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1. Zusammenfassung

B-Catenin ist das Schlisselprotein des Wnt/B-Catenin Signalwegs und ist durch seine Funktion
als Adaptorprotein zwischen E-Cadherin und a-Catenin an der Verknipfung der
Adhéarenzverbindungen mit dem Zytoskelett beteiligt. Diese Verknlipfung zwischen Zytoskelett
und Adharensverbindungen spielt eine wichtige Rolle bei der Zell-polarisierung und der Zell-
Zell-Interaktion. Des Weiteren ist p-Catenin Uber den Wnt-Sighalweg an
entwicklungsbiologischen und homdostatischen Prozessen beteiligt. Intrazellulare 3-Catenin
Level werden durch einen Multi-Protein-Komplex, bekannt als ,Destruction-Komplex‘ reguliert.
Durch Aktivierung des kanonischen (B-Catenin abhangig) Wnt-Signalwegs, tber die Bindung
von Wnt mit den extrazellularen Domanen der Rezeptorproteine (LRP6 und Frizzeled) an der
Zellmembran, kommt es zur Inaktivierung des Destruction-Komplexes und zur Stabilisierung
des zytoplasmatischen B-Catenin. Dieses translociert in den Zellkern und aktiviert Gber die
Interaktion mit Proteinen der TCF/LEF-Familie die Expression Wnt-assozierter Gene (WRE).
Proteine, die am Destruction-Komplex beteiligt sind, kontrollieren die Phosphorylierung einer
Regulationsdomane und die nachfolgende Ubiquitinierung und den proteasomalen Abbau von
B-Catenin. Aufgrund dessen ist die anomale Stabilisierung durch Mutationen von B-Catenin
oder SchlUsselregulatoren des ,Destruction-Komplexes' assoziiert mit einer Vielzahl von
Erkrankungen. In 80 % aller kollorektalen Karzinome, in einigen Fallen von Brustkrebs, sowie
in neurodegenerativen Erkrankungen, wie der Alzheimer Erkrankung, spielt die Deregulation
von B-Catenin eine wichtige Rolle. Dies macht B-Catenin zu einem wichtigen Ziel fur die
Untersuchung der Wnt gesteuerten Regulation und der intrazellularen Dynamik, sowie der

Forschung und Entwicklung von Inhibitoren, die der kanzerogenen Wirkung entgegenwirken.

Herkdmmliche Methoden der Beobachtung von intrazellularen Ablaufen, wie Fusionsproteine
oder Antikorper, haben den enormen Nachteil, dass sie haufig die Funktion des Antigens
beeintrachtigen und natirliche Ablaufe des Wnt-Signalwegs nicht detailliert abbilden kénnen.

Eine Alternative schaffen hier neue Entwicklungen in der rekombinanten
Antikdrpertechnologie. Im Besonderen zu erwahnen, die Verwendung kleiner, flexibler und
intrazellular exprimierbarer Antikorperfragmente. Diese werden aus den variablen Doménen
von nur schweren Ketten enthaltenden Antikérpern, welche in Camelidae vorkommen,
gewonnen. In dieser Arbeit wird die Selektion, Charakterisierung und Spezialisierung von 3-
Catenin-spezifischen Einzeldomanen-Antikdrper-Fragmenten (,single domain
antibodies/sdAbs) oder Nanobodies (Nbs) fiir ein weites Feld von Anwendungen demonstriert.
Die Nbs werden uber biochemische Verfahren charakterisiert und der Einsatz fur
Immunprézipitations-Assays zur Analyse des Interaktoms von (-Catenin, sowie einem
immundiagnostischen Verfahren demonstriert. Dabei konnte ein Nb identifiziert werden,

welcher ein lineares 12 AS-Epitop erkennt und als Affinitatstag verwendet werden kann. Des
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Weiteren konnte die intrazellulare Expression und Adressierung des Antigens von drei Nbs in
zellbiologischen  Verfahren unter Beweis gestellt werden. Dabei wurde in
Transkriptionsanalyse-Assays ermittelt, dass zwei intrazellulare Nbs die Fahigkeit zur
Inhibition  B-Catenin-assozierter Transkription besitzen. Zuletzt konnte durch die
Charakterisierung ein Nb selektiert werden, der alle Eigenschaften besitzt die p-Catenin-
Dynamik darstellen zu koénnen. Dazu gehoOrt hohe Affinitdét und Spezifitat zum Antigen,
intrazellulare Loslichkeit und Expression in Verbindung mit einem fluoreszierenden
Fusionstag, geringe Toxizitat und keine Inhibition oder Aktivierung der 3-Catenin-gesteuerten
Transkription. Diese Arbeit zeigt die vielfaltigen Anwendungsmoglichkeiten der Nb-
Technologie auch im Bereich komplexer Signaltransduktionen, wie des Wnt/B-Catenin-

Signalwegs.
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2. Abstract

B-catenin is the key-protein of the Wnt/B-catenin-signaling-pathway, and as adaptor-protein
between E-cadherin and a-catenin it is also involved in connecting the aktin-cytoskeleton to
the adherent junctions. This connection plays an important part in the polarization and
interaction of cells. In addition, B-catenin contributes to cell-developmental and homeostatic
processes through the Wnt-signaling-pathway. Intracellular -catenin-levels are regulated by
a multi-protein-complex, called destruction-complex. The activation of the canonical Wnt-
signaling-pathway (B-catenin dependent) through binding of Wnt to the extracellular domains
of its receptors (frizzled and the co-receptors LRP5/6) leads to the inactivation of the
destruction-complex and to the subsequent stabilization of cytoplasmic p-catenin. Afterwards
B-catenin will be translocated into the nucleus and activates the expression of Wnt-related
elements (WRE) by interacting with the proteins of the TCF/LEF-family. The proteins, that are
part of the destruction-complex, regulate the phosphorylation of B-catenin, the subsequent
ubiquitination and the proteasomal degradation of -catenin. As a result, mutations in 3-catenin
or key-regulators of the destruction-complex can lead to aberrant stabilization of $-catenin
which is associated with multiple diseases. In 80 % of colorectal carcinomas, in some mamma
carcinomas as well as some neurodegenerative diseases, like the alzheimer disease, the
deregulation of B-catenin plays a central role. These insights make B-catenin an important
object of scientific and pharmaceutical research to analyse the Wnt-regulated mechanisms
and intracellular dynamics, as well as the development of inhibitors, which counteract the

cancerogenous effect.

Conventional methods to observe intracellular processes like fusion proteins or antibodies
have the disadvantage that they can impede the function and natural interactions of 3-catenin
in the Wnt-signaling-pathway. In addition, they can not always give detailed account of the

current intracellular state.

New developments in the field of recombinant antibody technology offer an alternative:
especially the usage of small, flexible and intracellular expressible antibody-fragments. These
fragments are derived from the variable domains of heavy chain only antibodies, found only in
camelidae and cartilagous fish. In this thesis the selection, characterization and specialization
of B-catenin-specific single domain antibody fragments (sdAbs) or Nanobodies (Nbs) will be
demonstrated for a wide field of applications. The characterization of the Nbs was done with
biochemical assays and the application in immunoprecipitation-assays for interactome-

analysis as well as immunodiagnostic-procedures will be shown. In doing so, a Nb has been
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identified that recognizes a 12-aminoacid-long linear epitope that probably can be used as
affinity-tag. Furthermore, intracellular application of three Nbs through expression-experiments
and immunoprecipitation of endogenous B-catenin in cell biological assays was proven.
Through transcriptional analysis with a luciferase-assay-system two Nbs have been identified
which inhibit a Whnt-related gene expression by targeting the B-catenin. At last, one
characterized Nb has been selected which is able to show B-catenin-dynamics. This includes
high affinity, specificity, intracellular solubility and expression in connection with a fluorescent-
tag, as well as low cytotoxicity and interference with transcriptional functions of B-catenin. This
thesis therefore demonstrates the many possible applications of Nb-technologies in complex
signal-transduction-cascades, such as the Wnt/ 3-catenin-signaling-pathway.
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3. Einleitung
3.1. Entdeckung von B-Catenin

Unabhéngig voneinander wurde B-Catenin 1984 und 1989 entdeckt und beschrieben. Eine
Publikation beschrieb die Assoziation von B-Catenin mit Plakoglobin (A-Catenin), a-Catenin
und E-Cadherin, welches essentielle Komponenten der Adh&renzverbindungen sind [1]. Die
Beteiligung von [B-Catenin an der Signaltransduktion wurde erstmals in Drosophila
melanogaster beschrieben. Die Arbeitsgruppe um Eric Wieschaus entdeckte die Beteiligung
im Rahmen von spermatischen Screens nach Mutationen, die die Segmentierung der
Fruchtfliegen in der embryonalen Entwicklung beeinflussen [2]. Das neu entdeckte Gen, als
armadillo bekannt, fuhrte so zur Entdeckung des Signalpotentials von B-Catenin durch sein
Ortholog in Drosophila melanogaster. Weitere Untersuchungen von armadillo etablierten die
Erkenntnis, dass armadillo eine wichtige strukturelle Funktion in den Adharenzverbindungen
erflllt [3-5]. Jedoch erst die Beobachtung, dass armadillo durch das Signalprotein wingless
(Ortholog fur Wnt) kontrolliert wird, fihrte zur Etablierung der Signalkaskade des kanonischen
Wnt-Signalwegs (Wnt/B-Catenin-Signaltransduktion) [6].

3.2. Molekulare Struktur von B-Catenin

B-Catenin ist ein multifunktionales Protein, das eine Schlusselrolle in vielen Signalwegen
Ubernimmt. Es beeinflusst die Zelldifferenzierung und ist an homoostatischen Prozessen
beteiligt. Des Weiteren dient -Catenin als Verbindungselement zwischen Zell-Zell Kontakten
der Adharenzverbindungen und dem Aktin-Zytoskelett. Dieses wird durch die Interaktion mit
Proteinen der Cadherin-Familie und Aktin vermittelt. Aufgrund seiner Schllsselposition in
diesen Prozessen ist die Deregulation von B-Catenin mit schweren Erkrankungen, wie Krebs,
psychischen und neurodegenerativen Erkrankungen, assoziiert [7]. Humanes B-Catenin
besteht aus 781 Aminosauren (AS) und ist ein ~86 KDa schweres Protein, das zur Familie der
Armadillo (ARM)-Domaénen Proteinen zahlt. Alle Proteine dieser Familie weisen eine zentrale
ARM-Domaéne, flankiert von flexiblen, unstrukturierten N-terminalen und C-terminalen
Regionen auf [8]. Typischerweise besteht die Armadillodomane (ARM-Domane) aus einer
Abfolge von sich wiederholenden AS-Sequenzen (~42 AS), den sogenannten ARM-Repeats.
Je drei aufeinanderfolgende a-Helices (H1, H2, H3) in triangularer Anordnung bilden eine
ARM-Repeat. Die ARM-Domaéane des 3-Catenins (AS-Sequenz 141-664) setzt sich aus zwolf
solcher Wiederholungen (R1-R12) zusammen und bildet eine Superhelix, die eine lange
positiv geladene Kavitat formt. Innerhalb der Armadillodoméne von B-Catenin sind drei
Besonderheiten beschrieben: Erstens liegt zwischen der Wiederholung 2 und 3 eine langere
flexible AS-Sequenz, zweitens besteht die Wiederholung 7 nur aus den Helices H2 und H3
und drittens ist H1 flexibler als die restlichen Wiederholungen und bildet ein Gelenk, welches

die Bindung an E-Cadherin und andere wichtige Interaktionsproteine vermittelt [9]. Die ARM-
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Domaéne bildet die Interaktionsmatrix fur eine Vielzahl von Interaktionsproteinen (IPs) und ist
somit die Schnittstelle fir die Multifunktionalitat von B-Catenin. Im Gegensatz dazu ist Uber die
Struktur von N- (NTD) und C-terminaler Domé&ne (CTD) wenig bekannt. Dies liegt vermutlich
an der hohen Flexibilitdt und der sogenannten ,strukturellen Unordnung’ die eine
Kristallisierung und Aufkl&rung der Struktur verhindert [8, 10, 11]. Bekannt ist jedoch, dass auf
die ARM-Domane von B-Catenin, zu Beginn des N-Terminus der CTD, eine a-Helix (Helix-C)
folgt. Diese scheint eine essentielle Rolle in der Signalaktivitdt von p-Catenin zu spielen [12].
Von der NTD ist die Kristallstruktur einer Peptidsequenz von AS 19-44 bekannt, fur die zwei
Phosphorylierungsstellen fur Glycogensynthasekinase 3 B (GSK3-B) beschrieben wurden:
Serin33 (Ser33) und Serin37 (Ser37). Die AS Sequenz 20-31 des Peptids weisen die Tendenz
auf, eine helikale Struktur zu bilden, die fur die Erkennung und Bindung durch B-TrCP-
Ubiquitinligase wichtig ist [13, 14]. Zusatzlich zu den durch NMR und Kiristallisierung
bekannten Strukturen im NTD ist bekannt, dass das SSTS Motiv (Vorraussetzung fur die
zellulare Stabilitat von B-Catenin) aus vier aufeinanderfolgenden Phosphorylierungsstellen
besteht. Diese setzen sich aus Ser33, Ser37, Threonin4l (Thr4l) und Ser45 zusammen.
Wobei das Motiv an Ser45 durch die Casein Kinase 1 a (CK1a) initial und anschlieRend die
Ser33, Ser34 und Thr41l von GSK3-B phosphoryliert werden [15-18].
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Abbildung 1 B-Catenin-Aufbau und Interaktionsproteine. Schematische Darstellung des Aufbaus von 3-Catenin und
Ubersicht tiber einige ausgewahlte Interaktionsproteine, sowie des Interaktionsbereichs mit B-Catenin. B-Catenin
dient als Interaktionsplattform einer Vielzahl von Proteinen in den Adharenzverbindungen, im Zytoplasma und im
Zellkern. Der Aufbau besteht aus einer zentralen ARM-Doméne, die sich aus 12 ARM-Repeats zusammensetzt
und den flankierenden N-terminalen- (NTD) und C-terminalen-Doménen (CTD). Der N-Terminus des CTD beginnt
mit einer C-Helix (C). Die gefarbten Banden tber und unter der 3-Catenin Schematik représentieren die postulierten
Interaktionsoberflachen und die Proteine, die eine Bindung mit B-Catenin eingehen. Violett: Proteine der
Adharenzverbindungen; hellblau: Proteine die an der Degradation beteiligt sind; orange: transkriptionelle Ko-
Aktivatoren; hellgruin: Transkriptionsfaktoren; graugrin: Transkriptionsrepressoren. Gelbe Punkte représentieren
Phosphorylierungsstellen, die fur die Interaktion wichtig sind. Quelle: [19].

3.3. Interaktion mit Proteinen des Wnt-Signalwegs

Die meisten der Interaktionsproteine von B-Catenin interagieren mit der ARM-Domane. Die
wichtigsten sind das adenomatdse Poliposis Coli Protein (APC, Bestandteil des Destruction-
Komplexes), E-Cadherin (Bestandteil der Adharenzverbindungen) und TCF/LEF (Bestandteil
des Transkriptionsaktivatorkomplexes im Zellkern), binden tberlappende Bereiche zwischen
R3 und R9. Dort werden ionische Bindungen mit zwei Lysinresten (AS 312 und 435)
ausgebildet. Dies flihrt dazu, dass diese Interaktionsproteine sich nicht gleichzeitig an die
ARM-Domane binden konnen. Diese Konkurrenz um die gleiche Bindestelle spielt eine
wichtige Rolle in der Regulation und Funktion von (-Catenin. Des Weiteren spielen
Konformationsanderungen von B-Catenin eine wichtige Rolle um die Funktion von -Catenin
zu regulieren. Es wurde spekuliert und gezeigt, dass die negativ geladenen NTD und CTD
Uber Ruckfaltung sowohl miteinander, als auch mit der positiv geladenen ARM-Region
interagieren und so teilweise die Interaktion von B-Catenin mit seinen Interaktionsproteinen
vermitteln konnen [20-22]. Allerdings konnte dies durch eine ITC-Analyse (Isotherme
Titrationskalorimetrie) mit gereinigtem -Catenin fur die hochaffinen Interaktionsproteine nicht

belegt werden [23]. Einige Forschungsergebnisse zeigen, dass die transkriptionelle Aktivitat
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von 3-Catenin, neben der Stabilisierung durch Phosphorylierung durch CK1 und GSK3-[3, auch
durch das Zurickfalten der CTD zur ARM-Domane beeinflusst wird. Ausschlaggebend fur
diese Aktivitat scheint hier die Helix-C zu sein. Die Phosphorylierung an Tyrosin AS 654
reduziert die Interaktion mit E-Cadherin und verstarkt die B-Catenin aktivierte Transkription
[24]. Durch die Phosphorylierung kdnnen maoglicherweise Wasserstoffbindungen zur ARM-
Doméne nicht ausgebildet werden. Die Negative Ladung der Phosphorylierung verhindert so
ein Zurlckfalten des C-Terminus und erméglicht die zusatzliche Phosphorylierung an Serin
AS 675 durch die offene Konformation und damit die Interaktion mit weiteren Aktivatoren [12,
24-26] Die CTD oder die Helix-C scheinen fir B-Catenin, in seiner Rolle als Adaptorprotein
zwischen den Adharenzverbindungen und dem Zytoskelett, keine entscheidende Rolle zu
spielen. Stattdessen durfte fUr die Zell-Zell-Kontakte eine dimere Form von B-Catenin eine
wichtige Rolle spielen [5, 12, 22]. Diese Ergebnisse erscheinen plausibel im Hinblick darauf,
dass viele der transkriptionellen Ko-Aktivatoren von B-Catenin eine intakte Helix-C oder R12

zusammen mit der Helix-C benétigen, um mit B-Catenin zu interagieren [27].

3.4.  Zellulare Funktionen von B-Catenin und seine Regulation
3.4.1. Zell-Zell-Kontakte

B-Catenin ist beteiligt an einer Vielzahl wichtiger zellularer Funktionen. Einerseits wird durch
einen stabilen Pool von B-Catenin an den Adhéarenzverbindungen die Verknipfung von Zell-
Zell-Kontakten (E-Cadherin) und dem Zytoskelett (Aktin) vermittelt. In der Abwesenheit von
Whnt-Signalaktivitat ist das einzig stabile Reservoir von 3-Catenin assoziiert mit E-Cadherin an
den Adhéarenzverbindungen (Abbildung 2). Dort tragt es zur Verknlpfung der Cadherin
basierten Adharenzverbindungen mit dem Aktin-Zytoskelett bei. Diese sind beteiligt an der
Bildung von polarisiertem epithelialen Gewebe und der Integritdt der Zellverbéande [28].
Proteine der Cadherine sind Transmembranproteine, die Ca2+-abhéangig Homodimere mit
Cadherinen von benachbarten Zellen ausbilden. Uber ihre zytoplasmatische Domane
interagieren Cadherine mit -Catenin und werden uber die Interaktion von 3-Catenin mit a-
Catenin mit dem Aktin-Zytoskelett verbunden. Cadherine werden in der Regel nach den
Zelltypen benannt, in denen sie vorkommen: Ephiteliales Cadherin (E-Cadherin) oder
neuronales Cadherin (N-Cadherin) [28], [29]. Die meisten Studien werden jedoch mit E-
Cadherin durchgefiihrt (Ubersicht auch in [19]). Neu gebildetes E-Cadherin, in monomerer
Form, besitzt eine kurze Halbwertszeit (-5 h), aufgrund einer PEST-Sequenz (eine AS-
Sequenz reich an den AS Prolin [P], Glutaminsaure [E], Serin [S] und Threonin [T]) innerhalb
des Proteins. Diese wird von einer Ubiquitinligase erkannt und E-Cadherin nachfolgend der
Markierung mit Polyubiquitin dem proteasomalen Abbau zugefiihrt. Die Bindung von B-Catenin
an Cadherin stabilisiert dieses durch das Blockieren des PEST-Motivs. Die Interaktion von [3-

Catenin mit E-Cadherin findet hierbei noch innerhalb des endoplasmatischen Retikulums statt
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[30], [31]. Umgekehrt stabilisiert die Bindung auch B-Catenin, weil es eine Inkorporation in den
Destruction-Komplex durch Axin und APC verhindert [32]. Durch diese stabilisierende Wirkung
von (3-Catenin ist B-Catenin essentiell an der Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten beteiligt. Die
Bindung von a-Catenin an 3-Catenin findet tber den N-terminalen Teil der NTD und der ersten
ARM-Repeat (R1) statt. In dieser Region befindet sich, wie schon oben erwéhnt, eine flexiblere
Struktur, die einem Gelenk &hnlich ist. a-Catenin stabilisiert diese Gelenkstruktur in einer
Konformation, die eine gleichzeitige Bindung von a-Catenin und E-Cadherin ermoglicht [32,
33]. Dadurch wird die Dimerisierungsdomane von a-Catenin durch die Bindung von -Catenin
blockiert und die Homodimerisierung von a-Catenin unterbunden. Dies flhrt zu einer
Hemmung der Aktinfilamentbildung, die ein dimerisiertes a-Catenin zur Férderung desselben
bendtigt [34]. Dem entsprechend ist der E-Cadherin/B-Catenin/a-Catenin Komplex ein
dynamisches Konstrukt, in dem a-Catenin nicht gleichzeitig mit E-Cadherin und $-Catenin oder
a-Catenin mit Aktin interagiert [35]. Dies gibt B-Catenin eine zuséatzliche Funktion, in dem es

indirekt auf die Aktin Dynamik einwirkt.
3.4.2. B-Catenin als Transkriptionsaktivator

Die wichtigste Schliisselfunktion spielt 3-Catenin im Signaltransduktionsweg von Wnt. Dieser
ist durch die transkriptionelle Kontrolle einer Vielzahl von Genen an der embryonalen
Entwicklung und der Homdostase beteiligt. Ohne die Aktivierung des Wnt-Signalweges durch
das Glykoprotein Wnt wird die Menge an zytoplasmatischem B-Catenin streng reguliert.
Zytoplasmatisches (3-Catenin wird durch einen Multiproteinkomplex gebunden und durch
Phosphorylierung fur den proteasomalen Abbau markiert. Dieser Multiproteinkomplex ist
bekannt als ,Destruction-Komplex’. Sowohl freies p-Catenin, das von den
Adharenzverbindungen freigesetzt wurde, als auch neu synthetisiertes wird von diesem
Komplex adressiert. Im Gegensatz dazu ist zytoplasmatisches p-Catenin, das durch zellulare
Mechanismen stabilisiert und nicht durch den Destruction-Komplex adressiert wird, im Zellkern
(Nukleus) transkriptionell aktiv. Nukleares B-Catenin funktioniert durch die Komplexierung mit
DNA-Bindeproteinen der TCF/LEF-Familie als transkriptioneller Ko-Aktivator/Ko-Faktor der
Whnt-induzierten Transkription. Die Interaktion mit B-Catenin andert die Wirkung der TCF/LEF-
Proteine von einer repressorischen hin zu einer aktivatorischen Wirkung. Dies fuhrt zur
Konvertierung des Wnt-Signals in eine Transkription der Wnt-Zielgene (WRE/ Wnt Responsive
Elements) [36, 37]. Diese transkriptionelle Aktivitat ist abhangig von der Menge an stabilem,
freiem B-Catenin und wird strengstens durch den Destruction-Komplex reguliert. Denn eine
fehlerhafte, anormale Aktivierung der WRE ist in vielen Fallen mit schweren Stérungen der
Zellfunktionen verbunden (siehe auch [38]).
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3.4.3. Wnt/ B-Catenin-Sighalweg

Der Destruction-Komplex, der die Aktivitat von B-Catenin reguliert, besteht aus dem
Gerustprotein Axin, dem APC, den Kinasen, die das SSTS-Motiv phosphorylieren, CKI und
GSK3-p3, sowie der Protein Phosphatase 2A (PP2A). B-Catenin wird dabei von Axin und APC
gebunden. Diese beiden Interaktoren bilden das Geriist fur den Destruction-Komplex. Uber
Axin und APC wird die Bindung der Kinasen CKI und GSK3- vermittelt [39, 40] (Abbildung 2).
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Abbildung 2: B-Catenin-Funktion im Wnt-Signalweg und an den Adharenzverbindungen. Darstellung wichtiger
Funktionen und Signalwege in denen -Catenin involviert ist. Neusynthetisiertes p-Catenin wird tber die Bindung
an E-Cadherin an die Adharenzverbindungen rekrutiert (Immobilisation). Durch die Interaktion mit a-Catenin
reguliert B-Catenin die Polymerisation von Aktin und beeinflusst somit indirekt die Zytoskelettbildung. Durch den
Verlust oder durch die Phosphorylierung von E-Cadherin kann B-Catenin von den Adhé&renzverbindungen
freigesetzt werden (Release). Das freie zytoplasmatische B-Catenin wird bei inaktivem Wnt-Signalweg uber den
Destruction-Komplex fir die proteasomale Degradation durch Phosphorylierung markiert. In Anwesenheit von Wnt-
Glykoprotein an den Wnt-Rezeptoren der Zellmembran wird der Destruction-Komplex inhibiert und
neusynthetisiertes B-Catenin kann im Zytoplasma akkumulieren. AnschlieRend wird B-Catenin in den Zellkern
importiert (Import/Nukleéare Translokation). Im Zellkern interagiert es mit Transkriptions-Aktivatoren der TCF/LEF-
Familie und bildet aktive Transkriptionskomplexe. Dies fuhrt zur Expression von Wnt abhé&ngigen Genen (WER/
Wnt responsive elements). Jedoch auch andere Faktoren koénnen im Zellkern mit B-Catenin aktive
Transkriptionskomplexe ausbilden. Quelle: modifiziert nach [19].

