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Einleitung

1. Einleitung
1.1 Leukdmien im Kindesalter
1.1.1 Die Leukdmie im Kindesalter

Unter einer Leukidmie versteht man eine neoplastische Erkrankung des hdmatopoetischen
Systems, bei der es zu einer unkontrollierten Proliferation nicht differenzierter Zellen
(Blasten) kommt. Die Leukdmie ist die hiufigste Tumorerkrankung im Kindes- und
Jugendalter. So sind 35% der jdhrlich knapp 18.000 Tumordiagnosen leukédmischer Art und
zeigen in den meisten Fillen einen akuten Phédnotyp (Kinderkrebsdatenbank, Stand 2011). Die
Einteilung der Leukdmie in Subtypen erfolgt anhand der Morphologie der Blasten, der
Expression von bestimmten Oberflichenmarkern sowie klinischen Faktoren. Die zwei
hdufigsten Formen sind die akute lymphatische Leukdmie (ALL), zu welcher ca. 85% der
diagnostizierten Leukdmien gehoren, und die akute myeloische Leukimie (AML), welche
eine Inzidenz von ca. 15% hat. ALLs bezeichnen Leukdmien, welche die lymphatische

Zellreihe betreffen und AMLs Leukidmien, welche die myeloische Zellreihe betreffen.

1.1.2 Die akute lymphatische Leukamie

Die akute lymphatische Leukdmie umfasst akute Leukdmien, bei denen es zu einer klonalen
Expansion von Zellen mit B- oder T-Zell-Phinotyp kommt. Ursache ist meist eine
transformierende Mutation welche proliferativ wirkt und gleichzeitig die Differenzierung
unterdriickt. Durch den Wachstumsvorteil verdringt die Leukdmie die normale Himatopoese
und kann unbehandelt innerhalb weniger Monate zum Tode fithren. Der Behandlungserfolg
bei piddiatrischen ALLs ist relativ hoch, sodass 80% der Erkrankten fiinf Jahre nach
Behandlung frei von Rezidiven sind.

Ausloser der ALL ist hdufig eine transformierende Mutation in lymphatischen Progenitoren.
So konnen beispielsweise Mutationen in Genen der Hidmatopoese (beispielsweise RUNXI,
GATA3 oder ETV6), oder des Ras/ Raf Signalweges (beispielsweise NRAS, KRAS oder FLT3;
Pui et al, 2012) auftreten. Hinzu kommen numerische Aberrationen (Verdnderung der
Chromosomenzahlen wie hypo- oder hyperdiploide Karyotypen, Trisomien der
Chromosomen 4, 10 oder 17) und strukturelle Aberrationen (Translokationen, Inversionen,
Deletionen). Strukturelle Aberrationen aufgrund von chromosomalen Translokationen konnen
zu onkogenen Fusionsgenen fiihren, beispielsweise BCR-ABL, TEL-AML oder TCF3-PBX1
(Carroll et al., 2003).
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1.1.3 Die akute myeloische Leukamie

Unter dem Begriff AML ist eine heterogene Entitit von neoplastischen Erkrankungen
zusammengefasst, die die myeloide Zellreihe betreffen. Die AML tritt vor allem bei jiingeren
Kindern auf. Wihrend vor 20 Jahren keine spezifischen Therapieregimente fiir die AML
vorhanden waren und dadurch die Erkrankung kaum erfolgreich behandelbar war, so gibt es
inzwischen sehr spezifisch auf den Subtyp der Leukémie abgestimmte Behandlungsmethoden,
wodurch ca. 70% der Patienten nach Behandlung keine Blasten mehr im Blut aufweisen.
Jedoch treten bei diesem Tumortyp im Gegensatz zur ALL in ca. 50% der Fille Rezidive auf
(Rubnitz, 2012).

Die Entstehung einer AML beruht ebenfalls auf einem transformierenden Ereignis, oftmals
einer Mutation im Stammzellkompartiment des Knochenmarks oder Progenitoren der
myeloiden Reihe. Durch diese onkogene Transformation kommt es zu einer erhohten
Proliferation der Zelle mit gestorter Differenzierung. Die Ausloser fiir eine AML sind
vielfiltig und umfassen Umweltfaktoren (ionisierende Strahlung, aromatische Substanzen,
Pestizide), mutagene Agenzien (Zytostatika, beispielsweise Topoisomerase Inhibitoren) oder
genetische Ursachen. So besteht bei Kindern mit Trisomie 21 ein 15 fach erhohtes Risiko fiir
eine akute megakaryozytische Leukdmie (Rosner und Lee, 1972). Daneben erhdhen
Grunderkrankungen, welche die DNA Reparatur und die Zellzykluskontrolle betreffen, die
Inzidenz. Beispiele dafiir sind das Li-Fraumeni Syndrom (Verlust von P53; Anensen et al.,
2006) oder die Fanconi-Andmie, wo die DNA-Missmatch-Reparatur gestort ist (Auerbach und
Allen, 1991). Weiterhin sind chromosomale Translokationen zu beobachten, welche zu
Fusionsgenen fiihren. Beispiele dafiir sind die Fusionsgene AMLI/ETO oder PML/RAR
(Miiller-Tiedow et al., 2004).

Der Einfluss von stammzellassoziierten Signalwegen und der gesteigerten Expression von
antiapoptotischen Faktoren wurde in letzter Zeit immer deutlicher (Staal und Langerak, 2008;
Wang et al., 2010, Beghini et al., 2012). So wurde gezeigt, dass der Faktor Nucleolin in
Leukédmien verstirkt exprimiert wird und aufgrund seiner antiapoptotischen und proliferativen
Eigenschaften das Wachstum der Leukdmie begiinstigt (Gattoni-Celli et al., 2009; Otake et
al., 2007).
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1.2 Nucleolin
1.2.1 Entdeckung, Struktur und Funktion von Nucleolin

Nucleolin ist ein nukleoldres, hochkonserviertes und abundantes Phosphoprotein, welches
erstmals von Orrick er al. als C23 beschrieben wurde (Orrick ef al. 1973). In ruhenden Zellen
wird es kaum exprimiert, wohingegen es bei proliferierenden Zellen einen Anteil von bis zu
5% am gesamten nukledren Protein erreichen kann (Lapeyre et al., 1987). Die Sequenz und
die daraus resultierende Proteinstruktur von Nucleolin wurde erstmals anhand von
Hamsterzellen bestimmt und vergleichbare Studien mit Homologen anderer Spezies zeigten

eine hohe Konservierung des Proteins (Bourbon et al., 1988; Srivastava et al., 1990).

C-terminale

N-Terminale Doméane Zentrale Domane Doméane
: I I i
[ @O 00000000@ @ @ | - O - O < O <amm (0000000 ]
Histon H1-like RRM 1 RRM 2 RRM 3 RRM 4 RGG

> Acidic Stretch

[ ] cdc2 Kinase Phosphoryllierungsmotiv
E] Kern-Lokalisationssignal
O N-Glykosilierungsmotiv
> RNA Erkennungsmotiv
0 Dimethylarginin

Abb. 1 Schematische Darstellung des humanen Nucleolin Proteins (verindert nach Hanakahi et al., 1997)

Nucleolin hat drei gro3e Strukturbereiche, eine N-terminale Doméne, welche dem Histon H1
gleicht, eine zentrale Domine mit 4 RNA Erkennungsmotiven und eine C-terminale Doméne
(Abb. 1). Die N-terminale Doméne besteht aus Sequenzen saurer Aminosduren getrennt durch
basische Octapeptid-Sequenzen welche Vergleichbar mit der Struktur des Histons HI1 sind
(Erard et al. 1990) und wird durch verschiedene Kinasen z.B. Casein Kinase II oder cdc2
phosphoryliert (Caizergues-Ferrer et al., 1987; Belenguer et al., 1989). Die zentrale Doméne
enthdlt 4 RNA Erkennungsmotive (REM) und mehrere Zielsequenzen fiir N-Glykosilierung
des Proteins. Die REM-Sequenzen sind hoch konservierte Motive, die in verschiedenen RNA
assoziierten Proteinen vorkommen und die die Spezifitit der RNA Bindung vermitteln
(Ginistry et al., 1999). Die Sequenzen der vier Doménen untereinander unterschieden sich
stark, wihrend innerhalb verschiedener Spezies die einzelnen Dominen konserviert vorliegen.

Dies zeigt sich bei einem Sequenzalignment von humanen und murinen Bindedoménen (Tab.

I).
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Tab. 1 Vergleich der Sequenzkonservierung humaner und muriner RNA Erkennungsmotive (Anhand der
Proteinsequenzen fiir humanes (NP_005372) und murines (NP_035010.3) Nucleolin

hRRM1 hRRM2 hRRM3 hRRM4 mRRM1 mRRM2 mRRM3 mRRM4
hRRM1 20,7 10,96 28,36 85,14 25,68 9,46 17,57
hRRM2 41,1 34,33 12,16 81,33 40 28
hRRM3 38,81 10,96 45,21 90,41 23,23
hRRM4 20,9 40,3 35,82 77,61
mRRM1 20,27 10,81 18,92
mRRM2 40 30,67
mRRM3 20,78
mRRM4

Zudem wurde gezeigt, dass die einzelnen Doménen fast funktionslos sind und erst eine
Kombination mehrerer Domiinen eine effiziente Bindung von Nukleinsduren ermoglicht.

Der C-Terminus des Proteins zeichnet sich durch starke Methylierung von Argininen aus
(Lischwe et al., 1982). Diese Domine ermdglicht die DNA Bindung des Proteins und sorgt
fiir die nukleolédre Lokalisation (Heine et al., 1993).

Nucleolin ist sehr aktiv in sich stark teilenden Zellen, wie Tumor- oder Stamm- und
Progenitorzellen, verglichen mit ruhenden Zellen (Johansson er al., 2010). Das Protein ist
vornehmlich in den fibrilliren Kompartimenten des Nucleolus lokalisiert, jedoch auch im
Nukleoplasma, Cytoplasma und der Zellmembran (Tajrishi et al., 2011). Im Nukleolus liegt
eine Funktion in der Regulation der pre-rRNA Transkription (Cong et al. 2012). Es gibt
jedoch noch weitere Implikationen des Proteins im Zellzyklus, in der Regulation anderer
Proteine oder in der direkten Bindung an Promotorsequenzen und dadurch deren Regulation.
So wurde beispielsweise gezeigt, dass Nucleolin spezifische Bindesequenzen im humanen
CD34 Promotor erkennen und binden kann und somit zu einer erhohten Transkription fiihrt
(Grinstein et al, 2007). Weiterhin wurde nachgewiesen, dass Nucleolin spezifische
telomerische Sequenzen binden kann (Khurts ef al., 2004). Neben der Bindung der Telomer-
DNA kann Nucleolin Protein-Wechselwirkungen mit der humanen Telomerase-reverse
Transkriptase (hTert) ausbilden und somit zu einer erhohten Aktivitit des Komplexes fiihren.
Nucleolin kann ebenso durch seine dem Histon HI stark &hnelnde Struktur
Chromatinstrukturen modulieren (Erard et al. 1988). So wurde gezeigt, dass der Verlust von
Nucleolin zu einer verstiarkten Kondensation von Chromatin fithren kann (Caizergues-Ferrer
et al. 1987., Belenguer et al., 1990). Weiterhin wurde mithilfe von Knockdown Experimenten
gezeigt, dass die Abwesenheit von Nucleolin zu einer Deorganisation der Nucleoli fiihrt und

somit in einer fehlerhaften Ausbildung der Mitosespindel resultiert (Ma et al., 2007). Dadurch
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kam es neben einer erhohten Replikationsdauer zu mehr chromosomalen Aberrationen, sowie

einer hoheren Apoptoserate (Ugrinova et al., 2007).

1.2.2 Die Rolle von Nucleolin bei der Tumorgenese

Neben der Transkription der pre-rRNA ist Nucleolin wichtig fiir die Prozessierung
verschiedener mRNAs wichtiger regulatorischer Proteine. So sorgt eine Uberexpression von
Nucleolin fiir einen Anstieg von BCL-2, einem stark antiapoptotischen Faktor (Grinstein ef
al., 2007). Durch die Bindung der 5’-UTR der P53 mRNA und daraus resultierender
Inhibition der Translation kann Nucleolin zudem wichtige Kontrollmechanismen der Zelle
storen und eine unkontrollierte Proliferation begiinstigen (Takagi et al., 2005). Weiterhin
wurde von Grinstein et al. gezeigt, dass Nucleolin die Transkription der Elemente E6 und E7
des HPV18 Virus in Zervikalkarzinomzellen aktivieren kann (Grinstein et al., 2002). Somit
wurde in dieser Arbeit erstmals das onkogene Potential dieses Proteins gezeigt.

Nucleolin bindet weiterhin Aktl-oder Cyclinl-mRNA was die Translation dieser Proteine
erhoht und so einen anti-apoptotischen und pro-proliferativen Effekt erzeugt (Abdelmohsen et
al., 2011). Auf gleiche Weise bindet das Protein die 3’-UTR der Matrix-Metalloproteinase 9
(MMP9), und erhoht die Translation, wodurch eine Invasion der Tumorzellen begiinstigt
werden kann (Fidhling er al, 2005). Wiederum begiinstigend fiir Tumorzellen wirkt die
Assoziation von Nucleolin mit hTert und der Zielsequenz an den Telomeren, da so die
proliferative Seneszenz umgangen werden kann (Khurts S et al., 2004).

Aufgrund dieser Vielzahl an Tumor-begiinstigenden Eigenschaften und der Tatsache, dass in
Tumoren Nucleolin vermehrt membranstindig vorkommt, wird das Protein als lohnendes Ziel
fiir anti-Tumor Therapien angesehen. So wurde ein gegen Nucleolin gerichtetes Aptamer
entwickelt, welches die Aktivierung von Zielgenen wie BCL-2 drastisch reduziert

(Soundararajan et al., 2008).
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1.3 (D133

1.3.1 Struktur und Vorkommen

CD133 oder auch Prominin-1 genannt wird von dem Gen PROMI kodiert und bildet
zusammen mit Prominin-2 die Familie der 5-Transmembrandoménen enthaltenden Proteine.
Die Erstbeschreibung dieses Proteins wurde von Yin et al. mithilfe eines Antikorpers gegen
das Epitop ACI133 durchgefithrt, und die genauere Charakterisierung inklusive
Sequenzaufkldarung folgte im Laufe des gleichen Jahres (Yin et al., 1997; Miraglia et al.,
1997). Es konnte eine Expression auf CD34" Zellen des Knochenmarks und der fotalen Leber,
sowie Retinoblastomzellen festgestellt werden. Das humane Gen PROM1 ist auf Chromosom
4p15 lokalisiert und kodiert fiir 16 Isoformen, die durch fiinf verschiedene Promotoren
reguliert werden (Shmelkov er al., 2003). Die Expression dieser Isoformen ist
gewebespezifisch und angereichert in Stamm-/ Progenitorzellkompartimenten. Das
translatierte Protein ist stark glykosyliert und akkumuliert in Protrusionen, kleinen
Ausstiilpungen der Zellmembran die eine polarisierte Zelle ausbildet und die der Migration
dienen konnen (Corbeil et al., 2013). Aufgrund der fiinf Membrandurchginge hat sich ein
Modell der Proteinstruktur durchgesetzt, dass einen extrazelluliren N-Terminus zeigt, einen
zytoplasmatischen C-Terminus und zwei groBe extrazelluldre Schleifen, die jeweils vier

Motive enthalten die N-glykosyliert vorliegen kénnen (Abb. 2).

NH,

s

Abb. 2 Schematische Darstellung des humanen CD133 Proteins in der Zellmembran (verindert nach
Irollo und Pirozzi, 2013)

Die Abbildung zeigt die zwei GroBen und zwei kleinen Schleifen die durch die fiinf Transmembrandoménen des
CD133 Proteins in der Zellmembran entstehen. In den groBen Schleifen befinden sich jeweils zwei
Glykosylierungsmotive.

Neuere Untersuchungen zeigen die Pridsenz von CDI133 in sehr vielen Geweben, meistens

angereichert in Zellen die Differenzierungs- und Proliferationspotential aufweisen. So sind im
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Knochenmark sowohl die mesenchymalen als auch die hidmatopoetischen Stammzellen
positiv fiilr CD133. In Tab. 2 sind verschiedene Gewebe und die darin enthaltenen CD133
positiven Zelltypen aufgelistet. In peripheren Geweben wie dem Blut sind CD133" Zellen
normalerweise nicht oder nur in sehr geringen Frequenzen vertreten. Erst im Falle eines
regenerativen Prozesses, kommt es zu einer vermehrten Zahl positiver Zellen im Blut
(Gehling et al, 2005). Weiterhin wird die Expression von CD133 genutzt, um Tumorzellen
mit Stammzellcharakter zu identifizieren (Wu und Wu, 2008). So werden CD133" Zellen in
vielen Tumortypen gefunden, beispielsweise in Tumoren des Colon, der Prostata und

Leukdmien (Corbeil et al., 2000, Patrawala et al., 2006 Horn et al., 1999).

Tab. 2 Gewebe und Zelltypen, die CD133 exprimieren

Organ Zelltyp Referenz
[Pankreas pankreatische Sternzellen Kordes et al., 2008
Leber Hepatische Sternzellen Kordes et al., 2009
Gehirn Neuronale Vorlauferzellen Uchida et al., 2000
Auge Retina-Vorlauferzellen Immervoll et al., 2008
Darm Darmcrypten Immervoll et al., 2008
Haut Haarfolikel Driskell et al, 2011
Niere proximale Epithelzellen Corbeil et al., 2014
Testis - Fargeras et al., 2004
Knochenmark  hamatopoetische Stammzellen Yin et al., 1997
Mesenchymale Stammzellen Tondeau et al., 2005
Fotus Embryonale Stammzellen Jaksch et al., 2008
Fotus Fotale Leber Yin et al., 1997
Fotus Neuralrdhre Corbeil et al., 2000

1.3.2 Regulation

Die Regulation der CD133 Expression erfolgt auf mehreren Ebenen. So verfiigt das Gen iiber
5 verschiedene Promotoren, die gewebespezifisch aktiviert werden koénnen und die
Expression von 16 Isoformen steuern (Shmelkov et al, 2003). In himatopoetischen Zellen
wird beispielsweise die Isoform 1A exprimiert. In der Promotorsequenz liegen zwei grofie
CpG Inseln, die eine Regulation iiber DNA-Methylierung ermoglichen (Weidner et al., 2013;
Tabu et al., 2008; Reister et al,, 2011), wodurch die Expression in differenzierten Zellen
reguliert wird. Weitere epigenetische Regulation erfolgt durch den Einfluss der microRNA
142-3p, die nicht nur die Expression von CD133 verringert, sondern die Frequenz von
himatopoetischen Stammzellen reduziert ( Lee et al., 2014; Lu et al., 2013).

Neben der epigenetischen Regulation ist das CD133 Gen Ziel mehrerer Signalwege. So
enthidlt der beispielsweise putative TCF/LEF Erkennungsmotive, die auf eine Regulation

durch den kanonischen Wnt Signalweg ermoglichen konnen (Kordes et al., 2007; Katoh et
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al.; 2006). Daneben kann die Stabilitit des Proteins durch Interaktion mit der Histon
Deacetylase 6 reguliert werden (Mak et al., 2013).

Weiterhin zeigen Rountree und Kollegen, dass der Transforming Growth Factor 31 (TGF31)
iiber die Smad abhingige Repression von DNA-Methyltransferasen die Expression von
CD133 durch die Inhibition von de novo DNA Methyltransferasen induzieren kann (Rountree
et al., 2010). Diese Beobachtung ist insofern interessant, als dass TGF-B Stammzellen in
einem undifferenzierten Zustand bewahrt (Batard et al., 2000).

Weiterhin wird angenommen, dass CD133 priferentiell unter hypoxischen Bedingungen
exprimiert wird, welche in der Stammzellnische oder innerhalb solider Tumoren herrschen.
So wurde gezeigt, dass in drei verschiedenen Lungenkarzinom-Zelllinien die Expression von
CD133 unter hypoxischen Bedingungen zunahm (Ilida et al, 2012). Weiterhin zeigten
Donovan et al., dass eine Reduktion der O,-Konzentration die Expression von CD133 und
HIF2a erhohte und dies iiber die Aktivierung des CD133P1 Promotors durch HIF2a erfolgt
(Donovan et al., 2012).

1.4 Der Wnt Signalweg

1.4.1 Nicht-kanonische Signalwege

Es gibt zwei nicht-kanonische, also nicht B-Catenin abhingige Wnt Signalwege. Das ist zum
einen der Ca®* abhiingige Signalweg und zum anderen der planar-Zellpolaritits Wnt-
Signalweg. Bei dem Calcium abhéngigen Signalweg kommt es nach der Bindung eines Wnt-
Liganden an den Frizzled Rezeptor zur Aktivierung von c-Jun-Kinasen (JNK) sowie der
Phospholipase C, was zu einer Erhéhung der Ca®*-Konzentration im Zytoplasma fiihrt. Die
Steigerung der Ca®* Konzentration wiederum aktiviert die Protein Kinase C (PKC), sowie die
Calmodulin dependent kinase (CaMK). Als Folge wird die Serin-Phosphatase Calcineurin
aktiviert welche Nuclear factor of active T-cell (NFAT)- Transkriptionsfaktoren aktiviert.
Diese konnen dadurch in den Zellkern translozieren und dort Zielgene aktivieren. So wirkt
dieser Signalweg beispielsweise inhibitorisch auf den kanonischen Wnt-Signalweg (Nemeth
et al., 2007).

Der Planar-Zellpolaritiats-Wnt Signalweg iibermittelt das Ligandensignal durch kleine G-
Proteine der Rho-Rock Familie. Kommt es zu einer Ligandenbindung am Rezeptor so wird
das Protein Ras Homolog A (RhoA) parallel zu Rac-Proteinen rekrutiert. RhoA fiihrt nun
durch die Aktivierung von Rock zu einer Anderung des Zytoskeletts, wohingegen Rac iiber

die JNK zu einer Transkription von Zielgenen fiihrt (Antara, 2011).
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1.4.2 Der kanonische Wnt Signalweg

Bei dem kanonischen Wnt Signalweg wird als Signalmediator das Protein B-Catenin
(CTNNB1), ein Homolog des D.melanogaster Proteins Armadillo, verwendet. Dieses Protein
ist in der Zelle ubiquitidr im Zytoskelett verbaut, liegt es jedoch als freies Molekiil vor, kann
es in den Nukleus translozieren und zusammen mit TCF/LEF Faktoren die Expression von

Zielgenen aktivieren.

1.4.3 Rezeptoren des Wnt Signalweges

Fiir die Erkennung und Bindung von Wnt Liganden sind immer zwei Rezeptoren notig, die
ein Heterodimer bilden. Rezeptoren der Frizzled (FZD) Familie stellen den Primérrezeptor
dar. Namensgebend ist der infolge eines Verlustes dieser Rezeptoren bei Drosophila
melanogaster auftretende Phédnotyp, welcher in einem Defekt der Haarorganisation sowie
verkleinerten Fliigeln resultiert (Adler er al, 1990). Es zeigte sich spiter, dass diese
Phénomene auf die Storungen des Wnt Signalweges zuriickzufiihren waren. Die FZD Proteine
sind G-Protein gekoppelte 7 Transmembrangang-Rezeptoren und tragen eine 70-120
Aminosduren lange Cystein reiche Doméne (CRD), welche der Erkennung und Bindung von
kanonischen Wnt Liganden dient (Janda et al., 2012). Diese Domine liegt vor der ersten
Transmembrandomine und wird durch Disulfidbriicken dreidimensional modelliert. Neben
der Wnt bindenden Domine gibt es mehrere G-Protein assoziierte Doménen, wodurch die
Hypothese auftkam, dass der Rezeptor ebenfalls mittels kleiner G-Protein Liganden aktiviert
werden kann. Die unterschiedlichen Frizzled-Rezeptoren zeigen aufgrund ihrer variablen
CRDs unterschiedlich ausgeprigte Affinititen zu verschiedenen Wnt Liganden (Gong et al.,
2010). Frizzled 8 (FZDS8) beispielsweise zeigt die hochste Affinitat fiir Wnt3a, gefolgt von
Wntl0b, einem weiteren kanonischen Liganden (Bourhis ef al., 2010). Fiir WntSa, einen nicht
kanonischen Liganden, ist die Affinitiit deutlich reduziert.

Zur Weiterleitung des Signals wird neben dem Primérrezeptor noch ein Ko-Rezeptor bendtigt.
Diesen stellen die Single Pass Transmembranproteine der LDL receptor related protein
Familie (LRP) dar. LRP5 und LRP6 sind beides ca. 1200 Aminosduren gro3e Proteine, die
70% Homologie aufweisen. Beide Rezeptoren tragen B-Propeller EGF-like repeats in der
extrazelluldren Domine. Dabei dient die LRP6P3/4 Doméne als Bindestelle fiir Wnt3a und
DKKI1. WntlOb wird iiber die Doménen P1 und P2 gebunden, welche ebenfalls eine
Zielstruktur von DKKI1 darstellen (Abb. 3). Diese spezifischen Affinititsuntersuchungen

wurden mittels rekombinanter Varianten der Bindestellen und Antikorpern, die gegen diese
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gerichtet waren, gezeigt (Bao et al., 2012). Werden einzelne Doménen mutiert, so verliert das
Protein je nach mutierter Position die Bindeaffinitit fiir Wnt3a, Wnt10b oder Dkk1. Werden
nicht nur Punktmutationen eingefiihrt, sondern komplette Propeller Doménen deletiert, so
wird die Biogenese des Rezeptors gestort. Neben der Storung der Biogenese kann das Fehlen
der Paternally expressed gene 1 (PEG1) moderierten Glykosylierung die Positionierung in der
Zellmembran verhindern (Bao et al., 2012).

Kommt es nun dazu, dass ein Wnt Ligand an die intakten Rezeptoren bindet, so folgt eine
Trimerisierung, da FZD8 und LRP6 unterschiedliche Doménen des Liganden binden. Die
Stochiometrie dieser Komplexe ist bisher nicht geklédrt, weshalb man momentan von einer
1:1:1 Verhiltnis ausgeht. Durch diese Trimerisierung wird eine Kaskade von
Phosphorylierungen ausgelost, welche in einer Rekrutierung und Phosphorylierung des
Rezeptors durch die Casein Kinase I resultiert. Durch diese Modifikation wird Dishevelled an

den Rezeptor rekrutiert und anschlieend ebenfalls phosphoryliert.

R-Propeller Doméne ~ EGF  B-Propeller Doméane EGF R-Propeller Doméne  EGF B-Propeller Domane EGF
P1 like P2 like P3 like P4 like
[ e S o =
Whnt1, Wnt2, Wnt2b, Wnt6, Wnt8a, Wnt9a, Wnt9b, Wnt10b Wnt3 und Wnt3a
DKK1 und DKK2 DKK1 und DKK2

DKK1

Abb. 3 Struktur des LRP6 Rezeptors (verindert nach Bao et al., 2012)

Der Rezeptor besteht aus einer kleinen C-terminalen zytoplasmatischen Domidne und einer groflen
extrazelluldren Domine die aus 4 Subdominen aufgebaut ist. Diese sind zwar strukturell dhnlich haben, jedoch
aufgrund ihrer Proteinsequenzen unterschiedliche Ligandenaffinititen.

1.4.4 Liganden des Wnt Signalweges

Bei den Liganden des kanonischen Wnt Signalweges handelt es sich um eine Familie von
homologen Lipoproteinen. Es gibt insgesamt 19 Wnt Liganden, welche am ersten Cysteinrest,
der hoch konserviert ist, palmitoyliert vorliegen. Die Lipid-Gruppe erhoht die Hydrophobitiit
des Liganden, was die Bindung an Membranen und die Interaktion mit den Frizzled
Rezeptorproteinen verbessert. Die Palmitoylierung erfolgt direkt nach der Translation durch
das Enzym Procupine, worauthin das Protein durch den Proteinkomplex
Whntless(Wls)/Eveness interupted (Evi)/Mom-3 sekretiert wird. Inhibiert man die
Palmitoylierung durch Acetyltransferasen, so liegt der Ligand funktionslos vor. Neben der
Lipid-Modifikation zeigen neuere Arbeiten die Brisanz von Disulfidbriicken und der daraus

resultierenden Faltung des Proteins. Werden beispielsweise einzelne der 24 Cystein Reste
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deletiert, so wird dadurch die Aktivitdt des Liganden herabgesetzt und weiterhin kann dieser
mutierte Ligand den Effekt von Wildtyp-Protein aufheben (MacDonald et al., 2014). Es
wurde gezeigt, dass dies zum einen durch eine fehlerhafte Sekretion und zum anderen durch

eine Veridnderung der Proteinstruktur erklirbar ist.

1.4.5 Inhibitoren des Wnt Signalweges

Die Funktionsweise von Wnt Inhibitoren ermoglicht die Unterteilung in zwei Gruppen. Die
Proteine der ersten Gruppe binden an die Wnt Rezeptoren und verhindern so die Bindung der
Liganden. Zu dieser Gruppe gehoren beispielsweise die Dickkopf- Proteine Dkk1, Dkk2,
Dkk3 und Dkk4. Diese Proteine binden direkt an den LRP5 oder LRP6 Ko-Rezeptor,
wodurch die Liganden vermittelte Dimerisierung unterbunden wird und es nicht zur
Weiterleitung der Signale kommt (Niehrs, 2006). Dickkopfproteine sind hoch konservierte
sekretierte Proteine, welche sich jedoch untereinander strukturell unterscheiden. So wurde
kiirzlich gezeigt, dass verschiedene DKKs am LRP6 Rezeptor an unterschiedlichen Positionen
binden und so inhibierend wirken (Bao et al., 2012).

