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Summary

The neural crest is a highly motile and multipotent cell population that gives rise to a variety of
different cell types during development. Their migration has been linked to cancer metastasis
and provide a good model to study the mechanisms controlling cell migration. During Xenopus
cranial neural crest (CNC) cell migration the cell-cell-adhesion molecule Cadherin-11 (Cad11)
is upregulated. In addition, Cad11 localizes typically at cell-cell contacts but also in cell
protrusions. Furthermore, Cad11 loss of function leads to CNC migration defects in whole
embryos and the Cad11-depleted CNC cells show a blebbing phenotype in vitro. Interestingly
the guanine nucleotide exchange factor (GEF) Trio, which interacts with Cad11, or constitutive
active forms of the small GTPases RhoA and Rac1 can rescue cell protrusion formation and
migration of CNC cells in Cad11-depleted embryos.

In this study it has been confirmed, that Trio is expressed in CNC cells and that it is essential
for their directional migration and protrusion formation. In addition, knockdown studies showed
that Trio affects cell polarity and cytoskeleton dynamics likely through its ability to regulate the
small Rho GTPases. Furthermore, the Trio GEF2-domain showed a dynamic localization in
association with microtubules in CNC cells, which point to a micorubule-dependent function of
the GEF2-domain.

Moreover, this study reveal a novel role of the Wnt/PCP member Dishevelled (Dsh) in
mediating CNC cell migration downstream of Cad11 and Trio. Both Trio GEF-domains interact
with Dsh, whereas an interaction between Cad11 and Dsh was not detected. But reconstitution
experiments revealed that Dsh, in particular its PDZ- and DEP-domain are necessary for
Cad11 mediated migration and protrusion formation of CNC cells. In summary, the results
indicate that the molecules have different functions during CNC cell migration dependent on
their subcellular localization and that Trio mediates CNC cell migration via Dsh and by
regulating the activity of the small Rho GTPases downstream of Cad11.

Furthermore, beside the function of Trio during CNC cell migration, Trio seems to have
additional roles during Xenopus development. Thereby Trio seems to have a conserved

function in neural and muscle development.



Zusammenfassung

Die Neuralleistenzellen sind multipotente Zellen, welche sich durch ein hohes
Migrationspotential auszeichnen und wahrend der Entwicklung eine Vielzahl von Derivaten
bilden. Ihre Migration weist Gemeinsamkeiten zum invasiven Verhalten von Krebszellen auf,
was sie zu einem guten Modell macht um die Mechanismen der Zellmigration zu untersuchen.
Wahrend der kranialen Neuralleistenzell (cNLZ) -Migration ist das Zell-Zell-Adh&asionsmolekul
Cadherin-11 (Cad11) hochreguliert. In cNLZ lokalisiert Cad11 typischerweise in Zell-Zell-
Kontakten und zudem in Zellauslaufern. Der Verlust von Cad11 fuhrt zu Defekten in der
Migration der cNLZ, wobei die Zellen in vitro eine blebbende Zellmorphologie aufweisen.
Interessanterweise konnten der Guaninnukleotid-Austausch-Faktor (GEF) Trio, welcher mit
Cad11 in einem Komplex vorliegt, oder konstitutiv aktive Formen der kleinen Rho GTPasen
RhoA und Rac1 die Bildung von Zellauslaufern und somit die Migration von cNLZ in Cad11-
depletierten Embryonen wiederherstellen.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Studien bestatigen, dass Trio in den cNLZ exprimiert wird
und fur ihre gerichtete Migration und Zellauslauferbildung notwendig ist. Die Daten deuten
darauf hin, dass Trio durch die Regulation der kleinen Rho GTPasen Einfluss auf die
Zellpolaritat und die Dynamik des Zytoskeletts besitzt. AuRerdem zeigte die GEF2-Domane
eine dynamische Lokalisation in Assoziation mit den Mikrotubuli in cNLZ, was auf eine
Mikrotubuli-abhéngige Funktion der GEF2-Domane von Trio hindeutet.

Daruber hinaus wurde eine neue Rolle des Wnt/PCP-Mitglieds Dishevelled (Dsh) innerhalb
der Cad11- und Trio-vermittelten cNLZ-Migration nachgewiesen. Trio interagiert Uber seine
beiden GEF-Domanen mit Dsh, wohingegen keine Interaktion zwischen Cad11 und Dsh
detektiert wurde. Allerdings zeigten Rekonstitutions-Experimente, dass Dsh, insbesondere
seine PDZ- und DEP-Domane, fur die Cad11-vermittelte Migration und Zellauslauferbildung
von cNLZ bendétigt werden. Somit deuten die Ergebnisse darauf hin, dass die Molekile
abhangig von ihrer subzellularen Lokalisation verschiedene Funktionen wahrend der cNLZ-
Migration ausuben und, dass Trio Uber Dsh an der Regulation der Aktivitat der kleinen Rho
GTPasen in der Cad11-vermittelten cNLZ-Migration involviert ist.

Trio scheint neben seiner Funktion in der cNLZ-Migration auflerdem an anderen
morphogenetischen Prozessen wahrend der Embryonalentwicklung von X. laevis beteiligt zu
sein. Insbesondere scheint Trio eine konservierte Rolle in der Entwicklung des Nervensystems

und der Muskulatur zu haben.
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Einleitung

1.  Einleitung

Die Migration von Zellen und Zellverbanden spielt eine essentielle Rolle wahrend der
Morphogenese, der Wundheilung, der Umgestaltung von adulten Geweben und in
pathologischen Prozessen (Friedl und Gilmour, 2009; Mayor und Etienne-Manneville, 2016).
Ein gutes Modelsystem, um die allgemeinen zellularen und molekularen Mechanismen der
Zellmigration, der Zell-ZellKommunikation und -Interaktion zu studieren, sind
Neuralleistenzellen (NLZ). Wahrend der Entwicklung wandern die NLZ auf spezifischen
Routen durch den Embryo und tragen zur Bildung einer Vielzahl von Organen und Geweben
bei (Barriga und Mayor, 2015; Vega-Lopez et al., 2018).

NLZ und maligne Tumorzellen zeigen Gemeinsamkeiten bezlglich ihrer Genexpression und
ihres allgemeinen Verhaltens wahrend ihrer Entstehung und Migration (Alfandari et al., 2003;
Page-McCaw et al., 2007; Kuriyama und Mayor, 2008; Powell et al., 2013). Beide Zelltypen
durchlaufen eine epithelial-zu-mesenchymale Transition (EMT), sie wandern kollektiv tUber
lange Distanzen und dringen in anderes Gewebe ein (Thiery et al.,, 2009; Kerosuo und
Bronner-Fraser, 2012; Theveneau und Mayor, 2012b). Dartber hinaus verursachen Stérungen
in der NLZ-Entwicklung embryonale Fehlbildungen, die wunter dem Begriff der
Neurochristopathien zusammengefasst werden (Bolande, 1997). Dazu gehéren zum Beispiel
der Piebaldismus, das Waardenburg-Syndrom, die Hirschsprung-Krankheit, das CHARGE-
Syndrom und das DiGeorge-Syndrom (Gironi et al., 2019; Wardenburg, 1951; Rogers, 2016;
Hsu et al., 2014; Morrow et al., 2018).

1.1 Neuralleisten-Entwicklung

Charakteristisch flir die NLZ sind ihre hohe Motilitat, ihre Multipotenz und ihr Vorkommen in
allen Wirbeltieren (Bronner-Fraser und Fraser, 1988). Aufgrund ihrer stammzell-dhnlichen
Eigenschaften und ihrer Beteiligung an einer Vielzahl von Geweben wahrend der
Embryonalentwicklung werden sie auch als ,viertes Keimblatt* bezeichnet (Hall, 2000). Als
Antwort auf intrinsische und extrinsische Einfliisse bilden sich die NLZ iber eine Zeitperiode,
die sich ausgehend von der Gastrulation bis hin zur spaten Organogenese erstreckt. Dabei
durchlaufen sie stufenweise die Prozesse der Induktion, der Spezifikation, der Migration und
der Differenzierung (Sauka-Spengler und Bronner-Fraser, 2008). Die Neuralleiste wird an der
Grenze zwischen dem Neuroepithelium und dem nicht-neuralen Ektoderm im Embryo entlang
der anterior-posterior Achse durch die Kombination verschiedener Signale aus der
umgebenden Epidermis, der Neuralplatte und dem darunterliegenden Mesoderm induziert
(Bronner und LeDouarin, 2012; Milet und Monsoro-Burq, 2012). Definierte Level an BMP (bone
morphogenetic protein), FGF (fibroblast growth factor), Wnt (wingless-int), Retinsdure und

Notch verleihen der Neuralplattengrenze das Potenzial zur Neuralleiste zu werden und l6sen



Einleitung

die Expression eines, in den Vertebraten hoch konservierten, genregulatorischen Netzwerks
aus, welches die weiteren komplexen Prozesse der Neuralleisten-Entwicklung steuert
(Meulemans und Bronner-Fraser, 2004; Sauka-Spengler und Bronner-Fraser, 2008;
Steventon und Mayor, 2012; Pegoraro und Monsoro-Burq, 2013). Die kombinierte Expression
bestimmter Transkriptionsfaktoren, wie DIx3/5, Msx1/2, Pax3/7 und Zic1, fuhrt zur Definition
der Neuralleiste und zur Aktivierung von Genen, wie FoxD3, Snail1/2, Sox8/9/10, AP-2, Twist
und Mitglieder der c-Myc und Id Familie (McLarren et al., 2003; Barembaum und Bronner-
Fraser, 2005; Milet et al., 2013). Diese Faktoren sorgen anschlielend flr die Spezifizierung
der NLZ in den Neuralfalten und fur die Erhaltung des NLZ-Charakters (Gammill und Bronner-
Fraser, 2003; Barembaum und Bronner-Fraser, 2005; Sauka-Spengler und Bronner-Fraser,
2008). Ebenso regulieren sie zahlreiche NLZ-Effektorgene, wie Zell-Adhasionsmolekule und
die kleinen RhoGTPasen, welche die EMT und die Delamination der NLZ vom
Neuroepithelium unterstitzen.

Die Emigration der NLZ geschieht in einer zeitlich und rdumlich koordinierten Sequenz entlang
des Embryos. In den meisten Vertebraten beginnt sie anterior kurz nach dem Schliel3en des
Neuralrohrs und setzt sich nach posterior fort (Theveneau und Mayor, 2012b). Einmal
delaminiert, folgen die NLZ stereotypischen Wegen durch den Embryo und bilden
migratorische Strome (Abb.1) (Alfandari et al., 2010; Mayor und Theveneau, 2013; Szab6 und
Mayor, 2018). An ihrem Bestimmungsort differenzieren die NLZ anschliel3end in eine Vielzahl
von Derivaten (Knecht und Bronner-Fraser, 2002; Vega-Lopez et al., 2018). Gemal ihrer
anterior-posterioren Herkunft im Embryo, ihrer Wegstrecke und ihrer spezifischen Derivate
werden die NLZ in verschiedene Gruppen unterteilt (Abb. 1). Kraniale (cranial) NLZ (cNLZ)
entstehen anterior im Bereich des spateren Metencephalon und migrieren dorso-lateral in
definierten Zell-Stromen. Die cNLZ bilden Knorpel, Knochen, glatte Muskelzellen,
Bindegewebe, Blutgefalle und die Innervation der Schadel- und Gesichtsstrukturen (Grenier
et al., 2009; Minoux und Rijli, 2010; Theveneau und Mayor, 2011; Dupin et al., 2006). Ferner
tragen sie zur Bildung des Thymus, der Schilddrise und von Pigmentzellen bei (Bockman und
Kirby, 1984; Bagnara et al., 1979). Vagale NLZ sind an dem Aufbau von herzspezifischem
Gewebe, wie dem Septum und den Aortenbdgen, beteiligt und bilden auRerdem Bindegewebe,
neurale Zellen und Gliazellen des enterischen Nervensystems (Kirby und Hutson, 2010;
Pomeranz et al., 1991; Nagy und Goldstein, 2017). Posterior des Mesencephalon entstehen
die Rumpf-NLZ, welche Uberwiegend Melanozyten bilden, aber auch Teile des peripheren
Nervensystems, wie sympathische und parasympathische Ganglien, Schwannzellen,
Gliazellen und Zellen des Nebennierenmarks (Bagnara et al., 1979; Nagy und Goldstein, 2017;
Le Douarin et al., 2004). Im Gegensatz zu den cNLZ, die als gesamte Population zum selben

Zeitpunkt emigrieren, setzt sich die Delamination im Bereich des Rumpfes in dinnen Stromen
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entlang der anterior-posterioren Achse in zwei Zeit-Wellen fort (Kuriyama und Mayor, 2008;
Collazo et al., 1993).
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Abbildung 1: Migrationsrouten der Neuralleistenzellen und ihre Derivate.

A Die Migrationsstrome der NLZ in einem Vertebraten-Embryo entlang der anterior-posterioren Achse.
B Verschiedene Derivate von NLZ aus der Kopf-Region (griin), der vagalen Region (blau) und der
Rumpf-Region (braun). C Beteiligung der NLZ aus den verschiedenen Region an der Bildung von
Organen; verandert nach (Szab6 und Mayor, 2018).

In X. laevis kommt es wahrend der Neurulation zur sichtbaren Erhebung der Neuralfalten im
Stadium 15/16, welche anterior die cNLZ-Populationen beinhalten (Abb. 2 A). Die
Delamination der cNLZ erfolgt in Xenopus kurz vor dem Schlief3en des Neuralrohrs und wird
durch mechanische Veranderungen des umliegenden Gewebes unterstitzt, wie die Zunahme
der Zelldichte des Mesoderms unterhalb der cNLZ (Sadaghiani und Thiébaud, 1987; Barriga
et al., 2018). Die cNLZ beginnen im Kollektiv zu migrieren und dringen in den engen Bereich
zwischen der epidermalen und der mesodermalen Gewebeschicht ein (Abb. 2 B). Dort spalten
sie sich in verschiedene Stréme und wandern als Einzelzellen gerichtet in den mandibularen,
den hyoidalen und in den anterior und posterioren Anteil der branchialen Kiemenbdgen ein,
wo sie die entsprechenden Derivate bilden (Abb. 2 C) (Kulesa et al., 2010; Kuriyama und
Mayor, 2008; Sadaghiani und Thiébaud, 1987; Theveneau und Mayor, 2011).
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Abbildung 2: Kraniale NLZ in der Entwicklung von X. laevis.

A Embryo im Neurula-Stadium mit eingezeichneten Neuralleistensegmenten: Mandibular-
Neuralleistensegment (MNS), Hyoidales Neuralleistensegment (HNS), anteriores und posteriores
Branchialsegment (aBNS, pBNS). B Transversaler Schnitt durch einen Vertebraten-Embryo mit
voranschreitender Neurulation. Die Neuralplatte faltet sich auf und die sich erhebenden Neuralfalten mit
den Neuralleisten fusionieren dorsal zum Neuralrohr. In X. laevis beginnen die cNLZ kurz vor dem
Schlielen des Neuralrohrs zu delaminieren (Stadium 16-18) und wandern zwischen dem Ekto- und
Mesoderm von dorsal nach ventral; verandert nach (Mayor und Theveneau, 2014). C cNLZ-Stréme im
Schwanzknospen Stadium. Mandibular (Ma), Hyoidal (Hy) und anterior und posterior Branchial (aBr,
pBr). a: anterior; p: posterior. A und C basieren auf (Sadaghiani und Thiébaud, 1987).

1.2 EMT und Beginn der cNLZ-Migration

Zu Beginn der Migration findet wahrend der EMT eine Veranderung im Cadherin-
Expressionsprofil in den cNLZ statt. Cadherine, transmembrane Zell-Zell-Adhasions-Molekile,
sind die Hauptkomponente von adherens junctions. Uber ihre extrazelluldare Doméne
vermitteln sie eine Ca?'-abhangige homophile Bindung zwischen benachbarten Zellen.
Intrazellular werden Cadherine Uiber Catenine, wie p120, B-Catenin und a-Catenin, mit dem
Zytoskelett verknupft und stabilisiert (Abb. 3) (Takeichi, 1988; Niessen et al., 2011; Nandadasa
et al., 2012; Brasch et al., 2012). Durch die EMT verlieren die Zellen in der Neuralleiste ihre
apiko-basale Polaritat und ihre festen Zell-Zell-Verbindungen und erlangen eine
mesenchymale Morphologie (Abb. 3) (Thiery et al., 2009; Lim und Thiery, 2012). In X. laevis
findet wahrend der EMT ein Wechsel in der Expression von Typ I-Cadherinen, von E-Cadherin
zu N-Cadherin, statt (Scarpa et al., 2015). Allerdings scheint der Wechsel nicht so prominent
zu sein, da E-Cadherin-Transkripte weiterhin in cNLZ detektiert werden (Huang et al., 2016).
X. laevis cNLZ exprimieren auRerdem die Protocadherine PAPC und PCNS, C-Cadherin und
das mesenchymale Cadherin-11 (Cad11) (Huang et al., 2016). Mesenchymale Cadherine
bilden typischerweise transiente Zell-Zell-Kontakte zwischen den cNLZ wodurch sie zur
Delamination der cNLZ beitragen und den Zellen erlauben wahrend der Migration zu

kooperieren und im Kollektiv zu wandern (Chu et al., 2006; Barriga und Mayor, 2015).

Allerdings ist der Verlust von festen Zell-Zell-Kontakten nicht allein eine Voraussetzung fur die
migratorische Fahigkeit. Durch die Bildung von Zellauslaufern kénnen sich die Zellen entlang

der extrazellularen Matrix (EZM) orientieren und mit Hilfe von Zell-Matrix-Kontakten eine
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Zugkraft aufbauen, die ihnen eine Vorwartsbewegung ermdglicht (Abb. 3) (Theveneau und
Mayor, 2012b). Die Migrationswege der NLZ im Kopfbereich sind mit Zell-Matrix Komponenten
gepflastert und bestehen primar aus Fibronektin, welches die Migration férdert (Newgreen und
Thiery, 1980; Alfandari et al., 2003). Auf Fibronektin wird die Zell-Substrat-Adhasion durch
Transmembranproteine wie heterodimere Integrine und Syndekan-4 (Syn4) Uber
Adapterproteinen vermittelt, welche die EZM mit dem intrazullaren Zytoskelett verbinden.
Interessanterweise interagiert Cad11 mit Syn4 und lokalisiert in Fokalkontakten (Langhe et al.,
2016).

{Ep 1 Fokakontaid
TMesenchymale Cadherine - E-Cadheri.n
Epithelial ————> Mesenchymal == N-Cadherin
EMT EZM
Zugkraft a

adherens junction Fokalkontakt

. F-Aktin iy >

iagiy Ca %t

g R RED '/ Ao | | F-Aktin S8
A ERXE D=

p120-Catenin Typ I-Cadherine a-Catenin Integrin

B-Catenin

Abbildung 3: EMT und Adhéasions-Typen.

Epitheliale Zellen verlieren durch die EMT ihren apiko-basalen Charakter, erlangen eine mesenchymale
Morphologie und beginnen zu migrieren. Dabei findet ein Wechsel in der Expression der Cadherine,
welche die Zell-Zell-Adhasion vermitteln, von E-Cadherin zu N-Cadherin und mesenchymalen
Cadherinen statt. Durch die Bildung von Zellauslaufern und Integrin-basierten fokalen Kontakten an der
freien Zellfront bauen die Zellen eine Zugkraft auf, die es ihnen erméglicht sich vorwarts zu bewegen;
verandert nach (Scarpa et al., 2015; Mui et al., 2016).

Um zwischen Gewebeschichten wandern zu konnen, besitzen Zellen aul3erdem die
proteolytische Aktivitdt von membrangebundenen oder sekretierten Formen an Matrix-
Metalloproteasen (MMPs) (Page-McCaw et al., 2007). In X. laevis cNLZ kénnen Mitglieder der
ADAM (A Disintegrin And Metalloprotease)-Familie Integrine und Cadherine binden und diese
extrazellular unter Freisetzung einer I6slichen Ektodomane spalten (McCusker und Alfandari,
2014). Dadurch sind die Proteasen in der Lage die Zell-Zell-Adh&sion und die Zell-Substrat-
Adhasion zu verringern, was den Zellen hilft sich vom Neuroepithelium zu I6sen und die

Migration ermdglicht (Alfandari et al., 2001; Shoval et al., 2007; McCusker et al., 2009).
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1.3 Etablierung der Zellpolaritat durch die kleinen Rho GTPasen

Die Migration von Zellen basiert auf der Etablierung einer front-rear-Polaritat, welche von der
Aktivitat der kleinen Rho GTPasen und den damit verbundenen Veranderungen des
Zytoskeletts abhangig ist (Ridley et al., 2003; Jaffe und Hall, 2005; Lawson und Burridge, 2014;
Mayor und Etienne-Manneville, 2016). Die kleinen Rho (ras homologous) GTPasen aus der
Ras (rat sarcoma) Superfamilie wie Rac1, Cdc42 und RhoA sind monomere intrazellulare
Signalmolekille, welche in der Zelle vielfaltige Aufgaben besitzen (Wennerberg und Der,
2004). Neben der Reorganisation des Zytoskeletts, wodurch sie die Zell-Adhasion,
Zellmigration, Zellpolaritat, Zellteilung und Exo- und Endozytose regulieren, sind die kleinen
Rho GTPasen auch an weiteren fundamentalen Prozessen wie der Transkription, der
Proliferation, der Apoptose, der Zelldifferenzierung und dem Zellzyklus beteiligt (Jaffe und Hall,
2005; Menke und Giehl, 2012; Etienne-Manneville und Hall, 2002; Schwartz, 2004; Fuchs et
al., 2009).

GEF
inaktiv /-I F\ Effektor

aktiv

U ool

Abbildung 4: Zyklus der kleinen Rho GTPasen.

Rho GTPasen fungieren als intrazellulare binare ,Schalter, die zwischen einer GTP-gebundenen
aktiven Konformation und einer inaktiven GDP-gebundenen Form wechseln. An der Membran vermitteln
GEFs den Austausch von GDP zu GTP der Rho GTPasen, wodurch die GTPasen in der Lage sind mit
ihren Effektoren zu interagieren. GAPs fordern die GTP-Hydrolyse und inaktivieren auf diese Weise die
Rho GTPasen, welche durch GDI im Zytoplasma stabilisiert werden; basiert auf (Fritz und Pertz, 2016).

Die kleinen GTPasen der Rho Familie sind molekulare ,Schalter”, welche zwischen einem
aktiven, GTP-gebundenen Zustand und einem inaktiven, GDP-gebundenen Zustand
wechseln. Dabei durchlaufen sie einen Zyklus, der rdumlich und zeitlich von regulatorischen
Faktoren abhangig ist (Abb. 4) (Fritz und Pertz, 2016). Guaninnukleotid-Austauschfaktoren
(GEFs - guanine nucleotide exchange factors) aktivieren die Rho GTPasen, indem sie den
Austausch von GDP zu GTP katalysieren. Aktivierte GTPasen befinden sich in der
Zellmembran und kénnen dort mit zahlreichen Effektoren interagieren. Anschliel3end
stimulieren GTPase-aktivierende Proteine (GAPs - GTPase activating proteins) die Hydrolyse
von GTP, wodurch die GTPasen in die inaktive, GDP-gebundene Konformation zurtickkehren
(Rossman et al., 2005; Bos et al., 2007). Guaninnukleotid-Dissoziations-Inhibitoren (GDlIs -

guanine nucleotide dissociation inhibitors) stabilisieren den inaktiven Zustand der GTPasen
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und verhindern ihren Abbau, wodurch die GTPasen fir den nachsten Zyklus im Zytoplasma
zur Verfiigung stehen (Garcia-Mata et al., 2011; Fritz und Pertz, 2016).

Sowohl Rac1 als auch Cdc42 und RhoA sind an der Reorganisation des Zytoskeletts beteiligt,
wobei sie unterschiedliche Effekte auf die Zell-Morphologie und -Motilitdt ausiben (Abb. 5)
(Ridley et al., 2003; Ladwein und Rottner, 2008; Schwartz, 2004). Rac1 und Cdc42 sind an
der Front von migrierenden Zellen aktiv, wo sie die Bildung und Stabilitat von Zellauslaufern
férdern. Beide GTPasen sind in der Lage Uber Effektoren wie WAVE (Wiskott-Aldrich
syndrome protein family verprolin-homologous protein) oder N-WASP (neural Wiskott-Aldrich
syndrome protein) den Aktin-nukleiierenden Komplex Arp2/3 (actin-related protein 2/3) zu
aktivieren, der die Polymerisation von Aktin steuert (Ridley et al., 2003; Jaffe und Hall, 2005).
Rac1 fuhrt zur Bildung von Lamellipodien (flachen Ausstilpungen der Plasmamembran) mit
verzweigten Aktinfilamenten, wohingegen Cdc42 die Bildung von Filopodien (fingerformige
Membranausstulpungen), die aus dinnen Bundeln von Aktinfilamenten bestehen, stimuliert
(Abb. 5) (Ridley, 2011). Mit Hilfe der Zellauslaufer sind die Zellen in der Lage neue adhasive
Kontakte zur EZM zu initiieren und die Zelle voran zu treiben (Jaffe und Hall, 2005;
Ananthakrishnan und Ehrlicher, 2007)

Filopodien ® Zell-Substrat-Adhasion
7 kontraktile Bindel
aus Aktinfilamenten
—— Mikrotubuli

parallele Bundel aus
Aktinfilamenten

Stressfasern

* Netzwerk aus Aktinfilamenten
[ RhoA
B Ract

BRhoA-cTP ——— R;ﬂ-:f?? Cd?*

ROCK/MLC Aktin- Aktin- Aktin- Aktin-
/ \ Polymerisation Umsatz  Polymerisation Umsatz
Fokale Stress- o -
Adhasion fasern Lamellipodium Folipodium

Abbildung 5: Polaritat und intrazellulare Organisation des Zytoskeletts einer migrierenden Zelle.
Die Aktivitdt von RhoA im hinteren Bereich der Zelle férdert die Bildung von fokalen Adhasionen und
fuhrt zur Bildung von Stressfasern, welche der Zelle ihre Kontraktilitat verleihen. An der Migrationsfront
sind Rac1 und Cdc42 aktiv, welche die Bildung von Lamelli- und Filopodien induzieren. Durch die
gegenseitige Inhibition von RhoA und Rac1 etabliert die Zelle einen antagonistischen RhoA-Rac1-
Gradienten; verandert nach (Mayor und Carmona-Fontaine, 2010; Hohmann und Dehghani, 2019).
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Fir eine effiziente Migration muss das Vorrucken der Zell-Front von einer Retraktion des
hinteren Teils der Zelle begleitet werden. Aktives RhoA befindet sich im hinteren Bereich der
migrierenden Zelle und induziert Uber die Rho-assoziierte Protein-Kinase (ROCK - Rho-
associated coiled coil kinase) vermittelte Phosphorylierung der MLC (Myosin Light Chain) die
Myosin llI-bedingte Kontraktion der Aktinblindel in Stressfasern (Abb. 5), wodurch die Zelle
nach vorne bewegt wird (Worthylake et al., 2001; Riento und Ridley, 2003; Ananthakrishnan
und Ehrlicher, 2007).

Die bisher beschriebene gangige Ansicht der Rolle der kleinen Rho GTPasen in der
polarisierten Migration scheint allerdings komplexer zu sein. Zum einen inhibiert RhoA Uber
ROCK gleichzeitig Rac1, und Rac1 ist in der Lage RhoA direkt zu inhibieren. Dadurch entsteht
ein antagonistischer RhoA-Rac1-Gradient in der migrierende Zelle (Abb. 5) (Mayor und
Carmona-Fontaine, 2010; Guilluy et al., 2011; Shoval und Kalcheim, 2012). Zum anderen
zeigten Studien mit Biosensoren in lebenden Zellen, dass die in kurzen zeitlich nacheinander
geschalteten Aktivitats-Intervalle der kleinen Rho GTPasen Rac1 und RhoA in denselben
Zonen zum Beispiel flir den Aufbau von Zell-Adhasionen oder der Etablierung der Zell-Polaritat
verantwortlich sind (Fritz und Pertz, 2016). Aus diesem Grund wird vermutet, dass im
Gegensatz zum bisherigen Dogma auch die zeitlich koordinierte Aktivitat verschiedener Rho
GTPasen zur Feinregulation der Dynamik des Zytoskeletts in einem spezifischen subzelluldren

Bereich beitragt.

Des Weiteren kontrollieren die kleinen Rho GTPasen auch die Dynamik der Mikrotubuli.
Mikrotubuli bilden ausgehend vom Mikrotubuli-organisierenden Zentrum (MTOC - microtubule
organizing center) ein Netzwerk, welches die gesamte Zelle durchzieht (Abb. 5). Durch ihre
asymmetrische Anordnung tragen sie zur Etablierung und Erhaltung der front-rear-Polaritat bei
und gewabhrleisten so eine effiziente direktionale Zellmigration (Abb. 5) (Etienne-Manneuville,
2013; Garcin und Straube, 2019; Kaverina und Straube, 2011). Die Mikrotubuli sind an der
Bildung, Reifung und dem Abbau von fokalen Adhé&sionen beteiligt und stabilisieren die
Zellauslaufer an der Migrationsfront, wodurch sie als Kraftgeneratoren agieren (Laan et al.,
2008; Etienne-Manneville, 2013). Au3erdem dienen Mikrotubuli als Transportwege und liefern
mRNA von Aktinregulatoren, sekretorische Vesikel, Integrine und Signalmolekile, wie GEFs
und GAPs zur leitenden Zellfront aus (Garcin und Straube, 2019). Darlber hinaus gibt es auch
einen cross talk zwischen dem Mikrotubuli-Netzwerk und dem Aktin-Zytoskelett. (Mingle et al.,
2005; Garcin und Straube, 2019; Huda et al., 2012).
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1.4 Molekulare Mechanismen der cNLZ-Migration in X. laevis

Wahrend der Migration integrieren die cNLZ eine Vielzahl von Signalen aus der Interaktion mit
der EZM und anderen Zellen, sowie von attraktiven und repulsiven Molekilen, die sie entlang
bestimmter Routen fuihren (Abb. 6). Die Signale werden meist durch Oberflachenrezeptoren
detektiert wie zum Beispiel G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, Zytokinrezeptoren, Rezeptor-
Tyrosinkinasen oder Adhasionsmolekule und Uber Signalkaskaden intrazellular weitergeleitet,
wobei sie auf Ebene der kleinen Rho GTPasen konvergieren (Kjoller und Hall, 1999; Ridley et
al., 2003).

1.4.1 Zell-Zell-Interaktionen und CIL

Wahrend der verschiedenen Migrationsphasen der cNLZ ist die prazise und kontinuierliche
Modulation der Zell-Zell-Adhasion von essentieller Bedeutung. So sind zum Beispiel Zell-Zell-
Interaktionen kritisch fir die Zellpolaritat, die Zell-Koordination und fir die Interpretation
externer Signale wahrend des Prozesses der kollektiven Migration aber auch bei der
Einzelzell-Migration (Carmona-Fontaine et al., 2008; Theveneau et al., 2010). Durch den
Wechsel von E-Cadherin zu N-Cadherin wahrend der EMT erlangen die cNLZ die Fahigkeit
zur Kontaktinhibition der Lokomotion (CIL - Contact Inhibition of Locomotion), einem
Mechanismus der zur direktionalen Migration der cNLZ beitragt (Scarpa et al., 2015; Mayor
und Carmona-Fontaine, 2010). Allgemein wurde er als ,das Stoppen der kontinuierlichen
Fortbewegung einer Zelle in die gleiche Richtung nach dem Zusammensto mit einer anderen
Zelle® beschrieben (Abercrombie und Heaysman, 1953; Abercrombie, 1970). Treffen zwei
cNLZ aufeinander kollabieren die Zellauslaufer auf der Kontaktseite, die Zellen etablieren
einen stabilen Kontakt und es kommt zur Repolarisation der Zellen (Abb. 6 A) (Carmona-
Fontaine et al., 2008). Durch die Bildung von neuen Lamellipodien an der gegenuber liegenden
Seite des Kontakts bauen die Zellen eine Zugkraft auf, die zum Zusammenbruch der Zell-Zell-
Verbindungen flhrt und zur Separation der Zellen (Scarpa et al., 2015; Stramer und Mayor,
2017). Anschliefiend migrieren die Zellen in die Richtung ihrer neu gebildeten Zellauslaufer.
Auf Ebene der Zellgruppe generiert die CIL dahingegen den Unterschied zwischen innen und
aullen, indem sie den Zellen verschiedene Eigenschaften verleiht. Zellen an der freien
Zellfront, die als Leader-Zellen bezeichnet werden, bilden aktiv lange polarisierte Zellauslaufer
und ziehen die Zellgruppe vorwarts (Carmona-Fontaine et al., 2008; Mayor und Etienne-
Manneville, 2016; Theveneau et al., 2010). Die Zellen im hinteren Bereich und im Inneren des
Clusters werden als Follower-Zellen bezeichnet und sind wenig polarisiert, allerdings
unterstitzen sie die Polarisation der Leader-Zellen. Die CIL sorgt dafiir, dass an den Kontakten
zwischen den Zellen nur kleine kryptische Zellauslaufer entstehen und die Zellen eine

einlagige Schicht bilden (Mayor und Carmona-Fontaine, 2010; Theveneau und Mayor, 2012b).
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Abbildung 6: Mechanismen der kollektiven cNLZ-Migration.

Schematische Darstellung der Mechanismen, welche auf die cNLZ-Migration in X. laevis einwirken. A
Die Kontaktinhibition (CIL) polarisiert kollidierende Einzelzellen und fuhrt zur Dispersion der cNLZ. Am
Zell-Zell-Kontakt akkumulieren N-Cadherin und Komponenten des Wnt/PCP-Signalwegs. B Co-
Attraktion zwischen cNLZ, durch einen selbst-generierten chemokinen Gradienten erhalt die Kollektivitat
in den cNLZ-Stromen. C Der ,chase and run®-Prozess zwischen cNLZ und den angrenzenden, Sdf-1
sekretierenden plakodalen Zellen koordiniert die Migration beider Zellpopulationen. D Leader-Zellen in
einer Gruppe reagieren, aufgrund ihrer Zell-Zell-Kontakte besser auf Chemoattraktanten-Gradienten als
Einzelzellen. E Die Einschrankung beziehungsweise Begrenzung der cNLZ-Migrationspfade fordert den
Zusammenhalt der cNLZ in losen Gruppen; verandert nach (Szaboé und Mayor, 2018).
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In den letzten Jahren wurden einige der CIL-Regulatoren identifiziert. Allerdings ist noch
unbekannt, wie diese Molekile bei der CIL-Antwort zusammen agieren. Im Einklang mit ihrem
mesenchymalen Charakter sind die Kontakte zwischen den migrierenden cNLZ typischerweise
transient und werden in Xenopus durch Cadherine, wie N-Cadherin und Cad11, vermittelt
(Theveneau et al., 2010; Kashef et al., 2009; Theveneau und Mayor, 2012a; Becker et al.,
2013). Auch die Proteine, welche zudem an der Bildung von stabilen adherens junctions
beteiligt sind wie B-Catenin, p120-Catenin, Vinculin und a-Catenin sind in der Kontaktinhibition
involviert (Abb. 6 A) (Scarpa et al., 2015). AuRerdem wurde flr verschiedene Mitglieder des
PCP (Planar cell polarity) -Signalweges nachgewiesen, darunter Wnt11, der Wnt-Rezeptor
Frizzled-7 (Fz7) und Dishevelled (Dsh), dass sie am Kontakt zwischen cNLZ lokalisieren (De
Calisto et al., 2005; Carmona-Fontaine et al.,, 2008). An der Kontakistelle kommt es
anschlielRend zur lokalen Aktivierung der kleinen Rho GTPase RhoA wodurch Rac1 an der
freien Zellfront aktiv wird was zur Ausbildung von Zellauslaufern fihrt (Abb. 6 A) (Carmona-
Fontaine et al., 2008; Matthews et al., 2008). Uberdies tragt die Bildung von N-Cadherin-
junctions zwischen den cNLZ zur lokalen Inhibition der Rac1-Aktivitdt am Kontakt bei
(Theveneau et al., 2010). Infolgedessen fuhrt der Verlust von N-Cadherin, Cad11 oder der
Wnt/PCP-Komponenten zur Beeintrachtigung der CIL-Antwort und zu einer gestérten cNLZ-
Migration (Theveneau et al., 2010; Becker et al., 2013; De Calisto et al., 2005; Carmona-
Fontaine et al., 2008).

Zusatzlich zum Wechsel der Rac1-Aktivitat und der damit verbundenen Umstrukturierung des
Aktin-Zytoskeletts, ist auch ein Wechsel in der Dynamik der Mikrotubuli notwendig, um die
Repolarisation nach der Kollision zweier cNLZ zu steuern (Kadir et al., 2011; Davis et al.,
2015). Auf der Kollisionsseite kommt es durch die Inhibierung der Rac1-Aktivitat zur
Depolymerisation der Mikrotubuli, wohingegen die Mikrotubuli, welche sich auf der entgegen
gelegenen Seite des Kontaktes befinden, stabilisiert werden und die Polarisation unterstitzen
(Nagasaki et al., 1992; Moore et al., 2013). So wurde zum Beispiel in X. laevis und in
Zebrafisch gezeigt, dass das Polaritats-Protein Par3 die CIL von cNLZ moduliert. Treffen zwei
cNLZ aufeinander lokalisiert N-Cadherin am Zell-Zell-Kontakt und rekrutiert Par3, welches

seinerseits den GEF Trio inhibiert und die Aktivierung von Rac1 verhindert (Moore et al., 2013).

1.4.2 Attraktive und repulsive Signale

Um die kollektive und direktionale Migration der cNLZ in bestimmten Strédmen zu
gewahrleisten, spielen neben den Zell-Interaktionen und der CIL weitere Mechanismen und
Molekille mit attraktiven oder repulsiven Eigenschaften eine wichtige Rolle. Diese fuhren die
cNLZ in vivo entlang spezifischer Migrationspfade.

In X. laevis wurde gezeigt, dass cNLZ sich gegenseitig anziehen durch einen Mechanismus,

der als Co-Attraktion (CoA) bezeichnet wird und durch den Komplement-Faktor C3a vermittelt
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wird (Abb. 6 B) (Ricklin et al., 2010; Carmona-Fontaine et al., 2011). Die cNLZ sekretieren C3a
und exprimieren seinen Rezeptor C3aR wahrend der Migration (Carmona-Fontaine et al.,
2011). Verlasst eine NLZ die Gruppe durch den Prozess der CIL, wird sie von der Gruppe
wieder angezogen, indem sie dem lokalen Gradienten an C3a folgt. Die C3a/C3aR-
Signalkaskade fuhrt zur Rac1-Aktivierung, was die Zelle in Richtung der cNLZ-Gruppe
migrieren lasst. CoA verhindert somit die ClL-induzierte Dispersion der Zellen.

Neben weiteren attraktiven Molekilen, wie PDGF-A und VEGF-A (Bahm et al.,, 2017;
McLennan et al., 2010) spielt vor allem die Chemotaxis durch Sdf-1 (Stromal cell derived
factor 1) eine wichtige Rolle in der Migration der cNLZ (Theveneau et al., 2010). In Xenopus
wird Sdf1 von angrenzenden plakodalen Zellen exprimiert. Durch die Expression des Sdf1-
Rezeptors Cxcr4 in den cNLZ werden sie durch die Plakoden angezogen (chase-Phase). Sdf1
fuhrt zur Aktivierung von Rac1 an der Migrationsfront und zur Stabilisierung von Zellauslaufer.
Sobald die zwei Zelltypen allerdings aufeinandertreffen kommt es zu einer heterotypischen
CIL, wodurch die plakodalen Zellen sich von den NLZ wegbewegen (run-Phase). Dieser
Prozess wird als ,chase and run’-Verhalten bezeichnet und fuhrt zu einer koordinierten
Migration der beiden Zellpopulationen (Abb. 6 C) (Theveneau et al., 2013). Dartber hinaus
bendtigen die cNLZ N-Cadherin-abhangige Zell-Zell-Kontakte, um effizient auf das Chemokin
Sdf1 antworten zu kénnen (Abb. 6 D) (Theveneau et al., 2010). Auf der Ebene des Zellclusters
generieren CIL und Sdf1 die suprazelluldre Polaritdt, welche fir die direktionale Migration
bendtigt wird. CIL erzeugt den Unterschied zwischen innen und aufden des Clusters und Sdf1
kreiert den front-rear-Unterschied quer durch das Zell-Cluster (Theveneau und Mayor, 2010).
Dadurch besitzt auch das Aktin-Zytoskelett eine suprazellulare Organisation, sodass die
Zellauslauferbildung an der Front und die Retraktion im hinteren Bereich des Zell-Clusters
viele Zellen involviert (Friedl und Gilmour, 2009; Shellard et al., 2018).

Die Migrationspfade der cNLZ werden darUber hinaus durch repressive Faktoren und
physikalische Barrieren begrenzt (Abb. 6 E) (Theveneau und Mayor, 2012b). So fuhren zum
Beispiel in Xenopus inhibitorische Signale aus der Umgebung, welche hauptsachlich durch
Semaphorine und Ephrine vermittelt werden, zur Separation der cNLZ-Population in diskrete
Stréome und verhindern das Eindringen der cNLZ in andere Bereiche des Kopfes, indem sie
den Zusammenbruch der Zellauslaufer induzieren (Gammill et al., 2007; Smith et al., 1997).
Auch das EZM-Protein Versican, welches zwischen den cNLZ-Stromen exprimiert ist, fuhrt
zum Ausschluss der cNLZ aus diesen Bereichen (Szabd und Mayor, 2018). Aulzerdem spielt
auch die Breite der Migrationsrouten eine kritische Rolle bei der Determinierung der
Migrationseffizienz. Es wurde zum Beispiel gezeigt, dass ein zu breiter Pfad zu einem Verlust
der direktionalen Migration fuhrt und, dass eine zu enge Begrenzung die Anzahl an Zellen, die
ihre Zielregion erreichen, einschrankt (Szabd und Mayor, 2018). Somit gibt es fir die Migration

einer bestimmten Gruppengrélie an cNLZ eine optimale Breite der Migrationspfade, die fir die
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Erhaltung der lose-assoziierten cNLZ-Gruppen sorgt und Zell-Zell-Interaktionen fordert, die fur
die kollektive Migration bendétigt werden (Abb. 6 E).

