitat
zur Folge hat.

Da die Transaktivierung nach Uberexpression wie auch nach Knockdown abhéngig von
der Aktivitdt des kanonischen Wnt-Signalwegs ist, wére es eine passende Hypothese zu
behaupten, dass die Wirkung des p63 auf den kanonischen Wnt-Signalweg und somit
auch die Ausbildung des TCF/LEF-p63 Komplexes von der Aktivitdt dieses Signalwegs
abhangig ist. Untersuchungen haben jedoch gezeigt, dass die Interaktion nicht durch eine
parallele Wnt3a-Behandlung oder auch TGFB-Behandlung beeinflusst wird (Daten nicht
gezeigt). In wieweit andere Signalwege, wie zum Beispiel der STAT3-Signalweg (Signal
transducer and activator of transcription 3), der Sonic-Hedghoge-Signalweg oder der Ras-
Signalweg, die Ausbildung oder Stabilitdt der Interaktion beeinflussen, ist noch zu

untersuchen.

Verfugbarkeit eines weiteren Brickenproteins im Falle einer indirekten Interaktion. Die

Interaktion von Proteinen kann sowohl direkt als auch indirekt Gber Briickenproteine
stattfinden. Durch den Einsatz des Zelllysates im GST-Pulldown kann nicht
ausgeschlossen werden, dass die Interaktion zwischen ANp63a und TCF/LEF indirekt
stattfindet. Hierfir kdmen verschiedene Proteine in Frage, die sowohl mit TCF/LEF-
Faktoren als auch p63 interagieren. Moglich ware, dass [(-Catenin als ein solches
Brickenprotein fungiert, da sowohl die Assoziation an TCF/LEF-Faktoren, wie auch an
p63 (Patturajan et al., 2002) bereits gezeigt wurde. In ihren Untersuchungen konnte
Méritz jedoch zeigen, dass ANTCF-4, welches durch die Deletion der konservierten B-
Catenin-Bindedoméane charkterisiert ist, weiterhin mit ANp63a assoziieren kann. Daher
scheidet B-Catenin als mdglicher Mediator der Interaktion aus.

Weitere Kandidaten waren Smad-Proteine, da einerseits Smad-2, -3 und -4 mit TCF/LEF-
Transkriptionsfaktoren (Labbé et al., 2000; Letamendia et al., 2001) und andererseits p63

mit Smads-2 bzw.-3 assoziieren kann (Adorno et al., 2009). Genauere Analysen haben
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ergeben, dass die Transaktivierungsdomane von p63, wie auch von p53 (Cordenonsi et
al., 2007), mit dem MH1-Bereich, der a-spezifische C-Terminus mit MH2 innerhalb des
Smad-3-Proteins interagiert. Smads sind Signalmolekile des TGFB-Signalwegs, welche
in einer Vielzahl zellularer Prozesse im adulten Gewebe, wie Zellwachstum,
Differenzierung, Zellhomeostase oder Apoptose, aber auch wahrend der
Embryonalentwicklung beteiligt sind. Ein weiterer Aspekt ist aber auch die Involvierung
des TGFpB-Signalwegs in die EMT (Epitheliale-zu-Mesenchymale-Transition) von Zellen
und somit spielt dieser Signalweg eine wichtige Rolle im Verlauf der Metastasierung (Xu
et al.,, 2009; Xu et al.,, 2003). Nach Aktivierung des Signalwegs binden Liganden der
TGFB-Superfamilie an Typ2-Rezeptoren, welche in Folge Typ1-Rezeptoren rekrutieren
und phosphorylieren. Die Typ1-Rezeptoren phosphorylieren R-Smads (Rezeptor-
regulierte Smads), welche mit Ko-Smad4 interagieren und im Zellkern akkumulieren. Auf
diese Weise erflllen sie ihre Rolle als Transkriptionsfaktoren.

Sowohl die Interferenz des TGFB-Signalweges mit dem kanonischen Wnt-Signalweg
gerade im Bereich der EMT (Xu et al., 2009) und der Metastasierung (Letamendia et al.,
2001) als auch die Beteiligung von p63 bei der Ras/mutp53/TGFp-induzierten
Metastasierung wurde in den Mittelpunkt vieler Untersuchungen gestellt (Adorno et al.,
2009; Marine und Berx, 2009). Letzteres soll seine Wirkung dadurch ausiiben, dass die
durch Smads-vermittelte Interaktion des p63 mit mutierten p53 die Funktionen von p63
antagonisiert. Zu diesen Funktionen gehéren unter anderem die Transkription der

Metastasierungssuppressoren Sharp-1 und Cyclin G2 (Adorno et al., 2009).

Im Rahmen unserer Experimente konnte jedoch kein Einfluss einer Behandlung mit
TGFB- oder dem TGFB-Inhibitor SB 431542 auf die Interaktion von LEF1 und ANp63a
gezeigt werden. Auch blieb die durch p63-Knockdown verstarkte Transkription von Axin2
durch TGFB unbeeinflusst (Daten nicht gezeigt). Aus den bisherigen Daten ist daher die
Involvierung des TGFB-Signalwegs und der Smad-Proteine im p63-regulierten
kanonischen Wnt-Signalweg nicht ersichtlich. Zur Charakterisierung mdglicher
Briickenfaktoren misste untersucht werden, welche Proteine sowohl mit TCF/LEF-
Faktoren als auch dem p63-Protein interagieren. Kandidaten hierfiir waren die Groucho-
verwandten Repressoren des kanonischen Wnt-Signalwegs Grg (Groucho-verwandtes
Gen) oder TLE (Transducin-like-Enhancer of Split) (Brantjes et al., 2001) oder aber auch
CREB/ATF (cAMP response element binding protein/activating transcription factor),
PEBP2a (Polyomavirus enhancer binding protein 2a) oder Protein c-ets-1 (Giese et al.,
1991), die alle bekanntermalRen an TCF/LEF-Proteine binden.
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Verflugbarkeit der Komponenten eines Repressorkomplexes. Als weitere Regulations-

moglichkeit neben der Menge und Verfugbarkeit der p63 und TCF/LEF-Proteine ware es
mdglich auch die Verfligbarkeit der Komponenten des Repressorkomplexes zu steuern.
Da die Identitdt der einzelnen Komponenten jedoch nicht aufgeklart ist, kénnte Uber

diesen Regulationsmechanismus nur spekuliert werden.

