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Einleitung 1

1 Einleitung

Die Bevolkerung der Industrielander leidet in steigendem Mafl} unter sogenannten
Zivilisationskrankheiten. Ein Beispiel daflir ist der starke Anstieg von Erkrankungen
wie Diabetes Typ | und Il (Mellitus). Eine allgemeine Arbeitshypothese der
regenerativen Medizin besagt, dass man durch ein genaues Verstandnis der
molekularen Mechanismen der Embryonalentwicklung Protokolle zur Erzeugung
organspezifischer Zellen mit der entsprechenden Stoffwechselleistung terminal
differenzierter Zellen aus embryonalen oder adulten Stammzellen ableiten kann.
Solche in vitro erzeugten, spezialisierten Zellen kdénnten dann im Rahmen von
zelltherapeutischen Strategien zur Behandlung degenerativer Krankheiten wie
Diabetes Mellitus eingesetzt werden. Eine in vitro Differenzierung Insulin-
produzierender f-Zellen aus embryonalen Stammzellen konnte bereits in
verschiedenen Laboren erzielt werden (Blyszczuk et al., 2004; Chen et al., 2008).
Diese in vitro differenzierten f-Zellen fihrten nach Transplantation in
hyperglykemische Mause jedoch nicht zu einem Absinken der Blutglukose-
Konzentration (Chen et al., 2008). Auch Versuche, murine und humane Fibroblasten
in vitro zu de-differenzieren und sie einen embryonalen Stammzell-ahnlichen
Charakter annehmen zu lassen, konnten bisher nur partielle Erfolge erzielen (Wernig
et al., 2007; Yu et al.,, 2007). Technische Limitationen dieser experimentellen
Strategie ergeben sich durch die Verwendung retroviraler Vektoren, um die terminal
differenzierten Zellen zu transformieren. Da diese Vektoren unspezifisch ins Genom
der Zellen integrieren, kann die Tumor-Induzierende Wirkung dieser in vitro
reprogrammierten  Zellen nach einer moglichen Re-Implantation nicht

ausgeschlossen werden.

Alternativ kdnnte die Regenerationsfahigkeit adulter Organe genutzt werden. Im
Rahmen solcher Prozesse kommt es entweder zur Aktivierung fakultativer
Stammzellen, welche bei der Regeneration die  organspezifischen
Differenzierungsschritte der Embryonalentwicklung zu rekapitulieren scheinen, oder
aber zu einem Wiedereintritt terminal differenzierter Zellen in den mitotischen
Zellzyklus. An diesen Prozessen kommt unter anderem den FGF (,Fibroblast Growth

Factor®) und Wnt Signalwegen eine Schliisselrolle zu [zur Ubersicht siehe (Stoick-
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Cooper et al., 2007)]. Die Leber ist das Organ mit der hdchsten
Regenerationskapazitat in Sdugetieren. Nach partieller Hepatektomie, der Resektion
von bis zu 70% der Lebermasse, treten Hepatozyten wieder in den Zellzyklus ein
und bilden durch kompensatorisches Wachstum das urspringliche Lebervolumen
aus. Daruber hinaus konnten auch fakultative Stammzellen der Leber, die
sogenannten ,oval cells, identifiziert werden, die nach einer Intoxikation aktiviert
werden [zur Ubersicht siehe (Taub, 2004)].

Der Pankreas zeichnet sich demgegenuber durch eine geringere Fahigkeit zur
Regeneration aus. Im Fokus der regenerativen Medizin befinden sich insbesondere
die Insulin-produzierenden p-Zellen. Es konnte gezeigt werden, dass adulte -Zellen
nach partieller Pankreatektomie durch einen Wiedereintritt in den mitotischen
Zellzyklus die Zellmasse wiederherstellen konnen (Dor et al., 2004). Demgegeniber
belegt eine neuere Studie, dass in einem Pankreatitis-Mausmodell p-Zellen aus
fakultativen adulten Stammzellen regeneriert werden (Xu et al., 2008).
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass in Leber und Pankreas
Zellregeneration sowohl durch kompensatorisches Wachstum als auch durch die

Aktivierung fakultativer Stammzellen stattfinden kann.

Vor diesem Hintergrund soll in der hier vorgelegten Arbeit die Funktion der Wnt-
abhangigen Signalkaskaden im Zusammenhang mit Leber- und
Pankreasentwicklung in Xenopus laevis untersucht werden. Xenopus laevis bietet
als Modellorganismus im Vergleich zur Maus verschiedene Vorteile, welche die
Untersuchung der eben genannten Aspekte erleichtern. Neben der mit 1 bis 2mm
vorteilhaften Gréfle der frihen Embryonen, sowie der raschen extraembryonalen
Entwicklung bis zur freischwimmenden Kaulquappe in nur vier Tagen, haben
Explantations- und Transplantationsexperimente in Xenopus eine lange Tradition
(Spemann, 1938). Anhand isolierter, multipotenter Vorlauferzellpopulationen kénnen
zur Induktion einzelner Zelltypen bendétigte Stimuli und Wachstumsfaktoren gezielt

analysiert werden.



Einleitung 3

1.1 Die Entwicklung des Gastrointestinaltrakts in Xenopus

laevis

1.1.1 Entoderm-Entwicklung in Xenopus Embryonen

Die Bildung der drei Keimblatter beruht in Xenopus Embryonen auf der
asymmetrischen Verteilung maternaler Komponenten entlang der animal-vegetalen
Achse der Oocyte. Die mRNAs von VegT und Vg1 sind am vegetalen Kortex der
Oocyte verankert und werden im Zuge der Furchungsteilungen in den vegetalen
Zellen angereichert, welche das Entoderm bilden. Das Ektoderm bildet sich aus den
animalen Zellen und das Mesoderm entsteht im dquatorialen Bereich des Embryos.
Embryonen ohne maternales VegT zeichnen sich durch den Verlust des
entodermalen Keimblattes aus (Zhang et al., 1998), der Verlust von Vg1 resultiert im
Fehlen von Entoderm und dorsalem Mesoderm (Joseph und Melton, 1998). Im Zuge
der Gastrulationsbewegungen gelangen die entodermalen Zellen in das Innere des

Embryos, wo sie das Archenteron, den Urdarm, bilden.

Aus dem Archenteron, einer Rdéhrenférmigen, von entodermalen Epithelzellen
ausgekleideten Struktur entwickelt sich in Xenopus laevis, ahnlich wie in anderen
Vertebraten, der intestinale Trakt. Im Laufe der Entwicklung differenzieren sich von
anterior nach posterior das 6sophagial-trachiale System, der Magen, das Duodenum
mit den anliegenden Organen Leber, Pankreas und Gallenblase, sowie der Dinn-
und der Dickdarm. Erste Differenzierungsschritte lassen sich in Xenopus laevis
bereits am zweiten Entwicklungstag durch die Analyse von Markergenen
veranschaulichen. Wie in Abb. 1.1 A schematisch dargestellt, kbnnen schon
wahrend der Gastrulation einzelne Vorlauferzellpopulationen im Entoderm lokalisiert
werden. In Stadium 40/41 (Abb. 1.1 B) haben sich bereits einzelne Organe, wie die
Leber (rot dargestellt) und der Pankreas (griin dargestellt) differenziert, wahrend das
Darmrohr erst in spateren Stadien (Abb. 1.1 C) die charakteristischen Schlingen

ausbildet.
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Abb. 1.1: Schematische Darstellung der Entwicklung entodermaler Organe in Xenopus
laevis. (A) Sagittaler Schnitt durch einen Embryo im Stadium 11 (Gastrula) mit anterior nach
links. Das Ektoderm ist blau, das Mesoderm rot und das Entoderm gelb dargestellt. Einzelne
Vorlauferzellpopulationen sind markiert. (B) Laterale Ansicht eines Embryos in Stadium 41/42
mit anterior nach links, das Entoderm ist farblich hervorgehoben (Zorn und Mason, 2001). (C)
Laterale Ansicht eines Embryos in Stadium 46/47 mit anterior nach links. Der

Gastrointestinaltrakt ist vergroRert dargestellt (Zorn und Mason, 2001). dp = dorsaler
Pankreas, gb = Gallenblase, i = Darm, lu = Lunge, Iv = Leber, s = Magen, vp = ventraler
Pankreas.

1.1.2 Leberentwicklung

In Xenopus Embryonen bildet sich das Leberdiverticulum im Stadium 13,5 aus, im
Stadium 22 umschliel3t die Leberanlage einen kleinen Hohlraum. Im Stadium 25
vergrofRert sich die Leberanlage zu einer charakteristischen, Bogenférmigen
Struktur. Das friheste hepatische Vorlaufermarkergen ist hex, ein Homdobox
Transkriptionsfaktor der Antennapedia Familie (Crompton et al., 1992).
Verschiedene Differenzierungsmarker, wie beispielsweise Fibrinogen, werden in
Xenopus Embryonen zwischen den Stadien 34 und 44 sowohl in der Leber als auch

im Darm exprimiert (Chen et al., 2003).

Die Lebervorlauferzellen entspringen in Vertebraten einer gemeinsamen
Zellpopulation mit den Vorlauferzellen des ventralen Pankreas (Deutsch et al., 2001).
Diese Zellpopulation kann bereits wahrend der Gastrulation im anterioren
Entomesoderm von Maus Embryonen durch die Expression von hex identifiziert
werden (Thomas et al., 1998). In der Maus konnte auch gezeigt werden, dass frihe
BMP Sekretion des Septum transversum Mesenchyms im angrenzenden ventralen
Vorderdarm die Expression von FoxA und Gata Transkriptionsfaktoren induziert
(Rossi et al., 2001). Daraufhin gewinnt das Entoderm die Kompetenz, auf spatere

FGF Signale aus der Herzanlage zu reagieren und Leber-spezifische Markergene zu
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exprimieren (Jung et al., 1999). Der Anteil der hepato-pankreatischen Zellpopulation,
welcher durch das Septum transversum Mesenchym von der Herzanlage abgegrenzt
wird und daher keine FGF Signale empfangt, entwickelt sich zum ventralen
Pankreas. Diese Positionierung der ventralen Pankreasanlage ist abhangig von der

Expression des Transkriptionsfaktors Hex (Bort ef al., 2004).

1.1.3 Pankreasentwicklung

Das Pankreas entwickelt sich aus dem anterioren Darmepithel, aus einer dorsalen
und zwei ventralen Anlagen. Die dorsale Pankreasknospe bildet sich in Xenopus im
Stadium 35/36 aus, die ventralen Anlagen im Stadium 37/38. Eine der ventralen
Anlagen bildet sich zurick, wahrend sich die andere weiterentwickelt. Im Zuge der
Darmrotation kommt die dorsale Anlage in Kontakt mit der verbliebenen ventralen
Anlage, was die Fusion dieser Organlagen zur Folge hat [Abb. 1.2; (Afelik et al.,
2004; Kelly und Melton, 2000)]. Die ventrale Anlage besteht ausschlief3lich aus
exokrinen Zellen, friihe Insulin-produzierende Zellen werden in Xenopus nur in der

dorsalen Pankreasanlage gebildet (Kelly und Melton, 2000).

Wichtige pankreatische Vorldufermarker sind der bHLH-Transkriptionsfaktor
Pft1a/p48 und der Homdodomanen-Transkriptionsfaktor XIHbox8. Ptf1a/p48 wird in
Xenopus ab Stadium 30 in allen pankreatischen Vorlauferzellen, sowie in der Retina
und im Hinterhirn exprimiert (Afelik et al., 2006). XIHbox8 wird ebenfalls ab Stadium
30 in allen pankreatischen Vorlauferzellen, sowie dem Duodenum und im posterioren
Magen exprimiert (Wright et al., 1989). Der erste endokrine Differenzierungsmarker
ist Insulin, welches ab Stadium 32 ausschlieBlich im dorsalen Pankreas exprimiert
wird. Der erste exokrine Differenzierungsmarker ist die Proteindisulfitisomerase
XPDlIp, welche ab Stadium 39 detektiert werden kann (Afelik et al., 2004). Ab
Stadium 42 folgt eine zweite Welle der Differenzierung, welche durch die Expression
weiterer exokriner und endokriner Differenzierungsmarker wie Trypsinogen und
Glucagon gekennzeichnet ist (Afelik et al., 2004; Kelly und Melton, 2000).
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Abb. 1.2: Entwicklung und temporires Genexpressionsprofil des Pankreas in Xenopus
Embryonen (Pieler und Chen, 2006). (A) Darstellung des Fusionsprozess der
Pankreasanlagen anhand der XPDIp Expression. (1) In Stadium 39 wird XPDIp
ausschlieBlich in der dorsalen und den beiden ventralen Pankreasanlagen exprimiert. (2)
Transversalschnitt des Embryos in (1) mit deutlicher Farbung der Pankreasanlagen. (3) In
Stadium 40 fusionieren die dorsalen und ventralen Anlagen auf der rechten Seite des
Embryos. (4) Transversalschnitt durch den Embryo in (3), die rote Pfeilspitze zeigt auf die
Fusionsstelle. (5) Das reife Pankreas kommt im Zuge der Darmrotation hinter dem Magen
und dem Duodenum zu liegen. Dp = dorsale Pankreasanlage, Du = Duodenum, St = Magen,
vP = ventrale Pankreasanlagen. (B) Schematische Darstellung des Genexpressionsprofils
pankreatischer Gene in Xenopus laevis. Ptfla/p48 und XIHbox8 werden schon ab Stadium
30 in allen pankreatischen Vorlauferzellen exprimiert. Die frihesten Differenzierungsmarker
sind Insulin und XPDIp, wahrend andere Differenzierungsmarker erst ab Stadium 42 in der
Wachstums- und Differenzierungsphase des Pankreas exprimiert werden.

Die Entwicklung des Pankreas hangt von der Sekretion verschiedener
Signalmolekile aus den umgebenden Geweben ab. So konnte Retinsdure (RA) als
bereits wahrend der Gastrulation wirkendes Signalmolekil in der Spezifierung der

dorsalen Pankreasvorlauferzellpopulation identifiziert werden, wobei eine RA
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Signalwirkung sowohl Uber das Entoderm als auch ber das Mesoderm beschrieben
wurde (Chen et al., 2004a; Pan et al., 2007). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass
RA die Expression von Sonic Hedgehog (Shh), einem in verschiedenen
Modellorganismen beschriebenen Inhibitor pankreatischer Genexpression [zur
Ubersicht siehe (Hebrok et al., 1998)], hemmt (Chen et al., 2004a). In der Maus
wurden auch spatere Signale der an das pankreatische Epithel angrenzenden
BlutgefaRe, wie der dorsalen Aorta, als essentiell fur die Entwicklung der
Pankreasanlage beschrieben, wobei die Identitat dieser Signale noch nicht bekannt
ist (Lammert et al., 2001).

1.2 Wnt Signaltransduktion

Bei Wnts handelt es sich um sekretierte Glykoproteine mit morphogenetischer
Aktivitdt. Sie besitzen eine N-terminale Cystein-reiche Doméane, wobei ein
konserviertes Cystein einen fur die Funktion der Wnt Proteine essentiellen
Palmitoylrest tragt (Willert et al., 2003). Der Name Wnt ist eine Kombination aus Wg
(wingless) und Int. Wg wurde als Segmentpolaritatsgen in Drosophila melanogaster
identifiziert (Nusslein-Volhard und Wieschaus, 1980). Int Gene wurden in
Vertebraten als Gene identifiziert, die in der Nahe verschiedener ,Mouse Mammary
Tumor Virus“ (MMTV) Integrationsstellen liegen (Nusse und Varmus, 1982). Als
erkannt wurde, dass es sich bei Wg und Int-1 um Homologe handelte, wurde der
Namen Wnt gepragt. Mittlerweile kennt man 7 wg Gene in Drosophila und 19
Vertebraten-Homologe Wnt Gene [zur Ubersicht siehe (The Wnt Homepage)]. Die
Beobachtung, dass Wnt Proteine nach Mikroinjektion in Xenopus Embryonen
unterschiedliche Effekte auf die Auspragung der dorso-ventralen Achse haben,
fuhrte zu der Annahme, dass mehr als ein Wnt Signaltransduktionsweg existiert. So
zeigen einige Wnt Proteine, wie Wnt1 oder Wnt8, die Fahigkeit, eine dorsale
Achsenduplikation zu induzieren, wohingegen Wnt5a oder Wnt11 diese Fahigkeit
nicht besitzen, sondern Gastrulationsdefekte ohne Zellidentitatsanderungen
hervorrufen (Glinka et al., 1997; Moon et al., 1993; Sokol et al., 1991; Tada und
Smith, 2000).
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1.2.1 Der kanonische Zweig der Wnt Signaltransduktion

Kanonische Wnt Signaltransduktion spielt eine wesentliche Rolle in der
Spezifizierung der Zellidentitat, sowie bei Zellproliferation und Differenzierung, aber
auch in der Achsendetermination in allen Metazoen. Eine Fehlregulation des
kanonischen Wnt Signalweges wird mit der Entwicklung einer Vielzahl von Tumoren

in Zusammenhang gebracht [zur Ubersicht siehe (Logan und Nusse, 2004)].
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Abb. 1.3: Schematische Darstellung der kanonischen Wnt Signaltransduktion (Fuerer
et al., 2008) (A) Im inaktiven Zustand wird p-Catenin durch den ,Destruction Complex*
phosphoryliert und der proteosomalen Degradation zugefiihrt. (B) Nach Bindung eines Wnt
Liganden an den Frizzled Rezeptor und den LRP5/6 Ko-Rezeptor fuhrt die
Membranrekrutierung des ,Destruction Complex” durch Dishevelled (Dvl) zur
Phosphorylierung von LRP5/6. g-Catenin wird dadurch cytoplasmatisch stabilisiert. (C) Axin
bindet an hyperphosphoryliertes LRP5/6, wodurch der ,Destruction Complex® zerfallt und p-
Catenin somit in der Zelle akkumuliert.

Ein zentrales Protein des kanonischen Wnt Signalweges ist 3-Catenin (Abb. 1.3). Im

inaktiven Zustand befindet sich das meiste endogene p-Catenin an der Zellmembran
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mit Cadherinen assoziiert. Die Kinasen Glykogen-Synthase-Kinase 3p (GSK3p) und
Caseinkinase 1y (CK1y) sind Teil des sogenannten ,Destruction Complex®, der
zusatzlich aus Axin, dem ,Adenomatous Poliposis Coli“ Protein (APC) und der
Proteinphosphatase 2A (PP2A) besteht. Eine sequentielle Phosphorylierung von
cytoplasmatischem p-Catenin fihrt zur Ubiquitinylierung durch die ,p-transducing
repeat containing protein® (B-TrCP) E3 Ubiquitin Ligase und der anschlieRenden
proteolytischen Spaltung von p-Catenin (Price, 2006). Im Zellkern sind
Transkriptionsfaktoren der TCF/Lef Familie an die Regulatorsequenzen von Wnt
Zielgenen gebunden. Ohne nukledres f-Catenin binden Ko-Repressoren wie
Groucho/TLE1 und CtBP (,C-terminal Binding Protein“) an TCF/Lef und halten die
Whnt Zielgene durch eine Interaktion mit Histondeacetylasen (HDACSs) transkriptionell
inaktiv (Cavallo et al., 1998; Chen et al., 1999).

Whnt Proteine binden direkt an die N-terminale Cystein-reiche Doméane der Frizzled
Transmembranrezeptoren. Zusatzlich bedarf es zu einer Stimulation der
kanonischen Signaltransduktion der Anwesenheit der Ko-Rezeptoren LRP5/6 und
Kremen1 und 2. Durch die Bindung der Wnt Proteine an ihre Rezeptoren wird die
intrazellulare Phosphorylierung von LRP5/6 durch GSK3p und CK1y ausgeldst
(Davidson et al., 2005). Hyperphosphoryliertes LRP5/6 ist in der Lage, Axin mit
hoher Affinitat zu binden und es so aus dem ,Destruction Complex” abzuziehen.
Durch die Membranlokalisation von Axin wird die Phosphorylierung von p-Catenin
gestoppt (Lee et al., 2003). Ein weiteres wichtiges Protein ist Dishevelled (Dsh/Dvl),
welches nach Wnt-Frizzled Bindung phosphoryliert wird und den ,Destruction
Complex® an die Membran rekrutiert. Es konnte gezeigt werden, dass Fz, Dvl, Axin
und die GSK3p an der Membran mit LRP5/6 in sogenannten ,signalosomes® ko-
lokalisieren, und Fz, Dvl und Axin fur die GSK3p-vermittelte Phosphorylierung von
LRP5/6 notwendig sind (Bilic et al., 2007; Zeng et al., 2008). Kirzlich konnte
aulRerdem gezeigt werden, dass Dvl und Axin durch Oligomerisierung ihrer DIX-
Domanen zu einer Aggregation vieler aktivierter Frizzled-Komplexe fihren und somit
eine Amplifizierung des kanonischen Wnt Signals ermdglichen (Schwarz-Romond et
al., 2007). Freies p-Catenin transloziert in den Nukleus, wo es die Ko-Repressoren
von TCF/Lef verdrangt und zusammen mit den Ko-Aktivatoren Pygopus (Pyg) und
Bcl9/Lgl sowie dem SWRCAP/SWR1 und dem CBP/p300 Chromatin-Remodelling
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Komplex die Transkription der Wnt Zielgene aktiviert [zur Ubersicht siehe (Bienz und
Clevers, 2003)].

1.2.2 Der nicht-kanonische Zweig der Wnt Signaltransduktion

Als nicht-kanonische Wnt Signalwege werden die verschiedenen Zweige der Wnt
Signaltransduktion bezeichnet, welche nicht Gber die Aktivierung von p-Catenin
reguliert werden. Nicht-kanonische Wnt Signale steuern Zellpolaritdt und
Zellbewegungen, wie zum Beispiel die Gastrulationsbewegungen, ohne die
Zellidentitat zu beeinflussen. Obwohl auch die nicht-kanonischen Signalwege Uber
Whnt-Frizzled-Interaktion und Dishevelled Aktivierung verlaufen, haben sie keine

Auswirkung auf die Regulation der GSK3p oder p-Catenin.

Einer der nicht-kanonischen Wnt Signalwege reguliert die planare Zellpolaritat
(PCP), also die Ausrichtung einzelner Zellen in einem einschichtigen Zellverband.
Einige Beispiele fir Wnt/PCP Signalwirkung sind die Regulation der konvergenten
Extensionsbewegungen, die Anordnung der Ommatidien im Drosophila Auge oder
auch die Ausrichtung der Cilien im murinen Gehérgang [zur Ubersicht (Seifert und
Mlodzik, 2007)]. Auch in diesem Signalweg spielt die Aktivierung von Frizzled und
Dishevelled (Dvl) eine wesentliche Rolle, jedoch kommt es im Anschluss zur
Aktivierung heterotrimerer G Proteine (als G in Abb. 1.4 dargestellt). Nach der
Aktivierung von Dvl bewirken multiple Signalwege eine Modulation des Aktin-
Cytoskeletts und der Mikrotubuli (Abb. 1.4 A). Neben Frizzled konnten auch weitere
Rezeptoren wie Rezeptortyrosinkinasen (RTKs) oder PAPC als Mediatoren des
Wnt/PCP Signalweges identifiziert werden (Keeble et al., 2006; Unterseher et al.,
2004). Auch transmembrane Heparansulfat-Proteoglykane wie Syndecan-4, wurden
mit dem Wnt/PCP Signalweg und der Regulation der konvergenten
Extensionsbewegungen in Zusammenhang gebracht. So konnte gezeigt werden,
dass Xenopus Syndecan-4 in Abhangigkeit von Fibronektin mit Frizzled7 interagiert
und in Folge dieser Interaktion Dvl an die Plasmamembran transloziert (Munoz et al.,
2006). In Vertebraten wurde aulRerdem eine Ko-Rezeptorfunktion fir das
Zelloberflachen-Heparansulfat-Proteoglykan Glypican/Knypek nachgewiesen
(Ohkawara et al., 2003; Topczewski et al., 2001).
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Abb. 1.4: Schematische Darstellung der beiden primaren nicht-kanonischen Wnt
Signalwege [modifiziert nach (Semenov et al., 2007)]. (A) Der Wnt/PCP Signalweg
induziert Uber die Aktivierung heterotrimerer G Proteine Veranderungen im Aktin Cytoskelett
und die JNK-regulierte Akt|V|erung von Zielgenen. (B) Nach Wnt-Frizzled Interaktion kommt
es beim Wnt-cGMP/Ca®* Signalweg zu einer Erhéhung der intrazellularen
Kalziumkonzentration und einer Verringerung des cGMP Vorrats der Zelle. Enzyme wie die
Proteinkinase C oder die Kalzium-Calmodulin-abhangige Proteinkinase Il (CamKIl) werden
aktiviert und bewirken neben Cytoskelettveranderungen auch die Aktivierung verschiedener
Transkriptionsfaktoren.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Xwntb5a oder Xwnt11 nach Injektion in
Xenopus Oozyten zu einer Erhdéhung der intrazellularen Kalziumkonzentration fihren
(Kuhl et al., 2000). Diese Erhoéhung von freiem Kalzium fuhrt wiederum zur
Aktivierung der Kalzium-Calmodulin-abhangigen Proteinkinase Il (CamKIl) und der
Proteinkinase C (PKC) (Kuhl et al., 2000; Sheldahl et al., 2003). Dieser Signalweg
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wird als Wnt-cGMP/Ca®* Weg bezeichnet, da die Umwandlung von intrazellularem
cGMP zu GMP eine Inhibition der Proteinkinase G bewirkt und so ebenfalls zu einer
Erhdhung der intrazellularen Kalziumkonzentration fuhrt (Abb. 1.4 B). Die Aktivierung
der PKC wirkt sich auf das Aktin Cytoskelett aus, wahrend die ,Nemo-like Kinase*
(NLK) kanonische Wnt Signaltransduktion hemmt (Thorpe und Moon, 2004; Yamada
et al., 2006). Calcineurin (CNA) und p38 bewirken die Aktivierung verschiedener NF-
AT und ATF2 Zielgene (Ma und Wang, 2007; Saneyoshi et al., 2002; Yoshida et al.,
2004).

1.2.3 Moglichkeit einer Synergie zwischen ANp63a und kanonischer

Wnt Signaltransduktion

In  mehrschichtigen Plattenepithelien wie der Epidermis befinden sich die
Stammzellen in der Basalmembran und bewirken durch ihre hohe Teilungsrate die
konstante, suprabasale Erneuerung von Zellen. Ein Transkriptionsfaktor der p53-
Familie, p63, ist essentiell fur den Erhalt der Selbsterneuerungskapazitat epithelialer
Stammzellen. In terminal differenzierenden, basalen Zellen wird die p63 Expression
durch die microRNA-203 unterdriickt und somit der Zellzyklus-Arrest vermittelt (Yi et
al., 2008). In anderen Stammzellpopulationen, wie den Krypten-Stammzellen im
Dunndarm, in den Haarfollikeln und den Brustdrisen, konnte die kanonische Wnt
Signaltransduktion als essentiell fir den Erhalt des Proliferationspotentials
identifiziert werden (Barker et al., 2007; Pinto und Clevers, 2005). Eine mdgliche,
synergistische Wirkung von p63 und kanonischer Wnt Signaltransduktion wurde

bislang nicht untersucht.

p63 wurde 1988 von unterschiedlichen Laboratorien als Mitglied der p53 Familie
entdeckt. Bei p53 handelt es sich um einen wichtigen Tumorsuppressor, und obwohl
p63 im Vergleich zu p53 eine hohe strukturelle Identitat aufweist (Abb. 1.5), so zeigt
es doch deutliche funktionale Divergenz. p63 kodiert fiir verschiedene Isoformen, die
sowohl Transkriptionsaktivator- wie Repressordomanen beinhalten. p63 kann von
unterschiedlichen Promotoren abgelesen werden; ein Promotor liegt vor dem
originalen Startkodon und einer im dritten Intron. Dadurch entstehen die

sogenannten TA- und AN-Isoformen. Sowohl die TA- als auch die AN-Isoform
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kénnen durch alternatives ,Splicing“ ihrer C-Termini o, § und y Isoformen bilden. Alle
p63-Proteine weisen eine DNA-Bindedomane, eine Oligomerisationsdomane und die
a-Isoformen zusatzlich ein ,Sterile Alpha“-Motif (SAM), welches der Protein-Protein-
Interaktion dient, auf. Es zeigte sich, dass TA-Isoformen die Reportergen-Expression
von p53-responsiven Promotorelemente aktivieren kénnen, wahrend ANp63 Proteine

dominant-negativ auf die p53-vermittelte Reportergen-Expression wirken.