Zusammenfassend unterliegt die Migration der cNLZ einer fein-koordinierten komplexen
Regulation, die ein intensives und dynamisches Zusammenspiel intrazellularer Molekile mit
Transmembranproteinen sowie extrazellularen Substraten und Wachstumsfaktoren erfordert.
Bisher sind die Signalwege, welche downstream zur Aktivierung der kleinen Rho GTPasen
fuhren noch nicht entschlisselt. Kandidaten, welche bei der cNLZ-Migration zusammen

agieren kénnten, sind Cad11 und die Rho GTPase-Regulatoren Trio und Dsh.

1.5 Cadherin-11

Das mesenchymale Cadherin-11 (Cad11) gehort zu den klassischen Typ IlI-Cadherinen an
Ca?"-abhangige Zell-Zell-Adhasionsmolekilen. Es besitzt flnf extrazellulare Doméanen (EC1-
5), welche die homophile Bindung vermitteln, eine Transmembrandoméane (TM) und eine
zytoplasmatische Domane mit Bindungsstellen fir p-Catenin und p120-Catenin (Abb. 7)
(Takeichi, 1988; Becker et al., 2012). Die Interaktion zwischen zwei Cad11-Monomeren in
benachbarten Zellen wird Gber die EC1-Domane durch ,strand swapping“ vermittelt (Brasch et
al., 2012). Dabei dimerisieren Typ |I-Cadherine Uber die Insertion der aromatischen Ringe der
Tryptophane (W) Trp-2 und Trp-4 der EC1-Domanen in die hydrophobe Tasche der EC1-
Domane des gegentuberliegenden Partnermolekiils (Blaschuk et al., 1990; Shapiro et al., 1995;
Boggon et al., 2002; Shapiro und Weis, 2009). Diese trans-Adhasion wird durch die laterale
Anreihung von Cadherinen Uber cis-Interaktionen innerhalb derselben Zellmembran verstarkt
(Abb. 7) (Yap et al., 1997; Pertz et al., 1999; Leckband und Sivasankar, 2000). Bei der cis-
Interaktion ist das QAV (Glutamin-Alanin-Valin)-Motiv in der EC1 des einen Cadherins und
eine Erkennungssequenz in der EC2-Domane des angrenzenden Cadherin-Molekils
involviert (Hadeball et al., 1998; Becker et al., 2012; Mrozik et al., 2018). Somit sind die ersten
beiden extrazellularen Domanen (EC1-2) der Cadherine fur die Adhasion notwendig (Shan et
al., 2004). p120-Catenin, welches intrazellular an die Juxtamembran-Region der Cadherine
bindet, wird fir die laterale Ansammlung der Cadherine, fur ihren Transport und fir ihre
Stabilitét in der Zellmembran bendtigt (Yap et al., 1998; Davis et al., 2003; Thoreson et al.,
2000). AulRerdem ist es an der Regulation der kleinen RhoGTPasen beteiligt und hat somit
Einfluss auf die Dynamik des Aktin-Zytoskeletts, auf die Bildung von Adhasionskontakten und
auf die Zellmotilitdt (Noren et al., 2000; Anastasiadis und Reynolds, 2001; Grosheva et al.,
2001; Anastasiadis, 2007; Boguslavsky et al., 2007). Die Bindung von B-Catenin an die C-
terminale Region verlinkt die Cadherine dynamisch Uber a-Catenin mit dem Aktin-Zytoskelett.
Diese Kopplung wird fir eine effiziente Zell-Adhasion und fur die Generierung von Zugkraften
in den Zellen bendétigt (Pokutta und Weis, 2007; Shapiro und Weis, 2009; Leckband und Rooij,
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2014; Ladoux und Mége, 2017). Des Weiteren beeinflusst die Membranrekrutierung von f3-

Catenin durch die Cadherine den kanonischen Wnt/3-Catenin-Signalweg (Gumbiner, 1995;

Nelson und Nusse, 2004; Heuberger und Birchmeier, 2010).

[1]/
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Abbildung 7: Schematische Darstellung des Cadherin-11-vermittelten Adhasions-Komplexes.
Der Aufbau von Zell-Adhasionen, welche zu adherens junctions heranreifen kénnen, erfordert
komplexe Interaktionen der ersten (EC1) und zweiten (EC2) Extrazellular-Domane der Cadherine in
trans- und cis-Richtung. Die Bindung von p120 férdert die laterale Ansammlung der Cadherine in der
Membran. Uberdies verlinkt B-Catenin (iber a-Catenin die Cadherin-Komplexe mit dem Aktin-
Zytoskelett; basiert auf (Mrozik et al., 2018).

Cad11 (OB-Cadherin) wurde in Osteoblasten der Maus und in Knochensarkoma-Zellen des
Menschen identifiziert und wird dominant in Geweben mesodermalen Ursprungs exprimiert
(Okasaki,; Hoffmann und Balling, 1995; Simonneau et al., 1995). Wahrend der
Embryonalentwicklung wird Cad11 in den branchialen Kiemenbdgen, in Teilen des
Neuralrohrs, in bestimmten Hirnregionen und in den Somiten exprimiert (Kimura et al., 1995;
Kimura et al., 1996). Au3erdem ist es an der Bildung der Knorpel und Knochen und an der
Verzweigung des Lungen- und Nierengewebes beteiligt (Kimura et al., 1995; Kii et al., 2004).
Im adulten Organismus wurde eine verstarkte Cad11-Expression mit pathologischen
Prozessen in Zusammenhang gebracht. Dabei spielt Cad11 eine besonders kritische Rolle
wahrend der Migration von Prostata-, Brust-, Pankreas-, Knochen-, und Nierenkrebs
(Bussemakers et al., 2000; Tomita et al., 2000; Chu et al., 2008; Huang et al., 2010; Pishvaian
et al., 1999; Tamura et al., 2008; Pohlodek et al., 2016; Birtolo et al., 2017; Kashima et al.,
1999; Satcher et al., 2014). Des Weiteren ist Cad11 an der entzindlichen Arthritis beteiligt,
wobei es Zellen, welche normalerweise die Gelenkkapsel auskleiden, hilft falschlicherweise
den Knochen zu besiedeln (Lee et al., 2007; Chang et al., 2011). In den 1990er Jahren wurde

ein Medikament mit dem Namen Celecoxib entwickelt welches Cad11 bindet und zur
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Behandlung von degenerativen Gelenkerkrankungen und Arthritis eingesetzt wird. Daruber
hinaus konnte festgestellt werden, dass Celecoxib auch auf Cad11-positive Krebszellen in vitro
und in vivo wirkt, indem es ihr Wachstum beeinflusst (Needleman und Isakson, 1997; Assefnia
et al.,, 2014). In vier Patienten mit Elsahy-Waters Syndrom, welches auch als branchial-
skeletal-genital syndrome bezeichnet wird, wurden auRerdem drei homozygote Mutationen im
CAD11 Gen identifiziert (Anazi et al., 2017; Taskiran et al., 2017; Harms et al., 2018; Castori
et al., 2018). Charakteristisch flir diese Krankheit ist eine moderate geistige Behinderung,
kraniofaziale Missbildungen, Zahnanomalien, Wirbelkérperfusionen, Hypospadie und

Gehorverlust.

Das homologe Cad11 in X. laevis wird schon maternal im animalen Pol exprimiert (Hadeball
et al., 1998). Wahrend der Neurulation wurden Transkripte in der Neuralplatte und dem
darunterliegenden Mesoderm detektiert. Im Schwanzknospen-Stadium ist Cad11 spezifisch in
den cNLZ-Strémen in der Kopfregion exprimiert, wahrend es in der Rumpfregion im Sklerotom
und im gesamten lateralen Mesoderm zu finden ist (Hadeball et al., 1998; Vallin et al., 1998).
In Experimenten mit isolierten animalen ektodermalen Explantaten wurde gezeigt, dass Wnt-
8 und B-Catenin die Transkription von Cad11 aktivieren, wohingegen BMP4 sie reprimiert.
AuRerdem fiihrt die Uberexpression von Cad11 im Mesoderm zur Inhibition der konvergenten
Extension wahrend der Gastrulation, was in posteriorisierten Embryonen resultiert. Dabei
konnte der Effekt der Uberexpression von Cad11 auf eine gesteigerte Zell-Zell-Adhasion und
die dadurch verursachte Verminderung des Wnt/B-Catenin-Signalwegs zurlckgefuhrt werden
(Hadeball et al., 1998).

Cad11 wird in den cNLZ von X. laevis exprimiert und seine Expression steigt wahrend ihrer
Migration (Hadeball et al., 1998; Vallin et al., 1998; Huang et al., 2016). Neben der
subzelluldaren Lokalisation von Cad11 in der Zellmembran, beziehungsweise in Zell-Zell-
Kontakten, wurde das Protein auch in Zellauslaufern und in Fokalkontakten von cNLZ
detektiert (Kashef et al., 2009; Langhe et al., 2016). Dies spiegelt die fazettenreichen Rolle
von Cad11 wéahrend der cNLZ-Migration wieder. In der Kopfregion fiihrt die Uberexpression
von Cad11 zellautonom zur Inhibition der cNLZ-Migration (Borchers et al., 2001). Ahnliche
Defekte wurden durch die Uberexpression einer Cad11-Deletionsmutante, welcher die
zytoplasmatische Domane mit der B-Catenin-Bindestelle fehlt, verursacht. Dahingegen waren
cNLZ, die eine Mutante exprimierten, welcher die cis-Interaktionsseite fehlt, in der Lage in die
Kiemenbdgen einzuwandern. Allerdings emigrierten die cNLZ verfriht (Borchers et al., 2001).
Interessanterweise kann die cNLZ-Migration in Embryonen, welche Cad11 Uberexprimieren,
durch die Co-Expression der ADAM13-Metalloprotease wiederhergestellt werden. ADAM13
bindet Cad11 und spaltet das Protein extrazellular zwischen der EC3 und EC4. Dies erlaubt

es den Zellen die Zell-Zell-Adhasion herabzusetzen ohne die intrazellulare Signalkaskade zu
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beeinflussen, weil das transmembrane Fragment weiterhin stabil ist und mit B-Catenin
interagieren kann. Auch die Co-Expression des EC1-3-Fragments mit Cad11 konnte die
Migration der cNLZ wiederherstellen, was vermuten lasst, dass das Fragment eine Migrations-
férdernde Rolle besitzt (McCusker et al., 2009). Aulzerdem benétigt es im Gegensatz zu dem
integralen Cad11 fir diese Funktion nicht die homophile Bindung (Abbruzzese et al., 2016).
Dies deutet darauf hin, dass das EC1-3-Fragment nicht durch eine kompetitive, inhibitorische
Bindung an Cad11 die Zell-Adhasion herabsetzt, sondern eher durch das Entfernen der Zell-
Adhasions-relevanten Domanen oder es bindet an andere Oberflachenrezeptoren, fir die es
die homophile Bindung nicht benétigt. Vor kurzem wurde zum Beispiel gezeigt, dass das EC1-
3-Fragment von Cad11 an den ErbB2-Rezeptor bindet, was die Akt Phosphorylierung
stimuliert und die cNLZ-Migration férdert (Mathavan et al., 2017). Ferner fihrte die Depletion
von Cad11 durch ein spezifisches Morpholino Olidonukleotid (Cad11 MO) zu einer Blockierung
der cNLZ-Migration in den hyoidalen und in die branchialen Kiemenbdgen in vivo (Kashef et
al., 2009). Auf zellularer Ebene verhinderte der Verlust von Cad11 die Zellauslauferbildung in
vitro, sodass die cNLZ eine blebbende Zellmorphologie aufwiesen, die nicht auf Apoptose
beruhte, sondern auf einer reduzierten Zell-Substrat-Adhasion.

Wahrend der spaten Migrationsphase der cNLZ ist die Cad11-Expression um mehr als das
50-fache hochreguliert (Huang et al., 2016). Hierbei wurde Cad11 eine Rolle in der CIL
zugewiesen, wo es die repulsive Antwort der kollidierenden cNLZ durch die Vermittiung der
Zell-Zell-Adhasion moduliert. Die Reduktion von Cad11 beziehungsweise seiner adhasiven
Funktion fuhrt zum Verlust der CIL und erhéht somit die Invasivitat der Zellen (Becker et al.,
2013). Uberdies férdert Cad11 die Ausbreitung der cNLZ bei der Migration indem es die
Spannung, unter denen die Zellen am Rand eines Clusters stehen, reduziert und die
Zellsubstrat-Adhasion durch eine Interaktion mit dem Fibronektin-Rezeptor Syn4 in
Fokalkontakten erhoht (Blaue et al., 2018; Langhe et al., 2016).

Durch Wiederherstellungs-Experimente mit Deletionsmutanten von Cad11 im Cad11 MO-
Hintergrund und Bindungsstudien wurden die TM-Doméane und Teile der zytoplasmatischen
Domane als kritisch fur die cNLZ-Wanderung und Zellauslauferbildung identifiziert (Kashef et
al., 2009; Langhe et al.,, 2016). Des Weiteren wurde gezeigt, dass Cad11 Uber seine
Intermediar-Domane (IMD - Domane zwischen p120-Catenin- und 3-Catenin-Bindestelle) den
GEF Trio bindet, welcher seinerseits Uber die Modulation der Aktivitat der kleinen Rho
GTPasen die Zellauslauferbildung in cNLZ reguliert (Kashef et al., 2009; Debant et al., 1996).
Somit ist die Funktion von Cad11 nicht allein auf seine adhasiven Eigenschaften

zurtckzufuhren, sondern auch intrazellulare Signalveranderungen sind dafir verantwortlich.
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1.6 GEF Trio

Der Rho Guaninnukleotid-Austauschfaktor (GEF) Trio ist ein groltes komplexes Protein aus
der Familie an DbI-GEFs, der urspriinglich durch seine Interaktion mit der transmembranen
Protein-Tyrosin-Phosphatase LAR (Leukocyte antigen-related protein) identifiziert wurde
(Whitehead et al., 1997; Debant et al., 1996). Humanes Trio besitzt, seinem Namen
entsprechend, drei katalytische Domanen: Zwei zentrale Dbl Homology (DH)-Pleckstrin
Homology (PH)-Doméanen, welche durch den Austausch von GDP zu GTP die kleinen Rho
GTPasen aktivieren kdnnen, und eine C-terminale Serin/Threonin-Kinase-Domane (STK),
deren Funktion noch nicht charakterisiert wurde (Abb. 8). Die DH1-PH1, auch GEF1-Domane
genannt, aktiviert Rac1 und RhoG, wohingegen die DH2-PH2 (GEF2-Doméane) RhoA aktiviert
(Debant et al., 1996; Bellanger et al., 1998; Blangy et al., 2000; van Rijssel et al., 2012). Dabei
ist die DH-Domane fur den Austausch des Nukleotids verantwortlich und die PH-Domane fur
die subzellulare Lokalisation (Hart et al., 1994; Liu et al., 1998). Zusatzlich besitzt Trio weitere
Domanen, welche die Interaktion mit anderen Proteinen und Phospholipiden vermitteln
koénnen: eine N-terminale Sec14-Lipid-Bindungsdomane (SEC14), sechs Spectrin-like repeats
(SPEC), zwei Src homology 3-Domanen (SH3) und eine Immunoglobulin-ahnliche Domane
(Ig). Diese Anzahl an vielfaltigen Domanen zeichnet Trio als Integrator verschiedener

exogener Signale aus, welcher in der Lage ist, intrazellular multiple Signalwege zu aktivieren.

GEF2
SEC14 SPEC16 PH1 DH1 SH3 PH2 DH2 SH3 lg STK

N o o o o o o N e O 1 |

1 l 3097

RhoG Rac1 RhoA

Abbildung 8: Struktur des humanen TRIO Proteins.

Schematische Darstellung der Domanen-Struktur des 3097-Aminosdure-langen humanen TRIO-
Proteins. Trio besitzt neben Domanen, welche Interaktionen mit anderen Proteinen und Phospholipiden
vermitteln, drei katalytische Doméanen. Die beiden GEF-Doméanen regulieren die Aktivitat der kleinen
Rho GTPasen und damit die Dynamik des Zytoskeletts. Die katalytische Aktivitdt der STK wurde bisher
nicht charakterisiert.

Humanes trio besitzt mehrere Transkripte, wobei nur eines flr das Protein in seiner gesamten
Lange kodiert. Zusatzlich wurden sechs kirzere Spleilvarianten identifiziert (TrioD, TrioA,
TrioC, TrioB, TrioE, Tgat), von denen vier unter anderem die GEF1-Domane beinhalten und
zwei (TrioE und Tgat) die nur die GEF2-Domane besitzen. TRIO wird ubiquitar exprimiert,
wohingegen seine kurzeren Isoformen ein spezifischeres Expressionsmuster in neuronalen
Strukturen besitzen (Debant et al., 1996; Portales-Casamar et al., 2006; McPherson et al.,
2005).

Trio ist sowohl an physiologischen als auch an pathologischen Prozessen beteiligt, welche alle

die Umgestaltung des Aktin-Zytoskeletts bendtigen. Es spielt eine evolutionar konservierte
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Rolle in der Entwicklung des Nervensystems (Schmidt und Debant, 2014). Dabei ist es in
Invertebraten wie Caenorrhabditis elegans (C. elegans) und Drosophila und in Sdugetieren an
der Zellmigration, dem Auswachsen und der Wegfindung von Axonen, und an der
synaptischen Transmission beteiligt (Steven et al., 1998; Valdivia et al., 2017; Awasaki et al.,
2000; Bateman et al., 2000; Liebl et al., 2000; Bateman and Van Vactor, 2001; Backer et al.,
2007; DeGeer et al., 2015; Steven et al., 2005; Ba et al., 2016). Der Verlust von Trio verursacht
in Mausen neben einer anormalen Organisation des Gehirns auch Defekte in der
Muskelentwicklung (Zong et al., 2015; Peng et al., 2010; Backer et al., 2018; O'Brien et al.,
2000) und in C2C12-Zellen verhinderte der Knockdown von Trio die Myoblastenfusion
(Charrasse et al., 2007). In C. elegans wurde nachgewiesen, dass das Trio orthologe Protein
UNC-73, die Pharynx und Vulva-Muskulatur reguliert und die Phagozytose (Steven et al.,
2005; deBakker et al., 2004).

Mutationen im humanen TRIO Gen wurden in Patienten mit komplexen
Neuroentwicklungsstérungen identifiziert. Die multisysthematische Funktionsstorung, die aus
einigen dieser Mutationen resultiert, wurde formal als ,,Mental retardation, autosomal dominant
44 (MIM #617061) -Syndrom bezeichnet und ist charakterisiert durch Mikroencephalie,
variablen Graden an globalen Entwicklungsverzégerungen, Verhaltensstérungen und/oder
intellektueller Behinderung (ID - intellectual disability) (Ba et al., 2016; Pengelly et al., 2016).
Aulerdem wurden de novo Mutationen im TRIO Gen gefunden, die mit Autismus und
Schizophrenie assoziiert sind (Sadybekov et al., 2017; Katrancha et al., 2017). Dabei traten
die Mutationen vor allem in der GEF1-Domane auf.

Durch eine systematische Sequenzierung von Genomen diverser humaner Krebsarten wurden
neun krankheitsrelevante Mutationen im TRIO Gen detektiert, wobei sechs davon in den
katalytischen Domanen lokalisieren (Greenman et al., 2007). Eine erhohte Trio-Expression
wurde zudem in Glioblastoma und Weichgewebe-Sarkoma, in Brust-, Gebarmutterhals-,
Lungen-, Blasen- und Oral-Krebs nachgewiesen (Salhia et al., 2008; Lane et al., 2008; Garnis
et al., 2005; Kloth et al., 2007; Zheng et al., 2004; Baldwin et al., 2005). Auf3erdem wurde die
onkogene Tgat-Isoform von Trio, welche nur die DH2-Doméne beinhaltet, in Patienten mit
einer akuten adulten T-Zell Leukamie (ATL) identifiziert (Yoshizuka et al., 2004).

Aufgrund seiner GréRe und unterschiedlichen Domanen besitzt Trio viele Interaktionspartner
und ist an vielen Signalwegen beteiligt. So lokalisieren beide GEF-Domanen mit Aktin-
Strukturen und fordern die Reorganisation des Zytoskeletts (Bellanger et al., 1998; Seipel et
al., 1999). Trio interagiert Uber seine GEF1-Domane zum Beispiel mit Proteinen, welche die
Dynamik des Aktin-Zytoskeletts regulieren wie die F-Aktin-Bindeproteinen Filamin-A und Tara,
das F-Aktin-capping Protein CAMIL und das Motorprotein Myosin Il (Bellanger et al., 2000;
Seipel et al., 2001; Yano et al., 2011; Vanderzalm et al., 2009; Lee et al., 2010). AuRerdem ist

Trio in die Dynamik von fokalen Adhasionen involviert (Cheng et al., 2019). So wurde zum
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Beispiel eine Interaktion zwischen Trio und LAR und zwischen Trio und der FAK (Focal
Adhesion Kinase) nachgewiesen (Debant et al., 1996; Medley et al., 2003). Trio interagiert
aulRerdem mit dem plus-end-tracking protein (+TIP) EB1, welches mit dem wachsenden Ende
von Mikrotubulis assoziiert, und dem +TIP Navigator 1 (NAV1). EB1 bindet dabei an den C-
Terminus von Trio (van Haren et al., 2014).

Die meisten Proteine, welche mit den SPEC-Domanen von Trio interagieren, steigern die
GEF1- Aktivitat gegenliber Rac1. Darunter zum Beispiel Supervillin-1 und -4, welche mit
Aktinfilamenten und der Zellmembran assoziieren kénnen, das integrale Membranprotein
Kidins/ARMS und DISC (Disrupted in shizophrenia 1) (Son et al., 2015; Neubrand et al., 2010;
Chen et al., 2011). Aullerdem interagiert Trio auch mit PAM (Peptidylglycine alpha-amidating
monooxygenase), einem sekretorischen Granula-Protein, welches daflr bekannt ist das Aktin-
Zytoskelett zu beeinflussen (Xin et al., 2004). Darlber hinaus gibt es Hinweise darauf, dass
verschiedene Domanen innerhalb von Trio eine Funktion in der Regulation der katalytischen
Aktivitdt der DH-Domanen besitzen (Medley et al., 2000; Bellanger et al., 2000; Estrach et al.,
2002).

Viele Studien deuten auch darauf hin, dass Trio durch Adhasionsrezeptoren wie Cadherine
aktiviert wird. M-Cadherin und Trio sind fur die Myoblastenfusion in C2C12-Zellen notwendig
(Charrasse et al., 2007). AulRerdem ist Trio an der Bildung von E-, VE- und N-Cadherin-
vermittelten Zell-Zell-Adhasionskomplexen beteiligt (Yano et al., 2011; Tu und You, 2014;
Timmerman et al., 2015; Kruse et al., 2019). VE-Cadherin bindet die SPEC-Domanen von Trio
uber seine IMD (Timmerman et al., 2015). Auch Cad11 interagiert mit Trio Gber seine IMD und
zusammen kontrollieren sie die Zellmigration und die Organisation von neuronalen Clustern
im Hinterhirn von M&usen (Backer et al., 2007; Kashef et al., 2009; Li et al., 2011). Uberdies
wurde gezeigt, dass die Aktivitdt beider GEFs von Trio fir die cNLZ-Migration und
Zellauslauferbildung downstream von Cad11 notwendig ist (Kashef et al., 2009).
Interessanterweise interagiert Trio mit dem Polaritatsprotein Par3 im Kontext der
Kontaktinhibition. Par3 rekrutiert Trio an die Kontaktstelle zwei kollidierender cNLZ. Dadurch
ist Trio nicht mehr in der Lage Rac1 zu aktivieren, es kommt zur Depolymerisation der
Mikrotubuli an der Kontaktzone und zur Repolarisation der Zellen (Moore et al., 2013). Die
Rolle von Trio in der CIL wurde aufRerdem durch Kollisions- und Konfrontations-Analysen mit
cNLZ bestatigt (Dissertation S. Becker, 2014). Darlber hinaus zeigten erste Ergebnisse, dass
der Knockdown von Trio in X. laevis zu cNLZ-Migrationsdefekten fuhrt (Masterarbeit A. Merks,
2012).

1.7 Dishevelled

X. laevis Dishevelled-2 (Dsh), ein Mitglied einer Familie von intrazellularen Phosphoproteinen,

welches unter anderem auch in den cNLZ exprimiert wird und am Zell-Zell-Kontakt lokalisieren
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kann (Gray et al., 2009; De Calisto et al., 2005). Es agiert downstream von transmembranen
Wnt-Rezeptoren und steht am Verzweigungspunkt des Wnt-Signalnetzwerks. Uber seine drei
konservierten funktionalen Domanen entscheidet Dsh tber welche Wnt-Signalkaskade die
Signaltransduktion verlauft (Yanagawa et al., 1995; Boutros und Mlodzik, 1999; Rothbacher et
al., 2000; Wallingford und Habas, 2005; Gao und Chen, 2010).

Die N-terminale DIX-Domane ist essentiell flr den 3-Catenin-abhangigen (kanonischen) Wnt-
Signalweg und vermittelt die Oligomerisierung von Dsh und Axin (Schwarz-Romond et al.,
2007). Sie wird auch fur das Vesikel- und Aktin-targeting von Dsh bendtigt (Capelluto et al.,
2002; Smalley et al., 2005). Die zentrale PDZ-Domane ist zusatzlich am [(-Catenin-
unabhangigen (nicht-kanonischen) Wnt/PCP-Signalweg beteiligt und ist die Protein-Protein-
Interaktionsdomane von Dsh. Sie hat viele Bindungspartner, darunter zum Beispiel Fz7 oder
PTKY7 (Protein Tyrosin Kinase 7) (Wallingford und Habas, 2005; Wong et al., 2003; Shnitsar
und Borchers, 2008). Die C-terminale DEP-Domane aktiviert den Wnt/PCP-Signalweg und ist
verantwortlich fir die Membranlokalisation von Dsh (Axelrod et al., 1998; Pan et al., 2004).
Allerdings weisen neuere Studien auch auf eine zusatzliche Funktion der DEP-Domane im

kanonischen Wnt-Signalweg hin (Gammons et al., 2016; Paclikova et al., 2017).

PCP

Aktin-Zytoskelett

Abbildung 9: Wnt/PCP-Signalkaskade.

Nich-kanonische Wnt-Liganden binden an den Fz7-Rezeptor. Fz7 rekrutiert Dsh an die Membran,
welcher das Signal zu den kleinen RhoGTPasen transduziert. Dsh aktiviert Uber die Bindung seiner
PDZ- und DEP-Doméane an Daam1 RhoA. Uber seine DEP-Doméane ist Dsh auRerdem in der Lage
Rac1 zu aktivieren. Die kleinen Rho GTPasen Gben anschlieRend tber ihre Effektoren ROCK und JNK
einen Einfluss auf die Organisation des Zytoskeletts aus; basiert auf (Wallingford und Habas, 2005).

In der Wnt/PCP-Signalkaskade ist Dsh uber seine PDZ- und DEP-Domane aul3erdem an der
Regulation der kleinen RhoGTPasen beteiligt und somit an der Organisation des Aktin-
Zytoskeletts (Abb. 9) (Wallingford und Habas, 2005). Die Assoziation des Adapterproteins
Daam1 (Dishevelled-associated activator of morphogenesis 1) mit der PDZ- und DEP-Domane

fuhrt zur Aktivierung von RhoA und seines Effektors ROCK. Dagegen ist die DEP-Doméane
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ausreichend um Rac1 zu aktivieren, welches die JNK (cJun N-terminal kinase)-Aktivitat
stimuliert (Habas et al., 2001; Habas et al., 2003; Boutros et al., 1998). Uber die Kontrolle der
Rho GTPasen ist Dsh wahrend der Embryonalentwicklung von X. laevis an der Zellmigration
und der Konvergenten Extension beteiligt (De Calisto et al., 2005; Wallingford et al., 2000;
Wallingford und Harland, 2001; Wallingford, 2002). Dartber hinaus wurde mit Hilfe von
spezifischen Dsh-Deletionsmutanten zum einen bestatigt, dass der kanonische Wnt-
Signalweg eine Rolle in der Induktion der NLZ spielt, und zum anderen wurde gezeigt, dass
der nicht-kanonische PCP-Signalweg flrr die direktionale Migration der cNLZ bendtigt wird,
indem er die Bildung von Zellauslaufern und die CIL-Antwort reguliert (De Calisto et al., 2005;

Carmona-Fontaine et al., 2008).
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2. Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Aufklarung des molekularen Mechanismus, welcher der
Cad11-vermittelten Migration und Zellauslauferbildung zu Grunde liegt, sowie die Analyse von

intrazelluldren downstream Signalkomponenten.

Ein Kandidat ist der GEF Trio, welcher mit Cad11 interagiert und fir die Cad11-vermittelte
cNLZ-Migration notwendig ist. Aus diesem Grund ist das erste Ziel dieser Arbeit die
Charakterisierung von Trio wahrend der frihen Embryonalentwicklung von X. laevis (XI). Um
Xl Trio in einen evolutionaren Kontext einzuordnen, soll eine phylogenetische Analyse
durchgefiihrt werden. Diese soll durch die Untersuchung der zeitlichen und raumlichen

Expression von Xl Trio mittels Whole mount In situ Hybridisierung (ISH) erganzt werden.

Um die Rolle von Trio wahrend der cNLZ-Migration weiter zu entschlisseln, sollen die
Ergebnisse friherer Funktionsverlust-Studien (Masterarbeit A. Merks, 2012; Dissertation S.
Becker, 2014) mit Hilfe eines zweiten antisense Morpholino Oligonukleotids (Trio MO2)
erweitert werden. Dabei soll die cNLZ-Migration mittels ISH und die Zellmorphologie und das
Zell-Zytoskelett durch Explantation der cNLZ analysiert werden, und mit dem Phanotyp des
Trio MO verglichen werden. Weiterhin sollen die Xl Trio GEF-Domanen charakterisiert werden.

Dazu soll ihre subzellulare Lokalisation in vitro untersucht werden.

Ein weiterer potentieller Kandidat, welcher innerhalb der Cad11-induzierten intrazellularen
Signalkaskade beteiligt sein konnte, ist der Wnt/PCP-Mediator Dsh. Erste Ergebnisse zeigten,
dass Dsh mit Trio interagiert und den Funktionsverlust von Trio in der cNLZ-Migration
kompensiert (ColP J. Kashef, Dissertation S. Becker, 2014). Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist
es, die Beziehung zwischen dem Cad11/Trio-Komplex und Dsh aufzuklaren. Zum einen sollen
hierfir Rekonstitutions-Experimente mit Dsh in einem Cad11-Knockdown-Hintergrund
durchgefuhrt werden, wobei dessen Effekt auf die cNLZ-Migration mittels ISH, Knorpelfarbung
und Explantation der cNLZ charakterisiert werden soll. Zum anderen soll durch Co-
Immunoprazipitation (Co-IP) und Co-Lokalisationsstudien analysiert werden, ob Cad11 und
Dsh einen Komplex bilden. Dartber hinaus soll mit Hilfe von Co-IPs Uberpruft werden, welche

Proteindomanen von Dsh und von Trio miteinander interagieren.
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3. Material

3.1 Modellorganimus

Zur Durchflihrung von in vivo und in vitro Experimenten wurden die Embryonen des
afrikanischen Krallenfroschs Xenopus laevis (X. laevis) verwendet. Die adulten Tiere wurden
von der Firma Nasco (Wisconsin, USA) bezogen und werden am Institut in Aquarienbecken

gehalten. Die Embryonen werden durch in vitro Fertilisation gewonnen.

3.2 Bakterien

Fir die Klonierung und Vervielfaltigung von DNA wurden die folgenden chemisch kompetenten
Escherichia coli (E. coli) -Stamme verwendet:
o XL1-Blue (Stratagene)
Genotyp: recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac
[F" proAB lacl®ZAM15 Tn10 (Tet")]
e One Shot® DH5a™-T1®(Thermo Fisher Scientific)
Genotyp: F-¢80/acZAM15 A(lacZYA-argF)U169 recA1 endA1 hsdR17(rk-, mk+)
phoA supE44 thi-1 gyrA96 relA1 tonA

3.3 Eukaryotische Zelllinien

Im Rahmen dieser Arbeit wurden humane embryonale Nierenzellen (HEK293; ATTC®-CRL-
1573 ™) kultiviert.

3.4 Antikorper

Folgende Primarantikdrper (Tab. 1) und Sekundarantikdrper (Tab. 2) wurden fir die
Immunoprazipitation (IP), fir den Western Blot (WB) oder fiir eine Immunofluoreszenzfarbung

(IF) verwendet:

Tabelle 1: Primérantikorper.

Verdinnung
Name Firma Beschreibung
IP WB IF
, - Monoklonaler IgG Antikorper aus )
a-Aktin Millipore Maus gegen Aktin (Vertebraten) 1:4000
Polyklonaler IgG Antikdrper aus ]
a-GFP Abcam Hase gegen einen Teil des GFPs 2 g 1:2000
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Monoklonaler IgG Antikorper aus ]
a-GFP Roche Maus gegen einen Teil des GFPs 1:2000
Polyklonaler IgG Antikdrper aus
a-HA Abcam | H1ase, reagiert mit dem 1:4000
Hamagglutinin Epitop
(YPYDVPDYA)
Monoklonaler IgG Antikorper aus
a-HA.11 Covance | Maus: reagiert mit dem 1:1000 | 1:100
Hamagglutinin Epitop
(YPYDVPDYA)
Polyklonaler IgG Antikorper aus
a-myc Abcam Ziege, reagiert mit dem c-myc 1:1000
Peptid (EQKLISEEDL)
Sigma- Monoklonaler IgG Antikdrper aus
a-myc (9E10) Algrich Maus, reagiert mit dem humanen 1:5000 | 1:500
c-myc Epitop (EEQKLISEEDL)
Polyklonaler IgG Antikdrper aus
. Sigma- Hase, reagiert mit einem Peptid ) )
a-Trio Aldrich | (AS 1816-1896) kurz vor der 1:250 | 1:50
DH1-Domane des humanen Trio
a- o Tubulin Calbio- Monoklonaler IgG An'tlkorper aus 1100
chem Maus gegen a-Tubulin
Tabelle 2: Sekundarantikorper.
Verdinnung
Name Firma Beschreibung
WB IF
Polyklonaler IgG Antikdrper aus
a-Maus-HRP Sgnta Cruz Ziege gegen Maus-IgG, konjugiert | 1:5000
Biotechnology L
mit einer HRP
Cell Signaling | Polyklonaler IgG Antikdrper aus
a-Hase-HRP Technology Ziege gegen Hase-IgG, konjugiert | 1:2000
mit einer HRP
a-Maus-Alexa Thermo Pplyklonaler IgG Antikorper .aus_'.
Fluor® 488 Fischer Ziege gegen Maus-IgG, konjugiert 1:400
Scientific mit einem Alexa488-Fluorophor
a-Maus-Alexa Thermo P.olyklonaler IgG Antikorper .aus.
Fluor® 594 Fischer Ziege gegen Maus-IgG, konjugiert 1:400
! Scientific mit einem Alexa594-Fluorophor
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a-Hase-Alexa Thermo Polyklonaler IgG Antikdrper aus
Fluor® 594 Fischer Ziege gegen Hase-IgG, konjugiert 1:400
Scientific mit einem Alexa488-Fluorophor
a-Maus- Polyklonaler IgG Antikorper aus
Esel gegen Maus-IgG, konjugiert
IRDye® LI-COR . 1:7500
800CW mit dem Infrarot-Fluorophor
IRDye800CW
a-Hase- Polyklonaler IgG Antikdrper aus
IRDye® LI-COR Egel gegen Hase-IgG, konjugiert 17500
800CW mit dem Infrarot-Fluorophor
IRDye800CW
a-Maus- Polyklonaler IgG Antikdrper aus
IRDye® LI-COR Egel gegen Maus-IgG, konjugiert 1-7500
680RD mit dem Infrarot-Fluorophor
IRDye680RD
a-Ziege- Polyklonaler IgG Antikdrper aus
IRDye® LI-COR Egel gegen Ziege-lgG, konjugiert 1-7500
680RD mit dem Infrarot-Fluorophor
IRDye680RD

Alkalische Phosphatase (AP)-gekoppelte Antikorper fur die ISH:

o Anti-Digoxigenin-AP Fab Fragmente

e Anti-Fluorescein-AP Fab Fragmente

3.5 Enzyme

e DreamTaq™ DNA Polymerase (5 U/pul)
o Fast Digest Restriktionsendonukleasen
e M-MuLV Reverse Transkriptase (20 U/pl)
e Phusion DNA Polymerase (2 U/pl)
e Proteinase K (20 mg/ml)
e RNase A (2 mg/ml)/T1 (5000 U/ml) Mix
e RNase OUT Ribonuklease Inhibitor
(40 U/pl)
e Sp6/T3/T7-RNA-Polymerasen (20 U/pl)
e T4 DNA Ligase (5 U/pl)

(Roche Diagnostics, Mannheim)

(Roche Diagnostics, Mannheim)

(Thermo Fischer Scientific, Waltham)
(Thermo Fischer Scientific, Waltham)
(Thermo Fischer Scientific, Waltham)
(Thermo Fischer Scientific, Waltham)
(Merck, Darmstadt)

(Thermo Fischer Scientific, Waltham)

(Thermo Fischer Scientific, Waltham)

(Thermo Fischer Scientific, Waltham)

(Thermo Fischer Scientific, Waltham)
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3.6 Kits

¢ Digoxigenin/ Fluorescein RNA-Labeling
Kit

e GenedET PCR Purification Kit

o GenedET Plasmid Miniprep Kit

e illustra™ RNAspin Mini Kit

e MMESSAGE mMACHINE®
Transcription Kits (SP6/T3/T7)

¢ NucleoBond® Xtra Midi Kit

e SuperSignal™ West Dura Extended
Duration Substrate

e Zero Blunt® TOPO® PCR Cloning Kit

e Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit

3.7 Chemikalien

Alle nicht explizit aufgeflihrten Reagenzien wurden Uber die folgenden Firmen bezogen:

(Roche Diagnostics, Mannheim)

(Thermo Fisher Scientific, Waltham)
(Thermo Fisher Scientific, Waltham)
(GE Healthcare, Buckinghamshire)

(Thermo Fisher Scientific, Waltham)

(Macherey-Nagel, Duren)
(Thermo Fisher Scientific, Waltham)

(Thermo Fisher Scientific, Waltham)

(Zymo Research, Kalifornien)

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe), Merck KGaA (Darmstadt), Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

und Thermo Fisher Scientific (Waltham).

o Blockierungsreagenz

e cOmplete™ Tablets Mini, EDTA-free,
Protease Inhibitor cocktail, Easypack

e DAPI (4',6-Diamidino-2-Phenylindole)
(1 mg/ml)

e Dextran-Fluorescein 10.000 MW

¢ DNA Gel Loading Dye (6x)

e dNTP Mix (10 mM)

e Dynabeads™ Protein G

e FastRuler DNA Ladder

e Fibronektin

o Fetales Kalberserum (FBS)

e Gel Red® Nucleic Acid Gel Stain

e GeneRuler 1 kb plus DNA Ladder

e hCG (humanes Choriongonadotropin)

o JetPEI™ Transfektionsreagenz

(Roche Diagnostics, Mannheim)

(Roche Diagnostics, Mannheim)

(Roche Diagnostics, Mannheim)

(Thermo Fisher Scientific, Waltham)
(Thermo Fisher Scientific, Waltham)
(Thermo Fisher Scientific, Waltham)
(Thermo Fisher Scientific, Waltham)
(Thermo Fisher Scientific, Waltham)
(Sigma-Aldrich, Taufkirchen)
(BiochromAG, Berlin)

(Biotium, Kalifornien)

(Thermo Fisher Scientific, Waltham)
(Sigma-Aldrich, Taufkirchen &
Prospec, Israel)

(Polyplus transfection, lllkirch)
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L-Cysteine Hydrochloride
Magermilchpulver

MOWIOL®

NBT/BCIP Stock Solution

Nile Blue Chloride

Nonidet® P40

PageRuler™ Plus Prestained
Protein Ladder

Penicillin (100000 U/ml)/
Streptomycin (10000 pg/ml)-Lésung
Pferdeserum

Phalloidin-TRITC

PhosSTOP™ Tablets,

Phosphatase inhibitor cocktail, Easypack
Protein A-Sepharose® CL-4B
Random Hexamer Primer (100 pM)
RNase-freies H20

SIGMAFAST™ Fast RED
TR/Naphthol AS-MX Tabletten
Spectra™ Multicolor High Range
Protein Ladder

Trypsin 0,5 %/ EDTA 0,2 % -L6ésung
VLE Dulbecco’s MEM

3.8 Losungen und Puffer

(AppliChem, Darmstadt)

(J.M. Gabler-Saliter, Obergtinzburg)
(Calbiochem, Kalifornien)

(Roche Diagnostics, Mannheim)
(Santa Cruz Biotechnology, Dallas)
(AppliChem, Darmstadt)

(Thermo Fisher Scientific, Waltham)

(BiochromAG, Berlin)

(Thermo Fisher Scientific, Waltham)
(Sigma-Aldrich, Taufkirchen)
(Sigma-Aldrich, Taufkirchen)

(GE Healthcare, Buckinghamshire)
(Thermo Fisher Scientific, Waltham)
(VWR International GmbH, Darmstadt)
(Sigma-Aldrich, Taufkirchen)

(Thermo Fisher Scientific, Waltham)

(BiochromAG, Berlin)
(BiochromAG, Berlin)

Alle verwendeten Lésungen wurden entweder autoklaviert oder aus sterilen Stammlésungen

und sterilem Wasser angesetzt. Bei Verwendung nicht autoklavierbarer Losungen wurden die

Lésungen bei Bedarf durch Sterilfiltration entkeimt.