CKI dient bei der Phosphorylierung als Initiationskinase. Die Phosphorylierung von Ser45 im

SSTS-Motiv initiilert die weiterfolgende Posphorylierung durch GSK3 B, an den Positionen
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Thr4l/ Ser 37/ Ser33 [18, 41]. Ohne Axin und APC wird B-Catenin nicht durch GSK3-f
phosphoryliert. Dajani et al. beschrieben, dass die Interaktion von B-Catenin an das Axin-
Gerist die Phosphorylierungeffizienz durch GSK3-B um ein tber 20.000faches erhoht [42].
Gleichzeitig wird durch die Bindung von APC der Destruction-Komplex stabilisiert und die
Phosphorylierung des SSTS-Motivs vor PP2A, einer Phosphatase, geschiitzt. PP2A hat somit
eine antagonistische Wirkung zu APC. Des Weiteren beschrieben Su et al., dass nach der
Phosphorylierung das B-Catenin, gebunden an APC, den Destruction-Komplex verlasst und
Uber die Phosphorylierungsregionen Ser33 und 37 mit dem E3-Ubiquitin-Ligase-Komplex
interagiert. Dieser besteht aus B-TrCP (B-Transducinwiederholung beinhaltendes Protein),
welches das Phosphorylierungs-Motiv erkennt. Skp1 und Cul1 werden von B-TrCP rekrutiert,
B-Catenin wird polyubiquitiniert und Uber das S26-Proteasom degradiert [43-45] Die
Aktivierung des Wnt-Signalweges findet (ber die Interaktion von Wnt mit dem
Transmembranrezeptor Frizzeled und seinem Co-Rezeptor LRP5 (low density lipoprotein
receptor-related protein 5) statt. Der aktivierte Rezeptor Frizzeled rekrutiert das
zytoplasmatische Protein Dishevelled (Dvl) an die Zellmembran zum Rezeptorkomplex und
induziert durch Multimerisierung die Bildung der LRP assoziierten Wnt-Signhalosomen [46].
Daraufhin wird Axin durch Dvl gebunden und die Bildung neuer Destruction-Komplexe
verhindert [47, 48]. Es wird vermutet, dass mit der Rekrutierung von Axin auch assozierte
Kinasen wie CKI und GSK3-B gebunden werden. CKI phosphoryliert daraufhin, initiert durch
Dvl, LRP5, was zu einer Inaktivierung der Kinaseaktivitat von GSK3-f fuihrt [49]. Diese stehen
dann ebenfalls nicht mehr fur die Phosphorylierung von B-Catenin zur Verfigung.
Mdglicherweise fuhrt dies zur Stabilisierung von neu synthetisiertem [-Catenin, da keine
neuen Destruction-Komplexe gebildet werden koénnen [48]. B-Catenin kann dann im
Zytoplasma akkumulieren und wird dann tber einen noch nicht bekannten Mechanismus in
den Nukleus transloziert (Vermutet wird eine noch nicht bekannte Funktion von B-Catenin,

entweder durch die Membran oder durch Transportproteine zu translozieren) [50-52].
3.5. Die Rolle von B-Catenin bei Erkrankungen

Durch das dynamische Zusammenspiel von [(-Catenin mit einer Vielzahl von
Interaktionsproteinen (z.B. Wnt-Signalweg und Zell-Kontakte) erhdlt es eine grof3e Bedeutung
fur die Regulation zellularer Funktionen in der Homdostase und der Differenzierung. Aufgrund
dessen sind Mutationen in zentralen Proteinen des Wnt-Signalwegs mit schweren
Erkrankungen assoziert. Die unnattrliche Aktivierung des Wnt-Signalwegs ist assoziert mit der
Entstehung von Krebs (Kolonkarzinom), neurodegenerativen Erkrankungen (Alzheimer) und
neurologischen Stdrungen (Schizophrenie), sowie Storungen im Aufbau des Skeletts,
fibrotischen und metabolischen Erkrankungen [38, 53-55]. Zum Beispiel beschrieb die WHO

(Welt Gesundheitsorganisation/ World Health Organization) 2012 das kolorektale Karzinom
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(CRC) mit 1,36 Millionen Fallen weltweit als die dritthaufigste Krebsart (WHO www.who.int
2012). In 90% der untersuchten Félle konnten somatische Mutationen in Genen, die mit
zentralen Funktionen des kanonischen oder B-Catenin-abhéngigen Whnt-Signalweges
assoziert sind, mit dem Auftreten von Kolonkarzinomen assoziert werden [56].

3.5.1. Mutationen

Die am haufigsten gefundenen Mutationen im Wnt/B-Catenin-Signhalweg finden sich in den
Genen die fur APC, B-Catenin, TCF7L2 (Transkription factor like 2/TCF4 [T-Cell Factor 4]) und
Axin1/2 kodieren [57-61]. Die Mutation des APC-Genes wurde erstmalig beschrieben anhand
einer erblichen Erkrankung namens ,familiare adenomatdse Polyposis‘ (FAP) [60]. Mutationen,
die zu einer C-Terminal-verkirzten und nicht mehr funktionalen Form von APC fiihren, wurden
fur FAP und 80 % der kolorektalen Karzinome beschrieben [62]. Der Verlust des funktionellen
APC fuhrt zur Stabilisierung von B-Catenin und so zu einer subsequenten Aktivierung von Wnt-
kontrollierten Genen [63, 64]. In einigen Fallen von Karzinomen (kolorektale Karzinome, Leber-
, Brust- und Lungenkrebs) wurden Mutationen fir Axin-1/2 beschrieben (Ubersicht in [65]). Fur
Axin-1 wurden Mutationen entdeckt, die durch den Verlust ihrer GSK3-B-Bindedoméne oder
durch reduzierte Bindung an GSK3-f eine stabilisierende Auswirkung auf 3-Catenin zu haben
scheinen [66]. Beschriebene Axin-2 Mutationen beinhalten einen friihen Transkriptionsstop
durch eine Verschiebung im Leseraster. Vermutet wurde, dass dies entweder zum Abbau von
Axin-2 oder zum Gewinn einer neuen Funktion fihrte, welches eine Stabilisierung des
zytoplasmatischen B-Catenins zur Folge hat [67, 68]. TCF7L2-Deregulation wurde bisher in
Diabetes mellitus Typ 2 und Krebs beschrieben [69, 70]. In kolorektalen Karzinomen konnten
Genfusionen von TCF7L2 mit VTI1A beobachtet werden, die keine -Catenin-Bindedomane
mehr aufwiesen. Die fir B-Catenin am haufigsten beschriebenen Mutationen beschranken sich
groltenteils auf die NTD, in der auch das SSTS-Motiv lokalisiert ist. Fir viele der bekannten
Mutationen gilt, dass die Phosphorylierung von (-Catenin und somit der sukzessive Abbau
verhindert oder erschwert wird. So sind einerseits aktivierende Punktmutationen im SSTS-
Motiv als auch Deletionen beschrieben [71]. Diese Varianten treten in sporadischen
kolorektalen Karzinomen, Melanomen und weiteren Tumoren auf [69, 71, 72]. Die haufigsten
Ursachen fir eine Deregulation des Wnt-Signalweges haben zur Folge, dass p-Catenin nicht
mehr abgebaut wird, akkumuliert und die Wnt-gesteuerte Gentranskription aktiviert. Dies findet
entweder durch Mutationen in Schlisselregionen von Proteinen die B-Catenin regulieren oder
durch Mutationen in B-Catenin selbst statt [66-68, 73].

3.5.2. EMT

Ein weiterer Punkt in dem eine unnatirliche Aktivierung des Wnt-Signalweges eine wichtige

Rolle spielt ist die epitheliale-mesenchymale Transition (EMT) (Abbildung 3).
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Abbildung 3: EMT Ubersicht iiber den Ablauf der EMT und Aufzéhlung exemplarischer epithelialer (orange) und
mesenchymaler Markerproteine (grin). EMT ist die Transition von stationaren Epithelzellen zu mobilen
fibroplastischen Mesenchymzellen. Zellen, die sich in der Intermediérphase befinden, sind erkennbar durch die Ko-
Lokalisation von sowohl epithelialen als auch mesenchymalen Markern. ZO-1, zona occludens 1; MUCL1, mucin 1,
cell surface associated; miR200, microRNA 200; SIP1, survival of motor neuron protein interacting protein 1;
FOXC2, forkhead box C2. Quelle: modifiziert nach [74].

Im Besonderen spielt dies eine Rolle im Krankheitsverlauf bei Karzinomen und Tumoren. So
treibt die Aktivierung von EMT die Invasivitat und Bildung von Metastasen eines
Primarkarzinoms/-tumors voran. Natlrlicherweise ist EMT ein wichtiger Prozess in der
embryonalen Entwicklung und bei der Stammzelldifferenzierung. Hierbei wandeln sich
immobile, polarisierte epitheliale Zellen in motile mesenchymale fibroblastoide Zellen um
(beschrieben in [75]). Ein wichtiges Kennzeichen flr den Ablauf des EMT-Prozesses ist der
Austausch von E-Cadherin durch N-Cadherin an der Zellmembran [76]. Dabei ist oftmals ein
Anstieg von freiem zytoplasmatischem B-Catenin zu beobachten. Es wird vermutet, dass beim
Austausch von E- durch N-Cadherin das in den Adharenzverbindungen gebundene (3-Catenin
freigesetzt wird. Diese Erhéhung der B-Catenin-Konzentration konnte somit eine Aktivierung
Whnt-abhangiger Gene verursachen [77]. Dazu zdhlen Gene, die die Prozesse von EMT
steuern. Zum Beispiel Twist, Snail2 und ZEB1 (Zinkfinger E-box-Binde-Homeobox 1/ 6EF1).
Diese und auch das indirekt durch Wnt beeinflusste Protein Snaill reduzieren die Expression
von E-Cadherin und wirken induzierend auf den EMT-Prozess [78-81].

3.6. Methoden zur experimentellen Untersuchung von B-Catenin

Die Beteiligung von B-Catenin an einer Vielzahl von essentiellen zellularen Prozessen und
schweren Erkrankungen macht es zu einem wichtigen Ziel fur die Entwicklung therapeutischer
Inhibitoren, aber auch zum Ziel intensiver Erforschung der Zusammenhange von Prozessen
und Signalwegen in denen -Catenin eine Rolle spielt (siehe auch [19, 38, 82]). Dazu ist es
notwendig die miteinander verbundenen Signalwege, die Zusammensetzung von
Interaktionskomplexen, die Regulation von Schlisselproteinen und die Auswirkung auf die
Expression verschiedener Genmarker genauer zu untersuchen. Dies wird erreicht indem man
die Lokalisation und Dynamik der Proteine untersucht, aber auch durch die Entschlisselung

des Interaktoms von -Catenin. Die Studien greifen hierbei zumeist auf zwei konventionelle,
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jedoch leistungsfahige Werkzeuge zurtick. Diese beinhalten die Adressierung des Antigens
mittels Antikbrpern und/oder den Einsatz von Fusionsproteinen. Der Einsatz von AntikGrpern
ist vielvaltig. Einerseits kdnnen Antikorper verwendet werden um das Antigen aus Zelllysaten
zu prazipitieren. Im Anschluss ist die Analyse der ko-prazipitierten Proteine tber Immunblots
mit Hilfe weiterer Antikdrper zu identifizieren oder das Interaktom Uber sensitivere Methoden
wie der Massenspektrometrie maoglich. Zur Untersuchung von B-Catenin und seinem
Interaktom ist es ein Ubliches Verfahren auf die hohe Sensitivitat und Spezifitdt von Antikérpern
zurickzugreifen [48, 83, 84]. Andererseits werden Antikdrper auch zur zelluldren
Lokalisationsbestimmung des Antigens eingesetzt. Durch Immunfluoreszenzfarbung von
fixierten Zellen konnte zum Beispiel die Lokalisation von B-Catenin an der Zellmembran, im
Nukleus und in den Zentrosomen nachgewiesen werden [85-87]. Allerdings ermdglichen
Antikdrper nur die Untersuchung von Zellen in einem stationaren Zustand, da sie zur Farbung
fixiert und somit abgetodtet werden mussen. Eine Abbildung der Antigendynamik ist damit nicht
mdoglich. Dies ist aber nicht nur fir B-Catenin essentiell, da viele Proteine im Verlauf der
Signaltransduktionen ihre Lokalisation in der Zelle verandern. B-Catenin besitzt einen
wichtigen und stabilen Pool an der Zellmembran, jedoch die transkriptionell aktive Form
entsteht durch eine Stabilisierung im Verlauf des Wnt-Signaltransduktionwegs (siehe oben
3.4.3) und wandert nachfolgend in den Nukleus um dort im Komplex mit TCF/LEF-Proteinen
die WRE zu aktivieren. Um eine solche Dynamik wiederzugeben, missten jedoch funktionelle
Antikorper intrazellular exprimiert werden, um ihrem Antigen folgen zu kénnen. Jedoch
scheiterten Versuche mit intrazellularen Antikdrpern haufig an der Komplexitat des Aufbaus
und der Struktur. So kdnnen die Disulfidbricken zwischen den schweren Ketten und den
leichten Ketten im reduzierenden Milieu der Zelle nicht ausgebildet werden. Dies verhindert
sowohl die Bildung der antigen-erkennenden Domanen, als auch die korrekte Faltung der
Antikorper. Ein anderes Problem stellt auch der hohe Anteil an hydrophoben AS dar, die eine
Lésung der Antikorper verhindert und so zur Aggregatbildung fihren kann. [88-91]. Neben der
Darstellung der Dynamik haben Antikérper noch weitere Nachteile. Die hohe Affinitat zum
Antigen, die die AK so interessant machen fur therapeutische Einséatze, kann auch zu einem
Nachteil werden, wenn das Interaktom des Antigens betrachtet werden soll. Es ist bekannt,
dass Antikorper eingesetzt werden um Interaktionspartner zu verdrangen (Kompetition) oder
als Inhibitior der Antigenfunktion. Ursachen kénnen hierbei Konformations&nderungen oder

die Maskierung von Bindestellen fiir wichtige Interaktionsproteine sein. ([92-94]).

Die Fusionsproteine, Fusionen aus dem Antigen mit einem Protein-Tag, z.B. wie GST
(Gluthation-S-Transferase) oder einem fluoreszierenden Protein wie GFP (green fluoreszent
protein), kommen unter ahnlichen Gesichtspunkten wie Antikdrper zum Einsatz. Sie werden
zum einen verwendet um Uber den Proteintag das Fusionsprotein zu prazipitieren und so

Interaktionsproteine zu untersuchen oder um das Zielprotein in der Zelle sichtbar zu machen.
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Insbesondere kann mit fluoreszierenden Fusionsproteinen, im Gegensatz zu Antikdrpern, die
Dynamik des Antigens verfolgt werden. Verschiedene Studien des B-Catenin/Wnt-Signalwegs
verwenden Fusionen mit fluoreszierenden Proteinen (GFP, YFP oder RFP), um die
Lokalisation und Dynamik der entsprechenden Zielproteine zu untersuchen. [95-97]. Jedoch
sind auch hier Schwachen bekannt. So kann die Expression von Fusionsproteinen zu einem
Anstieg der Antigen-Menge innerhalb der Zelle filhren. Diese Uberexpression fiihrt im Falle
von B-Catenin zu einer Sattigung des Destruction-Komplexes und es wird eine Stabilisierung
des B-Catenin-Pools simuliert. Daraufhin kann eine Aktivierung der WRE beobachtet werden
[98]. Es besteht die Mdglichkeit, dass Fusionsproteine durch Uberexpressionseffekte in die
Regulation und Funktion des Antigens erheblich einwirken. Alle Beobachtungen, sei es von
Immunprazipitationsexperimenten oder solchen der Verfolgung der Dynamik, kénnten in Frage
gestellt werden. Denn die Ergebnisse entsprechen mdoglicherweise nicht dem Wildtypstatus.
Ein weiterer Aspekt ist der Fusions-Tag: Durch eine Proteinfusion wird der wildtypischen AS-
Sequenz eine artefizielle Verlangerung angehéngt. Dies kann die Funktion des Proteins
ebenfalls verandern. Dieses resultiert moglicherweise in Konformationsdnderungen am
Antigen, Anderungen der physikalischen Eigenschaften (Loslichkeit, Stabilitat, usw.) oder der

Maskierung von Epitopen, die wichtig sind fur die Interaktion mit Interaktionsproteinen [99,

100].

3.7. Einzeldomé&nen Antikérper/ Nanobodies (Nbs)

Die Limitationen herkbmmlicher Methoden zur Untersuchung von B-Catenin machen es
notwendig neue Techniken zur Visualisierung anzuwenden, deren Vorteil in einer transienten
Bindung des Binders/Antikorpers an das Antigen liegen. Rekombinante Techniken zur
Herstellung und Verwendung rekombinanter Antikdrper oder neuartiger Proteine, Peptid- oder
Nukleinsduren-basierte Bindemolekile, eréffnen hier neue Méglichkeiten Bindemolekile zu
selektionieren, die einerseits hohe Spezifitdt und Selektivitat aufweisen und andererseits durch
eine moglichst geringe Interferenz mit den zellularen Funktionen des Antigens auffallen. Ein
weiterer Vorteil ist die intrazellulare Expression. Solche rekombinanten Bindemolekiile lassen
sich grob einteilen in antikdrperbasierte und nicht-antikbrperbasierte Molekiile. Zu den nicht
auf einem Antikorpergerust basierenden Bindemolekilen z&hlt man FN3, welches von der
Doméne 10 von Fibronektin Typ Il abgeleitet ist, DARPIns, die auf Ankyrinwiederholungen
basieren und Aptamere, die aus kurzen zufallsgenerierten DNA und mRNA-Bibliotheken
isoliert werden [91, 101-104].

3.7.1. VH-basierte Antikérperfragmente (Fabs & scFvs)

Neben den artifiziell erstellten Bindemolekilen greifen viele Anwendungen auf die

rekombinante Antikorpertechnologie zurtick. Konventionelle IgG bestehen aus zwei schweren

23



Proteinketten und zwei leichten Ketten, welche uber vier Disulfidbriicken miteinander kovalent
verbunden sind [105]. Eine schwere (VH) und eine leichte Kette (VL) bilden mit ihren variablen
Enden am N-Terminus, die fur die Antikérper Erkennung/Bindung zustandig sind, eine
monovalente Bindestelle. Dabei wird die Bindung uber jeweils (VH und VL) drei variable
Domanen in den N-terminalen Enden vermittelt. Diese Enden werden als komplementaritat-
bestimmende Regionen (,complementary determining regions’/ CDRs) bezeichnet [106]
(Abbildung 4).

Schwere Ketten AK

Konventioneller AK Camelidae Elasmobranchiae

CDRs
X CDRs CDRs
X X

VL

leichte VyH

Kette
CH2
Fc schwere
CH3 Kette CH3

CH4

CH5

4 4 v

Iinker4>@. . nanobody .

Fab scFv V. H VNAR

Abbildung 4: Antikérper und Antikdrperfragmente. Schematische Darstellung von Immunglobulinen (Ig) und
Antikdrperfragmenten, die sich davon ableiten. Ein konventioneller IgG besteht aus zwei identischen schweren
Ketten und zwei identischen leichten Ketten, verbunden tber vier Disulfidbriicken. Die Antigenerkennung findet
Uiber je 3 komplementéare determinierende Doméanen (CDRs) einer variablen leichten und einer variablen schweren
Kette statt. Die schweren und leichten Ketten bestehen zusétzlich aus konstanten Doméanen (CH/CL). Der Fc-Teil
reprasentiert den Rezeptorerkennungsbereich des IgG. Uber dem Antikorper sind die Antikrperfragmente
illustriert. Fab-Fragmente reprasentieren einen vollstandigen Arm ohne Fc-Teil. scFvs setzen sich aus VL und VH,
die Uber einen flexiblen Peptidlinker verbunden sind, zusammen. In Camelidae und Elasmobranchiae kommen
neben den konventionellen 1gGs auch Antikdrper vor, die nur aus schweren Ketten bestehen. Darliber sind die
jeweiligen Einzeldoméanen Antikdrper (Nb) dargestellt. Das VHH-Fragment (auch: nanobody) aus dem Camelidae
basierten AKs und der VNAR aus den Elasmobranchiae basierten AKs bestehen nur aus dem N-terminalen
Endstiick des Antikdrpers, welches die CDRs enthélt. Modifiziert nach Quelle: [107]

Fab und scFvs sind die haufigsten auf konventionellen Antikdrpern basierten Bindemolekiile.
Fab-Fragmente bestehen aus der vollstandigen leichten Kette und der N-terminalen Sequenz
der schweren Kette (~50 KDa). Beim scFV werden nur die Endsticke der

Antikorpererkennungssequenzen von je einer leichten und einer schweren Kette tber eine
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flexible Peptidsequenz verbunden (~25 KDa) [108]. Im Gegensatz zu Fab-Fragmenten lassen
sich ausgewahlte scFvs intrazellular exprimieren. Dies liegt einerseits am Fehlen von
essentiellen Disulfidbricken, denn diese kdnnen im reduzierenden Milieu des Zytoplasmas
nicht gebildet werden und sind fir die Faltung der Fab- und scFv-Fragmente essentiell.
Andererseits wurde die Expression auch durch Verbesserung des strukturellen Aufbaus wie
dem Austausch hydrophober AS durch hydrophile AS ermdglicht. Ebenfalls konnte durch das
Erstellen von kombinatorischer Bibliotheken und durch die Entwicklung verbesserter
Selektionsmethoden die Verflgbarkeit anwendungsspezifischer Antikdrperfragmente erreicht

werden [109-112].

3.8. VHHs/VNARs

Dennoch haben sich durch die Entdeckung von nur aus schweren Ketten bestehenden
Antikérpern (heavy chain Antibody/ hcAb, aus Camelidae und Elasmobranchiae) neue
Mdglichkeiten zur Verwendung intrazellularer Bindemolekille aus Einzeldomanen Antikorper
(,single domain antibody/sdAb) ergeben [113-115]. Nbs werden aus den variablen
Antigenbindedomanen der hcAbs gewonnen, die die CDRs enthalten (~15 kDa).

Die Eigenschaften der Nbs, die sie interessant fir die Forschung, Diagnostik und Therapie
machen, sind zwischen den Formaten VHH und VNAR sehr ahnlich. Die Eigenschaften die
Nbs interessant als Bindemolkille machen, sind ihre geringe Gréfze, Umweltstabilitat und die
vergleichsweise einfache Herstellung in verschiedensten Wirtssystemen. Die weiteren

Eigenschaften werden im Folgenden erlautert.

Vergleichbar mit Antikérpern, wird die Erkennung des Antigens lber die CDRs vermittelt.
Diese bilden jedoch leicht nach auRen gestiilpte Schleifen (Abbildung 5). Im Besonderen die
CDR3s, diese bilden haufig lange, konvexe, fingerahnliche Polypeptidschlaufen und erkennen
meist Vertiefungen oder 3D-Strukturen ihres Antigens [116]. In vielen Nbs wird die CDR3
zusatzlich durch eine Disulfidbriicke zwischen Cysteinen im CDR3 und CDR1 oder FR2
stabilisiert [117] (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Nb Aufbau. Schematische Abbildung tGber Struktur und Aufbau eines Nbs. Das Gerust besteht aus
fassartig angeordneten 3-Faltblattern (A-G), die die vier Geruistsequenzen (FR1-4) reprasentieren. FR1 besteht aus
A und B, FR2 aus C und C, FR3 aus C*, D, E und F, sowie FR4 aus G. Folgende Zuordnung der Farben wurde
gewahlt: Hellblau= CDR1, grin= CDR2 und rot= CDR3. Haufig wird beschrieben, dass der lange, flexible CDR3
Uiber eine Disulfidbriicke (gelb) stabilisiert wird. Die Disulfidbriicke wird entweder mit der Geriistsequenz von FR2
(E und D) oder wie hier mit dem CDR1 ausgebildet. Quelle: [118].

Ebenfalls bestehen Nbs, wie die VH-Domane der konventionellen Antikorper, aus vier
konservierten Gerlistsequenzen, in die die drei variablen CDRs eingebettet sind. Diese
bestehen aus B-Faltblattern, die in einer ,barrel-férmigen Struktur angeordnet sind ([119]). Ein
weiterer Unterschied zwischen Nbs und der VH-Domane ist die hdhere Anzahl von hydrophilen
AS in den variablen Doménen. Die hydrophoben AS in FR2, die in VHs fiir die Ausbildung der
Interaktion durch hydrophobe Wechselwirkungen zwischen VH und VL wichtig sind, liegen in
VHHSs als hydrophile AS vor [119, 120]. Diese strukturellen Unterschiede sind der Grund fur
die positiven Eigenschaften und die Flexibilitat der Nbs im Einsatz fur Forschung, Diagnostik
und Therapie. Durch ihre geringe Grof3e, Solubilitat, hohe thermische und chemische
Stabilitat, sowie der einfachen Verwendung von Nb-Genfragmenten, ist die Selektion und
rekombinante Produktion einfach [121-125]. Durch Klonierung der Nb-Gensegmente aus einer
Nbs-Immunbibliothek in Phagen-Display-Vektoren kénnen Phagen-Bibliotheken generiert
werden. Die Selektion hochaffiner Binder findet im Anschlufd Giber das Phagen-Display, einer
Biopanning-Methode, statt. Nach der Selektion antigen-spezifischer Nb-Phagen kdnnen die
Nb-Gensegmente einfach aus dem Phagengenom extrahiert, in Vektoren flr
Produktionsstamme Kkloniert und effizient mit hoher Ausbeute in Escherichia coli,
Saccharomyces cervisae oder Pichia pastoris exprimiert werden [126-130]. Bakterien
garantieren hohe Konzentrationen an Nbs, wohingegen Hefen die Ausbildung von
Disulfidbriicken erleichtern und das Produkt in das Wachstumsmedium sekretieren kénnen.
Auch fur die Selektion sind alternative Methoden beschrieben. So werden auch das Hefe- oder
Ribosomen-Display zur Selektion eingesetzt [131, 132]. Eine weitere Eigenschaft von Nbs ist
ihre geringe Grol3e. Sie sind bisher die kleinsten beschriebenen rekombinanten Antikorper

(~14 KDa). Diese und die hydrophile Ladung der Nbs ermdglichten sogar die Uberwindung der
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Blut-Hirn-Schranke (,blood/brain barrier, BBB), die bisher als eine der am schwierigsten zu
Uberwindenden Barrieren fir Therapeutika darstellt. [133, 134]. Eine andere Arbeit erreichte
die Penetration der BBB mit Nbs, um Astrocyten in vivo anzufarben. Dies gelang uber die
Modifikation der AS-Sequenz des Nbs um den pl (Isoelektrischer Punkt) zu erhéhen. Der
positiv geladene Nb lagert sich vermutlich an die negativ geladene Membran an und
Uberwindet die Zellmembran durch endosomale Aufnahme [135]. Des Weiteren wurde
berichtet, dass Nbs auch gegeniiber extremen Umwelteinflissen stabil sind. Selbst bei hohen
Temperaturen, niedrigen oder hohen pH-Werten, Detergenzien und Proteasen zeigen sie eine
hohe Resistenz und behalten ihre Funktionalitdt bei [121-125]. Die hohe Loéslichkeit in
wassrigen Medien und die damit einhergehenden hervorragenden Eigenschaften zur
intrazellularen Expression wird dem hohen Anteil an hydrophilen AS zugeschrieben [136]. Die
fingeréhnliche Form der Schlaufe des CDR3, sowie die insgesamt konvexen Strukturen der
CDRs, erkennen bevorzugt dreidimensionale Epitope und Kavitaten [107, 116, 118, 137, 138].

Diese Eigenschaften machen Nbs interessant auch fir die biochemische Analyse und die
Beobachtung der Dynamik von komplexen Signalwegen wie dem kanonischen Wnt-
Signalweg. Die geringe Grole, Stabilitdt in reduzierenden Medien, sauren oder basischen
Umgebungen, sowie die Loslichkeit in wassrigen Medien, machen Nbs optimal fir den
intrazellularen Einsatz. In Kombination mit einem fluoreszierenden Protein kénnen sie dazu
verwendet werden endogene Zielstrukturen sichtbar zu machen [139]. Dartber hinaus besteht
die Moglichkeit Nbs zur gezielten Immunmodulation der Proteinfuktion in der lebenden Zelle
zu verwenden [140].