Der am besten untersuchte Vertreter dieser Klasse ist DKKI1. Da DKKI1 einen
Tumorsuppressor darstellt, liegt der genomische Lokus in Tumoren hiufig hypermethyliert
vor. Beispiele dafiir sind das multiple Myelom oder Lungenkarzinome (Kocemba et al., 2012,
Na et al., 2012). In Mausmodellen wurde gezeigt, dass eine konstitutive Expression von
DKKI1 in Osteoblastenzellen zu einer gestorten Hamatopoese fithrt (Flemming et al., 2008).
Der Inhibitor DKK3 wird ebenfalls in Tumoren durch DNA Hypermethylierung ausgeschaltet
(Veek et al., 2009). Dabei wurde diese Regulation besonders hiufig bei aggressiven Mamma-
Karzinomen gefunden.

Die zweite Gruppe bindet im Gegensatz zur ersten Gruppe nicht an die Rezeptoren sondern
direkt an die Liganden, sodass diese nicht in der Lage sind den Rezeptor zu binden. Beispiele
dafiir sind sekretierte Frizzled Rezeptoren. Diese Molekiile haben wie die membranstindigen
homologen Proteine Cystein reiche Doménen, wodurch der Ligand gebunden wird. Dadurch
fangen die sekretierten Molekiile den Liganden ab, bevor er die Zelloberfliche erreichen
kann. Es gibt insgesamt 5 verschiedene sFRP-Homologe, wobei durch gezielte Knockouts
einzelner Vertreter deren Redundanz gezeigt wurde (Cruciat und Niers, 2013). Neben der
sFRP-Familie gibt es noch den Wnt inhibitory Factor (WIF). Dieser ebenfalls sekretierte
Faktor hat eine Wnt-bindende Doméne im N-terminalen Bereich, gefolgt von mehreren EGF-

like Repeats, weswegen vermutet wird, dass dieses Protein die Feinregulation von ineinander
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tibergehenden Liganden Gradienten leistet (Surmann-Schmitt et al, 2009). Des Weiteren
wurde gezeigt, dass WIF1 in Tumoren, hier im Falle der akuten promyelocytischen Leukémie,
durch Promotor Hypermethylierung inhibiert wird, was den Tumor immens begiinstigt und

eine schlechte Prognose fiir den Patienten bedeutet (Chim et al., 2006).

1.4.6 Ein genauerer Blick auf die Intrazellulare Signalkaskade

So lange keine Wnt Liganden den Rezeptor gebunden haben ist der kanonischen Wnt
Signalweg inaktiv. Um dafiir zu sorgen, dass es nicht zu einer Signalweiterleitung in
Abwesenheit der Liganden kommt gibt es in den Zellen den Scaffold-Protein Komplex.
Dieser Multiproteinkomplex sorgt dafiir, dass f-Catenin nicht in den Nukleus translozieren
kann. Dazu wird B-Catenin von den Proteinen Axin2 und Adenomatéses Poliposis Coli (APC)
tiber C-terminale Doménen komplexiert und somit immobilisiert (Abb. 4A). Es kommt zu
einer Phosphorylierung durch die Casein Kinase I am Serin 45. Diese Modifikation markiert
das Protein nun fiir die folgende Phosphorylierung durch die GSK38 an Serin 33, 37 und
Threonin 47. Durch die Modifikation der Serine 33 und 37 kann B-Catenin nun durch die E3
Ubiquitin-Ligase B-TRCP1 erkannt und ubiquitiniert werden. Infolge dessen wird das B-
Catenin Molekiil der Degradation im Proteasom zugefiihrt.

Kommt es nun zu einer Ligandenbindung durch die Rezeptoren des kanonischen Wnt
Signalweges, so wird das Dishevelled Protein durch Phosphorylierung aktiviert, bindet an
Axin2 und rekrutiert weiterhin die Kinase Aktl. Diese phosphoryliert das Serin9 der GSK38
und inaktiviert dadurch das Protein. B-Catenin wird nun nicht phosphoryliert und kann in den
Kern translozieren (Abb. 4B). Dort komplexiert es mit Proteinen der TCF/LEF Familie und
aktiviert so deren DNA Bindedominen was letztendlich zur Transkription von Zielgenen
fiihrt.

Wurde nun durch die Ligandenbindung Dishevelled phosphoryliert, so dndert sich die
Struktur und Affinitdt des Proteins und es bindet nun préferentiell Axin-Proteine, wodurch
dieser Negativ Regulator des Signalweges an die Zellmembran rekrutiert wird (Nordermeer et
al., 1994). Als Folge dessen werden die verbleibenden Komponenten des Signalweges,
welche eine Affinitit zu Axin aufweisen ebenfalls in diesen Bereichen immobilisiert. Dies
fiihrt dazu, dass GSK3f nicht mehr in der Lage ist CTNNBI1 zu phosphorylieren, welches
unphosphoryliert in den Kern translozieren kann. Da CTNNBI1 keine Nukledre Lokalisations-
(NLS) Sequenz tridgt wird angenommen, dass es mit anderen Proteinen komplexiert und so in

den Kern transportiert wird. Suh und Gumbiner zeigten, dass es sich dabei wohl nicht um FG-
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reiche Nukleoporine handelt, es aber ein aktiver Prozess sein muss, da er temperaturabhingig
ist (Suh et al., 2003). Sharma et al. zeigten 2012, dass es sich um einen anderen Typ von
Nukleoporinen handelt, der mit Armadillo Repeats des CTNNBI interagiert und iiber diese
Repeats je nach subzellulidrer Lokalisation und Bindung durch andere Protein der Import aber
auch der Export aus dem Nukleus reguliert wird (Sharma et al., 2012).

Die Aktivierung von Wnt abhingigen Zielgenen kann aber nicht allein durch CTNNBI
geleistet werden, sondern es bedarf einer Gruppe von Transkriptionsfaktoren. Das sind zum
einen Proteine der T-cell specific factor (TCF)-Familie und zum anderen lymphoid enhancer
factor (LEF, Behrens et al., 1996). Diese beiden Genfamilien sind hoch konserviert und die
Expression der einzelnen Vertreter ist gewebe- und zellspezifisch. Im nicht aktiven Zustand
des Signalweges sind die Faktoren durch das Groucho Protein komplexiert und kénnen so
nicht transaktivierend wirken (Cavallo et al., 1998). Histon-Deacetylasen sorgen dafiir, dass
die Zielchromatin-Struktur kondensiert vorliegt (Chen et al., 1999). Wird der Signalweg
aktiviert, kommt es zu einer nukledren Akkumulation von CTNNB1, wodurch Groucho vom
TCF/LEF Komplex verdringt wird (Nusse, 1999). Dadurch kann der Komplex nun an
Zielsequenzen binden und diese aktivieren.

Unter den Wnt Zielgenen befinden sich mehrere Faktoren, die {iber eine negative
Riickkopplung die Aktivitdt des Signalwegs regulieren. So wird beispielsweise Axin2 als
klassisches Wnt Zielgen gesehen, da es TCF/LEF abhéngig transkribiert wird und
anschlieend die Signalweiterleitung inhibieren kann (Yan et al, 2001 und Lustig et al.,
2002).

Neben der Regulation iiber Axin2 gibt es eine Riickkopplung iiber die Expression N-Terminal
trunkierter Formen von TCF4 und LEFI1, welche die Zielstrukturen binden jedoch nicht
transaktivieren. Somit kann der Signalweg inhibiert werden, obwohl die Liganden vorhanden
sind und die Signalkaskade bis zur Transaktivierungsebene funktionell aktiv ist (Vakic und
Lemke, 2011).

In B-Catenin defizienten Zellen konnte gezeigt werden, dass das Homolog y-Catenin ebenfalls
als Signalvermittler dienen kann (Maeda et al, 2009), jedoch die Zielgene deutlich schwicher
aktiviert als B-Catenin. So gibt es Vermutungen, dass y-Catenin inhibitorisch wirken kann, da
es aufgrund der Armadillo repeats Bindemotive erkennt und bindet, jedoch nicht stark
aktiviert. Weiterhin gibt es neben der Moglichkeit B-Catenin durch Phosphorylierung zu
stabilisieren, aktivierende Modifikationen. So sorgen Phosphorylierungen am Ser552 und
Ser675 durch Protein Kinase A oder AKT]1 fiir eine forcierte Translokation in den Zellkern

wo B-Catenin infolge dessen akkumuliert (Fang et al., 2007).
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Abb. 4 Schematische Darstellung des kanonischen Wnt Signalweges

Der kanonische Signalweg ist ein Mehrkomponentensignalweg und durch die Prisenz des Scaffold-Komplexes
inaktiv (A). Sobald ein Ligand die Rezeptoren FZD und LRP bindet kommt es zur Trimerisierung und
anschlieBender Phosphorylierungskaskade (B). In der Folge wird der Scaffold Komplex gelost, CTNNBI1
transloziert in den Kern und aktiviert zusammen mit TCF/LEF Transkriptionsfaktoren die Expression von Wnt
abhingigen Zielgenen.

1.4.7 Stérungen im Wnt Signalweg und Tumorentstehung

Der Wnt Signalweg enthilt viele Komponenten von denen einige redundant sind, die meisten
jedoch nicht. Mutationen die die nicht redundanten Komponenten betreffen kénnen so einen
starken Einfluss haben und sich negativ auf den Organismus auswirken.

Ein klassisches Beispiel fiir eine Erbkrankheit mit Wnt Einfluss ist das Adenomatdse
Poliposis Coli. Bei dieser Darmerkrankung kommt es zur Vererbung einer Mutation des APC
Genes, wodurch ein Allel des Gens inaktiv ist. Kommt es nun durch chemische Einfliisse oder
Fehler bei der Zellteilung zu einer Mutation im zweiten Allel bei Zellen der Darmcrypten, so
wird APC inaktiviert und die Komponente fehlt im B-Catenin Degradationskomplex. Dies
resultiert in einem unkontrolliert aktiven Wnt Signalweg. Im Folgenden kommt es zur
Entwicklung von Adenomen und im weiteren Verlauf zu Darmtumoren. Neben Darmtumoren

kann die Inaktivierung von APC zu Medulloblastomen fiihren, welche im Falle des Turcot-
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Syndromes durch eine zusitzliche Mutation der DNA Reparaturgene MLHI und PMS2
charakterisiert sind (Hamilton et al., 1995). Neben der Mutation des APC-Gens sind bei
Darmtumoren Punktmutationen des -Catenins beschrieben, welche zum Austausch einzelner
Aminosduren fithren. Ein Beispiel dafiir ist der Austausch vom Serin 33 zu Tyrosin (Kolligs
et al., 1999). Das Serin wird normalerweise durch den Degradationskomplex phosphoryliert
und B-Catenin darauthin der Degradation zugefiihrt. Infolge des Aminosdureaustausches ist
dies nicht mehr moglich und der Signalweg ist dadurch konstitutiv aktiv. Neben APC und
CTNNBI1 konnen weitere Komponenten des Signalweges betroffen sein. So kommt es in
Hepatozelluldren Karzinomen zu inaktivierenden Mutationen von Axinl, welche dazu fiihren,
dass B-Catenin nicht im Degradationskomplex gehalten wird und der Feedback Loop, welcher
normalerweise iiber Axinl und Axin2 den Signalweg reguliert, nicht greift. Des Weiteren
wurde innerhalb einer Kohorte von Hepatozelluldren Karzinomen bei 95% der Patienten eine
Hypermethylierung von sFRP1 gefunden, einem sekretierten Antagonisten.

In Tab. 3 sind diese und weitere mit Tumoren assoziierte Gene und deren Verdnderungen

dargestellt.

Tab. 3 Effekt von Mutationen im Wnt Signalweg und daraus resultierende Tumortypen

Gen Tumortypen Verinderung Referenz

Wnt2 Lungen-Ca Aktivierung Bravo et al., 2013
Wnt10b Mamma-Ca Aktivierung Wend et al., 2013
Wnt7b Urothel-Ca Deaktivierung Bui et al., 1998

WIF-1 Osophagus-Ca Deaktivierung Yang et al., 2012
Wnt5a Melanom Aktivierung Weeratana et al., 2002
LRP5 Osteosarkom Deaktivierung Hoang et al., 2004
sFRP1 Colon-Ca Deaktivierung Suzuki et al., 2004
CTNNB1 Colon Ca Aktivierung Polakis, 2012

APC Colon Ca Deaktivierung Nishido et al., 1991
Axin-1 Hepatozelluldrer-Ca Deaktivierung Satoh et al., 2000
DKK3 ALL Deaktivierung Roman-Gomez et al., 2004
TCF7L2 Mamma-Ca Dereguliert Connor et al., 2012

1.4.8 Der kanonische Wnt Signalweg in der Hamatopoese und bei

Leukamien

Schon seit geraumer Zeit beschiftigt sich die Wissenschaft mit der Untersuchung von
stammzellassoziierten Signalwegen die fiir das Mikromilieu der himatopoetischen Nische und

damit fiir die Himatopoese von Bedeutung sind.
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Welche Rolle der kanonische Wnt Signalweg hierbei spielt, wurde unter anderem von
Flemming et al anhand eines Modells mit konstitutiver DKK1 Expression in Osteoblasten
untersucht (Flemming ef al., 2008). Dabei zeigte sich, dass die Anzahl ruhender Stammzellen
drastisch reduziert wurde. Weiterhin zeigten Austin et al. in frithen Arbeiten, dass nicht-
kanonisches Wnt5a zu einer verstiarkten Proliferation dieser Stammzellen fithrte (Austin et al.,
1997). Analysen der Differenzierungsfihigkeit und der Zellproliferation durch Wnt10b
zeigten, dass es mehr undifferenzierte Kolonien in Kokulturexperimenten mit Liganden-
exprimierenden Feederzellen gab als bei Wnt5a Gabe (Van den Berg et al., 1998). Somit
wurde gezeigt, dass der kanonische Signalweg die Zellen ruhend und undifferenziert hilt, der
nicht-kanonische hingegen die Zellen aktiviert und zur Proliferation anregt. In Experimenten
wo beide Liganden prédsent waren, zeigte sich, dass der kanonische durch Wnt10b aktivierte
Signalweg die Wirkung von Wnt5a aufthob. Zudem wird die Expression von Wntl10b wihrend
der Regeneration des Knochenmarks induziert und begiinstigt die Regeneration (Congdon et
al., 2008). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Transduktion von murinen
himatopoetischen Stammzellen (HSZ) mit CTNNBI1 die Proliferations- und Rekonstitutions-
kapazitdt von himatopoetischen Stammzellen steigert (Reya et al., 2003).

Maus-Experimente mit konstitutiver Uberexpression von CTNNB1 in HSZ zeigten, dass es zu
einer Anreicherung von LinSca'Kit" (LSK)-Zellen kommt, die den Stammzellpool
reprasentieren, und dass ein Wegfall der CTNNB1 Expression die Rekonstitution des
Knochenmarks beeintriachtigt (Kim et al., 1999; Lento et al., 2014). Neuere Arbeiten zeigen
jedoch, dass eine reine Uberexpression von CTNNBI1 die Zellen in die Apoptose driingt,
jedoch bei Knockout von PTEN die Uberexpression zu einer undifferenzierten Proliferation
moderiert durch ID2 fiihrt (Perry et al., 2011) Es zeigte sich, dass die Aktivitit des
kanonischen Signalwegs in einem bestimmen Gleichgewicht stehen muss, um eine normale
Hématopoese zu ermoglichen (Luis et al., 2012). Leukdmische Zellen zeigen héaufig
Verinderungen im kanonischen Wnt Signalling, die die Weitergabe der Signale begiinstigen.
So zeigte sich, dass DKKI1 in chronisch lymphatischen Leukdmien signifikant verringert war
(Pamuk e al., 2014).

Verschiedene leukimische Zelllinien zeigen im Gegensatz zu CD34" HPZ eine endogene
Wntl10b Expression, die moglicherweise dazu fiihrt, dass diese Zellen ohne die Unterstiitzung
der Stammzellnische proliferieren und so zirkulieren konnen. Weiterhin wurde bei B-Zell
ALL gezeigt, dass die Behandlung von Patientenzellen mit Wnt3a antiapoptotisch wirkt
(Khan et al., 2007). Zudem wurde in akuten lymphatischen Leukdmien gezeigt, dass der Wnt

Signalweg aktiv und antiapoptotisch ist und die Behandlung der Zellen mit Catenin-
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abhédngiger-Transkription (CRT)-Inhibitoren die Chemosensititvitit der Zellen erhoht
(Dandekar et al., 2014). Der Mechanismus beruht dabei wohl auf der Wnt abhingigen
Expression des Birc Proteins, welches antiapoptotisch wirkt. Die Kokultur von HL60-Zellen,
einer humanen promyelozytiren-Leukdmie Zelllinie, mit WntSa exprimierenden
mesenchymalen Stammzellen wirkte Proliferations-hemmend und begiinstigte die terminale
Differenzierung der Zellen durch Inhibition des kanonischen Wnt Signalweges (Shen et al.,
2014).

Eine Studie mit pidiatrischen T-ALL Patienten zeigte durchweg eine gesteigerte CTNNB1
Expression, zudem wurde eine neue Mutation in einem Patienten gefunden, die den
Signalweg konstitutiv aktiviert (Ng et al., 2014). Somit ist CTNNBI1 in Leukidmien ebenfalls
durch Mutationen fehlreguliert. Zudem wurde gezeigt, dass die Expression bestimmter
Signalwegskomponenten wie TCF7L2 hochreguliert ist. Letztlich wurde in AML Zellen aus
Patienten gezeigt, dass diese den Stammzellmarker CD133 exprimieren und iiber einen
aktiven Wnt Signalweg verfiigen, welcher normalerweise nur wihrend der Rekonstitution
oder Regeneration des Knochenmarks aktiv ist (Berghini et al., 2012).

Diese Erkenntnisse zeigen, dass sowohl die nicht veridnderten CD34"-HPZ als auch

Leukédmiezellen auf den kanonischen Wnt Signalweg angewiesen sind.

1.4.9 Der Wnt Signalweg als Therapieziel

Aufgrund der gesteigerten Anzahl an Publikationen die besagen, dass die Reaktivierung von
Antagonisten negativ auf Tumormodelle wirkt, kam die Idee auf, dieses als therapeutisches
Ziel zu verwenden. So fiihrte die Gabe von demethylierenden Agenzien zu einer
Reaktivierung von sFRP1 und resultiert in einer gesteigerten Apoptose (Valencia et al., 2009).
Neben der indirekten Einflussnahme durch Demethylierung wurde gezeigt, dass man durch
die Gabe von rekombinanten Frizzled Rezeptoren die Aktivitit des Wnt Signalweges
drastisch reduzieren konnte, sofern es sich um Liganden abhidngige Zelltypen handelt (De
Almeida et al., 2007). Es wurde daher vermehrt nach Substanzen gesucht, die den Signalweg
inhibieren konnten, unabhingig vom Mutationsstatus. So fiihrt die Gabe von nicht-steroidalen
antiinflammatorischen Substanzen wie Indomethacin oder Diclofenac zu einer Reduktion von
B-Catenin durch Modulation der TCF-abhédngigen Transkription. Daher war die Gabe dieser
Substanzen auch bei mutierten Varianten wie der durch S33Y Austausch stabilisierten
Variante bei SW480 Zellen wirksam. In Tab. 4 sind einige préaklinische Ansitze fiir die Wnt

gerichtete Tumortherapie dargestellt. Diese zeigt, dass die Therapieansétze basierend auf der
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gerichteten Beeinflussung des Wnt Signalweges weit gefdachert sind und bei einer Vielzahl

verschiedener Tumore eingesetzt werden konnten.

Tab. 4 Priklinische Ansiitze zur Wnt gerichteten Therapie

Inhibitor Zielstruktur Modell Tumortyp Referenz

Salinomycin Lrp5/6 In vivo Tumor- Colorectal, Shan, 2009
wachstum Brust Gupta, 2009

Querzetin/Reservatrol B-Catenin-TCF- In vivo Tumor- Colorectal, Park, 2005

Transkriptionskomplex wachstum Zervikal Fu, 2014

JW55 Tankryrase-Inhibitor In vivo Tumor- Colorectal Waaler, 2012
wachstum

LGK974 Porcupin-Inhibitor In vivo Tumor- Brust, Liu, 2013
wachstum Kopf-Hals

FJ9o Dishevelled Inhibitor In vivo Tumor- Melanom Fujii, 2007
wachstum Lunge

Whntl-Antikérper Wntl In vivo Tumor- Lunge Rhee, 2002
wachstum Colorectal He, 2004

Wnt10b-Antikorper Wntl10b In vitro Kopf-Hals Rhee, 2002
Zellwachstum

OMP-18R5 Fzd1,2,5,7 und 8 In vivo Tumor- Colorectal Gurney, 2012
wachstum Pankreas

FZD8CRD-FZ Wnt Liganden In vivo Tumor- Brust De Almeida,
wachstum Teratoma 2007
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2 Ziel der Arbeit

Die Untersuchung stammzellassoziierter Signalwege in der Leukdmogenese und deren
Regulation gewinnen in den letzten Jahren immer mehr an Bedeutung. So zeigt sich, dass
Signalwege durch Fusionprodukte von chromosomalen Translokationen aktiviert werden oder
durch andere Mechanismen ein proliferativer Vorteil entsteht.

In der hier vorliegenden Arbeit soll am Modell der AML Zelllinie Mutz-2 der Einfluss des
kanonischen Wnt Signalweges auf diese Zellen und des Weiteren der Einfluss des Proteins
Nucleolin auf die Aktivitdt des Wnt Signalweges untersucht werden. Dazu soll zuerst die
Frage adressiert werden ob der kanonische Wnt Signalweg in Mutz-2 Zellen aktiv ist.
Neben dem Einfluss dieses Signalweges durch seine Liganden auf die Zelle soll der mogliche
Einfluss von Nucleolin auf den kanonischen Wnt Signalweg untersucht werden. Dazu
werden Zellsysteme der Uberexpression oder des shRNA vermittelten Knockdowns von
Nucleolin mit gleichzeitiger Gabe von rekombinanten Wnt Liganden verwendet. Als weiterer
Punkt stellt sich die Frage ob Nucleolin unabhingig von Wnt Liganden den Signalweg
aktiviert.

Neben dem allgemeinen Einfluss von Nucleolin auf diesen Signalweg bestand die Frage nach
den moglichen Zielgenen von Nucleolin im kanonischen Wnt Signalweg. Dazu wurden
Gene untersucht, deren Expression sich in Abhingigkeit von Nucleolin dndert, und diese
weiter analysiert. Die Interaktion von Nucleolin mit Promotorsequenzen eines Zielgens sollte
mittels Chromatin Immunprizipitationen in priméiren CD34" sowie Mutz-2 Zellen untersucht
werden und die aktivierenden Effekte von Nucleolin auf den Promotor durch
Reportergenassays bestimmt werden. Mogliche Nucleolin Bindemotive der Promotorregion
sollten mittels Electrophoretic mobility shift assay oder selektiver Deletion in
Reporterkonstrukten und anschlieBendem Luciferase-Assay analysiert werden.

Neben dem Einfluss auf die Regulation des Wnt Signalweges soll die Modulation der
CD133 Expression durch Nucleolin untersucht werden. Dieser Faktor wird von
himatopoetischen Stamm und Progenitorzellen exprimiert, die verstirkt Nucleolin
exprimieren verglichen mit differenzierten Zelltypen. Dazu soll der Expressionsunterschied
von Gesammt-CD133 und der Einfluss von Nucleolin auf die Isoformen CD133 1A und
CD133 1B analysiert werden. Daneben soll die molekulare Regulation iiber Promotorbindung
durch Nucleolin in Mutz-2 und SEM Zellen sowie primiren CD34" Zellen betrachtet werden.
Letztlich soll untersucht werden ob die Bindung und Aktivierung des CD133 P1 Promotor
iiber Nucleolin-spezifische Bindemotive benotigt und ob eine selektive Deletion dieser die

Aktivierung verhindert.
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3 Material und Methoden

3.1 Chemikalien und Puffer

Alle fiir diese Arbeit verwendeten Chemikalien wurden soweit nicht anders angegeben von
den Firmen VWR (Darmstadt) oder Carl Roth (Karlsruhe) in der hochsten erhiltlichen
Reinheit bezogen. Im Anhang findet sich eine Tabelle der verwendeten Puffer, sowie der

verwendeten Chemikalien und molekularbiologischen Kits (vgl. 12)

3.2 Verwendete Plasmide

Alle fiir die Arbeit verwendeten Plasmide sind im Anhang aufgelistet (vgl. 12.5).
Nachfolgend eine kurze Ubersicht der verwendeten Plasmidsysteme und Expressions-

kassetten.

3.2.1 Expressionsplasmide

Die verwendeten Expressionsplasmide fiir Nucleolin basieren auf dem lentiviralen pCDH-
EF10-T2A-ALNGFR Konstrukt (System Bioscience; Abb. 5) oder dem pCMVTag2B
Plasmid (Clontech). Die exogene Expression des trunkierten ALngfr Rezeptors auf der
Zelloberfliche wurde benutzt, um durchflusszytometrisch die transduzierten Zellen
nachzuweisen und weiterhin mit MACS-Partikeln gegen ALngfr die transduzierten Zellen
anzureichern. Weiterhin kodieren die Plasmide fiir Nucleolin mit N-terminalem FLAG-Tag.
Dieser erlaubt die Detektion des exogenen Proteins. Die Variante Nucleolin-AN stellt eine
Deletionsmutante da, bei der die Aminosduren 1-278 deletiert wurden. Der Vorteil dieser
Plasmide liegt in der Translation beider Proteine von einer mRNA, da so alle ALngfr

positiven Zellen auch das Transgen exprimieren miissen.

EF1 HCL CDS dLHGR
{1...546) {595...2T727) {2803...362T)
FLAG Tag 2A'Pepide
{559...587) {2T43...2T%6)

Abb. 5 Schematische Darstellung der pCDH-NCL T2A Lngfr Expressionskassette
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3.2.2 shRNA-Konstrukte

Fiir den lentiviral vermittelten shRNA Knockdown wurde das pLentiX1 Puro Konstrukt
verwendet (Campeau et al., 2010). Dieses Konstrukt exprimiert die shRNA unter der
Kontrolle des H1 Promotors und gleichzeitig das Resistenzgen Puromycinacetyltransferase
welches eine Resistenz gegen das Antibiotikum Puromycin vermittelt, sodass transduzierte
Zellen mithilfe des Antibiotikums selektioniert werden konnten. Da es sich um ein Gateway-
Konstrukt handelt wurde zuerst ein ,,Entry* Plasmid generiert, welches die shRNA unter
Kontrolle des H1 Promotors triagt. Der Vorteil dieses Systems liegt darin, dass man das
erstellte ,,Entry* Plasmid in eine Reihe von Destinationsvektoren je nach Anwendungswunsch
rekombinieren kann. Diese Kassette war von Erkennungssequenzen fiir die LR Rekombinase
flankiert, sodass diese enzymatisch in den pLentiX1 Puro Destinationsvektor rekombiniert

werden konnte.

3.2.3 Reporterplasmide

Fiir die Reportergenassays wurden verschiedene Plasmidsysteme verwendet
1. pGL3
Das Plasmid pGL3 CD133 enthélt die Sequenz des CDI133 Promotors (Basenpaare
—1100/+10 in Relation zum ATG) und den SV40 Enhancer, welcher die Expression des
Luciferase Gens regulieren. Das Kontrollplasmid enthélt keine Promotorsequenz
2. pGL4.10
Das Plasmid pGL4-TCF7L2 basiert auf dem pGL4.10 Plasmid (Promega, Mannheim) und
enthdlt die Promotorsequenz des humanen TCF7L2 Gens (Basenpaare -1280/426 in
Relation zum ATG) welche die Expression einer genetisch optimierten Luciferase steuert.
3. pGreenFire Reporter
Das pGreenFireTCFRE Plasmid (System Bioscience, Mountain View USA) enthélt einen
minimalen Cytomegalovirus immediate Early Promotor (CMV) auf den vier TCF/LEF
Erkennungssequenzen folgen. Dariiber wird die Expression der Reportergene Griin
fluoreszierendes Protein (GFP) und Luciferase reguliert, wobei beide durch eine T2A
Sequenz getrennt sind, sodass es eine mRNA Sequenz gibt, die fiir zwei getrennte
Proteine kodiert. Daneben enthidlt das Plasmid eine Geneticin-Resistenzkassette unter
Kontrolle des konstitutiv aktiven EFla Promotors. Diese erlaubt die Selektion

transduzierter Zellen mittels Selektionsdruck.
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3.3 Herstellung chemisch kompetenter Bakterien

Fiir die Herstellung chemisch-kompetenter Bakterien wurde das Protokoll von Sambrook und
Russell verwendet (Sambrook et al., 2000). Dazu wurde eine Uber-Nacht Kultur mit LB-
Medium auf eine ODgoy von 0,1 eingestellt und bei Erreichen einer ODgy von 0,5-0,6
abzentrifugiert (5000 g, 4°C, 20’). AnschlieBend wurde das Pellet in 1/3 des Starvolumens
Puffer RF1 resuspendiert und 90’ bei 4°C inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation wurde das
Pellet in 1/12,5 des Ausgangsvolumens RF2 resuspendiert und die Zellsuspension aliquotiert.
Die chemisch-kompetenten Bakterien wurden bis zur weiteren Verwendung bei -80°C

gelagert.

3.4 Transformation von E.coli

Zur Transformation eines Plasmides oder einer Ligation wurde die chemische Transformation
mittels Hitzeschock verwendet (Hanahan, 1983). Dazu wurde die entsprechende DNA in
einem Reaktionsgefid3 auf Eis vorgelegt, mit den kompetenten Bakterien gemischt und 30°
auf Eis inkubiert. Nach einem anschlieBenden Hitzeshock (42°C, 30°‘) wurden die
Transformationen mit super optimal broth (SOB)-Medium versetzt und inkubiert (37°C,
180 rpm, 60’). AnschlieBend wurde die Bakteriensuspension auf LB-Agarplatten mit
geeignetem Selektionsdruck (100 pg/ml Ampicillin oder 50 pg/ml Kanamycin) ausgebracht

und die Platten invertiert bei 37°C inkubiert.