A
p53 TA DNA Binding Domain Oligo
B
22% 60% 37%
p63a
p63B
P63y
ANp630. ™ DNA Binding Domain Oligo
ANp63g S DNA Binding Domain Oligo
ANp63y & DNA Binding Domain Oligo
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Abb. 1.5: Schematische Darstellung der funktionalen Domanen von p53 und p63
Proteinen (Barbieri und Pietenpol, 2006). (A) p53 besteht aus drei funktionalen Einheiten,
der N-terminalen Transaktivierungsdomane (TA), der DNA-Bindedomane und einer C-
terminalen Oligomerisierungsdomane (Oligo). (B) Domanenstruktur der p63 Proteine. Die
Prozentangaben beziehen sich auf identische Aminosauren in p53 und p63. Zusatzlich
weisen p63 Proteine ein C-terminales ,Sterile-alpha“ Motif (SAM) und eine ,transactivation
inhibitory domain® (TID) auf. (C) Genstruktur von p63. Beide Promotoren und die ,Splice®-
Vorgange der einzelnen Isoformen sind dargestellt.

In verschiedenen Modellsystemen wurden nach Verlust von p63 schwere Defekte
der Extremitaten und das Fehlen von mehrschichtigem Plattenepithel beschrieben
(Lee und Kimelman, 2002; Mills et al., 1999; Yang et al., 1999). Auch im Menschen
sind Auswirkungen von Mutationen in p63 bekannt, die sogenannten EEC und AEC
Syndrome. Beim EEC Syndrom kommt es zu Ectrodactylie, ektodermaler Dysplasie

und Lippen-/Gaumenspalten. Beim AEC oder Hay-Weels Syndrom kommt es anstatt
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von Missbildungen der Extremitdten zu fusionierten Augenlidern. Als die in
mehrschichtigen Plattenepithelien am hdchsten exprimierte Isoform konnte ANp63a
identifiziert werden (Bamberger und Schmale, 2001; Di Como et al., 2002). ANp63a
wird nicht ausschlieBlich in der Epidermis, sondern auch in Basalmembranen
anderer mehrschichtiger Plattenepithelien, wie zum Beispiel der Mundschleimhaut
oder auch der Harnblase, und in einigen komplexen Drisen wie der Prostata und

den Brustdrusen exprimiert (Dellavalle et al., 2001; Di Como et al., 2002).

Im Zebrafisch konnte gezeigt werden, dass die ANp63a Expression durch BMPs
(,Bone Morphogenetic Proteins®) aktiviert werden kann (Bakkers et al., 2002).
Weiterhin wurde fiir ANp63a eine Interaktion mit Jagged1 und Jagged2,
Komponenten der Notch Signaltransduktion, beschrieben (Jiang et al., 1998; Sasaki
et al., 2002). ANp63a. ist ein transkriptionaler Repressor, der fir den Erhalt der
Vorlauferzellen wahrend der epithelialen Entwicklung essentiell ist (Barbieri et al.,
2002). Eine Verbindung zwischen ANp63a und kanonischer Wnt Signaltransduktion,
welche ebenfalls fur den Erhalt verschiedener Stammzellpopulationen wichtig ist
(Barker et al., 2007), wurde bislang nicht untersucht, scheint jedoch auch in

epithelialen Stammzellen mdglich.

1.2.4 Extrazellulare Antagonisten der Wnt Signaltransduktion

Extrazelluldare Wnt Antagonisten unterbinden die Liganden-Rezeptor-Interaktion
durch zwei unterschiedliche Mechanismen und werden daher in zwei Klassen

unterteilt.

1.2.4.1 Die Dickkopf Klasse
Die Dickkopf Klasse umfasst vier Mitglieder, Dkk-1 bis Dkk-4, sowie ein Dkk-3-

verwandtes Protein, Soggy (Sgy). Dickkopf Proteine besitzen zwei Cystein-reiche
Doménen (Cys-1 und Cys-2), wobei die Cys-2 Domane zehn konservierte Cystein-
Reste beinhaltet und eine schwache Homologie zu Colipasen aufweist (Aravind und
Koonin, 1998). lhren Namen verdanken die Dickkopf Proteine der Kopf-

induzierenden Wirkung von Dkk-1, da dieses Protein nach Ko-Injektion mit einem
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dominant-negativen BMP-Rezeptor eine zweite dorsale Kérperachse mit kompletten

Kopfstrukturen in Xenopus Embryonen induzieren kann (Glinka et al., 1998).

Wnt

[.LRP5/6 Fz
| =
Noncanonical
pathway
Canonical
pathway

Abb. 1.6: Schematische Darstellung der Funktionsweise von Dkk Proteinen [modifiziert
nach (Kawano und Kypta, 2003)]. Die Bindung von Dkk-1 an die Ko-Rezeptoren LRP5/6
und Kremen (Krm) fihrt zur Internalisation des terndren Komplexes. Nur der kanonische
Zweig der Wnt Signaltransduktion wird durch den Mangel an Ko-Rezeptoren inhibiert.

Dkk Proteine binden an den LRP5/6 Ko-Rezeptor, sowie an die
Transmembranproteine Kremen1 und Kremen2 (Mao et al., 2002; Mao et al., 2001;
Semenov et al., 2001). Der dadurch entstehende terndre Komplex aus LRP5/6,
Kremen und Dkk induziert die Endocytose des Komplexes und verringert die Anzahl
an der Membran vorhandenen Wnt Rezeptoren (Mao et al., 2002). Dkk Proteine sind
in der Lage, kanonische Wnt Signaltransduktion zu unterdriicken, wahrend nicht-
kanonische Wnt Signale nicht auf LRP5/6 Ko-Rezeptoren angewiesen sind und in
Folge dessen nicht inhibiert werden (Abb. 1.6).

1.2.4.2 Die sFRP Klasse

Zur Klasse der sogenannten ,secreted Frizzled-related Proteins® oder sFRPs zahlen
die sFRP Familie bestehend aus sFRP1 bis sFRP5, Sizzled, Sizzled2 und Crescent
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sowie die Proteine Cerberus und WIF-1. Die Mitglieder der sFRP Familie besitzen
eine ahnliche Cystein-reiche Wnt-Bindedoméane wie die ,seven-span Frizzled
Transmembranrezeptoren (Abb. 1.7). Diese Wnt-Bindedoméane zeigt 30 bis 50%
Sequenzidentitat zu Frizzled Rezeptoren und weist zehn konservierte Cystein-Reste
auf (Melkonyan et al., 1997). Die C-terminale Halfte der sFRPs weist Ahnlichkeit zu
Netrin auf, einem wichtigen Protein bei der axonalen Wegweisung. Eine solche
Netrin-Homologiedomane, bestehend aus zehn konservierten Cystein-Resten und
hydrophoben Bereichen, wurde auch fiir Metalloproteasen und einige

Komplementproteine beschrieben (Banyai und Patthy, 1999).

-~ )
roes QN 3)))))) EX

Abb. 1.7: Vergleich der Doméanenstruktur von sFRP und Frizzled-Rezeptor Proteinen.
Die sieben Transmembrandomanen der Frizzled Rezeptoren sind blau dargestellt. LS =
Lokalisierungssequenz, CRD = Cystein-reiche Doméane, NTR = Netrin-Homologiedomane,
CD = C-terminale Domane

Basierend auf der Sequenzhomologie werden sFRP1, sFRP2 und sFRP5 sowie
sFRP3 und sFRP4 jeweils als eine Untergruppe der sFRP Familie bezeichnet.
Sizzled, Sizzled2 und Crescent bilden eine dritte Untergruppe (Pera und De
Robertis, 2000). Fur Sizzled und Sizzled2 wurde keine signifikante Interaktion mit
Whnt Proteinen nachgewiesen, sie konnten als BMP-Antagonisten identifiziert werden
(Lee et al., 2006).

Bei Cerberus handelt es sich um ein sekretiertes Protein, welches nicht nur Wnt,
sondern auch TGFp-artige Signalmolekiile, wie beispielsweise BMP und Nodal,
inhibieren kann (Piccolo et al., 1999) Cerberus weist eine sogenannte ,cysteine-knot*
Domane auf, wie sie auch aus einigen Cytokinen bekannt ist (Piccolo et al., 1999).
WIF-1 ist ein Wnt Antagonist, der keine Frizzled-homologe Domane, sondern eine
sogenannte WIF Domane, wie sie auch in Rezeptor-Tyrosin-Kinasen der RYK
Familie gefunden wurde, besitzt (Hsieh et al., 1999; Patthy, 2000).
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Abb. 1.8: Schematische Darstellung der Funktionsweise von ,secreted Frizzled-
related“ Proteinen [modifiziert nach (Kawano und Kypta, 2003)]. sFRP, WIF-1 und
Cerberus (CER) Proteine binden im extrazellularen Raum direkt an ihre Liganden und
verhindern dadurch die Entstehung funktionaler Rezeptor-Liganden-Komplexe. Sowohl
kanonische als auch nicht-kanonische Wnt Signaltransduktion wird unterbunden.

Wie in Abb. 1.8 gezeigt, binden die sFRPs direkt an Wnt Proteine (Leyns et al.,
1997; Xu et al., 1998), es konnte fir sFRP1 jedoch auch die Interaktion mit einem
Frizzled Rezeptor, humanem Fz6, gezeigt werden (Bafico et al., 1999). sFRP
Proteine verhindern die Ausbildung eines funktionalen Wnt-Frizzled Rezeptor-
Komplexes und sind so in der Lage, kanonische und nicht-kanonische Wnt Signale
zu inhibieren (Abb. 1.8).

1.2.4.3 sFRP5 Orthologe

sFRP5 Orthologe wurden bereits in mehreren Modellorganismen beschrieben.
Bovines sFRP5 wurde aus einer cDNA-Bank, welche flir Transkripte des retinalen
Pigmentepitheliums angereichert war, isoliert (Chang et al., 1999). In dieser Studie
konnte eine moderate Inhibition von Xwnt8-vermittelter Achsenduplikation in
Xenopus Embryonen durch Ko-Injektion von bovinem sFRP5 erzielt werden (Chang
et al., 1999). Humanes sFRP5 (hSFRP5) wird ebenfalls in der Retina sowie im
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adulten Pankreas exprimiert (Chang et al., 1999). Xenopus sFRP5 wurde aus einer
Herz-cDNA-Bank des Stadiums 46 gewonnen (Pilcher und Krieg, 2002). Die
XsFRP5 Expression wurde in der Leberanlage sowie in Magen und Duodenum
detektiert, wobei keine Expression von XsFRP5 wahrend der Gastrulation
festzustellen war (Pilcher und Krieg, 2002). Im Gegensatz dazu wird murines sFRP5
(Sfrp5) bereits wahrend der Gastrulation im anterioren visceralen Entoderm (AVE)
exprimiert (Finley et al., 2003). In spateren Stadien wird Sfrp5 in der Region des
Entoderms exprimiert, welche die Leber hervorbringt (Finley et al., 2003). Kirzlich
konnte jedoch in Sfrp5 ,Knock-out* Mausen gezeigt werden, dass der Verlust von
Sfrp5 keine Auswirkungen auf die Expression des Lebervorlduferzell-Markers Hex
zeigt (Leaf et al., 2006).

1.3 Die Rolle der Wnt Signaltransduktion bei der

entodermalen Musterbildung in Vertebraten

1.3.1 Dorso-ventrale Achsenspezifikation in Xenopus Embryonen

Der kanonische Wnt Signalweg konnte in vielen Modellorganismen als essentiell fir
die Achseninduktion identifiziert werden. So fihrt der Verlust von p-Catenin in der
Maus zu Defekten in der anterior-posterioren Koérperachse (Morkel et al., 2003),
ebenso wie in Zebrafisch, wo der kanonische Wnt Signalweg durch den Einsatz
eines dominant-negativen Frizzled Rezeptor blockiert wurde (Nasevicius et al.,
1998). Diese Rolle des kanonischen Wnt Signalweges in der Achsenspezifizierung
scheint evolutiondr sehr konserviert zu sein, denn auch die Korperachsen der
Seeanemone, welche der Gattung Cnidaria angehort, werden durch Wnt Signale

determiniert (Wikramanayake et al., 2003).

In Xenopus kommt es nach dem Spermieneintritt in die animale Halfte der Oocyte
durch Mikrotubuli-Polymerisation zu einer direktionalen Verschiebung des vegetalen
Kortex und des kortikalen Cytoplasmas in Richtung der prospektiven dorsalen Seite
(Larabell et al., 1997). Dieser Prozess wird als kortikale Rotation bezeichnet. Schon
langer ist bekannt, dass B-Catenin und Dishevelled Proteine durch die kortikale

Rotation auf der dorsalen Seite angereichert werden und dort so zu einer Aktivierung
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kanonischer Wnt Signaltransduktion fuhren (Miller et al., 1999; Rowning et al., 1997).
AuRerdem ist bekannt, dass die GSK3p auf der dorsalen Seite des Embryos inhibiert
wird (Dominguez und Green, 2000). Das legte die Vermutung nahe, dass der
kanonische Wnt Signalweg auf der zukinftigen dorsalen Seite des Embryos durch
einen extrazelluldaren Wnt Liganden aktiviert wird. Obwohl bislang ausschlief3lich der
nicht-kanonischen Signalkaskade zugeordnet, konnte vor einigen Jahren Xwnt11 als
vegetal lokalisierte Determinante des kanonischen Wnt Signalweges identifiziert
werden. Nach der kortikalen Rotation I8st sich die Xwnt17 mRNA aus der kortikalen
Verankerung und diffundiert in das Cytoplasma der dorsalen Zellen. Dort bewirkt die
Translation von Xwnt11 eine Aktivierung des kanonischen Signalweges (Tao et al.,
2005).

4 Activation of a canonical
y folah "

Wnt11
mMRNA

Abb. 1.9: Schematische Darstellung der dorso-ventralen Achseninduktion in Xenopus
laevis (Tao et al., 2005). Vegetal lokalisierte Wnt11 mRNA wird im Zuge der kortikalen
Rotation auf die prospektive dorsale Seite des Embryos transloziert. Die Wnt11 mRNA Iost
sich vom Kortex und diffundiert in das Cytoplasma der dorsalen Zellen. In frihen
Teilungsstadien aktiviert das Wnt11 Protein (violette Punkte) den kanonischen Wnt
Signaltransduktionsweg, wodurch es zu einer Stabilisierung von $-Catenin auf der doralen
Seite des Embryos kommt.

Abb. 1.9 veranschaulicht das Prinzip der dorsalen Aktivierung des kanonischen Wnt
Signalweges durch dorsal angereichertes Xwnt11 Protein in frGhen Xenopus
Teilungsstadien. Diese kanonische Signaltransduktion fihrt Uberlappend mit dem
vegetalen Transkriptionsfaktor VegT und dem TGFg-artigen Liganden Vg1 zur
Induktion des sogenannten Nieuwkoop Zentrums, welches wiederum durch die
Sekretion von Nodal Faktoren im daruber liegenden Mesoderm den Spemann
Organisator induziert. Werden Wnt Proteine, die in der Lage sind, den kanonischen
Wnt Signalweg zu aktivieren, in frihen Teilungsstadien von Xenopus laevis
ektopisch auf der ventralen Seite exprimiert, so hat dies die Ausbildung eines

sekundaren Nieuwkoop Zentrums zur Folge. Dadurch kommt es auch auf der
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ventralen Seite zur Induktion dorsaler Strukturen, welche sich in spateren Stadien
durch die Duplikation der dorsal-anterioren Kérperachse auspragen (Sokol et al.,
1991).

1.3.2 Die Bedeutung der Wnt Signaltransduktion bei der

Differenzierung des Gastrointestinaltrakts

Die kanonische Wnt Signaltransduktion spielt fir die Entwicklung vieler der
entodermalen Organe, wie Leber, Lunge oder Pankreas, eine wichtige Rolle.
Beispielsweise konnte im Huhn gezeigt werden, dass Wnt3a Uber kanonische Wnt
Signale die GroRe und Form der entstehenden Leber wesentlich beeinflusst
(Suksaweang et al., 2004). Aus Zebrafisch ist bekannt, dass mesodermal
exprimiertes Wnt2b fir die Proliferation hepatischer Vorlauferzellen essentiell ist
(Ober et al., 2006).

Auch fur die Pankreasentwicklung lie sich ein regulatorischer Einfluss des Wnt
Signalweges feststellen. So hat die Uberexpression von p-Catenin in
M&useembryonen zu einem frihen Zeitpunkt der Entwicklung (E11.5) pankreatische
Hypoplasie zur Folge, wahrend die ektopische Aktivierung des kanonischen
Signalweges zu einem spateren Zeitpunkt der Entwicklung (E13.5) eine
Uberproliferation induziert (Heiser et al., 2006). Nach Verlust von p-Catenin durch
konditionalen ,Knock-Out® wurden Defekte in der Entwicklung des exokrinen und
auch des endokrinen Pankreas beschrieben (Dessimoz et al., 2005; Murtaugh et al.,
2005). Aber auch flr nicht-kanonische Wnt Signale konnte eine Funktion in der
Pankreasentwicklung beschrieben werden. So ist die Wntba vermittelte
Signaltransduktion essentiell fur die Migration endokriner Vorlduferzellen im
Zebrafisch (Kim et al., 2005b).

Die Inhibition der kanonischen Wnt Signaltransduktion scheint eine essentielle Rolle
in der Lungenentwicklung zu spielen, da die Uberexpression einer konstitutiv aktiven
Form von p-Catenin im Lungenepithel von Mauseembryonen die ektopische
Expression intestinaler Markergene induzierte (Okubo und Hogan, 2004). Auch die

Abgrenzung des Magens vom Duodenum bedarf der Inhibierung des Wnt
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Signalweges. Es konnte gezeigt werden, dass die vom Homdbobox-
Transkriptionsfaktor Barx1 induzierte Synthese und Sekretion der Wnt Antagonisten
sFRP1 und sFRP2 zur Spezifizierung des Magen-Epithels notwendig ist (Kim et al.,
2005a). Weiterhin fuhrt ein gemeinsamer Funktionsverlust von TCF1 und TCF4 im

Magen-Duodenumbereich zur anterioren Transformation (Gregorieff et al., 2004).

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass eine genaue raumliche und
zeitliche Regulation der Wnt Signalwege durch sekretierte Antagonisten einen

wesentlichen Beitrag zur Etablierung einzelner Organanlagen zu leisten scheint.

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit soll die Rolle des sekretierten Wnt Antagonisten XsFRP5
wahrend der Entwicklung entodermaler Organe in Xenopus Embryonen untersucht
werden. Verschiedene Strategien wie Ko-Immunoprazipitation und
Achsenduplikations-Experimente sollen Aufschluss tUber die Identitat der mit XsFRP5
interagierenden Xwnt Proteine geben. Die Auswirkungen des Funktionsverlustes von
XsFRPS nach Injektion von ,antisense” Morpholino Oligonukleotiden auf die
Musterbildung des Gastrointestinaltrakts soll anhand der Expression entodermaler
Markergene analysiert werden. Eine mogliche Korrelation dieser Daten mit
Ergebnissen, welche durch die entodermale ektopische Aktivierung des kanonischen
Whnt Signalwegs erzielt wurden, soll uberprift werden. Der Einfluss von ektopisch
exprimiertem XsFRP5 auf die Embryonalentwicklung wird ebenfalls untersucht.
Zusatzlich soll ein moglicher Zusammenhang zwischen ANp63a und der
kanonischen Wnt Signaltransduktion anhand von Achsenduplikations-Experimenten

aufgeklart werden.
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2 Material

21 Organismen

2.1.1 Xenopus laevis

Der afrikanische Krallenfrosch Xenopus laevis gehort zur Familie der zungenlosen
Froschlurche (Pipidae) der Ordnung Anura. Pigmentierte und Albinofrésche wurden
von der Firma Nasco (Ft. Atkinson, USA) erworben und gemall den
Tierschutzbestimmungen gehalten und behandelt. Die Bestimmung der

Embryonalstadien erfolgte nach Nieuwkoop und Faber, 1967.

2.1.2 Escherichia coli

Es wurde der folgende E. coli-Stamm von Stratagene GmBH (Heidelberg,
Deutschland) verwendet:
XL1-Blue: recA1, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relA1, lac[F" proAB,
lacl®ZAM15, Tn10(Tet)]°

2.2 Chemikalien

Chemikalien wurden von folgenden Firmen bezogen:
Biomol, Boehringer Mannheim, Gibco BRL, Merck, Roche, Roth, Sigma-Aldrich

2.3 Gebrauchswaren und Gerate

Gebrauchswaren und Gerate wurden von folgenden Firmen bezogen:
Applied Biosystems, Biometra, Eppendorf, Falcon, Heinemann, Heraeus, Granich,
Liebherr, Mytrom, Qiagen, Sarstedt, Sartorius, Scientific Industries, Schott, Schitt,

Sorvall, Zeiss, Ziegra

24 Computer-Software

Textverarbeitung: Microsoft Office 2004
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Bild- und Graphikbearbeitung: Adobe Photoshop 7.0, ImageQuant Version 5.2

(Amersham Biosciences)
Nukleotid- und Aminosauresequenzbearbeitung: VectorNTI (Invitrogen)
Blast-Datenbanksuchmaschine: (Altschul et al., 1990)

25 Enzyme

Alle Restriktionsendonukleasen wurden von Fermentas bezogen.
CIAP (Calf Intestinal Alkaline Phosphatase): Fermentas

GoTaqg DNA-Polymerase: Promega Deutschland GmbH

Pfu DNA-Polymerase: Stratagene

Pyrophosphatase: Roche

T4 DNA-Ligase: Fermentas

Sp6, T3 und T7 RNA-Polymerasen: Stratagene GmbH

Reverse Transkriptase: Roche

RNase A, RNase T1: Fermentas

RNase-Out: Invitrogen

2.6 Molekulargewichtsstandards

2.6.1 DNA Marker

FastRuler™ DNA Ladder (low range, middle range, high range), Fermentas (St.

Leon-Roth)

2.6.2 Protein Marker

Precision Plus Protein Dual Color Proteinmolekulargewichtsstandard, Biorad

(Mdnchen)
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2.7 Reaktionssysteme (Kits)

2.71 DNA

QlAprep® PCR Purification Kit: Qiagen GmbH

QIAEXR Gel Extraction Kit: Qiagen GmbH

QIAquick® Spin Mini Kit: Qiagen GmbH

QIAGEN Plasmid Mini / Midi Kit: Qiagen GmbH

illustra™ GFX™ PCR DNA und Gel Bund Purification Kit: GE Healthcare
illustra™ plasmidPrep Mini Spin Kit: GE Healthcare

pGEMR-T / pGEMR-Teasy Kit: Promega Deutschland GmbH
T,T-Coupled Reticulocyte Lysate System: Promega Deutschland GmbH
Big Dye Terminator Kit: Applied Biosystems

2.7.2 RNA

RNAqueous®-Micro Kit: Ambion Inc.

Sp6, T3 und T7 mMMESSAGE mMACHINE Kit: Ambion Inc.
RNeasy” Mini Kit: Qiagen GmbH

illustra™ RNA Spinmini Kit: GE Healthcare

2.7.3 Proteine

SuperSignal® West Dura Extended Duration Substrate: Pierce Biotechnology

2.8 Vektoren und Konstrukte

2.8.1 pGEM-T und Derivate

pGEMR-T und pGEM R-Teasy: Promega Deutschland GmbH.
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2.8.2 pCS2+ und Derivate

pCS2+: Dieser Vektor eignet sich zur Expression mikroinjizierter DNA und RNA in
Xenopus Embryonen sowie zur in vitro Transkription und Translation.

(http://sitemaker.umich.edu/dlturner.vectors).

pCS2+/MT: Dieses Derivat von pCS2+ enthalt sechs N-terminale c-Myc Epitope
(Rupp et al., 1994).

pCS2+/3’'HA: Das Hamagglutinase-Epitop (HA-Tag) wurde, wie unter Punkt 3.2.7
beschrieben, in das mit Xbal linearisierte und dephosphorylierte pCS2+ Plasmid
ligiert. Durch die Ligation der 3" Bcul-Schnittstelle des dimerisierten HA-Fragments in
die Xbal-Schnittstelle von pCS2+ ging diese Restriktionsschnittstelle verloren. Die 5
gelegene Xbal-Schnittstelle blieb erhalten und konnte in Folge zur Insertion

verschiedener Fragmente N-terminal zum HA-Epitop benutzt werden.

pCS2+/5°GR: Die Ligandenbindedomane (LBD) des humanen
Glucocorticoidrezeptors (GR) wurde durch PCR (GR-BamHI-fw: 5'-CGG ATC CAT
GAC CTC TGA AAA TCC TGG TAA C-3°, GR-Clal-rev: 5'-CCA TCG ATC TTT TGA
TGA AAC AGA AG-3") amplifiziert, verdaut und in den mit BamHIl und Clal
geschnittenen und dephosphorylierten pCS2+ Vektor ligiert. Die GR-LBD enthalt ein
Startkodon.

pCS2+/GR: Die GR-LBD wurde in die Xhol / Xbal-Schnittstellen des pCS2+ Vektors
kloniert (Y. Chen, unverdffentlicht).

2.8.3 Uberexpressionskonstrukte und Konstrukte fiir whole-mount in

situ Hybridisierungssonden

Die jeweiligen Schnittstellen fur Restriktionsendonukleasen in den PCR-

Oligonukleotiden sind fett gedruckt.
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2.8.3.1 Konstrukte, die im Rahmen dieser Arbeit erhalten oder generiert

wurden

PCDNA3/XsFRP2: Dieses Konstrukt enthadlt den kompletten offenen Leserahmen
(ORF) von Xenopus sFRP2 (NM_001087194; Pera und DeRobertis, 2000). Zur
Mikroinjektion geeignete CapRNA wurde vom Xhol-linearisierten Plasmid unter
Verwendung der T7 Polymerase synthetisiert. Eine ,antisense” DIG-markierte Sonde
fur die in situ Hybridisierung wurde vom EcoRI-linearisierten Plasmid duch die SP6

Polymerase synthetisiert.

pBSK/XsFRP5: Der gesamte offene Leserahmen (ORF) von Xenopus sFRPS im
pBSK-Vektor wurde von Paul Krieg erhalten (Pilcher und Krieg, 2002). Die
»Accession“-Nummer von XsFRP5 in der NCBI-Datenbank lautet AY164461.

pCS2+/XsFRP5: Der ORF von XsFRP5 (AY164461) wurde mittels PCR aus
pBSK/XsFRP5 amplifiziert, mit Clal / Xhol geschnitten und in den mit Clal / Xhol
geschnittenen und dephosphorylierten pCS2+ Vektor ligiert. Die eingesetzten
Oligonukleotide waren XsFRP5-EcoRI-fw (5- CCA TCG ATA TGC GAT TTC AGT
GGA ATA ATT TTT G-3") und XsFRP5-Xhol-rev (5- CCG CTC GAG CGG AAG
GAA CCC AAG TGT GAT CC-3"). Die in vitro Transkription von CapRNA erfolgte mit

der SP6 Polymerase vom Notl-geschnittenen Plasmid.

pCS2+/XsFRP5-HA: Das Hamagglutinase-Epitop (HA-Tag) wurde, wie unter Punkt
3.2.7 beschrieben, in das mit Xbal geschnittene und dephosphorylierte
pCS2+/XsFRP5 Konstrukt ligiert. Die das HA-Epitop enthaltenden Oligonukleotide
waren HA-Xbal/Bcul-fw (5- CTA GAC TAC CCT TAC GAT GTA CCG GAT TAC
GCA A -3°) und HA-Xbal/Bcul-rev (5- CTA GTT GCG TAA TCC GGT ACA TCG
TAA GGG TAG T -3°). Fur die in vitro Synthese von CapRNA wurde das Konstrukt

mit Notl geschnitten und durch die SP6 Polymerase abgelesen.

pCMV-SPORT6-5512233: Dieser Volllangenklon wurde bei Open Biosystems
bestellt (Katalognummer MXL1736-9506888) und enthalt den gesamten offenen
Leserahmen (ORF) von Xenopus sFRP5 (CF285348.1).
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pCS2+/UTR-MT-UFP: Der 5° untranslatierte Bereich (UTR) von Xenopus sFRP5
(AY164461) wurde mit den folgenden Oligonukleotiden aus pCMV-SPORTG6-
5512233 amplifiziert: 5°'UTR_BamHI_fw (CGGATCCTCTCTCCTTACAGCTG) und
5°'UTR_BamHI_rev (CGGATCCGTATCGCATGATTTCTC). Der 5° UTR wurde ,in
frame* zum Startkodon des Myc-Epitops in die BamHI-Schnittstelle des pCS2+/MT-
UFP Vektors ligiert. Fur die Synthese von CapRNA wurde das Plasmid mit Notl

geschnitten und mit der SP6 Polymerase abgelesen.