3.9. Zielsetzung der Arbeit

Die grofe Bedeutung von B-Catenin fiir eine Vielzahl von essentiellen Prozessen in
Homoostase und Zellentwicklung, sowie bei der Entstehung von diversen Erkrankungen
machen B-Catenin zu einem wichtigen Ziel fur die Forschung. Ziel dieser Arbeit war, das
Potential von Nbs als neue Forschungsreagenzien fiir Studien an $-Catenin zu untersuchen.
Dazu sollten Nbs mittels Phagen-Display aus einer Llama-Immunbibliothek-basierten Nb-
Phagen-Bibliothek selektiert und die Spezifitdt der Einzelklone mit einem Phagen-ELISA
nachgewiesen werden. Im Anschluss sollte dann die Charakterisierung der biochemischen
Eigenschaften stehen. Dazu fand die Messung von Sensitivitdt, Spezifitat, Affinitdt und
Doménen- und Epitopkartierung statt. Die intrazellulare Charakterisierung sollte Eigenschaften
wie Zytotoxizitat, Expression und Interferenz mit der Funktion des endogenen [(3-Catenins
untersuchen. Aufgrund der ermittelten Eigenschaften folgte dann der Einsatz in biochemischen
Methoden wie Immunprazipitationsexperimenten mit nachgeschaltener Analyse des
Interaktoms entweder mit der Immunblotmethode oder durch Massenspektrometrie und

Datenbankenabgleich. Ebenfalls sollte die Anwendung eines diagnostischen Assays fur
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multiplexe Analysen, sowie der Einsatz fur die Immunfluoreszenz im WB untersucht werden.
Im Anschlul? sollte anhand der intrazellular bestimmten Fahigkeiten der Einsatz in zellularen
Assays untersucht werden.
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4. Material & Methoden

4.1. Material

4.1.1. Chemikalien und Lésungen

Tabelle 2: Auflistung der verwendeten Chemikalien, Puffer und Lésungen

Chemikalien / Puffer/ Losungen

10x RIPA Puffer

10x T4 DNA-Ligase Reaktionspuffer

Isopropanol

2xX YT Medium (2xYT)

3,3',5,5-Tetramethylbenzidin (TMB)

5x Phusion HF- Puffer

6x DNA Loading Dye

Essigsaure, 99-100%

Aceton

Akrylamid-Bisakrylamid

Agarose

Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Ampicillin

Hersteller
ChromoTek, Martinsried, Deutschland

New England Biolabs GmbH, Frankfurt,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

New England Biolabs GmbH, Frankfurt,
Deutschland

Thermo Scientific GmbH, Schwerte,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
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Chemikalien / Puffer/ Losungen

ATTO dye (NHS Ester)

Blasticidin

f—Mercaptoethanol

BSA

CHIR 99021

Coomassie Brilliant Blue G250, R250

DAPI (4,6-diamiddino-2-phenylindole)

Di-Natriumhydrogenphsophat

DMEM, high glucose, with phenolred

DMEM/HAMs F12

DMSO 299 %

DNAse |

dNTP-Mix

EDTA

Estradiol

Ethanol, absolut

Hersteller
ATTO-TEC GmbH, Siegen, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Sigma-Aldrich  Chemie Gmbh, Minchen,
Deutschland

Tocris Bioscience, Bristol, UK

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,

Deutschland

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland

Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland

Life  Technologies GmbH, Darmstadt,

Deutschland

Life  Technologies GmbH, Darmstadt,

Deutschland

Sigma-Aldrich  Chemie Gmbh, Minchen,
Deutschland

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

New England Biolabs GmbH, Frankfurt,

Deutschland
AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich  Chemie Gmbh, Muinchen,

Deutschland

Sigma-Aldrich  Chemie GmbH, Mainchen,

Deutschland
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Chemikalien / Puffer/ Losungen

Ethanol, denatured

Ethidiumbromid-L&ésung (0,025 %)

Fotales Kalberserum

Formaldehyd (37%)

G418

GeneRuler 1 kb plus DNA Ladder

Glucose D (+)

Glycin

Hoechst 33342 Solution

Salzsaure 37%

Wasserstoffperoxid

Hygromycin

Hyperphage (M13K07ApllIl)

Imidazol

Hersteller

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Life  Technologies @ GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

Life  Technologies GmbH, Darmstadt,

Deutschland

Thermo Scientific GmbH, Schwerte,

Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Life  Technologies GmbH, Darmstadt,

Deutschland
AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich  Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Progen  Biotechnik GmbH, Heidelberg,

Deutschland

Sigma-Aldrich  Chemie GmbH, Minchen,

Deutschland
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Chemikalien / Puffer/ Losungen

Isopropyl-beta-D-thiogalaktopyranosid
(IPTG)

Kanamycin

L-glutamine

Lipofectamin 2000

Lithiumchlorid

Luria Broth (LB) Medium

Lysozym

Magnesiumchlorid

Methanol, min. 99 %

Midiprep System PureYield Plasmid

Milchpulver, Blotting Grade

NEB- Puffer 1-4, CutSmart

NHS-activated SepharoseTM 4 Fast Flow
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kit

NucleoSpin Plasmid Kit

NP-40

Hersteller

Diagonal GmbH, Munster, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland
Sigma-Aldrich  Chemie Gmbh, Miuinchen,
Deutschland
Life  Technologies @ GmbH, Darmstadt,
Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland
AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich  Chemie Gmbh, Minchen,

Deutschland

Carl Roth GmbH & Co.

Deutschland

KG, Karlsruhe,

Promega GmbH, Mannheim, Germny

Carl Roth GmbH & Co.
Deutschland

KG, Karlsruhe,

New England Biolabs GmbH,

Deutschland

Frankfurt,

GE Healthcare, Uppsala, Schweden
Macherey-Nagel, Diren, Deutschland
Macherey-Nagel, Diren, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co.

Deutschland

KG, Karlsruhe,
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Chemikalien / Puffer/ Losungen

PageRuler™ Prestained Protein Ladder

Plus

Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF)

Phosphate Buffered Saline (PBS), 1x

Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase

Pierce protein free blocking Puffer

Polyakrylamidmix 30%

Polyethyleneimin (PEI)

Ponceau S

Kaliumchlorid

Protease Inhibitor Mix M

Resazurin (alamarBlue®)

Restriktionsenzyme

RNase A (10 mg/ml)

Roti Phenol

Roti Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol

Hersteller

Fermentas GmbH, St.Leon-Rot, Deutschland

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg,

Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland
New England Biolabs GmbH, Frankfurt,
Deutschland
Thermo Scientific GmbH, Schwerte,

Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Sigma-Aldrich  Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland
Sigma-Aldrich  Chemie Gmbh, Minchen,
Deutschland
Sigma-Aldrich  Chemie Gmbh, Minchen,

Deutschland

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg,

Deutschland
AbD Serotec, Puchheim, Deutschland

New England Biolabs GmbH,

Deutschland

Frankfurt,

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland
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Chemikalien / Puffer/ Losungen

Rubidiumchlorid

Select Agar

Natriumbikarbonat

Natriumkarbonat

Natriumchlorid

Natrium-dodecyl-sulfate (SDS)

Schwefelsaure, 96 %

T4 Ligationskit

TEMED

Tris (Trisaminomethan)

Triton X-100

Trypsin/EDTA (1:250)

Tween 20

Hersteller

Carl Roth GmbH & Co. KG,

Deutschland

Karlsruhe,

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie Gmbh,
Deutschland

Sigma-Aldrich  Chemie Gmbh,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG,

Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG,

Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Deutschland

New England Biolabs GmbH,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co0.KG,

Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG,

Deutschland

Carl Roth GmbH & Co0.KG,
Deutschland

Steinheim,

Steinheim,

Karlsruhe,

Karlsruhe,

Karlsruhe,

Frankfurt,

Karlsruhe,

Karlsruhe,

Karlsruhe,

PAA Laboratories GmbH, Co6lbe, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co0.KG,

Deutschland

Karlsruhe,
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4.1.2. Gerate

Tabelle 3: Auflistung der verwendeten Gerate

Geratebezeichnung

AKTA FPLC system UPC 900
Autoklav VX-95

Biacore 2000

Cell Observer SD

CO2-Inkubator CB150

Elektrophorese-Kammer

Envision 2102 Multilabel Reader
FlexMap3D

GFL Wasserbad 1002

GFL Wasserbad 1083

INTAS UV Dokumentationssystem

Konfocales Laserscan

LSM510

Microskop

Lichtmikroskop TMS-F
Magnetruhrer RCTbasic
Mikroskop Axiovert 200M
Mikroskop Olympus CKX 41

Multipipete plus

Mupid One electrophoresis unit

Neubauerkammer

Hersteller

GE Healthcare, Uppsala, Schweden
Systec GmbH, Wettenberg, Deutschland
GE Healthcare, Uppsala, Schweden
Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland
Binder GmbH, Tuttlingen, Deutschland

Bio-Rad
Deutschland

Laboratories GmbH, Minchen,

Perkin Elmer, Rodgau, Deutschland
Luminex, Austin, Texas, USA
GFL, Burgwedel, Deutschland
GFL, Burgwedel, Deutschland

INTAS, Goettingen, Deutschland

Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland

Nikon, Duesseldorf, Deutschland
IKA-Werke GmbH, Staufen, Deutschland
Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland
Olympus, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

NIPPON Genetics EUROPE GmbH, Dueren,

Deutschland

Brand, Wertheim, Deutschland
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Geratebezeichnung

PCR device Primus 96 plus
PHERAstar Plattenlesegeréat
pH-Meter

Photometer

Pipet HandyStep

Pipetboy

Pipette, 8-Kanal, 0,5 pl - 10 pl

Pipetten 10 pl, 20 pl, 100 pl, 200 ul, 1000

pl

Platteninkubator

Power supply gel elektrophoresis MP-

300V

PowerPac Basic Power Supply

Schittelinkubator C25

Semi-Dry Transferzelle

Sonifier Sonopuls HD60/UW60

Spektrometer NanoDrop 2000

Sterilbank

Thermomixer comfort
Typhoon Trio Scanner
Uberkopfrotor

Vortex Genie 2

Hersteller

MWG Biotech AG, Ebersberg, Deutschland
BMG Labtech, Offenburg, Deutschland
Mettler-Toledo GmbH, Giessen, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Brand GmbH & Co KG, Wertheim, Deutschland
Integra BioSciences, Fernwald, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Brand GmbH & Co KG, Wertheim, Deutschland

Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland

Major Science, Saratoga, CA, USA

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,

Deutschland

New Brunswick Scientific, Nurtingen, Deutschland

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,

Deutschland
Bandelin, Berlin, Deutschland
Thermo Scientific, Schwerte, Deutschland

BDK GmbH,

Deutschland

Sonnenbihl-Genkingen,

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
GE Healthcare, Uppsala, Schweden
Bachofer, Reutlingen, Deutschland

Scientific Industries, Karlsruhe, Deutschland
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Waage AE160 Mettler-Toledo GmbH, Giessen, Deutschland
Waage BP 3100S Sartorius AG, Géttingen, Deutschland

Waage CPA225D-0CE Sartorius AG, Gottingen, Deutschland

Waage XS205 DualRange Mettler-Toledo GmbH, Giessen, Deutschland
Zentrifuge 5415R Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Zentrifuge 5424 Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Zentrifuge 5810R Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Zentrifuge Megafuge 1.0R Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland
Zentrifuge Universal 2S Hettich GmbH & Co KG, Tuttlingen, Deutschland

4.1.3. Verbrauchsmaterial

Tabelle 4: Auflistung der verwendeten Verbrauchsmaterialien

pClear 96-well Platte Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland
p-slide, 8-well, unbeschichted Ibidi GmbH, Martinsried, Deutschland
Thermo Scientific GmbH, Schwerte,

96 well assay block
Deutschland

Amersham Protran 0,45 pm
] GE Healthcare, Uppsala, Schweden
Nitrozellulose

Amicon® Ultra  Centrifugal  Filter ) )
Millipore S.A.S., Molsheim, Frankreich
Rohrchen

Assay Block, 96-well, 2 ml Schubert & Weiss, Minchen, Deutschland

) Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,
Blotting Paper Grad 703
Deutschland

CM5 Chip fur Biacore GE Healthcare, Uppsala, Schweden
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Verbrauchsmaterial
Entsalzungséaulchen PD-10
ZentrifugengefalRe (15 ml und 50 ml)
ZentrifugengefalRe (15 ml und 50 ml)
Filtropur S 0.2

Filtropur S 0.45

GFP-multiTrap, GFP-Trap, RFP-Trap
HisTrap™ FF column, 1 ml
Kryoréhrchen, 1,8 ml

Kulkturschale, 92 x 16 mm
Kulturschale, 145 x 20 mm

LoBind Rohrchen

Hersteller

GE Healthcare, Uppsala, Schweden

Sarstedt AG & Co., Numbrecht, Deutschland
Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland
Sarstedt AG & Co., Numbrecht, Deutschland
Sarstedt AG & Co., Numbrecht, Deutschland
ChromoTek GmbH, Martinsried, Deutschland
GE Healthcare, Uppsala, Schweden

Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland
Sarstedt AG & Co., Numbrecht, Deutschland
Greiner Bio-one, Frickenhausen, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Multiwell Platte: 6, 12, 24, 48, 96 well, _ _
teril Corning GmbH, Wiesbaden, Deutschland
steri

NHS-activated Sepharose 4 Fast Flow GE Healthcare, Uppsala, Schweden

Bio-Rad Laboratories

Deutschland

GmbH, Mduinchen,

Nitrozellulosemembran

PageRuler Plus Prestained Protein o
Ladd Thermo Scientific, Schwerte, Deutschland
adder

Parafilm Brand GmbH & Co. KG, Wertheim, Deutschland

PCR-Reaktionsréhrchen, 200 pl/500 pl Sarstedt AG & Co., Numbrecht, Deutschland
pH Indicatorstreifen, pH 0-14 Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Pipettenspitzen (10, 20, 200, 1000, 1250
) Starlab GmbH, Hamburg, Deutschland
9l

Protino® Ni-NTA Agarose Macherey-Nagel, Diren, Deutschland

Reaction tube 1,5 ml/ 2 ml (steril) Sarstedt AG & Co., Numbrecht, Deutschland
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Spritze (2, 5, 10, 20, 50 ml)

Spritzenfilter (0,22 uM, 0,45 uM)

Superdex 75 10/300 GL

Typhoon TRIO

UV Kuvetten

Zellkulturflaschen T-25, T-75, T-125
Zellkulturschalen, p100

Magplex—beads

4.1.4. Antikorper

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,

Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

GE Healthcare, Uppsala, Schweden

GE Healthcare, Uppsala, Schweden

Brand GmbH & co KG, Wertheim, Deutschland
Corning GmbH, Wiesbaden, Deutschland
Corning GmbH, Wiesbaden, Deutschland

Luminex, Austin, Texas, USA

Nachfolgende priméare Antikdrper wurden angewendet.

41.4.1. Primare AK

Tabelle 5: Auflistung der verwendeten Priméar-AK

anti-GFP 3H9 (Ratte, mAb)
anti-RFP 3F5 (Maus, mAb)
anti-GAPDH (Hase, pAb)
anti-His6 (Maus, mADb)

anti-TagRFP (Hase, mAb)

anti-vimentin clone V9 (Maus, mADb)

anti-M13 (Maus, mAb), HRP conjugate

ChromoTek, Miinchen, Deutschland
ChromoTek, Miinchen, Deutschland
Santa Cruz, Dallas, USA

GE Healthcare, Uppsala, Schweden
evrogen, Moscow, Russia

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Mlnchen,
Deutschland

GE Healthcare, Uppsala, Schweden
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_ ) BD-Biosciences, Heidelberg,
anti-p-Catenin, Klon 14 (Maus)
Deutschland

anti-active-B-Catenin (anti-ABC), Klon 8E7 Millipore S.A.S., Molsheim, Frankreich

anti-non-phospho-f-Catenin

Cell Signaling, Leiden, Niederlande
(Ser33/37/Thr41), Klon D13A1

anti-E-Cadherin, Klon 24E10 Cell Signaling, Leiden, Niederlande
anti-TCF4, Klon 6H5-3 Millipore S.A.S., Molsheim, Frankreich
anti-GSK3p, Klon 27C10 Cell Signaling, Leiden, Niederlande
anti-a-catenin, Klon 6D202 US Biologicals, Salem, MA, USA
anti- TCF1, Klon C46C7 Cell Signaling, Leiden, Niederlande
anti-Axinl, Klon C7B12 Cell Signaling, Leiden, Niederlande
IRDye 680CW/ 800CW LI-Core, Bad Homburg, Deutschland
4.1.4.2. Sekundare AK

Tabelle 6: Auflistung der Sekundar-AK

anti-Maus (Ziege) Alexa 488/546/647 Life Technologies GmbH, Darmstadt,
konjugiert Deutschland

anti-Hase (Ziege) Alexa 488/546/647 Life Technologies GmbH, Darmstadt,
konjugiert Deutschland

anti-Ratte (Ziege) Alexa 488/546/647 Life Technologies GmbH, Darmstadt,
konjugiert Deutschland
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4.1.5. Oligonukleotide

Die folgenden Oligonukleotide wurden von Metabion (Martinsried, Deutschland) hergestellt.

Tabelle 7: Auflistung der verwendeten Oligonukleotide

Oligos

VHH-I-fwd

VHH-1I-fwd

VHH-II-fwd

VHH-I-rev
VHH-II-rev
VHH-IlI-rev

GFP-BC5T(BC5T-5)-

for

GFP-BC5T(BC5T-5)-

rev

VIM-mCherry-fwd

rev-mcherry-Vim-
BC5T-Kpnl

Sequenz

5-GGG GAG ATC TCC GGC CAT GGC TCA GGT GCA GCT GGT
GGA GTC TGG-3

5-GGG GAG TTC TCC GGC CAT GGC TCA GGT GCA GCT GCA
GGA GTC TGG-3’

5-GGG GAG ATC TCC GGC CAT GGC TCA TGT GCA GCT GCA
GGA GTC TGG-3

5-GGG GGAAGC TTC TTG AGG AGA CGG TGA CCT GCA T-3’
5-GGG GGAAGC TTC TTG AGG AGA CGG TGA CCT GGG-3’

5-GGG GGAAGC TTC TGC TGG AGA CGG TGA CCT GGG T-3

5-GCA CCATGG ATG GTG AGC AAG GGC GAG G-3°

5-GAC GTC GAC TTATGC TGC CAG TGA CTA ACA GCC-3'

5-AAA AGC TTA GGT GGA GGA GGT TCT TCC ACC AGG TCC
GTGTC-3

5-AAG GTA CCC TAT TGC TGC CAG TGA CTA ACA GCC GCT
TTT CTG TCT GGT TCA AGG TCATCG TG-3'
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4.1.6. Vektoren
Diese Vektoren wurden als ‘backbones’ fur die Klonierung verwendet.

Tabelle 8: Auflistung der verwendeten Plasmid-Vektoren

pRSETB Addgene, Cambridge, USA
pGEX-6P-1 Addgene, Cambridge, USA
pEGFP-N1 Clontech, Mountain View, USA
pEGFP-C1 Clontech, Mountain View, USA
pHEN4 (Arbabi Ghahroudi et al., 1997)
pHENG6C (Conrath et al., 2001)

pmCherry-C1 bereitgestellt von Labor Heinrich Leonhardt, LMU Miinchen, Deutschland

4.1.7. DNA Konstrukte

Diese durch Klonierung hergestellten DNA-Konstrukte wurden in dieser Arbeit verwendet.

Tabelle 9: Auflistung der hergestellten und zur Verfligung gestellten DNA-Konstrukte

B-Catenin-GST pGEX6P-1
B-Catenin-Nt-GST pGEX6P-1
B-Catenin-Ct-GST pGEXG6P-1
B-Catenin-ARM-GST pGEX6P-1
His6-B-Catenin pRSETB

GFP-B-Catenin peGFP-C1
CB-Plasmide BC-1, -2, -6, -9 und -13 peGFP-C1

42



4.2. Methoden
4.2.1. Molekular-biologische Methoden
42.1.1. Restriktionsverdau von DNA

Beim Restriktionsverdau von DNA-Fragmenten, PCR-Amplifikaten und Plasmid-DNA wurden
Restriktionsenzyme von New England Biolabs verwendet. Die Anwendung der Enzyme

erfolgte nach Angaben des Herstellers.
4.2.1.2. Agarose-Gelelektrophorese von DNA-Fragmenten

Die Trennung der DNA erfolgte durch Agarose-Gelelektrophorese. Als Laufpuffer diente 1x
Tris-Acetat-Puffer. Je nach der zu erwartenden DNA-Basenlange wurden 0,5% (w/v), 1% (w/v)
oder 2 %-ige (w/v) Agarosegele eingesetzt. Die DNA wurde durch Zugabe von Ethidiumbromid
(0,025 pg/ml) unter UV-Bestrahlung sichtbar gemacht.

4.2.1.3. DNA Reinigung aus Agarosegelen

Zur Isolierung der DNA aus Agarosegelen diente das DNA-Extraktionskit NucleoSpin Extract

Kit. Die Isolierung und Reinigung erfolgte nach Herstellerangaben.

4.2.1.4. Ligation
Die Ligation von DNA Molektlen erfolgte tber Nacht (UN) bei 16 °C oder 4 h bei RT. Das
Endvolumen der Lésung betrug 10 pl mit 1x T4-Ligationspuffer (0,5 mM ATP) und enthielt 100

ng Vektor. Das molare Verhaltnis von Vektor zu Insert betrug 1:3.
4.2.1.5. Reinigung von Plasmid-DNA

Abh&ngig vom Volumen der Bakterienkulturen, wurden zwei verschiedene DNA Extraktionskits
verwendet: Das NucleoSpin® Plasmid Kit (1-10 ml Kultur) oder das Midiprep System PureYield
Plasmid® (50-200 ml). Die Durchfuihrung der Extraktion fand nach Herstellerangaben statt.

Die DNA-Konzentration wurde mittels Spektrometrie bestimmt.
4.2.1.6. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Fur die PCR zur Amplifikation von DNA Molekilen wurden 30 Zyklen gewahlt. PCR-Ansétze
enthielten die Template-DNA, zwei Oligonukleotid-Primer, Desoxynukleotid-triphosphate
(dNTPs)), magnesiumchlorid-haltige (MgCl,) Reaktionspuffer und die thermostabile Phusion-
Polymerase (siehe Tabelle 10). Ein exemplarisches PCR-Amplifikationsprogramm ist in

Tabelle 11 beschrieben.
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Tabelle 10: Exemplarischer PCR-Ansatz

Template 50 ng 50 ng

Vorwarts Primer (c= 10 pmol/ul) 1 ul 0.2 uM
Ruckwarts Primer (c= 10 pmol/ul) 1 pl 0.2 uM

5x Phusion-Puffer 10 pl 1x

dNTP-Mix (c= 10mM/Nukleotid) 1 pl 200 uM/Nukleotid
Phusion-Polymerase 1 pl 0.08 U/ul

ddH20 ad 50 pl

Tabelle 11: Exemplarisches PCR-Programm

Initiale Denaturierung 94°C 30s
Denaturierung 94°C 15s

Bindung 58°C 15s  25-30
Extension 72°C 20s

Finale Extension 72°C 7min 1

Kihlung 4°C 0



42.1.7. Transformation von chemisch-kompetenten Bakterien

Die Transformation erfolgte mit chemisch-kompetenten (CaCl,-Methode) JM110, TG1, XL1
Blue oder BL21 Bakterienzellen (E. coli). 50-100 ng Plasmid-DNA oder 10 pl Ligationsansatz
wurden mittels Hitzeschock bei 42 °C transformiert. Zu Beginn wurden die Bakterien auf Eis
inkubiert, dann fanden der Hitzeschock (30 sec) und die anschlielBende Inkubation mit SOC-
Medium (1 h bei 37 °C und 300 rpm) statt. Der Transformationsansatz wird nachfolgend auf
Selektionsagarplatten (Ampicillin und/oder Kanamycin) ausgestrichen und bei 37 °C UN

inkubiert.
4.2.1.8. Kultivierung von Bakterien

Die Kultivierung von Bakterien geschah entweder in LB- oder 2xYT-Medium (mit oder ohne
Zusatz von 2 % Glucose) bei 37 °C in einem Schiittelinkubator. Das Kulturmedium wurde mit
Antibiotikum (Ampicillin oder Kanamycin) versetzt. Die optische Dichte (OD) der Kulturen lief3

sich mittels UV-Spektrometer bestimmen.
4.2.2. Immunologische Methoden

Chromotek stellte die Phagen-Bibliothek mit einer Diversitat von 107 Klonen zur Selektion von
B-Catenin-spezifischen Nbs zur Verfligung. Die Immunbibliothek stammte aus Alpakas
(Vicugna pacos), die mit rekombinantem (3-Catenin immunisiert worden waren. Die Phagen-
Bibliothek wurde durch Klonierung von Nb-kodierenden DNA-Sequenzen in einem
Phagenvektor erstellt. Die Selektion der Nbs wurde Giber Phagen-Display und Phagen-ELISA
erreicht.

4.2.2.1. Vorbereitung der Phagen fliir das Phagen-Display

Zur Herstellung von Phagen wurden mit Nb-Phagemid transformierte TG1-Bakterien in 2xYT
Medium (Ampicillin und Glucose) inokuliert. Anschlie3end infizierte man die Zellen mit M13-
Hyperphagen (Progen). Nach einem Inkubationsschritt von 30 min bei 37 °C konnte die Kultur
durch Zentrifugation geerntet und erneut in 2xYT-Medium (100 pg/ml Ampicillin und 25 pg/ml
Kanamycin) resuspendiert werden. Danach wurde die Kultur GN im Schuttelinkubator (New
Brunswick) bei 37 °C inkubiert. Die Ernte der Phagen aus dem Kulturiiberstand erreichte man
durch Inkubation mit 20 % Polyethylenglykol 6000 (PEG6000) fur 1 h auf Eis und
anschlieender Zentrifugation (30 min, 4000 rpm, 4°C). AnschlieBend wurde das Phagen-

Pellet in 1XPBS resuspendiert.
4.2.2.2. Feststellung der Diversitat der VHH-Bibliothek

Um die Diversitat der Phagen-Bibliothek zu erfassen wird nach jedem Panning der Phagen-

Titer durch Zahlung der kolonienformenden Einheiten (cfu) bestimmt. Nach Ausstrich der
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infizierten TG1-Zellen auf Ampicillin-Selektionsagar fihrt dies zu einer Kolonie je infizierte

Zelle.
4.2.2.3. Festphasen Adsorptionspanning

Das Festphasenpanning fuhrte man mit rekombinantem GST-B-Catenin oder GST-
beschichteten Nunc-Immunotube Maxisorp Réhrchen durch. Die Blockierung freier Positionen
fand mit 5% Milchpulver (1xPBS) Uber 2 h bei RT statt. Das GST-beschichtete und geblockte
Roéhrchen wurde mit 1XPBS gewaschen und mit der Phagenlésung inkubiert (1 h, RT).
AnschlieRBend erfolgte die Verteilung der Phagenldsung auf das B-Catenin-beschichtete und
das unbeschichtete Immunréhrchen (90 min, RT). Danach wurde die Phagenlésung verworfen
und mit 1xPBS-Tween (10x) gewaschen. Die gebundenen Phagen eluierte man unter
basischen Bedingungen in 1,4 %-iger TEA-L6sung. Die Neutralisierung wurde mit 1M Tris,
pH7,5 durchgefihrt. Die Reinfektion von TG1-Zellen erfolgte mit dieser Phagenlésung. Nach

oben beschriebenem Prinzip wurden insgesamt drei Panning-Runden durchgefihrt.
42.2.4. Phagen-ELISA

Die Selektion einzelner Phagenklone erfolgte mit einem Phagen-ELISA. Hierzu wurden
einzelne Phagenklone in 96-Well, Deep-Well-Platten (Corning) kultiviert und prapariert. Eine
immunabsorbierende 96-Well-Platte (Thermo Fisher Scientific) wurden mit B-Catenin UN bei
4°C beschichtet und mit 5% Milchpulver 1xPBS (4 h, RT) geblockt. AnschlieRend wird die 96-
Well-Platte mit den praparierten Phagenlésungen inkubiert (2 h, RT). Danach erfolgten
Waschschritte mit 1xPBS-Tween und 1xPBS (je drei Mal). Gebundenen Phagen detektierte
man mit HRP-konjugiertem anti-M13 Antikérper (GE Healthcare).

