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T Einleitung

1.1  Die humane Niere (Nephros)

Die humane Niere gehort neben der Harnleiter (Ureter), der Harnblase (Vesica urinaria)
und der HarnrGhre (Urethra) zum Komplex der Harnorgane und ist fir die Produktion und
die Sekretion des Harns verantwortlich. Gemeinsam mit den Geschlechtsorganen bilden
die Harnorgane das Urogenitalsystem. Dadurch, dass die Aufgaben der Niere aus Filtration,
Reabsorption und Konzentration des Harns bestehen, ist sie folglich an systemischen Re-
gulationen, wie dem Wasser- und Elektrolythaushalt und dem S&ure-Basen-Gleichgewicht
beteiligt (Jing Yu et al., 2012). Durch die Bildung der Hormone Renin und Eryhropoetin ist
die Niere auch in der Blutdruckregulation und Erythropoese involviert. Das paarige Organ
liegt direkt unter dem Zwerchfell und hat eine Lange von 10-12 cm und eine Breite von 5-6
cm. Jede einzelne Niere hat eine Masse, die zwischen 120-200g schwankt. Die aul3ere

Rindenlabyrinth

Mark-
strahlen

Marlk-
papille

Columna fiEs
renalis

Nieren
becken

Kelche
des
Nieren-
beckens

S Abb. 1.1: Schematische Darstellung eines Langs-
schnitts durch die Niere. (Ubernommen aus Kurzlehr-
Kapsel buch Histologie, 3. Auflage 2011)

Schicht der Niere wird als Capsula fibrosa renis bezeichnet. Diese Bindegewebshiille ist
kaum dehnbar. Direkt anschlieBend folgt ein groBflachiges Fetigewebe, die Capsula adi-
posa, die ihrerseits vom Fascia renalis, einem Fasziensack, umschlossen ist. Jede Niere
setzt sich aus 6-9 identischen Einheiten zusammen, die als Nierenlappen (Lobi renales)
bezeichnet werden. Diese wiederum sind in die Nierenrinde (Cortex renalis) und dem Nie-
renmark (Medulfa renalis) unterteilt. Das Nierenmark wird bedingt durch seine Morphologie,
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die einer Pyramide ahnelt, auch als “Markpyramide® oder “Nierenpyramide® bezeichnet. Die
Nierenpapillen, die das spitze Ende der Markpyramide bilden, enden in den Nierenkelchen.
Zusatzlich beherbergen die Nierenpapillen feingliedrige Auslaufer des Ductus papillaris, die
als Harnporen definiert sind (Pori uriniferi). Die Gesamtheit aller Nierenkelche bildet das
Nierenbecken (Pelvis renalis / Abb. 1.1). Der Zwischenraum der einzelnen Nierenpyrami-
den wird von einer ca. 1 cm breiten Rinde, der Columnae renalis, ausgefillt und stellt damit
die Rindensubstanz dar, welche die Nierenpyramiden umhllt. Aus dem Nierenmark geht
ein sogenannter Markstrahl hervor, der aus Anteilen der Nierentubli (Partes rectae) und
dem Sammelrohr besteht und sich bis zur Rinde ausdehnt (Kurzlehrbuch Histologie, 2011).
Das Markstrahlen umgebende Rindengewebe wird als Rindenlabyrinth bezeichnet.

1.2 Die Entwicklung der humanen Niere

Genetische Veranderungen wahrend der Nierenentwicklung kénnen zu einem Nierentumor
(Nephroblastom) flhren. Da es sich bei einem Wilms-Tumor um einen embryonalen Nie-
rentumor handelt, ist es von immenser Bedeutung, Grundlagen Uber die Entwicklung einer
Niere zu besitzen. Dies ermdglicht ein besseres Versténdnis fur die Entstehung und Zu-
sammensetzung eines Nephroblastoms. Die gesamte Niere entwickelt sich beim Menschen
innerhalb der 3. bis 36. Schwangerschaftswoche. Die Entwicklung l&sst sich in drei Nieren-
generationen splitten, die sich teilweise Uberschneiden. Der Wachstumsgradient dieser drei
Nierensysteme verlauft kraniokaudal. Das bedeutet, dass als erstes die Vorniere (Proneph-
ros) gebildet wird, anschlieBend folgt die Urniere (Mesonephros) und als letztes wird die
Nachniere (Metanephros) angelegt (Solhaug et al., 2004). Alle drei Nierensysteme werden
aus dem Mesoderm gebildet. Zunéachst wurde angenommen, dass die Entstehung der ver-
schiedenen Zelltypen der Niere aus dem metanephrischen Mesenchym entstehen, welches
aus dem intermediaren Mesoderm gebildet wird (Saxen, 1987). Neue Studien an Hihner-
und Mausembryos haben ergeben, dass der Stromaanteil der Niere mdglicherweise aus
dem paraxialem Mesoderm hervorgeht (Guillaume et al., 2009). Zunéachst liegt das inter-
mediare Mesoderm segmentiert vor, diese Einheiten werden als Nephrotome bezeichnet.
Nach Auflésung dieser Segmente entsteht ein zusammenhangendes Blastem, welches den
nephrogenen Strang bildet. Das unsegmentierte intermediare Mesoderm (nephrogener
Strang) liefert das Ausgangsmaterial fiir die Entstehung der Niere und die davon abgeleite-
ten Harnwege. Die ersten beiden Nierengenerationen werden nur rudimentar und zeitlich
beschrankt ausgebildet. Beim Menschen erflllt die Vorniere keine Funktion und ist am Ende
der vierten Embryonalwoche vollstandig degeneriert. Wahrend dieser Zeitspanne wird der
Vornierengang aus dem dorsal gelegenen Mesenchym geformt. Dagegen Ubernimmt die
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Urniere vorriibergehend die Aufgabe der Filtration und tragt unter anderem bei Mannern
zur Bildung des Nebenhoden-Gangs und der Samenleiter bei (Walker et al., 2011). Einige
niedere Vertebraten wie die Fische besitzen hingegen eine funktionsfahige Vorniere, bei
Amphibien liegt eine funktionierende Urniere vor. In der achten Embryonalwoche entwickelt
sich die Urniere fast komplett, bis auf den Urnierengang (Wolff-Gang) zuriick, der aus dem
Vornierengang hervorgegangen ist. Der Urnierengang erlangt vor dem Ubergang zur dritten

Nierengeneration Kontakt zu den Urnierenkanalchen und erreicht die Kloake.

Die Nachniere entsteht durch die Interaktion von verschiedenen Gewebe- bzw. Zellkompo-
nenten. Als erstes entsteht die Ureterknospe, die aus dem Urnierengang auswachst und
mit dem benachbarten metanephrischen Mesenchym (MM) interagiert (Wallner et al.,
1997). Die Ureterknospe ist eine Ausstllpung, die als funktionsféhige Einheit nach der De-
generation der Urniere Ubrig bleibt (Developmental Biology, 8. Auflage) und aus dem kau-
dalen Abschnitt des Urnierengangs hervorgeht. Durch die Ureterknospe die in das meta-
nephrische Mesenchym (metanephrisches Blastem) einwachst, wird dieses zur Kondensa-
tion angeregt, was eine Differenzierung zu Epithel nach sich zieht (Mesenchym-Epithel
Ubergang). Das metanephrische Mesenchym regt im Gegenzug die Ureterknospe zum
Wachstum und zur Verzweigung an (Michos et al., 2009; Davies, 2002). Der daflir verant-
wortliche Faktor ist GDNF (glial cell line-derived neutrophic factor), der zu der Familie der
GFL (GDNF- family of ligands) gehért (Davies und Fisher, 2002).

Der nicht induzierte Anteil des Mesenchyms formt das Stroma. Aus den epithelialen Struk-
turen des induzierten metanephrischen Mesenchyms werden die Nierentubuli und Glome-
ruli gebildet. Dabei lagert sich das metanephrische Mesenchym zunachst um die Spitze der
Ureterknospe an und durchlauft verschiedene Zwischenformen, von renal vesicle und
comma-shaped bodies zu S-shaped Body, um im Anschluss das Epithel der Tubuli und
Glomeruli zu generieren (Vainio and Lin 2002) (Abb. 1.2). Jeder einzelne Tubulus fusioniert
wahrend seiner Ausbildung am distalen Ende mit einem Sammelrohr, welches in die Harn-
leiter (Ureter) mindet. Am proximalen Ende eines Tubulus entsteht die Bowman-Kapsel,
die zusammen mit dem Glomerulus das Nierenkdrperchen bildet. Die Funktion vom Nieren-
kérperchen besteht in der Filtration des Blutes. Dies wird durch einen speziellen Zelltyp,
den Podozyten, der in der Bowman-Kapsel lokalisiert ist, erméglicht. Bei der Filtration vom
Blut werden selektiv die Bestandteile des Blutes zur Henle-Schleife geleitet. Uber die Henle-
Schleife werden zahlreiche Elektrolyte ins Blut rlickresorbiert. Als funktionelle Grundeinheit
gilt das Nephron, welches sich aus der Bowman-Kapsel, dem Glomerulus und dem Nieren-
tubulus zusammensetzt. Die Bildung neuer Nephrone vollzieht sich bis zur 32. Schwanger-
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schaftswoche mit anschlieBendem Langenwachstum der Tubulusabschnitte. Nach Beendi-
gung der Embryogenese werden keine weiteren Nephrone gebildet (Zilles und Tillmann,
Anatomie, 2010).

Wolff-Gang Cap Mesenchym Pratubulares
; . © Aggregat
// / o MNSERE. il
AUreterknospe .4 - vesikel
7 / Py p
F g i/ et . 4
/ .
e -
g - A
/ Distaler ammes
"-\ 7 Pl Glomerulus shaped Body
WS X e S-shaped S
Metanephrisches R . Body
Mesenchym } i
a4 'S
Ureteric Tree < ﬂ\
// l". -l A
!/ Proximaler Endothelzellen
Sammelrohr Tubulus
Henle-Schieife

Abb. 1.2: Schematische Darstellung von verschiedenen morphologischen Stadien wéhrend der metanephri-
schen Nierendifferenzierung (Verandert und entnoammen von Walker und Bertram, 2011 )

1.3 Tumorgenese

Neben Herz-Kreislauf-Erkrankungen sind Tumorerkrankungen die zweithaufigste Todesur-
sache in den westlichen Industriestaaten. Medizinisch wird jede Art von abncrmalem
Wachstum (Wucherung) einer Zellmasse als Tumor definiert, dabei spielt weder der Auslé-
ser noch die Lokalisation dieser Wucherung (z.B. eine Entziindung) eine Rolle. Dies fiihrt
zu Dutzend verschiedener Klassifikationen von Tumortypen. In Deutschland lag 2010 die
Anzahl an tumorbedingten Neuerkrankungen bei 477.300, wovon 218.258 (45,7%) Men-
schen an den Folgen einer Tumorerkrankung starben {Robert Koch-Institut, 2010).