PGEMT/XsFRP5: Der XsFRP5 ORF wurde PCR-amplifiziert (XsFRP5-5"-Clal: 5'-
CCA TCG ATA TGC GAT TTC AGT GGA ATA ATT TTT G-3°, XsFRP5-3"-Xhol: 5'-
CCG CTC GAG CGG AAG GAA CCC AAG TGT GAT CC-3°) und nach
Herstellerangaben in den pGEMR-T Vektor kloniert.

pCS2+/hFz5: Der komplette ORF des humanen Frizzled 5 Rezeptor (NM_003468;
He et al., 1997) wurde von Michael Kihl erhalten. Fir die Transkription von CapRNA

wurde das Plasmid mit Nsil linearisiert und durch die SP6 Polymerase abgelesen.

pXT7/Xwnt2b: Der komplette ORF von Xenopus Wnt2b entstammt dem Labor von
Sergei Sokol (Landesman und Sokol, 1997). Fir die Transkription von CapRNA
wurde das Plasmid mit Sall geschnitten und durch die T7 Polymerase abgelesen.
Fuar die in vitro Transkription einer Digoxigenin-markierten Sonde wurde das Plasmid

mit Hindlll geschnitten und durch die SP6 Polymerase abgelesen.

pCS2+/MT-Xwnt2b: Der Xenopus Wnt2b ORF wurde aus dem pXT7/Xwnt2b
Konstrukt mittels PCR amplifiziert. Die verwendeten Oligonukleotid-Sequenzen
lauten myc-Xwnt2b-EcoRI-fw (5- CCG AAT TCA ATG CAT TTT GCT TAT ATT TTA
ATA C-37) und myc-Xwnt2b-Xhol-rev (5°- CAC TCG AGT GTT TGG TCT AGC CAT
TC-3"). Das geschnittene PCR-Produkt wurde in den mit EcoRI / Xhol geschnittenen
und dephosphorylierten pCS2+/MT Vektor ligiert. Fir die in vitro Synthese von
CapRNA wurde das Konstrukt mit Notl geschnitten und durch die SP6 Polymerase

abgelesen.
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pCS2+/MT-Xwnt3a: Der Xenopus Wnt3a ORF wurde mittels folgender
Oligonukleotide aus pGEMR-2/Wnt-3a (Wolda et al., 1993) durch PCR amplifiziert:
myc-Xwnt3a-EcoRI-fw (5°- CGA ATT CAA TGG GCT GCT TTG GST ATT TG-3")
und myc-Xwnt3a-Xbal-rev (5°- CCT CTA GAC TTG CAG GTG TGA ACG TC-3").
Das geschnittene PCR-Produkt wurde in das mit EcoRI / Xbal geschnittene und
dephosphorylierte pCS2+/MT Plasmid ligiert. Zur in vitro Synthese von CapRNA

wurde das Konstrukt mit Notl geschnitten und durch die SP6 Polymerase abgelesen.

pSP64T/Xwnt4-MT: Dieses Konstrukt enthdlt den ORF von Xenopus Wnt4
(NM_001087728) und stammt aus dem Labor von Randy Moon (Maurus et al.,
2005). Es enthalt ein C-terminales Myc-Epitop. Vom Sall-geschnittenen Plasmid
wurde mittels der SP6 Polymerase CapRNA geschrieben.

pCS2+/MT-Xwnt4: Der Xenopus Wnt4 ORF wurde mittels PCR aus pSP64T/Xwnt4-
MT amplifiziert. Die verwendeten Oligonukleotide sind myc-Xwnt4-Xhol-fw2 (5°- GAT
CT GAG ATG ACC CCA GAG T-3') und myc-Xwnt4-Xbal-rev (5- CAT CTA GAC
CGG CAT GTG TGC ATT TC-3"). Das geschnittene PCR-Produkt wurde in das mit
Xhol und Xbal geschnittene und dephosphorylierte pCS2+/MT Plasmid ligiert.
CapRNA wurde von dem Notl-geschnittenen Plasmid durch die SP6 Polymerase

synthetisiert.

pSP64T/Wnt5a: Dieses Konstrukt mit dem kompletten Xenopus Wnt5a ORF wurde
von Moon et al. (1993) publiziert und von Michael Kihl erhalten. Zur in vitro
Synthese von CapRNA wurde das Konstrukt mit Xbal geschnitten und durch die SP6

Polymerase abgelesen.

pCS2+/MT-XwntbSa: Der Xenopus Wnt5a ORF wurde durch PCR aus
pSP64T/Wnt5a mit den Oligonukleotiden 5°-Xwnt5a-EcoRI-fw (5- CGA ATT CAA
TGA GAA AGA ATC TGT G-3') und 3’-Xwnt5a-Xhol-rev (5'- CAC TCG AGC TAC
TTG CAT GCA AAC TG-3") amplifiziert. Das geschnittene PCR-Produkt wurde in
das mit EcoRI und Xhol geschnittene und dephosphorylierte pCS2+/MT Plasmid
ligiert. CapRNA wurde vom Notl-geschnittenen Plasmid durch die SP6 Polymerase
synthetisiert.
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pCS2+/MT-Xwnt8: Der Xenopus Wnt8 ORF wurde aus pSP64T/X-wnt8-myc
(Christian et al., 1991) mit den Oligonukleotiden myc-Xwnt8 EcoRI_fw (CCG AAT
TCA ATG CAA AAC ACC ACT TTG) und myc-Xwnt8_Xhol_rev (CAC TCG AGT
CTC CGG TGG CCTCTG TTC) PCR-amplifiziert, geschnitten und in den ebenfalls
mit EcoRI / Xhol-geschnittenen pCS2+/MT Vektor ligiert. Fir die in vitro CapRNA
Synthese wurde das Plasmid mit Notl linearisiert und durch die SP6 Polymerase

abgelesen.

pSP64T/Xwnt8b: Dieses Konstrukt enthalt den kompletten Xenopus Wnt8b ORF
(NM_001090285) sowie die ersten 30 Aminosauren von Xenopus Wnt8 als N-
terminale Signalsequenz (Cui et al, 1995). CapRNA wurde von dem Sall-

geschnittenen Plasmid durch die SP6 Polymerase synthetisiert.

pGEM/Xwnt8b(2.2): Dieses Konstrukt von Jan Christian enthalt den Xenopus Wnt8b
(Cui et al, 1995) ORF (NM_001090285). Um die in vitro Transkription einer
Digoxigenin-markierten in situ Sonde zu erméglichen, wurde das Plasmid mit Ncol

geschnitten und mit der SP6 Polymerase abgelesen.

pCS2+/MT-Xwnt8b: Der Xenopus Wni8b ORF (NM_001090285) wurde mit den
Oligonukleotiden myc-Xwnt8b_Xhol_fw (CCC TCG AGA TGC AAA ACA CCACTT
TG) und myc-Xwnt8b_Nhel_rev (CCC CGC TAG CAA GTT TCT TCT TAA G) PCR-
amplifiziert, restriktionsendonukleolytisch gespalten und in den ebenfalls mit Xhol /
Xbal-geschnittenen pCS2+/MT Vektor ligiert.

pCS2+/MT-Xwnt11: Aus dem Plasmid pGEMR-7 Zf(+)/Wnt11 wurde der Xenopus
Wnt11 ORF (Ku und Melton, 1993) mit folgenden Oligonukleotiden PCR-amplifiziert:
myc-Xwnt11_EcoRI_fw (CGA ATT CAA TGG CTC CGA CCC GTC AC) und myc-
Xwnt11_Xhol_rev (CAC TCG AGT TGC AGA CAT ACC TCT C). Das geschnittene
PCR-Produkt wurde in den ebenfalls mit EcoRI / Xhol-geschnittenen pCS2+/MT
Vektor ligiert. Die in vitro Transkription von CapRNA erfolgte vom Notl-linearisierten

Plasmid durch die SP6 Polymerase.

pBS/Xwnt11R: Der Volllangen-cDNA Klon von Xenopus Wnt11R (NM_001093610)

stammt aus dem Labor von Paul Krieg (Garriock et al., 2005). Eine Digoxigenin-
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markierte Sonde fir die whole-mount in situ Hybridisierung wurde vom Notl-

linearisierten Plasmid mit T7 Polymerase hergestellt.

pCS2+/Xwnt11R: Der ORF von Xenopus Wnt11R (NM_001093610) wurde mit den
Oligonukleotiden Xwnt11R_fw (CCC ATC GAT ATG AAG ATT TAT TTT CTG) und
Xwnt11R_rev (CAC TCG AGT TTG CAC ACA TAC C) aus pBS/Xwnt11R
amplifiziert, geschnitten und in den ebenfalls Clal / Xbal-geschnittenen pCS2+
Vektor ligiert. Die Transkription von CapRNA erfolgte von dem Notl-geschnittenen
Plasmid durch die SP6 Polymerase.

pCS2+/MT-Xwnt11R: Mit Hilfe der Oligonuklotide myc-Xwnt11R_Xhol_fw (CAC
TCG AGA TGA AGA TTT ATT TTC TG) und myc-Xwnt11R_Xbal_rev (CAT CTA
GAT CAT TTG CAC ACA TAC CG) wurde der Xenopus Wnt11R ORF
(NM_001093610) aus pBS/Xwnt11R amplifiziert, geschnitten und in den ebenfalls
Xhol / Xbal-geschnittenen pCS2+/MT Vektor ligiert. Die Transkription von CapRNA

erfolgte von dem Notl-geschnittenen Plasmid durch die SP6 Polymerase.

pSP64T/Lef1: Dieses Konstrukt enthalt murines Lef1 [NM_010703; (Behrens et al.,
1996)]. In vitro CapRNA konnte nach Linearisierung mit Xbal durch die SP6

Polymerase synthetisiert werden.

pCS2+/Lef1-GR: Murines Lef1 (NM_010703) wurde mit den Oligonukleotiden Lef1-
Clal-fw (5-CAT CGA TAT GCC CCA ACT TTC CGG AG-3") und Lef1-Xhol-rev (5°-
GAC TCG AGG ATG TAG GCA GCT GTC ATT C-3°) aus pSP64T/Lef1 amplifiziert,
mit Clal und Xhol verdaut und in den ebenfalls geschnittenen und
dephosphorylierten pCS2+/GR Vektor kloniert. CapRNA wurde nach Linearisierung
mit Notl durch die SP6 Polymerase synthetisiert.

pSP64T/LefABD: Dieses Konstrukt enthalt C-terminal trunkiertes, murines Lef1
[(NM_010703; Behrens et al., 1996)]. In vitro CapRNA konnte nach Linearisierung

mit Xbal durch die SP6 Polymerase synthetisiert werden.
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pCS2+/LefABD-GR: Unter Verwendung der folgenden Oligonukleotide wurde N-
terminal trunkiertes, murines Lef1 (NM_010703) amplifiziert: LefABD-Clal-fw (5"-CAT
CGA TAT GGG CCT GTA CAA CAA GG-3") und Lef1_Xhol_rev (5-GAC TCG AGG
ATG TAG GCA GCT GTC ATT C-3’). Das PCR-Produkt wurde mit Clal und Xhol
geschnitten und in den ebenfalls geschnittenen und dephosphorylierten pCS2+/GR
Vektor kloniert. CapRNA wurde nach Linearisierung mit Notl durch die SP6

Polymerase synthetisiert.

pSP64T/LefAHMG: Dieses Konstrukt enthalt N-terminal trunkiertes, murines Lef1
[(NM_010703; Behrens et al., 1996)]. In vitro CapRNA konnte nach Linearisierung

mit Xbal durch die SP6 Polymerase synthetisiert werden.

pCS2+/LefAHMG-GR: Durch Verwendung der folgenden Oligonukleotide wurde C-
terminal trunkiertes, murines Lef1 (NM_010703) amplifiziert: Lef1_Clal_fw (5 -CAT
CGA TAT GCC CCA ACT TTC CGG AG-3") und Lef1-Xhol-rev (5-GAC TCG AGG
ATG TAG GCA GCT GTC ATT C-3°). Das PCR-Produkt wurde mit Clal und Xhol
geschnitten und in den ebenfalls geschnittenen und dephosphorylierten pCS2+/GR
Vektor kloniert. CapRNA wurde nach Linearisierung mit Notl durch die SP6

Polymerase synthetisiert.

pCS2+/B-CateninS33A: Murines f-Catenin (NM_007614) enthalt mehrere
Punktmutationen, welche zu den folgenden Aminosauresaure-Substitutionen fihren:
Serin33 — Alanin, Serin37 — Alanin, Tyrosin41 — Alanin; und wird so nicht mehr
der proteasomalen Degradation zugefiihrt (Aberle et al., 1997). CapRNA wurde nach

Linearisierung mit Notl durch die SP6 Polymerase synthetisiert.

pCS2+/B-CatS33A-GR: Stabilisiertes p-CateninS33A wurde mit Hilfe der
Oligonukleotide p-CatS33A-BamHI-fw (5'-CGG ATC CAT GGC TAC TCA AGC TG-
3’) und pB-CatS33A-Clal-rev (5-CAT CGA TCA GGT CAG TAT CAA ACC-3')
amplifiziert, mit BamHI und Clal geschnitten und in den ebenfalls geschnittenen und
dephosphorylierten pCS2+/GR Vektor ligiert. CapRNA wurde nach Linearisierung mit
Notl durch die SP6 Polymerase synthetisiert.
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2.8.3.2 Konstrukte zur Herstellung von CapRNA oder markierten ,,antisense”

Sonden aus dem Laborbestand

Tabelle 2.1: Konstruktliste zur in vitro Transkription von CapRNA (sense) und
Digoxigenin-markierten Sonden (“antisense”)

Linearisierung | Transkription

Konstrukt Referenz mit mit

pCS2+/ANp63a. Y. Chen, unveroffentlicht Notl SP6 (,sense”)

pCS2+/p-Gal (Bier et al., 1989) Notl SP6 (,sense”)
pGEMT/Nkx2.1 (Hollemann und Pieler, 2000) Notl T7 (,antisense”)
pGEMT/XPtf1a/p48 (Afelik et al., 2006) Notl T7 (,antisense”)
pGEMT/XIHbox8 (Afelik et al., 2006) Notl T7 (,antisense”)
pBSK/Hex (Newman et al., 1997) Notl T7 (,antisense”)
pBK-CMV/XPDIp (Afelik et al., 2004) BamHI T7 (,antisense”)
pCS2+/fibrinogena (Chen et al., 2003) Ncol T3 (,antisense”)
pBSK/Sox2 (Chalmers et al., 2000) EcoRI T7 (,antisense”)

2.9 Oligonukleotide

2.9.1 RT-PCR Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden in einer Konzentration von 100uM in dH,O bei -20°C

gelagert.

Tabelle 2.2: Liste aller in dieser Arbeit zur Anwendung gekommener Oligonukleotide
fur die RT-PCR Analyse

Name 5°-3" Sequenz Tm (°C) = Zyklenzahl

XsFRP5 vorwarts AGGTCCTTAAAGCAGGGAAG

XsFRP5 riickwarts GCGATGGTGGCACTTAAAG *0 %
Histon H4 vorwarts CGGGATAACATTCAGGGTATCACT o6
Histon H4 rickwarts ATCCATGGCGGTAACTGTCTTCCT

XTwist vorwarts AGAACCTGGAGCTGGATC

XTwist rickwarts GGCTTCAAAGGCACGACT % %0
Ptf1a/p48 vorwarts GAGAAGCGACTGTCCAAG 54 33

Ptf1a/p48 riickwarts CATCAGTCCATGAGAGAG
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Name 5°-3" Sequenz Tm (°C) = Zyklenzahl
XIHbox8 vorwarts AATCCACCAAATCCCACACCT 56 36
XIHbox8 rickwarts GCCTCAGCGACCCAATAGAA
Insulin vorwarts ATGGCTCTATGGATGCAGTG 56 35
Insulin rickwarts AGAGAACATGTGCTGTGGCA
XPDIp vorwarts GGAGGAAAGAGGGACCAA 50 33
XPDIp riickwarts GCGCCAGGGCAAAAGTG
Hex vorwarts GGTTCCAGAACAGAAGAG 56 30
Hex rlickwarts CCTTTGTCGCCTTCAATG
Ttr vorwarts GGAATCCCCGCTGCCAATC 56 36
Ttr rickwarts ATGAGAAGGAGTAGGGGGTGAGC
Sox2 vorwarts GAGGATGGACACTTATGCCCAC 59 6
Sox2 rlickwarts GGACATGCTGTAGGTAGGCGA
Xwnt2b vorwarts ACTGGGAGCAAGGGTTATCTGTG 65 3
Xwnt2b riickwarts GCCCGTGCATCTTTCAATCTTTTC
Xwnt3a vorwarts TTGCGCTGAGGGATCTGCTACC 65 32
Xwnt3a rickwarts CCCCGGGATTCTCGATGTTTCT
Xwnt4 vorwarts ACTGGCTGTACCTGGCAAAACTGT 65 32
Xwnt4 rickwarts AAATGACTGGGAAAAGGCGACTC
Xwntba vorwarts TGGGCTATCGCAGGGTCAGAAGAA 20 32
Xwntba rickwarts CACAGCCGCCCCATAGCCAGT
Xwnt8 vorwarts TGTGGCCGGGTCTGAACTTATTTT 65 32
Xwnt8 ruckwarts GTCATCTCCGGTGGCCTCTGTTCT
Xwnt8b vorwarts CCGGACGAAAGGCAGTAAAGAGTA 65 32
Xwnt8b rickwarts TAACGGCTAAACCACAGTCACCAC
Xwnt11 vorwarts CCGGGTGGCCTGGAATGAGAGC 65 32
Xwnt11 rickwarts CACAGGCACGCGCAATGGTATGG
Xwnt11R vorwarts GATTCACGCAGCATAATGGC 63 32
Xwnt11R rickwarts GTGCTGGGTCTGATTCAACG

2.9.2 Sequenzierungsoligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden in einer Konzentration von 100uM in dH,O bei -20°C

gelagert.
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Tabelle 2.3: Liste der in dieser Arbeit zur Anwendung gekommenen
Sequenzierungsoligonukleotide

Name des Oligonukleotides 5°- 3" Sequenz des Oligonukleotides
SP6 TTAGGTGACACTATAGAATAC
T3 AATTAACCCTCACTAAAGGG
T7 (pCS2+) TCTACGTAATACGACTCACTATAG
T7 (pGEM-T) TAATACGACTCACTATAGGGCGA
SP6 (pCMV-Sport6) CTATTTAGGTGACACTATAG
T7 (pPCMV-Sport6) TAATACGACTCACGTATAGGG
Lef1-internal1 GTC AGA TGT CAACTC CAAGC
Lef1-internal2 GAA GCC TCA ACACGA ACA GAG

2.9.3 Morpholino Oligonukleotide

Morpholino Oligonukleotide wurden von der Firma Gene Tools erworben. Die
Morpholinos wurden in RNAse-freiem Wasser ad 300mM gel6st, aliquotiert und bei -
80°C gelagert. Das ATG von Xenopus sFRP5 in der korrespondierenden Sequenz
der Morpholino Oligonukleotide ist fett gedruckt. Die finf ,Missmatch“-Basen im MM-

XsFRP5-Morpholino sind unterstrichen dargestellt.

Tabelle 2.4: Liste der verwendeten ,,antisense” Morpholino Oligonukleotide

Name des Morpholinos 5°- 3" Sequenz des Morpholinos
XsFRP5-Mo1 ATCGCATGATTTCTCCAAAAAGTGG
MM-XsFRP5-Mo1 ATGGCATCATATCTCGAAAAACTGG
XsFRP5-Mo2 TTTAACCCAAAGGCTTATCCTCCTG

210 Antikorper

2.10.1 Primare Antikorper

Tabelle 2.5: Aufstellung der zur Anwendung gebrachten primaren Antikorper

Antikorper Firma Katalognummer WB ColP
Goat anti-Myc IgG Abcam/Biozol ab19234 1:10.000 -
Mouse anti-HA IgG Covance MMS-101 P 1:1.000 1:150

Mouse anti-Actin 1gG Chemicon MAB1501 1:5.000 -
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2.10.2 Sekundare Antikorper

Tabelle 2.6: Aufstellung der zur Anwendung gebrachten sekundaren Antikorper

Antikorper Firma Katalognummer wWB
Donkey anti-Goat IgG-HRP Santa Cruz sc-2020 1:10.000
Goat anti-Mouse IgG-HRP Santa Cruz sc-2005 1:5.000

211 Medien und Stammlosungen

100x Denhardts: 2% (w/v) BSA, 2% (w/v) PVP, 2% (v/v) Ficoll
DEPC-H,0O: 0,1% (v/v) Diethylpyrocarbonat, vor dem Autoklavieren (ber Nacht
riihren

EDTA-Lésung: 1M EDTA, pH 8,0

EGTA-Lésung: 0,5M EDTA

Ethidiumbromid-Lésung: 10mg/ml Ethidiumbromid
Kaliumchlorid-Lésung: 1M KCI

Lithiumchlorid-Lésung: 4M LiCl

1M Tris-Puffer (pH 7,5 — 9,0): 1M Tris-HCI

Tween 20-L6sung: 20% (v/v) Tween
Magnesiumchlorid-Lésung: 1M MgCl, 6 H,0O
Magnesiumsulfat-Lésung: 1M MgSO,7 H,0

5M Natriumchlorid: 5M NaCl

SDS-Lésung: 10% (w/v) Natrium-Dodecyl-Sulfat
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3 Methoden

3.1  Arbeiten mit Bakterien

3.1.1 Anzuchtbedingungen

Luria-Bertani-Medium: 32g L B-Medium / L dH,0O (autoklaviert, bei 4°C gelagert)
Ampicillin: 100ug / ml dH,O

E. coli Flussigkulturen (LB / Amp) wurden bei 220Upm und 37°C uber Nacht
inkubiert. Die Anzucht von E. coli auf Agarplatten (LB / Amp) erfolgte bei 37°C Uber
Nacht.

3.1.2 Herstellung chemisch-kompetenter E. coli Zellen

Chemisch-kompetente E. coli Zellen wurden nach der Hanahan-Methode hergestellt
(Sambrook und Russel, 2001).

3.1.3 Chemische Transformation von Bakterienzellen

Die Transformation von Plasmid-DNA in chemisch-kompetente E. coli Zellen erfolgte

wie in Sambrook und Russel (2001) beschrieben.

3.1.4 Anlegen von Glyzerol-Stammkulturen

500ul einer Ubernacht-Flussigkultur wurden mit 500ul autoklaviertem 87%-igem

Glyzerol versetzt, gemischt und bei -80°C aufbewahrt.
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3.2 Arbeiten mit DNA

3.2.1 Praparation von Plasmid-DNA im analytischen und praparativen
MaRstab

3.2.1.1 TELT-Praparation

TELT-L6ésung: 50mM Tris-HCI pH7,5, 62,5mM EDTA, 2,5M LiCl, 0,4% Triton X-100
Lysozym: 10mg / ml Lysozym in dH,O

3ml einer Ubernachtkultur wurden abzentrifugiert und das Sediment anschlieend in
150ul TELT-L6sung resuspendiert. Nach Zugabe von 15ul Lysozym wurde der
Ansatz 5 Minuten bei Raumtemperatur, 2 Minuten bei 90°C und anschlief’end 5
Minuten auf Eis inkubiert. Nach einer zehnminitigen Zentrifugation in einer
Tischzentrifuge wurde der Uberstand in ein neues Réhrchen lberfihrt und die DNA
durch Zugabe von 150ul Isopropanol bei -20°C ausgefallt. Nach 30 Minuten
Zentrifugation wurde das Sediment mit 500ul 70% Ethanol gewaschen. Nach
erneuter Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen und das Sediment bei
Raumtemperatur getrocknet. Die DNA wurde in P1 Puffer von Qiagen aufgenommen
und 2 Stunden bei RT inkubiert. AnschlieRend wurde die RNA ein weiteres Mal in
Isopropanol ausgefallt, mit Ethanol gewaschen und das Sediment in dH,O

aufgenommen.

3.2.1.2 Mini-Prédparation

Die Praparation von DNA aus einer 5ml Ubernachtkultur erfolgte mittels des
QIAGEN Plasmid Mini / Midi Kit (Qiagen GmbH) nach Herstellerangaben.

3.2.1.3 Midi-Prédparation

Die Praparation von DNA aus einer 50ml Ubernachtkultur erfolgte mittels des
QIAGEN Plasmid Mini / Midi Kit (Qiagen GmbH) nach Herstellerangaben. Die

erhaltene Plasmid-DNA wurde auf eine Konzentration von 1ug/ul verdinnt.
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3.2.1.4 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentration von DNA- und RNA-L6ésungen wurde in einem
Spektralphotometer (Amersham Biosciences) bei 260nm Wellenldnge gegen einen
Leerwert ermittelt. Die Konzentration ergab sich aus der ODyg, wie folgt:

OD2g0 = 1 entspricht 50ug dsDNA

ODggo = 1 entspricht 40pg RNA

Es wurde das automatische Programm des Photometers genutzt, um die
Konzentration zu bestimmen. Um eine Kontamination der Nukleinsaure-Lésung mit
Proteinen auszuschlie®en, sollte der Quotient von OD2go/ODogy zwischen 1,8 fir
DNA und 2,0 fir RNA liegen.

3.2.2 Nicht-denaturierende Agarose-Gelelektrophorese

10x TAE: 400mM Tris Base, 200mM Essigséure, TmM EDTA
Gelauftragspuffer: 30% (v/v) Glyzerol, 0,25% Bromphenolblau, 0,25% Xylencyanol
in dH2O

Die Agarose-Gele (1 — 2%) wurden nach Sambrook und Russel (2001) hergestellt.
Nach der Auftrennung der DNA- oder RNA-Proben wurden diese durch die

Inkorporation von Ethidiumbromid sichtbar gemacht.

3.2.3 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Isolierung von DNA aus Agarosegelen erfolgte mit dem QIAEXR Gel Extraction
Kit (Qiagen GmbH) und dem illustra™ GFX™ PCR DNA und Gel Bund Purification

Kit (GE Healthcare) nach Herstellerangaben.

3.2.4 Aufreinigung von PCR Fragmenten und Restriktionsansatzen

Die Aufreinigung von PCR Fragmenten und Restriktionsansatzen erfolgte mit dem
QlAprep® PCR Purification Kit (Qiagen GmbH) sowie dem illustra™ GFX™ PCR
DNA und Gel Bund Purification Kit (GE Healthcare) nach Herstellerangaben.
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3.2.5 Restriktionsendonukleolytische Spaltung von DNA

3.2.5.1 Spaltung von PCR-Termini

Die Klonierungsprimer waren entsprechend der Tabelle 1.21. ,Cleavage Efficiency
Close to the Termini of PCR Fragments“ (Fermentas Katalog, 2006/2007) mit 5
Uberhangen versehen worden. Nach einer Aufreinigung der PCR-Produkte erfolgte

die endonukleolytische Spaltung uber Nacht.

3.2.5.2 Spaltung von Vektoren und Plasmiden

Zur analytischen wie praparativen Restriktionsspaltung von DNA wurde diese mit 1U
bis maximal 5U einer Restriktionsendonuklease im entsprechenden 10x

Reaktionspuffer bei 37°C fir mindestens 1 Stunde inkubiert.

3.2.5.3 Linearisierung von ,sense“ und ,antisense” Matrizen fiir die RNA-

Synthese

10ug ,Template“-DNA wurde in einem 50ul Ansatz mit 4U des entsprechenden
Restriktionsenzyms sowie des mitgelieferten 10x Puffers (Fermentas) Gber Nacht bei
37°C inkubiert.

3.2.6 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Um die Religation kompatibler DNA-Enden zu verhindern, wurden die Vektoren
wahrend des Restriktionsverdaus mit 1U CIAP (Calf Intestinal Alkaline Phosphatase)
inkubiert (Sambrook und Russel, 2001).

3.2.7 Oligomerisierung kurzer DNA-Fragmente

Kurze Oligonukleotide, die mit Uberhdngenden Enden versehen waren, wurden

separat in einer Kinase-Reaktion phosphoryliert:
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Oligonukleotid (5ug/ul) 2ul
10x Puffer (+ ATP) 2ul
HPLC-H,O 15pl
PNK NEB T4 Kinase 1ul

Die Kinase-Reaktion wurde wie folgt im Thermozykler durchgefihrt:
30 Minuten 37°C
20 Minuten 65°C
0 12°C

Die Dimerisierung der phosphorylierten Oligonukleotide erfolgte nach folgendem

Ansatz:
Oligo fw 2ul
Oligo rev 2ul
500mM Tris-HCI pH 7,5 2l
500mM NaCl 2ul
H-.0O 12pl

Fanf Minuten Inkubation in einem 90°C Wasserbad, gefolgt von einer langsamen
Abkuhlungsphase, dienten der Dimerisierung der gegenlaufigen Oligonukleotide. Der

Probenansatz musste sofort zur Ligation benutzt werden.

3.2.8 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation kompatibler DNA-Fragmenten erfolgte unter Verwendung von T4 DNA
Ligase (Fermentas) in einem 10ul Ansatz unter Verwendung des mitgelieferten 10x
Puffers (Fermentas). Der Vektor und das zu inserierende Fragment wurden dazu in
Verhaltnissen von 1:1 bis 1:10 eingesetzt. Die Ligation erfolgte bei Raumtemperatur
fur 2 Stunden bzw. bei 16°C Uber Nacht (nach Sambrook und Russel, 2001).
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3.2.9 Polymerasekettenreaktion (PCR)

3.2.9.1 Analytischer Ma3stab

Um nach der Transformation auf positive Bakterienklone zu testen, wurden einige
Zellen einer Kolonie mit Hilfe des ,GoTaq“ Reaktionssystems (Promega) einer PCR-

Reaktion unterzogen.