3.5 Plasmidisolation

Fiir die Isolation kleiner Plasmidmengen wurden 2 ml einer UN-Kultur bei 15.000 g
zentrifugiert und die enthaltene Plasmid-DNA mithilfe des Plasmid DNA Mini Kits (5Prime,
Hamburg) isoliert. Das Kit beruht auf dem Prinzip einer enzymatischen Lyse mit
gleichzeitiger Denaturierung stérender Proteine und Entfernung der genomischen DNA.

Zur Isolation groferer Plasmidmengen und zur Verbesserung der Plasmidreinheit wurde das
»Nucleobond Xtra Maxi Kit*“ (Macherey Nagel, Diiren) verwendet. Das Kit beruht auf dem
Prinzip der alkalischen Lyse und anschliefender Renaturierung von Plasmid DNA jedoch
nicht genomischer DNA unter neutralen Bedingungen. Fiir die Aufreinigung endotoxinfreier
Plasmid-DNA wurde das ,,Endotoxin Free Plasmid Maxi Kit“ (Qiagen, Hilden) den

Herstellerangaben folgend verwendet.
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Nach der Isolation wurde die Konzentration der Plasmide UV-photometrisch bestimmt. Die

isolierte Plasmid-DNA wurde bei -20°C gelagert.

3.6 Restriktionsverdau

Zur Linearisierung sowie fiir die Konstruktion neuer Vektoren wurde Plasmid-DNA oder
PCR-Produkte mithilfe von Restriktionsendonukleasen verdaut. Fiir den Verdau wurde
standardmiBig 1 pg Plasmid-DNA oder PCR Produkt mit 10 Units pro verwendetem Enzym
und den passenden Puffern in einem Gesamtvolumen von 30 ul fiir 60 Minuten bei 37°C

inkubiert.

3.7 Agarose Gelelektrophorese

Zur GroBenauftrennung von DNA-Fragmenten nach Restriktionsverdau oder Amplifikation
mittels PCR wurde die Agarose-Gelelektrophorese verwendet. Dazu wurden Agarosegele
entsprechender Konzentration in 1x TAE unter Zusatz von 80 ng/ml Ethidiumbromid
verwendet. Die Proben wurde nach versetzen mit DNA Probenpuffer zusammen mit einem
DNA GroBenstandard elektrophoretisch aufgetrennt und anschlieBend mittels UV-

Transilluminator dokumentiert.

3.8 Gelelution von DNA Fragmenten aus TAE-Agarosegelen

Zur Isolation von PCR-Produkten oder Plasmid Fragmenten aus einem TAE-Agarosegel
wurde die entsprechende Bande unter UV34s,, Exposition ausgeschnitten, ausgewogen und

mithilfe des ,,Qiaquick Gel Extraction Kits* (Qiagen, Hilden) aufgereinigt

3.9 Polymerasekettenreaktion

Zur Amplifikation spezifischer DNA  Sequenzen von Plasmiden wurde die
Polymerasenkettenreaktion (PCR) angewandt. Dabei wurde fiir Klonierungen oder
Mutagenesen die Phusion Polymerase verwendet, da dieses Enzym eine 523’
Exonukleaseaktivitit aufweist und somit die Fehlerrate durch PCR Amplifikation minimiert
wird. Fiir Colony-PCR Ansitze wurde die Tag-Polymerase verwendet. Im Folgenden sind ein

allgemeines Pipettierschema sowie ein Temperaturprotokoll dargelegt.
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Tab. S Pipettierschema fiir eine PCR

Reagenz Menge Endkonzentration

Template 500ng 10 ng/ul

Primer forward 250pmol 500nM

Primer reverse 250pmol 500nM

2X PCR Master Mix 25 ul 1x

H20 ad 50 pl

Tab. 6 Temperaturprotokoll fiir eine PCR

[Temperatur Zeit  Zweck Wiederholung
97°C 45" Initiale Denaturierung o
97°C 7" Denaturierung

55-67°C 30-90" Annealing 35x

72°C 90" Elongation

72°C 42" Finale Elongation

3.10 Gerichtete Mutagenese von DNA Fragmenten
3.10.1 Mutagenese mittels Overlap Extension PCR

Fiir die Deletion kurzer DNA-Sequenzen aus einem Fragment wurde die Mutagenese mittels
Overlap Extension basierend auf der Arbeit von Ho et al. verwendet (Ho et al. 1989). Das
Vorgehen ist in Abb. 6A-C schematisch dargestellt.

Fiir die Mutagenese verwendet man im ersten Schritt zwei getrennte PCR-Reaktionen, wobei
bei beiden jeweils ein Primer die Mutation trigt und iiber der zu mutierenden Sequenz liegt
und sowohl 5” als auch 3’ der zu mutierenden Sequenz iiber mindestens 25 bp homolog ist.
Dadurch erzeugt man zwei PCR Produkte, die beide die mutierte Sequenz enthalten. Nach der
PCR werden die Fragmente aus dem Agarosegel aufgereinigt und zusammen als Template fiir
eine 3. PCR verwendet, bei der nun nur noch die beiden flankierenden Primer verwendet
werden. Dadurch kommt es zu einer Verlingerung der beiden Fragmente durch die
Polymerase und man erhilt das Produkt in seiner vollen Linge, welches nun die Modifikation

enthilt. Dieses Produkt kann nun aus dem Gel aufgereinigt werden.

3.10.2 Site directed Mutagenesis

In Fillen wo aufgrund repetitiver DNA Sequenzen eine Mutagenese mittels Overlap
Extension nicht moglich war, wurde das ,,Quick change site directed mutagenesis Kit*
(Agilent, Waldbronn) nach Herstellerangaben verwendet. Das Protokoll beruht auf dem
Prinzip, dass der forward und reverse primer komplementidr sind und in beiden das
entsprechende Motiv deletiert ist (Abb. 6D-F). Wird nun eine PCR mit den Primern und dem

als Vorlage dienenden Plasmid durchgefiihrt, so kommt es zu einer zirkuldren Amplifikation
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des kompletten Plasmides inklusive der einzufithrenden Mutation. Nach Beendigung der PCR
wird der Reaktionsmix mit Dpnl verdaut, da die PCR amplifizerte DNA unmethyliert ist und
das Enzym so nur die Dam-methylierte Ausgangs-DNA verdaut. Somit verbleibt nur das
mutierte Plasmid intakt, welches dann transformiert werden kann. Der Nachteil der Methode
liegt jedoch darin, dass das gesamte Plasmid amplifiziert wird und dadurch die
Wabhrscheinlichkeit PCR-bedingter Mutationen steigt. Aus diesem Grund wurde das mutierte
Insert aus einem positiven Klon mittels Restriktionsendonukleasen herausgeschnitten und

anschliefend in ein Plasmid-Riickgrat ligiert, welches nicht amplifiziert wurde.

Sct ische Darstellung der site directed Mutagenese

Schematische Darstellung der Overlap Extension Mutagenese

2. —_ template |
) v
= o — Plasmid
—-—— .
PCR 1 PCR 2
template muticries
- Plasmid Plasmid
~

Dpnl
Verdau

| Plasrmid Plasmid

Ligation / \
Transformation | template ? mutiertes
!

J Transformation

Abb. 6 Schematische Darstellung der Overlap Extension und site directed Mutagenese

A) Es werden zwei getrennte PCRs durchgefiihrt, wobei jeweils ein Primer das zu mutierende Motiv enthilt. Die
entstandene Fragmente wurden aus einem Agarosegel aufgereinigt und B) als Template zusammen mit den
Primern a und d fiir eine dritte PCR eingesetzt. Das Produkt (C) enthilt nun das mutierte Motiv. D) Bei der site
directed mutagenesis amplifiziert die Polymerase zirkulidr das gesamte Plasmid, wobei die Primer komplementér
sind und die zu mutierende Sequenz tragen. Das amplifizierte Plasmid enthélt nun das mutierte Motiv und dient
als Vorlage fiir die weiteren Amplifikationen. Durch den Dpnl Verdau (E) wird nun das methylierte
Ausgangsplasmid verdaut und es bleibt nur das mutierte Plasmid fiir die Transformation (F).

3.11 Ligation von DNA Fragmenten

Um bei einer Klonierung DNA-Fragmente in entsprechend geschnittene Vektoren
einzubringen wurde das auf der viralen T4 DNA Ligase beruhende ,,Rapid DNA Ligation Kit
Roche, Penzberg) verwendet. Dabei wurden Insert und Plasmid-Riickgrat im Verhiltnis 3:1

eingesetzt und die Ligation nach Herstellerprotokoll auf Eis pipettiert. AnschlieBend wurde
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die Reaktion fiir 7 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und 7 pl der Reaktion in chemisch

kompetente E.coli Stamm DHI108 transformiert.

3.12 Colony PCR

Zur schnellen Analyse von Kolonien nach Transformation ligierter Konstrukte wurde die
,»Colony-PCR* verwendet (Hofman und Brian, 1991). Dazu wird eine Kolonie in 10 ul H,O
resuspendiert und die verwendete Pipettenspitze zur Anzucht des Klons in 2 ml LB-Medium
mit Selektionsdruck iiberfiihrt. Die in Wasser resuspendierte Kolonie wurde 10 Minuten bei
95°C aufgeschlossen, abzentrifugiert und 5 ul des Uberstandes fiir eine PCR mit Primern
spezifisch fiir das korrekt ligierte Produkt unter den in Abschnitt 3.9 dargestellten

Bedingungen eingesetzt.

3.13 Sequenzierung von DNA Fragmenten

Zur Sequenzvalidierung bei Klonierungen oder PCR-Produkten wurden die zu
untersuchenden DNA Fragmente mittels ,,Big Dye Terminator Sequencing Kits v3.1%
(Applied  Biosystems, = Darmstadt)  basierend  auf der  Didesoxynukleotid-
Abbruchsequenzierung nach Sanger analysiert (Sanger et al., 1971). Dabei wurde 100 ng
Plasmid oder 20 ng eines aufgereinigten PCR Fragmentes in dem nachfolgend dargestellten
Reaktionsmix (Tab. 7) vorbereitet und anschlieBend mit dem in Tab. 8 dargestellten

Temperaturprotokoll prozessiert.

Tab. 7 Pipettierschema fiir eine Sanger-Sequenzierung

Reaktionskomponente Menge
Template DNA 20-100 ng
Primer 100 pmol
Big Dye Terminator Sequencing Mix v3.1 3 pl

Tab. 8 Temperaturprotokoll der Fluoreszenzmarkierung mit Didesoxynukleotiden

Temperatur Dauer

96°C 60"

96°C 10"

50°C 5" 25x Wiederholungen
60°C 4

Die entstandenen Fluorophor markierten DNA-Fragmente wurden anschlieBend mithilfe des
»DyeEx2.0 Spin Kits“ (Qiagen, Hilden) aufgereinigt und die eluierte markierte ssDNA in
Formamid stabilisiert. Die Analyse erfolgte im Anschluss auf einem ABI 3130 Kapillar-

Sequenziergerit.
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3.14 Herstellung von rekombinanten GST Fusionsproteinen

Zur Herstellung von rekombinantem Nucleolin-Glutathion-S-Transferase (NCL-GST)
Fusionsprotein wie auch dem Glutathion-S-Transferase (GST)-Protein, wurde das
entsprechende pGEX2T Plasmid in E.coli BL21 DE3 transformiert. Dabei wurde nur das C-
terminale Fragment von Nucleolin exprimiert, da der N-Terminus in E.coli nicht exprimierbar
ist. Aus einer Uber-Nacht Kultur eines positiven Klons wurde am folgenden Morgen die
Kultur auf ODgpy 0,1 (LB-Medium mit 0,1% Glukose) eingestellt und unter Schiitteln
inkubiert. Bei einer ODgyp0,5 wurde die Kultur mit 0,8 mM Isopropyl-beta-D-
thiogalactopyranosid (IPTG) fiir 2 Stunden bei 30°C induziert. Durch Zugabe der Substanz
wird die Expression des unter Kontrolle des Lac-Operons stehenden Transgens induziert.
Anschliefend wurden die Kulturen bei 5000 g pelletiert, 2x mit STE-Puffer (vgl 12.9)
gewaschen und schockgefroren. Zur Lyse wurde das Pellet in einer entsprechenden Menge
STE Puffer resuspendiert, sonifiziert und anschlieBend mit 200 ul GST Sepharose versetzt.
Nach erfolgter Inkubation (2h, 4°C) wurden die Ansdtze 5x mit STE Puffer gewaschen und

anschlieBend die Proteine durch Zugabe des Elutionspuffers eluiert.

GroRenstandard
0,5 pg NCL-GST
1 pg NCL-GST
2 ug NCL GST
 2pg GST

170 — |
130 — |

Abb. 7 Coomassie Firbung des aufgereinigten
GST-NCL

Aufsteigende Mengen des rekombinanten Proteins
wurden zusammen mit GST in einem SDS-
Acrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt und
anschliefend mit kolloidalem Coomassie gefirbt

100 —

70 —

55 —

40 —

35—

25 —

Die Expression im grolen MafBlstab wie auch die Aufreinigung dieser Kulturen wurde als
Auftragsarbeit von der Firma Invigate (Jena) durchgefiihrt. Die Reinheit des vorliegenden
Nucleolin-GST Fusionsproteins wurde mittels kolloidaler Coomassie Farbung ermittelt und

lag bei ca. 80% (Abb. 7).
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3.15 Herstellung von DNA Doppelstrangsonden

Zur Herstellung von DNA Doppelstrangsonden wurden jeweils 50 pmol zweier
komplementirer ca. 35 bp langer DNA Einzelstringe in 50 ul DNA Hybridisierungspuffer
(sieche Anhang) vermischt, anschlieBend fiir 10 Minuten bei 95°C im Heizblock denaturiert
und langsam im ausgeschalteten Heizblock abgekiihlt. Der so entstandene Doppelstrang

konnte nun fiir die radioaktive Markierung eingesetzt werden.

3.16 Radioaktive Markierung von DNA Doppelstrangsonden

Die Markierung der DNA Doppelstrangsonden wurde mithilfe einer T4 Polynukleotidkinase
(T4-PNK) und *’P-yATP als Substrat durchgefiihrt. Dazu wurde der in Tab. 9 dargestellte
Reaktionsmix pipettiert und fiir 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Im Anschluss wurde nicht

inkorporiertes ATP mithilfe der Biorad P-30 Sédulen entfernt.

Tab. 9 Pipettierschema fiir die radioaktive Markierung von Doppelstrang DNA mit **P-yATP

Reaktionskomponente Volumen Endkonzentration
Doppelstrangoligo 1 ul 15 nM

10x T4-PNK Puffer 5ul 1x

32P-yATP 2 umol 40 mM

T4-PNK 2 ul 0,25 U/ pl

H20 ad 50 pl

3.17 Electrophoretic mobility shift Assay

Zum Nachweis der Bindung von rekombinantem Nucleolin an putative DNA- Bindemotive
wurde die Interaktion mittels einem ,,Electrophoretic mobility shift Assay** untersucht (Garner
und Revzin; 1981). Dieser Nachweis beruht auf der Retention einer radioaktiv markierten
Sonde durch ein zugegebenes Protein oder Kernextrakt. Im vorliegenden Fall wurde dazu
rekombinantes GST-NCL (Aminosduren 288-709 von Nucleolin) oder als Kontrolle
rekombinantes GST Protein verwendet. Die Ansidtze wurden nach folgendem Schema
pipettiert (Tab. 10), wobei poly(dI-dC) einen unspezifischen Kompetitor darstellt, und 30
Minuten auf Eis inkubiert. Im Anschluss wurden die Proben direkt auf ein natives 4%iges
Acrylamidgel aufgetragen und bei 200V separiert. Nach erfolgter elektrophoretischer

Auftrennung wurde das Gel getrocknet und das Signal mittels Phosphoimager visualisiert.
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Tab. 10 Pipettierschema fiir eine EMSA-Reaktion

Reaktionskomponente Volumen Endkonzentration
Radioaktives Sonde 5ul 0,1 nM

10x EMSA Puffer 2,5 ul 1x

poly(didC) 2,5 ul 40 ng/ ul
GST-Protein 2,5 ul 500nM
Kompetitor-Oligo 2,5ul 5-10 nM

H20 10 pul

3.18 Crosslinken von DNA und Proteinen sowie Fragmentierung

Fir die Durchfiithrung von Chromatin-Immunprézipitationen wurden Mutz-2, SEM oder
CD 34"-HPZ in 5 ml/ 1¥10” Zellen warmem DMEM ohne Zusitze resuspendiert und durch
Zugabe von 1% Methanol-freiem Formaldehyd fiir 10 Minuten gecrosslinked. Durch Zugabe
von 125 mM Glycin pH 7,5 wurden etwaige verbliebene Aldehydgruppen abgefangen und
nach zweimaligem Waschen mit PBS die Pellets in 1 ml SDS-Lysepuffer/ 2%10” Zellen
lysiert. Die entstandenen Lysate wurden 1:1 mit ChIP Verdiinnungspuffer versetzt, in 12x24
Covaris Sonifizierungsrohrchen (Covaris Inc, Brighton, Vereinigtes Konigreich) tiberfiihrt
und das enthaltene Chromatin im Anschluss bei 4°C mithilfe eines gerichteten Sonicators
vom Typ Covaris-S auf eine Groe von 500-1000 bp fragmentiert (2% Leistung, Intensitit 3,
200 Zyklen, 10°). Die bei 20.000 g geklidrten Lysate wurden im Anschluss erneut mit dem

gleichen Volumen ChIP-Verdiinnungspuffer aliquotiert und ein Teil als Input-Probe verwahrt.

3.19 Chromatin Immunprdzipitation

Fiir die Chromatin-Immunprézipitation (ChIP) wurden pro Ansatz 30 ul uMACS-Protein-G-
Beads (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) nach Herstellerangaben vorbereitet und die
Prizipitation dem Herstellerprotokoll folgend durchgefiihrt. AnschlieBend wurden je 1 ml des
Lysates entweder mit je 1,5 pg Nucleolin-Antikorper, 1,5 pg Nucleolin-Antikorper blockiert
mit dem Immunisierungspeptid (30 facher Uberschuss Peptid, 30°, 4°C), oder 1,5 ug
Kontroll-Antikérper versetzt. Eine weitere Kontrolle enthielt keinen Antikorper. Nach 60°
Inkubation wurden die Protein-G-Beads zugegeben und erneut fiir 60° inkubiert. Das
Waschen, Eluieren und enzymatische Verdauen der Beads entsprach dem Protokoll des
Herstellers. Im Anschluss an den Proteinase K Verdau wurden die Prizipitate sowie die Input-
Probe mithilfe des ,, NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kits “ (Macherey Nagel, Diiren) dem
Protokoll fiir SDS haltige Proben folgend aufgereinigt. Das Prézipitat wie auch die Input-
Kontrolle wurden mittels qPCR und Primern, spezifisch fiir die zu Promotorsequenzen wie

auch Kontrollregionen, analysiert.
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3.20 Isolation von genomischer DNA

Fiir die Isolation genomischer DNA wurde das ,, DNeasy Blood and Tissue Mini Kit* (Qiagen,
Hilden) nach Protokoll des Herstellers verwendet. Die DNA Konzentration wurde im

Anschluss UV-photometrisch mittels Nanodrop-Photometer bestimmt und die genomische

DNA bei 4°C gelagert.

3.21 Isolation von gesamt RNA

Fiir die Isolation von Gesamt-RNA aus Zellpellets wurde je nach Zellzahl das ,,RNEasy Mini-
oder RNeasy Micro Kit* (Qiagen, Hilden) den Herstellerangaben entsprechend verwendet. Es
wurde jeweils der optionale DNAse Verdau der Proben durchgefiihrt um eine Kontamination
mit genomischer DNA auszuschlieBen. Die gewonnene RNA wurde im Anschluss UV-

photometrisch eingemessen und bei -80°C gelagert.

3.22 Synthese von copyDNA

Fir Expressionsanalysen mittels qRT-PCR Reaktion wurden gleiche Mengen der
gewonnenen RNA mithilfe des ,,Quantitect Reverse Transcription Kit* (Qiagen, Hilden) zu

copyDNA (cDNA) umgeschrieben. Fiir die Synthese wurde das Herstellerprotokoll befolgt.

3.23 Durchfiihrung einer Sybr Green basierten quantitativen PCR

Zur Quantifizierung von Genexpression oder der Anreicherung von Zielregionen bei ChIP
Analysen wurde eine auf dem DNA interkalierenden Farbstoff SYBR Green I basierende
quantitative Real Time PCR mit anschlieBender Schmelzkurve verwendet. Dabei wurde das
folgende Pipettierschema verwendet (Tab. 11). Die verwendeten Primer sind im Anhang

aufgelistet (12.7)

Tab. 11 Pipettierschema fiir Sybr Green basierte qPCR-Reaktionen
Reagenz Menge Endkonzentration
'_I'emplate 10 ng cDNA

oder 10 ng gDNA

oder 2 pl ChlIP Probe

Primer forward 10pmol 250 pM
Primer reverse 10pmol 250 pM
Sybr Green Master Mix 12,5l

H20 ad 25 pl
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Die Reaktionen wurden dann in einem Real Time PCR Gerdt mit folgendem
Temperaturprotokoll durchgefiihrt (Tab. 12). Nach erfolgter PCR wurden die Werte mithilfe

der AAC" Methode verglichen und so die Expressionsunterschiede berechnet (Pfaffl, 2001).
Tab. 12 Temperaturschema fiir eine 3-Schritt gPCR

Temperatur Dauer Zweck Wiederholung
95°C 10' Initiale Denaturierung

95°C 15" Denaturierung

55-62°C 30-60" Annealing

72°C 30-90" Elongation

Schmelzkurve Spezifitdtsnachweis

3.24 Passagieren von Zelllinien

Zur Passagierung adhdrenter Zelllinien wurde das Medium aspiriert, die Zellen einmalig mit
PBS gewaschen und dann mit Trypsin/EDTA Losung inkubiert. Sobald die Zellen abgelost
waren wurde die Reaktion durch Zugabe von Kulturmedium mit FCS abgestoppt und die
Zellsuspension bei 400 g pelletiert. Das Zellpellet wurde in Medium resuspendiert und wieder
in Kultur genommen oder fiir Kryokonservierungen verwendet. Pellets zur Gewinnung von
Protein, DNA oder RNA wurden mit PBS gewaschen, erneut pelletiert und schockgefroren.

Zur Passage und Herstellung von Pellets bei Suspensionszelllinien wurden diese bei 150 g

pelletiert und dann analog zu den adhirenten Zellpellets weiterverarbeitet.

3.25 Kryokonservierung von Zelllinien

Zur Lagerung vitaler Zellen wurde das Zellpellet mit Kryomedium (70% Medium, 20% FCS,
10% DMSO) auf eine Zelldichte 5*10%ml eingestellt und anschlieBend jeweils in 1 ml
Portionen in Kryorohrchen aliquotiert. Diese wurden anschlieBend in  Nunc-
Einfrierkontainern mit einer Temperatur Sinkrate von ca. 1°C/ Minute bei -80°C eingefroren,

und nach 24h in die Lagerung bei -196° in der Gasphase von fliissigem Stickstoff iiberfiihrt.

3.26 Verwendete Zelllinien

Tab. 13 Verwendete Zelllinien

Name Ref-Nr Ursprung Referenz

Hek293 ACC-305 embryonale Niere Graham, 1977

Hek293T ACC635 embryonale Niere Rio et al., 1985

5637 ACC-35 Urothelkarzinom Fogh,1978

SEM ACC-546 Pre-B-ALL Greil et al, 1994

Mutz-2 ACC-271 AML FabM2 Hu et al, 1996; Drexler et al. 1997
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Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die in Tab. 13 aufgelisteten Zelllinien verwendet:
Bei der Zelllinie Hek-293 handelt es sich um eine embryonale Nierenzelllinie humanen
Ursprungs, welche aufgrund ihrer einfachen Transfizierbarkeit zum Testen hergestellter
Plasmide verwendet wurde. Die Zelllinie Hek-293T, welche stabil mit dem Large-T Antigen
des SV40 Virus transfiziert ist (Rio et al., 1985), eignet sich aufgrund der produzierten hohen
Virustiter zur Herstellung pseudolentiviraler Partikel (Miyoshi ef al., 1985).

Die Urothelkarzinomzelllinie 5637 exprimiert eine Vielzahl von Wachstumsfaktoren, die in
den Medieniiberstand abgegeben werden. Der Uberstand mit den darin enthaltenen
Wachstumsfaktoren war notwendig fiir die Kultur der Zelllinie Mutz-2 (Kashoek, 1991;
Quentmeier et al.; 1997; Drexler et al., 1997).

Mutz-2 SEM
A B
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Abb. 8 Analyse der Expression von CD133 und CD34 in Mutz-2 und SEM mittels FACS

Mutz-2 und SEM Zellen wurden fiir die Untersuchung der Oberflichenmarker CD133 und CD34 mit den
Antikorpern CD34-FITC und CDI133-APC gefirbt (A und B), sowie in einem separaten Ansatz mit den
zugehorigen nicht gerichteten Isotypkontrollen (C und D). Die Firbung wurde auf einem FACS-Calibur-
Durchflusszytometer analysiert.

Bei der Zelllinie Mutz-2 handelt es sich um ein Derivat einer akuten myeloischen Leukidmie

der Subklasse FabM2. Die Zelllinie wurde aufgrund der Expression von CD34 und CD133
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und ihrem stark den h@matopoetischen Stammzellen dhnelnden Phénotyp gewihlt. So sind
90% der Zellen positiv fiir CD34 und CD133 (

Abb. 8A) Die Zelllinie SEM ist eine Pre-B-Zell Leukdmie-Abgeleitete Zelllinie, welche stark
CD133 positiv ist, jedoch nicht den Stammzellmarker CD34 exprimiert (

Abb. 8B).

Neben den oben genannten Zelllinien wurden primédre humane himatopoetische Stammzellen
verwendet, welche von Spendern stammten. Die Zellen wurden nach G-CSF Mobilisation aus
Blutapharesaten iiber die Expression des Oberflaichenmarkers CD34 aufgereinigt. Die

Zellproben wurden freundlicherweise durch Herrn Prof. Meisel zur Verfiigung gestellt.

3.27 Kultur der verwendeten Zelllinien

Alle oben genannten Zelllinen wurden bei 37°C und 5% CO, in einer gesittigten
Wasserdampfatmosphire kultiviert. Bei 70% Konfluenz wurden die Zellen passagiert. Hek
293 und Hek 293T wurden mit Dulbeccos modified Eagle’s Medium (DMEM) unter Zusatz
von 10% fotalem Kilberserum (FKS), 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin sowie
1 mM Glutamax kultiviert. 5637 Zellen wurden unter gleichen Bedingungen jedoch in RPMI
kultiviert. SEM Zellen wurden in Iscoves modified Dulbeccos Medium (IMDM) mit oben
genannten Zusdtzen sowie zusdtzlich 2 mM Glutamin kultiviert. Die Zelllinie Mutz-2 wurde
in Minimal Essential Medium unter Zusatz von Ribo- und Desoxyribonukleosiden, 1 mM
Natriumpyruvat, 1mM L-Glutamin, 25% 5637-konditioniertem Kulturiiberstand, 20% FKS
sowie 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin kultiviert.

Bei allen Zelllinien wurden moglichst frithe Passagen verwendet und diese in regelméfigen
Abstinden auf Mycoplasmenkontamination iiberpriift (PCR basierter Nachweis, Minerva,

Berlin).

3.28 Herstellung von konditioniertem 5637-Kulturiiberstand

Als Medienzusatz fiir die Kultur von Mutz-2 Zellen wurde Zellkulturiiberstand der Zelllinie
5637 verwendet, da dieser mit Cytokinen und Wachstumsfaktoren angereichert ist (Kaashoek
et al., 1991). Dazu wurden 5637 Zellen passagiert und mit 50% Dichte ausgelegt. Nach 96 h
wurde der konditionierte Zellkulturiiberstand abgenommen und sterilfiltriert (0,45 pm
Zellulosenitratmembran). Das Filtrat wurde im Anschluss entweder direkt verwendet oder bei

—20°C gelagert.
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3.29 Hitzeinaktivierung von rekombinanten Wnt-Liganden

Zur Inaktivierung von Wnt Liganden wurden diese auf eine Konzentration von 50 ng/ ul (in
PBS mit 0,1% bovines Seralbumin, 0,22 um sterilfiltriert) verdiinnt und 10° bei 90°C

inaktiviert.

3.30 Nukleofektion leukdmischer Zelllinien

Zur Analyse von Reporteraktivierungen durch Nucleolin wurde ein Gemisch von Reporter
und Expressionsvektor mittels Amaxa Cell Line Nucleofector (Lonza, Koln) in Mutz-2 oder
SEM Zellen eingebracht. Das Verfahren beruht auf Elektroporation und ermdoglicht so eine
schnelle Transkription der Transgene. Fiir die Nukleofektion wurden pro Probe 2%10° Zellen
bei 90 g pelletiert und in 100 pl ,,Cell Line Nucleofector Puffer V“ mit Supplement
resuspendiert und 3 pg Plasmidgemisch zugegeben. AnschlieBend wurden die Zellen in eine
Nukelofektions-Kiivette iiberfiihrt, mit dem Programm X-001 elektroporiert und danach mit
500 pl warmem Kulturmedium versetzt. Dieses Gemisch wurde in ein 12 Well iiberfiihrt
worin schon 1 ml Kulturmedium enthalten war, und in einen CO,-Inkubator iiberfiihrt. Nach

24 Stunden wurden die Proben analysiert.

3.31 Herstellung Pseudo-lentiviraler Partikel

Hiamatopoetische Zellen sind sehr schwer mittels lipophiler Reagenzien zu transfizieren. Es
wurde aber gezeigt, dass die pseudo-lentivirale Transduktion gute Ergebnisse liefert, weshalb
dieses Verfahren in der vorliegenden Arbeit verwendet wurde (Naldini ez al., 1996).