4.2.3. Zellkulturmethoden
4.2.3.1. Kultivierung von Zelllinien

Die Zellkulturarbeiten fanden unter einer Sterilbank statt. HeLa-Kyoto, HEK293T-, HCT116-
und SW480-Saugerzelllinien wurden in DMEM+Glutamax, versetzt mit 10% FCS und 5 ml
Penicillin/Streptamycin, bei 37 °C, 5% CO, und einer Luftfeuchtigkeit von 95% Kkultiviert.
Spéatestens alle 2-3 Tage wurde der Medienwechsel durchgefihrt, subkonfluente Zellkulturen

alle 2 Tage mit Trypsin/EDTA passagiert.
4.2.3.2. Aussaat, Inhibitorbehandlung und Transfektion von Saugerzelllinien

Fur mikroskopische Assays und Luziferase-Reporter-Assays wurden die Zellen mit einer

Dichte von 50-70 % in pClear 96-Well-Platten ausgesat.

Zur Herstellung von Lysaten erfolgte die Aussaat der Zellen bei einer Konfluenz bis zu 70 %
in P-100-Zellkulturschalen.
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Die Behandlung mit GSK3pB-Inhibitoren LiCl (20 mM) oder CHIR99021 (10 uM) fand auf je
1x10% — 1x10” HEK293T-, HCT116-, SW480-Zellen fiir 24 h statt. Zur Kontrolle behandelte
man die Zellen mit 0,5 % DMSO oder H2Oq44. Anschlielend wurden sie in eiskaltem 1xPBS

gewaschen und geerntet. Die Lagerung der Zellpellets fand bei -20 °C oder -80 °C statt.

Die Transfektion fand 6 oder 24 h nach Aussaat statt. Hela-Kyoto-Zellen wurden mit PEI pH10,
HEK293T-Zellen mit PEI pH7 wund Zellen fir Luziferase-Reporter-Assays mit
Lipofectamine2000 transfiziert. Die pDNA (Plasmid-DNA) und das Transfektionsreagenz
(PEl/Lipofectamine/Lipofectamine2000) wurden jeweils in DMEM verdinnt und anschlie3end
gemischt. Nach einer 10minttigen Inkubation bei RT flgte man die Transfektionslésung den
Zellen tropfchenweise zu. Der Wechsel des Zellkulturmediums fand 6-12 h nach der
Transfektion statt.

In P100-Schalen (Greiner) ausgesate Zellen wurden mit 144 ul PEI und 24 pg pDNA
transfiziert. Fur die Transfektion in 96-Well-uClear wurde 0,1 pg pDNA und 16 pl PEI
(HEK293T pH7,0 oder HeLa pH10) oder 0,2 pl Lipofectamine2000 verwendet. Die
Transfektion mit Lipofectamine erfolgte nach Herstellerangaben.

4.2.3.3. Fixierung von Zellen

Saugerzellen wurden mit 4% Paraformaldehyd (PFA) fixiert (10-15 min). AnschlieRend wurden
die Zellen gewaschen (3x 1xPBS).

4.2.3.4. Metabolischer Zellvitalitats-Assay

24 und 48 h nach Transfektion der HeLa-Zellen mit den CB (BC1-, BC6-, BC9-CB) oder EGFP
kodierenden Plasmiden, wurden die Zellen fur eine Stunde im Zellkulturmedium inkubiert, das
Resazurin in einer Konzentration von 10 pg/ml enthielt. Ein PHERAstar ELISA-
Plattenlesegerat stand zum Auslesen der Fluoreszenz zur Verfiigung. Der Zellvitalitats-Assay
wurde von Dr. Roman Anton (AG Rothbauer, pharmazeutische Biochemie, Universitat
Tubingen am NMI Reutlingen) durchgefuhrt.

4.2.3.5. Luziferase-Reporter-Assay

Die transkriptionelle Aktivitat von B-Catenin wurde mittels eines TOPflash Luziferase-Reporter-
Assays gemessen [141]. TOPflash- (TOP) und FOPflash-Plasmid (FOP; Kontrolle) wurden von
Dr. Albert Braeuning zur Verfliigung gestellt [142]. 2x10* HEK293T-Zellen wurden mit 50 ng
Plasmid der TOP- oder FOP-Konstrukte und CMV-Renilla-Plasmid (pRen) in einem
stochiometrischen Verhéltnis von 7:1 (Top/Fop:pRen) transfiziert. Zum Transfektionsansatz
wird dann zusatzlich je 50 ng CB-Plasmid (BC1-CB, BC6-CB, BC9-CB) oder Kontrollplasmid

peGFP zugegeben und anschlieRend die Zellen transfiziert. 24 Stunden danach wurden die
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Zellen fur weitere 4 h oder 24 h mit 10 mM LiCl-haltigem Medium inkubiert. Im Anschluss

erfolgte die ‘Dual Glo’ Luziferase-Prozedur nach Angaben des Herstellers.
4.2.3.6. Mikroskopie

Die Zellen, die fluoreszierende Fusionsproteine (CBs, B-Catenin) exprimieren, wurden fixiert

und mit einem Binokularen Auflicht-Mikroskop aufgenommen.

4.2.4. Biochemische Methoden

4.2.4.1. Protein Expression in E. coli

Die Nbs wurden in E. coli XL1 Blue und GST-B-Catenin/B-Catenin-His6, sowie die B-Catenin-
Proteindomanen in BL21 unter der Kontrolle eines lac-Promoters exprimiert. Die Expression
induzierte man durch Zugabe von IPTG in das Kulturmedium. Eine UN-Impfkultur (200 ml LB-
Selektionsedium, 37 °C, 150 rpm Schuttelinkubator) des Expressionsstammes diente zur
Inokulation der Expressionskultur (2 | LB-Selektionsmedium). Die Bakterien wurden bis zu
einer ODeggo von 0,6-0,8 (37 °C, 150 rpm, Schikanekolben) kultiviert. Anschliel3end induzierte
man mit 0,5 mM IPTG. Die Expression der Proteine fand UGN (30 °C, 150 rpm) statt. Durch
Zentrifugation (5 min, 5000g, 4°C) konnten die Bakterien pelletiert werden. Das Pellet wurde
in 20 ml Binding-Puffer (nach Herstellerangaben siehe GSTrap/HisTrap-Protokoll [GE])

resuspendiert und eingefroren (-80 °C).

Die Lyse erfolgte enzymatisch mit 100 pg/ml Lysozym und durch Scherkrafte einer
Ultraschallbehandlung. Vor und nach einer Inkubation (1 h 30 min, 4 °C, Uberkopfrotor) wurde
beschallt (je 10 x 10 Pulse). Mit PMSF (5 mM) und Protease Inhibitormix B (1:100) inhibierte
man die Proteaseaktivitat. Unldsliche Zellreste wurden durch Zentrifugation (18.000 g, 4 °C fur
20 min) und Filtrierung (0,45 um PE-Spritzenfilter) des Uberstands entfernt.

4.2.4.2. Immobilisierte Metallionen-Affinitatschromatographie (IMAC) mit Ni?*-
NTA-Saulchen

Proteinreinigung von Hexa-His getaggten Proteinen erfolgte Gber IMAC. Das Bakterienlysat
wurde automatisiert Gber eine 1 ml FF HisTrap S&ule (1 ml/min) gegeben. Nach einem
Waschschritt (min. 5 Saulenvolumen Bindepuffer) wurde duch einen linearen Imidazol-
Gradienten (500mM) das gebundene Protein eluiert (HisTrap-Elutionspuffer, lineare

Steigerung von 0% bis 100%, 1 ml/min).
4.2.43. Affinitatschromatographie mit Glutathion-Saulchen

Die Reinigung von Glutathion-S-Transferase (GST) fusionierten Proteinen erfolgte mittels
Affinitatschromatographie. Das Bakterienlysat wurde automatisiert tiber eine 1 ml FF GSTrap

Saule (0,5 ml/min) gegeben. Nach einem Waschschritt (min. 5 Saulenvolumen Bindepuffer)
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wurde mit reduziertem Gluthation (50 mM) in einer zweistufigen Elution (GST-Elutionspuffer-
Elution 0%, 50%, 100%, 0,5 ml/min) gebundenes Protein eluiert.

4.2.4.4, Gelfiltration

Mittels Gelfiltration wurden die Proteine zuséatzlich von Verunreinigungen getrennt und
umgepuffert. Dazu wurde eine Superdex 75 Gelfiltrationssaule verwendet. Die Reinigung
verlief automatisiert (0,5 ml/min, 1xPBS). Zu Beginn wurde die Séaule mit einem
Saulenvolumen 1xPBS equilibriert und im Anschluss mit Proteinldsung (max. 2 ml) beladen.

Die Elution erfolgte durch 1,5 Saulenvolumen 1xPBS.

4.2.4.5. Kopplung von Nbs auf NHS-aktivierte Sepharose

Gereinigte Nbs wurden kovalent auf NHS-Sepharose nach Herstellerangaben gekoppelt.
4.2.4.6. Kopplung von Nbs mit Farbstoff NHS-Atto488

Gereinigte Nbs wurden kovalent mit NHS-Atto488 nach Herstellerangaben gekoppelt und
Uberschissiger Farbstoff mittels PD-10 Entsalzungssaulchen von der Proteinfraktion

abgetrennt.
42.47. SDS-PAGE, Western Blot und Coomassie Blue Farbung

Die Separierung der Proteine mittels SDS-PAGE erfolgte mit Polyakrylamid-Gelen laut Tabelle
12.

Tabelle 12: SDS-PAGE-Gel-Zusammensetzung

GEL KOMPONENTEN
— 8-15% (w/v) Acrylamid; 0.08-0.3% (w/v) Bisacrylamid; 375 mM Tris/HCI
pH8.8; 0.1% SDS, 0.05% (w/v) APS, 0.05% (v/v) TEMED
T 5% (w/v) Akrylamid; 0.033% (w/v) Bisakrylamid; 60 mM Tris/HCI| pH6.8;

0.1% SDS, 0.05% (w/v) APS, 0.1% (v/v) TEMED

Proteine wurden tUber SDS-Gele ihrer Gro3e nach aufgetrennt und mittels ,Semi-dry blotting*
auf Nitrozellulose transferiert (40 min bis 1 h 30 min, 25 mA/cm?). AnschlieBend erfolgte die
Ponceaufarbung (5 min). Die Inkubation der Membran mit antigen-spezifischen Antikdrpern
(AK) fand UGN (5 % Milchpulver [MP] 1xTBST, 4 °C) statt. Anschlielend nach einem
Waschschritt (3x 5 ml 1XTBST) erfolgte die Detektion mit spezies-spezifischem AK, gekoppelt
mit einem Fluoreszenzfarbstoff (5% MP 1xTBST, 1 h, RT). Zur Messung der
Fluoreszenzsignale stand der Typhoon Laserscanner zur Verfugung. Die Auswertung der

Signale geschah mit der Image Quant Software.
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Die Proteine im SDS-Gel wurden mittels InstantBlue (Expedeon, 15 min, RT) oder Coomassie-
Blue-Ldsung angefarbt (1 h, RT). Durch aufeinanderfolgende Inkubation mit Entfarber 1 und 2
(je 1 h) konnte entféarbt werden. InstantBlue wurde mit H.Oqq entfernt. Zur Dokumentation der
Farbung wurden Typhoon Laserscanner und Image Quant Software genutzt.

4.2.4.8. Immunfarbung

Die Immunfarbung von fixierten und pmCherry-Vimentin-BC2-tag oder eGFP-BC2-tag
transfizierten HelLa-Zellen fand durch BC2 gekoppelt mit Atto488 in puClear 96-Well-Platten
statt. Die Zellen wurden mit 0,1% Triton (gelost in 3% BSA 1xPBS, 20 min, RT) permeabilisiert.
Anschlieend erfolgte nach einem Waschschritt (1x 1xPBS) die Farbung mit BC2-Atto488 (UN,
4°C). Die Zellkernfarbung mit 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) (1 pug/ml 1xPBS, 1 min, RT)

fand nach einem weiteren Waschritt (2x 1xPBS) statt.
4.2.4.9. Immunprazipitation (IP) aus Séaugerzelllysaten

Die Homogenisierung der Zellpellets (HEK293T, HCT116, SW480) fand (200 pl Lysepuffer)
durch Pipettieren (auf Eis, 1 h alle 10 min) statt. Nach einem Zentrifugationsschritt (10 min, 4
°C, 18.000g) wurde der Uberstand verdinnt (1:2,5 Verdinnungspuffer). Die
Proteinkonzentrationsmessung erfolgte mit Coomasie Plus nach Herstellerangaben.
Konzentrationen wurden auf die gleiche Hohe eingestellt. 10 pl Lysat wurde mit
4xLammlipuffer (1:2) versetzt und als ‘Input’ deklariert. Die IP fand mit Nb-Agarose (50 pl) oder
5 ug Anti-B-Catenin Antikérpern (iiN, 4 °C, je 200ul Lysat, Uberkopfrotor) statt. Die Antikdrper
wurden mit 50 pl Protein-A/G-Beads préazipitiert. Als Negativkontrolle diente inaktivierte
Agarose oder GFP-Trap® Agarose. Anschlielend wurde die Agarose pelletiert (2 min, 2500
g, 4 °C) und der Uberstand, bis auf 2% (Durchfluss/‘Flowthrough‘, 1:2 verdunnt mit
AxLammlipuffer) verworfen. Auf einen Waschschritt (3x 1xPBS) folgte die Elution mit
2xLammlipuffer (,Bound’) in einem frischen Gefal3. Die Denaturierung der Proben erfolgte bei
95 °C (10 min). Uber SDS-PAGE wurden die Proteine getrennt, auf eine Membran geblottet

und mit spezifischen Antikdrpern Gber Immunfluoreszenz detektiert.
4.2.4.10. Ko-Immunprazipitation

Die Ko-Immunprezipitation von -Catenin-Interaktionskomplexen wurde wie bei 4.2.4.9
beschrieben durchgefiihrt. Die Ko-IP erfolgte nur mit den Nbs BC1, -2 und -13. Als
Negativkontrolle diente inaktivierte Agarose. Die membran-fixierten Proteine wurden mit
protein-spezifischen AK inkubiert. Die Detektion wurde mittels spezies-spezifischer Antikorper
durchgefuhrt. Fur die Messung der Fluoreszenzsignale stand der Typhoon FLA 7000 zur

Verfigung und die Aufnahmen wurden mit ImageQuant TL 8.1 bearbeitet.
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4.2.4.11. Intrazellulare Expression und Ko-Immunprazipitation von

‘Chromobodies’

Die Untersuchung der intrazellularen CB-Expression und Ko-Immunprézipitation (Ko-IP)
erfolgte mit Lysaten aus transient mit CB-Plasmid transfizierten HEK293T-Zellen (mit oder
ohne CHIR99021-Behandlung). Die Lyse, Proteinkonzentrationsmessungen, SDS-PAGE und
WB fanden wie in 4.2.4.9 beschrieben statt. Die SDS-PAGE wurde mit Proben gleicher
Proteinkonzentrationen und Volumen aller CB-Lysate durchgefihrt (1:2 verdinnt, 4x

Lammlipuffer).

Die intrazellulare Ko-IP der CB/Proteinkomplexe erfolgte mit GFP-Trap®-Agarose. Als
Negativkontrolle diente Lysat aus eGFP-Plasmid transfizierten HEK293T-Zellen.

Als weitere Kontrolle wurde GAPDH mit einem anti-GAPDH Antikdrper detektiert. Die
Expression des Chromobodies (CBs) ermittelte man durch Immunfarbung mit einem GFP-

spezifischen AK. Die Detektion fand wie in 4.2.4.9 beschrieben statt.
4.2.4.12. Oberflachen Plasmonenresonanz (SPR)

Die Affinitatsmessungen der Nbs wurde mit der Oberflachen Plasmonenresonanz-
Spektroskopie an einem Biacore 3000 Instrument durchgefuhrt. Der Kopplungsvorgang von
rek. B-Catenin-His6 auf CM5-Chips erfolgte durch Amino-Kopplung nach Herstellerangaben.
Die erreichten Kopplungslevel lagen zwischen 1200 und 3000 RU (Response Units). Die
Hintergrundsignale wurden durch eine inaktivierte Flul3zelle von den Kinetiken subtrahiert. Die
Messung der Nb-Kinetiken erfolgte mit Verdinnungsreihen zwischen 1 nM und 1 pM als
Duplikate und einer Konzentration als Triplikat. Es wurde die Assoziation (30 pl/min, 3 min)
und die Dissoziation (60 ul/min, 5 min) bei 25 °C Lauftemperatur gemessen. Der Lauf von
BC13 erfolgte durch Zusatz von 3 mM EDTA zum Laufpuffer. Nach jedem Lauf fand eine
Regeneration durch zwei Injektionen Regenerationslésung statt (je 15 pl, 60 pl/min). Die
Regeneration von BC1 wurde mit 10 mM Glycin pH 2, BC2 mit 100 mM H3;PO,4, BC6 und BC9
mit 10 mM Glycin pH 2,5 und fir BC13 mit 3 M MgCl; erreicht.

Die Affinitat von BC2 zum BC2-Epitop erfolgte durch Immobilisierung von GFP-BC2-tag auf
einen mit GBP® (GFP-Binding Protein) nach Herstellerangaben gekoppelten CM5-Chip.
Anschlieend fand die Immobilisierung von GFP (Negativkontrolle) oder GFP-BC2-tag (500
RU) statt. Es wurde die Assoziation (50 pl/min, 2,25 min) und Dissoziation gemessen (50

pl/min, 10 min). Die Regeneration erfolgte mit 10 mM Glycin pH2,0 (23 pul, 30 pl/min).

Zur Auswertung der Daten stand die Software Bia evaluation 4.1 unter Nutzung des 1:1
Langmuir Bindemodell zur Verfiigung. Fur die Auswertung der Epitopkinetik nutzte man das

1:1 Langmuir Modell unter Berilicksichtigung des Massentransports.
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4.2.4.13. Mikrospharen-basierte Sandwich-Immunoassays

Die Domanenkartierung der Nbs erfolgte durch einen multiplexen Mikrospharen Immunarray.
Dazu wurden die Nbs mit einem nach Poetz et al modifizierten Protokoll kovalent auf
MagPlex® Mikrospharen immobilisiert [143]. Die immobilisierten Nbs wurden mit Domanen
oder dem vollstandigen Protein von p-Catenin, N-Terminus (AS 1-119), Armadillo Doméane AS
(120-683) und C-Terminus (AS 683-781) inkubiert. Die Konzentrationen der Verdiinnungsreihe
lagen zwischen 0,25 pg/ml und 2 pg/ml. GST wurde als Negativkontrolle eingesetzt.
Gebundenes Protein detektierte man mit doméanen-/antigen-spezifischen AK. Die Detektion
der AK erfolgte mit Phycoerythrin (PE) gekoppelten, spezies-spezifischen Antikdrpern. Zur
Messung der Mikrosphéaren-Arrays stand eine FlexMap3D zur Verfligung. Die Auswertung der
Daten erfolgte mit Excel.

Zur Charakterisierung der Nbs als B-Catenin-Detektoren wurde eine Konjugation mit sulfo-
NHS-LC-Biotin, sulfo-NHS-LC-LC-Biotin und sulfo-NHS-PEG4000-Biotin nach
Herstellerangaben durchgefuhrt. Mikrospharen immobilisierte Nbs (siehe oben) wurden mit
rek. B-Catenin-His6 (1 pg/ml und 0,1 pg/ml) inkubiert. Ein polyklonaler AK, spezifisch fur 3-
Catenin, diente als Positivkontrolle fur die Féanger. Ein fur B-Catenin nicht spezifischer Nb
wurde als Negativkontrolle verwendet. BSA (1 pg/ml und 0,1 pug/ml) diente als Negativkontrolle
fur Proteinldsungen. Die Detektion von gebundenem 3-Catenin erfolgte mit Biotin-konjugierten
Nbs (1pg/ml) und anti-B-Catenin Antikdrper Klon 14. Die Detektion von gebundenem Nb (Biotin
gekoppelt) fand durch den Nachweis mit Streptavidin-PE statt.

Die Detektion von endogenem 3-Catenin aus Zelllysaten (HEK293T, HCT116 und SW480, mit
oder ohne LiCl (20 mM)) wurde identisch durchgefiihrt. Als Positivkontrollen wurden die AK
Anti-Phospho-f-Catenin Ser37/41/Thr45 und Anti-nonphospho-p-Catenin Ser37/41/thr45 als

Fanger verwendet.
4.2.4.14. Epitopkartierung

Zur Kartierung des Epitops fur BC1 und BC2 wurden die beiden Nbs mit sulfo-NHS-biotin nach
Herstellerangaben biotinyliert und zur Detektion (1 pg/ml) eingesetzt. Die Detektion von
gebundenen Nbs fand mit Streptavidin-PE (2,5 pg/ml) statt. Sowohl die Nbs als auch
Streptavidin-PE wurden in 1xRochepuffer (0,05% Tween20, 0,05% Natriumazid) auf die
Arbeitskonzentrationen verdinnt. Die Messung und Auswertung der Signale wurde wie in
4.2.4.13 beschrieben durchgefihrt.
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5. Ergebnisse

Aktuelle biochemische und zellbiologische Methoden zur Untersuchung von B-Catenin
implementieren haufig AK und/oder Fusionsproteine. Allerdings wie in der Einleitung erwéahnt
besitzen diese Techniken Schwachstellen, die ihren Einsatz begrenzen. AK kbnnen als ganzes
kaum intrazellular exprimiert werden und kénnen somit keine dynamischen Prozesse abbilden.
Des Weiteren benotigen AK in einigen Féllen extensive Epitope, was dazu fuhren kann, dass
der AK mit Interaktionsproteinen kompetitiert [92-94]. Intrazellular exprimierte Fusionsproteine
hingegen fiihren zu einer Uberexpression von B-Catenin, was sich direkt auf den sensiblen
Wnt/ B-Catenin-Signalweg auswirkt und diesen aktiviert. Eine Beobachtung der normalen
zellularen Dynamik oder von Interaktionskomplexen ist somit nicht oder schwer mdglich [64,
98]. Deshalb ist eine ungestérte Beobachtung der Dynamik oder der Zusammensetzung des
Interaktoms mit Fusionsproteinen von 3-Catenin nicht méglich. Darum kénnen AK-Fragmente
in diesem sensiblen Bereich eine Bruickentechnologie mit  vielfaltigen
Anwendungsmadglichkeiten bieten. Deshalb fand in dieser Arbeit die Selektion von -Catenin-
spezifischen Nbs aus einer Phagenimmunbibliothek statt, um B-Catenin-spezifische Nbs fur
biochemische und zellbiologische Anwendungsmethoden zu charakterisieren. Die Nbs
besitzen die Eigenschaften hoher Umweltstabilitét, Loslichkeit und kdnnen meist unkompliziert
in verschiedensten Expressionssystemen hergestellt werden [91, 107].

5.1. Selektion von Nbs, die sich in der DNA der CDRs signifikant unterscheiden

Zur Erstellung der in dieser verwendeten VHH-Gen-Bibliothek wurden zwei Alpakas (Vicugna
pacos) mit rekombinantem [(-Catenin (-Catenin-Hiss) immunisiert. Sechs Wochen nach
Immunisierung wurden aus einer Blutprobe von ca. 100 ml die Lymphozyten isoliert und die
MRNA extrahiert. Nach der Synthese von cDNA diente diese als Vorlage zur Amplifikation der
VHH-kodierenden Bereiche die in drei aufeinanderfolgenden PCR Reaktionen erfolgte. Das
PCR Produkt wurde enzymatisch verdaut und mit einem pHEN4-Vektor (Phagemid) ligiert.
Durch die Transformation in E. coli TG1-Zellen wurde die Nb-Phagen-Bibliothek hergestellt.
Die Immunisierung, Erstellung der Nb-Phagen-Bibliothek und die teilweise Selektion von Nbs-
Sequenzen (im Folgenden BC1, BC2, BC3, BC4, BC5 genannt) fiuhrten das Tier- und
Versuchsgut der LMU Minchen und die Firma Chromotek durch. Zur Identifizierung weiterer
B-Catenin-spezifischer Nanobodies wurde im Rahmen dieser Arbeit auf Basis der
vorliegenden Nb-Phagen-Bibliothek ein dreiphasiges Bio-Panning (Phage-Display) mit
rekombinantem (-Catenin durchgefihrt. Nach erfolgter Anreicherung wurde die B-Catenin-

Spezifitat der selektierten Nb-Phagen mittels eines Phagen-ELISAs verfiziert (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Darstellung der Abfolge der Entwicklung von Nbs. 1. Zu Beginn der Selektion von Nbs werden Llamas
(Camelidae) subkutan mit dem rekombinanten Antigen 3-Catenin injiziert. Das immunisierte Tier entwickelt eine
Immunantwort gegen das Antigen und es reichern sich B-Zellen an, die spezifisch fur B-Catenin Antikérper
produzieren. 2. Aus den B-Zellen werden die Sequenzen fiur die VHHs isoliert und in Phage-Display-Vektoren
kloniert. Die Phagen werden anschlieend bakteriell exprimiert. Jeder Phage besitzt sowohl den Genotyp als auch
den Phanotyp und prasentiert auf dem Hullprotein plll den Nb (VHH). Durch Prasentation des immobilisierten
Antigens binden antigenspezifische Phagen und konnen eluiert werden. 3. Die einzelnen isolierten Phagenklone
kdnnen dann uber einen Phagen-ELISA detektiert werden. 4. Die isolierte Nb Information aus ELISA-positiven
Phagenklonen kann dann extrahiert und in geeignete Expressionsvektoren kloniert werden. Die Expression der
Nbs findet in geeigneten E. coli Stammen statt. Die Coomassie-Farbung (4.) zeigt 14 unique, rekombinant
gereinigte Nbs, die Uber Phagen-Display und Phagen-ELISA spezifisch fur B-Catenin isoliert wurden.

Die DNA der positiven Einzelklone konnten dann isoliert und die Varianz innerhalb der Klone
untersucht werden. Dazu wurde ein Sequenzabgleich der Einzelklone durchgefiihrt und
ausschlie3lich Klone weiterverwendet, die sich in ihrer Sequenz unterschieden. Nach diesem
Sequenzabgleich wurden 14 Klone, die speziell in den CDRs unterschiedliche Sequenzen
aufwiesen, isoliert (Abbildung 7 CDR3s). Zur rekombinanten Proteinproduktion wurden die
entsprechenden VHH-Genabschnitte in Expressionsvektoren fir bakterielle Wirtssysteme
Uberfihrt und produziert. Im Anschluss wurden die Nbs dber eine immobilisierte

Metallaffinitaitschromatographie (IMAC), vermittelt durch den C-terminalen Histidin (His6) -Tag,
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gefolgt von einer Gelfiltration gereinigt. Damit konnten monoklonale Reagenzien fur die

biochemische Charakterisierung hergestellt werden (Abbildung 6).