6.3 Kontrolle der embryonalen Entwicklung durch die p63-Wnt-Signalweg-

Interferenz?

Im Rahmen der embryonalen Entwicklung gibt es zahlreiche Strukturen, wie die Haut,
inklusive aller Hautanhangsgebilde oder die Extremitaten, deren korrekte Ausbildung von
sowohl p63 als auch dem kanonischen Wnt-Signalweg abhangig ist [zur Ubersicht Kapitel
2.5]. Daher liegt die Hypothese nah, dass p63 als reprimierender Regulator des Wnt-
Signalwegs die Entwicklung dieser Strukturen durch die zeitliche Aktivierung des
kanonischen Wnt-Signalwegs steuert bzw. eine exzessive Wnt-Aktivitat inhibiert.
Letzteres wirde verhindern, dass sich Zellen zum falschen Zeitpunkt aus dem
Zellverband herauslésen oder zu stark migrieren. Ein solches Szenario hatte vielleicht zur
Folge, dass sich kein mehrschichtiges Epithel korrekt ausbildet, wie es in p63 -/- Mausen
der Fall ist.

Obwohl unsere Untersuchungen zur Interferenz des p63 mit dem kanonischen Wnt-
Signalweg in der Xenopus-Entwicklung zu dem gewahlten Entwicklungsstadium nicht
physiologisch sind, gibt es sehr wohl Ereignisse wahrend der Entwicklung von Xenopus,
die von sowohl p63 als auch dem kanonischen Wnt-Signalweg beeinflusst werden. Ein
solcher Entwicklungsschritt ist die Mesoderminduktion, welche im Xenopus-Embryo zum
Zeitpunkt der Blastula im Stadium 8,5-9,5 einsetzt. Der Zeitpunkt der starksten Xp63-
Expression umfasst zwar die Stadien 44-48 wahrend der Prametamorphose (Tomimori et
al., 2004), dennoch konnte in neusten Studien der Einfluss von p63 schon zu diesem
frihen Zeitpunkt der Mesoderminduktion beobachtet werden.

So konnten Barton et al. zeigen, dass sowohl in humanen Keratinocyten als auch in
Xenopus der Mesoderm-induzierende Faktor Activin A (Asashima et al., 1990; Ruiz i
Altaba und Melton, 1989; Smith et al., 1990) durch ANp63a bzw. Xp63 suppremiert wird.
Die Uberexpression von Xp63 antagonisiert die p53-abhangige Mesoderminduktion im
Xenopus-Embryo, wahrend der p63-Knockdown das Mesoderm induziert (Barton et al.,
2009).
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Die Aktivitdt des Wnt/B-Catenin-Signalwegs ist ebenfalls an der Mesoderminduktion
beteiligt (Dunty et al., 2008), und in diesem Entwicklungsschritt innerhalb der marginalen
Zone aktiv (Schohl und Fagotto, 2003). Hier ist es die Aktivitat von Wnt8 und Wnt3a, die
die Transkription von Brachyury (Xbra) induziert (Arnold et al., 2000; Yamaguchi et al.,
1999), welches fir die Mesodermentwicklung unerlasslich ist (Herrmann et al., 1990).
Auch im weiteren Verlauf nimmt Wnt Einfluss auf die Mesodermentwicklung, indem es die
Ausbildung des ventralen und lateralen Mesoderms férdert und die des Dorsalen
unterbindet (Christian und Moon, 1993; Hamilton et al., 2001; Hoppler et al., 1996;
Hoppler und Moon, 1998).

Aufgrund dieser Erkenntnisse und einigen Hinweise fir eine Verbindung zwischen der
Whnt-abhangigen Mesodermregulation und Activin A (Sokol und Melton, 1992) besteht die
Madglichkeit, dass die Wnt-abhangige Induktion von Brachyury und die somit eingeleitete
Mesoderminduktion ein Prozess ist, der Uber p63 gesteuert wird und erst nach
Antagonisierung des p63-Proteins beispielsweise durch Herunterregulation stattfinden

kann.

6.4 Von der Tumorinitation zur Tumorprogression

Im Bereich der Onkogenese stellt die Interferenz des Tumorsuppressorhomologen p63
mit dem kanonischen Wnt-Signalweg eine neuartige Regulationsmoglichkeit der Tumor-
progression dar. Beide Komponenten werden, flr sich genommen, im Hinblick auf die
Tumorentstehung und —progression in Betracht gezogen, da die Dysregulation von
sowohl p63 als auch des Wnt/B-Catenin-Signalwegs zur Entwicklung von Tumoren flihren
kann (siehe Einleitung Kapitel 2.2.2 und 2.4.3).

p63, als Mitglied der p53-Tumorsuppressorfamilie, spielt hierbei die Rolle des Proteins,
welches Tumorzellen einen Stammzellcharakter verleihen koénnte (Blandino und
Dobbelstein, 2004) und in Plattenepithelien fir die Erhaltung des proliferativen Potentials
sorgt (Koster und Roop, 2004). Beide Funktionen sind Charakteristika, die einer
Tumorzelle dienlich sind, um ein unkontrolliertes Wachstum auszutben. Auf der anderen
Seite wurde inzwischen in mehreren Studien gezeigt, dass der Verlust des ANp630-
Proteins die Zellmigration und —invasion fordert (Barbieri et al., 2006) und verschiedene
Tumore, wie der Blase (Koga et al., 2003a; Koga et al., 2003b; Urist et al., 2002), der
Gebarmutter-schleimhaut (Stefansson et al., 2006b), des Osophasgus (Morita et al.,
2005) und der Brust (Wang et al., 2002) im Verlauf der Tumorprogression auf dem Weg