Charakteristisch fir einen Tumor ist ein dereguliertes Zellwachstum, welches zur Neubil-
dung (Neoplasie) von Kérpergewebe fihrt. Bei einem unkontrollierten Wachstum von Kor-
perzellen liegt in der Regel eine Stérung im genetisch gesteuerten Gleichgewicht von Zell-
teilung (Zellzyklus) und programmierten Zelltod (Apoptose) vor (Hanahan und Weinberg,
2011). Grundlegend werden Tumore in maligne (bdsartige) und benigne (gutartige) unter-
teilt, die sich in Differenzierung und Wachstum unterscheiden. Tumore, die zu der Klasse
der benignen gehdren, wachsen sehr langsam und C(berschreiten das betroffene Organ

nicht. Hingegen wachsen die malignen Tumore invasiv und kdnnen durch Metastasierung
4
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andere Organe befallen (Entwicklungsbiologie, 1999). Maligne Tumore wachsen in der Re-
gel klonal, d.h. sie entstammen einer genetisch veranderten malignen Ursprungszelle. Mit
der multiple hit theory hat Ashley 1969 aufgezeigt, dass die Entstehung von Tumoren auf
mehrere hintereinander folgende Mutationsereignisse zurlickzufihren ist. Es werden zwei
Gruppen von Genen identifiziert, die durch Mutationen ihre urspriingliche Funktion verlieren
und deswegen eine entscheidende Rolle bei der Tumorentstehung spielen. Bei diesen Ge-
nen handelt es sich um sogenannte Proto-Onkogene und Tumorsuppressorgene
(Molecular Cell Biology, 2000, 4. Auflage).

Beim Proto-Onkogen handelt es sich um eine Genvorstufe, die erst durch eine Mutation in
diesem Gen die Tumorentwicklung aktiv férdert und in dieser veranderten Form als Onko-
gen bezeichnet wird (Anderson et al., 1988). Proto-Onkogene kodieren in der Regel far
Wachstumsfaktoren, Transkriptionsfaktoren und Rezeptortyrosinkinasen (The Cell, A
Molecular Approach, 2000, 2. Auflage). Mutationen in diesen Genen gehen oft mit einem
Funktionsgewinn einher (gain of function). Des Weiteren sind genetische Veranderungen
in diesen Genen dominant, d.h. ein mutiertes Allel ist ausreichend, um an der Entstehung
bzw. Progression von Tumoren mitzuwirken. Ein bekanntes Proto-Onkogen ist das BCL-2-
Gen, es wirkt anti-apoptotisch und eine Uberexpression tragt zur Bildung eines B-Zell-Lym-
phoms bei (Hockenbery et al., 1990). Ein weiteres Beispiel ist das HRAS-Gen. Regular liegt
seine Funktion in der Regulation der Zellteilung. Mutationen in diesem Gen kénnen zu einer
dauerhaften Aktivierung und dadurch zur Progression von Blasen- und Lungenkrebs flihren
(Feinberg et al., 1983).

Bei den Tumorsuppressorgenen fihrt hingegen deren Funktionsverlust zur Ausbildung ei-
nes Tumors. Da diese Gene rezessiv sind, kommt es erst zur Tumorbildung, wenn beide
Allele des Gens mutiert sind und somit inaktiv vorliegen. Ein Beispiel hierfur ist unter ande-
rem das WT71-Gen (Kim et al., 1999), welches in einigen Subtypen vom Wilms-Tumor mu-
tiert vorliegt. Beim Ausfall des kompletten WT1-Proteins wird der MET-Ubergang (Mesen-
chym-Epithel-Transition), der wahrend der Nierenentwicklung nétig ist, fehlerhaft bzw. rudi-

mentar ausgeflhrt (Sampson et al., 2014).

Eines der bekanntesten Tumorsuppressorgene ist das p53-Gen. Eine der vielen Funktionen
von diesem liegt in der Regulation der Apoptose. Liegen irreparable DNA-Schéaden vor,
fungiert das p53-Protein als ein Kontrollmechanismus und induziert direkt oder indirekt die
Apoptose. Liegen beide Genkopien inaktiv vor, kann die Apoptose nicht eingeleitet werden
und es kommt zur Ausbildung eines Tumors (Saha et al., 2014).
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1.4  Wilms-Tumor (WT)

Ein Wilms-Tumor oder Nephroblastom wird als ein maligner embryonaler Mischtumor der
Niere definiert (Wims, 1899), der zu den haufigsten Nierentumoren im Kindesalter zahlt.
Erstmals beschrieben und charakterisiert von dem deutschen Arzt und Pathologen Dr. Carl
Max Wilhelm Wilms. In seinem Werk "Die Mischgeschwdlste der Niere", beschreibt Wilms
1899 die ersten von ihm untersuchten Falle von Nierentumoren bei Kindern und sieht in der
embryonalen Entwicklungsstérung einen méglichen Grund fir die Entstehung des Wilms-

Tumors.

1.4.1 Epidemiologie und Inzidenz

Mit 7% gehdrt das Nephroblastom zu den h&ufigsten soliden Tumoren im Kindesalter. Die
Inzidenz des Wilms-Tumors liegt bei 1/10.000 Kindern unter 15 Jahren (Al-Hussain et al.,
2014). Bei 5% der Wilms-Tumor Patienten sind beide Nieren betroffen, hier wird von einem
bilateralen Wilms-Tumor gesprochen. Bei Madchen wird ein Nephroblastom etwas haufiger
als bei Jungen diagnostiziert, so liegt das Verhaltnis fur unilaterale Wilms-Tumore bei 0.92
: 1.00 und fir bilaterale Wilms-Tumore bei 0.60 : 1.00 (SEER Cancer Statistics Review,
1975-2011). Des Weiteren gibt es Unterschiede in der Inzidenz zwischen verschiedenen
ethnischen Gruppen und geographischen Regionen. Die Auswertung von gemeldeten Ne-
phroblastom-Féllen ergibt, dass die Rate in asiatischen Léandern unterhalb der Rate in den
USA und Europa liegt (Breslow et al., 1993). Das Hauptmanifestationsalter des Wilms-Tu-
mors liegt zwischen dem zweiten und dritten Lebensjahr (Royer-Pokora et al., 2013). Dabei
liegt das Durchschnittsdiagnosealter von unilateralen Wilms-Tumoren im 44. Monat und
von bilateralen Wilms-Tumoren im 31. Monat nach der Geburt. Hinzu kommt, dass die Pa-
tienten mit einem Wilms-Tumor in 5 bis 10% der Falle zusatzlich genetische Syndrome oder
angeborenen Anomalien aufweisen (Vujanic, 2009). Das Auftreten eines Wilms-Tumors
nach dem 15. Lebensjahr ist sehr selten und kommt nur in 0.2/1.000.000 Fallen vor. Bis
heute sind ungeféhr 300 Falle von Wilms-Tumoren bei Erwachsenen dokumentiert (Teren-
Ziane et. al., 2004; Kusuma et al., 2006). Es wird angenommen, dass die genetischen Ver-
anderungen, die zur Entstehung eines Wilms-Tumors bei Erwachsenen flhren, sich von
denen, die im Kindesalter diagnostiziert werden, unterscheiden. Hierzu zahlen chromoso-
male Veranderungen, wie die uniparentale Disomie und Mikrodeletionen von Genen, die an

der Organogenese beteiligt sind (Karlsson et al., 2011).
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1.4.2 Kilinik und Therapie

Ublicherweise ist das erste Anzeichen fiir einen Wilms-Tumor eine asymptotische Schwel-
lung von abdominaler Masse, die durch den Tumor selbst verursacht wird. Im Rahmen einer
Vorsorgeuntersuchung (U3 und U4) werden ca. 10% der Nephroblastome durch eine Pal-
pation bei zunachst véllig symptomfreien Kindern diagnostiziert (Gutjahr et al., 1990). In 20
bis 30% der betroffenen Félle treten abdominale Schmerzen, Fieber, Andmie, Hamaturie
und Hypertension auf (Green, 1985). Klinische Begleiterscheinungen wie Erbrechen, Her-
nie, Nausea und Pleuraerguss sind nur selten mit dem Wilms-Tumor assoziiert, hingegen
ist neben der asymptomatischen Tumorschwellung, die Hamaturie mit 15% das zweithau-
figste klinische Symptom (Tab. 1.1).

Symptome Haufigkeit in %

Asymptomatische Tumorschwel- -

lung ’

Hamaturie 15,1

Vorsorgeuntersuchung 9,2

Obstipation 4.3

Gewichtsverlust 3,8

Harnwegsinfektion 3,2

Diarrhoe 3,2

Diagnose bei Trauma 2,7

Nausea, Erbrechen, Schmerz, Tab. 1.1: Erstsymptome bei

Hernie, Pleuraerguss, hoher | Selten Diagnose  eines  Ne-

Blutdruck phroblastoms (entnommen
aus Gutjahr et al., 1990).

Bei 5 bis 10% der Patienten mit Wilms-Tumor tritt dieser bilateral oder multizentrisch auf.
Die unilateralen WT kommen dementsprechend bei 90 bis 95% der Patienten vor (Knudson
und Strong 1972). Patienten, die mit einem genetischen Syndrom wie z.B. dem ICN-Syn-
drom (isoliertes Kongenitales nephrotisches-Syndrom) vorbelastet sind, haben eine héhere
Pradisposition einen bilateralen Wilms-Tumor auszubilden als Patienten ohne kongenitale
Anomalien. Dennoch ist festzuhalten, dass bei 85% der Patienten mit WAGR (Wilms-Tu-
mor, Aniridie, Genitalfehlbildungen, mentale Retardierung Syndrom) oder BWS (Beckwith-

Wiedeman-Syndrom) nur unilaterale Tumore vorzufinden sind (Huff 1998; Porteus et al.,
7
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2000). Durch das invasive Potenzial kénnen Wilms-Tumore nicht nur lokal, sondern auch
auBerhalb der Niere vorliegen. Die lokalen Wilms-Tumore kommen in den Strukturen des
Nierenhilus vor und kénnen in die Nierenkapsel eindringen. Sie zeigen auch die Tendenz
in die Nierenvene zu invadieren, was zur Thrombenbildung in der Vena cava inferior fihrt.
In manchen Fallen erreichen sie den rechten Vorhof des Herzens. In bis zu 15% der Félle
sind lokale und entfernte Lymphknoten befallen. GroBtenteils sind Metastasen in der Lunge
und der Leber vorzufinden. In seltenen Fallen dehnen sich die Metastasen bis zum Knochen

und Gehirn aus.

Flr eine detaillierte Diagnose bei Kindern mit Verdacht auf einen Wilms-Tumor, kommen
verschieden bildgebende Verfahren zum Einsatz, die dazu beitragen, einen operativen Ein-
griff besser zu planen. Die Ultraschalluntersuchung wird als erste Methode zur Aufklarung
eines Falls empfohlen, da dieses Verfahren keine radioaktive Belastung nach sich zieht und
die Darstellung des Abdomens und der Vena cava inferior ermdglicht. Ein weiteres diag-
nostisches Verfahren ist die Computertomographie (CT), diese liefert eine héhere Aufl6-
sung der untersuchten abdominalen Strukturen sowie der Lymphknoten. Weitere bildge-
bende Verfahren, die immer mehr in den Fokus der Routinediagnostik riicken, sind die
Magnetresonanztomographie (MRT) und Positronen-Emissions-Tomographie (PET). Ne-
ben den bildgebenden Verfahren ist auch die Messung von Katecholamine im Urin ein Be-
standteil der Differenzialdiagnose.