Zur Herstellung pseudoviraler Partikel wurden Hek-293T Zellen mit der Polyethylenimin
Methode transfiziert (Reed et al., 1996). Dabei wurde ein Gemisch von lentiviralen
Expressions-, Helfer und Verpackungsplasmiden verwendet. In Tab. 14 sind die
Pipettierschemata fiir eine Transfektion von 2" Generation und 3™ Generation
Verpackungssystemen dargelegt (Miyoshi et al, 1985 und Naldini er al., 1996; Dull et al.,
1998). Das Plasmidgemisch wurde mit 2 ml DMEM ohne Zusitze vermischt. Anschliefend
wurden weitere 2 ml DMEM mit 90 ul Polyethylenimin-Losung (1 pg/ul in PBS) zugefiigt
und fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Im Folgenden wurde die Mischung mit

6 ml DMEM mit 15% FCS versetzt, das Medium von einer 70% konfluenten 15¢cm Schale mit
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Hek293T aspiriert und der Transfektionsmix zugefiigt. Nach 24 Stunden wurde das Medium
ersetzt und weitere 24 Stunden spiter der infektiose Kulturiiberstand geerntet. Dieser wurde
anschliefend durch eine 0,45 pm Zellulosenitratmembran filtriert und dann zur Erh6hung des

Virustiters durch Zentrifugation aufkonzentriert (20.000 g, 120°, 4°C).

Tab. 14 Pipettierschema fiir die Herstellung pseudo-lentiviraler Partikel der 2. und 3. Generation

2nd Funktion Menge 3rd Funktion Menge
Generation Generation
pCMVRS.74 Verpackungsplasmid 12 ug pl25 Verpackungsplasmid 14 ng
pMD2.G VSV-G Hiillplasmid 12 ug pl26 Verpackungsplasmid 5,3 ug
pLenti X1 shRNAExpressions- 12 ng pl27 Hiillplasmid 3,5ug
plasmid
pCDH-T2A Expressionsplasmid 14 ng
LNGFR

3.32 Transduktion von Mutz-2 Zellen

Fiir die Transduktion von Mutz-2 Zellen wurden zunéchst 6-Well Zellkulturplatten mit dem
vom humanen Fibronektin abgeleiteten Protein RetroNectin beschichtet (Clontech, Saint-
Germain-en-Laye, Frankreich; 5 pg/cm? in 750 ul Gesamtvolumen; Inkubation bei 37°C fiir
90 Minuten). Dieses Protein hat sowohl Virus bindende Doménen als auch Eigenschaften
extrazelluldrer Matrix die dazu fithren, dass hdmatopoetische Zellen Pseudopilli ausbilden
und so adhérieren. Durch die so erhohte rdaumliche Nihe steigert sich die
Transduktionseffizienz deutlich (Moritz et al., 1996; Hanenberg et al., 1997). Nun wurden
Mutz-2 Zellen pelletiert und mit einer Dichte von 3%10" Zellen pro Well und ml ausgebracht.
Hinzugefiigt wurden 2 ml konzentrierter Virusiiberstand, sowie der kationische Zusatz
Hexadimethrinbromid (6pg/ml), welcher wiederum die Transduktion begiinstigt (Davies et
al., 2004). AnschlieBend wurden die Platten fiir 90 Minuten bei 1000 g ,,spin-okuliert®. Durch
die Zentrifugation soll das Cytoskelett leicht destabilisiert, sowie mehr virale Partikel auf die
Zelloberflache gebracht werden, was die Transduktionseffizienz steigert (O’Doherty, 2000
und Millington, 2006). AnschlieBend wurden die Zellen fiir 16 Stunden kultiviert und dann
das Medium erneuert. Nach 72 Stunden wurde die Effizienz der Transduktion bei LNGFR-
Konstrukten bestimmt oder im Falle der pLenti-shRNA oder pGreenFire Konstrukte die
Zellen selektioniert. Dazu wurden dem Medium 0,25 pg/ml Puromycin fiir die pLenti-shRNA
Vektoren oder 600 ug/ml G418 fiir die pGreenFire Vektoren zugefiigt. Das Kulturmedium
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wurde zweimal wochentlich erneuert und die Zellen zwei Wochen nach Beginn der Selektion

analysiert.

3.33 Analyse von Oberflidchenantigenen mittels Durchflusszytometrie

Die Messung von Oberflichenantigenen ist eine verbreitete Methode zur Charakterisierung
verschiedenster himatopoetischer Zellen. Dazu wurden 2,5-5%10° Zellen aus der Kultur
entnommen, einmalig mit PBS gewaschen und in 50 ul PBS mit 1% FCS resuspendiert.
Dieser Suspension wurden 2 ul Antikorperkonjugat zugesetzt und bei 4°C fiir 15 Minuten im
Dunkeln inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben gewaschen und mithilfe des FACS
Calibur Durchflusszytometers analysiert. Die verwendeten Antikorper sind in Abschnitt 12.4

aufgelistet.

3.34 Messung der Reporteraktivitdit mittels Luciferase-System

Zur Untersuchung der Promotor- oder Signalwegsaktivitdt und des Einflusses von Nucleolin
darauf wurden Luciferase basierte Reportersysteme verwendet. Die Analyse beruht auf einem
System, bei dem das Luciferasegen unter die Kontrolle des zu untersuchenden Promotors
gestellt wird (Gould und Subramani, 1988). Wird der Promotor durch endogene oder exogene
Faktoren aktiviert, so wird das Reportergen translatiert. In einem anschlieenden Assay wird
das Substrat Luciferin durch das Enzym katalytisch zu Oxyluciferin umgewandelt, wobei
Licht emittiert wird. Die verwendeten Reporterplasmide sind unter 12.5.1 zusammengestellt.

Zur Bestimmung der Reporteraktivitit wurden transduzierte oder nukleofizierte Zellen
pelletiert, mit PBS gewaschen und anschlieBend fiir 15 Minuten mit 150 pl Lysepuffer des
,High sensitivity Reporter Gene Assays® (Roche, Penzberg) auf Eis lysiert. Die mittels
Zentrifugation gekldrten Lysate (20.000 g, 15°) wurden nun in 50 pl Portionen in einer
weillen 96-Well Platte vorgelegt, mit Luciferase-Substratlosung versetzt und in einem
Luminoscan Platten-Luminometer (Thermo- Fisher Scientific, Schwerte) gemessen.
AnschlieBend wurde mit einem Aliquot der Lysate eine Bradford Proteinbestimmung
(Bradford, 1976) in Triplikaten in einem Tecan Plattenphotometer (Tecan, Crailsheim)
durchgefiihrt und die Luciferase-Aktivitit auf die Proteinkonzentration der Lysate

normalisiert.
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3.35 Herstellung von Gesamtzell-Lysaten

Zur Herstellung von Gesamtzell-Lysaten wurde der RIPA-Lysepuffer verwendet (Alcaraz et
al., 1990). Dazu wurde das Zellpellet mit 1 ml Lysepuffer pro 1%107 Zellen versetzt, durch
Pipettieren resuspendiert und fiir 15 Minuten auf Eis inkubiert. Anschlieend wurde das Lysat
durch Zentrifugation bei 18.000 g fiir 15 Minuten gekldrt und die Proteinkonzentration des
Uberstandes mittels Bradford-Nachweis bestimmt. Die Lysate wurden dann mit 5x SDS-
Ladepuffer versetzt und 5 Minuten bei 95°C denaturiert. Bis zur weiteren Verwendung

wurden die Proben bei -20°C gelagert.

3.36 Western Blot

Zur Auftrennung von Proteinlysaten wurde das diskontinuierliche Tris-Glycin Puffersystem
nach Lammli verwendet (Lammli, 1970). Dieses System beruht darauf, dass durch den
neutralen pH Wert von 6,8 die Proben gesammelt werden und dann durch den basischen pH
Wert im Trenngel die Proteine der GroBe nach aufgetrennt werden. Die Proben wurden
zusammen mit Protein-GroBenstandard geladen und anschlieend die Gelelektrophorese bei
20 mA/ Gel durchgefithrt. Nach der Auftrennung wurde das Gel auf eine
Nitrozellulosemembran geblottet und der Transfer durch eine reversible Proteinfirbung nach
Ponceau iiberpriift. Die entfirbte Membran wurde anschlieBend mit einer bovinen
Seralbuminlosung (10% in TBS-T) abgesittigt. Als nidchstes wurde die Membran mit den
entsprechenden spezifischen Antikorpern unter Zugabe von bovinem Seralbumin (5% in
TBS-T) iiber Nacht inkubiert und am folgenden Tag nach mehrmaligem Waschen mit TBS-T
mit dem Detektionsantikorper inkubiert. Als Detektionsantikbrper wurden gegen die Fc-
Bereiche des Primirantikorpers gerichtete Meerrettich-Peroxidase-Konjugate verwendet,
sodass man mithilfe des ,, ECL Chemiluminescent detection Kits* (GE-Healthcare, Miinchen)
die Antikorperbindung durch ein LAS-3000 Lumineszenz-Detektionssystem (GE-Healthcare,

Miinchen) nachweisen konnte.

3.37 ELISA

Zur Detektion von sekretierten Wnt Liganden im 5637-Uberstand wurde dieser mithilfe von

enzym linked immunosorbent assays (ELISA) spezifisch fiir Wnt3a, Wnt5a oder Wnt10b
(Shanghai Crystal Day Biotec, Shanghai China) untersucht. Dazu wurden 40 ul filtrierter
5637-Uberstand oder eine Standardreihe mit bekannten Konzentrationen der zu

untersuchenden Liganden in Protein bindende 8-Well Streifen vorgelegt. Anschliefend
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wurden 10 ul Wnt-Biotin Detektionsantikorper, sowie 50 ul eines Streptavidin-Hrp-
Konjugates zugegeben, gemischt und bei 37°C fiir 60’ inkubiert. AnschlieBend wurden die
Gefidlle 6-mal mit dem beiliegenden Waschpuffer gewaschen und das Chromogen 3,3, 5,5-
Tetramethylbenzidine (TMB) zugegeben, welches durch die Meerrettichperoxidase des
Detektionsantikorpers oxidiert wird, was zu einem blauen Farbumschlag fiihrte. Nach 10
Minuten wurde die Reaktion durch Zugabe von 150 mM Schwefelsdure abgestoppt, wodurch
es aufgrund der pH Verschiebung zu einem Farbumschlag ins Gelbe kommt und die Intensitét
dann photometrisch bei 450nm ausgelesen wurde. AnschlieBend wurde mithilfe der

Standardreihe die Ligandenkonzentration in den 5637-Proben berechnet.

3.38 Statistik

Alle Experimente wurden wenigstens dreifach und unabhingig voneinander repliziert. Bei
Luciferasemessungen und qPCR Ergebnissen wurde der Mittelwert von mindestens 3

Messwerten mit der Standardabweichung dargestellt.
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4 Ergebnisse
4.1 Einfluss von Nucleolin auf die CD133 Expression

4.1.1 Quantitative Analyse der Expression von CD133 Isoformen in

verschiedenen Geweben

Die Arbeit von Shmelkov et al. zeigte, dass die Expression von CDI133 Isoformen
gewebespezifisch ist (Shmelkov er al., 2003). Aufgrund der verwendeten Methode konnte
jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass auch andere Isoformen schwach exprimiert
vorlagen. Zur Untersuchung der relativen Expression von CD133 sowie dem spezifischen
Nachweis der Isoformen CD133 1A und 1B wurde RNA aus verschiedenen Zelllinien und
Geweben verwendet (Clontech, Saint-Germain-en-Laye, Frankreich sowie Agilent,
Waldheim), revers transkribiert und mittels qRT-PCR analysiert. Die Expression wurde gegen
das Kontrollgen p-Aktin normalisiert. In Proben die hdmatopoetischen Progenitoren
enthielten, dominierte die Expression der isoform 1A (Abb. 9C). Mononukledre Zellen aus
Knochenmark oder Nabelschnurblut wiesen eine deutlich stirkere Expression von CD133 1A
im Vergleich zu 1B auf. Komplettes Knochenmark oder auch Proben der fotalen Leber
hingegen zeigten eine stirkere Expression der Isoform 1B (Abb. 9A). Die Proben aus
Hirngewebe wiesen die stirkste CD133 1B Expression der untersuchten Primirproben auf.
Die Zelllinien Mutz-2 und Caco-2 zeigten im Vergleich zu den Primérproben eine deutlich
hohere relative CD133 Expression (Abb. 9B), wobei Mutz-2 Zellen fast ausschlieBlich die
Isoform 1A exprimieren, wohingegen in Caco-2 Zellen beide Isoformen deutlich exprimiert

wurden (ersichtlich anhand des Quotienten Abb. 9D).
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Abb. 9 Expressionsanalyse unterschiedlicher CD133 Isoformen

Fiir die Analyse wurde gesamt RNA aus unterschiedlichen Zell- und Gewebetypen isoliert, revers transkribiert
und mittels Isoform-spezifischer Primer durch eine qRT-PCR analysiert und auf die Expression von S-Aktin
normalisiert. A) Zeigt die Analyse der Isoform 1B, B) die Analyse mit Primern, die alle Isoformen detektieren.
C) zeigt die relative Expression der Isoform 1A und D) den Quotienten aus Isoform 1A und 1B. Alle Werte sind
mit Standardabweichung dargestellt. n=3

4.1.1 Isoformanalyse von CD133 nach Nucleolin Uberexpression
Um die Frage zu kliren, ob eine Steigerung der Nucleolin-Expression einen Einfluss auf die

CD133 Expression hat, wurden Mutz-2 Zellen lentiviral mit pCDH-Empty-Lngfr, pCDH-
NCL-Lngfr oder pCDH-NCL-AN-Lngfr transduziert. Diese Vektoren kodieren fiir
Gesamtlidnge-Nucleolin oder eine Mutante, bei der die ersten 288 Aminosiduren deletiert sind
(Nucleolin-AN). Mithilfe des ebenfalls eingebrachten endogen nicht exprimierten Rezeptors
ALngfr wurden transduzierte mittels Zellen MACS-Technologie auf mehr als 90%
angereichert. Die Herstellung dieser Zellen wurde von Herrn Sanil Bhatia durchgefiihrt und
isolierte Gesamt-RNA zur Verfiigung gestellt. Die daraus erstellte cDNA wurde mit Primern
spezifisch fiir CD133 sowie dessen Isoformen CD133 1A und CD133 1B analysiert und die
jeweilige Expression auf f-Aktin normalisiert. Die isolierte RNA wurde von Herrn Bhatia zur
Verfiigung gestellt.

In Nucleolin transduzierten Zellen gab es einen ca. 6-fachen Anstieg der Gesamtmenge an
CD133 mRNA Kopien, wihrend die Transduktion mit Nucleolin-AN keinen Anstieg der
CD133 Expression bewirkte (Abb. 10). Dieser Anstieg an CD133 Kopien beruhte auf der

40



Ergebnisse
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Abb. 10 Einfluss von Nucleolin auf die Expression von CD133 Isoformen in transduzierten Mutz-2 Zellen
Mutz-2 wurden lentiviral mit pCDH Empty/NCL/NCL-AN-T2A-Lngfr Konstrukten transduziert und tiber die
Expression von ALngfr angereichert. Die isolierte RNA wurde revers transkribiert und mit Primern spezifisch
fiir CD133 oder fiir die Isoformen CD133 1A oder CD133 1B analysiert. Die Expression wurde gegen f-Aktin
normalisiert. n=3

Anderung von CD133-1A Transkripten wihrend die Isoform 1B keine gesteigerte Expression
in Nucleolin transduzierten Zellen zeigte.

Zur Validierung dieser Ergebnisse wurde das Experiment mit SEM Zellen wiederholt (Abb.
11). Auch hier konnte in den mit Nucleolin transduzierten Zellen eine gesteigerte Expression
von CD133 festgestellt werden, vergleichbar mit dem Anstieg der Isoform 1A.
Zusammengefasst konnte in zwei hdmatopoetischen Zelllinien, einer AML und einer ALL-
Abgeleiteten, eine Nucleolin vermittelte Steigerung der CD133 Expression nachgewiesen

werden, die auf einem Anstieg der Isoform CD133 1A nicht jedoch 1B beruhte.

8 - 87

CD133 gesamt CD133 Isoform 1A 8 1 CD133 Isoform 1B
6 6 6
4 4 4

Empty Lngfr NCL Lngfr Empty Lngfr NCL Lngfr Empty Lngfr NCL Lngfr

Abb. 11 Einfluss von Nucleolin auf die Expression von CD133 Isoformen in transduzierten SEM Zellen
SEM wurden lentiviral mit pCDH Empty- oder NCL-T2A-Lngfr Konstrukten transduziert und tiber die
Expression von ALngfr angereichert. Die isolierte RNA wurde Revers transkribiert und mit Primern spezifisch
fiir CD133 oder fiir die Isoformen CD1331A oder CD133 1B analysiert. Die Expression wurde gegen S-Aktin
normalisiert. n=3

4.1.2 Chromatin Immunprazipitation von Nucleolin und Analyse von
CD133 Promotorsequenzen

Um einen Einfluss von Nucleolin auf die Aktivierung des CD133 Promotors zu untersuchen,
wurden Chromatin Immunprizipitationen mit Mutz-2, SEM sowie primidren CD34"-Zellen
durchgefiihrt. Als Kontrollen wurden Proben verwendet, bei denen der Nucleolin Antikorper
durch Zugabe des Immunisierungspeptids geblockt wurde wodurch die Nucleolin Spezifitit

verloren geht. Weiterhin wurden Proben mit einem gegen den EGF-Rezeptor gerichteten

41



Ergebnisse

Antikorper oder Beads ohne Antikorper zur Abschitzung des nicht Nucleolin spezifischen
Hintergrundes verwendet. Nach erfolgter Prizipitation wurde eine spezifische Sequenz
sowohl des CD133 P1- als auch des CD133 P2 Promotors amplifiziert. AnschlieBend wurde
die relative Anreicherung in Relation zur Probe mit Kontrollantikorper (EGFR) berechnet.

Bei Mutz-2 Zellen zeigte sich eine 60 fache relative Anreicherung des Promotors CD133 P1
durch Nucleolin-Prizipitation verglichen mit den Kontrollen (Abb. 12A). Wurde der
Antikorper vorher mit dem Immunisierungspeptid abgesittigt so konnte keine Anreicherung
festgestellt werden, was die Sperzifitit der Bindung bestitigt. Die elektrophoretische
Auftrennung der Amplifikate bestitigte das Ergebnis (Abb. 12B). Die CDI33 P2
Promotorsequenz hingegen konnte weder mit Nucleolin spezifischen Antikdrpern noch mit
den Kontrollansitzen prézipitiert werden und eine Auftragung der PCR Produkte auf einem

Agarosegel bestitigte, dass es auBBer bei der Input-Probe kein Amplifikat gab.
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Abb. 12 Chromatin Immunprizipitation des CD133 P1- und P2-Promeotors in Mutz-2 und SEM Zellen

Fiir die Prézipitation wurden Mutz-2 Zellen mittels Formaldehyd gecrosslinked und das Chromatin geschert.
AnschlieBend wurde dieses mit Antikdrpern gegen Nucleolin, einem geblockten Nucleolin Antikorper, einem
EGFR-Antikorper als nicht Nucleolin gerichtete Kontrolle oder nur den magnetischen Beads inkubiert und die
préazipitierte DNA fiir gPCRs gegen den CD133 P1 oder P2 Promotor eingesetzt. A) Relative Anreicherung
gegen die Kontrollantikdrper Probe bei Mutz-2 Zellen und B) das Agarosegel der entsprechenden Proben. C)
und D) zeigen die entsprechenden Ergebnisse fiir SEM Zellen. Alle Werte wurden mit Standardabweichung
dargestellt. n=4
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Ein vergleichbares Experiment mit SEM-Zellen zeigte eine 42 fache relative Anreicherung
des P1-Promotors durch Nucleolin-Prizipitation und keine in den Kontrollproben (Abb. 12C),
welche durch die Agarosebilder bestitigt wurde (Abb. 12D). Die Amplifikation des
P2-Promotors hingegen offenbarte wiederum keine Anreicherung durch den Nucleolin
Antikorper.

Als nichstes wurde das Chromatin von priméiren CD34"-Zellen untersucht. Die Prizipitation
mit Nucleolin Antikorper zeigte eine 20 fache relative Anreicherung des CD133 Pl
Promotors, die in den Kontrollproben nicht erkennbar war (Abb. 13A). Das
korrespondierende Agarosegel der Amplifikate zeigte nur bei der Inputprobe sowie dem
Nucleolin-Prizipitat ein Fragment der entsprechenden Groe (Abb. 13B). Der CD133 P2
Promotor wurde, wie bereits bei den beiden Zelllinien gezeigt, nicht durch Nucleolin
prézipitiert. Bei den Proben der CD133 P2 Amplifikation war nur bei der Input-Spur ein
Amplifikat erkennbar (Abb. 13B).
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Abb. 13 Chromatin Immunprizipitation des CD133 P1- und P2 Promotors in priméren CD34" HPZs

Fiir die Priizipitation wurden CD34" HPZ mittels Formaldehyd gecrosslinked und das Chromatin geschert.
Anschlieend wurde dieses mit Antikdrpern gegen Nucleolin, einem geblockten Nucleolin Antikorper, einem
EGF-Rezeptor Antikorper oder nur den magnetischen Beads inkubiert und anschlieBend die prizipitierte DNA
fiir gPCRs gegen den CD133 P1 oder P2 Promotor eingesetzt. A) Relative Anreicherung normalisiert auf die
EGFR Probe in Mutz-2 Zellen und B) das Agarosegel der entsprechenden Proben. Die Zellen wurden von Herrn
Sanil Bhatia zur Verfiigung gestellt. n=3
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Zusammengefasst ergeben die Untersuchungen, dass Nucleolin den CD133 P1-, jedoch nicht
den CDI133 P2- Promotor bindet. Die Bindung ist spezifisch, da eine Preinkubation des

Antikorpers mit dem Immunisierungspeptid die Anreicherung aufhebt.

4.1.3 Analyse der Nucleolin abhangigen CD133 P1 Aktivierung

Zur Klédrung des Einflusses von Nucleolin auf den CD133 P1 Promotor wurden Luciferase-
experimente durchgefiihrt. Der Assay basiert auf dem Ansatz, dass ein zu untersuchender
Promotor als regulatives Element vor das Luciferasegen kloniert wird und die Aktivitit
anhand der resultierenden Chemolumineszenz bestimmt wird. Wird der Promotor durch
endogene oder exogen eingebrachte Faktoren aktiviert, so kommt es zur signalabhingigen
Expression der Luciferase welche dann das zugegebene Substrat umsetzt. Bei dieser Reaktion
entsteht Chemolumineszenz. Als Kontrolle fiir die Spezifitit der Aktivierung iiber die
Promotorsequenz wurde der Reporter ohne diese verwendet. Die Chemolumineszenz wurde
im Anschluss auf den Proteingehalt normalisiert. Diese Konstrukte wurden zusammen mit
pCMV Nucleolin Expressionsplasmiden in Mutz-2 oder SEM Zellen nukleofiziert. Die
Nukleofektion des pCMV Leervektors diente der Erfassung der Promotoraktivitit durch

endogene Faktoren.
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Abb. 14 CD133 Reporter Aktivierung durch Nucleolin aber nicht durch AN in Mutz-2 Zellen

Mutz-2 Zellen wurden mit einem pGL3 oder pGL3-CD133 sowie Nucleolin Expressionskonstrukten
nukleofiziert und anschliefend die Luciferaseaktivitit bestimmt. Alle Werte sind auf das Ergebnis der pGL3-
Proben normalisiert welcher auf 100% gesetzt wurde (A). Weiterhin wurde die Expression des exogenen sowie
des gesamt-Nucleolins als Nukleofektionskontrolle durchgefiihrt (B). n=4

Abb. 14A zeigt, dass der Reporter in Mutz-2 Zellen durch endogene Faktoren aktiviert wird.
da die Leervektor-nukleofizierten Proben stirker als die pGL3 Kontrolle sind. Die
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Nukleofektion von Nucleolin fiihrt zu einer dreifachen Steigerung dieses Signals, Nucleolin-
AN hingegen fiihrt zu keiner signifikanten Steigerung. Western Blots der analysierten Proben
zeigen, dass es in den mit Nucleolin nukleofizierten Proben zu einem Anstieg des detektierten
Nucleolins kommt und dass das Transgen mittels Flag-Blot nachweisbar ist. Bei der
Nucleolin-AN Probe war das Flag-Fusionsprotein detektierbar, es fiihrte jedoch wie erwartet
nicht zu einem Anstieg des Volllinge Nucleolin, da AN deutlich kleiner ist (siche Abb. 14B).

Die Nukleofektion ansteigender Mengen an Nucleolin-Expressionsplasmid zeigte, dass die
Aktivierung des Reporters dosisabhingig ist (Abb. 15). So steigt die relative Reporteraktivitt
parallel zur detektierten Nucleolin-Proteinmenge an. Der [-Aktin Blot zeigt ein
gleichmiBiges Beladen der Proben, sodass die Unterschiede auf die Nukleofektion und nicht

auf Unterschiede in der Gesamtproteinmenge zuriickzufiihren sind.
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Abb. 15 Dosisabhéingige Aktivierung des CD133 Reporters durch Nucleolin in Mutz-2

Mutz-2 Zellen wurden mit pGL3 (#1) oder pGL3 CD133 (Proben #2-7) sowie ansteigenden Mengen an
Nucleolin-Expressionsplasmiden nukleofiziert #3-7) . Die zellen wurden nach 24h geerntet und die Aktivitit des
Luciferas-Reportersystems bestimmt. Der Wert fiir die pGL3 Probe wurde auf als 100 definiert und die anderen
proben in Relation dazu gesetzt. n=4
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4.1.4 Analyse der Nucleolin Bindemotive im Hinblick auf die Aktivierung
des CD133-P1 Promotors durch Nucleolin

Nucleolin ist in der Lage DNA iiber spezifische Bindemotive zu erkennen und so Promotoren
zu aktivieren (Grinstein et al., 2007). Eine Analyse des CD133 P1-Promotors resultierte in
drei putativen Nucleolin Bindemotiven. Diese 5 bp umfassenden Bindemotive wurden
selektiv im CD133 P1 Luciferase-Reporter deletiert und diese Konstrukte anschlieBend fiir
Luciferase Reporteranalysen in Mutz-2 und SEM Zellen verwendet. Die Deletion von zwei
der drei Bindemotive in jeglicher Kombination fiihrte in Mutz-2 Zellen zu einer deutlichen
Reduktion der Reporteraktivitit (Abb. 16). So war die gemessene Aktivitit vergleichbar mit
der pGL3 Probe ohne Promotorsequenz. Zudem zeigte sich eine Aufhebung der Nucleolin
abhingigen Aktivierung des CD133-Reporters.

In der Zelllinie SEM konnte dieselbe Beobachtung gemacht werden, was den Einfluss der
Bindemotive weiter bestitigt (Abb. 17). Zusammengefasst zeigen die hier vorliegenden
Reporteranalysen, dass der CD133 P1 Promotor in Mutz-2 Zellen durch endogene Faktoren
aktiv vorliegt. Die Nukleofektion von Nucleolin jedoch nicht Nucleolin-AN fiihrt zu einer
weiteren Steigerung dieser Aktivitdt. Spezifische Nucleolin Bindemotive sind fiir eine
Aktivierung essentiell und die Deletion derer verhindert die Aktivierung sowohl durch

endogene Faktoren als auch durch Nukleofektion von Nucleolin.
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Abb. 16 Analyse der Nucleolin CD133 Reporteraktivierung nach Deletion von Bindemotiven in Mutz-2
pGL3 oder pGL3-CD133 Reporter sowie Derivate mit deletierten Nucleolin Bindemotiven wurden zusammen
mit den angegebenen Expressionskonstrukten in Mutz-2 nukleofiziert und die Reporteraktivitit nach 24h mittels
Luminometer bestimmt. Die Luciferaseaktivitit wurde auf den Proteingehalt der Probe normalisiert. n=4
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Abb. 17 Analyse der Nucleolin CD133 Reporteraktivierung nach Deletion von Bindemotiven in SEM
CD133 Reporter sowie Derivate mit deletierten Nucleolin Bindemotiven wurden zusammen mit den
angegebenen Expressionskonstrukten in SEM nukleofiziert und die Reporteraktivitit nach 24h mittels
Luminometer bestimmt. Die Luciferaseaktivitit wurde auf den Proteingehalt der Probe normalisiert. n=4

4.1.5 Untersuchung eines Nucleolin Bindemotives mittels EMSA
Zur weiteren Untersuchung der Spezifitit der Bindung von Nucleolin an Bindemotive im

CD133 Promotor wurde exemplarisch das Bindemotiv CD133-3 fiir EMSA Analysen
verwendet. Dazu wurden rekombinantes GST-Nucleolin Protein (Aminosduren 288-709) oder
GST Protein mit einer radioaktiv markierten DNA Doppelstrangsonde des Bindemotivs unter
Zugabe von unspezifischer DNA inkubiert und auf einem nativen Polyacrylamidgel
aufgetrennt und autoradiographiert. Da der N-Terminus von Nucleolin in E.coli nicht
exprimiert wird, wurde diese Deletionsmutante verwendet, welche jedoch alle Nukleinsidure
bindenden Motive enthilt. Bei Ansitzen mit Kompetition wurde ein Uberschuss an nicht
radioaktiv markierter Doppelstrangsonde mit oder ohne Bindemotiv zugesetzt.