FR3 CDR 3 FR4
BC1 .YYCNA LSG--LPPYA---——-— TTYW GQGTQVTVSS
BC2 .YYCAE ARG----- CKR-GRYEYDFW GQGTQVTVSS
BC3 .YYCNA RGRYYSGGQ----VQRFDYW GQGIQVTVSS
BC4 .YYCAA DPSPLQHVCHT-ARSEYTSW GQGTQVTVSS
BC5 ...YYCNA RRVGFRGKIR------ ENYW GQGTQVTVSS
BC6 .YYCNA IDSDYG--—--—————— DDYW GQGTQVTVSS
BC7 ...YYCNT VRSEAAPGGYTWVPTQSHSW GQGTQVTVSS
BCS8 .YYCHV DRALEWGVYG--SEWHYDYW GQGTQVTVSS
BC9 .YYCTA VNSDPWGN-----—- EHDYR GQGTQVTVSS
BC10 .YYCYL EHRYWGTAP----—-- RDYW GQGTQVTVSS
BCll ...YYCNA GIGTIKEGRLY----TNDYW GQGTQVTVSS
BC12 .YYCNV GIGTIKEGRLY----TNDYW GQGTQVTVSS
BC1l3 ...YYCNA R-——-—- RYS—————— RSDW GQGTQVTVSS
BC14 .YYCQR GDPSRRDWAWS-—————- RW GQGTQVTVSS

H* Ea i

Abbildung 7: Exemplarischer Aminosaurensequenzvergleich der variablen Doméane CDR3 der 14 Nb Klone. Der
Sequenzvergleich der Einzelklone zeigt, dass 14 verschiedene Nb-Klone isoliert worden waren.

5.2. Auswahl spezifischer Nbs durch Immunprézipitation von rekombinantem f-
Catenin

Die bisherigen Selektionen der Nbs fanden im Kontext mit dem Phagenhiillprotein plll statt.
Diese Fusion kann den Zusammenbau zu einem funktionellen Phagen beeinflussen und/oder
Auswirkungen auf das Bindungsverhalten der Nbs haben [144]. Die Trennung der Nbs vom
Hullprotein durch Klonierung der VHH-Sequenz in neue Vektoren kdnnte die Spezifitat des
Nbs beeintrachtigen. Um zu testen ob die Nbs in Abwesenheit des plll-Proteins ihr Antigen
binden, wurden die rekombinant gereinigten Nbs kovalent auf N-succinimidyl-Ester-aktivierte
(NHS)-Agarose immobilisiert und in einem Interaktionsassay mit rekombinantem B-Catenin
getestet. Die Bindung an das Antigen wurde mittels SDS-Page untersucht (Abbildung 8). Die
Ergebnisse zeigen, dass alle isolierten Nb-Einzelklone rekombinantes GST-B-Catenin

prazipitierten (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Immunblot des préazipitierten rekombinanten GST-B-Catenins mit angezeigten Nbs. Die Detektion von
B-Catenin fand mit einem B-Catenin-spezifischen Antikdrper statt.

5.3.  Eliminierung von Nbs mit geringer Sensitivitat oder Spezifitat

In den Bindungsstudien konnte die Bindung der Nbs an ihr rekombinantes Antigen gezeigt
werden. Um im nachsten Schritt die Nbs mit den héchsten Bindekapazitdten auszuwahlen,
wurde eine Vergleichsstudie durchgefiihrt. Diese wurde mit Hilfe eines multiplexen und
mikrospharenbasierten ELISAs gemessen. Die 14 Nbs wurden auf Mikrospharen immobilisiert
und das GFP bindende Protein (GBP) als Negativkontrolle verwendet. Im Anschluss fand die
zeitgleiche Inkubation der Nbs mit rek. GST-B-Catenin (1 pg/ml) statt. Das tber die Nbs an die
Mikrospharen gebundene B-Catenin wurde mit einem antigenspezifischen AK nachgewiesen
und quantifiziert (Abbildung 9). Die Auswertung des Experiments zeigt deutliche Unterschiede
in den Bindungskapazitaten der 14 Nbs. Es konnten 5 Klone identifiziert werden, die B-Catenin
Uberdurchschnittlich gut im Mikrosphéren-Array préazipitierten. Als Auswahlkriterium von
effektiven Einzelklonen diente ein mindestens flnfzigfacher relativer Signalwert Uber der
Negativkontrolle. Dieser Schwellenwert wurde von BC1 mit ca. 300 AU, BC-2 mit ca. 200 AU,
BC-6 und BC-9 mit ca. 150 AU sowie BC-13 mit ca. 60 AU uberrschritten (Abbildung 9).
Weitere Tests zur Charakterisierung wurden ausschlie3lich mit den Nb-Klonen Beta Cateninl
(BC1), BC2, BC6, BC9 und BC13 durchgefiihrt.
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Abbildung 9: Mikrosphéren-Array zum Nachweis der spezifischen B-Catenin-Bindung. Mikrosphéaren mit
immobilisierten Nbs (BC1-14) wurden genutzt, um GST-B-Catenin (1pg/ml) zu binden. Gebundenes B-Catenin
wurde Uber einen B-Catenin-spezifischen Antikorper detektiert. Ein unspezifischer Nb wurde als Negativkontrolle
verwendet. Gemessen wurde die Fluoreszenz des spezies-spezifischen sekundaren AK konjugiert mit PE. Das
Signal des Kontroll-Nb (KTR) wurde auf 1 gesetzt. Gezeigt sind die Mittelwerte aus drei unabhéngigen Replikaten
+ Standardabweichung. Die héchsten 5 Signale sind in dunkelgrau hervorgehoben.

5.4. Messung der Kp der Nbs zur Evaluierung der Affinitat

Zur weiteren biochemischen Charakterisierung wurde die Affinitat der 5 Nbs zu
rekombinantem B-Catenin gemessen. Aus diesem Grund wurde von allen selektierten Nbs
(BC1, -2, -6, -9 und -13) die Affinitdit (Kp) gemessen. Dazu verwendete man die
Oberflachenplasmonresonanz (SRP)-Methode zur Messung der Affinitat. Es wurde
rekombinantes B-Catenin (Hise) auf die Oberflache eines CM5-Chips (GE Healthcare)
(Abbildung 10, B) aufgebracht. Die Assoziations und Dissoziationsraten der an B-Catenin
bindenden Nbs, zur Ermittlung der Kp, erfolgten im Anschluss. Dazu wurde B-Catenin jeweils
funf verschiedenen molaren Konzentrationen der Nbs ausgesetzt (Abbildung 10, B). Durch die

gemessenen Kinetiken konnte die Affinitat der Nbs bestimmt werden (Abbildung 10, C).
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Nb Kp [nM] Kon[1/5] Ko [1/5]

BC1 ~35nM  52x108(-3.3x10%  1.8x102(-0.9x10%)

BC2 ~1.9nM 1.8 x 109 (- 7.2 x108) 1.6 x 103 (-5.4 x10)

BCé6 >10 uM n.d. n.d.

BC9 <7 uM 3.3x105(-1.7x10%  2.3x103(-1.2x10%)

BC13 ~44 nM 3.3x108(-6.2x108)  1.5x102 (-5.7 x10%)

Abbildung 10: Nb Kinetik am Beispiel von BC2. A) Die Kinetik der Nbs (sdAbs) wurde mittels SPR ermittelt BC2
wurde mit den hier beschriebenen Nb-Konzentrationen durchgefiihrt. Die Kon ist der Anstieg an Resonanzeinheiten
(RU) Uber die Zeit (Assoziation) und zeigt die Bindung des Nbs an sein, auf einem CM5-Chip, immobilisiertes
Antigen (siehe Zeichnung B). Im Anschluss wird die Kost durch die Dissoziation des Nb gemessen. Aus den Kon/Koft-
Werten (Ka/Kg-Werte) ermittelt man die Affinitat (Kp). Die gemessenen Kp-, sowie die Kon- und Koi-Werte der Nbs
sind in der Tabelle (C) mit dem Standardfehler aufgefiihrt. Jede SPR-Messung der Nbs wurde mit finf
Konzentrationen des Nbs durchgefuhrt.

BC1 erreichte eine Kp von ca. 3,5 nM, BC2 von 1,9 und BC13 44 nM. Fir BC6 und -9 konnten
keine exakten Angaben gemacht werden. Die Kinetiken (nicht gezeigt) zeigten ausschlief3lich

Massentransportsignale.
5.5.  Nachweis der Sensitivitatsgrenzen der Nbs fur B-Catenin

Fur den Einsatz der Nbs in diagnostischen Verfahren ist eine hohe sensitive und damit niedrige
Nachweisgrenze fur B-Catenin in biologischen Proben wichtig. In Zellextrakten sind selbst bei
hoher Konzentration der Proteinlésung im Wnt/aus-Zustand nur B-Catenin-Mengen in der
GroRRenordnung von Nanogramm (ng) zu finden [145, 146]. Um die Nachweisgrenze zu
ermitteln, wurden die NBs auf MagPlex®-Microsphdren (Luminex) immobilisiert und mit
Verdinnungsreihen von B-Catenin (1pug/ml-0,25 ng/ml) inkubiert. Im Anschluss wurde das
gebundene Protein durch einen B-Catenin-spezifischen AK in Kombination mit einem
fluorezenzgekoppelten Sekundarantikdrper detektiert (Abbildung 11). Als Negativkontrolle
diente GBP. Bei der hdchsten Verdinnung (~0,25 ng/ml) zeigte ausschlief3lich BC9 ein Signal
Uber dem der Negativkontrolle. BC1, BC2 und BC6 erreichten ihre Nachweisgrenze bei ~1
ng/ml. BC13 zeigte bei einer Konzentration von ~4 ng/ml noch ein Signal fir gebundenes (-

Catenin, welches tber dem Signal der Negativkontrolle lag.
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Abbildung 11: Mikrospharen-basierter Immunarray zur Messung der Nb-Sensitivitat fur rekombinantes GST-B-
Catenin. Die Graphen bilden die Signale des von Nbs gebundenen B-Catenins bei ansteigender Konzentration ab.
Die Messung wurde mit an Mikrospharen immobilisierten Nbs durchgefuhrt. Die Mikrosphéaren wurden mit
ansteigenden Konzentrationen (ca. 0,25 ng/ml -1 pg/ml) von B-Catenin inkubiert und das gebundene Protein mit
einem B-Catenin-spezifischen AK nachgewiesen. Die Datenpunkte der Graphen reprasentieren den Mittelwert von
je drei unabhéngigen Messungen und die vertikalen Striche Uber und unter den Datenpunkten représentieren die
Standardabweichung.
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5.6. Domanenkartierung: Einteilung Nbs nach der adressierten B-Catenin-Doméne

Die Funktion des B-Catenins innerhalb der Zelle wird durch seine komplexe Struktur definiert.
So besteht p-Catenin aus drei strukturell verschiedenen Doméanen. 1. Der N-terminalen
Doméne (N-Terminus; AS1-141), welche das SSTS-Motiv enthalt und so die Stabilitat von 3-
Catenin steuert. 2. Der ARM-Domaéne (Armadillo; AS 142-664), die durch ihre positiv geladene
Superhelix, bestehend aus den 12 ARM-Repeats, die wichtigste Bindedoméne flr
Interaktionsproteine ist. 3. Der C-Terminus (AS 665-781), in dem auch die C-Helix liegt, der
zur Interaktion mit dem Zytoskelett beitragt und die Aktivitdt von B-Catenin mitbestimmt
(Abbildung 1) [24, 147, 148]. Jede dieser Regionen ist essentiell fir die korrekte Funktion von
B-Catenin. Darum ist es wichtig fur die weitere Untersuchung der Nbs zu wissen, in welcher
Region von B-Catenin ihr Bindungsepitop liegt. Um diese Frage zu beantworten wurde ein
Screen mit den genannten Doméanen von [B-Catenin durchgefiihrt. Hierzu wurden diese als
GST-Fusionen in Bakterien produziert und gereinigt. Fir die Bindungsanalysen wurde ein
multiplexer Immunassay durchgefiihrt bei dem die Nbs wie beschrieben auf farbkodierte
Mikrospharen immobilisiert und gleichzeitig mit den gereinigten Doméanen von (3-Catenin, N-
Terminus (AS 1-119), Armadillo (AS 120-683) und C-Terminus (AS 684-781), inkubiert
wurden. Der Bindungsnachweis fand mit domanen-spezifischen AKs statt. Das Ergebnis
dieses Experiment zeigte, dass die Epitope von BC1 und BC2 ausschlieB3lich im N-Terminus,
BC6 und -9 in der ARM und BC13 im C-Terminus (Abbildung 12) liegen. Eine leichte

Kreuzreaktivitat mit anderen Domanen (NTD) konnte fur BC6 und -9 beobachtet werden.
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Abbildung 12: -Catenin-Doméanenkartierung der Nbs mittels mikrosphéarenbasierter Imnmunarrays. Die angezeigten
Nbs wurden auf Mikrospharen immoblisiert und mit 2 pg/ml Proteinlésung der rek. Doménen (N-Terminus,
Armadillodoméne [Armadillo] und C-Terminus) und dem vollstdndigen Protein 3-Catenin inkubiert. Gebundene
Domanen und das vollstandige Protein wurden mit Hilfe domé&nenspezifischer AK detektiert (Siehe Schema rechts).
Die Balken reprasentieren jeweils den Mittelwert aus drei unabhangigen Replikaten. Nb, Nanobody; AK, Antikorper;
PE, Phycoerythrin.
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5.7. Epitop-Kartierung von BC1 und BC2 mittels Peptid-Screen

Durch Interaktion mit Proteinen der TCF/LEF-Familie bt B-Catenin die Signalfunktion als
Transaktivator des Wnt-Signalwegs aus. Dies wird durch ein stabilisiertes, N-terminal nicht
phosphoryliertes, B-Catenin induziert [149, 150]. Dies macht somit gerade Bindemolekile
interessant, die zwischen N-terminal-modifizierten und nicht modifizierten B-Catenin-
Reservoirs unterscheiden konnen. Aus diesem Grund wurde fir die N-terminalen
Bindemolekile BC1 und -2 ein Peptid-Arrayscan mit 29 Uberlappenden (je 15 AS) Peptiden
durchgefuhrt (Abbildung 13). Die Peptide repréasentierten die AS-Sequenz der NTD von AS 1-
127. Dazu wurden im ersten Schritt die Peptide synthetisiert und ein endstandiges C-
terminales Cystein auf Ov-Albumin (OVA) gekoppelten Mikrosphéaren immobilisiert. Die
Inkubation der Peptide mit den biotinylierten Nbs fand in einer multiplexen Analyse statt.
Detektiert wurden die Bindungen Uuber Streptavidin-Phycorythrin. Fir BC1 konnte kein
eindeutiges Signal fur ein bestimmtes Peptid gemessen werden. Die noch als Signal
interpretierbaren Werte entsprechen der AS-Sequenz
QVLYEWEQGFSQSFTQEQVADIDGQYA (AS 61 — 87) (Abbildung 13 A). Insgesamt sind die
Signale fur dieses BC1-Epitop sehr gering. Dies konnte moglicherweise daran liegen, dass
BC1 nur partiell an den Peptiden bindet und normalerweise eine dreidimensionale Struktur,
basierend auf den Sequenzen der Peptide, erkennt. Dagegen konnte aus der
Peptiduntersuchung mit BC2 die AS-Sequenz AMEPDRKAAVSHWQQQSYL (AS 13-31) aus
den Signalen zweier aufeinanderfolgender Peptide isoliert werden (Abbildung 13 B).
Interessanterweise liegt das detektierte Epitop in einer Region in der das Serin (Ser23) als
Modifikationsstelle fir CK1 (Phosphorylierung) oder fir eine O-B-N-Acetylglucosaminierung
(O-GIcNAC) beschrieben ist [151, 152]. Aus diesem Grund wurde ein weiterer Peptidscreen
durchgefiihrt. Dieser bestand aus zwei Peptiden, welche das BC2-Epitop beinhalten, jedoch
mit dem Unterschied, dass sie entweder an Ser23 nicht- (-) oder phosphoryliert wurden (+).
Dadurch konnte gezeigt werden, dass nach Phosphorylierung des Ser23 keine Bindung an
BC2 mehr stattfindet (Abbildung 13 B). Daraus lasst sich schlussfolgern das BC2 sein Epitop

ausschlieRlich in unmodifizierter Form erkennt.
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Abbildung 13: Epitopkartierung der Nbs mittels mikrosphérenbasierter Immunarrays. Die Kartierung des Epitops
der Nb BC1 A) und BC2 B) erfolgte mit 29 tiberlappenden Peptiden, bestehend aus 15 AS, durch, welche die AS-
Sequenz von 1-127 des NTD von B-Catenin reprasentierten. Mikrospharen mit OVA-immobilisierten Peptiden
wurden mit 1 pg/ml biotinyliertem Nb inkubiert und gebundene Nbs mit Streptavidin-PE nachgewiesen. B') Die
Analyse ob BC2 an ein phosphoryliertes Peptid bindet, wurde mit einem Peptid mit (+) oder ohne (-)
Phosphorylierung durchgefiihrt. Die Balken reprasentieren den Mittelwert aus drei unabhangigen Replikaten.

AbschlieRend wurde das Minimalpeptid von BC2, PDRKAAVSHWQQ (AS 16-27), mit N- oder
C-Terminal verkirzten Peptiden der AS-Region (14-27) bestimmt (Abbildung 14). Dazu wurde
das vorher im Peptidscreening ermittelte Peptid MEPDRKAAVSHWQQ (AS 14-27) vom N-
oder C-Terminus verkirzt und auf Mikrospharen immobilisiert. Durch das anschlieRende
Inkubieren mit biotinyliertem BC2 wurde die fur eine Bindung essentiellen AS ermittelt.
Gemessen wurde dabei das Signal an gebundenen BC2 durch Detektion mit Streptaphidin-
PE. Alle Versuche zur Epitop-Kartierung von BC1 und BC2 wurden in Zusammenarbeit und
mit Unterstitzung von Dr. Oliver Poetz (NMI) durchgefiihrt.
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Abbildung 14: Mikrospharen-basierter Immunarray zur Bestimmung des Minimalepitops von BC2. N- oder C-
terminal verkirzte Peptide der AS-Sequenz 14-27 von 3-Catenin von wurden mit biotinyliertem BC2 inkubiert. Die
Detektion von gebundenem BC2 fand mit Streptaphidin-PE statt.

5.8. Prazipitation endogenen B-Catenins mit Hilfe der Nbs

Die vorhergehenden Experimente zeigten relative Effizienz der Nbs rek. 3-Catenin zu binden
und gaben Auskunft in welcher Domane die Bindung erfolgt. Fir BC1 und -2 wurden auch die
Epitope ermittelt und es konnte eine Modifikationsabhangigkeit fur die Bindung von BC2
festgestellt werden. Um einerseits nachzuweisen, dass die Nbs auch endogenes (B-Catenin
aus komplexen Proben, wie humanen Zelllysaten, prazipitieren kdnnen und andererseits um
eine Abhangigkeit von der Phosphorylierung des SSTS-Motivs zu untersuchen, wurden IPs
aus Zelllysaten durchgefiihrt. Dazu fand die Behandlung von Zellkulturen entweder mit (CHIR)
oder ohne GSK3-B-Inhibitor CHIR99021 (unbeh.) statt. Die Behandlung mit den Inhibitoren
verhindert die Phosphorylierung von -Catenin durch GSK3-$ und fuhrt zu einer Anreicherung
von nicht phosphoryliertem (-Catenin in der Zelle [153-155]. Nbs wurden an Agarose
immobilisiert, um endogenes B-Catenin zu prazipitieren. Der totale Gehalt von B-Catenin
(total), die durch Concanavalin A (ConA) prazipitierte Fraktion (B-Catenin an der Zellmembran
in Verbindung mit E-Cadherin), sowie die finale Fraktion mit der die IP durchgefihrt wurde
(Input und die an Nbs gebundenen Fraktionen (BC1,-2,-6,-9 und -13) wurden untersucht. ConA
ist ein Lektin aus der Jackbohne (Canavalia ensiformis) welches die Eigenschaft hat
Glykoproteine wie E-Cadherin zu binden [156-158]. Die ConA-Agarose wurde eingesetzt um
zellmembranassoziertes p-Catenin aus dem Volllysat zu depletieren. Aufgrund des ebenfalls
nicht phosphorylierten SSTS-Motivs wirde dieser B-Catenin-Pool in der Analyse von
transkriptionell akiviertem (-Catenin stéren, da es ebenfalls als ,aktives' B-Catenin im
Immunblot, mit a-non-phospho-B-Catenin spezifischem AK, auftaucht. Wahrend der Detektion
,aktiven* B-Catenins konnte durch diese Depletion gewahrleistet werden, dass nur der
Nachweis von zytoplasmatischem und nukledrem B-Catenin erfolgte. Im Folgenden wurden
die Proben mit SDS-PAGE aufgetrennt und [(-Catenin mittels Immunblotverfahren

nachgewiesen. Die Ergebnisse zeigen, dass alle Nbs endogenes B-Catenin prazipitierten
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(Abbildung 15 A). Zu erkennen ist, dass die Konzentration an B-Catenin nach der Behandlung
mit CHIR99021 erhoht ist (Total). Dahingegen bleibt die Menge an zellmembranassoziertem
B-Catenin konstant (ConA). Nur der zytoplasmatische/nukleare Anteil nimmt zu (Input). Bei
allen Nbs ist nach Anreicherung von B-Catenin, wegen Hemmung der Phosphorylierung durch
den GSK3-Inhibitor, eine Anreicherung von gebundenem -Catenin zu beobachten. Allerdings
bildet BC1, verglichen mit dem Input, die Stabilisierung endogenen B-Catenins am besten ab.
Der Anstieg zwischen behandelter und unbehandelter Probe erscheint hier am héchsten. BC2
und -13 hingegen scheinen die hochste Effizienz bei der Anreicherung von B-Catenin zu
zeigen. Bei BC6 und -9 ist kaum eine Anreicherung zu beobachten und die Effizienz im Bezug
auf die Input-Proben am geringsten. Die Immunblots zeigen jedoch Abweichungen zur
gebundenen B-Catenin-Menge, verglichen mit den Versuchen mit rek. p-Catenin (siehe
Abbildung 9). Besonders bei BC6 und -9 ist dies der Fall. Diese zeigten in den Experimenten
mit rekombinantem B-Catenin ausreichend hohe Signale von rund 150 AU. Dagegen kann
endogenes B-Catenin sowohl aus unbehandelten, als auch behandelten Zellen nur in geringen
Mengen prazipitiert werden. Die Nbs BC2 und -13 zeigen hingegen eine hohe Anreicherung
nach Inhibition von GSK3- (Abbildung 15 A). Bei beiden zeigt sich ein hohes Signal, aber nur
eine geringe Anreicherung nach Inhibition von GSK3-B mit CHIR. BC1 prazipitiert aus
Zelllysaten von unbehandelten Zellen sehr geringe Mengen B-Catenin, trotz der hohen
Effizienz bei vorherigen Versuchen. Dagegen erhoht sich das Signal nach Behandlung mit
dem GSKS3-B-Inhibitor um mindestens das Dreifache. Dies liegt entweder am

Phosphorylierungszustand oder an einer Anreicherung von freiem B-Catenin.

Fur weitere Untersuchungen wurden IPs mit Lysaten der Zelllinien HCT116 und SW480
durchgefihrt. In beiden Zelllinien ist eine Anreicherung von nicht phosphoryliertem 3-Catenin
beschrieben. Im Fall von SW480 flihrt eine Nonsense-Mutation zur Verkirzung von APC in
einem Allel. HCT116 Zellen besitzen eine heterozygote Deletion (Codon 45), die eine
Phosphorylierung von B-Catenin durch CK1 und die nachfolgende Phosphorylierung mit
GSK3-B verhindert [48, 159]. Somit konnte in diesen Zellen durch Inhibitorbehandlung nur eine
geringe Menge B-Catenin stabilisiert werden, weil B-Catenin durch beschriebene Mutationen
schon angereichert vorliegt (Abbildung 15 B). Im Besonderen ist interessant, dass BC1 hier
schon aus unbehandelten Zellen signifikant mehr 3-Catenin prazipitieren konnte. Verglichen
mit HEK293T-Zelllysaten konnte fur die Nbs BC2,-6, -9 und -13 keine Veranderung im
Signalmuster, weder fir behandelte Proben, noch fir unbehandelte, in diesen Zelllinien
beobachtet werden. BC2 und -13 zeigen unverandert in beiden Zelllinien ein starkes -
Catenin-Signal, ohne dass eine Anreicherung von unbehandelten zu CHIR behandelten Zellen
zu beobachten ist. BC6 und -9 bleiben bei niedrigen Signalwerten flur prazipitiertes 3-Catenin

in allen Proben.
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Abbildung 15: Immunprézipitation von endogenem (-Catenin mit Nbs aus Zelllysaten. Endogenes 3-Catenin wurde
mit auf Agarose immobilisierten Nbs prazipitiert. A) Immunfarbung von B-Catenin prazipitiert mit den aufgefihrten
Nbs und AK aus HEK293T-Lysaten, die ohne (unbeh.) oder mit GSK3-f Inhibitor (CHIR99021) behandelt worden
sind. Rechts daneben ist schematisch das Prinzip der IP aufgezeichnet. B) Immunblot des prazipitierten 3-Catenins
(behandelt [ntJ/unbehandelt [CHIR]) aus Zelllysaten zweier Darmkrebszelllinien (HCT116, SW480).