Therapiekriterien nach NWTS und SIOP

Die Grundlage fur heutige Therapiestudien bilden die seit den 1970er durchgeflhrten pros-
pektiven Studien der National Wilms-Tumor Study (NWTS) und der International Society of
Pediatric Oncology (SIOP) sowie der Gesellschaft fir Onkologie und Hadmatologie (GPOH)
(Green et al., 1995; Graf et al., 2000). Basierend auf diesen Studien wird der Wilms-Tumor
international in funf Stadien eingruppiert. Durch abweichende Kriterien zwischen den Stu-
dien werden einzelne Stadien differenziell definiert. So liegt der Fokus bei NWTS mehr auf
der Tumorausbreitung, hingegen bericksichtigt die SIOP-Studie mehr die Resektabilitat
des Gewebes. Ein weiterer Unterschied liegt in der Einteilung von befallenen Lymphknoten,
die NWTS fasst alle betroffenen abdominalen Lymphknoten in dem Il Stadium zusammen
(Tab. 1.2). In der SIOP-Studie wird zwischen lokalen (Stadium Il) und extraregionalen Befall
von Lymphnoten (Stadium Il1) differenziert. Unilaterale WT, die keine Metastasen ausbilden,
werden dem Stadium I-1ll zugewiesen. Sind Metastasen vorzufinden, wird der WT dem Sta-
dium IV zugeordnet. Ein bilateraler Wilms-Tumor wird grundsatzlich dem Stadium V zuge-

wiesen.
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Ein wesentlicher Unterschied in der Therapiestrategie zwischen NWTS und SIOP liegt in
der Rangfolge der durchgefihrten MaBnahmen zur Behandlung der Wilms-Tumore. Die
NWTS bzw. mittlerweile COG (Children's Oncology Group) Richtlinien, die in Nord-Amerika
angewandt werden, sehen als ersten Schritt eine Nephrektomie vor, mit anschlieBender
Chemotherapie und je nach Stadieneinteilung zusatzlich eine Strahlentherapie (Jereb et
al., 1994). Die darauffolgende Chemotherapie wird anhand der vorliegenden Zusammen-

setzung (histologische Komponente) des Tumors ausgerichtet.

Tumor ist auf die Niere begrenzt, (Tumorkapsel), keine Penetration der
Stadium | | Nierenkapsel oder Befall von renal sinus GefaBen, vollstandige Entfernung
maoglich.

NWTS

Tumor mit Infiltration des extrarenalen Raums mit vollstandiger Resektion
oder Biopsie bzw. lokal auf die ipsilaterale Flanke begrenzte Tumoraussaat
bei Tumorruptur (minor spillage). Tumorthromben in GeféaBen auBerhalb

Stadium Il | 4o Niere. die zusammen mit dem Tumor reserzierbar sind.

SIOP

Tumor mit Infiltration des extrarenalen Raums mit vollstadndiger Resektion
und/oder Befall der regionalen Lymphknoten.

NWTS

Tumor unvollstandig reserziert oder rupturiert mit groBflachiger Tumoraus-
saat (major spillage) und/oder Befall abdominaler Lymphknoten oder Tu-
Stadium Il | morpenetration durchs Peritoneum. Transsektion der Tumorthromben.

SIOP

Tumor unvollstéandig reserziert oder rupturiert oder intraoperativ biopsiert
und/oder Befall abdominaler Lymphknoten.

Hamatogene Fernmetastasen z.B. in der Lunge, Leber, Knochen und/oder
Stadium IV | Gehirn (Zentralnervensystems) oder Metastasen der Lymphknoten aufer-
halb des Abdomens und/oder der Bauchhdhle.

Stadium V | Bei der Diagnose liegt ein bilateraler Wilms-Tumor vor.

Tab. 1.2: Stadieneinteilung des Wilms-Tumors nach NWTS und SIOP Kriterien (veréandert Gbernommen
von Royer-Pokora und Schumacher 2001 und erganzt nach Metzger und Dome 2005).

Verschiedene histologische Subtypen des Wilms-Tumors (triphasisch, blastemreich,
epithelreich und stromareich) sprechen unterschiedlich gut auf eine Chemotherapie an.
Wilms-Tumore, die einen hohen Anteil an Blastem- oder Epithelzellen aufweisen, zeigen im
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Vergleich zu stromareichen Wilms-Tumoren eine héhere Sensitivitat gegeniber der ange-
wandten Chemotherapie auf (Beckwith und Palmer, 1978, Tab.1.3). Eine mdgliche Erkla-
rung fir eine Chemotherapieresistenz von stromareichen Tumoren kann an der transduzie-
renden Eigenschaft von Stromazellen sein, welche durch die Chemotherapie hervorgerufen
wird (Royer-Pokora und Schumacher, 2001). Auch wenn nach einer praoperativen Behand-
lung des Tumors dieser nicht mit einer Volumenreduktion reagiert, geht dies nicht mit einer

schlechteren Prognose einher (Royer-Pokora et al., 2008).

Nach den SIOP Kriterien die in Europa zum Einsatz kommen, wird zunachst durch eine
neoadjuvante Therapie (praoperative Chemotherapie) versucht, das Volumen des Tumors
zu minimieren, um die operative Entfernung des Tumors zu erleichtern. Im Gegensatz zu
Patienten mit einem unilateralen Wilms-Tumor wird bei Patienten mit einem bilateralen WT
eine Nierenerhaltende Operation beflrwortet. Dies wird nur in den Féllen in Betracht gezo-
gen, bei denen der Tumor sehr Kklein ist und vollstandig entfernt werden kann, ohne nach-
weisliche Krebszellen am Rande des untersuchten Gewebes (Ritchey 2005). Nach der Be-
stimmung des Stadiums und der Histologie findet in manchen Fallen zusatzlich eine posto-
perative Chemo- bzw. Strahlentherapie statt (Ludwig et al., 1992). Neben dem Tumorsta-
dium und dem histologischen Subtypen gehért das praoperative Tumorvolumen mit zu den
wesentlichen prognostischen Parametern (Graf et al., 2000). Wird ein Nephroblastom dem
Stadium | zugeordnet, liegt eine niedrige Malignitat vor und wenn das Erkrankungsalter
unter sechs Monaten liegt, wird keine praoperative Chemotherapie am Patienten durchge-
fuhrt. Die Behandlung endet nach der Operation.

Chemotherapeutika

Zu den wichtigsten Standardtherapeutika bei der Behandlung eines Nephroblastoms gehé-
ren Actinomycin D (Dactinomycin) und Vincristin, die in den Stadien | bis Il beim intermediar
malignen Nephroblastom eingesetzt werden. Diese werden Uber einen Zeitraum von vier
Wochen verabreicht. Patienten, die eine geringe bis keine Volumenreduktion des Tumors
zeigen oder eine ungunstige Histologie aufweisen bzw. die Klassifikation des Tumors in das
| und II Stadium fallt, erhalten noch zusétzlich Doxorubicin (Tongaokar et al., 2007). Pati-
enten, die einen Rickfall (Rezidiv) erleiden oder gar keine bis minimale Resonanz auf die
gangigen Chemotherapeutika zeigen, werden mit Cyclophosphamide, Ifosfamide, Car-
boplatin und Etoposide behandelt (Gommersall et al., 2005). Eine 6-wdchige neoadjuvante
Therapie bestehend aus Actinomycin D, Vincristin und Doxorubicin bekommen Patienten
mit initialen Metastasen (Stadium V). Bei Wilms-Tumor Patienten mit einem bilateralen Ne-
phroblastom (Stadium V) erfolgt die individualisierte praoperative Chemotherapie mit Vin-
cristin und Actinomycin D. Die Dauer einer Chemotherapie richtet sich nach dem Zeitpunkt,
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bis eine nierenerhaltende Operation durchflhrbar ist, Gberschreitet aber nicht die Dauer
von 12 Wochen.

Wilms-Tumor vor und nach Chemotherapie
Subtypen (SIOP) Anteil [%] mit praopera- | (NTWS) Anteil [%] ohne praope-
tiver Chemotherapie rativer Chemotherapie
Triphasisch 38,2 455
Blastemreich 7,7 32,8
Epithelreich 3,9 7,2
Stromareich 14 3,8
Regressiv 36,2 0

Tab. 1.3: Histopathologische WT Subtypen mit und ohne préoperativer Chemotherapie (Beckwith und
Palmer 1978; Weirich et al., 2001)

Wirkungsweise der Zytostatika

Actinomycin D gehdrt zu der Gruppe der zytotoxisch wirkenden Antibiotika. Es hemmt die
RNA-Synthese, indem es an die DNA bindet und somit die RNA-Polymerase daran hindert,
die mRNA zu synthetisieren. Doxorubicin ist ebenfalls ein Zytostatikum, welches zur Stoff-
gruppe der Anthracycline gehért. Durch seine Interkalation in die DNA und der Bindung an
die Topoisomerase Il wird die DNA- sowie RNA-Synthese gehemmt. Das Zytostatikum Vin-
cristin ist ein sogenannter Mitosehemmer, es bindet an das Protein Tubulin und inhibiert
damit die Ausbildung von Mikrotubuli. Diese wiederum sind wahrend der Zellteilung fur eine
gleichmaBige Verteilung der homologen Chromosomen verantwortlich. Alle drei Zytostatika
wirken damit besonders auf sich schnell teilende Tumorzellen.

Durch die immer weiter fortlaufenden Studien (NWTS/COG und SIOP), die das Ziel verfol-
gen, eine optimierte Behandlung der Patienten zu gewéhrleisten, liegt heute die Uberle-
bensrate bei Patienten mit einer niedrigen bis intermediaren Malignitat bei 90% (Graf und
Reinhard, 2003). Mit einer entsprechenden Konstellation aus Diagnosealter, Tumorgewicht,
histologischem Subtyp und Stadium wird eine Uberlebensrate bis zu 98% erreicht (Dome
et al., 2006; Hamilton et al., 2011). Prognostisch unglnstig bleiben weiterhin Metastasen
sowie Nephroblastome mit einer hohen Malignitét, die mit einer diffusen Anaplasie assozi-
iert sind oder es sich dabei um einen blastemreichen Wilms-Tumor handelt. Auch die As-

soziation eines Wilms-Tumors mit einem Syndrom nimmt Einfluss auf die Prognose. Kinder

11



Einleitung

mit einem WT und Beckwith-Wiedemann-Syndrom sprechen hervorragend auf die Routi-
nebehandlung an (Porteus et al., 2000). Bei Patienten mit einem WAGR-Syndrom wird in
der Regel der Wilms-Tumor erfolgreich behandelt, trotzdem zeigen diese Patienten eine
verminderte Uberlebensrate aufgrund einer spateren Nierenerkrankung auf (Breslow et al.,
2003).

1.4.3 Histopathologie

In der Regel wird bei Kindern zwischen dem 6. Monat und dem 16. Lebensjahr keine pri-
mare Tumorbiopsie vorgenommen, wenn eine klare bildgebende Diagnose eines Wilms-
Tumors vorliegt. Der histopathologische Befund wird erst nach einer praoperativen Chemo-
therapie erhoben und ist neben der im Vorfeld durchgefuhrten Stadieneinteilung nach
NWTS und SIOP maBgeblich an der Bestimmung des malignen Potentials des Wilms-Tu-
mors beteiligt. Die histologische Differenzierung des embryonalen Nierentumors erfolgt ge-
man der Stockholm-Klassifikation (Vujanic et al., 2002) in drei Kategorien: In einen niedri-
gen, einen intermedidren und einen hohen Malignitatsgrad (Tab. 1.4). Aus histologischem
Blickwinkel handelt es sich bei einem Wilms-Tumor um eine Entwicklungsstérung der Niere
wéahrend der Nephrogenese, die durch eine entartete Differenzierung embryonaler Zellen
aus dem metanephrogenen Blastem hervorgerufen wird (Mierau et al., 1987). Aufgrund des
gestorten Differenzierungszustandes arretieren die Blastemzellen in einem frilhen Stadium
ihrer Differenzierung. Zusatzlich fangen die unreifen, terminal nicht differenzierten Blastem-
zellen an, unkontrolliert zu proliferieren. Dies fuhrt zur Bildung und dem Wachstum einer
entarteten Zellmasse, dem Wilms-Tumor (Beckwith et al., 1990). Mit einer Frequenz von
40% wird bei Kindern mit einem Wilms-Tumor eine Nephroblastomatose (Nephrogene
Reste) diagnostiziert (Stone et al., 1990), die als Vorstufe eines Wilms-Tumors gilt (Glylys-
Morin et al., 1993).

