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1. Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Einflihrung zur embryonalen Entwicklungs

geschichte und Gliedmaf3enentwicklung

Das Studium der Embryologie dient dazu, sch mit den Erkenntnissen der Organisation
enes Lebewesens vertraut zu machen. Schon zu Zeten des griechischen Philosophen
Aristoteles (384-322 vor Christus) waren die Menschen daran interessiert, zu erfahren,
wie en Embryo heranwéachs. Dazu wurden Fenger in die Schden von Hihnereiern
gestanzt, wodurch zu beobachten war, wie sch ein Embryo zum Kiken entwickdt. Die-
ses Vefahren wird sait Uber 100 Jehren von den modernen Embryologen genutzt, um
mittels des Fengers Manipulationen am Huhnerembryo durchzufihren, deren Auswir-
kungen nach Beendigung der Entwicklung beobachtet werden konnen. Neben dem
Hiuhnchen (Gallus gallus) gibt es noch andere Modeorganismen, wie z. B. die Maus
(Mus musculus) oder die Taufliege Drosophila melanogaster, deren Studium dazu be-
tragen kann, die Geheimnisse der Entwicklungsgeschichte zu IUften. Die bisher gewor:
nenen Erkenntnisss machen deutlich, dal3 die Embryogenese nicht nur durch die Wir-
kung von Faktoren, die in ene festgeegten zetlichen Abfolge vorhanden snd, be-
gimmt werden. Vidmehr ist es die Interaktion dieser Faktoren untereinander in einem
spezifischen zaitlichen Rahmen, die die Entwicklung der Organismen bestimmt. Tier-
experimentdle Untersuchungen, wie bereits oben erwdhnt, und auch der Vergleich von
Entwicklungsvorgéngen verschiedener Lebewesen konnen helfen, die Entwicklung des
menschlichen Individuums zu versehen. Oft d9nd es gerade die Abweichungen von den
grundsdtzlichen Vorgangen, die enen Einblick in die geregdten Gesetzmddigkeiten der
Embryologie gewéhren. Sowohl die spontan entstandenen (natUrlichen Mutationen), as
auch die durch Manipulation erzeugten, gerichteten Verdnderungen (z. B. Einwirkung
von ioniserenden Strahlen und Chemikdien, Entfernung oder Addition von Zellen und
Geweben, Einfigen von Transgenen sowie ,knock out“- und ,knock in“-Mutationen)
haben zusammmen mit den bereits vorhandenen, theoretischen Kenntnissen in den letz
ten zwe Dekaden zu revolutiondren Eingchten bezliglich der embryonalen Entwicklung
gefihrt. Zum enen hat dch herausgestdlt, dal3 im gesamten Tierreich, unabhéngig von
dar Spezies, vide Strukturen mit vergleichbaren oder dhnlichen Funktionen durch die
aquivadenten, oder zumindest verwandten Regulationsprozesse gebildet werden. Da



1. Einleitung 2

diese Prozese Uber Gene und ihre Produkte determiniert werden, bedeutet, dald diese
Strukturen durch den Einflul3 von homologen oder verwandten Genen entstehen. Zum
anderen konnte gezeigt werden, dald die gleichen Gene innerhdb der Embryonden-
wicklung auch in unterschiedlichem Kontext wirken konnen. Damit wird vermittet, dal3
Gene die Entwicklung von Gliedmaien beanflussen kénnen und aul¥erdem eine Rolle
be zB. dear Bildung des Nervensysems spiden. Offenschtlich greft die Natur immer
wieder auf bewdhrte Mechanismen zurlick und ist damit in der Lage, vollkommen un
terschiedliche Strukturen und Organismen zu bilden (Wolpert, 1996; Riddle et al.,
1999).

Die Entwicklung der Gliedmal3en ddlt be der Anwendung dieser gleichen Mechanis-
men nur en Bespel dar. Die Feslegung der Polaritétsachsen, dso die Determination
von korpernah (proxima) und korperfern (distal), bauchsats (ventral) und riickensaits
(dorsd), kopfsats (anterior) und schwanzsats (posterior) wird auch hier, innerhdb ver-
schiedener Spezies, zum grolden Tell von den gleichen Signden (Genprodukten) regu-
liet. Die Augichtung diesr dra réumlichen Achsen is madgeblich fir die korrekte
Anordnung der einzdnen Bedtandtelle der Gliedmaien, wie zB. Postion und Integritét
der einzdnen Finger, des Unterarms, des Oberarms, der Handinnen- und aul¥enfléche
(Abbildung 1). Der Vorgang, der zur Festlegung dieser Achsen und der dreidimensione:
len Form der Korperanhdngsd fuhrt, ist spezifisch fur die Gliedmalienentwicklung. Er
wiederholt sich aber in ener grundsitzlichen Form in dlen Berechen der Embryonal-
entwicklung und wird auch ds ,Muderbildung® bezeichnet. Man kann ihn dlgemen in
vier aufeinanderfolgende Stadien untertellen, wobel zu Beginn e@n Bereich mit Zdlen
definiert werden mul3, der den Ausgangspunkt fir die Bildung einer gewissen Struktur
dagdlt. Danach werden Signdzentren innerhdb dieses Bereiches edbliert, die ene
Pogtionanformation aussenden. Haufig findet man diese in Form von sogenannten
Morphogenen, Genprodukten mit ener polariserenden Wirkung, die eine raumliche
Pogtion eindeutig determinieren. Haben die Informétionen der enzelnen Sgnazentren
ihren Besimmungsort erreicht, z. B. Uber Zdl-zu-Zdl Waterletung oder Diffuson
durch den interzdluléren Raum, kann das vierte und letzte Stadium dieses Prozef3es
beginnen. Die Postionssgnde haben in den Zdlen dieses Bereiches, die je nach Lage
ene unteschiedliche Zusammengdlung von Informationen bekommen, zusdtzliche
Signdwege aktiviert, die das Schicksal von enzenen Zdlen oder aber Zdlverbdnden
vor dem Hintergrund der Postionssgnade bestimmen. Am Ende diessr komplexen Sig-
nanetzwerke und den daraus resultierenden Reektionen (zB. Zdlvermehrung, Zdldif-
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ferenzierung, Zedlmobilitdt und Zdltod) et die Bildung der gewlnschten Struktur,
zB. der Vordergliedmaien, oder fir den generdlen Regulationsmechanismus die Ent-
stehung eines neuen Organismus (Johnson et al., 1997).

y »
E Proximo-Distale
rR] (P/D)Achse

P
Z
ZPA

Dorso-Ventrale
(DIV) Achse

Antero-Posteriore
V¥ (A/P)Achse

Abb. 1: Darstellung der Polaritdisachsen am Beispiel der Gliedmalienentwicklung. Gezeigt ist die
Schnittflache exakt zwischen dem dorsalen und ventralen Anteil der sich bildenden Gliedmal3en-
knospe. ZPA (zone of polarizing activity; Polarisierungszone) und AER (apical ectodermal rid-
ge; apikale ektodermale Leiste) bezeichnen die beiden Hauptsignalzentren der Gliedmal3enent-
wicklung. Der Progresszone (PZ; Wachstumszone) genannte Bereich, befindet sich direkt an-
grenzend zur AER und enthdlt undifferenzierte Mesenchymzellen (nach Manouvrier-Hanu et al.,
1999).

1.2 Molekulare Grundlage der Gliedmal3enent-

wicklung

Da dch die megen Kenntnisse zu den molekularen Mechanismen der Gliedmal3enert-
wicklung be den Wirbdtieren aus experimentdlen Untersuchungen mit Hihner- und
Mausembryonen ableiten, bilden diese die Grundlage der folgenden Ausfiihrungen.

Die Gliedmalien der Wirbdtiere bilden sch aus zwe Gewebekomponenten, dem Meso-
derm der Somiten und dem benachbarten laterden Mesoderm (Abbildung 2). Durch
differenzierte Proliferation des satlichen Gewebes auf Hohe der zukinftigen Gliedma:
enanlagen bildet sch am Embryo eine Ausstilpung, die auch ds Gliedmal3enknospe
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bezeichnet wird (Abbildung 338). Bevor diese Anlage jedoch erscheint, hat sich mit Ent-
dehung der zdlul&en Struktur der ,,zone of polaizing activity® (ZPA; Polariserungs-
zone) durch frihe Signdmolekiile bereits die Determinaion der anterioren und posterio-
ren Achse eingestellt (Johnson et al., 1997; Inniset al., 1998).

Dorsal

Laterales
Seitenmesoder m

Ventral

Abb. 2: Transversalschnitt durch einen Embryo im frihen Entwicklungsstadium auf Hohe der Somiten.
Die blau schattierte Zone mit der FGF10-Expression innerhalb des Mesoderms bezeichnet die
Region, aus dem sich das Mesenchym der Gliedmaf3enknospe entwickelt, einschliefdlich des late-
ralen Seitenmesoderms und des intermedidren Mesoderms (IM). Zellen, die das dorsale Glied-
mal3enektoderm bilden (rot dargestellt), befinden sich ndher am Neuralrohr (NR) als jene, die das
ventrale Ektoderm (griin markiert) bilden. Zwischen diesen beiden Zellanteilen befindet sich der
ektodermale Bereich (farblos), welcher sich spédter zur AER entwickelt. SM markiert das Meso-
derm der Somiten und NC bezeichnet die Notochorda (nach Inniset al., 1998).

Kurz nach dem Sichtbarwerden der Gliedmalienknospe, an deren posterioren Rand sich
die ZPA befindet, wandern dann Zedlen von den nahegelegenen Somiten ein, aus denen
sch spéter die gesamte Muskulatur der Korperanhdnge bildet. Neben den Muskeln ta
ben aber auch die Nerven und das Blutgefa3system ihren Ursprung aufRerhab der
Gliedmalenanlage, wahrend das vom Skelett abstammende Mesenchym, die Knorpel
und Sehnen aus dem fir diese Strukturen spezifischen, satlichen Mesenchym stammen
(Abbildung 3b). Die zur Gliedmal¥enentwicklung bestimmte Ausstilpung des Meso-
derms ig aul3en von Ektoderm umgeben, das sch an der digden Spitze zu spezidise-
ren beginnt. Diese spezidliderte Struktur bildet nech weterer Proliferation enen ver-
dickten epitheliden Bogen, auch ,apicd ectodermd ridge® (AER) genannt, der ds Les
te entlang der anterior-pogterioren Achse verlauft. Diessm Signdzentrum wird ene en-
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scheidende Rolle beim weiteren Auswachsen der Gliedmalienanlage und damit der Fest-
legung der proximo-disden Achse zugesprochen (Cohn et al., 1996; Johnson et al.,
1997). Es Uberdeckt nur die aulerste Spitze der Ausstilpung und liegt genau an der
Grenzflache des ds ventrd und dorsd determinierten Gewebes. Kurz nach Etablierung
des AER, finden im direkt proxima dazu gelegenen Mesenchym Aggregationen dait,
die zu knorpdartigen Vorlaufern des Gliedma3ensklettes weiter moddliert werden. Das
der AER direkt angrenzende Mesenchym blebt dlerdings undifferenziert und wird as
Proliferationszone (progress zone, PZ) bezeichnet. Die von der AER entsandten Signde
induzieren fortlaufend die mitotische Aktivitd der PZ, so dad das proliferierende Ge-
webe eine Ressource fur die voranschreitende Muderbildung darstdlt, die proxima
zuers die humerden, dann radiden und ulnaren und zum Schiuld die Knorpevorlaufer
umfald. Das Zusammenwirken von AER, ZPA und PZ machen die Gliedma3enknospe
zu einer unabhangigen Doméne, die ihre Organisation elgensténdig determiniert.

a) b)
Anterior Anterior
"= AER (Fdfs)
= "3
=L My ¥z P
Proximal .S Distal -
= M -
= Fof8 NV e
Fgf10 &= e
Posterior ZPA (Shh) Posterior

Abb. 3: Schematische Darstellung der Entstehung einer Gliedmal3enknospe. @) Im frihen Stadium der
Knospenbildung ist lediglich eine kleine Ausstilpung von mesodermalen Gewebe (LSM, latera-
les Seitenmesoderm) zu erkennen, welches eine Expression des Fibroblastenwachstumsfaktors
10 zeigt. Die Anwesenheit von Fgf10 ist ausreichend, um im undifferenzierten Ektoderm die B¢
pression des Familienmitgliedes Fgf8 zu induzieren. b) Die frihen Signalmolekile haben zur
Ausbildung einer vollstandigen Gliedmal3enknospe gefiihrt. Die apikale ektodermale Leiste
(AER) hat sich entlang der antero-posterioren Achse des K nospenektoderms etabliert und sendet
weiter Signalmolekule der Fgf-Familie aus, wodurch die Mitose in der anschlief3enden Prolifera-
tions- oder Wachstumszone (PZ) stimuliert wird. Die ZPA liegt as zweites grof3es Signalzent-
rum im posterioren Mesenchym und exprimiert das Morphogen Sonic hedgehog (Shh), das die
antero-posteriore Achse determiniert. Zu diesem Zeitpunkt beginnen neurale (N) und muskulére

(M) Vorlauferzellen in die Gliedmal3enknospe einzuwandern (nach Innis et al., 1998).
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1.2.1 Die Deter mination der dor so-ventralen (D/V) Achsebei der

GliedmalRenentwicklung

Die Spezifikation der Polaritétsachse zwischen dem dorsden und ventrden Gewebe it
mit der Bildung und Pogtionierung des AER assoziiert, aber es handdt sch um ge
trennte Mechanismen. Die kritischen Sgnde fur die Achsenfestlegung snd auch hier,
dhnlich wie im anterior-posterioren Bereich, schon lange bevor morphologisch eine
Gliedmalienknospe zu erkennen ist vorhanden (Altabef et al., 1997; Michaud et al.,
1997). Bestimmt wird die Festlegung von dorsd und ventral durch den ektodermaen
Bereich, der das Gebiet um die Knospenbildung Uberlagert und zuvor Pogtionsinforme:
tionen aus dem Mesoderm erhdten hat. Dabel geht man von ener Zweltellung des K-
toderms aus, wobei die dorsdle Doméne das Gebiet um die Somiten Uberdeckt und sich
bis zur Mitte der satlichen Plate des Embryos erdtreckt. Der ventrale Antell dehnt s$ch
dann welter laterd aus. Vier Gene sind bisher bekannt, die entlang diesser Achse diffe-
rentidl exprimiet werden. Engraled-1 (En-1) wird dlen im ventrden Ektoderm
exprimiert, wéhrend die sekretierten Faktoren Radid fringe (r-Fng) und Wnt-7a im dor-
sden Ektoderm exprimiert werden. Das LIM-Homeodoménen Protein Lmx-1 ist ds
dorsdler Faktor des Mesoderms bekannt. Wnt-7a représentiert das dorsde Signa im
Ektoderm, das die Expresson von Lmx-1 im dorsden Mesenchym ermdglicht. Gleich
zatig wird die Expresson von Wnt-7a Uber den ventralen Faktor En-1 in dieser Domé:
ne reprimiert, 0 dal3 beide zusammen die Lmx-1-Expresson auf das dorsade Mesen
chym beschrénken und damit die dorsde Muderbildung garantieren. Gleichzeitig ha
En-1 aber auch die Funktion, r-Fng auf das dorsde Ektoderm zu beschrénken, wodurch
eine deutliche ventrde Grenze entsteht (Abb. 4). Das Zusammenspid dieser beiden Pro-
tene ha offengchtlich enen entscheidenden Einflul auf die Pogtionierung der AER,
nicht aber auf sene Entstehung, denn dazu werden mesenchymde Signdmolekile be-
nétigt (Johnson et al., 1997; Catala, 2000).
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Dorsal

Ventral

Abb. 4: Genexpression entlang der dorso-ventralen Achse einer GliedmalRenknospe. Im dorsalen Ekto-
derm (griin) werden Wnt-7 und rFng als sekretierte Faktoren exprimiert, wéhrend Engrailed-1
(En-1) das ventrale Ektoderm durch seine Expression determiniert. Wnt-7 induziert die Expres-
sion von Lmx-1 im dorsalen Mesenchym und wird gleichzeitig durch En-1 im ventralen Ekto-
derm unterdruickt. Auf diese Weise restringieren Wnt-7 und En-1 zusammen die Lmx-1 positive

Domaéne (nach Johnson et al., 1997)

1.2.2 Die Determination der proximo-distalen (P/D) Achse bei
der Gliedmal3enentwicklung

Das an dear Gliedmaenentstehung beteiligte mesenchymde Gewebe spidt auch bem
weiteren Auswachsen der Gliedmalienknospe eine entscheidende Rolle. Das intermedid
re und das laerde Mesoderm exprimieren im Bereich des zukinftigen Ausknospungs-
gebietes den Fibroblastenwachstumsfaktor 10 (fibroblast growth factor 10, Fgfl0; Ab-
bildung 2). Er i in der Lage, im darlber liegenden, undifferenzierten Ektoderm die
Expresson von Fgf8 (fibroblast growth factor 8) vor Bildung der AER zu induzieren.
Gleichzetig ist diessr Faktor in der Lage, die Expresson von Sonic hedgehog (Shh),
welches das Signdmolekll der ZPA (polariserende Zone) dargdlt, im Mesoderm zu
induzieren (Abbildung 3a und 3b). Das Zusammenspid dieser erden Signde mit den
dazugehdrigen Rezeptoren und auch die erste Expresson friher Hoxa- und Hoxd-Gene
(hoch konservierte Gene, die in alen Tierspezies gefunden werden und Mediatoren von
Signakaskaden kodieren) tragen dazu bel, dal} sch die beden Hauptsgnadzentren der
Gliedmal3enentwicklung, die AER und die ZPA, entwicken konnen. Beide zusammen
lifern die Grundlage fur die Entsehung der Proliferationszone. Die von der AER
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exprimierten, verschiedenen Fibroblastenwachsumsfaktoren  (Fgf2, Fgf4 und Fgf8)
dimulieren das daunter liegende Mesenchym zur Proliferation im  undifferenzierten
Zugtand. Mit der Beobachtung dieser Zone ist das sogenannte Progref3zonen-Mode des
proximo-distaen Auswachsens der Gliedmalien entstanden. Zdlen, die diese Struktur
schon im frihen Entwicklungsstadium verlassen, tragen zu proximaden Strukturen be,
wéhrend die dort langer verbleibenden Zdlen eher digade Postionen einnehmen (Sum
merbell et al., 1973a; 1973b).

1.2.3 Die Deter mination der antero-posterioren (A/P) Achse bel
der Gliedmal3enentwicklung

Das entscheidende Signdzentrum fur die A/P-Raumachse in der dch entwickeinden
Gliedmalienknospe ist die Polariserungszone (ZPA), die sch am pogero-disaen Rand
der Gliedmalienknospe befindet (Abbildung 3b). Zu ihrer Etablierung kommt es berets
vor dem gchtbaren Auswachsen. Se wird ebenfdls wesentlich durch das Mesenchym
und zwar das satliche Mesenchym bestimmt. Durch tierexperimentdle Studien konnte
gezeigt werden, dald Retinole offenschtlich eine Schlissdrolle bei der Etablierung der
initidden asymmetrischen Anordnung der anterioren und poderioren Region spien.
Diese induzieren ihrerseits die Expresson des Hoxb8-Genproduktes im laterden Meso-
derm, dessen Doméane mit dem A/P (anterioren / posterioren)-Zdlgebiet Ubereingimmt,
aus dem sch die ZPA bilden kann. Neben diessm Gen der Hox-Familie gibt es noch
wetere Familienmitglieder wie z.B. die Hoxd9-Hoxd13 und auch das Hoxb-5, die im
Territorium des laterden Mesoderms exprimiert werden und damit enen Einflul auf die
frihe Gliedmalienentwicklung haben (Rancourt et al., 1995; Cohn et al., 1996; Johnson
et al., 1997). Obwohl die Hoxb8-Wirkung offengchtlich in der Lage i, die ZPA an
ihren exakten Ort zu pogtionieren, reicht de nicht aus, um das Schitissd- Sgndmolekil
Sonic hedgehog (Shh) ds zentrdes Molekll diessr Zone zu induzieren. Statt dessen
scheint der Einflul der Fgf-Genprodukte aus der AER sowohl fir die Induktion, ds
auch die Aufrechterhdtung der Shh-Genexpresson im pogerioren Mesenchym ene
entscheidende Rolle zu spiden. Das sezernierte Morphogen Shh hat seinersaits eine
dimulierende Wirkung auf die AER, wodurch eine postive Interaktion in beide Rich-
tungen entsteht, die man auch ds postiven , feedback” bezeichnet. Neben diesen Wech
selwirkungen kommt es auch zu enem Zusammenspid der Signdmolekile in anderen
Bereichen, wodurch weitere Zielgene von Shh im Mesoderm induziert werden, wie z.B.
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die Hoxd-Gene und das Bone morphogenic protein 2 (Bmp-2). Ausschlaggebend fir al
diee Abléufe ig dlerdings, da3 die gesendeten Signde auch den Ort ihrer Wirkung
ereichen. Dazu werden Rezeptoren auf den entsprechenden Zidzellen bendtigt, die das
ankommende Signd aufnehmen und umwandeln konnen. Die spezifische Interaktion
von Rezeptor und Ligand setzt innerhdb der Zdle ene Sgnakaskade in Gang, die zu
enea fir das Signd exklusven Resktion fuhrt. Im Fal von Sonic hedgehog wird das
Protein von seinem Rezeptor Patched (Ptch) gebunden und das Signal dann Uber ver-
schiedene Zwischenschritte an den Zdlkern vermittdt. Dort interagiert ein Transkripti-
ondaktor mit seiner spezidlen DNA-Erkennungssequenz und erzeugt so eine fir das
Sgndmolekil spezifische Antwort der Zele (Ingham, 1998a; Kaderon, 2000). Dabei
handelt es sch fur das Vertebratensysem um die GLI-Proteine und fir den Modelor-
ganismus Drosophila um den Faktor cubitus interruptus (ci). Die verschiedenen Sg
nadmolekile gemensam dnd Uber diese Signakaskaden in der Lage, einen komplexen
Prozel3 wie die Gliedmal3enentwicklung zu regulieren.

Da sch diese Arbet im besonderen mit den GLI-Proteinen, den Transkriptionsfaktoren
der Vertebraten bzw. humanen Hedgehog Signalkaskade beschéftigt, soll diessr Sg
naweg und damit die Festlegung der antero-pogteriore Achse der Gliedmal3enentwick-
lung in das Zentrum des Interesses gerlickt werden. Vergleiche mit Homologen anderer
Spezies, sowie die Detektion und Interpretation von Fehlbildungen kann hdfen, enen
Teilbereich dieser komplexen Regulationsprozesse besser zu verstehen.

1.3 Die hedgehog (hh)-Signalkaskade und die Rolle der
beteiligten Faktoren

Vide der grundsdizlichen Regulationsmechanismen in der Embryondentwicklung snd
wéhrend der Evolution hoch konsarviert. Die Naur greift dabe offendchtlich immer
wieder auf bewdhrte Ablaufe zurlick, um e ds vaiieten Mechanismus fir enen vdllig
neuen Organismus zu nutzen (Zdler, 1999). Der Ablauf und die Funktion diessr Sig-
ndwege snd im wesentlichen Uber Studien von Moddlorganismen (z.B. Maus, Hihn
chen und Drosophila) aufgedeckt worden. Die Untersuchungen zu Drosophila haben
bidang das umfassenste Bild der antero-posterioren Signdwelterleitung gdiefert und
sollen hier exemplarisch vorgestd It werden.

Grundsiizlich ist der Weg in der das hedgehog (hh)-Signd aussendenden Zdlen, von
demjenigen in der hedgehog-Signd empfangenden Zelen zu unterscheden. Die Ex-
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presson des Proteins geht mit einer podtrandaionden Modifikation enher, bei der das
C-terminde Ende von hedgehog autokataytisch abgespaten wird. Das entstehende N-
terminde Spatprodukt wird am Carboxyterminus kovadent mit Cholesterin assoziiert
und sellt die aktive Form von hedgehog dar (Lee et al., 1994; Porter et d., 1996; Ing-
ham, 1998a; McMahon, 2000; Lewis et al., 2001). Seine aminoterminale Modifikation
durch Kopplung der ebenfdls lipophilen Pdmitinsdure it bisher nur fir das Vertebra
tenhomolog Sonic hedgehog (Shh) gezeigt, aber die hohe Konservierung der Modifika
tionsstelle spricht fir enen generdlen Prozeld Diese Verdnderung des Ausgangsprote-
ins gelt die Grundliage fir die geregdte Sgnawirkung dar, denn Se erzeugt zum enen
Uber den lipophilen Charakter eine Assoziation mit der Zelmembran der signdprodu-
Zierenden Zdle und zum anderen, wahrscheinlich Uber den dispaiched (disp)-Rezeptor,
ene gezidte Freisetzung des Molekils (Pepinsky et al., 1998; Chuang et al., 2000).
Diesr Rezeptor gehdrt zu ener Proteinfamilie mit zwdlf Transmembran- und ener
sterol-empfindlichen Doméne, die entscheidend fir die Interaktion mit Cholesterin-
aswziierten Proteinen is. Neben der Beteligung an der Freisstzung des modifizierten
hh-Molekils geht man bea digpaiched ebenfdls von enem Einflu auf den intrezdlulé
ren Trangport und das Einschleusen des hh-Proteins in lipidreiche Zeldoménen aus
(Burke et al., 1999; McMahon et al., 2000; Zeng et al., 2001). Diese Modifikationen
und damit auch die Lokdisation des Proteins Snd im Hinblick auf seine Funktion ds
Morphogen von besonderer Bedeutung. Es wirkt entlang eines Konzentrationsgradien-
ten, der nur Uber eine streng regulierte Expresson und Freisetzung von hh erzeugt wer-
den kann. Ein solches Sgndmolekil erzidt sowohl in néchger Umgebung, ds auch
Uber eine grofRere Entfernung, das heild Gber mehrere Zellen hinweg seine Wirkung.

Nach der Freisestzung des hedgehog-Signds im podterioren Bereich der dch entwi-
ckelnden Gliedmal3enknospe, mul3 es in den anterioren Telbereich gelangen, wo dch
die Zidzdlen befinden, die das Sgnd aufnehmen und in das Zdlinnere weaterleiten
konnen. Diese Signdaufnahme wird Uber enen Rezeptorkomplex vermittelt, der sch
aus den Proteinen patched (ptc) und smoothened (smo) zusammensetzt. Bei patched
handdt es gch, ebenfdls wie ba dispatched, um enen gerol-sendtiven Rezeptor mit
zwdlf Transmembran-Doméanen. Er gelt den direkten Interaktionspartner fir hh dar.
Smo hingegen gehdrt zur Familie der G-Protein-gekoppelten Sekretine und bedsitzt Se-
ben Transmembran-Doménen. Smo interagiet nicht mit dem Signamolekll direkt,
sondern zeigt ene Assoziation zu patched, die nach neuer Datenlage nicht direkt ist
(Alcedo et al., 2000; Denef et al., 2000; Kalderon, 2000). Es représentiert offensichtlich
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den Faktor, der das Signd ins Zdlinnere weiterleitet (Margio et al., 1996; Stone et al.,
1996; Ingham, 1998a; Ingham, 2001). Das exakte Zusammenwirken der Rezeptorkom+
ponenten ist noch nicht bekannt, aber smo scheint konditutiv aktiv zu sein und wird in
Abwesenheit eines hh-Signds durch ptc in seiner Wirkung gehemmt, indem es destabi-
liset wird. Die Signdwirkung von hedgehog fihrt zu ener Interndiserung von pa-
ched und glechzetig zur Phosphorylierung und Stabiliserung von smoothened, wo-
durch seine konditutive Aktivitét die intrazdlulare Sgndweterlatung audost (Chuang
et al., 2000; Denef et al., 2000; Incardona et al., 2000; Kalderon, 2000; McMahon,
2000; Karpen et al., 2001). An dieser Signalkaskade, an der bisher acht bekannte, ver-
schiedene Faktoren und Mikrotubuli betelligt sind, ist sehr umfassend und noch nicht
endglltig geklat. Der ege Schritt it die Wirkung von smoothened auf die Se-
rinfThreonin Kinase fused (fu). Letztere ist Tel enes grolen zytoplasmatischen Kom:
plexes, in Asoziaion mit Mikrotubuli, der zusdtzlich die Proteine suppressor of fused
(su(fu)), cogtd-2 (cos-2) und cubitus interruptus (ci) enthdit (Ingham, 199838). Neben
diesen komplexgebundenen Proteinen, and an der Sgndkette auch noch zusitzlichen
Komponenten wie die Proteinkinase A (Pka), dimb (dmb), CREB hindendes Protein
(CBP) und tout-velu (ttv) beteiligt (Perrimon, 1995; Altaba, 1997; Aza-Blanc et al.,
1999). Der suppressor of fused gdlt enen Antagonisten zur Kinase fu dar. Er zeigt eine
direkte Interaktion mit coda-2 und enthdt eine sogenannte PEST-Sequenz, Regionen
der Aminosdurekette reich an Prolin (P), Glutaminsdure (E), Serin (S) und Threonin (T),
die mit Proteinen assoziiert wird, die ener schneller Degradation zugefihrt werden sol-
len (Rogers et al., 1986; Rechsteiner et al., 1996; Monnier et al., 1998). Costal-2 hinge-
gen igd en den Kinesn-Motorproteinen verwandter Faktor, der eine hochaffine Mikro-
tubulibindung zeigt, die durch den Phosphorylierungsstatus des Proteins beanflular ist
(Robhins et al., 1997; Sisson et al., 1997). Der vierte komplexgebundene Faktor, cubi-
tus interruptus (ci), i en Transkriptionsfaktor mit einer Zinkfingerdoméane (ZFD) ds
DNA-bindendes Mativ. Er ist das einzige DNA-bindende Protein dieser Signakaskade
mit ener ungewohnlichen, cos-2 vermittdten Assoziation zu den Mikrotubuli im Zytop-
lasma Dies bedeutet, eine SgnaUbertragung in den Kern it nur moglich, wenn diese
Verbindung gdést wird und es zu ener Lokaisationsinderung kommt (Alexandre et
al., 1996; Aza-Blanc et al., 1997; Ohimeyer et al., 1998; Aza-Blanc et al., 1999; Wang
et al., 1999). Die CAMP abhéngige Serin/Threonin Proteinkinase A hat einen essentiel-
len regulatorischen Einflu? auf die Signawirkung, da innerhdb diessr Kaskade die Ak-
tivitdt eniger Proteine, unter anderem fu, cos-2 und ci, Uber den Phosphorylierungssta-
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tus bestimmt wird (Jang et al., 1995; Lepage, et al.,1995; Perrimon, 1995; Chen et al.,
1998). Simb gehdrt zu den F-Box-Proteinen und i homolog zum cdc 4-Protein aus
Saccharomyces cerevisiae. Sie haben eine Bedeutung be der Ubiquitin-vermittelten
Proteolyse durch das Proteasom. Die Wirkung von dimb wird im Zusammenhang mit
dem Transkriptionsfaktor cubitus interruptus gesehen (Feldmann et al., 1997; Skowyra
et al., 1997; Ingham 19983, Jang et al., 1998; Aza-Blanc et al., 1999). Ein weiteres
Protein, dal3 mit ci direkt interagiert, iss CBP (CREB bindendes Protein). Es gilt ds @
nereller Ko-Aktivator und Repressor vider Transkriptionsfaktoren und nimmt dadurch
Einflud auf vide Prozesse in der Embryogenese. Darliber hinaus kann Sch sain regula
torischer Einflud aber auch auf die subzdlulére Vertelung von Proteinen auswirken
(Kwok et al., 1994; Gilles et al., 1998). Tout-velu ds Azetylglukosaminyltrandferase ist
en Enzym, das an der Synthese bestimmter Glykosaminglykane betelligt ist. Eine defi-
niete Form diesr Heparinsulfa-modifizierten Zdloberflachenmolekile zeigt eine di-
rekte Interaktion mit dem hedgehog-Protein. Das Zusammenwirken beider Proteine
kann entweder zur Endozytose von hh dienen, oder aber es unterstlitzt die Walterlatung
des pogterioren hh-Signds innerhab des anterioren Bereiches an die umliegenden Zel-
len (Ingham,1998b; McMahon, 2000; Zeng, 2001).

1.3.1 Abwesenheit des hedgehog-Signalsim anterioren Bereich

Senden die Zdlen des posterioren Bereiches einer Hugdanlage be Drosophila kein
polariserendes Signd aus, so kann im anterioren Bereich die hedgehog-abhéngige Sig-
nalkaskade nicht aktiviert werden (Abbildung 5). Das bedeutet dlerdings nicht, dal3
zwichen den beteligten Molekilen keine spezifischen Interaktionen dettfinden, denn
innerhdb diessr Sgndweterletung unterschedet man zwe  unterschiedlichen  Aktivi-
tdtszustande. Die Anwesenheit sowie die Abwesenheit des hedgehog-Proteins haben
enen regulaorischen Einflud auf die Zdlen. Der Rezeptorkomplex aus patched und
smoothened hat ohne ein spezifisches Signd keine Wirkung auf die Kinase fu, denn die
inhibitorische Wirkung von ptc auf das konditutiv aktive smo blebt erhdten. Fu kann
be fehlender Aktivierung der inhibitorischen Wirkung von su(fu) und auch von cos-2
nicht entgehen. Der im Zytoplasma vorhandene Multiproteinkomplex aus fused, codta-
2, suppressor of fused und cubitus interruptus bleibt aus diesem Grund an die Mikrotu-
buli asoziiert. cos-2 delt dabel das Brickenmolekil zwischen den Mikrotubuli, Fu und
Ci dar, wahrend dch die direkte Interaktion von su(fu) nur auf fu und ¢ bezient (Mon
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nier et al., 1998; Aza-Blanc et al., 1999; Wang et al., 2000q) . Die nicht zu I6sende In-
teraktion mit dem Zytoskelett und der damit verbundene Rickhdt der assoziierten Pro-
teine im Zytoplasma, erméglicht der Proteinkinase A, den Transkriptionsfaktor ci (G,
Gesamtprotein) zu phosphorylieren (Chen et al., 1999). Diese phosphoryliete Form
blebt nur kurzfrigig erhdten, denn se is offendgchtlich das Ziedmolekil von Protea

5 in @ne C-tamind ver-

somen. Es kommt zu einer dimb-vermittdlten Spaltung von ci®
kiirzte, ca. 75 kDa schwere Form, ci”®. Diese, aus dem N-Terminus von Cubitus inter-
ruptus bestehende Form, wird in grolfen Mengen gebildet und aus dem zytoplasmeti-
schen Komplex freigesetzt. Ci'® enthdlt neben sdner DNA-bindenden Doméne auch
noch das Kernlokdisationssgna (NLS), wodurch es zu ener subzdluld&en Umverte-
lung in den Kern kommt. Dort igt das verkirzte Protein quantitativ nachweisbar (Aza-
Blanc et al.,, 1997; Wang et al., 1999). Es wird ds die cubitus interruptus-
Repressorform  (ci"®) bezeichnet, denn ene C-termind gelegene Transkriptionsaktivie-
rungsdoméne, gebildet von ene Region mit sauren Aminosduren und ener Interakti-
onsdoméane fur den Ko-Aktivator CBP dnd in dieser N-terminden Form nicht mehr
vorhanden (Alexandre et al., 1996; Akimaru et al., 1997). Auf diese Weise wird die
Transkription eniger Zidgene des hedgehog-Signds nicht nur nicht angeschdtet, son+
dern de wird aktiv verhindert. Diese repressorische Wirkung, die sch zum enen auf
hedghehog selber und zum anderen auf decapentaplegic (dpp), ein Protein aus der TGF-

b-Familie (trandforming growth factor-b), bezieht, is en Hinwes auf die Srikte Regu

lation dieser Signalkaskade.
- D

Mikrotubuli
Reprimierte

hh Zielgene
Proteasom

< —
Qoplasma \ken

hh, dpp
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Abb. 5. Schematische Darstellung der zelluldren Vorgénge in Abwesenheit des hedgehog-Signals. Das
konstitutiv aktive smoothened (smo) wird in dieser Situation von patched (ptc) gehemmt und
kann nicht auf die Kinase fused (fu) wirken. Der zytoplasmatische Multiproteinkomplex aus dem
Kinesin-ahnlichen cos-2, aus fu, aus dem suppressor of fused (su(fu)) und aus dem Transkripti-
onsfaktor cubitus interruptus (ci) behdt dadurch seine Assoziation mit den Mikrotubuli. Durch
das fehlende hh-Signal koénnen alle negativen Regulatoren der Signalkaskade ihre Wirkung auf
ci ausiiben. Seine daraus resultierende Phosphorylierung macht ihn fir die durch slimb (simb)-
vermittelte Proteolyse durch das Proteasom zugénglich. Die so entstehende, C-terminal deletierte
Repressorform von cubitus interruptus, kann sich aus dem Komplex |6sen und andert seine sub-
zelluldre Lokalisation Richtung Kern. Die im N-Terminus noch vorhandene Zinkfinger-Doméne
ermdglicht die spezifische Interaktion mit der DNA -Erkennungssequenz, aber durch die fehlende
Transaktivierungs- und CBP-bindende Doméane kommt es zu einer Repression der ci-Zielgene.
Alle Komponenten mit negativer Wirkung auf die Ci-Aktivitdt sind rot dargestellt. Positive Re-
gulatoren der Signalkaskade wurden durch Blauférbung markiert.

1.3.2 Anwesenheit des hedgehog-Signalsim anterioren Bereich

Kommt es zur Freisstzung eines durch Cholesterin und Pamitinsaure lipophil modifi-
Zierten hedgehog-Molekils, so mu3 es vom Ort seiner Entstehung, dem posterioren
Kompartiment der Flgeanlage be Drosophila, zum Ort seiner Wirkung, dem anterio-
ren Kompartiment, geangen (Abbildung 6). Dabei mul3 es den Weg Uber enige Zdlra-
hen hinweg zurlicklegen, wobel die lipophilen Modifiketionen en Problem dargellen,
wenn man von ener durch enen Konzentrationsggradienten gerichteten Diffuson aus
geht. Dre mogliche Losungen dieser Problematik, die sowohl fir das Drosophila hed-
gehog-Protein, as auch fur die Orthologen be den Vertebraten vorsdlbar snd, snd
durch neue experimentelle Daten aufgezeigt worden (Chuang et al., 2000; Lewis et al.,
2001; Telemann et al., 2001). Zum einen kann die Welterleitung des Signas durch e
nen direkten intrazelul&en Trangport Uber Zytoplasmeaudaufer, auch Zytonemata ge-
nannt, erfolgen (Morata et al., 1999; RamirezWeber et al., 1999; Vogel, 1999). Dabel
handdt es um einen Mechanismus, der bel der Signdweiterlatung von Axonen auf Gli-
agewebe innerhadb der Entwicklung des Nervensystem fir Vertebraten gezeigt werden
konnte (Wallace et al., 1999). Zum anderen soll eine Uber wiederholte Endozytose und
Resekretion benachbarter Zelen vermittete Waelterleitung des Morphogens dattfinden
(Moline et al., 1999; Entchev et al., 2000). Als drittes konnte eine neue, fra diffundie-
rende, Cholesterin-modifizierte hedgehog-Form detektiert werden, die en Multimer
bildet, welches biologisch aktiv ist. Der dispatched-Rezeptor der hh-sendenden Zdle ist
entweder an der Bildung diessr multimeren Struktur beteiligt, oder aber dirigiert die
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Einzelkomponenten in lipidreiche Doménen der Zelle, wo Se gepackt werden. Bel der
Multimeriserung wird der lipophile Antell der enzenen hedgehog Proteine im Inneren
der Struktur verborgen, so dal3 der Komplex fre diffundierbar wird, ein Vorgang, der
durch Trandfektionsexperimente mit dem Vertebratenhomolog von hedgehog, Sonic
hedgehog, beobachtet werden konnte (Zeng et al., 2001). Sobald das hh-Signd auf dem
enen oder anderen Weg sain Zielgebiet eracht hat, kann es sane Funktion wahrneh
men. Die Zdlen des anterioren Bereichs der sch entwickenden Figeanlage bestzen
dafir den ndtigen Rezeptorkomplex aus patched (ptc) und smoothened (smo), wobel
eserer mit hedgehog direkt interagiert. Grundsédizlich befinden sch auf der Zelober-
flache nur wenige ptc-Moleklle. Erst die Bindung des spezfischen Signds sorgt zum
enen fir die Freisstizung diessr Molekile aus zelul&ren Vesken und zum anderen fir
ene zusizliche Induktion der Rezeptorbildung. Ha diese Bindung sattgefunden, so
hebt hh die inhibitorische Wirkung von ptc auf smo auf und bewirkt damit eine Ober-
flachenakkumulaion vom smo-Protein. Diese Anreicherung des Rezeptormolekiils
fUhrt zur intrazdlul&en Sgndweterlatung (Alcedo et al., 2000; Denef et al., 2000;
Kaderon, 2000). Gleichzeitig wird aber das auf der Oberfléche befindiche hh-Protein
durch ptc-rezeptorvermittelte Endozytose aufgenommen und aggregiet in Veskdn, die
péter der lysosomalen Degradation zugefihrt werden (Parton et al., 1995; Burke et al.,
1999; Karpen et al., 2001). An dieser Veskdbildung ist offengchtlich auch ein Bereich
der transmembranen Doméne von pic, die serolsensitive Doméne, beteiligt. Ihre Ahn-
lichkeit mit der Doméne des Niemann-Pick C1-Proteins legt die Vermutung nahe, dal
auch ptc in den endozytotischen Vesken an der Wiedervertelung von hedgehog
assoziietem Cholesterin und lipophilen Substanzen beteiligt ist (Incardona et al., 2000;
Takabatake et al., 2000). Die Hochregulation und Oberflachenaggregation von ptc mit
der nachfolgenden Endozytose des gebundenen Signdmolekiils selt einen Regulai-
ongmechanismus fir das hh-Signd dar, denn auf diese Weise wird sein Aktionsradius
konzentriet und limitiet auf die vorderen Bereiche des anterioren Kompartiments
(Chen et al., 1996; Ingham, 19983). Be der intrazeluléren Signdweterleitung Uber
amo, dessen biochemischen Fahigkeiten nahezu unbekannt sind, kommt es zu einer hh-
vermittelten Phosphorylierung der Proteinkinase fused und dem Kinesin-éhnlichen Mo-
lekll codtd-2. Diese ersten Schritte in der Signalkaskade bewirken, dal3 sich der grofie
zytoplasmatische Komplex aus fu, su(fu), cos2 und ¢ von den Mikrotubuli 16¢, fu Ki-
nase aktiviert wird und ¢ ds Protein mit voller Lénge aus diesem Komplex freigesetzt

wird. Auf diese Weise entkommt es dem reprimierenden Einflu3 von cos-2 und su(fu)
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und der zytoplasmaischen Retention. Diese Umstrukturierungsprozesse bedeuten, dal3
die durch Protenkinese A und dimb-vermittete Proteolyse von cubitus interruptus
durch Proteasomen nicht dHattfindet. Vidmehr befindet es d9ch ds Gesamtprotein im
Zytoplasma (ci**®), wo es auch nachweishar ist (Thérond et al., 1996; Aza-Blanc et al.,
1997: Kaderon, 1997; Ingham, 1998a; Wang et al., 1999). Obwohl ci*>® dle fiir ssine
Wirkung ndtigen Doménen bestzt, i seine Wirkung ds Transkriptionsaktivator bisher
nicht gezeigt worden. Eine erneute Modifiketion, vermittelt durch die nun aktive fu Ki-
nase, wandelt das ci-Gesamtprotein in einen Aktivator um (c*¥"). Diese Umwandlung,
die durch den suppressor of fused reprimiert werden kann, erzeugt entweder eine au-
Berst labile ci-Form, oder aber der Proteinlevel liegt unterhab ener Nachwesgrenze
(Monnier et al., 1998; Ohimeyer et al., 1998; Aza-Blanc et al.,1999; Chen et al., 1999).
Der durch die Umwandiung entstandene iK' kann mit dem gebundenen Kofaktor CBP
im Zdlkern ds transkriptiondler Aktivator die Expresson der hedgehog-Zidgene indu-
Zieren. Zu den Ziedgenen, die Uber cubitus interruptus von hh postiv reguliert werden,
gehdren der Rezeptor diessr Kaskade patched (ptc), das Morphogen des A/P-
Organisationszentrums  decapentaplegic (dpp) an der Grenze zwischen diesen beiden
Doménen, wingless (wg) im ventrden embryonaen Ektoderm as Morphogen einer wei-
teren Signalkaskade und engrailed (en), das einer bestimmten Zellgruppe die posteriore
Determination verleht und dessen Expression durch die wg-Signakette aufrecht erhal-
ten wird. In der Abbildung 6 findet sch ene schematische Zusammenfassung der hed-
gehog- Signalkaskade in Anwesenheit des polariserenden Signdls.

Die genaue Betrachtung der hedgehog-Signdkette macht deutlich, dal3 cubitus interrup-
tus das zentrale Molekil dieser Kaskade ist, denn es erhdlt unterschiedliche Funktionen,
die durch Modifikationen am Protein erzidt werden. Alle anderen Komponenten, die
Tell diesr Sgndwaterletung snd, haben lediglich ene regulaorische Wirkung, in
deren Mittepunkt jeweils ¢i gteht. Eine interessante Frage in diesem Zusammenhang i,
ob diee zentrde Rolle dieses Transkriptionsfektors wahrend der Evolution im Ver-
tebratensystem und auch bei der humanen Embryogenese konserviert ist.
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Abb. 6: Schematische Darstellung der Auswirkungen eines eintreffenden hedgehog-Signals auf zellulérer

Ebene. Im posterioren Kompartiment exprimiertes, modifiziertes und sezerniertes hh-Protein
bindet an den ptc-amo-Rezeptorkomplex der Zellen im anterioren Bereich. Durch hh-vermittelte
Endozytose von ptc und Phosphorylierung von smo, wird die inhibitorische Wirkung von ptc
aufgehoben und es kommt zu einer Stabilisierung des smo-Signals. Seine Interaktion mit der Ki-
nase fused resultiert in einer Inhibition des Kinesin-hnlichen Proteins costal-2, welches das
Briuckenmolekil zwischen den Mikrotubuli und dem zytoplasmatischen Multiproteinkomplex,

aus fu, suppressor of fu, cos-2 und dem Transkriptionsfaktor cubitus interruptus, darstellt. Diese
Inhibition von cos-2 und gleichzeitig auch von su(fu) bewirkt die Auflésung der Interaktion zwi-
schen dem Komplex und den Zytoskel ettstrukturen und eine Freisetzung des Transkriptionsfak-

1%y wird damit zuganglich fir eine durch fused-vermittelte Umwandlung

Akt

tors. Das ci-Protein (ci
in eine labile Aktivatorform (ci”™") des Gesamtproteins. Zusammen mit dem Koaktivator CBP
fuhrt ci*** tber die spezifischen Bindung an die DNA -Erkennungssequenz zur Aktivierung der
Zielgene fuhrt. Alle Komponenten mit negativer Wirkung auf die ci-Aktivitét, sind rot darge-

stellt, die positive Regulatoren der Signalkaskade sind durch Blauférbung markiert.
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1.4 Das Hedgehog-Signal im Vertebratensystem:

Konservierung von Faktoren

Vide Erkenntnisse bezlglich komplexer Regdkredaufe wahrend der Entwicklung, die
durch Studien im Invertebratensyssem wie z.B. Drosophila gewonnen werden, snd hilf-
reich, um die Vertebratensyseme und auch die humane Embryogenese zu untersuchen.
Daba gilt ess Homologe bzw. Orthologe der einzelnen Interaktionspartner im entspre-
chenden System zu detektieren und zu prifen, ob Se an der Etablierung der konservier-
ten Signaketten beteligt snd. Fir die Hedgehog-Kaskade ist dies vor dlem Uber Ex-
pressonsstudien und Manipulationen wéhrend der  Embryondentwicklung von Hihn
chen und Maus redisert worden (Cohn et al., 1996; Johnson et al., 1997; Platt et al.,
1997; Borycki et al., 1998; Buscher et al., 1998; Christen et al., 1998; Sanz-Ezquerro et
al., 2000).

1.4.1 Mitglieder der Drosophila hedgehog-K askade werden bel

Vertebraten durch Genfamilien reprasentiert

Eine haufige Beobachtung beim Vergleich von Faktoren und auch Signakaskaden aus
Drosophila mit denen des Vertebratensystems i, dald diese zwar konserviert sind, aber
die Wechsawirkungen an Komplexitd zunehmen, wel enzdne Orthologe in ihrer
Funktion durch Proteinfamilien ersetzt werden. So hat fir das Signdmolekll hedgehog
in héheren Vertebraien ene Zunahme auf drel Pardoge datgefunden, die sowohl Uber-
lgppend ds auch in unterschiedlichen Geweben exprimiert werden. Sonic hedgehog
(Shh) zegt ene Expresson im ventrden Neurdrohr und den angrenzenden Somiten. Es
i$ an der Festlegung der rechts-links Asymmetrie beteligt, entwickdt eine polarise-
rende Wirkung bel der Gliedmal¥enentwicklung und wirkt as Morphogen bel der Ent-
wicklung des Auges, der Lunge, der Haare und verschiedener Organe des Verdauungs-
traktes (Kraus et al., 1993; Riddle et al., 1993; Fan et al., 1995; Rodink et al., 1995).
Indian hedgehog (Ihh) dagegen koordiniert die Proliferation und Refung der Chondro-
zyten wahrend der Entwicklung des enchondrden Skeetts. Seine biologische Aktivitét
ig der von Shh dnlich, denn es gimuliet telwese gleche Zidgene, wie Hoxdll,
Hoxd13 und Bmp-2 (Bitgood et al., 1995; Vortkamp et al., 1996; St-Jacques et al.,
1999). Desert hedgehog (Dhh) hat seine Bedeutung bel der Regulation der Spermatoge-
nese (Bitgood et al., 1996).
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Auch der Hedgehog-Rezeptor Patched (Ptch) zegt eine Auftdlung in zwe Familiernt
mitglieder ba Xenopus, Maus, Hihnchen und dem Menschen. Die Patched-2 Express-
on besxchrankt sch auf dle Hh-Signd empfangenden Zdlen, wéhrend Patched-1 ene
bratere Vertalung zegt, die zum gréfden Tel nicht mit Ptc-2 Uberlappt. Beide lassen
gch jedoch durch gleiche Signdmolekiile, zB. Shh und Noggin, induzieren, was ene
konsarvierte Regulation beim Aktivierungsmechanismus zeigt (Carpenter et al., 1998;
Smyth et al., 1999; Takabatake et al., 2000).

De Transkriptionsfaktor der hedgehog-Kaskade cubitus interruptus gehort zu den
Segmentpolaritéésgenen, ener Untergruppe dler Segmentierungsgene. Sie  regulieren
die Unterteilung des Drosophila-Embryos in 15 Segmente, aus denen dann die ver-
schiedenen Korpertele entstehen. Seine Aktivierung fuhrt zu einer Hochregulation der
hh-Zielgene wingless, decapentaplegic und patched, die einen Einfluld auf die Morpho-
genese der pogerioren Antelle enes jeden Segmentes haben (Susarski et al., 1995;
Forbes et al., 1996; Aza-Blanc et al., 1997 Ohlmeyer et al., 1999). Die DNA-Bindung
dieses Faktors findet dabel Uber ene Zinkfingerdomédne mit funf Zinkfingern datt (Ore-
nic et al., 1990; Alexandre et al., 1996; Von Ohlen et al., 1997). Dieses DNA-
Bindungsmotiv findet sch hochkonsarviert be C. elegans in den tra-Proteinen (Zarko-
wer et al., 1992; 1993) wnd bel den Vertebraten innerhab der Gli-Genprodukte (Huma-
ne GLI-Familie KinZer et al., 1988; Ruppert et al., 1988; Murine Gli-Familie Ruppert
et al.,, 1988; Hui et al., 1994; Gli-Familie im Hihnchen: Marigo et al., 1996; Gli-
Familie bet Xenopus Lee et al., 1997; Marine et al., 1997). Die tra-1 bis tra-3 Proteine
in C. elegans dand an der Geschlechtsbestimmung im somatischen Gewebe beteligt,
wobel tra-1 das endgeschdtete Kontrollgen darstelt. Neben dieser strukturdlen Ge-
meinsamkeit scheint es auch im regulatorischen Bereich Uberéingimmungen zu  geben,
denn der 3 untrandatierte Bereich der tra-2 Genregion enthdt offenschtlich dhnliche
Regulaionsdemente wie Gli, das Vertebratenhomolog von ¢ und tra (Jan et al., 1997).
Gli bildet ebenfdls eine Genfamilie, die sowohl be Mensch, Maus, Hihnchen und Xe-
nopus jeweils aus drei Familienmitgliedern bestent. Der dhnlich hohe Grad an Konser-
vierung ihrer Zinkfingerdoménen unterenander wie auch mit ci lield vermuten, dald se
wohl gleichfals ene Rolle be dem zum hedgehog-homologen Signdweg in Vertebra
ten, der Sonic hedgehog Signdkaskade, spiden (Humane GLI-Familie Sone et al.,
1998; Tanimura et al. 1998; Villavicencio et al., 2000; Murine Gli-Familie Hui et al.,
1994; Thien et al., 1996; Hughes et al., 1997; Gli-Familie im Huhnchen: Borycki et al.,
1997; Gli-Familie bal Xenopus Lee et al., 1997; Marine et al., 1997).. Neben der hohen
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Ubereingimmung im Bereich der DNA-Bindungsstelle, die auf der Aminosiuresbene
telweise ungefdhr 90% betrégt, gibt es aber noch sechs weitere Sequenzbereiche, die
sgch ebenfdls durch ene hohe Konsarvierung auszeichnen. Diese Genregionen sind
nicht nur innerhab der Familie einer Spezies, sondern auch in den Orthologen zu beo-
bachten. Bemerkenswert dabel ist, da orthologe Gene eine hohere Ubereingimmung
zeigen, wie die Pardogen einer Familie, denn das GLI1 Gen des Menschen ist dem der
Maus dhnlicher, ds sanen Familienmitgliedern GLI2 und GLI3. Die unverénderte Er-
hdtung diessr Doméanen und die Beteligung am gleichen Sgnaweg legen die Vermu
tung nahe, dal’3 diese Sequenzen fur definierte Funktionen kodieren, die ebenfdls Uber
die Speziesgrenzen hinweg konserviert snd.