zur Metastasierung ihre ANp63a-Mengen herunterregulieren.
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Auch der Einfluss des kanonischen Wnt-Signalwegs auf die Onkogenese wurde haufig in
den Mittelpunkt zahlreicher Untersuchungen gestellt. Zwei beschriebene Wnt-responsive
Gene sind ¢c-myc (He et al., 1998) und Cyclin D1 (Tetsu und McCormick, 1999). Wahrend
c-myc eine wichtige Rolle in der Zellproliferation einnimmt, ist die Funktion von Cyclin D1
in der Zellzyklusregulierung angesiedelt. Inwieweit fiir Cyclin D1 eine direkte Wnt-
Responsivitat gegeben ist, wurde jedoch in neueren Untersuchungen in Frage gestellt
(Sansom et al., 2005). Weitere Aspekte bestatigt die Rolle des kanonischen Wnt-
Signalwegs in der Tumor-progression. So geht die Aktivierung des Wnt-Signalwegs mit
einer Steigerung der Zellmigration und -invasion, sowie einer Verstarkung des EMT, der
Epithelialen-zur-Mesenchymalen-Transition (Eger et al., 2000; Kim et al., 2002) einher.
Dieses EMT-Ereignis ist im Rahmen der Metastasierung notwendig und umfasst eine
Vielzahl von Protein-modifikationen, wie auch Transkriptionsprozessen, welche als Folge
von externen Stimuli die Zellcharakteristika verandern. Dazu gehdrt die durch Cadherin,
Occludin und Claudin, sowie Desmoplakin-vermittelte Reduktion der Zell-Zell-Adharens,
sowie die nukledre Lokalisation des B-Catenins (Klymkowsky, 2005). Auch werden die F-
Aktin-Fasern des Cytoskeletts durch ein Netzwerk von Stress-Fasern ersetzt, was die
Abldsung einzelner Zellen aus dem Zellverbund erméglicht und den Zellen, durch eine

variable Form, die Bewegung erleichtert.

Wirde p63 als Aktivator des kanonischen Wnt-Signalwegs fungieren, wie von Patteruajan
und Modritz postuliert, wirde man im Zusammenhang mit dem invasivem Wachstum und
Metastasierung wahrend der Tumorprogression eher eine erhdhte p63-Expression
erwarten. In klinischen Studien wurde jedoch keine Korrelation hinsichtlich der p63-
Expression und der Wnt-Aktivitat festgestellt (Reis-Filho JS, 2003). Die von uns
beobachtete Repression des kanonischen Wnt-Signalwegs durch endogenes ANp63a
hingegen unterstiitzt die bisherigen Beobachtungen im Verlauf der Tumorprogression und
ermoglicht so eine Erklarung zu dieser noch nicht untersuchten Interferenz. In unserem
Modell kénnte zu einem frilhen Zeitpunkt in der Tumorigenese p63 durch die Erhaltung
des Stammzellcharakters und des Proliferationspotentials (Blandino und Dobbelstein,
2004; Yang et al., 1999) und/oder durch die Inhibition der pro-apoptotischen Effekte der
transaktivierenden p73-lIsoformen (DeYoung et al, 2006; Rocco et al., 2006) die
Entstehung von Tumoren begunstigen. Zu spateren Zeitpunkten im Rahmen der
Tumorprogression koénnte diese Rolle vermutlich von anderen Mechanismen
Ubernommen werden, so dass der Verlust von ANp63a und der damit verbundene
Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalwegs zu einem Vorteil fuhrt, indem es EMT, die

Invasionsrate und damit auch die Metastasierung férdert.
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7 Anhang A: Untersuchungen zur Interferenz von p53 und ANp73a mit dem

kanonischen Wnt-Signalweg

7.1 Einleitung — Das Tumorsuppressor-Homolog p73 und seine Isoformen

Die p53-Tumorsuppressor-Familie umfasst neben dem p53 und den p63-Proteinen (siehe
Kapitel 2.1 und 2.2) ein weiteres Homolog welches als p73 bezeichnet wird. Wie die
anderen Familienmitglieder, weist dieses eine Domanenstruktur bestehend aus
Transaktivierungsdomane, DNA-Bindedomane und Oligomiersierungsdomane auf.

Vergleichbar zu p63, existieren fir p73 auch mehrere Isoformen (siehe Abbildung 26),
welche einerseits durch den Gebrauch eines internen Promotors bzw. eines alternativen
Startcodons enstehen (TA, AN und AN') und andererseits durch alternatives Spleissen
sowohl N-terminal (AEx2, AEx2/3) als auch C-terminal (o, B, v, 0, & ¢, n, ny, und @)
(Fillippovich et al., 2001; Ishimoto et al., 2002; Kaghad et al., 1997; Stiewe et al., 2002).
Die C-terminal langste Isoform ist das p73a-Protein, welches, wie p63, ebenfalls eine
SAM-Domane (Barrera et al., 2003; Wang et al., 2001), jedoch keine TID-Domane,
besitzt. TAp73-Isoformen kénnen p53-responsive Gene aktivieren (Fontemaggi et al.,
2002), wahrend die Rolle der N-terminal trunkierten Proteine ANp73 darin besteht, der
Aktivitdt von p53 entgegenzuwirken (Pozniak et al., 2000; Yang et al., 2000). Regultiert
wird die Trankription der TA-Isoformen unter anderem Uber E2F1 (lrwin et al., 2000;

Stiewe und Putzer, 2000), der Promotor der ANp73-Isoformen ist p53-responsiv
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Abbildung 26: p73 Genstruktur [aus (Emmrich et al., 2009)]

Struktur des p63-Gens mit Darstellung der alternativen Promotoren und der differentiellen
Spleissung. Transaktivierungsdomane (blau); Exon 3B-kodierende Sequenz (lila); DNA-
Bindedomane (rot); Oligomerisierungsdoméane (gelb); C-Terminus (grun).
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(Grob et al., 2001; Kartasheva et al., 2002). Der Knockdown des TP73-Gens geht mit
schwerwiegenden Defekten in der neuronalen Entwicklung wie auch der Homeostase
einher. Die starkste Expression des p73 Gens liegt im zentralen Nervensystem in Form
der ANp73-Proteine (Yang et al., 2000). p73-defiziente Mause zeigen Missbildungen des
limbischen Telencephalons und weisen haufig einen Hydrocephalus auf. Die Dysfunktion
des Jacobson-Organs, welches unter normalen Bedingungen gro3e Mengen des p73-
Proteins exprimiert, geht mit starken Einschrankungen der Pheromondetektion einher,
was zu schweren Stérungen des Sozialverhaltens flihrt.