12
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Klassifikation der Nierentumore im Kindesalter

Low risk-Gruppe Intermediate risk- Gruppe High risk —
(niedrige Malignitat) (Standardrisikotyp) Gruppe (hohe Ma-
lignitat
Mesoblastisches Ne- Nephroblastom-epithelialer Nephroblastom-
phrom Typ blastemreicher Typ

Zystisches, partiell dif-
ferenziertes Ne-
phroblastom

Nephroblastom-stromarei- | Nephroblastom mit
cher Typ diffuser Anaplasie

Klarzellensarkom

NEM IS NS Nephroblastom-Mischtyp der Niere (CCSK)

Nephroblastom

Tumoren nach praoperativer
Chemotherapie

(Sonderfall)

Nephroblastom-regressiver Fineloetel eIl eier
P T 9 Niere (MRTK)
yp (Sonderfall)

Nephroblastom mit fokaler
Anaplasie

Tab. 1.4: Klassifikation der Nierentumore im Kindesalter, SIOP (enthommen von Vuljanic et al., 2002).

ILNR und PLNR

Nephrogene Reste sind pramaligne L&sionen, die diffus oder multifokal auftreten (Bove und
McAdam 1976). Entsprechend ihrer Lokalisation in der Niere werden diese in intralobare
und perilobare Reste eingeteilt (Lonergan et al., 1998). Intralobare nephrogene Reste
(ILNR) werden mit einer frilhen Stérung der Embryogenese der Niere in Verbindung ge-
bracht. Sie weisen eine heterogene Histologie auf, die hauptsachlich aus Stromazellen be-
steht und werden oft bei Patienten mit einem sporadischen Wilms-Tumor diagnostiziert. Die
ILNR sind im Nierenlappen, im Sinus renalis oder in den Wanden des Sammelrohrsystems
vorzufinden. Das Vorkommen der ILNR ist unter anderem mit Missbildungen des Urogeni-
taltraks und mit WAGR sowie dem Denys-Drash-Syndrom assoziiert (Beckwith, 1998).

Perilobare nephrogene Reste (PLNR) sind nur in der Peripherie des Nierenlappens vorzu-
finden und bilden eine Masse, die deutlich von der Niere abgegrenzt ist. Die Lokalisation
dieser nephrogenen Reste in der Peripherie geht mit einer spaten Stérung der Nierenent-
wicklung einher und weist eine homogene Histologie auf, bestehend aus Blastem- oder
embryonalen Epithelzellen. Patienten, deren Wilms-Tumor aus PLNR hervorgegangen ist,
leiden oft an Hemihypertrophie und dem Beckwith-Wiedemann-Syndrom (BWS) (Norman
et al., 2006).
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Zusammensetzung

Die histologische Klassifikation der Wilms-Tumore in verschiedene Subtypen spielt eine
entscheidende Rolle bei der Prognose und somit bei der jeweiligen Behandlung. Charakte-
ristisch flr die meisten Wilms-Tumeore ist eine triphasische Histologie, bestehend aus pri-
mitiven Blastem, differenzierten Epithel (Tubuli) und dem Stroma (mesenchymale Kompo-
nente) (Abb.1.1). Die verschiedenen Gewebe- bzw. Zelltypen kénnen in ihrer Zusammen-
setzung stark variieren, sodass auch mono- sowie biphasische Wilms-Tumore vorzufinden
sind, bei denen nur ein oder zwei Bestandteile eines Zelltyps dominieren. Abhangig von der
Zusammensetzung der zellularen Komponenten wird der Wilms-Tumor in vier Subtypen
unterteilt. Sind alle Zellkomponenten zu gleichen Anteilen vorhanden, handelt es sich um
einen triphasischen Tumor bzw. einen Mischtyp. Macht eine der drei Zellkomponenten mehr
als zwei Drittel des Tumors aus, wird dieser Tumor entweder als blastemreicher, epithelrei-
cher oder stromareicher Wilms-Tumor definiert. Das Stromagewebe eines Wilms-Tumors
ist oft aus verschiedenen Zelltypen zusammengesetzt, dazu zahlen undifferenzierte mesen-
chymale Zellen und verschiedene differenzierte Zellarten, wie die quergestreifte Muskula-

tur, Knochen-, Knorpel- und Fettzellen (Royer-Pokora et al., 2010).

Abb. 1.1: Wilms-Tumor makroskopisch (A) und histopathologisch (B) A: Wilms-Tumor mit einem Restnie-
renstlick und Ureter (rechts im Bild). B: Dargestellt ist ein histologischer Schnitt durch einen triphasischen
Wilms-Tumor. Die einzelnen Buchstaben mit Pfeilen markieren die einzelnen Areale der verschiedenen Gewe-
betypen A: Epithelzellen (Tubuli), B: Stromazellen, C: Blastemzellen {enthommen von Thevendran et al., 2010).

1.4.4 Genetlik des Wilms-Tumors

Die Entstehung des Wilms-Tumors sowie vieler anderer Tumore h&ngt mit genetischen

Veranderungen zusammen, die in der Regel Gene betreffen, die fir die Regulation von

Zellwachstum, Differenzierung und Proliferation zustandig sind. Zunachst wurde 1969 von

Ashley mit der multiple Hit Theory postuliert, dass die Tumorentstehung auf mehrere hin-

tereinander folgende Mutationen zurlickzuflhren ist. Um das friihe Manifestationsalter des
14
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Retinoblastoms sowie sein bilaterales Auftreten zu verstehen, wurde von Knudson und
Strong 1972 das Two Hit Modell etabliert, welches auf epidemiologischen Beobachtungen
von unilateralen und bilateralen und deren Verknipfung zu sporadischen und hereditaren
Retinoblastomen beruht (Knudson,1971). Spéater wurde es auf die Entstehung des Wilms-
Tumors Ubertragen (Knudson und Strong, 1972).

Das Two-Hit Modell

Dieses Modell beschreibt die Tumorentstehung (Retinoblastom/Wilms-Tumor) anhand von
zwei hintereinander folgenden Hits (Mutationen), die in einem Tumorsuppressorgen (TSG)
stattfinden, sodass beide Allele dieses Gens inaktiv sind (Comings, 1973). Beim ersten Hit
findet eine somatische oder germinale Mutation statt. Germinale Mutationen kdnnen tber
die Keimbahn vererbt werden oder entstehen in einer sehr frihen Phase der Zygotenbil-
dung und liegen dann in jeder Kérperzelle vor. Schlussfolgernd daraus existiert auch in
jeder Nierenzelle die Mutation und eine weitere somatische Mutation (zweiter Hit) in einer
beliebigen Zelle der Niere reicht aus, um ein Nephroblastom zu bilden. Patienten mit einer
Keimbahnmutation bilden haufiger einen bilateralen oder multizentrischen Wilms-Tumor
aus, der friher auftritt. Bei der Entstehung von sporadischen Tumoren miissen zwei gene-
tische Veranderungen in derselben Nierenzelle sattfinden. Dieses Ereignis ist sehr selten
und tragt in den meisten Fallen zur Bildung eines unilateralen Wilms-Tumors bei, der zu

einem spateren Zeitpunkt auftritt (siehe 1.4.1).

Mechanismen und assoziierte Gene

Molekulargenetische Ursachen fur einen zweiten Hit ist neben der bereits erwahnten Muta-
tion der Verlust der Heterozygotie (LOH: Loss of heterozygosity). Verschiedene Mechanis-
men fUhren zu einem LOH, davon ausgehend, dass auf einem Chromosom bereits ein Gen
mutiert vorliegt. Folgenden Konstellationen kénnen zum Verlust der Heterozygotie fuhren:

e das Chromosom ohne Mutation geht verloren

e der Verlust des Chromosoms ohne Mutation mit anschlieBender Duplikation des
Chromosoms, auf dem sich das mutierte Gen befindet

e eine mitotische Rekombination proximal von der Mutation

e eine unabhangige zweite Mutation im gleichen Gen auf dem zweiten Chromosom
(Royer-Pokora et al., 2001).
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WT1-Gen

Eines der ersten Gene, das mit der Entstehung vom Wilms-Tumor in Zusammenhang ge-
bracht wurde, ist das Wilms-Tumor-Gen 1 (WTT), welches auf dem Chromosom 11 (11p13)
lokalisiert ist. Somatische und germinale Veranderungen im WT7-Gen sind mit interlobaren
nephrogenen Resten (ILNR) sowie mit einer stromareichen oder triphasischen Histologie
eines Wilms-Tumors assoziiert (Geller, 2008). Patienten mit sporadischen Wilms-Tumoren
haben in 20% der Falle eine Mutation im WT1-Gen. Zusatzlich liegt eine Korrelation zwi-
schen WT1-Mutationen bei stromareichen Wilms-Tumoren und weiteren Syndromen, wie
dem Deny-Drash-Syndrom (DDS) und dem WAGR-Syndrom vor (Schumacher et al., 1997).
Bei letzterem ist ein Allel des WT7-Gens deletiert, bei Patienten mit DDS liegt eine konsti-
tutionelle Mutation im WT17-Gen vor (Jeanpierre et al., 1998; Fischbach et al., 2005). Bis zu
5% der Wilms-Tumor Patienten zeigen eine Keimbahnmutation im WT7-Gen auf (Diller et
al., 1998; Huff, 1998). Hingegen weisen Patienten mit einem bilateralen WT in 16% der
Falle eine WT1-Keimbahnmutation auf und nur bei 3% der betroffenen Patienten sind Fa-
milienmitglieder betroffen. Unabhangig von den beteiligten Genen, die zur Entstehung ei-
nes Wilms-Tumors flhren, sind nur 1 bis 2% erblich ((Breslow et al., 1996)). Neben WTT
sind weitere Gene an der Entstehung eines Wilms-Tumors beteiligt. Dazu gehdren unter
anderem das B-Catenin (CTNNB1)-, das p53- und das WTX-Gen.