Die Autoradiographie des EMSAs zeigte, dass es in der Probe mit Nucleolin-GST zur
Bildung eines radioaktiv detektierbaren retardierten Komplexes kam (Abb. 18). Die Zugabe
von GST-Protein hingegen fiihrte nicht zur Bildung eines retardierten radioaktiven
Komplexes. Um auszuschlieBen, dass es sich um eine unspezifische Bindung des Nucleolin-
GST Proteins handelt, wurde die Reaktion mit nicht radioaktiv-markierten Fragmenten
kompetitiert, welche dem Oligo mit oder ohne Bindemotiv entsprachen. Dabei zeigte sich
wiederum in der Probe mit Nucleolin-GST Protein eine Bindung an die markierte Sonde.
Durch Zugabe eines Uberschusses des nicht radioaktiv markierten Oligos wurde dieses

praferentiell hdaufiger durch Nucleolin gebunden und das radioaktive Signal des Komplexes
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verschwand. Bei Zugabe des gleichen Uberschusses an Oligo ohne Nucleolin Bindemotiv
wurde der radioaktive Komplex nicht beeinflusst. Dies bedeutet, dass die Interaktion von
Nucleolin mit der DNA auf dem Bindemotiv beruht und diese Bindung spezifisch war. Selbst
ein 100-facher Uberschuss an Oligo ohne Bindemotiv konnte diese Bindung nicht

beeinflussen.
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Abb. 18 Nachweis der CD133-3 Bindung durch NCL mittels Emsa
Rekombinantes Nucleolin wurde zusammen mit einem radioaktiv-markierten DNA Oligo inkubiert, welches die
CD133-3-Bindeseqeunz enthielt. In weiteren Proben wurde die Reaktion durch einen 100 fachen Uberschuss an
nicht radioaktiv-markiertem Kompetitor-Oligo oder einer Variante mit deletierter Bindestelle inkubiert. Nach
elektrophoretischer Auftrennung und Trocknung wurde das Gel autoradiographiert
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4.2 Untersuchung des Einflusses von Nucleolin auf den kanonischen
WNT Signalweg in Mutz-2 Zellen

4.2.1 Bestimmung der Konzentration von Wnt3a, Wnt5a und Wnt10b in
5637-Kulturiberstand

Die Kultur der Zelllinie Mutz-2 benétigt den Zusatz des konditionierten Medieniiberstandes
der Zelllinie 5637. Dieser enthdlt neben vielen Wachstumsfaktoren wahrscheinlich auch
Liganden fiir Signalwege. Um zu kliren, ob der Uberstand die kanonischen Wnt-Liganden
Wnt3a und Wntl0b, sowie den nichtkanonischen Liganden Wnt5a enthilt, wurden ELISAs
gegen diese durchgefiihrt. Dazu wurde der Uberstand der Zelllinie 5637 geerntet und fiir
ELISAs eingesetzt. Anhand einer Standardreihe bekannter Konzentration wurde der Gehalt
der Liganden im Uberstand bestimmt. Dabei zeigte sich, dass alle drei Liganden durch 5637
Zellen gebildet und in den Kulturiiberstand abgegeben werden. Die Konzentrationen betrugen
dabei fiir Wnt3a im Mittel 4 ng/ml (3,1 ng/ml-5,2 ng/ml; n=4), bei Wnt5a waren es 4,8 ng/ml
(3,7 ng/ml-6,2 ng/ml; n=4) und die hochste Konzentration wurde bei Wnt 10b mit 6,4 ng/ml
(4,9 ng/ml-9,1 ng/ml; n=4) detektiert. Somit enthielt das Kulturmedium der Mutz-2 Zellen

funktionelle kanonische und nicht- kanonische Wnt Liganden.

4.2.2 Einfluss von FZD8-FC auf den Wnt-Signalweg in Mutz-2 Zellen
Zur Uberpriifung, ob die im zugegebenen 5637-Uberstand enthaltenen Liganden den Wnt-

Signalweg in Mutz-2 Zellen beeinflussen, wurde den Kulturen das rekombinante 16sliche
Frizzled8-FC (FZDS8-FC) Protein zugefiigt. Fiir dieses Molekiill wurde gezeigt, dass es
effektiv die ligandenabhingige Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalweges unterdriicken
kann (De Almeida, 2007). Die Zellen wurden zundchst fiir 48 h ohne Zugabe von 5637-
Uberstand kultiviert um eine minimale Aktivitit des Signalwegs zu erreichen. Daraufhin
wurde den Zellen 25% 5637-Uberstand und unterschiedliche Konzentrationen an FZD8-FC
zugesetzt. Als Kontrolle diente ein Ansatz dem nur 5637-Uberstand aber kein FZDS-FC
zugesetzt wurde. Nach 24 h wurden die Zellen geerntet und fiir Expressionsanalysen mittels
gRT-PCR sowie Western Blot verwendet. Dabei wurde die Expression der Zielgene CyclinD1
(CCNDV1), Transcription Factor 7 like2 (TCF7L2) sowie B-Catenin (CTNNBI1) angeschaut.
Weiterhin wurde die Verdnderung von Nucleolin untersucht und alle Messungen in Relation

zu f-Aktin normalisiert.
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Abb. 19 Einfluss von FZD8-FC auf die Expression von Wnt Zielgenen in Mutz-2 Zellen

Mutz-2 Zellen wurden 48h ohne 5637-Uberstand kultiviert, dann wurden 25% Uberstand und die angegebenen
Mengen FZDS8-FC (in ng/ml) zugegeben. Nach 24 h wurden die Zellen geerntet. A) Western Blot Analyse fiir
Nucleolin und die Komponenten des Signalweges wie aktives B-Catenin (ABC), TCF4 sowie totale und pSer9
GSK3p. Als Beladungskontrolle wurde B-Aktin gewéhlt. Die Banden wurden densitometrisch ausgewertet und
in Relation zur Kontrollprobe gesetzt. (B-E). Zusitzlich wurden qRT Analysen von Nucleolin (B) und den Wnt
Zielgenen CCND1 (C), CTNNBI (D) und TCF7L2 (E) durchgefiihrt. n=5

Mittels Western Blot wurde die Expression des durch TCF7L2 kodierten Proteins TCF4, von
Nucleolin sowie Aktives B-Catenin (ABC) als Signaliibermittler des Signalweges untersucht
(Abb. 19A). Die Expression von GSK und die Untersuchung der am Serin9 phosphorylierten
(pGSK3B) und dadurch inaktivierten Form sollte weiterfilhrend die Aktivierung auf
Proteinebene kléren.

Die Behandlung mit FZD8-FC fiihrte zu einer deutlichen dosisabhiéngigen Reduktion der
mRNA Kopien von Wnt Zielgenen. So kam es zu einer Reduktion von CTNNBI und
TCF7L2, zweier Molekiile die direkt in das Signalling involviert sind und gleichzeitig
Zielmolekiile des Signalweges darstellen (Abb. 19 D, E). Zudem nahm die Anzahl der mRNA
Transkripte von NCL und CCND1 dosisabhiingig ab (Abb. 19 B, C).

Die Untersuchung derselben Proben auf Anderungen der Proteinexpression von kanonischen

Zielgenen und Mediatoren zeigte ebenfalls eine deutliche dosisabhingige Reduktion des
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aktiven B-Catenin (ABC) und von TCF4, beides wichtige Faktoren in der Signalweiterleitung
des kanonischen Wnt Signalweges (Abb. 19A). Weiterhin zeigte sich, dass es zu einer
Abnahme der pGSK3p Ser9 kam, die Gesamtmenge an GSK3p sich jedoch nicht veridnderte.
Diese Phosphorylierung hat einen inaktivierenden FEinfluss auf die Kinase und begiinstigt
somit den kanonischen Wnt Signalweg. Letztlich zeigte sich analog zur mRNA auch auf
Proteinebene eine deutliche Reduktion von Nucleolin. Zusammengefasst zeigen die Analysen
der Expression Wnt abhiingiger Gene in Mutz-2 Zellen, dass der 5637-Uberstand funktionelle
Wnt Liganden enthilt und die Depletion derer zu einer deutlichen Reduktion der Aktivitit des

kanonischen Signalwegs in diesen Zellen fiihrt.

4.2.3 Einfluss rekombinanter Wnt Liganden auf die Expression von Wnt-
Zielgenen in Mutz-2 Zellen

Zur Klirung, ob die Aktivierung des Signalweges auf den kanonischen Liganden Wnt3a und
Wntl0b oder dem nicht-kanonischen Wnt5a beruht, wurden Mutz-2 Zellen 24h mit
rekombinanten Liganden behandelt und anschlieBend fiir Expressionsanalysen geerntet. Die
genannten Liganden wurden gewihlt, da diese den jeweiligen Signalweg in idealer Weise
aktivieren. Dabei zeigte sich in diesen Zellen eine Aktivierung des kanonischen Signalwegs
durch Wnt3a und Wnt10b in Abhéngigkeit von der Ligandenmenge. So zeigte der Western
Blot einen Anstieg von ABC und TCF4 (Abb. 20A). Die vermehrte Phosphorylierung der
GSK3p am Serin 9 deutete ebenfalls auf einen stirker aktiven Signalweg hin. Ebenso konnte
ein Anstieg der Nucleolin Proteinmenge detektiert werden. Es zeigte sich zudem, dass die
Aktivierung durch den Liganden WntlOb etwas schwicher ausfiel als durch Wnt3a (siehe
Resultate der Densitometrie).

Expressionsanalysen mittels qRT-PCR zeigten ebenfalls, dass Wnt3a und Wnt10b beide die
Expression von kanonischen Wnt Zielgenen aktivieren (Abb. 20C-E). Die Expression von
Nucleolin stieg ebenfalls parallel zur Proteinexpression dosisabhingig durch die Liganden an
(Abb. 20 B). Analog zu den Analysen auf Proteinebene zeigte die qRT anhand der gréeren

Expressionsunterschiede, dass Wnt3a den Signalweg stdrker aktiviert hatte als Wnt10b.
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Abb. 20 Einfluss von kanonischen Wnt Liganden auf die Expression von Wnt-Zielgenen in Mutz-2 Zellen
Mutz-2 Zellen wurden fiir 24 h mit den angegebenen Konzentrationen an Wnt3a und Wnt10b (ng/ml Ligand)
behandelt und anschlieBend mittels Western Blot (A) gegen Nucleolin, ABC, TCF pGSK3p sowie GSK3p
analysiert. B-Aktin diente als Ladekontrolle. Die Werte unter den Banden geben die relative densitometrische
Dichte an. Weiterhin wurden die Expressionsunterschiede von Nucleolin, CCNDI, CTNNBI und TCF7L2)
mittels qRT-PCR bestimmt und auf f-Aktin normalisiert (B-E). n=4

Durch den nicht-kanonischen Liganden Wnt5a hingegen kam es zu keinem Anstieg der
pGSK3p-Menge (Abb. 21 A). Dieses fiihrte dann im Resultat nicht zu einem Anstieg des
aktiven B-Catenins und auch TCF4 inderte sich nicht. Zu guter Letzt konnte auch keine
Anderung der Nucleolin Proteinmenge detektiert werden. Auf Transkriptionsebene konnte
durch die Zugabe von Wnt5a kein Effekt auf die mRNA Kopienzahl von Nucleolin oder den
kanonischen Zielgenen gefunden werden (Abb. 21 B-E). Dies zeigte, dass in Mutz-2 Zellen
die Liganden Wnt3a und Wntl0Ob in der Lage sind den kanonischen Wnt Signalweg zu
aktivieren und die Transkription von Zielgenen dosisabhingig zu steigern. Der nicht-
kanonische Ligand Wnt5a hingegen war erwartungsgemill nicht in der Lage diesen

Signalweg zu stimulieren.
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Abb. 21 Einfluss von Wnt5a auf die Aktivierung des kanonischen Wnt Signalweges in Mutz-2 Zellen
Mutz-2 Zellen wurden fiir 24 h mit den angegebenen Konzentrationen an Wnt 3a und Wnt5a (ng/ml Ligand)
behandelt und anschlieBend mittels Western Blot (A) gegen Nucleolin, ABC, TCF pGSK3p sowie GSK3p3
analysiert. B-Aktin diente als Ladekontrolle. Die Zahlen geben die relativen densitometrischen Werte der
jeweiligen Probe an. Weiterhin wurden die Expressionsunterschiede von Nucleolin, CCNDI, CTNNBI und
TCF7L2 mittels qRT-PCR bestimmt und auf f-Aktin normalisiert (B-E). n=4

4.2.4 Einfluss von Nucleolin-Uberexpression auf die Aktivierung eines
Wnt-Reporters
Zur Untersuchung des Einflusses von Nucleolin auf die Aktivierung des kanonischen Wnt

Signalweges wurden Mutz-2 Zellen mit einem Wnt Reporter (TCF RE, Barolo 2007) oder
dem zugehorigen Kontrollplasmid lentiviral transduziert und selektioniert. Das Prinzip des
Reporters beruht auf TCF spezifischen Bindemotiven, die vor einem Minimalpromotor im

Reportersystem liegen, und durch eine Bindung durch den TCF/LEF Transkriptionskomplex
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Abb. 22 Analyse der Wnt Reporteraktivierung mittels Luciferase-Reporterassays

Mutz-2 Zellen Stabil transduziert mit den Reporterkonstrukten pGreenFire TCF RE oder pGreen Fire Control
wurden mit verschiedene Nucleolin Expressionskonstrukten nukleofiziert und die Luciferaseaktivitit nach 24h
gemessen (A). Der Luciferasewert die TCF RE/Empty Probe wurde auf 1 gesetzt. Mittels Western Blot wurden
die exogenen Flag- Nucleolin- Proteinen detektiert, wie auch die gesamt-Nucleolin Menge. B-Aktin diente als
Ladekontrolle (B). n=4

die Expression der Luciferase induzieren. Diese stabilen Zelllinien wurden anschlieBend mit
Nucleolin oder Nucleolin-AN Expressionsplasmid nukleofiziert. Als Kontrolle dienten mit
einem Empty-Expressionsplasmid nukleofizierte Zellen, da diese die endogene Aktivitit
zeigen.

Wie in Abb. 22 dargestellt zeigte sich, dass zum einen der kanonische Wnt Signalweg in den
untersuchten Mutz-2 Zellen durch endogene Faktoren aktiv vorliegt. Die Nukleofektion von
Nucleolin steigerte die Aktivitit des Wnt-Reporters zusitzlich (Abb. 22A), die Nukleofektion
von Nucleolin-AN hingegen aktivierte den Reporter deutlich schwicher als Nucleolin.
Western Blot-Analysen zeigten dass die Nucleolin Nukleofektion in der Kontrollreporter- und
der Wnt-Reporterpopulation zu einem deutlichen Anstieg der Proteinmenge fiihrte (Abb.
22B). Der Western Blot gegen das FLAG Epitop zeigte die deutliche Expression der
Transgene Nucleolin und Nucleolin-AN. Dieses Experiment lieferte einen ersten Hinweis
darauf, dass Nucleolin die Aktivitit des Signalweges modulieren kann und dass die

Aktivierung abhingig vom N-Terminus des Proteins ist.
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Abb. 23 Analyse der Wnt Reporteraktivierung nach Nukleofektion mit ansteigenden Nucleolinmengen
Mutz-2 Zellen Stabil transduziert mit den Reporterkonstrukten pGreenFire TCF RE oder pGreen Fire Control
wurden mit ansteigenden Mengen des Nucleolin Expressionsplasmides (0, 0,2ug, 0,4ug, 0,6ug, 0,8ug, 1lug und
1,2ug) nukleofiziert und die Aktivierung des Reporters nach 24h bestimmt. Zellen die hingegen stabil mit dem
Kontrollvektor ohne TCF Bindemotive transduziert wurden (pGreenFire-control) dienten als Kontrolle.
Weiterhin wurde die Nucleolin Proteinexpression mittels Western Blot bestimmt und die Bandenstirke
densitometrisch ausgewertet. Als Ladekontrolle diente B-Aktin. n=4

Die Nukleofektion ansteigender Mengen des Nucleolin-Expressionsplasmides in TCF-RE
transduzierte Zellen sollte zeigen, ob die Aktivierung dosisabhédngig ist und somit allein von
der Anderung der Nucleolin-Proteinmenge in der Zelle abhiingt. Dazu wurden Mutz-2 Zellen
mit ansteigenden Mengen des Nucleolin Expressionsplasmides nukleofiziert und nach 24h fiir
Luciferase und Western Blot Analysen geerntet.

Die Analyse der Reporteraktiviit zeigte einen linearen Zusammenhang von Plasmidmenge zu
Reportersignal (Abb. 23). Da parallel dazu auch die Nucleolin Proteinmenge stieg, gibt dieses
Ergebnis einen klaren Hinweis darauf, dass es sich um eine direkte und auch dosisabhingige
Aktivierung handelt.

Zusammengefasst zeigen diese beiden Experimente eine aktivierende Wirkung von Nucleolin
auf den kanonischen Wnt Signalweg. Diese Wirkung ist jedoch nur durch das Wildtypprotein

und nicht durch Nucleolin-AN gegeben. Von dieser Beobachtung ausgehend wurde die Frage
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gestellt ob eine Reduktion der Nucleolin Menge in der Zelle analog zu den vorherigen

Ergebnissen zu einer Reduktion der Signalwegsaktivitit fiihrt.

4.2.5 Untersuchung der TCF-Reporteraktivierung nach Nucleolin-shRNA
Knockdown

In dem vorliegenden Experiment wurde der Wnt Signalweg nach shRNA vermitteltem
Knockdown von Nucleolin untersucht. Dazu wurden Mutz-2 Zellen lentiviral mit shRNA
Konstrukten gegen Nucleolin (shNCL1 und shNCL2), einer nicht gegen Nucleolin gerichteten
shRNA (nicht gerichtete shRNA) oder dem Leervektor transduziert. Zur Untersuchung des
Einflusses auf die Aktivierung des kanonischen Wnt Signalweges wurde parallel das
pGreenFire TCF oder das pGreenFire control Reporterplasmid transduziert und die Zellen im
Anschluss selektioniert. Um zu untersuchen, ob Nucleolin einen Einfluss auf die
ligandenabhingige Aktivierung des Wnt-Signalweges hat, wurden die selektionierten Zellen
im Anschluss mit unterschiedlichen Konzentrationen von Wnt3a kultiviert. Die Zugabe von
hitzeinaktiviertem Wnt3a (Wnt3aHi) diente als Spezifitdtskontrolle fiir den Effekt durch den
Liganden. Es wurde jeweils die shRNA Gruppe mit Wnt Reporter gegen die mit gleichen
shRNA-Konstrukten transduzierte Kontroll-Reporter Gruppe normalisiert. Zur Kontrolle des
shRNA basierten Knockdowns von Nucleolin und der Anderung von Komponenten des
kanonischen Wnt-Signalweges wurden Western Blot Analysen durchgefiihrt.

Um auszuschlieBen, dass Artefakte aufgrund unterschiedlicher Reportergenkopien auftreten,
wurde die Zahl dieser in den unterschiedlichen Populationen mittels qPCR analysiert. In allen
Populationen zeigte sich nach Normalisierung auf das Referenzgen 36B4 eine vergleichbare
Kopienzahl fiir das Reporterkonstrukt. In nicht pGreen Fire Reporter transduzierten Mutz-2
Zellen war 36B4 vergleichbar nachweisbar, jedoch die Resistenzkassette nicht detektierbar.
Die Messung der Reporteraktivitit zeigte, dass bei der Leervektorpopulation ein 1,7 facher
Anstieg der Reporteraktivitit durch 100 ng/ml Wnt3a erreicht wurde und eine 2,2 fache
Steigerung durch 200 ng/ml Wnt3a (Abb. 24). Die Zellen, die mit einer nicht Nucleolin
gerichteten shRNA transduziert wurden fiihrten zu vergleichbaren Ergebnissen. Die Gabe des
hitzeinaktivierten Liganden fiihrte zu keiner Steigerung der Signalintensitiit.

Die shNCL1 und shNCL2 Populationen zeigten nur 10% der Reporteraktivitdt der
unbehandelten Kontrollpopulationen und es gab keine messbaren Unterschiede durch Wnt3a
Behandlung. Somit zeigte dieses Ergebnis, dass der TCF-Reporter ohne Anwesenheit von
Nucleolin deutlich weniger endogene Aktivitit aufwies und nicht durch Zugabe von

rekombinantem Wnt3a aktivierbar war.
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Zur weiteren Abklirung dieser Erkenntnis und zur Uberpriifung des Nucleolin-Knockdowns
wurden Aliquots der analysierten Populationen auf Anderungen in der Proteinexpression
untersucht. Dabei wurde ersichtlich, dass die shRNA vermittelten Nucleolin Knockdowns
sehr effizient waren und weniger als 10% des normal vorhandenen Nucleolin-Proteins
detektierbar war. Die Analyse von ABC zeigte, dass dieses in den shNucleolin Populationen
ebenfalls drastisch reduziert war. Fiir beide Proteine zeigte sich aber eine Wnt3a-abhédngige
Expressionssteigerung in den Kontrollpopulationen, jedoch nicht durch Gabe des
hitzeinaktivierten Liganden.

Zusammengefasst zeigte sich, dass der shRNA basierte Nucleolin Knockdown zu einer
wesentlichen Reduktion der Wnt Reporteraktivitdt fithrte und in diesen Zellen keine

Steigerung der Aktivitdt durch Wnt3a Zugabe stattfand.

Vektor shNCL-1 shNCL-2 nicht gerichtete
shRNA
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Abb. 24 Analyse des kanonischen Wnt Signalweges nach shRNA vermitteltem Nucleolin Knockdown

Fiir die Untersuchung der Wnt Reporteraktivierung nach shRNA vermitteltem Nucleolin Knockdown wurden
Mutz-2 pGreenFire TCF oder Mutz-2 pGreenFire control Zellen mit shRNA Lentiviren transduziert und
selektioniert. AnschlieBend wurden die Zellen nach Wnt3a Behandlung auf die Aktivitdt der Reportkonstrukte
analysiert und der Quotient aus der Aktivitdt der beiden Reporter gebildet. Diese Quotienten wurden auf die
Leervektor-kontrolle ohne Wnt3a Behandlung normiert. Zur Kontrolle des shRNA Knockdowns wurden
Western Blots gegen Nucleolin sowie die Proteine ABC und - Aktin durchgefiihrt. n=4
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4.2.6 Analyse von Proteinen der Wnt Signalkaskade nach Nucleolin
shRNA Knockdown

Zur weiteren Untersuchung des Einflusses von Nucleolin auf die Zielgene und Komponenten
des kanonischen Wnt Signalweges wurden wiederum Mutz-2 Zellen mit Nucleolin shRNA
Partikeln transduziert, diesmal jedoch nicht mit den Reporterkonstrukten um eventuelle
Artefakte durch die Selektion zu minimieren. Die anschlieBende Untersuchung der Proben auf
Anderungen in der Proteinexpression zeigte, dass Nucleolin auf Proteinebene nach shRNA
Knockdown bei shNCL1 und shNCL2 Proben kaum detektierbar war, verglichen zu den
Kontrollproben (Abb. 25).
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Abb. 25 Western Blot Analysen nach Nucleolin Knockdown und Wnt3a-Behandlung

Mutz-2 Zellen wurden lentiviral mit sShRNA Partikeln gegen Nucleolin oder Kontrollpartikeln transduziert,
mit Puromycin selektioniert und anschlieend fiir Expressionsanalysen auf Proteinebene verwendet. Dazu
wurden die Zellen mit den angegebenen Menge Wnt3a (ng/ ml Medium) behandelt und nach 24h geerntet.
Die Analysen wurden mit spezifischen Antikorpern durchgefiihrt und die relative Expressionsstirke mittels
Densitometrie bestimmt. n=3
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Die Analyse von Komponenten des Wnt Signalweges zeigte, dass durch den Wegfall von
Nucleolin die GSK3B-Menge unverindert war, jedoch kaum noch in der am Ser9
phosphorylierten und damit inaktiven Form vorlag. Dies resultierte im Riickgang von aktivem
B-Catenin in shNCL1- und shNCL2-Proben. Die Wnt3a abhingige Zunahme von aktivem
Catenin und pGSK3p war nur bei den Kontrollgruppen sichtbar. Letztendlich wurde c-Myc
als Vertreter der direkten Zielgene untersucht. Nach Nucleolin Knockdown war das Protein
kaum nachweisbar, wohingegen in den Kontrollpopulationen die Proteinmenge Wnt3a-
dosisabhingig anstieg.

Die Analyse der inhibitorisch wirkenden Dickkopfproteine DKK2 und DKK3 zeigte eine
deutliche stidrkere Expression nach shRNA Knockdown von Nucleolin. Gleiches galt fiir den
putativen Regulator dieser beiden MSX1 welcher ebenfalls nach Nucleolin knockdown

induziert wurde.
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Abb. 26 qRT Analysen nach Nucleolin shRNA Knockdown und Behandlung mit Wnt3a

Mutz-2 Zellen wurden mit ShRNA Konstrukten gegen Nucleolin sowie Kontrollen transduziert, selektioniert und
anschlieBend 24h mit den angegebenen Mengen Wnt3a (ng/ ml Ligand) behandelt. Gesamt-RNA wurde isoliert,
revers transkribiert und mittels qRT-PCR auf die Expression von NCL, TCF7L2, und c-Myc (A-C) untersucht.
n=3
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Die Analyse der Nucleolin mRNA Transkripte zeigte nach erfolgter sShRNA Transduktion und
Selektion eine deutliche Reduktion sowohl in der shNCLI als auch in der shNCL2-
Population (

Abb. 26A). Die nicht gegen Nucleolin gerichtete shRNA hingegen zeigte keine Reduktion.
Die Gabe von Wnt3a fiihrte in den Kontrollgruppen zu einem dosisabhédngigen Anstieg der
mRNA Expression, in den shNCL1 und shNCL?2 Proben hingegen nicht.

Die Untersuchung des Nucleolin shRNA Knockdowns auf Wnt Zielgene zeigte, dass
beispielsweise die Expression der Gene TCF7L2 und c-Myc in shNCL1 und shNCL2 Zellen
deutlich reduziert war. Auflerdem gab es im Gegensatz zu den Kontrollpopulationen keinen

Wnt3a abhingigen Expressionsanstieg der Zielgene (

Abb. 26B-D).
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Abb. 27 qRT Analyse von Wnt Inhibitoren in Mutz-2 shRNA Zellen mittels qRT-PCR

Mutz-2 Zellen wurden mit ShRNA Konstrukten gegen Nucleolin sowie Kontrollen transduziert, selektioniert und
anschlieend 24h mit den angegebenen Mengen Wnt3a behandelt. Gesamt-RNA wurde isoliert und mittels qRT-
PCR auf die Expression von A) DKKI, B) DKK2, C) DKK3 und D) MSXI in Relation zu f-Aktin untersucht.
n=3
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Die Untersuchung von drei Vertretern der inhibitorisch auf den Signalweg wirkenden
Dickkopf-Proteinfamilie DKKI, DKK2 und DKK3 zeigte nach Nucleolin Knockdown einen
deutlichen Anstieg der Transkripte (Abb. 27A-C). Diese drei Vertreter der direkten
Inhibitoren des Wnt Signalweges sollten laut Literatur durch den Faktor MSX/ regulierbar
sein, ein Homeoboxprotein welches in der Embryogenese repressorisch wirkt (Revet et al.,
2010). Die Expression von MSX] war in den shNCL1- und shNCL2- transduzierten Proben
deutlich gesteigert (Abb. 27D). Da diese Veridnderung einen gleichen Verlauf wie bei den
untersuchten DKKs zeigte, deutete dies darauf hin, dass der Knockdown von Nucleolin in
einer Expressionssteigerung von MSX/ resultierte und daher die DKK-Gene DKKI, DKK?2
und DKK3 induziert wurden. Daraus ergab sich nun die weiterfithrende Frage, ob die
Expression der DKK-Proteine allein fiir die Reduktion der Expression von Wnt Zielgenen
verantwortlich war.

Zusammengefasst wurde gezeigt, dass der lentiviral-vermittelte shRNA Knockdown von
Nucleolin sehr effizient war und dieser den kanonischen Wnt Signalweg beeinflusst. So
stiegen die klassischen Zielgene und Signalwegskomponenten nach Wnt3a Gabe in den
Kontrollgruppen an, jedoch nicht bei Nucleolin Knockdown. Die Expression der Inhibitoren
DKKI1, DKK2, DKK3 sowie dem putativen Regulator MSX1 wurde durch die Abwesenheit
von Nucleolin deutlich erhoht.

Da Nucleolin anscheinend fiir die Wnt abhiingige Aktivierung benotigt wird, stellte sich die
Frage ob eine Uberexpression mit gleichzeitiger Gabe von Wnt Liganden das Signal

potenziert.

4.2.7 Einfluss von kanonischen Wnt Liganden nach Nucleolin
Uberexpression

Zur Analyse der Wnt Reporteraktivierung bei Nucleolin Uberexpression in Kombination mit
der Gabe von Wnt-Liganden wurden Mutz-2-pGreenFire-TCF oder Mutz-pGreenFire control-
Zellen, mit pCDH-NCL-T2A-ALngfr, dem NCL-AN-Expressionskonstrukt oder dem
Leervektor transduziert. Die Zellen wurden im Anschluss fiir 24 Stunden mit rekombinanten
Wnt Liganden behandelt. Dabei wurde zum einen rekombinantes Wnt3a eingesetzt und in
einem zweiten Ansatz rekombinantes Wntl10b. Beide verwendeten Liganden aktivieren den
kanonischen Signalweg. Als Kontrolle dafiir, dass die Effekte auf dem funktionellen
Liganden beruhen wurde derselbe Ligand in seiner hitzeinaktivierten Form verwendet.