Molekularbiologie

Laemmli Ladepuffer (6x)

350 mM Tris-HCI (pH 6,8), 9,3 % (w/v) Dithiotreit, 30 % (v/v) Glycerine, 10 % (w/v)
SDS, 0,02 % (w/v) Bromphenolblau/OrangeG

Laemmli Laufpuffer 10x

250 mM Tris, 1,92 M Glycine, 1 % SDS; pH 8,3
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NOP-Puffer

150 mM NaCl, 10 mM HEPES (pH 7,4), 2 mM EDTA, 1 % Nonidet P40
NOP Lysis-Puffer

1 Protease Inhibitor-Tablette (+ 1 PhosphoSTOP Tablette) geldst in 10 ml NOP-Puffer
PBS (Phosphate buffered saline) (10x)

27 mM KCI, 18 mM KH2PO4, 1,37 M NaCl, 65 mM Na;HPO,; pH 7,4
PBST

0,1 % (v/v) Triton-X in 1x PBS

TAE (Tris-Acetat-EDTA)-Puffer (50x)

2 M Tris-Acetat (pH 8,5), 50 mM EDTA

TBS (Tris-buffered saline)

50 mM Tris-HCI (pH 7,4), 150 mM NaCl

TBS-T

TBS mit 0,5 % (v/v) Tween-20

Western Blot Transferpuffer

25 mM Tris, 192 mM Glycine, 20 % (v/v) Ethanol

Mikrobiologie

Ampicillin-Stammlésung (1000x)

100 mg Ampicillin Natriumsalz pro ml Aqua bidest.; Lagerung bei -20 °C
Kanamycin-Stammlésung (500x)

50 mg Kanamycin pro ml Aqua bidest.; Lagerung bei -20 °C

LB (Luria Bertani) Medium (1x)

1 % (w/v) Tryptone, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 1 % (w/v) NaCl; pH 7,5 mit NaOH
LB/Amp-Medium

0,1 % (v/v) Ampicillin in 1x LB-Medium

LB/Kan-Medium

0,05 % (v/v) Kanamycin in 1x LB-Medium

LB-Selektiv-Agar-Platten

1,5 % (w/v) Agar in 1x LB-Medium, 0,1 % Ampicillin oder 0,05 % Kanamycin
SOC-Medium (Thermo Fischer Scientific)

2 % Tryptone, 0,5 % Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl;, 10 mM
MgSOs4, 20 mM Glukose

Entwicklungsbiologie

Alcianblau-Farbel6sung
0,4 mg/ml Alcian Blau, 30 % Essigsaure, 70 % Ethanol
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Cysteinhydrochlorid Lésung

2 % (w/v) L-Cysteinhydrochlorid in 0,1x MBS; pH 8,0-8,3 mit NaOH

Danilchik‘s Puffer

53 mM NacCl, 15 mM NaHCO3;, 13,5 mM NaCOs, 4,5 mM CgH11KO7, 5 mM Bicin; pH
8,3 mit 1 M HEPES; Zugabe von 1 mM CaCl,und 1 mM MgSOQyg; steril filtrieren
Glyoxal-Fixierungslosung (4 ml)

2,835 ml H20, 100 % Ethanol, 0,313 ml 40% Glyoxal, 0,03 ml Essigsaure; pH 4-5 mit
NaOH

MBS (Modified Barth’s solution) (10x)

880 mM NacCl, 24 mM NaHCOs3;, 10 mM KCI, 100 mM HEPES, 8,2 mM MgSOQOy; pH 7,4
mit NaOH; autoklavieren; 4,1 mM CaCl, und 3,3 mM Ca(NO3), als 1 M Lésungen steril
filtrieren

MEM (Modified Eagle medium) (10x)

1 M MOPS, 20 mM EGTA, 10 mM MgSO.; pH 7,4-7,5; steril filtrieren; Hitze- und
Lichtempfindlich

MEMFA

3,7 % (v/v) Formaldehyd in 1x MEM

Mowiol

5 g Mowiol in 10 ml Glycerol und 20 ml 1x PBS; pH 6-7

Nile Blue-Farbelésung

0,5 M Na;HPO4, 1 M NaH,POQ., 0,01 % (w/v) Nile Blau Chloride; pH 7,8

In situ Hybridisierung

Alkalische Phosphatase (AP)-Puffer

100 mM Tris-HCI (pH 9,5), 50 mM MgClz, 100 mM NacCl, 0,1 % (v/v) Tween-20
Bleichlésung (vor der ISH — langes Protokoll)

3,0 % (v/v) H202, 10 % (v/v) Formamid, 80 % Ethanol

BMB (Boehriner Mannheim Blockierungsreagenz) (5x)

10 % (w/v) Blockierungsreagenz in 5x MAB zum L&sen erhitzen; autoklavieren
Denhardt’s (100x)

2 % (wiv) BSA, 2 % (w/v) Polyvinylpyrollidon, 2 % (w/v) Ficoll PM 400
Hybridisierungspuffer (Hybmix)

50 % (v/v) deionisiertes Formamid, 5x SSC, 1 mg/ml Torula RNA, 100 pg/ml Heparin,
0,1 % (w/v) CHAPs, 10 mM EDTA, 1x Denhardt’s; auf 60 °C erhitzen bis alles geldst
ist; Zugabe von 0,1 % (v/v) Tween-20

MAB (Maleic acid buffer) (5x)

500 mM Maleinsaure, 750 mM NacCl; pH 7,5 mit NaOH
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e PTW

1x PBS, 0,1 % (v/v) Tween-20
e PTW+3,7%FA

3,7 % Formaldehyd in PTW
e SSC (20x)

3 M NaCl, 300 mM Na3CsHs07; pH 7,0 mit HCI einstellen
o Waschloésung 1: 50 % (v/v) Formamid, 2x SSC, 0,1 % (v/v) Tween-20
o Waschlosung 2: 25 % (v/v) Formamid, 2x SSC, 0,1 % (v/v) Tween-20
o Waschlésung 3: 12,5 % (v/v) Formamid, 2x SSC, 0,1 % (v/v) Tween-20
o Waschlésung 4: 2x SSC, 0,1 % (v/v) Tween-20
e Waschlosung 5: 0,2x SSC, 0,1 % (v/v) Tween-20

Zellkultur
e HEK293 Medium
89 % (v/v) VLE-DMEM (Very Low Endotoxin-Dulbecco’s Modified Medium), 10 % (v/v)
hitzeinaktiviertes FBS, 1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin

3.9 Plasmidvektoren und Konstrukte

3.9.1 Plasmid-Vektoren fiir die Klonierung

pCS2+ wurde als Klonierungs-, Expressions- und Transkriptionsvektor verwendet. Der Vektor
enthalt eine starke Enhancer/Promotor Region (simian CMV IE94) und eine SV40
Polyadenylierungsseite, welche eine transiente Expression in Vertebraten-Zellen erlauben.
Dazwischen befindet sich eine Multiple Cloning Side (MCS) mit 13 einmaligen
Restriktionsschnittstellen fir die Klonierung von spezifischen DNA-Fragmenten. Die zwei
verschiedenen RNA Polymerase Promotor Sequenzen, Sp6 und T7, die die MCS flankieren,
kénnen zur Sequenzierung und zur in vitro Synthese von RNA verwendet werden. Zur
Vermehrung und Selektion des rekombinanten Vektors in E. coli besitzt er aulerdem ein ori

(origin of replication) und ein Ampicillin-Resistenzgen (Turner und Weintraub, 1994).

pCS2+ eGFP ist eine modifizierte pCS2+ Vektorvariante flr die Expression von fluoreszenz-
getaggten Proteinen. Die enhanced GFP Sequenz wurde aus dem pEGFP-C1 Vektor
amplifiziert und in die Xbal/Xhol Schnittstellen des pCS2+ Vektors inseriert (Wehner et al.,
2011).

Der pCR™|I-Blunt-TOPO® Vektor erlaubt die hocheffiziente und schnelle Klonierung von
blunt-end PCR (Polymerase chain reaction) Produkten ohne Restriktionsschnittstellen. Die

Insertion in den linearisierten Plasmid-Vektor erfolgt durch eine DNA Topoisomerase | die
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kovalent an das 3’-Ende jedes DNA-Stranges gebunden ist. Fur die Umklonierung ist die

Insertionsstelle auf beiden Seiten von jeweils neun Restriktionsschnittstellen umgeben.

Aulerdem wird diese auch von einer Sp6 und T7-Promotor Sequenz flankiert, sowie von

Sequenzen fir den M13 Forward Primer und den M13 Reverse Primer. Zur Vermehrung und

Selektion in E. coli besitzt der Vektor einen pUC origin und ein Kanamycin-und Zeocin-

Resistenzgen (Thermo Fischer Scientific).

3.9.2 Konstrukte

Far die in dieser Arbeit durchgefuhrten Experimente wurden die in Tabelle 3 aufgeflhrten

Plasmid-Konstrukte verwendet.

Tabelle 3: Plasmid-Konstrukte.

Name Vektor Insert Referenz
AP-20 0CS2+ X. laevis Transkriptionsfaktor (Luo et al., 2003)
AP-2a
Cad11 pCDNAS3.1 | full length X. laevis Cadherin-11 | (Borchers et al., 2001)
full length X. laevis Cadherin-11
Cad11-GFP pCS2+ mit C-terminalem eGFP-Tag (Kashef et al., 2009)
full length X. laevis Cadherin-11
Cad11-mcherry | pCS2+ mit C-terminalem monomerem (Roberto Mayor)
cherry-Tag
full length X. laevis Cadherin-11
Cad11-fl-mut- pCS2+ mit mutierter MO-Bindestelle (Langhe et al., 2016)
6xmyc .
und C-terminalem 6xmyc-Tag
full length X. laevis Dishevelled2 | (Yang-Snyder et al.,
Dsh-GFP pCS2+ mit C-terminalem eGFP-Tag 1996)
Dsh-myc bCS2+ full /gngth X. l.aews Dishevelled2 (Sokol, 1996)
mit C-terminalem myc-Tag
X. laevis Dishevelled2 ohne
DEP-Domaéne (AS 434-502) Ursprungsplasmid:
DShADEP pCS2+ umkloniert in pCS2+ (V. (Axelrod et al., 1998)
Wallkamm, AG Gradl, 2014)
X. laevis Dishevelled2 ohne DIX
Domane (AS 1-159 fehlen + Ursorunasplasmid:
DshADIX pCS2+ Neues Start-Methionin) prungsp '

umkloniert in pCS2+ (V.
Wallkamm, AG Gradl, 2014)

(Axelrod et al., 1998)
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X. laevis Dishevelled2 ohne
PDZ Domane (AS 268-380)

Ursprungsplasmid:

DshAPDZ pCS2+ umkloniert in pCS2+ (V. (Axelrod et al., 1998)
Wallkamm, AG Gradl, 2014)
Eya-1a pTAdv full length X. laevis Eya-1a (David et al., 2001)
S (Medina und
Fz7 pCS2+ full length X. laevis Frizzled7 Steinbeisser, 2000)
full length X. laevis Frizzled7 mit
Fz7-mcherry pCS2+ C-terminalem monomerem (Dietmar Gradl)
cherry-Tag
full length X. laevis Frizzled7 mit (Winklbauer et al.,
Fz7-myc pCS2+ N-terminalem myc-Tag 2001)
Membran-assoziiertes GFP mit , .
GAP43-GFP pCS2+ GAP43-myristoylation Signal (Moriyoshi et al., 1996)
Membran-assoziiertes
GAP43-mcherry | pCS2+ monomeres cherry mit GAP43- | (Moriyoshi et al., 1996)
myristoylation Signal
H2B-mcherry | pCS2+ Humanes Histon Cluster 1H2bJ |\ ¢ et al.. 2009)
mit monomerem cherry-Tag
. pEGFP- full length humanes trio mit N-
hTrio-GFP C2 terminalem eGFP-Tag (Moore et al., 2013)
hTrio-HA pMT2 full length humanes frio mit N- | oo v o a1, 1996)
terminalem HA-Tag
PH1+DH1+SH3 Domane des
hGEF1-HA pMT2 humanen frio mit N-terminal HA- | (Debant et al., 1996)
Tag
PH1+DH1+SH3 Domane des
hGEF2-HA pMT2 humanen trio mit N-terminalem (Debant et al., 1996)
HA-Tag
X. laevis Kalirin.L Teilsequenz
Kalm.L PBSK(+) | von der letzten SPEC- bis in die (Kf‘;?fi’get;gk?fgg)
PH1-Domane P
Erste 17 AS des Aktinmarkers
Lifeact-mcherry | pCS2+ Abp140 mit N-terminalem (Riedl et al., 2008)
monomerem cherry-Tag
Twist pGEM-T full length X. laevis Twist (Hopwood et al., 1989)
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X. laevis Trio PH1+DH1+SH3
XGEF1-HA pCS2+ Domane mit N-terminalem HA- Diese Arbeit
Tag

X. laevis Trio PH1+DH1+SH3
XGEF1-GFP pCS2+ Domane mit C-terminalem Diese Arbeit
eGFP-Tag

X. laevis Trio PH2+DH2+SH3
XGEF2-HA pCS2+ Domane mit N-terminalem HA- Diese Arbeit
Tag

X. laevis Trio PH2+DH2+SH3
XGEF2-GFP pCS2+ Doméne mit C-terminalem Diese Arbeit
eGFP-Tag

Teilsequenz aus dem 5’'UTR
XTrio UTR+ATG | TOPO Bereich und dem Anfang von (Kratzer et al., 2019)
X. laevis Trio

3.9.3 Konstrukte zur Herstellung markierter RNA fur die /n situ Hybridisierung

Fir die Herstellung Digoxigenin/Fluorescein-markierter antisense oder sense RNA fir die ISH
wurden die Konstrukte mit den in Tabelle 4 aufgeflihrten Enzymen linearisiert und mit der

entsprechenden Polymerase in vitro transkribiert.

Tabelle 4: Konstrukte zur Herstellung markierter RNA-Sonden.

Name Enzym Polymerase Richtung
AP-2a Hindlll T7 antisense
Eya-1a BamHI T7 antisense

Ncol T3 antisense
Kalrn.L

Notl T7 sense
Twist EcoRlI T7 antisense

Clal T7 antisense
XGEF1-HA

Notl SP6 sense

Clal T7 antisense
XGEF2-HA

Notl SP6 sense

Notl SP6 antisense
XTrio UTR+ATG

Sacl T7 sense
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3.9.4 Konstrukte zur sense mRNA Synthese fiir die Injektion

Zur Synthese von stabiler sense mRNA wurden die Konstrukte in Tabelle 5 mit den
aufgefiihrten Enzymen linearisiert und mit der entsprechenden Polymerase in vitro

transkribiert.

Tabelle 5: Konstrukte zur in vitro Synthese von sense mRNA.

Name Enzym Polymerase
Cad11 Kpnl SP6
Cad11-GFP Notl SP6
Cad11-mcherry Notl SP6
Cad-11-fl-mut-6xmyc Notl SP6
Dsh-GFP Notl SP6
Dsh-myc Notl SP6
DshADEP Notl SP6
DshADIX Notl SP6
DshAPDZ Notl SP6
Fz7 Notl SP6
Fz7-mcherry Notl SP6
Fz7-myc Notl SP6
GAP43-GFP Notl SP6
GAP43-mcherry Notl SP6
H2B-mcherry Notl SP6
XGEF1-HA Notl SP6
XGEF1-GFP Notl SP6
XGEF2-HA Notl SP6
XGEF2-GFP Notl SP6
3.10 Primer

Alle Primer die in dieser Arbeit verwendet wurden, wurden bei der Firma Eurofins Genomics
(Ebersberg) synthetisiert. Restriktionsschnittstellen fur die Klonierung sind Fett unterlegt

und zusatzliche HA-Tags sind blau markiert. FW: Forward Primer, RV: Reverse Primer.
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Primer fur die Sequenzierung der humanen Trio Konstrukte:

hTrio_seqNterm_rv:

hTrio_seqCterm_fw:

5 ccatCCAGAAGTTGTCTGGCTTGA 3
5 ccatGGCGCAAACACCAGAATGAT 3

PCR-Primer fir die Klonierung der X. laevis Trio GEF Doméanen:

HA-xGEF1

XGEF1_Clal_HA_FW:

XGEF1_Xhol_HA_RV:

XGEF1-GFP
XGEF1 _Clal_FW:
XGEF1 _Xhol RV:
HA-XGEF2

XGEF2_Clal_HA_FW:

XGEF2_Xhol_HA_RV:

XGEF2-GFP
XGEF2_Clal_FW:
XGEF2_Xhol_RV:

5 cctaATCGATATGTACCCATACGATGTTCCAGATTACGC
TGGTTCCGAAGTGAAGCTTCG 3
5 cctaCTCGAGTTAGACAGAGAGGGAATCTTTGTGGT 3

5’ cctaATCGATATGGGTTCCGAAGTGAAGCTTCG 3
5 cctaCTCGAGGACAGAGAGGGAATCTTTGTGGT 3°

5 cctaATCGATATGTACCCATACGATGTTCCAGATTACGC
TGGTGACAGTAGTAGCCCATCG 3
5 ccatCTCGAGTTAAACTCTGGGGGAGCATCATA 3

5° cctaATCGATATGGGTGACAGTAGTAGCCCATCG 3
5 ccatCTCGAGAAACTCTGGGGGAGCATCATA 3

Primer fur die Sequenzierung der klonierten XTrio GEF Doméanen-Konstrukte:

XGEF1_Seq_FW:
XGEF1_Seq_RV:
XGEF2_Seq_FW:
XGEF2_Seq_RV._2:

5 ccatAGGGGCGAGAGAGACATCTA 3
5 ccatTCAGATGTTGGTGTTCTGCCT 3
5 ccatGCAATGTCACCTTTACCAGCAG 3’
5 ccatACAACCTCTCCCTGGTAGACA 3

PCR-Primer fur die Klonierung der XTrio 5° UTR- und Startregion:

XTrio_UTR+ATG_FW:

XTrio_UTR+ATG_RV:

5 ccatTAATTGGCGGAGCGTGTGAC 3
5 ccatCTGGAGTTAGCTGGGAAGGA 3°

Primer fur die semi-quantitative RT-PCR:

XTrio_RTPCR_FW:
XTrio_RTPCR_RV:
XKalrn_RTPCR_FW:
XKalrn.L_RV:
XKalr.S_RV:

5 TACCTTTCCACGCACACCTC 3

5° GCACTCCCGAAGATCACGAA &
5 AGGAAGCAGGGGAGCATTAT 3
5° GCAAGTCCCTCACATACGCT 3
5°AAGTCCCTCACATACGCCTT 3
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3.11 Morpholino antisense Oligonukleotide

Alle Morpholino antisense Oligonukleotide (MO) wurden von der Firma Gene Tools (LLC, USA)
bezogen. Die MO wurden durch Lésen in Nuklease-freiem Wasser auf eine Konzentration von
80 mg/10 ml eingestellt und bei Raumtemperatur (RT) gelagert. Informationen zu den

verwendeten MO befinden sich in Tabelle 6.

Tabelle 6: Morpholinos.

Name Sequenz 5° - 3° Zielgen Referenz
Co MO CCTCTTACCTCAGTTACAATTTATA Kein Zielgen -
X. laevis (Kashef et al.,

Cad11 MO | CTTTCTTCATTTTTGGTAGTGTTGT Cadherin-11 2009)

_ X. laevis
Trio MO TGCGCATAGCTACAGCTGAAAAAAA Trio (Moore et al., 2013)

) X. laevis . .
Trio MO2 | ATCCTTAGAGTTCCCCAACCCTCCA Trio Diese Arbeit

3.12 Software

e Adobe lllustrator CS6/CC 2018

e Adobe Photoshop CS6/CC 2018

e ApE-A Plasmid Editor V1.12

e AxioVision 4.8

e Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST)

o Citavi6

e Clustal X 2.1

o FigTreev1.4.3

o (Fiji Is Just) ImagedJ

e GeneDoc 2.7

e IBS1.0

e Image Studio™ 5.2

e Leica LAS AF Lite

e MEGAX

e Microsoft Office 2016

e MrBayes 3.2

e NCBI conserved domains

¢ SMART, EMBL Heidelberg

(Adobe Systems)

(Adobe Systems)

(M. Wayne Davis; v2.0.55, May 4,2018)
(Zeiss)

(NCBI)

(Swiss Academic Software, Wadenswil)
(Larkin et al., 2007)

(Andrew Rambaut)

(Schindelin et al., 2012)

(Karl Nicholas)

(The Guckoo Workgroup, China)
(LI-COR® Biotechnology)

(Leica Microsystems)

(Kumar et al., 2018)

(Microsoft Corporation)
(SourceForge)

(Marchler-Bauer et al., 2017)
(Letunic und Bork, 2018)
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o SnapGene Viewer (GSL Biotech LLC, lllinois)
o ZEN 2 (blue edition) (Zeiss)
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4. Methoden

4.1 Molekularbiologische Methoden

4.1.1 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Bestimmung der Konzentration und der Reinheit von DNA- und RNA-L&sungen erfolgt
mittels photometrischer Absorptionsmessung am NanoDrop 2000c Spektrophotometer
(Thermo Fisher Scientific). Die Konzentration wird durch die Absorption bei 260 nm (A260)
bestimmt, da Nukleinsduren bei dieser Wellenlange ihr Absorptionsmaximum besitzen. Nach
dem Lambert-Beerschen Gesetz wird die Konzentration (C) mit folgender Formel berechnet:
C [ug/ml] = A260 x V x F

V bezeichnet den Verdinnungsfaktor und F den spezifischen Multiplikationsfaktor, welcher fir
doppelstrangige DNA 50 und fir RNA 40 ist. Das Absorptionsmaximum von Proteinen und
Phenolen liegt bei 280 nm. Daher kdnnen Verunreinigungen mit diesen durch den Quotienten
A260/A280 abgeschatzt werden. Bei sauberen Nukleinsdure-Losungen sollte der Quotient
zwischen 1,8 und 2,0 liegen. Kontaminationen mit organischen Substanzen, deren
Absorptionsmaximum bei 230 nm ist, werden durch den Extiktionskoeffizienten A260/A230

Uberpruft. Bei einer reinen Losung sollte er grof3er als 2,0 sein.

4.1.2 RNA-Isolierung aus X. laevis Embryonen

Fir die Isolierung der Gesamt-RNA werden 5 Embryonen eines gewilnschten
Entwicklungsstadiums in einem 1,5 ml Reaktionsgefal} gesammelt. Nachdem die restliche
Flussigkeit abgenommen wurde, werden die Embryonen in flissigem Stickstoff
schockgefroren. Die RNA-Isolierung erfolgt mit dem ,illustra™ RNAspin Mini Kit* (GE
Healthcare) nach den Herstellerangaben. Die Konzentration und Reinheit wird am NanoDrop
2000c Spektrophotometer (Thermo Fisher Scientific) bestimmt. Auerdem wird die Gesamt-

RNA per Agarose-Gelelektrophorese Gberprift und anschlie®end bei -80 °C gelagert.

4.1.3 cDNA-Synthese mittels reverser Transkription

Durch die M-MuLV (Moloney Murine Leukemia Virus) Reverse Transkriptase wird die RNA aus
der Gesamt-RNA Isolierung in cDNA umgeschrieben. Das Enzym ist eine RNA-abhangige
DNA Polymerase aus Retroviren, die einzelstrangige RNA oder DNA als Template verwendet
und ausgehend von Hexamer-Oligonukleotid-Primern den komplementaren DNA-Strang
synthetisiert. Zunachst wird in einem Reaktionsansatz 1 pyg der RNA mit 2 yl der Random
Hexamer Primer (100 uM) und Nuklease-freiem Wasser in einem Gesamtvolumen von 10 pl

versetzt und fur 5 Minuten bei 65 °C inkubiert, wodurch die RNA denaturiert und eine Bindung
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der Primer an die RNA mdglich wird. AnschlieRend werden dem Reaktionsansatz 10 yl des
Transkriptionsansatzes bestehend aus 4 ul 5x M-MuLV Reaktionspuffer, 0,5 yl RNase OUT,
2 I dNTPs (10 mM), 1 pl M-MuLV Reverse Transkriptase und 2,5 ul Nuklease-freiem Wasser,
hinzugefiigt. Die Reverse Transkription erfolgt eine Stunde bei 42 °C. Zum Abstoppen der
Reaktion wird die Reverse Transkriptase flr 15 Minuten bei 70 °C inaktiviert. Die generierte

cDNA wird bei -80 °C gelagert und kann als Matrize in PCR-Reaktionen eingesetzt werden.

4.1.4 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine in vitro Methode zur Amplifikation spezifischer
DNA-Fragmente (Mullis et al., 1986). Die Primer werden so konzipiert, dass sie am Anfang
beziehungsweise am Ende des zu amplifizierenden Bereichs binden. Die PCR erfolgt in drei
Temperatur-Phasen. Bei 95 °C wird die DNA zunachst denaturiert, sodass zwei Einzelstrange
vorliegen. AnschlieRend binden die Primer wahrend des ,Annealing“-Schrittes bei einer fur sie
optimalen Temperatur, die meist zwischen 55 und 64 °C liegt, an die einzelstrangige DNA.
Ausgehend von diesen synthetisiert die DNA Polymerase im ,Elongations“-Schritt bei 72°C
durch Anheften von Nukleotiden in 3‘-Richtung den komplementare DNA-Strang. Mit jedem
.Elongations“-Schritt verdoppelt sich die Menge des Amplifikats.

Fir Klonierungsprozesse wird die PCR mittels der thermostabilen Phusion DNA Polymerase
durchgefuhrt. Diese besitzt eine 3'-5-Exonuklease-Aktivitat und somit eine
Korrekturlesefunktion. Folgender Reaktionsansatz und folgendes PCR Programm werden fur

die Phusion-PCR verwendet:

cDNA-Template 1l
5x Phusion-Reaktionspuffer 10 ul
dNTPs (10 mM) 1 ul

Forward Primer (10 yM) 2,5yl
Reverse Primer (10 uM) 2,5yl
Phusion DNA Polymerase 0,5 ul

Nuklease-freies Wasser 32,5 pl

> 50 ul
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Tabelle 7: Phusion-PCR Programm.

Zyklus Zeit Temperatur Schritt
1x 30s 98 °C Denaturierung
10s 98 °C Denaturierung
34x 30s 55-64 °C Annealing
15-30 s/kb 72°C Elongation
1x 10 min 72°C Termination
o0 4°C

Die semi-quantitative Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) wird mit
der Tag-Polymerase durchgefuhrt. Hierfir werden die folgenden Komponenten in einem

Reaktionsansatz zusammengegeben und das folgende PCR Programm wird verwendet:

cDNA-Template 1ul
10x Tag-Reaktionspuffer 2,5 ul
dNTPs (10 mM) 1 ul

Forward Primer (10 pyM) 2,5 ul
Reverse Primer (10 uM) 2,5 ul

Taq DNA Polymerase 1l
Nuklease-freies Wasser 14,5 pl
> 25 pl
Tabelle 8: Tag-PCR Programm.
Zyklus Zeit Temperatur Schritt
1x 2 min 95 °C Denaturierung
30s 95 °C Denaturierung
28x 30s 52-58 °C Annealing
30s 72 °C Elongation
1x 5 min 72 °C Termination
oo 4°C

Das Produkt der PCR wird durch eine Agarose-Gelelektrophorese Uberpruft und kann bei
- 20 °C gelagert werden. Die gewlinschten DNA-Banden kénnen ausgeschnitten und die DNA

aufgereinigt werden.
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4.1.5 Agarose-Gelelektrophorese

Aufgrund ihrer negativ geladenen Phosphatgruppen kdénnen Nukleinsauren verschiedener
Grofle durch Anlegen eines elektrischen Feldes in einem Agarosegel voneinander getrennt
und identifiziert werden. Dabei ist die Migrationsgeschwindigkeit des DNA/RNA-Fragments im
Agarosegel abhangig von seiner GroRe und Struktur. Kleinere Molekile wandern schneller
und erreichen langere Distanzen als grofiere. Aullerdem wandern zirkulare Strukturen, da sie
kompakter sind, besser durch das Gel als lineare.

Fur ein 1 %iges Agarose-Gel wird 1 % Agarose (w/v) in 1x TAE-Puffer durch Aufkochen geldst
und mit 1x Gel Red® versetzt. Der fluoreszierende Farbstoff interkaliert in die DNA und wird
durch UV-Licht angeregt. Die Gel-Ldsung wird in eine horizontale Gelform gegossen und ein
Kamm wird eingesetzt. Nach der Verfestigung wird das Gel mit 1x TAE in der Elektrophorese-
Kammer Uberdeckt. Die Proben werden mit DNA Gel Loading Dye versetzt, damit sie in den
Taschen absinken. Durch Anlegen einer Gleichspannung von 100-120 Volt migrieren die
negativ-geladenen DNA-Molekile zur Anode. Nach der Elektrophorese werden die
Nukleinsdure-Banden im Gel im Odyssey Fc (LI-COR) mit UV-Licht sichtbar gemacht und
aufgenommen. Die GroRRe der DNA/RNA-Molekiile kann anhand eines parallel geladenen

GroRenmarkers bestimmt werden.

4.1.6 Restriktionsverdau von DNA

Restriktionsendonukleasen dienen Prokaryoten als naturliche Abwehr gegen Phagen. Im
Labor dienen sie als molekulare Scheren, welche in der Lage sind doppelstrangige DNA an
spezifischen, meist palindromischen Sequenzen zu erkennen und an ihrer Erkennungsstelle
zu schneiden. Dabei spalten sie die Phosphodiesterbindungen im DNA-Rickgrat und es
entstehen an der Schnittstelle glatte (b/lunt ends) oder Uberhdngende komplementare Enden
(sticky ends).

Fir den analytischen oder praparativen Restriktionsverdau von Plasmid-DNA oder den Verdau
von Restriktionsschnittstellen-flankierenden PCR-Produkten fir die Klonierung, werden die
“FastDigest (FD)’-Enzyme in einem universalen “FastDigest’-Puffer der Firma Thermo Fisher
Scientific verwendet. Die eingesetzte Menge an DNA hangt von der Fragestellung und

Weiterverarbeitung ab. Ein Restriktionsverdau wird wie folgt angesetzt:

DNA (0,2-5 ug)  x i
10x FD-Puffer 2 pl
FD-Enzym 1 pl

Nuklease-freies Wasser  x pl
> 20l
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Bei einem Doppelverdau werden jeweils 0,5 ul eines Enzyms hinzugeflgt. Der Ansatz wird fir
ein bis zwei Stunden bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend kann die verdaute DNA mittels
,GeneJET PCR Purification Kit” (Thermo Fisher Scientific) aufgereinigt und bei -20 °C gelagert
werden. Das Resultat des Restriktionsverdaus wird durch eine Agarose-Gelelektrophorese

visualisiert.

4.1.7 Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus einem Agarose-Gel

Mit Hilfe der Gelextraktion kénnen DNA-Fragmente nach einer PCR oder nach einem
Restriktionsverdau, fur die Weiterverwendung in Klonierungen aufgereinigt werden. Auf einem
UV-Licht Tisch kann die DNA-Bande aus dem Agarosegel ausgeschnitten werden und die
darin enthaltene DNA mit dem ,Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit‘ (Zymo Research) nach
den Herstellerangaben isoliert und aufgereinigt werden. Die Elution von der Saule erfolgt mit
11 pl Nuklease-freiem Wasser. 1 pl davon wird fur die Konzentrationsbestimmung am
NanoDrop 2000c Spektrophotometer (Thermo Fisher Scientific) verwendet. Die DNA wird bei
-20 °C gelagert.

4.1.8 DNA-Ligation

DNA-Fragmente koénnen durch den Einsatz einer T4-Ligase miteinander verknlpft werden.
Dabei katalysiert sie die Bildung einer Phosphodiesterbindung zwischen der 3-OH Gruppe
und der 5-Phosphatgruppe benachbarter Nukleotide. So ist es mdglich DNA-Fragmente in
den entsprechenden Vektor, zum Beispiel pCS2+, zu inserieren. Der Ansatz der Ligation wird
mit 50-100 ng Vektor in einem molaren Verhaltnis von 1:3 zum Insert angesetzt. Die

Ligationsreaktion enthalt die folgenden Komponenten:

DNA-Fragment  x pl
Vektor  x pl

10x Reaktionspuffer 1 ul
T4 DNALigase 1 pl

S 10 pl

Die Ligation findet Uber Nacht bei 16 °C statt. Danach kann der Ansatz bei -20 °C gelagert

oder gleich in E. coli Bakterien transformiert werden.

4.1.9 Transformation chemokompetenter E. coli Bakterien

Die Transformation bezeichnet die Ubertragung von zell-freier DNA in kompetente
Bakterienzellen. Chemisch kompetente Bakterien werden durch einen Hitzeschock dazu

angeregt die zugegebene Plasmid-DNA aufzunehmen. Fir die Transformation werden XL1-
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Blue E. coli Zellen verwendet, die bei -80 °C gelagert werden. Pro Ligationsansatz wird ein
Reaktionsgefal® mit 100 ul Bakterien auf Eis aufgetaut. Die Bakterien werden mit 5 ug DNA,
oder mit 5 pl eines Ligationsansatzes vermischt und fir 30 Minuten auf Eis inkubiert.
AnschlieRend folgt ein 45-sekiindige Hitzeschock bei 42 °C und das Ruhen der Bakterien fir
2 Minuten auf Eis. Die Bakterien werden in 800 pl LB-Medium aufgenommen und fir 1 Stunde
bei 37 °C im Schittelinkubator bei 225 rpm inkubiert. Danach wird die Bakterienlésung kurz
bei 5000 g zentrifugiert, das Medium wird abgekippt und das Bakterienpelett wird mit dem Rest
des Mediums resuspendiert. Die Bakterienlésung wird vollstandig auf eine selektive
LB/Antibiotika-Platte gegeben und mit einem Drigalskispatel ausplattiert. Die Platte wird tber
Nacht bei 37 °C inkubiert.

4.1.10 Plasmidisolierung aus E. coli Bakterien

Die Bakterien, die die Plasmid-DNA aufgenommen und repliziert haben, sind in der Lage auf
den selektiven LB-Platten zu wachsen. Um diese Kolonien anzureichern wird fur eine
Plasmidisolierung im mittleren MaRstab (Midiprep) eine vereinzelte Kolonie mit einer 10 pl
Pipettenspitze gepickt und in 50 ml selektivem LB-Flissigmedium gegeben. Fir eine
Plasmidisolierung im kleinen Malstab (Miniprep), welche bei der Klonierung Anwendung
findet, werden mehrere Kolonien gepickt und jeweils in 4 ml selektiven LB-Flissigmedium
gegeben. Die angeimpften Flissigmedien werden Uber Nacht bei 37 °C im Schdttelinkubator
bei 225 rpm inkubiert. Die flissige Ubernachtkultur der transformierten Bakterienkolonie wird
am nachsten Tag, im Falle der Midiprep, in einem 50 ml Falcon fir 10 Minuten bei 5000 g und
4 °C pelletiert. Fur eine Miniprep werden die 4 ml Bakterienkulturen in zwei Schritten in 2 ml
Reaktionsgefallen fur 5 Minuten bei 5000 g pelettiert. Die Plasmidisolierung im mittleren
MaRstab wird mit dem ,NucleoBond® Xtra Midi Kit" (Macherey-Nagel) nach den
Herstellerangaben durchgefuhrt. Die DNA wird mit 50 yl Nuklease-freiem Wasser eluiert. Fur
die Isolierung im kleinen Maf3stab wird das ,GeneJET Plasmid Miniprep Kit” (Thermo Fisher
Scientific) nach den Herstellerangaben verwendet und die DNA wird mit 20 yl Nuklease-freiem
Wasser eluiert. Die Konzentration und Reinheit der Plasmid-DNA wird anschlieRend am
NanoDrop 2000c Spektrophotometer (Thermo Fisher Scientific) bestimmt und die DNA wird
bei -20 °C gelagert.

4.1.11 Restriktionsbasierte Klonierung

Unter Klonierung versteht man das Einbringen von DNA in einen Vektor. Als erstes wird das
gewunschte Gen aus cDNA mit zwei spezifisch konzipierten Primern, die vor und hinter der
Ziel-DNA binden, amplifiziert. Bei der Restriktionsbasierten Klonierung werden den Primern
Restriktionsschnittstellen angehangt. Dadurch kénnen die Enden der entstandenen PCR-

Fragmente mit den entsprechenden Restriktionsenzymen verdaut werden, sodass sie in die
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MCS eines mit denselben Enzymen verdauten Vektors, inseriert werden kénnen. Die Reaktion

wird durch eine Ligase katalysiert.

4.1.12 TOPO-Klonierung

Zur schnellen und effizienten Klonierung von PCR-Produkten wird das “Zero Blunt® TOPO®
PCR Cloning Kit” (Thermo Fisher Scientific) verwendet. An jedem 3‘-Ende des linearisierten
pCR-Blunt II- TOPO® Vektor ist kovalent eine Topoisomerase | des Vaccinia Virus gebunden,
welche als Restriktionsenzym und Ligase fungiert. Die Topoisomerase | ist in der Lage
doppelstrangige DNA an spezifischen Seiten zu binden und das Phosphodiester-Ruckgrat
nach 5-CCCTT in einem Strang zu spalten (Shuman, 1991). Dabei bildet sich eine kovalente
Bindung zwischen der 3’-Phosphatgruppe des geschnittenen Strangs und einem Tyrosyl-Rest
(Tyr-274) der Topoisomerase | aus. Die Phosphotyrosyl-Bindung zwischen der DNA und dem
Enzym kann bei der Klonierung von blunt-end PCR Produkten durch deren 5’-Hydroxylgruppe
angegriffen werden. Die Enden werden ligiert und die Topoisomerase | wird entlassen.

Die TOPO-Klonierung wird mit 0,5 yl des pCR-Blunt II- TOPO® Vektors (Thermo Fisher
Scientific) nach den Herstellerangaben durchgefiihrt. Nach der Transformation von
chemokompetenten One Shot® DH5a™-T1® E. coli Bakterien werden die Ansatze auf
selektiven LB/Kan-Platten ausplattiert, 4 ml LB/Kan-Medium werden am nachsten Tag mit
jeweils einer potentiell positiven Kolonie angeimpft und deren DNA wird mit Hilfe des

“GeneJET Plasmid Miniprep Kit” (Thermo Fisher Scientific) aufgereinigt.

4.1.13 Sequenzanalyse

Die Sequenzierungen in dieser Arbeit wurden bei der Firma Eurofins GATC Biotech (Konstanz)
in Auftrag gegeben. Diese benutzt zur Sequenzierung doppelstrangiger DNA die Didesoxy-
Kettenabbruchmethode nach Sanger unter Verwendung Fluoreszenz-markierter dNTPs
(Sanger et al., 1977).

4.1.14 Herstellung markierter RNA-Sonden fiir die ISH

In vitro markierte antisense RNA wird fiir die Visualisierung der Expression einer spezifischen
mRNA durch die ISH in X. laevis Embryonen verwendet. Als Matrize dienen mit einem
Restriktionsenzym linearisierte DNA-Plasmide mit einer Bindestelle fir eine bakterielle RNA
Polymerase (Tab. 4). Als Negativ-Kontrolle kann zur antisense Sonde eine sense Sonde
desselben Konstruktes dienen. Die in vitro Synthese erfolgt mit dem “ Digoxigenin/Fluorescein
RNA-Labeling Kit> (Roche Diagnostics) nach den Angaben des Herstellers. Der

Reaktionsansatz beinhaltet folgende Komponenten:
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Linearisierte Plasmid-DNA (1 ug)  x pl

5x Transkriptionspuffer 5 pl

DTT (Dithiothreitol) (0,75 M) 1 pl

RNAse OUT 1yl
Digoxigenin/Fluorescein-labelling Mix 4 pl
Sp6/T3/T7-RNA-Polymerasen 2 ul

Nuklease-freies Wasser  x jl

S 254l

Die in vitro Transkription der RNA erfolgt fur zwei Stunden bei 37 °C. Durch Zugabe von 1 pl
TURBO DNasel fur 15 Minuten bei 37 °C wird das DNA-Template abgebaut. Die RNA-Sonde
wird mit dem ,illustra™ RNAspin Mini Kit “ (GE Healthcare) nach den Herstellerangaben
aufgereinigt und mit 30 pl Nuklease-freiem Wasser eluiert. Die Sonde wird durch eine Agarose-
Gelelektrophorese Uberprift. Fir den Gebrauch wird die Sonde in Hybridisierungspuffer
verdunnt und zum Aufbrechen der Sekundarstruktur bei 85 °C fur 5 Minuten erhitzt. Im

Hybridisierungspuffer kann die Sonde bei -20 °C gelagert werden.

4.1.15 In vitro Transkrtiption von sense RNA

Zur Synthese von RNA fir die Mikroinjektion in X. laevis Embryonen wird das ,mMESSAGE
mMACHINE® Transcription Kit“ der Firma Thermo Fisher Scientific verwendet. Wie bei der
Synthese markierter RNA-Sonden dient bei der Sondensynthese aufgereinigte linearisierte
Plasmid-DNA als Matrize (Tab. 5). Um die Stabilitat der hergestellten mMRNA zu gewahrleisten
wird ihr wahrend der in vitro Synthese eine 7-Methylguanosin-Kappe an ihr 5-Ende, und einen
polyA-Schwanz an ihr 3'-Ende angehangt. Fur die in vitro Transkription wird folgender Ansatz

verwendet:

Linearisierte Plasmid-DNA 6 pl
2x NTP/Cap 10 ul

10x Transkriptionspuffer 2 pl
Sp6/T3/T7-Enzym Mix 2 pl

Y 20 pl

Die Synthese erfolgt fur zwei Stunden bei 37 °C. Danach wird die Reaktion mit 1 yl DNase
versetzt und weitere 15 Minuten bei 37 °C inkubiert um das DNA-Template zu verdauen. Auf
Eis wird der Ansatz danach auf ein Gesamtvolumen von 100 pl mit Nuklease-freiem Wasser
aufgefiillt und die RNA wird mittels ,illustra™ RNAspin Mini Kit “ (GE Healthcare) nach den
Herstellerangaben aufgereinigt. Die Elution von der Saule erfolgt mit 30 pl Nuklease-freiem

Wasser. Die Synthese wird durch ein Agarosegel Uberprift und die RNA wird am NanoDrop
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2000c¢ Spektrophotometer (Thermo Fisher Scientific) quantifiziert. Die RNA wird fur langere
Zeit bei -80 °C gelagert und auf Eis verwendet.