CTNNB1-Gen

In bis zu 15% der Wilms-Tumore liegt eine tumorspezifische (somatische) CTNNB1-Muta-
tion vor. Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass in nahezu 50% der Wilms-Tumore mit
WT1-Mutation auch eine CTNNB1-Mutation vorliegt (Koesters et al., 1999; Maiti et al.,
2000). In einer Studie von Royer-Pokora lieB3 sich bei allen WT1-assoziierten Wilms-Tumo-
ren auch in allen eine CTNNB1-Mutation nachweisen (Royer-Pokora et al., 2008). Mutatio-
nen im CTNNB1-Gen flhren zu einem konstitutiv aktivierten Wnt-Signalweg. Da CTNNB1-
Mutationen weder in normalen Nierenzellen noch in nephrogenen Resten vorzufinden sind,
bedeutet es, dass CTNNB1-Mutationen zu einem spéateren Stadium der Wilms-Tumor Ent-
stehung stattfinden.

p53-Gen

Das Tumorsuppressorgen p53 liegt zu 75% in allen Wilms-Tumoren mit diffuser Anaplasie
mutiert vor. Die Kombination aus beiden Befunden stellt einen prognostischen Marker fur
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ungunstige Histologie dar. Wilms-Tumore, die eine ginstige prognostische Tumorhistologie
zeigen, kdnnen sich im Verlauf der Tumorgenese durch den Verlust der p53-Funktion durch
eine Mutation zu einem anaplastischen Wilms-Tumor transformieren, was mit einer
schlechten Prognose korreliert. Damit ist das p53-Gen ein wichtiger prognostischer Marker
eines Wilms-Tumors, der einen Einfluss auf die Behandlung hat (Bardeesy et al., 1994;
Jadali et al., 2011).

WTX-Gen

Ein weiteres identifiziertes Gen, welches bei der Tumorgenese des Wilms-Tumors eine
Rolle spielt, ist das WTX-Gen. Es ist auf dem X-Chromosom (Xqg11.1) lokalisiert und liegt
bei ca. 30% der Wilms-Tumore durch eine somatische Mutation inaktiviert vor (Rivera et
al.,, 2007). Eine WTX-Inaktivierung tritt hdufig zu einem spéaten Zeitpunkt wahrend der
Wilms-Tumorgenese auf, sodass es keinen ersichtlichen Effekt auf die klinische Prognose
hat (Wegert et al., 2009). Zwar wurde angenommen, dass durch die spate Manifestation
wéahrend der Tumorentstehung WTX-Mutationen nicht in nephrogenen Resten vorkommen,
weiterfihrende Untersuchungen haben jedoch gezeigt, dass sowohl in ILNR, als auch in
PLNR WTX-Mutationen vorliegen (Fukuzawa et al., 2010). Eine aktive Rolle Gbernimmt das
WTX-Protein im Wnt-Signalweg, indem es ein Komplex mit AXIN1, B-TRCP2 und APC bil-
det und die proteolytische Degradation des CTNNB1-Proteins férdert (Jenkins et al., 2009).
WTX-Mutationen liegen sowohl assoziiert mit WT71- und CTNNB1-Abberationen aber auch
isoliert vor (Ruteshouser et al., 2008).

IGF2 und H19in Verbindung mit LOI

Uber 80% der Wilms Tumore zeigen einen LOH (loss of heterozygosity) oder ein LOI (loss
of imprinting) von 11p15 (Satoh et al., 2006) auf. In der Region 11p15.5 befindet sich eine
Domane, auf der die beiden Gene IGF2 und H19 lokalisiert und genetisch vorgepragt sind
(Algar et al., 2007). Das IGF2-Gen (insulin-like growth factor Il) kodiert flir einen embryona-
len Wachstumsfaktor und ist nur paternal exprimiert (paternales Allel liegt aktiv vor). Vom
H19-Gen wird eine nicht kodierende RNA exprimiert, welche als Tumorsuppressor fungiert
und nur vom maternalen Allel exprimiert wird. Die Deregulation von IGF2 und H19 wurde
bei Patienten mit dem Beckwith-Wiedemann-Syndrom beobachtet und mit der Entstehung
des Wilms-Tumors bei diesen Patienten in Verbindung gebracht (Breslow et al., 1993; De-
Baun und Tucker, 1998). Ein LOI von IGF2 zu einer aberranten Aktivierung der IGF2-Ex-
pression auf dem Ublicherweise inaktivierten maternalen Allel fihren. In manchen Fallen ist
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ein LOI mit dem Verlust des maternalen Allels und einer Duplikation des paternalen Allels
(uniparentale paternale Dublikation) assoziiert, was zu einer starken Expression von IGF2
fohrt. Die Hypermethylierung des maternalen H719-Allels und somit dessen verminderte Ex-
pression fiihrt zu einer Uberexpression des IGF2-Gens. Die Veranderungen in der Pragung
von Genen zéhlen zu den haufigsten genetischen Defekten bei sporadischen Wilms-Tumo-
ren (Vuononvirta et al., 2008).

1.5 Das WT1-Gen

Das humane Wilms-Tumor-Gen 1 (WTT) ist auf dem kurzen Arm von Chromosom 11 (Gen-
lokus 11p13) lokalisiert und erstreckt sich tber einen Bereich von 50 kb. Es setzt sich aus
10 kodierenden Exons zusammen (Abb.1.3) und kodiert fir ein 3 kb groBBes Transkript (Call
et al., 1990; Gessler et al., 1990). Die Identifizierung der inaktivierten Form des WT71-Gens
(durch Mutationen) bei Wilms-Tumoren flhrte zur dessen Charakterisierung als Tumorsup-
pressorgen mit der Funktion eines Transkriptionsfaktors. Der WT7-Promotor hat drei Tran-
skriptionsstartpunkte, ist sehr GC-reich und enthalt weder TATA- noch CCAAT-Boxen (Hof-
mann et al., 1993). Es sind zwei alternative SpleiBstellen bekannt, die zur Synthese von
vier WT1-Haupttranskripten beitragen. Beim ersten alternativen SpleiBvorgang ist das Exon
5 involviert, welches fiir 17 Aminosauren (AS) kodiert. Durch das SpleiBen kommt es zur
An- oder Abwesenheit dieser Aminosauren. Die zweite SpleiBstelle ist am 3"-Ende von
Exon 9 lokalisiert und generiert eine mMRNA, die entweder die drei Aminosauren (AS), Lysin
(K), Threonin (T) und Serin (S) enthalt oder nicht. Die Lokalisation der drei Aminos&uren
zwischen dem dritten und vierten Zinkfinger flhrt zu einer Distanzveranderung zwischen
den beiden Zinkfingern. Diese wiederum hat einen Einfluss auf die DNA-Bindungsspezifitat
des WT1-Proteins. Bei Anwesenheit der drei Aminosauren KTS wird die Bindung des Pro-
teins vermindert (Pelletier et al., 1991). Die meist verbreitete WT7-mRNA Variante enthalt
sowohl das Exon 5 sowie den kodierenden Abschnitt fiir die drei Aminosauren KTS (+17aa
und +KTS). Hingegen ist das Expressionslevel der WT1-Isoform, die weder Exon 5 noch
die Gensequenz fir KTS enthalt (-17aa und - KTS), am geringsten (Haber et al., 1991). Das
SpleiBen von Exon 5 wird differenziell in einer spezies-, gewebe- und entwicklungsspezifi-
schen Weise reguliert, hingegen bleibt das Verhaltnis von 2:1 der +KTS/-KTS Isoform in
allen Zelltypen konstant (Wagner et al., 2003; Yang et al., 2007). Alternationen im Mengen-
verhaltnis der +KTS-Isoform sind mit der Entstehung des Frasier-Syndroms verbunden
(Klamt et al., 1998). Auch bei sporadischen Wilms-Tumoren konnte eine Imbalance der vier
Hauptisoformen nachgewiesen werden und zeigt damit, dass ein Ungleichgewicht der Iso-
formen einen eindeutigen Einfluss auf die Tumorgenese hat (Baudry et al., 2000).
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Abb. 1.3: Struktur des WT7-Gens. Ubersicht der verschiedenen Entstehungsmaéglichkeiten, die zur Bildung
der 32 WT1-Isoformen fihren. Das alternative Exon 1a sowie das an dem alternativen SpleiBvorgang beteiligie
Exon 5 und die KTS-Sequenz von Exon 9 sind als weiBer Kasten hervorgehoben. (Ver&ndert (ibernommen von
Discenza und Pelletier, 2004).

WT1-Expressionsmuster

Die WT1-Expression beschrankt sich wahrend der Embryogenese nicht alleine auf die
Niere, sondern ist ebenso in adulten Geweben vorzufinden, wie auch in Bereichen des Uro-
genitalsystems und des zentralen Nervensystems. AuBBerdem wird es wahrend der Hama-
topoese im Knochenmark und den Lymphknoten exprimiert (Ramani und Cowell, 1996;
Baird und Simmons, 1997). Die Expression von WTT ist nicht nur auf bestimmte Gewebe-
bzw. Zelltypen beschrankt, sondern auch zeitlich limitiert. Bei der Nephrogenese erfolgt die
Expression von WTT in den kondensierenden metanephritischen Blastemzellen, die an der
Ureterknospe akkumulieren. Das WT1-Expressionslevel steigt an, was dazu flhrt, dass sich
die Zellen teilen und differenzieren. In den Vorlauferstrukturen "comma-shapedbodies” und
"s-shaped bodies" und den Podozytenzellen ist die hdéchste WT1-Expression vorzufinden.
Mit dem Ende der Nephrogenese und dem Beginn der Filtrationsfunktion der Glomeruli wird
die WT1-Expression eingestellt und nur noch in den Podozyten der adulten Niere beibehal-
ten (Scholz und Kirschner, 2005). Das WT1-Protein hat eine entscheidende Schliisselfunk-
tion wahrend des Mesenchym zu Epithel Ubergangs und ibernimmt damit eine essentielle
Funktion bei Differenzierungsvergangen wahrend der Urogenitalentwicklung (Royer-Po-
kora und Schumacher 2001). Wie wichtig ein intaktes WT1-Gen ist, wurde an WT71-defizi-
enten Mausen veranschaulicht. Diese Mause starben intrauterin und ihnen fehlten die kom-
pletten Nieren und Gonaden. Zusatzlich zeigten sie schwerwiegende Urogenitalfehlbildun-
gen (Kreidberg et al., 1993). Dass WTT1 auch eine entscheidende Rolle wahrend der Herz-
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entwicklung spielt, haben Untersuchungen an konditionellen Wt7 "~ -Mausen gezeigt. Dabei
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wurde gezielt das Wt1-Gen in epikardialen Vorlauferzellen deletiert, was zu einer vermin-
derten Proliferation vom Myokardium und zu einer gestérten Bildung des koronalen Plexus
fihrte. Des Weiteren war das Epikardium des Herzens nicht mehr in der Lage, den Epithel-
Mesenchym Ubergang (EMT) zu vollziehen. Die mesenchymalen Zellen bilden die Grund-
lage fur verschieden Zelltyplinien, wie die Kardiomyozyten, glatten Muskelzellen, Fibroblas-
ten und Endothelzellen, die an der Entwicklung des Herzens beteiligt sind (Gise et al. 2011).
Dass WTT1 nicht nur eine entscheidende Funktion wahrend der normalen Embryogenese
Ubernimmt, sondern auch eine essentielle Rolle bei der Tumorgenese spielt, wird am Bei-
spiel des Wilms-Tumors deutlich. Bei 5 bis 10% der sporadischen Wilms-Tumore ohne as-
soziierte Fehlbildung liegt das WT1-Gen mutiert vor (Call et al., 1990; Gessler et al., 1990).
Der GroBteil der identifizierten WT7-Mutationen Iasst sich bei stromareichen Wilms-Tumo-
ren finden. Bei blastem- und epithelreichen Subtypen des Wilms-Tumors haben WT7-Mu-

tationen eher eine untergeordnete Bedeutung (Schumacher et al., 1997).