Obwohl keine p73-Mutationen in Zusammenhang mit der Tumorenstehung oder -
progression nachgewiesen werden konnten (Kovalev et al., 1998; Yokomizo et al., 1999),
sind in einigen Tumorarten erhohte p73-Proteinmengen aufgetreten; dazu gehért auch
das Neuroblastom (Douc-Rasy et al., 2002; Kovalev et al., 1998), Tumore der Prostata
(Yokomizo et al., 1999), der Brust (Dominguez et al., 2001; Zaika et al., 1999) und des
Ovars (Concin et al., 2004)

7.2 Fragestellung

Aufgrund der hohen Aminosaure-Homologie der p53-Familienmitglieder, gerade im
Bereich der mit TCF/LEF-interagierenden DNA-Bindedomane, stellte sich die Frage nach
der Wirkung von p53 und p73 auf den kanonischen Wnt-Signalweg.

Daher wurde die Wirkung der weiteren Mitglieder der p53-Familie, p53 und ANp73a, auf
die B-Catenin-TCF-vermittelte Transkription Wnt-responsiver Gene im Reporterassay
untersucht. Auch wurde die Frage addressiert, ob ANp73a, wie sein Homolog ANp63a in

der Lage ist, mit TCF/LEF-Transkriptionsfaktoren zu interagieren.

7.3 Zusatzliches Material

pcDNA3-p53: Die humane cDNA Sequenz fir die Expression von p73 wurde in den
pcDNA3-Vektor kloniert. Beschrieben in (Rodriguez et al., 1999).

pcDNA3-ANp73a: Die humane cDNA Sequenz flir die Expression von ANp73a wurde
durch Natalia Kartasheva, Marburg, in den pcDNA3-Vektor kloniert und in
(Kartasheva et al., 2002) beschrieben.
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7.4 Ergebnisse

7.41 ANp63a, aber nicht p53 oder ANp73a verstérkt die B-Catenin-TCF-vermittelte

Transkription

Im Hinblick auf die Fragestellung wurde einerseits der Tumorsuppressor p53 und das zu
ANp63a strukturell ahnliche ANp73a untersucht. Diese Proteine wurden neben der
Positivkontrolle ANp63a in HEK-293 Zellen Uberexprimiert und ihr Einfluss auf das
TOPflash/FOPflash-System untersucht. Zur Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalwegs
wurde der Einfluss dieser drei p53-Familienmitglieder in Kombination mit einer -Catenin
Uberexpression analysiert. Die Ergebnisse dieser Luziferase-Reporterassays sind in
Abbildung 27 dargestellt.

Ohne Aktivierung des Wnt-Signalwegs sind ANp63a und ANp73a in der Lage, die
Reporteraktivitat des TOPflash-Konstruktes zu aktivieren. Wahrend ANp63a die
Expression der Luziferase auf das Zweifache steigert, liegt die Aktivierungssteigerung fur
ANp73a bei 5-fach. Auch hier wird jedoch wieder die FOPflash-Aktivitat im gleichen
Ausmald hochreguliert. Nur p53 zeigt keine Auswirkung auf die Reporteraktivitat des
TOPflash- und FOPflash-Konstrukts. Interessant sind jedoch die Ergebnisse aus den
Uberexpressionen, die mit B-Catenin kombiniert wurden. Die B-Catenin-Expression alleine
aktiviert den TOPflash-Reporter spezifisch auf das 7-fache. Wie bereits in Abbildung 11A
und C beobachtet, zeigt B-Catenin in Verbindung mit ANp63a-Uberexpression eine
deutlich héhere Reporteraktivitdt von 62-fach. Fir ANp73a wird dieser transaktivierende
Effekt nicht beobachtet. Hier liegen, wie auch ohne [-Catenin Ko-Expression, die
Aktivitaten sowohl des TOPflash- als auch FOPflash-Reporters bei etwa 5-fach. Und auch
p53 zeigte, wie schon zuvor ohne B-Catenin, keine Steigerung der Reporterexpression.
Ganz im Gegenteil, man sieht sogar, dass die p53-Uberexpression sich inhibierend auf
die durch B-Catenin induzierte Reporteraktivitat auswirkt, indem der Wert vergleichbar mit

dem Wert der Leervektor-transfizierten Zellen ist.

Folglich ist nur ANp63a, nicht aber der Tumorsuppresor p53 oder das verwandte ANp73a-

Protein fahig, die B-Catenin-TCF-vermittelte Transkription zu verstarken.
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Abbildung 27: ANp63a, aber nicht p53 oder ANp73a verstéarkt die B-Catenin-TCF-vermittelte
Transkription

HEK-293 Zellen wurden mit den follgenden Expressions- und Reporterkonstrukten transfiziert:
pGI3-OT (TOPflash) oder -OF (FOPflash) (200 ng), pRL-tk (50 ng), pClneo-B-Catenin (160 ng),
pcDNA3-ANp63a, p53 und ANp73a (each 400 ng). 24 h nach Transfektion wurden die Firefly- und
Renilla-Luziferaseaktivitaten ermittelt und Firefly zu Renilla normalisiert Dargestellt sind die
Mittelwerte aus drei unabhangigen Experimenten und die jeweilige Standardabweichung.