4.2 Entwicklungsbiologische Methoden

4.2.1 Haltung von X. laevis

Aufgrund ihrer aquatischen Lebensform werden die adulten X. /aevis nach Geschlecht und
Phanotyp, wildtypisch pigmentiert oder pigmentlos (albinotisch), getrennt in Aquarien bei einer
konstanten Wassertemperatur von 18-20 °C und einem stabilen pH-Wert zwischen 6,5 und
8,5 gehalten. Ein 65 Liter Aquariumbecken umfasst circa 15 Tiere. Um die Keimzahl im Wasser
wahrend der Haltung gering zu halten zirkuliert das Wasser durch Bakterienfilter und wird mit
UV-Licht bestrahlt. Die Belichtungsdauer der Aquarien betragt 12 Stunden um einen
regelmaliigen Tag-Nacht Rhythmus der Tiere zu gewahrleisten. Als Nahrung erhalten die
Frosche zwei Mal wochentlich eine Mischung aus Fertigfutter in Pelett- und Stickform (Shniff,
Aqua Schwarz) bedeckt mit MicroCalcium (JBL).

4.2.2 Eiablage

Zur Induktion der Eireifung wird den weiblichen Fréschen subkutan humanes
Choriongonadotropin (hCG) in den dorsalen Lymphsack injiziert. Um die Eiablage zeitlich zu
koordinieren findet die Injektion circa 16 Stunden davor statt. Dazu werden jedem Weibchen
500 Einheiten hCG (Sigma/Prospec) verabreicht. Sind die Weibchen bereit zur Eiablage,
haben sie eine gedffnete und stark gerdtete Kloake. Mit leichten Druck auf den lateralen
Ruckenbereich von oben und auf den lateralen Bauchbereich von unten, werden die Weibchen
behutsam in Richtung Kloake massiert. Die Eier treten aus der Kloake aus und werden in einer
Petrischale gesammelt. Auf diese Weise koénnen von einem Weibchen vier Gelege,
sogenannte Batches, an einem Tag gewonnen werden, allerdings muss eine mindestens
einstindige Pause zwischen den Eiablagen eingehalten werden. Um Infektionen vorzubeugen
und die Hautregeneration zu férdern werden die weiblichen Frosche nach der Eiablage Uber
Nacht in einer 6 %igen Salz-Wasser-Losung gehalten. Am nachsten Tag werden die Frosche
zurlck in die Aquarienbecken gesetzt. Bis zur nachsten Hormoninjektion und Eiablage haben

die Weibchen eine dreimonatige Ruhepause.

4.2.3 Testes-Extraktion

Fir die In vitro-Fertilisation werden die Testes eines mannlichen X. laevis bendtigt. Vor der
Entnahme des Testes wird das Mannchen Tierschutz-gerecht getdtet. Hierflr wird das Tier

20 Minuten in einer 0,05 %igen Benzocain-Ldsung bei 18 °C narkotisiert. Danach wird die
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Halswirbelsaule mit einem scharfen Messer durchtrennt. Die Bauchdecke wird mit einem
medianen Schnitt durch Haut und Muskeln gedffnet. Die hellgelben Hoden, welche im dorsalen
Fettgewebe ventral der Nieren liegen, werden herausprapariert und von Fett- und Blutresten

gereinigt. In 1x MBS kénnen die Testes bei 4 °C fir ein bis zwei Wochen gelagert werden.

4.2 .4 In vitro-Fertilisation

Um eine mdglichst synchrone Entwicklung der Embryonen zu erreichen, werden die gelegten
Eier durch Zugabe einer Testis-Suspension in vitro befruchtet. Hierfur wird ein Viertel eines
Testis frisch abgeschnitten, gut mazeriert, in 1 ml 1x MBS aufgenommen und auf Eis gelagert.
Diese Suspension wird in einer 1:10 Verdinnung mit Aqua bidest. auf das frische Gelege in
einer Petrischale gegeben und durch Verriihren mit einer Pipettenspitze verteilt. Die in einer
hohen Salzkonzentration unbeweglichen Spermien werden durch die Verdliinnung mit Wasser
mobil und befruchtungsfahig. Eine erfolgreiche Befruchtung ist nach circa 20 Minuten daran
zu erkennen, dass die pigmentierte Seite der Embryonen durch die durchlaufene Kortikale

Rotation nach oben zeigt.

4.2.5 Entfernen der Gallerthiille

Um die Embryonen fir Manipulationen zuganglich zu machen, wird ihr nattrlicher Schutz, die
Gallerthille, entfernt. Das Gelege wird hierflr eine Stunde nach der Befruchtung in einer
2 %igen Cysteinhydrochlorid-Lésung (pH 8,2) inkubiert und geschwenkt, bis die Eier vereinzelt
vorliegen. Dies sollte 10 Minuten nicht Uberschreiten. Die verbliebene Cysteinlésung wird
durch dreimaliges Waschen mit 0,1x MBS entfernt.

Um bei albinotischen Embryonen die Blastomeren besser zu unterscheiden und die frihe
Entwicklung nachverfolgen zu kénnen, werden diese nach der Entfernung der Gallerthille fur
10 Minuten in einer Nile Blau-Losung angefarbt. AnschlieRend werden sie drei Mal mit 0,1x
MBS gewaschen. Durch eine spatere Behandlung der fixierten Embryonen mit 100 % Ethanol

verschwindet die blaue Farbung.

4.2.6 Mikroinjektion

Kleinste Mengen an Molekulen, wie DNA, RNA oder Morpholino Oligonukleotiden kdnnen
geldst in Nuklease-freiem Wasser mittels Luftdruck und einer feinen Injektionsnadel in den
Embryo eingebracht werden. Die Injektionsnadeln werden an einem Mikropipettenzieher
(Narishige, Japan) aus Glaskapillaren hergestellt. Fur die Injektion werden die Embryonen in
eine Agaroseschale Uberfuhrt, die entsprechende Vertiefungen enthalt, sodass die Embryonen
einzeln vorliegen. Damit sie in der gewiinschten Position liegen bleiben, wird das restliche

MBS in der Agaroseschale abgesaugt. Fur die Injektion wird eine Glaskapillare mit dem

47



Methoden

Injektionsansatz luftblasenfrei beflllt und die Spitze wird vorsichtig abgeknipst. Durch die
Einstellung der Dauer des Luftdrucks an der Mikroinjektionsanlage (PV820 Pneumatic Pump,
M3301 Micromanipulator, World Precision Instruments) kann ein definiertes Injektionsvolumen
eingestellt werden. Mit Hilfe eines Eichgitters aus der Elektronenmikroskopie wird der
Injektionstropfen auf 4 nl (Gitterinnenraum: 205 um) geeicht.

Je nach Experiment und Fragestellung werden in dieser Arbeit Embryonen im 1 bis 8-Zell-
Stadium animal injiziert. Zusatzlich zu den gewinschten Konstrukten wird bei den meisten
Experimenten ein fluoreszierender Tracer mitinjiziert. Die Co-Injektion von 4 pg Flurescein-
gekoppeltem Dextran dient der Identifikation der injizierten Embryonen fur die Western Blot-
Analyse und der Identifikation der injizierten Seite fir die ISH und die Knorpelfarbung.
Dextrane sind hochmolekulare hydrophile Polysaccharide, die eine niedrige Toxizitat und eine
hohe Stabilitdt besitzen. Fur Beobachtungen auf zellularer Ebene, wie bei Neuralleistenzell-

und ektodermalen Explantaten, wird die mRNA fluoreszierender Fusionskonstrukte co-injiziert.

4.2.7 Embryonenpflege

Direkt nach der Injektion werden die Embryonen fir eine Stunde in 1x MBS inkubiert. Die hohe
Salzkonzentration fordert die Heilung der durch die Kapillare verletzten Embryonen.
AnschlieRend werden die Embryonen mit 0,1x MBS gewaschen und bis zum gewinschten
Entwicklungsstadium in 0,1x MBS kultiviert. Durch die Wahl der Inkubationstemperatur
zwischen 14 und 18 °C kann die Entwicklungsgeschwindigkeit gesteuert werden. Taglich
werden die Embryonen mit 0,1x MBS gewaschen und die toten Embryonen werden
aussortiert. Die Einteilung der Embryonen in die Entwicklungsstadien erfolgt nach (Nieuwkoop
und Faber, 1994).

4.2.8 Gensuppression mittels Morpholino antisense Oligonukleotide

Durch die Morpholino antisense Oligonukleotide (MO)-Technologie ist es mdglich im pseudo-
tetraploiden Frosch X. laevis eine Gensuppression (Knockdown) hervorzurufen. MO sind
chemisch modifizierte, einzelstrangige Nukleinsdure-Analoga, die in der Lage sind an die
komplementare endogenen Ziel-mRNA per Watson-Crick Basenpaarung zu binden und so die
Proteinsynthese zu verhindern. Im Unterschied zu Nukleinsauren besitzen die MO anstelle der
Desoxyribose/Ribose einen heterozyklischen Morpholinring, dessen Phosphatbriicken durch
eine Amidatgruppe ungeladen sind (Abb. 10). Dadurch reagieren oder interagieren MO schwer
mit intrazelluldren Proteinen. Des Weiteren werden sie nicht von Endonukleasen erkannt und
abgebaut, und besitzen eine hohe Stabilitdt im Embryo. MO besitzen aulRerdem eine geringe
Toxizitat und eine gute Wasserldslichkeit. Allerdings sinkt die Konzentration der MO in den

Zellen bei fortlaufender Zellteilung, da die MO nicht repliziert werden.
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Abbildung 10: Vergleich der Struktur von DNA und Morpholino Oligonukleotiden.

Veranderte Nukleinsaurebausteine in der Struktur von MO (in blau) im Vergleich zu DNA-Nukleotiden.
Morpholinos besitzen heterozyklische Morpholinringe statt Desoxyribose. Diese sind au3erdem durch
ungeladene Phosphorodiamidatgruppen verbunden. R gibt die Fortfiihrung der Oligomerkette in 5'-
Richtung an, R‘in 3‘-Richtung.

Die typische Lange eines MO betragt 25 Basenpaare. Sie kdnnen so konzipiert werden, dass
sie das nukledre Spleilten oder die Translation der mRNA blockieren. Zu den Translations-
blockierenden MO zahlen MO die in der 5° untranslatierten Region (UTR) oder im Bereich des
Start-Codons binden. Dadurch wird die Anlagerung der Ribosomen an die mRNA verhindert.
Fir eine optimale Ldslichkeit und das Aufbrechen eventuell gebildeter Sekundarstrukturen

sollte das MO vor der Verwendung 5 Minuten bei 65 °C erhitzt werden.

4.2.9 Fixierung und Lagerung der Embryonen

Injizierte Embryonen, welche die ISH durchlaufen oder die fiir eine Knorpelfarbung verwendet
werden sollen, werden ab Stadium 14 unter dem Fluoreszenz-Stereomikroskop (Leica
M165FC) nach rechts- oder links-injiziert sortiert. Wenn die Embryonen das gewulnschte
Entwicklungsstadium erreicht haben, werden sie fir eine Stunde bei Raumtemperatur (RT) in
MEMFA fixiert. Daraufhin folgt eine Dehydrierung mittels aufsteigender Ethanolreihe. Die
Embryonen lagern in 100 % Ethanol bei 4 °C oder -20 °C. Dagegen werden Embryonen,
welche fir die Protein- oder RNA-Extraktion verwendet werden sollen, in flissigem Stickstoff

schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

4.2.10 Whole Mount /n situ Hybridisierung

Die Whole Mount In situ Hybridisierung (ISH) wird zur Visualisierung der Verteilung einer
bestimmten mRNA im Embryo verwendet. Dadurch kann die zeitliche und raumliche
Genexpression eines Proteins in verschiedenen Entwicklungsstadien analysiert werden. Bei
der ISH kommen in vitro synthetisierte RNA-Sonden zum Einsatz, die eine Markierung durch
Digoxigenin oder Fluorescein tragen, und mit der entsprechenden endogenen mRNA
hybridisieren. Digoxigenin ist ein aus Digitalis isoliertes Steroid, welches kovalent mit
Urindintriphosphat (UTP) verknlpft ist. Dadurch kann die Sonde uber einen Digoxigenin-
spezifischen Antikorper markiert werden. Der Antikérper ist mit einer alkalischen Phosphatase

(AP) gekoppelt. Auch der Farbstoff Fluorescein ist kovalent mit UTP verknlpft und kann bei
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der Sondensynthese verwendet werden. Die Detektion der Sonde erfolgt hierbei Uber einen
anti-Fluorescein Antikérper gekoppelt mit einer AP. Soll die Expression in Blau dargestellt
werden, wird das Substrat NBT/BCIP (4-Nitroblau-Tetrazoliumchlorid/5-Bromo-4-Chloro-3-
Indolylphosphat) verwendet, welches von der AP zu einem schwerl6slichen indigoblauen
Prazipitat (Formazan) umgesetzt wird. Zur Darstellung der Expression in Rot, wird als Substrat
Naphtol Fast Red TR/AS-MX verwendet. Dieses wird durch die AP zu einem roten Azofarbstoff
hydrolysiert.

Fir die ISH werden die fixierten und in 100 % Ethanol gelagerten Embryonen in
Schraubdeckelglaschen Uberfuhrt. Dort werden sie zu Beginn drei Mal mit 100 % Ethanol

gewaschen.

4.2.11 ISH - kurzes Protokoll

Das kurze ISH Protokoll wird in dieser Arbeit fir die Sonden Twist und AP-2a, welche NLZ-
Marker sind, verwendet. Pigmentierte Embryonen werden zuerst durch eine H.O./Ethanol-
haltige Bleichlosung entfarbt, durchlaufen eine absteigende Ethanolreihe und werden
nochmals fur 30 Minuten in MEMFA fixiert. Bei albinotischen Embryonen reicht eine
absteigende Ethanolreihe zur Rehydrierung. Als Vorbereitung auf die Inkubation mit der Sonde
werden die Embryonen durch mehrmaliges Waschen in 1x PTW permeabilisiert. Anschliefsend
werden die unspezifischen RNA-Bindestellen durch eine Prahybridisierung in
Hybridisierungspuffer (Hybmix) fur mindestens drei Stunden bei 62-65 °C blockiert. Die
Hybridisierung der RNA-Sonde mit der endogenen mRNA erfolgt in Hybmix bei 62-65 °C Uber
Nacht. Das im Hybmix enthaltene Formamid schwacht durch seine starke Polaritat die
Wasserstoffbriicken zwischen Nukleotiden und ermdglicht somit die Hybridisierung bei
Temperaturen, die nicht gewebeschadigend sind. Zur Stabilisierung der Hybride enthalt der
Puffer aulRerdem einen hohen Salzgehalt (SSC) und EDTA, welches als Chelator Kationen
bindet. Die Denhardts-Lésung verhindert unspezifische Anlagerungen.

Am néachsten Morgen werden die Sonden abgenommen und bei -20°C bis zur
Wiederverwendung gelagert. Die Embryonen werden fir jeweils 10 Minuten mit
Waschlésungen (1-4) bei 62-65 °C gewaschen. Der fiinfte Waschschritt (Waschlésung 5)
erfolgt Uber 30 Minuten. Das ,Waschen® dient dem Entfernen nicht oder unspezifisch
gebundener Sondenmolekile. Nach jeweils zwei anschlieRenden 5-minatigen Behandlungen,
erst mit 1x PTW, und dann mit 1x MAB bei RT, werden die Embryonen flir zwei Stunden in 1x
MAB/2 % BMB bei RT &aquilibriert, um unspezifische Antikérperbindestellen zu blockieren.
AnschlieBend wird ein anti-Digoxigenin-AP-Antikdrper in einer 1:4000-Verdinnung in 1x
MAB/2 % BMB auf die Embryonen gegeben und die Proben werden flr vier Stunden bei RT
inkubiert. Danach werden sie zweimal mit 1x MAB gespult und in 1x MAB tber Nacht bei 4 °C

gewaschen.
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Am nachsten Tag werden die Embryonen zuerst drei Mal fur 10 Minuten in frischem 1x MAB
gewaschen. Um sie auf den Farbevorgang vorzubereiten, folgen zwei 5-minitige
Behandlungen mit AP-Puffer. Fir die anschlieRende Farbreaktion wird dem AP-Puffer
NBT/BCIP (80 ul/10 ml) zugesetzt und die Inkubation erfolgt bei RT im Dunkeln. Dabei wird
die Intensitat der Farbung regelmalig am Stereomikroskop Uberprift. Sobald die Farbung
spezifisch und intensiv genug ist, wird die Reaktion mit 1x PBS fiir 5 Minuten abgestoppt. Die
Embryonen werden anschlieRend fir mindestens eine Stunde bei RT in MEMFA fixiert. Um
ungewollte Hintergrundfarbung zu entfernen und zur Lagerung werden die Embryonen in
100 % Ethanol Uberfuhrt. Die Auswertung und Dokumentation der gefarbten Embryonen
erfolgt in 1x PTW am Stereomikroskop mit Digitalkamera (Leica M165FC, Kamera Leica
DFC450C).

4.2.12 ISH - Langes Protokoll

Das lange ISH Protokoll ist sensitiver und entspricht dem in der Literatur beschriebenen ISH-
Protokoll (Harland, 1991). Die fixierten und in 100 % Ethanol gelagerten Embryonen werden
durch eine absteigende Ethanolreihe in 1x PTW rehydriert und 4 Mal mit 1x PTW fur jeweils
5 Minuten gewaschen. PTW verhindert, dass die Embryonen aneinanderkleben, es verhindert
unspezifische Antikérperbindungen und permeabilisiert den Embryo. Die Permeabilisierung
wird durch eine anschlieBende Inkubation der Embryonen fir 5 Minuten bei RT in einer
Proteinase K/1x PTW-Lésung unterstiutzt. Auf diese Weise kann die Sonde in tiefere
Gewebeschichten eindringen. Um die spezifische Bindung der RNA-Sonde an die endogene
Ziel-mRNA zu gewahrleisten werden die Embryonen zwei Mal fur 5 Minuten in einer 0,1 M
Triethanolamin-Lésung inkubiert und anschlie®end in 2 ml 0,1 M Triethanolamin zwei Mal fur
5 Minuten mit 6 pl Acetanhydrid behandelt. Dabei neutralisiert Acetanhydrid die freien Amine,
damit die Sonden nicht unspezifisch aufgrund elektrostatischer Interaktionen binden. Die
Reste der Substanzen werden durch zweimaliges Waschen fiir 5 Minuten mit 1x PTW entfernt
und die porésen Embryonen werden in 4 % PFA in 1x PTW fur 20 Minuten fixiert. Es folgen
funf 5-mindtige Waschschritte mit 1x PTW und schlieRlich die Prahybridisierung. Als erstes
werden die Embryonen hierfir in einer Hybmix/1x PTW-L6ésung bei 65 °C inkubiert. Nach 10
Minuten wird diese durch Hybmix ausgetauscht. Nach 3-4 Stunden wird der Hybmix durch die
Sonden/Hybmix-Ldsung ersetzt und die Embryonen werden tber Nacht bei 65 °C inkubiert.

Am nachsten Morgen werden die Sonden recycelt und die Embryonen fir weitere 10 Minuten
bei 65 °C in frischem, vorgewarmten Hybmix inkubiert. AnschlieRend werden sie drei Mal mit
2x SSC gespult und drei weitere Male mit 2x SSC fur jeweils 15 Minuten bei 65 °C gewaschen.
Wahrend der Inkubation der Embryonen in 2x SSC mit RNase A/RNase T1-Mix (1:1000) fur
10 Minuten bei 37 °C degradieren RNasen fehlgepaarte RNA-Strange. Danach werden die

Embryonen fir 5 Minuten mit 2x SSC bei RT gewaschen und anschlieRend zwei Mal fur 30
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Minuten mit 0,2x SSC bei 65 °C. Als Vorbereitung auf die Antikdrperreaktion werden die
Embryonen zwei Mal in 1x MAB und ein Mal in 1x MAB/2 % BMB fur jeweils 15 Minuten bei
RT inkubiert. Die anschlieRende Inkubation in 1x MAB/2 % BMB/20 % Pferde-Serum fir 40
Minuten bei RT dient der Blockierung unspezifischer Antikorperbindestellen. Fir die
Antikérperreaktion wird der Blockierungslésung der anti-Digoxigenin-AP-Antikérper in einer
Konzentration von 1:4000 zugesetzt. Die Antikoérperinkubation kann fir 4 Stunden bei RT
erfolgen oder Uber Nacht bei 4 °C. Am dritten Tag werden die Embryonen in regelmaRigen
Abstanden fir 2,5 Stunden mit 1x MAB gewaschen, um Uberschissige Antikorper zu
entfernen. Als Vorbereitung fur die Farbereaktion werden die Embryonen in frisch angesetztem
AP-Puffer zwei Mal fir 5 Minuten inkubiert. AnschlieBend wird der Puffer durch die
Farbeldsung (80 ul NBT/BCIP/10 ml AP-Puffer) ersetzt und die Embryonen verweilen darin bei
RT. Hat die Farbung die gewlnschte Intensitat erreicht, wird die Reaktion durch einmaliges
Waschen der Embryonen fir 5 Minuten mit 1x PBS abgestoppt. Nach der ISH werden die
Embryonen in MEMFA fixiert, in 100 % Ethanol von unspezifischer Farbung befreit und bei
4 °C oder -20 °C gelagert. Die Auswertung und Dokumentation der gefarbten Embryonen
erfolgt in 1x PTW am Stereomikroskop mit Digitalkamera (Leica M165FC, Kamera Leica
DFC450C).

4.2.13 Doppel-ISH

Die Genexpression zweier Proteine kann durch die parallele Verwendung einer Digoxigenin-
und einer Fluorescein-markierten Sonde im Embryo visualisiert werden. Dabei wird empfohlen,
die schwachere Sonde mit Digoxigenin zu markieren, und ihre Entwicklung mit der NBT/BCIP
Farbreaktion durchzufihren. Dagegen sollte die starkere Sonde mit Fluorescein markiert
werden und mit Fast Red TR/AS-MX nachgewiesen werden. Des Weiteren sollte die
NBT/BCIP Farbreaktion als erstes stattfinden, da Formazan bei der Entfarbung in Methanol
stabil ist, im Gegensatz zu dem roten Azofarbstoff (Feinberg Lab-Protokoll).

Die ersten drei Tage der Doppel-ISH werden nach dem langen Protokoll der ISH durchgefihrt.
Hierbei ist allerdings zu beachten, dass am ersten Tag zur Hybridisierung Uber Nacht ein
Sonden-Mix aus der Digoxigenin- und der Fluorescein-Sonde hinzugegeben wird. Fir die
Detektion der zweiten Fluorescein-markierten Sonde werden die Embryonen nach dem
Abstoppen der ersten Farbreaktion fir 5 Minuten in 1x PBS, drei Mal mit 1x MAB gewaschen.
Um die Aktivitat der AP zu inhibieren, werden die Embryonen in 10 mM EDTA in 1x MAB flr
10 Minuten bei 65 °C inkubiert. Danach wird zwei Mal mit 1x MAB gespult und die Embryonen
werden durch eine aufsteigende Methanolreihe in 1x MAB bei RT dehydriert. Durch
mehrmaliges Waschen in 100 % Methanol wird die Hintergrundfarbung reduziert. Danach folgt
die Rehydrierung in 5 Minuten-Schritten und das 4-malige Waschen in 1x MAB fir 5 Minuten.
Vor der zweiten Antikdrperreaktion wird wieder mit 1x MAB/2 % BMB/20 % Pferde-Serum
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blockiert. Diesmal fir ein bis zwei Stunden bei RT. Die Inkubation mit dem Anti-Fluorescein-
AP-Antikérper in einer Verdinnung von 1:4000 erfolgt Gber Nacht bei 4 °C. Am nachsten Tag
werden die Embryonen in regelmaRigen Abstanden fiur drei Stunden mit 1x MAB gewaschen
und zwei Mal fur 5 Minuten in AP-Puffer umgepuffert. Die Farbel6sung wird mit SIGMAFAST™
Fast RED TR/Naphthol AS-MX-Tabletten (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) nach den
Herstellerangaben angesetzt. Nachdem die zweite Sonde die gewlinschte rote Farbintensitat
erreicht hat, kann die Reaktion durch 5-minltiges Waschen in 1x PBS abgestoppt werden.
Nach der Fast Red Farbung dirfen die Embryonen nicht in Ethanol tberfiihrt werden, da Fast
Red alkoholléslich ist. Aus diesem Grund werden sie direkt in MEMFA fixiert und in 1x PTW
bei 4 °C gelagert. Die Auswertung und Dokumentation der doppel-gefarbten Embryonen
erfolgt am Stereomikroskop mit Digitalkamera (Leica M165FC, Kamera Leica DFC450C).

4.2.14 Einbetten von Embryonen in Agarose und Anfertigen von

Vibratomschnitten

Um eine genauere Lokalisation der Farbung innerhalb eines durch ISH gefarbten Embryos zu
erhalten, werden mit Hilfe des Vibratoms (Leica VT1200 S) mikroskopische Schnittpraparate
angefertigt. HierfUr wird der Embryo in 4 % (w/v) Low Melting Point Agarose in einem Well
einer 24-Well-Platte eingebettet. Nach dem Ausharten wird er vorsichtig als Block aus der
Agarose ausgeschnitten. Fur transversale Schnitte wird der Embryo mit dem Kopf nach oben
und mit dem Ruicken zur Klinge ausgerichtet, und mit Sekundenkleber auf dem Probeteller
fixiert. Am Vibratom wird der Embryo-Agarose-Block in 1x PBS in 50 ym dinne Schnitte
geschnitten. Diese werden mit einem Pinsel vorsichtig nacheinander auf einen feuchten
Objekttrager aufgezogen und mit Mowiol unter einem Deckglas eingebettet. Die einzelnen
Schnitte werden am Stereomikroskop mit Digitalkamera (Leica M165FC, Kamera Leica

DFC450C) aufgenommen und kdnnen bei 4 °C gelagert werden.

4.2.15 Ektodermale Explantate von X. laevis Embryonen

Animale ektodermale Explantate werden in dieser Arbeit zur Analyse der
Hyperphosphorylierung von Dsh durch co-injizierte Konstrukte verwendet und zur
Untersuchung der Lokalisation Uberexpimierter getaggter Proteine oder endogener Proteine
in Xenopus Zellen. Injizierte Embryonen, welche durch ihre Fluoreszenz erkennbar sind,
werden flr die Explantation in eine Petrischale mit einer dinnen 1 %igen Agaroseschicht (1 %
Agarose in 0,8x MBS) gefiillt mit 0,8x MBS uberfuhrt. Im Blastula-Stadium, Stadium 8-9, wird
die Vitellinhille entfernt, ohne den Embryo am animalen Pol zu verletzen. AnschlieRend wird
der Embryo in einer Vertiefung in der Agarose fixiert, und mit Hilfe von zwei Pinzetten wird

kreisformig ein Explantat aus dem animalen Ektoderm geschnitten (Abb. 11).
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Abbildung 11: Explantation von ektodermalen Kappen.

X. laevis Embryo im Blastula-Stadium (8/9) mit animal (a) nach oben und vegetal (v) nach unten. Mit
zwei Pinzetten wird animal ein kreisférmiges ektodermales Explantat herausgeschnitten. Die Explantate
werden in eine frische Petrischale, beschichtet mit 1 % Agarose und gefullt mit 0,8x MBS, Ubertragen.
Mit der Zeit schliel3en sich die Kappen.

Die geschnittenen Explantate werden vorsichtig, mit der Epidermis nach unten, in eine frische
Petrischale mit einer 1 %igen Agaroseschicht und 0,8x MBS Ubertragen und bei 14-16 °C
kultiviert. Dabei schlief3en sich die Kappen zu Gewebekugeln. Wenn die Kontrollembryonen
Stadium 11 erreichen, werden die ektodermalen Explantate in ein 1,5 ml Reaktionsgefal®
uberfiuhrt. Dort kdnnen sie mit NOP-Puffer lysiert oder fur eine Immunofarbung fir 30 Minuten
in 4 % PFA in 1x PBS fixiert und in 1x PBS bei 4 °C gelagert werden.

4.2.16 Immunofluoreszenzfarbung ektodermaler Explantate

Die fixierten ektodermalen Explantate werden drei Mal mit 0,2 % Triton-X in 1x PBS fir 10
Minuten inkubiert. Anschlieend werden unspezifische Antikérperbindestellen fir eine Stunde
in 10 % FCS in 0,2 % Triton-X in 1x PBS bei RT blockiert. Es folgt die Inkubation mit dem
Primarantikorper, welcher in der Blockierungslésung entsprechend verdinnt wird (Tab. 1),
Uber Nacht bei 4 °C. Am nachsten Tag werden die Explantate drei Mal fir 10 Minuten mit
0,2 % Triton-X in 1x PBS gewaschen und flr zwei Stunden bei RT im Dunkeln mit dem
Sekundarantikdérper, der an einen Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt ist, verdinnt in der
Blockierungslosung (Tab. 2) inkubiert. Um ungebundene Antikérper zu entfernen wird
anschlielBend drei Mal fur 10 Minuten mit 0,2 % Triton-X in 1x PBS gewaschen. Die
Auswertung der ektodermalen Explantate erfolgt am Spinning Disc-Mikroskop (Axio
Observer.Z1, Zeiss) oder am Fluoreszenzmikroskop (Axio Observer.Z1 mit Apotome, Zeiss)

in einem 4-Kammerdeckglas (Nunc™Lab-Tek®) gefiillt mit 1x PBS.

4.2.17 Explantation von kranialen NLZ (cNLZ)

Zur Analyse der Lokalisation von getaggten Proteinen wahrend der NLZ Migration oder des
Effekts eines Knockdowns oder einer Uberexpression auf die Zellmorphologie, werden die
Embryonen spezifisch in die cNLZ-Domane, eine animal dorsale Blastomere im 8-Zell-Stadium
(Stadium 4), injiziert (Abb. 12 A) und bei 14-16 °C kultiviert.
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St. 16

Abbildung 12: Explantation von injizierten cNLZ.

A X. laevis Embryonen werden im 8-Zell-Stadium (St. 4) animal in eine dorsale Blastomere injiziert. B
Im Neurula-Stadium 16/17 werden die fluoreszierenden cNLZ explantiert. Sie werden in Wells
Ubertragen, die mit Danilchik’s Puffer befiillt sind, und auf Fibronektin-beschichteten Deckglasern
kultiviert.

Fur die Kultivierung der explantierten Zellen wird das Deckglas in einer 8-Well-
Zellkulturkammer (Sarstedt) mit Fibronektin (50 ug/ml) in 1x PBS fiir eine Stunde bei RT oder
Uber Nacht bei 4 °C beschichtet. Die Kammern werden anschlie3end drei Mal mit Danilchik’s
Puffer gewaschen und damit beflllt. Ab Stadium 14 werden die Embryonen, die ein gutes
Fluoreszenzsignal im Bereich der cNLZ besitzen, heraussortiert. Sie werden in eine
Petrischale mit einer dinnen 1 %igen Agaroseschicht (1 % Agarose in 0,8x MBS), welche mit
Danilchik’s Puffer gefullt ist, Ubertragen. Die Explantation findet im Stadium 16-17 mit Hilfe
einer Pinzette und eines Wimpernschwerts statt (Abb. 12 B). Zuerst wird der Embryo von
seiner Vitellinhulle befreit und in der gewunschten Ausrichtung in der Agarose immobilisiert.
AnschlieRend wird die Epidermis in der Region der cNLZ zurlickgeklappt, sodass die leicht
graulichen Zellen sichtbar werden. Die cNLZ werden herausprapariert, vorsichtig in die
vorbereiteten 8-Well-Chamberslides Ubertragen und bei 14-18 °C kultiviert. Die Explantate
kénnen entweder direkt live am Spinning Disc-Mikroskop (Axio Observer.Z1, Zeiss)
beobachtet und mittels Zeitrafferaufnahmen analysiert werden, oder sie werden nach circa 4-
7 Stunden fur eine Immunofarbung fixiert. Hierflir werden die Explantate einmal mit Danilchik’s
Puffer gewaschen und fur 11 Minuten mit 4 % PFA in 1x PBS fixiert. Danach werden sie drei

Mal mit 1x PBS gewaschen und in 1x PBS bei 4 °C gelagert.

4.2.18 Fluoreszenzfarbung von cNLZ

Fir die Immunohistochemische Farbung werden die NLZ nach der Fixierung durch eine kurze
Inkubation in 0,5 % Triton-X in 1x PBS permeabilisiert. Nachdem sie drei Mal mit PBST (0,1 %
Triton-X in 1x PBS) gewaschen wurden, werden die Zellen in 1 % BSA in 1x PBS flr eine
Stunde bei RT blockiert. Die Inkubation mit dem Primarantikdrper erfolgt in der
entsprechenden Verdinnung (Tab. 1) in 1 % BSA in 1x PBS Gber Nacht bei 4 °C. Am nachsten
Tag werden die Zellen dreimal mit PBST gewaschen und fir 30 Minuten in 1 % BSA in 1x PBS

bei RT blockiert. Die Inkubation mit dem Fluoreszenz-gekoppelten Sekundarantikérper,
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verdinnt in der Blockierungsldsung (Tab. 2), erfolgt fir eine Stunde bei RT im Dunkeln.
Danach werden ungebundene Antikorper durch dreimaliges Waschen mit PBST entfernt.
Statt einer Antikorperfarbung, wird zur Visualisierung des Aktin-Zytoskeletts Phalloidin
verwendet. Phalloidin ist ein Alkaloid, das spezifisch an F-Aktin bindet. Nach dem ersten
Blockierungs-Schritt werden die Zellen fiir eine Stunde bei RT in einer Phalloidin-Lésung
(1:100 in 1x PBS) inkubiert. Zur Entfernung der ungebundenen Phalloidin-Reste werden die
Zellen drei Mal mit PBST gewaschen.

Darlber hinaus kénnen die Kerne der cNLZ durch eine zweiminitige Inkubation mit DAPI, in
einer Verdinnung von 1:1000 in PBST, angefarbt werden. Am Ende werden die Zellen drei
Mal mit 1x PBS gewaschen und anschlieRend am Spinning Disc-Mikroskop (Axio Observer.Z1,

Zeiss) oder am Fluoreszenzmikroskop (Axio Observer.Z1 mit Apotome, Zeiss) ausgewertet.

4.2.19 Transplantation von cNLZ

Mit Hilfe der Transplantation kann in vivo die Migration von cNLZ analysiert werden. Die Donor-
Embryonen werden mit den gewtinschten Konstrukten und 4 pg Dextran-Fluorescein in eine
animal-dorsale Blastomere im 8-Zell-Stadium injiziert und bis Stadium 14-15 bei 14 °C
kultiviert. Am Fluoreszenz-Stereomikroskop (Leica M165FC) werden die Embryonen
herausgesucht, die im Bereich der cNLZ gut leuchten. Als Vorbereitung flir die Transplantation
wird die Vitellinhille der Donor- und Akzeptor-Embryonen (Wildtyp) vorsichtig entfernt. Die
Transplantation findet im Stadium 16-17 in einer kleinen Agarose-beschichteten (1 % Agarose
in 0,8x MBS) Petrischale in Danilchik’s Puffer statt. Der Wildtyp- und der injizierte Embryo
werden nebeneinander in der Agarose immobilisiert. Zuerst werden die cNLZ des Donor-,
dann die des Akzeptor-Embryos explantiert. Daraufhin wird das Donor-Explantat sofort in den
Wildtyp-Embryo eingesetzt (Abb. 13 A).

Abbildung 13: Transplantation von cNLZ.

A Die fluoreszierenden cNLZ eines Donor-Embryos werden an die Stelle der entnommenen Wildtyp-
NLZ in einen Akzeptor-Embryo transplantiert. B Drei Stunden (3 h) und 24 Stunden (24 h) nach der
Transplanation wurden im Hellfeld- und im Fluoreszenzkanal Bilder von den transplantierten Embryonen
gemacht.

56



Methoden

Bei der Transplantation sollte darauf geachtet werden, dass beide cNLZ-Explantate ahnlich
grol3 sind, sodass das Donor-Explantat gut in die Stelle der wildtypischen cNLZ passt.
Aulerdem ist es wichtig die gesamte Neuralleiste zu explantieren und sie in der richtigen
Orientierung in den Donor-Embryo einzusetzen. Nach dem Einsetzen des Donor-Explantates
wird die Epidermis Uber das Explantat geklappt und wenn nétig mit einem Deckglas mit
Silikonfufien fixiert bis die Wunde geschlossen ist. Nach einer 30-minltigen Heilungsphase
wird der transplantierte Embryo in 0,1x MBS Ubertragen und bei 14 °C kultiviert. Um zu
Uberprifen, ob das Explantat gut mit dem Embryo verwachsen ist, werden nach der
Transplantation und der Heilung Bilder von den Embryonen mit einem Fluoreszenz-
Stereomikroskop (Leica M165FC, Kamera Leica DFC450C) gemacht (Abb. 13 B). Am
nachsten Tag, circa 24 Stunden nach der Transplantation, werden erneut Bilder

aufgenommen, anhand derer die Migration der NLZ ausgewertet werden kann (Abb. 13 B).

4.2.20 Knorpelfarbung

cNLZ tragen wahrend der Entwicklung zur Bildung von kranialen Knorpelstrukturen bei. Aus
diesem Grund kann die Auswirkung der NLZ-Migrationsdefekte auf die Struktur der
Gesichtsknorpel durch eine Knorpelfarbung sichtbar gemacht werden (Labonne Lab-
Protokoll). Injizierte und auf einer Seite, im Bereich der cNLZ, fluoreszierende Embryonen,
werden bis Stadium 44 in 0,1x MBS kultiviert. Vor der ein- bis zweistliindigen Fixierung in
MEMFA werden sie fur 5 Minuten durch die Zugabe von ein paar Tropfen 0,05 % Benzocaine
in 0,1x MBS betaubt. Die fixierten Embryonen werden in 100 % Ethanol Uberfihrt. Als
Vorbereitung auf die Farbung werden die Embryonen 15 Minuten in 70 % Ethanol gewaschen.
Durch eine anschlielRend ein- bis dreitagige Inkubation in einer Alcian Blau-Lésung farben sich
die auf dem Knorpel befindlichen sauren Mukosubstanzen (Glykosaminglykane) tiefblau. Die
Dauer der Farbung entspricht dabei der gewinschten Intensitat. Um (berschissige
Farbelésung zu entfernen, werden die Embryonen drei Mal fur 15 Minuten mit 100 % Ethanol
gewaschen und durch eine absteigende Ethanolreihe in 2 % (v/v) Kaliumhydroxid, bestehend
aus 75 % Ethanol, 50 % Ethanol, 25 % Ethanol, rehydriert. AnschlieRend werden die
angefarbten Knorpelstrukturen durch eine aufsteigende Glycerinreihe stabilisiert. Diese
besteht aus einstiindigen Inkubationsschritten in 20 %, 40 %, 60 % Glycerin in 2 % (v/v)
Kaliumhydroxid. In 80 % Glycerin in 2 % Kaliumhydroxid kdnnen die Knorpel mit Hilfe zweier
Pinzetten freiprapariert werden. Durch die Entfernung der Epidermis mit Pigmenten, der
Augen, des Gehirns und des Rumpfes sind die Knorpelstrukturen besser zu erkennen und

kénnen am Stereomikroskop (Leica M165FC, Kamera Leica DFC450C) fotographiert werden.
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4.3 Methoden der Zellbiologie

4.3.1 Kultivieren und Passagieren von humanen Zellen

Die humanen Zellen (HEK) werden in DMEM (VLE Dulbecco’s MEM) -Medium mit 10 % FBS
und 1 % Penicillin/Streptomycin bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit in Kultur
gehalten. Zur Erhaltung der Kultur werden die Zellen zwei Mal wdchentlich in einem Verhaltnis
von 1:10 in 75 cm? Zellkulturflaschen (Greiner Bio-One) gesplittet. Zum Passagieren 70-
100 %-dicht gewachsener Zellen wird das Medium abgenommen, die Zellen mit 1x PBS
gewaschen und mit 1 ml 1x Trypsin/EDTA-LOsung versetzt. Die Losung wird auf der Zellflache
verteilt. Wahrend der 5-10-minitigen Inkubation bei 37 °C lésen sich die Zellen vom
Untergrund. Diese werden mit 9 ml Medium resuspendiert und vereinzelt. Die Trypsinreaktion
wird durch das Serum im Medium abgestoppt. Schlielllich wird die gewlinschte Menge an
Zellen als Zellsuspension in das entsprechende Kulturgefall mit vorgelegtem Medium

gegeben.

4.3.2 Einfrieren und Auftauen von humanen Zellen

Um eine Mykoplasmen-freie Kultivierung zu gewahrleisten wird regelmaRig, insbesondere vor
dem Einfrieren von Zellen, ein Mykoplasmentest durchgeflthrt. Fir die Kryokonservierung von
Zelllinien werden die trypsinisierten Zellen in 1x PBS aufgenommen und 5 Minuten bei
1000 rpm zentrifugiert. Das Zellpellet wird mit 3 ml kaltem FBS mit 10 % (v/v) DMSO
resuspendiert. 1 ml der Loésung wird jeweils in ein Kryotub (Nunc™, Thermo Fisher Scientific)
Ubertragen und flir 14-20 Tage bei -80 °C gelagert. Danach werden die Kryotubs in fllissigem
Stickstoff gelagert.