Im Falle der pCDH-T2A-ALngfr transduzierten Zellen fiihrte die Wnt3a Zugabe zu einer
dosisabhiingigen Zunahme der Reporteraktivitit, jedoch nicht durch Gabe des hitze-
inaktivierten Liganden (Abb. 28). Die Zellen, die mit pPCDH-NCL-T2A-ALngfr transduziert
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wurden, zeigten auch ohne Ligandengabe eine deutlich stirkere Reporteraktivierung als die
Leervektor transduzierten Zellen. Zudem fiel die Wnt vermittelte Zunahme der
Reportaktivitdt geringer aus. Bei pCDH-NCL-AN-T2A-ALngfr transduzierten Zellen zeigte
sich keine Aktivierung durch das Transgen verglichen mit dem Leervektor. Weiterhin war zu
erkennen, dass die Nucleolin-AN transduzierten Zellen. nicht mehr durch Wnt3a aktivierbar

waren.
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Abb. 28 Western-Blot Analysen in Mutz-2 Zellen nach Transduktion und Wnt3a-Behandlung

Mutz-2-Zellen stabil transduziert mit pGreenFire TCF RE oder pGreenFire control wurden lentiviral mit pCDH-
T2A-ALngfr Konstrukten transduziert, die fiir Nucleolin, Nucleolin-AN oder nur Lngfr kodierten, und nach 96h
mit den angezeigten Mengen Wnt3a behandelt. 24h spiter wurde die Reporteraktivitidt bestimmt, wobei der
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Quotient der Kontrollpopulation und der TCF-RE Zellen dargestellt ist. Weiterhin wurden Western Blots mit
Antikorpern gegen Nucleolin, ABC, pGSK3p und GSK3p verwendet. Die Detektion des Flag Epitops diente
dem Nachweis des exogenen Proteins und B-Aktin wurde als Ladekontrolle verwendet. n=3

Die Proteinanalyse von Leervektor transduzierten Zellen zeigte einen Wnt3a abhingigen
Anstieg von Nucleolin und aktivem f-Catenin, jedoch nicht durch Zugabe des
hitzeinaktivierten Liganden. Zudem kam es zu einer dosisabhingig verstirkten
Phosphorylierung der GSK3p am Ser9. Bei den Nucleolin transduzierten Proben war wie
erwartet schon ohne Wnt3a-Zugabe eine stirkere Nucleolin Expression detektierbar.
Weiterhin gab es mehr aktives B-Catenin und wiederum mehr p-GSK3p. Die Zugabe des
Liganden hatte nach Nucleolin Transduktion deutlich weniger Effekt auf besagte Faktoren.
Bei den AN transduzierten Zellen war der Anstieg von Nucleolin und aktivem B-Catenin
deutlich geringer als bei den mit Leervektor transduzierten Zellen (Siehe Densitometrie). Der
Blot gegen das FLAG-Epitop diente als Transduktionskontrolle und zeigte eine gleichmiBige
Expression des Transgens. Die Analyse der Expressionsverinderungen auf mRNA Ebene
zeigte wiederum eine Wnt3a abhingige Transkriptzunahme fiir Nucleolin in Leervektor
transduzierten Zellen (Abb. 29). Die untersuchten kanonischen Zielgene verhielten sich
vergleichbar, sodass bei allen eine dosisabhingige Zunahme der Expression erkennbar war.
Wie die Western Blot Analyse zeigte auch die Transkriptanalyse bei Nucleolin transduzierten
Zellen eine deutliche Steigerung an Nucleolin Kopien. Ebenso konnte eine Steigerung in der
Kopienzahl auch bei den untersuchten kanonischen Zielgenen beobachtet werden. Die
additive Wirkung durch Wnt3a fiel bei Nucleolin transduzierten Zellen deutlich geringer aus.
Die Nucleolin-AN transduzierten Zellen zeigten keine durch das Transgen ausgelOste

Expressionsidnderungen der untersuchten Gene.
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Abb. 29 qRT Analysen in Mutz-2 Zellen nach Nucleolin-Transduktion und Wnt3a Behandlung
Mutz-2-Zellen stabil transduziert mit pGreenFire TCF RE oder pGreenFire control wurden lentiviral mit pCDH-
T2A-ALngfr Konstrukten transduziert, die fiir Nucleolin, Nucleolin-AN oder nur Lngfr kodierten, und nach 96h
mit den angezeigten Mengen Wnt3a behandelt. AnschlieBend wurde RNA isoliert und auf die Expression von
NCL, c-Myc, TCF7L2 und CCND1 (A-D) untersucht. Die Expressionswerte wurden auf S-Aktin normalisiert.
n=3

Zur Analyse der WntlOb abhidngigen Regulation der Genexpression wurden Zellen auf
gleiche Weise behandelt und fiir 24h mit Wntl10b kultiviert. Bei den pCDH-Empty-T2A-
ALngfr transduzierten Zellen zeigte sich eine dosisabhingige Aktivierung des Wnt Reporters
durch die Gabe von Wnt10b, jedoch nicht durch den hitzeinaktivierten Liganden (Abb. 30).
Die mit Nucleolin transduzierten Zellen zeigten ohne Ligandenbehandlung eine deutlich
starkere Reporteraktividt verglichen mit der Leervektorkontrolle. Die Zugabe von Wnt10b
fiihrte zu einer leichten Steigerung der Signalstirke. In Nucleolin-AN transduzierten Zellen
zeigte sich kaum eine Steigerung der Aktivierung des Reporters durch das Transgen
verglichen mit der Leervektorkontrolle. Ein Anstieg der Reporteraktivitit durch Wnt10b-

Gabe war ebenfalls nicht detektierbar. Insgesamt zeigte der Luciferase Reporterassay
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Abb. 30 Western-Blot Analysen in Mutz-2 Zellen nach Nucleolin-Transduktion und Wnt10b-Behandlung
Mutz-2-Zellen stabil transduziert mit pGreenFire TCF RE oder pGreenFire control wurden lentiviral mit pCDH-
T2A-ALngfr Konstrukten transduziert, die fiir Nucleolin, Nucleolin-AN oder nur Lngfr kodierten, und nach 96h
mit den angezeigten Mengen Wnt10b behandelt. 24h spiter wurde die Reporteraktivitit bestimmt, wobei der
Quotient der Kontrollpopulation und der TCF-RE Zellen dargestellt ist. Die Detektion des Flag Epitops diente
dem Nachweis des exogenen Proteins und der Nachweis von Nucleolin mittels Western Blot der Erfassung der
Gesamt-Proteinmenge. 3-Aktin wurde als Ladekontrolle verwendet. n=3

vergleichbare Tendenzen zur Behandlung mit Wnt3a (Abb. 28). Es zeigte sich aber, dass die
Aktivierung des Reporters durch WntlOb etwas schwicher ausfillt als bei Wnt3a. Der
hitzeinaktivierte Ligand hatte keinen Effekt auf die Reporteraktiviit.

Die Untersuchung der Proteinexpression mittels Western Blot zeigte, dass es
ligandenabhiéngig zu einem Anstieg von Nucleolin in den Leervektor transduzierten Zellen
kam, jedoch nicht im Fall der NCL-AN transduzierten Zellen. Bei den Nucleolin
transduzierten Zellen war der Anstieg durch Zugabe von Wnt10b schwicher.

Anhand der Detektion des Flag-Tags mittels Antikorper zeigte sich, dass die Expression des
Transgens bei Nucleolin und AN Zellen in allen untersuchten Populationen vergleichbar war.
Die Behandlung der Zellen mit WntlOb fiihrte wie bei Wnt3a zu einem dosisabhingigen
Anstieg der mRNA Transkripte von NCL, TCF7L2, CCNDI und c-Myc (Abb. 31). Die
Zugabe der hitzeinaktivierten Liganden zeigte keinen Effekt. Bei den Nucleolin-AN
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transduzierten Zellen gab es erneut kaum einen Effekt durch die Transduktion des Transgenes
und ebenfalls keine Anderung der Expressionen durch Zugabe von Wnt10b. Die Transduktion
mit pCDH-T2A-Nucleolin hingegen zeigte wieder wie erwartet eine deutliche Steigerung der
Expression von Nucleolin, welche durch Zugabe von WntlOb kaum weiter zunahm. Die
Expression der Zielgene TCF7L2, c-Myc und CCNDI wurde ebenfalls deutlich gesteigert
(Abb. 31). Bei allen Faktoren zeigte sich nur eine weitere leichte Wntl0Ob abhingige
Expressionssteigerung. Die Behandlung mit dem hitzeinaktivierten Liganden hatte keinen

Einfluss auf die Expression der Zielgene.
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Abb. 31 qRT-Analysen in Mutz-2 Zellen nach Nuucleolin-Uberexpression und Wnt10b-Behandlung
Mutz-2-Zellen stabil transduziert mit pGreenFire TCF RE oder pGreenFire control wurden lentiviral mit pCDH-
T2A-ALngfr Konstrukten transduziert, die fiir Nucleolin, Nucleolin-AN oder nur Lngfr kodierten, und nach 96h
mit den angezeigten Mengen Wntl0b behandelt. Anschliefend wurde RNA isoliert und auf die Expression von
NCL, c-Myc, TCF7L2 und CCNDI (A-D) untersucht. Die Expressionswerte wurden auf S-Aktin normalisiert.
n=3
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Zusammenfassend zeigten beide Experimente, dass Nucleolin einen aktivierenden Effekt auf
den kanonischen Wnt Signalweg hat und dass der additive Effekt durch Gabe der Wnt
Liganden deutlich schwicher ist als in Leervektor transduzierten Zellen.

Um weiterfiihrend die Frage zu kliren, ob die Uberexpression von Nucleolin in Abwesenheit
kanonischen Liganden den Wnt Reporter aktivieren kann wurde das rekombinante FZD8-FC

Protein verwendet.

4.2.8 Einfluss von Nucleolin bei FZD8- Gabe

Zur Untersuchung des Effektes von Nucleolin auf Mutz-2 Zellen bei gleichzeitiger Gabe von
FZD8-FC wurden pGreen Fire TCF Reporter Mutz-2 Zellen oder die zugehorigen Reporter-
Kontrollzellen mit pCDH-Expressionsplasmiden (T2A-Empty/NCL/NCL-AN-ALngfr)
transduziert. Die Zellen wurden daraufhin fiir 48h ohne konditionierten Uberstand der
Zelllinie 5637 kultiviert um die Wnt-Aktivitit auf ein Basallevel zu bringen. AnschlieBend
wurden 25% 5637-Uberstand und die angegebenen Mengen FZDS8-FC zugegeben und die
Zellen nach 24h analysiert. Es wurde der Quotient aus der Aktivitit der Wnt Reporter-
Zelllinie und der Kontrollzelllinie gebildet und dieser auf die Leervektorkontrolle
normalisiert. Es zeigte sich, dass in den Leervektor transduzierten Zellen die Luciferase-
Reporteraktivitit durch die Zugabe von FZDS8-FC reduziert wurde und bei Behandlung mit
1000 ng FZD8-FC auf 40% der Kontrolle sank (Abb. 32). Die Zugabe von 2000 ng FZD8-FC
hatte keine weitere Reduktion zu Folge. Die Transduktion mit Nucleolin zeigte einen ca. 2,5
fachen Signalanstieg gegeniiber den Leervektorzellen. Durch die Zugabe von FZDS8-FC
wurde die Aktivitit des Reporters kaum reduziert. Die mit Nucleolin-AN transduzierten
Zellen verhielten sich d@hnlich wie die Leervektorkontrolle.

Die Analyse der Proteinexpressionen von ABC und TCF4 zeigte in pCDH-Empty-
Zellpopulationen eine Abnahme der Proteinmenge abhingig von FZDS8-FC (Abb. 32).
Weiterhin nahm die Phosphorylierung der GSK3f ab, wodurch das Enzym verstidrkt aktiv
vorlag. Die Nucleolin Proteinmenge nahm bei Zugabe von rekombinantem FZD8-Fc
dosisabhingig ab. Durch die Zugabe von 2000 ng FZDS8-FC erzielte man keine weitere
Reduktion der Proteinexpression. Bei den pCDH-NCL-AN transduzierten Zellen zeigte sich
ein vergleichbarer Verlauf wie bei den Leervektor-transduzierten Zellen. Dieses Ergebnis
passte zu den Reporteranalysen. Die pCDH-NCL transduzierten Zellen hingegen zeigten eine
Verdopplung der Signalstorke for Nucleolin, ABC, pGSK3p Ser9 und TCF4. Weiterhin
dnderte sich die Proteinmenge der besagten Proteine durch die Behandlung mit FZDS8-FC
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kaum. Die Expression der GSK3p war unverdndert und vergleichbar mit der

Leervektorkontrolle und AN-Nucleolin transduzierten Zellen.
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Abb. 32 Einfluss von FZD8-FC auf Nucleolin transduzierte Mutz-2 Zellen
Mutz-2-Zellen stabil transduziert mit pGreenFire TCF RE oder pGreenFire control wurden lentiviral mit pCDH-

T2A-ALngfr Konstrukten transduziert, die fiir Nucleolin, Nucleolin-AN oder nur Lngfr kodierten,. Nach einer
48h Kultivierung ohne 5637-Uberstand wurden 25% desselben und die angegebenen Mengen FZDS8-FC fiir 24h
zugegeben. Anschliefend wurde die Reportergenaktivitit analysiert und der Quotient in Relation zur pGreen
control Population gebildet. Weiterhin wurde die Anderung der Proteinexpression von aktivem PB-Catenin
(ABC), Nucleolin, GSK3p, pGSK3p und TCF4 analysiert. Der Western Blot gegen das FLAG-Epitop diente dem
Nachweis des exogen eingebrachten Proteins. Als Ladekontrolle wurde B-Aktin analysiert. Die Bandenstérke

wurde densitometrisch ausgewertet und die relativen Werte dargestellt. n=3

Auf Transkriptebene zeigte sich, dass FZD8-FC die Expression von TCF7L2, c-Myc und
CCND1 dosisabhingig in Empty-Zellen reduzierte (Abb. 33). Gleiches galt fiir die Expression

von Nucleolin.
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Die Nucleolin-AN transduzierten Zellen zeigten ebenfalls diesen Verlauf. Die Nucleolin
transduzierten Proben hingegen zeigten eine deutlich stirkere Expression der genannten
Faktoren verglichen mit den pCDH-Empty- oder Nucleolin-AN- Kontrollzellen und es kam
auch nicht zu einer schwicheren Reduktion der Transkripte durch FZD8-FC.

Diese Ergebnisse bestitigten, dass Nucleolin unabhiingig von kanonischen Wnt Liganden
agieren und den Signalweg aktivieren kann. Nucleolin-AN hingegen konnte den Signalweg
nicht aktivieren.

Aufgrund dieser Erkenntnisse stellte sich nun die Frage, wie und an welchen Punkten
Nucleolin in den Signalweg eingreift und diesen reguliert. Als mogliches Ziel der Nucleolin

abhingigen Regulation des Signalweges wurde das Gen TCF7L2 gewihlt.
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Abb. 33 Einfluss von FZD8-FC auf Nucleolin transduzierte Mutz-2 Zellen und Analyse mittels qRT-PCR
Mutz-2 Green TCF oder pGreen control wurden mit Nucleolin Expressionsplasmiden transduziert und nach einer
48h Kultur ohne 5637-Uberstand mit 25% desselben und den angegebenen Mengen FZD8-FC fiir 24h behandelt.
AnschlieBend wurde die mRNA Expression von NCL, TCF7L2, CCND1und c-Myc (A-D) analysiert und auf f-

Aktin normalisiert. n=3
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4.3 Untersuchung der TCF7L2 Genregulation

4.3.1 Untersuchung der TCF7L2 Promotoraktivierung durch Wnt
Liganden

Um zu iiberpriifen ob die in vorherigen Experimenten gefundene Zunahme von TCF4 auf eine
Wnt abhéngigen Promotoraktivierung beruht (Abb. 21), wurde der TCF7L2 Promotor in ein
Luciferase-Reporterkonstrukt kloniert, dieses in Mutz-2 Zellen nukleofiziert und mit
ansteigenden Mengen Wnt3a sowie der hochsten dquivalenten Menge Wnt5a behandelt. Nach

24h wurden die Zellen fiir die Analyse mittels Luciferase-Assay und Western Blot geerntet.
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Abb. 34 Einfluss von Wnt3a und Wnt5a auf die TCF7L2 Promotoraktivitit

Mutz-2 Zellen wurden mit dem pGL4 Leervektor oder dem pGL4-TCF7L2-Reporter nukleofiziert und fiir 24 h
mit den angegebenen Mengen Wnt3a oder Wnt5a behandelt. AnschlieBend wurde die Reporteraktivitit mittels
Luciferasemessung bestimmt und Western Blot Analysen von Komponenten des Wnt Signalweges durchgefiihrt.
n=4

— 55
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Dabei zeigte sich, dass der TCF7L2 Promotor dosisabhingig durch Wnt3a aktiviert wurde
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Abb. 34A). Die Zugabe von Wnt5a in der hochsten verwendeten Konzentration hatte keinen
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Einfluss auf die Reporteraktivitit. Die durchgefiihrten Kontrollen mittels Western Blot (Abb.
34B)waren vergleichbar zu vorherigen Ergebnissen (Abb. 21). So wurde der Signalweg durch
Wnt3a jedoch nicht durch Wnt5a Gabe aktiviert.

Somit zeigten diese Ergebnisse, dass das TCF7L2 Promotor-Reporterkonstrukt in gleicher
Weise wie der nur auf TCF Bindemotiven beruhende Wnt-Reporter und vergleichbar zu dem
TCF4 Protein aktiviert wurde. Zur weiteren Untersuchung der Interaktion von Nucleolin mit

diesem Promotor wurden ChIP Experimente durchgefiihrt.

4.3.2 Analyse der Bindung von Nucleolin an den TCF7L2 Promotor
mittels ChIP

Da Nucleolin in den vorhergegangenen Experimenten den kanonischen Wnt Signalweg
unabhiingig von der Zugabe von Liganden Aktivierung die die Expression von TCF7L2
gesteigert hatte(Abb. 29), wurde nun der Einfluss auf den Promotor von TCF7L2 untersucht.
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Dieser enthilt zwei putative Nucleolin Bindemotive weshalb eine direkte Bindung von
Nucleolin an den Promotor mdoglich ist. Zur Uberpriifung ob Nucleolin den TCF7L2-
Promotor in nicht manipulierten Zellen bindet, wurden ChIP Analysen durchgefiihrt. Dazu
wurde Formalin fixiertes Chromatin von primiren CD34" Zellen, sowie von Mutz-2 Zellen
fiir die Prizipitation mit Nucleolin Antikorper eingesetzt. Als Kontrollen wurden zum einen
der Antikorper nach Preinkubation mit dem Immunisierungspeptid verwendet, und zum
anderen Ansdtze mit einem nicht-Nucleolin (EGFR) gerichteten Kontrollantikérper und
Beads ohne Antikorper. Die Prizipitate und die Input Probe wurden fiir gPCRs gegen eine
Sequenz des TCF7L2 Promotors und eine im Intron 3 befindliche Kontrollsequenz verwendet.
Die Anreicherung wurde in Relation zu der Probe mit nicht Nucleolin gerichtetem (EGFR)-
Antikorper berechnet.

Die Priizipitation des Chromatins von primdren CD34" Zellen zeigte eine deutliche
Anreicherung der TCF7L2-Promotorsequenz bei den Proben mit Nucleolin Antikrper (Abb.
35A). Bei Proben wo der Antikorper vor der Prizipitation mit dem Immunisierungspeptid
blockiert wurde (NCL+ Peptid) kam es zu keiner Prizipitation der Promotorsequenz. Gleiches
galt fiir die Proben mit nicht Nucleolin spezifischem Antikorper oder Beads ohne Antikorper.
Die elektrophoretische Auftrennung bestitigte die Ergebnisse der gPCR (Abb. 35B). Die
Amplifikation der Kontrollsequenz zeigte keine Anreicherung und das Agarosegel zeigte nur
bei der Input-Probe ein Produkt.

Fir Mutz-2 Zellen zeigte die Analyse ebenfalls eine deutliche Anreicherung der
Promotorsequenz durch den Nucleolin Antikdrper, wohingegen die Kontrollen diese
Anreicherung nicht zeigten (Abb. 35C-D).

Die Ergebnisse lieBen darauf schlielen, dass Nucleolin den TCF7L2 Promotor selber bindet.
Aufgrund der vorhandenen Bindemotive und der Ergebnisse der ChIP Analysen resultierte die
Frage, ob NCL ohne Kofaktoren in der Lage Die Bindemotive des TCF7L2-Promotors zu
binden. Dazu wurden EMSA-Analysen mit rekombinantem GST-Nucleolin®™*""

durchgefiihrt.
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Abb. 35 ChIP Analysen des TCF7L2 Lokus in CD34+ Zellen und Mutz-2 Zellen

CD34" HPZ und Mutz-2 Zellen wurden mit 1% Formalin gecrosslinked, das Chromatin mittels Ultraschall
fragmentiert und die Proben fiir Immunprézipitationen mit Nucleolin Antikoérpern oder den genannten
Kontrollproben verwendet. A) Relative Anreicherung bezogen auf die EGFR Probe in CD34" Zellen dargestellt
mit Standardabweichung B) zugehoriges Agarosegel der Amplifikate C) Relative Anreicherung bezogen auf die
EGFR Probe fiir Mutz-2 Zellen dargestellt mit Standardabweichung D) Agarosegel der Amplifikate. Die
CD34"HPZ wurden von Herrn Sanil Bhatia zur Verfiigung gestellt. n=3

4.3.3 Untersuchung der Bindung von Nucleolin an Zielsequenzen des
TCF7L2 Promotors

Zur Untersuchung, ob die Bindung von Nucleolin iiber die im Promotor enthaltenen putativen
Bindemotive vermittelt wird, wurden DNA-Oligonukleotide dieser Motive fiir Gelshift-
Assays eingesetzt. Dazu wurde rekombinantes GST-Nucleolin®®*7”- oder GST-Protein
verwendet. Diese wurden zusammen mit radioaktiv markierten Doppelstrangsonden der
Bindemotive Binding Site A (BSA) und Binding Site B (BSB) unter Zusatz unspezifischer
DNA Fragmente inkubiert und im Anschluss iiber ein natives Acrylamidgel aufgetrennt. Die
Auswertung erfolgte mittels Autoradiographie. Eine Doppelstrangsonde des TCF/LEF
Bindemotivs der Wnt Reporterkonstrukte wurde als Kontrolle auf unspezifische DNA
Bindung verwendet, da diese durch Nucleolin nicht gebunden werden sollte.

Die ausgewertete Autoradiographie zeigte, dass Nucleolin-GST sowohl an das Bindemotiv
BSA als auch BSB des TCF7L2 Promotors bindet, die GST Kontrolle hingegen nicht (Abb.
36). Die Probe mit einem dreifachen TCF-Erkennungsmotiv (TCF) wurde als

Spezifititskontrolle verwendet, da dieses Motiv nur durch TCF-Faktoren jedoch nicht durch
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Nucleolin gebunden werden sollte. Wie erwartet zeigte sich keine Komplexbildung, was

wiederum fiir die Spezifitit der Bindung an BSA und BSB sprach.

BSA BSB TCF
GST + + +
NCL + + + + + 4+ +
wt competitor + +
mut competitor + +
e .

Komplex — ' '
= N b

Freies —
Oligo

Abb. 36 Untersuchung der Bindung von Nucleolin an Motive des TCF7L2 Promotors

Zur Analyse der Bindung von Nucleolin an die Sequenzmotive wurden doppelstringige radioaktive Oligos mit
den putativen Bindemotiven BSA und BSB sowie als Negativkontrolle eine dreimalig wiederholte TCF-
Bindesequenz (TCF) fiir Bindungsreaktionen mit rekombinantem GST-Nucleolin®®’”- oder GST-Protein
eingesetzt. Zur weiteren Kontrolle der Spezifitit der Bindung wurden die Reaktionen mit einem Uberschuss
nicht radioaktiv markierter Sonden mit (= wt competitor) und ohne Bindemotiv (= mut competitor) kompetitiert.
Nach erfolgter Inkubation und Auftrennung auf einem nativen Acrylamidgel wurde das Gel getrocknet und
autoradiographiert.

Durch Zugabe eines Uberschusses nicht-radioaktiver Doppelstrangsonden mit und ohne
Nucleolin Bindemotiv wurde die Spezifitit der Bindung bestitigt, da die Sonden mit
Bindemotiv durch kompetitive Bindung die radioaktiv-markierten Sonden verdringten. Die
Kompetitoren ohne Bindemotiv konnte die Komplexbildung nicht beeinflussen.

Somit zeigen die Ergebnisse des dargestellten EMSAs, dass die Bindung von Nucleolin iiber
die Motive BSA und BSB vermittelt wird und diese Bindung sequenzspezifisch ist, da man

das Signal nicht durch einen Uberschuss des Oligos ohne Bindemotiv abschwiichen konnte.
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4.3.4 Analyse der TCF7L2 Promotoraktivierung mittels Luciferase-Assay
Zur weiteren Charakterisierung der Nucleolin-abhidngigen Aktivierung wurde der TCF7L.2-

Luciferasereporter zusammen mit pCMV-Empty/NCL/NCL-AN Expressionskonstrukten in
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Abb. 37 Analyse der TCF7L2 Reporteraktivierung in Mutz-2
Mutz-2 Zellen wurden mit TCF7L2 Reporter- und Nucleolin Expressionskonstrukten nukleofiziert, zum Teil mit

Wnt3a behandelt und nach 24h die Reporteraktivitit bestimmt. Weiterhin wurde die Expression des Flag-
Transgens sowie des endogenen Nucleolins und TCF4 mittels Western Blot bestimmt. 3-Aktin diente als

Ladekontrolle. n=4

Mutz-2 Zellen nukleofiziert. Dabei diente der Expressionsleervektor der Erfassung der
Aktivierung durch endogene Faktoren und der pGL4.10 Reporter der Abschitzung der
Basalaktivitdat des Reporters. Es zeigte sich, dass in Mutz-2 Zellen der TCF7L2 Reporter
schon alleine durch endogene Faktoren aktiviert wurde, da das Signal des pGL4-TCF7L2
Reporters ohne Nukleofektion von Nucleolin deutlich hoher war als bei dem pGL4.10
Kontrollreporter (Abb. 37). Die Nukleofektion von Nucleolin steigerte das Signal nochmals
deutlich verglichen mit Empty-nukleofizierten Zellen. Die Expression von Nucleolin-AN
hingegen hatte keinen aktivierenden Effekt auf den Reporter. Zur Untersuchung, ob Nucleolin

einen synergistischen Effekt auf die Zugabe von rekombinantem Wnt3a hat wurde ein
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gleiches Probenset mit Wnt3a behandelt (200ng/ ml, 24h). Durch die Gabe von Wnt3a alleine
kam es schon zu einer Aktivierung des Reporters. Eine zusitzliche Nukleofektion von
Nucleolin zeigte keinen additiven Effekt. Das Nucleolin-AN Transgen hingegen war trotz
starker Expression nicht in der Lage den Reporter zu aktivieren. Die Expression von

exogenem Nucleolin in den pGL4 Kontrollpopulationen hatte keinen Einfluss auf die
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Abb. 38 Einfluss der Nucleolin Menge auf die TCF7L2 Promotoraktivierung

Mutz-2 Zellen wurden mit TCF7L2 Reporterplasmiden sowie ansteigenden Mengen Nucleolin
Expressionskonstrukt (Oug, 0,2ug, 0,4ug, 0,6ug, 0,8ug, 1ug und 1,2ug pro Ansatz) nukleofiziert. AnschlieBend
wurde die Reporteraktivitit bestimmt und auf den Proteingehalt der Probe normalisiert. Weiterhin wurde die
Expression von Nucleolin und TCF4 mittels Western Blot bestimmt. n=4

Aktivierung der Reporteraktivitit. Die Expression von TCF4 wurde analog zur Reporter-
aktiverung durch das Transgen Nucleolin gesteigert.

In einem zweiten Experiment wurde untersucht, ob die Aktivierung des Promotors durch
Nucleolin allein von der Proteinmenge abhédngt. Dazu wurden die Zellen mit einer
ansteigenden Menge an Nucleolin Expressionsplasmid und dem TCF7L2 Reporter oder
pGLA4.10 nukleofiziert. Nach 24 h wurde die Reporteraktivitit, sowie der aus der Transfektion
resultierende Nucleolin Gehalt analysiert.

Die Analyse der Luciferase-Reporteraktivitit zeigte eine dosisabhingige Steigerung des

Signals, was fiir eine Nucleolin-abhdngige Aktivierung spricht (Abb. 38). Der aus den
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gleichen Proben erstellte Western Blot zeigte ebenfalls eine Zunahme von Nucleolin Protein
in den Zellen in Relation zur nukleofizierten Proteinmenge. Die Analyse des vom TCF7L2
regulierten Proteins TCF4 zeigte, dass dieses parallel zu Nucleolin zunahm. Dies zeigte, dass
Nucleolin nicht nur den Luciferase-Reporter dosisabhingig aktiviert, sondern dadurch auch
die Expression des Proteins erhohte.

Somit zeigten die vorliegenden Ergebnisse, dass Nucleolin den TCF7L2 Promotor nicht nur
binden, sondern auch aktivieren konnte. Da im Promotor putative Bindemotive vorhanden
waren die von Nucleolin in EMSA Analysen gebunden wurden (vgl. 4.3.3), sollte durch
selektive Deletion dieser deren Rolle fiir die Nucleolin vermittelte Aktivierung untersucht

werden.

4.3.5 Einfluss der Deletion von Nucleolin Bindemotiven auf die
Promotoraktivierung
Zur Analyse der Bedeutung der putativen Nucleolin Bindemotive fiir die Aktivierung des

Reporters, wurden diese mittels Overlap-Extension-Mutagenese selektiv aus der Sequenz des
TCF7L2 Reporters entfernt und die so entstandenen FEinzel- und Doppelmutanten mit
Nucleolin Expressionsplasmiden in Mutz-2 nukleofiziert. Zur Untersuchung, ob eine
Aktivierung des Promotors iiber Wnt3a noch méglich war, wurde ein paralleler Ansatz mit
Zugabe von Wnt3a durchgefiihrt.

Dabei zeigte sich, dass die Deletion der Bindestelle BSA oder BSB die endogene Aktivitit
des Reporters deutlich reduzierte, jedoch die Aktivitit nicht komplett verschwand (Abb. 39).
Ebenso waren diese Reporter mit Einzeldeletion durch Nucleolin kaum aktivierbar. Die
Deletion beider Bindestellen im TCF7L2 Reporter fiithrte zu einer weiteren Reduktion der
Aktivitdt durch endogene Faktoren. Ebenso war dieses Konstrukt nicht mehr durch Nucleolin
aktivierbar.