1.6 WT1-Protein

Durch die Kombination aus verschieden Prozessierungsereignissen, wie RNA-Editing, al-
ternatives SpleiBen (Haber et al., 1991) oder vier mdglichen Transkriptionsstartstellen,
(Scharnhorst et al., 1999) entstehen 32 mdgliche WT1-Proteinisoformen. Eine der vier
Transkriptionsstartstellen generiert eine verkirzte WT1-Proteinisoform, die bislang nur in
Prostatakrebszellen, Brustkrebszellen und Leukdmien nachgewiesen werden konnte (De-
chsukhum et al 2000). Diese Bandbreite an verschiedenen Prozessierungsereignissen fuh-
ren dazu, dass das Molekulargewicht der synthetisierten WT1-Proteine zwischen 36 und
62 kDa liegt (Dallosso et al., 2004). Das Molekulargewicht der vier Hauptisoformen, die
durch das alternative SpleiBen von Exon 5 und KTS generiert werden, liegt zwischen 52
und 54 kDa (Scharnhorst et al., 1999). Die strukturelle Zusammensetzung des WT1-Pro-
teins entspricht einem Transkriptionsfaktor mit einem Zinkfinger-Motiv (ZF) vom Cysz-His2-
Typ am carboxyterminalen Ende. Diese ZFs werden von den Exons 7-10 kodiert (Haber et
al.,, 1991) (Abb.1.4), ihre Funktion besteht aus der Interaktion mit GC-reichen DNA-Ab-
schnitten (Nakagama et al., 1995) der Bindung an RNA (Scharnhorst et al., 2001). Auch
Protein-Protein Wechselwirkungen konnten nachgewiesen werden (Spraggon et al., 2007).
Ebenso befinden sich innerhalb des Zinkfinger-Motivs zwei Signalelemente, die fir die
Kernlokalisation wichtig sind. Das erste Signal befindet sich innerhalb des ersten ZFs, das
Zweite im zweiten und dritten ZF (Bruening et al., 1996). Die Aminosduresequenz innerhalb
der ZF-Doméane weist eine hohe Homologie zu anderen ZF-Proteinen auf, wie beispiels-
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weise dem EGR1-Protein (early growth response gene) (Rauscher, 1993). Die aminotermi-
nale Region des WT1-Proteins setzt sich aus einem Glutamin/Prolin-reichen Abschnitt zu-
sammen, indem sich zwei funktionelle Abschnitte Uberlappen. Ein Segment davon ist fir
die Homodimerisierung zustandig, das andere fiir die Regulation der Transkription (Schan-
horst et al., 2001; Madden et al., 1993). Der glutamin- prolinreiche Bereich wird vom Exon
1 bis 5 kodiert.

WT1-KTS\+KTS Isoform

Deutliche funktionelle Unterschiede konnten zwischen den WT1+KTS und -KTS Proteinis-
oformen identifiziert werden. Die WT1-KTS Isoform ist in der Lage, an GC-reiche (5'-
GCGTGGGAGT-3") und (5-GCGGGGGCG-3’) sowie TC-reiche (TCC), DNA-Sequenzen
zu binden und fungiert somit als regulatorische Einheit der Transkription (Wang et al 1993;
Nakagama et al., 1995). In Abhangigkeit vom Zellzyklus, Zelltyp und Promotor Gbernimmt
die WT-KTS Isoform eine inhibierende oder aktivierende Funktion (Rauscher, 1993; Lee
und Haber, 2001). Zur Identifikation von WT1-KTS Zielgenen wurden spezielle Promotor-
Reporter-Konstrukte verwendet, welche die Bindungseigenschaft von WT1-KTS an die GC-
reiche Sequenzen zu binden, genutzt hat. Dabei haben Analysen gezeigt, dass unter an-
derem die MDR-1, C-myc und RAR-a Gene reprimiert werden (Goodyer et al., 1995; Hewitt
et al., 1995: McCoy et al., 1999). Ebenso wurden auch Gene identifiziert, deren Transkrip-
tion durch WT1-KTS aktiviert wird, wozu unter anderem p21, Bcl-2, Wnt-4 und AREG ge-
héren (Englert et al., 1997; Heckman et al., 1997; Sim et al., 2002; Lee et al., 1999). Wei-
terfihrende in vitro Untersuchungen haben gezeigt, dass WT1-KTS die AREG, EREG,
CX3CL, IL-11, Sf1, Dax1 und MIS Gene reguliert, die an der Nieren- sowie Gonadenent-
wicklung beteiligt sind (Kim et al., 2007; Wagner et al., 2003).

Liegt bei WT1-Proteinen die KTS Sequenz vor, sinkt deren Bindungsaffinitéat an eine GC-
reiche DNA-Sequenz, die zum Verlust der Transkriptionsregulation fihrt. Stattdessen wird
der WT1+KTS Isoform eine Beteiligung an der RNA-Prozessierung zugeschrieben, die an-
hand von two-hybrid-Analysen bestatigt werden konnte. Diese haben aufgedeckt, dass
WT1 mit dem SpleiBfaktor U2AF65 assoziiert ist und somit bei der pra-mRNA Prozessie-
rung zu reifer mRNA beteiligt ist (Davie et al., 1998). Zudem wurden an spezifischen Wt1-
Knockout-Mausen gezeigt, dass das Fehlen der WT1-KTS und WT1+KTS-Isoform zu un-
terschiedlichen Defekten des Urogenitalsystems flihrt (Hammes et al 2001).

Daher ist anzunehmen, dass die beiden WT1-Isoformen entscheidend fur die Entwicklung
des Urogenitalsystems sowie der Niere sind, ihre Aufgabenbereiche Uberlappen sich teil-
weise, sind aber dennoch klar voneinander zu unterscheiden. (Wells et al., 2010). Wahrend
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der humanen embryonalen Nierenentwicklung werden alle vier WT1-lsoformen gleicherma-
3en stark exprimiert. Dieses Expressionsverhaltnis verschiebt sich bei der adulten Niere zu
Gunsten der WT1 +Exon5/-Exonb Isoformen um den Faktor 2. Dass die WT1 Isoform
+Exon5 nicht essentiell flr die Embryogenese ist, konnte anhand von Mausen gezeigt wer-
den, bei denen die Wil +Exon5 Isoform ausgeschaltet wurde. Diese Mause haben sich
normal entwickelt, waren lebensféhig und fertil sowie ohne ersichtliche Fehlbildungen des
Urogenitalsystems (Natoli et al., 2002). Dass die WT1-Isoform +Exon5 eine regulatorische
Funktion besitzt, wird durch die Bindung an Par-4 deutlich, die Gber die Sequenzabfolge
von Exonb erméglicht wird (Richard et al., 2001). Daher ist es anzunehmen, dass die Funk-
tion von WT1 +Exon5 eher im Zellzyklusarrest oder in der Inhibierung der Apoptose liegt
(Reddy und Licht, 1996: Scharnhorst et al., 2001). Die Expression des WT1-Proteins be-
schrankt sich nicht nur auf das Urogenitalsystem bzw. die fetale Niere und spater auf die
Podozyten der adulten Niere, sondern ist auch in Stammzellen des Knochenmarks vorzu-
finden. Des Weiteren konnte wahrend der Entwicklung der Retina und des Diaphragma
sowie in dem frihen Proepicardium, dem Epicardium und dem subepicardialen Mesenchym
eine Expression des WT1-Proteins nachgewiesen werden (Wagner et al., 2002; Moore et
al., 1998).

Zinc Finger
region

(GICEIL ] W— — )
t 1

17 aa KTS
Exon 5 Exon 9 spice donor

Abb. 1.4: Die WT1-Proteinisoformen. Die vier Hauptisoformen, die durch das alternative SpleiBen von Exan
5 und KTS von Exon 9 entstehen. (Ubemommen von Morrison et al., 2007).
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1.7 Nierenentwicklung und WT1-Expression

Die Expression von WT1 wahrend der Embryogenese ist aufgrund der unterschiedlichen
zeitlichen sowie gewebespezifischen Regulationen der Expression sehr komplex. Dem
WT1-Protein werden mindestens zwei Funktionen wéhrend der Nierendifferenzierung zu-
geschrieben. Wenn die Zellen differenzieren zu Epithel induziert WT1 zum einen den Aus-
wuchs der Ureter aus dem Mesonephros, zum anderen sorgt es filr das "Uberleben" bzw.
fir die Aufnahme und Weitergabe von Signalen, die von der Ureterknospe ausgehen, damit

das umgebende Blastem nicht die Apoptose einleitet (Mrowka und Schedl, 2000).

Es konnte gezeigt werden, dass WT1 wahrend aller drei Nierengenerationen bei Sdugetie-
ren exprimiert wird (Armstrong et al., 1993; Rackley et al., 1993). Bereits an Tag neun der
embryonalen Entwicklung (E9) einer Maus konnte eine WT1-Expression entlang der Uro-
genitalleiste bis zum degenerierenden Pronephros und dem Mesonephros detektiert wer-
den (Rackley et al., 1993). Der friheste Zeitpunkt bei humanen Embryos, bei denen die
WT1-Expression ermittelt werden konnte, lag in der 7. Schwangerschaftswoche (Mundlos
et al., 1993; Pritchard-dones et al., 1990). Hier wurde die WT1-Expression in den Podozyten
des Glomerulus vom Mesonephros (Urniere) nachgewiesen. Bei der Ausbildung vom Me-
tanephros (Nachniere) ist zu beachten, dass die beginnende Differenzierung vom meta-
nephrischen Mesenchym unabhangig von WTT ist, da es zu diesem Zeitpunkt nur schwach
in dem unkondensierten metanephrischen Blastem exprimiert wird (Donovan et al., 1999;
Armstrong et al., 1993). Ein enormer Anstieg der WT1 Expression ist wahrend der Mesen-
chym zu Epithel Transition (MET) in dem kondensierenden Mesenchym zu verzeichnen
sowie wahrend der Ausbildung der renalen Vesikel und comma-shaped bodies. Solche
Ubergange von Mesenchym zu Epithel sind in verschiedenen Organen zu beobachten
(Birchmeier et al., 1995). Das hochste Expressionslevel erreicht WT7 im proximalen Teil
vom S-shaped body, aus dem im Anschluss die Podozyten des Glomerulus gebildet wer-
den. Diese bilden die einzige Zellpopulation in der ausdifferenzierten Niere, in der WT1
weiterhin exprimiert wird (Grubb et al., 1994).