Zur Wiederverwendung von eingefrorenen Zellen werden die Kryotubs langsam bei RT
aufgetaut, dann in ein 15 ml Falcon Ubertragen und mit 10 ml Kulturmedium versetzt. Die
Zellen werden fiir 5 Minuten bei 400 g abzentrifugiert und der Uberstand wird abgekippt. Das
Zellpellet wird in 5 ml frischem Medium aufgenommen und in eine 75 cm? Zellkulturflasche mit
10 ml vorgelegtem Medium Ubertragen und bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit
kultiviert. Am nachsten Tag wird das Medium gewechselt um tote Zellen, die den Auftau- oder

Einfrierprozess nicht lberlebt haben, zu entfernen.

4.3.3 Zelltransfektion

Als Transfektion wird das Einbringen von genetischem Material in eukaryotische Zellen
bezeichnet. In dieser Arbeit wird das Transfektionsreagenz jetPEI (Polyplus transfection) nach
den Herstellerangaben verwendet. jetPEl besteht hauptsachlich aus einem linearen

Polyethylenimin (PEI), der mit der DNA einen positivgeladenen Komplex bildet. Dieser
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Komplex ist in der Lage mit den anionischen Proteoglykanen der Zelloberflache zu interagieren
und wird endozytiert. Im Endosom ist die DNA durch jetPEI vor dem Abbau geschitzt. Das
Polymer puffert den pH-Wert innerhalb des Endosoms und fihrt dadurch zum Zerfall des
Endosoms. Daraufhin kann die freie DNA aus dem Cytoplasma in den Kern transportiert und
transkribiert werden.

Die Zellen werden ein Tag vor der Transfektion in das entsprechende Kultivierungsgefaf
ausgesat. Zur Analyse der Proteinexpression und flir die Co-lmmunoprazipitation (Co-IP)
werden kleine 25 cm? Zellkulturflaschen (Greiner Bio-One) mit 5 ml Medium verwendet. Sind
die Zellen circa 60-70 % dicht gewachsen, wird das Medium gewechselt und die
Transfektionslésung wird wie folgt angesetzt: Pro Transfektionsansatz wird in zwei 1,5 ml
Reaktionsgefalie jeweils 250 yl NaCl vorgelegt. In das eine Reaktionsgefall werden 10 pl
jetPEl hinzugegeben, in das andere 4-6 ug DNA. Die Ldsung wird invertiert und kurz
anzentrifugiert. AnschlieRend wird die jetPEI-NaCl-Lésung zur DNA-NaCl-Lésung gegeben,
vermischt, anzentrifugiert und fir 20-30 Minuten bei RT inkubiert. Danach wird sie

tropfenweise auf die Zellen im Medium gegeben und die Zellen werden weiter kultiviert.

4.4 Proteinbiochemische Methoden

4.4.1 Proteinextraktion aus X. laevis Embryonen

Als Nachweis endogener Proteine oder einer exogenen Proteinexpression in X. laevis
Embryonen kdénnen Protein-Lysate von ganzen Embryonen oder von ektodermalen
Explantaten dienen. 10 Embryonen oder 20 ektodermale Explantate im gewinschten
Entwicklungsstadium werden pro Bedingung abgesammelt, in ein 1,5 ml Reaktionsgefaf}
Uberflhrt und das restliche Medium wird vorsichtig abgenommen. AnschlieRend werden die
Embryonen in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert. Die animalen
Kappen werden dagegen sofort lysiert. Pro Embryo/Explantat werden 10 pul NOP- Lysis-Puffer
verwendet und durch mehrfaches Aufziehen Uber eine Insulinspritze homogenisiert. Das
nichtionische Detergens Nonidet® P40 schlieft dabei die Zellen auf und solubilisiert die
Proteine, darunter auch Membranproteine. Die Lyse erfolgt flir 45 Minuten Uber Kopf-rotierend
bei 4 °C. Bei der anschlieBenden Zentrifugation bei 13000 rpm und 4 °C fir 15 Minuten bildet
sich ein Pelett aus den Zelltrimmern das von zwei Phasen Uberlagert wird. Die oberste Schicht
ist fetthaltig und die mittlere flissige Phase enthalt die geldsten Proteine. Die klare Flussigkeit
wird sauber abgenommen, in ein frisches 1,5 ml Reaktionsgefald tUbertragen und mit 6x
Laemmli Ladepuffer versetzt. Die Protein-Lysate werden fir 5 min bei 95 °C aufgekocht. Sie
kénnen anschlieend gleich fur die SDS PAGE geladen oder fiir kurze Zeit bei -20 °C gelagert

werden.
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Fir eine Co-IP, die mit Embryonen-Lysaten durchgefiihrt werden soll, werden 50 injizierte

Embryonen lysiert und der Uberstand wird frisch verwendet.

4.4.2 Proteinextraktion aus Zellkultur-Zellen

HEK-Zelllysate dienen dem Nachweis der Expression von endogenen Proteinen oder von
transfizierten DNA-Konstrukten. Zur Untersuchung potentieller Proteininteraktionen werden
die Lysate auRerdem fir eine Co-IP verwendet.

48 Stunden nach der Transfektion werden die Zellen mit eiskaltem 1x PBS gewaschen und in
1 ml 1x PBS von einer kleinen Zellkulturflasche abgekratzt. Die Zellsuspension wird in ein
1,5 ml Reaktionsgefaly dberfuhrt und fir 10 Minuten bei 3000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wird abgenommen und das Zellpellet wird in 200 pl NOP-Lysis-Puffer mit einer
1000 pl Pipette resuspendiert und durch 5-maliges Aufziehen Uber eine 27G-Kanile
homogenisiert. Die Lyse erfolgt fur 30 Minuten bei 4 °C Uber Kopf-rotierend. Die Zelltrimmer
werden bei 13000 rpm fiir 15 Minuten bei 4 °C abzentrifugiert. Der Uberstand wird in ein neues
1,5 ml Reaktionsgefal® Uberfuhrt, mit 6x Laemmli-Ladepuffer versetzt und fur 5 Minuten bei
95 °C inkubiert. Die Proben kénnen direkt durch SDS PAGE und Western Blot analysiert
werden oder bei -20 °C fir kurze Zeit gelagert werden. Fiir eine Co-IP wird der Uberstand

frisch weiterverwendet.

4.4.3 Co-Immunoprazipitation

Potenzielle Interaktionen kénnen auf Proteinebene mittels Co-IP untersucht werden. In dieser
Arbeit werden flr die Prazipitation Protein-A-Sepharose CL-4B-beads (GE Healthcare) oder
magnetische Dynabeads™ Protein G (Thermo Fisher Scientific) verwendet. Protein A und G
sind bakterielle Proteine, die in der Lage sind Immunglobuline (IgG) zu binden. Wahrend der

Co-IP werden Eppendorf® Protein-LoBind ReaktionsgefaRe verwendet.

Co-IP mit Sepharose-Beads

In einem ,pre-clearing“-Schritt werden die frisch hergestellten Protein-Uberstande pro
Bedingung zuerst mit 30 pl der Sepharose-Beads versetzt und fir 1 Stunde bei 4 °C Gber Kopf-
rotierend invertiert. Anschlieliend werden 30 ul des Lysats als Input-Kontrolle enthommen, mit
6x Laemmli-Ladepuffer versetzt und fur 5 Minuten bei 95 °C aufgekocht. Fur die Antigen-
Antikorper Reaktion wird der restliche Uberstand mit dem Antikérper (Tab. 1) fiir zwei Stunden
bei 4 °C Uber Kopf-rotierend inkubiert. AnschlieRend werden die Proben mit 50 pl Sepharose-
Beads fir eine Stunde bei 4 °C inkubiert. Die gebildeten Komplexe binden dabei Uber die Fc-
Region der Antikérper an die Beads. Zur Entfernung nicht gebundener Antikdrper oder
Proteine werden die Beads 5 Mal mit 500 ul NOP-Puffer gewaschen, wobei sie zwischendurch

kurz abzentrifugiert werden um die Flissigkeit abzunehmen. Durch die Inkubation der Beads
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fur 5 Minuten bei 95 °C in 6x Laemmli-Ladepuffer werden die gebundenen Proteine von den
Beads eluiert (IP). Fur die SDS PAGE werden 5 ul des Input- und 10 pl des IP-Lysats geladen.

Co-IP mit Dynabeads

Dynabeads werden mit Hilfe eines Magneten aus der Flissigkeit an einer Seite des
Reaktionsgefaltes immobilisiert, wodurch das Abnehmen der Flissigkeit und das Waschen
der Beads erleichtert wird und Zentrifugations-Schritte nicht benétigt werden.

Pro Proteinlysat (Bedingung) werden 45 pl Dynabeads verwendet. Als Vorbereitung fur die
Co-IP wird die Flussigkeit von den Beads abgenommen und die Beads werden mit dem
Antikdrper in 200 pl 1x PBS mit 0,02 % Tween-20 (Tab. 1) fur eine Stunde bei 4 °C Uber Kopf-
rotierend invertiert. Dabei binden die Antikorper an die Beads. Danach werden die Beads mit
200 pl 1x PBS mit 0,02 % Tween-20 gewaschen und fir die Immunoprazipitation verwendet.
Von den frisch hergestellten Proteinlysat-Uberstanden werden pro Bedingung 30 pl
abgenommen (Input), mit 6x Laemmli-Ladepuffer versetzt und fir 5 Minuten bei 95 °C
aufgekocht. Das Ubrige Lysat wird fur die Antikdrper-Antigen-Reaktion eingesetzt und rotiert
mit den Antikdrper-gebundenen Beads fur eine Stunde bei 4 °C Uber Kopf. Danach werden
die Beads drei Mal mit 1x PBS mit 0,02 % Tween-20 gewaschen. Zwischen dem zweiten und
dem dritten Waschschritt werden die Beads in ein neues Reaktionsgefald Uberfihrt. Danach
erfolgt die Elution der Proteine von den Beads durch Resuspension der Beads mit 25 ul 6x
Laemmli-Ladepuffer (IP). Die Proben werden fur 5 Minuten bei 95 °C inkubiert und
anschliefdend werden 5 ul des Input- und 10 ul des IP-Lysats fur die SDS PAGE geladen.

4.4.4 SDS-PAGE

Durch die Natriumdodecylsulfat-Polyakrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) lassen sich
Proteine ihrer Grofle nach in einem elektrischen Feld auftrennen (Laemmli, 1970). Als
anionisches Detergens verleiht SDS den denaturierten Proteinen eine negativ geladene Hille.
Dadurch besitzen die verschiedenen Proteine die gleiche Ladungsdichte, wandern im
elektrischen Feld in einer Gelmatrix zur Anode und werden, einzig durch ihre GroRe
beziehungsweise Molekulargewicht, im Polyakrylamidgel aufgetrennt. Akrylamid und
Bisakrylamid bilden ein dreidimensional-vernetztes Gel. Die Polymerisation der Akrylamid-
Einheiten wird durch die Zugabe von Ammoniumpersulfat (APS) und TEMED (N, N, N, N‘-
tetramethylethylenediamine), einer Quelle freier Radikale und einem Stabilisator, ausgeldst.
Diskontinuierliche Gele bestehen aus einem diinnen Trenngel (5 %), das die Taschen fir die
Proben enthalt, und einem Sammelgel (6-20 %), in dem die Proteine aufgetrennt werden. Die
Akrylamidkonzentration bestimmt die Porengréfde und damit den optimalen Trennbereich.
Niedrigprozentige Gele besitzen gréere Poren, wodurch sie sich fur die Auftrennung grof3er

Proteine eignen. Das Sammelgel besitzt im Vergleich zum Trenngel gréRere Poren, eine
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hdhere Salzkonzentration und einen héheren pH-Wert. An der Front zum Trenngel werden die
Proteine dadurch in einer scharfen Proteinbande aufkonzentriert und anschlielRend im

Trenngel ihrer GréRe nach aufgetrennt.

Fir die Herstellung der Gele wird das ,Mini-PROTEAN Tetra cell, 4 Gel“-System der Firma
Biorad nach den Herstellerangaben verwendet. Fur ein diskontinuierliches SDS PAGE Gel
werden alle Komponenten (Tab. 9) zunachst ohne APS und TEMED angesetzt und durch

leichtes Invertieren vermischt. Es werden 5 ml Trenngel und 2 ml Sammelgel angesetzt.

Tabelle 9: Volumen der SDS PAGE Trenn- und Sammelgel-Komponenten.

7 %iges 8 %iges 5 %iges
Komponenten Trenngel Trenngel Sammelgel
Aqua bidest. 2,5ml 2,3 ml 1,4 ml
30 % Akryl-/Bisakrylamid-Mix 1,15 ml 1,3 ml 330 pl
1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) 1,25 ml 1,3 ml -

0,5 M Tris-HCI (pH 6,8) - - 250 pl

10 % SDS 50 pl 50 pl 20 pl

10 % APS 50 pl 50 pl 20 pl
TEMED 3,5yl 3ul 2l

Gesamtvolumen 5ml 5ml 2ml

Die Polymerisation des Trenngels wird durch die Zugabe von APS und TEMED gestartet und
die Ldsung wird luftblasenfrei zu 4/5 zwischen zwei Glasplatten pipettiert. Durch die
Uberschichtung mit Aqua bidest. entsteht eine klare Grenze. Nachdem das Trenngel fest
geworden ist, wird das Uberschissige Wasser entfernt und die Polymerisation des
Sammelgels wird ausgeldst. Die Gellésung wird auf das Trenngel pipettiert und ein Kamm, zur
Bildung von Taschen fir die Probenbeladung, wird eingesetzt. Nach Verfestigung des Gels
werden die Glasplatten in eine Elektrophorese Kammer der Firma Biorad eingesetzt und die
Kammer wird mit 1x Laemmli-Puffer beflllt. Der Kamm wird vorsichtig entfernt und die
Probentaschen werden mit Aqua bidest. gespult. Vor dem Beladen des Polyakrylamidgels
werden die Proben fur 5 Minuten bei 95 °C denaturiert und kurz anzentrifugiert. Das im
Ladepuffer enthaltene B-Merkaptoethanol ist in der Lage Disulfidbriicken zu spalten und durch
das zusatzliche Erhitzen befinden sich die Proteine aulRerdem in ihrer Primarstruktur. Es
werden 5-20 pl der Proteinproben pro Tasche geladen. Zur Bestimmung des
Molekulargewichts der aufgetrennten Proteine wird 5 pl eines GréRenstandards (Thermo

Fisher Scientific) aufgetragen. Durch das Anlegen einer elektrischen Spannung von 70 Volt
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wandern die Proteine durch das Sammelgel. Sobald die Bromphenolfront der Proteinproben

die Grenze zum Trenngel erreicht, wird die Spannung auf 110 Volt erhéht.

4.4.5 Western Blot

Der Western Blot ist eine Methode zur Ubertragung von Proteinen aus einer diinnen Gelmatrix,
welche durch eine SDS PAGE aufgetrennten wurden, auf eine Membran mit Hilfe eines
elektrischen Feldes. Dadurch werden die Proteine zuganglich fir Antikbrper und deren
Detektion. Fir den Proteintransfer auf eine Nitrocellulose-Membran, die mit hoher Affinitat
Proteine bindet, wird das semi-dry Trans-Blot® Turbo™ Transfer System der Firma Biorad
verwendet.

Die Membran (0,45 ym, Amersham Protran®) wird in 1x Transferpuffer aquilibriert und auf
sechs dunnen, mit 1x Transferpuffer durchtrankten Filterpapieren in die Kassette der
Blotapparatur gelegt (Abb. 14). Das Trenngel wird vom Sammelgel befreit und vorsichtig auf
die Membran gelegt. AnschlieRend wird es von sechs weiteren diinnen, mit 1x Transferpuffer
durchtrankten Filterpapieren Uberdeckt. Bei dem Zusammenbau des Blot-Sandwiches ist zu
beachten, dass die Schichten Luftblasenfrei Ubereinandergelegt werden. Der Transfer findet
nach dem Biorad Standardprotokoll fiir 45 Minuten bei 25 Volt statt.

Obere Kassette Elektrode (Kathode)

6 Filterpapiere

SDS-Gel
Nitrocellulose-Membran

!

N\

8 Filterpapiere
Untere Kassette Elektrode (Anode)

®

Abbildung 14: Aufbau des semi-dry Western Blot.

Schematischer Aufbau des Blotsandwiches in der Kassette des semi-dry Trans-Blot® Turbo™ Transfer
Systems der Firma Biorad. SDS-Gel und Nitrocellulose-Membran sind von jeweils sechs in
Transferpuffer getrankten Filterpapieren umgeben. Durch Anlegen einer elektrischen Spannung werden
die Proteine aus dem Gel auf die Membran Ubertragen.

4.4.6 Protein-iImmundektion

Far die spatere Detektion mit Nah-Infrarot-Fluoreszenzgekoppelten  (IRDye)
Sekundarantikérpern wird die Membran nach dem Blotten fir eine Stunde getrocknet. Die
Membran muss stets im Dunkeln inkubiert werden. Nach dem Trocknen oder direkt nach dem
Blotten, im Falle der Detektion mit Enzym-gekoppelten Sekundarantikérpern, werden
unspezifische Antikdrperbindungsstellen durch eine Inkubation der Membran fir eine Stunde
in 5% (w/v) Milchpulver in TBS-T (bei den IRDye-gekoppelten Sekundarantikdrper wird

aufgrund der Autofluoreszenz der Membran kein Tween-20 (T) verwendet) inkubiert. Uber
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Nacht wird die Membran mit dem Erstantikbrper gegen das Protein/Antigen von Interesse,
verdunnt in 5 % (w/v) Milchpulver in TBS-T (TBS) (Tab. 1), eingeschweil3t und bei 4 °C
inkubiert. Am nachsten Tag wird die Membran drei Mal fir 10 Minuten mit TBS-T (TBS)
gewaschen und anschliel3end fir ein bis zwei Stunden bei RT mit dem Sekundarantikérper,
verdinnt in 5 % (w/v) Milchpulver in TBS-T (TBS) (Tab. 2), inkubiert. Um ungebundene
Antikérper zu entfernen wird drei Mal fir 10 Minuten mit TBS-T (TBS) gewaschen. Das
Fluoreszenzsignal der IRDye-gekoppelten Sekundarantikérper kann direkt nach dem
Waschen der Membran am Odyssey Fc (LI-COR) analysiert werden. Ist der
Sekundarantikérper an eine Meerrettichperoxidase (HRP - Horseradish peroxidase)
gekoppelt, erfolgt die Detektion der Proteine durch eine Chemilumneszenzreaktion, in der das
Enzym die Oxidation des im Substrat enthaltenen Luminols katalysiert. Flr die Entwicklung
der Reaktion wird die ,SuperSignal™ West Dura Extended Duration Substrate”Losung
(Thermo Fisher Scientific) verwendet. Die Detektion und Dokumentation des Lichtsignals

findet am Odyssey Fc (LI-COR) nach circa 5 Minuten Inkubationszeit im Dunkeln statt.

4.5 Datenbank-Recherche und Phylogenetische Analyse

Fur die phylogenetische Analyse wurden die verwendeten DNA-, mRNA- und
Proteinsequenzen der NCBI Gendatenbank (https://www.ncbi.nim.nih.gov/) und der Xenopus
laevis J-strain Genome-Datenbank (Xenbase) entnommen.

Die identifizierten Proteinsequenzen werden mit Hilfe des ,multiple sequence alignment®-
Programms Clustal X 2.1 mit einer BLOSUM30-Matrix automatisch aligned. Das Alignment
kann manuell mit GeneDoc 2.7 bearbeitet werden und wird in MEGA X zu einer .nex-Datei
konvertiert. Aus dieser berechnet das Programm MrBayes 3.2 die phylogenetischen
Verhaltnisse zwischen den Proteinen und erstellt einen midpoint-gewurzeltem
phylogenetischen Stammbaum unter Verwendung des Metropolis-coupled Markov-Chain-
Monte-Carlo Algorithmus (ngen=1000000, samplefreq=100, sumt burnin=100). Zur
Visualisierung und Bearbeitung des Stammbaums wird die Software FigTree v1.4.2
verwendet. Mit GeneDoc 2.7 kann aulierdem die Homologie zwischen den Sequenzen,
beziehungsweise die Ubereinstimmung in ihrer Aminosaure-Sequenz, in Prozent dargestellt

werden.

4.5.1 Identifikation von Proteindomanen

SMART (Simple Modular Architecture Research Tool: http://smart.embl.de) wird zur
Vorhersage von Proteindomanen in den identifizierten Proteinsequenzen verwendet.
Mit dem lllustrator for Biological Sequences (IBS 1.0) wurde die Proteindomanen-Struktur der

analysierten Proteine bildlich und in den richtigen Proportionen zueinander dargestellt.
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5. Ergebnisse

5.1 Phylogenetische Analyse von Trio und seinem Paralog Kalirin

Trio und sein Paralog Kalirin (Kalrn) sind auRergewdhnliche Mitglieder der Dbl-Familie an
Guaninnukleotid-Austauschfaktoren (GEF), da sie zwei funktionale GEF-Domanen
verschiedener Spezifitat fur die Regulierung der kleinen RhoGTPasen besitzen (Schmidt und
Hall, 2002). Um den evolutiondren Zusammenhang der Trio/Kalrn-Proteine aufzuklaren wurde
eine phylogenetische Analyse durchgefiihrt. Ausgehend von den humanen Proteinen,
Hs TRIO und Hs KALRN wurde in der NCBI-Datenbank nach homologen Sequenzen in
X. leavis und in den wichtigsten Modellorganismen gesucht. Als Vertreter der Vertebraten
wurde die Ratte (Rn: Rattus norvegicus), die Maus (Mm: Mus musculus), das Huhn (Gg: Gallus
gallus), Xenopus laevis (XI), Xenopus tropicalis (Xt) und der Zebrafisch (Dr: Danio rerio) far
die Analyse verwendet. Als Vertreter der Invertebraten und der Protostomier wurde die
Fruchtfliege (Dm: Drosophila melanogster) und der Nematode Caenorrhabditis elegans (Ce
UNC-73) verwendet. Das Lanzettfischchen (Bb: Branchiostoma belcheri), das in die Analyse
miteinbezogen wurde, gehdrt zum Phylum der Chordaten und steht somit evolutionar an der
Basis zu den Vertebraten. Informationen zu den verwendeten Sequenzen sind im Anhang 1
zusammengefasst.

Die Suche nach homologen Proteinen zu Hs KALRN in Xenopus tropicalis ergab zwei
Sequenzen: ,PREDICTED: kalirin-like“- und ,PREDICTED: kalirin, RhoGEF kinase isoform X1.
Die beiden Genfragmente lokalisieren im Scaffold_232 und reprasentieren wahrscheinlich ein
Protein. Infolgedessen wurden sie zusammengeflgt und als Xt Kalrn1+2 bezeichnet.

Fir die phylogenetische Analyse wurde zuerst ein Alignment der Hs TRIO und Hs KALRN-
Sequenzen mit den identifizierten homologen Protein-Sequenzen der verschiedenen Spezies
erstellt (Anhang 2). AnschlieBend wurde ein phylogenetischer Stammbaum berechnet
(Abb. 15 A) und die Proteindomanen in den Sequenzen identifiziert. Die Domanen-Struktur ist
schematisch entlang des Stammbaums dargestellt (Abb. 15 B) und im Alignment (Anhang 2)
farblich markiert. Des Weiteren wurde der prozentuale Anteil an identischen Aminosauren (AS)
zwischen den identifizierten Trio/Kalrn-Proteinen und ihren Orthologen im Menschen

berechnet und in Abbildung 15 C angegeben.

Der phylogenetische Stammbaum reflektiert die Evolution der Tiere (Abb. 15 A). Darin
reprasentiert jeder Knoten den ,nachsten gemeinsamen Vorfahren® und Proteine, deren
Sequenz ahnlich ist, liegen im Baum naher beieinander als solche mit stark unterschiedlichen
Sequenzen. Ferner zeigt die Domanen-Analyse, dass die Trio- und Kalrn-Proteine zwischen

den Spezies eine generell konservierte Proteinstruktur besitzen (Abb. 15 B). Allerdings haben
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C. elegans und D. melanogaster lediglich ein Trio/Kalrn-ahnliches Protein, wohingegen es in

der Vertebraten-Evolution zum Auftreten von zwei Formen kam, Trio und Kalrn.
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Abbildung 15: Graphische Zusammenfassung der phylogenetischen Analyse von Trio und Kalrn.
A Phylogenetischer Stammbaum der Trio/Kalrn-Proteine erstellt aus dem Alignment in Anhang 2. Die
Trio/Kalrn-Proteine sind hoch konserviert zwischen den Organismen. Evolutionar bedingte Ereignisse
wie Verlust oder Gewinnung bestimmter Regionen in den Proteinen, sind eingezeichnet. Abklrzungen
der verwendeten Spezies: Hs: Homo sapiens. Rn: Rattus norvegicus, Mm: Mus musculus, Gg: Gallus
gallus, Xl: Xenopus laevis, Xt: Xenopus tropicalis, Dr: Danio rerio, Bb: Branchiostoma belcheri, Dm:
Drosophila melanogster, Ce: Caenorrhabditis elegans. B Graphische Darstellung der Protein-
Domanenstrukturen. Konservierte Doméanen sind farblich markiert. Die Gesamtlange der Proteine in AS
ist angegeben. C Prozentualer Anteil identischer AS zwischen den Trio/Kalrn-Proteinen und den
humanen Orthologen.

Die Proteine besitzen eine N-terminale vermeintliche Lipid-Transfer SEC14-Domane, finf bis
sieben Spectrin-ahnliche (SPEC) -Domanen, eine N-terminale DH1-PH1-Einheit (GEF1-
Domane) und eine C-terminale DH2-PH2-Einheit (GEF2-Domane). Den GEF-Domanen folgt
jeweils eine Scr-Homologie (SH3) -Domane. C-terminal besitzen die Proteine aulRerdem eine
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Immunoglobulin-ahnliche (lg) -Domane und eine dritte enzymatische Domane, die Protein-
Serin/Threonin-Kinase (STK). Kalirin-Proteine zeichnen sich darliber hinaus durch eine
Fibronektin-ahnliche (FN)-Domane zwischen der Ig- und der STK-Domaéane aus.

Wird der phylogenetische Stammbaum unter Berlcksichtigung der Domanenstruktur
interpretiert scheint der Ursprung der Trio/Kalrn-Proteine ein Kalrn-ahnliches Protein zu sein.
An der Basis des Stammbaums steht das Kalrn-ahnliche Protein UNC-73 aus C. elegans, bei
dem die FN-Doméane die letzte C-terminale Domane des Proteins ist. UNC-73 hat auflerdem
nur zwei SPEC-Domanen und dem Protein fehlt eine zweite SH3-Domane. Das am néachsten
verwandte Protein in D. melanogaster besitzt sieben SPEC-Domanen wie die Vertebraten-
KALRN-Proteine, allerdings fehlt der ganze C-terminale Bereich nach der GEF2-Domane
inklusive FN-Domane, weshalb es als Trio-like bezeichnet wurde. Diese C-terminale
Verklrzung einer Trio/Kalrn-ahnlichen Variante scheint fur Protostomier charakteristisch zu
sein, wie eine detailliertere phylogenetische Analyse mit anderen Vertretern der Stammgruppe
zeigte (Kratzer et al., 2019). Der Cephalochordat B. belcheri, welcher am Ursprung zu den
Vertebraten steht, erlangte die Sequenz fir die Kodierung der C-terminalen Region und ist
aulerdem ein Kalrn. Somit besteht ein deutlicher Unterschied zwischen den Proto- und
Deuterostomiern (Vertebraten und B. belcheri) darin, dass die Deuterostomier einen
vollstandigen C-Terminus mit SH3-, Ig- und STK-Domaéane, besitzen. In der Evolution der
Vertebraten traten anschlieRend zwei paraloge Proteine auf, Kalrn, welches dem von B.
belcheri entspricht, und Trio, welches sich durch den Verlust einer SPEC- und der FN-Domaéane
auszeichnet. Interessanterweise behielten die Vertebraten durch die Verwendung spezifischer
C-terminaler Spleilstellen die Fahigkeit verklrzte Trio- und Kalrn-Isoformen herzustellen
(McPherson et al., 2005; Portales-Casamar et al., 2006; Johnson et al., 2000; McPherson et
al., 2002).

Der prozentuale Anteil an identischen AS zwischen den Trio/Kalrn-Proteinen und dem
humanen TRIO- und KALRN-Protein nimmt wahrend der Evolution zu (Abb. 15 C). Anhand
der AS-Sequenz kann bei den Vertebraten deutlich zwischen Trio und Kalrn unterschieden
werden, wohingegen die Trio/Kalrn-Proteine von B. belcheri, D. melanogaster und C. elegans

dadurch keinem der Protein-Gruppen zugeordnet werden kdnnen.

5.1.1 Xenopus Trio und Kalrn Paraloge

Die Analyse ordnete die Xenopus Trio- und Kalrn-Proteine als Orthologe der Trio- und Kalrn-
Familie in Vertebraten ein (Abb. 15). Die AS in Xt Trio stimmen zu 87 % mit denen in Hs TRIO
Uberein (Abb. 15 C). Damit ist es zu 6 % dem Hs TRIO ahnlicher als das Xl Trio-Protein.
Aufgrund der unvollstandigen Sequenz von Xt Kalrn ist die Homologie zum humanen KALRN
gering. Trotzdem wurde Xt Kalrn richtig in die Gruppe der Xenopus-Kalrn-Proteine
eingeordnet. X. leavis besitzt aufgrund seiner Tetraploidie zwei Gene fur Kalirin. XI Kalrn.L ist

mit einem Anteil von 81 % an identischen AS dem humanen KALRN &hnlicher als XI Kalrn.S
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mit 77 %. Aulerdem fehlt den X. laevis Kalrn-Proteinen die zweite SH3-Domane (Abb. 15 B).
Besonders stark konservierte Regionen zwischen den Trio/Kalrn AS-Sequenzen aller
Organismen sind in Bereichen der funktionalen Domanen zu finden (Anhang 2). Aus diesem
Grund wurde zudem der prozentuale Anteil an identischen AS zwischen den katalytischen
Domanen der Xenopus Trio/Kalrn-Proteinen und der humanen Orthologen berechnet und in

Abbildung 16 zusammengefasst.

Hs TRIO Hs KALRN
GEF1 GEF2 STK GEF1 GEF2 STK
Xl Trio 96 % 88 % 84 % Xl Kalm.L 95 % 81 % 78 %
Xt Trio 96 % 88 % 84 % X Kalm.5 84 % 82 % 79 %
Xt Kalrm1+2 95 % 84 % 80 %

Abbildung 16: Konservierung der funktionalen Doméanen zwischen den Xenopus und den
humanen Trio/Kalrn-Proteinen. Prozentualer Anteil identischer AS zwischen den Sequenzen der drei
katalytischen Domanen der Xenopus Trio/Kalrn-Proteine und denen der humanen Orthologen. Die
Domanen sind starker konserviert als die gesamten Proteine.

Generell sind die funktionalen Domanen zwischen den Xenopus und den humanen Proteinen
starker konserviert als das Gesamtprotein (Abb. 15 C). Die GEF1-Doméane der Xenopus
Trio/Kalrn-Proteine ist am starksten konserviert, 94-96 % der AS stimmen mit der GEF1-
Sequenz ihrer humanen Orthologen Uberein. Die Xt Kalrn-Domanen besitzen eine etwas
héhere Ubereinstimmung auf AS-Ebene zu Hs KALRN im Vergleich zu den X. laevis Kalrn.
Zusammenfassend l3sst sich aufgrund der phylogenetischen Analyse und der Ahnlichkeit der
Xenopus Trio/Kalrn-Proteine zu ihren Vertebraten-Orthologen die Hypothese aufstellen, dass

die Proteine in Xenopus ahnliche Funktionen wie ihre Orthologen in Vertebraten besitzen.

5.2 Die Expression von trio und kalrn in der Entwicklung von X. laevis

Zur Charakterisierung der Expression von frio und kalrn wahrend der Embryonalentwicklung
von X. laevis wurde eine semi-quantitative Reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR) und eine
ISH (langes Protokoll) durchgefihrt. Die Primer fur die RT-PCR wurden so konzipiert, dass sie
ein 460-462 Basenpaar (bp)-langes Fragment von trio, kalrn.L oder kalrn.S amplifizieren. Der
Bereich erstreckt sich von der C-terminalen SPEC-Domane bis in das DH-Motiv der GEF1-
Domane. Fir die Analyse wurde die Gesamt-RNA verschiedener X. laevis
Entwicklungsstadien (St. 6-42) isoliert (Abb. 17). H4-Primer wurden als interne Kontrolle der
RNA-Qualitat verwendet.

Trio wird in allen analysierten Stadien exprimiert (Abb. 17 A). Maternale trio Transkripte wurden
schon im frihen Teilungsstadium (St. 6) detektiert. Trio wird weiterhin im Blastula-Stadium (St.

8/9) exprimiert, wohingegen die Expression im Gastrula-Stadium (St. 11) schwacher wird. Die
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zygotische Expression stieg ausgehend von den Neurula-Stadien (St. 15, 18/19), Uber die
friihen (St. 23, 26) bis hin zu den spaten Schwanzknospen-Stadien (St. 32-42) stark an.

Auch die kalrn-lsoformen werden maternal in X. laevis Embryonen exprimiert, wobei kalrn.S
schwacher exprimiert wird. Im Blastula-Stadium ist die Expression beider kalrn schwach
(Abb. 17 B, C) und im Gastrula-Stadium wurde keine signifikante Expression detektiert. Erst
wahrend der Neurulation stieg die Expression der kalrn-lsoformen an. Dabei wurde das

hochste Level im Schwanzknospen-Stadium (St. 42) erreicht.
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Abbildung 17: Expression von trio und kalrn in der frithen Entwicklung von X. laevis.

Zeitliches Expressionsmuster von trio (A), kalm.L (B) und kalrn.S (C) erstellt durch eine semi-
quantitative RT-PCR mit spezifischen Primern und RNA der angegebenen X laevis
Entwicklungsstadien. Trio und kalr.L werden maternal und zygotisch exprimiert. Kalrn.S wird
hauptsachlich zygotisch exprimiert. Histon H4 (H4) wurde als interne Kontrolle verwendet und die letzte
Bedingung ohne Reverse Transkriptase (-RT) als Negativkontrolle.

Die raumliche Expression von frio und kalrn wurde mittels ISH verschiedener X. laevis
Entwicklungsstadien untersucht. Trio Transkripte wurden schon frih in der animalen Region
von Embryonen im Teilungs- und Blastula-Stadium detektiert (Abb. 18 A, B). Eine zygotische
Expression wurde auflerdem in der dorsalen Marginalzone von Gastrula-Embryonen
beobachtet (Abb. 18 C, D), wohingegen in der ISH mit einer sense Probe keine spezifische
Farbung detektiert wurde (Abb. 18 E). Transversale Schnitte durch die Blastoporuslippe von
Embryonen im Stadium 10,5 zeigen eine frio Expression im einwandernden Mesoderm und im
anterioren Ektoderm (Abb. 18 D). Im Stadium 13 ist frio in der Neuralplatte und in der
anterioren Region exprimiert (Abb. 18 F). Diese Expression bleibt in den spateren Neurula-
Stadien bestehen (Abb. 18 G). Im frihen Schwanzknospen-Stadium (St. 22) nimmt die trio
Expression in der Neuralplatte, den sich entwickelnden Somiten und der anterioren

Kopfregion, inklusive der kranialen Neuralleistenzellen (cNLZ), zu (Abb. 18 H).
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Abbildung 18: Expressionsmuster von trio in der friihen X. laevis Entwicklung.

Die Genexpression von frio wurde mittels ISH in verschiedenen X. laevis Entwicklungsstadien (St. 6-
38) sichtbar gemacht. A Embryo im Teilungsstadium, laterale Ansicht. B Blastula-Stadium, laterale
Ansicht. C Gastrula-Stadium, vegetale Ansicht. Pfeil zeigt auf die Blastoporuslippe. D Transversaler
Schnitt durch den Embryo in C (gestrichelte Linie). E Embryo im Gastrula-Stadium. Kontroll-ISH mit
einer sense Sonde. F, G Embryonen im Neurula-Stadium, dorsale Ansicht. H Friihes Schwanzkonspen-
Stadium, dorsale Ansicht. I, J Transversale Schnitte durch den Embryo in H (gestrichelte Linie). Der
Pfeil in | markiert die Farbung zwischen dem Meso- und Endoderm, die wahrscheinlich cNLZ
reprasentiert. K-M Laterale Ansicht von Embryonen im Schwanzkonspen-Stadium. Eine sense Kontrolle
im Stadium 28 wurde in L eingefiigt. N VergroéfRerung der Kopfregion des Embryos in L. O Doppel-ISH
von einem Embryo im Stadium 27 zeigt eine Co-Expression von frio (blau) und twist (rot) in cNLZ. P, Q
Transversale Schnitte durch Embryonen wie in O (gestrichelte Linie). Abklirzungen: a: animal, A: Auge,
Br: Branchiale Kiemenbdgen, Bl: Blastoporuslippe, G: Gehirn, Gt: Ganglion trigeminale, Ek: Ektoderm,
Hy: Hyoidaler Kiemenbogen, Ma: Mandibularer Kiemenbogen, Me: Mesoderm, NLZ:
Neuralleistenzellen, No: Notochord, Np: Neuralplatte, Npg: Neuralplattengrenze, Nr: Neuralrohr, Nt:
Nervus trigeminus, Ov: Ohrvesikel, poM: periokulares Mesenchym, S: Somiten, Sk: Sklerotom, v:
vegetal, Zd: Zementdrise. Maf3stab: 500 um (I, J: 200 pm).
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Transversale Schnitte durch einen Embryo im Stadium 22 zeigten auflerdem, dass frio
Transkripte vermehrt in der tieferen Schicht des sich bildenden Neuralrohrs lokalisieren (Abb.
18 1, J). Des Weiteren wurde eine Farbung im Notochord, den Somiten und zwischen dem
Meso- und Endoderm, die hier vermutlich die migrierende cNLZ reprasentiert, nachgewiesen
(Abb. 18 I, Pfeilkopf). In posterioren transversalen Schnitten war eine frio Expression im
Sklerotom zu erkennen (Abb.18 J). Im Stadium 23 sind frio Transkripte im Kopf, in der
Zementdruse, im periokuldaren Mesenchym, im Ganglion trigeminale und in den migrierenden
cNLZ exprimiert (Abb. 18 K). Uberdies lokalisierte trio in der Rumpfregion, im Neuralrohr und
den sich entwickelnden Somiten. Embryonen im Schwanzknospen-Stadium (St. 28)
exprimieren trio auflerdem im mandibularen, hyoidalen und den branchialen Kiemenbdgen,
dem Gehirn, der Augenanlage, dem Ohrvesikel und dem Trigeminus Nerv, wohingegen kein
Signal in der sense Kontrolle detektiert wurde (Abb. 18 L, N). Die frio Expression im
Kopfbereich - vor allem im Gehirn und den branchialen Kiemenbdgen - nahm im spaten
Schwanzknospen-Stadium (St. 38) zu (Abb. 18 M). Eine Doppel-ISH mit trio (blau) und dem
cNLZ-Marker twist (rot) mit Stadium 27 Embryonen bestétigte aulRerdem das frio Signal in den
cNLZ. Schnitte durch diese Embryonen zeigten lila-gefarbte Zellen in den Kiemenbdégen (Abb.
18 O0-Q).

Auch kalrn wird frih im animalen Pol von Stadium 6 und Stadium 9 Embryonen exprimiert
(Abb. 19 A, B). Das Expressionslevel nimmt im Gastrula-Stadium ab, dabei ist kalrn nur
schwach in der Region uber der Blastoporuslippe von Stadium 10,5 Embryonen in einer
dinnen Schicht des Mesoderms exprimiert (Abb. 19 C, D). Sense Kontrollen in diesem
Stadium zeigten keine Farbung (Abb. 19 E). In Neurula-Embryonen wurde eine spezifische
kalrn Farbung in der Neuralplatte und im anterioren Bereich sichtbar. Im Stadium 13 sind kalrn
Transkripte in der Neuralplatte vorwiegend in der medialen, der intermediaren und der
longitudinalen Domane der primaren Neurone lokalisiert (Abb. 19 F). Die neuronale
Expression wurde durch eine Doppel-ISH mit kalrn (blau) und n-tubulin (rot) bestatigt
(Abb. 20). Auch in spateren Neurula-Stadien wurden trio Transkripte in Neuronen detektiert
(Abb. 19 G, H). So zeigten Stadium 21 Embryonen eine kalrn Expression in Motor-, Inter- und
Rohon-Beard-Neuronen und eine schwachere Expression in den Somiten und im Sklerotom
der sich bildenden Somiten (Abb. 19 I, J). Zusatzlich bestatigt die anteriore Ansicht eines
Stadium 21 Embryo die Expression von kalrn in der Trigeminus- und der olfaktorischen
Plakode (Abb. 19 K). Die Farbung blieb im Stadium 23 bestehen (Abb. 19 L). Im Stadium 28,
wurden kalrn Transkripte in der Linse, im Trigeminus-Nerv, der Epiphyse, der olfaktorischen
Plakode und im Neuralrohr detektiert (Abb. 19 M, O). Im Kontrast hierzu zeigten die sense

Kontrollen im Schwanzknospen-Stadium keine Farbung (Abb. 19 Q).
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Abbildung 19: Expressionsmuster von kalrn in der friihen X. laevis Entwicklung.