3.2.9.2 Préparativer MaBBstab

Alle Klonierungsoligonukleotide wurden mit Schnittstellen far
Restriktionsendonukleasen versehen, um so fur die folgenden Klonierungsschritte
passende Fragmente generieren zu kénnen (Sambrook und Russel, 2001). Fir die

Praparation der PCR-Produkte wurde jeweils ein 80ul Ansatz eingesetzt.

3.2.10 Sequenzierung

Die Sequenzierung von DNA erfolgte mit dem Big Dye Terminator Kit von Applied
Biosystems. Die Proben wurden in einem ABI 3100 Automated Capillary DNA

Sequencer ausgewertet (Applied Biosystems).

3.3 Arbeiten mit RNA

Zum Arbeiten mit RNA wurden ausschlieRlich DNAse- und RNAse-freie Gefalle und

Lésungen verwendet.

3.3.1 in vitro Synthese von RNA

3.3.1.1 in vitro Transkription von Monomethylguanosin-Cap-RNA zur
Mikroinjektion in Xenopus Embryonen

Zur in vitro Transkription von CapRNA wurde das mMESSAGE mMACHINE Kit mit

SP6 oder T7 RNA-Polymerasen (Ambion) verwendet. Das ubliche Volumen eines

Transkriptionsansatzes betrug 10ul und die Reaktion erfolgte fir 3 Stunden bei
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37°C. Anschliel®end wurde die ,Template“-DNA durch Zugabe von 1ul RNAse-freier
DNAse fiir 15 Minuten bei 37°C verdaut.

3.3.1.2 in vitro Transkription Digoxigenin-markierter RNA-Sonden

Alle in dieser Arbeit eingesetzten ,antisense’-Sonden wurden durch Verwendung
von Digoxigenin-gekoppelten UTP markiert.

Die in vitro Transkription erfolgte nach folgendem Ansatz fir 3 Stunden bei 37°C:

5ul  5x Transkriptionspuffer (Fermentas)

4ul Digoxigenin-11-dUTP Mix (Roche)

1yl DTT (0,75M) (Merck)

5ul  linearisiertes Plasmid (ca. 170ng/pul)
0,5ul RNase-Out (Invitrogen)
0,5yl  Pyrophospatase (Fermentas)
0,5u1 RNA-Polymerase (Fermentas)

33,5ul DEPC-H,0
AnschlielRend wurde die Template-DNA durch Zugabe von 1ul RNAse-freier DNAse
fur 15 Minuten bei 37°C verdaut.

3.3.2 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.

3.3.3 Whole-mount in situ Hybridisierung

Ethanol-Reihe: 100% Ethanol, 75% Ethanol in Wasser, 50% Ethanol in Wasser,
25% Ethanol in PTw

10x PBS: 1,75M NaCl, 1M KCI, 66mM Na,HPO,, 18mM KH,PO,4, pH 7,4

PTw: 0,1% (v/v) Tween-20 in 1x PBS

PTw/FA: 4% (v/v) Formaldehyd in Ptw

Proteinase K: 5ug/ml Proteinase K in PTw

Hybridisierungs-Mix: 50% Formamid (deionisiert), 1mg/ml Torula-RNA, 10ug/ml
Heparin, 1x Denhardts, 0,1% Tween-20, 0,1% CHAPS, 10mM EDTA in 5x SSC
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20x SSC: 3M NaCl, 0,3M Natriumcitrat

RNase-Loésung: 10ug/ml RNAse A, 0,01 U/ml RNAse T1in 2x SSC

5x MAB: 500mM Maleinsdure, 750mM NaCl, pH 7,5

MAB/BMB: 2% BMB in 1x MAB

MAB/BMB/HS: 2% BMB, 20% Pferdeserum (HS) in 1x MAB
Antikérper-Lésung: 2% BMB, 20% Pferdeserum (HS), 1:2.000 Verdiinnung des an
Alkalische Phosphatase gekoppelent anti-Digoxigenin Antikérpers in 1x MAB
APB: 100mM Tris-HCI (pH 9,0), 50mM MgCl,, 100mM NaCl, 0,1% Tween-20
Fédrbelésung: 80ug/ml NBT, 175ug/ml BCIP in APB

BCIP: 50mg/ml in 100% Dimethylformamid, bei -20°C gelagert

NBT: 100mg/ml in 70% Dimethylformamid, bei -20°C gelagert

Die whole-mount in situ Hybridisierung wurde im Wesentlichen wie beschrieben
durchgefihrt (Harland, 1991; Hollemann et al., 1999). Alle ,antisense“ RNA-Sonden
wurden mit Digoxigenin-11-dUTP markiert. Die Inkubationsschritte erfolgten, sofern

nicht anders angegeben, bei Raumtemperatur auf einem Horizontalschittler.

3.3.3.1 Fixierung von Xenopus Embryonen und Explantaten

10x MEM: 1M Mops, 20mM EGTA, 10mM MgSQO, pH 7,4 (steril filtriert und im
Dunkeln gelagert)

MEMFA: 4% (v/v) Formaldehyd in 1x MEM

10x PBS: 1,75M NaCl, 1M KCI, 65mM Na,HPO, 12 H,0, 18mM KH,PO,, pH 7,2-7,4

Xenopus Embryonen verschiedener Entwicklungsstadien wurden in MEMFA
eingelegt. Embryonen, die keiner whole-mount in situ Hybridisierung unterzogen
werden sollten, wurden fur mindestens eine Stunde fixiert, zur Auswertung in 1x
MEM uberfihrt und anschlie®end in MEMFA dauergelagert.

Embryonen, die einer in situ Hybridisierung unterzogen werden sollten, wurden eine
Stunde in MEMFA fixiert, mit 100% Ethanol gewaschen und anschlieend bei -20° C
gelagert. Embryonen, deren Entoderm explantiert werden sollte, wurden 45 Minuten
anfixiert, in 1x PBS gewaschen und das Entoderm explantiert. Die Explantate
wurden entweder einer B-Galaktosidase Farbung unterzogen oder sofort fir 15

Minuten refixiert und in Ethanol gelagert.
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3.3.3.2 p-Galaktosidase Fdarbung von Embryonen

10x PBS: 1,75M NaCl, 1M KCI, 65mM Na,HPO,12 H,0, 18mM KH,PO,, pH 7,2-7,4
10x MEM: 1M Mops, 20mM EGTA, 10mM MgSO, pH 7,4 (steril filtriert und im
Dunkeln gelagert)

K3Fe(CN)g: 0,5M in dH,0 (im Dunkeln gelagert)

K4Fe(CN)g: 0,5M in dH,0 (im Dunkeln gelagert)

X-Gal: 40mg/ml 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-b-D-Galaktosidase (X-Gal) in Formamid
(bei -20°C im Dunkeln gelagert)

MEMFA: 4% (v/v) Formaldehyd in 1x MEM

B-gal Farbelosung: 5uM KsFe(CN)e, 5uM K Fe(CN)g, 2uM MgCl,, 1mg/mi X-Gal in
1xPBS

Mit g-gal ,sense“-RNA als ,Lineage tracer” ko-injizierte Embryonen oder Explantate
wurden fir 45 Minuten in MEMFA fixiert, 3x je 10 Minuten in 1x PBS gewaschen und
anschlieRend im Dunkeln fur maximal zwei Stunden in der Farbel6sung inkubiert.
Nach weiteren 3 Waschschritten fur je 10 Minuten in 1x PBS wurden die Embryonen
oder Explantate 30 Minuten in MEMFA refixiert, mit Ethanol gewaschen und bis zur

in situ Hybridisierung bei -20° C gelagert.

3.3.3.3 Whole-mount in situ Hybridisierung

Die Embryonen und Explantate wurden mittels einer Ethanolreihe rehydriert und in
PTw umgepuffert. Nach dreimaligem Waschen in PTw fir je 10 Minuten wurde eine
Proteinase K-Behandlung durchgefiihrt, um die Membranen der Embryonen und

Explantate permeabler fir die RNA-Sonden zu machen.
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Tabelle 3.1: Inkubationszeiten fiir den Proteinase K-Verdau

Stadium Dauer (Minuten) Temperatur (°C)

44 — 46 32 37 (bei 30Upm)
40 - 41 30 RT
40 (Explantate) 4 RT
37-39 25 RT
32-35 22 RT
25-27 15 RT
17/18 10 RT

Die Embryonen und Explantate wurden je zweimal in 0,1% Triethanolamin
gewaschen, um den Proteinase K-Verdau abzubrechen. Durch Zugabe von 12,54l
Acetanhydrid wurden die Embryonen acetyliert. Nach 5 Minuten Inkubation wurden
weitere 12,5ul Acetanhydrid zur Lésung pipettiert.

AnschlieBend wurden die Embryonen und Explantate in PTw/FA fur 20 Minuten
refixiert. Funf weitere je funfminltige Waschschritte in PTw folgten. Die Embryonen
oder Explantate in 1ml PTw wurden mit 250ul Hybridisierungs-Mix versetzt und leicht
geschuttelt. Die Lésung wurde durch 500ul Hybridisierungs-Mix ersetzt und die
Embryonen fir 10 Minuten bei 65°C inkubiert. Anschliefend wurden die Embryonen
und Explantate mit 1ml Hybridisierungs-Mix fir sechs Stunden bei 65°C
prahybridisiert. Danach wurde der Hybridisierungs-Mix durch die Digoxigenin-
markierten Sonden ersetzt und die Embryonen tber Nacht bei 65°C inkubiert.

Am zweiten Tag wurde die RNA-Sonde gesammelt und bei -20°C gelagert.
Nachdem einmal mit 1ml Hybridisierungs-Mix fur 10 Minuten bei 65°C gewaschen
wurde, folgten drei 15-minltige Waschschritte in 2xSSC bei 65°C. Es folgte ein
einstindiger RNAse-Verdau in 2xSSC bei 37°C, um einzelstrangige RNA
abzubauen. Ein Waschschritt in 2x SSC fur 5 Minuten und zwei Waschschritte in
0,2x SSC fur je eine halbe Stunde bei 65°C folgten. Anschliefend wurden die
Embryonen in 1x MAB umgepuffert. Die Embryonen wurden in MAB/BMB fir 20
Minuten und in MAB/BMB/HS fir 40 Minuten inkubiert, um unspezifische
Bindungsstellen fur den anti-Digoxigenin-Antikbrper zu blockieren. Die Antikorper-
Inkubation erfolgte fir vier Stunden. Es folgten drei zehnminitige Waschschritte in
1x MAB, anschliefend wurden die Embryonen uber Nacht in 1x MAB bei 4°C
inkubiert.
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Am dritten Tag wurden die Embryonen weitere funfmal fir je finf Minuten in 1x MAB
gewaschen. Die Kappen der Glasrohrchen wurden ausgewechselt und die
Embryonen dreimal in APB gewaschen. AnschlieRend wurde die Farbeldsung auf
die Embryonen und Explantate pipettiert und bis zu fiinf Tage bei 4°C im Dunkeln
inkubiert.

3.3.3.4 Reduktion der Hintergrundfdrbung sowie Bleichung pigmentierter

Embryonen und Explantate

Methanol-Reihe: 100% Methanol, 50% Methanol in Wasser
Bleichlésung: 50% (v/v) Formamid, 2% (v/v) Wasserstoffperoxid in 5x SSC

Die Farbreaktion wurde durch einen finfminitigen Waschschritt in Wasser beendet.
Zwei Minuten in 100% Methanol fiihrte zur Dehydrierung der Embryonen. Eine
Rehydrierung in 50% Methanol und danach in Wasser |8ste Uberschussige
Farbablagerungen ab und reduzierte dadurch die Hintergrundfarbung. Die
Embryonen und Explantate wurden in MEMFA eingelegt und bei 4°C aufbewahrt.

Sollte naturliches Pigment der Embryonen bzw. Explantate gebleicht werden,
wurden sie 30 Minuten in MEMFA fixiert und anschlieRend zweimal in 5x SSC
gewaschen. Die folgende Behandlung in Wasserstoffperoxid fluhrte zur Bleichung
des Pigments. Sie wurde bis zum Erreichen des gewiinschten Pigmentverlustes
durchgefihrt, wonach die Embryonen und Explantate wiederum zweimal in 5x SSC
gewaschen wurden. AnschlieRend wurden die Embryonen in MEMFA bei 4°C

gelagert.

3.3.3.5 Vibratomschnitte

Gelatine-Albumin-Lésung: 4,88mg/ml Gelatine, 0,3g/ml BSA, 0,2mg/ml Sukrose in
1x PBS. Die Gelatine wurde durch Erhitzen auf 60°C verfliissigt und das Albumin
und die Sukrose wurden zugegeben. AnschlieBend wurde die Lésung filtriert
(0,45um Porengrél3e, Sartorius) und bei -20°C gelagert.

Mowiol: 5g Mowiol wurde (iber Nacht in 20ml 1x PBS geriihrt. Nach Zugabe von

10ml Glyzerol wurde eine weitere Nacht geriihrt. Nach einer Zentrifugation von 30
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Minuten bei 20.000g wurde der Uberstand auf pH 7,0 eingestellt und bei -20°C
gelagert.

Gelatine-Albumin wurde durch Zugabe von Glutaraldehyd ausgehartet und die
Praparate, welche in 1x PBS Uberfihrt worden waren, auf dem Gelatine-Albumin
Sockel platziert. Umgebende Flissigkeit wurde vollstdndig abgesaugt und die
Praparate mit Gelatine-Albumin-Glutaraldehyd-Losung Uberschichtet.  30uM
Vibratomschnitte wurden, wie in Hollemann et al. (1999) beschrieben, an einem
Leica VT1000M Vibratom hergestellt.

3.3.4 Praparation von DNA-freier Gesamt-RNA

3.3.4.1 aus verschiedenen Embryonalstadien

Je zwei Xenopus Embryonen verschiedener Stadien wurden in einem Eppendorf
Gefall ohne Flussigkeit in flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Extraktion
der Gesamt-RNA bei -80°C gelagert. Die Extraktion der Gesamt-RNA erfolgte
entweder nach Herstellerangaben mit dem RNAqueous®-Micro Kit (Ambion Inc.)
oder wurde wie folgend beschrieben mit Trizol (Invitrogen) durchgefihrt:

Die Embryonen wurden mit 400ul Trizol versetzt und durch Hilfe einer Insulinspritze
vollstandig lysiert. AnschlieRend wurden die Proben fiur 30 Sekunden gevortext. Es
wurden 80ul Chloroform pro 400ul Trizolgemisch zugefiigt und weitere 30 Sekunden
gevortext. Die Proben wurden 10 Minuten bei 13.000Upm und 4°C zentrifugiert und
der Uberstand in ein neues Roéhrchen Uberfiihrt. Es wurden 200ul Chloroform
zugefugt und wiederum fiir 30 Sekunden gevortext. Die Proben wurden fir 5 Minuten
bei 13.000Upm und 4°C zentrifugiert und der Uberstand in ein neues Roéhrchen
Uberflhrt. Nach Zugabe von 200yl Isopropanol erfolgte die Fallung fir eine Stunde
bei -20°C. Die Proben wurden fir 30 Minuten bei 13.000Upm und 4°C zentrifugiert
und mit 400ul Ethanol gewaschen. Nach 5 Minuten Zentrifugation bei 13.000Upm
und 4°C wurde der Uberstand verworfen, die Sedimente bei Raumtemperatur

getrocket und in 50pul RNAse-freiem Wasser aufgenommen.
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3.3.4.2 aus adulten Geweben und Organen

Adulte Organe und Gewebe wurden aus Xenopus Mannchen im Zuge der Testis-
Praparation entnommen, nach einer Waschung in 1x MBSH sofort in flissigem
Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. Die RNA aus adulten Geweben
wurde mit Trizol (Invitrogen) extrahiert. Dazu wurden die Organe oder Gewebe in
einem Morser unter steter Zugabe von flissigem Stickstoff zermahlen und nach
vollstandiger Zerkleinerung in einen Glaskolben mit Trizol Uberfuhrt. Das Gewebe
wurde durch Minzeration vollstandig in Trizol aufgel6st. AnschlieRend wurde die

Gesamt-RNA wie unter Punkt 3.3.4.1 beschrieben extrahiert.

3.3.4.3 aus animalen Kappen-Explantaten

Die RNA aus animalen Kappen wurde entweder mit dem RNAqueous®-Micro Kit von
Ambion oder mit Trizol (Invitrogen) extrahiert. Bei Verwendung des Ambion Kits
wurde entsprechend der Herstellerangaben gearbeitet. Fur die Extraktion mit Trizol
wurden die animalen Kappen in 400upl Trizol mit Insulinkantlen lysiert und

anschlieRend wie unter Punkt 3.3.4.1 beschrieben weiterbehandelt.

3.3.5 Semiquantitative Reverse Transkriptase Polymerase-
Kettenreaktion (RT-PCR)

Die extrahierte Gesamt-RNA wurde mit Hilfe von ,Rundom hexamers® und Reverser

Transkriptase in cDNA umgeschrieben. AnschlieRend wurden die erhaltenen ,Pools®

an cDNA mit Gen-spezifischen Oligonukleotiden (siehe Punkt 2.9.1.) auf die

Expression spezifischer Transkripte hin untersucht (Sambrook und Russel, 2001).

3.4 Arbeiten mit Proteinen

3.4.1 in vitro Transkription und Translation (,,TnT*)

Die in vitro Transkription und Translation wurde in einem 12,5ul Reaktionsvolumen
mit dem TNT® Coupled Reticulocyte Lysate System (Promega) nach

Herstellerangaben durchgefiihrt. Die Proteine wurden mittels denaturierender SDS-
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Gelelektrophorese aufgetrennt (Harlow und Lane, 1988) und mit Hilfe eines

Autoradiogramms detektiert.

3.4.2 Ko-Immunoprazipitation

ColP-Puffer: 100mM NaCl, 10mM Tris-HCI (pH 7,5), 0,5% (v/v) NP-40, 1x
Proteinase-Inhibitor-Tablette (,complete EDTA-free”, Roche)/50ml|

6x SDS-Gelauftragspuffer: 125mM Tris pH6,8, 30% Glyzerol, 10% SDS, 0,6M
DDT, 0,012% Bromphenolblau

Die Ko-Immunoprazipitation wurde wie in Harlow und Lane (1988) beschrieben
durchgefihrt. Es wurden jeweils 25 Embryonen eingesetzt, wobei 10% des Zelllysats
als ,Input“ abgenommen wurden und eine Inkubation der Proben mit 20pl ProteinG
Sepharose vor der eigentlichen Immunprazipitation die unspezifisch an ProteinG

Sepharose bindenden Proteine entfernen sollte.

3.4.3 Western Blot

10x Lammli-Puffer: 250mM Tris pH8,3, 192mM Glycin, 1% (w/v) SDS

Transfer Puffer: 39mM Glycin, 48mM Tris-HCI (pH 7,5), 0,04% SDS, 20% Methanol
»Blocking” Puffer: 5% (w/v) in TBS

10x TBS: 200mM Tris-HCI (pH 7,5), 1,5uM NaCl, 0,5% (v/v) Tween-20

TBST: 0,5% Tween-20 in 1x TBS

1. Antikérperlésung: 1:1.000 bis 1:10.000 Verdiinnung des priméren Antikérpers in
,Blocking“ Puffer

2. Antikérperlésung: 1:10.000 bis 1:20.000 Verdiinnung des sekundéren
Antikérpers gekoppelt an die Horseradish Peroxidase (HRP) in ,Blocking® Puffer

Proteine wurden durch denaturierende SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt und
anschlieRend auf eine 0,45um dicke Nitrocellulosemembran durch Semi-dry Blotting
Ubertragen (Harlow und Lane, 1988). Die Membran wurde fir eine Stunde im
Milchpulverhaltigen ,Blocking“ Puffer und Gber Nacht mit den primaren Antikérper-
Lésungen bei 4°C auf einer rotierenden Scheibe inkubiert. Nach dreimaligem

10mindtigen Waschen in TBST wurde die Membran in den sekundaren Antikdrper-
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Lésungen fur eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach weiteren drei
10miniitigen Waschschritten wurde die Membran mit dem SuperSignal® West Dura
Extended Duration Substrate (Pierce) behandelt, um die Proteine auf einem

lichtsensitiven Film sichtbar zu machen (Harlow und Lane, 1988).

3.5 Manipulierung von Xenopus Embryonen

5x MBSH: 440mM NaCl, 12mM NaHCOQO3; 5mM KCI, 50mM Hepes, 4,1mM MgSO,,
2,05mM CaCl,, 1,65mM Ca(NOg3),

2% Cysteinhydroclorid-Lésung: 2% (w/v) Cys-HCl in 0,17x MBSH, pH8,0

Ficoll: 10% (w/v) Ficoll, sterilfiltriert

Natriumdihydrogenphosphat-Lésung: 1M NaH,PO, 1 H,O
Di-Natriumhydrogenphosphat-Lésung: 0,5M Na,HPO,2 H,0

Nilblau-Lésung: 179,2ml 0,5M Na,HPOQO, 10,4ml 1M NaH,PO, eine Spatelspitze

Nilblau-Chlorid in 11 dH,0, bei 50°C einen halben Tag riihren lassen, sterilfiltrieren

3.5.1 Stimulation der Eiablage

Xenopus Weibchen wurden am Vorabend des Injektionstages mit 800 bis 1000U
humanem Choriongonadotropin (HCG) injiziert und bei 16°C Uber Nacht inkubiert.
Am Morgen des nachsten Tages war mit der Eiablage zu rechnen. Fur Animale
Kappenexplantate wurden die Frésche am Vorabend mit 50U HCG vorstimuliert und
am nachsten Morgen mit 1000U induziert. Die Eiablage war 6 Stunden nach der
Injektion zu erwarten.

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
verdunnt und die Oozyten damit befruchtet. Nach zehnmindtiger Inkubation wurde
das Gelege mit 0,1x MBSH Uberschichtet (Sive et al., 2000).

Um eine Mikromanipulation der Embryonen zu erméglichen, wurde die Gallerhiille
der Embryonen vor der ersten Zellteilung durch Behandlung mit 2%-iger
Cysteinhydrochlorid-Lésung abgelést. Die Embryonen wurden danach mehrfach mit
0,1x MBSH gespdlt. Albinoembryonen wurden zur leichteren Bestimmung des

Stadiums mit dem Vitalfarbstoff Nilblau-Lésung angefarbt.
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3.5.2 Praparation von Xenopus Testes

Ein Xenopus Mannchen wurde dekapitiert und mit einer Schere die Bauchdecke
gedffnet. Die Testes wurden entnommen und sorgfaltig von Fettgewebe und
BlutgefaRen befreit. Die Testes wurden einmal in 1xMBSH gewaschen und
anschlieRend bei 4°C in 1XxMBSH gelagert (Sive et al., 1998).

3.5.3 Mikroinjektion

Injektionspuffer: 1% (v/v) Ficoll, 1x MBSH

Die Glaskapillaren fur die Mikroinjektion wurden an einem Nadelzieher gezogen (PN-
30, Science Products) und die Mikroinjektion an einem Mikromanipulator (Pneumatic
PicoPump PV 820, World Precision Instruments) durchgefihrt. Das
Injektionsvolumen betrug 4nl/Blastomere und wurde anhand einer pM-Skala
eingestellt. FUr die Mikroinjektion wurden die Embryonen in Injektionspuffer tberfuhrt
und nach der Injektion fir eine weitere Stunde darin inkubiert. Zur weiteren

Kultivierung wurden die Embryonen in 0,1x MBSH Uberfihrt.

3.5.3.1 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
Augenwulste deutlich zu erkennen waren. Dorsale Achsenduplikation flhrte
entweder zur Induktion einer zweiten Kérperachse mit vollstandigen Kopfstrukturen

oder zu einer zusatzlichen partiellen Achse bestehend aus Rumpfstrukturen.

3.5.3.2 Entoderm-Injektion

Embryonen im Vier- oder Achtzellstadium wurden vegetal in alle vier Blastomere
injiziert, um eine optimale Verteilung der Morpholino Oligonukleotide in das

prospektive Entoderm zu erreichen.
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3.5.4 Animale Kappenexplantate

Penicillin/Streptomycin: 10.000U / ml Penicillin, 10mg / ml Streptomycin in 0,9%
Natriumchlorid ( 100x Stock-Lésung)

Animale Kappen wurden unter Verwendung einer ,Gastromaster‘-Spitze aus dem
Dach des Blastocoels von Embryonen im Stadium 8 bzw. 9 geschnitten. Die weitere
Kultivierung erfolgte in 0,8x MBSH / 0,1x Penicillin/Streptomycin auf mit Agar
beschichteten Kulturschalen (0,7% (w/v) Agar in 0.8x MBSH) bei 16 bzw. 18°C bis
zum Erreichen des gewunschten Entwicklungsstadiums. Die Explantate wurden in
flissigem Stickstoff tiefgefroren und bis zur Extraktion der Gesamt-RNA bei -80°C
gelagert (Sive et al., 2000).

3.5.5 Gastrointestinale Explantate

Die Praparation gastrointestinaler Explantate erfolgte im Stadium 40. Dazu wurde mit
zwei Prazisionspinzetten die Bauchdecke geoffnet, der Osophagus durchtrennt und
der Gastrointestinaltrakt von der umgebenden Haut sowie den dorsalen

mesodermalen Strukturen abgelést (Chalmers und Slack, 1998).

3.5.6 Behandlung der Embryonen oder animalen Kappenexplantate mit

Chemikalien

3.5.6.1 Retinsédure und Retinsdure-Antagonist BMS453-Behandlung

10mM Retinsédure: all-trans Retinsdure (Sigma) in 100% Ethanol
10mM BMS453: 4,01mg ,Bristol Meyers Squibb“ (BMS) 453 in 1ml 100%
Dimethylsulfoxid (DMSQ)

Die Behandlung der animalen Kappenexplantate mit 5uM Retinsdure erfolgte fur
eine Stunde im Stadium 9. Die Behandlung mit 1uM BMS453 wurde unter
Lichtabschlul® ebenfalls fir eine Stunde im Stadium 9 durchgefihrt. Alle
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Versuchszugehoérigen Explanate wurden entweder mit Ethanol oder mit DMSO
behandelt.

3.5.6.2 Dexamethason-Behandlung
1000x Dex: 4mg Dexamethason / ml 100% Ethanol

Die Freisetzung der von ,Heat Shock“ Proteinen komplexierten Glucocorticoid
Receptor-fusionierten Proteine wurde durch Zugabe von 1x Dex / 0,19x MBSH
induziert. Die Embryonen wurden wahrend der Behandlung unter Lichtabschluf}
inkubiert. Fir Achsenduplikationsexperimente mit Lef1-GR wurde Dexamethason
spatestens im 16-Zell-Stadium zugegeben und die Induktion am nachsten Morgen

abgebrochen.
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4 Ergebnisse

4.1 Biochemische und funktionale Charakterisierung des

sekretierten Wnt Antagonisten Xenopus sFRP5

411 XsFRP5 zeigt wahrend der Embryonalentwicklung ein sehr

dynamisches Expressionsmuster

Der sekretierte Wnt Antagonist sFRPS wurde aus einer Xenopus Herz-cDNA-Bank
isoliert und eine erste Expressionsanalyse bereits im Jahr 2002 von Pilcher und
Krieg veroffentlicht. Die Autoren beschrieben die Leber-spezifische Expression von
XsFRP5 wahrend friiher Schwanzknospenstadien und einen dynamischen Wechsel
der XsFRPS Expression in den Grenzbereich zwischen Magen und Duodenum in
frihen Kaulquappenstadien. Desweiteren wurde eine uUberlappende Expression von
XsFRP5 mit dem frihen Leber-Markergen hex, einem Homdobox-

Transkriptionsfaktor, beschrieben (Pilcher und Krieg, 2002).

Abb. 4.1: XsFRP5 zeigt ein ausgepragt dynamisches Expressionsverhalten in Xenopus
Embryonen. (A-J) Verschiedene Embryonalstadien wurden mittels whole-mount in situ
Hybridisierung auf die Expression von XsFRP5 mRNA untersucht. (C°, G’ I, I)
Vibratomschnitte dienen der Veranschaulichung interner Expressionsdomanen. (A, B, C’, G’,
I’, I”") Anterior nach vorne. (C, D, E, F, G, H, |, J) Laterale Ansicht mit anterior nach links. Du
= Duodenum, En = Entoderm, H = Herzanlage, Hh = Hinterhirn, Int = Intestinaltrakt, Le =
Leberanlage, M = Magen, St = Stadium, vP = ventrales Pankreas
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Im Rahmen unserer weiterfihrenden Analyse konnte das embryonale und adulte
Expressionsmuster von XsFRP5 zeitlich und raumlich prazisiert werden. So kann die
XsFRP5 Expression bereits deutlich friher als zuvor beschrieben im ventralen
Entoderm des spaten Neurulastadiums in einer Region detektiert werden, welche die
Vorlauferzellen der Leberanlage sowie des ventralen Pankreas beinhaltet (Abb. 1.1
A, B). Zusatzlich wurde zur bereits beschriebenen Expression in Leber und Magen-
Darm-Bereich eine Farbung der Herzanlage und des Hinterhirns festgestellt (Abb.
110515, 17).