5.9. Nachweis lber die intrazellulare Expression der Nbs (CBs) und Prazipitation von

endogenem B-Catenin (wt)

Wie beschrieben liegen die Vorteile von Nbs in ihrer geringen Grol3e, einer hohen Stabilitét
und einer sehr guten Ldslichkeit in hydrophiler Umgebung [91]. Diese Faktoren fihren dazu,
dass ausgewahlte Nbs auch intrazellular in humanen Zelllinien exprimiert werden und dort ihr
Antigen erkennen und binden (siehe auch [98, 139, 160, 161]). Kombiniert man nun Nbs tber
Fusion mit fluoreszenten Proteinen zu sogenannten Chromobodies (CBs) hat dies den Vorteil,
dass die Dynamik endogener Antigene mit den Nbs in Echtzeit verfolgt werden kann. Eine
intrazellulare Anwendung ist nicht nur fir die Verfolgung dynamischer Prozesse, wie die

Translokation von nicht phosphoryliertem (-Catenin in den Zellkern nach Akkumulation
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interessant, sondern auch fir die Adressierung von Interaktionskomplexen in der noch
lebenden Zelle. Dies ermdglicht die Adressierung von ,naturlichen’ Komplexen. Bei einer Lyse
werden Barrieren von Kompartimenten der Zellen ebenfalls aufgeltst, wie Zellkern,
Mitochondrien, Lysosomen. Es kommt zu einer Vermischung. Eine Immunprazipitation direkt
aus dem Lysat adressiert moglicherweise schon veranderte Proteinkomplexe. Das wirde
bedeuten, dass es moglicherweise zu Interaktionen von Proteinen kommt, die vorher raumlich
getrennt waren. Damit entsteht ein verzerrtes Bild der Proteininteraktion. Die Maoglichkeit
Antigene schon intrazellular zu adressieren verringert die Zeit fur eine Interaktion mit dem
komplexen Medium des Lysats nach einer Lyse. Denn die Bindung des Antigens fand schon
vor der Lyse im Zellinneren statt und nicht wie in konventionellen IPs nach der Lyse. Dies
ermdglicht eventuell die Isolierung von realen Komplexen und ware ein Gewinn fur die
traditionelle Interaktom-Analyse mit AK-Detektion, aber auch fir moderne Methoden, wie der
MS-Analyse. Denn die Wiedergabe des exakten Zustandes des Interaktoms zum gegebenen
Zeitpunkt gibt Aufschliisse Uber Funktion und Lokalisation des Antigens. Aus diesem Grund
und um die bisherigen Immunprazipitationsergebnisse auch intrazellular zu bestéatigen, wurden
die Antigenbindung von B-Catenin-spezifischen Nbs in Kombination mit eGFP als CBs in
lebenden Zellen untersucht (Abbildung 16 A). Dazu wurden HEK293T-Zellen mit Plasmiden
der CBs transfiziert und die Zellen ca. 24 h nach Transfektion mit CHIR fur weitere 24 h
behandelt. Im Anschluss wurden die Zellen geerntet und lysiert. CB/B-Catenin-Komplexe
wurden mittels GFP-Trap® prazipitiert. Die Prazipitate wurden mittels quantitativem Immunblot-
Verfahren analysiert und ausgewertet. Die Untersuchung des prazipitierten B-Catenins
(gebundene Fraktion/B) aus der intrazellularen Immunprazipitation (ICIP) mit CBs ergab ein
anderes Bild als fur die vorangegangenen IP-Experimente. Allgemein konnte festgestellt
werden, dass alle Nbs ihr Antigen intrazellular erkannten und als Komplex prazipitiert wurden.
Jedoch beobachtete man fir BC6 und -9 nach Behandlung mit CHIR (+), ungleich zu
vorherigen Ergebnissen, einen starken Anstieg prazipitierten B-Catenins (B) (Abbildung 16 B).
Dies fuhrte zu einem relativen Signalanstieg von >6 flr beide CBs (Abbildung 16 C). Fir BC2
und -13 hingegen konnte bei den unbehandelten Proben (-) keine starken Signale flr (-
Catenin nachgewiesen werden. Auch nach Inhibition von GSK3-B mit CHIR wurde kaum
Anreicherung beobachtet. Der relative Signalanstieg lag zwar tber dem der Kontrolle, jedoch
nur unwesentlich tiber 1 (Abbildung 16 C). Allerdings konnte bei ndherer Betrachtung des im
Lysat enthaltenen (1) und des prazipitierten CBs (B) festgestellt werden, dass die CB-
Konstrukte von BC2 und -13 nur sehr gering intrazellular exprimiert wurden. Dagegen lassen
sich die CBs BC1, -6 und -9 genauso gut exprimieren wie die Negativkontrolle GFP ohne
Bindungsanteil (Abbildung 16 B GFP-Signale). Die fir BC1-CB beobachteten Signale waren
vergleichbar mit vorherigen Ergebnissen aus der IP aus HEK293T-Zellen (Abbildung 15 A).

Der relative Signalanstieg konnte auf ~6 ermittelt werden.
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Abbildung 16: Prazipitation von CBs (CB) aus HEK293T-Zelllysaten. A) Schematische Darstellung des Ablaufs
einer intrazellularen Immunprézipitation vor der Lyse der Zellen. B) Berechnung des Verhéltnisses von
prazipitiertem B-Catenin. C) Immunfarbung der prézipitierten angezeigten CBs (GFP) und des ko-préazipitierten f3-
Catenins aus CHIR99021 behandelten (+) und unbehandelten (-) HEK293T-Lysaten im Vergleich. Der ,Input’ (I)
reprasentiert die Gesamtprobe vor der Prazipitation und die ,Bound‘ (B) den gebundenen (/prazipitierten) Anteil.
Die dargestellte Quantifizierung erfolgte auf Basis von 6 unabhéangigen Experimenten (in Zusammenarbeit mit Dr.
Ulrich Rothbauer)

Die unterschiedlichen Proteinmengen der CBs wurden im Anschluss genauer untersucht.
Hierzu wurden Proben der Zelllysate von CB-exprimierenden HEK293T-Zellen in gleicher
Konzentration und Menge nebeneinander aufgetragen, Uber SDS-PAGE aufgetrennt und
mittels Immunblot-Verfahren untersucht. Mit Hilfe eines GFP-spezifischen AK (Chromotek)
wurden die CBs angefarbt und die Starke des Signals verglichen (Abbildung 17). Zu sehen
war, dass BC1, -6 und -9 als CBs exprimiert werden, BC2 und -13 dagegen kaum. Vorstellbar

ist, dass diese CBs Aggregate bilden und deshalb abgebaut werden.
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Abbildung 17: Vergleich der intrazellularen Expression der CBs in HEK293T-Zellen. Immunfluoreszenzfarbung von
Proben von HEk293T-Lysaten von transient mit CBs transfizierten Zellen. Vergleich der Expression (CB/GAPDH).

5.10. Untersuchung der Zytotoxizitat der CBs BC1,-6 und -9 mit Resazurin-Assay

Um die Auswirkung der CB-Expression auf die Vitalitat der Zellen genauer zu untersuchen und
eventuell Nbs mit zytotoxischer Wirkung zu selektieren, wurde ein Resazurin-Assay
durchgefuhrt. Die Vitalitat der transient mit CB-Plasmid transfizierten HEK293T-Zellen wurde
24 h und 48 h nach der Transfektion gemessen. Das nicht als zytotoxisch bekannte GFP
konnte als Kontrolle verwendet werden. Mit Hilfe des Tests stellte man weder nach 24 h (A)
noch 48 h (B) eine toxische oder gar eine proliferationsbeschleunigende Wirkung fest
(Abbildung 18). Es wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen CBs und GFP
festgestellt.
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Abbildung 18: Vitalitdtsmessung von transient mit CBs transfizierten HEK293T-Zellen mit Resazurin. Gezeigt sind
Daten aus drei unabhéngigen Replikaten des Resazurin-Assays von transient mit angezeigten CBs transfizierten
HEK293T-Zellen. Nicht transfizierte Zellen (non-treated/nt) dienten als Kontrolle und stellen 100 % dar. Die Balken
reprasentieren die Mittelwerte der auf nt normalisierten Messungen (in Zusammenarbeit mit Dr. Roman Anton)
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5.11. Luziferase-Reporter-Assay zur Untersuchung der Auswirkungen auf die

transkriptionellen Funktionen von B-Catenin (TopFlash)

Es ist bekannt, dass die Uberexpression von B-Catenin-Fusionsproteinen zu einer Aktivierung
der TCF4/LEF kontrollierten Genexpression fihrt. So konnte dies in der Vergangenheit in
einem Luziferase-Reporter-Experiment von Korinek et al. gezeigt werden [64] (siehe
Abbildung 19).

rel. Intensitat [AU]
(6}

GFP B-catenin

Abbildung 19: Topflash Luziferasereporteransatz von HEK293T-Zellen transient transfiziert mit Fusionsprotein
GFP-B-Catenin. Gezeigt wird die relative Intensitdt aus 3 unabhangigen Messungen mit
Standardabweichung.Quelle: [98]

Aufgrund der Experimente von Korinek et al ist bekannt, dass die Einbringung von
rekombinanten Proteinen, die den Wnt-Signalweg adressieren, kritische Auswirkungen auf die
Expression der WRE haben kann. Um die Auswirkungen der CB-Expression auf die
transkriptionelle Funktion von (-Catenin zu untersuchen, wurden TOPflash-Assays
durchgefuhrt. Dazu wurden HEK293T-Zellen mit Topflash- und CB-Plasmiden (BC1, -6 und -
9) transfiziert und nach 24 h, mit 10 mM LiCl oder NaCl (Negativkontrolle) behandelt. Das
Topflash-Plasmid ist ein Reporterkonstrukt eines Gluhwirmchen-Luziferasegens, das unter
der Kontrolle eines Promoters steht, der durch TCF4/ B-Catenin-Transkriptionskomplexe
aktiviert wird. Bei Aktivierung des kanonischen Wnt/ B-Catenin-Signalwegs wird die Luziferase
exprimiert und das Luziferase-Signal kann mittels eines Luziferase-Assays quantifiziert
werden. Die Transkription der B-Catenin/TCF4-kontrollierten Luziferase wurde mittels LiCl
induziert. LiCl ist als Inhibitor von GSK3B bekannt und verhindert die Phosphorylierung von f3-
Catenin und damit den subsquenten Abbau durch das Proteasom. Im Folgenden stabilisiert
sich der B-Catenin-Level und die nachgeschaltete B-Catenin-abhéngige Transkription wird

aktiviert. Unter anderem das Reportergen (Luziferase) welches dann im Luziferase-Assay
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gemessen werden kann. Nach 4 h und 24 h wurde das Experiment durch Zugabe von
Luziferase-Substrat abgestoppt und die Lumineszenz gemessen. Dabei zeigte sich, dass im
Vergleich zur Kontrolle GFP (keine Inhibition/ 100% Signal) nur fur die CBs BC6 und -9 eine
dauerhafte Reduktion des Luziferasesignals von ca. 40 % nach 24 h zu beobachten war
(Abbildung 20). BC1 erreichte nach 24 h die gleiche Signalintensitat wie die Kontrolle. Dies
deutet darauf hin, dass BC1 der einzige Nb ist, der sowohl effizient intrazellular exprimiert
werden kann, keine zytotoxischen Eigenschaften besitzt und die transkriptionelle Aktivitat von
B-Catenin nicht wesentlich beeinflusst. Aufgrund dieser Eigenschaften wurde der BC1-CB fur
den Nachweis der intrazellularen Dynamik von endogenem B-Catenin ausgewahlt. In weiteren
Untersuchungen konnte von Dr. Bjorn Traenkle der BC1-CB u.a. zur Detektion von der
zytoplasmatischen zur nukledren Translokation von B-Catenin mittels HC-Analyse (High
Content-Analysis) gezeigt werden [98]. BC6 und -9 dagegen sind als potentiell inhibitorische

CBs fur weitere Anwendungen interessant.
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Abbildung 20: Topflash Luziferase-Reporteransatz. HEK293T-Zellen wurden mit den angezeigten Plasmiden der
CBs oder GFP und TCF4-Reporterkonstrukten (Topflash) transfiziert. Die Zellen wurden mit 10 mM LIiCl fir 4 h
(helles Grau) oder 24 h (dunkles Grau) behandelt. Gezeigt sind die normalisierten Werte der gemessenen
Lumineszenz von drei unabhéngigen Replikaten + Stdabw.

5.11.1. Nbs als Wnt-Signalweg-Inhibitoren

Um den Einfluss von BC6 und -9 auf die transkriptionelle Funktion von B-Catenin weiter zu
untersuchen wurde ein Kombinationstest durchgeftihrt. Damit sollte untersucht werden, ob bei
zeitgleicher Expression beider CBs die B-Catenin/TCF4-gesteuerterte Transkription noch
weiter inhibiert wird. Dazu wurde zusammen mit den Topflash-Plasmiden als Kontrolle die
doppelten Konzentrationen GFP, GFP/BC6-CB, GFP/BC9-CB und BC6-CB/BC9-CB in
HEK293T transfiziert und 24 h nach der Transfektion mit 10 mM LiCl die p-Catenin-abhangige
Transkription aktiviert. Die Behandlung wurde nach 24 h und 48 h abgestoppt und die

Lumineszenz gemessen. Hierbei konnte beobachtet werden, dass nach 24 h nur fir BC-9 oder
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die Kombinantionsbehandlung mit BC6 und -9 eine deutliche Inhibition von ca. 30 % des
Lumineszenzsignals aufwies (Abbildung 21 A). Interessanterweise war nach 48 h kein
Unterschied des Inhibitionseffekts zwischen den Behandlungen in denen ein CB transfiziert
wurde (GFP/BC6, GFP/BC9, BC6/BC9) sichtbar. Es konnte also durch eine
Kombinationsbehandlung eine schnellere Inhibition als mit BC6 allein induziert werden (24 h
ca. 20 %), die aber Uber die Zeit nicht zu einer starkeren Inhibition fihrte.

" HEK293T
140
120

100
80
60 mNaCl
40 LiCl
20
0

24h | 48h | 24h |48h |24 | 48h
GFP |GFP/BC6-CB|GFP/BC9-CB[BC6-/BC9-C

. SW480

norm. Intensitat [%]

140
120
=
=100
g
s 80
(a=
(0]
Z 60
£ 40
(@]
< 20
0
48 h 72 h 48 h 72 h
GFP BC6-CB BC9-CB

Abbildung 21: Topflash-Luziferase-Reporteransatz. HEK293T oder SW480-Zellen wurden mit angezeigten
Konstrukten und TCF4-Reporterkonstrukt transfiziert. A) HEK293T Zellen wurden anschlieBend fur 24 oder 48 h
mit 10 mM LiCl oder NaCl behandelt. B) SW480-Zellen wurden nach je 48 h oder 72 h gemessen. Alle Daten
reprasentierten eine Messung normalisierter Lumineszenz aus den Mittelwerten von 3 Triplikaten.

Wie beschrieben zeichnen sich 80% der Kolonkarzinome durch eine Mutation in APC aus,
dadurch wird ein proteasomaler Abbau von B-Catenin verhindert [62]. Durch die
darauffolgende Stabilisierung von aktivem (nicht phosphoryliertem) B-Catenin werden die
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WRE aktiviert. Dies kann auch in humanen Darmkrebszelllinien, wie SW480, beobachtet
werden [64]. Bisher fand die Charakterisierung der inhibitorischen CBs in HEK293T-Zellen
statt. Diese besitzen aber nicht die charakteristischen Eigenschaften eines Kolonkarzinoms,
bei der eine abnormale Stabilisierung von B-Catenin schon vorliegt und WRE aktiv transkripiert
werden. Um nun zusatzlich die inhibitorischen Féahigkeiten von CB BC6 oder -9 in einem
Modell zu testen, in dem die Aktivierung nicht von auf3en induziert und die typische
transkriptionelle Aktivitat eines Kolonkarzinoms simuliert wird, wurden SW480-Zellen mit den
CBs transfiziert und die Effekte mittels TOPflash analysiert. Von einer
Kombinationsbehandlung wurde aufgrund der nicht dokumentierten Wirkungssteigerung
abgesehen. Die Lyse der Zellen und die Messung der Lumineszenz fand nach je 48 h und 72
h nach der Transfektion statt. Der erste Wert 48 h wurde gewahlt aufgrund der Ergebnisse aus
dem vorherigen Experiment. Denn erst zu diesem Zeitpunkt konnte eine eindeutige Inhibition
beobachten werden (Abbildung 21, A). Nach Auswertung der Lumineszenzsignale und
Vergleich mit der GFP-Kontrolle konnte weder nach 48 h noch nach 72 h eine Inhibition flr
BC6 oder -9 in SW480-Zellen beobachtet werden (Abbildung 21, B).

5.12. Einsatz von Nbs in der Diagnhostik

5.12.1. WB Immunfluoreszenznachweis mit Nbs

Eine traditionelle Methode zum Nachweis von Antigenen ist der Western Blot (WB). Die
Detektion der Proteine findet dabei mit spezifischen Antikdrpern statt. Der Nachteil von
Antikoérpern ist, dass ihre Selektion und Reifung mit groBem Aufwand und Materialeinsatz
verbunden ist [162]. Dagegen kénnen Nbs nach der Selektion schnell als monoklonale
Reagenzien rekombinant produziert werden. Um zu testen ob die Nbs auch in einem WB-
Verfahren anwendbar sind, wurde B-Catenin-His6 in unterschiedlichen Konzentrationen auf
Nitrozellulose elektrotransferiert und mit Atto488 konjugierten Nbs nachgewiesen. Ein
unspezifischer Nb diente als Negativkontrolle. Anhand der detektierten Signale konnte gezeigt
werden, dass die fluoreszent markierten Nbs BC1, -2 und -13 im Immunblot rekombinantes B-
Catenin nachweisen konnten (Abbildung 22). Die hdchsten Signale wurden mit BC2-Atto488
erreicht. Mit BC6 beobachtete man kein Signal und mit BC9 konnten nur sehr niedrige Signale
gemessen werden. BC1, -2 und -13 adressieren Epitope in Domé&nen fur die bisher kaum
Sekundarstrukturen beschrieben sind (NTD und CTD) und somit vermutlich ungefaltete
Regionen adressieren. BC6 und -9 hingegen erkennen Epitope in der Armadillodoméne,
welche eine kompakte und konservierte Faltung besitzt [8, 19]. Deshalb ist es sehr
wahrscheinlich, dass BC6 und -9 dreidimensionale-Strukturen erkennen. Diese kdnnten im
Verlauf der Trennung der Proteine in SDS-PAGE und beim Elektrotransfer auf die
Nitrozellulose-Membran denaturiert worden sein. Generell scheint ein Einsatz von Nbs im WB-

Verfahren moglich. Jedoch konnten in weiteren Experimenten mit endogenem -Catenin mit
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keinem Nb eine Detektion erzielt werden (nicht gezeigt). Dies ist moéglicherweise auf die
geringe Sensitivitat zurtickzufiihren. Die Detektion mit AK wird zumeist mit spezifischem
Primar-AK und einem speziesspezifischen Sekundar-AK durchgefuhrt. Dies erhoht die
Sensitivitat dadurch, dass an einen Sekundar-AK mehr Farbstoffe konjugiert werden kdnnen.
AulRerdem besitzen AK zwei Paratope und haben eventuell eine hohere Aviditat als Nbs.

KTR BC1 BC2

— — e ——
01 08 1 0.1 0.5 1 1 0.5 1

BC6 BC9 BC13

0.1 0.5 1 01 0.5 1 01 05 1

Abbildung 22: Immunblot von B-Catenin mit Atto488 gekoppelten Nbs. Unterschiedliche Mengen (0,1, 0,5 und 1
pg) rekombinantem B-Catenins (His6) wurden tiber SDS-PAGE und WB auf eine Nitrozellulosemembran transferiert
und mit Nbs-Atto488 gefarbt. Als Negativ-Kontrolle wurde GBP-Atto488 eingesetzt.

5.12.2. Mikrosphérenbasierte diagnostische Arrays zur Auswahl von Nbs als Fanger

und Detektor

Wichtiger Bestandteil heutiger Krankheitspravention und Vorsorge ist die Diagnostik. Hierbei
werden Patientenproben auf Antigene, die Aufschluss Uber die Art der Erkrankung geben,
untersucht. Die haufigste Anwendung in der Diagnostik sind AK-basierte Sandwich-
Immunassays. Dabei wird das Antigen aus der Probe tber AK auf einer Matrix immobilisiert
und mit weiteren AK detektiert. Eine multiplexe Analyse wurde schon von Poetz et al und
Luckert et al. in Mikrosphérenbasierten Immunarrays beschrieben [143, 163]. Im Rahmen
dieser Arbeit sollte untersucht werden inwieweit sich die identifizierten Nbs fir den Einsatz als
Detektor und/oder Fangermolekiile eignen. Dazu wurden die Nbs auf Mikrospharen
immobilisiert und als Fanger zur Prazipitation von B-Catenin-Hiss (1 und 0,1 pg/ml) eingesetzt.
Als Kontrollen wurde ein unspezifischer Nb (contr. neg.) sowie ein polyklonaler AK spezifisch
fir B-Catenin eingesetzt. Die Detektion gebundenen B-Catenins wurde mit biotinylierten Nbs
mit unterschiedlicher Linker-Zusammensetzung zwischen den Nb (BC1, -2, -6, -9 und -13) und
dem Biotin ermoglicht. Der Test verschiedener Linker erscheint sinnvoll, weil die Linker
eventuell Auswirkungen auf das Bindeverhalten haben konnten. So kénnten die Nahe,
Entfernung oder Linkereigenschaften (Hydrophobizitat, Polaritdt, usw.) Einfluss auf die
Bindeeigenschaften von Paratop zu Epitop des Nbs oder auf die Bindung von Streptavidin-PE

Zu Biotin nehmen. Es sollte gewahrleistet werden, dass eine héchstmdgliche Sensitivitat und
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Spezifitat durch die verwendeten Linker erhalten bleibt. Die Detektion auf Nbs-gekoppeltem
Biotin erfolgte im Anschluss mit Streptavidin, konjugiert mit Phykoerythrin. Die Fluoreszenz je
Mikrosphare wurde im Durchflusszytometer gemessen. Als Positivkontrolle wurde ein
monoklonaler B-Catenin-spezifischer AK (clonel4, BD) eingesetzt. Nur fur die Kombination
von BC1 als Fanger, immobilisiert auf Mikrosphéaren und mit BC2 als Detektor konnten fir rek.
B-Catenin ausreichend hohe Signale detektiert werden (Abbildung 23 A). Alle anderen
Detektor-Nbs zeigten nur unzureichende Signale (BC1) oder keine Signale (BC6, -9 und -13)
in dieser experimentellen Anordnung (Daten nicht gezeigt). Mit LC-LC (,Long chain-Long-
chain/ Kohlenwasserstoffketten) als Linker wurden die hochsten Signale erreicht. Die
Detektion mit p-Catenin-spezifischem AK zeigte ebenfalls, dass BC1 am effizientesten rek. B-
Catenin-His6 prazipitiert (Abbildung 23 B). Im Vergleich zum polyklonalen AK konnte eine fast
funffach héhere Effizienz festgestellt werden. Das selektierte Nb Detektor/Fanger-Paar wurde
im Anschluss in einem Array zur Prazipitation von endogenem [(3-Catenin aus verschiedenen

Zelllysaten eingesetzt.
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Abbildung 23: Mikrospharen-basierter Array zur Selektion von Fanger/Detektor Paaren. Oberes Diagramm zeigt die Detektion von rek. 3-Catenin mit biotinyliertem BC2. Der Linker
zwischen dem Nb und Biotin bestand aus einer Kohlenwasserstoffkette (LC/'long chain‘), aus zwei LC (LC-LC) oder PEG4. Unteres Diagramm stellt die Kontrolle mit AK-Detektion

dar. Alle Balken bestehen aus den Mittelwerten dreier unabhangiger Replikate und den Stabw.
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5.12.2.1. Nachweis von endogenem B-Catenin in simulierten Patientenproben

Nach dem Nachweis fir rekombinates 3-Catenin mittels Mikrospharenbasierten Arrays sollte
das identifzierte Nb basierte Fanger/Detektorsystem in ,simulierten* Patientenproben getestet
werden. Hierzu wurden Zelllysate von HEK293T-, HCT116- und SW480-Zellen, die mit 20 mM
LiCl oder aquimolarer NaCl behandelt worden waren, verwendet. Die Veranderung des [3-
Catenin-Levels nach LiCl Behandlung sollte durch die in vorherigen Tests ausgewdhlte
Fanger/Detektor-Anordnung untersucht werden. Dazu wurde mit Hilfe der Nb/AK konjugierten
Mikrospharen das endogene (-Catenin prazipitiert und die gebundenen Fraktionen detektiert.
Aus allen Proben konnte mit BC1 B-Catenin prazipitiert und mit BC2 als Detektor die
gebundene Fraktion auch nachgewiesen werden (Abbildung 24 A). Auch die Anreicherung bei
HEK293T-Lysaten aus behandelten Zellen (HEK293T+) bzw. die nicht weiter induzierbaren -
Catenin-Level in HCT116- und SW480-Zellen, konnte durch BC1/BC2-Kombination abgebildet
werden. Der Vergleich mit dem AK gegen np--Catenin zeigte ein &hnliches Muster. Die
eingesetzten Fangerantikdrper zeigten bis auf pp-p-Catenin-AK jedoch hoéhere Signale mit
BC2 als Detektor. Die Detektion mit B-Catenin-spezifischem AK zeigte ein ahnliches Muster,
jedoch mit bis zu 30facher Amplifikation des Signals (Abbildung 24 B). Generell konnte ein
Einsatz in der Diagnostik gezeigt werden. So konnte mit der Nb-Kombination BC1/BC2
Veranderungen des zellularen p-Catenin-Levels wiedergegeben werden. Allerdings muss fur

einen Einsatz in der Diagnostik die Sensitivitat erheblich verbessert werden.
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Abbildung 24: Nachweis von endogenem B-Catenin mit dem Fanger/Detektor-Paar BC1/BC2-LCLC-Biotin im Mikrospharen-Array. Rechts sind jeweils die Diagramme der Kontrollen
dargestellt. Obige Diagramme stellen die Detektion mit BC2 und die unteren Diagramme mit einem B-Catenin-spezifischen AK. Alle Balken bestehen aus den Mittelwerten dreier
unabhangiger Replikate und den Stabw. np: non-phospho-SSTS-B-Catenin-spezifischer AK; pp: phospho-SSTS-B-Catenin-spezifischer AK.
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5.12.3. Interaktomanalyse von -Catenin-Interaktionskomplexen mit Hilfe von Nb-

Prazipitaten

Typische Anwendungsbereiche von Bindemolekilen ist die Prazipitation von Zielproteinen
bzw. Antigenen mit anschlieRender Interaktomanalyse mittels Western Blot (Immunblot-
Analyse) oder die Massenspektrometrie. Antikorper oder Fusionsproteine sind beliebte
Werkzeuge um ein Antigen oder/und das Interaktom (die Interaktionsproteine) aufzureinigen
und zu isolieren. Fusionen aus dem Antigen und einem Affinitats- oder Fluoreszenz-Tag sind
keine Entsprechungen fur das endogene Antigen. Fusionstags kdnnen zum einen zu einer
Strukturdnderung fuhren und zum anderen die Proteindynamik behindern. Dies kdnnte zu
einer nachhaltigen Beeinflussung der Interaktom-Zusammensetzung fuihren. AK kdnnen mit
hoher Spezifitat und Affinitat ihr Antigen prazipitieren. Allerdings ist es mdglich, dass es zu
einer Kompetition zwischen AK und Interaktionsproteinen kommt und diese aus
Proteinkomplexen verdrangt werden. Allein die GroRe eines AK kdnnte die Ko-Préazipitation
von Interaktionsproteinen des Antigens negativ beeinflussen. Ebenfalls kénnen AK zumeist
nur Oberflachen der Proteine binden. Kavitaten sind fiir konventionelle AK mdglicherweise
schwieriger zu binden. In diesem Zusammenhang konnten Nbs bereits als effiziente
Alternative zu konventionellen AK fir die Prazipitation und Analyse des Interaktoms von
Proteinen gezeigt werden [99, 130, 160]. Ihre geringe Grole, die konvexe Struktur der CDRs,
die es moglich macht auch Kavitaten als Epitope zu erkennen und ihre hohe Affinitat, konnte

sie in der Interaktom-Analyse zu einem wichtigen Werkzeug machen.
5.12.3.1. Nachweis der Interaktionsproteine mit der Immunblot-Methode

Um zu testen ob die Nbs auch Proteine des Interaktoms von 3-Catenin prazipitieren, wurden
aus HEK293T Zellen (mit oder ohne CHIR99021-Behandlung) Lysate hergestellt und mit den
Nbs B-Catenin prazipitiert. Die Préazipitate wurden dann mittels Immunblot auf Proteine des [3-
Catenin-Interaktoms untersucht. Hierzu wurden spezifische AK verwendet um Proteine des
Destructionkomplexes, der Adhéarenzverbindungen, des TCF/LEF-Transkriptionskomplexes
und des Zytoskeletts zu detektieren. Prazipitiert wurde mit BC1, -2 und -13, die in den IPs
(siehe 5.8, Abbildung 15) hohe Signale fir endogenes B-Catenin zeigten. Als Kontrolle wurde
ein unspezifischer Nb eingesetzt und ein GAPDH-spezifischer AK fand Verwendung um
unspezifische Bindungen zu untersuchen. Mit dieser Interaktom-Analyse konnte
nachgewiesen werden, dass alle Nbs Proteine des Interaktoms von 3-Catenin ko-prazipitierten
(Abbildung 25). Die Kontrolle GAPDH, die bisher nicht als Teil des Interaktoms von 3-Catenin
beschrieben ist, wurde nur in der Input-Probe detektiert. Damit konnte eine unspezifische
Bindung ausgeschlossen werden. Unterschiede im Prazipitationsmuster stellte man nur fur E-
Cadherin und GSK3-3 fest. Dennoch wurde mit BC2 wie erwartet am meisten B-Catenin

prazipitiert und auch die Interaktomproteine waren in der BC2-Fraktion am starksten vertreten.
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Interessanterweise wurden von BC1 und BC2 aus Zelllysaten unbehandelter Zellen relativ
ahnliche Signale fur GSK3-f detektiert. Alle Proteine wurden nach Behandlung mit CHIR
angereichert, eine Ausnahme bildet E-Cadherin in der BC1-Fraktion. Eine Anreicherung
konnte hier nicht festgestellt werden. TCF1 wurde wie erwartet erst bei Anreicherung von
transkriptionell aktivem 3-Catenin, nach CHIR-Behandlung, sehr stark angereichert.
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Abbildung 25: WB-Analyse des B-Catenin-Interaktoms. Immunblotanalyse der angegebenen Nb-Préazipitate aus
Zelllysaten von HEK293T-Zellen, die mit oder ohne 10 pM CHIR99021 behandelt worden waren. Es wurden die
angegebenen Proteine mit spezifischen AK nachgewiesen.
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6. Diskussion

6.1. Selektion und Charakterisierung von 5 variablen B-Catenin-spezifischen Nbs

In dieser Arbeit wurden 14 (-Catenin-spezifische Nbs aus einer Phagenbibliothek mit einer
Diversitat von bis zu 107 Einzelklonen isoliert. Uber Phage-Display und mit einer
anschlieenden Einzelklon-Analyse, mittels eines Phage-ELISA, wurden spezifische
Einzelklone selektioniert (Abbildung 6). Durch einen genetischen Vergleich der CDRs erfolgte
die Selektion von 14 variablen Nb-Klonen (Abbildung 7). Verglichen mit anderen Studien
konnte nur eine unterdurchschnittliche Anzahl an variablen Klonen isoliert werden [164, 165].
Mdglicherweise werden hochaffine Klone durch solche Klone verdrangt, die eine hohe
Populationsgrofe in kurzer Zeit erreichen und so die Interaktion mit 3-Catenin blockieren. Ein
Einsatz von Waschpuffern mit chaotropen Salzen unterschiedlicher Konzentration oder mit

basisch/saurem pH kodnnte die Selektion hochaffiner Klone begtinstigen.