7.4.2 ANp73a interagiert mit LEF1

Die fehlende Transaktivierungfahigkeit von ANp73a im TOPflash/FOPflash-Reporter-
system nach Uberexpression legt nah, dass es trotz der strukturellen Homologien zu
ANp63a dennoch Unterschiede zwischen diesen Proteinen geben muss, die diese
verschiedenen Auswirkungen verursachen. Ausgehend von dem in Abbildung 25
beschriebenen Modell gabe es hierfiir zwei Ansatzpunkte. Der erste ware die fehlende
Ausbildung eines Komplexes mit den TCF/LEF-Transkriptionsfaktoren. Hierdurch wurde
die Uberexpression nicht zu einem Anstieg der B-Catenin-TCF-vermittelten Transkription
fUhren, wie es in Abbildung 27 gezeigt wird. Das zweite Szenario ware, dass ANp73a im
Gegensatz zu ANp63a nicht in der Lage ist, Repressorkomplexe wie HDACs an die
Promotoren von Wnt-responsiven Genen zu titrieren, da es diese nicht bindet. Auch diese
Méglichkeit wiirde dazu fiihren, dass die Uberexpression von ANp73a zu keiner
Auswirkung auf die [B-Catenin-TCF-vermittelten Transkription fihrt, da sich kein
Squelching-Effekt einstellt. Die Suche nach einem geeignetem System zur Untersuchung
der zweiten Theorie wirde sich als etwas schwierig gestalten, da eine siRNA-Transfektion

in einer Wnt-responsiven Zelllinie mit hohem endogenem Level an ANp73a etabliert
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werden musste. Daher liegt die Analyse der ersten Fragestellung naher, welche mit einer
Ko-Immunprazipitation beantwortet werden kann.

Aus diesem Grund wurden NCI-H1299-Zellen mit Expressionskonstrukten fir ANp73a
und LEF1 in einem 1:1 Verhaltnis, sowie ein GFP-Konstrukt transfiziert und nach 48-
stiindiger Inkubation eine HA-Prazipitation einschlieRlich der Kontrollprazipitation mit dem
B-Galaktosidase-Antikorper durchgefiihrt. Nach der Elution aller prazipitierten und
koprazipitierten Proteine, wurden diese sowie die Inputproben mittels SDS-PAGE
aufgetrennt und Uber Immunfarbung mit spezifischen Antikérpern detektiert. In Abbildung

28 sind die Ergebnisse dieses Versuches dargestellt.
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Abbildung 28: ANp73a interagiert mit LEF1

H1299-Zellen wurden mit den Plasmiden pCS2+-HA-mLEF1 (9,2 ug), pcDNA3-ANp73a (9,2 ug)
und pCAGGS-GFP (0,9 ug) transfiziert, und einer Ko-Immunprazipitation wie in Abbildung 18
beschrieben unterzogen. Das Signal der mit Sternchen markierten Bande stammt von der
schweren Kette des zur Prazipitation verwendeten Antikdrpers.
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Die jeweiligen Farbungen der Inputproben zeigen vergleichbare Mengen des ANp73a-
Proteins in den beiden letzten Proben, sowie vergleichbare HA-LEF1-Mengen in der
zweiten und letzten Probe. Die a-B-Aktin-Farbung zeigt die gleichmaRige Beladung des
Gels, wahrend die a-GFP-Farbung die Transfektionseffizienzen wiedergibt. Hier ist zu
bemerken, dass die beiden Proben mit transient transfiziertem HA-LEF1 erhéhte Mengen
an GFP exprimieren im Vergleich zu den Proben ohne HA-LEF1 Ko-Expression. Die
Prazipitation des HA-getaggten LEF1 mit dem a-HA-Antikérper war erfolgreich und
mengenmalig im vergleichbaren Rahmen, wie im mittleren Teil der Abbildung 28 (IP: o-
HA) zu sehen ist. Die Farbung mit einem a-p73 Antikorper (Ab-2; Oncogene; Verdinnung
1:1000) zeigt auf, dass ANp73a erfolgreich und spezifisch mit HA-LEF1 koprazipitiert
werden konnte. Daher kann die Aussage getroffen werden, dass, obwohl keine
Transaktivierung auf Wnt-responsive Reporter durch ANp73a-Uberexpression stattfindet,
das Protein mit LEF1 und vermutlich auch mit den anderen Mitgliedern der TCF/LEF-

Familie interagieren kann.

7.5 Diskussion

Die Untersuchung der ausgewahlten Mitglieder der p53-Familie hinsichtlich ihres
Potentials, die B-Catenin/TCF-vermittelte Transkription im Reportersystem zu
transaktivieren, ergab keinen Effekt nach p53 oder ANp73a-Uberexpression. Im Hinblick
auf die dennoch nachgewiesene Interaktion von ANp73a mit LEF1, stellt sich die Frage
nach dem Unterschied zu ANp63a, welches sowohl interagiert als auch transaktiviert.
Wird die Interaktion von p73 mit TCF/LEF-Faktoren ebenfalls Uber die DNA-bindende
Doméane vermittelt, wie es fir ANp63a gezeigt werden konnte (Kapitel 5.3.4), so liegt es
nah, dass die Fahigkeit zur Rekrutierung von Repressorkomplexen den entscheidenden
Unterschied ausmacht. Dies hatte zur Folge, dass ANp73a im Gegensatz zu ANp63a
nicht als Brickenprotein zwischen TCF/LEF-Proteinen und Repressoren fungiert. Daraus
ergibt sich Klarungsbedarf bezlglich des Bereichs, welcher mit Repressoren interagiert.
Handelt es sich im Falle von ANp63a tatsdchlich um die SAM-Domane als
Interaktionsdomane, muss untersucht werden, warum die SAM-Doméane des ANp73a-
Proteins zu dieser Bindung nicht befahigt ist. Weiterhin ist jedoch moglich, dass andere

Proteinbereiche die Repressorassoziation vermitteln.