Eine temporare Expressionsanalyse mittels RT-PCR, die in unterschiedlichen
Embryonalstadien durchgefiihrt wurde, bestatigte, dass XsFRP5 bereits wahrend der
Neurulation in Xenopus Embryonen stark exprimiert wird (Abb. 4.2 A). Eine
schwache Expression von XsFRP5 konnte bereits im Gastrulastadium (Stadium 10)
nachgewiesen werden. Wie auch aus der whole-mount in situ Hybridisierung
ersichtlich, bleibt die Expression von XsFRP5 bis in spate Embryonalstadien
erhalten. XsFRP5 Transkripte wurden weiterhin in einer Vielzahl von adulten
Geweben detektiert, wobei festzustellen ist, dass lediglich die Epidermis sowie die
Ovarien kein XsFRP5 enthalten. Die fehlende Expression von XsFRP5 in den
Ovarien ist konsistent mit der Beobachtung, dass XsFRP5 nicht als maternales
Transkript vorliegt und somit auch nicht vor der ,Mid-Blastula-Transition“ (MBT) in
den Embryonalstadien detektiert werden konnte.

A
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Abb. 4.2: Die Expression von XsFRP5 beginnt wiahrend der Gastrulation und bleibt in
spiaten Embryonalstadien wie auch in vielen adulten Geweben erhalten. (A) RT-PCR
Analyse der XsFRP5 Expression in verschiedenen Embryonalstadien. (B) RT-PCR Analyse
der XsFRP5 Expression in adulten Geweben und Organen. Histon H4-spezifische RT-PCR
diente als Kontrolle.
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Fir bovines sFRPS wurde eine Expression im retinalen Pigmentepithelium und fir
humanes sFRP5 im Pankreas nachgewiesen (Chang et al., 1999); beide Gewebe
zeigen auch im Frosch eine Expression von sFRP5, jedoch sind es nicht die Gewebe
mit der hochsten Zahl an Transkripten (Abb. 4.2 B). Chang et al. (1999) konnten
zusatzlich eine schwache Expression in Herz, Leber und Muskelzellen detektieren;

diese Gewebe zeigen auch im Frosch deutliche XsFRP5 Expression.

4.1.2 Biochemische Interaktionsstudien von XsFRP5 mit verschiedenen

Xenopus Wnt Proteinen

4.1.2.1 Ko-Injektion von XsFRP5 inhibiert die Wnt-vermittelte dorsale

Achsenduplikation

Bereits im Jahr 1999 wurde fur das bovine sFRP5 eine schwache Interaktion mit
Xenopus Wnt8 nachgewiesen (Chang et al.,, 1999). Fur XsFRP5 waren aulier des
Expressionsmusters keine funktionalen Daten bekannt, wenngleich auch von einer
Aktivitat als Wnt Antagonist ausgegangen wurde (Pilcher und Krieg, 2002). Da einige
Mitglieder der sFRP Familie Uberraschend als BMP Antagonisten charakterisiert
wurden (Lee et al., 2006), sollte das Potential von XsFRP5 als Inhibitor von Wnt-
vermittelter Achsenduplikation in Xenopus Embryonen direkt untersucht werden. Zu
diesem Zweck wurden verschiedene Xenopus Wnt Proteine ausgewahlt, jeweils vier
dem kanonischen Signalweg zugeordnete und vier der nicht-kanonischen
Signaltransduktion zugeordnete Kandidaten. Es wurde auRerdem auf eine Auswahl
der bislang als fir die Embryonalentwicklung am wichtigsten beschriebenen Wnt
Proteine Wert gelegt. Alle diese Wnt Proteine wurden auf der ventralen Seite von
Embryonen in frGhen Teilungsstadien Uberexprimiert, um durch die ektopische
Aktivierung kanonischer Wnt Signaltransduktion die Induktion eines sekundaren
Spemann Organisators und weiterfuhrend einer zweiten Kérperachse zu bewirken.
Far die vier nicht-kanonischen Wnt Liganden, welche selbst nicht in der Lage sind,
dorsale Achsenduplikation zu vermitteln, wurde der humane Frizzled5 Rezeptor
(hFz5) ko-injiziert (He et al., 1997). Das Uberangebot dieses dem kanonischen
Signalweg zugeordneten Rezeptors fuhrt durch die Bindung nicht-kanonischer Wnt

Proteine zu einer Stimulation der kanonischen Wnt Signaltransduktion. Die Ko-
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Injektion ansteigender Mengen an XsFRPS sollte im Fall einer Interaktion die

Verminderung der Wnt-vermittelten Achsenduplikation zur Folge haben.

Die kanonischen Wnt Proteine Xwnt2b, Xwnt3a, Xwnt8 und Xwnt8b zeigen eine 80
bis 90%-ige Induktion zweiter Kérperachsen (Abb. 4.3 A —-D). Dabei wurde nicht
zwischen der Induktion kompletter dorsaler Strukturen (inklusive Anhaftdriise und
Augenfelder) und einer partiellen Achsenduplikation unterschieden. Ko-Injektion
einer niedrigen Dosis an XsFRPS zeigte, dass Xwnt2b- und Xwnt8b-vermittelte
Achseninduktion bereits nahezu vollstandig unterdriickt werden konnte (Abb. 4.3 A,
D), wahrend Xwnt8b lediglich zu 50% und Xwnt3a kaum inhibiert wurde. Ko-Injektion
einer hoheren Dosis an XsFRPS5 unterband auch die Xwnt8-vermittelte
Achsenduplikation, wahrend Xwnt3a nicht signifikant in seiner Funktion
beeintrachtigt wurde (Abb. 4.3 C, B). Hieraus wird deutlich, dass XsFRP5
verschiedene kanonische Wnt-Liganden mit deutlich unterschiedlicher Effektivitat

inhibieren kann.

Die Injektion der nicht-kanonischen Wnt Proteine Xwnt4, Xwnt5a, Xwnt11 und
Xwnt11R fihrte alleine, wie erwartet, nicht zur Induktion zweiter Kérperachsen (Abb.
4.3 E-H). Die Injektion von hFz5 alleine flhrte zu einer schwachen
Achsenduplikation und definierte somit einen Grundwert, welcher durch die Ko-
Injektion der nicht-kanonischen Wnt Proteine deutlich erhéht wurde. Um eine klare
Aussage Uber eine Interaktion zwischen XsFRP5 und den nicht-kanonischen Wnt
Proteinen zu ermdéglichen, wurde XsFRP5 in drei verschiedenen Dosen ko-injiziert.
Es zeigte sich, dass Xwnt4 bereits bei einer Ko-injektion der geringsten Dosis an
XsFRP5 beinahe véllig inhibiert werden konnte (Abb. 4.3 E), wahrend die Xwnt5a-
und Xwnt11R-vermittelte Achsenduplikation nur bei hohen XsFRP5-Konzentrationen
auf das Niveau hFz5-vermittelter Induktion reduziert werden konnte. Xwnt11 wird
auch bei der hochsten hier eingesetzten Dosis an XsFRPS deutlich schwacher
inhibiert.
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Abb. 4.3: XsFRP5 ist in der Lage, Xwnt-vermittelte dorsale Achsenduplikation zu
unterdriicken. 10pg bzw. 50pg XsFRP5 mRNA wurden zu 60pg Xwnt2b mRNA (A) sowie zu
je 10pg Xwnt3a (B), Xwnt8 (C) und Xwnt8b mRNA (D) ko-injiziert, um eine robuste
Achseninduktion zu erzielen. Je 5pg Xwnt4 (E), Xwnt5a (F), Xwnt11 (G) und Xwnt11R (H)
wurden mit und ohne 50pg hFz5 sowie 10 (+), 50 (++) und 100pg (+++) XsFRPS5 injiziert. Es
wurden insgesamt 397 Embryonen (A), 306 Embryonen (B), 419 Embryonen (C) und 232
Embryonen (D), 413 Embryonen (E), 277 Embryonen (F), 405 Embryonen (G) in jeweils 2
unabhangigen Experimenten und 867 Embryonen (H) in 3 unabhangigen Experimenten
untersucht.
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Anhand dieser Resultate wird deutlich, dass XsFRP5, &hnlich wie fir die
kanonischen Wnt Liganden beschrieben, auch verschiedene nicht-kanonische Wnt
Liganden mit unterschiedlicher Effektivitat inhibieren kann. Zusammenfassend kann
also festgehalten werden, dass XsFRP5 die Aktivitat aller hier eingesetzten Wnt
Proteine inhibieren kann, unabhangig davon, ob sie den kanonischen oder nicht-
kanonischen Wnt Signalweg stimulieren, dass es jedoch unterschiedliche Affinitaten

in der Interaktion der verschiedenen Wnts mit XsFRPS5 zu geben scheint.

4.1.2.2 Ko-Immunoprézipitation von XsFRPS5 und unterschiedlichen Xwnt

Proteinen

Die in den Achsenduplikations-Experimenten erhaltenen Ergebnisse zeigen, dass
XsFRPS in der Lage ist, Xwnt-vermittelte Achsenduplikation zu inhibieren. Ob diese
antagonistische Wirkung durch eine direkte Bindung an die Xwnt Proteine oder durch
die Bildung nicht-funktionaler XsFRP5-Frizzled Komplexe zustande kam, ist unklar.
Eine direkte Interaktion zwischen XsFRP5 und verschiedenen Xwnt Proteinen sollte
durch ein Ko-Immunoprazipitation untersucht werden. Zu diesem Zweck wurde
XsFRP5 mit einem Hamagglutinase-Epitop (HA-Tag) versehen und die Xwnt
Proteine an das Myc-Epitop (MT) fusioniert. Nach Uberexpression der
unterschiedlich Epitop-markierten Proteine in Xenopus Embryonen, wurden diese
lysiert und 10% des Lysats fur die Input-Fraktion (1) abgenommen. Als Ladekontrolle
diente Aktin, welches durch einen Maus anti-Aktin Antikdrper separat in allen Input-
Fraktionen bei einer Groe von ca. 45 kDa nachgewiesen wurde (Abb. 4.4 Bahnen
1°-25"). Die Proben wurden in der Folge mit Protein G-Sepharose Kiigelchen pra-
inkubiert, um alle Proteine, welche unspezifisch an Protein G binden, durch
Zentrifugation aus den Proben entfernen zu kénnen. Das erhaltene Sediment wurde
als Pellet-Fraktion (P) im folgenden Western Blot untersucht. Die Ko-
Immunoprazipitation erfolgte unter Verwendung eines Maus anti-HA Antikoérpers und
anschlieender Inkubation mit Protein G-Sepharose-Kuigelchen. Das so erhaltene

Sediment wurde als IP bezeichnet.

XsFRP5-HA kann in zwei Protein-Banden detektiert werden, bei einer Grofe von
ungefahr 33 und 35kDa (Abb. 4.4). Dieser GroRenunterschied von 2kDa beruht

vermutlich auf einer nicht vollstandig prozessierten Form von XsFRP5, welche noch
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das Signalpeptid mit einer GréRe von 2kDa tragt. Wie aus Bahnen 1 bis 3 ersichtlich
wird, sind die verwendeten Antikorper spezifisch flir die Epitop-markierten Proteine,
da in den Proben nicht-injizierter Kontrollembryonen keine Banden detektiert werden
konnten. Wie in Abb. 4.4 gezeigt, ko-prazipitieren alle Xwnt Proteine mit XsFRPS5,
jedoch lassen sich anhand der Bandenstarke in den IP-Fraktionen Unterschiede in

der Bindungsstarke zwischen XsFRP5 und einzelnen Wnt Proteinen erkennen.

MT-Xwnt2b konnte bei einer GroRe von 50kDa detektiert werden (Abb. 4.4 Bahnen
4, 6). XsFRP5-HA interagiert mit MT-Xwnt2b, jedoch liegt die Effizienz der
Interaktion bei nur ungeféhr 2% des im Input vorhanden Wnt Proteins (Abb. 4.4 Bahn
6). MT-Xwnt3a hingegen konnte effizienter ko-prazipitiert werden, gemessen an der
Bandenstarke von XsFRP5-HA zu MT-Xwnt3a in der IP-Fraktion wurden ca. 10%
des gesamt vorhandenen MT-Xwnt3a gebunden. Auffallig ist, dass mehrere Banden
fur MT-Xwnt3a in der Input-Fraktion in Gréfien zwischen 45 und 70kDa detektiert
wurden, XsFRP5-HA jedoch nur mit einer dieser Banden spezifisch interagiert (Abb.
4.4 Bahnen 7-9). Fur das Auftreten multipler Banden bei Wnt Proteinen gibt es
mehrere Erklarungen. Da die Uberexpression der Proteine in Xenopus Embryonen
erfolgte, wurden die Epitop-markierten Proteine hdchstwahrscheinlich ebenso
modifiziert wie endogene Wnt Proteine, bei denen es sich um palmitoylierte
Glykoproteine handelt. Wahrscheinlich wurden auch unprozessierte Vorlauferstufen
aus dem ER nach Lyse der Zellen weiter aufgearbeitet und fihren so zu den
unterschiedlichen Bandenmustern, die fir die einzelnen Wnt Proteine beobachtet
werden konnten (Abb. 4.4 Bahnen 10, 13, 16, 22, 25). Auch fur MT-Xwnt4 und MT-
Xwntba konnte gezeigt werden, dass XsFRPS spezifisch mit einer Proteinbande
interagiert, wenngleich die Interaktion nicht so stark zu sein scheint wie fir MT-
Xwnt3a gezeigt, sondern bei ca. 5% des gesamten MT-Xwnt4 Proteins und bei ca.
1% fur MT-Xwnt5a liegt (Abb. 4.4 Bahnen 12, 15). MT-Xwnt4 wurde auch in der
Sediment-Fraktion (P) detektiert, was auf eine schwache unspezifische Bindung an
Protein G schlief3en lasst (Abb. 4.4 Bahn 11). MT-Xwnt8 zeigt die starkste Interaktion
mit XsFRP5, wobei in diesem Fall zwei Proteinbanden von MT-Xwnt8 mit einer
Effizienz von ca. 15% mit XsFRP5-HA ko-prazipitiert werden konnten (Abb 4.4
Bahnen 16-18). Fur MT-Xwnt8b konnte nur eine Bande von ca. 75 kDa detektiert
werden. Obwohl Xwnt8b in den Achsenduplikations-Experimenten sehr effizient von

XsFRPS inhibiert worden war, konnten hier nur kaum detektierbare Mengen an MT-
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Xwnt8b ko-prazipitiert werden (Abb. 4.4 Bahnen 19-21). MT-Xwnt11 zeigt ein sehr
komplexes Bandenmuster, welches vermutlich ebenfalls durch unterschiedliche
Modifikationen des Proteins hervorgerufen wird. XsFRP5-HA fiihrte in diesem Fall
zur Ko-Prazipitation von vier MT-Xwnt11 Banden im Bereich zwischen 55 und 70
kDa (Abb. 4.4 Bahnen 22-24). Fur MT-Xwnt11R zeigte sich ebenfalls eine Interaktion
mit XsFRP5-HA, hoch spezifisch fir eine der verschiedenen detektierten Xwnt11R-
Banden mit einem Molekulargewicht von ungefahr 60 kDa (Abb. 4.4 Bahnen 25-27).
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Abb. 4.4: XsFRP5 ko-prazipitiert mit allen untersuchten Xwnt Proteinen, zeigt jedoch
eine unterschiedliche Praferenz einzelner Proteinbanden. Embryonen wurden im
Zweizell-Stadium mit je 500pg XsFRP5-HA mRNA und 500pg MT-Xwnt mRNA injiziert und in
Stadium 10,5 fiir die Ko-Immunoprazipitation gesammelt. | = 10% Input, P = Sediment aus
der Pra-Inkubation mit Protein G-Sepharose, IP = Immunoprazipitation mit dem oHA-
Antikérper. Pro IP-Bahn wurde das Aquivalent aus 10 Embryonen geladen. Ein Western Blot
(WB) mit dem GaMT Antikoérper detektiert MT-Xwnt Proteine von 45 bis 75 kDa. Ein WB mit
dem MaHA Antikorper zeigt zwei Banden von XsFRP5-HA, vermutlich mit oder ohne
Signalpeptid bei ca. 35 kDa. Aktin konnte im WB bei ca. 45 kDa detektiert werden.




Ergebnisse 63

Um eine Auswahl der relevantesten Interaktionspartner zu erleichtern, wurden die in
den Achsenduplikations-Experimenten und in der Ko-Immunoprazipitation erhaltenen
Daten in Tabelle 4.1 gegenubergestellt. Dabei wurden die Xwnt Proteine nach ihrem
Verhalten in den Achsenduplikations-Experimenten in drei Gruppen unterteilt:
solche, die schon bei geringsten Mengen an XsFRP5 effizient inhibiert werden
konnten (++), solche, die bei héheren Dosen inhibiert werden konnten (+) und
solche, die durch XsFRPS nicht effizient in ihrer Funktion beeintrachtigt wurden ((+)).
Da alle untersuchten MT-Xwnt Proteine mit XsFRP5 ko-prazipitierten, wurden sie in
drei Gruppen unterteilt: solche, die nach Abschatzung der Bandenstarken von
XsFRP5-HA und MT-Xwnts in der IP-Fraktion stark interagierten (++), solche, die
eine moderate Bindung zeigten (+) und solche, die nur sehr schwach zu binden

schienen ((+)).

Tabelle 4.1: Zusammenfassung der erhaltenen Daten aus den Interaktionsstudien von
XsFRP5 mit verschiedenen Xwnt Proteinen.

Xwnt  2b 3a 4 5a 8 8b 11 11R
interagiert mit Achsenduplikation  ++ (+) ++ + + ++ (+) +
XsFRP5 in der Ko-IP*  ++ ++ ++ (+) ++ (+) + +

* Ko-IP = Ko-Immunoprazipitation

Auffallig ist, dass XsFRP5-HA in der Ko-Immunoprazipitation auch jene Xwnts
effizient bindet, welche in den Achsenduplikationsexperimenten nicht effektiv
inhibiert worden sind, namlich Xwnt3a und Xwnt11. Diese Diskrepanz lasst sich
mdoglicherweise dadurch erklaren, dass XsFRP5 Xwnt Liganden durch eine Bindung
nicht nur von einer Interaktion mit Frizzled Transmembranrezeptoren abhalten kann,
sondern diese Wnt Protein mdglicherweise im extrazelluldren Bereich stabilisiert. So
wirden sFRPs nur bei einer geringen Menge an verfligbaren Fz Rezeptoren als

Antagonisten fungieren (Kawano und Kypta, 2003).

Die in den Achsenduplikations-Experimenten und der Ko-Immunoprazipitation
erhaltenen Ergebnisse sollten Rickschlisse auf die Interaktionspartner von XsFRP5
erlauben. Jedoch konnte kein Xwnt Protein als praferierter Interaktionspartner fiir

XsFRP5 identifiziert werden. Vielmehr ist XsFRP5 in der Lage, verschiedene der
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untersuchten Xwnts stark zu binden und effizient zu inhibieren. Sowohl die
Achsenduplikations-Experimente wie auch die Ko-Immunoprazipitationsdaten legen
nahe, dass XsFRP5 im Rahmen seiner dynamischen Expression wahrend der

Organogenese verschiedenen Xwnt Proteinen entgegenwirken kann.

4.1.2.3 Uberexpression von XsFRP5 in ganzen Embryonen fiihrt zu Defekten

der anterior-posterioren Kérperachse

Eine weitere Mdglichkeit, die Interaktion von XsFRPS mit nicht-kanonisch wirkenden,
endogenen Wnt Liganden zu untersuchen, besteht in der Analyse der Effekte von
XsFRP5 Uberexpression auf die Gastrulation. Hierzu wurde XsFRP5 mRNA vegetal
in frihe Teilungsstadien injiziert, um eine Expression des Proteins im prospektiven
Entoderm zu beglnstigen. Es zeigte sich, dass die friihe Uberexpression von
XsFRPS5, die der endogenen Expression weit voraus eilt, zu einer starken
Verlangsamung der Gastrulationsbewegungen fiihrt (Abb. 4.5 A-D). Dieser Phanotyp
gleicht einem sogenannten ,Convergent Extension“-Phanotyp, wie er schon fir die
Inhibition verschiedener an der nicht-kanonischen Wnt Signaltransduktion beteiligter
Proteine beschrieben worden ist (Kihl et al.,, 2001; Lu et al., 2004; Tahinci et al.,
2007; Yamanaka et al., 2002). Diese Verlangsamung der Gastrulation ist von der
injizierten Dosis an XsFRPS5 abhangig (Abb. 4.5 D), wobei eine Missbildung des
Blastoporus (wie in Abb. 4.5 C gezeigt) nicht dosis-abhangig verstarkt werden
konnte. Eine Kultivierung injizierter Embryonen bis ins frihe
Schwanzknospenstadium zeigte, dass diese Embryonen im Vergleich mit nicht-
injizierten Kontrollen eine stark verklrzte Koérperachse aufweisen (Abb. 4.5 E, F).
Auch dieser Phanotyp korreliert mit einer Stérung der konvergenten Extension und
kann somit auf einen Defekt der durch den Wnt/PCP Signalweg gesteuerten
planaren Zellpolaritat zuriickgefiihrt werden. Als das hierfir essentielle Wnt Protein
wurde Xwnt5a beschrieben (Moon et al., 1993). Diese Beobachtung bestatigt die
oben beschriebene Interaktion (Punkt 4.1.2.1 und 4.1.2.2) von XsFRP5 mit Xwnt5a,
wobei die friihe ektopische Sekretion von XsFRP in Ento- und Mesoderm hier zum

Auftreten eines ,,Convergent Extension“-Phanotyps fuhrt.
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Abb. 4.5: Frihe Uberexpression von XsFRP5 verlangsamt die
Gastrulationsbewegungen und induziert Defekte in der konvergenten Extension.
Injektion von 200pg XsFRP5 mRNA flihrt zur Retardierung (B) und Missbildung (C) des
Blastoporus im Vergleich zu einem nicht injizierten Zwillingsembryo (A). Statistische
Auswertung der BlastoporusgréRe und Form in Kontrollembryonen (1), mit 100pg XsFRP5
mRNA (2) injizierten Embryonen sowie mit 200pg XsFRP5 mRNA (3) injizierten Embryonen
(D). Nach Injektion von 200pg XsFRP5 mRNA zeigt ein Zwillingsembryo zu (E) eine
drastische Verkirzung der anterior-posterioren Koérperachse (F). Posteriore Ansicht mit
dorsal nach oben (A-C). Laterale Ansicht mit anterior nach links (E, F).

Da fur weiterfihrende Analysen im Hinblick auf die Organentwicklung Embryonen im
spaten Schwanzknospen- bzw. Kaulquappenstadium bendtigt werden, ist eine

Injektion von XsFRP5 in frihe Teilungsstadien in dieser Hinsicht nicht zielfihrend.
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4.1.3 Funktionelle Charakterisierung von XsFRP5 wahrend der

Organogenese

Auf Grund der dynamischen Expression in der Leber und an der Grenze zwischen
Magen und Duodenum wurde die Funktion von XsFRP5 im Kontext der

entodermalen Organogenese weiter untersucht.

4.1.3.1 Der Funktionsverlust von XsFRP5 nach Injektion von ,antisense”
Morpholino Oligonukleotiden fiihrt zu einer Reduktion der ventralen

Pankreasanlage und zu einer Vergr6Berung des Magens

Die Auswirkungen des Funktionsverlustes eines Proteins kénnen in Xenopus laevis
mit Hilfe sogenannter ,antisense” Morpholino Oligonukleotide untersucht werden.
Durch die Bindung dieser komplementaren Morpholino Oligonukleotide an die mRNA
wird die Translation des Proteins unterdrickt. Um effektiv zu sein, sollte das
Morpholino Oligonukleotid zu 100% komplementar zur Zielsequenz sein und direkt
am Startkodon oder aber im 5 untranslatierten Bereich (5-UTR) binden. Durch eine
Analyse der Xenopus laevis und tropicalis EST-Datenbanken konnte fur XsFRP5 die
Existenz eines Pseudoallels in Xenopus laevis nachgewisen werden. Die im
Folgenden beschriebenen Morpholino Oligonukleotide wurden in ihrer Sequenz so
gewahlt, dass die Translation aller Allele von XsFRP5 inhibiert werden kann. Wie in
Abb. 4.6 A gezeigt, wurden zwei verschiedene Morpholino Oligonukleotide gegen
XsFRP5 gewahlt, wobei XsFRP5-Mo1 im Bereich des Startkodons, und XsFRP5-
Mo2 50bp aufwarts im 5 -UTR bindet. Zuséatzlich wurde ein ,miss-match“-Morpholino
mit finf willkirlichen Basenaustauschen in der sonst der XsFRP5-Mo1
entsprechenden Sequenz als Kontrolle gewahlt. Der Sequenzabschnitt des 5-UTRs
von XsFRP5, welcher die Morpholino-Bindestellen aufweist, ist in Abb. 4.6 B
dargestellt. Die Sequenzunterschiede zwischen dem ,Expressed Sequence Tag"
(EST) von XsFRP5 und seinem Pseudoallel wurden rot markiert. Die Morpholino-
Bindestellen liegen in Bereichen 100%-iger Sequenzidentitdt, wie durch die
schwarzen Balken veranschaulicht. Das XsFRP5 Startkodon wurde fett gedruckt

dargestellt.
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Abb. 4.6: Verschiedene ,,antisense” Morpholino Oligonukleotide wurden komplementar
zu XsFRP5 und seinem Pseudoallel gewahlt. (A) Der XsFRP5-Mo1 und der MM-XsFRP5-
Mo1, welcher sich durch fiinf Basenaustausche vom Mo1 unterscheidet, wurden
komplementar zur Region um das Startkodon gewahlt. XsFRP5-Mo2 bindet im 5°
untranslatierten Bereich (5-UTR) von XsFRP5. (B) Eine Datenbankanalyse zeigte
Unterschiede in der Basensequenz des 5-UTRs zwischen dem XsFRP5 EST und dem
Pseudoallel (in rot dargestellt). Die Morpholino-Bindestellen liegen zwischen diesen
Bereichen (schwarze Balken). Das Startkodon ist fett gedruckt. Die NCBI Datenbank-
Nummern fir den EST und das Pseudoallel sind in Klammern angegeben.

Die Morpholino Oligonukleotide wurden in vitro und in vivo auf ihre Effektivitat
untersucht. Um die Effektivitdt der XsFRP5-Morpholinos in vitro zu analysieren,
wurde eine gekoppelte Transkriptions- und Translationsreaktion durchgefihrt, im
Zuge derer **S-Methionin in das XsFRP5 Protein inkorporiert wurde. Es wurden
ansteigende Konzentrationen der XsFRP5-Morpholinos eingesetzt. Sowohl der
XsFRP5-Mo1, wie auch der XsFRP5-Mo2, konnten die Translation von XsFRP5
effizient inhibieren, wahrend der MM-XsFRP5-Mo1 nur eine sehr leichte Reduktion
der XsFRP5 Translationseffizienz bewirken konnte. Eine Kombination aus XsFRP-
Mo1 und Mo2 stellte sich als besonders effizient in der Blockierung der Translation
heraus (Abb. 4.7 A). Zur in vivo Analyse wurde ein Fusionskonstrukt bestehend aus
dem XsFRP5 5°-UTR von -311bp bis +7bp ,in frame* vor dem Leserahmen fiir sechs

Myc-Epitope und das ,Green Fluorescent Protein“ (GFP) generiert. Dieses wurde
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animal in frihe Teilungsstadien injiziert und die Embryonen im Gastrulastadium auf
GFP Expression untersucht (Abb. 4.7 B). XsFRP5-Mo1 und Mo2 unterbinden eine
Expression des GFP Proteins vollig. Der MM-XsFRP5-Mo1 hingegen konnte die
Translation von GFP nicht verhindern. Zur Kontrolle wurden alle drei Morpholino
Oligonuleotide mit GFP ohne Fusion des XsFRP5 5°'UTR ko-injiziert. Dabei konnte
kein Ruckgang der GFP Fluoreszenz verzeichnet werden, ein weiteres Indiz fur die
Spezifitdt der Morpholinos flir XsFRP5.

A XsFRP5-Mo1 . + ++ A+ . _ = ++ .
XsFRP5-Mo2 - - - - + e B - -
MM-XsFRP5-Mo1 - s a : : ) . &
XsFRP5 EST - - - + + + + + +
XsFRP5 —» -
B | XsFRP5-Mol | XsFRP5-Mo2 | MM-XsFRP5-Mo1 |

5'UTR-XsFRP5-GFP

Abb. 4.7: Mehrere ,antisense” Morpholino Oligonukleotide komplementar zu XsFRP5
konnen die Translation effizient unterdriicken. (A) Die in vitro Analyse der Morpholino
Oligonukleotide in einem gekoppelten Transkriptions- und Translationsansatz zeigt, dass
beide XsFRP5-Morpholinos die Translation effizient unterdriicken kdnnen, wobei die
Kombination beider Morpholinos das beste Ergebnis erzielte. Der MM-XsFRP5-Mo1 konnte
die Translation nicht signifikant inhibieren. (B) Sowohl 4ng XsFRP5-Mo1, als auch 4ng
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XsFRP5-Mo2, unterdriicken die Translation von GFP zu 100%, wahrend 4ng des MM-
XsFRP5-Mo1 keine Wirkung zeigen. Nach Injektion der GFP mRNA ohne den XsFRP5 5'-
UTR kommt es in keinem Fall zu einer Inhibition der Translation von GFP durch Morpholino
Ko-Injektion.