1.4.2 Die GLI-Genfamilie beim Menschen

Diee Familie bedtzt dre Mitglieder, wobel GLI1 (friher: GLI) urspringlich ds nukle-
&es Oncogen durch Uberexpression in mdignen Glioma und Sarkoma entdeckt wurde
(Ruppert et al., 1988). Durch sane hochkonsarvierte Zinkfingerdoméne mit funf tan
dem-orientierten DNA-bindenden  Zinkfingermotiven vom CyH,-Typ, gilt es als Proto-
typ der GLI-krUppellike-Genfamilie. All diesen Faktoren ist die Funktion as Transkrip-
tionsfaktor gemeinsam, der en 9 bp DNA-Konsensusmotiv erkennt und bindet: GAC-
CACCCA (Kinzler et al.,1990). Das humane GLI1 liegt auf Chromosom 12qg13.3, Uber-
spannt eine genomische Region von 13 kb, enthdlt 12 Exons, besteht aus 3648 Basen+
paaren und wird in ein 1106 Aminosiure langes Protein trandatiert. Seine Trangkripti-
ongregulaion findet dnlich wie ba ci Uber enen TATA-losen Promotor teit, der von
ene GC-reichen Region und ener CpG-Insd Uberlagert wird (Schwarz et al., 1995;
Liu et al., 1998). Das humane Protein bestzt mit ener dlgemeinen Aminosaureindenti-
td von 85% ene hohe Homologie zum murinen Protein. Das humane GLI2 hat seine
chromosomae Lokdisation in 2914, aber saine genomische Struktur und Sequenz sind
noch nicht vollstandig geklat (Ruppert et al., 1988; Stone et al., 1998; Tanimura et al.,
1998). Fiur bereits anadyserte Bereiche des humanen GLI2 zegt Sch eine Uberaus hohe
Homologie zum murinen Protein. Sowohl die DNA-bindenden Region, as auch die
GLI-Homologiedoméne 1 zeigen auf Aminoséureebene eine 100%ige Identitét der be-
den Proteine (Hughes et al., 1997). GLI3 as humaner Transkriptionsfaktor von GH,-
Zinkfingertyp Ubergpannt enen genomischen Bereich von 240 kb auf Chromosom
7pl13. Die Organisation in 15 Exons mit einem 3 kb langen 3 untrandatierten Bereich
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fihrt zu ener 85 kb langen MRNA mit einem 5055 bp offenen Leserahmen, welcher in
en Protein aus 1580 Aminosauren Ubersetzt wird (Kinzler et al., 1990; Ruppert et al.,
1990; Vortkamp et al., 1995a; Wild et al., 1997). Die Regulation der Genexpression
geschieht unter anderem Uber einen 230 bp langen Bereich ener CpG-Insdn mit spez-
fischer Promotoraktivitdt, welcher unmittelbar vor dem bekannten 5° Ende der cDNA
liegt. Der Trandationgtart liegt im zweiten Exon (Jacobsen, 1996). Das 190 kDa schwe-
re GLI3 Protein zeigt, wie die anderen beiden Familienmitglieder, eine Bindung zu der
konsarvierten 9 bp Konsensussequenz (Kinzler et al., 1990). Bel einem direkten Ver-
gleich der GLI-Proteine fdlt auf, dald GLI3 und GLI2 untereinander sowohl strukturell
ds auch funktiondl wesentlich néher verwandt sind, ds diese zu GLI1. Sequenzverglei-
che zwischen humanem GLI3 und murinem GLI2 zegten, dal3 beide neben den bereits
bekannten seben Homologiedoménen noch funf weltere Regionen besitzen, die in GLI1
nicht detektiert werden kénnen. Eine befindet sch vor der egentlichen Doméane 1 und
die anderen hinter den GLI-Domédnen 1, 4, 5 und 7. Auch im Vergleich zu weteren
Mitgliedern der GLI- und Krippe-Genfamilie zeigen diese beiden Protene mit 48%
Aminosaureidentitdt  bezogen auf die gesamte Proteinlange die hochsde Homologie
(Hughes et al., 1997). Neben der Interaktion mit CBP (CREB-bindendes Protein), die
GLI3 mit GLI2 gemeinsam hat, zeigen beide Protene ein zum Tel sehr dhnliches Ex-
pressonsmugter, o dal3 man neben ihrer spezifischen Rollen wéhrend der embryonden
Entwicklung, auch von redundanten Funktionen ausgehen kann. Erhétet wurde die
Vermutung fir Redundanz noch durch die Doppd-GL12/GLI3-"knock outs' (Mo et al.,
1996). Die Beobachtungen zum Expressonsmugter sammen hier, dnlich wie fir GLI1,
von Beobachtungen im murinen Sysem (Buscher et al., 1998; Motoyama et al., 1998;
Schweitzer et al., 2000; Brewster et al., 2000

1.4.3 Funktiondle Gemensamketen zwischen humanem GLI3

und cubitus interruptus

Das aus 1377 Aminosauren bestehende Drosophila Protein cubitus interruptus zeigt
neben der DNA-bindenden noch zwei wetere Doménen mit bedeutender Similaritét
zum humanen GLI3. Die ege, N-temind zur Zinkfingerregion geegen, umfdy die
Aminosaurepoditionen 192-272, wéahrend die C-terminde durch die Aminosiurereste
852-897 des ci Proteins représentiert wird. Bel GLI3 umfald dieser erste Bereich die
Region 1 (Aminosduren 279 und 348), wéhrend der zweite Homologieblock zwischen
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Region 4 und 5 liegt (Aminosdure 872 und 913). Die entsprechenden Homologiebere-
che auf Sequenzebene sind in Abbildung 7 in Form gleich gestdteter Boxen dargestelt
(Kaff-Suske et al., 1999).

Die funf zusizlichen Homologiedomanen, die Sch aus der Konservierung innerhdb der
GLI-Genfamilie ergeben, snd ebenfdls beim humanen Transkriptionsfaktor einge-
zeichnet (Ruppert et al.,, 1990). Ein zweigetailtes Kernlokdisationssgnd (NLS) befin
det sch am C-terminden Ende der DNA-Bindungsdoméne von cubitus interruptus, wo-
be der erse Tel dch innerhab (aa 596-600) und der zweite Tell (aa 611-614) aul3er-
hab dieser Doméane befindet. Die Sequenz, die einen gerichteten Transport in den Zdll-
kern vermittdlt, ist sowohl bel der Vertebraten Gli-Genfamilie ds auch in tra-1 von C.
elegans zu identifizieren. Be GLI3 befinden sich beide Anteile dieser NLS vollstandig
innerhab des Zinkfingerbereiches und werden durch die Aminosiuren 625-629 bzw.
640-643 représentiert (Wang et al., 1999). Die proteolytische Spaltsele (PC), die zur
Generierung der C-termina deletierten Repressorform von ¢ bendtigt wird, liegt unmit-
telbar hinter dem NLS zwischen den Aminosduren 650 und 700 (Aza-Blanc et al.,
1997). Be nicht vorhandener Proteolyse befindet sich cubitus interruptus assoziiert am
Zytoskelett in enem Multiproteinkomplex. Eine dafir ndtige Interaktionsstele (CT)
liegt bei aa 703-835. Aber auch C-termina dieses Sequenzbereiches miissen Doménen
exidieren, die ene zytoplasmatische Akkumulation des Proteins vermitteln (Wang et
al., 1999). Erse Daen beziglich einer moglichen Spatung von GLI3 zeigten diese
podttrandaionde Modifikation im Bereich um aa 650-750 ds eine Mdglichket der
Regulation des Proteins auf, eine zytoplasmatische Retention war bisher nicht nach
weishar (Da et al., 1999; Aza-Blanc et al., 2000). Eine weitere Modulations-bzw. Re-
gulationsmoglichkeit von Protenen wird haufig Uber ihren Phosphorylierungsstatus
vemittedt. Sowohl cubitus interruptus ds auch GLI3 enthdten Konsensusbereiche fir
ene Proteinkinase A-vermittete Phosphorylierung (RRXS/T; Kemp et al., 1990; Chen
et al., 1999; Da et al., 1999). Im C-terminden Bereich beider Transkriptionsfaktoren
kann je eine Doméane saurer Aminosduren (ci: Aminoséureposition 1044-1060; GLI3:
Aminosiurepostion 1495-1512) ausgemacht werden, die eine a-hdikde Struktur aus-
bilden (Orenic et al., 1990; Ruppert et al., 1990). Solche Strukturen haben nachweldich
ene transsktivierende Wirkung, so dald diese Funktion fir beide Proteine postuliert und
gezeigt werden konnte (Yoon et al., 1998; Kdff-Suske et al., 1999). Innerhalb des h+
manen GLI3-Proteins befindet sch aber neben der transaktivierenden Doméne 1 (TA4,
die letzten 204 Aminosduren des Proteins), die die amphipatische Hdix enthdt, noch
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ene zwete, TA,, die von den 278 Aminoséuren zwischen den Postionen 1044-1322
représentiet wird. Fir diesen zweiten Bereich mit transaktivierender Wirkung konnte
bisher kein konserviertes Strukturmotiv gezeigt werden (Kaff-Suske et al., 1999). Zu-
sdzlich zu diesen Sequenzabschnitten, die transkriptiondl aktivierend wirken, findet
man sowohl be cubitus interruptus (zwischen den Aminosduren 1020 und 1160), ds
auch ba GLI3 (an Aminosdurepostion 827-1132) eine CBP-Interaktionsdoméne. Das
CREB-bindende Protein is multifunktiondl, aber seine wesentliche Bedeutung im Zu-
sammenwirken mit Transkriptionsfektoren i die eines Ko-Aktivators, der eine bereits
vorhandene Aktivitét von c¢i und GLI3 noch verstérkt (Akimaru et al., 1997; Da et al.,
1999). Die bisher beschrigbenen drukturdlen und funktiondlen Eigenschaften werden
Uberwiegend vom C-Terminus der Proteine determiniert. Eine wesentliche Eigenschaft
dlerdings, die sowohl ¢ und madglichewese GLI3 zu einem hbifunktiondlen Molekl
werden 18}, ist die repressorische Wirkung. Erste Hinwelse, dald diese N-termind der
Zinkfinger kodiert i, zeigen sowohl experimentdle Daten mit ¢ (Alexandre et al.,
1996), ds auch mit GLI3 (Da et al., 1999; Ruiz i Altaba, 1999; Sasaki et al., 1999).
Alle bekannten Homologiebereiche auf Sequenz- und funktioneler Ebene snd in der
Abbildung 7 schematisch zusammengefal.

R L cTt | [ 1A |
NLY] RRXST
Ci |

[ PR
" 3 8% 233 BBE =k
NLY RRXS/T
[ ZFD [ pC] Tﬁfﬁ TA1L | [ TA2]
R [ CBP/TA |

Abb. 7: Schematische Darstellung der Sequenz- und funktionellen Homologie von Drosophila cubitus
interruptus (ci) und dem humanen GLI3. Das ci-Protein wird durch einen weiléen, das GLI13-
Protein durch einen grauen Balken dargestellt. Die numerierten Boxen (1-7) im GLI3-Protein
reprasentieren die Homologiebereiche innerhalb der GLI-Genfamilie. Die Lokalisation aler Do-

manen ist durch die erste und letzte Aminosdure der jeweiligen Region gekennzeichnet. Der
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DNA-bindende Bereich (ZFD, Zinkfingerdoméne) befindet sich in Doméane zwei. Innerhalb die-
ser Zinkfingerregion findet man das Kernlokalisationssignal (NLS) fir beide Proteine. Neben der
DNA -Bindungsdoméne besitzt ci noch zwei weitere zu GLI13-homologe Domanen, die eine N-
terminal der ZFD gelegen, wahrend die zweite Gterminale Region mit dem GLI3-Rest zwischen
Domaéne 4 und 5 (Aminoséure 872-913) korrespondiert. Die bisher bekannten strukturellen Mo-
tive und funktionellen Eigenschaften sind oberhalb der Proteine angegeben. Fir cubitus interrup-

tus sind das die reprimierende und aktivierende Region (R und TA), ein Bereich mit einer sau-
ren, amphipatischen Helix (a), die dCBP hindenden Region (dCBP), die Pka-
Konsensusphosphorylierungsstellen (RRXS/T), die Region der proteolytischen Spaltstellen und
ein Bereich, der fur die zytoplasmatische Retention verantwortlich zeichnet (PC und CT). Fur
GLI13 konnen zwei unabhangige, transaktivierende Bereiche (TAL1 und TA2) detektiert werden.

Die Repression (R) wird durch den NTerminus vermittelt. Auf3erdem findet sich neben einer

CBP-Bindungsstelle (CBP/TA) auch die saure, a-helikale Struktur @) im Gterminalen Bereich
des Proteins. Konsensussequenzen fiur die PKA -vermittelte Phosphorylierung (RRXS/T) liegen
zwischen den Aminoséren 846 und 1006. Eine putative proteolytische Spaltstelle ist ebenfalls
markiert (nach Kalff-Suske et al., 1999; Sasaki et al., 1999; Wang et al., 1999).

1.5 Homologe der Hedgehog-Signalkaskade beim Men-
schen: Bedeutung bel genetisch bedingten Entwick-

lungsstdr ungen und Erkrankungen

Die wet verbratete Expresson der humanen HEDGEHOG-Gefamilie in den ver-
schiedensten Geweben 183 erahnen, dald eine St6rung innerhdb ihrer Sgndwege um-
fassende Auswirkungen auf die Mugerbildung wahrend der Embryogenese haben wird.
Zumindest fur SONIC und INDIAN HEDGEHOG it bewiesen, da3 se zum Tell die
gleichen Wirkketten nutzen, um entsprechende Zielgene zu regulieren. Die grole An-
zahl der bisher bekannten, beteligten Moleklle eines solchen Signaweges, wie auch
ihre komplexe Reguldion 1&% erahnen, dald es zu Storungen auf viden Ebenen kommen
kann. Diese Storungen konnen dabel sowohl durch Mutationen der enzenen Telneh
mer, ds auch durch Vaiationen der zusdzlich bendtigten Faktoren ausgelGst werden.
Die Auswirkungen von Fehlregulaionen, ganz gleich ob zu Beginn durch eine Been
flussung des Startmolekils SONIC HEDGEHOG, oder am Ende der Signdkaskade,
durch ene Interferenz mit dem Transkriptiondfaktor GLI, kénnen helfen, die Interaktio-
nen innerhdb enes solchen komplexen Vorganges bessr zu versehen. Die inzwischen
grole Anzahl an Erkrankungen, die mit der HEDGEHOG-Kaskade in Zusammenhang
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gehen, konnen auch ds HEDGEHOG-Sgnd-assoziierte Erkrankungen (HSD) zusam:
mengefad werden (Ruiz i Altaba, 1999).

Dazu gehdren unter anderem die sporadischen, ds auch die familidren Mutationen im
ONIC HEDGEHOG-Gen (SHH), die Holoprosencephaie (HPE; MIM 236100) audo-
sen. Dabel handdt es sch um Fehlbildungen von Strukturen, die von der Mittdlinie
enes Embryos abstammen. Se betreffen im wesentlichen den Kopf und das Gesicht mit
ener sehr weiten Streuung in der Schwere ihrer Ausprégung. Neben Lippen und Gar
mengpdten kommt es zu einer unvollstandigen Septierung des ZNS und enem Hypote-
lorismus, der bis hin zur Ausprégung enes Zyklopenauges fuhren kann (Deen et al.,
1996; Villavicencio et al., 2000). Neben der HPE, weisen neuere Daten auch auf ene
direkte Beeligung von SHH an der Entsehung von Tumoren, wie dem Medu-
loblasom und dem Basdzdlkarzinom (BCC), hin. Sene spezifische Expresson im
Kleinhirn, gekoppelt mit der Betelligung an agpoptotischen Prozessen machen SHH zu
gnem interessanten Kandidaten fir die Betaligung an der Tumorgenese (Sanz-
Ezquerro et al., 2000; Tapae et al., 2001). Eine weitere Veranderung innerhab der
SHH-Kaskade betrifft zwar auch das Signdmolekll sdbst, aber ausschlaggebend fir
die S6rungen snd in diessm Fal sane lipophilen Modifikationen. Se snd essentidll,
um ene geegdte Sgnawirkung zu eziden. Ein abnormader Cholesterinmetabolismus
beeinflu® neben der Synthese von Steroidhormonen und der Bildung neuer Zelmenmb-
ranen auch die Sonic HEDGEHOG-Funktion. Das rezessve Smith-Lemli-Opitz Syn
drom (SLOS; MIM 270400) ist dabel das bekannteste der durch eine gestérte Choleste-
rinbiosynthese ausgelogten Fehlentwicklungen. Es zeigt enige klasssche Merkmde der
HEDGEHOG-asoziierten  Erkrankungen, wie  Syn- und  Polydektylie, ZNS
Fehlbildungen und HPE (Kdley et al., 1996, Kdley 2000; Villavicencio et al., 2000).

Der Rezeptorkomplex diesser Signalkette, gebildet von PATCHED (PTCH) und
SMOOTHENED (SMO) wird mit unterschiedlichen Formen von Neoplasen in Zu
sammenhang gebracht. Eine Erkl&rung dieser Beobachtung liegt in der Wirkung von
PTCH ds Tumorsuppressorgen und in der Wirkung von SMO ds ein Protooncogen.
Missense-Mutationen innerhdb des SMIO-Gens fuhren zu sporadischen Basalzdlkarz-
nomen (BCC; MIM 605462), einer Tumorform, die auch durch PTCH induziert wird
(Xie et al., 1998; Lam et al., 1999; Taipde et al., 2001). Daneben zeigt PATCHED aber
noch eine Beteligung an weteren Tumorformen wie dem Medulloblasom, dem Tri-
choepithdliom und Kazinomen de Spesthre und der Hanblase. PTCH-
inektivierende Mutationen fuhren zum Gorlin Syndrom, was auch ds Basdzdlnavus-
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Syndrom (BCNS; MIM 109400) bezeichnet wird und sich durch ein erhdhtes Risko zur
Tumorentstehung  verschiedenster  Herkunft und  entwicklungsbedingte  Fehlbildungen
der Hande, Rippen und Zéhne auszeichnet (Hahn et al., 1996; Ruiz i Altaba, 1999; Tai-
pae et al., 2001). Fir die Bestandteile des zytoplasmatischen Komplexes in der Hedge-
hog-Kaskade, der Proteinkinase Fused (Fu), dem Suppressor of Fused (Su(fu)), dem
Kinesn-verwandte Molekll Costd-2 (Cos-2) und dem Transkriptionsfektor Gli, snd
bis auf Costd-2 humane Homologe bekannt. Abgesehen von den GLI-Proteinen ist aber
bisher fir keine dieser Komponenten eine Assoziation mit einer Erkrankung gezeigt
worden. Die Beteligung der GLI-Proteine an der Entstehung von Fehlbildungen und
Krankheiten ist sehr komplex und wird deshdb in einem gesonderten Kapitel beschrie-
ben. Der letzte Telnehmer be der Sgnawirkung von SHH, der im humanen System
nachwedich zu Fehlregulationen fihrt, it der Ko-Aktivator CBP. Mutationen, die eine
Habieeung dar Gendoss (Heploinauffizienz) erzeugen, flihren zum Rubingein-Taybi
Syndrom (RTS, MIM 180849), wobel es sich um ene embryonde Fehlentwicklung
handelt (Petrij et al., 1995). Se zeichnet dch durch brete Daumen und Grofdzehen,
Kleinwuchs, verzogerte Knochenentwicklung und Wirbdanomdien, Geschisfehlbil-
dungen, mentde Retardierung und ein erhdhtes Tumorrisko aus (Ruiz i Altaba, 1999;
Villavicencio et al., 2000).

Alle erwahnten Erkrankungen und ihre tellweise Uberlappenden Symptome weisen auf
eénen gemensamen Ursorung bel der Entsehung hin. Gleichzaitig is aber auch ene
ergaunliche Heterogenitét in der Ausprégung der HEDGEHOG-assoziierten Krankhei-
ten (HSD) zu beobachten, die sch sdbst in der Vaiabilitde der Symptome, die durch
enen Faktor wie zB. SHH oder CBP ausgest werden, widerspiegdt. Die GLI-
Genfamilie der Transkriptionsfektoren stdlt dabel keine Ausnehme dar, denn hier findet
sch das wete Spektrum an Symptomen und Syndromen, die die unterschiedlichen Fa
milienmitglieder, oder aber ein einzelnes Familienmitglied aud Gsen, wieder.

15.1 Beteilligung von GLI3 und seiner Genfamilie an der Ent-

stehung von Fehlentwicklungen und Erkrankungen

GLI1, urspringlich durch seine deutlich erhthte Expresson in Glioblastoma entdeckt,
kann ads Oncogen klassfiziet werden, well es zusammen mit dem Adenovirus E1A
ene trandormierende Wirkung auf Zdlen hat. Inzwischen snd noch wetere Asozidi-

onen zu Tumorerkrankungen, wie dem Rhabdomyosarcom, Osteosarcom, Basdzdlkar-
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zinom und dem B-Zdl Lymphom bekannt (Werner et al., 1997; Stein et al., 1999).
Entwicklungsbedingte Defekte durch ene Fehlregulation von GLI1 bem Menschen
konnten bisher noch nicht gezeigt werden. Die deregulierte Glil-Expresson in transge
nen Mausen weag dlerdings auf eine Beteligung an Entwicklungsdefekten hin (Yang et
al., 1997). Neben den fir Gli2 bekannten Mausdaten, die ssine Betelligung an der Ent-
wicklung von Skeettsrukturen, Gliedma3en und Atmungsorganen zeigen, snd bisher
keine weteren Fakten bekannt, die auf eine Beteligung an einer Fehlentwicklung oder
Erkrankung im Menschen hinweisen (Mo et al., 1997; Buscher et al., 1998; Motoyama
et al., 1998; Schweitzer et al., 2000). GLI3 gdlt wohl das am besten untersuchte Mit-
gliied dieser Genfamilie dar. Neben grofRen chromosomden Verdnderungen wie Tras
lokationen und Deletionen im Bereich diesss Gens, snd auch Punktmutetionen detek-
tiert worden, die enen Einflud auf die GLI3-Funktion und damit auf die Sgndweiter-
leitung von SONIC HEDGEHOG haben (Vortkamp et al., 1991; 1992; Radhakrishna et
al., 1997; 1999; Wild et al., 1997; Kdff-Suske et al., 1999). Erstaunlicherweise haben
aber beide Arten der Veranderungen die gleiche phéanotypische Konsequenz, denn se
fihren zum autosomd dominanten Grelg Cephdopolysyndektylie Syndrom (GCPS,
MIM 175700). Es ig gekennzeichnet durch Uberwiegend préaxiae Polydaktylie der
Fulke sowie praund/oder postaxide Polydaktylie der Hande, Syndaktylie an Handen
und Filen, verbreiterte Daumen und Grolizehen, typische Gesichts und Schédelanome:
lien wie prominente Stirn, Hypertdorismus und einen Makrocephdus. Die Tatsache der
gleichen phéanotypischen Ausprégung legt die Frage nahe, worin die gemeinsame
Grundiage von Trandokation, Deetion und Punktmutation liegt, die identische Fehlbil-
dungen induzieren. Zwei der in GCPS-Patienten detektierten Trandokationen unterbre-
chen die chromosomde Region im ersten Drittd der kodierenden Sequenz, wéahrend
eine dritte ihren Bruchpunkt 10 kb 3" des Gens hat und damit GLI3 sdbst nicht betrifft.
Die beschriebenen Ddetionen diminierten die entsprechende Region auf 7pl3 (Wagner
et al., 1990; Vortkamp et al., 1991). Fir den Trandokationsbruchpunkt auRerhalb des
GLI3-Gens kann man ene regulatorische Wirkung podulieren, die zur fehlenden Ex-
presson enes Allds fuhrt. Unterstiitzt werden diese Beobachtungen durch die Maus-
mutanten Extra Toes (Xt), die dem Greig-Phanotyp dhnliche Fehlbildungen reprasentie-
ren und ds Mausmoddl fur diese Entwicklungsstérung dienen (Johnson, 1967). Bel der
Xt-Mutante handdt es sich um dne intragenische Deetion, die mit ihrem 5 Ende im
Intron innerhdb des ersten Zinkfingers liegt und sich mit dem 3" Bereich bis kurz hinter
das Gterminden Ende des Gli3 Gens erdreckt. Damit ist ein Alld des Gens bis auf das
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5 Ende nicht mehr vorhanden. Die Expresson dieses verblebenden Redtes i bel
RNA-Andysen von homozygoten Tieren nicht nachwesbar, so dad man auch hier be
Heterozygoten von haber Gendosis ausgehen kann (Hui et al., 1993). Eine zweite Xt-
Mutante, Xt", ist gekennzeichnet durch eine 80 kb Uberspannende Deletion im 5 Be-
reich des Gli3-Gens, die die der Xt-Mutante nicht Uberlappt. Auch firr diese geretische
Vednderung zeigen die Heterozygoten ene reduzierte Gli3-Expresson von ca. 50%
(Schimmang et al., 1992). Eine zu Xt dldische Mausmutante igt die rezessve anterior
digit deformity (add), begrindet durch die Integration eines Transgens 40 kb vor der
kodierenden Region von Gli3. Se zeigt nur Fehlbildungen im anterioren Bereich der
Vorderextremitdten, was maoglicherweise durch die Wirkung ener nur tellweisen Inak-
tivierung deseinen Gli3-Alles zu erkléren it (Pohl et al., 1990).

Punktmutationen mit der phénotypischen Konsequenz des GCPS kénnen Uber das ge-
samte Gen vertalt detektiet werden. Bel ihnen handdt es sich Uberwiegend um Non-
sense- oder Frameshiftmutationen, deren Veranderungen zu keinem vollsténdigen Pro-
tein mehr fihren. Be dlen ewdhnten Veranderungen geht man davon aus, da3 de zu
ene Habierung der Gendoss (Haploinsuffizienz) fuhren, wodurch auch nur etwa die
Hafte an Protein gebildet wird. Missense-Mutationen hingegen, die ebenfdls in Zu
sammenhang mit GCPS detektiert wurden, fuhren zu keinem vorzetigen Abbruch in
der Aminosiurekette. Eine Haploinsuffizienz im Sinne der Habierung der Proteinmen:
ge kann in diesen Flen nicht as Ursache fur die phanotypische Ausprégung der Er-
krankung angeschen werden. Die Missense-Mutationen snd vidmehr ds funktiondle
Haploinauffizienzen zu bezeichnen. Obwohl die Sequenzverénderung nicht zu einer
Verkirzung des Proteins vom betroffenen Alld fihrt, i die mutiete Form nicht mehr
in der Lage, die nattrliche Funktion des Proteins auszutiben. Dies fuhrt zu ener Habie-
rung der Proteinfunktion, deren Auswirkungen mit einer GenHgploinsuffizienz offen
schtlich vergleichbar Snd.

Eine noch schwieriger zu erklarende Tatsache ist die Beobachtung, dald Punktmutatio-
nen im GLI3-Gen mit noch dre weteren Syndromen einhergehen. Zum enen das auto-
somal dominante Pdliger-Hdl Syndrom (PHS, MIM 146510), dessen klinische Zei-
chen ein hypothdamisches Hamartom, zentrde oder postaxide Polydaktylie, Syndakty-
lie, Anusarese, facide Abnormitéen und eine geegentliche Assoziaion mit Holopro-
sencephdie und axiden Skedetfehlbildungen snd (Kang et al., 1997; Villavicencio et
al., 2000). Zum anderen die Syndrome der Postaxiden Polydaktylie A (PAP-A;
MIM174200) und der autosoma dominanten Préaxide Polydaktylie Typ IV (PPD-1V;
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MIM 174700) (Radhakrishna et d., 1997; 1999). All diese Erkrankungen zeichnen sich
durch isolierte Formen der Polydaktylie aus, wobel dch in PAP-A en zusizlicher Fin
ger entwickdt, der funktiondl und mit dem 5. Finger assoziiet oder sdbgandig i,
wéhrend be PAP-B der zusdtdiche Finger oft ds Hautanhdngsd (Postminimus) ausge-
bildet wird und in der Regd keine Funktion hat.

Die Gemensamkeit dler in diessm Abschnitt beschriebenen Syndrome i, dad se
Entwicklungsstérungen beziiglich der Gliedmal3en zeigen. Die durch &hnliche Mutatio-
nen im glechen Gen hevorgerufenen, zum Tel sehr unterschiedlichen Syndrome las
sen vermuten, dald das funktiondle Zusammenspid zwischen Transkriptionsfektor und
der dazugehtrigen Kaskade den Ausschlag bringt, welche der Fehlbildungen ausgeprégt
wird. In Abbildung 8 snd die im GLI3-Gen detektierten Mutationen mit der entspre-
chenden phénotypischen Auspragung zusammengefdd.  Genveranderungen, die nicht
zwingend mit ener Haploinsuffizienz assoziiet snd, wie z.B. Missense-Mutationen,
werden farbig markiet dargesdlt. Se dsehen im Mittdpunkt der funktiondlen Anay-
sen innerhalb dieser Arbeit.

c5156  R625Q

Missense G465R | |C520Y G727Q |Q926del S1526G
PAP-A/B

PAP-AB
Nonsense PHS PHS

Frameshift PHSIIPHS [PAP-A/B
PPD-IV PPD-1V PAP-A/B

Splice

Abb. 8 Zusammenfassung der bisher bekannten GLI3-Mutationen. Das GLI3-Protein wird schematisch
durch den grauen Balken représentiert. Die unterschiedlichen Mutationstypen sind auf der linken
Seite dargestellt. Die Bereiche der Proteinveranderungen werden durch vertikale Striche ange-
deutet. Die neben dem GCPS (ale nicht markierten Striche) mit GLI3-Mutationen assoziierten
Syndrome, sind jeweils neben dem Ort ihrer Mutation angegeben (PHS, PPD-1V und PAP-A/B).
Missense-Mutationen sind mit ihrer Aminoséureposition im Protein und dem entsprechenden

Austausch, als Einzelbuchstabencode fir die jeweiligen Aminosduren blau dargestellt.
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1.6 Zielsetzung dieser Arbait

Dea  Transkriptionsfaktor GLI3 gdlt das Kandidatengen fir die unterschiedlichen
Morphopathien, GCPS, PHS, PPA-A, PPD-1V und PAP-A/B dar. Neben Trandokatio-
nen und Ddetionen im Gen, die mit dem Greig-Syndrom in Zusammenhang stehen,
gnd es vor dlem die in den letzten Jahren detektierten Punktmutetionen, die fir die
Ausprdgung der beobachteten Fehlbildungen verantwortlich zeichnen. Eine der interes-
santesten Fragen in diessr Beziehung lautet, wie es moglich ig, dal3 en enzenes Gen
slch differenziete Ausporagungen verursachen kann. Eine erse Vermutung, dal3 die
Podtion der Mutation innerhab des Gens mit dem Typ der Morphopathie dleine aus
schlaggebend is, hat sch mit der zunehmenden Anzahl von detektierten GLI3-
Genveranderungen nicht bestétigt (Biesecker, 1997; Kadff-Suske et al., 1999). Die Mu-
tationen dand unabhdngig vom Phanotyp Uber das Gen vertalt, so dal? keine offensicht-
liche Genotyp- Phanotyp Korrelation auszumachen ist.

Um zum Vedandnis bezutragen, weshdb bem Menschen in der Regd funf Finger
entstehen, deren Identitét vom Daumen bzw. der Grofzehe zum kleinen Finger oder Zeh
immer von der anterioren zur poderioren Richtung verlauft, sollten funktiondle Studien
mit dem GLI3-Protein durchgefiihrt werden. Zwe Dinge beainflulden die Planung der
Experimente essentidl. Auf der einen Sdte waren das die Befunde, die durch funktio-
ndle Untersuchungen mit dem GLI-Homolog cubitus interruptus erzidt wurden (Aza-
Blanc et al., 1997, 1999). Auf der anderen Seite gdt es zu ermitteln, ob detektierte
Punktmutetionen, die nicht zu enem vorzatigen GLI3-Kettenabbruch fuhren (GLI3-
Missense-Mutationen), zu funktiondler Haploinsuffiziienz des GLI3 Gens fuhren (Kdff-
Suske et al., 1999). Diese fehlende Funktion wére eine Erklarungsmoglichkelt fur den,
auch bei diesen Sequenzverénderungen vorhandenen Phanotyp.

Dea Nachweis des Einflusses von Missense-Mutationen auf die priméen Eigenschaften
des Transkriptionsfaktors GLI3 gelte im wesentlichen das Aufgabengebiet dieser Ar-
beit dar. Eine bedeutende Funktion von GLI3 ds TF is die DNA-Bindung. Diese R
higkeit sollte fir das Wildtypprotein gezeigt werden, um dann die Frage klaren zu kon
nen, ob nicht-trunkierende Mutationen innerhab der DNA-bindenden Zinkfingerdomé:
ne enen Einflud auf diee Eigenschaft nehmen. Neben der DNA-Bindung ig die Akti-
vierung bzw. Represson von Zidsequenzen ebenfals eine der priméren Eigenschaften
von Transkriptionsfaktoren. Zur Testung dieser Funktion sollte ein Analysesystem etab-
liet werden, in dem dann sowohl der Wildtyp as auch mutierte GLI3-Formen einge-
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setzt wurden. Hier waren vor dlem die Missense-Mutationen von Interesse, die zum
enen in den nachwedich vorhandenen transaktivierenden Doménen (TA; und TA:
Kaff-Suske et a., 1999) von GLI3 lagen und zum anderen sich n Regionen des Prote-
ins befanden, denen bisher noch keine Funktion zugeordnet werden konnte. Daneben
wurden aber auch Fragen der subzelul&ren Lokdisation und deren mdgliche Beainflus-
aung durch postrandationde Modifikationen aufgeworfen. Hinweise, dal3 diese bel der
Regulation von GLI3 ene Bedeutung haben konnten, kamen von seinem Homolog in
Drosophila (ci). Cubitus interruptus wird Uber posttrandationale Phosphorylierung der
Spdtung in eine Repressorform (c™®) zuganglich gemacht. Diese zeigt eine Uberwie-
gende Kernlokdisation, wahrend das gesamte Protein ausschliefdich im  Zytoplasma
nachweisbar id. Um Fragen der Modifikation und Lokdisation fur GLI3 zu kléren,
wurden spezifische Antikorper generiert, um den Nachweis der Interaktionen und Loka-
lisstionen zu erbringen. AulRerdem dienten GLI3-GFP-Fusonsproteine, die identifizier-
te Kettenabbruchmutationen nachahmen <ollten, dazu, das Verhdten dieser GLIS-
Ddetionsmutanten beziiglich der subzdlul&ren Lokalisation zu kléren.

Das grundsiizliche Zid diesr Arbeit war, die Wirkungsweisen von Missense
Mutationen besser verdehen zu konnen und mdglicheweise eine Antwort darauf zu
finden, wie unterschiedliche Mutationen im gleichen Gen zu ener Augrdgung ver-
schiedenster  Phénotypen, wie Greig Cephaopolysyndaktylie Syndrom, Pdliger-Hdl
Syndrom, Pogtaxide Polydaktylie A und Préaxiae Polydaktylie Typ IV fuhren konnen.
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2. Materialien und M ethoden
2.1 Materialien
2.1.1 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikdien wurden, sofern nicht anders angegeben, von folgenden
Firmen in pA.-Quditit bezogen: Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg); BIO RAD
(Minchen); Boehringer (Mannhem) jetzt Roche Diagnogics (Mannheim); Difco
(USA); Huka (UK); Fresenius (Oberursdl); Gibco BRL (Eggenstein); Merck (Darm:
dadt); Ratiopham (Ulm); Riedd-de-Haén (Sedlze); Roth (Karlsruhe); Serva (Heide-
berg); Sigma (Minchen).

2.1.2 Enzyme, Nukleotide und DNA-Gr6Renstandar ds

Alle Redriktions- und Modifikationsenzyme wurden von ener der folgenden Firmen
bezogen: Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg); Boehringer (Mannhem) jetzt Ro-
che Diagnogtics (Mannheim); Gibco BRL (Eggengtein); MBI Fermentas (St. Leon-Rot);
New England Biolabs (Schwabach); Stratagene (Heidelberg). Einzelne Nukleotide oder
Nukleotidmischungen wurden in HPSFa -Quditd von der Firma MWG Biotech (E-
bersberg) und von der Firma Roth (Karlsruhe) bezogen.

DNA-GroRenstandards:

pUC-Mix (Marker 8) MBI Fermentas, St. Leon-Rot
100 bp DNA Ladder MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Marker 111 (Lambda-DNA/ EcoRI und HindlI1) Roche Diagnogtics, Mannhem
1 kb DNA Ladder MBI Fermentas, St. Leon-Rot
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2.1.3 Medien, Nahrbdden und Standar dlsungen

2131 Nahrmedien, Nahrboden und Antibiotikalésungen fir die Bakterien

kulturen

Zur Stexilisation wurden die Medien 30 min bei 123°C autoklaviert oder stexil filtriert.

LB-Hissgmedium (Luria-Bertani) Bacto-Trypton 109/
Bacto- Hefeextrakt 54
NaCl 109/
pH 7,5 mit 1 M Tris (pH 7,5) eingdlen

LB-Agar Bacto-Trypton 104/
Bacto-Hefeextrakt 59/
NaCl 109/
Bacto-Agar 209/l
pH 7,5 mit 1 M Tris (pH 7,5) eingtelen

SOB-Medium Bacto-Trypton 209/
Bacto- Hefeextrakt 54
NaCl 059/
nach dem Autoklavieren Zugabe von 10 ml
1M MgCL und 10 ml 1 M MgSO, (teril
filtriert)

SOC-Medium Bacto-Trypton 209/
Bacto-Hefeextrakt 59/
NaCl 059/

nach dem Autoklavieren Zugabe von 10 mi
1M MgClh, 10 M 1 M MgSO,4 und 20 ml
20% (WN) Glucoe (dles zuvor deil fil-
triert)
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LBAMP L B- Fliissgmedium (s0.)

Ampidllin 0,05 mg/ml
LBKa" L B- Fliissgmedium (s.0.)

Kanamycin 0,03 mg/mi
LgChloramp LB-Fliissgmedium (s.0.)

Chloramphenicol 0,025 mg/ml
Ampicillin Stocklésung 100 mg/ml

Chloramphenicol Stocklésung

Kanamycin Stocklésung

IPTG (Isopropylthiogalaktosid) Stocklésung

34 mg/ml in 100% EtOH

20 mg/m

100 mM

2.1.3.2 Nahrmedien und L 6sungen fir die Zelkulturen

Zur Sterilisation wurden die Losungen el filtriert.

RPMI Medium, 10% komplett

RPMI Medium mit HEPES, 4% komplett

RPMI 1640 ohne Glutamin 500 ml
Fotdes Kdberserum (FCS) 50 ml

100X Antibiotika 5ml
100X

nichtessentidle Aminosauren 5 ml
L-Glutamin (200 mM) 5ml

RPMI 1640 mit HEPES 500 ml
Fotales Kdlberserum (FCS) 20ml
100X Antibiotika 5ml
100X

nichtessentielle Aminosduren 5ml
L-Glutamin (200 mM) 5ml
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DMEM Medium, 10% komplett DMEM 500 ml
FotdesKdberserum (FCS) 50ml
100X Antibiotika 5ml
100X
nichtessentidle Aminosiuren 5ml

DMEM MediumyNut.Mix.F12, 10% kom. DMEM/Nut.Mix.F-12 500 ml
Fotaes Kdlberserum (FCS) 50 ml
100X Antibiotika 5ml

100X Antibiotika

Peniicillin (10.000 IE/ml)

Streptomycin (10.000 pg/ml)

RPMI 1640 ohne Glutamin

RPMI 1640 mit HEPES ohne Glutamin

DMEM (Dulbecco's modifiziertes Eagles Medium)

DMEM/Nut.Mix.F-12

MEM (Minimal Essentia Medium)

OPTI-MEM (Serumreduziertes Medium)

L-Glutamin (200 mM)

Einfriermedium

PBS

100X
nichtessantidle Aminosauren 5 ml

Gibco BRL, Eggengtein

Roche Diagnogtics, Mannheim

Roche Diagnogtics, Mannheim

Gibco BRL, Eggengein

Gibco BRL, Eggengein

Gibco BRL, Eggengein

Gibco BRL, Eggengein

BIOWhitaker, Wakersville, USA

BIOWhitaker, Wakersville, USA

Roche Diagnogtics, Mannheim
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Trypsin (0,05%) Serva, Heidelberg

2.1.3.3 Standar dlésungen und Puffer

APS Ammoniumpersulfat
in HO (W/v) 10%

Agarosegdladepuffer 6X Ficall 15%
Bromphenolblau 0,25%
und / oder Xylencyanadl 0,25%

PBS NaHPO,42H,0 80 mM
NaH2PO4 20 mM
NaCl 100 mM
pH 7,5

Sevag Chloroform:lsoamylakohol
(VIv) 24:1

TAE-Puffer 50X Tris 2M
EDTA 0,05 M
pH 7,5-8,0 engdlen mit
100% Essgsiure

TBE-Puffer 5X Tris 045M
Borsaure 045M
EDTA 10 mM

TE-Puffer TrissHCI 10mM
EDTA 1 mM

pH 8,0 eingdlen mit 1 M Sdzsiure

Spezielle Puffer und Reagenzien sind bal den jewelligen Methoden angegeben.
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2.1.4 Organismen
2141 Bakterienstamme
DH5a

Genotyp: F , f80dlacZDM15 D(lacZYA-argF)U169 deoR recAl endAl hsdR17(ry,
m¢") phoA supE44 | -thi-1 gyrA96 relAl (Gibco BRL).

Fur die Trandormation zur Vermehrung von Plasmiden wurde der Bakteriensamm E.
coli DH5a & Competent Cells eingesetzt.

XL1-Blue

Genotyp: recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [(F* proAB lacl%ZDM15
Tn 10 (Tet")] (Stratagene).

Fur die Transformation der in vitro mutageniserten DNAs wurden Epicurian ColiO

XL 1-Blue Supercompetent Cells eingesetzt.

BL21(DE3)pLysS
Genotyp: E. coli B F dem ompT hsdS(rg” mg’) gal | (DE3) [pLysS Cam] (Stratagene).

Fur die ,high levd” Expresson und Induktion von bakteridl exprimierten, rekombinan-

ten Proteinen wurde der Bakteriensamm Epicurian ColiO BL21(DE3)pLysS Compe-
tent Cdlls engesetzt.

SG 13009 [pREP 4]

Genotyp: E. coli K12 (Nal®, Str®, RifS, Lac, Ara’, Gal, Mtl', F, RecA’, Uvr™, Lon®). (La-
bor Prof. G. Suske, IMT, Marburg)

Dieser Bakteriensdamm wurde fur die Expresson und Induktion von GLI3 Zinkfinger
Peptiden eingesetzt.
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2142 Zdlinien

NCI-H441

Herkunft: Clarazdlen, nicht kleinzdlliges Bronchidkarzinom (NSCLC)

Quedle American Type Culture Callection (ATCC HTB-174)

Medium: RPMI mit HEPES, 4% FCS

GLI13 mRNA Expression nicht nachweisbar im Northern Blot (Jacobsen, 1996).

NCI-H157

Herkunft: Grofzdl-Karzinom, nicht kleinzdlliges Bronchiakarzinom (NSCLC)
Quelle: NCI (Nationd Cancer Ingtitute, Maryland)

Medium: RPMI, 10% FCS

GLI3 m-RNA Expression nicht nachweisbar im Northern Blot (Jacobsen, 1996).

NCI-H661

Herkunft: Nicht kleinzelliges Bronchiakarzinom (NSCLC)

Qudle: American Type Culture Collection (ATCC HTB-183)

Medium: RPMI, 10% FCS

Deutliche Expresson von GLI3 mRNA im Northern Blot nachweisbar (Jacobsen,
1996).

U2-0S

Herkunft: Osteosarcomazel len, epithdiale Knochenzellen

Quéle: American Type Culture Collection (ATCC HTB-96)

Medium: DMEM, 10% FCS

Deutliche Expression von GLI3 mRNA im Northern Blot zu detektieren (Topp, 1997).

Hek 293

Herkunft: Humane, embryonde Nierenfibroblasten

Qudle: Diese Zdlinie wurde freundlicherweise von Prof. G. Suske, IMT, Marburg, zur
Verfigung gestelt (Bezeichnung: ATCC CRL-1573).

Medium: DMEM, Nut Mix F-12, 10% FCS
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COS-7

Herkunft: African, green monkey Nierenfibroblasten
Quele: American Type Culture Collection (ATCC CRL-1651)

Medium: DMEM, 10% FCS

Deuitliche Expresson von GLI3 m-RNA im Northern Blot nachweisbar (Topp, 1997).

2.15 Plasmide und Expressionskonstrukte

Die Pasmide, die as Ausgangsvektoren bzw. Insertquelle fur Klonierungen in dieser
Arbet verwendet wurden, sind in Tabelle 1 aufgefihrt.

_ i Referenz / Her-
Plasmidname Plasmidtyp Grolie
kunft
pET3a ' 4,6 kb Novagen
Prokaryontische
pPRSETA ) 2,9kb Invitrogen
Expressonsvektoren
pRSETB 2,9kb Invitrogen
pPEGFP-N1, -N2, - | Eukaryontische GFP (Green Fiu- | 4,7 kb CLONTECH
N3 orescence Protein) Fusionsprote-
pPEGFP-C1 in- Expressionsvektoren 4,7 kb CLONTECH
pGL13-bs2 GLI3 cDNA Klon 8,0kb | Ruppertetal., 1990

Tab. 1: Zur Klonierung verwendete Plasmide

Expressionskongtrukte mit der dazugehdrigen Klonierungsstrategie und sonstige Plas-
mide, diein dieser Arbeit verwendet wurden, snd in Tabelle 2 aufgeftinrt.

Plasmidbezichnung Klonierungsstrategie* Referenz
pG5E1bLuc 1: pG5E1bCatSV40en (Lillie and Topp 1997
Green, 1989) HindllI (Klenow be
handelt)-BamHI gespalten, 130 bp
Fragment ligiert zu
2: pGL3-Basic, Bglll-Smal gespalten
8X3' GLI-BSLuc Sasaki et al., 1999
8X3'MutGLI-BS Luc Sasaki et al., 1997
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Plasmidbezichnung

Klonierungsstrategie*

Referenz

pPTCH1
Reporterkonstrukt

1: 4,3kb 5 regulatorische Region von
PTCH1in
2: pGL3-Basic

Shin et al., 1999 (freundlichst
Uberlassen von R. Toftgard)

pPQEY9-GLI3-WT-ZF
Bakterielles Expressionskonstrukt fir

die GLI3 Zinkfinger Doméne

1: GLI3 aa 462-645 mit PCR amplifi
ziert, BamHI-Hindll| gespalten,
ligiert zu

2: pQE9, BamHI-Hindl Il gespalten

Vortkamp et al. 1995

pET3aGL13/176-554
Bakterielles Expressionskonstrukt des
N-Terminus von GLI3 zur Gewinnung

GLI3 spezifischer a-N-terminaler Ak

1: pGLI13-bs2, Ndel gespalten, 1137 bp
Fragment (GL13 aa 158-537) ligiert
zu

2: pET3a, Ndel gespalten

diese Arbeit

pRSETBGL13/1044-1580
Bakterielles Expressionskonstrukt des
C-Terminus von GLI3 (Doméne 6+7)
zur Gewinnung GL I3 spezifischer a-
C-terminaler Ak

1: pGAL4-GLI3 ™% EcoRI gespd-
ten, 1871 bp Fragment (GL13 aa
1044-1580) ligiert zu

2: pRSETB, EcoRI gespalten

diese Arbeit

pRSETAGL3/1321-1580
Bakterielles Expressionskonstrukt des
C-Terminus von GLI3 (Doméne7) zur

Gewinnung GL 13 spezifischer a-C-

1: pGLI3-bs2, Kpnl-EcoRI gespalten,
1039 bp Fragment (GL13 aa 1321-
1580) ligiert zu

2: pRSETA, Kpnl-EcoRI gespalten

diese Arbeit

terminaler Ak

pGAL4 Dennig et al., 1996 (freundlichst
Uberlassen von G.Suske)

pGAL4-Sp1A Southgate and Green, 1991

(freundlichst Uberlassen von
G.Suske)

pGAL4-GL 3 #1580

1: pGLI13-bs2, BssS-Clal gespalten,
1860 bp Fragment nach Linkerliga-
tion (EcoRI 8™ ) mit

2: pGAL4-SplA, EcoRI gespalten,

fusioniert

Topp, 1997;
Kalff-Suske et al., 1999

pGAL4-GL[3 B T80

1: pGLI13-bs2, HindllI-EcoRI gespalten,
876 bp Fragment nach Linkerligation
(EcoRI 12™€) mit

2: pGAL4-SplA, EcoRI gespalten,

fusioniert

Topp, 1997;
Kalff-Suske et al., 1999

pGAL4-GL[3 ™#3Z

1+2: pGAL4-GLI3 % Kpnl-Xbal
gespalten, Klenow behandelt,
religiert

Kalff-Suske et al., 1999

fpn 1-396
Vektor zur eukaryontischen Expres-
sion; GL13-GFP Fusionsprotein

1: pGLI13-bs2, BamHI gespalten, 1238
bp Fragment (GLI3 aa 1-396) ligiert
zu

2: pEGFP-N2, BamHI gespalten

Kalff-Suske, 1998 unpubliziert
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Plasmidbezichnung

Klonierungsstrategie*

Referenz

fpn 1-422
GLI13-GFP Fusionsprotein

1: pGLI13-bs2, Sacl-Pstl gespalten, 1320
bp Fragment (GL13 aa 1-422) ligiert
zu

: pPEGFP-N3, Sacl-Pstl gespalten

Kalff-Suske, 1998 unpubliziert

fpn 1-667
GLI13-GFP Fusionsprotein

1: pGLI13-bs2, Eagl gespalten, 2000 bp
Fragment (GL13 aa 1-667) ligiert zu
: pPEGFP-N2, Bsp120I gespalten

Kalff-Suske, 1998 unpubliziert

fpn 1-828
GLI13-GFP Fusionsprotein

1: pGLI13-bs2, Sacl-Smal gespalten,
2537 bp Fragment (GLI3 aa 1-828)
ligiert zu

: pPEGFP-N3, Sacl-Smal gespalten

Kalff-Suske, 1998 unpubliziert

fpn 1-1100
GLI3-GFP Fusionsprotein

1: pGLI13-bs2, Sacl-Swal gespalten,
3353 bp Fragment (GLI3 aa 1-1100)
ligiert zu

2: pPEGFP-N3, Sacl-Smal gespalten

Kalff-Suske, 1998 unpubliziert

fpn 1-1522
GLI3-GFP Fusionsprotein

la: pGLI13-bs2, Bsp120I-Hindlll gespd-
ten, 438 bp Fragment (GLI3 aa
1376-1580) ligiert zu

2a pEGFP-N1, Bsp120I-Hindl I gespal-
ten (entspricht fpn 1376-1522)

1b: pGLI3-bs2, Sacl-Hindll gespalten,
4179 bp Fragment (GLI3 aa 1-1376)
ligiert zu

2b: fpn 1376-1522, Sacl-Hindlll ge-
spalten

Kalff-Suske, 1998 unpubliziert;
diese Arbeit

fpn 824-1100
GLI3-GFP Fusionsprotein

1+2: fpn 1-1100, EcoRI-Bsp120I ge-
spalten, 2412 bp Fragment (GLI13
aa 1-823) entfernt, Klenow behan-
delt, religiert

diese Arbeit

fpc 18-828
GFP-GLI3 Fusionsprotein

1: pGLI13-bs2, EcoRI-Smal gespalten,
2432 bp Fragment (GLI3 aa 18-828)
ligiert zu

2: pPEGFP-C1, EcoRI-Smal gespalten

Kalff-Suske, 1998 unpubliziert

fpc 18-396 1+2: fpc 18-828, BamHI gespalten, diese Arbeit
GFP-GLI3 Fusionsprotein 1300 bp Fragment (GLI3 aa 397-

828) entfernt, Klenow behandelt,

religiert
fpc 18-667 1: pGL13-bs2, EcoRI-Eagl gespalten, diese Arbeit

GFP-GLI3 Fusionsprotein

1884 bp Fragment (GLI3 aa 18-667)
ligiert zu
2: pEGFP-C1, EcoRI-Bsp120l gespalten
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Plasmidbezichnung Klonierungsstrategie* Referenz
fpc 18-1100 1: pGLI13-bs2, EcoRI-Swal gespalten, diese Arbeit
GFP-GLI3 Fusionsprotein 3245 bp Fragment (GLI3 aa 18-1100)
ligiert zu
2: pEGFP-C1, EcoRI-Smal gespalten
fpc 18-1549 1: pGLI13-bs2, EcoRI-Eco471ll gespd- | diese Arbeit
GFP-GLI3 Fusionsprotein ten, 4544 bp Fragment (GL13 aa 18-
1549) ligiert zu
2: pPEGFP-C1, EcoRI-Smal gespalten
fpc 586-1549 1+2: fpc 18-1549, Bglll gespalten, 1756 | diese Arbeit
GFP-GLI3 Fusionsprotein bp Fragment (GL 13 aa 18-585)
entfernt, Klenow behandelt, reli-
gert
fpc GLI3dN (428-1549) 1+2: fpc 18-1549, EcoRI-BstEIll ge- diese Arbeit

GFP-GL I3 Fusionsproteinen

spalten, 1212 bp Fragment (GL13
aa 18-427) entfernt, Klenow be-
handelt, religiert

pCMVdEGFP-GL13c
Sauger-Expressionsvektor fir Ge-
samt-GL13

1: pGLI13-bs2, Sel-Sall gespaten, 5100
bp Fragment (GL13 cDNA) ligiert zu

2: pPEGFP-C1, Nhel-Sall gespalten (800
bp GFP Fragment damit gleichzeitig

entfernt)

Kalff-Suske, 1998 unpubliziert

pCMVdEGFP-GLI1c
Sauger-Expressionsvektor fir Ge-
samt-GLI11

1: pGLI1K 12, HindIlI-Notl gespalten,
3600 bp Fragment (GL11 komplett)
ligiert zu

2: pEGFP-N1, HindllI-Notl gespalten,
(800 bp GFP Fragment damit gleich-

zeitig entfernt)

Kalff-Suske, 1998 unpubliziert

pCMV-dGFP
SAuger-Expressionsvektor ohne GFP

2: pEGFP-C1, Agel-Xmal gespalten,
800 bp GFP Fragment entfernt, reli
gert

diese Arbeit

pMID1
Sauger-Expressionsvektor fur MID1
Protein

Schweiger, S. et d., 1999
(freundlichst tberlassen von S.
Schweiger)

pBluescript 11 Ks (pBSII) Stratagene
pRL-TK Promega
pBK-CMV Stratagene

Tab.2: Reportergenkonstrukte, prokaryontische und eukaryontische Expressionskonstrukte und sonstige

Plasmid-DNAs fur alle durchgefihrten Studien. *Bei der Klonierungsstrategie kennzeichnet 1.

Insert mit Behandlung und 2: Vektor mit Behandlung. Die Markierung a und b wurde gewahit,

weil bei einem eukaryontischen Expressionskonstrukt zwei Klonierungsschritte bis zur Generie-

rung des endgultigen Konstruktes nétig waren. 1+2 kennzeichnet Klonierungen, wo ein Aus-
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gangsplasmid nach Entfernung eines Fragmentes religiert und als neues Konstrukt verwendet

wurde. fpn stellt die Bezeichnung fur die eukaryontischen Expressionsvektoren dar, die Fusions-

proteine an den N-Terminus von GFP gekoppelt generieren, wahrend fpc die C-terminalen GFP-

Fusionen kennzeichnet.

2.1.6

Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide sind in den Tabdlen 3a, b und ¢ auf-

gefiirt.

Die Sequenzierprimer fir die Uberprifung des korrekten Leseraters nach Klonierung
sind in Tabelle 3a angegeben.

Exon/nt
Primer | Postionin | 5® 3" Sequenz der Primer Matrizen
cDNA*
T7prom CGA CTC ACT ATA GGG AGA PET und pRSET Expressionsklone
CCA C
EGFP-N CGI' CGC CGTI' CCA CCT CGA pPEGFP-N1-3 Expressionsklone
CCA G
EGFP-C CAT GGTI CCT GCT GAA GIT PEGFP-C1 Expressionsklione
CGT G
GLI-11for | Ex XI /1507 bis AAC GAC CAT ATT CAT GGA fpn 1-667
1527 GAG
GLI-11rev | Ex X1 / 1624 bis CAT TTG TGA GCC TCC TCG CC | pQE9-GLI3-WT-ZF; pQE9-GLI3-
1643 Mut515, -Mut520, -Mut625, -M ut465-
ZF; pCMVdEGFP-GLI13c-Mut465
Ex 13-2for | Ex X111 /1898 bis | GCC CAG AGG CTC ATG TCA CC | pCMVdAGFP-GLI3c-Mut707, -Mut727
1917
Ex 15-3for | Ex XV / 2579 bis GCA CC BGCC CCT CCT CAG G pCMV dGFP-GLI13c-Mut926
2597
Ex 15-16 Ex XV / 4503 bis GGTI ACA GAT TGA CTT CGA pGAL4-GL |3 o 1580-Muze,
for 4523 TGC PGAL4-GL |3 1376-1580-Mutl526
Ex 15-16 Ex XV /4759 bis | GAT TTC CGI TGG TTG CAG TC
rev 4778
Ex 14-3for | Ex X1V /2306 bis | CGG CAG GGA CCA AAT GGA TG | pCMVdAGFP-GLI3c-Mut808
2325
Ex 15-1rev | Ex XV /2549 bis GAG CTG ATG GIG CTG &CG C

2567
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Exon / nt
Primer | Postionin | 5® 3" Sequenz der Primer Matrizen
cDNA*
GLI3-X | ExIX/1245bis | CAA GOC CAC GAG TGA GIC PCMV dGFP-GLI3c-MUtKEE, -
1265 TGC Mutk DE, -Mutk EE+KDE
GLI-11rev | ExXI/1624bis | CAT TTG TGA GGC TCC TCG CC
1643
ZF-1A ExX/1412bis | AAC AGG AGC CTG AAG TCA pCMVdGFP-GLI3c-Mut515
1432 TCT
GLI-11rev | ExXI/1624bis | CAT TTG TGA GGC TCC TCG CC
1643
Bx 15-2for | Ex XV [ 2445 CAA CAC CIG CAG CIT GG TG | pCMVJGFP-GLI3dCBP
bis2464
RV-3 CTA GCA AAA TAG GCT GIC CC | pPTCHI
GL-2 CTT TAT GIT TTT GGC GIC
TTC CA

Tab. 3a: Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide zur Uberpriifung der korrekten Leseraster
sind in dieser Tabelle aufgefihrt. Es ist die laborinterne Bezeichnung des Primers, die Sequenz
in 5°-3'- Richtung und die entsprechende Matrize des Primers angegeben. Die Vorwartsprimer
tragen den Zusatz ,for", die Ruckwartsprimer den Zusatz ,rev* in ihrem Namen. Es handelt
sich entweder um Vektor-spezifische, oder GLI3-spezifische Primer. *Die cDNA Position
(Ruppert et al., 1990) ist nach den Nomenklaturempfehlungen fir Humane Genmutationen an-
gegeben, d.h. Position +1 entspricht dem A des ATG des Initiationscodons (Antonarakiset al.,
1998).