Die Interaktion von p73 mit den Transkriptionsfaktoren der TCF/LEF-Familie konnte

zusatzlich den von Ueda et al. beobachteten Effekt erklaren, bei dem TAp73pB in Saos-2-
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Zellen einen [(-Catenin/TCF-responsives Reportergen transaktiviert und die durch [3-
Catenin induzierte Genexpression synergistisch verstarkt. Flir beide Effekte wurde keine
B-Catenin-Akkumulation als Folge der TAp73p-Uberexpression beobachtet. Die ANp73p-
Isoform zeigte in diesem Zusammenhang keinen Effekt auf die Reportergenexpression.
Daher liegt die Erklarung nahe, dass TAp73B nach Interaktion an TCF/LEF-Proteine
Koaktivatoren Uber die Transaktivierungsdomane rekrutiert (Ueda et al., 2001).

Die Studie von Tomkova et al. hingegen konnte eine transaktivierende Wirkung von
beiden Isoformen, TAp73a und ANp73a, auf die B-Catenin-TCF/LEF-vermittelte
Transkription in gastrointestinalen Zellen zeigen. Die kombinierte Expression der TA- und
AN-Isoform kooperierte sogar diesbezlglich. Fir die Koexpression von TAp73a und
ANp73a, sowie TAp73B und ANp73a konnte eine B-Catenin Akkumulation nachgewiesen
werden, wahrend ANp73a allein keine Akkumulation bewirkte. Tomkova et al. begrinden
diese Beobachtungen mit der Fahigkeit von TAp73, sowohl Apoptose zu induzieren, wie
auch die TCF-Aktivitdt zu induzieren. Die Inhibierung der apoptotischen Effekte durch
ANp73, wuirden sich verstarkend auf die TAp73-vermittelte TCF-Transaktivierung
auswirken (Tomkova et al., 2004).

Zur Untersuchung der genauen Funktion von p73 im kanonischen Wnt-Signalweg auch im
Hinblick auf die einzelnen p73-Isoformen ware es wichtig physiologische Systeme
heranzuziehen, welche unter natlrlichen Bedingungen endogen p73-Proteine
exprimieren. Hierbei bietet sich das Maussystem mit der p73-defizienten Maus an, welche
im Gegensatz zu p63-defizienten Maus lebensfahig ist. p73-Knockout-Mause haben
neurologische Defekte, wie auch chronische Infektionen und Entziindungen, besitzen
aber keine Praferenz fir spontante Tumore (Yang et al., 2000). Mit Hilfe dieser Mause
kdnnten verschiedene Gewebe hinsichtlich ihrer Wnt-Aktivitat untersucht werden.

Was die Interferenz von p53 mit dem kanonischen Wnt-Signalweg anbetrifft, so wurden
verschieden Wirkungen beobachtet. Einerseits ist dereguliertes B-Catenin in der Lage,
p53 zu aktivieren (Damalas et al., 1999). Andererseits kann aktiviertes p53 die 3-Catenin-
Mengen herunterregulieren (Sadot et al., 2001), indem es einen Einfluss auf die
Phosphorylierungsaktivitat des Destruktionskomplexes auf B-Catenin ausubt (Levina et
al., 2004). Diese Effekte sind so fur p63 und p73-Proteine nicht beschrieben worden.
Daher basiert die Rolle von p53 im Wnt/B-Catenin-Signalweg vermutlich auf einem
anderen Mechanismus. Hier ware es von Interesse, in weiteren Untersuchungen

zwischen wildtypischem und mutiertem p53 zu unterscheiden.



112
Anhang B

8 Anhang B: Auswirkungen von Mutationen des ANp63a-Proteins auf die

Interferenz mit dem kanonischen Wnt-Signalweg

8.1 Einleitung — p63-Mutationen

Die Bedeutung des Tumorsuppressor-Homologs p63 im Verlauf der Embryogenese wird
deutlich, betrachtet man humane Syndrome, die mit Mutationen des p63-Gens assoziiert
sind. Eine Vielzahl an Mutationen ist bekannt, welche abhangig von der Proteindoméane,
in welcher sie auftreten, in Gruppen zusammengefasst sind. Diese Gruppen ermoéglichen
die spezifische Untersuchung der funktionellen Domanen durch Betrachtung der Folgen
einzelner Mutationen und der damit verbundenen Dysfunktionen. Abbildung 29 stellt
einige dieser p63-Mutationen, die mit humanen Syndromen einhergehen, dar. Deutlich ist

die Akkumulation der Mutationen innerhalb der DNA-Bindedoméane, sowie der SAM-

Domane.
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Abbildung 29: p63-Mutationen in humanen Syndromen.

Die p63 Mutationen, die mit verschiedenen humanen Syndromen assoziiert sind, sind links
dargestellt. EEC, Ectrodactyly-Ectodermal Dysplasia-Clefting-Syndrom; AEC, Ankyloblepharon-
Ectodermal Dysplasia-Clefting-Syndrom, ADULT, Acro-Dermato-Ungual-Lacrimal-Tooth-Syndrom;
SHFM, Split Hand/Foot-Malformation; LMS, Limb-Mammary-Syndrom. Die p63-Domanen: TA,
Transaktivierungs-doméane; DNA-Bindedomane; Iso, Tetramerisierungsdomane; SAM, sterile-a-
Motiv und TID, Transaktivierungs-Inhibitions-Doméane. [aus (van Bokhoven und McKeon, 2002)]
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Das EEC-Syndrom (auch Ectrodactyly-Ectodermal Dysplasia-Clefting-Syndrom) wurde im
Jahre 1999 von Celli et al. als eine autosomal-dominante Erkrankung charakterisiert und
auf eine Region innerhalb des Chromosoms 3q27 kartiert (Celli et al., 1999). Die
Mutationen dieser Gruppe liegen ganzlich innerhalb der DNA-bindenden Domane des
p63-Proteins und wirken sich so auf die Protein-Chromatin-Interaktion aus. Das
Erscheinungsbild ist ein angeborenes Fehlen von Fingern und Zehen und/oder Lippen-
Kiefe-Gaumenspalten. Auch treten Anormalien der Haut, Haare, Augenlider und Nagel

auf.