Die weitere Eingrenzung der Nbs durch eine Immunprazipitation rekombinanten 3-Catenins
gefolgt von einer Immunblot-Analyse ergab aufgrund der geringen Unterschiede keinen
Anhaltspunkt Uber die Effizienz (Abbildung 8). Anhand eines mikrosphéaren-basierten Assays
erfolgte deshalb die finale Auswahl anhand der Hohe des Signals von gebundenem (-Catenin
(Abbildung 9). Die dabei festgestellte unterschiedliche Sensitivitat kdnnte an der Trennung
vom Phagenhdllprotein plll liegen. Moglicherweise fuhrt diese zu einer geringeren sterischen
Interferenz des Nb und somit zu einer geringeren Affinitat/hoheren Affinitat. Andererseits kann
die Variablitat der CDRs der 14 Nbs ebenfalls zur Erkennung unterschiedlicher Epitope oder
einer hoheren Affinitat zum Epitop fihren. Die Nbs BC1, -2, -6, -9 und -13 zeigten ein
Uberdurchschnittliches Signal fur Bindung zu pB-Catenin (Abbildung 9). Die weitere
Charakterisierung der Nbs wurde deshalb ausschlielich mit den selektierten finf Nbs
durchgefunhrt.

Die Implementierung von Nbs als alternatives Werkzeug fur konventionelle Methoden bedingt
den Nachweis der generellen Fahigkeiten der Nbs. So konnten sich AK fur diagnostische Tests
schon lange etablieren. Neuere Verfahren verwenden hierfir allerdings immer haufiger
multiplexe Arraysysteme [143]. Aus diesem Grund wurde die Sensitivitat ebenfalls mit einem
mikrosphéarenbasierten Array gemessen (Abbildung 11). Mit rekombinantem (-Catenin
konnten so physiologische Mengen simuliert werden. Im Besonderen fiel auf, dass allein BC6
noch bei der geringsten Konzentration von 0,25 ng/ml 3-Catenin ein von der Negativ-Kontrolle
zu unterscheidendes Signal erkennbar war. Dies kdnnte auf eine hdhere Affinitat oder ein
zuganglicheres Epitop zuriickzufiihren sein. Um dies zu untersuchen wurde mittels SPR die

Affinitat ermittelt und die Kartierung der B-Catenin-Bindedoméanen durchgefihrt.
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Im Besonderen fiir die Nbs BC1, -2 und -13 wurden fiir B-Catenin-His6 hohe Affinitaten mittels
SPR gemessen, die in ihrer Starke mit konventionellen AK vergleichbar sind (Abbildung 10).
Allerdings wurden fiir BC6 und -9 keine Signale gemessen. Dies liegt mdaglicherweise an der
Verdnderung der Antigen-Struktur. So wurde in vorherigen Versuchen GST-B-Catenin
verwendet. GST stabilisiert mdglicherweise den N-Terminus und verhindert eine kompakte
Konformation von B-Catenin, bei der sich der N-Terminus zur ARM-Domane zuriickfaltet. B-
Catenin-His6 fehlt dieser groRe Fusions-Tag (~37 kDa) und dadurch wird moéglicherweise
durch Zurickfaltung des N-Terminus auf die ARM-Domane die Bindung der Nbs zu ihrem
Epitop verhindert. Dieser Vorgang wurde mehrfach fir die flexiblen End-Domé&nen NTD und
CTD von B-Catenin vermutet und beschrieben ([22], [20]). Dies ist ein méglicher Hinweis, dass

die Konformation und die Region des Epitops fur die Nbs eine Rolle spielten.

Anhand des multiplexen Domé&nen-Arrays konnte die spezifische Bindedoméane, in der die
Epitope der Nbs liegen, ermittelt werden (Abbildung 13). Interessanterweise konnte festgestellt
werden, dass gerade die Nbs BC1, -2 und -13 fir die Kinetiken messbar waren, in den
terminalen Domanen von B-Catenin ihre Epitope besitzen, wohingegen BC6 und -9 gerade
Epitope in der ARM-Domane adressieren. Dies ist ein moglicher Hinweis, dass die Faltung
von B-Catenin fUr die Erreichbarkeit des Epitops in der ARM-Domane von enormer Bedeutung
ist. So wurde mehrfach beschrieben und vermutet, dass sich die terminalen Domanen zur
ARM-Domane zurlckfalten kbénnen [20, 22, 23, 148]. Diese blockieren mdglicherweise die
Bindestellen der ARM-Binder BC6 und-9. Dieses Ergebnis untermauert die oben angefihrte
Vermutung, dass die veranderte sterische Interferenz zwischen GST-B-Catenin und (3-

Catenin-His6 ein Grund fir die nicht messbaren Kps bei BC6 und -9 sein kdnnten.

Da gerade die NTD in der Regulation von -Catenin durch die Phosphorylierung derselben
eine groRRe Rolle spielt, wurden fir BC1 und -2 Nbs ein Epitop-Mapping durchgefihrt. Daraus
ergab sich nur fir BC2, der auch die hiéchste Affinitat aufwies, eine eindeutige AS-Sequenz.
Dieses Epitop spielt eine Rolle in der Regulation von B-Catenin. So wurde fir die AS Ser23,
die innerhalb des Epitops (BC2-Epitop AS16-27, PDRKAAVSHWQQ) liegt, sowohl eine
Phosphorylierung, als auch die Modifikation mit Glukuron-N-Acetylsaure beschrieben [166,
167]. Durch ein Peptid, das an diesem Serin-Rest phosphoryliert wurde, konnte die
Abhangigkeit der BC2-Bindung von einer Modifikation an dieser Stelle nachgewiesen werden.
Die Bindung zu einem vermutlich linearen Epitop ist fir Nbs eine Seltenheit, denn die konvexe
Struktur der CDRs sind besser geeignet dreidimensionale Strukturen zu binden [116, 118]. Die
Signale fur BC1 hingegen waren schwach und Uber mehrere Peptide verteilt. Dies weist
maoglicherweise auf eine Teilbindung verschiedener Peptide und damit auf ein

dreidimensionales Epitop hin.
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6.2. Charakterisierung der Nbs fur generelle Anwendungsfelder

Im Anschluss an die biochemische Charakterisierung der Nbs ging es in dieser Arbeit nun im
Wesentlichen um die Untersuchung der Eigenschaften fur intrazellulare Anwendungen oder
um den Einsatz in biochemischen Methoden. Dazu wurde zuerst getestet, ob die Nbs
endogenes [(-Catenin erkennen und ob eine intrazellulare Expression als auch die
Adressierung des Antigens in der lebenden Zelle méglich ist. Im Anschluss wurde ermittelt, ob
diese Bindung mdglicherweise Auswirkungen auf die Zellvitalitat oder die Proteinfunktion von
B-Catenin hat.

Durch die Immunpréazipitation von endogenem B-Catenin mit immobilisierten Nbs aus Lysaten
von HEK293T-Zellkulturen, behandelt (CHIR) oder unbehandelt (Unbeh.) mit einem GSK3-[3-
Inhibitor (CHIR99021), wurde die Spezifitit zu endogenem B-Catenin nachgewiesen
(Abbildung 15 A). Alle Nbs konnten in diesem Versuch endogenes B-Catenin erkennen.
Allerdings ergaben sich Unterschiede in der Hohe der detektierten Signale. BC1 zeigte bei der
unbehandelten Probe nur ein schwaches Signal und keine Anreicherung, das Signal konnte
durch CHIR erheblich induziert werden. Dies spricht fur eine praferenzielle Adressierung nicht-
phosphorylierten B-Catenins. Allerdings bindet BC1 nach der Epitop-Kartierung nicht im
Bereich des SSTS-Motivs (Abbildung 13). Dies schliel3t eine Maskierung des Epitops durch
Phosphorylierung von B-Catenin als Grund aus. Jedoch kdnnte eine Konformationsanderung
der NTD zwischen phosphoryliertem zu nicht-phosphoryliertem B-Catenin eine Erklarung
geben. BC2 hingegen zeigte schon von Anfang an eine Anreicherung in der unbehandelten
Probe im Vergleich zur Input-Probe. Dieses Bild wiederholt sich auch in der mit CHIR
behandelten Probe und lasst vermuten, dass BC2 keine Praferenz fir nicht-phosphoryliertes
B-Catenin zu haben scheint. Dieses Ergebnis ist auch in Kohdrenz mit dem kartierten Epitop
(AS 16-27), das vor dem Phosphorylierungs-Motiv SSTS liegt und somit wahrscheinlich keine
Maskierung des BC2-Epitops zur Folge hat. Dieselbe Beobachtung wie fir BC2 konnte auch
fir den CTD-Binder BC13 gemacht werden. Die beiden scheinen den kompletten Pool von [3-
Catenin zu adressieren. BC6 und BC9 zeigen vergleichbar niedrige Signale, die sich nach
Anreicherung von (B-Catenin nur gering erhéhen. Wie oben im SPR-Experiment beschrieben,
konnte in beiden Fallen (Unbeh. und CHIR) die Maskierung der Epitope durch die
Konformation von (-Catenin oder durch Interaktionsproteine eine Bindung von BC6 oder -9
behindern. Die Préazipitation aus Lysaten aus Zellkulturen von Kolonkarzinomen (HCT116 und
SW480) zeigten ahnliche Ergebnisse (Abbildung 15 B). Jedoch ist zu beobachten, dass in
HCT116-Zellen keine starke Anreicherung im Input mit CHIR zu erreichen ist. Dies entspricht
Ergebnissen aus der Literatur, die besagen, dass in HCT116 Zellen in einem Allel von
CTNNB1 eine Deletion an der Position von Ser4d5 zu finden ist und somit keine

Initiationsphosphorylierung durch CK1a mdoglich ist. Deshalb findet eine Phosphorylierung
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nicht mehr statt [48, 159]. Dies fuhrt zur Stabilisierung von B3-Catenin, da kein proteasomaler
Abbau von B-Catenin durchgefuhrt werden kann. Interessanterweise zeigt BC1 in HCT116-
Zellen schon in der unbehandelten Probe, ganz im Gegensatz zu der entsprechenden
HEK293T-Probe, ein starkes Signal. Dies spricht ebenfalls fur eine Praferenz fur nicht-
phosphoryliertes B-Catenin. In SW480-Zellen hingegen wurde eine Anreicherung bei BC1
erzielt, obwohl keine im Input zu sehen ist. SW480-Zellen besitzen eine Deletion in APC, so
dass die Proteinsequenz, welche fir die Bindung von phosphoryliertem (-Catenin
verantwortlich ist, fehlt [48, 159]. Dies fiihrt zur Stabilisierung von B-Catenin. Im Gegensatz zu
HCT116-Zellen funktioniert die Phosphorylierungsmaschinerie des Destructionkomplexes
jedoch noch. Es wird nur die Polyubiquitinierung und die subsequente Degradation verhindert
[168]. Eine Anreicherung eines B-Catenin-Pools, das phosphoryliert in Destruction-Komplexen
vorliegt, ware eine Erklarung. Dies konnte auch schon von Li et al gezeigt werden [48]. Die
Inhibition von GSK3- kann also zu einem Anstieg von nicht-phosphoryliertem p-Catenin
fuhren. Wenn die Vermutung stimmt, dass BC1 préaferentiell nicht-phosphoryliertes B-Catenin
bindet, kdnnte dies die Menge von BC1-gebundenem (-Catenin nach Behandlung mit CHIR

erklaren.

Nachdem nachgewiesen werden konnte, dass die Nbs auch endogenes (wt/wildtypisches) B-
Catenin adressieren, folgte ein Test um die Nbs auch fir intrazellulare Anwendung zu
charakterisieren. Aufgrund dessen wurden HEK293T-Zellen mit CBs der Nbs transfiziert und
die CB-Zelllinien mittels IP untersucht. Ziel war der Nachweis von gebundenem endogenem
B-Catenin und der intrazellularen Expression der CBs. Dadurch sollten aus den CBs diejenigen
selektiert werden, die sowohl eine hohe Expression als auch eine Adressierung von
endogenem [(-Catenin zeigten [98] (Abbildung 16). Der Nachweis der CBs mittels GFP-
spezifischem AK zeigte Unterschiede in der Expression der CBs (Input/l) (Abbildung 10 B).
BC1 und BC6 und BC9 waren gut exprimierbar und zeigen hohe Signale. Dagegen lie3en sich
BC2 und BC13 nur begrenzt intrazellular exprimieren. Dennoch zeigte sich nach Prazipitation
der CBs, dass alle endogenes (-Catenin binden. Fir die CBs BC1, -2 und 13 zeigt sich sowohl
in unbehandelten (-) als auch in behandelten Zellen (+) das gleiche Ergebnis wie in der
konventionellen IP, allerdings fir BC2 und -13 erheblich abgeschwachte Signale, vermutlich
aufgrund der geringen Expression des CBs. Allerdings konnte fir BC2 durch Kristallisierung
eine Disulfidbriicke zwischen dem Framework und dem CDR3 dokumentiert werden [169].
Moglicherweise wird auch die Ausbildung der Disulfidbriicke im reduzierenden Milieu des
Zytoplasmas verhindert. Dies konnte Auswirkungen auf die Bindungseigenschaften von BC5
haben. Interessanterweise ist fir BC6 und -9 im Vergleich zur konventionellen IP eine starke
Anreicherung von B-Catenin von unbehandelter zu behandelter Probe zu beobachten. Nach
der Inhibition von GSK3-f wird das neusynthetisierte 3-Catenin nicht mehr phosphoryliert und

kann durch den blockierten Abbau im Zytoplasma akkumulieren [19, 48]. Dieses
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neusynthetisierte p-Catenin befindet sich noch nicht in Komplexen mit Interaktionsproteinen
und die ARM-Domaéne ist somit frei verfugbar fir die Interaktion mit den CBs BC6 und -9. Im
Gegensatz zur konventionellen IP, in der die Nbs nach der Stabilisierung und Lyse der Zellen
erst dem Lysat angeboten wurden, sind die CBs schon vor der Stabilisierung in der Zelle und
konnen ihr Epitop noch vor der Lyse binden. Konventionelle AK werden nach der Lyse in die
Proteinlésung zugegeben, dadurch kénnen sich, wie oben beschrieben (Ergebnisse 5.9),
mdglicherweise schon neue Interaktionskomplexe gebildet haben und eventuell kénnte durch
ein Interaktionsprotein das Bindeepitop blockiert werden. Durch die Verrechnung von der
Expression (GFP-Signal) und gebundenem B-Catenin (Abbildung 16) zeigte sich ein
Prazipitationsverhaltnis von einem fast 6fachen Anstieg von unbehandelter zu behandelter
Probe des B-Catenin-Signals fiir die BC1, -6 und -9-Proben. Wohingegen die CBs, die
scheinbar keine Praferenz fur eine bestimmte p-Catenin-Population (BC2 und BC13) zeigten,
nur einen schwachen Anstieg zu verzeichnen hatten. Dies unterstreicht die Annahme, dass
diese beiden eventuell die Gesamtpopulation adressieren oder schon in der unbehandelten
Probe (unbeh.) gesattigt vorliegen. Aufgrund der hohen Expression konnte die Steigerung bei
BC1, -6 und -9 auch daran liegen, dass in der unbehandelten Probe keine Sattigung eintritt
und durch Akkumulation von 3-Catenin in der behandelten Probe die vorher freien CBs belegt
werden. Es lasst sich fir BC1 somit keine eindeutige Bestatigung der Ergebnisse der
konventionellen IP, welche Subpopulation praferiert wird, verzeichnen. In dem Versuch,
dessen Ergebnisse die Abbildung 17 zeigt, wurde noch einmal genauer die Expression in
HEK293T-Zellen fir die CBs untersucht (A) und ein Expressionsverhaltnis durch
Normalisierung mit dem Kontrollprotein GAPDH errechnet (B). Dabei zeigte sich, wie schon
im vorherigen Experiment (Abbildung 16), dass BC2 und -13 kaum intrazellular exprimiert
werden. Madoglicherweise sind die CBs toxisch und werden abgebaut oder sind im

intrazellularen Milieu nicht stabil.

Um Zytotoxizitdt der CBs (BC1, -6 und -9) auszuschlieBen wurde ein auf Resazurin
basierender Vitalitdtstest durchgefiuihrt Der Vitalitatstest mit Resazurin zeigte weder
Auffélligkeiten im Proliferationsverhalten, wie gesteigerte Proliferation oder Inhibition des
Wachstums, noch konnte eine zytotoxische Wirkung festgestellt werden (Abbildung 18). Alle
verwendeten CBs zeigten in diesem Test die Eignung fur die intrazellulare Anwendung.
Dennoch konnte nicht ausgeschlossen werden, das die CBs die Proteinfunktion von -Catenin
im Wnt/ B-Catenin-Signalweg beeinflussen. Dies kdnnte zu einer Stérung der Signalkaskade

fuhren und ungewollte Effekte hervorrufen.

Um Einflisse auf den kanonischen Wnt-Signalweg auszuschlie3en, wurde ein TOPflash-
Assay nach Korinek et al. [64] durchgefiihrt (Abbildung 19). Die CBs BC6 und -9 zeigten nach

24 h eine starke inhibitorische Wirkung von bis zu 40% der bei GFP gemessenen Aktivitat
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(100%) (Abbildung 20). BC1 zeigte nach 24 h keine inhibitorische Wirkung. Eine induzierende
Wirkung in NaCl-behandelten Zellen konnte nicht beobachtet werden (nicht gezeigt). Dies
macht BC1 zu einem mdoglichen Kandidaten zur Untersuchung der B-Catenin-Dynamik in
lebenden Zellen. Denn um dynamische Prozesse und die Lokalisation von -Catenin im
Verlauf des Wnt-Signalwegs zu beobachten, sollte der CB die Fahigkeit haben sein Antigen
moglichst nicht in Funktion oder Segregation zu beeintrachtigen. Hierfur sind die CBs BC6 und
BC9 nicht geeignet, da sie die transkriptionelle Aktivitat von B-Catenin reduzieren. Jedoch ist
ein Einsatz als Inhibitoren auf Proteinebene denkbar. Eine mdgliche Anwendung als Inhibitor
des Wnt-Signhalwegs in der Grundlagenforschung, als Ersatz von siRNA oder Knockout-
Mutanten kénnte vielversprechend sein. Die Wirkung der CBs BC6 und -9 basiert vermutlich
auf der Maskierung von Bindestellen in der ARM-Doméane, sodass ein aktiver
Transkriptionskomplex mit TCF4 und anderen beteiligten Proteinen nicht gebildet werden
kann. Andererseits kann auch eine Anderung der Konformation durch die Bindung von BC6
oder -9 zur Stérung der B-Catenin-Funktion beisteuern. So konnte in einem Experiment von
Kirchhofer et al. eine Strukturdnderung von GFP durch Nbs zu unterschiedlichen Effekten, wie
geringerer Fluoreszenz, aber auch einer Starkung des Fluoreszenz-Signals beobachtet
werden [170]. Auch andere Arbeitsgruppen berichten von der Mdglichkeit mit Nbs die Funktion
von Proteinen zu modulieren [171, 172]. Somit kann diese Wirkung nicht ausgeschlossen
werden, weil die B-Catenin-Funktion abhangig von der korrekten Faltung der ARM-Domane

ist.
6.3. Simulation von Anwendungen in Zellkultur, Diagnostik und Proteomik

Um die inhibitorische Wirkung genauer zu untersuchen wurden weitere Experimente
durchgefiihrt. Dazu gehort die Kombinationsbehandlung von CBs BC6 mit BC9 (Abbildung
21). Dadurch sollte untersucht werden, ob eine weitere Effektsteigerung durch Kombination
mdglich ist. Es fand jedoch keine weitere Verstarkung der Inhibition durch eine
Kombinationsbehandlung mit den CBs BC6 und-9 statt. Griinde hierfir kdnnte die
Adressierung des gleichen Epitops in der ARM-Domaéne sein, sodass es zu einer Kompetition
zwischen den beiden CBs kommt oder es kann durch das Verdrangen oder Blockieren von
Interaktionsproteinen die inhibitorische Wirkung nicht weiter gesteigert werden. So kann zum
Beispiel durch die Maskierung einer fir die transkriptionelle Aktivitat wichtigen Bindestelle
eines Interaktionsproteins, z.B. TCF, der Transkriptionskomplex gestért werden. Die
zusatzliche Maskierung eines Epitops durch den zweiten CB wirde somit die Disfunktionalitat
des Transkriptionskomplexes nicht weiter steigern, da er schon disfunktional ist. Die
Aufklarung koénnte durch Ko-Préazipitationsstudien untersucht werden. Durch das Ko-
Transfizieren von HEK293T-Zellen mit beiden CBs (BC6 und -9) und anschlieRender
Behandlung mit CHIR oder LiCl konnte getestet werden, ob die beiden CBs die gleichen
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Epitope binden. Dazu musste ein CB mit einem RFP-tag versehen werden. AnschlieRend kann
mit GFP-Trap oder respektive RFP-Trap (Chromotek) der CB mit entsprechendem
spezifischem Affinitatstag (GFP/RFP) prazipitiert werden. Detektiert man dann im Immunblot
auf den Fusionstag tber den nicht prazipitiert wurde (im Fall von GFP-Trap dann Detektion
auf RFP), sollte bei einer Kompetition um die gleiche Bindestelle keine Ko-Prazipitation
nachweisbar sein (kein RFP-Signal). Des Weiteren konnte keine 100 %ige Inhibition erreicht
werden. Dies bedeutet entweder, dass es eine funktionelle Restpopulation des [-
Catenin/TCF-Aktivatorkomplexes gibt oder der Transkriptionskomplex behélt trotz Bindung der
Inhibitoren BC6/-9 eine reduzierte Aktivitat. Der Nachweis ob die Restaktivitat moglicherweise
an einem Pool von aktiven, ungebundenen Transkriptionskomplexen liegt misste schrittweise
geschehen. Zuerst misste das membrangebundene B-Catenin Uber ConA-Beads entfernt
werden, so dass keine spatere Interaktion mit diesem stattfinden kann. AnschlieRend wirde
mittels Prazipitation von BC6 und/oder -9 der B-Catenin-Pool entfernt, der von diesen beiden
Nbs gebunden/inhibiert wird. Sollte danach noch B-Catenin im Komplex mit TCF/LEF in der
Proteinldésung vorliegen, kdnnte dies mit einem B-Catenin-spezifischen AK prazipitiert und

durch Detektion auf TCF/LEF nachgewiesen werden.