Die Oligonukleotide, die be den Gdreardierungsexperimenten Verwendung fanden,
and in der Tabele 3b aufgefiihrt.

Oligonuklectide 5® 3 Sequenz der Primer Anwendung

Herstellung eines Doppel strangoli-
CTA GTC GAC GCG GAG ACC ACC
GLI3-BSNhel-Xhol gonukleotids mit einer 9 bp hoch
CAA GAC GAA ATT CAC AGA

for affinen GLI- Bindungsstelle (spezi-
GLI Konsensussequenz

fischer Kompetitor)

Herstellung eines Doppel strangoli-
TCG ATC TGT GAA TTT CGT CTT
GLI3-BSNhel-Xhol gos mit einer 9 bp hoch affinen
GGG TGG TCT CCG CGT CGA
rev GLI Bindungsstelle (spezifischer

GLI Konsensussequenz
Kompetitor)
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Oligonuklectide 5® 3 Sequenz der Primer Anwendung
Herstellung eines Doppel strangoli-
USfor CAG CGA CTA ACA TCG ATC gos ohne spezifische Bindungsstel-
le (unspezifischer Kompetitor)
Herstellung eines Doppel strangoli-
USrev GCG ATC GAT GIT AGT CGC gos ohne spezifische Bindungsstel-
le (unspezifischer Kompetitor)
Tab.3b: Diein dieser Arbeit fir Gelretardierungsexperimente verwendeten Oligonukleotide, wurden in

der oben angegebenen Tabelle aufgefuhrt. Nach ihrer Hybridisierung zu Doppelstrangoligo-

nukleotiden fiihren sie zu einer GLI-spezifischen bzw. unspezifischen Bindungsstelle (BS). Die

enthaltene GLI-Bindungssequenz ist fett gedruckt.

Die Oligonukleotide, die fir eine gerichtete in vitro Mutagenese verwendet wurden,
and in der folgenden Tabdle 3c zusammengefadt.

Oligonukleotide 5® 3 Sequenz der Primer Ausgangs-DNA
G465R for CTT GTC AAG GAG GAA PQES-GLI3ZWT-ZF;
S8 GAC AAA GAT GAA AG | POMVAGFP-GLISG
Basenaustausch von G zu C fuhrt
oG zum Aminosaureaustausch von
GA465R rev CTT TCA TCT TTG TC w=el Glycin (G) nach Arginin (R)
TCC TCC TTG ACA AG
KEE/AAA for GCC CGA AGG AAC AAC CCT| fpcis-667;
TGT C&E S S AGG Basenaustausche von A zu G oder
GGA CAA AGA TGA AAG C C fuihren zum Aminosdureaus-
tausch von
Lysin (K) zu Alanin (A),
KEE/AAA rev GCT TTC ATC TTT GIC CCC| Gutaminsiure (E) zu Alanin (A),
e pS S GAC AAG | Glutaminsaure (E) zu Alanin (A):
GGT TGT TCC TTC GGG C Mutation in pPCMVdGFP-GLI3c
eingefiihrt Gber Klonierung eines
BsEII-Bglll Fragmentes.
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Oligonukleotide 5® 3 Sequenz der Primer Ausgangs-DNA
KDE/AAA for CCT TGT CAA GGA GGA AGG| fpc18-667;
GGA (&£, £, (I, AAG Basenaustausche von A zu G oder
ACA CCC TGA AG C fuhren zum Aminosaureaus-
tausch von
Lysin (K) zu Alanin (A),
KDE/AAA rev CTT CAG GCT CCT GIT TGC Asparaginsaure (D) zu Alanin (A),
TA13 QKAA—G QDAT—G QE GT CCC | Glutaminszure (E) zu Alanin (A);
CTT CCT CCT TGA CAA GG [Mutationin pCMVdGFP-GLI3c
eingefuhrt tber Klonierung eines
BstEII-Bglll Fragmentes.
KEE+KDE/AAAfor |CCC TTG TCG CGG CGG CAG| pCMVAGFP-GLI3cKEE;

KEE+KDE/AAA rev

GGG
GCA

CAG

GCA GCT GCA
ACZ ==ap~ =aAE= —AA

AAC AGG AGC CTG

GCT CCT GTIT TGC T

Ca2S S, 16 C.GT CcCcC CTG

Basenaustausche von A zu G oder
C fuhren zum Aminosdureaus-
tausch von

Lysin (K) zu Alanin (A),
Asparaginsaure (D) zu Alanin (A),

Glutaminséure (E) zu Alanin (A)

CCG CCG CGA CAA GGG
C515G for GAA GGA GIT CGT &X; CAG| pQES-GLIZWT-ZF,
GTG GCT GGA C fipc 18-667,
Basenaustausch von T zu G fuhrt
GTC CAG CCA CCT GGC—C QOAC zum Aminoséureaustausch von
C515G rev Cystein (C) zu Glycin (G);
GAA CTC CTT C Mutation in pCMVdGFP-GLI3c
eingefuhrt tber Klonierung eines
BstEII-Bglll Fragmentes.
C520Y for GGT GGC TGG ACL =T CAA|pQES-GLIZWT-ZF,
GAG AGC Basenaustausch von G zu A fuhrt
zum Aminosdureaustausch von
Gr A Cystein (C) zu Thyrosin (Y)
C520Y rev GCCT CTC TTG Ay= =cGI' CCA
GCC ACC
R625Q for CCA AGC TCC cCT1C R@Q AAA | pQES-GLIFWT-ZF;
CAT GTG AGG ACA GTG Basenaustausch von G zu A fiihrt
zum Aminosdureaustausch von
Arginin (R) zu Glutamin (Q)
R625Q rev CAC TGT CTT CAC ATG TTT

CTG
O—R

GAG GGA GCT TGG
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Oligonukleotide 5® 3 Sequenz der Primer Ausgangs-DNA
P707S36mer for GCC AAT GAC ATC TCA GCC| pGLI3-bsz;
AAG CPT_C ISGG TGG TCA GTC Basenaustausch von C zu T fihrt
zum Aminosdureaustausch von
A Prolin (P) zu Serin (S);
P707S36mer rev GAC TGA CCA CGs= =G CTT Mutation in pPCMVdGFP-GLI3c
GGC TGA GAT GIC ATT GGC eingefuhrt Uber Klonierung eines
Bglll-Swal Fragmentes.
G727R for GCA ACT ATT CCA ACA GT&|pGLI3-bs2;
G_GRC TCG AGC TTC CTC Basenaustausch von A zu G fuhrt
zumAminosaureaustausch von
Glycin (G) zu Arginin (R);
G727Rrev GAG GAA GCT CGA GRC_C IGAC Mutation in pPCMVdGFP-GLI3c
TGI TGG AAT AGT TGC eingefuhrt Gber Klonierung eines
Bglll-Swal Fragmentes.
1808M for GGT CTC TCC TCT G2 5G| pGLI3-bs2;
AAA TGG CAC ACA GTC Basenaustausch von A zu G fuhrt
zum Aminosaureaustausch von
GAC TGT GTG CCA TTT CCNE Isoleucin (1) zu Methionin (M);
1808M rev Mutation in pPCMVdGFP-GLI3c
ﬂl G AGA GGA GAG ACC eingefiihrt Gber Klonierung eines
Bglll-Swal Fragmentes.
Q926del for GCC TCA CGC CCG CCC PGLIZDS2;
AGQ%deI T ACC GCC TCA AGG Deletion des Codons CAG fihrt
zur Deletion der Aminoséure
CCA AG ,
Glutamin (Q);
Mutation in pPCMVdGFP-GLI3c
Q926del rev CTT GGC CTT GAG GCG eingefuhrt Gber Klonierung eines
GTAge ¥4 CTG GGC GGG OGT | Bylil-Swal Fragmentes.
GAG GC
SI56G20merfor | GGC CCT GAG CCC As™ TGAT| pGALAGLIZ ™™™,
CAT TCA GAA CC pGAL4_GLI31376-1580;
Basenaustausch von A zu G fuhrt
AC C zum Aminosaureaustausch von
S1526G29mer rev GGT TCT GAA TGA Te— TG Serin (S) zu Glycin (G);
GGC TCA GGG CC
Tab.3c: Diein dieser Arbeit verwendeten Oligonuklectide zur in vitro Mutagenese, sind in der obigen

Tabelle aufgeflihrt. Angegeben sind jeweils die Oligonukleotidprimer fir die Synthese des ko-

dierenden Stranges (for = forward) bzw. des nicht kodierenden Stranges (rev = reverse). Sie
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enthalten als laborinterne Bezeichnungen die Zahlen, die die Codonnummer angeben, und die

Einzelbuchstaben, die die Aminosauresymbole darstellen. Die Basen, die eine Veranderung zur

Wildtypsequenz darstellen, sind fett gedruckt und das betroffene Codon unterstrichen und

hochgestellt. Der entsprechende Aminosaureaustausch ist durch die tiefgestellten Einzelbuch-

staben der Aminosauren angezeigt.

2.1.7 Verwendete Fertigsysteme

ABI Prism BigDY E Terminator Cycle Sequencing Kit

DYEnamic ET Terminator Cyde Sequencing Kit

PFU TurboO DNA Polymerase
Ready-To-Goa PCR beads

Lipofectin Reagent
Effectened Transfection Reagent
ECL +Plus Western blotting detection reagents

NEN Western BLOT Chemiluminescence Reagent Plus

Recombinant protein molecular weight marker (RPN 800)

Hybond — P. PVDF Membrane

S& S Cdlulosenitrat Membran (0,2 pm)
NICK& Column

Bio-Rad Protein Assay

DC-Protein Assay

Lab-Tek Il Chamber Slided System
Protein A SepharoseO CL-4B

DAPI

Perkin Elmer,

New Jersey/USA
Amersham Pharmecia
Biotech, Freiburg
Stratagene, Heidelberg
Amersham Pharmecia
Biotech, Freiburg
Gibco BRL, Eggengtein
QIAGEN, Hilden
Amersham Pharmecia
Biotech, Freiburg
NEN& Life Science,
Boston/USA
Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg
Amersham Pharmacia

Biotech, Freiburg

Schieicher & Schuell, Das

Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg

BIO RAD, Minchen
BIO RAD, Minchen
Nunc GmbH, Wiesbaden
Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg

Sigma, Deisenhofen
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TRITC-konjugiertes Phdloidin Freundlichst Uberlassen von
Prof. H.P. Elsasser, Inditut
fur Anatomie und Zdlbiolo-
gie, Univergté Marburg.

Dud-Luciferase Reporter Assay System Promega, Heidelberg

21.7.1 DNA Praparations- und Aufreinigungssysteme

QlAprep Plasmid Maxi Kit QIAGEN, Hilden

QIAprep Spin Plaamid Kit QIAGEN, Hilden

QIAquick Ge Extraction Kit QIAGEN, Hilden

QIAquick PCR Purification Kit QIAGEN, Hilden

21.7.2 Antikor per

Kaninchen-anti GLI3 EUROGENTEC,
Seraing/Begien

Immuniserung von Kaninchen mit bakteriel
exprimierten GL 13 Peptiden, spezifisch gegen
As 158-537 (N-Terminus, Serum 710
und 711, a-NH»-GL13)
As 1044-1580 (C- Terminus Doméne 6+7,
Serum 069 und 070, a-COOH-GLI3)
As 1321-1580 (C-Terminus Doméne 7,
Serum 071 und 072, a-COOH-GLI3) des

GLI3 Proteins.
Kaninchen-anti GFP CLONTECH, Heidelberg
Esd-anti Kaninchen, HRP gekoppelt Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg
Ratte-anti Alpha Tubulin (Hefe) Serotec Ltd, Oxford/England
Kaninchen-anti Ratten 1gG, TRITC gekoppelt Sgma, Deisenhofen
Esd-anti Maus, TRITC gekoppdt Dianova, Hamburg;, Freund-

liche Uberlassen von A.
Holzbach.
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Maus-anti Vimentin

Maus-anti Pan-CK

Maus-anti CK18

2.1.8 Gerate und Zubehor

Autoklav

Biofuge Zentrifuge

Biometra Fast Blot B33

Brutschrank Type B 5042E und T 5050
DNA Sequenzierer, Moddll 373A
DNA Sequenzierer, Modell 310

DNA / RNA Photometer Gene Quant 11

Dokumentationssysem EA.S.Y. RH-3
Entwicklermaschine Konica SRX-101
Huoreszenzmikroskop Axioplan
Geiger-Mdiller Zahlrohr LB 1210B
Gel el ektrophoresekammern:

horizontal

vertika

Gedektrophoreseschlitten
Gdkamme
Hamilton Spritze

Hand-UV-Lampe 254 nm
Incubator Shaker, Mode G25

Monosan Sun Bio;
Freundlichs Uberlassen  von
A. Holzbach.

Dako;

Freundlichst Uberlassen von
A. Holzbach.

Eigene Hergtdlung;
Freundlichst (berlassen von
A. Holzbach.

Gossner, Hamburg

Heraeus, Dreieich

Biometra, Gottingen

Heraeus, Minchen

Applied Biosystems, Darmstadt
Applied Biosystems, Darmstedt
Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

Herolab, St. Leon Rot

Sakura, Hohenbrunn

Zeiss, Oberkochem

Berthold, Wildbach

MWG Biotech, Ebersberg
Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

MWG Biotech, Ebersherg
MWG Biotech, Ebersberg
Hamilton Bonaduz AG,
Bonaduz/Schweiz

Roth, Karlsruhe

New Brunswick, Edison/USA
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Kiesdgd-Platte 60F254
Kuhifdle
KUhlzentrifuge:
Sorvdl RC-5B Refrigerated
Superspeed Centrifuge
Luminometer Autolumat LB 953
Magnetrihrer Ikamag RO
pH-Meter
Pipetten
Rontgenfilme BioMax MR oder MS
Rontgenkasseten Cronex
Rotator
Sterilbank Microflow Intermed (Bakterien)
Spannungsgeber:
EPS 500/400

EPS 600

Spannungsgeber P3000
Speedvac Concentrator
Spektralphotometer, LKB Nova spec |1

Tischszintillationscounter Bench Count
Tischzentrifugen:

Eppendorf Zentrifuge 5415C

Heraeus Biofuge A

Sorvdl RT 6000 K Uhlzentrifuge
Thermocydler:

Gene Amp PCR System 2400

TRIO Thermoblock TB1
Thermodtatic Circulator LKB 2219 Multitemp 11
Ultrazentrifuge OTD 65B
UV-Transilluminator UV T2016 (302nm)
Vakuumpumpe

Merck, Darmstadt
Bachhofer, Reutlingen

Du Pont, Dreieich

Berthold, Wildbach

Ikawerk, Staufen

Wiss.-techn. Werkstétten, Weilheim
Eppendorf, Hamburg

Eastman Kodak, USA

Du Pont, Dreieich

GFL, Burgwedd

Stolco, Dusseldorf

Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

BIORAD, Miinchen
Bachhofer, Reutlingen
Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

Du Pont de Nemours, Dreieich

Eppendorf, Hamburg
Heraeus, Hanau
Du Pont, Dreieich

Perkin Elmer, New Jersey/ USA
Biometra, Gottingen

LKB Producter, Brommal/Schweden
Du Pont, Dreieich

Herolab, St. Leon Rot

Balzer, Disseldorf
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Vortex Reax control Heidolph, Hamburg
Waagen:

Prézisionswaage 2254 Sartorius, Gottingen

Feinwaage AE 240 Mettler, Giessen/Schweiz
Wasserbader:

Typ 1012 GFL, Burgwedd

Typ 1086 GFL, Burgwedd
Whatman 3M Filterpapier Whatman Lab Sales, USA
Zdlkultur-Brutschrank Cytoperm Heraeus, Hanau
Zdlkultur Lamin Air How HA 2448GS Heraeus, Hanau

Alle Reaktionsgefdde, auch die in der Zdlkultur verwendeten, wurden von den Firmen
Eppendorf (Hamburg), Facon (USA), Greiner (Frickenhausen), Perkin Elmer (USA),
Sarstedt (NUrmbrecht) und Becton Dickinson (New Jersey/USA) bezogen. Pipettenspit-
zen wurden von den Firmen Sarstedt (NUrmbrecht) und Eppendorf bezogen. Nicht ex-
plizit erwdhntes Zubehtr zur Laborausstattung wurde von der Medizintechnik (Univer-
stéa Marburg) und der Firma Kobe (Marburg) bezogen.

2.2 Standardmethoden

2.2.1 K onzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

DNA-LOsungen weisen be einer Wdlenldnge von 260 nm ene spektraphotometrisch
nechweisbare Extinktion auf, die der Konzentration nach dem Lambert-Beerschen Ge-
setz proportional ist (E = e x ¢ x d; E = Extinktion, e = Extinktionskoeffizient, ¢ = Ko+
zentration und d = Schichtdicke in cm).

Die Korzentration von Nukleinsauren wurde photometrisch durch Messung bel ener
Widlenlénge von 260 und 280 nm bestimmt. Die zu messende Loésung wurde dabe so0
verdinnt, dald man dch im linearen Mefdereich (Ext. 0,1 —2,5) befand. Die Extinktion
be 260 nm, bei einer Schichtdicke von 1 cm der Kivette, ist gleich 1 be einem DNA-
Gehdt von 50 pg/ml. Oligonukleotide, die ds Einzdstrang vorliegen, haben unter die-
sen Mel3edingungen eine Konzentration von 30 pg/ml.

Der Quotient aus Azeo/Azso gibt Informationen zu vorhandenen Proteinkontaminationen.
Er sollteim optimaen Fall zwischen 1,8 und 2,0 liegen.
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Die molare Konzentration von Oligonukleotiden wurde mit folgenden Formeln berech
net:

ng = nMol x MW
MW = aA+gG+cC+T-61 (g/mal)

MW = Molekulargewicht A =312,2 g/mal
a, g, ¢, t = Anzahl der jewelligen Base G =328,2g/mal
A, G, C, T = Molgewicht der jewelligen Base C=288.2g/mal

(durchschnittlicher Rechenwert auch 330 g/mal) T =303,2 g/mal
61 = Konstante
2.2.2 DNA-Pré&par ation und Reinigung
2221 Minipr&paration von Plasmid-DNA mit QlAprep Spin Kit

(QIAGEN)

Fir eine DNA-Préparation wurden Bakterien aus 4 ml Ubernachtkultur (LB + Antibio-
tikum) durch Zentrifugation (3500 rpm, 10 min, 4°C, Sorvdl RT 6000) in einem 14 mi
Reaktionsgefd peletiert und dann in 250 pl Puffer P1 resuspendiert. Der Ansatz wurde
in e@n 15 ml Resktionsggefd3 Uberfihrt und mit 250 pl Puffer P2 versetzt, einige Mde
invetiet und fir maxima 5 Minuten be Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von
350 ul Puffer N3 und invertieren des Resktionsgefd3es wurde der Ansatz fir 10 min bel
13.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde danach abgenommen und auf eine QIA
Soin Kit Saule gegeben. Die Saule wurde zusammen mit eénem Sammegefdl fir 1 min
bel 13.000 rpm zentrifugiert und der Durchlauf danach verworfen. Die an das Saulen
materid gebundene DNA wurde mit 750 pl PE Puffer gewaschen durch Zentrifugation
von 1 min ba 13.000 rpm und danach wurde die Saule ene watere min zentrifugiert,
um ewage Hissgkeit zu entfernen. Die DNA wurde durch Zugabe von 50 pl TE auf
die Saule und Zentrifugation wie zuvor in en Eppendorf Cup duiert.

Die Zusammensetzung der Puffer i dem entsprechenden Handbuch fur den QIAprep
Spin Plasmid Kit zu entnehmen.
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2222 M axipr &par ation von Plasmid-DNA (QIAGEN)

Fur die Gewinnung grofl3er DNA-Mengen mit hoher Reinheit, wurde der QIAGEN
Plasmid Maxi Kit gemd? den Angaben des Herstdlers verwendet.

Bakterien aus einer 100 ml Ubernachtkultur (LB+Antibiotikum) wurden durch 15 minik
tige Zentrifugation (6000 rpm, 4°C, Sorvdl RC-5B) geentet, in 10 ml Puffer P1 re-
sugpendiert und in Zentrifugenrdhrchen (Oak Ridge Centrifuge Tube, PPCO, 50 ml)
Uberfiihrt. Nach Zugabe von 10 ml Puffer P2 wurde durch Invertieren gemischt und zur
Lyse der Bakterien 5 min be Raumtemperatur (RT) inkubiert. Dann wurden 10 ml vor-
gekihiter Puffer N3 (4°C) zugegeben, wiederum mehrfach geschwenkt und der Ansatz
fur 20 min auf Eis belassen. Anschliefl3end wurde fir 30 min bel 20.000 x g (Rotor SA-
600, Sorval) zentrifugiert. Der Uberstand wurde Uber eine Saule zur DNA Praparation
(QIAGEN-tip 500), die zuvor mit 10 ml QBT-Puffer &quilibriert worden war, gegeben.
Die sdulengebundene DNA wurde zweimd mit je 30 ml QC-Puffer gewaschen und
schligdich  mit 15 ml QFPuffer in en Rohrchen duiert. Nach Zugabe von 0,7 Val.
Isopropanol wurde 30 min zentrifugiert (15.000 x g, 4°C, Rotor SA-600, Sorvall), die
prézipitiete DNA mit 70% Ethanol gewaschen, luftgetrocknet und in 300-500 pl TE
oder HPLC-ad. gelost.

Angaben zu den Pufferlésungen und weitere Handhabungstips sind dem entsprechenden
Handbuch fir QIAGEN Plasmid Maxi Kit zu entnehmen.

2.2.2.3 Phenolextraktion (Sambrook et al., 1989)

Zur Entfernung von Proteinen wurden DNA-LOsungen, die zuvor en Minimdvolumen
von 100 pl haben soliten (gegebenenfals mit ad. auffillen), mit 1 Vol Phenol versatzt
und mehrmas geschittet. Nach 10 min Zentrifugation bel rpmax in einer Mikrozentri-
fuge wurde die obere wasserige Phase abgenommen und mit 0,5 Vol Phenol und 0,5
Vol Chloroform nachextrahiert. Die wasserige Phase wurde nochmas mit 1 Vol Sevag
(24:1) versetzt, geschittdt, zentrifugiert und anschliel3end in en frisches Resktionsge-
fal3 Uberfiihrt.
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2.2.3 Préazipitation von Plasmid-DNA und DNA-Fragmenten
(Sambrook et al., 1989)

Ethandlfdlung (Ausubd et al., 1994)

Die DNA-L6sung wurde mit /10 Vol 3 M NaAc-Lésung (pH 7,6) und 2,5 Vol 96%
Ethanol versetzt, mehrmds geschittedt und konzentrationssbhédngig 30-60 min be -
80°C gefdlt. Die auggefdlene DNA wurde 30 min be 4°C und 14.000 rpm in ener
Mikrozentrifuge zentrifugiert. Die sedimentiete DNA wurden dann zweimd mit 70%
Ethanol gewaschen und das Pelet an der Luft getrocknet. Je nach Verwendungszweck
der DNA wurde se in HPLC-H,O (Sequenzierung) oder in 1x TE (fir dle anderen
Anwendungen) gel6s.

224 Restriktionspaltung von Plasmid-DNA

Die Behandlung der DNA mit Redriktionsendonukleasen efolgte nach den Angaben
da Hedgdler im mitgdieferten 10x Redriktionspuffer. 2-3 Units des Restriktionsen-
zyms wurden pro pg DNA mit dem entsprechenden Puffer und bel optimaler Resktions-
temperatur eingesetzt. Die Resktionen wurden adlgemein fir 1 h durchgefihrt und, ab-
héngig vom Enzym, durch Denaturierung ba 68°C fir 15 min gestoppt. Der Erfolg der
Redtriktionsspaltung wurde durch einen entsprechenden Agarose- Gellauf Uberpriift.

2.2.5 Gelelektrophoresen

2251 Auftrennung von DNA durch Agarose-Gelelektrophor ese

Agarose wurde in Konzentrationen von 1 bis 2% in 1x TAE-Puffer suspendiert, durch
Kochen im Mikrowdlenherd gelést und zur weiteren Verwendung bel 50°C aufbewahrt.
Die GdlGsung wurde im abgekihiten Zugand mit 0,025 pg/ml Ethidiumbromid versetzt
und in horizontde Gedtrager zum Erdaren Ubefihrt. Die aufzutrennenden DNA-
Proben wurden mit 1/6 Volumen Probenladepuffer versetzt, unterschichtent in die Gelt-
aschen pipettiert und be einer Spannung von 90 bis 150V in 1x TAE ds Laufpuffer
aufgetrennt. Nach der Elektrophorese wurde die DNA auf enem UV-Tranglluminator
be 302 nm andyset. Die photogrephische Auswertung efolgte mittels des Herolab
E.A.SY. Systems,
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2.25.2 Auftrennung  von DNA-Fragmenten  durch  Poyacrylamid-
Gelelektrophorese

Oligonuklectide (dehe Tab. 3b, Abschnitt 2.1.6), die zu enem Doppedrang hybridi-
det wurden, konnen Uber en nicht denaurierendes Polyacrylamid-Ged  aufgetrennt
werden. Dazu wurde en 12%iges natives Polyacrylamidgel hergestdlt und fir 1h be
100V in 0,5x TBE einem Vorlauf unterzogen. Danach wurden die Proben, mit 1/6 Vdl
Gdladepuffer versetzt, auf das Gel aufgetragen. Nach Probeneinlauf bel 200V wurden
die Proben bei 710 V/cm fur 3 h getrennt. Nach der Elektrophorese wurde das Gel auf
ene fluorochrombeschichtete Kiesdgdplatte gdegt und durch Bestrahlung mit kurz-
wdligem UV-Licht (254 nm) die DNA-Banden dchtbar gemacht (,UV-shadowing®)
und ausgeschnitten.

Ladepuffer 6X 05M EDTA 1600 pl
Glyceral 99% 4mi
Bromphenolblau 20 mg
Xylenzyanol 20mg
ad 40 ml ddH,O

Polyacrylamidge 12% Acarylamid-Bisacrylamid 16 ml
(30%; 37,5:1)
ddH,O 36ml
Ix TBE 20ml
APS 10% 300
TEMED Al

2.2.6 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Gelen

2.2.6.1 | solierung von DNA aus Agar osegelen

Die gewinschten DNA-Fragmente wurden nach Elektrophorese in einem prdparativen
Agarosegd durch kurzzeitige UV-Bdeuchtung im Ge lokdiset und mit @nem Ska-
pell ausgeschnitten. Das Gelstlick wurde in ein gesondert vorbereitetes Resktionsgefd
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Uberfihrt und die Extraktion der DNA mit dem QIAquick Gel Extraktion Kit nach Ar
leitung des Herstellers durchgefinrt.

Dabel wurde die Agarose des Gelstiicks 10 min bei 50°C in QG-Puffer mit pH Indikator
gdost und danach mit 1 Gelvolumen Isopropanol versetzt. Das Gemisch wurde auf ene
DNA bindende Saule des Extraktionskits gegeben und 1 min bel 13.000 rpm zentrifu-
giert. Der Durchlauf wurde verworfen und die an die Saule gebundene DNA mit 750 pl
PE-Puffer durch erneute Zentrifugation gewaschen. Nachdem die Saue enma trocken
zentrifugiert wurde, konnte die gebundene DNA mit 30-50 pl TE oder EB-Puffer Uber
enen letzten Zentrifugationsschritt euiert werden.

Néhere Angaben zu Pufferlésungen und Durchfiihrung sind dem entsprechenden Hand-
buch fir QIAGEN Gd Extraction Kit zu entnehmen.

2.2.6.2. | solier ung von DNA-Fragmenten aus Polyacrylamid-Gelen

Die nach Gdlauf auf der Kiesdgd-Patte durch die Hand-UV-Lampe sichtbar gemach
ten DNA-Banden wurden mit einem Skapdl ausgeschnitten, zerkleinert und mit 1,5
Vol TE be RT und 200 rpm im Schitttelinkubator zur Elution inkubiert. Der Uberstand
wurde abgenommen und in en neues Resktionsgefdd Uberfiihrt. Die Gedbruchstiicke
wurden erneut mit 100 pl TE Uberschichtet und fir 1h bei 37°C im Schiittler inkubiert.
Beide Ansiize wurden vereinigt und Uber dlikoniserte Glaswolle dozentrifugiert. Der
Durchlauf mit der enthdtenen DNA wurde bis zur weiteren Verwendung bel -20°C @
lagert.

2.2.7 Klonierungen

Fur die in dieser Arbeit durchgefiihrten Klonierungen wurden verschiedene Kilonie-
rungsstrategien eingesetzt. Die verwendeten Vektoren wurden nach dem Schneiden
durch die Redriktionsendonukleesen mit CIAP (CdAf Intestine Alkaine Phosphatase)
dephosphoryliert, um eine Religation des Vektors zu verhindern. Ligationen efolgten in
der Rege in enem molaren Verhditnis von 1.1 (Vektorkonzentration zu Insertkon+
zentration) oder mit InsertUberschul3 und wurden Uber Nacht bei 16°C durchgefiihrt.
Einbau und korrekte Orientierung der Inserts wurden mit Hilfe von informativen
Redtriktionsverdaus der Plasmid-DNA Uberpriift. Be dlen Expressonskonsgtrukten it

es von entscheidender Bedeutung, dal3 bel einer Klonierung das Leseragter fur die en-
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gorechenden Proteine beibehdten wird. Um dieses nach vollendeter Klonierung zu (v
berprifen, wurden dle Kondrukte dieser Art zur Kontrolle sequenziert. Die dazu ver-
wendeten Oligonukleotide finden sich in Tab. 3aim Abschnitt 2.1.6 Oligonuklectide.

Die zur Klonierung verwendeten Vektoren sind in Tab. 1 aufgefihrt. Alle Expressons-
konstrukte mit der Klonierungsstrategie bzw. songtige in diessr Arbeit verwendeten
Plasmide gnd in Tab. 2 zusammengestdlt. Diese Tabdlen snd im Kapitd 215 des
Materidienteils zu finden.

2271 Dephosphorylierung linearisierter DNA

Die Rezirkulation von lineariserter Vektor-DNA kann durch Hydrolyse der Phosphat-
gruppen an den 5-Enden mittels akalischer Phosphatase verhindert werden (Sambrook
et al., 1989).

Die lineariserten Vektoren wurde nach der Redriktionsspdtung gleich  dkalisch
dephosphoriliert, indem die dem Resktionsansatz entsprechende Menge 10x
Dephosphorylierungspuffer und 1 pl CIAP (1 U/ul, Roche Diagnogtics) zugesetzt wur-
de. Nach Inkubation fir 1 h bei 37°C wurde die Phosphatase fir 15 min bel 68°C inak-
tiviert. Die dephosphorylierte DNA wurde dann Uber einen Gellauf gereinigt.

2.2.7.2 Auffillen von 5 -tiber stehenden DNA-Enden (, fill in*)

Um Enden mit 5 Uberhdngen aufzufilllen, wurde folgende Polymeraseresktion durch
gefihrt.

Die gespdtene Plasmid-DNA (5 pg in bis zu 50 pl) wurde mit 1 I Klenow-Fragment
der DNA-Polymerase | (3U /ul) und 2 pl dNTP-Mix (20 mM) versetzt und 30 min be
RT inkubiert. Die Resktion wurde mit einer Inkubation bei 68°C fir 15 min gestoppt.
Anschliel}end wurde der Ansatz Uber ein préparatives Gel aufgetrennt, das gewilnschte
DNA-Fragment duiert und fir eine Ligation engesetzt.

2.2.7.3 Abbau von 3'-Uberhangenden Enden
Um be Vektor-DNA mit 3-Uberhdngenden Enden diese abzubauen, wurde ene T4-

DNA Polymerase Behandlung nach Redtriktionsspatung durchgefihrt. Einem 50
Anstz mit 5 pg Vektor-DNA wurden ca 25 pg BSA, 2 yl T4-DNA-Polymerase (3
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U/ul, MBI Fermentas), 1 ul NEB Puffer 4 (1x NEB Puffer 4: 50 mM K-Azetat, 20 mM
Tris-Azetat, 10 mM Mg-Azetat, ImM DTT, pH 7,9) und 1 pl dNTP-Mix (20 mM, MBI
Fermentas) versatzt und 10 min be 37°C inkubiert. Die Resktion wurde durch Zugabe
von 3 pul 0,5 M EDTA gestoppt, die DNA durch eine Phenol-Chloroform- Aufreinigung
von den Proteinen getrennt und der Welterverarbeitung zugefiinrt.

2274 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation eines Vektors mit einem Passagiefragment wird durch die DNA-Ligase
kataysert. Diesss Enzym verknlpft unter ATP-Verbrauch eine 3-OH- mit einer 5-
Phosphatgruppe kovaent unter Aushildung einer Phosphatdiesterbindung.

Fir den Einbau von enem DNA-Fragment in enen Vektor wurden en lineariSerter
und dephosphorylierte Vektor mit aguimolarer Menge des Inserts gemischt. Um ene
maoglichst hohe DNA Konzentration im Ligationsaansatiz zu gewdhrlesten, wurde das
Reaktionsvolumen folgenderma3en auf 5 pl reduziert. Vektor und Insert wurden in den
entsprechenden Mengen gemischt, der Gesamtansatz auf 50 pl aufgefillt und nech be-
reits beschriebener Vorgehensweise préazipitiet. Das Sediment wurde dann in 38 pl
ddH,O aufgenommen, mit 05 pl Ligese-Puffer versstzt und fir 10 min be 50°C inku-
biert, damit sch die DNA vallsténdig |6sen konnte. Nach Zugabe von 0,7 pl T4-DNA-
Ligase (1 U/ul) wurde der Gesamtansatz Uber Nacht bei 16°C inkubiert.

2.2.8 Kompetente Zellen und Transfor mation

Es wurden kompetente Zellen der Stémme E.coli DH5a Subdoning Efficiency, Epicu-
rian coliO XL-1 Blue, E.coli BL21(DE3)pLysS, und E.coli K12 SG 13009 [pREP4]

verwendet. Zellen der zuerst genannten Bakterienst&mme wurden erworben (Sehe Kapi-
tel 2141 Bakteriensdmme) wahrend kompetente Bakterien vom Stamm E. coli K12

SG13009 [pREP4] salbst hergestd |t wurden.

2281 Herstellung kompetenter E.coli SG 13009 [pREP4] Bakterien

Die Hedgdlung von kompetenten Zdlen efolgte nach der Methode von Hanahan,
1983.
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Von ener LB-Agarplatte wurde ene Kolonie gepickt, eine Vorkultur mit 5 ml LB-
Medium angeimpft und diese Uber Nacht ba 37°C im Schitttelinkubator inkubiert. 100
pl der Vorkultur wurden in 30 ml SOB-Medium Uberfiihrt und unter Schiitteln bel 37°C
inkubiert, wobel in regdmddgen Abgténden die Zdldichte (optische Dichte bel | =600
nm) geprift wurde. Bel einer Dichte zwischen 045 und 0,55, wenn die Zdlen sch in
der exponentidlen Wachsumsphase befinden, wurde die Inkubation unterbrochen und
die Kultur fur 10-15 min auf Eis gestdlt, um grindiich abzukihlen. Die Zdlen wurden
anschlielend bei 2500 rpm und 4°C 12 min in der Sorvdl RT 6000 Kihlzentrifuge do-
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pelet wurde in 10 ml TFB-Puffer (1/3
Vol des Origindvolumens) aufgenommen, resuspendiert, eneut 10-15 min auf Eis in
kubiert und wieder 12 min, wie oben angegeben, zentrifugiert. Danach wurde das Pellet
mit 24 ml TFB-Puffer resuspendiert, mit 84 yl DMSO versatzt und 5 min auf Eis inku-
biert. Nach Zugabe von 84 pl 1 M DTT und Inkubation fur 10 min auf Es, wurden &-
neut 84 ul DMSO zu dem Gemisch gegeben. Nach weiteren 5 min auf Eis wurden die
Zdlen in 1,5 ml Resktionsgefde zu 200 pl diquotiert, in flissgem Stickstoff schock-
gefroren und dann bel -80°C bis zum Gebrauch gelagert.

TFB-Puffer KCI 100 mM
MnCl, 45 mM
CaCl, 10 mM
HACoCls 3mM
(Hexamincobadchlorid)
MIx-MES 10mM

(2-N-Morpholinethonsul -
fonylséure), pH 6,3 mit
KOH einstellen

deril filtrieren

2.2.8.2 Transformation von E.coli

Die Trandormation der kommerziel zu erwerbenden kompetenten Zelen efolgte laut
Anweisung des jewelligen Hergdlers.

Die sdbst hergestdlten kompetenten Zelen (E.coli SG 13009 [pREP4]) wurden auf Eis
aufgetaut und die DNA (10-50 ng) zu je 200 ul Zdlen dazupipettiert, gemischt und 30
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min auf Eis inkubiert. Fir 45 Sekunden erfolgte dann ein Hitzeschock bei 42°C, der die
Aufnahmecffizienz geigarn soll. Nach dem AbkiUhlen auf Eis fir 1-2 min wurden zu
jedem Trandformationsansatiz 800 pl SOC-Medium zugegeben und 1 h be 37°C im
Schiittler inkubiert. Die Suspension wurde dann kurz anzentrifugiert, 800 I Uberstand
abgenommen, das Pdlet in den verbleibenden 200 pl resuspendiet und auf LB-
Agaplaten, die Ampicillin und Kanamycin erthidten, mit enem Glasspatd ausgedtri-
chen. Nach Inkubation Uber Nacht be 37°C konnte das Wachstum der Bakterien kor-
trolliet werden. Die Transformationseffizienz sollte in der Regd bei 3 1 X 10° CFU
(colony forming unit) pro pg DNA liegen, was grundséizlich auch erreicht wurde.

2.2.9 Kultur von Escherichia coli

Die Néhrmedien und -boden wurden wie oben beschrieben angesetzt. Sdlektivmedien
fur Stamme, die Plasmide trugen, wurden mit dem entsprechenden Selektionsmarker
versstzt (Konzentrationen sehe 2.1.3.1). E. coli wurde nach Inokkulation in LB-
Medium Uber Nacht im Schiittler bei 37°C aerob kutiviert.

Bakterienstocks wurden durch Zugabe von 15-20% derilem Glyzerin hergestelt und
nach sorgféltigem Mischen bel -80°C gelagert.

2.3 Zé€llbiologische M ethoden
2.3.1 Kultivierung von Zellen
2311 Auftauen

Zum Einfrieren von Zdlen wurde das spezidl entwickete Einfriermedium (Cryoprotec-
tive Medium) verwendet, das 15% DMSO enthdt. Da DMSO bel den aufgetauten Zel-
len zytotoxisch wirkt, missen diese schndl aufgetaut und in frisches Medium Uberfuinrt
werden. Dabel wird die Glasampulle mit den Zellen nach Entnahme aus dem Stickstoff-
tank gleich in en Becherglas mit 37°C warmem Wasser Uberfihrt und nach dem Auf-
tauen 5 min be 1000 rpm zentrifugiert. Der Medientberstand wurde abgesaugt und das
Zdlpdlet mit 1 ml Kulturmedium resuspendiert und in eine 75 cnf-Kulturflasche (mitt-
lere), die 10 ml frisches Medium enthiet, Uberfihrt. Am folgenden Tag wurde das Me-
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dium gewechsdt und die Zelen bei Bedaf passagiet. Die Kultivierung der Zdlen er-
folgt in einem Inkubator, der 37°C, 5% CO, und 80% L uftfeuchtigkelt garantiert.

23.1.2 Passagieren

Die in Kultur befindlichen Zdlen mul¥en je nach Proliferaionsate in regdmdigen
Abgtdnden mit frischem Medium versorgt und ausgedinnt werden. Das Ausdinnen der
Zdlen vaiierte je nach Zdltyp von 1.2 (H441) Uber 1.4 (U2-OS, H661) bis zu 1:8-1:10
(COS-7, Hek 293). Hierzu wurde das Medium aus der Kulturflasche abgesaugt und die
Zdlen mit PBS gewaschen. Nach Entfernen des PBS wurden die Zelen durch Inkubati-
on bei 37°C in 1,52 ml Trypan (Inkubationszeit stark abhdngig vom Zdltyp: H441 nur
ca. 30 Sekunden, U2-OS deutlich tber 2 min) unter mikroskopischer Uberwachung vom
Haschenboden gelost und danach die enzymatische Reektion durch Zugabe von Ku-
turmedium gehemmt. Je nach Hohe des Ausdinnungsfektors wurde ein Tel der Zelen
in die neuen Kulturflaschen, geftllt mit 20 ml Medium, Gberftirt.

2.3.1.3 Einfrieren und Lagerung

Zum Einfrieren wurden die Zdlen wie beim Passagieren vom Boden des Kulturgeféldes
abgd st und dann 5 min bei 1000 rpm abzentrifugiert. Das Zdlpellet wurde zu gleichen
Tealen in normdem Zdlkultur- (0.75 ml) und Einfriermedium (0,75 ml) resuspendiert.
Da sdbs hergeddltes Einfriermedium in der Regd ene hbhere Zytotoxizitét bestzt,
wurde ein Fertigprodukt (Cryoprotective Medium) verwendet. Um spétere  Schaden
durch Krigdlbildung zu vermeiden, war darauf zu achten, dald das resuspendierte Zell-
pelet glech in einer Glasampulle eingeschweild wurde und der Einfrierprozeld unmit-
telbar, aber langsam vor dch ging. Dazu wurden die Ampullen gut gemischt in enen
Einfrierstander in die Gasphase des flissgen Stickstoff gehéngt und am néchden Tag in
den Stickstoff versenkt. Auf diese Art und Weise sind die Zellen dauerhaft lagerbar.

Zur kurzfrisen Lagerung bis zu 2-3 Monaten wurden -80°C Gefriertrunen verwendet.
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2.3.2 Transiente Transfektion

Trandente Trandektion i ene generdle Bezeichnung fir das Verfahren zur vortber-
gehenden Einschleusung von Fremd-DNA in eukaryotische Zellen.

2321 Liposomen-ver mittelte Transfektion

Ein Vefaren zur trandenten Transfektion von Zelen ig die Verwendung von Liposo-
men. Durch Vorinkubation von DNA mit den Liposomen des ,Lipofectin Resgent*
(Gibco BRL), bilden sch DNA-Liposomen-Komplexe, die sch bei der Transfektion an
die Zdimembran anlagern und wahrscheinlich Uber Endozytose in die Zdlen aufge-
nommen werden. Diese Transfektionsmethode ist fur ein breites Spektrum von Zdlen
anwendbar, aber sollte in Bezug auf die Zdlinie, die Anzahl der enzusetzenden Zelen
und das Verhdtnis von DNA-Menge zur Lipofectin-Menge optimiert werden. Fir die in
diesr Arbeit verwendeten Zdlinien waren die Bedingungen in unserer Arbetsgruppe
schon optimiert worden (Jacobsen, 1996; Topp, 1997).

Zur Trandektion sollte die Konfluenz der Zdlen maxima 60% betragen. Dazu wurden
am Vortag 2,5 x 10° Zellen (NCI-H441 und U2-0S) in 6Loch-Platen fir den Lucifera-
se-Assay auggesit und in 2 ml Medium kultiviet. Am Tag der Trandfektion wurden in
Polystyrenrohrchen 5 pl Lipofectin-Reagenz und 100 pl serumreduziertes Medium (Op-
ti-MEM) gemischt und 30-45 min be RT inkubiert. Die DNAs wurden in 1,5 ml Resk-
tionsgefal3e pipettiet, wo bereits 100 pl Opti-MEM vorgdegt war. Beém Einsaz ver-
schiedener DNA Konzentrationen der zu untersuchenden Expressionskonstrukte, wurde
die zu trandizierende Gesamt-DNA Menge mit Leervektoren entsprechend des Promo-
tors (CMV) der Expressonskonstrukte und entsprechend der noch fehlenden Plasmid-
DNA Menge auf 1 pg aufgefillt. Die Konzentration der trandfizierten Reportergene
betrug 1 pg fur pGbElbLuc und 1,5 pg fir 8X3'GLI-BS Luc bzw. 8X3'MutGLI-BS
Luc. Zur Kontrolle der Trandfektionseffizienz wurden 20 ng des internen Reporters
pRL-TK engesetzt. Das Gemisch aus DNAs und serumreduziertem Medium wurde
zum Ansatiz mit enthaltenem Lipofectin pipettiert, gemischt und eneut 15 min be RT
inkubiert, wéahrend dessen sich die DNA-LiposomenKomplexe bilden konnen. Dieser
Gesamtansatz wurde dann mit 800 pl Opti-MEM versetzt und tropfenweise auf die mit
PBS und serumreduzietem Medium gewaschenen Zdlen gegeben und inkubiert. Die
Aufnahme der DNA findet in den ersten Stunden nach Transfektion dtatt, so dal3 zum
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Schutz der Zelen gegen den Stref3 des serumfreéen Mediums und der Toxizité des
Transfektionsreagenzes das Trandfektionsgemisch 5-6 h spéter gegen normdes Zdlku-
turmedium ausgetauscht wurde. 24 bzw. 48 h nach Transfektion konnte die Reporterge-
naktivitét detektiert werden.

2322 , Effectene” -ver mittelte Transfektion

Um die Trandektionseffizienz zu erhdhen und den Verbrauch der DNA Mengen zu
varingern, wurde das neu entwicketes Trandfektionsreagenz zur trangenten Transfek-
tion, Effectened Trandection Reagent (QIAGEN), eingesstzt. Da es zusammen mit
serumhaltigem Medium angewendet werden kann, verringert sich die Zytotoxizitét.

Das Prinzip dieses Reagenz’ beruht auf der Kondensation der zu trandfizierenden DNA
mit Hilfe eines Vedékes (Enhancers) unter definierten Pufferbedingungen (EC-
Puffer). Das zugefigte Effectene Reagenz assoziiet Sch mit der kondenserten DNA
und formt auf diese Weise spontan Mizdllen gleicher Grofle und Struktur. Die Konden
sation und Abdeckung der DNA in dem Effectene-DNA-Komplex, der direkt mit dem
Zdlkulturmedium gemischt werden kann, fihrt zu einer hohen und reproduzierbaren
Trandektionseffizienz.

Zum Zetpunkt der Trandfektion soliten die Zdlen zu 40-80% konfluent sein. Dazu
wurden am Vortag 1-2 x 10° Zellen (U2-OS, COS-7, NCI-H661) in je eine Kammer der
Lab-Tek Il Chamber dides fir Lokaisationsstudien und Immunhistologie, bzw. 1 x 10°
Zdlen (U2-OS, Hek 293, NCI-H661) in einer 75 cn? Kuturflasche fiir Zdlextrakte as-
gesit. Am Tag der Transfektion wurde die DNA (0,25-0,5 pg fur Lab-Tek 11 Kamnmern
und 2-3 pg for mittlere Kulturflaschen) mit EC-Puffer und Enhancer in @nem 15 ml
Reaktionsgefdld gemischt und 2-5 min be RT inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe der
entsprechenden Menge Effectene, es wurde erneut gemischt und 510 min ba RT inku-
biert. Nach Zugabe ene definieten Menge Zdlkulturmedium wurden die Ansdze
tropferwese auf die mit PBS gewaschenen und frischem Medium versetzten Zdlen
pipettiert und dann inkubiert. Es war kein Mediumwechsd nach Ablauf der eigentlichen
DNA-Aufnéhme durch die Zdlen eforderllich. Zelextraktprparation bzw. Immun
higochemie efolgte 24-48 h nach der Trandfektion. Die be diessem Trandfektions-
system eingesetzten Mengen sind in der nachfolgenden Tabelle 4 aufgefihrt.
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M ediumvo- | Mediumvo-
EC- lumen auf | lumen zum
Kulturfor- | DNA Enhan- | Effectene| dieZedlen | Reaktion-
Puffer
mat (1) (ul) cer (ul) () (1) san-
satz
()
Lab-Tek Il 0,25-0,5 80 2 4 1600 400
75 cnf Flasche
3 14 16 7000 3000
(fpc 18-1549)
75 cnt Flasche
(fpc 18-1100
2 400 » 15 7000 3000
und fpc 18-
828)
75 cnt Flasche
15 300 8 10 7000 3000
(fpc 18-667)
75 cnf Flasche
12 300 8 10 7000 3000
(fpc 18-396)

Tab.4: Transfektionsbedingungen beim Effectene System. EC-Puffer, Enhancer und Effectene sind

Bestandteile des verwendeten Transfektionssystems. Angaben zur Zusammensetzung sind dem

Handbuch von QIAGEN (Effectened Transfection Reagent Handbook) zu entnehmen.

2.3.3 Gewinnung von Zellextrakten

2331 Gewinnung von Gesamtzellextrakten

Die gesamten Proteine aus ener Zdlinie gewinnt man durch mechanischen Aufschluld
der Zdlen be gleichzatiger Hemmung der Proteolyse. Diese Methode wurde ange-
wandt, um endogenes ds auch nach trangenter Transfektion vorhandenes GLI3 Protein
zu gewinnen. Die Zdlen wurden dabe enmd mit PBS ba RT gewaschen. Alle folgern+
den Schritte wurden im Kuohlraum mit vorgekihitem Puffer durchgefiihrt. Zdlen von
mittleren  Kulturflaschen wurden mit Hilfe eines Zdlschabers in 500 pl RIPA Puffer,
versetzt mit einem Proteasen-Inhibitoren-Cocktall, geerntet und in en 15 ml Reskti-
ongefdld Uberfihrt. Durch mechanisches Scheren mit einer 21-Gauge Kanlle wurden
die Zdlen aufgeschlossen. Die Haschen wurden ermeut mit 500 pl RIPA Puffer gesplilt
und diese Zdlsuspenson mit der ersten Fraktion vereint und erneut geschert. Die Sus
penson wurde 60 min auf Eis inkubiert und anschlief?end 20 min mit 15.000x g be 4°C
zentrifugiert. Der gewonnene Uberstand war das Gesamtzellysat und wurde, als 50 und
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100 wl Aliquots aufgetellt, in fluissgem Stickstoff schockgefroren und bei —80°C gela
gert.

RIPA Puffer (nach Santa Cruz Biotechnology) PBS 1X
NP-40 1%
C24H3904Nak,0 (Wiv) 0,5%
(Natriumdesoxychol at)
SDS; 10% (Wiv) 0,1%

in 10 ml Puffer ene Proteasan
Inhibitoren- Cocktail Completed
Mini Tablette l6sen

Completed , Mini Proteasen Inhibitoren- Cocktall
(Roche, Mannheim)

RIPA Puffer nach Beachy (2000) Tris,pH 7,5 10mM
NaCl 150 mM
Triton X 100 (ViV) 1%
C24H3904N a0 (wiv) 1%
(Natriumdesoxycholat)
SDS; 10% (wiv) 0,1%

in 10 ml Puffer eine Proteasen-

Inhibitoren- Cocktail Completed ,
Mini Tablette 16sen

2.3.3.2 Gewinnung von Kernextrakten

Die Mikroprdparation von Kernextrakten wurde nach der Methode von Andrews und
Faller (1991) durchgefihrt. Diese Technik basert auf dem Schwellen der Zdlen in &i-
nem hypotonischen Puffer gefolgt von einer Sdzextraktion der Proteine aus dem Zel-
kern. Kernextrakte von GLI3 mRNA exprimierenden und trandent trandfizierten Zelen
wurden in Gdretardierungsexperimenten sowie in Western Blots eingesatzt.

Die verwendeten Zdlen wurden enma mit PBS bel RT gewaschen, danach wurden dle
weteren Schritte im Kuhlraum mit vorgekihlten Lésungen durchgefiihrt. Die in katem
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PBS mit Zdlschaber geernteten Zedlen wurden durch eine 10 Sekunden Zentrifugation
bel rpmmnax In ener Tischzentrifuge (13.000 rpm) peletiet und das Pelet in 400-600 pl
Puffer A aufgenommen und resuspendiert. Durch Inkubation auf Eis fur 10 min quollen
die Zdlen, so dald de durch anschlieffendes vortexen fir 10 Sekunden zum Platizen g
bracht werden konnten. Die Zdlkerne wurden durch eine erneute Zentrifugation fur 10
Sekunden mit 13.000 rpm pelletiert und der Uberstand verworfen. Nach Zugabe von 60-
80 ul Puffer C, Resuspenson des Pdlets und erneuter Inkubation fir 20 min auf Eis
wurden die Kernproteine ausgesdzen. Durch Zentrifugation fir 2 min bei 13.000 rpm
konnten die I6dichen Kernproteine im Uberstand von den Zelresten getrennt werden.
Die in flissgem Stickstoff schockgefrorenen Aliquots lagerten bis zur weteren Ver-
wendung bet —80°C.

Puffer A (hypotonisch) HEPES, pH 79 mitKOH 10mM
MgCl 1.5mM
KCI 10mM
DTT 0,5mM
PMSF 02mM

Puffer C (hypertonisch) HEPES, pH 7,9 mitKOH 20 mM
MgClh 15mM
NaCl 420 mM
EDTA 02mM
Glycerin (viv) 25%
DTT 0,5mM
PMSF 02mM

DTT (Dithiothreitol; Sgma) 154gin10ml 0,01 M
NaOAc pH 5,2

losen, deil filtrieren, diquotieren
und be —20°C lagern; erst kurz vor
Gebrauch zugeben
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PM SF (Phenylmethansulfonylfluoride; Sgma) 0,1 M Stocklosung (17,4 mg/ml) in
Isopropanol l6sen; erst kurz vor G
brauch zugeben

2.34 Messung der Aktivitat von Reporter genen

Zur Untersuchung der Aktivierungs- und Repressonsfahigkeit von Transkriptionsfakto-
ren verbindet man sogenannte Reportergene mit atifizidlen oder natUrlichen Bindungs-
ddlen des zu untersuchenden Transkriptionsfaktors. Ist das Transkriptionsfaktorprotein
in der Lage die spezifische Bindungssequenz zu erkennen und mit ihr zu interagieren,
wird die Transkriptionsrate des Reportergens beeinfluld. Reportergene kodieren fir En
zyme, deren Aktivitdt man leicht messen kann. Die Enzymeaktivitét, die von der gebilde-
ten Enzymmenge abhangt, |&% auf die Wirkung des zu untersuchenden Proteins schlie-
Ren.

234.1 Dual-L uciferase Reporter Assay

Diesr Methode liegt die Verwendung zweier Luciferase-Enzyme, die dch in ihrer Sub-
dratspezifitdt unterscheiden, zugrunde. Se ermoglicht die Andyse der experimentell
engesetzten und der Kontroll-DNA im gleichen Ansatz. Der ,experimentele’ Reporter
reflektiert den Effekt der spezifischen experimentdlen Bedingungen, wéhrend der ko-
trandizierte ,Kontroll“-Reporter eine interne Kontrolle der Transfektionseffizienz  dar-
ddlt. Be der Kotransfektion von Plasmiden mit sehr starken Promotordementen, die
ganz oder tellweise Uber gleiche Faktoren wirken, kann es zu Stérungen der Reporter-
genexpressonen kommen. Um diee ,trans'-Effekte zu vermeden, szt man den
» Kontroll“-Reporter in wesentlich geringerer Konzentration (1/50 bis 1/100) wie den
~exparimentdlen* Reporter en und verwendet gleichzeitig en Kontrollkonstrukt mit
schwachem Promotor. Der in diessr Arbeit verwendete ,, Kontroll“-Reporter enthidt die
Thymidinkinase Promotor Region des Herpes simplex Virus.