Bei Untersuchungen an WT17-Knockout M&usen kam es zu keinem Auswuchs der Ureter-
knospe und das metanephretische Blastem ging in die Apoptose Uber (Kreidberg et al.,
1993). Untersuchungen an Organkulturmodellen haben offen gelegt, dass es auch bei der
Kombination aus WT1-defizienten Blastem mit wildtypischer Ureterknospe zur Apoptose
des Blastems kommt (Mrowka und Schedl, 2000). Damit wird deutlich, dass neben der Ini-
tiation der Nierendifferenzierung, WT1 auch eine antiapoptotische Wirkung auf die Blastem-
zellen der Niere ausubt.
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1.8 Das CTNNB1-Gen (B-Catenin)

Das CTNNB1-Gen ist auf Chromosom 3 (Genlokus 3p33-p21.3) lokalisiert und erstreckt
sich Uber 41,02 kBp genomischer DNA (Kraus et al., 1994). Das Gen setzt sich aus maximal
16 Exons zusammen, wobei das langste Transkript, mit einer GréBe von 3737Bp, aus 15
Exons besteht. Die Promotorregion besteht aus einer TATA-Box und ist zudem GC-reich
(Nollet et al., 1996). Mutationen im CTNNB1-Gen sind haufig in Sequenzabschnitten vor-
zufinden, die fir Aminoséuren kodieren, die wiederum eine wichtige Rolle bei der Phospho-
rylierung des CTNNB1-Proteins haben. Auf der DNA-Ebene wird dieser wichtige regulato-
rische Abschnitt von Exon 3 des CTNNB1-Gen kodiert (Abb. 1.5 A). Dass Mutationen im
CTNNB1-Gen mit der Wilms-Tumorentstehung assoziiert sind, wird das erste Mal von Ko-
ester et al., 1999 beschrieben. Dabei konnte ermittelt werden, dass bei 10-15% der Wilms-
Tumore eine Mutation im CTNNB1-Gen vorliegt. Ebenso wurde eine Korrelation zwischen
WT1- und CTNNB1-Mutationen in Wilms-Tumoren aufgedeckt (Maiti et al., 2000). In zwei
unabhéngigen Studien wurden Wilms-Tumore auf WT7-und CTNNB1 Mutationen unter-
sucht. In der ersten Studie wurde ein Kontingent an 71 Wilms-Tumore Proben untersucht.
Dabei konnte gezeigt werden, dass bei allen 18 Wilms-Tumoren mit WT7-Mutationen eben-
falls eine CTNNB1-Mutation vorliegt (Royer-Pokora et al., 2008). In der zweiten Studie wur-
den 23 Wilms-Tumore auf WT1, WTX und CTNNB1 Mutationen untersucht. Auch hier
konnte gezeigt werden, dass CTNNB1-Mutationen nur in Verbindung mit WT7-Mutationen
vorkommen (Ruteshouser et al., 2008). Die Mutationen, die im CTNNB1-Gen vorgefunden
werden, sind meistens Missense-Mutationen oder kleinere Deletionen, die ein Codon bzw.
eine Aminosaure betroffen haben (Koester et al., 1999; Ruteshouser et al., 2008). Das hau-
fige Aufkommen von Mutationen im Exon 3 des CTNNB1-Gens fihrt zur Klassifikation die-
ses Sequenzabschnittes als Hotspot Region (Abb.1.5 A). Mutationen in dieser Hotspot Re-
gion bewirken, dass das CTNNB1-Protein nicht phosphoryliert werden kann, was zur Folge
hat, dass es nicht ubiquitinyliert wird und somit nicht dem Proteasom zum Abbau zugefihrt
wird. Daraus resultiert eine Stabilisierung und konstitutive Aktivierung des CNNB1-Proteins.
Dies fihrt zu einer dauerhaften Aktivierung von CTNNB1-Zielgenen.
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Abb. 1.5: A: Schematische Darstellung des 8-Catenin Protein. Der schwarze Abschnitt markiert den Be-
reich, in dem die haufigsten Mutationen stattfinden (Sequenzabschnitt von Exen 3). Rot hervorgehobene Buch-
staben stehen fiir potentielle Aminosauren, die von GSK-3 phosphoryliert werden. Hochgestellte Buchstaben
zeigen den Austausch einer Aminosdure an der entsprechenden Position. A: Deletion des Codons 45 (Modifi-
ziert ibernommen aus Koester et al., 1999}. B. Darstellung der g-Catenin Bindungsdoménen. Zu sehen sind
die Bindungsstellen fir GSK-3p, a-Catenin, APC und Cadherin (Ubernommen von Park et al., 1999).

1.9 Das B-Catenin Protein und seine Funktion im Wnt-Signalweg

Das 92 kDa grof3e 8-Catenin Protein wird ubiquitdr exprimiert und erflillt zwei wesentliche
Funktionen in einer Zelle. Zum einen ist es am Zell-Zell-Kontakt (Adherent junctions), zum
anderen am kancnischen Wnt/B3-Catenin-Signaltransduktionsweg involviert {Kikuchi, 2000).
Flr die Verbindung zweier Zellen miteinander geht das B-Catenin zunachst mit dem zyto-
plasmatischen Abschnitt des E-Cadherins eine Bindung ein, um anschlie3end durch eine
weitere Bindung mit a-Catenin den gesamte Komplex mit dem Zytoskelett zu vernetzen
{Hinck et al 1994). Das nicht gebundene freie im Zytoplasma befindliche g-Catenin Uber-
nimmt im Wnt-Signalweg die essentielle Funktion als Regulator der Signalkaskade.
Dadurch ist es an zahlreichen Entwicklungsereignissen, wie der Differenzierung, der Mor-
phogenese und der Proliferation wahrend der Embryogenese beteiligt. Auch bei der Auf-
rechterhaltung und Erneuerung von Stammzellen (Homdostase) im adulten Gewebe spielt
der Wnt-Signalweg eine wichtige Rolle (Logan und Nusse, 2004; Kikuchi et al., 2006). Initi-
iert wird der Wnt-Signalweg durch ein sezerniertes WNT-Protein, welches an den Komplex
aus dem FZD-Transmembranrezeptor (Frizzled) und LRP5/6 Corezeptor bindet (Kikuchi et

al., 2007). Darauthin wird Dishevelled (Dsh) an die Plasmamembran rekrutiert und phos-
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phoryliert. Die anschlieBende Bindung von Dishevelled an Axin flhrt dazu, dass der Mul-
tiproteinkomplex bestehend aus APC/AXIN und GSK3p (glycogen synthase kinase-38) in-
aktiviert wird. Das zytoplasmatische Level an 8-Catenin in der Zelle wird durch die Protea-
som vermittelte Degradation niedrig gehalten. Der Abbau von -Catenin wird vom GSK-
3B/APC/AXIN-Komplex gesteuert. Durch die Inaktivierung von diesem regulatorischen
Komplex kann die unphosphorylierte Form des B-Catenin-Proteins im Zytoplasma und im
Zellkern akkumulieren (Logan und Nusse, 2004; Kikuchi et al., 2007}. Anschlie3end intera-
giert das B8-Catenin im Zellkern mit dem Transkriptionsfaktor TCF/LEF (T-cell-specific fac-
tor/lymhoid enhancer factor), was zur Aktivierung von Wnt-Zielgenen fahrt (Hurlstone und
Clevers, 2002). Die Differenzierung der Niere wahrend der Embryogenese ist von einem
funktionsfahigen Wnt-Signalweg abhangig. Es konnte belegt werden, dass es bei dem Ver-
lust eines WNT-Gens zu dramatischen Defekten in der Niere kommen kann (Majumdar et
al., 2003). Liegt kein freier Wnt-Ligand vor, wird keine Signalkaskade aktiviert, was dazu
fahrt, dass der intrazellulare Komplex APC/AXIN/GSK3B das B-Catenin phosphoryliert
(Abb. 1.6).

A B

In Abwesenheit 3 In Anwesenheit
des Liganden Frizzled

des Liganden

ol APC

CKla

CKla GSK3p

P

]
Ubiquitinierung & Degradation

& >

Zielgene sind aktiviert

Groucho
N —
Zielgene sind reprimiert

Abb.1.6: lllustrierung des kanonischen Wnt/B-Catenin Signaltransduktionswegs. A: Wni-Signalweg ist
ohne einen Wnt-Liganden inaktiv und das B-Catenin wird im Proteasom abgebaut. B: Wnt-Signalweg liegt aktiv
vor, durch die Bindung eines extrazellularen Wnt-Liganden (Oberncmmen von Eisenmann, 2005}.
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Durch die nachfolgende Ubiquitinierung von g-Catenin durch die E3-Ubiquitin-Ligase wird
das B-Catenin-Protein im Proteasom abgebaut (Aberle et al., 1997). Durch Mutationen in
den Aminosauresegmenten, die wichtig flr die Phosphorylierung von B-Catenin sind, ent-
zieht es sich der Phosphorylierung durch den APC/AXIN/GSK3B-Komplex und kann
dadurch nicht dem Proteasom zugeflhrt werden. Dadurch kommt es zu einer konstitutiven
Aktivierung des Wnt-Signalwegs. Mutationen im CTNNB1- und WT7-Gen in Wilms-Tumo-
ren deuten darauf hin, dass ein dauerhaft aktiver Wnt-Signalweg ebenfalls zur Entstehung
eines Wilms-Tumors fihrt (Ruteshouser et al., 2008; Fukuzawa et al., 2007). In Kombina-
tion treten diese beiden Mutation Gberwiegend im stromareichen Wilms-Tumorsubtyp auf
(Royer-Pokora et al., 2008).

1.10 PAX3-Expression bei Wilms-Tumoren

Das PAX3-Gen ist auf Chromosom 2, in 2q35 lokalisiert (Ishikiriyama, 1993). Es besteht
aus 10 Exons, die sich Uber 100 kBp genomischer DNA ausstrecken. Der Promotor bein-
haltet eine TATA- und zwei CCAAT-Boxen sowie mehrere CAP (Catabolite Activator Pro-
tein)-Bindungsstellen (Barber et al., 1999; Okladnova et al., 1999). Das PAX3-Gen gehért
zu der Familie der Paired-Box-Gene und kodiert flr einen Transkriptionsfaktor, der aus un-
terschiedlichen funktionellen DNA-Bindungsdoménen, wie der Paired-Domé&ne (PD), der
Homdo-Doméane (HD) und der Transaktivierungs-Doméane (TA) besteht (Parker et al.,
2004). Wahrend der Embryogenese ist es an der Regulation verschiedener Entwicklungs-
prozesse beteiligt, wie der Myogenese, der Melanogenese und der Neurogenese (Collins
et al., 2009; Wang et al., 2006; Adams et al., 2014). Die PAX3 Expression ist im primitiven
Streifen vom Mesoderm (paraxialem Mesoderm), in undifferenzierten Somiten, in der Mus-
kulatur der Extremitaten, dem Neuralrohr und der Neuralleiste vorzufinden (Goulding et al.,
1994). Genetische Veranderungen im PAX3-Gen sind beim Menschen mit dem Waarden-
burg-Syndrom vom Typ 1 und 2 (WS) assoziiert. Eine Uberexpression von PAX3 inhibiert
die Apoptose und stimuliert gleichzeitig die Migration der Tumorzellen (Hirai et al., 2010).
Das PAX3-Protein Ubernimmt wahrend der embryonalen Nierenentwicklung auch eine
Funktion, diese wird durch die Expression im Stroma-Bestandteil des metanephrogenen
Mesenchyms deutlich, die anschlieBend in der perinatalen Periode nicht mehr detektierbar
ist. Zudem konnte eine ektopische PAX3-Expression bei Wilms-Tumoren mit dem myoge-
nen Phanotyp nachgewiesen werden (Hueber et al., 2009). Die Expression von PAX3 ist
nur bei Wilms-Tumoren mit WT7-Mutation zu beobachten. Dies deutet auf eine direkte oder
indirekte Regulation von PAX3 durch WT1 hin. Somit besteht ein Zusammenhang zwischen
Wilms-Tumoren mit myogenen Phanotyp und deren Expression von PAX3. Anhand eines
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Mausmodells konnte eine PAX3-Expression im Stromakompartiment wahrend der Nieren-
entwicklung detektiert werden. Diese Ergebnisse lassen die Annahme zu, dass die Stroma-
zellen der Niere dem paraxialen Mesoderm entstammen (Hueber et al., 2009).