In parallel durchgefiihrten Ansitzen, die fiir 24 Stunden mit 200 ng/ml Wnt3a behandelt
wurden zeigte sich, dass ohne Nukleofektion von Nucleolin die Aktivitit des Reporters
deutlich gesteigert war. Durch Uberexpression von Nucleolin wurde die Aktivitit nur wenig
verstiarkt. Die Aktivitdt der Einzeldeletionsmutanten war ebenfalls hoher als bei der Probe
ohne Wnt3a. Es zeigte sich jedoch, dass die Aktivierung durch Wnt3a deutlich schwécher war
als im Reporter mit Wildtyp-Sequenz. Die Zugabe von Nucleolin konnte in beiden mutierten
Reportern die Aktivitidt kaum steigern. Die Doppelmutante (ABSA+B) wurde ebenfalls durch
Wnt3a aktiviert, jedoch scheint es, dass der Promotor ohne die Bindung von Nucleolin auch

durch den Liganden nicht effizient aktiviert werden kann.
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Abb. 39 Analyse des TCF7L2 Reporters mit Deletionen putativer Nucleolin Bindemotive in Mutz-2 Zellen
Putative Nucleolin Bindemotive wurden mittels Overlap-extension- Mutagenese deletiert und die Konstrukte
zusammen mit Nucleolin in Mutz-2 Zellen nukleofiziert. Ein gleicher Ansatz wurde 24 h mit der angegebenen
Wnt3a-Menge behandelt. AnschlieBend wurden die Zellen geerntet und fiir Luciferase basierte
Reportergenassays verwendet (n=4).

Zusammengefasst zeigten die Ergebnisse, dass die Aktivierung des TCF7L2-Promotors durch
Nucleolin iiber die putativen Bindemotive BSA und BSB realisiert wird. Eine Deletion dieser
Motive fithrte dazu, dass die Aktivierung des Reporters durch endogene Faktoren deutlich
geringer ausfiel und exogenes Nucleolin den Promotor kaum aktivieren konnte. Eine Deletion
beider Motive fiihrte zum kompletten Verlust der Aktivierung durch Nucleolin und auch die
Aktivierung durch endogene Faktoren geht verloren. Die Zugabe von Wnt3a aktivierte den
Promotor unabhingig von Nucleolin, jedoch sorgte die Deletion der Bindemotive dafiir, dass
die Wnt3a abhidngige Signalkaskade den Promotor nicht mehr so effizient aktivierte wie bei

einem nicht mutierten Konstrukt.
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5 Diskussion

Die vorliegende Doktorarbeit iiber die Rolle von Nucleolin in leukdmischen Zelllinien und
primidren CD34" Zellen befasst sich zum einen mit der Rolle von Nucleolin bei der
Regulation der Isoform CD1331A und zum anderen dem moglichen Einfluss von Nucleolin

auf den kanonischen Wnt Signalweg.

5.1 Nucleolin bindet den CD133 P1 Promotor in hdmatopoetischen
Zellen

Das Protein Nucleolin ist in himatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen angereichert und
kann iber Bindung spezifischer DNA Motive Zielgene direkt aktivieren. Fir den
Stammzellmarker CD34 wurde gezeigt, dass es eine Nucleolin abhédngige Regulation iiber
Bindemotive in der Promotorsequenz gibt und dass eine Deletion dieser Motive die Nucleolin
abhinge Aktivierung aufhebt (Grinstein et al., 2007).

Neben CD34 kann CD133 als weiterer Marker solcher Zellen angesehen werden. Die Arbeit
von Shmelkov und Kollegen zeigte, dass es verschiedene Isoformen von CDI133 gibt, die
gewebespezifisch durch alternative Promotoren reguliert werden (Shmelkov et al., 2003). In
himatopoetischen Zellen kommt es priferentiell zur Expression der Isoform 1A, die vom
CD133P1 Promotor reguliert wird. Eine Untersuchung der CD133 PI-Promotorsequenz
zeigte, dass auch in diesem Nucleolin-Bindemotive vorhanden sind. Um nun zu untersuchen
ob Nucleolin die Expression von CDI133 in dhnlicher Weise wie im Falle von CD34
beeinflussen kann, wurde Nucleolin in Mutz-2 und SEM Zellen iiberexprimiert. Sowohl fiir
die AML-abgeleitete Zelllinie Mutz-2 als auch fiir die ALL-abgeleitete Zelllinie SEM ist
bekannt, dass sie CD133 exprimieren. Untersucht wurde in diesen Systemen die Isoform
CD1331A, deren Promotor putative Bindemotive fiir Nucleolin enthilt, sowie die Isoform
CD1331B, deren Promotor nicht iiber solche Sequenzen verfiigt.

Die Uberexpression von Nucleolin in den beiden untersuchten Zelllinien fiihrte zu einer
deutlichen Zunahme der CD133 Expression, wobei die Isoform 1A den Grofteil der
Transkriptzunahme ausmachte (Abb. 10 und Abb. 11). Zur Untersuchung ob das gesamte
Protein fiir die Aktivierung des Promotors bendtigt wird, wurde die N-terminale Deletions-
mutante Nucleolin-AN verwendet. Dieser fehlt die putative transaktivierende Doméne des N-
Terminus. Die Transduktion der Nucleolin-AN Mutante fiihrte zu keiner Zunahme der
Transkriptmengen von CDI133. Die folgende Untersuchung der Promotorbindung durch

Nucleolin mittels ChIP in Mutz-2, SEM und primiren CD34" Zellen ergab, dass Nucleolin
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den CD133 P1 Promotor direkt bindet (Abb. 12 und Abb. 13). Da es weder in der Kontrolle
mit blockiertem Nucleolin Antikorper, noch in der Prizipitation mit unspezifischem
Antikorper zu einer Amplifikation der Zielsequenz kam, kann diese Bindung als spezifisch
durch Nucleolin angesehen werden. Der CD133 P2 Promotor hingegen, welcher die Isoform
1B reguliert, wurde in keinem der verwendeten Zellsysteme durch Nucleolin Prizipitation
angereichert. Diese Ergebnisse zeigen, dass Nucleolin die Expression der Isoform CD1331A

jedoch nicht 1B reguliert und eine direkte Promotorbindung nachweisbar war.

5.2 Nucleolin bindet und aktiviert den CD133P1 Promotor iiber
spezifische Bindesequenzen
Da die Aktivierung des Promotors sowie die Bindung durch Nucleolin gezeigt werden konnte,

sollte untersucht werden, ob es sich um eine direkte Aktivierung handelt.
Reportergenexperimente, bei denen die Luciferaseaktivitat unter Kontrolle des CD133 P1
Promotors stand, zeigten, dass Nucleolin jedoch nicht Nucleolin-AN den Reporter aktivieren
konnte und dieser Effekt dosisabhingig war (Abb. 14 und Abb. 15). Die Deletion von jeweils
zwel der Bindemotive im CD133 P1 Reporterkonstrukt fiithrte zu einem kompletten Verlust
der Nucleolin abhdngigen Promotoraktivierung, sowohl durch endogenes Protein als auch im
Falle einer Uberexpression (Abb. 16 und Abb. 17).

Diese Ergebnisse zeigen, zusammen mit den Ergebnissen der ChIP, dass Nucleolin den
CD133 P1 Promotor iiber spezifische DNA-Motive bindet und die Transkription des Gens
positiv reguliert. Die Bindungsanalysen mittels kompetitiven EMSA zeigten die Bindung an
das radioaktive Doppelstrangmotiv, wobei die Zugabe des nicht radioaktiv markierten Oligos
mit Bindemotiv das radioaktive Signal drastisch abschwichte (Abb. 18). Da rekombinantes
Volllinge- Nucleolin nicht in Bakterien exprimierbar ist wurde die Nucleolin-AN**"%
Variante fiir diese Experimente verwendet. Das Experiment zeigt somit, dass Nucleolin ohne
die Anwesenheit weiterer Faktoren Bindemotive des CD133 P1 Promotors binden kann, und
das im N-Terminus die transaktivierende Doméne liegt, da das trunkierte Protein die Sequenz
im EMSA binden, jedoch nicht im Reportergenassay aktivieren kann. Zusammengefasst
zeigen die Ergebnisse, dass Nucleolin den CD133 P1 Promotor direkt und ohne die
Notwendigkeit anderer Proteine bindet und durch spezifische Bindemotive aktiviert. Dabei
benotigt man fiir die Aktivierung die gesamte Proteinsequenz, wohingegen die Bindung der

DNA Motive durch die N-terminale Mutante moglich war.
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5.3 Die Implikation von Nucleolin im kanonischen Wnt Signalweg
Neben der verstirkten Expression von Nucleolin in priméiren CD34"- und leukdmischen

Zellen verglichen mit CD34" Zellen des peripheren Blutes wurde gezeigt, dass der kanonische
Wnt Signalweg fiir diese Zellen essentiell ist und den undifferenzierten Phinotyp begiinstigt
(Ko et al., 2011; Ysebaert et al., 2006). So ist die starke Aktivierung des kanonischen Wnt
Signalweges wichtig fiir die Leukdmogenese und Fusionsproteine, entstanden durch
Translokationen, konnen diesen Signalweg stimulieren (Miiller-Tiedow er al, 2004). Im
zweiten Teil dieser Arbeit sollte ein moglicher Zusammenhang zwischen Nucleolin und dem
kanonischen Wnt-Signalweg analysiert werden.

Der kanonische Wnt-Signalweg ist ein wichtiger Regulator fiir die Aufrechterhaltung eines
undifferenzierten Phinotyps in hdmatopoetischen Stammzellen (Reya et al., 2003). Bei
diesem Signalweg bindet ein sekretierter Ligand, beispielsweise Wnt3a oder Wnt10b an das
Rezeptorpaar Frizzled/LRP, wodurch als Resultat der Signalmediator B-Catenin in den
Nukleus migriert und zusammen mit TCF/LEF Transkriptionsfaktoren die Expression von
Zielgenen wie c-Myc, CyclinD1 oder TCF4 reguliert. Diese Gene tragen alle TCF/LEF
Bindemotive in ihren Promotorsequenzen und sind klassische direkte Zielgene des Wnt
Signalweges (He et al., 1998; Schmidt-Ott et al., 2007; Rother et al., 2004).

So lange kein Ligand an das Rezeptorpaar gebunden hat, wird B-Catenin durch den Scaffold
Komplex degradiert (sieche Abb. 4). Dies geschieht durch Bindung an Axin2 und APC und
anschlieende Phosphorylierung durch GSK3p. Die Aktivitit von GSK33 wiederum wird
durch eine Phosphorylierung am Ser9 reguliert.

Die AML-Zelllinie Mutz-2 benétigt zur Kultivierung die Zugabe von konditioniertem
Zellkulturiiberstand der Urothelkarzinomzelllinie 5637. Dieser enthilt viele verschiedene
Zytokine und Mitogene (Quentmeier et al., 1997). In dieser Arbeit durchgefiihrte Analysen
zeigten, dass ebenfalls deutlich messbare Konzentrationen der Wnt-Liganden Wnt3a, Wnt5a
und Wnt10b im Uberstand vorhanden waren (Vgl. 4.2.3). Die Zugabe von rekombinantem
FZD8-FC Protein, einem eigentlich membranstindigen Rezeptor der Wnt-Liganden,
verhinderte durch Bindung der Liganden eine Aktivierung des Wnt-Signalweges (Abb. 19).
Dabei war dieser Effekt abhingig von der Dosis des zugegebenen Proteins. Je weniger freier
Ligand vorlag, desto geringer war die Aktivierung des Signalweges. So sank das Signal des
aktiven B-Catenins deutlich, wie auch das TCF4-Signal. Gleichzeitig verringerte sich die
Phosphorylierung der GSK3p3, wodurch diese vermehrt aktiv vorlag (Cross et al., 1995). Dies
deutet auf einen aktiven Scaffold Komplex hin, wodurch CTNNBI-Molekiile in der Zelle

phosphoryliert und nach anschlieBender Ubiquitinierung abgebaut wurden. Das Signal fiir
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Nucleolin-Protein sank ebenfalls dosisabhingig, was darauf hindeutete, dass der Wnt
Signalweg dieses Protein beeinflusst. Die Analyse der Expression auf mRNA Ebene zeigte
vergleichbare Tendenzen wie auf Proteinebene. So gab es eine dosisabhingige Reduktion der
CTNNBI, TCF7L2 und NCL Transkripte (Abb. 19B-E). Mehrere Studien der letzten Jahre
konnten zeigen, dass die Zugabe von FZD8-FC oder vergleichbar agierender Agenzien iiber
die Inhibition des kanonischen Wnt Signalweges zu einem verringerten Tumorwachstum fiihrt
und dass die Tumore so durch eine systemische Gabe gezielt zu behandeln sind (De Almeida
et al., 2008). Weiterhin wurde gezeigt, dass die Affinitit des FZD8-FC fiir Wnt3a bei 3,6 nM
liegt und damit 15 fach hoher ist als fiir WntSa (50,4 nM; Bourhis et al., 2010). Somit zeigt
dieses Experiment, dass der kanonische Wnt Signalweg in Mutz-2 Zellen auf die Préisenz
kanonischer Wnt Liganden angewiesen ist. Die mogliche Rolle des nicht- kanonischen Wnt5a
konnte dabei nicht geklidrt werden. In einem weiterfiihrenden Experiment wurden Mutz-2
Zellen, die transgenes Nucleolin oder Nucleolin-AN exprimierten, mit FZD8-FC behandelt,
um zu sehen ob eine Uberexpression von Nucleolin einen Einfluss auf die Aktivitit des
Signalweges in Mutz-2 Zellen hat. Es zeigte sich, dass eine Uberexpression von Nucleolin die
FZD8-FC vermittelte Inaktivierung des Signalweges verhindern konnte (siehe Abb. 32). Dies
war ein klarer Hinweis darauf, dass Nucleolin den Signalweg stimulieren kann und dieses
downstream der Rezeptoraktivierung geschieht.

Neben der Depletion der Liganden durch rekombinantes FZD8-FC wurde untersucht, ob die
Zugabe der rekombinanten Liganden einen additiven Effekt zum 5637-Uberstand aufweist
(vgl. 4.2.3). Die Zugabe der beiden kanonischen Wnt Liganden Wnt3a und Wntl0b fiihrte
dabei zu einer dosisabhédngigen Steigerung der Expression von kanonischen Wnt Zielgenen,
sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene (Abb. 20). Der Effekt durch Wnt3a war dabei
ausgepragter als der durch Wntl0b, was fiir Unterschiede in den Aktivierungspotentialen der
beiden Liganden spricht. Laut Literatur aktiviert Wnt10b neben klassischen Wnt Zielgenen
regulative Komponenten anderer Signalwege, wozu Wnt3a nicht in der Lage ist. Somit zeigt
sich, dass beide Liganden zwar den gleichen Signalweg ansteuern, aber doch eine
unterschiedliche Antwort erzeugen (Modder et al., 2011).

Der Ligand Wnt5a zeigte erwartungsgemal keinen direkten Einfluss auf die Expression von
Komponenten oder Zielgenen des kanonischen Wnt Signalweges (Abb. 21). Neuere Arbeiten
zeigen dass die Zugabe von Wnt5a den kanonischen Wnt-Signalweg so konditioniert, dass
dieser auf nachfolgende Gaben von kanonischen Liganden besser reagieren kann (Okamoto e?
al., 2014). Dieses Phidnomen wurde in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht untersucht. Man

kann jedoch annehmen, dass die Prisenz beider Familien von Liganden im 5637-Uberstand
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fiir die undifferenzierte Kultur benotigt wird. Verschiedene Arbeiten zeigen, dass es bei der
Differenzierung hdmatopoetischer Stammzellen eher um ein Gleichgewicht der kanonischen
und nicht-kanonischen Liganden geht, da Wnt5a beispielsweise proliferativ und
differenzierend wirkt, WntlOb hingegen den Stammzellcharakter bewahrt und die
Proliferation durch den Faktor nicht stimuliert wird (Austin et al.,, 1997; Van den Berg et al.,
1998). Die Aktivitdt des kanonischen Signalweges kann zudem abhéngig von dem zellulidren
Kontext die Differenzierung von Stammzellen inhibieren oder die Proliferation von
Progenitoren begiinstigen (Reya et al., 2003.; Congdon et al., 2008).

Somit zeigen diese Ergebnisse, dass Nucleolin ein Zielgen des kanonischen Wnt-Signalweges

darstellt und mit dem Wnt-Signalweg in Zusammenhang gebracht werden kann.

5.4 Nucleolin ist essentiell fiir den Wnt vermittelten Signalweg
Zur Adressierung der Frage, in wieweit sich die Signalweitergabe im kanonischen Wnt

Signalweg nach Wegfall von Nucleolin &dndert, wurden Mutz-2 Zellen lentiviral mit
Nucleolin-shRNA-Konstrukten oder entsprechenden Kontrollkonstrukten transduziert,
selektioniert und die Zellen mit unterschiedlichen Mengen Wnt3a behandelt. Im Anschluss
wurden durch Western Blot Analysen Signalwegs-Komponenten und Zielgene untersucht,
wie auch die Expression von Zielgenen mittels QqRT-PCR bestimmit.

Die Expression der Wnt assoziierten Proteine CTNNBI1, aktives B-Catenin (ABC) sowie
c-Myc sank ebenfalls stark in den shNCL1 oder shNCL?2 Zellen ab (Abb. 25). Die Expression
des Enzyms GSK3p hingegen war in allen untersuchten Ansdtzen gleich, wobei die
Phosphorylierung in Abhéngigkeit der Wnt3a-Menge nur in den Kontrollgruppen zunahm.
Allgemein war der Gehalt an pGSK3p in shNCL1 und shNCL2 Zellen deutlich reduziert. Im
Gegensatz zu den Kontrollgruppen gab es nach Nucleolin shRNA Knockdown keine Wnt3a
abhingige Expressionszunahme von Nucleolin oder Wnt-Zielgenen.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Signalkaskade durch den Nucleolin Knockdown
sehr frith unterbrochen wird, wofiir die hohe Expression von GSK3 und die Abwesenheit der
phosphorylierten Form verantwortlich sein konnte.

Weiterhin zeigte die Untersuchung der Dickkopfproteine, einer Gruppe von sekretierten Wnt
Inhibitoren, dass deren Expression auf Transkriptions- als auch auf Translationsebene in
Abwesenheit von Nucleolin drastisch zunahm (sieche Abb. 25 und Abb. 27). Die Regulation
dieser Faktoren durch MSX1 wurde bereits beschrieben (Revet et al., 2010). Die Analyse von
MSX1 wies eine Induktion nach shRNA Knockdown von Nucleolin auf. Somit zeigte sich bei

diesem Experiment, dass nach Reduktion von Nucleolin die Inhibitoren DKK1, DKK?2 und
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DKK3 induziert wurden, und diese Induktion wahrscheinlich durch MSX1 moderiert wurde.
Ein vergleichbar durchgefiihrtes Experiment in Mutz-2 Zellen, die stabil ein TCF/LEF-
Bindemotiv basiertes Wnt-Reporterkonstrukt trugen (Mutz-pGreen Fire TCF RE), zeigte, dass
nach Nucleolin Knockdown die TCF-abhingige Reporteraktivierung abnahm (Abb. 24).
Ebenso kam es nicht zu einer Wnt3a abhingigen Steigerung des Signals, welche in den
Kontrollgruppen ersichtlich war. Die Zugabe von hitzeinaktiviertem Liganden fiihrte in
diesem Experiment zu keiner Steigerung, wodurch die Spezifitit der Aktivierung durch den
nativen Liganden bekriftigt wurde.

Zusammengefasst kann man sagen, dass NCL in Mutz-2 Zellen an der ligandenabhingigen
Aktivierung des Signalweges beteiligt. Zellen, die durch shRNA-Knockdown reduzierte
Nucleolin Mengen aufwiesen, zeigten keine Aktivierung durch den Liganden und generell
eine deutlich reduzierte Aktivitdt des Signalweges.

Experimente, in denen die Nucleolin Expression durch Nukleofektion gesteigert wurde,
zeigten eine dosisabhiingig gesteigerte Aktivierung des TCF-RE-Wnt Reporters, jedoch nicht
durch Nucleolin-AN (siehe Abb. 22 und Abb. 23). In einem weiteren Experiment, wo Mutz-2
Wnt-Reporterzellen mit pCDH-Leervektor, NCL oder NCL-AN Expressionskonstrukten
transduziert und anschlieBend mit Wnt Liganden behandelt worden waren, zeigte sich eine
dosisabhiingige Aktivierung des Wnt Signalweges durch Wnt3a undWntl10b (siche Abb. 28
und Abb. 30). Die Zugabe der hochsten Konzentration an hitzeinaktiviertem Liganden hatte
wiederum keinen aktivatorischen Effekt auf das System. Zellen, die mit Nucleolin
Expressionskonstrukt transduziert worden waren, zeigten eine deutlich erhohte
Reporteraktivitit verglichen mit den Leervektor transduzierten Kontrollen, die durch die Gabe
von Wnt3a oder Wnt10b kaum mehr gesteigert wurde. Die Transduktion von Nucleolin-AN
hingegen fiihrte nicht zu einer verstidrkten Aktivierung und auch die Aktivierbarkeit durch
Wnt3a oder WntlOb ging groBtenteils verloren. Die Untersuchungen der Anderung auf
Proteinebene zeigten ebenfalls eine Wnt abhidngige Induktion der Zielgene in Leervektor
transduzierten Zellen und eine per se deutlich hohere Aktivitidt in Nucleolin transduzierten
Zellen. So wurde die ABC-Menge durch die Gabe der Liganden gesteigert, gleiches galt fiir
die phosphorylierte Form, jedoch nicht Gesamt-GSK3[. Die Steigerung der Proteinmengen
durch Wnt Liganden in Nucleolin transduzierten Zellen fiel wiederum schwicher aus. Diese
Ergebnisse lieBen darauf schlieBen, dass Nucleolin den Signalweg dhnlich wie ein Ligand
aktivieren kann. Damit ist gemeint, dass es durch die Transduktion von Nucleolin zu einer
Aktivierung des Signalweges und dessen Zielgenen kommt, die mit der Aktivierung durch die

Gabe von rekombinantem Wnt3a oder Wnt10b vergleichbar ist. Dieses Ergebnis passt zu der
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Beobachtung, dass Nucleolin die depletiven Effekte von FZD8-FC kompensieren kann (Abb.
32). Zudem scheint es in den Zellen eine Sittigung der Aktivierung zu geben, da durch die
zusitzliche Gabe der Wnt Liganden in Nucleolin transduzierten Zellen keine Steigerung der
Aktivitét zu erreichen war.

In der letzten Zeit wurden mehrere Ergebnisse publiziert, die eine vom kanonischen
Signalweg unabhingige Transkription der Zielgene beschreiben. So konnten Qiang et al.
zeigen, dass die Behandlung von Zellen mit Bortezomib, einem Proteasom-Inhibitor welcher
als Zytostatikum verwendet wird, in den untersuchten Zelllinien die Expression von Wnt
Zielgenen induzierte. Dabei war diese Aktivierung nicht von CTNNBI1 abhéngig, da diese
nicht durch die Transfektion der dominant negativen Formen von TCF1 und TCF4
unterbunden werden konnte, welche effektiv die CTNNBI1 vermittelte Zielgenaktivierung
inhibieren (Qiang et al., 2009). FEine weitere Studie konnte das Protein activating
transcription factor 2 (ATF2) als Wnt unabhédngigen Aktivator des kanonischen Signalweges
in Leukdmiezellen charakterisieren. So wurde gezeigt, dass ein shRNA vermittelter
Knockdown von CTNNBI1 oder y-Catenin, den beiden kanonischen Signalmediatoren, nicht
zu einer Abschwichung des Wnt Reportersignales in den untersuchten Zellsystemen fiihrte
(Grumolato et al., 2013). Vielmehr fiihrte die Uberexpression von TCF1 allein zu einer
deutlichen Aktivierung des Reporters. Somit wurde gezeigt, dass es eine Kooperation von
TCF1 und ATF2 gab, die zu einer gesteigerten Aktivitit des Reporters fiithrte ohne jedoch den
CTNNBI1 abhiéngigen kanonischen Wnt Signalweg zu benotigen.

Neben der Aktivierung des Signalweges durch Nucleolin konnte in dieser Arbeit gezeigt
werden, dass die Menge an Nucleolin durch die Zugabe von Wnt3a sowohl auf mRNA Ebene
als auch auf Proteinebene anstieg. Dieser Effekt wurde bisher nicht beschrieben und konnte
einen unbekannten regulatorischen Weg von Nucleolin darstellen.

Zusammengefasst zeigt sich, dass der kanonische Wnt Signalweg in Mutz-2 Zellen aktiv ist

und Nucleolin fiir die Aufrechterhaltung eines intakten Wnt Signalweges eine Rolle spielt.

5.5 Nucleolin bindet den TCF7L2-Promotor iiber spezifische
Bindemotive
Da Nucleolin den Signalweg dosisabhingig zu aktivieren scheint wurde angenommen, dass

dies iiber eine direkte Zielgenaktivierung vermittelt wird. Die Analyse des TCF7L2
Promotors zeigte, dass es zwei Nucleolin Bindemotive gibt und ebenfalls TCF/LEF
Bindesequenzen vorhanden waren. In Nucleolin transduzierten Zellen kam es zu einem

Anstieg der TCF7L2 Expression, sowie des kodierten Proteins TCF4. ChIP Analysen von
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Mutz-2 Zellen und primiren CD34"-HPZ wurden durchgefiihrt, welche eine deutliche
Anreicherung des TCF7L2 Promotors durch den Nucleolin Antikorper zeigten (vgl. Abb. 35).
Die Interaktion von Nucleolin mit den gefundenen Sequenzmotiven im TCF7L2 Promotor
wurde dann im Anschluss durch kompetitive EMSA-Analysen bestitigt (vgl. Abb. 36). Die
Verwendung eines Uberschusses an nicht- radioaktivem Oligo mit und ohne Bindemotiv
zeigte deutlich, dass das Bindemotiv fiir die DNA Bindung essentiell ist und es sich um eine
spezifische Sequenzabhingige Bindung handelt. Zur weiteren Analyse wurde die TCF7L2
Promotorregion in ein Luciferase basiertes Reporterkonstrukt kloniert und dieses zusammen
mit Nucleolin oder Nucleolin-AN Expressionsvektoren in Mutz-2 Zellen nukleofiziert. Es
kam zu einer dosisabhingigen Aktivierung des Reporters durch Nucleolin, jedoch nicht durch
Nucleolin-AN (vgl. Abb. 37). Neben der Aktivierung des Reporters durch Nucleolin, konnte
dieser auch durch Zugabe von Wnt3a aktiviert werden, was durch die im Promotor
vorhandenen TCF/LEF Bindemotive zu erkldren ist. Die zugehorigen Western Blot Analysen
zeigten einen Anstieg von TCF4 auf Proteinlevel. Die Nucleolin-AN nukleofizierten Zellen
zeigten wiederum keinen Anstieg auf Proteinebene, weder durch Nucleolin-AN noch durch
die zusitzliche Behandlung mit Wnt3a. Nach selektiver Deletion der Bindemotive in dem
TCF7L2 Reporterkonstrukt war der Reporter nicht mehr durch Nucleolin aktivierbar.
Weiterhin waren diese mutierten Reporterplasmide weniger durch Wnt3a aktivierbar (vgl.
Abb. 39). Somit zeigte dieses Experiment, dass die Aktivierung des Promotors durch
Nucleolin iiber die gefundenen Bindemotive realisiert wird.

Neben der direkten Bindung von Nucleolin an den TCF7L2 Promotor konnte Nucleolin
zusitzlich durch die Inhibition von P53 den Promotor beeinflussen. Es wurde fiir den TCF7L2
Promotor gezeigt, dass dieser dosisabhiingig durch P53 inhibiert wird (Rother et al., 2004).
Nucleolin jedoch kann die 5’-UTR der P53 mRNA binden und so die Stabilitdt verringern
(Takagi et al., 2005; Chen et al., 2012). Somit wiren die P53 Proteinlevel reduziert und die

Inhibition durch den Faktor wire abgeschwicht.

5.6 Maogliche weitere Implikationen von Nucleolin in den Wnt
Signalweg

Da TCF4 ein Transkriptionsfaktor des Wnt Signalweges ist und Nucleolin, wie auch schon fiir
SOX-Proteine gezeigt die Transkription von TCF7L2 regulieren kann (Segusa et al., 2005
und 2012), konnte Nucleolin iiber die Aktivierung des Promotors den Signalweg positiv
regulieren. Es wurde jedoch gezeigt, dass TCF4 allein nicht in der Lage ist einen TCF/LEF
Reporter zu aktivieren (Kolligs er al., 1999). Fir den Fall, dass der kanonischen Wnt
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Signalweg in Zellen schon aktiv vorliegt und es nur zu einer Verstirkung des Effektes kommt
wurde ein solches Konzept bisher jedoch nicht untersucht. Daraus ergibt sich ein
hypothetisches Modell, wie Nucleolin den Wnt Signalweg modulieren kann und wie
Nucleolin durch den Signalweg beeinflusst wird. Aufgrund der direkten Aktivierung des
TCF7L2 Promotors kommt es zu einer erhohten TCF4 Proteinmenge in der Zelle. Durch diese
Akkumulation wird LEF1 priferentiell im Nukleus retardiert, so dass beide Komponenten des
TCF/LEF Komplexes vorliegen. Zusitzlich konnte durch Beeinflussung des PI3K/AKT
Signalweges die Phosphorylierung von GSK3[ verstirkt werden, sodass der CTNNBI-
Degradationskopmplex inaktiv vorliegen konnte. Somit wird das neu gebildete CTNNBI
nicht degradiert und kann in aktiver Form im Nukleus akkumulieren. Dies fiihrt zu einer
erhohten TCF/LEF abhiéngigen Transkription von Zielgenen, beispielsweise CCNDI und c-
Myc. Letzteres kann iiber E-Box Sequenzen im regulatorischen Bereich des Nucleolin-
Promotors die Expression steigern, wodurch die erhohten Nucleolin-Level infolge eines
aktiven Wnt Signalweges erklirt werden konnen (Greasley et al., 2000).
Zusammengenommen wiirde dies eine rezeptorunabhingige Stimulation des Signalweges

implizieren.