Mutationen der AEC-Gruppe (Ankyloblepharon-Ectodermal Dysplasia-Clefting) befinden
sich innerhalb der SAM-Domane, wodurch die Defekte mit gestérten Interaktionen zu
anderen Proteinen erklart werden kénnen (McGrath et al., 2001). Das AEC-Syndrom,
auch Hay-Wells-Syndrom genannt, ist ebenfalls autosomal dominant und weist veranderte
Kopfbehaarung auch im Zusammenhang mit einer chronischen Dermatitis, fehlende
Wimpern und missgebildete Nagel und Zahne auf. Desweiteren treten haufig Lippen-

Gaumen-Spalten auf und die Augenlider sind verkurzt und zusammengewachsen.

Das ADULT-Syndrom (Acro-Dermato-Ungual-Lacrimal-Tooth) ist eine Misssense-
Mutation in der p63-DNA-Bindedoméne, welche unter anderem durch Ektrodaktylie,
exzessives Freckling (Pigmentveranderung) und Hypodontie charakterisiert ist (Amiel et
al., 2001).

Auch die Gruppe der SHFM-Syndrome (Split-Hand/Foot Malformation) zeigt Mutationen
innerhalb der DNA-Bindedomane, bzw. auch der TID auf. Die Betroffenen weisen

Spalthande und- flisse auf (lanakiev et al., 2000).

Die Syndrome des LMS (Limb-Mammary Syndrom) werden durch eine Frameshift-
Mutationen der Transaktivierungs-Inhibitions-Doméane im p63-Protein verursacht.
Betroffene Patienten leiden an Spalthanden und —flssen, sowie dem Fehlen von

Brustwarzen (van Bokhoven et al., 2001).

Die Ahnlichkeit der Syndrome, trotz der unterschiedlichen Regionen in denen die Mutation
auftritt, hebt die Bedeutung der p63-Proteine und ihrer korrekten Funktion wahrend der

embryonalen Entwicklung hervor.
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8.2 Zusatzliches Material

pcDNA3-myc-ANp63a: Die myc-getaggte Version der murinen ANp63a cDNA im
pcDNA3-Vektor wurde von Hans van Bokhoven, Nijmegen (Niederlande)

bezogen.

pcDNA3-myc-ANp63a C251R: Diese Expressionskonstrukt enthalt die cDNA des myc-
getaggten murinen ANp63a, welches jedoch an der Aminosdure 251 eine
Substitationsmutation von einem Cystein zu einem Arginin hin tragt. Das
Plasmid stammt von Hans van Bokhoven, Nijmegen (Niederlande) und wurde in
(Celli et al., 1999) beschrieben.

pcDNA3-myc-ANp63a L459F: Auch dieses Plasmid von Hans van Bokhoven, Nijmegen
(Niederlande) enthalt myc-getaggtes murines ANp63a mit der Substitutions-

mutation Leucin 459 Phenylalanin. Beschrieben in (McGrath et al., 2001).

8.3 Fragestellung

Sowohl die AEC als auch die EEC Mutationen des p63-Gens sind mit humanen
pathogenen Syndromen assoziiert. Diese weisen auf Stérungen in der Hautentwicklung
und der fehlerhaften Ausbildung der meisten Hautanhangsgebilde, wie Hande/Fule,
Haare, Zahne und Nagel, hin (Celli et al., 1999; McGrath et al., 2001). Inwieweit diese
Fehlentwicklungen der Betroffenen eine Konsequenz der gestorten Interferenz des p63
mit dem kanonischen Wnt-Signalweg sind, soll im Folgenden untersucht werden. Hierflr
wird das Transaktivierungspotential zweier auserwahlter Mutationen, sowie die Interaktion

zu TCF/LEF-Transkriptionsfaktoren im Vergleich zum wildtypischen Protein untersucht.
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8.4 Ergebnisse

8.4.1 Unterschiede in der Interferenz von ANp63a mit dem kanonischen Wnt-
Signalweg bei AEC- und EEC-Mutanten

Die Untersuchung dieser p63-Mutanten konnte aufgrund fehlender Zelllinien mit
physiologischer Expression der Mutanten nur im Uberexpressionssystem durchgefiihrt
werden. Als Reprasentant der AEC-Mutationen, welche die SAM-Domane betreffen,
wurde die ANp63alL459F—Mutante ausgewahlt. Dies entspricht im TAp63-Protein der
L518F-Mutation. Innerhalb der EEC-Mutationen (Mutationen in der DNA-Bindedomane)
wurde die ANp63aC251R-Mutante herangezogen, welche der TAp63aC306R entspricht.
Zunachst wurde das Transaktivierungspotential im Vergleich zum Wildtyp im
TOPflash/FOPflash-System untersucht. Wie auch schon in vorherigen Experimenten
wurden HEK-293-Zellen verwendet und der Wnt-Signalweg durch die Ko-Transfektion von

B-Catenin aktiviert.

Die Abbildung 30A zeigt die Ergebnisse des Luziferase-Reporterassays.

Das wildtypische ANp63a zeigt, wie gewohnt, eine Aktivierung des TOPflash-, wie auch
des FOPflash-Reporters (3-fach). In Verbindung mit einer B-Catenin Ko-Expression steigt
die Luziferaseaktivitat des TOPflash-Konstrukts auf ein 16-faches. Dies ist etwa 3-fach
mehr als der Ansatz ohne ANp63a. Ein vergleichbarer Effekt, sowohl ohne als auch mit
der Signalwegs-Aktivierung durch p-Catenin, ist mit der ANp63aL459F-Mutante erzielt
worden. Die ANp63aC251R-Mutante hingegen zeigt kein transaktivierendes Potential auf.
Ohne B-Catenin Ko-Expression liegt keine Aktivierung des TOPflash- und FOPflash-
Reporters vor, die Werte liegen im Bereich der Leervektor-Kontrolle. Auch mit einer
parallelen B-Catenin-Expression wird kein Aktivierungseffekt beobachtet. Es scheint
sogar, als wirde die EEC-Mutante die Aktivierung durch B-Catenin hemmen, da hier die
relativen Werte niedriger ausfallen (3-fach), als in dem Ansatz mit Leervektor-Transfektion
(6-fach).