Die Luciferase der Firefly (Photinus pyralis, experimenteller Reporter) und die der Re-
nilla reniformis (Kontroll-Reporter) snd unterschiedlichen evolutiondren  Ursprungs
und haben aufgrund ihrer unterschiedlichen Enzymdrukturen auch  unterschiedliche
Subdgrate. Das Luciferin-Enzym kadyset ene ATP-abhdngige oxidative Decarboxy-
lieung von Lucfein unter Freisstizung von Lichtenergie ener Wedlenldnge von 562
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nm. Die Lumineszenz-Reaktion, die durch Renilla-Luciferase kataysert wird, findet
durch oxidative Decarboxylierung von Codenterazin unter Freisstzung von Lichtener-
gie datt. Diese entsorechenden Biolumineszenz-Resktionen lassen sch  unterscheiden,
wenn man nach Messung der Firefly-Luciferase Aktivitdé diese hemmt und durch
glechzetige Renilla-Subdtraizugabe erneut Licht durch die Renilla-Luciferase Aktivitét
freigesetzt wird.

Die in diesem Asssy gelesteten Zdlen wurden trandent trandfiziet (Sehe Abschnitt
2.3.2.1) und nach einer Inkubation von 24-48 h geerntet. Die zweima mit PBS gewa
schenen Zelen wurden mit 500 pl passvem Lysspuffer 10 min ba RT auf @nem Rota-
tor lysert. Die Zelen l6sten sich dirch den Puffer von den Kulturschaden ab, so dal3 die
Suspenson in 1,5 ml Resktionggefdl}e Uberflhrt werden konnte. Zdltrimmer wurden
durch eine Zentrifugation von 30 Sekunden bei 14.000 rpm abgetrennt und der Uber-
dand in frische Gefd3e Uberfhrt und kurdrigig ba 4°C gelagert. Die fur die Messun
gen notigen Subdtrate wurden frisch, nach Angaben des Herstdlers angesetzt, und bel
Raumtemperatur verwendet. Von dem klaren Lyssiberstand wurden je 20 pl in die
Mel¥ohrchen (Polystyrol, A 12 mm, 75 mm Hohe, Sarstedt) Uberfuhrt, welche bis zum
Einsetzen in das Luminometer auf Eis gdagert wurden. Die fur die Messung erforderli-
chen Eingdlungen am Ged waren berets vorhanden (zB. Eingdlung der Mel¥zeit,
des Md¥dtintervals, des Volumens der Injektorpumpe), so dald vor Beginn der Mes-
sungen nur das Injektorsystem mit ddH,O in 6 Waschzyklen gespiilt werden mufde. Vor
Messung der ersten Probe wurde das Substrat in 8 Waschrohrchen injiziert, um das
Wasser aus dem Pipettiersysem zu entfernen, dann efolgte die erste Probenmessung.
Die Chemilumineszenz wurde durch automatische Injektion von 100 ul Subgrat pro
Probe gemessen und der Mef3wert in RLUs (Relative Light Units) angegeben. Nullef-
fektmessungen erwiesen sch nach den ersten Versuchen as so gering, dal3 sSe be der
spdteren Auswertung vernachléssgt werden konnten. Nach der Messung der Firefly-
Luciferase wurde das Injektorsystem wieder mit 6 Waschzyklen ddH,O gespiilt. Das
zweite injiziete Reagenz ,Stop and Glo* enthdit neben dem Subsrat Codenterazin
auch noch e@ne Hemmsubganz fur die Firefly-Chemilumineszenz der erden Messung.
Die Proben wurden wieder mit den 8 Waschrohrchen voran in Mel3position gebracht, so
dald die Renilla-Luciferase Messung in den gleichen Rohrchen erfolgen konnte. Das
»top and Glo" Reagenz ig in nicht behanddten Kungstoffgefdien ingtabil und wurde
daher in dliconiserten Polypropylen oder Glasgeféd3en angesetzt werden.
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Da es von entscheidender Bedeutung igt, das ,Stop and Glo* Reagenz wieder vollstan
dig aus dem Sysem zu entfernen, mul¥e eine besondere Reinigung durchgefihrt wer-
den, denn schon geingde Resde des Reagenz hemmen die Luciferase
Aktivitdtsmessung der nachfolgenden Experimente. Nach 6 Waschzyklen mit ddH,O
wurde der Injektor mit einer frisch angesetzten Lésung aus 1,8 ml Methanol und 1,8 ml
1,05% Natriumhypochlorid gereinigt. Diese Lésung wurde Uber Nacht im Injektionssys-
tem belassen und am folgenden Tag durch 6 Waschzyklen mit ddH,O entfernt.

2.4 Proteinbiochemische M ethoden

2.4.1 Auftrennung von Proteinen durch SDS-PAGE (SDS-
Polyacrylamid-Gelelektr ophor ese)

Proteine enes Proteingemisches konnen in ener  diskontinuierlichen, denaturierenden
Polyacrylamid-Geldektrophorese  entsprechend  ihrem  Molekulargewicht  aufgetrennt
werden (Laemmli, 1970). Die Proteingde bestehen aus zwe Telen, dem oberen Sam-
melgd, das ewa en Drittd der Gegrofe ennimmt, und dem unteren Trenngd. Die
lonenverhdtnisse der beiden Telle unterscheiden sich so, dald die Proteine im Sammel-
gd konzentriert werden und dann dle gleichzatig in das hther vernetzte Trenngd ein
treten konnen. Damit zwischen Sammd- und Trenngd ene schafe Trennlinie entstenht,
wurde das Trenngel nach dem Gief3en mit n-Butanol Uberschichtet. Nach Abschluf der
Polymerisation wurde die Uberschichtung entfernt, das Sammelgd auf das Trenngd
gegosen und der Kamm |uftblasenfrel eingesteckt. Je nach Anwendungszweck koénnen
verschiedene Vernetzungsgrade, Dicken und Grolien der Gele gewahlt werden.

Be der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese werden Proteine in Gegenwart von SDS
(Natriumlaurylsulfat) elektrophoretisch aufgetrennt. Das SDS  denaturiert die Proteine
vollgéndig und lagert sch in kongantem Gewichtsverhditnis an se an, so dald deren
Eigenladungen Uberlagert werden. Die Protene bewegen dch daher in Abhangigkeit
ihres Molekulargewichtes in Richtung Anode. In enem definieten Grolenbereich der
Proteine, abhangig von den Gedbedingungen, ist die Laufdtrecke eines Proteins umge-
kehrt proportiond zum Logarithmus seines Molekulargewichtes und kann Uber den
Vergleich der Molekulargewichte bekannter Proteine bestimmt werden  (Laemmli,
1970).
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Die andytische Auftrennung der in E. coli exprimierten eukaryontischen Proteine bzw.
eukaryotische Proteinextrakte fand mit Trenngelen von 12%, 6% oder 5% Polyacryla
mid dett, die mit 5%igen oder 4%igen Sammelgelen Uberschichtet waren. Die Aliquots
der bekteridlen Proteininduktion wurden Uber ihre OD quantifiziert, mit der entsore-
chenden Menge 2x Probenpuffer versetzt und je 10 pl (entspricht einer OD von 0,25)
auf Minigde (Schichtdicke 0,75 mm) aufgetragen. Die nach Bradford (sehe 2.4.3)
quantifizieten Proteine der eukaryontischen Zelextrakte wurden mit 3x Probenpuffer
versetzt aufgekocht und eine Menge von 100-150 pg auf Gele mit einer Schichtdicke
von 15 mm aufgetragen. Durch das Aufkochen werden die Proteine denaturiert, die
Disulfidoriicken durch Reduktion mit b-Mercaptoethanol gespaten und von einer SDS-
Mizelle umhillt. Der Einlauf der Proteine ins Sammelgd fand bei 20 mA und max. 150
V datt, die dektrophoretische Auftrennung wurde mit 40 mA und max. 150 V durchge-
fuhrt. Zur Bestimmung der Grole der aufgetrennten Proteine wurde je eine Spur mit
~Markl2d Wide Range Protein Standard® (Novex) oder mit ,Rainbow Recombinant
protein molecular weight marker” (Amersham) beaden. Anschlief3end wurden die Pro-
teine entweder Coomassie-Blau geférbt, oder auf Nitrozelulose trandferiert.

Polyacrylamid-Trenngel 12% 40% AcrylamidBisacryl- 15 ml
amid (29:1)
15M Tris-HCI, pH 8,8 125 ml
10% SDS (wiv) 05ml

ad 49,5 ml ddH,O

Fir diese und die folgenden Gde
wurde die Polymerisation vor dem
Giellen durch Zugabe der folgenden
Komponenten gestartet:

10% APS (W) 10 pl/ml Gl
TEMED 04 p/ml Gd
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Polyacrylamid-Trenngel 6% / 5% AcrylamidBisacryl- 1,5 ml/1,25 ml
amid (40%, 29:1)
TrissHCl; 1,5 M, pH8,8 2,5 ml
SDS; 10% (wiv) 01 ml
ddH.O 5,9 ml/6,15 mi
APS; 10% (wiv) 10 pl/ml Gel
TEMED 0,8 p/ml Gd
Polyacrylamid-Sammelgd 5% Acrylamd:Bisacrylamid 25ml
(40%; 29:1)
TrissHCl; 1 M, pH 6,8 25ml
SDS; 10% (wiv) 02ml
ad 19,7 ml ddH,O
APS; 10% (w/v) 10 pl/ml G4
TEMED 1 pl/ml G4
Polyacrylamid- Sammelgd 4% Acrylamd:Bisacrylamid 05ml
(40%; 29:1)
TrissHCl; 1 M, pH 6,8 0,625 ml
SDS; 10% (w/v) 0,05 ml
ddH,O 36ml
APS; 10% (wiv) 10 pl/ml G4l
TEMED 1 pl/ml G4
3x SDS- Probenpuffer Bromphenolblau 0,02%
SDS 4%
Glycerin 20 %
Tris-HCI, pH 6,8 100 mM
b-Mercaptoethanol 7,5%
5X PAGE-Puffer Tris 0,125 M
Glyzin 1,25M
pH 8,3 eingtellen
SDS 0,5% (W/V)



2. M aterialien und Methoden 73

2.4.2 Féarbung von Proteinen in SDS-Gelen mit Coomassie-Blau

Nach der Auftrennung von Proteinen durch SDS-PAGE wurde das Sammelgd entfernt
und das Trenngd 1 h bei RT unter Schwenken in einem 1:1 Gemisch der Farbel6sungen
1 und 2 geférbt. Anschliel?end wurde das Gel be RT 0 lange entfarbt, bis sch die Pro-
teinbanden deutlich vom Hintergrund abhoben. Dieser Vorgang dauerte mehrere Stune
den, wobe die Entfabddsung en- bis zweimd gewechsdt wurde. Danach konnte das
Gd Uber Nacht in enem Gdtrocknungsrahmen (Roth) zwischen Zdlophanfolie (Larve
Cellophane, Novex) getrocknet werden.

Farbelosung 1 ServaBlauR 249
in 96% Ethanol gelost

Farbel6sung 2 Eisessig (100%) 200 ml
auf 11 H,O

Entfarbel 6sung Ethanol 96% 300 ml
Eisessig (100%) 100 ml
auf 11 H,O

Aufbewahrungd 6sung Eisessg (100%) 7sml
Ethanol 96% 50ml
Glyzein 20 ml

ad 11 mit H,O aufflillen

2.4.3 Konzentrationsbestimmung von Proteinen nach Bradford

und Lowry

Das Absorptionsmaximum des Farbstoffes Coomasse Brilliant Blau G-250 wird durch
Bindung an Proteine in saurer Lésung von 465 auf 595 nm verschoben (Bradford). Bel
dieser Methode wurde eine Probe der Proteine (1-5 [l) mit Wasser auf 800 ul verdinnt,
mit /5 Volumen (200 pl) Farbsioffkonzentrat versetzt und 5-10 min inkubiet (Bio-Rad
Protein Assay). Mit Hilfe eines Spektraphotometers wurde die Bestimmung der Ab-

sorption ba | = 595 nm vorgenommen. Zur Ergdlung einer Eichkurve wurden mehrere
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Konzentrationen von BSA zwischen 1 pg/ml und 10 pg/ml gemessen. Ein Vergleich der
Absorption der Proben mit der Eichkurve ergab die Probenkonzentration.

Da Puffer C der Kernextraktpraparation eine Konzentration an Detergenzien erthdt, die
mit der Proteinmessung nach Bradford interferieren, wurde fir diese Proben die Prote-
inmessung nach Lowry durchgefiint (Bio-Rad DC Protein Assay). Es handdt sich da
be ebenfdls um ene colorimetriscche Methode, die be ener Welenldnge von | = 750
nm ausgewertet wird. 1-5 pl ene Protenprobe wurden auf ein Gesamtvolumen von
200 pl mit ad. verdinnt, 100 pl Reagenz A” und 800 ul Reagenz B zugegeben, 15 min
inkubiert und dann gemessen. Die Auswertung erfolgte wie bel der Bradford-Methode
Uber eine Eichgerade.

2.4.4 Expression eukaryotischer Genein E.coli

In dieser Arbeit wurden rekombinante GLI3 Peptide unterschiedlicher Regionen (N-
Teaminus und C-Teminus fir die Immuniserung, GLI3-Zinkfinger Peptide fir Gdre-
tardierungsassays) exprimiert.  Als Expressionsvektoren wurden dabei pQE-9 (QIA-
GEN), das pRSET-System (Invitrogen) und das pET-System (Invitrogen) verwendet.

Be pET und pRSET wird die Expresson eukaryotischer Gene in E.coli mit Hilfe des
T7-RNA-Polymerase/Promotor-Systems  (Studier und  Moffat, 1986; Studier et 4.,
1990) durchgefuhrt. Diesss System bietet gegentber bakteridlen Promotoren folgende
Vortele Auf der enen Sdte initiiet die T7 RNA Polymerase hoch sdektiv nur am
Bakteriophagen T7 f 10-Promotor. Auf der anderen Seite bestzt die T7 RNA Polymera-
s dne Transkriptionseffizienz, die die der bakteridlen Polymerasen um en Vidfaches
Ubertrifft. Die genetische Information zur Synthese der T7 RNA Polymerase i gabil in
das Genom des verwendeten Bakteriensamms (E.coli BL21(DE3)pLysS) integriert.
Dieser Stamm enthdt ein Bakteriophagen | DES3 Lysogen und eine Kopie des T7 RNA
Polymerasegens unter der Kontrolle eines lac-Promotors, wodurch die Expresson der
T7 RNA Polymerase und somit des eukaryotischen Gens durch IPTG induziert werden
kann. Um auch potentidl toxische Proteine zu exprimieren, wird die basde Aktivité
der T7 RNA Polymerase durch Bindung an das T7-Lysozym inhibiert (Moffatt und
Studier, 1987). Das T7 Lysozymgen sowie eine Chloramphenicolresstenz and auf e-
nem Plasmid kodiert.

BL21 (DE3)pLysS wurde mit pET- und pRSET-Trandationsvektoren transformiert
(22.8.2). Mit etwa 10 frischen Klonen wurden jeweils 10 ml LB-Medium mit 50 pg/mi
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Ampicillin und 25 pg/ml Chloramphenicol bempft und be 37°C geschitttdt, bis zur
leichten Eintribung der Kultur. Je 5 ml wurde zum Animpfen von 500 ml LB-Medium
eingesetzt. Diese Kultur wurde bei 250 rpm und 37°C bis zu ener ODggo = 0,45-0,6
geschitttelt. FUr die Induktion wurde das Medium auf 04 mM IPTG eingestdlt und die
Inkubation 2-3 h fortgesetzt. Wahrend der Expressonsphase wurde jede Stunde ein Ali-
quot entnommen, um die Proteininduktion mit ener SDS-PAGE Uberprifen zu konnen.
Nach 3 h die Zdlen 20 min be 4°C und 3500 rpm in einer Sorval Kihlzentrifuge pelle-
tiet, der Uberstand verworfen und des Pdlet in 0,25 Kulturvolumen katem 50 mM
TrissHCI pH 80; 2 mM EDTA resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation, wie oben
bereits angegeben, wurde der Waschiiberstand verworfen und die Zelen ds Pellet be —
80°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

2.4.5 I solierung und Reinigung von EinschlulRkor per chen nach
Nagai et al., 1985

Die durch die Expressonsvektoren pET und pRSET in E.coli exprimierten rekombinan-
ten Proteine wurden in Einschlulkoérperchen abgdagert und nach einer abgewanddten
Methode von Naga et al., 1985 isoliert. Dabe wurden die nach Induktion abzentrifu-
gierten Bakterien ener 500 ml Kultur in 20 ml Resuspensongpuffer aufgenommen, eine
Spatepitze Lysozym zugegeben und 30 min auf Eis inkubiert. Die freigewordene ge-
nomische DNA erhoht die Viskosté der Losung und wurde durch Zugabe von 500 g
DNasdl in Anwesenheit von 10 mM MgCh und 1 mM MnCh 30 bis 60 min bel RT ver-
daut. Der Bakterienextrakt wurde anschlieffend mehrmas in flissgem  Stickgtoff
schockgefroren und wieder aufgetaut, um dann in ener Sorvdl Tischzentrifuge fur 30
min bei 3500 rpm zentrifugiert zu werden. Vom Uberstand wurde ein Aliquot abge-
nommen, um zu testen, ob die exprimierten Proteine eventudl 16dich snd und dch in
der flissgen Phase befinden. Das nach Zentrifugation erhdtene Pdlet wurde mindes-
tens finfmd mit Waschlésung 1 und ungefdhr zehn- bis zwanzigmd mit Waschldsung
2 gewaschen. Die in diesen Loésungen enthatenen Detergenzien |6sten die Membranbe-
gsandteile des Pellets, so dal3 am Ende die gereinigten Einschluf¥orperchen Ubrig blie-
ben. Auch von den Uberstdnden einiger Waschschritte wurden Proben fir eine Protein-
ge-Andyse entnommen. Nach dem letzten Waschschritt mit Lésung 2 wurden die Eine
schlulkorperchen enma mit PBS gewaschen, in PBS aufgenommen und be —20°C

eingefroren. Die Proteine aus den zu analyserenden Uberstanden sowie eine Probe der
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gereinigten Einschlulkorperchen wurden in - SDS-Probenpuffer  aufgenommen und  auf
enem Proteingd aufgetrennt.

Zur Besimmung des Proteingehdtes der in PBS vorliegenden Einschlulkorperchen
wurden 5-10 pl der gut gemischten Suspenson abgenommen, mit 5-10 yl 6 M Guani-
dinhydrochlorid verseizt und die Konzentration der nun gelosten Proteine nach Brad-
ford bestimmt. Die so aufgereinigten Einschlulkorperchen konnten ohne weitere Be-
handlung zur Immunisierung von Kaninchen verwendet werden.

Resuspensonspuffer Tris-HCI, pH 8,0 50 mM
Saccharose (W/v) 25%
EDTA, pH 8,0 1mM
Waschlésung 1 NaCl 200 mM
Co4H3904NaH,0 (W/V) 1%
(Natriumdesoxychol at)
NP-40 (V/v) 1,6%
Tris-HCl, pH 7,5 20mM
EDTA, pH 8,0 2mM
Waschldsung 2 Triton X 100 (v/v) 0,5%
EDTA, pH 8,0 1mM
2.4.6 I solierung und Reinigung von Einschlul3k6r per chen nach

Kadonaga et al., 1987

Die nach Beendigung der Induktion prézipitierten Zdlen wurden in 1 ml Puffer A re-
sugpendiert. Nach Zugabe von 25 pl Lysozymlosung (Img/ml Puffer A) wurde die Sis-
penson 1 h ba 4°C inkubiert. Einschlulkorperchen wurden durch Mischen mit 1 ml
Denaturierungspuffer fir eine Stunde bei 4°C in Lésung gebracht. Nach ener Ultra-
zentrifugation in der Ultrazentrifuge Sorvdl OTD65B mit dem TST 604 Rotor (Du
Pont) bei 4°C und 38.000 rpm fir 1 h, wurde der Uberstand gegen 0,5 | 1 M Harngtoff
in Pufer B 90 min ba 4°C didydet. Die Didyse wurde Uber Nacht in 1,5 | Puffer B
fortgesetzt. Die Extrakte wurden 5 min bei 4°C und 13.000 rpm in einer Tischzentrifuge
Eppendorf 5417 C zentrifugiert und der Uberstand in Aliquots bei —80°C gelagert.
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Puffer A Tris-HCI, pH 7,7 40 mM
Saccharose (W/v) 25%
EDTA 02mM
N &S, 05 (Sodiumdisulfit) 1mM
DTT 1 mM
PMSF 1 mM

Denaurierungspuffer CH4N20 (Harngtoff) 10M
in Puffer A gdost

Puffer B Tris-HCI, pH 7,7 20mM
KCI 50 mM
MgCh 10mM
EDTA 1 mM
ZNnS0Oy 10 uM
Glyzerin (VIV) 20%
NaS;05 (Sodiumdisulfit) 1mM
DTT 1 mM
PMSF 0,2 mM

PMSF Stocklésung 0,2 M, (frisch in Isopropanol geldst)

Dialyseschlauch, Spectra/ PorO Membrane, MWCO: 10.000 (Roth)

2.4.7 Proteintransfer auf Nitrozellulose (Western Blot, , Se-
midry-Verfahren*, Teil 1)

Die in ena SDS-PAGE (24.1) aufgetrennten Proteine wurden Uber Elektroblot in ener
Horizontalkammer auf Nitrozellulose trandferiert.

Nach Beendigung des Gelaufes, d.h. wenn der Blaumarker des Probenpuffers gerade
aus dem Gd gdaufen war, wurde das Sammelgd mit einem Skadpdl vom Trenngd
getrennt und das Trenngd nach Markierung der Georientierung fir 45 min in vorge-
kihltem (4°C) Tranderpuffer &guilibriert. Whatman 3MM-Peapier und ene Nitrozdlu-

losemembran (Schleicher & Schiill) wurden exakt auf Grol3e des inkubierenden Trem
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ges zugechnitten und ebenfdls im Trandferpuffer inkubiert. Der Proteintransfer wurde
mit einer Elektroblotapparatur Biometra Fast Blot B33 durchgefiihrt und wie folgt vor-
bereitet: Auf die untere Anodenplaite wurden 5 Schichten in Transferpuffer getrénkte
Whatman-Pepiere aufgelegt und Iuftblasenfre mit der  Nitrozdlulosemembran, dem
Polyacrylamidgel und 5 weiteren lagen Whatman-Papier Uberschichtet. Nach Auflegen
der oberen Kathodenplatte wurde das Ged fur 90-120 min bei einer Stromstérke von 0,8
mA/cn? Membranflache geblottet. Der erfolgreiche und vollstandige Transfer der Prote-
ine wurde Uber die Anwesenheit der farbigen Banden des Rainbowmarkers auf der
Membran, oder ener anschlie¥enden Coomassie-Férbung des geblotteten Gels Uber-
pruft. Nach Beendigung des Transfers und Spllen der Membran in ddH,O, konnte sie
gleich weter verwendet werden, oder luftgetrocknet, zwischen Whatman-Papier im
Kihlschrank bis zur Verwendung (max. 3 Monate) aufgehoben werden.

Trandferpuffer Glyzin 39mM
Tris 48 mM
SDS (W) 0,04%
Methanol (V/v) 20%
2.4.8 Gelr etardierungsexperimente

Die Bindung von bakteridl exprimierten Protenen an DNA Sequenzen wurde durch
Elektrophorese von Protein-DNA-Komplexen untersucht. Fir diesen Zweck wurden
radioaktiv endmarkierte Oligonukleotide in Anwesenheit von unspezifischer Konmpeti-
tor-DNA mit Extrekt inkubiert und die Inkubationsprodukte anschlieffend auf nativen
Polyacrylamidgelen niedriger lonenstérke aufgetrennt (Fried und Crothers, 1981; Gar-
ner und Revzin, 1981). Von Proteinen gebundene DNA wandert langsamer im Gd ds
die freie DNA und erscheint ds eine Bande, deren Wanderungsgeschwindigkeit durch
die Grolee, Ladung und Struktur des DNA-Protein Komplexes bestimmt wird. Die Bir-
dungsspezifitt wird durch Kompetition der Komplexbildung mit einem UberschuR an
nicht markiertem Oligonukleotid, oder unspezifischen DNA-Fragmenten as Vergleich,
Uberprift.
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24.8.1 Hybridiserung und Markierung der Oligonukleotide

Oligonukleotide mit spezifisccher GLI-Konsensus- oder einer  unspezifischen  Sequenz
(9ehe Tab. 3b, Abschnitt 2.1.6) wurden zu Doppddtrangen hybridisert. Dabel wurden
je 50 pg forward (for) und reverse (rev) Oligonukleotid mit NaCl in ener Endkonzert-
ration von 33 mM und einen Volumen von 30 pl (mit TE aufgefdllt) 5 min auf 90°C in
enem Wasserbad erhitzt. Diesr Ansatz sollte dann langsam Uber einen Zeatraum von
ca 2 h bis auf 4°C abkihlen, wobel die komplementdren DNA-Strénge zu einem Dop-
pelstrang hybridiseren. Diese Proben wurden dann, wie in 2.25.2 und 2.2.6.2 beschrie-
ben, aufgetrennt und aufgereinigt. Die gewonnenen, doppelstrangigen Oligonukleotide
konnten 3'markiert werden, indem 50 ng DNA in einem Gesamtvolumen von 50 pl mit
5 pl 10x BamHI-Redriktionspuffer (Roche Diagnogtics), 125 ul Nukleotidmix (Aa-
Mix, Gibco BRL), 1 pl Klenow-Fragment (1U/ul) und 3 pl [a-32P] dCTP inkubiert
wurde. Nach 20 min bei RT wurde die Reaktion durch 10 min Erhitzen auf 75°C -
soppt und die markierten Doppelstrang-Oligonukleotide Uber ene Nick-Saule nach
Angaben des Hergtdlers von den freien Nukleotiden getrennt. Die spezifische Markie-
rung der Doppestrange wurde Uber Messung der Cherenkow-Counts enes 1 pl, 3 pl
und en 5 pl Aliquotsin einem Szintillationszéhlers quantifiziert.

Az-Nukleotidmix (50 mM dATP, dGTP, dTTP; Gibco BRL)
[a-32P] dCTP (3000 Ci/mmol; Amersham Pharmacia)
2.4.8.2 Bindungsreaktion und Detektion der Protein-DNA-Komplexe

Proteinextrakte (0,15-20 pg; je nach Quelle) wurden mit dem Bindungspuffer unter Zu-
gabe von 10 pg BSA und 1 pg Sdmon Testess DNA 10 min auf Eis vorinkubiert. Nach
Zugabe von spezifischem (Oligonukleotid mit GLI-Bindungssequenz  unmarkiert) oder
unspezifischem  (Oligonukleotid mit  unspezifischer  Sequenz  unmarkiert)  Kompetitor
und einer weteren Inkubation fir 10 min auf Eis, wurden 20.000 cpm des spezifischen
Oligonukleotids (ca. 0,5 ng) zur Bindungsresktion gegeben, die damit ein Gesamtvo-
lumen von 20 pl erechte. Nach 10 mindtiger Inkubation konnte der gesamte Reskti-
onsansatz auf das Ge aufgetragen werden. Bel Einsatz von Antiseren zur Identifikation
der Proteine, konnte nach erneuter Zugabe von 2 pl Antikérperlésung und ener Inkuba
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tion von 10 min auf Eis der Gesamtansatz geldektrophoretisch aufgetrennt werden. Die
Proben wurden dabe auf en natives 6% iges Polyacrylamidgd (Verhdtnis Acryla
mid:Bisacrylamid 75:1) niedriger lonengtérke (0,5x TBE) nach einem Vorlauf aufgetra
gen und mit 100 Volt fir ca 253 h aufgetrennt. Nach Ablauf der Elektrophorese wur-
de das Gd auf 3 Schichten Whatman-Papier trandferiert, mit Saranfolie abgedeckt und
auf enem Gdtrockner unter Vakuum ca. 1 h getrocknet. Die markierten Protein-DNA-
Komplexe bzw. die freien, markierten Oligonukleotide wurden durch Expostion eines

Roéntgenfilms sichtbar gemacht.

Polyacrylamidgd; 6%, 75:1, nativ

Bindungspuffer (BSB-); 5X

BSA, 100x (10 mg/ml; MBI Fermentas)

Samon Testes DNA (9,9 mg/ml; Sgma)

anti-N-GLI3 (Serum 711, diese Arbeit)

30% Acrylamid:Bisacrylamid 4 ml

(37,5:2)

Acrylamid (rein) 4ml
5X TBE 4mi
ddH.O 27,6 ml

Die Polymerisstion des Gels wurde
vor dem Gielen durch Zugabe fol-

gender Komponenten gestartet:

10% APS (w/v) 300l
TEMED Au
HEPES; pH 7,5 50 mM
DTT 5mM
EDTA 05mM
Glyzerin (V) 42,5%
ZnS0Oy 5SuM
MgCl, 31,25 mM
NP-40 (VIv) 0,25%
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anti-C-GLI13 (Serum 071 oder 072, diese Arbeit)

Verpackungsfolie, Saran (Dow)
2.5 | mmunologische M ethoden

2.5.1 Herstellung polyklonaler Antiseren

In diessr Arbet wurden flir die Gewinnung polyklonder Antissren gegen den
Transkriptionsfektor GLI13  bakteridl exprimierte  Proteindoménen des Transkriptions-
faktors verwendet, die in Einschlukérperchen abgelagert waren und ads solche nach
Aufranigung fir die Immuniserung in Kaninchen injiziert wurden.

Die exprimierten Proteinbereiche, die verwendeten Vektoren und die Klonierungsstra-
tegie Snd in Tab. 2 der Expressonsplasmide (Abschnitt 2.1.5) zusammengefald. Ex-
presson und Reinigung der Proteine snd in den Kapitedn 24.4 und 245 (Abschnitt
2.4) audthrlich beschriegben. Die Immuniderung der Kaninchen und die Serumgewin
nung wurde von der Firma EUROGENTEC, Seraing/Belgien durchgefihrt.

2.5.2 Aufreiningung der 1gG-Antikdrper aus Kaninchenserum

mit Hilfe von Protein-A-Sephar ose

Protein A Sepharose bhindet die Fc-Region von Immunglobulinen vor dlem der IgG-
Klase und ig daher en gutes Hilfamittd, um diese Immunglobuline aus Antiseren an
zureichern und entsprechend aufzureinigen. Fir die Reinigung von 2 ml Serum wurden
500 mg Protein A Sepharose in 10 ml Wasser gegeben und 15 min bel RT inkubiert.
Dann wurde ene 10 ml Kungdoffsiule (BIO RAD) mit dem gequollenen Gedmaterid
luftblasenfrel beladen und mit 10 Sdulenvolumen (ca 20 ml) 100 mM Tris-HCI, pH 8,0
aquilibriert. Das Endvolumen der kompakten Gelmeatrix betrug ungefdhr 2 ml. Das zu
renigende Serum (2 ml) wurde mit 220 pl 1 M Tris-HCI, pH 8,0 versetzt, so dal3 die
Endkonzentration an Tris 100 mM betrug, und auf die Saule aufgetragen. Der Durchlauf
der Saule wurde aufgefangen und erneut Uber die Siule aufgereinigt. Nachdem dieser
Vorgang drema wiederholt war, wurde die Sule nacheinander mit 10 Saulenvolumen
Waschpuffer 1 und 10 Saulenvolumen Waschpuffer 2 gewaschen. Die an die Protein A
Sepharose gebundenen Antikérper wurden mit 5 ml 100 mM  Glycin, pH 3,0 und 0,02%
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Natriumazid duiert und in zehn 500 pl Fraktionen gesammet. Die Eluate mulden we-
gen des extremen pH-Wertes des Elutionspuffers sofort neutrdisert werden und wurden
deshdb in 1,5 ml Resktionsgefd3en mit vorgelegten 50 wl 1 M TrissHCI, pH 8,0 aufge-
fangen. Dann wurden die Proteinkonzentrationen der Elutionsfraktionen mit der Metho-
de nach Bradford (24.3) besimmt und die Eluste mit den hochsten Konzentrationen
(meist Probe 5 und 6) vereinigt. Lag die Proteinkonzentration der verenigten Eluae
zusammen unter 1 mg/ml, s0 wurde zur Stabiliserung 1% BSA zugegeben. Die 0 ge-
reinigten Antikorper wurden durch die Zugabe von 0,1% Natriumazid vor bakterieller
Zersetzung geschiitzt und konnten bel 4°C fiir [angere Zeit gelagert werden.

Die Protein A Sepharose-Saule wurde regeneriert, indem nach der eigentlichen Elution
zusdtizlich 3 SAdlenvolumen Elutionspuffer und 3 Saulenvolumen  Bindungspuffer, ver-
setzt mit 0,1% Natriumazid, Uber die Séule liefen. Danach konnte se gut verschlossen
bel 4°C bis zu weteren Aufreinigungen gelagert werden.

Aquilibrierungspuffer Tris-HCI; pH 8,0 100 mM
Waschpuffer 1/ Bindungspuffer Tris-HCI; pH 8,0 100 mM
Waschpuffer 2 Tris-HCI; pH 8,0 10 mM
Elutionspuffer Glyzin; pH 3,0 100 mM
N3Na (w/v) 0,02%
Neutrdiserungspuffer Tris-HCI; pH 8,0 1M
2.5.3 Immundetektion von Proteinen (Western Blot, Tell 2)

Be dieser Methode werden Antiseren auf ein dekirophoretisch getrenntes und auf Nit-
rozdlulose trandferiertes Proteingemisch gegeben und die Bindung an das Antigen er-
maoglicht. Nach Zugabe eines zweten AntikOrpers, der Fc-Fragmente von Antikorpern
der 1gG-Klasse erkennt, oxidiert das an diesen Antikorper gekoppelte Enzym Peroxida
se en Subdrat, welches dann bel der chemischen Umwandlung Licht aussendet, wel-
ches Uber Schwarzung eines Rontgenfilms nachgewiesen werden kann.
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Die nach dem Wesern Blot gewonnene Nitrozellulosemembran (Abschnitt 2.4.7) wurde
vor der Immundetektion Uber Nacht be 4°C, oder mindestens 1 h be RT in "Blocking'-
Puffer inkubiert, um unspezifische Bindungen von Antikorpern an die Membran zu ver-
hindern. Danach wurde die Membran eénma 15 min und darauffolgend dreimd 5 min
in enem grol¥zigigen Volumen PBS-Tween gewaschen. Anschliel3end wurde der prote-
ingoezifische Primé&antikdrper in PBS-Tween mit BSA verdinnt und die Membran 1-2
h ba RT unter Schitten in diessm Gemisch inkubiet. Zum Entfernen unspezifisch
gebundener Antikorper wurde erneut, wie oben angegeben, gewaschen. Zur Detektion
des ergen Antikorpers wurde die Membran in eéinem Gemisch aus konjugatgekoppeltem
Zweitantikorper mit PBS-Tween und BSA fir ca 1 h inkubiert und danach erneut g
waschen, wobel die einzelnen Waschschritte jewells 15 min dauerten. Die so behandelte
Membran war fir eine Detektion der spezifischen Antikérperbindung Uber eine Chemi-
lumineszenzregktion bereit. Der Nachweis efolgte Uber das ECL+Plus Sysem von
Amersham bzw. das ECL Sysem von NEN& Life Science nach den jeweligen Anga
ben der Herstdler. Nach Ablauf der Nachweisreaktion wurde die Uberschissige His
dgket durch Abtropfen entfernt, die Membran in Saranfolie mdglichst  luftblasenfrel
eingeschlagen und das Ergebnis Uber Beichtung von BIOMAX MR-Flmen in zatlich
absteigenden bzw. aufgeigenden Intervalen von 10, 51, 30, 60 und 90 Sekunden
detektiert. Die fir die Wedern-Blot Andyse verwendeten Erst- und ZweitantikOrper
snd in der folgenden Tabdle 5 zusammengefay.

1. Antikorper | Verdin- | Blockpuffer | 2.Antikérper | Verdin- | Blockpuffer
nung nung
anti-N-GLI3,
anti-Kaninchen /
Serum 710, 4,9 PBS-Tween ) PBS-Tween
1:1000 Peroxidase, Am: 1:2000
mg/ml, diese plus 3% BSA plus 1% BSA
_ ersham
Arbeit
anti-N-GLI3, ) .
anti-Kaninchen /
Serum 711, 2,94 PBS-Tween ] PBS-Tween
1:500 Peroxidase, Am 1:2000
mg/ml, diese plus 3% BSA plus 1% BSA
ersham
Arbeit
anti-C-GLI3,
anti-Kaninchen /
Serum 070, 2,9 PBS-Tween ] PBS-Tween
1:1000 Peroxidase, Am 1:2000
mg/ml, diese plus 3% BSA plus 1% BSA
: ersham
Arbeit
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1. Antikorper | Verdin- | Blockpuffer | 2.Antikorper | Verdin- | Blockpuffer
hung hung
anti-C-GLI3,
anti-Kaninchen /
Serum 072, PBS-Tween ] PBS-Tween
1:1000 Peroxidase, Am 1:2000
3,14 mg/m, plus 3% BSA plus 1% BSA
ersham
diese Arbeit
anti-GFP, anti-Kaninchen /
PBS-Tween PBS-Tween
100 pg/ml, 1:100 Peroxidase, Am 1:2000
plus 1% BSA plus 1% BSA
CLONTECH ersham

Tab.5: In der Western Blot-Analyse verwendete Erst- und Zweitantikorper. Angegeben sind die Reakti-

onsbedingungen, die entsprechenden V erdiinnungen und die Bezugsquellen.

Die Wiederverwendung eines Western Blots mit einem anderen Ergantikorper it nach

Entfernung der gebundenen Antikérper moglich, aber es kann dabel zu enem Verlust

des spezifisch an der Membran gebundenen Proteins kommen. Aus dem Grund wurde
diese Methode nur fir Kontrollen eingesstzt. Dazu wurde der Blot nach der Behandiung
mit dem ECL-System kurz in PBS gewaschen, dann mit , Stripping’-Puffer Uberschich-
tet und fr 30 min in enem 50°C Wasserbad inkubiert. Nach enem weteren Wasch
schritt in PBS fir ca 10 min konnte mit der bereits erwédhnten Absitigungs-Reaktion

der Membran fortgefahren werden.

PBS-Tween

NaHPO42H,0
NaH2PO4

NaCl

pH 7,5 eingellen

Tween20 (V/V)

"Blocking- Puffer, 5% (w/v) (Blocking reagent, Amersham Pharmeacia)

Verpackungsfolie, Saran (Dow)

» ripping’ - Puffer

b-Mercaptoethanol
SDS (w/v)
Tris-HCI, pH 6,7

80 mM

20 mM
100 mM

0,1%

100 mM
2%
62,5 MM
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254 I mmunhistochemischer Nachweisvon rekombinanten Pro-
teinen nach Transfektion bzw. endogen exprimierten

Proteinen

2541 I mmunhistochemischer Nachweis von rekombinanten GFP-

Fusionsproteinen in transfizierten Zellen

Zum Nachwes der subzelul&ren Lokdisaion von Protenen kann man diese in enen
GFP-Expressonsvektor ~ klonieren,  trangent  trandfizieeen  und die  gebildeten
Fusonsproteine mittels der Fluoreszenzeigenschaft des GFP, direkt in vivo oder nach
Fixierung der Zdlen, detektieren.

Alle in dieser Arbat verwendeten GLI3-GFP Fusionskonstrukte sind in Tabelle 2 der
Expressonsplasmide (Abschnitt 2.1.5) mit der jewelligen Klonierungssrategie zusam:
menfassend aufgefiihrt. Die Methode der trandenten Trandfektion von Zdlen in Lab-
Tek Il Chamber didesist unter 2.3.2.2 ausfiihrlich beschrieben.

24 - 48 h nach Trandfektion wurde das Medium aus den je 2 Inkubationskammern abge-
saugt und die Zdlen enma mit PBS gewaschen. Nach Entfernen der Inkubationskam:
mern wurden die auf den Objekttrégern befindlichen Zdlen erneut fir 1,5 min mit PBS
gewaschen. Danach wurden die Zdlen zur Fixierung for 1,5 min in énem PBS-Azetor+
Gemisch inkubiet und mit renem Azeton fir 1,5 min fixiet. Der Einwirkung von ka-
tem Azeton (2-6°C) fur 3 min unter leichtem Schiiteln folgte die Lufttrocknung der
Praparate. Nach einer Gegenfarbung mit DAPI fir ca. 3 min, dem Spllen der Objekttré
ger in ddH,O und der erneuten Lufttrocknung, konnten die Zelen eingedeckt werden.
Dazu wurde auf jeden Ansaiz je 1 Tropfen ,VECTASHIELD" aufgetropft, die beiden
Prgparate auf einem Objekttrdger mit einem grofRen Deckgléschen zugedeckt und min-
destens 1h im Kiuihlschrank in einer Kartonmappe getrocknet. So gelagert, waren die
Farbungen der Zelen Uber Monate sabil und konnten auch Uber diesen Zetraum aus
gewertet werden. Die Auswertung efolgte mit enem Fuoreszenzmikroskop (Axioplan,
Zeass) mit Epifluoreszenzeinrichtung und gekihltem CCD-Kameraaufsatiz. Die compu-
tergesteuerte Bildauswertung der mit DAPI- und FITC (fir GFP-Huoreszenz)-Filter
durchgefiihrten Aufnahmen efolgte mit der Software Smarte Capture. Die konfokaen
Aufnahmen wurden im Inditut fir Anatomie und Zdlbiologie von Prof. H. P. Elsasser
ergdlt.
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PBS (fUr die Zdlkultur, Roche)

Azeton-PBS-Gemisch (1:1, PBSfur die Zdlkultur)

DAPI-Férbe 6sung DAPI-Sammldsung 5u
auf 50 ml PBS (fur die Zelkultur)

VECTASHIELD Mounting Medium for Fluorescence (V ecta Laboratories)

25.4.2 I mmunhistochemischer Nachweis von endogen exprimierten

Proteinen be transent transfizierten Zdlen

Die Prgparate fur diese Experimente wurden wie berets in 2.5.4.1 beschrieben, herge-
gdlt. Allerdings sollten in diessm Fal nicht nur die GLI3-GFP Fusionsproteine detek-
tiet werden, sondern zusitzlich zdluldre Flamente Uber chemische Substanzen oder
oezifische  Antikorper dargestellt werden. Die  Aktinfilamente wurden dabel  Uber
TRITC-gekoppeltes Phalloidin, Tubulin, Vimentin und die Cytokeratine Uber TRITC-
konjugierte Antikorper schtbar gemacht. Nach Ablauf der Transfektionsinkubationszeit
der Fusonskongtrukte, wurde das Medium aus den je zwel Kammern der Objekttréger
abgesaugt und die Zdlen zweimd mit PBS gewaschen. Die Inkubationskammern auf
den Objekitragern wurden entfernt, die Zelen 5 min mit Methanal fixiert und fir 5 min
in Azeton permesbiligert.

Die Dagdlung der Aktinfilanente fand durch Inkubetion der Prgparate mit TRITC-
gekoppdtem Pndloidin fir 10 min und finfmaigem intersvem Spllen mit PBS Hait.
Die Zdlkerne wurden mit DAP fir 3 min gegengefarbt und die Ansdize nach Lufttro-
ckung, wie unter 2.5.4.1 bereits beschrieben, eingedeckt und ausgewertet.

Bea der Dadgdlung der zdluldren Strukturen Uber spezifische AntikOrper wurde nach
der Permesbilisation der Zdlen mit Azeton kurz in PBS gesplilt, der jewellige Antikor-
per in PBS verdinnt und 30 min mit den Zdlen inkubiert. Nach intensvem Waschen
zur Entfernung von unspezifisch gebundenen Erdantikorpern, wurden die Zdlen 30 min
im PBS-verdinnten Zweitantikorper inkubiert, dann von ungebundenem Sekundéranti-
korper befreit und nach Gegenfarbung mit DAPI wie bereits beschrieben eingedeckt
und ausgewertet. Da die zusitzlichen Farbungen bel diesen Experimenten jewells Uber
eéne TRITC-Kaopplung lief, mul@en am Huoreszenzmikroskop diese Aufnahmen zusiiz-
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lich mit dem entsprechenden TRITC-Filter dokumentiert werden. Die zur Darstdlung
der zdlulé&ren Flamente verwendeten Ers- und ZwetantikOrper sind in der Tabelle 6
aufgefuinrt.

1.Antikor per Verdinnung 2. Antikor per Verdinnung
anti-a-Tubulin, Serotec 110 anti-Ratte-lgGTRITC, Sigma 1:160
anti-Vimentin, Monosan Sun Bio 13 anti-Maus-TRITC, Dianova 1:100
anti-Pan-CK, Dako 1:100 anti-Maus-TRITC, Dianova 1:100
anti-CK-18, A.Holzbach 13 anti-Maus-TRITC, Dianova 1:100

Tab.6: In der Immundetektion von Proteinen in Zellen verwendete Erst- und Zweitantikorper. Angege-

ben sind die jeweiligen Verdinnungen und die Referenz der Antikorper.

Alle wateren bendtigten Loésungen snd bereits im vorhergehenden Abschnitt aufgdis-
tet.

2.6 Sequenzierung

Fur die Sequenzierung von Nukleinsuren wurde die von Sanger und Mitarbeitern 1977
entwickdte enzymatische DNA-Sequenzierung, auch ds datistisches Kettenabbruch
Vefaren bekannt, verwendet. Dabe werden zur Sequenzierung DNA-Polymerasen
eingesetzt, denen ds Subdrat neben den 2'-Desoxynukleosid- Triphosphaten (dNTPs)
auch 2'-3-Didesoxy-Nukleosd-5"-Triphosphate  (ddNTPs), denen eine freie 3'-
Hydroxylgruppe fehlt, zur Veflgung gestdlt. Zur Synthese muld der abzulesende
DNA-Strang (Matrize) ds Einzesrang vorliegen, an den sch en kurzes Oligonukleotid
ds Primer an die komplementére Sequenz anlagert. Am freien 3'-Hydroxylende dieser
Sequenz werden nun durch die Polymerase dNTPs eingebaut. Der Einbau der Dides
oxy-Verbindungen in enen frisch synthetiserten DNA-Strang bewirkt einen Kettenab-
bruch der Synthese. Statistisch kommt es dabel an jedem Nukleotid der Matrize zu Ab-
brichen, so dal3 ein Gemisch von DNA-Stréngen mit identischem 5'-Ende, aber variab-
lem 3-Ende , dh. unterschiedlicher Lange entsteht. Be der Verwendung von Taq
DNA-Polymerase kommen zusizliche Vortele zum Tragen, da die Resktion aufgrund
der Hitzestahilitt des Enzyms bel hoheren Temperaturen durchgefihrt werden kann,
und eine Renaturierung des DNA-Doppelstranges verhindert wird. Dartiber hinaus kann
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in mehreren Zyklen denaturiert werden und somit konnen bereits aus geringen Mengen
an Matrizen detektierbare Sgnde erhdten werden.

In dieser Arbeit wurde das ABI Prism BigDYEA Terminator Cycle Sequencing Ready
Reection Sysem verwendet. Zum Einsatz kommen dabe sogenannte BigDYE Termina
toren (ddNTPs), die mit verschiedenen Fluoresceinen markiert sind: fur ddATP (grin)
ig dies dichlorofR6G], fur ddGTP (blau) dichlorolR110], fur ddTTP (geb/schwarz)
dichlorof TAMRA] und fur ddCTP (rot) ist der Terminator dichloro[ROX]. Ihre Absorp-
tionsspektren unterscheiden sch so weit vonenander, dal3 Se bel Anregung durch Be-
drahlung mit enem 488 nm-Argon-Laser und passendem Filterrad vier photometrisch
endeutig efadae Einzdsgnde ergeben. Das verwendete BigDYE Terminator Cycle
Sequencing Reedy Reection System von ABI enthidt dle fir die Reaktion bendtigten
Komponenten, AmpliTag DNA-Polymerase, markierte ddNTPs und nicht markierte
dNTPs im passenden Resktionspuffer. Diese Technik wurde in der vorliegenden Arbeit
zur Uberprifung des Leseragters nach Klonierung und zur Kontrolle der in vitro Muta-
genesen eingesetzt.

2.6.1 Sequenzierung von Plasmid-DNA

Die Sequenzierung von Plasmid-DNA wurde nach Angaben des Herstdlers durchge-
fuhrt. Dabe wurden 100-300 ng DNA (aus der Mini- oder Maxiprgparation von Plas-
mid-DNA, QIAGEN) in HPLC-H,O mit 1 yl Primer und 8 pl Terminationamix versetzt
und das Gesamtvolumen auf 20 Il mit HPLC-H,O aufgefillt. Die fir die Sequenzierung
verwendeten Primer, mit ener Konzentration von 32 pmol, sind in Tabdle 3a (Ab-
schnitt 2.1.6) zusammengeselt. Die Sequenzierungen wurden in der Regd mit folgen+
dem Programm durchgefiihrt; Initide Denaturierung bel 94°C fir 5 Minuten, danach 28
Zyklen mit einer Denaturierungsphase von 15 Sekunden bei 94°C, einer Anlagerungs
phase von 10 Sekunden bel 51°C und einer Synthesephase von 4 Minuten bei 60°C.
Nach ener abschliel¥enden Synthese flir 7 Minuten bel 60°C, wurden die Proben auf
4°C gekuhlt. Die Proben konnten danach bet —20°C lichtgeschiitzt gelagert werden, oder
direkt fUr die Auswertung auf dem Sequenzierer aufgearbeitet werden.

HPLC-H,0 (Merck)
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2.6.2 Aufreinigung der Sequenzansatze

Zur Entfernung der stdrenden Komporenten (z.B. Terminatoren) im Resktionsansatz
wurden die synthetiserten DNA-Strange Uber ene Ethanolfdlung gereinigt. Der 20 pl
Regktionsansatz wurde mit 4 yl 3 M NaAzetat (pH 4,6) und 100 pl EtOH 96% rein
versstzt, gut gemischt und 15 min ba RT lichtgeschiitzt inkubiert. Danach wurde das
Gemisch fur 20 min ba RT mit 14.000 rpm zentrifugiert, der Uberstand verworfen und
das Pdlet 1-2 ma mit 70% EtOH rein gewaschen. Nach Lufttrocknung konnte das &
diment in Auftraggouffer aufgenommen und ausgewertet werden, oder war be —20°C
fur ca 1 Monat stabil.

Na-Azetat; 3M, pH 4,6

2.6.3 Sequenzierung von PCR-Produkten

Einige der Plaamid-DNAs, vor dlem die nach Mutagenese gewonnenen DNA, waren
problematisch bel der direkten Sequenzierung. Da neben den spezifischen Primern der
Vektorplasmide auch GLI3-gengpezifische Primer im Labor vorhanden waren, konnten
diese sowohl zur direkten Sequenzierung der Plasmide, ds auch im Anschiul3 an die
Synthese von PCR-Produkten verwendet werden. Alle verwendeten genspezifischen
Sequenzierprimer Sind in Tabelle 3a mit Pogtion in der ¢cDNA, 5-3 Sequenz und Tem+
plate angegeben.

Die Polymerase-Ketten-Resktion (PCR) dient der sdektiven Anreicherung von ge-
winschten  Nukleinsdure-Bereichen  definierter  Lange. Unter optimden  Bedingungen
kommt es zu einer exponertidlen Anhéufung des Amplifikats auf bis zu 10’-fach. Die
DNA-Polymerase bendtigt hierzu eine kurze doppedrangige Statersequenz (Primer),
die durch die Anlagerung kurzer synthetischer Oligonukleotide bereit gestdlt wird. Au
[ferdem mul3 ene ausreichende Menge an, flr den Einbau in die neu zu synthetiserende
DNA benttigten Desoxynukleosdiriphosphaten (dNTPs) und ene definierte Zusam:
mensgtzung an Sdzionen im Resktiongpuffer vorhanden sein. Die Verwendung ener
hitzesabilen Tag DNA-Polymerase, die en Temperaturoptimum von Uber 70°C begtzt
und die flr kurze Zeit auch be Temperaturen von bis zu 95°C dabil i, dient zur Poly-
meriserung des neuen DNA-Doppelstranges und ermdglicht die wiederholte Hitzedere-
turierung zu enzdgréngigen DNA-Matrizen, ohne dal3 das Enzym inaktiviert wird. Die
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Anlagerungstemperatur der verwendeten Oligonukleotide richtet sich nach ihrer Basen+
zusammensatzung und Lange. Je hoher diese Temperatur liegt, um so spezifischer kann
en Amplifikat entstehen.

Die fur die Sequenzierung eingesetzten PCR-Produkte wurden mit den ,Ready-To-Go
PCR beads’ von Amersham Pharmacia generiert. In diesem Fertigsystem sind dle fir
die Resktion wichtigen Komponenten in der optimaen Zusammensetzung enthdten und
nach Zugabe des spezifischen Templates (hier 25 ng Plasmid-DNA), des bendtigten
Primerpaares (100 ng/ul) und einer definieten Menge von Ampuwa-H,O (Fresenius;
Resktionsansatz auf 25 pl auffillen) kann die Resktion gestartet werden. Die Regktion
lief dabel nach folgendem Schema ab:

Initial denaturierung 5min 94°C

32 Zyklen zur exponentiellen Anreicherung
Denaturierung 30 sec 9U°C
Hybridiserung der Primer 30 sec ca. 50-60°C
Synthese 30 sec 72°C

Finale Synthese 3min 72°C

Die Reaktionsansétze wurden auf Eis pipettiert und jeweils eine Negativkontrolle (ert-
hdt dle Komponenten aul}er der DNA) mitgefuhrt. Fir die Reektion wurden Thermo-
cycler mit beheizbaren Deckeln verwendet, die nach Abschiul3 der Resktion die Proben
auf 4°C lagerten. Die so gewonnenen PCR-Produkte konnten bei —20°C gelagert wer-
den, oder sofort zur Analyse auf ein Agarosegel aufgetragen werden.

26.3.1 Aufreinigung der PCR-Produkte fur die Sequenzierung

Die gewonnenen PCR-Produkte wurden auf einem Agarosegd beziglich der spezifi-
schen Amplifikation des zu erwartenden Fragmentes kontrolliert und danach aufgere-
nigt. Zur Entfernung von fur die Sequenzierung sidrenden Komponenten wurde das
QlAquick PCR Purifikations Kit eingesstzt und nach den Angaben des Herddlers
durchgefiihrt. Die Konzentration der aufgereinigten PCR-Produkte lag, nach Doppelan
saiz der PCR-Resktion und anschlielender Vereinigung der beiden Resktionsanséize,
zwischen 50-70 ng/ul. Fir die Sequenzresktion wurden 70 ng aufgerenigtes PCR-
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Produkt benttigt. Die Sequenzresktion und ale weteren Vorgehensweisen sind bereits
unter 2.6.1 und 2.6.2 beschrieben.

2.6.4 Auswertung der Sequenzanalysen

Die Auswertung der Sequenzen efolgte mit der an den ABI Prism 373A oder ABI
Prism 310 DNA Seguencern angegliederten Software, der Verson 1.2.1 der Data Col-
lection und die Sequencing Analysis Software (Verson 2.1.1). Sequenzandysen wur-
den mit der Maclntosht Anwendung Sequence Navigator (Verson 1.0) durchgefihrt.

NF-Harngtoff, Rotiphorese (Roth)

NF-10x TBE-Puffer (Roth)

Long Ranger Gel Solution, 50% Stock (Bio Whittaker)

Spritzenfilter; 0,2 um  (Satorius)

Probenauftragspuffer, Formamid und EDTA (50 mM) im Verhdtnis5:1

POP-6 Polymer Gamatrix, ABI Prism 310 (Perkin EImer)

2.7 Gerichtete M utagenese

Die sogenannte in vitro dte-directed Mutagenese i eine Methode zur Einfihrung von
Punktmutetionen in Plaamid-DNA, die Aminosdureaustausche, Deletionen bzw. Inserti-
onen von enzenen oder mehreren Aminsturen bewirkt. Die auf diese Art in en Ex-
pressonsplasmid  eingefihrten Mutationen, konnen auf ihre Auswirkungen auf das re-
kombinante Protein getestet werden.