Nachdem keine verstarkte Inhibition durch eine Kombinationsbehandlung nachgewiesen
wurde, folgte die Untersuchung ob eine Inhibition auch in einer Darmkrebszelllinie méglich ist.
Fur dieses Experiment erfolgte die Transfektion der CBs (BC6 und -9) in SW480-Zellen. Wie
vormals schon erwahnt, besitzen SW480-Zellen eine Mutante des APC-Gens, so dass APC
kein phosphoryliertes B-Catenin binden und anschlieBend dem Ubiquitinierungskomplex, um
B-TRCP, und nachfolgend dem Proteasom zufiihren kann. Dadurch akkumulieren in SW480-
Zellen verschiedene Spezies von (B-Catenin [48, 62]. Die Aktivierung der WRE-Expression
durch TCF/-LEF-Transkriptionskomplexe mittels p-Catenin, konnte ebenfalls bewiesen
werden [64, 71]. Eine Inhibition sollte also im Topflash sichtbar werden. Die Zelllinie wurde mit
je einer Kontrolle (GFP) oder den CBs von BC6 oder -9 transfiziert (Abbildung 21B). Der
Vergleich mit GFP (Keine Inhibition/ Negativ Kontrolle) zeigte weder 48 h nach Transfektion
noch nach 72 h eine Inhibition der TCF/LEF-gesteuerten Transkription im TopFlash-
Experiment. Dies lasst sich auf eine Maskierung der Bindeepitope der beiden CBs
zurtckfihren, wie schon dokumentiert in den konventionellen IPs (Abbildung 15). In SW480-
Zellen liegt dieselbe Situation wie in CHIR-behandelten HEK293T-Zellen vor. Wie im IP-
Experiment wurde erst nachtraglich, hier durch Transfektion mit CBs, der Binder zugefiihrt.
Damit sind aber vermutlich schon alle funktionellen Komplexe mit B-Catenin gebildet und eine
nachtragliche Bindung nicht mehr mdoglich. Nur in, nach dem Anbieten (Transfektion und
Expression) der Binder, induzierten HEK293T-Zellen wurde eine Bindung beobachtet
(Abbildung 16 B). Interessanterweise hat eine weitere Arbeitsgruppe inhibitorische Nbs isoliert

und getestet, jedoch nicht unter Einsatz von Darmkrebslinien in denen B-Catenin schon
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stabilisiert vorliegt [164]. Dies kdnnte sich als Fehler herausstellen, denn eine Verwendung
von inhibitorischen Nbs sollte gerade in diesen Zelllinien ebenfalls funktionieren. Wie in diesem
Experiment gezeigt, ist der Zeitpunkt an dem die Nbs angeboten werden wichtig, um eine
inhibitorische Wirkung zu beobachten. Dabei spielt mit grof3er Sicherheit die Verflgbarkeit des
Epitops eine grof3e Rolle. Generell konnten aber diese und die Arbeit von Newnham et al.
zeigen, dass der Einsatz von Nbs als Inhibitoren von B-Catenin aktivierter Transkription
mdglich ist. Eine weitere Evaluation muss jedoch fir BC6 und -9 sowohl in der
Kombinationsbehandlung, als auch zur Anwendung in SW480-Zellen noch vorgenommen
werden. Denn die dargestellten Ergebnisse zeigen nur ein biologisches Replikat, bestehend
aus drei technischen Replikaten. Eine Verifizierung der Ergebnisse ist also notwendig. Des
Weiteren konnte der Einsatz von bivalenten Bindemolekilen aus BC6 oder -9 mit BC1 eine
Verbesserung der Ergebnisse liefern. BC1 hat schon eine Praferenz fir nicht-phosphoryliertes
B-Catenin gezeigt [98]. Dadurch ist es vielleicht mdglich die Inhibitoren (BC6 oder BC9)
spezifisch in raumliche Nahe des nicht-phosphorylierten B-Catenins zu bringen und einer

Maskierung des ARM-Doménenepitops durch Interaktionsproteine zuvorzukommen.

Die Nbs kénnten so als Alternative fir die Anwendung von Knock-out-Mutanten, den
genetischen Knock-down mit siRNA oder chemische Inhibitoren dienen. Die Inhibition von
Proteinexpression mit Hilfe von Knock-out oder Knock-down wird auf der Ebene der DNA
betrieben. Dies fuhrt zur Unterdriickung der gesamten Proteinpopulation. Im Falle von einem
B-Catenin-Knock-down/-out sind alle Interaktionskomplexe in denen [(-Catenin eine Rolle
spielt betroffen. Zum Beispiel die Ausbildung von Adharenzverbindungen. Denn E-Cadherin
wird durch B-Catenin vor dem Abbau geschutzt [19]. Damit hat der Knock-down/-out eventuell
Auswirkungen auf die Zellvitalitat, den Zellzyklus oder andere wichtige Zellfunktionen. Auf
Proteinebene kdnnten Nbs also eine Alternative bieten um spezifisch einzelne Signalwege
auszuschalten. Inhibitoren aus organischen oder anorganischen Molekilen haben h&ufig den
Nachteil, dass sie nicht nur speziell ein Protein/Enzym inhibieren, sondern in vielen Féllen eine
Kreuzreaktivitat mit z.B. verwandten/homologen Proteinen zeigen. Ein gutes Beispiel sind LiCl
und CHIR, beide inhibieren GSK3-8, jedoch mit unterschiedlicher Spezifitdt. CHIR99021 weist
auch eine hohe Kreuzreaktivitéat fur GSK3-a und fur verschiedene andere Kinasen, unter
anderem die cyclinabhangige Kinase (Cdc2), auf [173]. Fur LiCl dagegen wurde neben der
Inhibition von GSK3-B auch die Inhibition von Casein Kinase 2 (CK2), sowie p38-aktivierte
Kinase und einige weitere Kinasen beschrieben [174, 175]. Um allerdings nachzuweisen, dass
die Nbs nur spezifisch an B-Catenin binden, missten noch Proteinbindestudien mit reverser
IP durchgefihrt werden, sodass bei der Prazipiation von (-Catenin auch die Nbs/CBs
mitprazipitiert werden. Damit sollte dann auch eine unspezifische Bindung an Proteine des (-

Catenin-Interaktoms ausgeschlossen werden.
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6.3.1. Einsatz der Nbs als diagnostisches Werkzeug

Konventionelle Methoden beinhalten den Nachweis von B-Catenin mittels AK in einem
Immunblotverfahren (WB). Um zu zeigen, dass dies auch mit Nbs mdglich ist, wurden
unterschiedliche Mengen an B-Catenin-His6 auf einen Immunblot elektrotransferiert und mit
den Nbs, konjugiert mit Atto488 (Attotec), detektiert (Abbildung 22). Wie zu erwarten, konnten
gerade die Nbs B-Catenin detektieren, die terminale Enden erkennen. Dies liegt vermutlich
daran, dass diese von vorneherein linearisiert, bzw unstrukturiert vorliegen. Dadurch wird
gezeigt, dass die Nbs BC1, -2 und 13 vermutlich alle sehr lineare Strukturen oder sehr
kondensierte Regionen erkennen. Fur BC2 konnte dies wahrend der Epitopkartierung schon
belegt werden. BC1 dagegen schien im Epitopkartierungsversuch mehrere Peptide in der NTD
zu erkennen. Das Gesamtepitop von BC1 besitzt deshalb mdglicherweise eine sehr kompakte
Faltung, die durch die Behandlung mit SDS nicht denaturiert wird. Solche Ergebnisse sind fir
GFP, dass eine sehr kondensierte Faltung besitzt, welche selbst durch SDS nicht vollstandig
denaturiert werden kann, bekannt. So kann selbst nach der Denaturierung mit SDS im
Immunblot die Fluoreszenz von GFP nachgewiesen werden. Dies ist ein klarer Beleg daftr,
dass manche Sekundarstrukturen nur sehr schwer zu denaturieren sind [176, 177].
Moglicherweise trifft dies auch fur das Epitop von BC1 zu. Fur BC13 steht der Nachweis noch
aus, ob ein lineares Epitop oder womdglich eine dreidimensionale Struktur wie die Helix-C
erkannt wird. Eindeutig ist jedoch, sollte eine dreidimensionale Struktur fur die Bindung durch
den Nb wichtig sein, dass diese sehr stabil gegeniiber Detergenzien, wie SDS, sein muss.
Moglicherweise erkennen BC6 und -9 dreidimensionale Strukturen in der ARM-Domane, die
denaturiert wurden, da kaum Fluoreszenzsignale gemessen werden konnten. Dieses Ergebnis
deckt sich auch mit diesen Vermutungen, denn gerade die ARM-Doméane besitzt eine
kondensierte helikale Struktur die fur die Funktion von 3-Catenin essentiell ist [9, 178, 179].
Somit ist zumindest eine teilweise Denaturierung zu erwarten und die Veranderung der
Oberflachenstruktur der Epitope von BC6 und -9 verhindert deren Bindung. Initial zeigt dieses
Experiment, dass die Nbs sich selbst fur traditionelle Anwendungen wie den Immunblot eignen
und eine gunstige Alternative fir AK bieten kodnnten. Weiterfihrend ist es mdglich tber
bivalente Nbs die Aviditat und die Dichte der Fluoreszenzmolekile durch eine vergroRerte
Oberflache zu erhdhen. Dies konnte die Sensitivitdt verbessern. Allerdings ist es
unwahrscheinlich, dass Nbs AK in diesem Bereich verdrédngen kdnnten. Grund hierfiir ist die
geringe Sensitivitat. Aufgrund der wenigen vorhandenen Kopplungsstellen ist auch die
Fluoreszenzmolekuldichte von Nbs geringer. AK werden zumeist mit der Sandwich-Methode
eingesetzt. Dadurch werden mehr Fluoreszenz Molekile pro spezifischem AK rekrutiert. Allein
die GroRRe der AK (bis zu 150 kDa) macht mehr gekoppelte Fluoreszenzmolekiile pro AK-
Molekul mdglich. Bei der Sandwich-Methode, durch den Einsatz von sekundaren AKs, sind es

im  optimalen Fall zwei fluoreszenz-gekoppelte AK je  Antigen-bindendem
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Detektionsantikorper. Allerdings ist die Selektion, Reifung und Produktion der Nb weniger zeit-
und kostenintensiv als die vergleichbarer AK [107, 118].

In der Diagnostik spielen AK in Immunnachweisen von Krankheitsmarkern eine wichtige Rolle.
Eine beliebte Methode um mehrere Antigene gleichzeitig zu untersuchen sind hierbei die
multiplexen Arrays. Zumeist basieren diese Systeme auf Sandwich-Immunarrays in denen AK
sowohl den Fanger als auch den Detektor spielen [99, 163, 180]. AK haben den Vorteil einer
hohen Spezifitdt und Sensitivitat. Der Nachteil der Nbs ist, dass es monovalente Binder sind
und sich aufgrund ihrer Gré3e nur sehr wenige Farbstoffmolekile konjugieren lassen. Damit
ist der Einsatz als Detektor begrenzt. Trotzdem haben Nbs den Vorteil, dass sehr effizient
monoklonale AK-Lésungen produziert werden konnen. Dagegen werden AK Uber teure
Reinigungsschritte gewonnen. Aufgrund dessen sind NBs bei hoher Affinitét des Molekuils zum
Antigen eine Alternative. Um den diagnostischen Einsatz zu testen wurde mit Hilfe eines
mikrospharen-basierten Immunarrays untersucht ob die Detektion von B-Catenin-His6 mit
einem Nb Féanger-/Detektor-Parchen maoglich ist (Abbildung 23). Das effizienteste Parchen,
welches identifiziert werden konnte, bestand aus BC1l als Fangermolekil und BC2 als
Detektor. Als Linker des konjugierten Biotins wahlte man LC-LC aufgrund der leicht erhdhten
Signale im Vergleichstest. Die Detektion oder Prazipitation mit BC6, BC9 und BC13 ergaben
keine Signale und wurden deshalb in diesem Versuchsaufbau nicht mehr weiter berticksichtigt.
Wie in den vorhergehenden Tests zeigte sich in diesem Testaufbau, dass die ARM-Doménen
Nbs fiir diese Art von Test nicht geeignet sind. Nur bei intrazellularer Anwendung konnten eine
Prazipitation von B-Catenin in detektierbaren Mengen beobachtet werden. Dadurch sind sie

als Fanger oder Detektor in diagnostischen Assays jedoch unbrauchbar.

Endogenes B-Catenin konnte mit dem Parchen auch in verschiedenen Zelllysaten detektiert
werden (Abbildung 21). Ziel war es hierbei den Anstieg von B-Catenin-Leveln nachweisen zu
kénnen, um einen Nachweis von stabilisiertem B-Catenin zu erbringen. Dabei wurden zwei
Kolonkarzinomzelllinien (HCT116 und SW480) verwendet, die positive Patientenproben
simulieren sollten. Gleichzeitig wurde mit Hilfe von CHIR-stimulierten HEK293T-Zellen die
Aktivierung des Wnt-Signalwegs simuliert. Dabei konnte festgestellt werden, dass das im
vorherigen Test ausgewahlte Nb-Parchen (BC1/BC2) geeignet ist, in diagnostischen Tests
eingesetzt zu werden. In stimulierten HEK293T-Zellen und in den Kolonkarzinomen konnte ein
gehobener Level an B-Catenin festgestellt werden. Die Kontrollen mit herkdbmmlichen AK
ergaben gleiche bzw. ahnliche Ergebnisse. Allerdings konnte fur die Nbs keine hohere
Sensitivitat im Vergleich zu herkommlichen AK-Nachweisen erzielt werden. Grund hierfur ist,
wie im Immunblot Experiment beschrieben, die geringe Menge an Fluoreszenzfarbstoff die an
Nbs konjugiert werden kann Allerdings ist es mdglich die Signalstarke eventuell durch

Verbesserung der Aviditat der Nbs oder durch Erhdhung des Lysin-Anteils zu verbessern. Die
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Aviditat konnte durch den Einsatz von bivalenten Nbs als FAngermolekiile verbessert werden.
Der Lysin-Anteil konnte durch das Klonieren von Lysinketten an die Detektor-Nbs oder durch
Austausch von AS im ,Framework’ durch Lysine erhéht werden. Dadurch konnte die Kapazitéat
von gekoppeltem Biotin erhéht und die Dichte an Fluoreszenzmolekilen je gebundenem Nb
erhoht werden. Eine weitere Moglichkeit ware der Einsatz einer polyklonalen
Detektionslosung. Dazu wirde man allerdings weitere Nbs bendtigen, die unterschiedliche
Epitope von B-Catenin erkennen und dabei nicht kompetitieren. Dies wirde die Menge an
Detektionsmolekilen je Antigen erh6hen und somit das Signal verstarken. Moglicherweise
sind Enzymtags, wie Horse-Radish-Peroxidase (HRP), eine Lésung um die Sensitivitat von
Nbs zu gewahrleisten. Trotz der im Vergleich zu AK unzureichenden Signalstarke konnte
gezeigt werden, dass Nbs auch in diagnostischen Tests eingesetzt werden kénnen, gerade
fur Proteine fir die keine spezifischen AKs zu finden sind. Hier ermoéglichen Nbs
mdglicherweise den Zugriff auf alternative Epitope, die fir AK nicht erreichbar sind. Zudem
spricht fur die Nbs ein vergleichbar kleinerer Aufwand bei der Selektion und Produktion.
AuRerdem kdnnen Nbs intrazellular eingesetzt werden und als eine Basis fur multiplexe
Immunarrays dienen, die auferhalb der medizinischen Diagnostik ein interessanter

Ansatzpunkt waren.

Um Interaktionsproteine nachzuweisen wurde von Prazipitaten der Nbs BC1, -2 und -13 ein
Immunblot durchgeftihrt. Anhand spezifischer AK wurden Interaktionsproteine von p-Catenin
detektiert. Der Vorteil bei der Préazipitation mit den verwendeten Nbs ist, dass durch ihre
Bindung in N- oder C-terminaler Region von B-Catenin die Wahrscheinlichkeit reduziert wird,
dass sie die Bindung von Proteinen des B-Catenin-Interaktoms, welches bevorzugt mit der
ARM-Domane Interaktionen eingeht, verhindern. Denn der N- oder C-Terminus sind oft nicht
direkt an der Bindung der Interaktionsproteine beteiligt, aul3er bei selbstregulatorischen
Effekten [19, 20, 22].

Mit CHIR99021 wurde in den Zellen das Whnt-,an‘-Stadium simuliert, um auch aktive -Catenin
ITCF-Transkriptionskomplexe zu prazipitieren. AuRer TCF1 konnte in allen Prazipitaten aus
CHIR unbehandelten Zellen die zu detektierenden Proteine nachgewief3en werden (Abbildung
25). Dies entspricht der Erwartung, dass im ,aus‘-Stadium des Wnt-Signhalwegs kaum oder
keine Transkriptionskomplexe gebildet werden, weil B-Catenin Gber das Proteasom abgebaut
wird [19]. Dagegen wird im ,an‘-Stadium der Zellen B-Catenin stabilisiert und kann nach
Translokation in den Zellkern mit Proteinen der TCF/LEF-Familie Bindungen eingehen und
einen aktiven Transkriptionskomplex bilden [37]. Interessant ist, dass Axinl, Teil des
Destruction-Komplexes, erst im aktiven Wnt-Signalweg stabilisiert und in groRerer Menge
prazipitiert wird. Ebenfalls GSK3R, das durch CHIR inaktiviert wird, ist erst im ,an’-Zustand in

erheblicher Menge présent. Dies spricht mehr fir eine Stabilisierung des Destruction-
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Komplexes, als fur eine Destabilisierung nach der Aktivierung des Wnt/ 3-Catenin-Signalwegs
[48]. Die Proteine der Zellkontakte E-Cadherin und des Zytoskeletts a-Catenin dagegen
wurden nach Aktivierung mit CHIR nur leicht angereichert. Deshalb kdnnte dies auch ein
Dosis-abhéngiger Effekt sein. Denn je mehr B-Catenin vorhanden ist, desto mehr
Interaktionskomplexe kdnnen prazipitiert werden. Besonders da 3-Catenin durch Maskierung
der E-Cadherin-PEST-Sequenz E-Cadherin stabilisiert [30], [31]. Ausnahme hierbei ist das
Prazipitat von BC1. Hier konnte E-Cadherin nicht angereichert werden. Moéglicherweise
interferiert die Bindung von BC1, der sehr nahe am C-terminalen Ende des N-Terminus
vermutet wird (Abbildung 13), mit der Bindung von E-Cadherin. Dies entspricht den
Erfahrungen durch die Immunfarbung mit BC1 in Zellen, die keine Zellwandfarbungen von B-
Catenin in den Adharenzverbindungen zeigten (nicht gezeigt). E-Cadherin wurde als einn
Protein beschrieben, das lGiberwiegend die ARM-Domane als Interaktionsplattform verwendet.
Jedoch wurde auch gezeigt, dass Teile des N-Terminus von B-Catenin flr die Interaktion
bendtigt werden um eine starke Bindung einzugehen [32, 181]. BC13 dagegen bindet den C-
Terminus, der bei E-Cadherin nicht bendétigt wird und BC2 bindet nahe des N-terminalen Endes
der NTD. Somit ist hier nicht von einer Blockierung der Bindung auszugehen, wie auch die
Ergebnisse zeigen. Mit diesem Experiment konnte nachgewiesen werden, dass mit Nbs
sowohl unterschiedliche B-Catenin-Pools adressiert werden (siehe Abbildung 25), und sie eine
effiziente Alternative fur AK darstellen konnen. Der generelle Vorteil der Nbs drfte jedoch im
Kostenfaktor und in der Erkennung dreidimenionaler Epitope, wie Kavitdten und ihrer Grof3e
liegen [91, 107, 118]. Dies ermdglicht eine geringe Interferenz mit Interaktionsproteinen und
gleichzeitig die Erkennung von neuen Epitopen, die von AK nicht erkannt werden kdnnen, da
diese nur relativ groRe Epitope und Oberflachen binden. Dadurch wird moglicherweise die

Adressierung neuer Komplexe oder B-Catenin-Spezies ermdglicht.

WBs sind allerdings dadurch limitiert, dass nur eine limitierte Anzahl an AK je Blot verwendet
werden kann und dies in relativ hoher Konzentration und Menge. Ausserdem kdnnen mit dem
WB nur schon bekannte oder allenfalls durch Indikationen vermutete Interaktionsproteine
nachgewiesen werden. Ein Nachweis vollig unbekannter Proteine wére viel zu ineffizient und
teuer. Die multiplexen Immunarrays zeigen hier hohes Potential, da mehrere AK-Detektionen
in geringen Konzentrationen gleichzeitig durchgefihrt werden kénnen [98, 142]. Allerdings
werden in herkdbmmlichen multiplexen Assays AK verwendet, die intrazellular aufgrund ihrer
Komplexitat nicht eingesetzt werden kénnen. Nbs hingegen sind hier nicht limitiert und kénnten
intrazellular als Fangermolekiil eingesetzt werden (siehe Abbildung 16). Der Vorteil ist, dass
Immunkomplexe schon vor der Lyse in einem natirlichen Umfeld gebunden werden.
AulRerdem konnte die geringe GrofRe der Nbs die Wahrscheinlichkeit einer Kompetition mit
Interaktionsproteinen verringern. Somit lAgen gebundene Komplexe in einer natirlicheren

Komposition vor. Des Weiteren ist auch im Immunarray die Detektion neuer
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Interaktionsfaktoren schwierig, wenn diese in sehr geringen Mengen vorhanden sind oder der

verwendete AK nicht die bendtigte Sensitivitat oder Speziftat besitzt.

In diesem Falle bietet sich die Massenspektrometrie an. Durch das Zerlegen der
Interaktionsproteine durch Trypsin in Peptide und die anschliel3ende weitere Zerkleinerung in
kurze Peptidsequenzen durch die MS/MS-Methode, kann anhand der Masse der Peptide eine
Sequenzaufklarung stattfinden. Die gewonnenen AS-Sequenzen der Peptide sind
anschlieRend Uber einen Datenbank-Abgleich identifizierbar, wenn das Protein in der
Datenbank vorhanden ist [182, 183]. Bereits bekannte Proteine, die noch nicht als
Interaktionsproteine fur B-Catenin beschrieben wurden, kdnnen so identifiziert werden.
Zumeist werden AK verwendet, jedoch ist auch hier ein Einsatz der Nbs denkbar, um neue
Interaktionsproteine zu finden. Es ist nur selten beschrieben, dass konventionelle AK auch
Kavitaten binden konnen. AufRerdem macht die Grofl3e der AK es wahrscheinlich, dass eine
Maskierung der Epitope fur Interaktionsproteine stattfindet. Nbs sind einerseits um ein
Zehnfaches kleiner, und durch die konvexe fingerartige Struktur der CDR3 kénnen auch
Epitope, wie Kavitaten, gebunden werden, die fur AK nicht oder nur schwer zuganglich sind
[118]. Deshalb ware es interessant die Nbs auch fur die Massenspektrometrie einzusetzen.
Besonders flir p-Catenin kdnnten so moglicherweise neue Interaktionsproteine aufgedeckt
werden und zur Entdeckung von neuen ,Drug-targets‘ flr die Medizin fihren oder unser
Verstandnis Uber die Vernetzung des Wnt/ 3-Catenin-Signhalwegs verbessern. Ebenfalls ware
in diesem Sinne auch die Adressierung von Interaktionskomplexen intrazelluldr interessant,

was mit BC1 mdglich ware (Abbildung 16).
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7. Fazit und Ausblick

Der Wnt/ B-Catenin-Signalweg spielt in einer Vielzahl von zellularen Prozessen, wie der
Homoostase und Zellentwicklung eine wichtige Rolle [19]. Gerade darum ist der Signalweg bei
Deregulation auch mit einer hohen Anzahl verschiedener humaner Erkrankungen assoziiert
[7, 184]. Es wird jetzt und in Zukunft eine grof3e Herausforderung von Medizin und Forschung

bleiben die Vernetzung des Wnt/B-Catenin-Signalwegs weiter zu entschlisseln.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass durch die Anwendung von Nbs eine Vielzahl von
Fragestellungen adressiert werden kdnnen. Es wurde gezeigt, dass die Anwendung der Nbs
selbst in komplexen Signalwegen, wie dem des Wnt/B-Catenin-Signalwegs mdglich ist. Im
Besonderen ein so stark reguliertes Protein wie 3-Catenin zu adressieren, welches im adulten
Zustand der Zelle nur in geringen Konzentrationen zu finden ist [185].

Die Charakterisierung der Nbs legte offen, dass Nbs vereinzelt lineare Strukturen erkennen
konnen und es moglich ist diese Strukturen, als Affinitatstag im Zusammenhang mit dem
entsprechenden Nb, zu verwenden. Dies konnte in der weitergehenden Arbeit von Braun et al
mit dem Nb BC2 und dem Peptidtag, gewonnen aus der N-Terminalen Sequenz von -
Catenin, gezeigt werden [169]. Ebenfalls konnte die Adressierung verschiedener
Strukturen/Domanen von B-Catenin durch die beschriebenen Nbs (BC1, -2, -6, -9, -13)
beobachtet werden. Diese ermdglichte die Diversifizierung der Nbs auf unterschiedliche
Aufgaben. So ergaben die Eigenschaften die fir BC1 ermittelt wurden, wie intrazellulare
Expression, Zytotoxizitat, und Stabilitdt, sowie B-Catenin-Spezifitdt mit geringer Interferenz
des Wnt/B-Catenin-Signalwegs und die vorwiegende Adressierung aktiven (nicht-
phosphorylierten) B-Catenins, das mit BC1 ein potentieller intrazellularer Nb gegen p-Catenin
gefunden wurde. Als Fusion dieses Nbs mit einem Fluoreszenzprotein wie GFP konnte in der
Arbeit von Trankle et al erstmalig die B-Catenin-Dynamik in Echtzeit beobachtet werden [98].
Dadurch ero6ffnet sich die Moglichkeit den BC1-Cb durch Fusion mit einem GSK3-sensitiven
GFP-Sensorprotein  zu sensitivieren. Durch die Modifikation von GFP mit drei
aufeinanderfolgenden GSK3-Phosphorylierungsstellen und einem E3-Ligase-
Erkennungsmotiv konnte anhand der Fluoreszenz das stimulieren und inhibieren des Wnt/[3-
Catenin-Signalwegs beobachtet werden [186, 187]. Durch die Fusion des Nbs mit diesem
Sensor-GFP kdnnte der Cb im gleichen Mal3e wie (B-Catenin Wnt-abhéngig abgebaut oder
stabilisiert werden. Dies ermgglicht eventuell eine sensitivere und spezifischere Beobachtung
der Proteindynamik von 3-Catenin durch den BC1-Cb.

Ebenfalls kénnte die intrazellulare Adressierung von Interaktionskomplexen durch den BC1-
Cb fur die MS interessant sein. Wie bereits mehrmalig beschrieben kénnen Nbs durch die
fingerartige Struktur der CDRs besonders Kavitaten in Oberflachen als Epitop verwenden,
ganz im Gegensatz zu den meisten AKs [116-118]. Dadurch erdffnet sich die Moglichkeit neue
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Interaktionskomplexe/Interaktionsproteine von 3-Catenin zu prézipitieren. Diese konnten dann
durch MS und darauffolgender Datenbankrecherche identifiziert werden. Dies wirde weiter
zum Verstandnis Uber die Vernetzung und Funktion von B-Catenin, innerhalb und auf3erhalb
des Wnt/B-Catenin-Signalwegs und eventuell zur Entdeckung neuer ,Drug-targets’ beitragen.
Des Weiteren wurde in dieser Arbeit Giber die inhibitorischen Fahigkeiten der Cbs BC6 und -9
auf den Wnt/B-Catenin-Signalweg berichtet. Dadurch zeigt sich das Nbs auch ein mdglicher
Ersatz fur Inhibitoren wie siRNA, chemische Inhibitoren oder antagonistische Proteine sein
kénnen. Die Weiterentwicklung dieser Fahigkeit ermdglicht es eventuell diese als
Medikamente oder gunstige Inhibitoren in biochemischen oder zellbiologischen Anwendungen
einzusetzen.

Es wurde ebenfalls untersucht ob sich die Nbs in diagnostischen Assays einsetzen lassen.
Der Einsatz war prinzipiell mdglich und zeigte sich als robust. Allerdings lie3 die Sensitivitat
noch Entwicklungsspielraum nach oben erkennen. Dennoch kénnten Nbs, bei Ersatz von AK,
die Anwendung von diagnostischen Assays in Medizin und Analytik kosteneffizienter machen.

Dies durfte die Anwendung in Landern mit geringen dkonomischen Ressourcen erleichtern.

Generell konnte in dieser Arbeit die variablen und flexiblen Einsatzmdglichkeiten von Nbs, die
ein komplex reguliertes Protein wie B-Catenin adressieren gezeigt werden. Es ist zu erwarten,
dass auch in Zukunft die Anwendung der Nbs weiter diversifiziert und so zu einem noch

wichtigeren Werkzeug fur die Biochemie, Pharmazie und Medizin werden wird.
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