Die Genexpression von kalrn wurde mittels ISH in verschiedenen X. laevis Entwicklungsstadien (St. 6-
38) sichtbar gemacht. A Embryo im Teilungsstadium, laterale Ansicht. B Blastula-Stadium, laterale
Ansicht. C Gastrula-Stadium, vegetale Ansicht. Pfeil zeigt auf die Blastoporuslippe. D Transversaler
Schnitt durch den Embryo in C (gestrichelte Linie). E Embryo im Gastrula-Stadium. Kontroll-ISH mit
einer sense Sonde. F, G Embryonen im Neurula-Stadium, dorsale Ansicht. H Friihes Schwanzknospen-
Stadium, dorsale Ansicht. I, J Transversale Schnitte durch den Embryo in H (gestrichelte Linie). K
Anteriore Ansicht des Embryos in H. L-N Laterale Ansicht von Embryonen im Schwanzknospen-
Stadium. O VergroRerung der Kopfregion des Embryos in M. P Vergrofierung der Kopfregion des
Embryos in N. Markiert sind der mandibulare Ast (Vmg) und der ophthalmicus Ast (Vop) des Nervus
trigeminus, der Nervus facialis (VII), glossopharyngeus (IX) und der Vagus-Nerv (X). Q Sense Kontrolle
im Stadium 27. Abklrzungen: a: animal, Bl: Blastoporuslippe, Ep: Epiphyse, G: Gehirn, Gt: Ganglion
trigeminale, i: intermediare Domane der primaren Neurone, In: Interneurone, kN: kraniale Nerven, m:
mediale Domane der primaren Neuronen, Mc: Mesencephalon, Me: Mesoderm, Mn: Motorneurone, No:
Notochord, Np: Neuralplatte, Npg: Neuralplattengrenze, Nr: Neuralrohr, kN: kraniale Nerven, I: Laterale
Domane der primaren Neurone, Li: Linse, OP: Olfaktorische Plakode, Pc: Prosencephalon, RB: Rohon-
Beard Neurone, Rc: Rhombencephalon, S: Somiten, Sk: Sklerotom, Nt: Nervus trigeminus, Nv: Nervus
vestibulocochlearis, TP: Trigeminale Plakode. MaRstab: 500 um (I, J: 200 ym).
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Im Stadium 38 ist kalrn stark im Gehirn und den kranialen Nerven exprimiert. Insbesondere
lagen kalrn Transkripte im Nervus trigeminus (V), facialis (VII), glossopharyngeus (IX) und im
Vagus-Nerv (X) vor (Abb. 19 N, P).

In der Gesamtheit zeigen trio und kalrn eine prominente Expression in neuronalen Strukturen
wahrend der embryonalen Entwicklung von X. laevis. Aul’erdem wurde ein Signal beider in
den sich bildenden Somiten beobachtet. Darliber hinaus ist frio in den cNLZ exprimiert,

wohingegen kalrn Transkripte in den kranialen Nerven lokalisieren.

A kalrn B n-tub

L
st13 M ____ se13 B e,
C ‘(m Ki
-
No
kalrn
D L i
& & |
-
No
kalrn n-tub

Abbildung 20: kalrn Transkripte co-lokalisieren mit n-tubulin in verschiedenen Neuronen-
Populationen in der Neuralplatte. Die Lokalisation von kalrn (blau) und n-tubulin (n-tub; rot) wurde
mittels Doppel-ISH analysiert. A kalrn ISH eines Embryos im Neurula-Stadium, dorsale Ansicht. B
Doppel ISH eines Neurula-Embryos, dorsale Ansicht. C Transversaler Schnitt entlang der gestrichelten
Linie des Embryos in A. D Transversaler Schnitt entlang der gestrichelten Linie des Embryos in B. i:
intermediare Domane der primaren Neurone, m: mediale Domane der primaren Neuronen, No:
Notochord, Np: Neuralplatte, I: Laterale Domane der primaren Neurone. Malstab: A, B: 500 um; C, D:
200 um.

5.3 Der Verlust von Trio verursacht cNLZ-Migrationsdefekte

In X. laevis wird trio in den cNLZ exprimiert und erste Funktionsverlust (Knockdown) -Studien
zeigten aufRerdem, dass die Injektion eines Trio Morpholinos (Trio MO) zu Defekten in der
Migration von cNLZ fihrt (Moore et al., 2013; Masterarbeit A. Merks, 2012; Dissertation S.
Becker, 2014). Zur Verifizierung des Migrationsphanotyps wurden Embryonen in eine animale
dorsale Blastomere im 8-Zell-Stadium mit 5 ng Trio MO oder 5 ng eines Kontroll Morpholinos
(Co MO) und 4 ng Dextran-Fluorescein injiziert. Des Weiteren wurde 10 pg oder 100 pg hTrio
DNA, die keine Bindestelle fur das Trio MO besitzt, co-injiziert. Die Embryonen wurden im
Stadium 26 fixiert und eine ISH gegen den cNLZ-Marker AP-2a wurde zur Visualisierung der
NLZ-Migrationsdefekte durchgefuhrt.
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Abbildung 21: Die Injektion des Trio MO fiihrt zu cNLZ-Migrationsdefekten in vivo.

A Laterale Ansicht von Stadium 26 Embryonen analysiert durch eine ISH mit AP-2a. Die Uberexpression
von 100 pg hTrio hat keinen signifikanten Einfluss auf die cNLZ-Migration. Trio MO-injizierten
Embryonen und Embryonen, welche mit 10 pg hTrio DNA co-injizierten wurden, zeigten starke cNLZ-
Migrationsdefekte (weilter Pfeil). Dagegen konnte die Co-Injektion von 100 pg hTrio DNA die Migration
wiederherstellen. * : injizierte Seite. Mastab: 200 um. B Prozentualer Anteil an injizierten Embryonen
mit cNLZ-Migrationsdefekten. Gezeigt ist der Mittelwert aus (N) unabhangigen Experimenten mit
Standardfehler. n: Anzahl an ausgewerteten Embryonen. Die Signifikanz wurde mit dem exakten Test
nach Fisher berechnet. ***; p<0,005, n.s.: nicht signifikant.

Die Injektion des Co MO, welches zu keiner Sequenz eine Homologie aufweist, fiihrte in
weniger als 5 % der Embryonen zu einer Veranderung der cNLZ-Migration auf der injizierten
Seite im Vergleich zur Kontrollseite (Abb. 21 A, B). Die Anzahl an Embryonen mit cNLZ-
Migrationsdefekten stieg auf 21 % durch die Co-Injektion von 100 pg hTrio DNA, wobei die
Steigerung nicht signifikant war. Dagegen verursachte das Trio MO in der Mehrzahl der
injizierten Embryonen (66 %) einen signifikanten cNLZ-Migrationsdefekt. Dabei war das AP-
20-Signal groftenteils nur im dorsalen Kopfbereich zu erkennen und nicht in den
Kiemenbdgen. Die Co-Injektion von 10 pg hTrio DNA fiuhrte lediglich zu einer Reduktion der

74



Ergebnisse

Embryonen mit cNLZ-Defekten um 10 %. Dagegen konnte die Co-Injektion von 100 pg hTrio
DNA die cNLZ-Migration in den meisten Embryonen (70 %) wiederherstellen, wodurch die

Spezifitat des Trio MO bestatigt wurde.

Darlber hinaus wurde Gberprift, ob der Trio MO-Phanotyp auf zellularer Ebene reproduzierbar
ist. Hierflr wurden Embryonen im 8-Zell-Stadium in eine animale dorsale Blastomere mit 5 ng
Co MO oder Trio MO und 100 pg hTrio DNA mit 150 pg GAP43-GFP RNA co-injiziert. Der
GFP-getaggte GAP43-Anker lokalisiert in der Zellmembran, wodurch die Zellmorphologie
visualisiert wird. Im pra-migratorischen Stadium (St. 16/17) wurden die fluoreszierenden cNLZ
explantiert und auf Fibronektin-beschichteten Oberflachen kultiviert. Nach finf Stunden
wurden die Zellen fixiert und am Spinning Disc-Mikroskop analysiert. Die cNLZ in den Kontroll-
Explantaten besallen Lamelli- und Filopodien (Abb. 22 A, weille Pfeilkdpfe). Im Gegensatz
dazu flhrte das Trio MO zu einer améboiden Zellmorphologie in vitro (Abb. 22 A, gelbe Pfeile),
wobei die cNLZ blasenformige Zellausstulpungen aufwiesen, welche auch als ,Blebs”
bezeichnet werden (Fackler und Grosse, 2008). Die Co-Injektion von 100 pg hTrio DNA konnte
die Bildung der Zellauslaufer in den explantierten cNLZ wiederherstellen. Die Veranderung der
Zellform wurde auRerdem durch die Berechnung der Zell-Zirkularitat bestatigt (Imaged). Die
Zirkularitat ergibt sich aus dem Umfang und dem Flacheninhalt einer Zelle, wobei die Werte
zwischen 0 und 1 liegen und ein Wert von 1 einem idealen Kreis entspricht. cNLZ, welche mit
Trio MO injiziert wurden, zeigten eine deutlich hdhere Zellzirkularitat als die Co MO-injizierten
und hTrio-co-injizierten Zellen (Abb. 22 B).

Trio ist als GEF ein Regulator der kleinen RhoGTPasen, welche die Dynamik des Aktin-
Zytoskeletts modulieren, das fir die Bildung von Zellauslaufern und Zellausstilpungen wichtig
ist. Um die Veranderung der Zellmorphologie durch das Trio MO zu untersuchen wurden
Embryonen mit 300 pg lifeact-mcherry RNA co-injiziert. Dadurch konnte die Dynamik des
Zytoskeletts in den explantierten cNLZ live mit dem Spinning Disc-Mikroskop aufgenommen
werden. Danach wurden die Zellen fixiert, mit DAPI angefarbt und erneut analysiert.

In den Co MO-injizierten Zellen, die wildtypischen Zellen entsprechen, war filamentoses (F)-
Aktin in Bundeln in Stressfasern und in den Filo- und Lamellipodien an der zellularen
Migrationsfront organisiert (Abb. 22 C, weil3e Pfeile). Dabei zeigten die cNLZ dynamische F-
Aktin-Strukturen in den Zellauslaufern (Movie 1). Die Trio MO-injizierten Explantate besalien
dagegen eine eher diffuse Verteilung von F-Aktin in den blasenférmigen Zellen. An den
Zellgrenzen kam es aufderdem zum Teil zur Bildung von Aktin-Agglomeraten (Abb. 22 B, gelbe
Pfeile) und eine Akkumulation von F-Aktin im Zellcortex wurde unter der Membran beobachtet
(Abb. 22 C, gelbe Pfeilspitzen).

75



Ergebnisse

A Co MO Trio MO Trio MO + hTrio B
¢ T i 11— *kk
! e e
g g o8-
& S osl-
P =
3 N 04
5 3
o 02—
0
Co MO Trio MO
C _ + hTrio
2 % (n=95) (n=117) (n=48)
>0 (N=22) (N=19) (N=11)
!CI_J +
£
[SHTH
£0
33
= <
0]
P
@
=
[]
=
B
©
L

Abbildung 22: Der Verlust von Trio beeinflusst die Morphologie und F-Aktin-Strukturen von
cNLZ. A Fixierte cNLZ-Explantate. GAP43-GFP markiert die Zellmembran. Die Kontroll-Zellen bildeten
Zellauslaufer (weilte Pfeilspitzen). Die Trio-depletierten Zellen besalien dagegen blasenférmige
Ausstilpungen (Blebs, gelbe Pfeilspitzen). Die Co-Injektion des Trio MO mit 100 pg hTrio DNA flhrte
zur Wiederherstellung der Zellauslaufer. Mal3stab: 20 ym. B Werte der berechneten Zirkularitat (C=
411(Flache/Kreisumpfang?)) von injizierten Zellen (n) aus cNLZ-Explantaten (N). Gezeigt ist der
Mittelwert aus drei unabhangigen Experimenten mit Standardfehler. C=1: idealer Kreis. Die Signifikanz
wurde mit dem exakten Test nach Fisher berechnet. ***: p<0,005. C Fixierte cNLZ-Explantate co-injiziert
mit lifeact-mcherry zur Visualisierung von F-Aktin und GAP43-GFP RNA zur Markierung der
Zellmembran. DAPI markiert die Zellkerne. Die erste Zeile zeigt die Uberlagerten Fluoreszenzkanale.
Die zweite Zeile zeigt nur das lifeact-mcherry Signal. Die Kontroll-Zellen und die Zellen injiziert mit dem
Trio MO zusammen mit 100 pg hTrio DNA wiesen gebiindelte Aktinfilamente in der Zellmembran, in den
Filopodien (weil3e Pfeilspitze) und verzweigte F-Aktin-Strukturen in den Lamellipodien (weiler Pfeil) auf.
Dagegen zeigten die blebbenden Trio MO-injizierten Zellen ein diffuses F-Aktin-Signal im Zytoplasma
und in Agglomerate an Zellgrenzen (gelbe Pfeile). Darlber hinaus war F-Aktin in den sich formenden
Blebs im Zellcortex lokalisiert (gelbe Pfeilspitzen). Malistab: 20 ym.

Darlber hinaus zeigten die Trio-depletierten Zellen rhythmische Bewegungen, sogenanntes
,Blebbing®, bei dem sich die Membran an verschiedenen Stellen ausstilpte und sich
anschlielend wieder zusammenzog (Movie 1). Dabei folgte die Expansion des Zellcortex,
markiert durch F-Aktin, der Ausstulpung der Zellmembran. Bei der Rickbildung des Blebs
zogen sich beide zusammen wieder zurick. Die Bildung geordneter Aktin-Strukturen und von
Zellauslaufern wurde durch die Co-Injektion von 100 pg hTrio DNA wiederhergestellt (Abb. 22
C, weille Pfeile, Movie 1).
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5.4 Endogenes Trio lokalisiert im Zytoplasma, an der Zellmembran und in

Zellauslaufern in cNLZ

Die Lokalisation von endogenem Trio wurde mit Hilfe einer Immunofarbung mit a-Trio
Antikérpern in explantierten und mit Glyoxal-fixierten cNLZ analysiert (durchgeflhrt von A.
Grund). Zur Erkennung der Kerne wurde aul3erdem eine DAPI-Farbung durchgefuhrt.

Trio lokalisierte in den cNLZ punktuell und in Akkumulationen im Zytoplasma aber auch an der
Membran (Abb. 23, Pfeilspitzen) und in den Zellauslaufern (Abb. 23, Pfeile).

Trio + DAPI

Abbildung 23: Endogene Expression von Trio in cNLZ.

Immunofluoreszenzfarbung mit a-Trio Antikérpern von cNLZ-Explantaten aus Wildtyp-Embryonen fixiert
mit Glyoxal. DAPI markiert den Zellkern. Trio lokalisierte im Zytoplasma, an der Zellmembran
(Pfeilspitzen) und in Zellauslaufern (Pfeile). Ma3stab: 20 um; (durchgefiihrt von A. Grund).

5.5 Trio MO und Trio MO2 fluihren zu einer Reduktion der Trio-Expression

Das Trio MO konnte der ATG-Region in der annotierten Sequenz fir X/ trio nicht zugeordnet
werden. Aus diesem Grund wurde ein zweites MO (Trio MO2) konzipiert, welches die
Translation von Trio blockiert. Das Trio MO2 bindet im 5’UTR-Bereich der X/ trio mRNA
(Abb. 24).

——————————————————————————————————————— + 25
GITTGGAACCCTTICTCCCCCTCCCCGAGATGAGCACAT @ 69
5°UTR START

Trio_MOZ 5 oe==
Xl trio NCBI :

Abbildung 24: Alignment des Trio MO2 mit der entsprechenden Region in der X/ trio mRNA.

Die Bindestelle fur das Trio MO2 liegt in der 5UTR vor dem Start-Codon von frio. Durch Bindung des
antisense MO an diese Region wird die Translation des Trio-Proteins blockiert. Dargestellt ist die sense-
Richtung der Sequenzen. bp sind angegeben.

Um zu Uberprufen, dass die Injektion der Trio MOs in X. laevis Embryonen zu einem
Knockdown der Trio-Expression fuhrt, wurde ein spezifischer Antikdrper gegen endogenes
Trio verwendet. Fur Western Blot-Analysen wurden Embryonen im Einzell-Stadium mit 5 ng
Co MO, Trio MO oder Trio MO2 animal injiziert. Im Stadium 12 wurden die Embryonen lysiert
und die Lysate wurden durch einen Western Blot mit a-Trio Antikorpern analysiert. Als
Ladekontrolle diente Aktin. Fir das X. laevis Trio-Protein wurde eine GroRe von 340 kDa
berechnet. Auf dem Western Blot wurden zwei Banden tber 250 kDa detektiert. Im Vergleich
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zur Kontrolle ist die obere Bande von Trio, die eher auf der Hohe von 340 kDa liegt, in den
Trio MO-Lysaten nicht mehr vorhanden und die zweite untere Bande erscheint schwacher
(Abb. 25 A). Durch eine Quantifizierung der Intensitat der Protein-Banden (Image Studio™ 5.2)
gegen die entsprechende Aktin-Bande konnte festgestellt werden, dass beide Trio MOs zu
einer signifikanten Reduktion der Trio-Expression im Vergleich zum Co MO flihrten
(Abb. 25 B).
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Abbildung 25: Beide Trio MOs reduzieren die endogene Trio-Proteinexpression.

A Western Blot von Lysaten von injizierten X. laevis Embryonen inkubiert mit a-Trio und a-Aktin
Antikérpern. Die Injektion des Trio MO und des Trio MO2 fiihren zu einer Reduktion der Trio-
Proteinexpression. WB: Western Blot. Das Molekulargewicht ist in kDa angegeben. B Quantifizierung
der Trio-Expression in (A) gegen Aktin. Gezeigt ist der Mittelwert mit Standardfehler von drei
unabhangigen Experimenten. C Trio-Expression in ektodermalen Explantaten visualisiert durch eine
Immunofluoreszenzfarbung mit a-Trio Antikdrpern. GAP43-GFP markiert die Zellmembran. In Trio-
depletierten Zellen waren nur vereinzelt kleine globulare Trio-Strukturen im Vergleich zur Kontrolle
erkennbar. Maf3stab: 10 ym. D Quantifizierung der Trio-Expression in (C) im Vergleich zur Kontrolle.
Gezeigt ist der Mittelwert mit Standardfehler von drei unabhangigen Experimenten. Die Signifikanz zur
Kontrolle wurde mit dem exakten Test nach Fisher berechnet. ***: p< 0,005, *: p< 0,05.

Daruber hinaus wurde die Trio-Proteinexpression durch eine Immunfluoreszenzfarbung von
Xenopus Zellen analysiert. Hierfur wurden Embryonen im Zweizell-Stadium animal in beide
Blastomeren mit 5 ng des Co MO, Trio MO oder Trio MO2 und 150 pg GAP43-GFP RNA
injiziert. Im Blastula-Stadium wurden animale ektodermale Explantate angefertigt, die im
Stadium 12 fixiert und einer Immunofarbung mit a-Trio Antikérpern unterzogen wurden. Die
Explantate wurden am Fluoreszenz-Mikroskop analysiert. In den Kontroll-Explantaten war eine
deutliche Expression von Trio in vielen kleinen globularen Strukturen im Zytoplasma der Zellen
zu erkennen (Abb. 25 C). Dagegen war das Auftreten dieser punktférmigen Akkumulationen

in den Explantaten, die mit den Trio MOs injiziert wurden, stark reduziert. Dies spiegelte sich
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auBerdem in der Quantifizierung wieder, bei der das Signal des roten Fluoreszenzkanals in
einem definierten Areal der ektodermalen Explantate zwischen den Bedingungen verglichen
wurde (Imaged) (Abb. 25 D). Somit kam es in beiden experimentellen Ansatzen durch die
Injektion des Trio MO oder Trio MO2 zu einer deutlichen Reduktion der Trio-Proteinexpression

in X. laevis Embryonen.

5.6 Auch Trio MO2 inhibiert die Migration der cNLZ in vivo

Um den Einfluss des Trio MO2 auf die cNLZ-Migration in vivo zu testen wurde das Trio MO2
in ansteigenden Konzentrationen in eine animale dorsale Blastomere im 8-Zell-Stadium
injiziert. Im Stadium 26 wurden die cNLZ-Defekte mit Hilfe einer ISH gegen den cNLZ-Marker
AP-2a analysiert. Die Injektion von 2 ng Trio MO2 verursachte verglichen mit der Kontrolle
keine Veranderungen in der cNLZ-Migration (Abb. 26 A). Erst ab einer Konzentration von 5 ng
Trio MO2 trat eine signifikante Blockierung der cNLZ-Migration auf (Abb. 26 A, weil3er Pfeil, B).
Auf der injizierten Seite verblieben die cNLZ fusioniert im dorsalen anterioren Bereich und es
wurden kein AP-2a-Signal in den branchialen Kiemenbogen detektiert. Durch die Injektion von
5 ng Trio MO2 zeigten 47 % der injizierten Embryonen einen Migrationsdefekt, bei 8 ng Trio
MO2 40 %. Die Injektion von 12 ng Trio MO war Uberwiegend tddlich.

Die Spezifitat des Trio MO2 wurde mit Hilfe von Wiederherstellungs-Experimenten durch die
Co-Injektion von 5 ng Trio MO2 mit verschiedenen Konzentrationen an hTrio DNA Uberpruft.
Die ISH mit AP-2a dieser Embryonen im Stadium 26 zeigte, dass eine Konzentration von 50 pg
hTrio DNA die cNLZ-Migration in Trio-depletierten Embryonen teilweise wiederherstellen
konnte (Abb. 27 A). Dabei traten 22 % weniger Embryonen mit Migrationsdefekten auf als bei
der Injektion des Trio MO2 alleine (Abb. 27 B). Hohere Konzentrationen, wie 100 pg und
150 pg hTrio DNA flhrten zu keiner signifikanten Reduktion von Embryonen mit
Migrationsdefekten auf der injizierten Seite. Die cNLZ verblieben groRtenteils dorsal
(Abb. 27 A, Pfeil).

Parallel dazu wurde die Zellmorphologie der cNLZ in vitro analysiert. Hierfir wurden
Embryonen im 8-Zell-Stadium in eine animale dorsale Blastomere mit 5 ng Co MO oder Trio
MO, oder 5 ng Trio MO und 50 pg hTrio DNA mit 150 pg GAP43-GFP RNA co-injiziert. Die
cNLZ wurden im Stadium 16/17 explantiert, kultiviert, fixiert und eine DAPI-Farbung wurde
durchgefuhrt. Die Zellen, die mit dem Trio MO2 injiziert wurden, zeigten auch eine blebbende
Zellmorphologie wie die Trio MO-injizierten cNLZ (Abb. 22). Die Zellen waren somit nicht mehr
in der Lage Zellauslaufer zu bilden (Abb. 27 C, gelbe Pfeilspitzen). Im Kontrast dazu besalien
die Kontroll-Zellen und die Zellen, die mit dem Trio MO2 und der hTrio DNA injiziert wurden,

zahlreiche Filo- und Lamellipodien (Abb. 27 C, weilRe Pfeilspitzen). Dies spiegelte sich auch in
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den Werten flr die Zell-Zirkularitat wieder, wobei die Trio-MO-depletierten cNLZ die hochste

Zirkularitat besallen und somit einem idealen Kreis am nahesten kamen (Abb. 27 D).

Somit flihrte das Trio MO2 zu cNLZ-Migrationsdefekten in vivo und zu membranem Blebbing
der cNLZ in vitro. Dabei konnte die Migration und die Zellauslaufer-Bildung durch die

ektopische Expression von hTrio wiederhergestellt werden.

A AP-2q B

=y

00—

Co MO

Migrationsdefekte [%]

Co MO Trio MO2

2ng 5ng 8ng 12ng

(n=336)(n=53) (n=209) (n=116) (n=12)
(N=5) (N=1) (N=4) (N=3) (N=1)

5 ng Trio MO2 2 ng Trio MO2

8 ng Trio MO2

12 ng Trio MO2

Abbildung 26: Die Injektion des Trio MO2 blockiert die Migration der cNLZ.

A Laterale Ansicht von X. laevis Embryonen im Stadium 26. ISH gegen AP-2a. Injiziert wurden
ansteigende Konzentrationen - 2 ng, 5 ng, 8 ng, 12 ng - des Trio MO2. Ab 5 ng Trio MO traten cNLZ-
Migrationsdefekte auf. Dabei verblieben die Zellen in der dorsalen Region des Kopfes (weiller Pfeil).
* : injizierte Seite. MaRstab: 200 um. B Prozentualer Anteil an Embryonen mit cNLZ-Migrationsdefekten
aus (N) unabhangigen Experimenten. Gezeigt ist der Mittelwert mit Standardfehler. n: Anzahl an
ausgewerteten Embryonen. Die Signifikanz zum Co MO wurde mit dem exakten Test nach Fisher
berechnet. ***: p<0,005.
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Abbildung 27: Das Trio MO2 verursacht cNLZ-Migrationsdefekte in vivo und in vitro.

A Laterale Ansicht von injizierten Embryonen im Stadium 26. ISH gegen den cNLZ-Marker AP-2a. Die
Co-Injektion von 100 pg hTrio DNA und 150 pg hTrio DNA mit dem Trio MO2 fuihrte weiterhin zu cNLZ-
Migrationsdefekten (weiler Pfeil). Dahingegen wiesen die Embryonen, die mit 50 pg co-injiziert wurden,
eine normale Migration wie bei der Kontrolle (Co MO) auf. * : injizierte Seite. Mal3stab: 200 ym. B
Prozentualer Anteil an Embryonen mit cNLZ-Migrationsdefekten. Gezeigt ist der Mittelwert aus (N)
unabhangigen Experimenten mit Standardfehler. n: Anzahl an ausgewerteten Embryonen. Die
Signifikanzen wurde mit dem exakten Test nach Fisher berechnet. ***: p<0,005, n.s.: nicht signifikant.
C Injizierte cNLZ-Explantate. GAP43-GFP markiert die Zellmembran und DAPI den Kern. Die Zellen
aus den Trio MO2-injizierten Explantaten zeigten eine blebbende Morphologie (gelbe Pfeilspitze).
Dagegen bildeten die Kontroll-Zellen und die Zellen, die mit dem Trio MO2 und 50 pg hTrio DNA injiziert
wurden, Zellauslaufer (weille Pfeilspitze). Mafistab: 20 um. D Werte der berechneten Zirkularitat (C=
411(Flache/Kreisumpfang?)) von injizierten Zellen (n) aus cNLZ-Explantaten (N). Gezeigt ist der
Mittelwert aus mindestens zwei unabhangigen Experimenten mit Standardfehler. C=1: idealer Kreis. Die
Signifikanz wurde mit dem exakten Test nach Fisher berechnet. ***: p<0,005.

5.7 Der Verlust von Trio beeinflusst die Struktur des Zytoskeletts in cNLZ

Die Dynamik und Struktur des Zellzytoskeletts bestimmt die Zellmorphologie und ist essentiell
fur die gerichtete Migration. Veranderungen der Zellen korrelieren mit der Umstrukturierung
des Zytoskeletts. Inwieweit die Injektion der Trio MOs zu Veranderungen des Zytoskeletts

fuhren wurde vergleichend analysiert. Hierfir wurden Embryonen im 8-Zell-Stadium in eine
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animale dorsale Blastomere mit 5 ng Co MO, Trio MO oder Trio MO mit 150 pg GAP43-GFP
RNA injiziert. Nach der Fixierung der explantierten cNLZ wurde eine Farbung mit Phalloidin

oder eine Immunofarbung mit a-Tubulin Antikérpern durchgeflihrt.

A Trio MO2

GAP43-GFP
+ Phalloidin

Phalloidin

GAP43-GFP M

+ Tubulin

Tubulin

Abbildung 28: Der Knockdown von Trio verursacht strukturelle Veranderungen des Zytoskeletts.
cNLZ-Explantate aus MO-injizierten Embryonen. GAP43-GFP markiert die Zellmembran. A Phalloidin-
Farbung. Die zweite Zeile zeigt nur das Phalloidin Signal. Die Kontroll-Zellen besafen gebindelte
Aktinfilamente in Stressfasern, an der Zellmembran und in Zellauslaufern (weif3e Pfeilspitzen). Dagegen
zeigten die blebbenden Trio-depletierten Zellen ein diffuses F-Aktin-Signal mit Akkumulationen im
Zellcortex (gelbe Pfeilspitzen). Darliber hinaus waren flachige Aktin-Akkumulationen sichtbar (gelbe
Pfeile). Maf3stab: 20 um. B Immunofarbung gegen Tubulin. Die zweite Zeile zeigt nur das Tubulin-
Signal. Die Kontroll-Zellen hatten ein feinmaschiges Tubulin-Netzwerk, das bis in die Zellauslaufer
reichte (weile Pfeilspitzen). Dahingegen erschien das Tubulin-Signal in den blebbenden Trio-
depletierten Zellen an manchen Stellen gebindelter und ungeordnet (gelbe Pfeilspitzen) und aulRerdem
diffus. Malstab: 20 uym.

In den explantierten Kontroll-Zellen war Aktin in den Stressfasern, an der Membran und in Filo-
und Lamellipodien sichtbar (Abb. 28 A, weile Pfeilspitzen). Die Trio-depletierten Zellen zeigten
in beiden Fallen ein diffuses Aktin-Signal in den Blebs, wobei Aktin-Akkumulationen auch im

Zellcortex unter der Zellmembran vorhanden waren (Abb. 28 A, gelbe Pfeilspitzen). Aulerdem
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gab es besonders in den Trio MO-injizierten Zellen flachige unstrukturierte F-Aktin
Lokalisationen (Abb. 28 A, gelber Pfeil).

Durch die Tubulin Farbung lieRen sich in den Kontroll-Explantaten feinmaschige Tubulin-
Netzwerke erkennen, welche die ganze Zelle bis in die Zellauslaufer durchzogen (Abb. 28 B,
weilte Pfeile). Dagegen waren in Trio-depletierten Zellen neben diffusen Signalen nur dickere,
blindelartige und ungeordnete Tubulin-Strukturen sichtbar (Abb. 28 B, gelbe Pfeilspitzen).

In beiden Farbungen zeigten die Trio MO- und Trio MOZ2-injizierten cNLZ dieselben

strukturellen Veranderungen im Aktin- und Tubulin-Zytoskelett.

5.8 X. laevis Trio GEF-Konstrukte

Trio besitzt zwei enzymatische Domanen verschiedener Spezifitat, die die Funktion der kleinen
RhoGTPasen regulieren. Die GEF1-Domane ist in der Lage Rac1 und RhoG zu aktivieren,
wohingegen die GEF2-Domane RhoA aktiviert (Debant et al., 1996). Um die Lokalisation und
Funktion der GEF-Doméanen von X. laevis Trio zu untersuchen wurden die XGEF-Domanen,
bestehend aus PH-, DH- und der dazugehorigen SH3-Domane aus cDNA von Stadium 26
kloniert (Abb. 29). Zur Detektion tragen die Konstrukte auflerdem ein N-terminalen HA-Tag
oder einen C-terminalen GFP-Tag (Anhang 3).

SEC14 SPEC1-2 SPEC3 SPEC4-5 SPEC6 PH1 DH2 SH3 PH2 DH2 SH3 Ig STK

xitio [ e e e L L ) el ] IR
XGEF1 N
XGEF2 i) —

Abbildung 29: X. laevis GEF-Konstrukte.

Schematische Darstellung der X! trio DNA-Sequenz (NP_009049.2; NCBI) und den mit SMART
vorhergesagten Proteindoméanen. Dargestellt sind die Bereiche, die fur die XGEF-Klonierung amplifiziert
wurden. XGEF1 ist 1413 bp lang und XGEF2 2225 bp.

Die klonierten Konstrukte wurden durch einen Restriktionsverdau und durch Sequenzierung
verifiziert. AuRerdem wurde ihre Expression mittels Western Blot-Analyse Uberpruft
(Anhang 4).

5.8.1 Zellulare Lokalisation der XGEF-Konstrukte

Um die Lokalisation der XGEF-Konstrukte in Xenopus Zellen zu untersuchen wurden

Embryonen im Zweizell-Stadium in den animalen Pol beider Blastomere mit 250 pg RNA der

XGEF-Konstrukte und 250 pg GAP43-mcherry RNA injiziert. Von den Embryonen wurden

ektodermale Explantate angefertigt, die im Stadium 13/14 fixiert wurden. Anschlieend wurde

zur Erkennung der HA-getaggten Proteine eine Immunofarbung durchgefihrt.

Die XGEF-Konstrukte lokalisierten im Zytoplasma von ektodermalen Zellen und an der

Zellmembran (Abb. 30 A, weilke Pfeilspitzen, B). Dartiber hinaus wurde eine globulare Struktur
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in der Mitte der XGEF2-exprimierenden Zellen beobachtet, die insbesondere bei XGEF2-GFP
gut zu sehen war (Abb. 30 A, gelbe Pfeile, B).

A GAP43-mcherry

Abbildung 30: Lokalisation der XGEF-Konstrukte in ektodermalen Zellen.

Fixierte ektodermale Explantate von injizierten X. laevis Embryonen. GAP43-mcherry markiert die
Zellmembran. Mit den XGEF-HA-injizierten Explantaten wurde eine Immunofarbung gegen HA
durchgefiihrt. A Die XGEF-Konstrukte lokalisierten im Zytoplasma und an der Zellmembran (weil3e
Pfeilspitzen). XGEF2 war auferdem in einer zentralen globularen Struktur in Zellen zu erkennen (gelber
Pfeil). merge: Uberlagerung der Fluoreszenzkanale. MaRstab: 20 ym. B Dreifache VergréRerung der
gekennzeichneten Bereiche (I-Ill) in (A). Mal3stab: 10 pm.

5.8.2 XGEF2-GFP besitzt eine dynamische Lokalisation in cNLZ
Die Lokalisation der XGEF-GFP Proteine wurde auflerdem mittels live-cell imaging in cNLZ
analysiert. Hierfur wurden Embryonen im 8-Zell-Stadium in eine animale Blastomere mit

150 pg XGEF1- oder XGEF2-GFP RNA und 250 pg GAP43-mcherry injiziert. Die cNLZ wurden
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im Stadium 16/17 explantiert und am Spinning Disc-Mikroskop beobachtet. Dabei wurden
Zeitrafferaufnahmen gemacht.

A GAP43-mcherry

XGEF2-GFP

Abbildung 31: Im Gegensatz zu XGEF1 besitzt XGEF2 eine dynamische Lokalisation in cNLZ.
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cNLZ aus Embryonen die mit RNA der XGEF-GFP Konstrukte injiziert wurden. GAP43-mcherry markiert
die Zellmembran. A XGEF1-GFP war homogen im Zytoplasma exprimiert. XGEF2-GFP lokalisierte
auerdem in kleinen dynamischen (weife Pfeile) und in globuldren Strukturen (gelbe Pfeile). merge:
Uberlagerung der Fluoreszenzkanale. MaRstab: 20 ym. B Drei Zeitpunkte im Abstand von 15 Sekunden
aus Zeitrafferaufnahmen von XGEF2-GFP exprimierenden cNLZ. Mal3stab: 10 um; durchgefihrt von A.
Grund. C Immunofarbung gegen Tubulin der XGEF2-GFP-injizierten cNLZ. Die Lokalisation von
XGEF2-GFP in globularen Strukturen (gelbe Pfeile) Uberlappte mit dem Zentrum der Mikrotubuli.
MaRstab: 20 um. Bei der Uberlagerung der Fluoreszenzkanile (merge) wurde dieser Bereich
(gestrichelter Kasten) vergrofiert dargestellt. Ma3stab: 5 um; durchgefiihrt von A. Grund).

In migrierenden cNLZ lokalisierte XGEF1-GFP gleichmafig im Zytoplasma (Abb. 31 A, weilde
Pfeilkopfe, Movie 2). Auch XGEF2-GFP war tberwiegend im Zytoplasma exprimiert. Allerdings
lieRen sich kleine, runde bis langliche dynamische Strukturen erkennen (Abb. 31 A, weille
Pfeile), die ausgehend von ein bis zwei globularen Strukturen zur Zellperipherie hin
ausstrahlten (Abb. 31 B, weil3e Pfeile, gelbe Pfeile, Movie 3). Diese waren besonders gut in
einer starkeren VergroRerung live zu beobachten (Movie 4; durchgefihrt von A. Grund).

Von diesen Beobachtungen ausgehend kdénnten die globuldren Strukturen Zentriolen
darstellen und die XGEF2-Domane konnte sich dynamisch in Assoziation mit
Mikrotubulifilamenten bewegen. Aus diesem Grund wurden die XGEF2-GF- exprimierenden
cNLZ fixiert und eine Immunofluoreszenz-Farbung mit a-Tubulin Antikbrpern wurde
durchgefuhrt (durchgefihrt von A. Grund). XGEF2-GFP war weiterhin in der gesamten Zelle
exprimiert, allerdings waren die dynamischen Strukturen nach der Fixierung nicht mehr
erkennbar (Abb. 31 C). Interessanterweise Uberlappte die Lokalisation von XGEF2 in ein bis
zwei globularen Strukturen in der Mitte der Zellen mit dem Zentrum von dem sich die
Mikrotubuli aus erstreckten (Abb. 31 C, gelbe Pfeile).

5.9 Dsh interagiert mit Trio und seinen GEF-Domanen, aber nicht mit
Cad11

Dsh ist ein zentrales Protein des Wnt-Signalwegs und spielt eine Rolle im kanonischen und
nicht-kanonischen Wnt/PCP-Signalweg (Wallingford und Habas, 2005; Gao und Chen, 2010).
Dabei ist es an der Regulierung der kleinen RhoGTPasen, die fur die Zellpolaritat wichtig sind,
beteiligt. AuRerdem wurde ihm eine Rolle wahrend der CIL zugesprochen (Carmona-Fontaine
et al., 2008). Im Rahmen der Dissertation von S. Becker (2014) wurde festgestellt, dass der
Verlust von Trio die Kontaktinhibition von cNLZ in vitro inhibiert. Des Weiteren wurde gezeigt,
dass die ektopische Expression von Dsh die cNLZ in Trio-depletierten Zellen wiederherstellen
kann. Erste Co-Immunoprazipitationen (Co-IPs) in HEK Zellen zeigten aulRerdem eine
Interaktion zwischen Dsh und Trio (durchgefuhrt von J. Kashef und V. Bryja).

Um die Interaktion zu spezifizieren wurden Co-IPs mit HEK-Zellen, die mit Dsh-myc und GFP-

getaggten Trio/GEF-Konstrukten transfiziert wurden, durchgefihrt. Die im Input- und IP-Lysat
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enthaltenen Proteinen wurden durch einen Western Blot mit a-GFP und a-myc Antikdrpern

nachgewiesen (Abb. 32).

IP: GFP Input
Dsh-myc. + + + + +  + o+ +
pCS2+-GFP: + - - + - - -
hTrio-GFP: - + - - s £ oz om
XGEF1-GFP: - - + - S
XGEF2-GFP: - - - + - - +
== i
—250
WB: GFP &= ———130
- ety —100
WB: myc ,_.. H---—wo

Abbildung 32: Dsh bindet Trio und beide Trio GEF-Domanen.

Co-IP mit Dynabeads und a-GFP Antikérpern in HEK-Zellen. Reprasentativer Immunoblot aus drei
unabhangigen Experimenten mit a-GFP und a-myc Antikorpern. Die Expression der transfizierten
Konstrukte wurde im Input-Lysat nachgewiesen. Dsh co-prazipitierte mit Trio und den XGEF-Domanen.
Das Molekulargewicht ist in kDa angegeben. IP: Immunoprazipitation. WB: Western Blot.

Bei der IP co-prazipitierte Dsh mit Trio und den XGEF-Domanen, wohingegen in der
Negativkontrolle mit pCS2+-GFP kein Dsh im IP-Lysat vorhanden war. Die Ergebnisse der Co-
IP zeigten somit, dass auch die GEF-Domanen von Trio in der Lage sind Dsh zu binden, wobei

die Bindung von GEF2 und Dsh effizienter zu sein scheint.

Trio bindet aulerdem an die zytoplasmatische Doméane von Cadherin-11 (Cad11), welches
als Zell-Adhasionsmolekul den Kontakt zwischen Zellen vermittelt. Dabei agiert Trio
downstream von Cad11 und upstream der kleinen RhoGTPasen in der Signalkaskade, die zur
Bildung von Zellauslaufern und zur gerichteten Migration der cNLZ fuhrt (Kashef et al., 2009).
Daruber hinaus wurde Cad11 eine Funktion in der CIL zugesprochen (Becker et al., 2013).
Demzufolge ware es moglich, dass Cad11, Trio und Dsh in einem Komplex vorliegen.
Aufgrund dessen wurde mittels Co-IP untersucht, ob es eine Interaktion zwischen Dsh und
Cad11 gibt. Hierfur wurden X. laevis Embryonen im Einzell-Stadium mit 500 pg Cad11-GFP
und 100 pg Dsh-myc injiziert und im Stadium 12 lysiert. Bei der IP co-prazipitierte Dsh
allerdings nicht mit Cad11 (Abb. 33 A).

Ebenso wurden Co-IPs mit transfizierten HEK-Zellen durchgefiihrt. Dsh bindet Fz7 (Wong et
al., 2003; Tauriello et al., 2012), weshalb Fz7 als Positivkontrolle verwendet wurde. Bei der IP
co-prazipitierte Dsh mit Fz7 jedoch nicht mit Cad11 (Abb. 33 B). Folglich konnte keine Bindung
zwischen Dsh und Cad11 nachgewiesen werden, was darauf hindeutet, dass Cad11 und Dsh

nicht in einem stabilen Komplex vorliegen.
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Abbildung 33: Cad11 und Dsh co-prazipitieren nicht.