Plaanid-DNA mit dem zu manipulierenden Insart wird Uber Denaturierung zu Einzel-
drangen, an die sch komplementére Oligonukleotidprimer mit der einzufihrenden Mu-
tation anlagern. Diese Primer werden Uber die Aktivitst der Pfu DNA-Polymerase zu
Zirkuldren Plasmiddrangen verlangert, die an Syntheseende offen sind. Die durch meh
rere Zyklen entdandenen mutieten Plasmide sind nicht methyliert und konnen Uber
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gnen mehylierungssenstiven Dpn |-Verdau der Ausgangsplasmid sdektiert  werden.
Die noch offene Vektor-DNA mit der eingefligten Mutation wird Uber eine Transforme:
tion in Bakterien eingeflihrt und kann dann ds sabile Plasmid-DNA nach Amplifikati-
on fur weitere Experimente eingesetzt werden kann.

Die in diesr Arbeit verwendeten Mutagenessprimer und die zugehdrigen Templates
and in Tabele 3c (Abschnitt 2.1.6) zusammengefald. Dabel wurden die Primer entspre-
chend den Angaben des Herddlers generiert und die Mutagenesen in verschiedenen
Ansdtzen nach den Empfehlungen des Hergelers durchgefihrt. Die Mutagenesereskti-
on wurde wie folgt durchgefiihrt:

Initide Denaturierung 5min 95°C
Anzahl der Amplifikationszyklen je nach Art der Mutation von 14-18
Denaturierung 30 sec 95°C
Primeranlagerung 1min 55°C
Synthese (2 min/ kb Plasmidlénge) 14-21 min 68°C
Lagerung 4°C

Die eingesetzten DNA-Mengen der Ausgangsplasmide lagen be 5, 7.5, 10 und 15 ng.
Die Mutageneseanséize wurden in einem Gesamtvolumen von 50 pl durchgefthrt und
mit ca 30 Wl Pearaffindl Uberschichtet. Nach Ablauf der Zyklen wurde der Ansatz fur 2
min auf Eis inkubiert, dann 10 U Dpn | zugegeben und erneut fir 1 h be 37°C inku-
biert. 1 ul dieses Verdauansatzes wurde zur Transformation nach Angaben des Herstel-
lers von Epicurian Coli XL1-Blue superkompetenten Zelen verwendet. Die erfolgre-
che Integration der Mutation in die Plasmid-DNA wurde Uber Sequenzierung (2.6.1 und
2.6.3) kontralliert.

Die Grofe eniger Expressonsplasmide (3 9 kb) machte die Durchfihrung einer erfolg-
reichen Mutagenese unmdglich. In diesen Fédlen wurde die Mutationen zunéchgt in an
dere, kleinere Expressonsplasmide eingefigt und die mutiete Stdle im Anschiul3 dar-
an, unter Beachtung der Leserader, in e@n entsprechendes zweites Wirtsexpress-
ongplaamid umkloniet. Diese Sraegie zur Gewinung von mutieter Plasmid-DNA
wurde ebenfdls in Tabelle 3c dokumentiert.

QuickChangea Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene)
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Paraffindl

2.8 Sicherheitsmalinahmen

Be dlen Arbeiten wurden die giltigen Vorschriften des Gentechnikrechts eingehdten.
Alle Arbeiten mit eukaryotischen Zdlen und mit prokaryontisch gentechnisch verénder-
ten Organismen (GVO) efolgten in einem Labor der Sicherheitsstufe 1. Die durch gent
technologischen Arbeiten kontamierten Losungen, Gefdle und Abfdle wurden autokla-
viert.

Arbeiten mit radioaktiven Materidien wurden in den dafir vorgesehenen Laborréumen
unter Beachtung der Schutzmal3nahmen durchgefiihrt. Die radioaktiven Abfale wurden
entsprechend der Strahlenschutzverordnung gesammelt und entsorgt.
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3. Ergebnisse

3.1 Herstellung polyklonaler Antiseren gegen den
Transkriptionsfaktor GL13

Funktiondle Studien zu einem Protein von Interesse greifen sehr héufig auf spezifische
Antikorper gegen dieses Protein zurlick, um seine Anwesenheit zweifdsfre zu erkent
nen. Zur funktiondlen Charakteriserung von GLI3 wurden in der vorliegenden Arbet
Antikorper gegen dieses GLI-Protein genutzt.

Vesuche mit kommezidl erhdtlichen Antikdrpern gegen GLI3 erbrachten keine zu-
friedengellenden Ergebnisse. Western Blot Andysen und  Gedretardierungsexperimente
mit diesen, Uber Peptidimmuniserung gewonnenen Antissren schiugen fehl und flhrten
zu dem Entschiul}, eigene, gegen GLI3 gerichtete AntikOrper, zu generieren. Dabel
wurde auf das Vefahren der Immuniserung mit rekombinant exprimierten Proteinbe-
reichen zurlickgegriffen. Dazu wurden Proteinbereiche von besonderem Interesse, im
vorliegenden Fal die N- und C-terminden Enden des GLI3-Proteins, in bakteriele Ex-
pressionsvektoren kloniert. Das Protein wurde unter Kontrolle eines induzierbaren Pro-
motors exprimiert und nach Aufreinigung zur Immuniserung eingesetzt. Das  gewon-
nene Antiserum wurde aufgearbaitet und dann fur nachfolgende Experimente eingesetzt.

3.11 Klonierung und bakterielle Expresson von GLI3-
Proteindoméanen

Da trotz korrekter Leseragterklonierung oft nicht ale Peptidbereiche eines Proteins sta
bil exprimiert werden, wurden fir die rekombinante Expresson der gewilnschten ami-
no- und carboxyterminalen GLI3-Abschnitte verschiedene Expressonssyseme und Pro-
teinbereiche ausgewdhit. Die in Tabdle 2 (2.15) aufgeflihrten Expressonsvektoren
représentieren nur die Kongdrukte, die zu ausreichenden Proteinmengen fur eine Immu-
nigerung gefuhrt haben. Der N-Terminus von GLI3, hier représentiert durch die Ami-
noséuren 176-554 des Gens, wurde in das pET3-Expressonsystem kloniert. Dieses bie-
tet nach efolgreicher Proteninduktion die Moglichkeit, die Fusonsproteine Uber an
Agarose-beads gekoppelte Antikorper gegen en enthdtenes N-termindes ,T7- Tag*
aufzureinigen. Zwe C-terminden Bereiche von GLI3, die zum enen die Domane 7

(Aminosauren 1321 bis 1580), zum anderen die Homologiedoméanen 6 und 7 der GLI-
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Genfamilie (Aminosduren 1044 bis 1580) umfassen, lief3en sich im pRSET-System aus
reichend exprimieren. Mit diessm Sysem werden N-terminde Fusonsproteine gene-
riert, bel denen das rekombinante Protein mit sechs Hidtidinresten gekoppdt ist. Die
Metd|-Chdat-Bindungssigenschaft von Hididin kann genutzt werden, die Proteine Uber
eine NP'-NTA-Agarose-Saule anzureichern. In Abbildung 9 sind die Bereiche von
GLI3, die ds Proteine exprimiert und zur Immuniserung verwendet wurden, scheme:
tischim Vergleich zum Gesamtprotein dargestdt.

1 2(DBD)3 45 6 7

C GLI3-1580aa

| I —
aa 158 aa 537 aa 1321 aa 1580

=
aa 1044 aa 1580

Abb.9: Schematische Darstellung der GLI13-Bereiche, die zur bakteriellen Expression kloniert wurden.
Das gesamte GLI3 Protein wird durch den grauen Balken reprasentiert. Die enthaltenen Boxen
stehen fur die 7 Homologiedomanen innerhalb der GLI-Genfamilie. lhre jeweilige Lage ist tber
die erste und letzte Aminosaureposition der Doméne angegeben. Die Linien unterhalb des GL 13-
Schemas représentieren die klonierten Bereiche mit den eingrenzenden Aminosdurepositionen
(aa). (DBD = DNA bindende Doméne)

Nachdem die korrekte Leserasterklonierung Uber eine Sequenzierung Vektor-Insert-
Ubergange verifiziet worden war, wurden die Kongtrukte in den E. coli-Stamm
BL21(DE3)pLysS eingebracht und die Proteinexpresson induziert. Zur Kontrolle, ob
eine Proteninduktion vorhanden war, wurden vorab Expressonssudien in ener 50 ml
Kultur durchgefihrt. Wéhrend der 3 sindigen Induktionsphase wurden Aliquots der
Kulturen mit und ohne Zugabe von IPTG entnommen und durch ene SDS-PAGE auf-
getrennt. Durch ene anschlie?ende Coomasse-Farbung konnten die  Proteinbanden
gchtbar gemacht werden. Bel erfolgreicher Induktion wurde die Kultur in einem prépa
rativen Mal3stab von 500 ml Medium angesetzt, um geniigend rekombinantes Protein
zur Immuniserung zu gewinnen. In Abbildung 10 wird exemplarisch die Induktion des
Fusionsproteins, das N-terminde Bereiche von GLI3 enthdt, dargestellt.
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Abb. 10: Induktionskontrolle der bakteriell exprimierten, rekombinanten GLI3-Proteinbereiche am Bei-
spiel des aminoterminalen Expressionskonstruktes pET3aGLI13/176-554. Die Spuren 1-3 repra-
sentieren Aliquots nach 1-, 2- und 3-stiindiger Inkubation von nicht induzierten Kulturen. Spur
4 zeigt den Leerwert der induzierten Kultur, d.h. vor Zugabe von IPTG. Aliquots von der 1-, 2-
und 3-stiindigen Inkubation nach IPTG-Zugabe sind in den Spuren 5-7 dargestellt. Der Marker
(M) zum Vergleich des Molekulargewichts ist in Spur 8 zu sehen. Induzierte Proteinbanden
sind mit einer Pfeilspitze gekennzeichnet.

3.1.2 Aufreinigung der rekombinanten Proteine

Wie in Abschnitt 3.1.1 bereits erwahnt, kodierten die verwendeten Expressionsvektoren
sogenannte , Tags®, die in enem Fusiongprotein an das klonierte Peptid gekoppelt wur-
den. Die Anwesenheit solcher Proteinanhéngsd ermoglicht in der Regd die unkompli-
Ziete Aufrenigung der rekombinanten Proteine Uber standardiserte Methoden bis zu
enem hohen Renhetsgrad. Die Aufrenigung der GLI3-Fusonsproteine war aber
durch den Einsaz ener T7- Affinitdssaule bzw. einer Nickedsaule, sdbst unter sark
denaturierenden  Bedingungen (Harngtoffkonzentration 8M),  nicht mdglich. Die in
Einschlufkorperchen  (incluson bodies) abgdagerten, exprimierten Proteine  wurden
deshdb Uber Waschschritte mit unterschiedlichen, detergenshdtigen Puffern  aufgere-

nigt. Aus praparativen Kulturen von 500 ml wurden nach Induktion jeweils ca 2 mg
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aufgereinigtes Protein gewonnen. Das so angereicherte rekombinante Protein  konnte

direkt zur Immunisierung eingesetzt werden.

GLI13 aal58-537 GLI13 aal1321-1580 GLI13 aal044-1580
kDa kDa kDa
41
1164 p !
o) 97,2 -—
200 .’ 66
= 66
55,5
97,2 55,5 &
66 -
555 B < - 36.5 36,5
i - | 365
| p | S—— | 20
1 2 M 1 2 M 1 2 M

Abb. 11: SDSPAGE der aufgereinigten EinschlufZkérperchen nach Coomassie Blau Féarbung. Die GLI3
Bereiche in den rekombinanten Proteinen sind durch die Positionen der enthaltenen Aminoséu-
ren gekennzeichnet (vgl. Abbildung 9). In Spur 1 sind jeweils die |6slichen Proteine der Bakte-
rien nach Lysozym und DNase-Behandlung aufgetragen. Spur 2 zeigt die elektrophoretische
Auftrennung der Proteine in den aufgereinigten Einschlul3korperchen. Beide Spuren enthalten
annahernd die gleiche Proteinmenge. Die Uber die Konstrukte exprimierten Proteine sind stark

angereichert (Pfeilspitze). Der Markerlauf ist mit M gekennzeichnet.

3.1.3 Gewinnung und Aufreinigung polyklonaler Antiseren ge-
gen die N-terminalen und C-terminalen Bereichevon GL 13

Die Immuniserung der Kaninchen und die Gewinnung der Antiseren wurde der Firma
EUROGENTEC Ubertragen. Vorab wurden die Pré&Immunseren der einzenen Antikor-
pefraktionen getetet, um von der Immuniserung unabhdngige, ungpezifische Reektio-
nen detektieren zu konnen. Be einer Verdinnung von 1:100 des Pr&Immunserums war
dlerdings kein nennenswert unspezifischer Hintergrund zu ermitteln (Daten nicht ge-
zag).

Die Empfindlichkeit der Antikorper gegen das GLI3-Protein konnte anhand von Ver-
dinnungsreihen der zur Immuniserung verwendeten rekombinanten Proteine nach Auf-
trennung durch eine SDS-Page ermittedt werden. Der Proteinnachwels fand mit dem
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jeweiligen Serum in einer Verdinnung von 1:3000 im Western Blot gatt. Die niedriggte
Zu detektierende Konzentration des spezifischen Proteins gibt einen Hinwes darauf, wie
effektiv das Antissrum in der Lage id, dieses zu identifizieren. Serum 711, gegen den
N-Terminus von GLI3 gerichtet, detektierte bel ener Verdinnung von 1:3000 noch 10
ng der aufgereinigten Proteine des zu erwartenden Gewichtes. Die gegen die GLI3-
Doméne 7 bzw. die Doméanen 6+7 gerichteten Antikorper (Serum 069 und Serum 072)
konnten 50 bzw. 25 ng aus Einschlul¥korperchen gereinigtes Protein nachweisen. Dabei
war es entschedend, dald mit zunehmender Serumverdinnung die unspezifischen Hin
tergrundbanden schwécher wurden, wéhrend das spezifische Protein weiterhin nachr
weisbar blieb. In Abbildung 12 snd die Western Blot-Ergebnisse zu den Nachweis-
grenzen der einzelnen Antiseren zusammengestd|t.

Fur Folgeexperimente wurden die nach Immuniserung gewonnenen Kaninchenseren
zusizlich Uber ene Protein A-Saule aufgerenigt. Durch das bakteridle Protein A von
Staphylococcus aureus, welches eine hohe Affinitéd zum kondanten Antell der 1gG An+
tikorper hat, kommt es zu ener Anreicherung dieser Antikorperklasse bel der oben ¢
nannten  Aufrenigung. Das mehrfache Immuniseren mit @nem  spezifischen  Antigen
erhoht genau diese Subpopulation von immunreaktiven Faktoren im Serum, so dal3 die
GLI3-spezifischen Antikorper der 1gG-Klase nicht nur von den restlichen Serumprote-
inen getrennt, sondern gleichzeitig konzentriert wurden.

GL13 aa 158-537 GL13 aa 1321-1580 GL13 aa 1044-1580
mit Serum 711 mit Serum 072 mit Serum 069
kDa kDa _ kDa
105 | -
75 7]
]
50 T q — . ’
w— N
35 T i
30 ]
ngProtein 50 25 10 100 50 25 500 100 50

Abb. 12 Spezifische Erkennung der zur Immunisierung eingesetzten Proteine durch die jeweiligen An-
tiseren. Verdiinnungsreihen der in den aufgereinigten EinschlufZkérperchen konzentrierten Pro-

teine wurden Uber eine SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitrozellulose transferiert. Eine Anti-
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serenverdiinnung von je 1:3000 detektierte die Proteine entsprechender Grof3e. In der linken
Abbildung ist zu erkennen, dafd das Serum 711 unter diesen Reaktionsbedingungen noch eine
Menge von ca. 10 ng des spezifischen Proteins eindeutig identifiziert, wahrend Serum 072
(Mitte) nur eine Konzentration von ca. 25 ng detektieren kann. Das Serum 069 benétigt eine

Proteinmenge von ca. 50 ng fur eine eindeutige | dentifikation des Zielproteins.

3.2 DNA-Bindungsfahigkeit des Transkriptionsfaktors
GLI3

Eine entscheldende Eigenschaft enes Transkriptiondfaktors (TF) it die Fahigket, eine
spezifische DNA-Sequenz zu erkennen, se zu binden und damit die Regulation seiner
Zidgene zu bedanflussen. Die DNA-Bindungsdoméne bel GLI3 das Strukturmotiv der
CoHa-Zinkfinger, wobel zwei konsarvierte Cysein- und Hididinreste en zentrades Zin
katom komplex binden, wodurch die egentliche Fingerdruktur entsteht. Finf dieser
Strukturen, hintereinander geschdtet, machen die komplette Bindungsdomédne von
GLI3 aus. Um Aussagen Uber eine spezifische DNA-Bindung in vitro treffen zu kon
nen, nutzt man Gdretardierungsexperimente. Ba diesem Vefahren sdlt man en Dop-
pelstrangoligonukleotid her, welches die Erkennungssequenz eines  DNA-bindenden
Proteins enthdlt (GLI-Konsensussequenz: -TGGGTGGTC-). La% man diese spezifische
DNA-Sequenz nach radioaktiver Markierung mit dem zu testenden Transkriptionsfak-
torprotein interagieren, so entsehen unter definieten  Reaktionsbedingungen DNA-
Protein-Komplexe. Detektiert wird diese DNA-Protein Interaktion Uber eine Verande-
rung im Laufverhdten des makieten GLI-Erkennungssequenzoligos. Unter nativen
Bedingungen bewegt sch der Komplex langsamer im dektrischen Feld und kann des-
hadb auf enem Polyacrylamidge ds retardierte Bande im Vergleich zur ungebundenen
Erkennungssequenz  detektiert werden. Diese Komplexbildung wird durch Zugabe von
unmarkiertem, spezifischem  Oligonukleotid, auch spezifisccher  Kompetitor  genannt,
beanflul®, nicht aber durch Zugabe ener unspezifischen DNA-Erkennungssequenz
(unspezifischer Kompetitor). Setzt man zur Reektion en Proteingemisch en, so kann
die Spezifitét der Bindung Uber en gegen das Protein gerichtetes Antissrum detektiert
werden. Im Fdl der Antikdrperbindung kommt es durch eine erneute GrolRenzunahme
zu dner zusdzlichen Retardierung im Laufverhdten des DNA-Proteinkomplexes, e-
nem sogenannten ,, supershift”.

Die Funktion der GLI3-Bindungsdoméne wurde in der Wildtyp-Sequenz und nach Mu-
tation Uber Gelretardierungsexperimente getestet.
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3.2.1 Gelretardierungsexperimente mit Wildtyp-GL 13 aus Zell-

extrakten

Die endogene GLI3-Expresson in den untersuchten Zdlinien war vorab auf Transkript-
Ebene (Northern Blot Andysen in Jacobsen, 1996 und Topp, 1997) bestdtigt worden
und wurde genutzt, um Bindungsstudien fir das GLI3-Protein durchzufihren. Nach
Andrew und Faler, 1991 gewonnene Kernexirakte von NCI-H661 Zdlen wurden unter
definierten Pufferbedingungen mit ener Sazkonzentration von 190 mM KCl mit spez-
fischem, markierten Oligonukleotid inkubiert. Um die Spezifitdt der Protein-DNA In-
teraktion zu ermitteln, wurden Resktionsansitze, bei denen das Proteingemisch der Zel-
len zuvor mit entweder GLI-BindungsstellenOligonukleotid, oder mit einem Oligo un
sezifischer Sequenz inkubiert. Im Anschiul3 daran fand die egentliche Bindungsresk-
tion mit dem markierten Resktionspartner datt. Eine eindeutige Identifiketion des inter-
agierenden Proteins der Kernextrakte fand Uber eine abschliel¥ende Inkubation mit den
anti-GL13-Antikorpern datt. Die entstandenen Komplexe und ihr Laufverhdten wurden
Uber ein naives Polyacrylamidgel ausgewertet. Wie in Abbildung 13 dargestelt, kann
die Bildung von zwe gpezifischen DNA-Protenkomplexen (en deutlicher und en
schwécherer darunter, Spur 2) durch Zugabe von einem 50-fachen Uberschul? an un
markiertem, spezifiscchem  Oligonukleotid kompetiet werden (Spur 3). Die gleiche
Menge an unspezifischem Kompetitor (Spur 4) hat keinen Einflul3 auf die Komplexbil-
dung, denn beide Komplexe sind unverandert vorhanden. Das Laufverhdten des unge-
bundenen, markierten Oligos ist in Spur 1 dargestellt. Diese Ergebnisse zeigen, dald die
NCI-H661 Zdlen nicht nur auf Transkript-Ebene postiv fur GLI3 sind, sondern das sie
ebenfdls das Protein enthdten missen, welches mit der GLI-Konsensussequenz inter-
agieren kann.

Nachdem diese Zdlinie nachweidich sowohl die mRNA fir GLI3 ds auch fur GLI1
enthdt, sollte mit dem spezifischen Antikorper die Identitét des Proteins aufgedeckt
werden. Der spezifische Nachwels des GLI3-Proteins ist in den Spuren 6 bis 9 darge-
gdlt. Die Interaktion mit enem fir den GLI3-N-Terminus (Spur 6 und 7) oder C-
Terminus (Spur 8 und 9) spezifischen Antikdrper flhrt zu einer erneut retardierten Barr
de, enem ,supershift. Wéhrend das a-GLI3 N-Terminus Antissum in unaufgerenig-
ter Form (Spur 6) und ds reines 1gG (Spur 7) sowohl den stérkeren, wie den schwachen
Komplex retardiert, it nur ene Interaktion des a-GLI3-C-Teminus Antisssums mit

dem garken Komplex nachwelsbar. Das Prdmmunserum, in Spur 5 aufgetragen, wel-
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ches keine GLI3-spezifischen Antikorper enthdlt, erzeugt keine erneute Retardierung
(supershift) der DNA-Proteinkomplexe. Dies is en Bewes fir die Spezifitdt der An
tikorperbindung, die in den Spuren 6-9 dargestellt wurde.

a-N-/a-C-GLI3 - - - - - N N C C
Praimmun Serum - - - -+ - - - -
unspez. Kompetitor - - - + - - - - -
spez. Kompetitor - - + - - - - - -
Kernextrakt -+ + + + + + + 4+

supershift —p

Komplex —p ' t ‘

Komplex —»

et N et et B = e

freies >
GLI-BS Oligo

Abb. 13: Gelretardierungsexperiment mit endogenem GLI3-Protein. Kernextrakte von GLI3-positiven
NCI-H661 Zellen wurden nach Andrew und Faller, 1991 prapariert. 24 pg Gesamtprotein wur-
den auf einem 6%igen Acrylamid-Gel in 0,5X TBE nach Inkubation wie angegeben (Kapitel
2.4.8.2) aufgetrennt. Spur 1 enthalt nur das nmerkierte GLI-Bindungsstellen (BS) Oligonukleo-
tid. Die Spezifitdt der Bindungsreaktion wird Uber Kompetition mit einem spezifischen (Spur
3) oder unspezifischen Kompetitor (Spur 4) gezeigt. Die unterste, starke Bande zeigt jeweils
das ungebundene, markierte GLI-BS Oligo, wéhrend die beiden mit "Komplex" bezeichneten

Banden aus der retardierten Mobilitat der proteingebundenen Doppelstrang-DNAS resultieren
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(Spuren 2, 4 und 5). Die Inkubation mit den GLI3-spezifischen Antikorpern fihrt zu einer au-
sétzlichen Retardierung im Laufverhalten der spezifischen Komplexe, einem , supershift‘. In

den Spuren 6 und 7 wird dies durch das a-N-GLI3-Serum bzw. dessen aufgereinigte 1gG
Fraktion, in den Spuren 8 und 9 jeweils durch die IgGFraktion der GTerminus-spezifischen
Antiseren (Serum 071 und 072) bewirkt.

3.2.2 Bindungsstudien mit rekombinanten GLI3-Zinkfinger-
Peptiden

Der Zinkfingerbereich von GLI3 wurde bakteridl exprimiet, um Bindungsstudien
durchzuftihren. Dazu war der gesamte Zinkfinger-kodierende Bereich des GLI3-Gens
vorab Uber eine PCR-Klonierungsstrategie in den bakteriellen Expressonsvektor pQE9
eingebracht worden (Vortkamp et al., 1995). Die durch IPTG induzierten Proteine wa
ren in Einschlul¥korperchen abgelagert und wurden nach der Methode von Kadonaga et
al., 1987 aufgerenigt. In Abbildung 14 ist der klonierte Bereich, der das Zinkfingerpep-
tid bildet, schematisch dargestelit.

1 2(DBD)3 45 6 7
. C GLI3-1580aa

3§ 8 &8 & 3 I3 58 3

— GLI3-WT-ZF-Peptid

aa 462 aa 645

Abb. 14: Schematische Darstellung des GLI3-cDNA-Bereiches, der fur das Wildtyp (WT)-Zinkfinger
(ZF)-Peptid kodiert. Er umfafdt die gesamte DNA -bindende Doméane (DBD) von Aminoséure-
position (aa) 462 bis 645 und wurde in den Expressionsvektor pQE9 tberfihrt.

3221 Mutationen im Zinkfingerbereich konnen die DNA-Bindungs-
fahigkeit des GL13-ZF-Peptids beeinflussen

Das in 322 beschriebene rekombinante Zinkfingerpeptid wurde eingesetzt, um die
Auswirkungen von Zinkfingermutanten, die vor Ort Uber Einzestrangkonformationsa
nayse (SSCA) ds Missense-Mutationen im  Polydaktylie- Patientenkollektiv - detektiert
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worden waren, auf das Bindungsverhdten des Zinkfingerpeptides zu testen. Die Lage
der andyserten Mutationen ist in Abbildung 15 zusammengefald.

Be der Mutation C520Y handdt es sch um enen Einzdbasenaustausch an der Nukleo-
tidpodtion 1558 der ¢cDNA von GLI3. Se fihrt zu enem Aminosaurewechsd an Pos-
tion 520 von Cygein (C) zu Tyrosn (Y) und betrifft den zweten Cysenrest des zwei-
ten Zinkfingers. Diese wéhrend der Evolution hoch konsarviete Aminosaure, it an der
Aushildung des Fingers beteiligt. Wie in Abbildung 16 Mitte dargestellt, bewirkt eine
Mutation an dieser Pogtion die Zerstérung der DNA-Bindungsféhigkeit des Zinkfinger-
peptids, denn es kommt zu keiner Protein-DNA-Komplexbildung. Die nicht vorhandene
Interaktion wird auch durch Zugabe von Kompetitoren nicht beeinflul®. Der Einzdba-
senaustausch von T zu G an ener dnlich konsarvierten Stelle, in der Néhe der oben
genannten Verénderung, fuhrt zu dem Aminosiureaustausch C515G. Hier ist der erste
Cydenres (C) des zweten Zinkfingers betroffen und auch in diessm Fal war das Pro-
tein nicht mehr in der Lage, spezifisch mit dem markierten GLI3-BS-Oligonukleotid zu
interagieren. Es fand keine Komplexbildung dait (Daten nicht gezeigt). Das in Abbil-
dung 16 rechts dargestelte Gdretardierungsexperiment wurde mit einem Zinkfinger-
peptid durchgefuihrt, bel dem der Basenaustausch von G zu C an der Stelle 1393 der
GLI3-cDNA zu eénem Audausch von Glycin (G) nach Arginin (R) an der Aminosaure-
pogtion 465 fihrt. Diese Variation, an Anfang der DNA-bindenden Doméne, betrifft
nicht direkt einen Zinkfinger oder eine hoch konservierte Aminosdure, wodurch sich die
unveranderte DNA-Bindungsfahigkeit des Peptids, verglechbar mit der des Wildtyps
(Abbildung 16 links), erkléren 18%. Der entstehende Komplex ig in diesem Fdl in glei-
cher Weise empfindlich gegen den spezifischen Kompetitor, wie der Wildtyp.

Eine wetere, Uber gerichtete Mutagenese engefiihrte G zu A Basenveranderung der
cDNA-Sequenz an Podtion 1874 wurde im Bindungsverhdten des Zinkfinger-Peptids
getestet. Die Aminosauresubgtituion des Argininrestes (R) an Stdle 625 durch Gluta
min (Q) befindet sch im sogenannten C-H-Link (Sehe Abbildung 15) des funften und
damit letizten Zinkfingers. Obwohl diesr Augtausch enen der Zinkfinger und eine hoch
konsarvierte  Aminosaurepodtion  betrifft, zeigt Sch kene Beanflussung der DNA-
Bindungsfahigkeit. Sdbst die Titration mit spezifischem Kompetitor in kleinen Schrit-
ten bis zu eéner Konzentration von 400-fachem UberschuR} zeigte keinen Unterschied
im Bindungsverhdten zwischen dem Wildtyp- und dem an Postion 625 mutierten Zink-
fingerpeptid (Abbildung 17).
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C-H Link
C515G C520Y R625Q
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Abb. 15:

Abb. 16:

Schematische Darstellung der GH,-Zinkfingerregion von GLI3. Die flinf einzelnen Zinkfinger
sind durch Numerierung kenntlich gemacht. Die an der Fingerbildung beteiligten Cysteinreste
werden mit schwarzen und die Histidinreste mit grauen Kreisen dargestellt. Alle im Abschnitt
3.2.2.1 erwéhnten Mutationen, die direkt die Zinkfinger betreffen, sind entsprechend ihrer Po-

sition hier eingezeichnet.

(Seite 104) Gdretardierungsexperiment mit rekombinanten Zinkfingerpeptiden. Die bakteriell
exprimierten Peptide wurden, wie in Kapitel 2.4.6 beschrieben, prépariert und anschliefend fir
die Geretardierungsexperimente eingesetzt. Markiertes GLI-BS Doppelstrangoligonukleotid
wurde mit gleichen Mengen (150 ng) Wildtyp-(WT), oder mutiertem Zinkfingerpeptid, nach
vorheriger Zugabe zunehmender Mengen eines unmarkierten, spezifischen bzw. unspezifischen
Kompetitors, inkubiert. Die untere Bande représentiert in allen Abbildungen das markierte, un-
gebundene GLI-BS Oligonukleotid, wahrend die obere Bande aus dem retardierten Laufverhal-
ten der proteingebundenen DNA resultiert. Die Komplexbildung zwischen den Zinkfingerpep-
tiden (WT-GLI3-Zinkfingerpeptid, links, die GLI3-ZF C520Y Mutante, Mitte und die GLI3-
ZF G465R Mutante, rechts) ist unter den angegebenen Kompetitionsbedingungen nach Auf-
trennung in einem 6%igen Gel mit 0,5X TBE durch eine native PAGE dargestellt.
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spez. Kompetitor - 5 10 20 30 40 5 60 100 200 400 -
unspez. Kompetitor - - S L - 400
GL13 ZF Peptid + + + + 4+ 4+ + + + + o+ 4+
WT

Komplex

GL13-BSOligo

R625Q Mutante

Komplex

GL13-BSOligo

Abb. 17: Kompetitionsexperimente mit dem Wildtyp- und die Mutation R625Q tragenden Zinkfinger-
peptid. Gelretardierungsexperimente mit bakteriell exprimierten Peptiden wurden, wie in Kapi-
tel 2.4.8.2 beschrieben durchgefiihrt. Um die Affinitdt des WT-Peptids (oben) mit dem mutier-
ten ZF-Peptid fur die GLI13-Erkennungssequenz zu vergleichen, wurde die Zugabe des spezifi-
schen Kompetitors von einem 5fachen auf einen 400-fachen UberschulR gesteigert. Wildtyp
und mutiertes Peptid zeigen dabei einen vergleichbaren Riickgang der detektierbaren Kom:
plexbildung. In der letzten Spur ist die Bindungsreaktion in Anwesenheit eines 400-fachen U-

berschusses an unspezifischem Kompetitor gezeigt.
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3.3 EinfluR von Mutationen in GLI3 auf die Fahigkeit die-

ses TF zur Aktivierung und Repression von Genen

Die transkriptiondle Aktivitdt von GLI3 wurde berets in fiheren Experimenten getedtet
(Kdff-Suske et al., 1999). Dafir wurden GAL4-GLI3-Fusionskonstrukte generiert, die
definierte Regionen des GLI3-Proteins an die DNA-bindende Doméne des He-
fetranskriktiondfaktors GAL4 gekoppdt enthdten. Zwe diessr Expressongplasmide
waren der Ausgangspunkt, um ene bel enem Greg-Pdienten detektiete Mutation zu
testen.

Neben dem GAL4-Sysem, ba dem die Wirkung von GLI3 Uber die DNA-bindende
Doméne enes Fremdproteins detektiert wird, kann die Uber eine GLI3-spezifische Er-
kennungssequenz  vermittete transkriptiondlle  Aktivitéd getestet werden. Die Erken
nungssequenz liegt in Form ener atifizidlen Bindungsstelle vor, be der die spezifische
Konsensussequenz ein- oder mehrmas vor einen Minimapromotor, der wiederum en
sogenanntes Reportergen steuert, vorgeschaltet ist. Dessen Transkriptionsrate wird aso
Uber die Interaktion des Transkriptionsfaktorproteins an seiner Erkennungssequenz ge-
seuert. Darliber hinaus ist es aber ebenso mdglich, die 5 regulatorische Region enes
bekannten Zidgens in ein Reportergenkonstrukt einzubringen und damit die transkripti-
ondle Aktivitdt des DNA-bindenden Fektors an einem natlrlich vorkommenden Tem:

plate zu untersuchen.

3.3.1 Transaktivierende Wirkung von TA; in eénem GAL4-
Fusionsprotein wird nicht durch die Mutation S1526G be-
einflul3t

Eine sgr wet im C-Teminus gedegene Missense-Mutation, deren Aminosiureaus-
tausch innerhdb ener der zwe unabhdngigen GLI3-Transaktivierungsdomanen  liegt
(TA1 und TA,, Kdff-Suske et al., 1999), sllte ausf mdgliche Auswirkung auf die Tran
sktivierung getestet werden. In zwel der GAL4-GLI3-Fusionskongtrukte konnte Uber
die gerichtete in vitro Mutagenese ein Basenaustausch von A zu G an der Postion 4576
eingefihrt werden. Diese Sequenzénderung hat einen Aminosiureaustausch von  Serin
(S nach Glycin (G) an der Stelle 1526 im Protein zur Folge. Sie liegt damit 16 Amino-

sduren weiter C-termind von Doméne 7, die das Potentid zur Ausbildung einer amph-
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patischen Hdix, ener klassschen Transaktivierungsdomane, trégt und wahrscheinlich
das kritische Motiv innerhab der TA; bildet (TA; und TA,; Kdff-Suske et al., 1999). In
transenten Trandfektionsexperimenten wurden Fusionsexpressionskongtrukte  mit  der
Wildtyp- oder der mutierten Sequenz mittels Lipofektin in GLI3-mRNA-positive (NCI-
H661) ds auch -negative Zdlinien (NCI-H441) engefihrt. Die Reportergenaktivitét
wurde hindchtlich der Trandektionseffizienz normdigert und Uber Luciferasemessung
betimmt. Die eingefligte Mutation zeigte weder einen Einflu auf die Transaktivierung
durch die TA; dlen, noch auf die additive Wirkung der Doménen TA; und TAz. In
Abbildung 18 i die Aktivierungsfahigkeit der einzenen Kongrukte exemplarisch in
der Zdlinie NCI-H441 dargestdlt. Die Ergebnisse der Experimente in den GLI3-
MRNA-positiven Zellen (NCI-H661) erbrachte ein vergleichbares Ergebnis.

Expressionskonstrukte: Reporterkonstrukt:
GAL4BS E1b
TATA
- facheLUC Induktion
(NCI-H441)
GAL4 1147 1 1
GAL4-SplA I ] 32 (+0.1)

GAL4-GL |3 104-1580 1 TT W] 355579
GAL 4-GL | 3 1044-1580 (mut1526) :I\///D:ﬁ:l 2809 (+ 124)

_ 376-1580

GAL4-GL|3 137615 —r- 284 (£ 19,7)
GAL 4-GL | 3 1376-1580 (mut1526) —r- 411 (+ 26,6)
GAL4-GL | 3 1044-1322 I:I\/I:I:I 453 (+ 34,3)

1 2 345 6 7

GLI3 Protein BN B N NI N

Abb. 18: Vergleich des Transaktivierungspotentials von GLI3-Wildtyp und S1526G Mutante.
NCI-H441 Zellen wurden Lipofektin vermittelt, transient mit 1 pg Reportergenkonstrukt
G5E1bLUC, mit je 0,1 pg des entsprechenden GAL4-GLI3-Expressionsplasmids und 25 ng
Kontrollvektor transfiziert. 24 h nach der Transfektion wurde die Firefly Luciferase in den Zel-
lysaten analysiert. Die erhaltenen Ergebnisse wurden mit Hilfe der internen Kontrolle der
Transfektionseffizienz, gemessen Uber die Renilla Luciferase, korrigiert. Die Resultate sind als

Vielfache der Aktivierungsfahigkeit von GAL4Y*", dem willkirlich der Wert von 1 zugewie-
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sen wurde, dargestellt. Die schematische Repréasentation des GLI3-Proteins im unteren Teil der
Abbildung zeigt, welche der Doménen von GLI3 an GAL4 fusioniert wurden. GAL4-Sp1A
und GAL4-GLI3 %1322 \yurden als zusétzliche Positivkontrollen mitgefiihrt. Die Resultate
sind Uber mindestens zwei unabhangige Experimente, jeweils im Doppelansatz verifiziert. Die

Standardabweichung ist jeweilsin Klammern angegeben.

3.3.2 Einflul3 des Wildtypproteins und ausgewahlter GL 13- Mutanten
auf die Transkription eines Reporters mit artifiziellen GLI-
Bindungsstellen

Um Eigenschaften des vollgéndigen GLI3-Proteins zu besimmen und innerhdb der
GLI-Genfamilie zu vergleichen, wurden fir eukaryontischen Gentransfer geeignete Ex-
pressonsvektoren generiert. Die vollgdndigen kodierenden Bereiche einschlieldich der
jewelligen Kosaksequenzen von GLI1 und GLI3 (GLI1-cDNA; Kinzler et al., 1988 und
GLI13-cDNA; Ruppert et al., 1990) wurden stromabwaérts des heterologen CMV Promo-
tors in die Vektoren pEGFP-N1 bzw. pEGFP-C1 kloniert, denen vorab das GFP en-
nommen worden war. Neben dem vollgéndigen Wildtyp-Protein, sollten gleichzatig
auch verschiedene GLI3-Gen-Mutationen, nicht trunkierende sowie trunkierende getes-
tet werden. Dabei diente das komplette GLI3 im Expressionsvektor, oder, fals aus klo-
nierungstechnischen Grinden eforderlich, andere Plasmide ds Ausgangspunkt fir die
durchzufiihrenden Mutagenesen. Die genauen Angaben zur Klonierung und zur in vitro
Mutagenese sind in der Tabdle 2, Abschnitt 2.1.5 und in Tabdle 3c, Abschnitt 2.1.6
zusammengefald. Prim& wurde die von Wildtyp- und Mutanten-GLI-Proteinen vermit-
telte Reportergenaktivitét bestimmt. Als Reporter diente ein Luciferasegen unter der
Kontrolle von 8 Tandemkopien der Wildtyp-GLI-Konsensushindungsstelle (8X3 GLI-
BS LUC) bzw. unter der Kontrolle von 8 zerstdrten Tandemkopien dieser Bindungsstel-
le (8X3'mGLI-BS LUC) und dem basden Promotor des Huhn-d-Crygdlin Gens. Stei-
gende Mengen an Expressonsplasmiden wurden mit Reporterkonstrukt (1,5 pg) und
internem  Kontrollvektor (20 ng), zur Ermittlung der Trandfektionseffizienz, Kkotransfi-
Ziet. Die eingesetzte Gesamtkonzentration an DNA betrug 25 g, wobe die variierent
den Mengen an eingesetzten Expressonskongtrukten durch Ausgleichs-DNA - erganzt
wurde. Die Anzahl der Promotorbindungsstellen wie auch die verwendete DNA-
Gesamtmenge waren kongant. In der Regd wurden mindestens zwe  unabhdngige
Trandektionen in Doppelansétizen durchgefiihrt, die 24 h bzw. 48 h nach Transfektion
zur Reportergenbestimmung herangezogen wurden. Nach diesem Versuchsaufbau wur-
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den verschiedene Zdlinien getestet. Abgesehen von intringschen Schwankungen, wie
besidswvese Trandektionseffizienz, oder auch die absolute Reportergenaktivierung,
ergaben die Daten in ihrer Aussage identische Ergebnisse.

Wie in Abbildung 19 dargestelt, wurde das Transaktivierungspotentid der vollsténdi-
gen GLI1- und GLI3-Proteine ermittedt. Dabe wurde die von Wildtyp- und Mutanter+
GLI3-Bindungsstdllen gesteuerte Reportergenaktivitét gemessen. GLI1 zeigt eine kot
zentrationsabhéngige Aktivierung des Reportergenkonstruktes. Diese muld  Uber die
GLI3-Bindungsstellen erfolgen, da die Reportergenaktivitdt unter der Kontrolle von
mutierten  Erkennungssequenzen  vollig  zusammenbricht.  Im Gegensatz zum  GLI1-
Protein, zeigt das GLI3-Protein keine Wirkung auf die Aktivité des getesteten Repor-
ters in NCI-H441 Zdlen, die kein endogenes GLI3 enthdten. Der deutliche Unterschied
in der Transkriptionsrate des Reportergens nach Transfektion von GLI1 oder GLI3 wird
auch in der Ogeosarcoma Zdlinie U2-0S, die bereits endigen die GLI-Proteine expri-
miert, beobachtet (Abb.20b). Die Aktivierung durch GLI1 ist konzentrationsabhangig in
Anwesenheit von endogenem GLI1 und erreicht erst Séitigung bel der Trandfektion von
grolen Mengen GLI1-Expressonsplasmid (1000 ng). GLI3 hingegen bleibt unabhéngig
von den Konzentrationen transkriptiond |l inaktiv.
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Relative Light Units

Reporter: 8X3'GLI-BS LUC
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Expressions
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Reportergen: 8X3 GLI-BSLUC 8X3'mGLI-BSLUC
Abb.19: Wirkung von in NCI-H441 transient exprimiertem GLI1 und GLI3 auf einen Reporter mit 8

facher GLI-BS und mutierter 8fach GLI-BS. Neben der schematischen Darstellung der Bx-
pressionskonstrukte im oberen Teil der Abbildung findet sich im unter Bereich das Séulendia-
gramm zur Luciferasesktivitdt in Abhangigkeit von der Konzentration der transfizierten DNA -
Menge. Die weilzen Aktivitétssaulen reprasentieren die Werte fir GLI1, die grauen die fir
GLI3 und ®ine Mutanten. Die Standardabweichungen sind entsprechend eingetragen. Eine
graphische Darstellung der Reporterkonstrukte findet sich am rechten Rand. Eine Kotransfek-
tion von GLI1- oder GLI3-Expressionskonstrukten und den Reporterplasmiden, die wie ange-
geben WT (8X3'GLI-BS LUC) bzw. mutierte (8X3'mGLI-BS LUC) GLI-Bindungsstellen
enthalten, wurde in NCI-H441 Zellen durchgefihrt. 24 h spéter wurde die Reportergenaktivitét
detektiert. Die ermittelten Luciferasewerte sind bezliglich der Transfektionseffizienz korrigiert

und entstammen aus Doppel bestimmu ngen mindestens zwei er unabhéngiger Experimente.

Be enigen Mutationen, die zum GCPS Syndrom fuhren, liegt die Veanderung in Do-
méanen von GLI3, denen noch keine putative Funktion zugeordnet werden konnte (Ab-

bildung

208). Zur Eingrenzung der moglichen funktiondlen Bedeutung der Verande-

rungen wurde ihr Verhdten, wie in Abbildung 20c dargestelt, im Kotransfektions-
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sysgem untersucht. Bel den betreffenden Missense-Mutanten handdt es sich um enen
Aminosaureaustausch von Glycin (G) zu Arginin (R) an Podtion 727 der Polypeptidket-
te bzw. um die Dédetion enes einzednen Aminosiurereses Glutamin (Q) an Pogtion
926. In diesen beiden Fdlen, sowie in der mitgefihrten Kontrolltransfektion ener
GLI3-Zinkfingermutante, C515G, ist kein konzentrationssbhéngiger Andieg der Luci-
feraseektivitét zu verzeichnen. Das Fehlen ener aktivierenden Wirkung auf das Repor-
tergen wird nicht durch die GLI3 Mutationen G727R und Q926de aufgehoben. Ob der
N-Terminus des GLI3-Proteins einen Einflul auf das Fehlen der aktivierenden Wirkung
dieses Transkriptionsfaktors in diesem System ausibt, wurde durch die Transfektion
eines GLI3-Expressonskongtruktes, dem diese Sequenzen fehlen (GLIS.dN) untersucht.
Es konnte dlerdings keine mit GLI1 vergleichbare Aktivierungswirkung nach Deetion
der ersten 427 Aminoséuren des GLI3-Proteins beobachtet werden.
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Abb. 20: Wirkung von GLI-Expressionskonstrukten in NCI-H441 auf ein Luciferasereportergen. In Teil
a sind schematisch die verwendeten Expressionskonstrukte dargestellt. Die Symbole entspre-
chen denen, die in Abb. 9 beschrieben sind. DBD markiert die DNA -bindende Doméane und die
eingefihrten Mutationen sind an ihrer Position mit blauem, rotem bzw. griinem Stern gekenn-
zeichnet. In Teil b und c ist die Reportergenaktivierung mit , Relative Light Units* (RLU) in
Abhangigkeit von der Konzentration der transfizierten Expressionskonstrukte (Angabe in ng)
dokumentiert. Die weif3en Aktivitatssaulen représentieren die Werte fir GLI1, die grauen die
fir GLI3 und seine Mutanten. Die Standardabweichungen der Doppel bestimmungen sind ent-
sprechend eingetragen. Eine graphische Darstellung des Reporters findet sich am rechten Rand.
Alle Resultate sind auch hier in Doppelbestimmungen, bei unabhéngigen Experimenten erzielt

worden.

3.3.3 Einflud von GLI3-Mutanten auf die Kompetition von
GLI11 und GLI13 um gleiche Reportergenbindungsstellen

Wie im Kapitd zuvor gezeigt, ist das GLI3-Expressonskonstrukt, welches fur das voll-
dandige Protein kodiert, im Gegensatz zum GLI1-Konstrukt offengchtlich nicht in der
Lage, unter den experimentdlen Bedingungen die Reportergenaktivitdt zu stimulieren.
Da der Reporter aber GLI-Konsensushindungsstellen enthdlt, sollte es beiden GLI-
Protenen zuminde moglich sain, mit den Bindungssdlen zu interagieren. GLI1 fihrt,
unabhéngig von der vewendeten Zdlinie, zu ener konzentrationsabhéngigen Aktivie-
rung des Reportergens, was ene endeutige Interaktion mit den atifizidlen Bindungs
delen bewes. Um diese Interaktion auch fir das GLI3-Protein zeigen zu konnen,
wurden beiden GLI-Proteine zusammen trandfiziert. Sind beide in der Lage auf das Re-
portergen zu wirken, S0 Sollte es zwischen ihnen zu ener Konkurrenz um die Bindungs-
gdlen kommen, deren Auswirkung mit Hilfe der Reportergenaktivitdt detektiert werden
kann. Bel dem durchgefihrten Kompetitionsassay wurden die experimentdlen Bedin
gungen, wie in Abschnitt 3.3.2 beschrieben, gewdhlt, diesma jedoch ene kongante
Menge von GLI1-Expressonskonstrukt (200 ng) mit einer konstanten Menge der unter-
schiedlichen GLI3-Plasmide (GLI3, GLI3.727, GLI3.926, GLI3.515 und GLI3.dN; 800
ng) kotrandfiziert. Nach 48h Inkubationszeit wurden die Zelen zur Reportergenmessung
lysert. In Abbildung 21 snd die Ergebnisse des Kompetitionsansaizes zusammenge-
fa¥. Die Kontrolltransfektion mit dem GLI1-Expressonsplasmid (200 ng) bewirkt wie
in den vorangegangenen Experimenten eine hohe Luciferaseektivitét im Vergleich zum
Leervektor. Die Kotrandfektion mit GLI3 ds Wildtyp, aber auch die Mutanten
GLI3.727 bzw. GL13.926 resultieren in ener deutlichen Represson der durch GLI1-
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induzierten Reportergenaktivitét. Die detektierte Enzymaktivitét der Luciferase von
Uber 150000 RLU (Reative Lignt Units) be dleniger Transfektion des GLI1-
Expressonsplasmides, reduziert sch auf 50.000 RLU und weniger bei dlen Kompetiti-
onsansdtzen. Die repressorische Wirkung vom  unveranderten GLI3-Protein  entspricht
der der getesteten Sequenzvarianten GLI13.727 und GL13.926, denn die Reportergenak-
tivitdt geht be dlen kotrandizieten Kongrukten um mehr ads zwe Drittd zurtick (Ab-
bildung 21a). Von der Represson der GLI1-Aktivitdt durch die GLI3-Mutanten Kon
grukte kann man, wenn auch nur quditativ, grundsétzlich deren Expression ableiten.

In Abbildung 21b ist der Transfektionsansatz von GLI1 dlein, im Vergleich zu den
Kotransfektionsansitzen mit GLI3-Wildtyp, der GLI3.dN- und der GLI13.515-Mutante
dargestdlt. Die durch die Interaktion von GLI1 mit den spezifischen Bindungsselen
des Reporters induzierte Enzymaktivitét der Luciferase wird, wie bereits gezeigt, durch
das unverénderte GLI3-Protein kompetiert. Aber das N-termind um 427 Aminoséuren
verkirzte GLI3-Protein igt nicht in der Lage, die GLI1-vermittelte Aktivitét des Repor-
ters zu reprimieren, wawrend die Zinkfinger-Mutante an Postion 515 der GLIS3-
Aminosturesequenz  offensichtlich eine leicht repressorische Wirkung ausiibt, da die
Luciferasegktivitdt um anndhernd 20% abnimmt. Vorausgesetzt die Zinkfinger-Mutante
wird exprimiert, erlauben diese Beobachtungen den Schiul?, dald die repressorische Ak-
tivitdt des WT-GLI3-Proteins Uber die ZnF-Mative efolgt, da se von ener Zinkfinger-
Mutante aufgehoben wird. Der Expressonsnachweis is bedenfdls semiquantitativ. Die
Unterschiede der fir GLI1 dlein ermittelten Luciferasewerte zwischen a. und b. lassen
sich methodisch erkléren.
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Abb. 21:

3.34

Kompetitionsassays der GLI-Expressionskonstrukte in NCI-H441. Die in diesen Experimenten
verwendeten Expressionsplasmide sind jeweils im oberen Teil der Abbildungen dargestellt.
Die Wirkung der Expressionsplasmide nach Einzel- oder Kotransfektion wurde mit Hilfe des
Reporters, der eine 8fache GLI-Bindungsstelle (8X3'GLI-BS LUC) enthdlt in der Osteosa-
komazellinie U2-OS getestet. Die GLI1-Einzeltransfektionen (200 ng) werden durch weil3e,
die Kotransfektionsansdtze (200 ng GLI1 und 800 ng der unterschiedlichen GLI3-Varianten)
durch graue Aktivitatssdulen reprasentiert. Die transfizierte Gesamtmenge an DNA war in alen
Ansétzen konstant, gegebenenfalls durch den Einsatz von Ausgleichs-DNA. Die durch GLI1
bewirkte Reportergenaktivierung wird sowohl Uber die Zugabe von GLI3-Wildtyp als auch G-
ber die Zigabe von in Position 727 oder 926 mutiertem GLI3 deutlich reprimiert. Das N
terminale Deletionskonstrukt von GLI3 zeigt keinerlei reprimierende Wirkung auf die GLI1-
vermittelte Enzymaktivierung, wéhrend der an Position 515 des Proteins eingefligte Aminoséu-
reaustausch eine Repression von ca. 20% zeigt. Die ermittelte Reportergenaktivitét in Form der
Luciferasewerte wurde bezlglich der Transfektionseffizienz mittels eines internen Kontroll-
vektors korrigiert. Die aufgefihrten Resultate entstammen Doppel bestimmungen aus mindes-

tens zwei unabhangigen Experimenten, deren Standardabweichung entsprechend markiert ist.

Konservierte Sequenzbereiche im Aminoterminus von

GL 13 mit noch unbekannter Funktion

Die Beobachtungen beziiglich des N-terminden Deetionskonstruktes von GLI3 (GFP-

GLI3.dN) in diesen Transaktivierungsstudien machte deutlich, dal3 im Bereich zwischen
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Zinkfingerdoméne und N-Terminus des Proteins noch mdgliche Funktionen verborgen
liegen konnen. Bel der genaueren Ingpektion der N-terminden Sequenzen von GLI3
und seinen Familiemitgliedern fiden konserviete Bereiche auf, die der Konsensusse
quenz fur Sentrinization (I/L)K(Q/T)E entsprechen. Bal Sentrin-1 (SUMO-1) handdt es
sch um dnen Ubiquitin-dhnlichen Fektor, welcher Tel ener Protenmodifikationskas
kade i, die sch deutlich von der des Ubiquitins unterscheidet (Boddy et al., 1996;
Shen et al., 1996; Yeh et al., 2000). Insgesamt sechs Motive, die der Konsensussequenz
fir Sentrinization mehr oder weniger entsprechen, befinden sch im N-Teminus bis
hinen in den Zinkfingerbereich von GLI3. Der Konsarvierungsgrad dieser moglichen
Modifiketionsdoménen vaiiet zwischen den enzdnen GLI-Familienmitgliedern. Die
esen zwe dieser Bereiche liegen sehr weit N-termind, eénma an der Aminosiurepos-
tion 15-17 (KVE) und bei 86-88 (KKE) der von Ruppert und Mitarbeitern 1990 verdf-
fentlichen cDNA und Aminosiuresequenz. Das dritte Motiv an Postion 462-464 (KEE)
it zwischen GLI3 und GLI2 konsarviert, genauso wie das an letzter Stelle (aa 510-512;
KKE) liegende. Die direkt zu Beginn des DNA-bindenden Bereiches gelegene Doméne
467-469 (KDE) ig nur in GLI3 vorhanden, wahrend die fiinfte Doméne an Pogtion
471-473 (KQE) unter dlen GLI-Familienmitgliedern konsarviert ist. Wie in Abschnitt
3.3.3 gezeigt, fuhrt die Deetion der ersten 427 N-terminad gelegenen Aminosiuren von
GLI3, die die beden egen putativen Sentrinizationsstdlen nicht enthdten, nicht zur
Represson der GLI1-induzierten Reportergenaktivitét. Diese beiden Modifikationsstel-
len, oder aber andere, in der deletierten Region befindliche funktionelle Doménen, kon
nen die Aufhebung der Represson bewirkt haben. Als néchgtes fokusserte sich der
Blick auf das dritte und vierte konservierte Motiv (aa 462-464 und aa 467-469), um den
Einflul der anderen Motive in bezug auf Aktivierung oder Represson durch GLI3 tes-
ten zu konnen. Dazu wurden die stark geladenen Aminosauren der KEE- und KDE-
Motive, Uber gerichtete in vitro Mutagenese durch Alanine ersetzt. Dabel entstanden
jewells Einzdmutanten (KEE zu AAA oder KDE zu AAA) und ene Doppemutante, in
der beide geladenen Bereiche verdandert waren (KEE zu AAA und KDE zu AAA). Die
genaue Strategie zur Mutageniserung ist unter dem Kapitel 2.1.6, in der Tabelle 3c z+
sammengefald. Die generierten Expressonskongtrukte wurden in GLI3-mRNA postive
(U2-0S Zdlen) und GLI3-mRNA negative Zdlen (NCI-H441) trangent trandfiziert und
mit dem 8X3' GLI-BS LUC Reportergen auf ihre Wirkung getestet. Dabel wurden stei-
gende Mengen da mutieten  GLI3-Konstrukte  (GLI3.KEE, GLI3.KDE,
GLI3.KEE+KDE) zugefiigt. GLI1 und mutiertes GLI3 waren in konstanter Konzentra-
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tion vorhanden. In Abbildung 22 snd die fir die einzenen Kondrukte ermittelten Re-
portergenaktivitdten in NCI-H441 Zdlen dargestdlt. Die Andysen mit U2-OS Zdlen
erbrachten vergleichbare Ergebnisse. Die konzentrationabhdngige Aktivierung des Re-
porters (8X3'GLI-BS LUC) durch die aktivierende Wirkung von GLI1 ist deutlich fest-
zustellen, wéhrend auch hier die GLI3-Kondrukte dlein keine Wirkung auf den Repor-
ter haben. Der Kompetionsansatz zeigt fir die Einzdmutanten ebenfdls ene Reprimie-
rung der GLIl-induzieten Aktivierung, vergleichbar der, die durch das GLI3-
Wildtypprotein erzeugt wird. Die KEE+KDE Doppedmutante hingegen scheint GLI1
wesentlich sérker in sainer Wirkung zu hemmen, denn die ermittelten RLU-Werte lie-
gen hier vier- bis zehnfach niedriger ds bei der Kompetition durch die Einzd mutanten.