5.7 Fazit

Die Genregulation in leukdmischen Zellen ist in weiten Bereichen nicht ausreichend
verstanden. In dieser Arbeit wurde ein Aspekt der Nucleolin abhédngigen Genregulation in
leukdmischen Zellen untersucht. So zeigt sich, dass Nucleolin den kanonischen Wnt
Signalweg relativ unabhédngig von kanonischen Liganden in der AML-abgeleiteten Zelllinie
Mutz-2 aktivieren kann. Nach shRNA basiertem Nucleolin-Knockdown war die Aktivitit des
Signalweges reduziert und durch Zugabe von rekombinantem Wnt3a nicht effizient
aktivierbar.

Die Promotorsequenz von TCF7L2, einem positiven Regulator des Signalweges, enthilt
Nucleolin Bindemotive und war in Mutz-2 und primiren CD34" Zellen durch Nucleolin
spezifische Antikorper prizipitierbar. Eine Uberexpression von Nucleolin zeigte die
Aktivierung eines TCF7L2 Reporterkonstruktes iiber die Nucleolin Bindemotive. EMSA
Experimente bestitigten die Bindung von Nucleolin an diese Bindemotive in Abwesenheit
von Kofaktoren.

Neben der direkten Aktivierung durch Promotorinteraktion, fiihrte eine gesteigerte Expression
von Nucleolin zur Modulation bestimmter Signalwegskomponenten, wie beispielsweise der

gesteigerten Phosphorylierung der GSK3p. In diesem Fall kann nur gemutmalt werden, dass
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die Regulation iiber die Steigerung der PI3K/AKT-Aktivitdat durch Nucleolin erfolgt (Bhatia
et al., submitted).

Die vorliegende Arbeit untersuchte weiterhin den Einfluss von Nucleolin auf die Regulation
von CDI133 und im Speziellen der Isoform CD133 1A in leukdmischen Zelllinien und
primdren CD34" Zellen. So wurde gezeigt, dass Nucleolin den CD133 P1-Promotor bindet
und iiber spezifische Bindemotive aktivieren kann. Die Bindung konnte mittels ChIP
Analysen in den Zelllinien SEM und Mutz-2, welche beide per se CD133 exprimieren, und in
primiren CD34" Zellen nachgewiesen werden. Zusiitzlich wurde die Spezifitit dieser Bindung
mittels kompetitiven EMSA Analysen der Bindemotive validiert. Experimente mit einem
CD133 Pl-Luciferasereporter zeigten zudem eine dosisabhingige Reporteraktivierung durch
Nucleolin, welche nach Deletion der Bindemotive aufgehoben wurde. Da bekannt ist, dass
das CDI133 Gen iiber fiinf Promotoren verfiigt, ist noch nicht geklédrt, ob die weiteren
Promotoren eine Abhéngigkeit von Nucleolin aufweisen konnten.

Zusammengefasst gibt diese Arbeit einen neuen Einblick in die Rolle von Nucleolin als
Transkriptionsfaktor, der iiber spezifische DNA-Motive die Promotoren stammzellassoziierter
Gene binden und diese dadurch aktivieren kann. Erstmalig wird die Rolle von Nucleolin im
Hinblick auf den kanonischen Wnt Signalweg beleuchtet und gezeigt, dass ein Ausschalten
des Faktors den Signalweg drastisch einschrénkt.

Diese Arbeit liefert erstmals einen Zusammenhang zwischen Nucleolin und der Regulation
von Komponenten des kanonischen Wnt Signalweges, sowie bei der Transkription des Gens

CD133 in himatopoetischen Zellen.
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5.8 Ausblick

Die Erkenntnisse iiber einen Zusammenhang zwischen Nucleolin und dem kanonischen Wnt-
Signalweges sowie der Transkription von CD133 werfen neue Fragen auf. So wurde gezeigt,
dass ein ShRNA Knockdown von CD133 den kanonischen Wnt Signalweg inhibiert (Mak e?
al., 2012). Das resultiert in der Frage, ob Nucleolin iiber die Aktivierung von TCF7L2 und
den Effekt auf GSK3 genug Einfluss hitte, um die Inhibition des Signalweges im Hinblick
auf die Expression seiner Zielgenen zu kompensieren. Zudem zeigt die Arbeit von
Abdelmohsen et al., dass Nucleolin an die 3’-UTRs verschiedener anderer Faktoren bindet
und so deren Translation moduliert (Abdelmohsen et al., 2011). Ebenso kdonnte Nucleolin
durch die Interaktion mit TCF-Proteinen die Aktivierung von Zielgenen Catenin-unabhéngig
durchfiihren, wie es fiir ATF-2 gezeigt wurde (Grumolato et al., 2013). Aus diesem Grund
wire es von Interesse zu sehen, ob Wnt-assoziierte Proteine mit Nucleolin komplexieren.

Da es verschiedene Interaktionspunkte zwischen dem Wnt- und dem Notch-Signalweg
(Modder et al., 2011). Aus diesem Grund wire es interessant zu untersuchen, ob Nucleolin
vielleicht sogar direkt einen Einfluss auf Notch haben konnte.

Neben dem Einfluss auf den Wnt-Signalweg wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass Nucleolin
die Transkription von CDI133 steigert. Eine Erhohung der intrazelluliren CDI133
Proteinmenge konnte aufgrund der membranstéindigen Lokalisation in den Protrusionen einen
Einfluss auf die Polarisierung der Zelle haben.

Fiir CD133 sind neben den beiden Promotoren CD133 P1 und P2 noch drei weitere bekannt,
die in dieser Arbeit nicht betrachtet wurden, da in hdmatopoetischen Zellen die CD133P1
regulierte Isoform 1A dominiert. Es wire jedoch von Interesse zu sehen, ob die anderen
Promotoren ebenfalls Bindemotive enthalten und falls vorhanden die Expression dieser
Isoformen in anderen Zellsystemen von Nucleolin abhingig ist. So werden beispielsweise in
der Zelllinie Caco-2 neben der Isoform CD133 1A auch die Isoformen 1B und 1E exprimiert,
welche tiber die Promotoren CD133 P2 und CD133 PS5 reguliert werden (Tabu ef al., 2010).
Somit konnte diese Zelllinie als Modell fiir die Untersuchung des Einflusses von Nucleolin
auf den Promotor P5 dienen. Auch konnte man versuchen die Aktivitit des kanonischen

Signalweges auf die Nucleolin-Expression zu untersuchen.
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6 Zusammenfassung

Nucleolin ist ein multifunktionales Protein, welches in proliferierenden sowie in Tumor-
Zellen verstirkt exprimiert wird. In dieser Arbeit wurden Aspekte der Nucleolin abhingigen
Genregulation in leukimischen Zellen untersucht. Lentivirale Uberexpression von Nucleolin
in den leukidmischen Zelllinien Mutz-2 und SEM fiihrte zu einer Zunahme der CD133
Expression, wobei die durch den Promotor P1 regulierte Isoform 1A jedoch nicht die durch
den Promotor P2 regulierte Isoform 1B zunahm. Chromatin Immunprizipitationen mit
Nucleolin-Antikérper in den genannten Zelllinien sowie in primdren CD34"
himatopoetischen Progenitorzellen resultierten in einer deutlichen Anreicherung des CD133
P1 Promotors. Die Analyse der Promotorsequenz zeigte drei putative Nucleolin Bindemotive,
von denen Eines mittels kompetitivem electrophoretic mobility shift Assays (EMSA) validiert
wurde. Reporterassays des CD133P1 Promotors in Mutz-2 und SEM Zellen wiesen eine
dosisabhingige Aktivierung durch Nucleolin auf. Eine selektive Deletion der im CD133 P1
Promotor enthaltenen Bindemotive verhinderte die Nucleolin abhéngige Aktivierung und
zeigte so die Spezifitit der Aktivierung iiber die Motive.

Des Weiteren wurde ein moglicher Zusammenhang von Nucleolin und dem kanonischen
Wnt-Signalweg, einem wichtigen Regulator der Stammzellhomdoostase, in der AML-
abgeleiteten Zelllinie Mutz-2 untersucht. Es zeigte sich, dass Nucleolin unabhéngig von Wnt-
Liganden den Signalweg aktivieren und die Expression von TCF4 beeinflussen kann. Die
Aktivierung von TCF7L2, dem Gen welches fiir TCF4 kodiert, durch Nucleolin erfolgt iiber
spezifische Bindemotive im Promotor. ChIP Analysen belegten die Anreicherung des
Promotors durch Nucleolin in Mutz-2 und primiren CD34" Zellen. Die Aktivierung des
Promotors durch Nucleolin war dosisabhingig und eine Deletion der Bindemotive hob diese
auf. Zusitzlich wurde die direkte Interaktion von Nucleolin mit den putativen Bindemotiven
durch EMSA-Analysen validiert und die Spezifitdt mittels Kompetition der Bindungen
aufgezeigt.

Zusammengefasst beschreibt die hier vorliegende Arbeit erstmalig einen Nucleolin
abhidngigen Regulationsmechanismus der CD133 Isoform 1A in hidmatopoetischen Zellen,
welcher iiber die direkte Promotorbindung und Aktivierung abliduft. Weiterhin wurde
erstmalig ein Zusammenhang zwischen Nucleolin und dem kanonischen Wnt Signalweg
aufgezeigt. Davon ausgehend wurde die Nucleolin abhidngige Regulation der TCF7L2

Promotoraktivitit durch spezifische Bindemotive aufgezeigt.
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7 Summary

The present work investigated selective aspects of nucleolin-dependent gene regulation in
leukemia-derived cells. In Mutz-2 an acute myeloid leukemia-derived cell line and SEM an
acute lymphoid leukemia derived model, overexpression of nucleolin significantly increased
transcription of the CD133 isoform 1A. This isoform is controlled by CD133P1 promoter and
chromatin immunoprecipitations (ChIP) revealed a substantial enrichment with nucleolin,
whereas isoform 1B regulating promoter CD133P2 was not bound. Luciferase based reporter
assays revealed a dose dependent activation by nucleolin and not the N terminal truncated
form NCL-AN. Pair wise deletion of binding motifs abolished the activatory effect of
nucleolin. Furthermore the specificity of binding was proven by competitive Electrophoretic
mobility shift assay (EMSA).

Beside the role of nucleolin regarding regulation of CDI133 isoform expression the
implication of nucleolin in canonical Wnt signalling was investigated. It was observed that
nucleolin was able to further activate Wnt signalling in the cell line Mutz-2 relatively
independent of canonical ligands. A shRNA based knockdown of nucleolin led to a
substantial reduction of endogenous Wnt signalling and no Wnt3a ligand-based increase was
detectable in contrast to control cells where Wnt3a increased signalling. Overexpression of
nucleolin activated the canonical Wnt pathway in Mutz-2 cells as monitored by TCF response
element based reporter assays and increased expression of Wnt target genes like c-Myc,
TCF7L2 or CCNDI.

Furthermore TCF7L2 was identified as a direct nucleolin target gene and binding of the
TCF7L2 promoter was confirmed by ChIP. Furthermore this promoter was used for
Luciferase based reporter assays and showed a dose dependent activation by nucleolin but not
by AN. After selective deletion of the binding motifs the reporter was not activated by
nucleolin. The binding specificity of these motifs was further validated by competitive EMSA
the binding motifs.

Taken together this work could give more evidence to the role of NCL in leukemic cell’s gene
regulation. The thesis revealed that nucleolin binds and activates the CD133 P1- and not
CD133 P2 promoter via specific binding motifs and deletion thereof abolishes this activation.
Further more a possible implication of nucleolin within the canonical Wnt signalling pathway
was demonstrated. The transcription factor TCF7L2 was found as a direct target gene of

nucleolin and is regulated via nucleolin by direct promoter binding and activation
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12 Anhang

12.1 Verwendete Gerdte

Name Funktion Hersteller

ABI 7900 HAT Real Time PCR Geriit Applied Biosystems, Darmstadt
Mastercycler gradient PCR Gerit mit Gradient Eppendorf, Hamburg

Gene Amp PCR System 2700 PCR Gerit Applied Biosystems, Darmstadt
Biophotometer Eppendorf, Hamburg
NanoDrop Messung von Nukleinsiduren Thermo, Darmstadt

pH Meter WTW, Weilheim
Mirkoliterzentrifuge Thermo, Darmstadt
Standzentrifuge Thermo, Darmstadt
Grofizentrifuge Beckman, Krefeld

Axiovert 200 Inverses Zellkultur Mikroskop Zeiss, Jena

Mini Protean Tetra Cell Protein Elektrophorese Laufmodul | Biorad, Miinchen

Mini Trans Blot Cell Protein Elektrophorese Blotmodul Biorad, Miinchen

Novex Mini Cell Protein Elektrophorese Laufmodul | Invitrogen, Frankfurt a.M.
Trans Blot Cell Tank-Blot Modul Biorad, Miinchen

Wide Mini Sub Cell GT

DNA Elektrophoresekammer

Biorad, Miinchen

V15.17 Maxi Gel

vertikale Elektrophorese

Biometra, Gottingen

Thermomixer comfort

temperierte Inkubation unter
schiitteln

Eppendorf, Hamburg

Luminoscan Ascent

Luminometer

Thermo, Darmstadt

Las 3000Mini

Chemoluminescent Dokumentation

GE-Healthcare, Frankfurt a.M.

FLA7000IR Radiographie Dokumentation GE-Healthcare, Frankfurt a.M.

Intas UV Gel Dok Mini Agarosegel-Dokumentation Intas, Gottingen

32p Dokumentrationsschirm Detektion von 32P-Signalen GE-Healthcare, Frankfurt a.M.

Geltrockner Trocknung von EMSA-Gelen Thermo, Darmstadt

Infinite 200M Plattenphotometer Tecan, Langenfeld

FACS Calibur Durchflusscytometer Beckton Dickinson, Heidelberg

12.2 Fiir die Arbeit verwendete Kits

Name Verwendung Hersteller
RNeasy Mini Kit Isolation von Gesamt- RNA Qiagen (Hilden)
RNeasy Micro Kit Isolation von Gesamt- RNA Qiagen (Hilden)
DNeasy Blood and Tissue Mini Kit | Isolation genomischer DNA Qiagen (Hilden)
Fast Plasmid Mini Kit Isolation von Plasmid DNA Machery-Nagel
(Diiren)
Nucleobond Xtra Maxi Kit Isolation von Plasmid DNA Machery-Nagel
(Diiren)
Nucleobond Xtra Maxi Kit EF Isolation von Plasmid DNA Machery-Nagel
(Diiren)
Nucleobond Xtra Midi Kit Isolation von Plasmid DNA Machery-Nagel
(Diiren)
Nucleobond Xtra Midi Kit EF Isolation von Plasmid DNA Machery-Nagel
(Diiren)
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up | Aufreinigung von DNA Fragmenten aus Machery-Nagel
Agarosegel (Diiren)
BioSpin P-30 Sdulen Aufreinigung von *°P markierten DNA Biorad (Miinchen)
Fragmenten
DyeEx2.0 Aufreinigung von Fluoreszenz markierten Qiagen (Hilden)
DNA Fragmenten zur Sequenzierung
RNase Free DNAse Set Entfernung genomischer DNA aus RNA Qiagen (Hilden)
Proben
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Quantitect Reverse Transcription Synthese von copyDNA Qiagen (Hilden)

Kit

Quick change site directed Gezielte Mutagenese von Plasmid DNA Agilent (Waldbronn)
Mutagenesis Kit

Rapid DNA Ligation Kit Ligation von DNA Fragmenten Roche (Penzberg)
Western Blot Detektionssystem Visualisierung von Signalen mittels GE-Healthcare,

ECL

Meerrettich-Peroxidase

(Frankfurt a.M.)

PageR 10%-20% Mini Gel Gradientengel Lonza (Ko6ln)

Luciferase Reporter Gene Assay Promotorstudienmittels Luciferase Reporter Roche (Penzberg)

Bradford Protein Assay Bestimmung der Proteinkonzentration Biorad (Miinchen)

Colloidal Blue Staining Kit Visualisierung von Proteinbanden Invitrogen
(Darmstadt)

12.3 Verwendete Enzyme

Name Verwendung Hersteller

Taq Polymerase

Amplifikation von DNA
Fragmenten

Qiagen (Hilden)

Phusion HF Master Mix

Amplifikation von DNA
Fragmenten

NEB (Darmstadt)

Pfu Ultra HF DNA Polymerase

Amplifikation von DNA
Fragmenten

Agilent (Waldbronn)

Power Sybr green PCR Master Mix

Sybr Green basierte qPCR

Invitrogen (Darmstadt)

12.4 Antikorperliste

Target Spezies Klon/ Hersteller

B-Aktin Maus AC-74 Sigma-Adrich (Taufkirchen)

GSK3- Kaninchen NEB (Darmstadt)

pGSK3-B (Ser9) Kaninchen NEB (Darmstadt)

Aktives Beta Catenin Maus 8E7 EMD Millipore

pan-Beta Catenin Kaninchen Santa Cruz (Heidelberg)

Nucleolin Kaninchen Edgar Grinstein

Nucleolin Maus MS-3 Santa Cruz (Heidelberg)

TCE-4 Maus YY-71 Santa Cruz (Heidelberg)

FLAG Maus M2 Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

EGFR Kaninchen Santa Cruz (Heidelberg)

normale Kaninchen IgG Kaninchen Santa Cruz (Heidelberg)

normale Maus IgG FITC Maus IS5-21F5 Miltenyi (Bergisch Gladbach)

normale Maus IgG PE Maus IS5-21F5 Miltenyi (Bergisch Gladbach)

normale Maus IgG APC Maus IS5-21F5 Miltenyi (Bergisch Gladbach)

DKK?2 Kaninchen Santa Cruz (Heidelberg)

Dkk3 Ziege Abcam

MSX1 Kaninchen Santa Cruz (Heidelberg)

CD133/1 APC Maus ACI133 Miltenyi (Bergisch Gladbach)

CD133/1 PE Maus ACI133 Miltenyi (Bergisch Gladbach)

CD34 FITC Maus BD

CD271 FITC Maus ME20.4- Miltenyi (Bergisch Gladbach)
1.H4

P75 NTR Kaninchen NEB (Darmstadt)

CD271 APC Maus ME20.4- Miltenyi (Bergisch Gladbach)
1.H4)
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12.5 Verwendete Plasmide

12.5.1 Verwendete Plasmide fiir Reportergenassays

Name Funktion Referenz
pGL3 enhancer Luciferase Report-Leervektor Promega
pGL3 CD133 CD133 Promotor Reporter Bart Rountree
pGL3 control konstitutiv aktiver Reporter Promega

pGL3 CD133 Al

Reporter mit selektiver Bindestellen Deletion

selbst erzeugt

pGL3 CD133 A2

Reporter mit selektiver Bindestellen Deletion

selbst erzeugt

pGL3 CD133 A3

Reporter mit selektiver Bindestellen Deletion

selbst erzeugt

pGL3 CD133 A1A2

Reporter mit selektiver Bindestellen Deletion

selbst erzeugt

pGL3 CD133 A1A3

Reporter mit selektiver Bindestellen Deletion

selbst erzeugt

pGL3 CD133 A2A3

Reporter mit selektiver Bindestellen Deletion

selbst erzeugt

pCMVTab2B Expressionsplasmid Clontech
pCMVTag2B NCL NCL-Expressionplasmid Edgar Grinstein
pCMV Tag2B NCL-AN NCL-AN-Expressionsplasmid selbst erzeugt
pUC19 Auffiillplasmid fiir Titrationen NEB

pGL4 TCF7L2 TCF7L2 Promotor-Reporter Konstrukt selbst erzeugt
pGL4 TCF7L2 AA Derivat mit selektiver Deletion Bindemotives A selbst erzeugt
pGL4 TCF7L2 AB Derivat mit selektiver Deletion Bindemotives B selbst erzeugt
pGL4 TCF7L2 AAAB Derivat mit selektiver Deletion Bindemotives AB selbst erzeugt
pGLA4.10 Leervektor des TCF7L2 Reporters Promega
pcDNA3.1 Leervektor Invitrogen
pcDNA CTNNBI1 S33Y Expression der konstitutiv aktiven CTNNB1 Mutante S33Y | Addgene#
pcDNA-dNTCF4-Myc Expression von ANTCF4 Addgene #

12.5.2 Verwendete Plasmide fir die Herstellung lentiviraler Partikel
Name Funktion Referenz
pMD2.G Hiillplasmid 2. Generation Addgene #12259
pCMVR8.74 Verpackungsplasmid 2. Generation | Addgene # 22036
pl125 Verpackungsplasmid 3. Generation | Dr. Julia Hauer
p126 Verpackungsplasmid 3. Generation | Dr. Julia Hauer
pl127 Hiillplasmid 3. Generation Dr. Julia Hauer
pCDHT2A LNGFR Expressions-Leervektor System Bioscience
pCDH NCL T2A Lngfr NCL Expressionsvektor Sanil Bhatia
pCDH AN T2A Lngfr AN Expressionsvektor Sanil Bhatia
pLenti X1 Puro Kontrollvektor Addgene #17297
pLenti Sh2 Puro NCL shRNA 1 Sanil Bhatia
pLenti Sh4 Puro NCL shRNA 2 Sanil Bhatia
pLenti sh8 Puro off target ShRNA Sanil Bhatia
pGreen Fire Neo lentiviraler Reporter-Leervektor System Bioscience
pGreen Fire TCF RE Neo lentiviraler Wnt-Reporter System Bioscience

12.6 Verwendete Software und Datenbanken

Name Funktion Quelle

ApE-A plasmid Editor in silico DNA Manipulation M. Wayne Davis
Sequencher Auswertung von Sequenzierungen | Genecodes
BioGPS Gen-Expressionsdatenbank www.BioGPS.org
Multi Gauge Densitomerie von Gelen GE-healthcare
Flowo FACS-Auswertung FlowJo LLC
Cell-Quest FACS-Auswertung BD
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12.7 Verwendete DNA Oligonukleotide

12.7.1 Analyse von Genexpression mittels qRT-PCR

Name Sequenz 5’-3’ Amplifikat Tm
B-Aktin for GCACTCTTCCAGCCTTCC 351 bp s
B-Aktin rev CTAGAAGCATTTGCGGTG

NCL for GATCACCTAATGCCAGAAGCCAGCCATCC 297 bp s
NCL rev CAAAGCCGCCTCTGCCTCCACCAC

CTNNBI for TGGAACATGAGATGGGTGGC 175 bp €0
CTNNBI rev TGCAAGTTCAGACAATACAGCTAA

TCF7L2 for CGATTGAACACCAGATTGCAGTTCAG 982 bp 61
TCF7L2 rev CTGCACGGTTTGCACCATAAAG

CD133 la for GGCCATGCTCTCAGCTCT 285 bp s
CD133 larev TTCCCGCACAGCCCAGCAGCAACAG

CD133 1b for GAGGAAGCCGCAACGGGTCC 497 bp sg
CD133 1b rev CCCCAGCAGCAACAGGGAGC

CD133 all for ACTATGAAGCAGGGATTATTCTATG 217 bp 58°C
CD133 all rev CCATAGAAGATGCCAATGCTTA

DKKI1 for TTGACAACTACCAGCCGTACC 173 bp sgoC
DKKI rev TTTGCAGTAATTCCCGGGGC

DKK2 for CTCTGGATGGTACTCGGCAC 124 bp sgoC
DKK2 rev GGGTCTCCTTCATGCCCTTTTA

DKK3 for AGATGTTCCGCGAGGTTGAG 255 bp sgoC
DKK3 rev CAGTCTGGTTGTTGGTTATCTTGT

MSX1 for AGAAGATGCGCTCGTCAAAG 144 bp sgoC
MSXI rev GGCTTACGGTTCGTCTTGTG

CCNDI for GGCAGCAGAAGCGAGAGC 285 bp 60°C
CCNDI rev CTCGCAGACCTCCAGCATC

y-Catenin for CCCTATGGAGATGACATGGATGC 206 bp 60°C
y-Catenin for GAAAAGCCTGCAAAGAGGGG

12.7.2 Primer far Reporter copy Number Analyse

Name Sequenz Amplifikat Tm

36B4 for CAGCAAGTGGGAAGGTGTAATCC 75 bp 58°C
36B4 rev CCCATTCTATCATCAACGGGTACAA Cawthon, 2002
Neo for CAAGATGGATTGCACGCAGG 249 bp sgeC
NeO rev TTCAGTGACAACGTCGAGCA

12.8 Verwendete E.coli Stiimme

Stamm

Genotyp

Stabl 3

FmerB mrrhsdS20(rg’, mg’) recAl3 supE44 ara-14
galK2 lacY1 proA2 rpsL20(Str™) xyl-5 \leumtl-1

Top10-DHI108

F endAl recAl galE15 galK16 nupG rpsL AlacX74
®80lacZAM 15 araD139 A(ara,leu)7697 mcrA A(mirr-
hsdRMS-mcrBC) A’

endAl glnV44 recAl thi-1 gyrA96 relAl lac Hte

XL10 gold A(mcrA)183 A(merCB-hsdSMR-mrr)173 tet®
F'[proAB laclZAM15 Tnl10(Tet® Amy Cm")]
BL21 DE3 F ompT gal decm lon hsdSg(rg” mg’) AM(DE3 [lacl

lacUVS5-T7 gene 1 ind]l sam7 nin5])
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12.9 Puffer und molekularbiologische Medien

113



Anhang

10x Oligo-Hybridiserungspuffer
500 mM NaCl

10 mM Tris-Cl, pH 8.0

1 mM EDTA, pH 8.0

100mM MgCL,

ChIP Lysepuffer

1% SDS

10 mM EDTA

50 mM Tris-HCl pH 8,1

ChIP Dilution Puffer
0,01% SDS

1,1% TRriton-X-100

1,2 mM EDTA

16,7 mM Tris-HCI pH 8,1
150 mM NaCL

ChIP Blockierungspuffer
2,5% Milchplver in PBS

ChIP Low salt wash
0,1% SDS

1% Triton-X-100

2 mM EDTA

20 mM Tris-HCI pH 8,1
150 mM NaCL

ChIP High salt wash
0,1% SDS

1% Triton-X-100

2 mM EDTA

20 mM Tris-HCI pH 8,1
500 mM NaCL

ChIP LiCL Immun wash
250 mM LiCL

1% Igepal-CA630

1% Natriumdeoxycholat

I mM EDTA

10 mM Tris-HCI pH 8,1

ChIP TE wash

ImM EDTA pH 8,0
10 mM Tris pH 8,0

ChIP Elution-Puffer
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1% SDS
100mM NaHCO3

6x DNA Ladepuffer
60mM Tris-HCI1 pH 7.0
60mM EDTA pH 8.0
60% Glyzerin

0,05% Xyclen Cyanol FF

TAE Puffer

40mM Tris

20mM Essigsdure
ImM EDTA pH 8.0

Emsa Bindepuffer

10 mM Tris pH 7,5

50 mM NaCl

4% Glyzerin

1 mM DTT

PMSF

Apotinin

Leupeptin

Roche complete EDTA Free

Protein Stabilisierungspuffer
200 mM Tris pH 8.0

5 mM EGTA pH 8.0

5 mM EDTA pH 8.0

50 mM NaCl

4% Glyzerin

Roche Complete Protease Inhibitor 1X
10 pg/ml Aprotinin

10 pg/ml Leupeptin

10mM PMSF

ImM DTT

5x TBE Puffer

445 mM Tris

445 mM Borsidure

10 mM EDTA (pH 8.0)

STE Puffer
100mM NaCl
10mM Tris
ImM EDTA
ImM DTT

Natives TBE-Acrylamidgel

4% Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1)
1% APS

0,1% TEMED

22,25 mM Tris

115



Anhang

22,25 mM Borsdure
0,5 mM EDTA (pH 8.0)

SDS-Acrylamid-Trenngel (10%)
10% Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1)
375 mM Tris pH 8,8

1% SDS

1% APS

0,05% Temed

SDS Sammelgel (4% )

4% Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1)
125 mM Tris pH 6,8

1% SDS

1%APS

0,1% Temed

Limmli Laufpuffer
25mM Tris

191 mM Glycin

1% SDS

Liammli Blotpuffer
25 mM Tris
191 mM Glycin

2x Lammli DTT Ladepuffer
100mM Tris pH 6,8

4% SDS

200mM DTT

20% Glycerin

0,2% Bromphenolblau

TBS-T

137 mM NaCl

20 mM Tris-HCL pH 6,8
0,05 % Tween-20

PBS-T

137 mM PBS

2,7 mM

10 mM Na,HPO,
2 mM KH,PO,
0,05% Tween-20

RF1 Puffer
100 mM RbCl,
50 mM MnCl,
30mM KOAc
10mM CaCl,
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15% Glyzerin
pH 5,8

RF2 Puffer
10mM MOPS
10mM RbCl,
75mM CaCl,
15% Glyzerin
pH 6,8

Luria Bertani Medium (Lennox)
Trypton 10 g/L

Hefeextrakt 5 g /L

NaCl 5 g/L

pH 7,0

Luria Bertani Agar (Lennox)
Trypton 10 g/L

Hefeextrakt 5 g /L

NaCl 5 g/L

15 g/l Agar-Agar

pH 7,0

Terrific Broth modifiziert
Casein 12g/L.

Hefeextrakt 24g/ L
KQHPO4 53 mM

KH,PO4 16 mM

4% Glyzerin

SOC-Medium
Trypton 20 g/L
Hefeextrakt 5 g/L
MgCL, 10mM
NaCl 10mM

Kcl 2mM
Glukose 20mM

FACS Puffer

PBS

1% FCS

0,05% Natriumazid

TE Puffer
I1x SDS Laufpuffer
1x Blotpuffer
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