Co-IP mit Sepharose-Beads und a-GFP Antikdrpern. A Co-IP mit injizierten X. laevis Embryonen im
Stadium 12. Reprasentativer Immunoblot mit a-GFP und a-myc Antikérpern. Die Expression von Cad11-
GFP und Dsh-myc wurde im Input-Lysat nachgewiesen. Allerdings co-prazipitierte Dsh nicht mit Cad11.
B Co-IP mit HEK-Zellen, 48 Stunden nach der Transfektion. Reprasentativer Immunoblot aus drei
unabhangigen Experimenten mit a-GFP und a-myc Antikérpern. Die Expression der transfizierten
Konstrukte wurde im Input-Lysat nachgewiesen. Dsh co-prazipitierte mit Fz7 (Pfeil bei 72 kDa) aber
nicht mit Cad11. Das Molekulargewicht ist in kDa angegeben. IP: Immunoprazipitation. WB: Western
Blot.

5.10 Dsh agiert downstream von Cad11 wahrend der cNLZ-Wanderung

5.10.1 Dsh stellt die Migration von Cad11-depletierten cNLZ in vivo wieder her

Um einen funktionalen Zusammenhang zwischen Cad11 und Dsh wahrend der cNLZ-
Wanderung aufzuklaren, wurden Rekonstitutions-Experimente mit Dsh RNA in einem Cad11
Knockdown-Hintergrund durchgefuhrt. Ob und in welcher Menge Dsh in der Lage ist die durch
den Verlust von Cad11 verursachten cNLZ-Migrationsdefekte zu reduzieren, wurde durch die
Co-Injektion des Cad11 MO mit verschiedenen Konzentrationen an Dsh RNA analysiert. Es
wurden 8 ng Cad11 MO alleine oder zusammen mit Dsh RNA in eine animale dorsale
Blastomere im 8-Zell-Stadium injiziert. Die Embryonen wurden im Stadium 26 fixiert und eine
ISH mit den cNLZ-Markern AP-2a und Twist wurde zur Visualisierung der cNLZ-Stréme
durchgefuhrt.
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Abbildung 34: Dsh rekonstituiert konzentrationsabhéngig die cNLZ-Migration in Cad11-
depletierten Embryonen. A, B Laterale Ansicht der injizierten Embryonen im Stadium 26. ISH gegen
die cNLZ-Marker AP-2a und Twist. Die Co-Injektion von 100 pg Dsh hatte keine Reduktion, der durch
das Cad11 MO verursachten cNLZ-Migrationsdefekte, zur Folge. Die Co-Injektionen von 150 pg, 250 pg
und 500 pg Dsh reduzierten die cNLZ-Migrationsdefekte in vivo. * : injizierte Seite. Pfeil markiert cNLZ-
Migrationsdefekte. Mal3stab: 200 ym. C, D Statistische Auswertung des prozentualen Anteils an
Embryonen mit cNLZ-Migrationsdefekten fiir AP-2a (C) und Twist (D). Gezeigt ist der Mittelwert aus (N)
Experimenten mit Standardfehler. n: Anzahl der ausgewerteten Embryonen. Die Signifikanz zum Cad11
MO wurde mit dem exakten Test nach Fisher berechnet. ***: Signifikanz zum Cad11 MO mit p<0,005,
*: p<0,05, n.s.: nicht signifikant.
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Die Injektion des Cad11 MO fuhrte in fast 80 % der Embryonen bei der ISH mit AP-2a und in
fast 65 % der Embryonen, bei der ISH mit Twist, zu einer gestorten cNLZ-Wanderung auf der
injizierten Seite (Abb. 34 A, B, Pfeile). Das Morpholino verursachte den bekannten cNLZ-
Migrations-Phanotyp (Kashef et al., 2009). Der mandibulare cNLZ-Strom bildete sich meist
noch, wohingegen der hyoidale und die branchialen Strdme nicht in der Lage waren zu
wandern und die cNLZ dorsal verblieben. Die Co-Injektion von 100 pg Dsh RNA flhrte zu
keiner Verbesserung der Migration auf der injizierten Seite. Erst ab einer Konzentration von
150 pg Dsh RNA kam es zu einer signifikanten Reduktion des Anteils an Embryonen mit cNLZ-
Migrationsdefekt um mehr als die Halfte (AP-2a 35 %, Twist 32 %). Die Co-Injektionen von
250 pg und 500 pg Dsh RNA fihrten auch zu einer Reduktion. Bei der ISH mit AP-2a wurde
der Anteil an Embryonen mit einer fehlerhaften CNLZ-Wanderung auf 45 % und 38 % reduziert
und bei der ISH mit Twist auf 34 % und 39 % (Abb. 34 C, D).

Um Uberexpressionsartefakte und toxische Effekte zu vermeiden, sollten fir Injektions-
Experimente geringe Konzentrationen an RNA eingesetzt werden, die allerdings einen guten
Rekonstitutionseffekt hervorrufen. Aus diesem Grund wurden in dieser Arbeit 150 pg Dsh RNA

fur Rekonstitutions-Experimente verwendet.

Durch die Mikroinjektion in Embryonen kann auch das umliegende Gewebe von cNLZ
betroffen sein. Um zu gewahrleisten, dass es sich bei der Wiederherstellung der cNLZ-
Wanderung durch Dsh in Cad11-depletierten Zellen um ein zellautonomes Verhalten handelt,
wurden cNLZ-Transplantations-Experimente durchgefihrt.

Als Kontrolle ob es sich bei den explantierten Zellen um cNLZ handelt, wurden Embryonen
denen die cNLZ entnommen wurden im Stadium 25-26 fixiert und die cNLZ wurden durch eine
ISH mit AP-2a visualisiert. Auf der Seite des Embryos, wo die cNLZ entnommen wurden, ist
das AP-2a Expressionsmuster reduziert. Der hyoidale cNLZ Strom und der gréfite Teil der
branchialen Strome fehlt (Abb. 35 A, weil3er Pfeil).

A AP-2a B Eya1l C AP-2a

Abbildung 35: Kontrolle der Explantation von cNLZ.

A Laterale Ansicht von Embryonen im Stadium 25-26, denen die cNLZ im Stadium 16/17 entnommen
wurden. ISH gegen AP-2a. Die Embryonen zeigten auf der explantierten Seite (*) eine Reduktion des
AP-2a Expressionsmusters (Pfeil). MalRstab: 200 um. B ISH mit Eya-1a von cNLZ-Explantaten zeigt,
dass kein plakodales Gewebe explantiert wurde. Maf3stab: 100 ym. C ISH mit AP-2a von, auf
Fibronektin-kultivierten und fixierten, cNLZ-Explantaten. Die AP-2a-Expression ist durch eine blaue
Farbung der Zellen zu erkennen. Maf3stab: 200 ym.
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Daruber hinaus wurden ISH mit den entnommenen cNLZ-Explantaten durchgefuhrt. Die ISH
mit dem Plakodenmarkergen eya-1a zeigte keine Kontamination mit plakodalem Gewebe
(Abb. 35 B). Dagegen erscheinen die Explantate nach einer ISH mit AP-2a blau, was darauf

hindeutet, dass die explantierten Zellen als cNLZ spezifiziert waren (Abb. 35 C).

Fir die Transplantations-Experimente wurden die Embryonen in eine animale dorsale
Blastomere im 8-Zell-Stadium injiziert. Es wurde 5 ng des Cad11 MO alleine mit 4 ng Dextran-
Fluorescein injiziert, oder zusammen mit 150 pg Dsh RNA injiziert. Als Kontrolle dienten
Embryonen die mit 4 ng Dextran-Fluorescein alleine oder zusammen mit 5 ng Co MO injiziert
wurden. Die Transplantation der cNLZ aus einem injizierten Donor-Embryo in einem Wildtyp-
Akzeptor-Embryo fand im Stadium 16/17 statt. Nach der Transplantation wurden die
Embryonen bis Stadium 25/26 kultiviert und unter dem Fluoreszenz-Stereomikroskop
analysiert.

A B
Kontrolle Cad11 MO Cad11 MO + Dsh

FITC

Migrationsdefekte [%]

Kontrolle Cad11 MO

+ Dsh
(n=12) (n=19) (n=13)

Abbildung 36: Die Rekonstitution der cNLZ-Migration durch Dsh ist zellautonom.

A Ansicht von der transplantierten Seite der Embryonen im Stadium 26. In der Kontrolle migrierten die
cNLZ in die Kiemenbdgen, wohingegen Cad11-depletierte cNLZ gréRtenteils dorsal liegen blieben. Die
Co-Injektion von 150 pg Dsh RNA stellte die cNLZ-Migration in Cad11-depletierten Transplantaten
teilweise wieder her. MaRstab: 200 ym. B Statistische Auswertung des prozentualen Anteils an
transplantierten Embryonen mit cNLZ-Migrationsdefekten. Gezeigt ist der Mittelwert aus 4
unabhangigen Experimenten mit Standardfehler. n: Anzahl der ausgewerteten Embryonen. Die
Signifikanz wurde mit dem exakten Test nach Fisher berechnet. *: p<0,05, n.s.: nicht signifikant.

Die meisten der Kontroll-Embryonen besafl’en zwei bis drei cNLZ-Strome, die aus den
Transplantaten ausgewandert sind. In circa 20 % der Kontroll-Embryonen migrierten die
transplantierten cNLZ nicht (Abb. 36 A, B). Nach der Transplantation von cNLZ, die mit dem
Cad11 MO injiziert wurden, wiesen 77 % der Embryonen cNLZ-Migrationsdefekte auf der
transplantierten Seite auf. Die mandibularen cNLZ waren meist noch in der Lage in die
Kiemenbdgen zu wandern, wohingegen die Zellen des hyoidalen und der branchialen Bégen
im Transplantat dorsal am Kopf verblieben. Durch die Co-Injektion von Dsh konnte der Anteil
an transplantierten Embryonen mit NLZ-Defekten um die Halfte verringert werden. Allerdings
schwankten die Ergebnisse zwischen den Experimenten so stark, dass die Mittelwerte eine
hohe Standardabweichung besalRen und keine signifikanten Effekte festgestellt werden
konnten. Dennoch gibt es einen Hinweis darauf, dass Dsh in der Lage ist, die cNLZ-Migration

in Cad-11-depletierten Zellen zellautonom wiederherzustellen.
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Zur Uberpriifung ob 150 pg Dsh RNA zu Uberexpressionsartefakten in der Entwicklung fiihrt,

wurde die RNA alleine injiziert.
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Abbildung 37: Die Uberexpression verschiedener Dsh-Konstrukte hat keinen Einfluss auf die
cNLZ-Migration in vivo und die Zellauslauferbildung in vitro. A Schematische Darstellung der Dsh-
Konstrukte. Vereinfachte Proteinstruktur von Dishevelled (Dsh) (AS 1-736) mit seinen drei funktionalen
Domanen. A steht fur das Fehlen einer Doméane. B, C Laterale Ansicht der mit 150 pg RNA injizierten
Embryonen im Stadium 26 nach einer ISH gegen die cNLZ-Marker AP-2a und Twist. Die Embryonen
zeigten beidseitig eine normale cNLZ-Migration. * : injizierte Seite. Maf3stab: 200 um. D, E Prozentualer
Anteil an Embryonen mit cNLZ-Migrationsdefekten markiert mit AP-2a (D) und Twist (E). Der Mittelwert
aus vier unabhangigen Experimenten ist gezeigt mit Standardfehler. n: Anzahl an ausgewerteten
Embryonen. F Die injizierten cNLZ bildeten Zellauslaufer (Pfeilspitze) und migrierten auf Fibronektin.
GAP43-GFP visualisiert die Zellmembran und H2B-mcherry die Zellkerne. Mal3stab: 20 pm.
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Um die cNLZ auf zellularer Ebene zu analysieren, wurden aul3erdem 150 pg GAP43-GFP RNA
und 250 pg H2B-mcherry RNA co-injiziert. Zusatzlich zu Dsh wurden in diesen Experimenten
drei verschiedene Dsh-Deletionskonstrukte in einer RNA Konzentration von 150 pg getestet.
Diese wurden flr Funktionsanalysen in weiterfuhrenden Experimenten verwendet. Jedem
dieser Konstrukte fehlt (A) eine funktionale Domane von Dsh (DIX, PDZ, DEP) (Abb. 37 A).

In vivo besallen nur wenige (< 7,5 %) der Embryonen im Stadium 26 bei der ISH mit AP-2a
oder Twist eine gestorte cNLZ Migration auf der injizierten Seite (Abb. 37 B-E). Aulierdem
zeigten auch die explantierten Zellen keine morphologischen Unterschiede zu Kontroll-Zellen
(Abb. 37 F, Abb. 22 A). Sie bildeten Filo- und Lamellipodien und wanderten aus den
Explantaten aus (Abb. 37 F, Pfeilspitzen). Somit hat die Injektion von 150 pg Dsh RNA und
150 pg RNA der Dsh-Deletionskonstrukten keinen Einfluss auf das Migrationsverhalten von

cNLZ in vivo und in vitro.

5.10.2 Die Cad11-vermittelte cNLZ-Migration ist abhangig von der PDZ- und
DEP-Domane von Dsh

Dsh besitzt drei funktionale Domanen, die DIX-, PDZ- und DEP-Doméanen, die verschiedene
Aufgaben in der Regulation des kanonischen und nicht-kanonischen Wnt-Signalwegs besitzen
(Wallingford und Habas, 2005). Um die Dsh-Domane zu identifizieren, welche fir die
Wiederherstellung der cNLZ-Migration im Cad11 Knockdown-Hintergrund verantwortlich ist,
wurden Dsh-Deletionskonstrukte, denen jeweils eine der Domanen fehlt (Abb. 38 A), co-
injiziert. Das Cad11 MO wurde alleine oder zusammen mit 150 pg RNA der Dsh-Konstrukte in
eine animale dorsale Blastomere im 8-Zell-Stadium injiziert. Im Stadium 26 wurden die

Embryonen fixiert und eine ISH gegen die cNLZ-Marker AP-2a und Twist wurde durchgefihrt.

Die Injektion des Cad11 MO flihrte bei circa 70 % der Embryonen zu cNLZ-Migrationsdefekten
(Abb. 38 A, B, Pfeil). Durch die Co-Injektion von 150 pg Dsh RNA wurde die Anzahl an
Embryonen mit NLZ-Defekten signifikant auf die Halfte reduziert (Abb. 38 C, D). Auch bei der
Co-Injektion des Dsh-Konstruktes, dem die DIX-Domane fehlt, traten groRtenteils Embryonen
mit einer normalen cNLZ-Wanderung auf. Bei Twist erzielte das Konstrukt dieselbe signifikante
Rekonstitutionsrate wie das full length Dsh-Konstrukt. Bei dem Marker AP-2a war sie
schwacher (54 %), aber im Fisher-Test dennoch signifikant. Im Gegensatz dazu waren die Co-
Injektionen der DshAPDZ- und der DshADEP-Deletionsmutanten nicht in der Lage, die durch
das Cad11 MO verursachten cNLZ-Migrationsdefekte signifikant zu verringern. Die cNLZ

migrierten Uberwiegend nicht in die Kiemenbdgen ein und verblieben dorsal im Kopfbereich.
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Abbildung 38: Die DEP- und PDZ-Domane sind fiir die Wiederherstellung der cNLZ-Migration in
Cad11-depletierten Embryonen verantwortlich. A, B Laterale Ansicht der injizierten Embryonen im
Stadium 26. ISH gegen AP-2a und Twist. Die Co-Injektion von Dsh oder DshADIX stellte die cNLZ-
Migration in Cad11-depletierten Embryonen wieder her. Die Co-Injektion der Dsh-Konstrukte, denen die
PDZ- oder DEP-Doméane fehlen, fuhrten zu keiner Reduktion der cNLZ-Migrationsdefekte. * : injizierte
Seite. Mal3stab: 200 ym. C, D Prozentualer Anteil an Embryonen mit cNLZ-Migrationsdefekten fur AP-
2a (C) und Twist (D). n: Anzahl an ausgewerteten Embryonen aus sechs unabhangigen Experimenten.
Gezeigt ist der Mittelwert mit Standardfehler. Die statistische Signifikanz zum Cad11 MO wurde anhand
des extakten Tests nach Fisher ermittelt. ***; p<0,005, n.s.: nicht signifikant.
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Um den Effekt von Dsh und seinen Deletionskonstrukten auf zelluldrer Ebene in Cad11-
depletierte cNLZ zu untersuchen, wurden Embryonen mit 150 pg GAP43-GFP RNA und 250
pg H2B-mcherry RNA co-injiziert. Die Injektion mit 8 ng des Cad11 MO alleine, oder
zusammen mit 150 pg RNA der Dsh-Konstrukte fand in eine animale dorsale Blastomere im
8-Zell-Stadium statt. Die cNLZ wurden im Stadium 16/17 explantiert und mit dem Spinning
Disc-Mikroskop live aufgenommen (Movie 5, 6). In Abbildung 39 A ist fir jede Bedingung ein

reprasentatives Bild dargestellt.
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Abbildung 39: Die PDZ- und DEP-Doméane werden fiir die Ausbildung von Zellauslaufern
benotigt. A cNLZ-Explantate von injizierten Embryonen kultiviert auf Fibronektin. GAP43-GFP und
H2B-mcherry dienen der Visualisierung der Zellmembran und der Zellkerne. Cad11 MO-injizierte cNLZ,
beziehungsweise co-injiziert mit DshAPDZ oder DshADEP zeigten membranes Blebbing (gelbe
Pfeilspitzen). Dagegen fuhrte die Co-Injektion von Dsh und DshADIX zur Bildung von Zellauslaufer. Die
cNLZ besallen Filo- und Lamellipodien (weille Pfeilkdpfe) wie in den Kontroll-Explantaten. Mal3stab:
20 uym. B Werte der berechneten Zell-Zirkularitat (C= 4m(Flache/Kreisumpfang?)) von injizierten Zellen
(n) aus cNLZ-Explantaten (N). Gezeigt ist der Mittelwert aus mindestens zwei unabhangigen
Experimenten mit Standardfehler. C=1: idealer Kreis. Die Signifikanz wurde mit dem exakten Test nach
Fisher berechnet. ***; p<0,005; n.s.: nicht signifikant.
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Im Vergleich zu den Kontroll-Zellen, die Zellauslaufer bildeten (Abb. 39 A, weile Pfeilspitzen),
waren die Cad11-depletierten Zellen in 85 % der Explantate zwar vital, aber ihnen fehlte die
Fahigkeit Filopodien und Lamellipodien auszubilden, wodurch sie in vitro membranes Blebbing
zeigten (Abb. 39 A, gelbe Pfeilspitzen). Da Dsh durch seine verschiedenen Domanen an der
Regulation der kleinen RhoGTPasen und der Zellpolaritat beteiligt ist (Habas und He, 2006),
sollte die Dsh-Domane identifiziert werden, welche in der Lage ist die Zellauslaufer in Cad11-
depletierten Zellen wiederherzustellen.

Die Co-Injektion von Dsh oder DshADIX RNA fihrte zur Wiederherstellung der Zellauslaufer
in den cNLZ. Die Zellen bildeten Filo- und Lamellipodien und migrierten mit der Zeit aus den
Explantaten aus (Abb. 39 A, weille Pfeilspitzen, Movie 5). Dagegen bestanden die cNLZ-
Explantate, welche mit den Dsh-Konstrukten co-injiziert wurden denen die PDZ- oder DEP-
Domane fehlt, weiterhin aus rundlichen Zellen mit dynamischen blasenférmigen
Zellausstulpungen und die Zellen migrierten nicht auseinander (Abb. 39 A, gelbe Pfeilspitzen,
Movie 6). Dabei war kein Unterschied zu den Cad11-depletierten Zellen zu erkennen. Dies
spiegelte sich auRerdem in einer erhohten Zell-Zirkularitat im Vergleich zu den Kontroll-Zellen
wieder (Abb. 39 B). Folglich werden die PDZ- und die DEP-Domane von Dsh fur die Cad11-

vermittelte Zellauslauferbildung in vitro und die Migration der cNLZ in vivo bendtigt.

5.10.3 Dsh kompensiert den Verlust von Cad11 bei der Bildung von kranialen

Knorpelstrukturen

Um den Einfluss der Co-Injektion von den Dsh-Konstrukten auf die kranialen Strukturen alterer
Cad11-depletierter Embryonen zu untersuchen, wurden Embryonen mit 8 ng Cad 11 MO
alleine, oder zusammen mit 150 pg der RNA der Dsh-Konstrukte co-injiziert. Die Injektion fand
in eine animale dorsale Blastomere im 8-Zell-Stadium statt. Die Embryonen wurden im
Stadium 44 fixiert und die Knorpel wurden durch eine Alcian-Blau-Farbung sichtbar gemacht.
Fir Abbildung 40 A wurden reprasentative Embryonen von ventral am Stereomikroskop
aufgenommen. Zur besseren Erkennung der Knorpelstrukturen wurden die kranialen
Strukturen freiprapariert (Abb. 40 B).

Die Kontroll-Embryonen besalen bilateral-symmetrische Knorpelstrukturen (Abb. 40 A, B). Im
Gegensatz dazu verursachte die Depletion von Cad11 in 88 % der Embryonen Defekte in den
kranialen Knorpelstrukturen auf der injizierten Seite (Abb. 40 A, B, D). Wie in Kashef et al.
(2009) beschrieben, kam es zur Fehlbildung oder zum Verlust der ceratohyalen und
ceratobranchialen Knorpelstrukturen, die aus dem hyoidalen und den branchialen cNLZ-
Stromen entstehen (Abb. 40 C). Dartber hinaus war der Meckel's Knorpel, der sich aus
mandibularen cNLZ bildet, verkleinert. Durch die Co-injektion von Dsh oder DshADIX sank die
Anzahl an Embryonen mit Knorpeldefekten signifikant auf 20-30 % und die Embryonen
besallen meist alle Knorpelelemente. Die Co-Injektion von DshAPDZ oder DSshADEP RNA
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fuhrte dagegen zu keiner Verbesserung der durch das Cad11 MO verursachten

Knorpeldefekte.
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Abbildung 40: Dsh reduziert kraniale Knorpeldefekte in Cad11-depletierten Embryonen.

A Ventrale Ansicht. Alcian-Blau-Farbung von injizierten Embryonen im Stadium 44. B Ventrale Ansicht
auf freigelegte Knorpelstrukturen. Die Injektion des Cad11 MO verursachte starke Missbildungen der
Knorpelstrukturen auf der injizierten Seite. Die Co-Injektion von Dsh oder DshADIX RNA fuhrte zur
Ausbildung normaler Knorpelstrukturen, wie bei der Kontrolle. Die Embryonen, welche mit DshAPDZ
oder DshADEP co-injiziert wurden, zeigten dem Cad11 MO-ahnliche Knorpelmissbildungen. * : injizierte
Seite. Die gestrichelte Linie zeigt die Mittellinie der Knorpelstrukturen. MaRstab: 200 ym. C
Schematische Darstellung der bilateral-symmetrischen Knorpelstrukturen von X. laevis Kaulquappen im
Stadium 45 mit entsprechender Beteiligung der cNLZ. Die mandibularen cNLZ differenzieren zum
Meckel’'s Knorpel, die hyoidalen zum ceratohyalen und die branchialen cNLZ zum ceratobranchialen
Knorpel. D Statistische Auswertung des prozentualen Anteils an Embryonen mit Knorpeldefekten aus
drei unabhangigen Experimenten. Gezeigt ist der Mittelwert mit Standardfehler. n: Anzahl an
ausgewerteten Embryonen. Die Signifikanz wurde mit Hilfe des exakten Tests nach Fisher ermittelt. ***:
p<0,005, n.s.: nicht signifikant.
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Zusammenfassend stellt Dsh die Migrationsfahigkeit von Cad11-depletierten cNLZ in vivo und
in vitro wieder her. Dadurch wird der Verlust oder die Fehlbildung spaterer cNLZ-Derivate, wie
den kranialen Knorpelstrukturen, verhindert. Fur diese Funktion sind die PDZ- und DEP-

Domane von Dsh wichtig.

5.11 Cad11 rekrutiert Dsh nicht an die Zellmembran

Dsh agiert downstream von Cad11 in der Signalkaskade, welche zur Ausbildung von
Zellauslaufern in den cNLZ fihrt. Dabei sind die PDZ- und die DEP-Domane von Dsh
essentiell, was auf eine Beteiligung des Wnt/PCP-Signalweges vermuten lasst. Durch
Aktivierung des Wnt/PCP-Signalweges wird Dsh an die Zellmembran rekrutiert, wobei die
DEP-Domane fir die Translokation verantwortlich ist (Axelrod et al., 1998; Rothbacher et al.,
2000). So fiihrt zum Beispiel die Uberexpression des Wnt/PCP-Signalmolekiils, Fz7, in
ektodermalen Explantaten von X. leavis Embryonen zur Rekrutierung von ektopisch
exprimiertem Dsh an die Membran (Axelrod et al., 1998; Medina und Steinbeisser, 2000). Um
zu untersuchen ob Cad11 auch in der Lage ist Dsh an die Zellmembran zu rekrutieren, wurden
Embryonen im Zweizell-Stadium in beide Blastomeren injiziert. 150 pg Dsh-myc RNA wurde
zusammen mit 250 pg GAP43-mcherry, mit 500 pg Fz7-mcherry oder 500 pg Cad11-mcherry
RNA injiziert. Die ektodermalen Explantate wurden im Stadium11/12 fixiert und eine
Immunofarbung mit a-myc Antikérpern wurde durchgefihrt. AnschlieRend wurden die
Explantate am  Spinning Disc-Mikroskop analysiert. Zur Quantifizierung der
Membranrekrutierung von Dsh wurde der Anteil an Explantaten, in denen Dsh deutlich an der
Zellmembran lokalisierte, bestimmit.

In ektodermalen Explantaten war ektopisches Dsh Uberwiegend im Zytoplasma lokalisiert
(Abb. 41 A). Durch die Co-Expression von Fz7-mcherry kam es zu einer signifikanten
Translokation von Dsh an die Membran. In fast 100 % der ausgewerteten ektodermalen
Explantaten war Dsh deutlich mit Fz7 an der Zellmembran co-lokalisiert (Abb. 41 A, weilde
Pfeile, B). Im Vergleich hierzu zeigten die Explantate, die Cad11-mcherry exprimierten, keine
Veranderung der Dsh-Lokalisation im Vergleich zu Dsh alleine (Abb. 41 A, B). Hier zeigten
lediglich circa 20 % der analysierten Explantate eine prominentere Dsh-Membranlokalisation.
Uberexprimiertes Cad11 ist also nicht in der Lage Dsh an die Zellmembran zu rekrutieren.
Ein weiterer Indikator flr die Beteiligung des Wnt/PCP-Signalweges wund der
Membranrekrutierung von Dsh ist die Hyperphosphorylierung von Dsh (Rothbacher et al.,
2000; Shnitsar und Borchers, 2008). Hierfur wurden Embryonen in zwei Blastomere im
Zweizell-Stadium mit 100 pg Dsh-myc RNA und 500 pg Fz7 oder 100 pg und 500 pg an Cad11

RNA co-injiziert. Aus den ektodermalen Explantaten dieser Embryonen im Stadium 11/12

98



Ergebnisse

wurden Protein-Lysate hergestellt und Dsh wurde auf dem Western Blot mit a-myc Antikérpern

nachgewiesen.
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Abbildung 41: Die Zellmembran-Rekrutierung und Hyperphosphorylierung von Dsh ist Cad11-
unabhéangig. A Dsh-Lokalisations-Assay in fixierten ektodermalen Explantaten. Immunofarbung gegen
myc. Myc-getaggtes Dsh, co-exprimierte mcherry-getaggte Proteine und Uberlagerte Fluoreszenz-
kanale (merge). Dsh, co-injiziert mit dem Zellmembranmarker, GAP43-mcherry, lokalisierte primar im
Zytoplasma. Durch die Co-Expression von Fz7 translozierte Dsh an die Zellmembran, was zu einer Co-
Lokalisation der beiden Proteine fiihrte (weiRe Pfeile). Dagegen hatte Cad11 keinen Einfluss auf die
Lokalisation von Dsh. Maf3stab: 20 pm. B Statistische Auswertung des prozentualen Anteils an
ektodermalen Explantaten mit prominenter Dsh-Membranlokalisation aus drei unabhangigen
Experimenten. Gezeigt ist der Mittelwert mit Standardfehler. n: Anzahl an ausgewerteten Explantaten.
Die Signifikanz zur Kontroll-Bedingung, mit Dsh und GAP43, wurde mit Hilfe des exakten Tests nach
Fisher ermittelt. ***: p<0,005, n.s.: nicht signifikant. C Dsh Hyperphosphorylierungs-Assay. Dsh-myc
wurde in ektodermalen Explantaten Uberexprimiert und durch einen Western Blot mit a-myc Antikdrpern
detektiert. Fz7 flhrte zur Hyperphosphorylierung von Dsh, wodurch die Intensitdt der oberen Bande
zunahm. Cad11 hatte keinen Effekt auf die Phosphorylierung von Dsh. Das Molekulargewicht ist in kDa
angegeben. WB: Western Blot.
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In den Lysaten von Explantaten, die Dsh-myc alleine exprimierten, oder Cad11 co-
exprimierten, wurden zwei Banden gleicher Intensitat detektiert (Abb. 41 C). Wurde Fz7 co-
exprimiert, nahm die Intensitat der oberen Bande, welche hyperphosphoryliertes Dsh darstellt,
im Vergleich zur unteren Bande zu. Um zu Uberpriifen, ob der Verlust von Cad11 die Fz7-
vermittelte Hyperphosphorylierung beeinflusst, wurden in weiteren Bedingungen 100 pg Dsh-
myc und 500 pg Fz7-mcherry RNA mit 8 ng Co MO oder 8 ng Cad11 MO co-injiziert. In der
Kontrolle, sowie in der Bedingung mit dem Cad11 MO war die Intensitat der oberen Bande
starker als die der unteren. Somit scheint die Uberexpression und der Knockdown von Cad11

keinen Effekt auf die Hyperphosphorylierung von Dsh zu haben.

Zusatzlich wurde die Dsh-Lokalisation in cNLZ-Explantaten untersucht. Hierfir wurden die
Embryonen in eine animale dorsale Blastomere im 8-Zell-Stadium mit 75 pg Dsh-GFP und
250 pg GAP43-mcherry, 500 pg Fz7-mcherry oder 500 pg Cad11-mcherry RNA injiziert. Die
cNLZ wurden im Stadium 16/17 explantiert, kultiviert und fixiert.

In cNLZ war ektopisch exprimiertes Dsh-GFP vorwiegend im Zytoplasma exprimiert und co-
lokalisierte zum Teil mit GAP43-mcherry an der Zellmembran und in Zell-Zell-Kontakten
(Abb. 42 A). Durch die Co-Expression von Fz7 wurde Dsh-GFP vermehrt an die Membran
rekrutiert, sodass ein starkes Dsh-Signal entlang der Zell-Zell-Kontakte in den Explantaten
beobachtet wurde, welches mit Fz7 co-lokalisierte (Abb. 42 B). Dies wurde auch durch die
Messung der grinen Fluoreszenz Gber die Membran von Zell-Zell-Kontakten bestatigt. Das
Dsh-Signal hat einen einzigen Peak an der Membran und flacht zu beiden Seiten des
Kontaktes ab wenn Fz7 co-exprimiert wurde. Dagegen wiesen die Kontrollzellen und die
Explantate, welche Cad11 co-exprimierten mehrere Dsh-Peaks im Zytoplasma auf. Somit kam
es durch Cad11 zu keiner Veranderung der Dsh-Lokalisation im Vergleich zu den Kontroll-
Explantaten mit Dsh und GAP43 (Abb. 42 C). Cad11 beeinflusst also die Lokalisation von Dsh

in keiner der untersuchten Zelltypen in X. laevis.
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Abbildung 42: Cad11 hat keinen Einfluss auf die Lokalisation von Dsh in cNLZ-Explantaten.
Dsh-Lokalisation in cNLZ-Explantaten. GFP-getaggtes Dsh, co-exprimierte mcherry-getaggte Proteine
und Uberlagerte Fluoreszenzkandle (merge). A Dsh-GFP lokalisierte vorwiegend im Zytoplasma und
vereinzelt an der Membran. B Durch die Co-Expression von Fz7 kam es zu einer deutlichen Co-
Lokalisation von Dsh-GFP und Fz7 entlang von Zell-Zell-Kontakten (weile Pfeilspitzen). C Die Co-
Expression von Cad11 fuhrte zu keiner Translokation von Dsh-GFP. Mal3stab: 20 ym. D Das Diagramm
gibt die gruine Fluoreszenz liber eine Lange von 20 ym wieder, wobei 0 die Membran darstellt. Von den
Explantaten in A, B und C wurden jeweils die drei angezeigten Regionen analysiert (gelber Balken).
Gezeigt ist der Mittelwert mit Standardfehler.

Auch wenn Cad11 zu keiner Rekrutierung von Dsh an die Zellmembran fihrt, waren dennoch
Regionen zu erkennen in denen sie co-lokalisierten (Abb. 42 C). Durch die schlechte und
schwache Expression von Cad11-mcherry in cNLZ konnten die Explantate nicht live
aufgenommen werden. Mehrere RNA-Konzentrationen (200, 400, 500, 600 pg) wurden
getestet, allerdings wurde keine Verbesserung des mcherry-Signals erzielt. Aus diesem Grund

wurden cNLZ-Explantate von Embryonen angefertigt, die mit 75 pg Dsh-GFP alleine oder
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zusammen mit 500 pg Cad17-myc RNA injiziert wurden. Die explantierten cNLZ wurden fixiert

und eine Immunofarbung mit a-myc Antikérpern wurde durchgeflhrt.

Ektopisch exprimiertes Dsh-GFP lokalisierte vorwiegend im Zytoplasma (Abb. 43 A) und in
globularen Ansammlungen in den Zellauslaufern (Abb. 43 B |, weille Pfeilspitze). Aulierdem
wurde in wenigen Zellen eine Lokalisation von Dsh an Zell-Zell-Kontakten beobachtet
(Abb. 43 B I, weilder Pfeil). Durch die Co-Expression von Cad11 anderte sich die Lokalisation
von Dsh nicht. Cad11 lokalisierte an der Zellmembran, besonders in den Zell-Zell-Kontakten,
und in Zellauslaufern. Eine Co-Lokalisation der beiden Proteine konnte zum Teil an Zell-Zell-
Kontakten festgestellt werden (Abb. 43 D IlI-V) und ihr Signal tberlappte auch in globularen
Aggregaten in den Zellauslaufern (Abb.43 D VI-VII).

A Dsh-GFP B Dsh-GFP

C Dsh-GFP Dsh-GFP Cad11-myc

Abbildung 43: Lokalisation von Dsh und Cad11 in fixierten cNLZ.

cNLZ-Explantate von injizierten Embryonen. Immunofarbung mit a-myc Antikérpern. A Exogenes Dsh-
GFP war prominent im Zytoplasma exprimiert. B Dreifache VergroRerung der gekennzeichneten
Bereiche (I, Il) in (A). Dsh-GFP lokalisierte auferdem in Zellauslaufern (weiRer Pfeil) und in wenigen
Zellen an Zell-Zell-Kontakten (weil3e Pfeilspitze). C GFP-getaggtes Dsh, co-exprimiertes Cad11-myc
Signal und Uberlagerte Fluoreszenzkandle (merge). Verschiedene cNLZ-Migrationsphasen sind
gezeigt. Dsh-GFP lokalisierte hauptsachlich im Zytoplasma, auflerdem gab es Uberlappende Signale
mit Cad11-myc. D Dreifache VergrolRerung der gekennzeichneten Bereiche (llI-VII) in (C). lll-V: Ein
Anteil von Dsh-GFP lokalisierte an Zell-Zell-Kontakten mit Cad11 (gelbe Pfeilkdpfe). VI-VII: In
Zellauslaufern lokalisierte Dsh-GFP mit Cad11-mcherry in kleinen und gréReren globularen
Akkumulationen (gelbe Pfeile). Mal3stab: 20 um.
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Obwohl Dsh den Verlust von Cad11 kompensieren kann, konnte keine Interaktion der Proteine
festgestellt werden. Cad11 hat aulRerdem keinen Einfluss auf die Hyperphosphorylierung von
Dsh und verandert die Lokalisation von ektopisch exprimiertem Dsh nicht. Allerdings gibt es in
cNLZ zum Teil Uberlappende Lokalisationen von Dsh und Cad11 an Zell-Zell-Kontakten und

in Zellauslaufern.

5.12 Dsh kompensiert den Verlust von Cad11 und Trio wahrend der
cNLZ-Migration

Dsh und Trio agieren unterhalb von Cad11 in der Cad11-vermittelten cNLZ-Migration in X.
laevis. Aulierdem agiert Dsh downstream von Trio, was darauf hindeutet, dass es eine
Signalkaskade ausgehend von Cad11 ber Trio zu Dsh geben kdnnte. Um dies zu Gberprifen,
wurden Embryonen im 8-Zell-Stadium in eine dorsale Blastomere mit 5 ng des Cad11 MO
injiziert. In weiteren Bedingungen wurden 5 ng Co MO, 2,5 ng Trio MO oder 5 ng Trio
zusammen mit 150 pg Dsh RNA co-injiziert. Die Embryonen wurden im Stadium 26 fixiert und
eine ISH mit dem cNLZ-Marker AP-2a wurde durchgeflihrt.
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Abbildung 44: Dsh kompensiert den Verlust von Cad11 und Trio wahrend der cNLZ-Migration in
vivo. A Laterale Ansicht der injizierten Embryonen im Stadium 26. ISH gegen AP-2a. Trotz des
Verlustes von Trio wurde die cNLZ-Migration durch Dsh in Cad11-depletierten Embryonen
wiederhergestellt. Die Co-Injektion von 2,5 ng und 5 ng zeigten kaum einen Unterschied. * : injizierte
Seite. Der weil3e Pfeil macht cNLZ-Migrationsdefekte kenntlich. Maf3stab: 200 um. B Prozentualer Anteil
an Embryonen mit cNLZ-Migrationsdefekten. n: Anzahl an ausgewerteten Embryonen. Gezeigt ist der
Mittelwert aus vier unabhangigen Experimenten mit Standardfehler. Die statistische Signifikanz wurde
anhand des exakten Tests nach Fisher ermittelt. ***: p<0,005, **: p<0,01, n.s.: nicht signifikant.
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In den Embryonen, die mit dem Cad11 MO, dem Co MO und Dsh injiziert wurden, kam es im
Vergleich zum Cad11 MO zu einer Wiederherstellung der cNLZ-Wanderung auf der injizierten
Seite (Abb. 44 A). Dabei wurde die Anzahl an Embryonen mit cNLZ-Migrationsdefekt
signifikant von 55 % auf 21 % reduziert (Abb. 44 B). Auch bei der Co-Injektion des Trio MO
kam es zu einer Reduktion, allerdings war der Effekt milder. Durch die Erhéhung der Trio MO
Konzentration von 2,5 ng auf 5 ng wurde kaum ein Unterschied festgestellt. Demzufolge ist
Dsh in der Lage die cNLZ-Migration in Cad11- und Trio-depletierten Embryonen

wiederherzustellen.
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6. Diskussion

Die Daten der vorliegenden Arbeit bestatigen eine Rolle des GEF Trio in der gerichteten
Migration von cNLZ. Trio agiert dabei downstream von Cad11 und upstream der kleinen Rho
GTPasen in der Signalkaskade, welche das Zytoskelett beeinflusst und zur Bildung von
Zellauslaufern und zur Migration der cNLZ fuhrt. Darlber hinaus deuten die Ergebnisse darauf
hin, dass der Wnt/PCP-Mediator Dsh an der Regulation der kleinen Rho GTPasen in der

Cad11/Trio-vermittelten cNLZ-Migration involviert ist.

6.1 Trio ist fiir die gerichtete Migration der cNLZ notwendig

In X. laevis wird Trio in den cNLZ exprimiert, was auf eine Funktion in der Neuralleisten-
Entwicklung hindeutet. In ersten Funktionsverlust-Experimenten flhrte die spezifische
Injektion eines Trio MO in die cNLZ-Domane von Embryonen zu einer starken
Beeintrachtigung der cNLZ-Migration, ohne die Induktion der Neuralleiste zu beeinflussen
(Moore et al., 2013; Masterarbeit A. Merks, 2012; Dissertation S. Becker, 2014). Als Folge
besallen die injizierten Embryonen im Kaulquappen-Stadium Fehlbildungen in den
Knorpelstrukturen des Kopfes. Die durch das Trio MO-verursachten cNLZ-Migrationsdefekte

konnten in dieser Arbeit durch ein zweites MO (Trio MO2) rekapituliert werden.

Fir die gerichtete Migration der cNLZ ist die Bildung von Zellauslaufern essentiell. cNLZ,
welche mit dem Trio MO oder dem Trio MO2 injiziert wurden, verloren dagegen die Fahigkeit
Zellauslaufer zu bilden und zeigten eine blebbende Zellmorphologie in vitro (Kratzer et al., in
Revision). Blebs sind sich sehr zligig bewegende blasenférmige Zellausstilpungen, wodurch
sich Zellen auf eine amoéboide statt einer Fibroblasten-ahnlichen Weise fortbewegen (Charras
und Paluch, 2008; Fackler und Grosse, 2008). Die veranderte Zellmorphologie scheint der
Grund fur das Fehlen der cNLZ in den Kiemenbdgen von Embryonen im Schwanzknospen-
Stadium zu sein. Mesenchymale Zellen besitzen eine elongierte Morphologie, welche sich
durch eine hohe Rac1-Aktivitat auszeichnet (Jaffe und Hall, 2005). Dagegen ist die amdboide
Fortbewegungsweise, welche charakteristisch fur das invasive Verhalten von
metastasierenden Tumorzellen ist, durch eine erhéhte RhoA-Aktivitdt gekennzeichnet (Jaffe
und Hall, 2002; Friedl und Wolf, 2003; Wolf et al., 2003; Sahai, 2005; Fackler und Grosse,
2008; Struckhoff et al., 2011).