GLI3.KEE
GLI3.KDE
GLI3.KEE+KDE
GLI1
@ 50000 4
c
D 45000
E H
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>
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T
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9S8 SS88 RS8s Re8S
GLI1 + + +
(200 ng)
GLI1 GLI3.KEE GLI3.KDE GLI3.KEE+KDE

Abb.22: Transaktivierende Aktivitdt der mutieten KEE- und KDEMotive in GLI3-
Expressionskonstrukten. NCI-H441 Zellen wurden sowohl mit steigenden Konzentrationen
von GLI1- (weif3e Aktivitétssaulen), als auch von mutierten GLI13-Expressionsplasmiden (dun-
kelgraue Aktivitéatssaulen) transient transfiziert. Der Kompetitionsansatz fir die drei mutierten
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Expressionskonstrukte setzte sich zusammen aus 200 ng GLI1 und 800 ng GLI3 und wird je-
weils durch die schwarzen Aktivitatssaulen représentiert. Die transfizierte DNA -Gesamtmenge
entspricht immer 1 pg. Die Aktivierung des Reporters (8X3'GLI-BS LUC) wurde 24 h post
Transfektion durch Lyse der Zellen und Messung der Luciferase detektiert. Die Luciferaseakti-
vitét ist durch RLU (RelativeLight Units) gekennzeichnet und nach Korrektur beztglich der
Transfektionseffizienz in Abhangigkeit von den transfizierten Konstrukten dargestellt. Die B-
gebnisse wurden Uber Doppelbestimmungen in unabhéngigen Experimenten ermittelt, wobei

die jeweilige Standardabwei chungen entsprechend eingezeichnet wurde.

3.35 Transaktivierende Wirkung von GLI13-Mutanten auf den
nattrlichen Promotor eines Zielgens

Die Transaktivierungsfahigkeit der GLI-Proteine wurde mit  Reportergenkonstrukten
getestet, weche atifizidle multimerisete GLI-Bindungssequenzen im Promotor be-
saen (8 Tandemkopien der Wildtyp bzw. der mutierten GLI-Konsensusbindungsstelle).
Um diee Fahigketen mit enem natlrlichen Promotor zu testen, wurde die 4,3-kb 5
regulatorische Region des humanen PTCH1 Gens, weche zwe konserviete GLI-BS-
Konsensussequenzen enthdlt, in den pGL3-Basc Vektor kloniert (Kogermann et al.,
1999; Shin et al., 1999). Se gellte den vorgeschalteten Promotor fir das Reportergen
Luciferase dar. Es wurden Zdlinien, die entweder endogenes GLI3 enthdten (U2-0S),
oder dieses Gen nicht exprimieren (NCI-H441) unter den bereits erwdhnten Transfekti-
onsbhedingungen trandent trandfiziert. 24 h (NCI-H441) bzw. 48 h (U2-OS) nach der
Transfektion, wurde die Uber das Reportergenkonstrukt (1,5 pg pPTCHL) und die Ex-
pressonsplasmide vermittelte Reportergenaktivitdt mit Hilfe des Dud Lucferae As
says detektiert. In Abbildung 23 snd die be der Transfektion von U2-OS Zdlen ermit-
telten Ergebnisse exemplarisch dargestdlt. Die Zugabe deigender Mengen an GLI1-
Expressonsvektor zeigte konzertrationsabhéngig einen leichten Rickgang in der Luci-
feraseaktivitdt. Dies muld dlerdings unter Beachtung der extrem niedrigen Luciferasesk-
tivitdt des, unter Kontrolle der pPTCH1 Sequenzen stehenden Reportergens gewertet
werden. Dies wird deutlich aus dem Vergleich dler anderen verwendeten Express-
onsplasmide, die entweder GLI3 Wildtyp oder mutiete GLI3 Formen enthidten, mit
dem Leervektor (dGFP; Expressonsplasmid ohne Insert), sowie den in Abbildung 21
erzielten Werten mit einem anderen Reportergen. Die Enzymaktivitdten unterscheiden
gch untereinander durch intringsche Schwankungen (bedingt durch Transfektionseffi-
Zienz). Der jeweilige Kompstitionsansatz aus GLI1 (200 ng) und den verschiedenen



3. Ergebnisse 120

GLI3 (800 ng) Expressonsvektoren erzielte Luciferasewerte, die der dleinigen Tras
fektion von GLI1 vergleichbar sind. Das heif, die ohnehin niedrige GLI1-Aktivité 183
sch nicht weiter, auch nicht durch GLI3-WT-Koexpression senken.
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Abb. 23: Transaktivierende Wirkung der GLI-Proteine auf einen natlrlichen Promotor. U2-OS Zellen
wurden transient mit einem oder zwei Expressionskonstrukten transfiziert, wobei die verwen-
dete Gesamt-DNA Menge Uber Einsatz von Ausgleichsplasmiden identisch blieb. Nach Zugabe
von 1,5 pug Reporterplasmid (pPTCH1) und einer anschlieffenden Inkubation von 48 h, wurden
die Zellen lysiert und die Luciferaseaktivitdt in Form von RLU (Relative Light Units) detek-
tiert. Die RLU sind in Abhangigkeit von den transfizierten Konstrukten dargestellt, wobei die
in diesem Experiment verwendeten Expressionsplasmide im oberen Teil der Abbildung darge-
stellt sind. Die durch den Leervektor GFP, 200 ng) vermittelte Aktivitét wird durch die
schwarze Saule und die durch GLI1 erzeugte Enzymaktivitét von weilRen Saulen dargestellt.

Die getesteten GLI3 Konstrukte werden von den dunkelgrauen, die Kompetitionsansétze von
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den hellgrauen Aktivitatssaulen reprasentiert. Alle dargestellten Resultate wurden bezuglich
der Transfektionseffizienz korrigiert und entstammen Doppelbestimmungen aus mindestens

zwei unabhangigen Experimenten. Ihre Standardabweichung ist entsprechend markiert.

34 EinflulR von GLI3-Ddetionen auf die subzdlulare

L okalisation des Proteins

Transkriptionsfaktoren (TF) haben den Ort ihrer Wirkungsstéite grundséizlich im Zdl-
kern, wo sich die DNA befindet, deren transkriptiondler Zustand moduliert werden soll.
Dabe gelt sch die Frage, wie das TF-Protein dorthin gelangt, um den entsprechenden
Einflu? auszutben. GLI3, mit einem Molekulargewicht von 190 kDa, benttigt auf
Grund seiner Grofe einen aktiven Transport zur Passage der Kernmembran. Die bete-
ligten Trangporter hierfir snd aber noch nicht bekannt. Um der Frage der zdluldren
Vetdlung des GLI3-Proteins nachzugehen, wurden GLI3-GFP (Green Fluorescence
Protein)-Fusonskongrukte generiert, die en Fusonsprotein liefern, dessen  Aufert-
hatsort Uber die Fluoreszenzeigenschaften des GFP in vivo und nach Fixierung ermittelt
werden kann. Die generierten, GLI3-gpezifischen Antikorper konnten nicht fir den
Nachweis von endogenem GLI3 in Zdlen Uber Immunfluoreszenz eingesetzt werden.

34.1 N- und C-terminale GL|3-Ddetionskonstrukte mit GFP

Das pEGFP-Sysem begteht aus eukaryontischen Expressonsvektoren, die berets die
Sequenzinformation fir das Green Fluorescence Protein (GFP) beinhdten. Wird das zu
untersuchende Gen, GLI3, unter Berlckschtigung des korrekten Leseragters, in diese
Plasmide kloniert, so werden nach Trangfektion in Wirtszdlen Fusionsproteine aus GFP
und GLI3 exprimiert. Diese snd nach einer gewissen Expressonszeit z.B. Uber en Flu-
oreszenzmikroskop zu detektieren. Die entstehenden Proteine kdnnen zum enen N-
tereminae Fusonen (pEGFP-N) sein, wobel sch das zu untersuchende Gen vor der
GFP-Sequenz befindet und zum anderen auch C-terminade (pEGFP-C). In diesem Fal
wird das Zielgen hinter die GFP-Sequenzinformation geschdtet. Um enen mdglichst
exakten Uberblick Uber die GLI3-Proteinvertelung zu gewinnen, wurden neben Kon-
grukten, die die gesamte GLI3-Sequenz enthidten, auch amino- und carboxyterminae
Deletionen generiert. Sie soliten helfen, vermutete Funktionen, wie z.B. moglicherwese
en zytoplasmaisches Retentionsgnd, bestimmten Doménen zuordnen zu konnen. At
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derersaits konnte die unterschiedliche Markierung des GLI3-Proteins bzw. der GLI3-
Antale in Zdlsygemen madglicheeweise an Hand differentidler Vertellung Hinwelse
auf die podulierte Spatung des TF erbringen. Die Herstellung von N- und Gterminden
Fusonen mit gleicher GLI3-Sequenzinformation diente ds interne Kontrolle, um gege-
benenfalls stdrende Interaktionen zwischen dem N- bzw. C-termind fusonieten GFP
und dem GLI3-Antell heraudfiltern zu konnen. In Abbildung 24b snd die bestimmten
Fusonen, die identifiziete Kettenabbruchmutationen nachahmen sollen, schematisch
dargestdlt. Ein Veglech zum vollgéndigen GLIS-Protein (Abbildung 24a) zeigt die
Lage der einzenen, klonieten Bereiche an. Die genauen Klonierungsstrategien zu den
Kongrukten sind in der Tabdle der Expressonsplasmide (Tabelle 2) im Abschnitt 2.1.5

zusammengestd|t.
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Abb. 24: Schematische Darstellung des gesamten GLI3- und der GLI3-GFP-Fusionsproteine. Im Ab-

schnitt a sind die Homologiedomanen der GLI-Proteine mittels arabischer Zahlen und Boxen

unterschiedlicher Struktur angegeben. Start und Ende dieser Regionen sind jeweils tiber die er-

ste und letzte Aminosdure angezeigt. Region 2 enthdlt die DNA -bindende Doméne (DBD).

Pfeile deuten die vermutete Proteinspaltstelle (PCS) bzw. ein zytoplasmatisches Retention-

signa (CTS) an. Im unteren Teil der Abbildung (b) sind die GLI3-GFP-Fusionsproteine darge-
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stellt. Alle an den NTerminus von GFP gekoppelten GLI13-Reste (GLI13-GFP) sind mit einem
grauen Hintergrund dargestellt. Die an den GFP-C-Terminus fusionierten GLI3-Bereiche
(GFP-GLI3) sind weil3 unterlegt. Das errechnete Molekulargewicht der entstehenden Fusions-

proteineist in kDa angegeben.

3.4.2 Unter schiedliche GL | -Homologiedoménen beeinflussen die

subzellulére L okalisation der GL|13-GFP-Fusionsproteine

Um die intrazellulére Lokalisation von GLI3 zu beobachten, wurden sechs N-terminde
und sechs C-terminde GFP-Fusonskongtrukte generiert, die in den meisen Fdlen die
identischen GLI3-Antelle enthidten. Dabal war die Zusammendelung diessr genspea-
fischen Bereiche s0 gewdhlt, dad3 man die Beanflussung der subzeluléren Vertellung
einer oder melreren GLI-Homologiedomanen zuordnen konnte. Nach transenter Trans-
fektion in sowohl GLI3-mRNA exprimierende (NCI-H661, COS-7 und die humane
Ogteosarcomazdlinie U2-0S), ds auch nicht exprimierende (NCI-H157) Zdlinien und
ene anschliefenden Inkubation von 24-48 h wurden die Zdlen fixiet. Nach ener
Kerngegenfarbung mit DAPI konnten die Préparate mit einem fir die Fluoreszenzmik-
roskopie geeigneten Medium eingedeckt und ausgewertet werden. Bel der Auswertung
der einzdnen Ansitze wurde zwischen Uberwiegender Kern, Zytoplasmaférbung, bzw.
der Férbung beider Kompatimente unterschieden. Die prozentude Vertelung fur die
enzenen Kongdrukte i in Abbildung 18 zusammengefdd, wobel sch die Auswertung
fur dle Kongrukte und jede Zdlinie auf jewels 100 ausgezdhlte und beurtelte Zdlen
bezieht.

Das N- bzw. C-terminde Fusonsprotein, welches nur die GLI-Homologiedoméane 1
(Abbildung 26a bzw. 27a) enthdt, zeigt Uberwiegend ene Zytoplasmaférbung (Abbil-
dung 26b / 27b), aul}er bel den U2-OS Zelen, be denen sowohl Farbung von Kern ds
auch Zytoplasma in dlen Zdlen zu detektieren ist. Die Fuson der GLI3-Doménen 1
und 2 an GFP zeigt entweder ein Doppelférbung, oder eine reine Kernfarbung, unab-
héngig von der engesstzten Zdlinie. In den meigen Fdlen (bis zu 80%) haben die in-
dividudlen Zelen dlerdings eine sehr darke Kernfarbung (Abbildung 26¢ und 27c), s0
da? ene deutliche Umvertelung der Proteine Richtung Nukleus festzugdlen igt, wenn
das Expressonskonstrukt die DNA-bindende Doméne beinhdtet. Bei den 140 kDa
schweren Fusionsproteinen, die die Homologiedoménen 1-3 beinhdten, findet man e-
benfalls sowohl ene reine Kernfarbung, wie auch die Anfarbung beider Kompartimen-
te. Hier war die erstere der beiden Beobachtung mit 60-84% der Zdlen deutlich héufi-
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ger vertreten (Abbildung 26d / 27d). Be der Verbindung von GFP zum vollsténdigen
GLI3-Protein, oder zum GLI3-Ret mit Doméne 1-6 zeigt dch Ubewiegend ene
gechmdige Vertelung der entsehenden Fusionsproteine Uber die gesamte Zele und
damit Uber beide Kompartimente (Abbildung 26e, f / 27¢e, f). In den GLI3-mRNA nega
tiven Zdlen NCI-H157 it sowohl fir die N, as die Gterminae Fuson des kompletten
GLI3 an GFP noch en Antell von 30-60% der Zellen zu detektieren, die eine reine A
fabung des Zdlkerns zeigen. Abgesehen von diesen beiden Abweichungen, ist aber
grundsétzlich eine ermneute Tendenz bel der Vertelung der Fusiongproteine, dieses Md
Richtung Zytoplasma, festzugtdlen. 25-50% dler Zdlen zeigt in diesem Fdl ene ex-
klusve Farbung alein dieses Zdlbereichs. Fir das N-terminde Deetionskonstrukt von
GLI13, welches nur einen Tel der Doméne 2 und den restlichen G Terminus enthdt (150
kDa) und auch fur die GLI3-GFP-Fuson mit den enthatenen Homologiedoméanen 4-6
(50 kDa) ist eine starke Farbung von Kern und Zytoplasma auszumachen. 100% der
Zdlen zeigen ein identisches Bild (Abbildung 26g / 279).

Neben der grundsiizlichen Differenzierung in welchem der Zdlkompartimente sch die
Fusonsproteine aufhdten, wurde untersucht, ob die Féarbung innerhdb dieser Bereiche
homogen vertellt i, oder bestimmten Strukturen folgt. In maximd 10% dler Zdlen
enes jeden Prgparates waren die GLI3-GFP-Fusongproteine nicht homogen vertelt.
Eine der angeférbten, beobachteten Strukturen snd netzartige Vertellungen von Fusi-
ongproteinen in den Zdlen, die haufig noch zu klenen perlenatigen Strukturen verdich-
tet (Abbildung 26c, 27c, €). Zunéchst beobachtet bel der C-terminden Fuson an GFP
und enthdtener GLI3 Doméne 1 und 2, spater auch be der N-terminden Verbindung
und dlen nachfolgenden Kongrukten, die einen groferen GLI3-Antell bestzen, dler-
dings ig in dieen Fdlen ihre Haufigkeit geringer. Zusdtzlich zu diesen Strukturen
konnten in anderen Zelen zytoplasmatische Aggregate beobachtet werden. Die Verte-
lung dieser Proteinanhéufungen schien nicht zufdlig. Se konnte nur bei den beiden
grofden Fusionsproteinen detektiert werden (Abbildung 26e, f / 27f). Das N-temind
deetiete GLI3 und die Homologiedoménen 4-6 assoziiet mit GFP zeigten verdeichr
bare Strukturen, dlerdings konzentrierten sch diese Fusonsproteéinen um die Ken
membran (Abbildung 27g). Aggregatbildungen, sogenannte “"speckles', wie oben be-
schrieben zeigten sch auch exklusv im Zdlkern, unabhéngig davon, ob das Zytoplas-
ma ebenfals Fusonsproteine enthielt oder nicht (Abbildung 26d / 27c, d). Die Verte-
lung diessr "gpeckles’ schent auch hier nicht zufdlig und konnte be fast dlen Ko
strukten, unabhéngig von der Empfanger-Zdlinie, beobachtet werden.
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All diex auffdligen Farbeverhadten wurden durch eine Expressonsstudie, be der die
Zdlen 12, 16, 20, 24 und 36 h nach Trandfektion fixiert und andysert wurden, noch
enmd veifiziert (Daten nicht gezeigt).

Abb. 25:

Abb. 26:

Abb. 27:

(Seite 127) Die subzellulére Lokdisation der GLI3-GFP-Fusionsproteine in verschiedenen
Zellinien. Die Verteilung der verschiedenen Konstrukte ist prozentual, bezogen auf 100 ausge-
zahlte Zellen angegeben. Im linken Abschnitt der Abbildung findet sich oben die schematische
Darstellung des GLI3-Proteins und darunter die Nterminalen bzw. Gterminaen GLI3-GFP-
Fusionsproteine mit den enthaltenen Doméanen. Rechts ist tabellarisch das Farbeverhalten der
einzelnen Konstrukte in den Zellinien U2-0S, COS-7 und NCI-H157 dargestellt. Eine eindeu-
tige zytoplasmatische Farbung ist durch ,Zyt* und eine nukleére Farbung Uber , Kern“ gekenn-
zeichnet. Das duale Auftreten der Fusionsproteine in beiden Kompartimenten wird mit

»Zyt+Kern* deutlich gemacht.

(Seite 128) Farbeverhaten der N-terminden GLI3-GFP-Fusionsproteine in U2-OS Zellen.
Nach transienter Transfektion dieser Zellen mit den Fusionskonstrukten und einer Inkubation
von 24-48 h, wurden die Zellen fixiert und mit einer DAPI-Losung die Zellkerne gegengeférbt.
Die Auswertung der Préparate erfolgte mit einem Fluoreszenzmikroskop. In a ist das GLI3-
Protein schematisch dargestellt. Im unteren Bereich rechts ist jeweils das Fusionskonstrukt
dargestellt und auf der linken Seite befindet sich eine zugehdrige Aufnahme mit einer beispiel-
hafte Anfarbung der subzelluldren Kompartimente. Griin dargestellt sind die Fusionsproteine
und blau erscheint die Gegenfarbung der Zellkerne mit DAPI. In b und e befinden sich die Fu-
sionsproteine ausschlielllich im Zytoplasma, wahrend alle anderen Abbildungen Variationen
von dualer Lokalisation der Proteine zeigen. Abbildung ¢ und d sind ein Beispiel fir die Ag-
gregationen im Kern, wahrend die zytoplasmatischen in e und f beobachtet werden kdnnen.

Die speziellen haarnetzartigen Strukturen sind andeutungsweise in Abbildung ¢ zu sehen.

(Seite 129) Farbeverhaten der C-terminalen GLI3-GFP-Fusionsproteine nach transienter
Transfektion in U2-OS Zellen. Wie in der vorangegangenen Abbildung bereits beschrieben,
konnten die Préparate nach 24-48 h Inkubationszeit Uber Fixierung der Zellen und Gegenfar-
bung der Kerne mit DAPI (Blauférbung) tber ein Fluoreszenzmikroskop ausgewertet werden.
In afindet sich die schematische Darstellung des GL13-Proteins, wahrend in b und den folgen-
den Abbildungen jeweils das Fusionskonstrukt mit einer beispielhaften Anfarbung zu sehenist.
Ein rein zytoplasmatischer Aufenthalt der Fusionsproteine (griin angeférbt) ist in b, e und f
festzustellen. Die nukledre Lokalisation sieht man in ¢ und d, wahrend die duale Verteilung der
exprimierten Proteine in ¢ und g gezeigt wird. Die haarnetzartigen Strukturen sind hier in ¢
(schwach) und e zu erkennen, wahrend die zytoplasmatischen Aggregate in f und g eindeutig
hervortreten. Nukleére "speckles® kdnnen in ¢ und d, ansatzweise auch in g identifiziert wer-
den.



127

5 o ¥S - 00T - - 00T - (e@0ST)-d49-€119

4 99 VT 9T 124 ov 9 99 8z (e@>0S2)-d49<€119

[4A ve 1 or 0s 0ot 114 .S - (ea@x091)-€1719-d49

0L 124 9 8¢ 0L I4 ov 09 - (e@OVT)-€1719-d4O

9 v6 = S/ 74 - 05 0S - (ea)0TT)€119-d49

2 B 00T 2 24 9g - 00T - (@ 09)-€£119-d49

(ed” 052)-d49-€119

3. Ergebnisse

99 ve 5 . 0s 0s 5 7 Gz
- z€ 89 - 00T - - 00T - (ed®0%)-d49-€119
9 vl - 0T 0s ov 8¢ 2L - (eax091)-d49-€1719
09 o - 8 91 - SL 54 - (eat0vT)-d49-€1719D
o 09 - 0L oe - 89 e - (eat01D)d49€11D
- - 00T - oL ve - 86 ¢ (ea109)-d49-€119
% % % % % % % % %
uBRy uRM+1kZ WZ| |uld uBM+1AZ Kzl |ueM uRM+IAZ Mz ¢S1D¢éSDd SN
/GTH-1ON /.S0OD SO-¢2N « « «
353 S B -




3. Ergebnisse

128

e w~ oo BB
233 BEESS

NLg P(AllS? CTS?

GL13-GFP-(60kDa)

GL13-GFP-(110kDa)

GLI13-GFP-(160kDa)

GLI13-GFP-(250kDa)

GL13-GFP-(50kDa)

Abb. 26:
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3.4.3 Untersuchung der Assoziation von GLI3 mit Zytoske-
lettstrukturen

Be Drosophila war Uber die Lokaisation des ungespdtenen cubitus interuptus (ci)-
Molekils an Mikrotubuli berichtet worden (Alexandre et al.,1996; Aza-Blanc et al.,
1997; Ohimeyer et d., 1998; Aza-Blanc et al., 1999; Wang et al., 1999). Um festzustel-
len, ob sich das GLI3-Protein dhnlich verhdt, wurde die Assoziation des GLI3-Proteins
Zu zytoskdetden Strukturen untersucht. Dazu wurden trandent trandiziete U2-OS
Zdlen, die das GLI3-Gesamtprotein fusoniet zu GFP exprimieren, nach Fixierung mit
unterschiedlichen Antikorpern gegengefarbt, die entweder spezifisch Tubulin, Vimen
tin, pan-Zytokerdtine oder Zytokeratin 18 erkennen. Die Aktinfilamente wurden mit
Hilfe von TRITC-Phdloidin nachgewiesen. 24 h nach Trandfektion wurden die Zelen
fixiert, die Filamente Uber die entsprechenden Primé- und SekundérantikOrper identifi-
Ziet und die Zdlkerne mit einer DAPI-Gegenfarbung kenntlich gemacht. Die Préparate
mit der Tubulinf&rbung wurden im Anschlu? sowohl mit enem Huoreszenz- ds auch
mit einem konfokaen Mikroskop ausgewertet. Alle Ubrigen Auswertungen der Experi-
mente fanden fluoreszenzmikroskopisch doatt. Die GFP-GLI3-Fusionsproteine waren,
wie in Abbildung 25 beschrieben, im Zytoplasma und im Kern lokdidert. Im Zytop-
lasma war in kenem Fal ene Kolokdisation zwischen der Zytoskeettdarstellung und
den exprimierten Fusonsproteinen auszumachen. In Abbildung 28a oben geht man
links U2-OS Zdlen, die das GFP-GLI3-Fusonsprotein exprimieren und rechts die Ge-
genfarbung des Tubulins. Die Dargelung darunter zeigt U2-OS-Zdlen in denen MID1-
GFP-Fusonsprotein - (Konstrukt  freundlichst  Uberlassen von  S.Schweiger)  exprimiert
wird. Die gegenlberliegende Abbildung zeigt in der sdben Zdle die Detektion der Tu
bulinfilamente. Be MID1 handdt es 9ch um en tubulinassoziertes Protein (Schweiger
et al., 1999). Es wurde in diesem Experiment ads Pogtivkontrolle eingesetzt. Eine Kon-
zentrierung der Fusonsproteine am unteren linken Zdlrand Uberlagert den Bereich des
Tubulins. Das gleiche Experiment i in Abbildung 28b noch enmd gezeigt, dlerdings
wurden hier die Aufnahmen mit einem konfokaen Mikroskop generiert. Wahrend bel
der Postivkontrolle durch MID1 identische Strukturen sowohl durch das exprimierte
Protein ds auch durch die Tubulinfarbung in Erscheinung treten, zeigt die GLI3-
Vertdlung keinelé Uberlagerungen mit  filamentéren  Strukturen. Eine  entsprechende
Asoziaion wird durch die Entsehung einer grin-roten Mischfarbe (gelb) deutlich, die
im Summationsbild fir GLI3 nicht zu detektieren ist.
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Be der Testung weterer Zytosklettstrukturen ergeben sch ebenfals keine Anhdts
punkte fir Kolokdisationen (Abbildung 29). Weder die Aktin- noch die Vimentinfila-
mente bzw. die Zytokeratine schenen mit dem GLI3-Protein zu interagieren. Fur jede
diesr geteseten Strukturen findet dch ene dreigetelte Darstdlung in Abbildung 29.
Das linke Bild zegt die Lokdisation der Fusonsproteine dlein, warend in der Mitte
die Flamentdargelung ohne wetere Farbung zu sehen ist. Rechts befindet sch dann
das Summationsbild dler dargestelten Strukturen, bestehend aus dem Fusongprotein

(grtin), den Flamenten (rot) und den Kernen (blau).

Abb. 28: (Seite 132) Darstellung des GLI3-Proteins und der Tubulinfilamenten. U2-OS Zellen wurden
mit dem GLI3-GFP- bzw. MID1-GFP-Expressionskonstrukt transient transfiziert und nach e-
ner Inkubation von 24 h fixiert. Die Tubulinfilamente sind durch einen a-Tubulin Antikorper
und TRITC markiertem Sekundarantikdrper sichtbar gemacht. Die Farbungen wurden mit &-
nem Fluoreszenz- (in @) bzw. mit einem konfokalen Mikroskop (in b) ausgewertet. In den Dar-
stellungen sind links die Fusionsproteine und rechts die Tubulinfilamente gezeigt. Fir GLI3
zeigt sich im Gegensatz zu MID1 keine eindeutige Kolokalisation zu diesen Zytoskelettstruktu-
ren. * Bei dieser Abbildung handelt es sich um ein vereinzeltes Mischbild, da keine alleinige

Tubulindarstellung fur das GL13-Praparate vorlag.
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a Fluoreszenz Mikroskopie

GFP-GLI3 a-Tubulin
MID1-GFP a-Tubulin
b: Konfokale Mikroskopie

GFP-GLI3 a-Tubulin*
MID1-GFP a-Tubulin

Abb. 28:
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a GFP-GLI3 GFP-GLI3
Phalloidin Phalloidin
DAPI
b: GFP-GLI3 GFP-GLI3
a-Vimentin a-Vimentin
DAPI

c GFP-GLI3 GFP-GLI3
a-Zytokeratin 18 a-Zytokeratin 18

DAPI

Abb. 29: Die Interaktion des TF GLI3 mit Zytoskelettfilamenten. Transient transfizierte U2-OS Zellen
wurden nach 24 stindiger Inkubation mit Methanol/Azeton fixiert und anschlief3end eine Far-
bung von Zytoskelettfilamenten mit TRITC-markiertem Phalloidin (Aktin) bzw. mit spezifi-
schen Antikorpern, die Uber einen TRITC-markierten a-Maus-Sekundarantikorper erkannt
werden, durchgefiihrt. Die Ergebnisse konnten Uber ein Fluoreszenzmikroskop ausgewertet

werden. Gezeigt ist fUr jedes der getesteten Filamente (a: Aktin, b: Vimentin und c: Zytokera-
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tin 18) eine dreiteilige Darstellung, wobei ganz links die Fusionsproteine und in der Mitte die
Filamente allein gezeigt sind. Rechts findet sich dann die Summation aller dargestellten Struk-
turen aus Zellkern (blau), GLI13-GFP-Protein (griin) und Filament (rot). Bel keinem dieser Zy-
toskeletthestandteile ist eine Assoziation mit GLI3, die durch eine Gelbfarbung zu erkennen

ware, festzustellen.

3.5 Regulation von GLI3 {ber posttrandationale

Proteinmodifikationen

Zusdtzlich zu den im Protein sdbst vorhandenen Doménen nehmen auch externe Fakto-
ren Einflud auf sane Funktion. Das snd zum enen Bindungspartner, deren An- oder
Abwesenheit entscheidend sein kann, aber zum anderen auch modifizierende Substan-
zen, die die Funktionsfahigket eines Proteins beainflussen.

Zu Beginn sollte das endogene GLI3-Protein nachgewiesen werden. Da bereits Daten zu
MRNA-Sudien in unterschiedlichsen Zelinien vorlagen (Jacobsen, 1996 und Topp,
1997), waren die ds GLI3-mRNA podtiv getesteten Zdlen (unter anderem NCI-H661
und U2-OS) der Ausgangspunkt, um das Transkriptionsfaktorprotein  nachzuweisen.
Glechzetig konnten die ds negaiv getesteten Zdlen (unter anderem NCI-H157 und
NCI-H441) fir Negativkontrollen verwendet werden. Trotz der Optimierungsarbeit bel
den Wegtern Blot Analysen war es nicht moglich, endogenes Protein aus den Zdlku-
turzellen in ausreichender Menge zu gewinnen, um es Uber SDS-PAGE und Transfer
auf ene Nitrozdlulosemembran zu andyseren. Dear spezifische Nachwes zur Anwe-
senhet des Proteins in den Zdlen gdang lediglich Uber die DNA-Bindungsstudien. Hier
wurden Zdlextrakte pogtiver Zdlen auf ihre Interaktionsféhigkeit mit der GLI-
soezifischen DNA-Bindungssequenz  getestet, die sich in Form von DNA-Protein-
Komplexen dargelte. Das an der Komplexbildung beteligte Protein wurde dann Uber
die GLI3 spezifischen N- und C-terminden Antikorper nachgewiesen (Abschnitt 3.2.2
und Abhbildung 13).

351 Nachweis exprimierter GLI3-GFP-Fusionsproteine nach
transienter Transfektion

Da ein Nachwels des endogenen GLI3-Proteins mittds spezifischer a-GLI3-Antikorper
in nachweidich GLI3-mRNA exprimierenden Zdlen nicht moglich war, wurden Zedlen
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trandent trandiziet und nach Gewinnung von Zdlextrekten auf die Anwesenheit des
Proteins hin andydet. Die in Kapitd 3.4 beschriebenen eukaryontischen Expressons-
kongrukte, die zu Fusonsproteinen von unterschiedlichen GLI3-Doménen und dem
GFP fuhren, wurden trandent in U2-OS und Hek 293 Zdlen trandfiziert. Nach einer
Expressonszeit von 24 bis 48 h konnten Gesamtzell- und Kernextrakte gewonnen wer-
den, die Uber ene SDS-PAGE aufgetrennt wurden. Be der nachfolgenden Western
Blot-Andyse wurden sowohl die GLI3-spezifischen N- oder C-terminden, ds auch en
GFP-spezifischer  Antikorper ds primérer Resktionspartner eingesetzt. Der Nachwels
der Proteinbanden fand Uber einen a-Kaninchen-HRP-gekopppdten Zweitantikorper
und ene Chemilunineszenz-Resktion datt. In Abbildung 30 it fir Gesamtzellextrakte
der Proteinnachwels der einzenen C-termind fusonierten GFP-GLI3-Kongrukte mit-
tels a-GFP-Antikorper links dargestellt. Es ergibt sch fir jedes der gebildeten Proteine
nur eine spezifische Bande, die mit einer schwarzen Pfelspitze gekennzeichnet ist. Das
gesamte GLI3 fusoniet an GFP erecht ein Molekulargewicht von ca. 250 kDa, wah
rend GL13-Doméne 16 grofer as 160 kDa ist. Die GFP-Fuson mit GLI3-Doméanen 1-
3 laufen auf Hohe der 140 kDa Bande, bzw. mit Doméne 1+2 bel ca 110 kDa und Do-
méne 1 fusoniert mit GFP zeigt eén Gewicht von 75 kDa. Auf der rechten Sete befin
det dch die ldentifikation des Gesamt-GLI3 Proteins mit den entsprechenden GLI3-
gpezifischen  Antikorpern. Sowohl  fur den N-terminden ds auch den C-teminden
Nachweis ig gleichzetig ein Extrakt aus GLI3-mRNA negaiven Zdlen ds Negdiv-
kontrolle abgebildet. Das den Aminoterminus erkennende Antissrum zeigt neben dem
pezifischen (250 kDa) auch zwe unspezifische Signde, die sch ebenfdls in den Ex-
treakten der nicht trandfizierten, GLI3-negativen NCI-H441 Zdlen wiederfinden. Der
Uber den C-Terminus geddtete Proteinnachwels detektiert dagegen nur die eine spezifi-
sche Bande.
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Abb. 30: Nachweis der GFP-GLI3-Fusionsproteine nach transienter Transfektion mittels eines GFP-
spezifischen bzw. der GLI3-spezifischen Antikorper. Gesamtzellextrakte aus den mit den G
terminalen GFP-GLI3-Fusionen transient transfizierten U2-OS und Hek 293 Zellen wurden in
einer Gesamtkonzentration von 100-150 pg mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Die verschiedenen
Proteingroflenstandards sind in kDa angegeben. Die Western Blot-Analyse der aufgetrennten
Proteine fand unter Nutzung der IgGFraktion von a-NH,-GLI3 (Serum 711), der a-COOH-
GLI3 (Serum 072; rechts) und des a-GFP-Antikorpers (links) statt. Die schwarzen Pfeilspitzen
markieren die jeweilige spezifische Proteinbande (GLI3-komplett-GFP 250kDa; GLI13-D1-6
groler as 160 kDa, GLI3-D1-3 140 kDa GLI3-D1+2 110 kDa GLI3-D1 ca. 75kDa). Mit
grauer Pfeilspitze sind die unspezifischen Proteinbanden gekennzeichnet (115 kDa und 75

kDa), die durch den a-NH,-GLI3-Antikdrper detektiert wurden und auch in den nicht transfi-
Zierten, GLI3-negativen NCI-H441 Zellen zu sehen sind.

3.5.2 Induzierte GL13-Phosphorylierung

Anhand der Western Blot-Andyse mit Gesamtzdlextrakten aus U2-OS und Hek 293
Zdlen, nach trandenter Transfektion mit dem GFP-GLI3-Fusionskonstrukt, konnte das
GLI13-Fusiongprotein mit 250 kDa in seiner vollen Lange detektiert werden, aber keine
der in der Literatur (Da et al., 1999; Ruiz i Altaba, 1999b; Shin et al., 1999; Aza Blanc
et al., 2000; Wang et al., 2000b) postulierten, trunkierten Formen. Um der Frage nach
zugehen, ob die Spatung von GLI3 von einer Phosphorylierung des Molekils abhéngen
konnte, wurde Uber chemische Substanzen die Aktivitdt der Proteinkinase A (PKA) in
Zdlkulturzellen hochreguliert. Forskolin (FSK) ds membrandurchldssiger Aktivator der
Adenylatzyklase fuhrt zur Aktivierung der PKA, wéhrend das Didesoxy-Anaogon
(ddFSK) unwirksam ist. U2-OS Zdlen wurden dafr, wie in 2.3.2.2 beschrieben, tran
gent mit dem C-teminden GFP-GLI3-Fusonskongtrukt transfiziet und dann 15 h mit
25 UM Forskalin, 25 pM  Didesoxyforskolin oder mit deren Losungsmittedd DMSO
(1:1000, v/v) behanddt. Nach insgesamt 48 stindiger Inkubationszeit wurden die Zellen
zur Extraktgewinnung geerntet und die Proteine Uber Western Blot andysert. Die Be-
handlung der U2-OS Zdlen mit FSK, nicht aber ihre Behandlung mit ddFSK oder
DMSO reaultierte in ener langsamer wandernden Form des GFP-GLI13-250 kDa Prote-
ins, was Uber die Auftrennung mit enem 5% Polyacrylamidgd detektiert werden kann.
Diese Veanderung im Wanderungsverhdten des Fusionsproteins konnte sowohl  mit
dem, fur den GLI3-N-Terminus spezifischen (Abbildung 31 oben, Spur 2;), ds auch mit
dem fur das GFP-Protein spezifischen Antikorper (Abbildung 31 oben, Spur 5) nach
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gewiesen werden. Spaltprodukte von GLI3 konnten auch nach Phophorylierung nicht
detektiert werden (Abbildung 31 unten, Spur 2 und 5).

1,4 DMSO
2,5 FSK
3,6 ddFSK
kDa
1 2 3 4 5 6
a-N-GLI3 e 4 a-GFP
= HH- 4 x5 b dea=
BB o
| -
— 160 —
:. "
R i
[ ;— ge——__ 105 — (] L |
1 2 3 4 5 6
a-N-GLI3 ' " g ; a-GFP
r".r". 8 50 = A -AF -
1 l R ' a'
f . — 160 — -»iw
i ¥ q ¥ I
i._ L L TD o e ——— ]
B GLI3-GFP Fusionsprotein, = Unspezifische = GLI3-GFP Fusionsprotein
phosphoryliert Banden

Abb. 31: Nachweis der Phosphorylierung von GLI3 Uber PKA in Zellkulturzellen. Nach transienter
Transfektion mit dem GLI3-GFP-Fusionskonstrukt zur BExpression des gesamten GLI3-
Proteins, wurden U2-OS Zelen fir 15 h mit Forskolin (FSK, 25 uM), Didesoxyforskolin
(ddFSK, 25 uM) und DM SO (1:1000, v/v) behandelt und danach Gesamtzellextrakte gewon-
nen. Identische Mengen von Protein wurden auf einem 5% Polyacrylamidgel fir ca. 4 h aufge-
trennt und die spezifischen Proteinbanden Uber a-NH2-GLI3 (Serum 711) bzw. a-GFP Anti-
korper sichtbar gemacht. Die nach Forskolinbehandlung langsamer wandernde phosphorylierte
Form des Fusionsproteins ist jeweils Uber eine schwarze Pfeilspitze markiert (Spur 2 und 5 o-
ben). Die Ubrigen Zellmanipulationen fihrten zu keiner Veranderung beim exprimierten Prote-
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in (Spur 1, 3, 4, 6; weil3e Pfeilspitze). Um auch kleinere Proteine bzw. Proteinfragmente dar-
stellen zu kdnnen, wurden Gele unter identischen Bedingungen hergestellt und beladen, aber
die Gellaufzeit um ca. 1 h verkirzt. Auch unter diesen Bedingungen konnten keine zusétzli-
chen, spezifischen Proteinbanden sichtbar gemacht werden (Spur 2 und 5 unten). Die Antikor-
per-bedingt auftretenden unspezifischen Banden sind hier mit grauen Pfeilspitzen gekenn-

zeichnet.
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4. Diskussion

4.1 Die Sonic Hedgehog (SHH)-GLI3-Signalkaskade: Emb-
ryogenese und Entstehung von Erkrankungen beim Men-

schen

Sonic hedgehog (Shh) as sekretiertes Morphogen der polariserenden Zone (ZPA) it
das Ausgangsmolekil der antero-pogerioren Achsendetermination bei der Gliedmal3en+
entwicklung. Seine Bildung und Freisstzung durch die pogerioren Zdlen der Gliedma
fenknospe setzt nach Erreichen des anterioren Antells dieser Struktur und der Bindung
an den Rezeptorkomplex eine spezifische Sgndkaskade in Gang. Sie bewirkt zusam-
men mit den anderen Postionssgnaen, die der Determination der proximo-distaen und
dorso-ventrden Achse dienen, die exakte Anordnung der einzdnen Gliedmalienkompo-
nenten. lhre Lage und Form z.B. ads Oberarm, Unterarm mit Elle und Speiche, Handfl&
chen mit den enzelnen Fingern in den vorderen Extremitéten wird auf diese Weise fedt-
gdegt. All diese Bedandtelle bilden zusammen ene funktiondle Einheit, deren exakte
Interaktionen ein Nachweis fir das zuvor vorhandene prézise Zusammenwirken der
betaligten Entwicklungsfaktoren it (Cohn et al., 1996; Innis et al., 1998; Manouvrier-
Hanu et al., 1999; Catda, 2000). Kommt es zur Fehlregulation eines dieser Faktoren, so
resultiet daraus ene der as HSD (Hedgehog dgnding related diseases) bezeichneten
Hedgehog vermittdten Erkrankungen. Diese konnen, abhdngig vom betroffenen Mit-
glied der Hedgehog-Sgndkaskade, sehr unterschiedlich in ihrer Ausprégung sain. Ist
das polariserende Signaprotein sdbst verandert, so fihrt das zur Holoprosencephalie
(HPE), ener Entwicklungsstérung, die unter anderem durch Fehbildungen im Gehirn
und Gescht gepragt ist. Eine Dysegulation innerhab der Cholesterinbiosynthese hat
ene Auswirkung auf dle gerolabhéngigen Prozesse wéhrend der Entwicklung und im
Erwachsenendter, unter anderem auch auf die podtrandaionde Modifikation des Hed-
gehog-Proteins. Sie bewirkt das HPE &hnliche Smith-Lemli-Opitz Syndrom, das sich
durch Mittdlinien-Defekte und durch Fehlbildungen be den Gliedma3en in Form von
Syn- und vereinzdt auch Polydaktylien auszeichnet. Veranderungen innerhdb des Re-
zeptorkomplexes, bestehend aus Patched und Smoothened, die das Hedgehog-Signd an
das Zdlinnere weterlaten, fuhren zu verschiedensen Tumoren wie Medulloblastom,
Rhabdomyosarcom, Basdzellkarzinom und mdignen Entatungen ba der Blutbildung.
Das Gorlin-Syndrom, auch Basdzdlndvus Syndrom (BCNS) genannt, is wohl die be-



4. Diskussion 141

kannteste Patched-1 assoziierte Fehlbildung. Neben dem erhdhten Risko der maignen
Trandformation, zeichnet es sch durch entwicklungsbedingte Defekte, wie Rippende-
fekte, Zahnabnormaditéten, Augenveranderungen und Handfehlbildungen aus. CREB-
bindendes Protein (CBP) interagiert ds Koaktivator des Hedgehog-Sgnds mit dem
Transkriptionsfaktor GLI3. Mutationen innerhab dieses Heferproteins, die zu einer
Habierung der Gendoss flhren, begrinden das Rubingein-Taybi-Syndrom (RTS). Ne-
ben enem hier ebenfals erhthten Tumorrisko, einer mentden Retardierung, ener Ge-
schtsschadddysmorphie und ener  verzogerten Knochenreifung, zeichnet sch auch
diese Erkrankung durch Fehlbildungen der Extremitéen in Form von breiten Daumen
bzw. Groli&zehen und Syndaktylien aus. Trotz der zum Tel sehr heterogenen Syndrome
und Symptome, die mit den HSDs assoziiert sind, deuten vidle der erwédhnten entwick-
lungsbedingte Fehlbildungen auf den gemeinsamen Ursprung der Stérung in der Hed-
gehog-Kaskade hin (Altaba, 1999; Villavicencio et al., 2000; Kely, 2000; Beachy et
al., 2001). Das DNA-bindende Molekil der Sonic Hedgehog Signakaskade, GLI3,
gdit in diesr Hindcht keine Ausnahme dar. Mutationen innerhalb der kodierenden
Sequenz snd auch in diesem Fal mit Fehlbildungen asoziiert. Die Heterogenité in-
nerhab der Hedgehogasoziierten Erkrankungen, ausgelést durch die vollig  unter-
schiedlichen Kaskadenmitglieder, wird durch die mit GLI3 verbundenen Syndrome wi-
dergespiegdt. Vier verschiedene, in ihrer Ausprégung sehr unterschiedliche Fehlbildun:
gen snd mit Verdnderungen innerhadb des GLI3-Gens assoziiert. Das Greig Cephaopo-
lysyndaktylie Syndrom (GCPS) it gekennzeichnet durch préaxide Polydaktylie der
Fule, postaxide Polydaktylie der Hande, Syndaktylien an Handen und Fii%en, verbrei-
terte Daumen und Grofzehen und charakterigtische Gesichtss und Schéddanomdien.
Das autosomd dominante Pdliger-Hal Syndrom (PHS) bestzt ds klinische Zeichen
en hypothdamisches Hamatom, zentrde und podaxide Polydaktylie, Syndaktylie,
Anusatrese,  Kehlkopfklappenfehlbildungen, facide Abnormitden und geegentlich
ene Asoziaion zur Holoprosencephdie. Die Préaxide Polydaktylie Typ IV (PPD-1V)
und die Pogtaxiden Polydaktylien (Typ A und Typ A/B kombiniert) zeichnen sch je-
wells durch ene isoliete Form der Polydaktylie aus. Be PAP-A entwickdt sch dabel
en zusizlicher 5. Finger, der funktiond! is, wahrend be PAP-B nur ein Hautanhdng-
s (Pogminimus) ohne Funktion entsteht. All diesen mit GLI3 und auch enigen der mit
der SHH-Signdkaskade assoziierten Erkrankungen sind die Gliedmal3enfehibildungen
gemensam, welche auf die gemensame Ursache, die Storung der anterior-posterior
deuernden Signde, hindeutet. Wenn auch die sehr  unterschiedlichen Syndrome  der
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HSDs mit der differenzierten Wirkung verschiedener Faktoren wie SHH, PATCHED-1,
SMOOTHENED und CBP eklat werden kann, greift diese Erkl&rung bezlglich der
GLI-assoziierten Syndrome nicht. Mutationen im gleichen Protein dnd in diesem Fdl in
der Lage, zu ganz unterschiedlichen Ausoragungen zu fuhren (Sehe Abbildung 8 in
Kapitd 1.5.1). Dabe 18% der Genotyp, das heild Art und Postion der Sequenzénde-
rung, keine Rickschlisse auf den daraus resultierenden Phanotyp zu. Sowohl grole
Deletionen oder Trandoketionen, die das GLI3-Gen betreffen, ds auch Punktmutatio-
nen konnten bel GCPS Patienten diagnostiziert werden (Vortkamp et al., 1991; 1992;
Wild et al., 1997; Radhakrishna et al., 1997; 1999; Kaff-Suske et al., 1999). Eine auf
Grund diesr Sequenzverdnderungen bewirkten Habierung der Gendoss it ene Erkléa
rungsmoglichkeit fir dle Greg-Fdle. In Anbetracht der Heterogenitét der GLI3-
asoziierten  Phanotypen, kann in al den verschiedenen Syndromen wie z.B. PHS
GCPS oder auch PAP-A nicht immer nur die Haploinsuffizienz des Gens der Audoser
sn. Die Vorgdlung enes zusdizlichen Mechanismus liegt daher sehr nahe. Dabel
kann es 9ch zum enen um ene Mutation in der zweten Kopie des GLI3 Gens handeln,
wodurch eine ohnehin reduzierte Menge des Genproduktes noch weiter gesenkt wirde.
Eine verglechbare Wirkung konnte auch ene, zusitzlich zur GLI3-Sequenzénderung,
vorhandene Mutation in genannten "Modifier-Genen" der SHH-Kaskade, oder in para
logen GLI-Genen haben. Eine S6rung in der Signdweterleitung unabhéngig vom
Transkriptionsfaktor  kann  ebenfdls zu enem verminderten Transaktivierungspotential
fUhren, wodurch die Zielgene nicht mehr ausreichend aktiviert werden. Um diese Mg
lichkeiten zu testen, muld entweder geprift werden, ob beide GLI3-Allde anwesend und
intekt sind, oder eine Mutationsuche fir weitere SHH-Signd assoziierte Gene etabliert
werden.

Neben der Wirkung durch Reduktion des Signds in Folge ener verminderten Protein-
menge, it auch ene Anderung in der Proteinwirkung auf funktiondler Ebene vorsell-
bar. In diesem Fdl bleibt die Quantité des Genproduktes GLI3 zwar unverdndert erhal-
ten, aber es kommt zu ener funktionelen Haploinsuffizienz, oder gar zu ener dominant
negativen Wirkung. Dabel kann das exprimierte Protein dlein der Auddsr sain, wenn
namlich die entsprechende Mutation in einer funktiondl bedeutenden Doméne liegt und
diese dadurch zerstort wird. Oder aber die fur eine Funktion wichtige Assozidion mit
enem Kofaktor wird durch Sequenzénderung innerhab von GLI3, oder innerhab des
Kofaktors unméglich.
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Be nicht trunkierenden, Missense-Mutationen ist ene Abnahme der Expressonsmenge
des Proteins nicht zwingend. Der Audausch von Aminosduren beainfluf® nicht unbe-
dingt die absolute Quantitét, wohl aber die funktiondle Qualité des betroffenen Prote-
ins Ba Andysen zur Funktion eines Proteins sellen deshdb die detektierten Missense-
Mutationen eine gute Grundlage dar, bereits bekannte Proteindoménen in ihrer Wirkung
Zu anadyseren, oder aber neue Proteindomédnen anhand ihrer Funktion aufzudecken. Die
in GLI3 detektierten nicht trunkierenden Sequenzdnderungen wurden deshdb in der
vorliegenden Arbeit auf Grund ihrer Lage im Protein (Sehe Abb. 8, Kapited 1.5.1 und
Abb. 7, Kapitd 1.4.3) beziglich ihres Einflusses auf die bereits bekannten Funktionen
der DNA-Bindung und der transaktivierenden Wirkung getestet (Ruppert et al., 1988;
1990; Kinzler et al., 1990; Vortkamp et al., 1995b; Dai et al., 1999; Kalff-Suske et al.,
1999). Die zu enem Aminosaurekettenabbruch flhrenden Mutationen von GLI3 enthal-
ten nur noch gewisse Doménen des Roteins. Der Einfluld dieser fehlenden Doménen auf
die mogliche Modifikation und Lokdisation des GLI3-Proteins wurde mit Deeti-
onskongtrukten getestet, die diese trunkierenden Mutationen nachahmen.

4.2 DNA-Bindung des GL | 3-Proteins bel Gelretar-

dierungsexperimenten

Als Mitglied der GLI-Transkriptionsfaktorfamilie zeichnet sch GLI3 durch ene DNA-
bindende Zinkfingerdomdne vom CyH»-Typ aus. Dieser innerhdb der Familie und in
Orthologen hochkonservierte Proteinbereich erkennt eine spezifische, 9 bp lange DNA-
Bindungssequenz (-TGGGTGGTC-) und interagiert mit ihr (Alexandre et al., 1996; von
Ohlen et al., 1997; Da et al., 1999). Diese Protein-DNA-Wechsdwirkung sdlt die
Grundlage eines Regulationsmechanismus von Genen dar. Im Fdl von GLI3 werden
durch diese Bindung die Transkription von Zielgenen in der Sonic Hedgehog
Signdkaskade aktiviert (Ruppert et al., 1988; 1990; Kinzler et al., 1990; Zarkower et
al., 1993; Vortkamp et al., 1995b). Diese DNA-Protein-Interaktion wurde in der vorlie-
genden Arbet in vitro Uber Geretardierungsexperimente nachgewiesen. In NCI-H661
Zdlen endogen exprimierte GLI-Protene zeigten ene pezifische Interaktion mit der
GLI-Konsensussequenz.  Die gebildeten  Protein-DNA-Komplexe konnten  konzentrati-
onsabhéngig durch Zugabe spezifischer Kompetitor-DNA verhindert werden (Abbil-
dung 13, Kapitd 3.2.1). Da en unspezifischer Kompetitor keinen Einflul} auf die Kom-
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plexbildung hatte, kann die Interaktion zwischen den GLI-Proteinen und der Konsen
sussequenz a's spezifisch bezeichnet werden.

In den im Kapitd 3.21 erwdhnten Expressonsstudien der GLI-Gene (Northern Blot
Anaysen in Jacobsen, 1996 und Topp, 1997) konnte gezeigt werden, dal3 in NCI-H661
Zdlen sowohl GLI3, ds auch GLI1 und GLI2 Transkripte enthdten. Da dle Mitglieder
der GLI-Genfamilie mit der gleichen DNA-Bindungssequenz interagieren konnen, kann
ene ldentifizierung der Interaktiongpartner im DNA-Protein-Komplex nur anhand spe-
zifischer Antikorper moglich sain. Ihre Zugabe zur Bindungsresktion erzeugt durch ene
ermneute Grolenzunahme das ene zusitzliche Retardierung im Laufverhdten des DNA-
Proteinkomplexes (Supershift). Die gegen den N- und C-Terminus von GLI3 gerichte-
ten Antikorper zegten ein unterschiedliches Verhdten ba der Interaktion mit den
Komplexen. Den stérkeren DNA-Protein-Komplex konnten beide Antiseren erkennen,
wéahrend der schwécher auszumachende Komplex nur mit dem a-N-GLI3-Antikorper
interagieren konnte. Diese Beobachtung kann auf verschiedenen Ursachen beruhen. Ein
Grund konnte die unterschiedliche Nachweisempfindlichkat der Antiseren sain. Wie in
Abbildung 12 (3.1.2) gezeigt, kann be dem gleichen Verdinnungsfaktor, das gegen den
N-Terminus von GLI3 geichtee Antissum im Veglech zu den C-termind Spexzifi-
schen Antiseren die 5-fach geringere Proteinmenge noch detektieren. Das heild, die
Detektionsempfindlichkeit des C-terminden Antikorpers konnte fir den schwécheren
Komplex nicht ausreichend sein. Eine zweite Uberlegung ergibt sich aus der Tatsache,
dal3 der schwéachere Komplex weniger retardiert ist as der stérkere. Unterschiede im
Wanderungsverhdten konnen durch unterschiedliche Formen von GLI3, wie zB. Mo-
no- bzw. Multimerbildung oder Spdtprodukte ausgeldést werden. Andererseits erwartet
man, dad} die anderen Mitglieder der GLI-Protenfamilie (GLI1 und GLI2) zu ener
Komplexbildung fuhren. Wéhrend GLI3 und GLI2 &hnlich gro3 snd und sich héchst-
wahrscheinlich deren DNA-Proteinkomplexe nicht durch das Laufverhdten unterschei-
den, eewartet man fir GLI1 auf Grund des deutlich geringeren Molekulargewichts einen
kleineren Komplex. Auf Grund des hohen Grades der Homologie in dem, wenn auch
kleinen Zinkfingeranteil, des N-terminden Antigens is ene Kreuzresktion des entspre-
chenden Antisssums mit den anderen GLI-Proteinen nicht endglitig auszuschliel3en.
Eine endgliltige ldentifizierung des Interaktionspartners in dem kleinen DNA-Protein-
Komplex ist entweder nur Uber spezifische Antiseren gegen die anderen GLI-
Familienmitglieder, insbesondere GLI1, zu eziden, oder Uber den Nachwes zusiizli-
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cher, endogener GLI13-Formen in einem anderen Testsystem, wie z.B. der Western Blot-
Andyse.

Abschlief?end kann man festhdten, GLI3 sowohl auf Transkript- wie auch auf Proteint
ebene in NCI-H661 Zdlen nachgewiesen werden konnte. Die etablierten Resktionsbe-
dingungen emdglicht den Nachweis ener spezifischen Interaktion zwischen DNA und
Protein und dient im folgenden dazu, das Bindungsverhdten von unverdndertem Wild-
typ- mit mutiertem Zinkfinger-Peptid zu vergleichen.