Um den Einflull von XsFRP5 auf die Entwicklung gastrointestinaler Organe zu
untersuchen, wurden die Morpholino Oligonukleotide vegetal in frihe
Teilungsstadien injiziert, wobei die Ko-Injektion von LacZ mRNA zur Kontrolle der
Lokalisation der Morpholino Oligonukleotide diente. Die Injektion von XsFRP5-Mo1
wurde mehrfach mit unterschiedlichen Konzentrationen und in Kombination mit
XsFRP5-Mo2 durchgefihrt, in dieser Arbeit wird ein reprasentatives Experiment
gezeigt (Abb. 4.8). Die erhaltenen Ergebnisse entsprachen in allen Fallen den in
Abb. 4.8 gezeigten. Die Embryonen wurden im spaten Schwanzknospen- bzw. im
Kaulquappenstadium fixiert und mittels whole-mount in situ Hybridisierung auf die
Expression verschiedener Markergene untersucht. Alle Organe, welche XsFRP5
exprimieren, oder proximal zu einem XsFRP5 exprimierenden Gewebe liegen,
wurden untersucht, wobei die Analyse von Vorlauferzell- und Differenzierungsmarker
des Herzens (anhand von Nkx2.5), der Leber und des Darmtraktes (Fibrinogen)
keinen Effekt zeigte (Abb. 4.8 M-R). Bei Nkx2.5 handelt es sich um ein Mitglied der
Nkx-Familie der Homoobox-Transktiptionsfaktoren, der spezifisch fir das frihe
Herzfeld ist (Tonissen et al., 1994). Es konnten im Stadium 37/38 keine
Unterschiede in der Expression von Nkx2.5 in der Herzanlage zwischen
Kontrollembryonen und mit XsFRP5-Morpholinos injizierten Embryonen festgestellt
werden (Abb. 4.8 M-O). Fibrinogen, ein wichtiges Protein, das bei der Blutgerinnung
und an der Entzindungsreaktion beteiligt ist und in Xenopus Embryonen im Stadium
40 in der Leber sowie dem Darmepithel exprimiert ist (Chen et al., 2003), wurde
ebenfalls untersucht. Weder die Leber noch das Darmepithel scheinen nach Injektion
von XsFRPS5-Morpholinos in der Expression von Fibrinogen beeintrachtigt zu sein
(Abb. 4.8 P-R).

Die Analyse des pankreatischen Vorlaufermarkers Ptf1a/p48, einem bHLH-
Transkriptionsfaktor, ergab eine Reduktion der ventralen Pankreasanlage (Abb. 4.8
A-C). Dabei zeigte sich auch, dass andere Expressionsdomanen wie die Retina und
das dorsale Pankreas nicht vom Funktionsverlust von XsFRP5 betroffen sind. Die

dorsale Pankreasanlage scheint nach Injektion der XsFRP5-Morpholinos schwacher
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gefarbt als im Kontrollembryo, dieser Effekt lasst sich jedoch durch eine starkere
Makierung der dorsalen Anlage durch Uberliegendes Mesoderm begriinden (Abb. 4.8
C). In den Ptfla/p48-gefarbten Vibratomschnitten Iasst sich erkennen, dass die
dorsale Pankreasanlage (markiert mit blauen Pfeilspitzen) in den Morpholino-
injizierten Embryonen vergleichbar gro3 wie im Kontrollembryo ist (Abb. 4.8 A-C).
Die ventralen Anlagen hingegen scheinen schmaler und verkirzt (rote Pfeilspitzen),
ein Effekt der auch in den MM-XsFRP5-Mo1 injizierten Embryonen, wenngleich
deutlich schwacher, zu beobachten ist. Dennoch ist anzumerken, dass alle
Morpholino-injizierten Embryonen ventrale Pankreasanlagen aufwiesen, was auf
einen Wachstumseffekt und nicht auf eine Wirkung von XsFRP5 auf die
Spezifizierung dieser Organanlage hinweist. Die verringerte Gréfe der ventralen
Pankreasanlage scheint auch mit einer leicht veringerten Gré3e des differenzierten
Organs zu korrelieren, wie durch die Expression des exokrinen Markergens XPDIp
gezeigt wird (Abb. 4.8 D-F). Allerdings ist der Effekt relativ schwach. Es lasst sich
nicht eindeutig feststellen, ob der ventrale Anteil des Pankreas reduziert ist, oder

womdglich das Duodenum einen grofieren Teil des Pankreas verdeckt.

Um diese Frage zu beantworten, wurden Explantate des gastrointestinalen Trakts
von Morpholino-injizierten und Kontrollembryonen auf die Expression von Sox2
untersucht (Abb. 4.8 G-I). Sox2 ist ein ektodermal, aber auch 6sophagial und im
Magen exprimierter ,SRY-related® HMG-Box Transkriptionsfaktor (Chalmers et al.,
2000; Mizuseki et al., 1998). Es zeigte sich nach Verlust von XsFRP5 eine posteriore
Expansion der Sox2 Expression (markiert durch einen blauen Pfeil), welche
moglicherweise den Effekt auf die XPDIp Expression erklart. Sollte es sich um einen
transienten Wachstumsdefekt handeln, kdnnte der ventrale Pankreas in spateren
Stadien durch einen verbreiterten Magen starker maskiert werden. Allerdings ist es
in Kontrollembryonen das Duodenum, welches durch die Darmrotation Uber dem
Pankreas zu liegen kommt. Um zu klaren, ob der Verlust von XsFRP5 zur Expansion
des Magens auf Kosten des Duodenums fihrt, wurden injizierte Embryonen auf die
Expression von XIHbox8 untersucht (Abb. 4.8 J-L). XIHbox8, ein Homéodomanen-
Transkriptionsfaktor, wird in allen pankreatischen Vorlauferzellen sowie dem
Duodenum exprimiert. Wie schon fir die Ptf1a/p48 Expression konnte auch anhand
dieses Markergens eine Reduktion der ventralen Pankreasanlage festgestellt werden

(markiert mit einem roten Pfeil). Zusatzlich lasst sich ein starker Ruckgang der
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duodenalen XI/Hbox8 Expression erkennen (markiert mit weiRen Pfeilen), was auf

eine VergroRerung des Magens unter Verlust duodenaler Strukturen hinweist.

Generell war nach Analyse aller verwendeten Markergene erkennbar, dass auch der
MM-XsFRP5-Mo1 die bereits fiir die Ko-Injektion der beiden XsFRP5-Morpholinos
beschriebenen Phanotypen (siehe oben) hervorrief, wenngleich mit nicht
signifikanter statistischen Haufigkeit (Daten nicht gezeigt). Lediglich die Reduktion
der XIHbox8 Farbung im Duodenum war auch nach Injektion des ,miss match"-
Morpholinos deutlich erkennbar (Abb. 4.8 K). In den durchgefiihrten
Spezifitatskontrollen zeigte der MM-XsFRP5-Mo1 in vivo und in vitro keine Inhibition
der Translation von XsFRP5 (Abb. 4.7). Die beobachtete schwache Inhibition
endogener XsFRP5 Expression kdonnte durch die hohe Konzentration von ,miss

match“-Morpholino Molekulen in Vergleich zur XsFRP5 mRNA bedingt sein.
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Abb. 4.8: Der Funktionsverlust von XsFRP5 im Entoderm fiihrt zu einer Reduktion der
ventralen Pankreasanlage sowie zu einer VergroBerung des Magens unter Verlust
duodenaler Stukturen. Kontrollembryonen, mit 4ng MM-XsFRP5-Mo1 injizierte Embryonen
oder mit einer Kombination von 4ng XsFRP5-Mo1 und 2ng XsFRPS5-Mo2 injizierte
Embryonen wurden einer whole-mount in situ Hybridisierung gegen Ptf1a/p48 (A, B, C),
XPDIp (D, E, F), Sox2 (G, H, 1), XIHbox8 (J, K, L), Nkx2.5 (M, N, O) und Fibrinogen (P, Q, R)
unterzogen. (A-C) Vibratom-Schnitte Ptf1a/p48-gefarbter Embryonen zeigen die dorsale und
die beiden ventralen Pankreasanlagen. 150pg LacZ mRNA wurden als ,lineage tracer® ko-
injiziert. Der rote Pfeil markiert das ventrale Pankreas, der blaue Pfeil die posteriore
Expansion der Sox2 Expression und weile Pfeile das Duodenum. Blaue Pfeilspitzen
markieren die dorsale Pankreasanlage, rote Pfeilspitzen die beiden ventralen Anlagen.
Laterale Ansicht mit anterior nach links.
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Die relativ geringe Anzahl an untersuchten Embryonen lag in der starken Toxizitat
der verwendeten Morpholino Oligonukleotide begriindet. So wurde mit einer Injektion
von insgesamt 6ng an XsFRP5-Morpholinos der Rahmen des Madoglichen voll
ausgeschopft. Die geringe statistische Wahrscheinlichkeit der Phanotypen von
ungefahr 50% koénnte durch die besseren Uberlebenschancen von Embryonen,
welche weniger Morpholino Molekile im prospektiven Entoderm aufwiesen, erklart
werden, da die Injektion geringerer Dosen an XsFRP5-Morpholino Oligonukleotiden
generell in sehr schwachen bis nicht detektierbaren Effekten resultierte (Daten nicht

gezeigt).

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass nach Funktionsverlust von
XsFRPS eine moglicherweise transiente Reduktion der ventralen Pankreasanlage,
sowie eine Expansion des Magens in den Bereich des Duodenums auftritt. Andere
Organe, wie Herz und Leber sowie das Darmepithel, schienen nicht von einem

,Knock-down“ von XsFRP5 betroffen zu sein.

4.1.3.2 Die intrazelluldre Stimulation kanonischer Wnt Signaltransduktion
bewirkt eine Reduktion der ventralen und einen Verlust der dorsalen

Pankreasanlage

Nachdem die Funktion der XsFRPS vermittelten Inhibition der Wnt
Signaltransduktion wahrend der Entwicklung entodermaler Organe auf
extrazellularer Ebene untersucht wurde, sollte die Analyse auf die
Transkriptionsfaktor-Ebene erweitert werden. Die Klonierung und ektopische
Expression verschiedener Lef1- bzw. p-Catenin basierter Konstrukte an die
Glucocorticoid-Rezeptor-Ligandenbindedoméane (GR-LBD, Abb. 4.9) erméglichte die
Entoderm-spezifische und zeitlich kontrollierte Stimulation kanonischer Wnt

Signaltransduktion.

Bei Lef1-GR handelt es sich um ein Fusionskontrukt des murinen Lef1 C-terminal an
die GR-LBD (Abb. 4.9). Lef1 gehoért zu den HMG-Box Transkriptionsfaktoren und
weist zusatzlich zur DNA-bindenden HMG-Doméane eine N-terminale p-Catenin-

Bindedoméne und eine Transaktivierungsdomane auf. Nach Injektion von Lef1-GR
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mRNA in Xenopus Embryonen wird eine ektopische Aktivierung der kanonischen
Whnt Signaltransduktion erwartet. Nach einer Deletion der p-Catenin-Bindedoméne
bzw. der HMG-Domane sollen die erhaltenen Konstrukte LefABD-GR und LefAHMG-
GR nach ektopischer Expression dominant-negativ wirken. Um kanonische Wnt
Signaltransduktion konstitutiv aktivieren zu kdnnen, wurde eine Variante des murinen
B-Catenin C-terminal an die GR-LBD fusioniert. In p-CateninS33A wurde das Serin
an Position 33 durch ein Alanin ersetzt, wodurch die GSK3p B-Catenin nicht mehr
phosphorylieren und dadurch der proteolytischen Degradation zuflihren kann (Abb.
4.9). Zusatzliche Punktmutationen fihrten zu Aminosaureaustauschen an Position
37 (Serin zu Alanin) sowie an Position 41 (Tyrosin zu Alanin), wodurch neben der

primaren auch alle sekundaren Phosphorylierungsstellen fir GSK3p zerstort sind.

Lef1-GR (B0 ] CcApb ) | hmG_ ) JGRLBD )

LefABD-GR (J_CcAD ) ] HMG ) JGRLBD )

LefAHMG-GR

S33A
OTETD)))))1)1))))))) I 5 -

Abb. 4.9: Domanenstruktur verschiedener Lefl- bzw. pg-Catenin basierter Hormon-

p-CateninS33A-GR

induzierbarer Fusionskonstrukte. BD = f-Catenin Bindedomane, CAD =
Transktivierungsdomane, HMG = ,High Mobility Group“ DNA-Bindedoméne, GR-LBD =
Glucocorticoid Rezeptor Ligandenbindedomaéne. S33A symbolisiert den

Aminosaureaustausch von Serin33, Serin37 und Tyrosin4d1 zu Alanin. Die 12 Armadillo
Repeat-Sequenzen in g-Catenin sind violett dargestellt.

Die Fusionskonstrukte wurden auf ihre Wirkung auf die dorso-ventrale
Achsenspezifizierung untersucht, wobei die konstitutiv-aktiv wirkenden Konstrukte in
eine ventrale Blastomere im 4-Zell-Stadium und die dominant-negativ wirkenden
Konstrukte in beide dorsalen Blastomeren im 4-Zell-Stadium injiziert wurden (Abb.
4.10). Die Induktion der Konstrukte durch Dexamethason-Behandlung erfolgte im 16-
Zell-Stadium und wurde Uber Nacht bis zum Beginn der Gastrulation fortgesetzt. Die

Embryonen wurden nach Injektion der konstitutiv-aktiven Konstrukte zwischen
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Stadium 30 und 35 auf die Auspragung einer zweiten Korperachse oder nach

Injektion der dominant-negativen Konstrukte auf eine Ventralisierung untersucht.

Es zeigte sich, dass besonders Lefl-GR eine gute Induzierbarkeit in
Achsenduplikations-Experimenten, sowie wenig bis keine Hintergrundaktivitat ohne
Hormon-Induktion besitzt (Abb. 4.10 A). Lef1-GR induziert nach Behandlung mit
Dexamethason beinahe 100%-ige Achsenduplikation, wahrend uninduziertes Lef1-
GR kaum einen Effekt auf die Achsendetermination zeigt. -CateninS33A-GR ist
nicht so effektiv in der Induktion zweiter Kérperachsen wie Lef1-GR, zeigt jedoch
auch ohne Hormon-Behandlung einen starken Effekt. Die Injektion niedrigerer
Konzentrationen an f-CateninS33A-GR fiihrte nicht mehr zu einer signifikanten
Induktion zweiter Korperachsen. Die Injektion von p-CateninS333A diente als
Kontrolle, um den Effekt von stabilisiertem p-Catenin auf die frihembryonale
Musterbildung darzustellen (Abb. 4.10 B). Die beiden dominant-negativen Konstrukte
sollten durch die Inhibition der kanonischen Wnt Signaltransduktion auf der
prospektiven dorsalen Seite zu einer Ventralisierung der Embryonen fiihren. Dieser
Effekt konnte beobachtet werden, jedoch zeigen sowohl LefABD-GR (Abb. 4.10 C)
wie auch LefAHMG-GR (Abb. 4.10 D) auch ohne Induktion durch Dexamethason
einen stark ventralisierenden Effekt. Die Injektion einer niedrigeren Konzentration an
mRNA wirkte sich bei LefABD-GR nicht positiv auf die Hintergrundaktivitat ohne
Dexamethason-Behandlung aus (Abb. 4.10 C). Die Injektion einer niedrigeren
Konzentration von LefAHMG-GR reduzierte die Hintergrundaktivitdit des
Fusionsproteins auf 10%, jedoch konnte auch nach Dexamethason-Behandlung
keine fir weiterflhrende Experimente ausreichend starke Ventralisierung der

Embryonen mehr hervorgerufen werden (Abb. 4.10 D).
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Abb. 4.10: Bei Injektion in friihe Teilungsstadien induzieren konstitutiv-aktiv wirkende
Konstrukte nach Dexamethason-Behandlung dorsale Achsenduplikation, wahrend
dominant-negative Konstrukte zu einer Ventralisierung der Embryonen fiihren. Die
konstitutiv-aktiv wirkenden, Hormon-induzierbaren Konstrukte wurden im 4-Zell-Stadium in
eine von zwei ventralen Blastomeren in den angegebenen Konzentrationen (pg/Embryo)
injiziert. Die dominant-negativ wirkenden Konstukte wurden in beide dorsalen Blastomeren im
4-Zell-Stadium injiziert. Die Dexamethason-Behandlung (Dex) wurde vom 16-Zell-Stadium
bis zum Beginn der Gastrulation im Dunkeln durchgefihrt. Da die Experimente nur 1x
durchgefiihrt wurden, ist die jeweilige Zahl an Embryonen Uber den einzelnen Balken
aufgefihrt.

Fir weiterfihrende Studien wurde anhand der in den Achsenduplikations-
Experimenten erzielten Ergebnisse Lef1-GR ausgewahlt. Die Auswirkungen der
Lef1-GR-vermittelten, entoderm-spezifischen Stimulation der kanonischen Wnt
Signaltransduktion zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Embryonalentwicklung auf
die Ausbildung verschiedener Organanlagen wurde in einer weiterfihrenden Studie
bearbeitet (Melchert, Diplomarbeit 2007).

Im Wesentlichen wurde Lef7-GR mit LacZ mRNA als ,lineage tracer® in das

prospektive Entoderm friher Embryonalstadien injiziert und Lefl-GR zu
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unterschiedlichen Zeitpunkten der Entwicklung durch Dexamethason-Behandlung
aktiviert. Dazu wurden das Ende der Gastrulation (Stadium 13), ein spates Neurula-
Stadium (Stadium 18) und ein Zeitpunkt wahrend der Ausknospung unterschiedlicher
Organanlagen (Stadium 25) zur ektopischen Aktivierung von Lef1-GR gewahlt. Eine
umfassende Analyse verschiedener entodermaler Markergene mittels whole-mount
in situ Hybridisierung folgte (Melchert, Diplomarbeit 2007). Im Besonderen soll hier
die Auswirkung einer stimulierten kanonischen Wnt Signaltransduktion auf das
exokrine Markergen XPDIp hervorgehoben werden. Nach Induktion von Lef1-GR mit
Dexamethason zu allen untersuchten Zeitpunkten kam es zu einem Verlust exokriner
Zellen der dorsalen Pankreasanlage (Abb. 4.11 F-H). Das ventrale Pankreas war
reduziert, wobei eine Korrelation zwischen der Reduktion der ventralen Anlage und
dem Zeitpunkt der Dexamethason-Behandlung beobachtet werden konnte (Abb.
4.11 F-H). Je spater die Dexamethason-Behandlung durchgefiihrt wurde, umso

schwacher ausgepragt war die Reduktion der ventralen Pankreasanlage.

| - DEX || +DEX St. 13 || +DEX St. 18 || + DEX St. 25

Kontrolle

diadx

75 pg Lef1-GR
4/4 vegetal

Stadium 40/41 |

Abb. 4.11: Die Aktivierung von Lef1-GR zu unterschiedlichen Zeitpunkten der
Entwicklung resultiert in einem Verlust der dorsalen und einer Reduktion der ventralen
Pankreasanlage [entnommen aus (Melchert, Diplomarbeit 2007)]. Uninjizierte
Kontrollembryonen (A-D) und mit Lef1-GR injizierte Embryonen (E-H) wurden mit Hilfe einer
in situ Hybridisierung auf die Expression von XPDIp untersucht. Die Induktion von Lef1-GR
durch Dexamethason-Behandlung erfolgte in Stadium 13 (B, F), Stadium 18 (C, G) und
Stadium 25 (D, H). Die dorsale Pankreasanlage ist mit einem roten Pfeil markiert. Anterior
nach links.

Sowohl der Funktionsverlust von XsFRP5 (Abb. 4.8) wie auch die Uberaktivierung
kanonischer Wnt Signaltransduktion [Abb. 4.11; (Melchert, Diplomarbeit 2007)]
wirkten sich inhibierend auf die Pankreasentwicklung aus. Der Verlust von XsFRP5
beeinflusst jedoch nur das ventrale Pankreas negativ, was mit der endogenen

Expression von XsFRPS5 in der Leberanlage erklart werden konnte. Demgegenuber
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ist XsFRPS nicht im Bereich der dorsalen Pankreasanlage exprimiert (siche Abb.
4.1). Die pan-entodermale Aktivierung kanonischer Signaltransduktion wirkt sich
starker inhibierend auf die Pankreasentwicklung aus, wobei der dorsale Teil
besonders betroffen ist. Die stérkste Inhibition konnte bei Aktivierung von Lef1-GR
nach dem Ende der Gastrulation im Stadium 13 erzielt werden (Abb. 4.11 B, F); zu
diesem Zeitpunkt wird endogenes XsFRP5 nur schwach exprimiert. Zusatzlich
kommt es wahrscheinlich nach ,Knock-down“ von XsFRP5 zu einer De-Repression
nicht-kanonischer Wnt Proteine, welche die hier durch die Aktivierung kanonischer

Whnt Signaltransduktion beobachteten Effekte nicht induzieren kénnen.

4.1.3.3 Expressionsanalyse von XsFRP5 und verschiedenen Xwnt Proteinen

Ein Vergleich der Expressionsdomanen von XsFRPS5 und den in dieser Studie
verwendeten Xwnt Proteinen sollte gemeinsam mit den funktionalen Daten ein oder
mehrere Wnt Proteine als Kandidaten einer XsFRP5-vermittelten Inhibition der Wnt
Signaltransduktion in der entodermalen Organogenese definieren. Untersucht wurde
die Expression aller Xwnts, wobei besonders die Expression wahrend der
Organogenese in den Stadien 35 und 40 beleuchtet wurde. Da nach
Funktionsverlust von XsFRPS kein Defekt in der Spezifikation der Organanlagen
festgestellt werden konnte, wurde auf einen mdglicherweise transienten
Wachstumsdefekt geschlossen (Punkt 4.1.3.1). Folglich sollte ein Xwnt Protein, um
ein potentielles Ziel einer XsFRP5-vermittelten Inhibition zu sein, wahrend der
Ausknospung der pankreatischen Organanlage im oder um das Pankreasepithel
exprimiert werden. Diese Ausknospung erfolgt in Froschembryonen ab Stadium 37
(Nieuwkoop und Faber, 1967). Selbige Schlussfolgerung kann auch fir die
gastroduodenale Vorlauferzellpopulation angewandt werden, da sich ab Stadium 37
entodermale Zellen der dorsalen Wand des Verdauungstrakts l6sen, um die
posteriore Wand des Magens zu bilden (Nieuwkoop und Faber, 1967). Auch an
diesem Prozess koénnten Wnt Proteine des umliegenden Ento- oder Mesoderms
beteiligt sein, welche nach Funktionsverlust von XsFRP5 eine Expansion des

Magens induzieren.

In Stadium 35 konnte die XsFRP5 Expression, wie bereits beschrieben, in der sich

entwickelnden Leberanlage detektiert werden (Pilcher und Krieg, 2002; Abb. 4.1;
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Abb. 4.12 A). Xwnt2b konnte nur nach langer Farbedauer detektiert werden, wobei
lediglich die Expression im Hinterhirn und in den Branchialbégen spezifisch zu sein
scheint (Abb. 4.12 B). Xwnt3a Expression konnte entodermal nicht nachgewiesen
werden, sondern nur in der Schwanzspitze sowie in Mittel- und Hinterhirn (Abb. 4.12
C). Xwnt4 zeigte ebenfalls keine entodermale Expression, sondern markierte neben
verschiedenen Gehirnregionen und den Somiten den Hyoidbogen und die
Branchialbégen, sowie den Pronephros (Abb. 4.12 D). Auch Xwnt5a scheint zu
diesem Zeitpunkt nicht entodermal exprimiert zu sein. Es zeigte sich jedoch eine
deutliche Farbung der Schwanzspitze und der Branchialbégen (Abb. 4.12 E). Xwnt8
Expression konnte in diesem Stadium anhand von in situ Hybridisierung nicht
nachgewiesen werden (Abb. 4.12 F). Xwnt8b wird sehr schwach im Isthmus
exprimiert (Abb. 4.12 G). Xwnt11 und Xwnt11R zeigen ein sehr &hnliches
Expressionsmuster in den Somiten und den migrierenden Neuralleistenzellen, wobei
zu beachten ist, dass Xwnt11R zusatzlich in der Herzanlage sowie in migratorischen
mesenchymalen Zellen in der dorsalen Flosse exprimiert wird [(Abb. 4.12 H, I;
(Garriock et al., 2005; Ku und Melton, 1993)].
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Abb. 4.12: Mehrere Xwnts zeigen komplementire oder iiberlappende
Expressionsmuster zu XsFRP5 im Stadium 35. Die whole-mount in situ Hybridisierung
erfolgte unter Verwendung Digoxigenin-markierten ,antisense’-Sonden gegen XsFRP5 (A),
Xwnt2b (B), Xwnt3a (C), Xwnt4 (D), Xwntba (E), Xwnt8 (F), Xwnt8b (G), Xwnt11 (H) und
Xwnt11R (l). Laterale Ansicht mit anterior nach links.
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Im Stadium 40 wurden zur detaillierteren Analyse der Expressionsmuster der
Gastrointestinaltrakt und das Herz herausprapariert und anschlieBend einer whole-
mount in situ Hybridisierung unterzogen. Dabei wurde XsFRPS5 Expression wie
bereits beschrieben im posterioren Magen und im Duodenum detektiert (Abb. 4.13 A,
Pilcher und Krieg, 2002). Xwnt2b wird im gesamten anterioren Gastrointestinaltrakt
exprimiert, wobei der Osophagus die héchste Expression aufweist (Abb. 4.13 B).
Xwnt3a wird zu diesem Zeitpunkt ausschlieRlich in der Lunge exprimiert (Abb. 4.13
C). Xwnt4 Transkripte konnten nur in der Spitze der Lungenanlage detektiert werden
(Abb. 4.13 D). Xwnt5a konnte im Osophagus, der Lungenspitze, dem anterioren
Magen und dem posterioren Darm detektiert werden (Abb. 4.13 E). Im Stadium 40
konnte keine entodermale Xwnt8 oder Xwnt8b Expression festgestellt werden (Abb.
4.13 F, G). Xwnt11 zeigt eine sehr spezifische Expression im Septum transversum
Mesenchym sowie in einigen Zellen des dorsalen Osophagus (Abb. 4.13 H),

wahrend Xwnt11R hauptséachlich im Herzen detektiert werden konnte (Abb. 4.13 1).
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Abb. 4.13: Mehrere Xwnts zeigen komplementire oder iiberlappende
Expressionsmuster zu XsFRPS5 in gastrointestinalen Explantaten des Stadiums 40. Der
Gastrointestinaltrakt und das Herz wurden aus Kontrollembryonen im Stadium 40 explantiert
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und einer whole-mount in situ Hybridisierung unter Verwendung Digoxigenin-markierten
,2antisense” Sonden gegen XsFRP5 (A), Xwnt2b (B), Xwnt3a (C), Xwnt4 (D), Xwntba (E),
Xwnt8 (F), Xwnt8b (G), Xwnt11 (H) und Xwnt11R (I) unterzogen. Rote Pfeilspitzen markieren
spezifische Expressionsdomanen. (J) Graphische Darstellung aller detektierten
Expressionsdomanen. Laterale Ansicht mit anterior nach links. Du = Duodenum, dP =
dorsales Pankreas, H = Herz, L = Lunge, Le = Leber, M = Magen, Oe = Osophagus, VP =
ventrales Pankreas.

Um den Vergleich der einzelnen Expressionsdomanen zu erleichtern, wurden die
verschiedenen Muster in einer graphischen Darstellung vereint (Abb. 4.13). Dabei
zeigten sich Xwnt2b als Uberlappend mit und Xwnt5a als komplementéar zu XsFRP5
exprimiert. Dieses Expressionsmuster unterstreicht die unter Punkt 4.1.2 erhaltenen
Interaktionsdaten von XsFRPS mit Xwnt2b bzw. Xwnt5a, was die Vermutung nahe
legt, dass es sich bei Xwnt2b und Xwnt5a um die endogenen Interaktionspartner von
XsFRPS5 handeln kénnte. Besonders Xwnt2b zeichnet sich durch eine sehr starke
Immunoprazipitation aus (Tabelle 4.1). Um diese Hypothese zu Uberprifen, kdnnten
.2antisense” Morpholino Oligonukleotide gegen Xwnt2b oder Xwnt5a zum Einsatz
gebracht werden. Sollten Xwnt2b und Xwnt5a die gesuchten Kandidaten sein, ware
nach Injektion dieser Morpholinos ins prospektive Entoderm mit einem gegenteiligen
Effekt auf die ventrale Pankreasanlage bzw. den Magen als nach Funktionsverlust
von XsFRP5 beschrieben (Punkt 4.1.3.1) zu rechnen.