Trio besitzt zwei GEF-Domanen, welche in der Lage sind durch den Austausch von GDP zu
GTP die Aktivitat der kleinen Rho GTPasen zu regulieren (Schmidt und Debant, 2014).
Dadurch konnte Trio Einfluss auf den intrazellularen RhoA-Rac1-Gradienten besitzen, welcher
fur die Etablierung der Zellpolaritat und die gerichtete Migration essentiell ist (Mayor und

Carmona-Fontaine, 2010). Der Verlust von Trio scheint zu einer Inhibition der Rac1-Aktivitat
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zu flhren, wodurch keine Zellauslaufer mehr gebildet werden. Dagegen deutet die Bleb-
Bildung auf eine Erhéhung der RhoA-Aktivitat in den cNLZ hin. Dies kénnte direkt durch Trio
verursacht worden sein und/oder kdnnte auf den gegenseitigen Antagonismus der beiden
GTPasen beruhen (Sander et al., 1999; Guilluy et al., 2011; Shoval und Kalcheim, 2012). Die
Migration und Zellauslaufer-Bildung konnte durch die Injektion konstitutiv aktiver Formen von
Rac1 und RhoA in Trio-depletierten Embryonen wiederhergestellt werden, wodurch gezeigt
wurde, dass sie downstream von Trio agieren (Kratzer et al., in Revision). Des Weiteren
zeigten Rac1/RhoA-Pulldown-Assays mit X. laevis Embryonen in Stadien der cNLZ-Migration,
dass die Uberexpression von Trio zu einer Erhdhung der Rac1- und RhoA-Aktivitat fiihrt und
die Depletion von Trio zu einer Reduktion ihrer Aktivitat (Dissertation A. Grund, 2019).
Besonders interessant ware die Analyse der zeitlichen und lokalen Veranderungen in der
Aktivitat der kleinen Rho GTPasen in den manipulierten cNLZ. Dabei kdnnte die subzellulare
Lokalisation von aktivem RhoA und Rac1 mittels FRET-Analyse oder Injektion von
Konstrukten, bei denen die Ras-Bindungsdomane eines Effektors der Rho GTPasen (RhoA:
RBD; Rac1: PAK) mit einem Fluoreszenz-Tag fusioniert wurde, in Zeitrafferaufnahmen
beobachtet werden (Itoh et al., 2002; Matthews et al., 2008; Theveneau et al., 2010; Lam et
al., 2012; Bivona et al., 2006). Die endogene Aktivitat der kleinen GTPase konnte auch durch
eine Farbung mit Fluoreszenz-markierten RBD- und PAK-Proteinen oder mit Antikdrpern
gegen die GTP-gebundenen Formen von RhoA und Rac1 in den cNLZ in vitro visualisiert
werden (Berger et al., 2009; Shoval und Kalcheim, 2012).

Trio kénnte aufgrund seiner subzelluldren Lokalisation in cNLZ verschiedene Prozesse
wahrend der Migration beeinflussen. Fur die Aktivierung der kleinen Rho GTPasen ist ihre
Verankerung in der Zellmembran notwendig (Fritz und Pertz, 2016). Daher ist es nicht
Uberraschend, dass Trio aufgrund seiner Nukleotid-Austausch-Funktion unter anderem an der
Membran und in Zellauslaufern von cNLZ lokalisiert (Moore et al., 2013; Kratzer et al., in
Revision). Auferdem interagiert Trio mit dem Zell-Adhdsionsmolekil Cad11, dessen
Funktionsverlust in cNLZ in X. laevis der Auspragung des Phanotyps des Trio-Knockdowns
ahnelt (Backer et al., 2007; Kashef et al., 2009). Cad11 lokalisiert auch in Zell-Zell-Kontakten
und Zellauslaufern von cNLZ. Des Weiteren ist Trio in der Lage die Migration von cNLZ in
Cad11-depletierten Embryonen wiederherzustellen (Kashef et al., 2009). Somit kdnnten
Cad11/Trio-Komplexe bei der Zell-Zell-Adhasion und bei der Zellauslauferbildung in cNLZ eine
Rolle spielen. In Brustkrebszellen wurde zum Beispiel gezeigt, dass Cad11 Trio an die
Zellmembran rekrutiert, wo Trio Rac1 aktiviert, was zur Bildung von Zellauslaufern fihrt (Li et
al., 2011). Daruber hinaus lokalisiert Cad11 in Fokalkontakten und vermittelt die
Substratadhasion von cNLZ (Langhe et al., 2016). Auch Trio scheint einen Effekt auf die
Verteilung von Fokalkontakten zu haben und co-lokalisiert mit der FAK in der Zellperipherie

und in Zellauslaufern von HelLa-Zellen (Seipel et al., 1999; Medley et al., 2003). Aul’erdem
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wurde kirzlich gezeigt, dass Trio durch das Mikrotubuli-Netzwerk zu Fokalkontakten
transportiert wird und dort die Rac1-Aktivitat steigert (Cheng et al., 2019). Eine prazisere
Analyse der Lokalisation von Trio in cNLZ, insbesondere an der Zell-Substrat-Oberflache kann
durch die Verwendung der TIRF-Mikroskopie erzielt werden (Langhe et al., 2016). Des
Weiteren kénnte das Blebben der Trio-depletierten cNLZ, genauso wie bei Cad11-Knockdown
Zellen, durch eine reduzierte Zell-Substrat-Adhasion bedingt sein (Fackler und Grosse, 2008;
Kashef et al., 2009; Langhe et al., 2016; Liu et al., 2015). Dies kann mit Hilfe eines Flipping-
Assays und AFM-Messungen Uberprift werden (Langhe et al., 2016; Franz et al., 2007; Blaue
et al., 2018).

Eine andere Weise, wie Trio die cNLZ-Migration beeinflusst, ist durch seine Beteiligung an der
Kontaktinhibition der Lokomotion (CIL). In Konfrontations- und Kollisionsanalysen von cNLZ
wurde gezeigt, dass Trio fur die CIL notwendig ist (Dissertation S. Becker, 2014). Aullerdem
interagiert Trio mit dem Polaritdtsprotein Par3 am Zell-Zell-Kontakt zwischen zwei
kollidierenden cNLZ. Dies flihrt zur Reduktion der Rac1-Aktivitdt am Kontakt, zur lokalen
Depolymerisierung der Mikrotubuli und zur Repolarisation der Zellen (Moore et al., 2013).
Dadurch, dass auch Cad11 eine Rolle in der CIL besitzt, ware es denkbar, dass Cad11 Trio
an die Kontaktzone rekrutiert (Becker et al., 2013). Dies kénnte zu einer Inhibierung der Rac1-
Aktivitat in der Zellkontakt-Zone fuhren und/oder zur lokalen RhoA-Aktivierung. Weiterhin
mussten Lokalisationsstudien mit Fluoreszenz-markiertem Cad11 und Trio in kollidierenden
cNLZ in vitro durchgefuhrt werden, um ihre gemeinsame Rolle in der cNLZ-Migration und
Zellauslauferbildung zu bestatigen. Interessant ware es aullerdem zu untersuchen ob Cad11

eine Rolle in der Par3-Trio-Rac1-Mikrotubuli-Signalkaskade besitzt.

6.2 Trio ist essentiell fiir die Ausbildung von Filo- und Lamellipodien

Die Dynamik und die koordinierten Interaktionen zwischen dem Mikrotubuli-Netzwerk und dem
Aktin-Zytoskelett sind fur die polarisierte Zellmigration essentiell. Der Knockdown von Trio fuhrt
in vitro zu einer blebbenden Morphologie der cNLZ und zum Verlust der Aktin-basierten
Zellauslaufer. In den Zeitrafferaufnahmen von Trio-depletierten cNLZ, in denen die F-Aktin-
Dynamik visualisiert wurde, konnten die einzelnen Phasen der dynamischen Bleb-Ausbildung,
wie sie in der Literatur beschrieben wurden, in den explantierten cNLZ beobachtet werden
(Cunningham, 1995; Tournaviti et al., 2007; Charras und Paluch, 2008; Fackler und Grosse,
2008; Paluch und Raz, 2013; Chikina et al., 2019).

Die Bleb-Bildung steht unter der Kontrolle der Rho-ROCK-Myosin-Signalkaskade und kdnnte
durch die Depletion von Trio in den Zellen ausgeldst worden sein, was im Verlust von Aktin-
basierten Zellauslaufern resultiert (Sahai und Marshall, 2003; Gadea et al., 2007; Tournaviti et

al., 2007). Daruber hinaus wurde eine diffuse F-Aktin-Farbung und unstrukturierte Aktin-
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Akkumulationen in den Trio-depletierten Zellen detektiert. Aktin-bindende Proteine
kontrollieren die Aktin-Polymerisation und -Depolymerisation und regulieren die Vernetzung
und Blndelung von Aktinfilamenten (Ridley, 2011). Mehrere Studien zeigten einen Einfluss
von Trio auf die Aktin-Zytoskelett-Organisation und identifizierten verschiedene Aktin-
Komponenten, welche mit Trio interagieren (Bellanger et al., 1998; Seipel et al., 1999;
Bellanger et al., 2000). Trio bindet zum Beispiel Tara (Trio and F-actin binding protein), Myosin
Il, das Aktin-vernetzende Protein Filamin, das Aktin-capping Protein CARMIL und Supervillin
1 und 4, welche mit Aktin und der Membran assoziieren (Seipel et al., 2001; Lee et al., 2010;
Bellanger et al., 2000; Vanderzalm et al., 2009; Son et al., 2015).

Ferner ist das Aktin-Zytoskelett mit dem Mikrotubuli-Netzwerk gekoppelt, wodurch eine
Stoérung des einen in der Umstrukturierung des anderen resultieren kann (Garcin und Straube,
2019). AuRerdem ist eine wichtige Funktion des Mikrotubuli-Zytoskeletts wahrend der
polarisierten Zellmigration der Transport von Membrankomponenten, Signalmolekilen und
insbesondere von Aktin-aggregierenden Faktoren und Regulatoren der kleinen Rho GTPasen,
wie GEFs und GAPs (Etienne-Manneville, 2013). AulRerdem stabilisieren die Mikrotubuli
Zellauslaufer und sind an der Bildung und Reifung von Fokalkontakten beteiligt (Etienne-
Manneville, 2013). Dadurch, dass die Depletion von Trio zu Veranderungen im Mikrotubuli-
Netzwerk flhrt hat Trio auch einen Einfluss auf die Funktionen der Mikrotubuli. Um diese
Veranderungen besser charakterisieren zu kdnnen, kdnnten cNLZ, welche mit Fluoreszenz-
getaggten Konstrukten von Mikrotubuli-assoziierten Proteinen wie EB1, EMTB oder Tau co-
injiziert wurden, Uber die Zeit beobachtet werden. Dartiber hinaus wirde die Co-Expression
von Fluoreszenz-markiertem Trio oder der GEF-Domanen mit Zytoskelett-Markern Aufschluss

uber mdgliche Co-Lokalisationen in migrierenden cNLZ geben.

6.3 Trio GEF2 assoziiert mit Mikrotubuli und besitzt eine dynamische

Lokalisation in cNLZ

Die beiden GEF-Domanen von Trio besitzen unterschiedliche Substratspezifitaten: die GEF1-
Domane aktiviert Rac1 und RhoG, und die GEF2-Domane RhoA (Debant et al., 1996;
Bellanger et al., 1998; Blangy et al., 2000; van Rijssel et al., 2012). Daruber hinaus scheinen

sie in X. laevis unterschiedliche Funktionen wahrend der cNLZ-Migration zu besitzen.

In cNLZ lokalisierten Fluoreszenz-markierte XGEF-Konstrukte genau wie Trio im Zytoplasma,
allerdings waren sie kaum an der Membran. Dies scheint Kontext-abhangig zu sein, da sie in
ektodermalen Zellen, welche eine apikal-basale Polaritat besitzen, an der Membran
lokalisierten. Dadurch, dass die Konstrukte nur aus einer DH-, PH- und SH3-Doméane
bestehen, fehlen ihnen einige Doméanen von Trio, welche Protein und Lipid-Interaktionen und

somit auch Interaktionen mit der Membran vermitteln (van Rijssel und van Buul, 2012).
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Darlber hinaus wurde interessanterweise eine dynamische Lokalisation der GEF2-Domane,
wahrscheinlich in Assoziation mit Mikrotubuli in migrierenden cNLZ beobachtet. AuRerdem
wurde die GEF2-Domane in zentralen globularen Strukturen detektiert, welche vermutlich die
Zentriolen darstellen.

Fir verschiedene GEFs wurde schon eine Interaktion mit dem Mikrotubuli-Netzwerk
beschrieben, darunter p190Rho-GEF, GEF-H1 (Lfc) und Tiam1 (T-lymphoma Invasion And
Metastasis 1) (van Horck et al., 2001; Ren et al., 1998; Kwan und Kirschner, 2005;
Montenegro-Venegas et al., 2010). Van Haren und Kollegen beschrieben lberdies eine
Interaktion von Trio mit dem Mikrotubuli End-binding Protein EB1 (van Haren et al., 2014).
Dabei bilden Trio/EB1 einen Komplex mit NAV1 an den Mikrotubuli-Plus-Enden, welcher durch
die Aktivierung von Rac1 das Neuriten-Wachstum kontrolliert. Darlber hinaus wurde
beobachtet, dass sich die GEF2-Doméane (DH2+PH2) wie ein +TIP (Mikrotubuli-Plus-Ende
bindendes Protein) verhalt (van Haren et al., 2014). Trio besitzt zwei SxIP-Motive fur die
Bindung an EB1-ahnliche Proteine (Honnappa et al., 2009). Das erste SRIP-Motiv befindet
sich kurz nach der GEF2-Domane von Trio und das zweite SSIP-Motiv lokalisiert zwischen der
GEF2- und der SH3-Domane. Die Motive sind zwischen humanem und X. laevis Trio
konserviert (Anhang 2). Diese Feststellung unterstiitzt die Hypothese, dass die XGEF2-
Doméne an die Mikrotubuli in ¢cNLZ bindet. Dadurch, dass die GEF2-Doméne von Trio die
kleine GTPase RhoA aktiviert, konnte ein ahnlicher Mechanismus stattfinden wie bei der
Regulation von GEF-H1. Das Homolog zu GEF-H1 in X. laevis (XLfc) ist ein wichtiger
Modulator der Zellmorphologie wahrend der konvergenten Extensionsbewegungen (Kwan und
Kirschner, 2005). Die Bindung von GEF-H1 an die Mikrotubuli inhibiert seine Aktivitat. Durch
die Depolymerisation der Mikrotubuli wird GEF-H1 entlassen und sorgt fur die lokale
Aktivierung von RhoA und einer Kontraktilitdt an der Migrationsfront (Ren et al., 1998; Krendel
et al., 2002; Chang et al., 2008; Nalbant et al., 2009). Ob es durch die Depolymerisation der
Mikrotubuli zu einem Losldsen von Trio und zu einer Aktivierung von RhoA kommt, musste in
diesem Kontext geklart werden.

Ferner wurden den Mikrotubuli und einer durch Trio-vermittelten Rac1-Aktivitat eine Rolle in
der Kontaktinhibition zugesprochen (Nagasaki et al., 1992; Kadir et al., 2011; Stramer und
Mayor, 2017; Moore et al., 2013). Am Zell-Zell-Kontakt rekrutiert N-Cadherin Par3, welches
Trio bindet, wodurch Rac1 inhibiert wird (Moore et al., 2013). Dadurch kommt es an der
Kontaktstelle der zwei kollidierenden cNLZ zur Depolymerisation der Mikrotubuli und zum
Zusammenbruch der Zellauslaufer. Wichtig fir die Repolarisation der Zellen ist aul’erdem die
lokale Aktivierung von RhoA in der Kontaktzone. Mit dem Hintergrund, dass die GEF2-Domane
unter anderem mit den Mikrotubuli co-lokalisiert, kdnnte die Depolymerisation der Mikrotubuli
am Kontakt auRerdem zur Auflésung der GEF2-Mikrotubuli-Bindung flihren, was anschlieend

zur lokalen RhoA-Aktivierung durch die GEF2-Doméane in der Kontaktzone fuhrt.
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Infolgedessen ware es mdglich, dass die Lokalisation der GEF2-Domane an den Mikrotubuli
fur die Funktion von Trio wahrend der cNLZ-Migration insbesondere in der CIL notwendig ist.
Ein weiteres Indiz hierflr ist die Tatsache, dass die GEF2-Domane im Gegensatz zur GEF1-
Domane die Migration und Zellauslauferbildung in Trio-depletierten cNLZ wiederherstellen

konnte (Kratzer et al., in Revision).

Aufgrund der bisherigen Beobachtungen konnte nicht unterschieden werden, ob die XGEF2-
Domaéne sich entlang von Mikrotubuli bewegt oder nur an den Mikrotubuli-Plus-Enden
lokalisiert. Mit Hilfe von Lokalisationsstudien der XGEF2-Domane mit verschiedenen

Mikrotubuli-Markern kénnte die Assoziation mit den Mikrotubuli spezifiziert werden.

6.4 Dsh agiert downstream von Cad11 und Trio in der Migration von
cNLZ

Dishevelled (Dsh) ist eine Schlisselkomponente des Wnt-Signalnetzwerks und ist Uber die
Aktivitat seiner drei konservierten Domanen in die Kontrolle der Neuralleisten-Entwicklung
involviert (Gao und Chen, 2010; De Calisto et al., 2005). Die N-terminale DIX-Domane von
Dsh ist in den Wnt/B-Catenin-Signalweg involviert und wichtig fir die Neuralleisten-Induktion.
Dagegen sind die DEP- und PDZ-Domane, und somit die Aktivierung des Wnt/PCP-
Signalwegs fur die Migration der cNLZ essentiell (De Calisto et al., 2005). Die C-terminale
DEP-Domane ist verantwortlich fir die Zellmembran-Rekrutierung von Dsh und die zentrale
PDZ-Domane fir die Interaktion mit Fz7 (Axelrod et al., 1998; Pan et al., 2004; Wong et al.,
2003). Dsh reguliert Uber die DEP-Domane aulRerdem die Aktivitat von Rac1 und uber die
DEP- und PDZ-Domaéane die Aktivierung von RhoA durch die Interaktion mit Daam1 (Habas et
al., 2001; Habas et al., 2003). Uber Effektorproteine koordinieren diese anschlieRend die
Organisation des Aktin-Zytoskeletts und dadurch die Bildung der Zellauslaufer (Wallingford
und Habas, 2005).

AuRerdem wurde Dsh durch den Wnt/PCP-Signalweg eine Rolle in der Kontaktinhibition (CIL)
von cNLZ zugesprochen (Carmona-Fontaine et al., 2008). Dsh wird an die Membran der
Kontaktstelle zweier aufeinandertreffender Zellen rekrutiert und flhrt zur lokalen Aktivierung
von RhoA. Allerdings ist noch unbekannt, welche Molekule genau den Kontakt zwischen den
Zellen vermitteln und das Signal intrazellular weiterleiten. Potentielle Kandidaten hierfur sind
das Zell-Adhasionsmolekul Cad11 und der GEF Trio, welche in den migrierenden cNLZ von
X. leavis exprimiert werden und fur ihre gerichtete Migration notwendig sind (Huang et al.,
2016; Kashef et al., 2009).

Rekonstitutions-Experimente mit Dsh in einem Trio-Knockdown Hintergrund zeigten, dass Dsh

fur die Trio-vermittelte cNLZ-Migration und Zellauslauferbildung notwendig ist (Kratzer et al.,

113



Diskussion

in Revision). Co-Immunoprazipitations-Assays in dieser Arbeit zeigten auf’erdem eine
Interaktion zwischen den Trio GEF-Domé&nen und Dsh. Uberdies identifizierten
Bindungsstudien mit humanem Dsh und Trio die DEP-Domane, beziehungsweise den C-
terminalen Teil von Dsh und die GEF2-Domane von Trio als Interaktionsstellen (Kratzer et al.,
in Revision). Zusatzlich wurde gezeigt, dass Trio Uber Dsh Rac1 aktiviert und damit die Bildung
der Zellauslaufer in cNLZ kontrolliert. Dadurch, dass auch die GEF1-Domane in der Lage ist
an Dsh zu binden, ware zudem ein weiterer regulatorischer Mechanismus denkbar, welcher
Uber die Inaktivierung von Rac1 und/oder die Aktivierung von RhoA verlauft. So wurde zum
Beispiel fir WGEF, welcher eine Rolle im Wnt/PCP-Signalweg bei der Regulation der
konvergenten Extensionsbewegungen wahrend der X. laevis Gastrulation besitzt, eine
Interaktion mit Dsh und Daam1 nachgewiesen (Tanegashima et al., 2008). Dabei induziert die
Bindung von Dsh Uber seine PDZ-Domane an die N-terminale Region von WGEF die

Aktivierung von RhoA.

Des Weiteren interagiert Trio mit der zytoplasmatischen Domane von Cad11 und ist notwendig
fur die Cad11-vermittelte Zellauslauferbildung und Migration der cNLZ (Kashef et al., 2009).
Uberdies sind Trio und Cad11 in die CIL-Antwort involviert, wofiir die adhasive Funktion von
Cad11 von essentieller Bedeutung ist (Moore et al., 2013; Becker et al., 2013; Dissertation S.
Becker, 2014). Im Kontext der CIL ware ein Komplex zwischen Cad11, Trio und Dsh ein
potentieller Mechanismus fur die Aktivierung von RhoA am Zell-Zell-Kontakt zweier
kollidierender cNLZ. Cad11 kdénnte Uber seine extrazelluldare Domane die Zell-Zell-Adhasion
vermitteln und das Signal Uber Trio und Dsh an die kleinen Rho GTPasen weiterleiten, die zur

Repolarisation der Zellen fihren (Mayor und Carmona-Fontaine, 2010).

Der Knockdown von Cad11 durch die Injektion eines spezifischen MO (Cad11 MO) flhrte zu
starken Defekten in der cNLZ-Migration und zu einer blebbenden Zellmorphologie in vitro
(Kashef et al., 2009; Langhe et al., 2016). Die cNLZ-Migration konnte durch die Expression
konstitutiv aktiver Formen der kleinen Rho GTPasen Cdc42, Rac1 und RhoA oder durch die
Expression der Trio GEF-Domanen wiederhergestellt werden (Kashef et al.,, 2009).
Rekonstitutions-Experimente mit Dsh in einem Cad11 Knockdown-Hintergrund zeigten, dass
Dsh Uber seine DEP- und PDZ-Domane, und nicht tber die DIX-Domane, in der Lage ist die
cNLZ-Migration und Bildung der Zellauslaufer wiederherzustellen. Somit scheint Dsh durch
seine Funktion in der Aktivierung des nicht-kanonische Wnt/PCP-Signalweg downstream von
Cad11 in der cNLZ-Migration zu agieren (De Calisto et al., 2005). Jedoch war Cad11 nicht in
der Lage die Membranlokalisation oder die Hyperphosphorylierung von Dsh zu vermitteln, was
beides Anzeichen fir die Aktivierung des Wnt/PCP-Signalwegs sind (Axelrod et al., 1998;
Medina und Steinbeisser, 2000; Rothbacher et al., 2000). Ferner wurde keine Interaktion

zwischen Cad11 und Dsh nachgewiesen, wohingegen partielle Co-Lokalisationen der beiden
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Proteine in Zell-Zell-Kontakten und in Zellausldufern von cNLZ detektiert wurden. AulRerdem
konnte Dsh die Migration von Cad11- und Trio-depletierten cNLZ wiederherstellen.
Zusammenfassend deuten die Ergebnisse darauf hin, dass Trio das Bindeglied zwischen
Cad11 und Dsh in der Signalkaskade ist, welche zur Bildung der Zellauslaufer und der
Migration der cNLZ fuhrt. Somit kénnte hierbei noch Uberprift werden, ob die gemeinsame
Expression von Cad11 und Trio zu einer Aktivierung des Wnt/PCP-Signalwegs oder zur

Bildung eines Cad11/Trio/Dsh-Komplexes flhren.

Dadurch, dass Cad11 alleine nicht ausreichend war um den Wnt/PCP-Signalweg zu aktivieren,
koénnten aulierdem andere Oberflachen-Rezeptoren, denen eine Rolle in der Transduktion des
Wnt/PCP-Signalwegs wahrend der cNLZ-Migration in Xenopus zugesprochen wurde, am Zell-
Zell-Kontakt mit Cad11 interagieren und die Aktivierung vermitteln. Ein potentieller Kandidat
ware zum Beispiel PTK7, welcher fur die Fz7-vermittelte Rekrutierung von Dsh in
ektodermalen Explantaten bendtigt wird (Shnitsar und Borchers, 2008). Darlber hinaus wurde
kirzlich gezeigt, dass sowohl Dsh als auch Trio, den Funktionsverlust von PTK7 wahrend der
cNLZ-Migration kompensieren konnen (Dissertation A. Grund, 2019). Zusatzlich wurde eine
Interaktion zwischen PTK7 und Trio nachgewiesen. Interessant ware es aufgrund dieser
Erkenntnisse die Beziehung zwischen PTK7 und Cad11 in der cNLZ-Migration zu
untersuchen. Ein weiterer Kandidat konnte auRerdem Syn4 sein. Syn4 bindet Fibronektin in
Fokalkontakten und rekrutiert Dsh an die Zellmembran, was uber den PCP-Signalweg zur
Steigerung der RhoA-Aktivitat fihrt (Munoz et al., 2006; Matthews et al., 2008). Des Weiteren
wurde Cad11 eine Rolle in der Vermittlung von Zell-Matrix-Kontakten durch seine Interaktion

mit Syn4 in Fokalkontakten nachgewiesen (Langhe et al., 2016).

6.5 Moglicher Mechanismus der Cad11- und Trio-vermittelten cNLZ-

Migration

Trio und Dsh agieren downstream von Cad11 wahrend der cNLZ-Migration und
Zellauslauferbildung (Kashef et al., 2009; Kratzer et al., in Revision). AuRerdem interagiert Dsh
mit Trio und ist in der Lage den Verlust von Cad11 und Trio wahrend der cNLZ-Migration zu
kompensieren. Dies deutet darauf hin, dass Dsh downstream von Trio eine Rolle in der Cad11-
vermittelten cNLZ-Migration besitzt. Dabei konvergieren die Signale auf Ebene der kleinen

Rho GTPasen und des Zytoskeletts und bestimmen die Zellmorphologie.

Anhand der in dieser Arbeit vorgestellten Daten wurde ein hypothetisches Modell erstellt indem
die Molekile abhangig von ihrer subzellularen Lokalisation in den cNLZ verschiedene
Funktionen ausiben (Abb. 45).
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Abbildung 45: Modell der Cad11- und Trio-vermittelten cNLZ-Migration.

Cad11 vermittelt den Kontakt zwischen zwei cNLZ und rekrutiert Trio an die Zellmembran, welcher unter
anderem durch die Interaktion mit Dsh zur Aktivierung von RhoA fiihrt und zur Bildung von Aktomyosin-
Stressfasern in der Zellkontaktzone. Auf der gegenulberliegenden Seite lokalisiert Cad11 in
Zellauslaufern und aktiviert Trio und Trio/Dsh-Komplexe, welche die Rac1-Aktivitat steigern. Dies fordert
in Kontakt-freien Zonen die Ausbildung von Aktin-basierten Zellauslaufern.
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Cad11 wird besonders stark in der spaten Migrationsphase der cNLZ exprimiert, wenn die
cNLZ in kleinen losen Zell-Clustern oder vereinzelt migrieren (Huang et al., 2016). Hierbei
gewahrleisten unter anderem transiente Zell-Zell-Kontakte und die Bildung von Zellauslaufern
die gerichtete Migration der cNLZ. An der Kontaktstelle zwischen zwei cNLZ vermittelt Cad11
Uber seine extrazelluldare Domane die homophile Bindung und rekrutiert Trio. Durch die
Bindung von Trio an die IMD-Doméane von Cad11 kénnte Trio die Aktivierung von RhoA am
Zell-Zell-Kontakt induzieren. Zudem koénnte die Interaktion von Trio mit anderen
Bindungspartnern wie Dsh oder Par3 Einfluss auf die katalytische Aktivitat der Trio GEF-
Domanen haben, welche am Zell-Zell-Kontakt zur Inhibition der Rac1-Aktivitat und zur
Erhéhung der RhoA-Aktivitat fuhrt. Dies resultiert in der Bildung von Stressfasern am Zell-Zell-
Kontakt beziehungsweise im hinteren Bereich der cNLZ.

In Kontakt-freien Zonen der cNLZ lokalisiert Cad11 in Zellausldufern. Die Interaktion von
Cad11 mit Trio kénnte hier zur Aktivierung von Trio und von Trio/Dsh-Komplexen fuhren,
welche die Rac1-Aktivitat steigern und die Ausbildung von Aktin-basierten Zellauslaufern an
der Migrationsfront férdern (Kratzer et al., in Revision). Zusatzlich wird die Polaritat der

migrierenden Zelle durch das antagonistische Verhalten zwischen RhoA und Rac1 unterstitzt.
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6.6 Trio wird wahrend der Embryonalentwicklung von X. /aevis in

unterschiedlichen Geweben exprimiert

Neben seiner Rolle in der cNLZ-Migration scheint Trio aulRerdem weitere morphogenetische
Prozesse zu beeinflussen, fur die die Polaritat und Migration von Zellen eine wichtige Rolle
spielen. Durch die phylogenetische Analyse und die Expressionsstudien der X. /laevis Trio und
Kalirin (Kalrn) -Paraloge wurde vermutet, dass beide Proteine eine Rolle wahrend der
Embryonalentwicklung spielen, insbesondere scheinen sie an der Entwicklung des
Nervensystems und der Muskelentwicklung beteiligt zu sein. Die Daten deuten aulerdem
darauf hin, dass die Rolle in der cNLZ-Entwicklung auf das Trio-Paralog limitiert ist,

wohingegen Kalirin eine Funktion in den kranialen Nerven besitzt.

Trio und sein Paralog Kalrn sind beides einzigartige Mitglieder der Dbl-Familie an
Guaninnukleotid-Austauschfaktoren, welche in Saugetieren identifiziert wurden (Debant et al.,
1996; Alam et al.,, 1997). Sie besitzen eine konservierte Domanenstruktur mit drei
katalytischen Domanen (GEF1, GEF2 und STK) und unterscheiden sich darin, dass Kalrn eine
zusatzliche SPEC-Domane besitzt und eine FN-Domane zwischen der Ig- und STK-Domane.
Der allotetraploide Frosch X. laevis entstammt der Kombination aus zwei diploiden
Vorlauferspezies, wobei sich wahrend der Evolution die Subgenome asymmetrisch
entwickelten (Session et al., 2016). Ein Chromosomensatz behielt den urspringlichen Status
(L (flong) - Chromosomen) bei, wahrend es bei dem anderen Chromosomensatz zu einem
vermehrten Genverlust und zu gehauften Deletionen auf den Chromosomen kam (S (short) -
Chromosomen) (Session et al.,, 2016). In X. laevis wurden deshalb zwei kalrn-Alloallele
identifiziert, die auf der L-Form und der S-Form von Chromosom 9 lokalisieren. X| Kalrn.L
besitzt die urspringliche Domanen-Struktur, welche auch der von Hs KALRN entspricht.
Dagegen fehlen Xl Kalrn.S zwei SPEC-Domanen und das Protein ist allgemein kirzer als die
L-Form. Die X. laevis Kalrn-Proteine wurden im Stammbaum der Gruppe an Vertebraten-
Kalirin zugeordnet. Allerdings besitzen sie im Unterschied zu den Vertebraten Kalrn keine
zweite SH3-Domane. Diese Eigenschaft scheint fur X. /laevis spezifisch zu sein und ist eher
urspringlich, da auch Ce UNC-73 keine zweite SH3-Domane besitzt. Zudem wurde in X. laevis
ein Trio-Protein identifiziert, welches in die Gruppe seiner Orthologen in Vertebraten
eingeordnet wurde. Fur Xl Trio ist bisher nur die L-Form auf Chromosom 6 annotiert. Ob es
eine kurzere S-Form gibt ist ungewiss, da wahrend der Genom-Evolution von X. laevis nur

circa 56 % aller Gene in zwei homologen Kopien beibehalten wurden (Session et al., 2016).

Wahrend der Embryonalentwicklung von X. laevis wurden trio und kalrn Transkripte in der
dorsalen Marginalzone detektiert, welche den Spemann-Organisator beinhaltet und die
Gastrulationsbewegungen initiiert (Papan et al., 2007). Dadurch kénnten Trio und Kalrn, wie
schon fur andere Rho GEFs wie XNet, GEF-H1 (XLfc) und WGEF gezeigt wurde, eine Rolle
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in den konvergenten Extensionsbewegungen, die zur Elongation des X. laevis Embryos
fuhren, besitzen (Miyakoshi et al., 2004; Kwan und Kirschner, 2005; Tanegashima et al., 2008).
In Neurula-Stadien wurden frio und kalrn in X. laevis prominent in neuralen Strukturen
exprimiert und spater im Zentralnervensystem. Auch in anderen Organismen wurde eine
Expression von Trio und Kalrn im sich entwickelnden Nervensystem nachgewiesen, wobei in
Saugetieren Transkripte in allen wichtigen Hirnarealen lokalisierten (Sarangdhar et al., 2017;
Alam et al., 1997; Ma et al., 2001; Ma et al., 2003; Portales-Casamar et al., 2006; Backer et
al., 2007; McPherson et al., 2005; Backer et al., 2018). Dies deutet darauf hin, dass die Rolle
von Trio und Kalrn in der Entwicklung des Nervensystems auch in X. laevis konserviert ist. Trio
und Kalrn Paraloge sind zum Beispiel an der neuronalen Migration und beim Auswachsen und
der Wegfindung von Axonen beteiligt (Steven et al., 1998; Steven et al., 2005; Vanderzalm et
al., 2009; Awasaki et al., 2000; Bateman et al., 2000; Liebl et al., 2000; Newsome et al., 2000;
Bateman and Van Vactor, 2001; Peng et al., 2010; Estrach et al., 2002; DeGeer et al., 2015).
Zusatzlich besitzen die beiden GEFs in Saugetieren eine Funktion in der Bildung von
Synapsen und Dendriten, Prozesse, welche die kognitiven Fahigkeiten beeinflussen (Penzes
et al., 2000; Miller et al., 2013; Penzes et al., 2003; Penzes und Jones, 2008; Cahill et al.,
2009; Mandela und Ma, 2012; Ba et al., 2016). Ferner wurde KALRN mit neuropsychiatrischen
und neurologischen Krankheiten im Menschen in Zusammenhang gebracht, wie
Schizophrenie, Alzheimer und Huntington (Mandela und Ma, 2012; Remmers et al., 2014).
Auch Mutationen im TRIO Gen sind mit Schizophrenie assoziiert, dartiber hinaus mit Autismus
und verschiedenen Neuroentwicklungsstorungen, wobei die Patienten Fehlentwicklungen des
Gehirns (Microencephalie) und skeletaler und kraniofazialer Strukturen aufwiesen (Katrancha
et al., 2017; Sadybekov et al., 2017; Ba et al., 2016; Pengelly et al., 2016).

Die Expression von trio und kalrn in Strukturen des Auges kénnte aul’erdem auf eine
Beteiligung der beiden Proteine in der Augenentwicklung hindeuten. In Huhn wurde zum
Beispiel gezeigt, dass Trio fur die apikale Konstriktion und epitheliale Invagination wahrend
der Morphogenese der Linse notwendig ist (Plageman et al., 2011). Darlber hinaus wurde bei
den Knockdown-Experimenten mit den Trio MOs neben cNLZ-Migrationsdefekten Embryonen
beobachtet, welche Defekte wahrend der Gastrulation aufwiesen, kleine Kopfe besalien
oder/und ein verkleinertes Auge auf der injizierten Seite im Schwanzknospen-Stadium hatten.
Dies bestarkt die Annahme, dass Trio eine Rolle wahrend der Gastrulation und der Kopf- und
Augenentwicklung in X. laevis besitzt.

Aufgrund der Expressionsanalyse lasst sich eine weitere Funktion von Trio und Kalrn in der
Muskelentwicklung von X. laevis vermuten. In Saugetieren werden Trio und Kalrn im
Skelettmuskelgewebe exprimiert und beeinflussen die muskulare Entwicklung (Debant et al.,
1996; O'Brien et al., 2000; Charrasse et al., 2007; Mandela et al., 2012). Genetische Studien
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in C. elegans zeigten aulerdem, dass UNC-73 die Pharynx- und Vulva-Muskulatur kontrolliert
(Steven et al., 2005).

Im Allgemeinen zeigte die vergleichende Expressionsanalyse neue Einblicke in die
Entwicklungsrolle der beiden einzigartigen Mitglieder der Rho GEF-Familie und die Daten
koénnen als Basis dienen, um die Funktionen von Trio und Kalrn weiterhin in der Entwicklung
und in pathologischen Prozessen zu analysieren. Durch Funktionsverlust-Studien mit Hilfe
spezifischer Morpholino antisense Oligonukleotide oder CRISPR/Cas-generierter Mutanten
koénnte die Funktion von Trio oder Kalrn auf die verschiedenen morphogenetischen Prozesse

wahrend der Embryonalentwicklung von X. laevis untersucht werden.
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8. Anhang

Anhang 1: Sequenz-Informationen.
Zusammenfassung der Organismen, der Namen und der Zugangsnummern in den Datenbanken von
allen Sequenzen die fur die phylogenetische und Doméanen-Analyse verwendet wurden.

. Zugangshummer .
Spezies Name und Datenbank Abkiirzung
Homo sapiens triple functional domain protein, NP_009049.2 Hs TRIO
PTPRF-interacting protein (NCBI)
kalirin isoform 1 MP_001019831.2 Hs KALRN
(NCBI)
Rattus norvegicus PREDICTED: triple functional *P_003753538 1 Rn TRIO
domain protein isoform X1 (NCBI)
kalirin NP_114451.2 (NCBI) Rn KALRN
Mus musculus triple functional domain protein NP_001074771.1 Mm TRIO
(NCBI)
kalirin isoform 1 NP_796331.2 (NCBI) | Mm KALRN
Gallus gallus triple functional domain protein #P_ 0151377121 Gg TRIO
isoform X1 (NCBI)
kalirin isoform X1 ¥P_015145460 1 Gg KALRN
(NCBI)
Xenopus laevis FPREDICTED: triple functional ¥P_018122338 1 ¥ Trio
domain protein (NCBI)
kalirin RhoGEF kinase XB-GENE- *I Kalrm.L
(L-Form) 1014011 (Xenbase)
kalirin RhoGEF kinase XB-GENE- Al Kalrn.S
(S-Form) 17339175 (Xenbase)
Xenopus tropicalis triple functional domain protein NP_0011233931 ¥t Trio
(NCBI)
PREDICTED: XP_017945506.1 ¥t Kalm
kalirin-like (NCBI)
PREDICTED: kalirin, RhoGEF XP_012825853.1 ¥t Kalmz2
kinase izoform X1 (NCBI)
Danio rerio triple functional domain protein NP_001097996.1 Dr Trig
(NCBI)
kalirin isoform X1 HP_0M172132301 Dr Kalrn
(NCBI)
Branchiostoma PREDICTED: ¥P_019618116.1 Bb Kalm
belcheri kalirin-like (NCBI)
Drosophila trio, isoform A MNP_651360.2 (NCBI) | Dm Trio-like
melanogaster
Caenorhabditis uncharacterized protein NP_001021496.1 Ce UMC-T3
elegans CELE_F&5C7.7 (NCBI)

149



Anhang

Anhang 2: Sequenz-Alignment der Trio und Kalrn Proteine.

Alignment der Trio und Kalrn Protein-Sequenzen aus den Datenbanken (Anhang 1). Besonders stark
konserviert sind die Sequenzen im Bereich der funktionalen Domanen, welche farblich markiert sind.
Identische und konservierte Aminosauren zwischen den Sequenzen sind mit verschiedenen Grauténen

hinterlegt. Schwarz zeigt eine 100 %ige, grau eine 80 %ige und hellgrau eine 60 %ige Konservierung
an. Die Lange der Sequenzen ist in AS angegeben.
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Anhang 3: Plasmidkarten der klonierten XGEF-Konstrukte.
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(28) HindIII SP6 pramoter
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Anhang 4: Kontrolle der Klonierung und Expression der XGEF-Konstrukte.

A Restriktionsverdau der XGEF-Plasmide mit Clal und Xhol bestatigte den Erfolg der KLonierung. Die
vorhergesagten Inserts wurden als untere Bande im Agarosegel sichtbar und der geschnittene Vektor
als obere Bande. B, C Detektion der getaggten XGEF-Konstukte in HEK-Zell- und X. laevis Embryonen-
Lysaten. HEK-Zellen wurden mit den XGEF-Konstrukten fur 24 Stunden transfiziert. AuBerdem wurden
Embryonen im Einzell-Stadium animal mit 250 pg RNA der XGEF-Konstrukte injiziert und im Stadium
12/13 lysiert. Western Blot mit a-HA Antikérpern (B) oder mit a-GFP Antikorpern. Der schwarze Pfeil in
B zeigt auf die Bande fiir XGEF1-HA (60 kDa), der gelbe Pfeil auf eine unspezifische Antikérperbande.
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Begleit-USB-Stick: Zeitrafferaufnahmen

9. Begleit-USB-Stick: Zeitrafferaufnahmen

Movie 1: F-Aktin-Dynamik in Trio-depletierten cNLZ. Zur Visualisierung der
Zellmorphologie und der F-Aktin-Strukturen wurden die cNLZ mit GAP43-GFP und lifeact-

mcherry co-injiziert.
Movie 2: Expression von XGEF1-GFP in explantierten cNLZ.
Movie 3: Expression von XGEF2-GFP in explantierten cNLZ.

Movie 4: Dynamische Lokalisation der XGEF2-Domane in cNLZ. (durchgefiihrt von A.
Grund)

Movie 5: Dsh und DshADIX stellen die Zellauslauferbildung in Cad11-depletierten cNLZ
wieder her. GAP43-GFP markiert die Membran und H2B-mcherry den Zellkern.

Movie 6: Die Bildung der Zellauslaufer in Cad11-depletierten cNLZ ist abhdngig von der
PDZ- und DEP-Domaéane von Dsh. GAP43-GFP markiert die Membran und H2B-mcherry den

Zellkern.
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