4.3 GLI3-Zinkfinger-Peptide und ihre DNA-Bindungs
fahigkeit

De gesamte Zinkfinger-kodierende Bereich von GLI3 (Aminosaure 462 bis 645) wurde
Uber einen prokaryotischen Expressionsvektor as Zinkfingerpeptid exprimiert. Dieses
exprimierte Wildtyp-Peptid wurde in der vorliegenden Arbeit mit Uber gerichtete Muta-
genee  punktmutierten  Zinkfingerpeptiden  beziiglich  ihrer  Fahigkeit zur DNA-
Interaktion verglichen. Die engebrachten Punktmutationen représentierten  dabel
nichttrunkierende Missense-Mutationen in der DNA-bindenden Doméne, die be Poly-
daktyliepatienten detektiert worden waren (sehe Abbildung 8, Kapitel 1.4.3).

Der Einzelbasenaustausch an der Nukleotidposition 1542 bzw. 1558 der GLI3 cDNA
(Ruppert et al., 1990) fuhrt zu Aminosdurewechsein an Postion 515 bzw. 520. In be-
den Fdlen i en hochkonservierter Cysteinrest der CoHo-Zinkfingerstruktur  betroffen.
Die Aminosaure 515 représentiert dabel das erste Cystein des zweiten Zinkfingers und
aa 520 gseht fur den zweiten Cysteinrest des selben Zinkfingers (Abbildung 15, Kapitel
32.21). Die an diesen Postionen mutierten Zinkfinger-Peptide sollten nicht mehr in
der Lage sain, mit der doppedrangigen DNA zu interagieren. In der Wildtypsituation
koordinieren dch beide Cydene, innerhab ener b-Fdtblatstruktur des Proteins
befindlich, zusammen mit den zwe in ener a- Heix engebetteten Hididinresen te-
treedrisch um en zentrdes Zinkaom. Dadurch entseht die egentliche fingeratige
Struktur, die notwendig ist, um den DNA-Kontakt herzustellen (Paraga et al., 1988;
Klevit et al., 1990). I einer dieser Zinkfinger in seiner Form beaintréchtig, oder i se
sogar vollgtandig zerstort, so kann die DNA nicht mehr gebunden werden. Fir die Alle-
le mit der Mutation an Aminosaureposition 515 bzw. 520 bedeutet das, se konnen zwar
ds Protein noch exprimiert werden, aber se snd funktiondl unwirksam. Die Ergebnis-
s der Bindungsexperimente (Abbildung 16, Kapite 3.2.2.1) bedtéigen diese Erwar-
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tung. Wahrend sch mit dem Wildtyp-Peptid in der Bindungsresktion ein spezifischer
DNA-Peptid-Komplex bildet, der durch Zugabe enes gpezifischen Kompetitors
beainflul® wird, entsteht bel den sequenzveranderten Peptiden keine durch Komplexbil-
dung retardierte Bande.

Die Subdtitution von Arginin (R) durch Glutamin (Q) an Postion 625 der Aminoséure-
sequenz von GLI3 befindet sch im sogenannten C-H-Link des flnften und damit letz-
ten Zinkfingers (Sehe Abbildung 15, Kapitd 3.22.1). Obwohl der Austausch eine A-
minoséure betrifft, die man sowohl be GLI1, GLI3, Cubitus interruptus von Drosophila
dsauch ba tra-1in C. elegans hoch konserviert findet (Zarkower et al., 1992; 1993),
hat er keinerlei Auswirkung auf die DNA-Bindung. Das mutierte Zinkfingerpeptid zeigt
ene Interaktion mit der DNA, die dem Wildtyp vergleichbar is. Auf Grund des hohen
Konsarvierungsgrades kann man aber davon ausgehen, dald das Arginin an dieser Stelle
ene besondere Bedeutung fur die Proteinwirkung haben mufld und en Audausch nicht
ohne Folgen bleben sollte. Sdbst eine Titration von Wildtyp- und mutiertem Zinkfin-
ger-Peptid mit steigenden Mengen an spezifischem Kompetitor (bis zu 400-fachem U-
berschuld) zeigte, dald deren Affinité fir die Zidsequenzen sehr dhnlich bzw. identisch
snd (sehe Abbildung 17, Kapited 3.2.2.1). Diese Beobachtung i um so ergaunlicher,
da man anhand krigtdlographischer Aufnahmen der GLI1-DNA-Interaktion feststellen
konnte, dal3 gerade der funfte Zinkfinger an der direkten DNA-Bindung beteligt ig.
Sowohl dieser, ds auch der vierte Zinkfinger stellen den Kontakt zur 9 bp Konsensus-
sequenz her, wahrend Finger 1 keinen DNA-Kontakt hat und die Finger 2 und 3 ene
Verbindung zum DNA-RUckgrat hergelen (Pavletich et al., 1993). Eine mogliche Er-
klaung fir dieses unerwartete Ergebnis wéare en Unterschied zwischen dem Wildtyp
von GLI1 und GLI3 im Kontakt der Zinkfinger mit der DNA, oder auch bel der Interak-
tion zwischen den Proteinsaitenketten und benachbarten Basen. In diessm Fal konnte
der DNA-Interaktion des funften Zinkfingers beim Wildtyp-GLI13 keine so grofe Be-
deutung zukommen und hétte damit auch keinen 0 entscheidenden Einfluld auf das
Bindungsverhdten des mutierten Zinkfingerpeptids. Solche Unterschiede sind  bereits
bekannt aus Vergleichen von DNA-Protein-Komplexen dhnlicher Faktoren, wie z.B. Zif
(Pavietich et al., 1993). Der Wechsd von Arginin zu Glutamin beinhdtet den Aus
tausch einer badschen, podtiv geladenen hydrophilen Aminosdure gegen ein ebenfdls
hydrophiles, aber ungeladenes Amid der Glutaminsaure. Obwohl es sch um keinen
konsarvativen Augtausch handdt, scheint er auf die Interaktionsféhigkeit des Peptids
keinen Einflu3 zu haben. Das mag daran liegen, dal3 beide Aminosduren eine &hnliches
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Molekulargewicht bestzen und Amide neben ihrer planaren Struktur, auf Grund der
Amid-Doppelbindung, wenig resktive Verbindungen snd (Hart, 1989), wodurch es we-
der serisch noch durch chemische Interferenzen zu ener Einflunahme kommt. Be-
rickschtig werden sollte be dl den Beobachtungen und Vermutungen, dal3 es sch um
Experimente mit einer isolierten DNA-bindenden Doméne handdt. Die zuvor beschrie-
bene Missense-Mutation an Aminosaurepodtion 625 konnte sch bel Bindungsstudien
mit dem gesamten GLI3 Protein durchaus abweichend verhdten. Neben der strukture-
len Erklarungsmoglichkeit fir das Bindungsverhdten diessr  Zinkfinger-Mutante, ist
auch ene funktiondle denkbar. Das Arginin an Aminoséurepodtion 625 ist die erste
bassche Aminosdure des putativen, zweigeteilten Kernlokadisationssgnas (NLS, Ab-
bildung 7, Kapitel 1.4.3; Wang et al., 1999). Obwohl es sich nach der Definition nicht
um ein typisches NLS handdt (Boulikas, 1994), so konnen Uber Proteinfdtung die be-
den Regionen mit der Ansammlung von basschen Aminosiuren in ene raumliche Néhe
kommen und somit der klassschen Wirkung ener NLS entsprechen. Die Mutdtion an
der Pogtion 625, die zu enem Audausch der ersen basischen Aminosaure zu Beginn
des putativen NLS fihrt, konnte diese Proteinfatung und damit die Funktion des Kern+
trangportes  storen. Die phédnotypische Konsequenz dieser Sequenzverdnderung lief3e
gch in diesem Fdl Uber ene deregulierte Lokdisation des GLI3-Proteins erkléren. Eine
Verdanderung in der subzdluldren Lokaisation des GLI3-Protens liele sch mdglicher-
welse Uber die GLI3-GFP-Fusonsproteine, in die diese Mutation eingebracht wirde,
aufzeigen.

Eine an der Selle 1393 der GLI3 cDNA identifizierten Mutation hat die Subditution
von Glycin (G) durch Arginin (R) der Aminosiure 465 zur Folge (personlich Mittellung
T. Attie-Bitach, 1999). Dieser Basenaustausch an Anfang der DNA-bindenden Doméane
betrifft weder direkt enen Zinkfinger, noch ene konsarviete Aminosaure in diessm
Bereich. Die Auswirkung dieser Missense-Mutation auf die DNA-Interaktion war von
besonderem Interesse, da es sich um ene Sequenzvariante handdte, die sowohl bel &
nem Grelg Pdienten, ds auch be enem unberoffenen Familienmitglied detektiert
worden war. Das heil¥, die bisher angenommene komplette Penetranz von GLI3-
Sequenzveranderungen wurden durch diesen Befund in Frage gestdlt. Von ener Muta
tion gent man in der Regel aus, wenn die gleiche Sequenzabweichung in 100 Kontroll-
personen nicht zu detektieren ist, was fur diesen Audausch an Aminosdurepodtion 465
zutraf. Fraglich blieb deshdb, wie die gleche Mutation bel zwe Personen enmd zur
Ausporagung der Erkrankung fihrte und zum anderen keine phédnotypischen Merkmde
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hervorrief. Das Ergebnis der Bindungsstudie mit dem mutierten Zinkfingerpeptid brach-
te keinen Aufschlul? beziglich dieser Fragesdlung. Wildtyp- wie mutiertes Zinkfinger-
Peptid zeigten eine vergleichbare Interaktion mit der DNA, die sch in Form ener retar-
dierten Bande deutlich dargdlte (Sehe Abbildung 16, Kapitd 3.2.2.1). Das Bindungs-
verhdten wird durch diese Sequenzverénderung unter unseren  Versuchsbedingungen
offengchtlich nicht beanflu¥. Nachdem auch das Experiment bezlglich der transkrip-
tiondlen Transaktivierung (Daten nicht gezeigt) keine Abwechung im Verhdten zum
Wildtyp erbrachte, gelt sch die Frage, ob die Eindufung as phanotypisch reevante
Mutation korrekt war. Die Mutationsandyse beziiglich dieser Verdnderung wurde dar-
aufhin be wateren 132 Kontrollpersonen durchgefiihrt. Dabei zeigten sch 4 weitere
Personen mit einer Mutation an Aminosaurepogition 465. Es mul3 sch dso hier um ei-
nen sdtenen Polymophismus handeln (persinliche Mitteilung D. Bornholdt). Fir den
Greig-Patienten mit diessm Polymorphismus i damit die genetische Grundlage sainer
Erkrankung noch nicht aufgedeckt. Es it maglich, dald diese GLI3-Vaiate im Zu
sammenhang mit enem ebenfdls mutierten Interaktionspartner  funktionell  bedeutsam
ist, oder dal3 die Funktion des GLI3-Proteins durch eine noch unentdeckte Mutation
beeintréchtigt wird.

4.4 Regulation der GLI-DNA-Interaktion auf3erhalb

der Zinkfingerdomane

De be jedem Transkriptionsfektor vorhandene Sequenzbereich zur spezifischen Bin
dung der DNA ig schelich die wichtigste Komponente, um diese Funktion auszutiben.
Allerdings ist bel einem Protein wie GLI3 mit 1580 Aminosduren leicht vorselbar, dal3
diese Aufgabe nicht dlein nur durch die 180 Aminosiuren-umfassende Zinkfingerdo-
mane efillt wird. Sdbst wenn dieser relativ kleine Proteinbereich ds isolierte Doméne
augreicht, um mit Hilfe von Bindungsstudien Aussagen Uber das Verhdten von Wildtyp
und mutierter Zinkfinger-Sequenz treffen zu konnen, so ist doch der Blick auf das ge-
samte Protein bedeutsam. Die in Kapitd 4.3 diskutierten in vitro Experimente geben
enen guten Hinwes darauf, wie das Bindungsverhdten des Proteins durch Mutationen
im Zinkfingerbereich beainfluld werden kann. Daaus resultiet dann eine mdgliche
Erklarung fir den assoziieten Phanotyp. Allerdings i in @nem solch isolierten Sys-
tem, bei dem das DNA-bindende Protein durch en bekteridl exprimiertes, aufgereinig-
tes Zinkfinger-Peptid représentiert wird, die EinfluBnahme zusdtzlicher Interaktions-
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partner nicht zu testen. Sie kénnte aber durchaus ein entscheidender Faktor fur die Sto-
rung der Proteinfunktion sain. Diese Situation konnte bel der Missense-Mutation an der
hochkonsarvierten Postion 625 vorliegen, deren funktiondle Bedeutung bisher nicht
geklat werden konnte. Dald zusdtzliche Interaktionspartner sehr wohl ene Roalle be
DNA-Bindung von GLI-Proteinen spidlen, wurde durch die Entdeckung des Vertebra-
ten- bzw. Saugerhomologs von suppressor of fused (dsu(fu)) aus Drosophila deutlich.
Es handdt sch be dsu(fu) um ein Protein der Hedgehogkaskade, welches innerhab des
zytoplasmatischen Komplexes an cubitus interruptus (ci) und die Kinase fused (fu) bin-
det und dadurch Einflu® auf die Aktivitd des Transkriptionsfektors nimmt (Wang et al.,
2000a). Ein &hnlicher Mechanismus wird auch fir das humane SU(FU) vermutet, das
gch sowohl im Zytoplasma as auch im Kern einer Zdle befindet. Es bindet an die Ho-
mologiedoméne 1 der GLI-Proteine, wodurch der Kerntransport des Transkriptionsfak-
tors verhindert wird (Murone et al., 2000). Befindet sich GLI3 bzw. GLI1 berets im
Zdlkern, s0 findet auch hier ene Interaktion mit SU(FU) datt, alerdings nur dann,
wenn die GLI-Proteine bereits an die DNA gebunden snd. Mit Hilfe von Geretardie-
rungsexperimenten konnte dabel gezeigt werden, dal3 die Bindung zwischen DNA und
dem GLI1- bzw. GLI3-Protein durch Anwesenheit von SU(FU) an Intensité zunimmt
(Pearse Il et al., 1999). Uber die Bedeutung dieser Beobachtung kann bisher nur speku-
liert werden, da der Suppressor of fused grundsézlich eher eine negativ regulatorische
Wirkung auf die Hedgehog Signadkaskade hat. Eindeutig alerdings ist, dal3 die DNA-
bindenden Eigenschaften der GLI-Proteine durch die Interaktion mit mindestens einem
Faktor moduliert wird (Pearse Il et al., 1999; Kogerman et al., 1999). Dieser wéare en
Kandidat, der im Zusammenwirken mit der GLI3-Mutante R625Q der Greig-Phéanotyp
bewirken konnte, falls das Protein verandert i<t

4.5 Die GLI-Transkriptionsfaktoren und ihre Aktivie

rungs bzw. Repressionsfahigkeit

45.1 TA; (Transaktivierende Domane 1) in GLI3 ist trotz der
Mutation S1526G unverandert aktiv

Die transsktivierende Wirkung isolierter, C-terminder GLI13 Doméanen konnte berets in
friheren Experimenten gezeigt werden. Da und Mitarbeiter grenzten 1999 eine Domé:
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ne mit aktivierender Wirkung Uber GAL4-GLI3-Fusonskongrukte ein. Sie Uberlagert
den CBP-Bindungsbereich von GLI3, der innerhdb der Aminosduren 827 bis 1132
liegt. Diesr Sequenzbereich, isoliert fusoniet mit der GAL4-Bindungsdoméne, ha
ene aktivierende Wirkung auf das eingesatzte Reportergen. Mit Hilfe enes dhnlichen
GAL4-Sysems gdang es im gleichen Jahr, die transsktivierende Kapazitdét von GLI3
auf zwe unabhdngige Sequenzbereiche TA:1 (Aminosduren 1376 bis 1580) und TA:»
(Aminosiduren 1044 bis 1322), die mit dem CBP-Bindungsbereich in der Region der
Aminosauren 1044 bis 1132 Uberlappt, festzulegen (Sehe auch Abbildung 7 in Kapitd
14.3). Jede dieser Doménen beditzt fir gch ene transaktivierende Wirkung, die einen
Summationseffekt zeigt, wenn beide Bereiche zusammen an die DNA-bindende Domé
ne des Hefetranskriptionsfaktors gekoppelt werden (sehe Abbildung 18, Kapite 3.3.1;
Kdff-Suske et al., 1999).

Der Uber Einzedrangkonformationsandyse in enem GCPS-Patienten detektierte Ba-
senaugtausch von A zu G an Postion 4576 fuhrt 21 einem Audtausch von Serin (S) nach
Glycin (G) an Podtion 1526 der Aminosiurekette. Diese Sequenzénderung befindet
gch innerhdb von TAj, in unmittelbarer Nahe der Homologiedoméne 7 (sehe Abbil-
dung 8, Kapitd 1.5.1). Fir diesen Bereich saurer Aminoséuren wird die Bildung ener
amphipatische Heix poduliert, die oft eine transsktivierende Wirkung besitzt (Ruppert
et al., 1990). Aus diesem Grund war es von besonderem Interesse, diese Missense
Mutation Uber gerichtete Mutagenese in die GAL4-GLI3-Fusonskongrukte enzubrin
gen, die entweder die transaktivierende Doméne 1, oder TA; und TA; enthdten, um Se
auf ihre Wirkung zu testen. Be beden Kongrukten ist im Verglech zur unverdnderten
Vaiante (Wildtyp) ene unverdnderte transaktivierende Aktivitét festzustdlen (Abbil-
dung 18; Kapitd 3.3.1). Die Abwechungen innerhdb des Ergebnisse von Wildtyp- und
mutietem  GAL4-GLI3"71%8  Fugonskongtrukt  relativieren sich unter  Beriicksichti-
gung der Standardabweichung. Der Aminosauresustausch bel 1526 beeinflul® die
GLI3-Protenfunktion bezliglich der Transaktivierung in diessm Testsysem aso nicht.
Eine Beobachtung, die auch in anderen Empfangerzdlinien bestétigt wurde (Osteosar-
comazdlinie U2-0S). Die Konstrukte GAL4-SplA und GAL4-GLI3Y41322 wurden ds
Positivkontrallen mitgefihrt. Fir den  Zinkfinger- Transkriptionsfaktor Spl ist ene akti-
vierende Wirkung in diesem Testsystems bereits publiziert, so dal3 er ds interne Kon-
trolle bel jeder Versuchsdurchfihrung eingesetzt wurde (Hagen et al., 1994; 1995).
GAL4-GLI341322 enthit die transaktivierende Doméne 2 des GLI3-Proteins, und
auch hier ist eine Aktivierung des Reportergens bereits bekannt, so dal3 man dieses
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Kongrukt ds eine proteingpezifische Pogtivkontrolle nutzen kann (Kaff-Suske et al.,
1999). Nur wenn beide Expressonsplasmide die ewartete aktivierende Wirkung zei-
gen, geht man von einem korrekten Versuchsblauf aus. Obwohl es sch hier um en
atifizidles Sygsem handdt, ba dem die DNA-bindende Doméne von GAL4 fir die
spezifische Interaktion mit dem Reporter genutzt wurde, eignet es sch, um damit die
aktivierende Wirkung von GL 13 oder von GLI3-Mutanten zu testen.

Fur den Pdienten, der diese Mutation im GLI3-Gen trégt blieb damit die Frage offen,
ob es 9ch um eine Phanotyp-verursachende Sequenzanderung handdt. Um dieser Frage
nachgehen zu konnen, wurden zusitzlich, et zu einem spéteren Zetpunkt erhdtene
DNA-Proben anderer Familienmitglieder mittels SSCA auf Sequenzverdnderungen hin
getestet. Ba dieser erwelterten Anayse gdlte sch heraus, dal3 zwel weitere betroffene
Mitglieder dieser Familie weder den oben beschriebenen, noch einen anderen durch
SSCA zu detektierenden Aminosdureaustausch in ihrem GLI3-Gen trugen (personliche
Mitteilung D. Bornholdt). Vor dem Hintergrund der nicht nachzuweisenden funktionel-
len Beantréchtigung des GLI3-Proteins durch die Mutation deutet dieser Befund an,
dal3 in dieser Familie die urschliche Mutation noch nicht gefunden wurde.

452 Transkriptionelle Aktivitat von GL11- bzw. GL13-Wild-
typprotein und ausgewahlten GL13-Mutanten

Wie im vorangegangenen Kapitd beschrieben, konnte die Fahigkeit zur transkriptionel-
len Aktivierung durch zwel unabhdngige, C-termind gelegene Doménen von GLI3 mit
Hilfe von GLI3-Fusonen an die GAL4-Bindungsdoméne und einem GAL4-abhéangigen
Reporter detektiert werden (Kaff-Suske et al., 1999). Diese potentielle Aktivierungsfé-
higkat sollte fir Wildtyp-GLI3 im Verglech mit GLI1 an enem unabhdngigen Repor-
tersystem getestet werden, das von Sasaki 1997 ersmals beschrieben worden war. Die
Wirkung des eukaryontisch exprimierten GLI1- bzw. GLI3-Proteins wurde Uber en
Reportergenkongrukt  ermittelt, welches enen atifizidlen Promotor mit 8 hintereinan-
der geschateten GLI-Bindungsstdlen enthidt. Sasaki bzw. Wang und Mitarbeiter hat-
ten gezeigt, dal3 GLI1 in der Lage i, das enthdtene Reportergen konzentrationsabhan-
gig zu aktivieren, bis en Sitigungsverhdten auftritt. GLI3 hingegen zeigte ds Gesamt-
protein keine Wirkung. Wir konnten diesen Befund mit enem Luciferase-Reportergen
in mehreren Zdlinien bedtétigen. Es lie3 sch sogar eher eine konzentrationsabhangige
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Represson fedddlen, denn mit Zunahme der Menge des trandizieten GLI3-
Expressionskonsgtruktes ging die gemessene Luciferasesktivitét zuriick (sehe Abbildung
19 und 20; Kapite 3.3.2). Diese Tendenz im Verhdten des Reportergens war unabhan-
gig davon, ob die verwendete Zdlinie endogen GLI-Proteine exprimiert oder nicht. So-
wohl die Ogteosarcomazdlinie U2-0S, die endogen GLI-Proteine enthdt (Uber Gere-
tardierungsexperimente ermittdt; Daten nicht gezeigt), ds auch die GLI-negativen NCI-
H441 Zdlen zegten eine GLI1-vermittelte Aktivierung bzw. eine GLI3-vermittdte Re-
presson des Reportergens. Dald es sch bel diesen Beobachtungen um eine spezifische
Interaktion mit den GLI-Bindungsstellen handdt, wurde mit enem Reportergen
konstrukt, welches 8 Kopien einer mutierten GLI-Bindungsstelle enthdt, anhand des
volligen Zusammenbruchs der Reportergenaktvitdt dokumentiert (Sehe Abbildung 19).
Die hier aufgefiihrten Beobachtungen simmen mit den Daten aus der Literatur Uberein,
die das identische Reportergenkongtrukt, alerdings andere Zdlinien verwendeten (Sa-
ski et al., 1997; 1999; Wang et al., 2000b). Abweichende Ergebnisse zeigten sich be
Trandfektionsexperimenten, in denen die Mauszdlinie NIH3T3 mit enem Reportergen-
kongtrukt transfiziert wurden, in dem das Indikatorprotein, die bakteriele Chloramphe-
nicol Acetyltransferase (CAT), Uber einen Reporter mit 6 Tandemkopien der GLI-
Bindungssequenzen reguliet  wurde. Die transsktivierende  Wirkung des gesamten
GLI3-Proteins ig in diessm System in der Lage, das Reportergen konzentrationsabhan
gg zu &ktivieeen (Da et al.,, 1999). Diese Abweichungen beziigich der GLI3-
Proteinwirkung lassen sch auf unterschiedliche Weise erkléren. Zum enen mul3 sScher-
gestdlt san, dald durch das trandfizierte Expressonskonstrukt auch jewels das spezifi-
sche Protein gebildet wird, durch dessen Anwesenheit eine Wirkung auf den Reporter
moglich is. In der Arbet von Da und Mitabetern wurde diessr Nachwes nicht er-
bracht und in der vorliegenden Arbet bestenfdls quditativ Uber die inhibitorische Wir-
kung von GLI3 auf ene GLI1-vermittdte Transaktivierung bel Kotransfektionsexperi-
menten (Abbildung 21, Kapited 3.3.3). Aulerdem kann der Einsatz unterschiedlicher
Zdlinien, abhangig von ihrer endogenen Proteinausstattung zur Modulation der Repor-
tergenaktivitdt fihren. Nicht zuleizt snd die Vewendung aufergewohnlich hoher
DNA-Mengen und die unterschiedliche Reportergenkongtruktion Grinde fir die abwel-
chende Resultate dieser Transfektionsexperimente. Von anderen Transkriptionsfaktoren
ig bekannt, dal3 fir die Aktivierung des Reporters dlein die Anzahl enthatener Bin
dungsstellen entscheidend sein kann (Dennig et al., 1996). All diese das Ergebnis beein
flussenden Faktoren machen deutlich, dal3 die durchgefihrten Experimente immer nur
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enen bedimmten Telagpekt einer Gesamtstuation widerspiegeln  konnen.  Dadurch
wird die Ubertragung der generierten Daten auf eine in vivo Stuation sehr diffizil. Fir
die hier gegebene Situation beziiglich des GLI3 Proteins helfd das, dieses Protein hat
sowohl die Fahigkeit ene repressorische, ds auch eine aktivierende Funktion zu Uber-
nehmen. Abhéngig von der zdluld&den Umgebung in der es sch befindet, kann dann
entweder die eine oder andere Wirkung bevorzugt vorhanden sain.

Das oben beschriebene Reportergensystem wurde verwendet, um die Transaktivierung-
seigenschaften von gefundenen GLI3-Mutationen in GCPS-Fdlen funktiondl zu testen.
Be den nicht trunkierenden Mutationen (Missense-Mutationen) handdte es sch um
Sequenzveranderungen, die im Kollektiv der GCPS-Patienten detektiert und Uber ge-
richtete Mutagenese in das GLI3-Expressonskonstrukt eingebracht worden waren. We-
der der Aminosaureaustausch von Glycin (G) zu Arginin (R) an Pogtion 727 der Poly-
peptidkette, noch die Deetion der einzelnen Aminosiure Glutamin (Q) an Podtion 926
fUhrten zu einer Veranderung in der GLI3-Proteinwirkung, das heild, es kam zu keinem
konzentrationsabhangigen Angieg  der Reportergenaktivitét, wie berdts bem GLI3-
Wildtyp (Abbildung 20; Kapitd 3.3.2). Die Mutationen G727R und Q926del scheinen
offengchtlich nicht die Transaktivierungsa genschaften zu beeinflussen.

Dieser Befund war nicht vollig unerwartet, da fir den N-Terminus des GLI3-Proteins
bereits ene repressorische Funktion postuliert wurde (Sasski et al., 1999; Da et al.,
1999; Wang et al., 2000b). Um diese repressorische Wirkung im vor Ort entwickelten
Transsktivierungsassay zu testen, wurde en Expressonskonstrukt generiert, dem die
esen 427 Aminosauren des GLI3-Proteins bis vor der Zinkfinger-Doméne fehlen.
Selbst diese N-termind deletierte GLI3-Form ig nicht in der Lage, das Reportergen zu
aktivieren, obwohl die DNA-bindende Doméne unverdndert enthdten it und der pua
tive repressorische Antell entfernt wurde (Sehe Abbildung 20). Diese Beobachtungen
gehen im Widerspruch zu den in der Literatur vorhandenen Daten, die eine "schwach"
aktivierende Wirkung von N-temina ddeieten GLI3-Proteinen zeigen (Da et al.,
1999; Sasaki et al., 1999). Diese Diskrepanz konnte sowohl auf undokumentierten Un
terschieden im Expressondevel des Proteins, ds auch auf dem Reportergenkonstrukt
bzw. auf den verwendeten Zdlinie beruhen. Das heil¥, die repressorische Wirkung des
N-Terminus von GLI3 kann nicht ausgeschlossen werden, auch wenn se an dieser Stel-
le nicht bestétigt werden konnte, weil das N-termina deletierte GLI3-Protein keine ak-
tivierende Wirkung auf den Reporter hatte.
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453 Kompetition der GLI-Proteine um gleiche Reporter gen
bindungsstellen

Expressonsstudien der homologen GLI-Protene in Moddlorganismen wie Maus und
Hihnchen haben gezeigt, das dle dra Familienmitglieder in zum Tel Uberlgppenden
Regionen exprimiet werden. Be der glechzatigen Anwesenhat dieser Proteine inner-
hab ener Zdle fihrt das zu einer Konkurrenz um die vorhandenen Bindungsstellen der
Zidgene, s0 dal3 dch die GLI-Proteine in ihrer Wirkung gegensatig beenflussen (Mo
et al., 1997; Motoyama et al., 1998; Buscher et al., 1998; Ruiz i Altaba 1999; Schweit-
zer et al., 2000). Eine Interaktion ganz besonderer Art ergibt sich durch die Anwesen+
heit von 8 putativen GLI-Bindungsstelen innerhab der mehrere kb langen Maus-GLI1-
5 Kontrollregion. In der Tat vermittelt dieser Bereich eine schwache Aktivierung in
K otransfektionsexperimenten mit GLI3 (Park et al., 2000; Dai et al., 1999). Das bedeu
tet, die GLI Proteine konnen nicht nur mit den gleichen Zielgenen interagieren, well
diee die entsorechende Konsensussequenz in ihrer Promotorregion enthaten, sondern
se haben auch untereinander einen gegensaitigen regulatorischen Einflu?. Obwohl die-
s Daen durch Experimente mit murinen Proteinen generiert wurden, kann man auf
Grund der hohen Homologie davon ausgehen, dad im humanen Sysem ene dhnliche
Stuation vorliegt. So ist z.B. die Promotorregion des humanen GLI1-Gens in der Lage,
die GLI1-Expression in der Maus zu regulieren (Liu et al., 1998). Aulerdem konnen
humane GLI-Proteine in transgenen Drosophila Linien die Funktionen ihres Homologes
cubitus interruptus (ci) Ubernehmen. Se erhaten durch diese transgene Expresson mit
c vergleichbare Aktivitéen (Liu et al., 1998; von Mehring et al., 1999; Aza-Blanc et
al., 2000). Diese doch erstaunliche Ubertragbarkeit von Proteinfunktionen Uber Spe-
Ziegrerzen hinweg zeigt, wie sehr diee Proteine und ihre beteligten Signakaskaden
wéhrend der Evolution konserviert wurden. Ein Uberlgppende Expresson von murinen
GLI-Proteinen in definierten Regionen und zu einem definierten Zetpunkt der Entwick-
lungsgeschichte |43 deshdb den Schluf3 zu, dald3 dhnliches auch fir die Embryogenese
des Menschen geten kann. Aus diesr Situation ergibt sich die Frage, wie humanes
GLI1 und GLI3 mitenander interagieren, wenn de gleichzatig in enem Zdlsysem
vorhanden snd. Getestet wurde dies mit Hilfe enes Kompetitionsassays, bei dem die
GLI1- und GLI3-Expressonskondrukte gleichzeitig trandfiziert werden. Neben dem
GLI13-Wildtypprotein wurden auch die an Aminoséureposition 727 bzw. 926 der Poly-
peptidkette mutierten Proteine, sowie die Zinkfingermutante C515G und ein N-termind
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deletierte GLI13-Protein getestet. |hr Einflul auf die durch eine kongante Menge an
GLI1-Expressonsplasmid  vermittelte  Aktivierung des Reportergens  konnte  nach
Kotransfektion Uber die Luciferaseaktivitét detektiert werden. Sowohl die Expression
des GLI3-Wildtyp, ds auch die der an Podtion 727 bzw. 926 mutierten Proteine be-
wirkte eine Reduktion der GLI1-vermittdten Aktivierung auf ein Drittd bis en Finfte
der Ausgangssktivitdt. GLI3 hat offengchtlich eine reprimierende Wirkung auf GLI1
(sehe Abbildung 21, Kapited 3.3.3). Eine von der Expressonsplasmidkonzentration
abhangige inhibitorische Wirkung des GLI3-Proteins auf die durch das GLI1-Protein
vermittelten Aktivierung eines Reportergens konnte auch in von Gliedmalienknospen
des Huhnchens abgammenden priméren Zelen gezeigt werden (Wang et al., 2000b).
Die nahdiegense Annahme id, dal? eine Besstzung der GLI-Bindungssellen des Re-
porters durch GLI3 erfolgt, wodurch weniger GLI1 binden und entsprechend aktivieren
kann. Andererseits konnte GLI3 eine aktive, repressorische Wirkung, die nicht Uber die,
den GLI-Proteinen gemeinsamen DNA-Bindungsstdlen dattfindet, ausiben, und so den
Rickgang der GLI1-vermittdten Aktivierung bewirken. Im Gegensaiz zu den obigen
GLI3-Mutanten bewirkt die Zinkfingermutante C515G, deren zerstorte DNA-
Bindungsféhigkeit in  Geretardierungsexperimenten gezeigt werden konnte, nur  einen
minimaen Rickgang der GLI1-Aktivitdt im Kotransfektionsexperiment. Der 20%ige
Rickgang der GLI1-Ausgangssktivitét (wenn im Vergleich zu GLIL1 die 4-fache Menge
von GLI3-Expressongplasmid eingesstzt wird) kann auf Expressonsunterschiede von
GLI3-Wildtyp und Punktmutanten zurlickzufihren sein.  Neben den mdglichen Expres-
sonsunterschiede, waren aber auch andere Erklarungsmoglichkeiten denkbar. Da die
DNA-Bindung durch das mutierte Zinkfingerprotein nachweidich nicht mehr mdglich
i, gelt dch die Frage, wie es trotzdem zu einer Kompetition zwischen den beiden
GLI-Proteinen bezlglich der Bindungsstdlen kommen kann. Der Rickgang der Lucife-
raseaktivitt um ca. en Funfted des Ausgangswertes konnte auf einer von der DNA-
Bindung unabhéngigen Interaktion zwischen den GLI-Proteinen beruhen, die erst bei
ene solchen Koexpresson nachweisbar wird und zur Reduktion der GLI1 vermittelten
Transaktivierung des Reportergens fihrt. Das aminoterminad um 427 Aminoséuren ver-
kirzten GLI3-Expressonkonstrukt beeintréchtigt die GLI1-vermittelte Reportergenin-
duktion nicht (sehe Abbildung 21, Kapitd 333). Obwon dee GLI3-
Deetionsmutante ihre Zinkfinger-Doméne noch unverandert enthdit und damit auch in
der Lage sain sollte, DNA zu binden, zeigt Se kene reprimierende Wirkung auf GLIL.
Vorgelbar wéare, dald die Verkirzung des GLI3-Protens enen Einflud auf die Bint
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dungsaffinitée nimmt, wodurch in Konkurrenz mit GLI1 das mutiete Protein weniger
gut binden kan und damit keinen Einflul auf die GLI1-vermittete Aktivierung hat.
Grundsdtzlich konnen sowohl intringsche Fektoren des Wildtyp- bzw. des N-termind
verkirzten Proteins, as auch &aulere Faktoren, die eine Protenmodifikation von be-
dimmten Bereichen vermitten, die Bindungsaffinitét beeinflussen. Unter Berlickschti-
gung dieser Datenlage, sowie der anderer Gruppen (Sasaki et al., 1999; Da et al., 1999;
Wang et al., 2000b), die ene repressorische Doméne im N-Terminus von GLI3 postu-
liet, i das ermittdte Resultat auch anders zu interpretieren. Das aminotermina ver-
kirzte GLI3-Protein igt durchaus noch in der Lage, mit den GLI-Bindungsseguenzen
des Reporters zu interagieren und konkurriert deshdb mit dem GLI1-Protein um die
vorhandenen Bindungsstellen. Durch seine nicht mehr vorhandene Repressonsdoméne
findet aber keine inhibitorische Wirkung auf die durch das GLI1-Protein induzierte Ak-
tivierung datt. Der geringere Antell an gebundenem, aktivierendem Protein mifde dann
zu eine Abnahme bel der Luciferasesktivitdt fuhren. Da dies aber nicht beobachtet
wird, mul3 das N-temind verkirzte GLI3-Protein ebenfdls aktivieren. Das hell¥, die
dlenige Anwesenheit der N-terminden GLI3-Ddetionsmutante it nicht ausreichend,
um das Reportergen zu aktivieren, aber zusammen mit dem GLI1-Protein ig dies in
Form ener Summationswirkung maoglich. Eine weitere mogliche Erkl&ung fur die er-
mittelten Ergebnisse wéare die von der DNA-Interaktion unabhdngig vermittete Wir-
kung des um die Repressonsdoméne verkirzten GLI3 Proteins. Welche der angegebe-
nen, oder ob zusizliche Erkl&rungen zutreffen, konnte durch weitere Studien aufge-
deckt werden. Be diesen konnte z.B. eine hypothetische Modifikation des N-Terminus
erkundet werden, oder die DNA-Bindungssigenschaften von N-termind  deetierten
GLI3-Proteinen mit und ohne Modifikation. Ist das GLI3-Deetionskonstrukt tatséchlich
in der Lage, in gleicher Weise wie GLI1 mit der DNA zu interagieren, so mul der Ver-

lus der repressorischen Doméane mit einem Gewinn an aktivierendem Potentid  einher-

gehen.

454 Im GL13 N-Terminus konser vierte Sequenzbereiche konn
ten eine funktionelle Bedeutung haben

Be der Sequenzandyse des Aminoterminus von GLI3 fiden konservierte Bereiche auf,
die der Konsensussequenz fur Sentrinization (I/L)K(Q/T)E, auch Sumoylierung ge-
nannt, entsprachen. Es handdt sich hiertbe um Sequenzbereiche, die zur posttrandatio-
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nden Modifikation von Proteinen verwendet werden. Diese Proteinumgestdtung findet
Uber ene dea Ubiquitin-vermittedten Proteinumgestdtung &hnlichen Resktionskaskade
datt, aber mit vollig anderen Auswirkungen, z.B. be PML. PML ig en RING-Finger
Protein, das mit der Pathogenese der Akuten Promyelozytenleuk&mie asoziiat i
(Mdnich et al., 1999) und dessen subzdluldre Lokalisation wird Uber die Sentrinization
des Proteins bestimmt (Boddy et al., 1996; Shen et al., 1996). AulRerdem kann diese
Modifikation die transktivierende Aktivitdt eines Proteins versérken (z.B. von dem
Tumorsuppressorgen p53), oder den Ubiquitin-vermittelten Abbau eines Proteins ver-
hindern (z.B. von IkBa, dem zytosolischen Inhibitor des Transkriptionsfaktors NFKB;
Yeh et al., 2000). Fir GLI3 bedeutet die Anwesenheit von sechs putativen Sumoylie-
rungsstdlen im N-Terminus, die telweise innerhdb der GLI-Proteinfamilie hoch kon
saviat snd, dad ene solche Modifikation eine Regulation vidfdtigter Art ausiben
konnte. Ein Bespid dafir, dal3 die Konsensussequenz der Sentrinisation direkt mit e-
ner Transkriptionsfaktorfunktion in Zusammenhang gebracht werden kann, it Sp3.
Diesr Fektor it das inhibitorische Mitglied der Zinkfingerproteinfamilie mit zwe Glu-
tamin-reichen Aktivierungsdomédnen vor dem DNA-bindenden Bereich (Hagen et al.,
1992; Dennig et al., 1994). Fusoniert an eine GAL4-Bindungsdomane zeigen die Glu-
tamin-reichen Bereiche ene transsktivierende Wirkung, die be der Fuson von GAL4
mit dem Sp3-Protein, dem nur die egene DNA-Bindungsdoméne fehlt, nicht mehr zu
detektieren ist. Es mul3 dso ene inhibitorische Doméne innerhdb des Transkriptions
faktors geben, deren Funktion die Wirkung der aktivierenden Doménen Uberlagern kann
und die ba Spl, dem aktivierenden Mitglied dieser Familie, nicht vorhanden sein solite.
Sequenzvergleiche  unter  den  Familienmitgliedern und  die Generierung von  Sp3-
Deletionskonstrukten, bei denen die Sp-Bindungsdoméne des Proteins mit der spezifi-
schen Sp-Bindungssequenz getestet wurde, brachten eine stark geladene Region von 13
Aminosturen in das Zentrum des Interesses. Innerhab dieser Region befindet sich eine
Konsensussequenz fir Sentrinization (KEE bel Aminoséureposition 423-425). Werden
der Lysn- (K) und die beiden Glutaminsdurereste (E) Uber gerichtete Mutagenese durch
Alanine (A) ersetzt, s0 verwandelt sch das Sp3-Protein in einen Aktivator. Das KEE-
Triplett wird offendchtlich benétigt, um die transaktivierende Wirkung des Proteins
ruhig zu gdlen (Dennig et al., 1996). Ob das KEE-Motiv von Sp3 tatsichlich Substrat
fir ene Modifikation durch Sumoylierung i, wird derzeit untersucht (persdnliche Mit-
tellung G. Suske).
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3 ig dhnlich wie GLI3, das inhibitorisch wirkenden Mitglied ener Transkriptionsfak-
torfamilie. Auf Grund der funktiondlen (zwe unabhéngige Aktivierungsdoménen, die
im Gesamtprotein offengchtlich ihre Funktion nicht ausiben kénnen) und drukturdlen
(Transkriptiondfaktor  vom  Zinkfingertyp) Gemeinsamkeiten zwischen diesen  Faktoren
delt sch die Frage, ob den sechs Konsensushereichen der Sentrinization innerhalb des
N-Terminus von GLI3 ene Bedeutung zukommt. Der schrittweise Austausch einzener
Motive Uber gerichtete Mutagenese mifte dann zur Umwandiung der repressorischen in
ene aktivierende Wirkung von GL 13 fihren.

Das N-terminde Ddetionskongtrukt von GLI3 is um die ersten 427 Aminoséuren ver-
kirzz und enthdt aus diessm Grund die eaden beden Sentrinizations-
Konsensussequenzen (aa 15-17, aa 86-88) nicht. Nachdem dieses Protein, wie im vo-
rangegangenen Kapited erortert, nicht in der Lage id, ein Reportergen zu aktivieren,
konnten diesen beiden ersen Konsensussequenzen ene Repressorfunktion zukommen.
Ob diese Wirkung auf Grund der enthatenen Konsensussequenzen fur Sumoylierung
auftritt, mul3 noch anhand gezidter Mutagenese diessr Motive geprift werden. Aller-
dings ig die Abwesenhat dlen nicht ausreichend fir eine Aktivierung. Als néchses
wurde das KEE- (aa 462-464) bzw. KDE-Motiv (aa 467-469) einzen durch Alanine
esetzt und diese mutierten Kongtrukte dann auf ihre Transsktivierungsfahigkeit getes
tet. Aber weder de, noch die nachfolgend generierte KEE+KDE-Doppdmutante waren
in der Lage, die Luciferasesktivitét zu erhthen. Ihr Einflul? auf das Reportergen ist dem
des GLI3-Wildtypproteins vergleichbar (sehe Abbildung 22, Kapite 3.3.4). Das bedeu-
tet, auch diese beiden putativen Sentrinizationsstdlen snd weder enzeln noch gemein-
sam in der Lage, die repressorische Wirkung von GLI3 aufzuheben und es in einen Ak-
tivator zu verwandeln. Die Andyse diesser drel Expressonskongrukte im Kompetitiorn-
sassay zeigte en erdaunliches Ergebnis. Die beiden Einzdmutanten hatten auch hier,
wie das Wildtypprotein, einen Rickgang der GLI1-vermitteten Luciferaseektivitét zur
Folge. Unter Berlickschtigung der Standardabweichung war nur noch en Drittd bis
maxima die Hafte der Ausgangsaktivitdt zu detektieren. Die in das GLI3-
Expressonsplasmid eingebrachte Doppemutante  KEE+KDE bewirkte ene Uberaus
starke Represson der durch das GLI1-Protein induzierten Reportergenaktivitét, die vier-
bis achtfach stérker war, as durch die jeweligen Einzdmutanten. Durch den Verlugt
diesr beiden Motive an Aminosdureposition 462-464 und 467-469 wird das GLI3-
Protein nicht zu einem Aktivator, sondern es gewinnt eine noch stérkere Repressonsfa-
higket auf die GLI1-vermittdte Transsktivierung. Eine mdgliche Erkldrung fir diese
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Zunahme ig eventuel ene verandete DNA-Bindungsffinitét, die nicht zwangdaufig
mit ener Sentriniztion in Verbindung zu bringen id. Die GLI3-Doppemutante kann
vidlecht die GLI-Konsensussequenz des Reportergenkondgruktes im  Vergleich zu
GLI1 wesentlich effektiver binden, so dal3 dessen aktivierende Wirkung nicht zum tra-
gen kommt. Eine Beanflussung des Bindungsverhdtens erscheint wahrscheinlich, da
dch die mutieten Bereiche bereits innerhdb der GLI3-Zinkfingerdomane befinden.
Allerdings ig dieser Einfluld moglicheweise auch dlen auf die verdnderten Aminosiu-
ren zurlckzufUhren, die das Bindungsverhdten beeainflussen und nicht mit der nun nicht
mehr moglichen Modifikation diesser Doméanen in Verbindung zu bringen. Bindungsas-
says mit diesem doppelt mutierten Protein kdnnten Aufschiul dartiber bringen, ob tat-
sachlich ene Beanflussung dieser GLI3-Funktion vorliegt, oder ob die verstérkte re-
pressorische Wirkung anderweitig begriindet ist.

Die letzten beiden Konsensusbereiche einer moglichen Sumoylierung an Postion 471-
473 und 510-512 missen durch gerichtete Mutagenese noch veréndert werden, um ihren
Einflul auf das GLI3 Protein zu teden. Erd wenn die Auswirkungen dler enzen und
in Summation verdnderten Sequenzmotive ermittdt wurden, 1&% dch ene endglitige
Aussge Uber die Bedeutung dieser Bereiche ermitteln. Ein mdgliches Aktivierungspo-
tentid von GLI3, welches durch dle Sentrinizationsdoméanen gemeinsam negativ bean-
flu’d wird, kdnnte nach ihrer Verdnderung zu Tage treten. Hinweise darauf, dal3 erst die
Mutation dler Motive zu einer Verdnderung in der Proteinfunktion fihren, snd bereits
in der Literatur durch das Beispid des PML RING-Finger-Proteins bekannt (Yeh et al.,
2000).

45.5 Wirkung von exprimierten GL1 Proteinen nach transienter
Transfektion auf einen naturlichen Promotor

Be den hisher beschriebenen Transaktivierungsstudien wurde jeweils die Wirkung von
exprimierten GLI-Proteinen auf en Reportergenkongtrukt  beschrieben, welches multi-
merigerte GLI-Konsensussequenzen ds Promotorregion (acht tandemartig  hintereinan
der geschatete GLI-Bindungsstelen) vor dem Luciferasegen enthidt. Da eine solche
atifizele Bindungsegion kaum mit ener natlrlichen vergleichbar is, blelben die er-
mittdten Transaktivierungsergebnisse fir Rickschlisse auf en in vivo Verhdten der
Proteine problematisch. Allerdings konnten auch innerhalb natlrlicher Promotorbera-
che multimeriserte GLI-Bindungsstellen detektiert werden. So enthdt das patched (ptc)
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Protein von Drosophila drei hintereinander geschdtete GLI-Konsensus-Bindungsstellen
und die Promotorregion des humane PTCH1-Gens zwe hochkonservierte, putative
GLI-Bindungsstellen (Alexandre et al., 1996; Kogerman et al., 1999; Shin et al., 1999).
Selbst der Promotor des murinen GLI1-Proteins bestzt acht Bindungsstellen (Da et al.,
1999). Welche der einzdnen Konsensussequenzen funktionel von Bedeutung sind, ist
derzeit nicht bekannt. Vorgelbar aber is, dad ene Anenanderrethung von Konsensus-
sequenzen ene zusétzliche Genregulationsmoglichkeit bietet, bel der der Schwellenwert
bis zur Aktivierung des einzelnen Gens mit der Anzahl der Bindungsstellen variiert.

Um ene groflRere Anndherung an die natlrlichen Bedingungen zu erechen, wurde die
5 regulatorische Region des humanen PTCH1-Gens in ein Reportergenkonstrukt klo-
niet. Se enthdt zwe hochkonsarvierte GLI-Bindungsstellen und wurde ds Promotor
vor das Reportergen Luciferase kloniert. Da es sch be PTCH1 um en durch die GLI-
Proteine reguliertes Gen handdt, erscheint dessen Promotorregion geeignet, die transak-
tivierenden Kapazitdten von GLI1 und GLI3 zu testen (Buscher et al., 1997; von Meh
rng et al.,, 1999; Aza-Blanc et al., 2000). Expressonskonstrukte, die die Wildtypse-
quenz von GLI1 bzw. GLI3, oder aber mutierte GLI3-Sequenzen beinhaten, wurden
mit dem Reportergen koexprimiert. Im Gegensatz zu den bisherigen Ergebnissen be-
wirkt das GLI1-Protein hier eher einen konzentrationsabhangigen Rickgang ener oh
nehin schwachen Luciferaseektivitét. Die nicht zu detektierende Aktivierung des Repor-
tergens durch GLI1, i mdglichewese auf die Anwesenheit von Erkennungssequenzen
fUr zusdtzliche Faktoren in der PTCH1-Kontrollregion zurlickzufiihren.

Die transaktivierende Wirkung von GLI3 it der vergleichbar, die durch den Express-
onsvektor ohne Insart induziert wird. Dieses Konstrukt resultiert nicht in einer Protein-
expresson, 0 da’ die hier ermittdten Luciferasewerte ds unspezifische Bassaktivie-
rung gesshen werden missen. Sowohl das Wildtyp as auch die mutieten GLI3-
Proteine (N-termindes Dedetionskongtrukt und  Zinkfinger-Mutante C515G) bewirken
ene konzentrationsunabhéngige Reporteraktivierung um diesen Basswert, so dal? nicht
von ene Bindungsstelenspezifischen  Wirkung ausgegangen werden kann. Be
Kotransfektionen von humanem GLI3-Wildtyp mit @nem murinen GLI1-Promotor-
kongrukt kommt es zu ener konzentrationsabhéangigen Aktivierung des Reporters in
der Mauszelinie NIH3T3 (Da et al., 1999). Sdbst bel Experimenten mit dem bereits
oben beschriebenen humanen PTCH1-Reportergenkonstrukt ist eine konzentrationsab-
héngige, GLI3-vermittdlte Zunahme der Luciferasesktivitét in der humanen, embryore-
len Nierenzdlinie 293 zu detektieren (Shin et al., 1999). Be diesen Experimenten, die
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edmas en pogtives Aktivierungspotentid von GLI3 zeigten, handdt es sch aber um
rdatv geinge, maximd 2- bzw. 4-fach Effekte. Die aktivierende Wirkung von GLI1
sowohl auf Reportergenkondrukte mit  artifizidlen wie auch natlrlichen Bindungsste-
len konnte bereits gezeigt werden (Sasaki et al., 1999; Shin et al., 1999; Da et al.,
1999; Kogerman et al., 1999). Die zu den hier ermittelten Resultaten unterschiedlichen
Ergebnisse von Shin und Mitabaten bem Einsaz des glechen PTCHL1-
Reportergenkonstruktes  kénnen  beispidsweise  durch  die  unterschiedlichen  Zdlinien
eklat werden, mit denen die Experimente durchgefiihrt wurden. Grundsdtzlich kann
aber das GLI3-Protein in Transaktivierungsassays sowohl ene aktivierende wie auch
reprimierende Wirkung ausilben. Beide vorhandenen Funktionen kénnen je nach Repor-
terkonstrukt und verwendeter Zdlinie experimentell detektiet werden. Das bedeutet,
beide Wirkungsweisen snd auch in der nattrlichen Umgebung dieses Proteins denkbar
und ihre Ausoragung in die eine oder andere Richtung kann durch zusézliche Bedin
gungen im Umfeld bestimmt werden.

4.6 Diesubzdlulare L okalisation von GL13

46.1 Die subzellulare Verteillung von cubitusinterruptus als
Modell fur GL13?

Die groRen Uberéngimmungen der Sequenz der humanen GLI-Proteine mit ihrem
Homolog in Drosophila, cubitus interruptus (ci), sprechen daflr, dald innerhab der
Familie von den homologen Proteinen &hnliche Funktionen Ubernommen werden. Die
hohe Homologie innerhab der GLI-Familie zeigt sch in Seben Protendoménen, die
dlen Familienmitgliedern gemein snd (Ruppet et al., 1990). Drel dieser Doménen fint
det man ebenfdls in ad (Kdff-Suske et al., 1999). Be Studien Uber die embryonde
Entwicklung von Drosophila wurde ¢i ds Mitglied der hedgehog Signalkaskade identi-
fiziert (Alexandre et al., 1996). Dieser Signadweg, der Uber die Expresson des Morpho-
gens hedgehog reguliert wird, findet sich auch bei Vertebraten wieder. Er definiert die
Polaritét der antero-podterioren Achse. Ci wird be Wirbdtieren durch die GLI-
Proteinfamilie repréasentiert. Allen gemeinsam i die Wirkung ds Transkriptionsfaktor,
der das extrazdluldre Hedgehog-Signd in ene nukledre Resktion umsatzt. Aza-Blanc
und Mitarbatern geang es 1997, den entscheidenden Regulationsmechanismus fur die
Wirkung von cubitus interruptus in Imagindscheiben von Drosophila aufzudecken. Sie
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konnten zeigen, dal3 der mMRNA-Leve in dlen d-exprimierenden Zelen des anterioren
Bereiches gleich idt, aber dal3 die Proteinmenge stark variiert. Es konnten zwel Formen
des TF-Proteins nachgewiesen werden, die sch subzdluldr aoweichend vertelen und
durch postrandationde Modifikation entstehen. Die Funktion von ¢ wird Uber ene
proteolytische Spatung reguliert, bel der en aus N-Teminus und Zinkfingerdoméne
bestehender Repressor (ci-75; cif®) gebildet wird. Dieser Repressor zeigt eine Uberwie-
gende Lokdisation im Zelkern der exprimierenden Zdlen, wahrend das Gesamtprotein
(ci-155) wohl zum grof¥en Tel zytoplasmatisch vorliegt. Erg die Umwandiung von
¢i'® in seine aktivierende Form (ci*¥') filhrt vermutlich zu einem Lokalisationswechsd
des aktivierten Gesamtproteins in den Kern, wo es auf die Zidsequenzen wirken kann.
Allerdings ist weder der Aktivator noch seine Lokaisation bisher nachgewiesen wor-
den. Untersuchungen dartiber, wie diese drikte Vertelung gewdhrleistet wird und ob
diee ene Bedeutung fUr die Wirkung des Proteins hat, brachten zusitzliche Erkennt-
nise Uber den Regulationsmechanismus. Cubitus interruptus i ds gesamtes Protein
Tel enes zytoplasmatischen Komplexes, der an Mikrotubuli assoziiert, die Retention
des Transkriptionsfaktors bewirkt. Dabel spiden wetere Komponenten der hedgehog
Signdkaskade die entscheidende Rolle. Ci zeigt eine direkte Interaktion mit costd 2
(cos2) und dem suppressor of fused (su(fu)). Wahrend su(fu) an den Bereich zwischen
Aminoséure 1 und 346 von ¢i bindet und damit einen Kernimport verhindert, gibt es fur
cos?2 ene spezidl benannte Interaktionsdomédne, CORD (cos2 respongve domain). Die
125 Aminosauren lange, auf co2 resgierende Doméne befindet sich im C-terminden
Bereich von ¢ an Pogtion 941 bis 1065. Se gdlt das zentrde Element der zytoplasme
tischen Retention dar, denn co2 ig das einzige Protein mit einer direkten Interaktion zu
den Mikrotubuli. Die Abwesenheit dieser beiden Doménen, oder aber eine durch Muta-
tion engeflgte Sequenzénderung hat eine Uberwiegend nukledre Lokdisation von ¢ zur
Folge (Wang et al., 2000a). Sein zweigeteiltes Kernlokdisationssignad, das sich an C-
terminden Ende der DNA-bindenden Doméne befindet (Aminosdurepogtion 581 bis
616), reicht aus, den Lokdisationsvechsd zu ermdglichen (Wang et al., 1999). Gleich
zeitig spidt diese Komplexbildung aber auch eine entscheidende Rolle fur die Generie-
rung der Repressorform. Die cos2 und su(fu) vermittelte Assoziaion von cubitus inter-
ruptus mit den Mikrotubuli macht es glechzatig zuganglich fir ene Protenkinese A
(Pka)-vermittelte Phosphorylierung und diese ist ausschlaggebend fir die Spatung. Das
modifiziete ¢ wird so zum Subdrat fUr ene duch das dimb-Protein vermittete pro-
teolytische Spatung durch ein Proteasom. Die den N-Terminus und die Zinkfingerdo-
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mane enthatende, abgespdtene Repressorform 16t sch auf Grund der fehlenden Inter-
aktionsméglichkeit mit cos2 von den Mikrotubuli. Das in ¢ noch beinhdtete Kernlo-
kaisationssigna bewirkt den Lokaisationswechse Richtung Kern, wo es akkumuliert.
Diese Anrecherung ist begrindet durch das Fehlen enes im Gesamtprotein unmittelbar
nach der Spdtgelle gdegenen Kernexportsgnads an Aminosiureposition 675 bis 860.
Zu Beginn ds zytoplaamatisches Lokaisationssgnd definiert, konnte diessm Berech
durch wetere Studien die Funktion enes Kernexportsgnales zugeordnet werden (Chen
et al., 1999; Wang et al., 2000d). Zusammenfassend ist festzugelen, dad im C-
terminaden Bereich von d neben aktivierenden Doménen auch Bereiche vorhanden sind,
die sane Lokdisaion und damit indirekt auch seine Aktivitd beeinflussen. Wéhrend
das Gesamtprotein, Uberwiegend zytoplasmatisch nachweisbar, durch Komplexbildung
mit Mikrotubuli assoziiert ist, zeigt die c™® Form eine nukledre Akkumulation. Diese
interessanten Daten bezliglich cubitus interruptus werfen die Frage auf, ob fir das hu-
mane Homolog GLI3 en &nliches Vertalungsmuster und indirekt damit auch ene
ahnliche Regulation denkbar idt.