4.1.4 Uberexpression von XsFRP5 und VegT in animalen

Kappenexplantaten induziert pankreatische Genexpression

Im Blastulastadium bilden ektodermale Zellen das Dach des Blastocoels. Diese
Zellen kénnen isoliert und kultiviert werden, wobei sie ohne weiteren Stimulus zu
atypischen Epidermiszellen differenzieren. Die Behandlung der Explantate mit
Morphogenen, oder auch die Injektion verschiedener Keimblatt-spezifischer
Determinanten oder Wachstumsfaktoren, erlaubt eine Differenzierung dieser
pluripotenten Vorlauferzellpopulation in verschiedenste Zelltypen und Gewebe
(Henry et al., 1996; Lamb et al., 1993). Diese Methode sollte fur die weitere Analyse

der Effekte einer XsFRP5 Uberexpression genutzt werden.

Dazu wurde in den Kappenexplantaten durch die Expression von VegT, einem

Transkriptionsfaktor, welcher in diesem System ausreichend fir die Spezifizierung
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ento- und mesodermaler Zellen ist, eine gemischte Population solcher Zellen
induziert. Die Auswirkung einer Ko-Expression von XsFRP5 auf pankreatische und
hepatische Genexpression sollte nach Kultivierung der Explantate bis zur spaten

Organogenese-Phase mittels RT-PCR untersucht werden (Abb. 4.14).

Anhand verschiedener Kontrollen konnte die Qualitait und Homogenitat der
untersuchten Proben festgestellt werden. Eine PCR mit Histon H4-spezifischen
Oligonukleotiden zeigt in allen Proben eine gleichmafRlig starke Bande, welche
jedoch nicht ohne eine vorangegangene Reverse Transkription (RT) der mRNA in
cDNA, auftritt. Folglich enthielten die RNA-Praparationen keine genomische DNA.
Die effektive Induktion mesodermaler Zelltypen in den Explantaten durch VegT
wurde anhand des mesodermalen Markergens Xtwist festgestellt. Kappenexplantate,
welche mit VegT injiziert wurden, weisen die Expression duodenaler und hepatischer
Markergene auf. Die Behandlung dieser VegT-injizierten Kappenexplantate mit
Retinsaure (RA) fuhrt zu einer robusten Induktion pankreatischer Markergene (Chen
et al., 2004a). XIHbox8, eine Homdobox-Transkriptionsfaktor, wird in pankreatischen
Vorlauferzellen und im Duodenum exprimiert. Da die mit VegT injizierten Explantate
keine der anderen pankreatischen Marker wie Ptf1a/p48 bzw. XPDIp und Insulin
exprimieren, scheint es sich bei den XIHbox8-exprimierenden Zellen um solche mit
duodenaler Identitdt zu handeln. Weiters zeigte sich, dass die Expression von
XsFRPS durch VegT induziert werden konnte. XsFRPS alleine zeigt keine Wirkung
auf die hier analysierten Gene. Eine Ko-Expression von VegT und ansteigender
Dosen an XsFRP5 fiuhrt zu einer robusten und Dosis-abhangigen Induktion
pankreatischer Vorlaufer- und Differenzierungsmarker. Eine Insulin Expression
konnte durch XsFRP5 jedoch nicht induziert werden, im Gegensatz zur Behandlung
VegT-injizierter Kappen mit 5uM Retinsdure (RA). Insulin-produzierende fB-Zellen
werden in Xenopus Embryonen nur in der dorsalen Pankreasanlage gebildet, was
die Vermutung nahe legt, dass XsFRP5 die Bildung einer ausschliellich ventralen,
pankreatischen Zellpopulation in VegT-injizierten Kappenexplanaten induziert. Die
Expression des Homoobox Transkriptionsfakiors Hex, eines hepatischen
Vorlaufermarkers, kann durch XsFRP5 Ko-Injektion ebenfalls leicht erhéht werden.
Transthyretin, ein Marker fir differenzierte Leberzellen, zeigt jedoch keine Reaktion
auf die XsFRP5 Expression. Die Expression des ,SRY-related® HMG-box

Transkriptionsfaktors Sox2, eines Markergenes fiir Osophagus und Magen, wird bei
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Koinjektion niedriger Dosen induziert, mit ansteigender XsFRP5 Dosis geht dieser
Effekt jedoch wieder verloren. Die schwache Expression von Sox2 in Kontrollkappen
kénnte neurale Expression reflektieren, bei VegT-Injektion kann jedoch von einer
Spezifizierung entodermaler Sox2-exprimierender Zellen ausgegangen werden. Ko-
Injektion geringer Dosen von XsFRP5 verstarken die Sox2 Expression, bei Injektion

héherer Dosen geht dieser Effekt wieder verloren.

VegT . + | & + - + .
XSFRP5 | - e + | A | : -
5uM RA st 40 - - - - - - * i H,0

XsFRPS

Ptf1a/p48 (pank Vorl.)
XIHbox8 (pank Vorl., Duo.)
Insulin (endokr. Pank ) s
XPDlIp (exokr. Pank.)

Hex (Leber)

Ttr (Leber)

Sox2 (Magen)

XTwist (Mesoderm)

Histon H4

-RT

Abb. 4.14: Die Uberexpression von XsFRP5 in VegT-injizierten animalen
Kappenexplantaten induziert die robuste Expression pankreatischer Markergene. Es
wurden 200pg VegT mRNA und 50, 100 und 200pg XsFRP5 mRNA animal in beide
Blastomeren im Zweizell-Stadium injiziert. Animale Kappenexplantate wurden im Stadium 8/9
geschnitten, die Explantate in Stadium 9 mit RA behandelt und die Explantate bis Stadium 40
kultiviert. Die RT-PCR Analyse der pankreatischen Vorlaufermarker Ptf1a/p48 und XIHbox8
sowie der exokrine Marker XPDIp zeigen eine deutliche Induktion nach Injektion von
ansteigenden Dosen an XsFRP5 mRNA. Die XsFRP5 RT-PCR Analyse zeigt die endogene
XsFRP5 Expression. KE = Kontrollembryonen im Stadium 40, RA = Retinsaure.

Die Analyse der Effekte einer ektopischen Expression von XsFRP5 gemeinsam mit
VegT in animalen Kappenexplantaten zeigte eine starke Induktion ventral-
pankreatischer Markergenexpression, ein Effekt, der mit der spezifischen Reduktion
der ventralen Pankreasanlage bei einem Funktionsverlust von XsFRP5 in ganzen

Embryonen korreliert. Auch die, wenngleich schwache, Reduktion der Sox2
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Expression in Kappen komplementiert die nach einem Funktionsverlust von XsFRP5

auftretende Verbreiterung des Magens (wie unter Punkt 4.1.3.1 beschrieben).

4.1.4.1 Die XsFRP5-vermittelte pankreatische Genexpression in VegT-

injizierten Kappenexplantaten ist Retinsdure-abhédngig

Durch Vorarbeiten der eigenen Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass
Retinsaure nicht nur essentiell fir die Spezifizierung der dorsalen Pankreasanlage
ist, sondern auch die Bildung exokriner Zellen in der ventralen Anlage verstarkt
(Chen et al., 2004a). Wie bereits unter Punkt 4.1.4 beschrieben legt die nach
Uberexpression von XsFRP5 in VegT-injizierten Kappenexplantaten aufgetretene
XPDIp-Expression bei Fehlen von Insulin Expression die Induktion einer reinen
ventral-pankreatischen Zellpopulation nahe. Ein mdglicher Zusammenhang zwischen
der Uberexpression des Wnt Antagonisten XsFRP5 und der Retinséure-
Signalwirkung bei der Induktion dieser ventralen Pankreaszellen sollte in VegT-

injizierten Kappenexplantaten untersucht werden (Abb. 4.15).

Die Expression von VegT in Kappenexplantaten induziert die Expression ento- und
mesodermaler Gene, als Kontrolle dieser Induktion diente, wie bereits beschrieben,
das mesodermale Markergen Xtwist. VegT-Injektion alleine reichte nicht aus, um
pankreatische Markergen-Expression zu induzieren. Durch Retinsdure-Behandlung
kann die Expression des pankreatischen Vorlaufermarkers Ptf1a/p48, des exokrinen
Markers XPDIp, sowie des endokrinen Markers Insulin in VegT-injizierten
Kappenexplantaten induziert werden (Chen et al., 2004a). Die Ko-Injektion von VegT
und XsFRP5 flihrte, wie bereits in Abb. 4.14 gezeigt, zur robusten Expression von
Ptf1a/p48 und XPDIp, wahrend Insulin Expression nicht detektiert werden konnte.
RALDH2, die Retinal-Dehydrogenase 2, ist das Schllisselenzym in der Retinsaure-
Biosynthese. Die Uberexpression von  XsFRP5 in  VegT-injizierten
Kappenexplantaten fiihrte jedoch nicht zu einem Anstieg der RALDH2 Expression,
somit auch nicht zu verstarkter Retinsaure-Biosynthese. Die Behandlung der VegT-
und XsFRP5 ko-injizierten Kappenexplantate mit BMS453 fiihrte zu einem starken
Ruckgang der Ptf1a/p48 und der XPDIp Expression (Abb. 4.15). Bei BMS453
handelt es sich um einen kompetitiven Inhibitor der Retinsaure, der mit Retinsaure

um die Bindung an die Retinsaure-Rezeptoren o und y konkurriert (Schulze et al.,
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2001). Da die Induktion pankreatischer Markergene durch BMS453-Behandlung
inhibiert werden konnte, handelt es sich um einen vom Retinsaure-Signalweg
abhangigen Effekt. RALDH2 konnte aber nicht als indirektes Zielgen von XsFRP5
identifiziert werden. Da die Aktivierung des Retinsaure-Signalweges durch XsFRP5
moglicherweise auf der Rezeptor-Ebene stattfindet, wurden die Retinsaure-
Rezeptoren RARa2.1 und RARy2.1 auf ihre Expression in den animalen Kappen
untersucht. Obwohl diese Rezeptoren die Kompetenz des dorsalen Entoderms, auf
RA Signale zu reagieren, vermitteln (Pan et al., 2007), zeigte sich keine Anderung
des Expressionsverhaltens in VegT- und XsFRPS5-injizierten Kappenexplantaten
(Daten nicht gezeigt). Moglicherweise trat durch die Ko-Injektion von VegT und
XsFRP5 in animalen Kappenexplantaten eine transiente Induktion der Expression
von RALDH2 oder der Retinsaure-Rezeptoren auf, die in Stadium 40 nicht mehr
detektiert werden konnte. Oder aber XsFRP5 beeinflusst die Expression anderer,

hier nicht untersuchter, Elemente des RA Signalweges.

VegT - + + + +
XsFRP5 - - - + +

5uM RA : . + . ’

1umBmsas53  KE . : . . +

St40 H,0

Ptf1a/p48

XPDlp

Insulin

RALDH2

XTwist

Histon H4

Abb. 4.15: Durch Behandlung der Kappenexplantate mit dem Retinsaure-Antagonisten
BMS453 wird die XsFRP5-vermittelte Induktion pankreatischer Markergene
unterdriickt. Es wurden je 200pg VegT und XsFRP5 mRNA animal im Zweizell-Stadium
injiziert, die animalen Kappenexplantate im Stadium 8 prapariert und bis Stadium 40
kultiviert. Retinsdure (RA) und BMS453 Behandlung erfolgte fir 1 Stunde in Stadium 9. KE =
Kontrollembryo im Stadium 40.
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Durch die Behandlung mit BMS453 konnte gezeigt werden, dass die Induktion
ventraler pankreatischer Markergene nach Ko-Injektion von VegT und XsFRPS in

animale Kappenexplantate vom Retinsaure-Signalweg abhangig ist.

4.1.4.2 Die Uberexpression von XsFRP2 und VegT fiihrt nicht zur Induktion

pankreatischer Markergenexpression in animalen Kappenexplantaten

Um die Spezifitat des Effekts nach Uberexpression von XsFRP5 zu bestatigen,
wurde XsFRP2, ein weiteres Mitglied der sFRP Familie, ebenfalls in VegT-injizierten
Kappen ko-exprimiert. sFRP2 zahlt auf Grund von Sequenzanalysen zur gleichen
Untergruppe der sFRPs wie sFRP5 (Kawano und Kypta, 2003). Sowohl XsFRP2 als
auch XsFRPS5 sind Proteine von ungefahr 300 Aminosauren (Abb. 4.16 A, B), wobei
sich eine Identitdt von 67% in der N-terminalen Frizzled-homologen Domane
feststellen lasst. Diese N-terminale Domane enthalt 10 konservierte Cystein-Reste
(Melkonyan et al., 1997) und ermdglicht die Interaktion der sFRPs mit Wnt Proteinen.
Die C-terminale Netrin-ahnliche Domane zeigt kaum Identitat auf der Ebene der
Aminosauren. In der Maus bewirkt sFRP2 zusammen mit sFRP1 die Spezifizierung
des Magenepithels (Kim et al.,, 2005a). Weiters konnte auch fir sFRP2 eine
Interaktion mit Wnt3a gezeigt werden (Deb et al., 2008; Galli et al., 2006).

A | xsFrpP2 1 MIWHSGSRYVVVVLVVLLACDCMDSVRALFPFGQPEFSYKRSNCKPIPATLVL
XsFRPS 1 MRFQWNILAWVNSVLLGLVLWSSAEEYDYYSWQSDNFQNGR__FYTKQSQCIDIPSDLHL
XsFRP2 53 CHDIEYPNMRLPNLLGHESMKEVLQQASSWIPLVQKQCHQDTKKFLCSLFAPVCIDDLDE
XsFRPS 59 CHNVGYKKMRLPNLLDHETMPEVKQQASSWVPLLAKRCHRDTQLFLCSLFAPIC__ LER
XsFRP2 113 TIKPCRSLCEQVKDSCAPVMSAFGFPWPDMLECSRFPQDNDLCIPPATNEHQVPVTREAP
XsFRPS 116 PIYPCRSLCEVVRDSCAPVMESYGFPWPEMLNCNKFPLDNDLCITVQFGSKQVTQPP_VT
XsFRP2 173 KVCDACKNSNEDDNDIVENLCKNDFALKIKVKEIAYINGDTKIIPETKGKTIYKLNGVTE
XsFRPS 175 KICTQCEIEQKSETMRVQ_LCASDFVLRMRIKEVKIENGDRKLIAAQKKKKVLKAGKLKR
XsFRP2 233 RDLKKTVLWLKDGLQCTCDEMNDINAPYLVMGQKLGGELVITSVKRWQKGQQKFKRITRS
XsFRPS 234 KEFRKLVLYIKNAASCPCPQLDNLSGSFLIMGRKVDNKLILTATYKWDKKSKDMKYAVNF
XsFRP2 293 IRKLQC . ,
XsFRPS 294 MYSYPCSDTISHGTGSHLGSFR Frizzled-homologe Domane

Netrin-homologe Domaéne

B XsFRP5 XsFRP5-FRI XsFRP5-NTR

XsFRP2 40,27%
XsFRP2-FRI - 66,67%
XsFRP2-NTR - - 26,77%

Abb. 4.16: Ein Aminosaure-Sequenzvergleich zeigt dhnliche Wnt-bindende Doménen in
XsFRP2 und XsFRP5. (A) Identische Aminosauren in der XsFRP2 (NP_001080663) und
XsFRP5 (NP_001083946) Sequenz wurden grau unterlegt. (B) Prozentualer Anteil an



Ergebnisse 87

identischen Aminosauren in den XsFRP2 und XsFRP5 Proteinen sowie in den einzelnen
Proteindoménen.

XsFRP2 wird bereits wahrend der Gastrulation vom Spemann Organisator sekretiert;
Die Expression weitet sich im Stadium 20 auf die Augen, das Neuralrohr, die
Somiten und eine anteriore, Gurtelférmige Expressionsdomane aus (Pera und De
Robertis, 2000). Eine weiterfUhrende Untersuchung sollte die Expression von
XsFRP2 im Vergleich mit den flir XsFRP5 beschriebenen Expressionsdoméanen im

Schwanzknospenstadium aufklaren (Abb. 4.17).

2
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Abb. 4.17: XsFRP2 zeigt ein dynamisches, aber deutlich unterschiedliches
Expressionsmuster zu XsFRP5. Laterale Ansicht mit anterior nach links auf Embryonen,
die einer whole-mount in situ Hybridisierung gegen XsFRP2 unterzogen wurden. (A) In
Stadium 30 wird XsFRP2 in den Augen, den Somiten, im Hinterhirn und dem anterioren
Mesoderm exprimiert. (B) In Stadium 35 ist nur noch eine schwache XsFRP2 Expression in
der Retina und neural festzustellen (markiert mit schwarzen Pfeilen).

Im frihen Schwanzknospenstadium wird XsFRP2 neural, in den Augen, den Somiten
und dem anterioren Mesoderm exprimiert (Abb. 4.17 A). Die mesodermale XsFRP2
Expression scheint in diesem Stadium angrenzend an die XsFRP5 Expression in der
Leberanlage zu sein. In Stadium 35 zeigt XsFRP2 eine schwache Expression in der
Retina und im Hinterhirn (Abb. 4.17 B). In spateren Stadien konnte keine XsFRP2
Expression mehr detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Somit konnte in keinem
Entwicklungsstadium eine uberlappende Expression von XsFRPS5 und XsFRP2

festgestellt werden.

Da aber auch fir XsFRP2 die Interaktion mit kanonischen Wnt Proteinen
beschrieben ist, sollte der induktive Effekt auf pankreatische Markergene durch Ko-
Injektion von XsFRP2 und VegT in animale Kappenexplantate untersucht werden
(Abb. 4.18). Eine Ko-Injektion von VegT und XsFRP5 diente dabei als Kontrolle der

bereits diskutierten Induktion pankreatischer Markergene. Wie bereits erwahnt,
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induziert die Expression von VegT Ento- und Mesoderm in animalen
Kappenexplantaten, wie anhand des mesodermalen Markergens Xtwist gezeigt. Die
Ko-Injektion von XsFRP5 zeigt wie oben eine Induktion von Ptf1a/p48, dem
pankreatischen  Vorlaufermarker, sowie von XPDIP, einem exokrinen
Differenzierungsmarker. Eine Ko-Injektion von VegT und XsFRP2 fihrt jedoch nicht

zur Induktion dieser pankreatischen Genexpression.

VegT - + + +

XsFRP5 - - + "

KE

XsFRP2 o0 - - . + H.0

Ptf1a/p48

XPDlIp

XTwist

Histon H4

-RT

Abb. 4.18: XsFRP2 induziert keine pankreatische Markergenexpression in VegT-
injizierten Kappenexplantaten. Es wurden je 200pg VegT, XsFRPZ2 und XsFRP5 injiziert,
animale Kappenexplantate in Stadium 8 geschnitten und bis zum Stadium 40 kultiviert.
XsFRP5 induziert die Expression von Ptf1a/p48 und XPDIp in VegT-injizierten
Kappenexplantaten, XsFRP2-injizierte Kappen exprimieren wie VegT-injizierte Kappen keine
pankreatischen Markergene. KE = Kontrollembryo im Stadium 40.

Aus diesem Ergebnis lasst sich schlussfolgern, dass es sich bei der Induktion
pankreatischer Markergene in VegT-injizierten Kappenexplanaten um einen
XsFRP5-spezifischen Effekt handelt, der durch Injektion eines strukturell &hnlichen

Wnt Antagonisten nicht kopiert werden kann.
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4.1.4.3 Analyse der Expression verschiedener Xwnts in VegT-injizierten

Kappenexplantaten

Ausgehend von der Beobachtung, dass XsFRP5 ein Wnt Antagonist ist, stellt sich
die Frage, welches Xwnt Protein in VegT-injizierten Kappen als Ziel von XsFRP5
dienen koénnte, um die beschriebenen Effekte auf die pankreatischen Markergene
auszulésen (Punkt 4.1.3.1). Um diese Frage zu beantworten, wurden
Kontrollembryonen, unbehandelte animale Kappenexplante, sowie mit VegT mRNA
injizierte Kappenexplante in verschiedenen Embryonalstadien gesammelt und auf
die Expressionsmuster der in dieser Studie benutzen Xwnts untersucht (Abb. 4.19).
Kontrollembryonen zeigen eine starke Expression aller untersuchten Xwnts von
frihen Neurula-Stadien bis in spate Schwanzknospenstadien, wobei sich fir Xwnt8
und Xwnt8b eine Reduktion in der Expressionsstarke im Stadium 37 zeigt. Im
Gegensatz zu unbehandelten Explantaten zeigen die mit VegT-injizierten und somit
ento- und mesodermalisierten Kappen nur eine schwache Expression von Xwnt2b
und Xwnt3a, wobei sich in beiden Fallen ein Anstieg wahrend der Organogenese-
Stadien beobachten lasst. Alle anderen untersuchten Xwnts zeigen eine relativ
gleich bleibende Expression in beinahe allen untersuchten Stadien, allerdings gilt es
festzuhalten, dass insbesondere Xwnt8, Xwnt8b, Xwnt11 und Xwnt11R im
Gegensatz zu den Kontrollkappen deutlich starker exprimiert werden. Da XsFRP5 ab
Stadium 15 mittels RT-PCR deutlich detektierbar ist, kdnnten alle ab diesem

Zeitpunkt exprimierten Xwnt Proteine als potentielles Ziel in Frage kommen.



o

Ergebnisse 9

Kontrollembryonen Kontrollkappen

<

o
o

-

30 37

w
o
w
~
-
o
N
o
N
o
w
o
w
~
=
o
N
o
N
W

Stadium 15 20 25

x
(o]

Xwnt2b

Xwnt3a

Xwnt4

XwntSa

Xwnt8

Xwnt8b

Xwnt11

Xwnt11R

XTwist

Histon H4

3

Abb. 4.19: Eine Vielzahl unterschiedlicher Xwnts wird in VegT-injizierten
Kappenexplantaten verschiedener Entwicklungsstadien exprimiert. Embryonen wurden
im Zweizell-Stadium animal mit 200pg VegT mRNA injiziert, animale Kappenexplantate im
Stadium 8 aus Kontroll- und VegT-injizierten Embryonen prapariert und diese bis zu
unterschiedlichen  Entwicklungsstadien  kultiviert.  Kontrollembryonen, nicht-injizierte
Kappenexplantate und VegT-injizierte Kappenexplantate wurden durch RT-PCR auf die
Expression von Histon H4, XTwist sowie der flr diese Studie relevanten Xwnts untersucht.

Es zeigte sich, dass alle untersuchten Xwnts in VegT-injizierten Kappenexplantaten
exprimiert werden. Aus der temporaren Analyse der unterschiedlichen
Expressionsmuster konnten keine neuen Aufschlisse Uber mogliche, praferierte

Interaktionspartner von XsFRPS gezogen werden.
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4.2 Analyse des Synergieeffektes von ANp63o auf die Lef1-
vermittelte Wnt Signaltransduktion

Im Rahmen dieser Promotion ergab sich eine Kollaboration mit der Abteilung
,Molekulare Onkologie“ (AG Dobbelstein). ANp63a, ein Transkriptionsfaktor, welcher
in Mensch, Maus, Zebrafisch und Xenopus als Uberwiegend in mehrschichtigen
Plattenepithelien exprimiert beschrieben wurde (Lee und Kimelman, 2002; Lu et al.,
2001; Mills et al., 1999; van Bokhoven et al., 2001; Yang et al., 1999), sollte nach
vorangegangenen Experimenten in Zellkultur (I. Drewelus, unverdéffentlicht) auch in
Xenopus Embryonen auf einen moéglichen Synergie-Effekt mit der kanonischen Wnt

Signaltransduktion untersucht werden.

Als experimentelles System wurde das Achsenduplikations-Experiment (wie bereits
unter Punkt 4.1.2.1 beschrieben) gewahlt, da die Auspragung einer zweiten
Koérperachse auf der induktorischen Wirkung kanonischer Wnt Signale beruht (Sokol
et al, 1991). Lef1-GR, welches nach Dexamethason-Induktion zur ektopischen
Aktivierung des kanonischen Signalweges fihrt, wurde in einer suboptimalen Dosis
injiziert und fihrte daher nur in einer geringen Zahl der Embryonen zur
Achsenduplikation (Abb. 4.20). Eine Ko-Injektion von ANp63a flihrt zu einer
signifikanten Erhéhung der Achsenduplikation, jedoch wiederum nur nach
Dexamethason-Induktion. Daraus lasst sich folgern, dass ANp63a ohne aktives
Lef1-GR nicht in der Lage ist, dorsale Achsenduplikation zu bewirken, was auch

durch die ventrale Injektion von ANp63a alleine gezeigt werden konnte (Abb. 4.20).
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Abb. 4.20: ANp63a wirkt synergistisch auf die Lef1-GR-vermittelte Achsenduplikation
in Xenopus Embryonen. Je 3pg Lefl/-GR und 50pg ANp63a mRNA wurden in frihe
Teilungsstadien injiziert. Die Induktion mit Dexamethason erfolgte im 16-Zell-Stadium. Es
wurden drei unabhangige Experimente durchgefiihrt.

Somit konnten die in vitro gewonnen Daten Uber eine mdgliche Synergie zwischen

kanonischer Wnt Signaltransduktion und ANp63a. in vivo bestatigt werden.
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5 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass XsFRP5 spezifisch an
verschiedene Xwnt Proteine bindet und diese mit unterschiedlicher Effizienz in
Achsenduplikations-Experimenten inhibiert. XsFRP5 zeigte eine Praferenz fur
einzelne Wnt Proteine, wobei eine Einteilung der Interaktionspartner nach den von
ihnen aktivierten Signalwegen keine Spezifitdt von XsFRPS fur einen bestimmten
Whnt Signalweg erkennen liel3. Die ektopische Expression von XsFRP5 in ganzen
Embryonen resultierte in Defekten bei der Ausbildung der anterior-posterioren
Korperachse, ein Phanotyp, welcher die Inhibition des Wnt/PCP Signalweges durch
XsFRPS reflektiert. Durch die Mikroinjektion von ,antisense” Morpholino
Oligonukleotiden in das prospektive Entoderm von Xenopus Embryonen konnte die
Translation von XsFRPS unterdrickt und die Auswirkungen des Funktionsverlustes
auf die Ausbildung entodermaler Organe anhand der Expressionsanalyse von
Markergenen untersucht werden. Der Funktionsverlust von XsFRPS resultierte in
einer Verkleinerung der ventralen Pankreasanlage, sowie einer Expansion des
Magens. Die Entwicklung anderer Organanlagen war nach Verlust von XsFRP5 nicht
verandert. Durch die ektopische Aktivierung des kanonischen Wnt Signalweges im
Entoderm konnte eine deutliche Reduktion der dorsalen Pankreasanlage festgestellt
werden (Melchert, Diplomarbeit 2007). Ektopische Expression von XsFRP5 in VegT-
injizierten animalen Kappenexplantaten induziert eine robuste Expression
pankreatischer Markergene, auch ohne Zugabe von Retinsaure. Eine vergleichende
Expressionsanalyse der Xwnt Proteine in VegT-injizierten Kappenexplantaten und
ganzen Embryonen identifizierte insbesondere Xwnt2b als mdgliches Zielprotein fir
XsFRPS in vivo. Weiterhin konnte ein synergistischer Effekt von ANp63a auf die
kanonischen Wnt Signaltransduktion in Achsenduplikations-Experimenten belegt

werden.
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5.1 Identifizierung von Wnt Bindungspartnern fiir XsFRP5

In Abschnitt 4.1.2 konnte gezeigt werden, dass es sich bei Xenopus sFRPS um
einen Wnt Antagonisten handelt. Die ektopische Expression von XsFRP5 in frihen
Teilungsstadien (Abb. 4.5) resultierte in einer dramatischen Verkiirzung der anterior-
posterioren Korperachse, ein Phanotyp der charakteristisch fir Defekte im Wnt/PCP
Signalweg ist. Es ist bekannt, welche Xenopus Wnt Proteine mafRgeblich an der
Steuerung der Bewegungen der konvergenten Extension beteiligt sind, namlich
Xwnt5a und Xwnt11 (De Calisto et al., 2005; Moon et al., 1993). Beide Xwnt Proteine
wurden hier in der Ko-Immunoprazipitation, wenn auch nur schwach, als
Interaktionspartner fur XsFRPS5 identifiziert (Abb. 4.4), jedoch wurde nur Xwnt5a in
Achsenduplikations-Experimenten signifikant inhibiert (Abb. 4.3 F, G).