In der Ko-Immunprazipitation wurden beide Mutanten hinsichtlich ihrer Fahigkeit zur
LEF1-Interaktion untersucht. Im Rahmen dieses Experiments wurden NCI-H1299-Zellen
mit Expressionskonstrukten flir ANp63a wildtyp, L459F oder C251R und HA-LEF1 in
einem 1:1 Verhaltnis, sowie ein GFP-Konstrukt transfiziert. Nach 48-stiindiger Inkubation
wurden eine HA-Prazipitation sowie die Kontrollprazipitation mit dem p-Galaktosidase-

Antikorper durchgeflihrt. Prazipitierte und koprazipitierte Proteine wurden, wie auch die
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Abbildung 30: Die AEC (L459F) und EEC (C251R) Mutanten von ANp63a verstirken die -
Catenin-TCF-vermittelte Transkription unterschiedlich stark, obwohl beide mit HA-LEF1
interagieren

(A) ANp63aL459F transaktiviert den TOPflash Reporter vergleichbar stark wie der ANp63a wildtyp,
wahrend die C251R-Mutante keine gesteigert Reporteraktivitat bei Ko-Expression von B-Catenin
zeigt. HEK-293 Zellen wurden mit den angegebenen Konstrukten mit den folgenden
Plasmidmengen transfiziert: pGI3-OT (TOPflash) oder -OF (FOPflash) 200 ng, pRL-tk 50 ng,
pClneo-B-Catenin 160 ng, pcDNA3-ANp63a  (wt/L459F/C251R) 400 ng.  Firefly-
Luziferaseaktivitdten wurden ermittelt und zu den Renilla-Luziferaseaktivitdten normalisiert
dargestellt; Mittelwerte aus drei unabhangigen Experimenten mit Standardabweichung.

(B) Beide ANp63a Mutanten interagieren mit HA-LEF1. H1299 Zellen wurden mit den
Expressionsplasmiden fir HA-LEF1 und myc-ANp63a wt, L459F und C251R (je 9,2 ug) und
pCAGGS-GFP (0,9 ug) transfiziert. Es folgte eine HA-Epitop-Immunprazipitation mit
anschlieender Immunblot-Analyse wie in Abbildung 18 beschrieben.
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Inputproben, mittels SDS-PAGE aufgetrennt und Uber Immunfarbung mit spezifischen
Antikérpern detektiert.
Die Farbungen der Inputproben (Abbildung 30B, Input) zeigen die leicht unterschiedlichen

Mengen der verschiedenen ANp63a-Varianten, sowie die Mengen des HA-LEF 1-Proteins.

Deutlich zu sehen ist, dass bei Ko-Expression mit der ANp63aC251R-Mutante das HA-
LEF1-Level stark reduziert vorliegt. Die a-B-Aktin-Farbung zeigt die gleichmaRige
Ladekontrolle, die a-GFP-Farbung die Transfektionseffizienzen.

Die Prazipitation des HA-getaggten LEF1 mit dem a-HA-Antikdrper spiegelt die bereits
beobachteten Mengen des Inputs wieder, mit einem deutlich schwacheren Signal im Falle
der ANp63aC251R-Ko-Expression (Abbildung 30B (IP: a-HA)). Die Farbung der HA-
Prazipitation mit einem Antikorper gegen das koprazipitierte ANp63a zeigt auf, dass
neben dem wildtypischen ANp63a oder beide Mutanten erfolgreich und spezifisch mit HA-
LEF1 koprazipitiert wurden. Die schwachere Koprazipitation der ANp63aC251R-Mutante
ist vermutlich mit der schwacheren Expression des HA-LEF1 in diesem Ansatz zu

begrinden.

Zusammenfassend ist der Effekt der AEC-Mutante (ANp63alL459F) dem des
wildtypischen Proteins sehr dhnlich, wahrend die EEC-Mutante (ANp63aC251R) trotz des
unveranderten Interaktionspotentials zu LEF1 nicht mehr in der Lage ist das
TOPflash/FOPflash-System zu transaktivieren.

8.5 Diskussion

Der Einfluss der p63 AEC (ANp63alL459F), wie auch der EEC-Mutante (ANp63aC251R)
auf den kanonischen Wnt-Signalweg gibt Hinweise zur genaueren Aufklarung des zu
Grunde liegenden Mechanismus. Im Hinblick auf die Interaktion von ANp63a mit den
TCF/LEF-Transkriptionsfaktoren wird deutlich, dass die Interaktion zwar tber die DNA-
Bindedoméane des p63-Proteins vermittelt wird (Kapitel 5.3.4), eine Mutation innerhalb der
DNA-Bindedomane (EEC) sich auf diese Interaktion jedoch nicht auswirkt. Da die
ANp63aC251R-Mutante keine DNA-Bindekapazitat vermutlich aufgrund einer strukturellen
Deformation besitzt (Celli et al., 1999), kann daraus geschlossen werden, dass die
Bindung des p63 an Chromatin nicht ausschlaggebend fir die Ausbildung der Interaktion
ist. Auch die Existenz einer Mutation innerhalb der SAM-Domane (AEC, ANp63alL459F)
hat keinen Einfluss auf die Bindung der TCF/LEF-Transkriptionsfaktoren.
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Wahrend also die Mutationen in den verschiedenen Proteindomanen von p63 keine
Auswirkungen auf die Interaktion zu TCF/LEF-Proteinen haben, sind Unterschiede im
Transaktivierungspotential eines Wnt-responsiven Reporters zu verzeichnen. Die AEC-
Mutante (ANp63aL459F) verhalt sich ahnlich dem wildtypischen Protein und verstarkt die
B-Catenin-vermittelte Transkription. Hingegen ist flr die EEC-Mutante (ANp63aC251R),
welche eine Aminosauresubstitution innerhalb der DNA-Bindedomane tragt, keine
Transaktivierung nach Ko-Expression zu beobachten. Da dieses Protein weiterhin an
TCF/LEF-Proteine bindet, konnte dieser Effekt damit erklart werden, dass die

Repressoren vielleicht doch Uber die DNA-Bindedomane rekrutiert werden.
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