4.6.2 Die subzelulare Vertellung von GLI3-GFP-Fusions-
proteinen wird durch unterschiedliche GLI-Homologie-
domanen beeinflul3t

Die im Rahmen dieser Arbet generierten GLI3-GFP-Fusionskonstrukte, die entweder
die Sequenz des kompletten GLI3-Gens enthdten, oder aber nur bestimmte GLI-
Homologiedoménen, bewirken nach transenter Transfektion eine Expresson von Fusi-
ongproteinen. Deren subzdluléae Vertelung kann auf Grund der Huoreszenzeigenschaft
von GFP (Green Fluorescence Protein) detektiert werden. GFP wird mit einem Moleku-
largewicht von ungefahr 28 kDa ds kleines Protein eingestuft. Trotzdem kann es nach
der Fuson mit dem gesamten GLI3 bzw. mit enigen seiner Homologiedoménen deren
Eigenschaften wie zB. Vertdlung beanflussen. Um ene solche Einflunahme nach
wesen zu konnen, wurden dle zu testenden Kongrukte grundsdtzlich ds N- und C-
teeminde GFP-Fusonen hergestdlt, das hell¥, enma befindet sch GFP am C-
Terminus und im anderen Fdl am N-Teminus von GLI3 (Sehe Abbildung 24, Kapitel
34.1). Fals GFP auf Grund der r&umlichen N&he mit ener funktiondlen Doméne von
GLI3 interagiert, mide sch das N-termind markierte Protein vom C-termind markier-
ten in sEne Funktion unterscheden. Alle in diessr Arbet generierten N- und C-
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terminden Fusonskongrukte, die ene identische GLI3-Sequenzinformation enthidten,
zeigten ene veglachbare subzdlulde Vertelung. GFP hat damit offendchtlich kenen
Einflud auf die GLI3-Vertelung. Weiterhin wurden fir die Transfektionsexperimente
unterschiedliche  Wints-Zdlinien verwendet, sowohl Zdlen, be denen endogen ene
GLI3-mRNA nachweisbar war (U2-OS und COS-7; Topp, 1997), oder solchen ohne
GLI3-mRNA (NCI-H157; Jacobsen, 1996). Der Vergleich der Transfektionsergebnisse
deckte auch hier keine ggnifikanten Unterschiede in der Vertellung der Proteine nach
Uberexpresson auf (sSehe Abbildung 25, Kapitd 3.4.2). Das Fusionsprotein, welches
neben GFP nur den N-Terminus von GLI3 einschliedich der Homologiedoméne 1 ent-
hidt, befindet sch Uberwiegend im Zytoplasma der Zdlen. Diese Beobachtung bestétigt
enen Befund von Shin und Mitarbeitern aus dem Jahr 1999. Die Lokdisation ist &n
Hinweis darauf, dald sch en putatives Kernlokdisationssgnd jensaits dieses Sequenz-
bereiches befinden muld. Diese Interpretation i mit den experimentellen Daten Uber ci
(Wang et al., 1999) verenbar. Die Beobachtung, dal3 ein gewisser Antell von Zelen
auch ene durch das Protein vermittdte Farbung des nuklegren Kompartiments zeigt,
|&% sch anhand des Molekulargewichts erkldren. Mit 60 kDa liegt dieses Fusonsprote-
in im Grenzbereich der freien Diffuson durch die Kernporen. Proteine mit einem Ge-
wicht hoher ds 60 kDa scheinen nicht mehr in der Lage zu sain, passv in den Zdlkern
2u gelangen, sondern Se bendtigen enen aktiven Trangportmechanismus, definiert Gber
die zatabhangige Aufnahme enes bestimmten Proteins in den Zdlkern (Alberts et al.,
1987). Das in den Zdlen exprimierte Fusonsprotein hat mit 60 kDa adso moglicherwe-
se noch engeschrankt die Moglichket, in den Zdlkern zu gdangen, und bewirkt damit
die Anférbung.

GL13-GFP-Fusionskongtrukte, die die GLI Homologiedoméanen 1 und 2 enthdten, zei-
gen nach Proteinexpresson eine Vertelung auf beide Zelkompartimente. Allerdings ist
ene deutliche Zunahme der reinen Kenféarbung sowohl zahlenméldg, ds auch von der
Intengitét her festzugtdlen. Dieses Protein enthdt auf Grund des klonierten Sequenzbe-
reiches das putative Kernlokaisationssgnd, das sich am Ende der zweiten Homologie-
doméne, der Zinkfingerdoméne, befindet (Wang et al., 1999). Die Umvertellung der
Proteine in Richtung Kern ig deutlich. Diese Umvertellung konnte auch schon von an
deren Arbetsgruppen unter Einsatiz unterschiedlicher Zdlinien (Hek293- und Hela-
Zdlen) und anderer Transfektionssyseme (Proteininjektion in  Froschembryonen) ge-
zeigt werden (Shin et al., 1999; Ruiz i Altaba, 1999b). Wenn man sich die Beobachtun-
gen von cubitus interruptus in Erinnerung ruft, so fa8lt auf, dald ein ganz dliches Pro-
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teinfragment die Repressorform dieses Transkriptionsfaktors bildet. Die durch proteoly-
tische Spdtung entstandene ci”®>-Form endet ebenfals kurz nach der DNA-bindenden
Domédne und zeigt glechfdls vorwiegend eine Kernlokdisation. Offenschtlich schei-
nen Gemensarketen im Verhdten der Proteine auch auf diesr Ebene zu exidieren.
Man mul3 dlerdings beriicksichtigen, dal3 die Repressorform von ¢ endogen durch die
Zdlen generiert wird, wéhrend es sch im Fdl von GLI3 um en nach transenter Ex-
presson Uberexprimiertes Fusonsprotein handdt (Aza-Blanc et al., 1997; Chen et al.,
1999; Methot et al., 1999; Chen et al., 2000).

GLI13-GFP-Fusionskongtrukte, die die ersten drei  GLI-Homologiedoménen enthdten,
bewirken wie das zuvor beschriebene Kongtrukt, eine Proteinvertellung auf beide Zdl-
kompartimente, aber bl dem wataus grof¥en Antell der beurteilten Zelen befindet sch
das Fusonsprotein ausschliedich im Zelkern. Damit wird ene endeutige Umverte-
lung in Richtung Zedlkern deutlich (3ehe Abbildung 25, Kapitd 3.4.2). Im Vergleich
zum Kongrukt mit den zwel Homologiedoménen befindet sch hier offenschtlich kene
zusitzliche Sequenzinformation, die die Proteinvertallung beainfluft.

Betrachtet man die Vertellung der Fusonsprodukte, die entweder den Sequenzbereich
bis enschliedich Doméne 6, oder aber das komplette GLI3 enthdten (sehe Abbildung
25, 26 eund f, 27 e und f), 0 ist ene erneute Umvertellung der Proteine festzustelen.
Die Proteine beider Kongrukte zeigen eine mehr oder weniger gleichmélige Vertelung
Uber die Zele. Se befinden sch sowohl im Kern, aber verstérkt auch wieder im Zytop-
lasma. Wéhrend das Protein mit den Doméanen 1 bis 6 noch haufiger eine isolierte Kern-
fabung der Zdlen zegt, is das klonierte GLI3-Gesamtprotein weltgehend zytoplasma-
tisch. Das bedeutet, es kommt zu einer zunehmend stérkeren Konzentrierung der Protei-
ne im Zytoplasma, je groler die C-terminden GLI3-Antelle werden. Diese Beobach
tung bestétigt Befunde anderer Arbeitsgruppen (Shin et al., 1999; Ruiz i Altaba, 1999).
Allerdings zeigten Aza-Blanc und Mitarbeiter im Jahre 2000, dal3 humanes GLIS3-
Protein, welches in Drosophila Zdlen exprimiert wird, eine primé& nuklegre Anreche-
rung zeigt. Dieses abweichende Verhdten wurde dadurch erklért, dald es sch bel dieser
detektierten Form eventudl um en GLI3-Spdtprodukt und nicht um das gesamte Prote-
in handdt. Die fir cubitus interruptus bekannte proteolytische Spatung sollte demnach
auch bel GLI3 datfinden, wenn dieses gch im nattrlichen Umfeld von ¢ befindet. Die
unter diesen Umstdnden generierte Repressorform von GLI3 zeigt dann wie ct® die
beschriebene, kondtitutiv nukledre Lokdisation. Fir das in dieser Arbeit verwendete
exparimentele Sysgem ig dlerdings eine Vetalung bevorzugt im Zytoplasma ausar
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machen, unabhangig von der GFP-Fuson (C- oder N-termind). Vermutlich wird unter
diesen Bedingungen die putative Repressorform von GLI3 nicht gebildet (vergleiche
47.1 und 4.7.2), da man songt eine Kernlokalisation der Fusionsproteine mit dem C-
teemind von GFP liegenden GLI3 ewartet hétte. Eine mdgliche Erkldrung dafir, dal3
sch sowohl das gesamte GLI3-Protein, wie auch das mit den Doméanen 1 bis 6 Uber-
wiegend im Zytoplasma befindet, i im DNA-Abschnitt hinter der Homologiedoméane 3
bis hinter der Homologiedoméne 6 zu suchen. Er mul3 offendchtlich eine Information
enthdten, die fir die Anreicherung der Proteine im Zytoplasma verantwortlich is. Bei
dieser Information kann es sch um en srukturdles Motiv bzw. ene Interaktionsdomé:
ne handen, die ene Asozidion zum Zytoskdett vermittet, vergleichbar der CORD-
Doméne von cubitus interruptus, die die Verbindung zwischen ¢ und cos2 und damit zu
den Mikrotubuli dargdlt (Wang et al., 2000a). Daneben konnte ein solcher DNA-
Abschnitt auch fir ein Kernexportsgnad (NES) kodieren, das dem Kernlokaisations-
sgnd (NLS) entgegenwirkt. Abhéngig davon, welches der beden Signde die entschei-
dende Wirkung vermittelt, konnte es zu dner Anderung in der Proteinlokalisation
kommen. Ein solches NES (Leucin-reiches Kernexportagnd) konnte in der Tat as
hochkonserviertes Motiv innerhab von GLI1 aus Mensch, Maus, Hihnchen und Xeno-
pus detektiert werden. Darlber hinaus it es auch sowohl bel cubitus interruptus as
auch bem humanen GLI3 zu finden. Wahrend bel ¢i drel Sequenzbereiche dieses hochr
konsarvierte Motiv zeigen, Snd innerhab von GLI3 zwel Doménen auszumachen, die
einem solchen NES entsprechen. Das erse Leucin der ersten Doméne liegt an Amino-
saurepogtion A5, Se umfald neun Aminosduren, wahrend sich das zweite NES aus df
Aminosiuren zusammensetzt und an Pogtion 960 beginnt (Kogermann et al., 1999).
Beide Bereiche liegen innerhdb der 120 Aminosiuren, die die Homologiedoménen 5
und 6 verbinden und zwar ganz in der Néhe des Gterminden Endes der Doméne 5. Die
Lage dieser Sequenzmotive it nicht nur mit den bereits erwahnten Resultaten beziiglich
des gesamten GLI3-Proteins und der hinter Doméne 6 C-termind deetieten Form in
Einklang zu bringen. Auch die Lokdisaion der beiden letzten getesteten Fusionskon-
drukte snd mit der Anwesenheit eines solchen Signals an der angegebenen Postion
vereinbar (sehe Abbildung 26 und 27 e, f, g; Kapitd 3.4.2). Im ersten Fal handdt es
gch um die Fuson der GLI3-Doménen 4 bis 6 an den N-Terminus von GFP. Dieses
Fusongprotein zeigt bel dlen beurtdlten Zdlen ene glechmdige Vetelung auf Kern
und Zytoplasma. Lediglich die NCI-H157 Zellen, die endogen keine GLI3-mRNA ert-
hdten, zeigen ene isoliete Anreicherung des Proteins im Zytoplasma in Uber 50% der
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Zdlen. Die tendenzidle Vertellung in Richtung Zytoplasma ig hier deutlicher zu detek-
tieren, i aber auf Grund des Molekulargewichtes des Fusonsproteins, das ene free
Diffuson zuldd, nicht unbedingt von funktiondler Bedeutung. Die Uberwiegende De-
tektion des Proteins im Zytoplasma bei den NCI-H157 Zdlen konnte durch die Anwe-
senhet des NES in dieser Zdlinie auf Grund zusdizlicher oder fehlender Faktoren
(GLI3-mRNA negative Zdlinie) déker beanflu® sein. Um diese Frage endglltig zu
klgen, snd wetere Anaysen beziiglich der Bedeutung des moglichen Kernexportsig-
nals nétig. Der an den GTerminus von GFP fudonierte Anteil von GLI3, im letzten der
getesteten Fusionskongtrukte, enthdt das letzte Viertel der GLI Homologiedoméne 2 bis
z2um C-terminden Ende des Transkriptionsfaktors. Dieses Fusonsprotein zeigt ene
nahezu identische Vertelung innerhab der Zele, wie das unmittelbar zuvor beschrie-
bene 50 kDa Protein. Allerdings ist dieses ein 160 kDa schweres Protein, bei dem die
Diffuson keinerle Bedeutung fir sane Vertelung hat. Nachdem der kloniete GLI3-
Sequenzbereich hier sowohl das Kernlokalisations- wie auch das Kernexportsgnd um:
fa¥, konnen beide Doméanen das Fusonsprotein beeinflussen. Was den Ausschlag fir
die Lokdisaion im Kern oder im Zytoplasma gibt, ist unbekannt. Im Vergleich zu dem
C-terminden markierten Fusonskongtrukt, welches das gesamte GLI3 enthdt, zeigt
diesss im N-Terminus von GLI3 verkirzte Fusonsprotein eine deutlichere Tendenz
Richtung Zytoplasma (sehe Abbildung 25 und Abbildung 279, Kepitd 3.4.2). Dies
konnte en Hinwes darauf sain, dad N-terminde Sequenzen, eventudl Uber die NLS
oder das NES EinfluR auf die Verteilung des Proteins nehmen.

Neben der im Abschnitt zuvor diskutierten Vertelung der einzelnen Fusionsproteine
innerhadb der Zdlen, fiden immer wieder Strukturen mit aulRergewohnlichem Farbever-
haten auf. Da diese Besonderheiten aber dlenfalls ba 10% der Zelen beobachtet wur-
den, blebt es fraglich, welche Bedeutung de bedtzen. Grundsdtzlich geht man davon
aus, da3 die Darstdlung funktiondl bedeutsamer Strukturen durch die Assozigtion mit
den Fusonsproteinen in weitaus mehr ds nur einem Zehnte dler Zelen detektiert wer-
den lite Zdlzyklus-abhdngige Mechanismen dlerdings, wirden diese Voraussstzun:
gen nur in synchronderten Zdlkulturen ereichen. Aus diessm Grund it es denkbar,
dal} auch en sdtenes, ungewohnliches Farbeverhdten ene funktiondl bedeutsame Si-
tuation charakterisgert. In den Abbildungen 26 bg und 27 bg, Kapitd 3.4.2 Snd jewells
exemplarisch die Proteinlokdisationen der enzdnen N- und C-terminden GFP-
Fusongproteine dargestdlt. Dabel wurde darauf geachtet, besonders das jeweils unge-
wohnliche Vertellungsmudter, das nur maxima 10% der Zdlen zegten, zu dokumentie-
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ren. SO zeigen beispidsweise die an den C- oder N-Terminus von GFP fudonierten
GLI3-Doménen 1 und 2 neben der prim& nukledren Lokdisation auch filigrane, netzar-
tige Strukturen im Zytoplasma, die selenweise noch mit perlenatigen Strukturen be-
setzt scheinen. In diesem Fdl kénnte es Sch um ene Assoziation mit ener Komponente
des Zytoskdetts handen, dhnlich wie be cubitus interruptus, fir das eine Tubulinasso-
zigion in Form enes grofen zytoplasmatischen Komplexes postuliet wird. Um die
Richtigkeit diessr Vermutung zu verifizieren, wurde die mogliche Verbindung mit Tu-
bulin getestet. Neben diesen netzatigen Strukturen, vertelt Uber die gesamte Zdle,
konnten auch grof3e zytoplasmatische Aggregate beobachtet werden. Diese zeigten sich
be dlen Fusonsproteinen, die die GLI3-Doménen 4 bis 6 enthidten. Fehlte zusitzlich
der Bereich :4, waren die Zytoplasmaaggregate um den Kern gruppiert. Bel dieser Pro-
teinansammliung kann es sich entweder um einen durch Uberexpression des Fusionspro-
tens induzierten Antefakt handeln, oder aber diese Aggregate markieren Orte funktio-
neller Bedeutung. Die Anreicherung des Proteins in gewissen Regionen kann beispiels
weise anzeigen, dald dort modifizierende Prozesse ablaufen. Eine dafir prédedinierte
Zdlorgandle g dear Golgi-Apparat. Er besteht aus mehreren Feldern, gestapelter
Membranhohlréume, die nicht miteinander verbunden sind und sch ganz in der Néhe
des Zdlkerns befinden. Eine der Hauptfunktionen des Golgi-Feldes ist es, Proteine zu
kondenseren und umzubauen. Sie werden dort mit aktivieten Kohlehydraten ver-
knUpft, wodurch Glykoproteine entstehen (Junqueira et a., 1991). Solche Umbaupro-
zese konnten durchaus mit einer Anreicherung der Proteine enhergehen, die dann in
Form von Aggregaten schtbar werden. Sollte es sich bel den Proteinaggregaten um eine
durch Uberexpresson verursachte Struktur handeln, so sollten kiirzere Expressionszei-
ten nach Trandfektion zur Reduktion bzw. zur vollsdndigen Abwesenheit der Aggregate
fuhren. Experimente, bel denen die Zdlen nach Trandfektion zu unterschiedlichen Zei-
ten fixiet wurden (Daten nicht gezeigt), brachten keine Abweichungen vom urspringli-
chen Ergebnis. Sdbst die schon nach 12 h fixierten Prdparate zeigten prozentud die
geche Anzahl von Zdlen mit diessm Phdnomen. Der Einsatz eines Expressonsvektors
mit induziecbarem Promotor konnte beziiglich der Uberexpressonsphdnomene ene
noch genauere Einschézung liefern. Allerdings ist dabe zu berticksichtigen, dal3 ene
augeichende Menge an Fusonsprotein entstehen muf3, damit die Fluoreszenz von GFP
detektierbar wird. Neben den Aggregaten im Zytoplasma, konnten andere exklusv im
Zdlkern detektiert werden. Dabel war es ohne Bedeutung, ob das Zytoplasma ebenfdls
Fusonsproteine enthidlt, oder ob sich diese nur im Zdlkern befanden. Auch die Verte-
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lung der Proteinaggregate im Kern der Zdle schien nicht zufdlig. Es konnte sch um
einen Uberexpressonsatefekt handeln, oder eine spezidle Funktion konnte zu einer
Ansammlung der Proteine fuhren. Zdlkerne snd aufgeteilt in Doménen und Territorien,
in deren jewdls spezifische Funktionen eflllt werden. Fir die jewaligen Aufgaben
wird durch die Kompatimentdiserung en optimades Resktionamilieu gechaffen
(Hodges et al., 1998). Durch diese Abgrenzungen kommt es zu ener zum Tell ds Ko+
densation sSchtbaren lokden Anreicherung bestimmter Substanzen. Die ,nuclear bo-
dies’, auch ds ,speckles’ oder "PML bodies’ bezeichnet, snd bespiesveise Domé-
nen, in denen dch verchiedene, definierte Proteine anreichern. Moglicheweise it
GLI3 mit einer Komponente innerhab dieser ,nuclear bodies’ assoziiert. Als Interakti-
ongpartner fur GLI3 innerhab der ,nuclear bodies® wéren das CREB-bindende Protein
(CBP) und SUMO-1 vorgdlbar. Beide befinden sich in konzentrierter Form in diesen
Doménen (Hodges et al., 1998). Fir den Koaktivator vider Transkriptionsfaktoren CBP
ig ene Interaktion mit GLI3 bel der Transaktivierung berdits beschrieben (Da et al.,
1999). Die Aggregatbildung der Fusonsprotene im Kern hétte eine physologische
Grundiage, vorausgesetzt die CBP-Anreicherung in der nukledren Doméne der "PML
bodies' (La Morte et al., 1998; Doucas et al., 1999) hétte gleichzeitig eine Bedeutung
bel der Interaktion mit GLI3. Neben dieser bereits bekannten Interaktion wéare auch ene
Uber SUMO-1 vorgelbar. Wie in Kapite 4.5.4 bereits diskutiert, bestzt GLI3 in sa-
nem N-Terminus sechs Konsensussequenzen fir eine SUMO-1 (Sentrin-1) vermittelte
Modifiketion. Be der Sumoylierung handdt es sch um ene Ubiquitin-ghnliche Reskti-
onskette zur Protenumwandiung, deren Auswirkungen jedoch vollkommen unter-
schiedlich zur Ubiquitinylierung snd. Se beanflul@ unter anderem die Transaktivie-
rungsfahigkeit von Transkriptionsfaktoren, oder die Lokdisation von Proteinen und
kann Ubiquitin-vermittelten Proteinabbau verhindern (Yeh et al., 2000). Der Wirkung
von SUMO-1 auf GLI3 in Form ene die Transaktivierungsfahigkeit beeinflussenden
Modifikation, wie de fir p53 gezeigt werden konnte (Rodriguez et al., 1999), konnte
ebenfdls die Lokdisation von GLI3 bestimmen, was fir das PML-Protein Sumoylie-
rungs-abhangig bereits publiziert wurde (Boddy et al., 1996; Hodges et al., 1998). S-
mit bietet sSch eine wetere Erklarungamoglichket fir die Aggregetion der GLI3-GFP-
Fusonsproteine in bestimmten Regionen des Zdlkerns an. Um zu testen, ob und we-
cher der Mechanismen tatsachlich die Lokaisation von GLI3 beanflul¥, waren welter-
fuhrende Experimente notwendig. Bespidswveise konnte die Kolokdisation von GLI3
und CBP jewells Uber einen spezifischen Antikdrper gegen die Proteine ermittelt wer-
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den. Aulerdem konnte der Einflud der in vitro mutieten Sumoylierungsstellen auf die
Lokdisation der Fusionsproteine getestet werden. Zu untersuchen ware, ob eine gene-
relle Kernlokdisation der Proteine auch weiterhin moglich ist und ob de zudem welter-
hin zur Aggregathildung tendieren.

Betrachtet man, abgesehen von den oben beschriebenen Auffélligkeiten, die Resultate
der GLI3-GFP-Lokdisaionsstudien im Vergleich zu den be cubitus interruptus ermit-
telten Daen, so eqgibt dch en seéhr deutlicher Unterschied. Be ¢ ig eine endeutige
Zweitellung im Lokaisationsverhdten der Proteinformen zu beobachten. Das Gesamt-
protein ist ausschlieldich im Zytoplasma zu detektieren, wahrend die durch proteolyti-
sche Spdtung entsehende Repressorform exklusv im Kern nachweishar ist (Aza-Blanc
et al., 1997; Chen et al., 1999; Wang et al., 1999). Diese eindeutige Vertelung ist fur
GLI3 nicht festzugdlen. Zwar befinden sch die Proteine, die den N-Terminus des
Transkriptionsfaktors enthdten, Uberwiegend im Zdlkern, aber das Gesamtprotein zeigt
as GFP-Fuson ene eher homogene Vertellung Uber die gesamte Zele. Es ig dlenfdls
ene lechte Tendenz zu intensverer Farbung des Zytoplasmas auszumachen (Shin et
al., 1999; Ruiz i Altaba, 1999; diese Arbeit). Aus diesem Grund ist die Regulierung der
GLI3 Proteinfunktion nicht Uber eine spezidlles Lokaisationsverhaten zu erkléren.

4.6.3 Fusionsproteine aus Gesamt-GL 13 und GFP und ihre In-
teraktion mit Strukturen des Zytoskeletts

Bel den im vorherigen Kapited erOrterten Lokdisationsstudien des GLI3-Proteins, ko
te in enigen Zdlen eine ungewthnliche Vertellung der Fusonsproteine detektiert wer-
den. Se bedeckten die gesamte Zelle mit ener ,haarnetzatigen® Struktur. Da fur das
GLI13-Homolog cubitus interruptus eine Asozigion mit den Mikrotubuli des Zytoske-
letts postuliert wurde, konnte eine dhnliche Interaktion ene mogliche Erklaung fir die
ungewohnliche, netzartige Ablagerung der GLI3-Proteine in den Zdlen darselen. Dar-
aus konnte dch e@n Hinwes auf die Regulation der Funktion des GLI3-Proteins ablel-
ten. Um diessr Frage nachzugehen, wurden eine Assoziation mit den Mikrotubuli und
anderen  Komponenten des Zytoskdetts, wie Mikrofilamenten (Aktinfilamente) und
intermedidren Flamenten (Vimentin, Zytokeratin) getetet. Nach der Expresson der
Fusonsproteine wurden die Zdlgtrukturen gegengeférbt, so dal3 eine Kolokaisation von
beiden durch eine Mischung der FHuoreszenzfarbstoffe zu detektieren wéare. Um die B

urtellung der Ergebnisse zu erleichtern, wurde ds Pogtivkontrolle das tubulinassoziierte
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Protein MID-1, en Mitglied der RING-Finge-Familie, in Form enes GFP-
Fusonsproteins eingesetzt. Dieses Protein zeigt ene exklusve Interaktion mit den
Mikrotubuli, aber weder eine mit Aktinfilamenten, noch mit Vimentin, einem Bestand-
tel der intermediden Flamente (Canarca et al., 1999; Schweiger et al., 1999). Die
Préparate, die die Dardellung der Fusonsproteine und der Mikrotubuli zeigten, wurden
sowohl Uber en FHuoreszenzmikroskop as auch Uber ein konfokaes Mikroskop ausge-
wertet. Das Schnittbild der konfokaden Mikroskopie, welches die Andcht der Zele nur
in ener Ebene elaubt zegte keine Assoziaion der Fusonsproteine mit den Mikrotubu-
li, die in Form glech gebildeter Strukturen zu sehen sain solite. Auch das Summations-
bild des Fuoreszenzmikroskop war nicht in der Lage, ene eindeutige Kolokaisation
Uber Bildung einer Mischfarbe zu zeigen. Leichte Farbveranderungen ergeben sich hier
aus der Tatsache, dald die Signde beider dargestelten Komponenten sich aus techni-
schen Griinden Uberlagern (sehe Abbildung 28 a und b oben, Kapitd 3.4.3). Betrachtet
man im Veglech dazu die Vertelung des MID-1 Proteins, so it hier ene Interaktion
mit der Zytoskelettkomponente endeutig auszumachen. MID-1 akkumuliert dabel in
Zdlbereichen, die dch ebenfdls durch ene deutliche Mikrotubuliansammlung aus
zeichnen (sehe Abbildung 28 a und b unten, Kapitd 3.4.3) und zeigt selenweise ene
tubulindhnliche Flamentstruktur. Die nicht zu detektierende Assoziation von GLI3 mit
den Mikrotubuli it damit nicht auf Grund methodischer Probleme zu erkléren, denn die
Pogtivkontrolle zeigt das zu ewartende Ergebnis Neben der Aggregatbildung von
GLI3 ig aer durchaus eine homogene Farbung im Zytoplasma der Zdle auszumachen,
die in kener Weise an tubulindhnliche Strukturen erinnert. Be den Experimenten be-
zlglich der Assoziation zu den Ubrigen Komponenten des Zytoskeetts zeigten sich fir
GLI3 keine eindeutigen Uberlagerungen. der jewels zwel Proteinkomponenten zu de-
tektieren. Das Summationshild beider mit enem Huorezenzfarbstoff markierten Inter-
aktionspartner sollte durch die Uberlagerung zu ener eindeutigen Mischfarbe fihren.
Diese ig fir keinen der dre Fdlle auszumachen (sehe Abbildung 29, Kapitd 3.4.3),
abgeschen von leichten Farbveranderungen, die sich auf Grund der Ubereinanderlage-
rung der FuoreszenZfarbstoffe durch das vom Mikroskop dargesteite Auflichtshild
ergeben. Auf Grund dieser Datenlage scheint eine Assoziaion von GLI3 zum Zytoske-
lett sehr unwahrschenlich. In diesem Zusammenhang bleibt die Frage nach ener ver-
gleichbaren Regulation der Proteinfunktion von cubitus interruptus und GLI3. Ci ds
Tel enes zytoplasmatischen Komplexes i mit den Mikrotubuli asoziiert und diese
Interaktion scheint offenschtlich eine Voraussstzung fur die postrandationde Modifi-
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kation des Proteins zu sain. Fir GLI3 konnte eine solche Assoziation mit den Mikrotu-
buli unter den vorliegenden experimentdlen Bedingungen nicht nachgewiesen werden.
Daraus ergibt sich die Uberlegung, ob in diessm Fal tberhaupt eine Komplexbildung
dattfindet und ob es trotzdem zur Generierung einer GLI3-Repressorform kommt. Die
madgliche poditrandationde Modifikation von GLI3 wird im folgenden Kapitd disku-
tiert.

4.7 Posttrandationale M odifikation des GL 1 3-Proteins

Die Wirkungswveise eines Proteins wird auler durch seine funktiondlen Doméanen durch
Modifikationen nach der Trandaion beenflu®. Das GLI3 Homolog in Drosophila,
cubitus interruptus, zeigt ene solche podtrandationde Modifikation, die die Spatung
des Proteins in eine Repressorform ermdglicht. Um Spaltprodukte von GLI3 zeigen zu
konnen, wurden spezifische Antikorper generiert. Sie sollten genutzt werden, um bei
GLI3-mRNA pogtiven Zdlen (NCI-H661 und die Osteosarcomazellinie U2-OS) endo-
genes GLI3- oder Spatprodukte nachzuweisen. Das dies nicht gdang 1&& dch dies mit
der zu geringen Sengtivitét der generierten Antikorper, verbunden mit der extrem ge-
ringen, endogen vorhandenen Proteinmenge innerhadb der Zelen fir enen Nachweis in
der Western Blot-Andyse begrinden. Unterstiitzt wird diese Vermutung durch die Re-
aultate der Gdretardierungsexperimente (Sehe Kapitd 3.21 und Abbildung 13). Hier
war sowohl der Nachwels des endogenen GLI3-Proteins durch eine retardierte Bande zu
fihren, ds auch die Identifizierung des Proteins mit Hilfe der spezifischen Antikorper
maoglich. Die Sengtivitdt diessr Methode bem Proteinnachweis liegt alerdings weit
Uber der von Western Blot-Anadysen, denn es kdnnen bereits DNA-bindende Proteine
mit Mengen im Femtomolbereich nachgewiesen werden (Ausubd et al., 1994) .

Da und Mitabetern gdang 1999 der Nachwels von endogenem GLI3-Proten in Ex-
trakten, gewonnen aus 11,5 Tage dten Mausembryonen. Sowohl ein gegen den N-
Terminus, ds auch gegen den C-Terminus von GLI3 gerichtetes Antissrum war in der
Lage, das Protein in voller Lange wie auch prozesserte Formen zu detektieren. Bel den
verwendeten Antikdrpern handdte es sch um kommerzidl zu erwerbende Peptidanti-
korper, die entweder die Aminosauren 220 oder 1577-1596 des GLI3-Proteins erken
nen. Der Wert der Beobachtungen, zumindest die mit dem gegen das angeblich C-
terminde Peptid gerichteten Antikorper festgestdlten, ist auf Grund neuerer Ergebnisse
aulers fragwirdig. Die im Laufe der Mutationssuche im GLI3-Gen durchgefiihrten
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intensiven Sequenzandysen vor Ort brachten einen Fehler in der Sequenz der urspring
lich publizieten GLI3-cDNA zu Tage. Die Ddetion eines Nukleotids an Postion 4649
der cDNA (Ruppert et al., 1990) fuhrt zu einer Verschiebung des Leserasters der DNA-
Sequenz. Daraus reaultiert ein GLI3-Protein, dessen C-Terminus 32 andere Aminosau
ren bestzt und der um 16 Aminosauren verkirzt ist (GLI3, 1580 Aminoséuren; person-
liche Mittalung H.Engd). Diese Veranderungen im Wildtypproten machen den Einsatz
und die Resultate des angeblich fir den C-Terminus spezifischen Peptidantikorpers
mehr as fragwirdig. Der verwendete Antikdrper it nur noch in der Lage, die letzten 3
Aminosiuren des Proteins zu detektieren und diese unterscheiden sich auch noch von
denen, die urspringlich angegeben wurden. Aus diesem Grund handdt es sch be den
von Da und Mitarbeitern 1999 dargestellten Proteinbanden, die durch den gegen den G
Terminus von GLI3 gerichteten Antikorper detektiert wurden, mit héchster Wathrschein:
lichkeit um unspezifische Sgnde. Ein Jahr spéer konnte dann endogenes GLI3 sowohl
in Extrakten gewonnen aus Gliedmalienknospen des Hihnchens, ds auch der Maus,
nachgewiesen werden (Wang et al., 2000b). Ein neu generierter, GLI3-spezifischer An-
tikorper war in der Lage, sowohl das Protein in seiner vollen Lange, as auch eine 83
kDa schwere prozesserte Form nachzuweisen. Beide Proteine waren durch die Zugabe
des spezifischen Antigens zum Antikorper in ihrer Detektion zu hemmen, was die Spe-
zfitd der Nachweisreaktion zeigt. Das GLI3-Gesamtprotein scheint damit dso nicht die
enzige Proteinform zu sain, die in diessm Gewebe exigent i, denn das verkirzte Pro-
ten wird mit der gleichen Spezifitédt detektiert. Neben den zum Tel sehr schwachen
soezifischen Banden wurde auch sehr vid unspezifischer Hintergrund schtbar.  Offen-
gchtlich lag die Proteindetektion hier ebenfdls an der Nachweisgrenze, obwohl in dem
verwendeten Gewebe die GLI-Expresson besonders hoch liegt (Buscher et al., 1998;
Schweitzer et al., 2000). Selbst die Menge an GLI3-Transkriptionsfaktor-protein in vivo
schent dso fir ene deutliche spezifische Resktion zu gering zu sein (Wang et al.,
2000b).

4.7.1 Transfizierte GLI13-GFP-Fusionsproteinesind unver andert
nachweisbar

Nachdem be menen Untersuchungen der Nachweis von endogenem GLI3-Protein in
Zdlextrakten aus podtiven Zdlen (dehe auch Kapitd 3.2.1) nicht moglich war, wurde



4. Diskussion 174

mit trandent exprimiertem Protein gearbetet. Die exprimieten GFP-GLI3-Fusons-
proteine wurden Uber Western Blot andydert.

Die berets fir die Lokdisationsstudien verwendeten Expressonskongtrukte, bel dem
das GLI3-Protein an den C-Terminus von GFP fusoniet ig (GFP-GLI3-Fusonspro-
teine), wurden zur trandenten Trandektion genutzt. Fir dle transfizierten Kongtrukte
konnte ene Protenexpresson sowohl Uber enen GFP- ds auch enen GLI3-
gpezifischen Antikorper nachgewiesen werden. Das Molekulargewicht entsprach dem
nach den enthatenen GLI3-Proteindoménen errechneten addiert mit den anndhernd 30
kDa des Indikatorproteins GFP. Es war beim gleichzeitigen Nachweis mit beiden Anti-
korpern jewells nur eine spezifische Proteinbande zu detektieren. Weder der GFP- noch
die beden GLI3-spezifischen Antiseren waren in der Lage, im Pr8parat des Fusonspro-
teins, welches das gesamte GLI3 enthidt, eine zusizliche Proteinbande zu detektieren
(sehe Abbildung 30, Kapitd 3.5.1). Solch ene zusitzliche Bande wéare en Hinwes auf
Spdtung und wirde den Ergebnissen mit den endogenen GLI3-Proteinen entsprechen
(Da et al., 1999, Wang et al., 2000b). Nachdem aber dle exprimierten Proteine nur as
einzelne Bande, ohne zusitzliche Spdtprodukte zu detektieren sind, 18 es sch vermu-
ten, dal} unter unseren Resktionsbedingungen keine podtrandationden Modifikations-
prozesse ablaufen. Damit vereinbar snd Ergebnisse aus Transfektionsexperimenten mit
anderen humanen Zdlen (HeLa und Hek293), oder aber mit Affennieren-Zelen (COSY)
unter Verwendung vollig unterschiedlicher Expressonskongtrukte. Auch dort wird das
GLI13-Gesamtprotein nicht in kirzere Proteinformen gespdten (Da et al., 1999; Shin et
al., 1999; Wang et al., 2000b).

Eine Injektion dler GLI-Proteine in Froschembryonen hat eine Spdtung dler Famili-
enmitglieder in kleinere Formen zur Folge (Ruiz i Altaba, 1999b). Dies ig @ne zumin
dest fur GLI1 sehr ungewohnliche Beobachtung, denn GLI1 gilt ds enziges Mitglied
diesr Familie, be dem ene podtrandationde Modifikation sehr unwahrscheinlich zu
s=n schent (Da et al., 1999; Aza-Blanc et al., 2000). Die Expresson der GLI-
Proteinfamilie in enem spezidl entwickdten Drosophila Zelsystem konnte eine prote-
olytische Spatung sowohl fur GLI2 ds auch fur GLI3 zeigen. GLI1 dlerdings zegt
innerhadb dieses Systems kenerle Anzeichen fir die Entstehung ener verkirzten Prote-
inform. Das in Drosophila entwickdte Zdlsystems kann zusizlich noch genutzt wer-
den, den Einflu’ des Morphogens hedgehog zu prifen. Fir cubitus interruptus gilt da
be, dad die Anwesenheit von hedgehog das Verhdtnis von Repressorform zum Ge-
samtprotein zu Gungsten des Gesamtproteins verschiebt. Ein dhnliche Beobachtung |8
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sch auch fur GLI3 feststdlen, wahrend die Menge an GLI2-Spaltprodukt unverandert
bleibt (Aza-Blanc et al., 2000). Eine vergleichbare Verschiebung der Verhditnisse der
Formen von GLI3 ig auch in Extrakten von Gliedmal3enknospen aus Maus und Hihn
chen festzugtdlen (Wang et al., 2000b). Je nach der Region, aus der die Zelen stam
men, die zur Extraktpréparation verwendet werden, kann entweder die prozesserte
Form oder das gesanmte GLI3-Protein mengenm&3g deutlicher nachgewiesen werden.
Be Zdlen aus dem anterioren Antell der Gliedmalienknospe, in dem keine Sonic Hed-
gehog-Expresson nachweisbar igt, wird fast ausschlieldich die verkirzte 83 kDa schwe-
re Form detektiert, wahrend in den Zelen der pogterioren Regionen mit sehr starker
Sonic Hedgehog-Expresson nur zu einem sghr geringen Tell diese prozesserte Form
vorhanden ist. Allerdings ist in der Sonic Hedgehog-postiven Region kene eindeutige
Zunahme der gesamten GLI3-Protenmenge nachzuweisen. Grundsdizlich gilt auch for
diese Experimente der Vorbehdt, dald das Gesamtprotein nur sehr schwach zu detektie-
renwar.

Auf Grund dieser widersprichlichen Daen i ene endeutige Aussage beziglich der
proteolytischen Spaltung von GLI3 sehr schwierig. Die Ergebnisse mit endogenem Pro-
tein geben jedoch einen deutlichen Hinwes darauf, dal3 modifizierende Prozesse ablaw-
fen. Im Zdlkultursysem sollte en dnlicher Regulationsmechanismus vorhanden sEin
und auch nachweishar sein, zumindest in den Zdlinien, die auch endogen GLI3 expri-
mieren. Aber sdbst in diesen Zdlinien ig die proteolytische Spdtung eines exprimier-
ten GLI3-Proteins nicht zu detektieren. Moglicherweise bedarf es bei den humanen Zel-
linien zusdtzlicher Komponenten, die den podtrandationden Modifikationsprozefd fir
GLI3in Gang bringen.

4.7.2 Phosphorylierung als kritischer Parameter bel den GL 13-

M odifikationspr ozessen?

Fur das GLI3-Homolog cubitus interruptus konnte en wesentlicher Einflul3 der Prote-
inphosphorylierung auf seine Regulation gezeigt werden. Das Protein bestzt vier Kon
sensushereiche fir eine Phosphorylierung durch die Proteinkinase A (Pka), von denen
offengchtlich nur dra genutzt werden (Chen et al., 1999b). Pka ist in der Lage, die Ak-
tivitdt und die Proteolyse von cubitus interruptus direkt zu regulieren (Chen et al.,
1998). Diesr Mechanismus konnte fur die Funktion von GLI3 ebenfdls von Bedeutung

sein, denn auch dieses Protein enthdlt sechs putative Erkennungssequenzen fir die Pro-
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teinkinase A (Kemp et al., 1990, Kaff-Suske et al., 1999). PKA scheint dabel as en
negativer Regulator der hedgehog- bzw. Sonic Hedgehog-Signakette zu wirken, denn
die aktivierende Wirkung sowohl von ci, ds auch von der isolierten transaktivierenden
Doméne von GLI3 wird durch ihren Einflu? gehemmt (Da et al., 1999). Nachdem die
Spdtung von ¢ offenschilich durch eine Pkavermittdte Phosphorylierung ermdglicht
wird, sollte diessr Regulationsmechanismus auch fir GLI3 getestet werden. Dazu wur-
den Zdlen mit @nem Expressonskongrukt trangent trandfiziert, welches neben dem
GFP die gesamte cDNA von GLI3 enthielt. Nach Proteinexpresson wurden diese Zel-
len mit Forskolin (FSK) behanddt. Bel FSK handdt es sch um eine chemische Verbin
dung, die ds Aktivator der Adenylatzyklase wirkt, wodurch der zdluldre Spiege an
CAMP erhoht wird. Diese erhthte CAMP Konzentration wiederum hat eine aktivierende
Wirkung auf dle Proteinkinasen, einschliefdich PKA (Kreutzig, 1992). Die Inkubation
der Zdlen mit Forskolin bewirkt damit die konstitutive Aktivierung der Proteinkinase
A, unabhangig vom zdlul&ren Resktiongmilieu. Auf diese Weise llite die putative
Phosphorylierung  des exprimierten GLI3-Proteins geférdert werden und nachfolgend
sollte untersucht werden, ob GLI3 unter diesen Bedingungen gespalten wird. Als Nega-
tivkontrolle wurden Zelen unter gleichen experimentdlen Bedingungen mit Didesoxy-
Forskalin (ddFSK), einem unwirksamen Didesoxy-Analogon zu Forskolin  behanddlt.
Die Fusionsproteine in den Zdlextrakten wurden sowohl mit dem GFP- ds auch mit a-
N-GLI3 gpezifischen Antikdrper nachgewiesen. Die Uber Forskolin  gedteigerte
Phosphorylierung der Fudongproteine is durch ene zusdzliche Proteinbande mit er-
hohtem Molekulargewicht auszumachen. Diese Form ist in den ds Negativkontrolle
mitgeflhrten  Ansdizen nicht zu detektieren. Ein zusitzliches GLI3-Spatprodukt war
jedoch auch unter diesen Bedingungen nicht nachweisbar (Sehe Abbildung 31, Kapitd
35.2). Die vermutete, Uber PKA-induziete podtrandationde Modifikation des
Transkriptiondfaktors GLI3 ig mit diessm Ansaz nicht zu bestéigen. Dem gegenlber
zeigten dhnliche Experimente mit exprimierten GLI3-Proteinen in priméren Zdlen der
Gliedmal(enknospe beim Hihnchen nach Forskolinbehandiung sowohl die Phosphory-
lierung des gesamten GLI3-Proteins, as auch seine Spdtung in eine verkirzte, 83 kDa
schwere Form (Wang et al., 2000b). Dies ig mit den Befunden zu vereinbaren, dal3 sch
Zdlen aus embryonden Geweben anders verhdten, ds eablierte Zdlinien (Da et al.,
1999; Wang et al., 2000b). Ergaunlich igt alerdings der Befund, dal3 auch COS1-Zdlen
nach Forskolinbehandlung GLI3 spdten (Wang et al., 2000b). Wie entscheidend die
Wahl dea engesetzten Zdlinie san kann zeigt ein Experiment mit den Mauszelen
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C3H10T1/2. Hierbel handelt es sch um Zdlen, die durch Induktion mit Sonic Hedge-
hog-Zidgene exprimieren konnen, was Uber die ensstzende Augdifferenzierung deut-
lich wird. Aulerdem exprimieren Se dle dre GLI-Proteine. In diesem Fal sollte man
davon ausgehen konnen, dald dle fir eine Modifikation von GLI3 ndtigen Faktoren in
dieser Zdle enthdten snd. Nach trandenter Transfektion und Expresson von GLI3 in
dieser Zdlinie konnte aber ebenfalls nur das Gesamtprotein detektiert werden. Erst die
Koexpresson mit einer konditutiv aktiven Untereinheit der Proteinkinase A flhrte zum
Nachweis von GLI3-Spdtprodukten (Ruiz i Altaba, 1999). Diese Resultate verdeuitli-
chen, dal3 die Auswahl der experimentdlen Bedingungen zum Nachwels von GLI3-
Spaltprodukten entscheidend ist.

Im Tier scheint PKA an der Regulation des GLI3-Proteins beteligt zu san und ene
Spdtung von GLI3 zu fordern. Damit besteht auch hierin eine funktiondle Gemen

samket von GLI3 und seinem Drosophila Homolog cubitus interruptus.

4.8 Ausblick

Die in dieser Arbat eablierten Methoden tragen zur Andyse der Funktion des GLI3-
Proteins bel. Mit ihnen is zu untersuchen, welche Eigenschaften des Proteins durch
Mutation in GLI3-Morphopathien gestért sind. Beziglich der DNA-Bindung war es
maoglich, Uber die Gdretardierungsexperimente den zuverldssgen Nachweis ener Pro-
tein DNA-Interaktion zu zeigen. Dieses System kann auch zukinftig genutzt werden,
um die funktiondle Bedeutung von Missense-Mutationen in der Zinkfinger-Doméne zu
prifen. Die transkriptionele Wirkung des GLI3-Proteins wird offendgchtlich nicht nur
durch die im C-Terminus detektierten, isolierten transaktivierenden Doménen 1 und 2
betimmt. N-terminae Sequenzbereiche beenflussen Se ebenso. Diesen regulierenden
Sequenzbereich exakt enzugrenzen, und madgliche Protendoménen festzulegen, kann
hdfen, zusdizliche Interaktionspartner fur GLI-Proteine leichter ausfindig zu machen. In
diesem Zusammenhang gdit die Modifikation Uber das Ubiquitin-dhnliche Protein
SUMO-1 (Sentrin-1) einen interessanten Resktionsweg dar. Auf Grund der vidfétigen
Auswirkungen einer solchen Modifikation konnte sowohl die Aktivitd von GLI3, des-
sen subzdlulére Lokdisation oder auch die Protendabilitst beanflu@ werden. Alle
diese Einflisse wéren durch die in dieser Arbet etablieten funktiondlen Andysen (+
berprifbar. Daraus konnten Schiuf¥olgerungen sowohl Uber die Funktion des GLI3-

Proteins, wie auch Uber Zusammenhénge und Wechsdwirkungen zwischen den ver-
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schiedenen Proteinen der Hedgehog-Kaskade gezogen werden. In diesem Zusamment:
hang konnten wetere Gene diesr Signdkaskade identifiziet werden, deren Mutation
zu phanotypischen Veranderungen fihren, die den GLI3-Morphopathien &hneln. Zuvor
ene Erkl&rung dafir zu finden, warum schenbar dhnliche Mutationen des GLI3-Gens
in e@nem Fal zum Greig Cephdopolysyndaktylie Syndrom, in einem anderen Fal zum
Pdliger-Hal Syndrom oder zu ener isolieten Polydaktylie wie PAP-A bzw. PAP-B
und PPD-1V flhrt, bleibt ene spannende Aufgabe.
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5. Zusammenfassung

GLI3 ig enes von dre Mitgliedern der GLI-Transkriptionsfaktorfamilie.  Deletionen
und Trandokationen bel Patienten mit Greilg Cephaopolysyndaktylie Syndrom (GCPS)
deuteten auf das GLI3-Gen ds Kandidatengen fur die GCPS-Fehlbildungen. Die voll-
dandige Identifiziierung des GLI3-kodierenden Bereiches machte es mdglich, mittels
der Einzddgrang-Konformationsandyse und nachfolgender Sequenzierung auch  Punkt-
mutationen im Gen zu detektieren. Missense-Mutationen wie Verdnderungen, die zum
Trandationsstop fuhren, wurden Uber das Gen hin beobachtet. Aul3er beim GCPS wur-
den GLI3-Punktmutationen bei Patienten mit anderen Fehlbildungen detektiert, wie
bem Pdliger-Hal Syndrom (PHS), der Pogtaxiden Polydaktylie Typ A und Typ B
(PAP-A/B) und der Préaxiden Polydaktylie Typ IV (PPD-1V). Diese Entwicklungssto-
rungen werden as GL13-Morphopathien zusammengefald.

Mutationen im GLI3-Gen, die zu diesen Entwicklungsstorungen fihren, konnen auf
funktiondl bedeutsame Bereiche des Proteins hinweisen. Ausgehend von einer umfang
reichen Liste von Mutaionen, die das gesamte GLI3-Gen Uberspannen, wurden in die-
ser Arbeit Mutanten auf Funktionsanderungen untersucht. Hierfir wurden zundchst
Nachweisverfahren fur funktiondle Aufgaben des Proteins wie DNA-Bindung, Aktivie-
rung und Represson der Transkription oder Lokdisation in Kompatimenten der Zdle
etabliert. GLI3 mit 5 Zinkfinger vom C2-H2-Typ besitzt Homologe sowohl beal anderen
Vertebraten as auch be Invertebraten. Cubitus interruptus (ci) ads GLI-Homolog in
Drosophila ist der DNA-bindende Faktor der hedgehog Signalkaskade, die als konser-
vierte Signdkette in der Muderbildung bel den Vertebraten einschlielich des Menr
schen nachgewiesen werden kann. Auf Grund des hohen Konservierungsgrades gilt ci
ads Moddl fur die Andyse der Proteinfunktionen von GLI3, die in dieser Arbeit in B>
zug auf Befunde be Drosophila verfolgt wurden.

In enem Gdretardierungsverfahren wurde die DNA-Bindung von GLI3-Proten in
Zdlextrakten nachgewiesen. Die ldentitét des bindenden Proteins konnte Uber ene zu-
sdzliche Inkubation mit eigens generieten GLI3 spezifischen Antikorpern  nachgewie-
sen werden. Mit Hilfe dieses Geretardierungsassays wurde das Bindungsverhdten von
bakteriell exprimiertem Zinkfingerpeptid ds Wildtyp oder in mutieter Form getedtet.
Zwe in das Peptid eingebrachte Sequenzverdnderungen, die zuvor im GCPS Petientern+
kollektiv ds Missense-Mutationen detektiert worden waren, zerstorten die DNA-
Bindungsfahigkeit der Zinkfingerregion vollgandig. Die verantwortlichen Sequenzver-
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anderungen lagen in hochkonservierten Bereichen, die an der Ausbildung der Zinkfin
gearsruktur betelligt snd. Zwe an anderen Stdlen in das Zinkfingerpeptid eingeflgte
Missense-Mutationen  hatten  dagegen  keine  Auswirkungen auf dessen DNA-
Bindungsfahigkeit.

Die transktivierende Wirkung von Wildtyp-GLI3 und von Mutanten wurde ebenfdls,
aif Grund dea bekannten Transsktivieeungsfahigkeiten zweer unabhédngiger C-
teeminder GLI3-Doméanen in GAL4-Fusonsproteinen, andyset. Mit  Reportergent
kongrukten, die atifizidle oder natlrlich vorkommende GLI-Bindungsstdlen enthiel-
ten, konnte keine fir das GLI3-Gesamtprotein aktivierende Wirkung detektiert werden,
gleichgiltig, ob es ds Wildtypprotein oder in mutieter Form vorlag. Ein durch
Koexpresson mit GLI1 etablierter Kompetitionsassay zeigte ene reprimierende Wir-
kung von GLI3 auf eine GLI1-vermittdte Aktivierung, die be Deetion des N-Terminus
von GLI3 nicht mehr festzugtdlen war. Dies war en Hinwes darauf, dal3 dieser Se-
quenzabschnitt von GLI3 im Zusammenspid mit anderen GLI-Proteinen eine transkrip-
tionshemmende Funktionen begtzt, die mdglicheweise durch Modulationen von GLI3
durch Sentrinization, vermittelt werden kénnen.

Studien zur subzelluléren Lokalisation des Transkriptionsfaktors GLI3  zeigten, dal3 N-
terminde Sequenzen proximd einer putativen NLS-Region bevorzugt die Kernlokdisa
tion vermitteln, wahrend durch den C-Terminus distd von diesem Bereich eher die Lo-
kdisation im Zytoplasma gefordert wird. Eine eindeutige Unterscheidung zwischen der
Lokaisation des gesamten GLI3-Proteins und seiner C-terminden Deetionskonstrukte
war nicht moglich. Wéhrend dle Proteine mit Deetion des N-Terminus ene nukledre
Lokaisation zeigten, war das Gesamtprotein sowohl im Kern ds auch im Zytoplasma
Zu detektieren. Das spricht dafir, dald3 Sequenzen in der C-terminden Hdfte, zum Bel-
id en putatives Kernexportsignal, dem Transport in den Zelkern entgegenwirken.

Zum Nachwels ener moglichen podtrandationden Modifikation, wie se fir cubitus
interruptus  bekannt i, wurden exprimierte GLI3-Proteine mittds Western  Blot-
Anayse untersucht. Die fir ¢ gezeigte Spdtung in eine verkirzte Repressorform ko
te in eablieten Zdlkulturen und Fibroblastenzdlinien fur GLI3 nicht nachgewiesen
werden. Selbst die Phosphorylierung durch eine kondtitutive Aktivierung der Proteinki-
nase A fihrte zu keinem Spdtprodukt, so dal3 die Modifikation der moglichen Prozes
serung des GLI3-Proteins durch Mutationen nicht zu andysieren war.

Die in dieser Arbet etdblieten Andyseverfahren lifern ene aussagekréftige Grundla-
ge, um die Auswirkungen weterer Mutationen von GLI3-assoziierten Krankheitsbildern
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auf die GLI3-Protenfunktion zu teten und damit zum weteren Veardandnis der kom-
plexen Steuerung der Entwicklung durch dieses Protein beitragen.
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