Beide Xwnts wurden lange Zeit ausschlieRBlich der nicht-kanonischen Wnt
Signaltransduktion zugerechnet, da sie nach Injektion in Xenopus Embryonen ohne
Ko-Injektion von Frizzled Rezeptoren keine dorsale Achsenduplikation induzieren
kénnen [Abb. 4.3 F, G; (Du et al., 1995)] und nicht in der Lage sind, morphologische
Veranderungen in Maus C57MG Mamma-Epithelialzellen hervorzurufen (Wong et
al., 1994). Neuere Studien belegen jedoch, dass sowohl Xwnt5a als auch Xwnt11
unter bestimmten Bedingungen kanonische Wnt Signaltransduktion aktivieren
kénnen. So konnte gezeigt werden, dass Wnt5a im passenden Rezeptorkontext, in
diesem Fall mit Frizzled4, in der Lage ist, kanonische Reportergen-Expression zu
induzieren (Mikels und Nusse, 2006). Die Stabilisierung von p-Catenin auf der
prospektiven dorsalen Seite von Xenopus Embryonen wird durch Xwnt11 vermittelt
(Tao et al., 2005). Auch die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte Ko-Injektion
dieser Wnt Proteine mit dem human Fz5 Rezeptor resultierte in der ektopischen
Aktivierung der kanonischen Wnt Signaltransduktion (Abb. 4.3 E-H). Aus den Daten
der Ko-Immunoprazipitation ist ersichtlich, dass XsFRPS in der Lage ist, Xwnt11 zu
binden. Die Funktion von Xwnt11 scheint dadurch aber kaum beeintrachtigt zu
werden, da die Xwnt11-vermittelte Achsenduplikation durch XsFRP5 nicht signifikant
inhibiert wurde. Entsprechend dieser Ergebnisse konnte nach vegetaler Injektion von
XsFRP5 im Zweizell-Stadium keine Auswirkung auf die Ausbildung der dorso-

ventralen Achse beobachtet werden; im Stadium 25 weisen der XsFRP5-injizierte
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Embryo und der Kontrollembryo keine Unterschiede in den dorsalen Kopfstrukturen
auf. Demnach scheint es nach Injektion von XsFRP5 mRNA nicht zu einer Inhibition
endogener, Xwnt11-vermittelter kanonischer Wnt Signaltransduktion gekommen zu
sein. Zusammenfassend weisen diese Befunde darauf hin, dass es sich bei dem
endogenen Xwnt Protein, dessen Inhibition nach Uberexpression von XsFRP5 zur

Auspragung des konvergenten Extensions-Phanotyps fuhrt, um Xwnt5a handelt.

Wie bereits angedeutet, kann die strikte Einordnung der Wnt Proteine in kanonisch
und nicht-kanonisch kaum noch aufrechterhalten werden. Vieles spricht fir die
Hypothese, dass der Rezeptorkontext an der Zelloberflache, auch mit nicht-Frizzled
Rezeptoren wie Ryk und Ror, sowie die Konzentration verschiedener Wnt Proteine
ausschlaggebend fir die Aktivierung der unterschiedlichen Wnt Signalwege sind
(Keeble et al., 2006; Mikels und Nusse, 2006; Oishi et al., 2003; Schambony und
Wedlich, 2007; Tao et al., 2005). Auch in dieser Studie zeigte sich, dass die
Interaktion verschiedener Xwnt Proteine mit einem extrazellularen Antagonisten nicht
eindeutig nach den durch diese Wnt Proteine aktivierten Signalwegen eingeteilt
werden konnte. XsFRP5 stellte sich als ein spezifischer Antagonist unterschiedlicher

Xwnt Proteine und nicht eines einzigen Wnt Signalweges dar.

Ausgehend von der Beobachtung, dass einige Xwnt Proteine zwar an XsFRP5
binden, jedoch durch diese Bindung nicht sehr stark in ihrer Funktion beeintrachtigt
scheinen (Punkt 4.1.2), stellt sich die Frage, ob XsFRP5 auch als Agonist der Wnt
Signalwege fungieren kann. Fir sFRP1 konnte gezeigt werden, dass eine geringe
Konzentration ~ Wnt  Signaltransduktion  aktivieren kann, wahrend hohe
Konzentrationen an sFRP1 inhibierend wirken (Uren et al., 2000). Da die
Experimente mit Wg, dem Drosophila Wnt Homologen durchgefiihrt wurden, lasst
sich allerdings kein genauer Rickschluss auf die Interaktion von sFRP1 mit
Vertebraten Wnt Proteinen ziehen. Da in den Achsenduplikations-Experimenten
keines der untersuchten Xwnt Proteine nach Ko-Injektion von niedrigen Dosen an
XsFRPS einen Synergieeffekt auf die Achseninduktion erkennen lieR3, scheint
XsFRPS keine agonistische Wirkung auf die Wnt Signaltransduktion auszutben
(Abb. 4.3).
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Es besteht jedoch die Mdglichkeit, dass die Bindung von Xwnt Proteinen an XsFRP5
zur Wirksamkeit und Stabilitdt der Xwnts im extrazellularen Raum beitragt. Die
extrazellulare Matrix (EZM) besteht aus einem dichten Netzwerk von Proteinen, wie
Kollagen, Fibronektin oder Laminin, und den Glukosaminoglykanen (GAGs). Diese
Polysaccharidketten liegen normalerweise an Proteine gebunden als sogenannte
Proteoglykane vor; sie verleihen der EZM eine Gel-artige Konsistenz und erlauben
die schnelle Diffusion von Metaboliten oder Hormonen. Die EZM dient nicht nur dem
Schutz des Gewebes vor physikalischem Stress, sondern spielt eine wesentliche
Rolle bei essentiellen Prozessen wie Form und Proliferation der einzelnen Zellen,
Zell-Zell-Kkommunikation oder Zellmigration. Die Bindung von Morphogenen an
Heparansulfat-Proteoglykane (HSPGs) kann zu unterschiedlichen Effekten fiihren:
Morphogene kdnnen in ihrer Reichweite inhibiert, sterisch in ihrer Funktion behindert,
vor proteolytischer Degradation geschutzt oder in ihrer lokalen Konzentration erhdht

werden.

Bereits in mehreren Studien wurde eine Bindung von Wnt Proteinen an
Heparansulfat-Proteoglykane beschrieben, wodurch die Wnt Proteine in der
extrazelluldaren Matrix (EZM) stabilisiert werden (Lin, 2004). Syndecan-4, ein
transmembranes Heparansulfat-Proteoglykan, wurde in Xenopus als Ko-Rezeptor fur
die Wnt-vermittelte Reglation der konvergenten Extensions-Bewegungen identifiziert
(Munoz et al., 2006). Fiur sFRP1 konnte eine Komplexbildung mit Wg und
Heparansulfat-Proteoglykanen nachgewiesen werden (Uren et al., 2000).
Moglicherweise konnen auch andere sFRPs an Wnt Proteine und an die
Glukosaminoglykan-Seitenketten (GAG) von Heparansulfat-Proteoglykanen binden.
Bei einer niedrigen Konzentration von Wnt Proteinen in der EZM kdnnten sFRPs
diese wenigen Liganden durch Bindung sequestrieren und dadurch die Bildung
einiger weniger Wnt-Rezeptor-Komplexe unterbinden. Dagegen wirde eine hohe,
regionale Konzentration an Wnt Proteinen nicht vollstdndig sequestriert werden
kénnen und somit die Bildung von Wnt/Rezeptorkomplexen begiinstigt werden, die
Whnt Signaltransduktion wirde aktiviert. In diesem Szenario kénnten Heparansulfat-
Proteoglykane dazu dienen, gegenlaufige Gradienten von Wnt Proteinen und
sekretierten Antagonisten durch die Bindung von Wnt/Antagonisten-Komplexen an
GAGs weiter abzustufen und so eine feinere Regulation der Wnt Signaltransduktion

zu ermdglichen.



Diskussion 97

5.2 Funktionale Charakterisierung von XsFRP5 in der
entodermalen Organogenese

Ausgehend von der Beobachtung, dass XsFRP5 ein ausgepragt dynamisches
Expressionsmuster mit spezifischer Expression in der Leberanlage aufweist, lag die
Vermutung einer Funktion von XsFRP5 in der Leberentwicklung nahe. Die in dieser
Studie vorgelegten Ergebnisse nach einem Funktionsverlust von XsFRP5 zeigten
keine  Auswirkung auf  die Leberentwicklung, wie anhand des
Differenzierungsmarkers Fibrinogen deutlich wurde (Abb. 4.8 P-R). Mit diesen Daten
einhergehend konnte kirzlich gezeigt werden, dass auch in XsFRP5 ,Knock-out*
Mausen keine Veranderung in der Expression von Hex, einem hepatischen
Vorlaufermarker, festzustellen war (Leaf et al., 2006). Diese Ergebnisse legten die
Vermutung nahe, dass sFRP5 mdoglicherweise redundant zu anderen Wnt
Antagonisten exprimiert wird. Jedoch konnten auch in sFRP5"/Dkk1” Doppel-
.Knock-out Mausen keine Auswirkungen auf die Leberentwicklung nachgewiesen
werden (Leaf et al., 2006).

Die Leberanlage entspringt der gleichen Vorlauferzellpopulation wie das ventrale
Pankreas, welches sich posterior an die Leberanlage angrenzend bildet. Es zeigte
sich, dass das ventrale Pankreas nach einem Funktionsverlust von XsFRPS stark
verkleinert vorlag, wohingegen das dorsale Pankreas nicht betroffen war (Abb. 4.8 A-
C). Das spricht fiir die Spezifitdt der erzielten Phanotypen, da sie, obwohl insgesamt
eher moderat, nur Gewebe betreffen, welche der endogenen Sekretion von XsFRP5
ausgesetzt sind. Diese Aussage trifft auch auf das Magenepithel zu, welches
ebenfalls durch einen ,Knock-down® von XsFRP5 beeinflusst werden konnte. Im
Gegensatz zur beobachteten Reduktion der ventralen Pankreasanlage, konnte die
Expansion des im Magenepithel exprimierten Transkriptionsfaktors Sox2 in anteriore
Teile des Duodenums beobachtet werden (Abb. 4.8 G-I). In einer Studie an neuralen
Vorlauferzellen der Retina konnte Sox2 interessanterweise als Zielgen der
kanonischen Wnt Signaltransduktion identifiziert werden (Van Raay et al., 2005).
Wnt2b wurde in der Hihnerretina als essentiell fur den Erhalt der undifferenzierten
Vorlauferzellpopulation beschrieben (Kubo et al., 2003). In Analogie zu diesen

Ergebnissen konnte es im Magen nach Funktionsverlust von XsFRPS5 zu einer
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verstarkten Wirkung von Xwnt2b gekommen sein, was wiederum die Expansion der

Sox2 Expression zur Folge haben kdnnte.

Auf Grund der Tatsache, dass beide zur Anwendung gekommenen Morpholino
Oligonukleotide gegen XsFRP5 sich sowohl in vitro als auch in vivo als sehr effizient
in der Unterdrickung der Translation erwiesen haben, die nach Injektion in
Embryonen erzielten Defekte jedoch vergleichsweise mild ausfielen, drangt sich die
Frage nach der Existenz und Ko-Expression funktionell redundanter Wnt
Antagonisten auf. Vergleichende Expressionsanalysen in anderen Systemen, wie
der murinen Retina oder dem adulten humanen Darmepithel, sowie der Neuralplatte
in Huhn, zeigten, dass sekretiete Wnt Antagonisten oft komplementar und
Uberlappend zueinander exprimiert werden, wodurch ein komplexes Muster an
inhibitorisch wirkenden Signalen entsteht (Byun et al., 2005; Chapman et al., 2004;
Chen et al., 2004b). Folglich besteht die Moéglichkeit, dass andere sekretierte Wnt
Antagonisten im Entoderm von Xenopus laevis exprimiert werden, die in der
verfigbaren Literatur nicht beschrieben und im Rahmen dieser Studie nicht

untersucht worden sind.

Setzt man die anhand der Xwnt Expressionsanalysen durch whole-mount in situ
Hybridisierung erhaltenen Daten (Punkt 4.1.3.3) und die nach Funktionsverlust von
XsFRPS erhaltenen Defekte (Punkt 4.1.3.1) in Relation, so identifiziert man zwei
Xwnt Proteine, Xwnt2b und Xwnt5a, die auf Grund ihrer raumlichen und zeitlichen
Expression die aufgetretenen Pankreas- und Magenphanotypen bewirkt haben
konnten. Auch die biochemischen Analysen unterstreichen diese Annahme, da
besonders Xwnt2b, aber auch Xwntb5a, nicht nur mit XsFRP5 ko-prazipitiert (Abb.
4.4), sondern auch in den Achsenduplikations-Experimenten (Abb. 4.3 A, F) effizient

inhibiert wurde.

Xwnt2b wird in Stadium 35 und 40 im anterioren Entoderm tberlappend mit XsFRP5
exprimiert (Abb. 4.12 B; Abb. 4.13 B). Es konnte bereits in Maus und Xenopus
gezeigt werden, dass eine Aktivierung des kanonischen Wnt Signalweges wahrend
friher Phasen der Pankreasentwicklung zu pankreatischer Hypoplasie fihrt,
wohingegen in der spateren Phase der Ausknospung der Organanlage kanonische

Whnt Signaltransduktion fur die Proliferation der Zellen essentiell ist (Heiser et al.,
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2006; McLin et al., 2007; Melchert, 2007). Es ware moglich, dass es nach
Mikroinjektion von Morpholino Oligonukleotiden durch den Anstieg an kanonischen
Wnt Signalen zur Spezifizierung einer geringeren Anzahl an pankreatischen
Vorlauferzellen in der ventralen Pankreasanlage gekommen ist, wie anhand der
Vorlauferzellmarker Ptf1a/p48 und XIHbox8 erkennbar (Abb. 4.8 A-C; Abb. 5.1 A, B).
Die Expression des exokrinen Markerss XPDIp lasst den Schluss zu, dass es sich
um einen transienten Effekt handeln kénnte, der durch die verstarkte Proliferation
der einzelnen Vorlauferzellen ausgeglichen wird (Abb. 4.8 D-F). Welches Wnt
Protein die Aktivierung der kanonischen Signaltransduktion bewirken kénnte, lasst
sich anhand des in Stadium 35 erstellten Expressionsmusters nicht klaren. Zu
diesem Zeitpunkt konnte flir kein Xwnt eine Expression in der hepato-pankreatischen

Region detektiert werden.

Im Stadium 40 kénnte der Funktionsverlust von XsFRP5 durch eine De-Repression
von Xwnt2b eine Aktivierung kanonischer Wnt Signaltransduktion im anterioren
Entoderm nach sich gezogen haben. Wie bereits erwahnt, kénnte diese De-
Repression von Xwnt2b zu einer verstarkten Expression von Sox2 im Magenepithel
gefuhrt haben (Abb. 5.1 C, D). Xwnt5a wird im Stadium 40 im posterioren Magen
bogenférmig exprimiert. Die Enden des Bogens schlieRen mit den Enden der
gegenlaufigen XsFRP5-Expression ab (Abb. 4.13 E). Auch in diesem Fall kdnnte es
nach Funktionsverlust von XsFRP5 zu einer Verstarkung der Xwnt5a-vermittelten
Whnt Signaltransduktion gekommen sein, wodurch die Grenze zwischen Magen und

Duodenum verschoben wurde.
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Abb. 5.1: Schematische Darstellung einer moglichen Korrelation zwischen den Wnt
Expressionsmustern und den nach XsFRP5-,Knock-down* erzielten Effekten auf
verschiedene Markergene. (A) Anteriore Strukturen eines Xenopus Embryos im Stadium 35
mit anterior nach links. Die XsFRP5 Expression in der Leberanlage ist rot hervorgehoben.
Anterior zur Leber wurde das Herz, posterior das ventrale Pankreas dargestellt. Das dorsale
Pankreas befindet sich im dorsalen Entoderm. Die Ptffa/p48 Expression in ventraler und
dorsaler Pankreasanlage ist blau dargestellt. (B) Nach einem ,Knock-down® von XsFRPS5 ist
die Grofle der Leber unverandert, wahrend das ventrale Pankreas verkleinert vorliegt. Die
Ptf1a/p48 Expression in ventraler und dorsaler Pankreasanlage ist blau dargestellt. Xwnt
Proteine, welche diesen Effekt bewirken kdnnten, konnten im Rahmen dieser Studie nicht
identifiziert werden. (C) Der anteriore Gastrointestinaltrakt eines Xenopus Embryos im
Stadium 40 mit anterior nach links. Die Expressionsdomanen von Xwnt2b, Xwnt5a, XsFRP5
und Sox2 sind farblich gekennzeichnet. Sox2 wird im Kontrollembryo vom Osophagus bis in
den posterioren Magen exprimiert. (D) Der Funktionsverlust von XsFRP5 bewirkt eine
Expansion der Sox2 Expression, womdglich durch eine Expansion der Xwnt2b Expression.

Die Uberexpression von VegT und XsFRP5 in animalen Kappenexplantaten fiihrte
auch ohne Retinsdure-Behandlung zu einer robusten und dosis-abhangigen
Induktion pankreatischer Markergene wie Ptf1a/p48 und XPDIp (Abb. 4.14). Vor
kurzem konnte gezeigt werden, dass in Xenopus Embryonen ektopische kanonische
Whnt Signaltransduktion ab der Gastrulation bis zur spaten Neurulation die

Spezifizierung anteriorer, entodermaler Organe wie Leber und Pankreas unterbindet
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(McLin et al., 2007). Eine temporare Expressionsanalyse zeigte bereits wahrend der
Gastrulation eine schwache und wahrend der Neurulation (Stadium15) eine robuste
Expression von XsFRP5 (Abb. 4.2 A). Mdéglicherweise inhibiert XsFRP5 in diesen
frihen Stadien vorhandene kanonische Wnt Signale und férdert dadurch die Bildung
ventral-pankreatischer Vorlauferzellen. Da in allen mit XsFRP5-Morpholino injizierten
Embryonen die ventrale Pankreasanlage anhand der Ptf1a/p48-Farbung
nachgewiesen werden konnte, scheint der Funktionsverlust von XsFRPS5 nicht
ausreichend, um die Spezifizierung pankreatischer Vorlauferzellen komplett zu
unterbinden. In animalen Kappenexplantaten hingegen kommt es nach
Mikroinjektion zu einer deutlich friiheren, ektopischen Expression von XsFRP5 und
somit bereits wahrend Entwicklungsstadien, welche in Kontrollembryonen der
Gastrulation entsprechen, zu einer Inhibition mdglicher kanonischer Wnt
Signaltransduktion. Dadurch kénnte die Induktion pankreatischer Genexpression in
VegT-injizierten Kappenexplantaten ermdglicht worden sein. Auffallig dabei ist, dass
durch die Ko-Injektion von VegT und XsFRPS5 zwar XPDlp, aber keine Insulin-
Expression in animalen Kappenexplantaten induziert werden konnte (Abb. 4.14,
Abb. 4.15). Im Vergleich dazu kann die robuste Expression von Insulin in VegT-
injizierten Kappenexplantaten durch die Behandlung mit Retinsdure (RA) induziert
werden. RA wurde in der Literatur als essentiell fur die dorsale Pankreasentwicklung
beschrieben und férdert die Differenzierung endokriner Zellen, nicht aber die
exokriner Zellen (Chen et al., 2004a). Aus dieser Beobachtung lasst sich der Schluss
ziehen, dass die Ko-Injektion von VegT und XsFRP5 zur Spezifizierung einer
ausschliefllich  ventral-pankreatischen  Zellpopulation in  den  animalen

Kappenexplantaten fihrte.

Ein strukturell sehr ahnlicher Wnt Antagonist, XsFRP2, wurde ebenfalls mit VegT in
animalen Kappenexplantaten Gberexprimiert und auf die Fahigkeit hin, pankreatische
Genexpression zu induzieren, untersucht (Abb. 4.18). Dabei zeigte sich, dass die
XsFRP5-vermittelte Induktion pankreatischer Markergene von XsFRP2 nicht kopiert
werden konnte. Dieses Ergebnis spricht dafur, dass der in VegT-injizierten
Kappenexplantaten beobachtete Effekt auf pankreatische Markergene spezifisch fur
XsFRPS5 ist.
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Abschlieend kann festgehalten werden, dass sowohl der Funktionsverlust als auch
die ektopische Expression von XsFRP5 in VegT-injizierten Kappenexplantaten
Einfluss auf ventrale Pankreaszellen sowie Sox2-exprimierende Zellen ausiben,
Zellpopulationen, die auch in vivo der Expression von XsFRPS ausgesetzt sind. Die
Modulation der XsFRP5 Expression im Entoderm wirkte sich nur auf Organanlagen,
die sich aus einer gemeinsamen Vorlauferzellpopulation mit einer angrenzenden
Organanlage entwickeln, aus. Es wurde bereits flir andere sFRPs die Vermutung
geaulert, dass Wnt Gradienten durch die Expression sekretierter Antagonisten so
moduliert wirden, dass innerhalb einer Zellpopulation die Abgrenzung einzelner
Organanlagen ermoglicht werden kénnte (Kawano und Kypta, 2003). Ausgehend
von dieser Vermutung ware es denkbar, dass XsFRPS5 die Abgrenzung von Leber

und ventralem Pankreas bzw. von Magen und Duodenum reguliert.

5.3 Verknupfung von Wnt Signalen mit anderen Signalwegen

Die gelungene Reprogrammierung adulter Zellen in solche Zellen, die embryonalen
Stammzellen (ES) ahnlich sind, sorgte fir viel Aufsehen (Takahashi et al., 2007;
Wernig et al, 2007). Murine und humane Fibroblasten wurden durch eine
Kombination von nur vier Transkriptionsfaktoren dazu gebracht, ihr Genom zu
reprogrammieren und einen pluripotenten, embryonalen Charakter anzunehmen.
Eine grofRe Hirde fur die Nutzung dieser ES-Zell-dhnlichen Zellen in der
regenerativen Medizin ist der Einsatz retroviraler Vektoren, welche unspezifisch ins
Genom dieser Zellen integrieren und so mdglicherweise tumorigen wirken. Diese
Experimente zeigen jedoch, dass die Kenntnis der richtigen Stimuli sogar die in vitro
de-Differenzierung terminal differenzierter, adulter Zellen ermdglichen kann. Waren
in weiterer Folge die genauen molekularen Vorgange bekannt, welche zur
Differenzierung unterschiedlicher Zelltypen flhren, so lieRen sich aus ES-ahnlichen
Zellen durch die Behandlung mit bestimmten Morphogenen in vitro Insulin-

produzierende p-Zellen, Neurone oder Kardiomyocyten generieren.

Die gezielte Erforschung des Zusammenspiels einzelner Signalwege wahrend der
Embryonalentwicklung liefert wertvolle Hinweise fur ein besseres Verstandnis,

welche Signale fur die Differenzierung bestimmter Zellpopulationen essentiell sind.
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Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine funktionale Verknipfung des Wnt und des RA
Signalweges bei der Pankreasentwicklung festgestellt werden. Die Induktion
pankreatischer Genexpression in VegT- und XsFRP5-injizierten Kappenexplantaten
konnte durch die Behandlung mit dem Retinsdure-Antagonisten BMS453 inhibiert
werden (Abb. 4.15); das hei’t, dass die beobachtete Induktion pankreatischer
Markergene auch in dieser Situation von Retinsdure Signalen abhangig zu sein
scheint. Um RALDH2 als mégliches Wnt Zielgen identifizieren zu kénnen, hatte eine
Analyse der RALDH2 Expression in Kappenexplantaten des Gastrulastadiums
Aufschluss geben kénnen. Im Stadium 40, wie in Abb. 4.14 untersucht, konnte keine
Auswirkung auf die RALDH2 Expression in den verschiedenen Explantaten
festgestellt werden. Das gleiche gilt fir die Expression von RARy2.1, welcher als
notwendig fir die Pankreasentwicklung in Xenopus beschrieben wurde (Pan et al.,
2007), hier hatte ebenfalls die Expression zu einem friheren Zeitpunkt untersucht
werden mussen. Mdglicherweise gibt es keinen direkten Zusammenhang zwischen
den Wnt und RA Signalwegen, denkbar wére auch ein ,relay“ Mechanismus Uber die
Interaktion mit einem dritten Signalweg. Es konnte gezeigt werden, dass durch die
Injektion von Noggin, einem BMP Antagonisten, in animalen Kappenexplantaten
eine robuste Aktivierung von RALDH2 erzielt werden kann (Pan et al., 2007). Somit

scheint RALDH2 ein negatives BMP Zielgen zu sein.

Es konnte in den VegT und XsFRP5-injizierten Kappenexplantaten durch die
Inhibition von Wnt Signalen zu einer Fehlregulation des BMP Signalwegs gekommen
sein, welche in weiterer Folge zu einer Induktion der RALDHZ2 Expression und somit
zu einer Aktivierung der RA Signaltransduktion gefuhrt haben kénnte. Im Stadium 40
konnte keine Aktivierung von RALDH2 oder verschiedener Retinsdurerezeptoren
detektiert werden (Abb. 4.15, Daten nicht gezeigt). Mdglicherweise kdnnte eine
Untersuchung von VegT und XsFRPS injizierten Kappenexplantaten zu einem
friheren Entwicklungszeitpunkt Aufschluss Uber eine Aktivierung des Retinsaure-

Signalweges geben.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte nicht nur ein moglicher Zusammenhang zwischen
den Wnt und RA Signalwegen gefunden, sondern auch das Zusammenspiel
kanonischer Wnt Signaltransduktion mit ANp63a beleuchtet werden. In

Achsenduplikations-Experimenten konnte die Aktivitat des Transkriptionsfaktors Lef1
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durch die Ko-Injektion von ANp63a um 100% gesteigert werden (Abb. 4.20). ANp63a
wurde als essentiell fir die Aufrechterhaltung des undifferenzierten Status der
Stammzellen in der Basalmembran mehrschichtiger Plattenepithelien beschrieben
werden und scheint das Uberleben und die hohe Zellteilungsrate von Stammzellen
durch die negative Regulation von IGFBP-3 (,Insulin-like Growth Factor Binding
Protein-3“), einem anti-proliferativen p53-Zielgen, zu erméglichen (Barbieri et al.,
2005). Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass in Epithelzellen der Schilddrise der
Verlust von ANp63a. zur Apoptose fiihrt (Senoo et al., 2007). Diese Studie impliziert
ANp63a als Schlisselfaktor fir den Erhalt der Proliferationskapazitat embryonaler
und adulter Stammzellen. Auch die kanonische Wnt Signaltransduktion wurde als
essentiell fur adulte Stammzellen beschrieben, als Beispiel seien die Krypten-
Stammzellen des Diinndarms, die Stammzellpopulationen des Magens, der
Haarfollikel und der Brustdrisen angefiihrt, welche sich alle durch die Expression
des Wnt Zielgens Lgr5 auszeichnen (Barker et al., 2007). Eine mdgliche Synergie
des kanonischen Signalweges mit dem Transkriptionsfaktor ANp63a kdnnte den
undifferenzierten Zustand und das hohe Proliferationspotential der Stammzellen

sichern.
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6 Zusammenfassung

Bei XsFRP5 handelt es sich um einen Wnt Antagonisten der ,secreted Frizzled-
related Proteins“ (sFRPs). Es konnte gezeigt werden, dass XsFRP5 sowohl
kanonische als auch nicht-kanonische Wnt Liganden binden und inhibieren kann.
Andere Xwnt Proteine werden von XsFRP5 zwar effizient gebunden, jedoch kaum in

ihrer Funktion beeintrachtigt.

Der ,Knock-down“ von XsFRP5 resultierte in einer Reduktion der ventralen
Pankreasanlage. Die ektopische, pan-entodermale, intrazellulare Aktivierung
kanonischer  Signaltransduktion  wirkt sich  ebenfalls negativ auf die
Pankreasentwicklung aus [siehe auch (Melchert, Diplomarbeit 2007)]. Es konnte
nicht geklart werden, welches Xwnt Protein diese Funktion in vivo vermittelt. Die
Uberexpression von VegT und XsFRP5 in animalen Kappenexplantaten induziert die
robuste Induktion pankreatischer Markergene, wobei dieser Effekt nicht nur durch
eine Inhibition der Wnt Signaltransduktion, sondern auch uber eine hiervon
abhangige Fehlregulation der Retinsdure-Signalwirkung bedingt ist. Der Vergleich mit
dem strukturell verwandten Wnt Antagonisten XsFRP2 ergab, dass es sich bei der

Induktion pankreatischer Markergene um einen XsFRP5-spezifischen Effekt handelt.

Es scheint wahrscheinlich, dass XsFRP5 die Auftrennung der hepato-pankreatischen
Vorlauferzellpopulation in Leber und ventrales Pankreas beeinflusst. Gleiches gilt flir
die Grenze zwischen Magen und Duodenum, die sich nach Verlust von XsFRP5 zu
verschieben scheint. Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten
Interaktionsstudien gemeinsam mit der Analyse der Expressionsmuster definierten

Xwnt2b und Xwnt5a als wahrscheinliche in vivo Zielproteine von XsFRP5.

Damianitsch, K. und Pieler, T. (manuscript in preparation). XsFRP5 is a multivalent

Whnt inhibitor involved in pancreas and stomach development in Xenopus laevis.

Drewelus, l., Moritz, C., Damianitsch, K., Dickmanns, A., Dickmanns, A., Hippel,
K., Pieler, T. und Dobbelstein, M. (manuscript in preparation). ANp63a and TCF/Lef

family members co-operate for canonical Wnt signaling.
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