1.11 Ziel der Arbeit

Die grundlegenden Bestrebungen dieser Dissertation liegen in der Untersuchung vom wild-
typischen WT1 als Transkriptionsfaktor in einem WT1-defizienten in vitro Wilms-Tumorzell-
kulturmodel. Hierfur wird die DNA-bindende WT1-(+/-)-Isoform transient in die Wilms1-Tu-
morzellinie transfiziert, um anschlieBend mit Hilfe von Genexpressionsuntersuchungen de-
ren Auswirkung auf die Regulation verschiedener Signalwege zu untersuchen. Im Hinblick
auf die regulare Funktion von WT1 wahrend der Nierenentwicklung ist eine initiale Induktion

der Differenzierung nach der Transfektion zu erwarten.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist es den Langzeiteffekt von WT1 auf die Wilms1-Tumor-
zelllinie zu analysieren. Dafir soll die primare Wilms1-Zelllinie mit dem groBen SV40 T-
Antigen und der humanen Telomerase (hTERT) immortalisiert werden. Die anschlieBende
biologische Charakterisierung der immortalisierten Wilms1-Cl.31-Zelllinie in Form von Mu-
tationsanalysen, die Messung des Wnt-Signalwegs sowie verschieden Differenzierungsex-
perimente sollen die Identitat dieser Zelllinie verifizieren. Im Anschluss wird die immortali-
sierte Wilms1-Cl.31-Zelllinie mit einem klonierten induzierbaren sowie konstitutiv exprimie-
renden WT1-Konstrukt transduziert. Die weitere Analyse erfolgt hier ebenfalls Gber Genex-
pressionsuntersuchungen der transduzierten Zellen.

Des Weiteren wird auch die Funktion des Transkriptionsfaktors PAX3 in der priméaren
Wilms1-Zelllinie untersucht, dessen ektopische Expression in dem myogenen Phanotyp ei-
nes Wilms-Tumor bereits nachgewiesen wurde. Nach einem shRNA vermitteltem Knock-
down der PAX3-Expression in den Wilms1-Zellen werden daraufhin mit Hilfe von Genex-

pressionsanalysen, die dadurch verursachten Veranderungen analysiert.

Der letzte Punkt dieser Dissertation befasst sich mit einer Wilms-Tumor-Patientin, die nach
der Entfernung eines triphasischen Wilms-Tumors mit darauffolgender sechsmonatigen
Chemo- und Strahlentherapie eine Lungenmetastase entwickelte. Die detaillierte Beschrei-
bung dieses Falls zeigt nicht nur die heterogene Zusammensetzung eines Wilms-Tumors,
sondern soll mit Hilfe von Genexpressionsanalysen zusétzlich veranschaulichen, welchen

Einfluss eine sechsmonatige Behandlung auf die tumorigenen Zellen hat. Um einen best-
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moglichen und schonenden Umgang mit WT7-assoziierten Wilms-Tumor-Patienten zu er-
maoglichen, liegt der Fokus auf der Analyse der Behandlungsdauer und den damit verbun-
denen Auswirkungen auf die Tumorzellen im Laufe einer Therapie. Hierflir werden Genex-
pressionsprofile von unterschiedlich lang behandelten Patienten mit einem WT7-assoziier-
ten Wilms-Tumor untersucht bzw. mit nicht therapierten Wilms-Tumoren verglichen.
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2. Material

2.1 Gerate

Array Laser Scanner G250

Agilent Technologies

Brutschrank

Jouan

CO2-Inkubator Heracell

Thermo Scientific

CO2-Inkubator MCO-17Al Sanyo
COz2-Inkubator Telstar Bio II-A Heraeus
Feinwaage Sartorius
Fluoreszenzmikroskop HBO 50 Zeiss

Hybridisierungsofen

Agilent Technologies

Kahlzentrifuge

Sorvall

Kahlzentrifuge RC3B

Thermo Scientific

Luminometer

Promega

Magnetrlhrer

Velp Scientifica

Minizentrifuge

National Labnet

Nano Drop ND-1000 Kisker
Q-RT-PCR-Cycler MD300P Stratagene
PCR-Cycler Biorad
pH-Meter 766 Calimatic Knick
Phasenkontrast/Durchlichtmikroskop Zeiss/Leica

Photometer Ultraspec 2000

Pharmacia Biotech

Schittelinkubator Certomat BS-1

B. Braun Biotech International

Themomixer Block Biozym
Tischzentrifuge 5415D Eppendorf
Tischzentrifuge 5430 Eppendorf
Vortexer Scientific Industries
Warmeschrank Binder

Wasserbad Grant/Kéllermann
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2.2 Software

Die experimentelle Auswertung erfolgte durch Anwendung folgender Programme:

Genomic Workbench 7

Agilent Technologies

Citavi3

Swiss Academic Software GmbH

CLC-Main-Workbench 6

CLCBio/Qiagen

CytoGenomics

Agilent Technologies

DAVID (http:// DAVID.abcc.ncifcrf.gov/)

Open Source

Excel Office 2010

Microsoft

Feature Extraction Software 8.5

Agilent Technologies

GENtle Open Source
MetaCore/GeneGO Thompson & Reuters
GIMP 2 Open Source
GraphPad Prism 4 Graphpad Software
ImageJ Open Source

MxPro Stratagene

Picture Manager Office 2010 Microsoft

Powerpoint Office 2010 Microsoft

TATAR (The Array Table Retriever) Institut fir Humangenetik (Beier)
Word Office 2010 Microsoft

Zen 2011 Zeiss

2.3 Verbrauchsmaterial

Deckglaser Shandon
Chamber Slides (4 Kammern) BD Falcon
Centrifugal Filter Units Millipore

ECL-Hyperfilm

Amersham/GE-Healthcare

Gewebekulturschalen Falcon/Sarstedt
Falcon Tubes BD Falcon
Filtersystem Corning
Immunblot PVDF Membran (0,2 um) Bio-Rad
Impfnadel Nunc
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Impfése

Nunc

Klvetten

Greiner

MicroAmp® Optical 8-Cap Strips

Applied Biosystems

MicroAmp® 96-Well Reaction Plate

Sarstedt

Microarray Backings

Agilent Technologies

Perfusor-Spritze OPS 50 ml Braun
Petrischalen Greiner
Skalpelle Feather

SurePrint G3 Human Genome
CGH+SNP 2x400k

Agilent Technologies

Steril-Filter 0,2/0,45 pum

Corning

Whatman 3MM

Schleicher & Schuell

Whole Human Genome Microarray
4x44K Slides

Agilent Technologies

Zellkulturflaschen Sarstedt/Falcon
Zellschaber Sarstedt
2.4 Kits

Adipogenic Assay

Lonza

Amersham ECL Western Blotting Analysis
System

GE-Healthcare

BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequenc-
ing Kit

Applied Biosystems/Lifetechnologies

Dual-Luciferase® Reporter Assay System

Promega

Gateway® LR Clonase® Il Enzyme mix

Invitrogen

Gene Expression Hybridization Kit

Agilent Technologies

GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit

Fermentas

High-Capacity cDNA Reverse Transcrip-
tion Kit

Applied Biosystems/Lifetechnologies

jetPRIME®DNA tranfection reagent

Polyplus

KAPA Hifi PCR Kit

Peqglab

NucleoBond Xtra Maxi EF

Macherey-Nagel

Osteogenic Assay

Lonza

QlAamp DNA Mini Kit (50)

Qiagen
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QIAquick PCR-Purification Kit

Qiagen

QIlAshredder

Qiagen

Quick Amp Labeling Kit, One-Color

Agilent Technologies

RNase-Free DNase Set

Qiagen

RNA Spike-In Kit, One-Color

Agilent Technologies

RNeasy Mini Kit (250)

Qiagen

SureTag DNA Labeling Kit

Agilent Technologies

T7 RiboMAX™ Express Large Scale RNA Promega
Production System
TOPO-TA Cloning Kit Invitrogen

2.5 Loésungen/Puffer
Acetonitril Sigma
Acrylamid/Bis-Acryl 30% Bio-Rad
Bio-Rad Protein Assay Bio-Rad

Brilliant Il QPCR Master Mix with Low Rox

Agilent Technologies

BSA (2 mg/ml)

Bio-Rad

Cyanine-3 CTP Dye Pack One-Color

Agilent Technologies

DAPI | Sigma
dNTP-Mix (25x) (100 mM) Invitrogen
DMSO Sigma
DTT (0,1 %) Invitrogen
Entwickler (Film) AGFA
Ethanol Merck
FastDigest Green Buffer (10x) Fermentas
Fixierer (Film) AGFA

Gene Expression Wash Buffer 1

Agilent Technologies

Gene Expression Wash Buffer 2

Agilent Technologies

Glycerin Merck
H=0 Braun
jetPrime-Reagent Polyplus
jetPrime-Buffer Polyplus
Laemmli Sample Buffer (2x) Bio-Rad
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L-Glutamin (200 mM) Biochrom AG
Methanol Roth
MgCl.-Lésung Invitogen

Oligo aCGH/ChlIP-on-chip Wash Buffer 1

Agilent Technologies

Oligo aCGH/ChIP-on-chip Wash Buffer 2

Agilent Technologies

Passive Lysis Buffer (5x) Promega
Phenol: Chloroform: Isoamyl Sigma

PBS Dulbecco (1x) Biochrom AG
PCR-Puffer (10x) Invitrogen

Prolong Gold antifade reagent

Life Technologies

RedSafe Intron

Biotechnology

Restore Western Blot Stripping Buffer

Thermo Scientific

RNase-freies H=20

Qiagen

RT-Puffer (10x)

Invitrogen

Stabilisierungslésung

Agilent Technologies

SDS 10% Bio-Rad
T4 DNA-Ligase Buffer (10x) Fermentas
Triton™ X100 Sigma
Tween20 Sigma
2.5.1 Angesetzte Losungen und Puffer
Puffer und Lésungen Zusammensetzung

AN-Puffer 10x

100 mM Tris HCI pH 8,3; 500 mM KCI; 15
mM MgClz; 0,1% Gelatine

| APS (10%)

1g Ammoniumpersulfat auf 10 ml H20 (-20)

Blockierlésung (IF)

4% FCS, 0,1% Tween20 in 1x PBS

Blockierlésung (IF)

4% FCS,0,1% Tween20,0,2% Fischgela-
tine in 1x PBS

CaClx-Lésung 1M

5,59 CaClzad 50 ml

| DAPI (Stammlésung)

200 pg/ml in H20O

DEPC-H:0

0,2% DEPC auf 1L H20

[ Dithiothreitol (DTT) (1 M)

5,54 g DTT ad 10 ml H20 (-20°C)

HCI-Lésung (0,5 M)

1,8 g HCl ad 100 ml Hz0

| Methylenblau (Stocklésung)

29 Methylenblau in 100 ml 70% Ethanol

Methylenblau (Arbeitslésung)

30 ml Stocklésung, 69 ml H2O, 1 ml einer
1%-igen NaOH-Lésung

| Natriumphosphat 1M

89g Na:PO4sx 2 H:O ad 1, pH 7,2
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. . 5 -
A1 Bl © Losurs 300 mg Oil Red Pulver in 100 ml 99% Iso

propanol
| Oil Red O Arbeitsldsung 30 ml Red Oil O Lésung in 20 ml H.O |
80 mM NaPO4, 20 mM NaH2PO4und 100
PBS (1 mM NaCl pH 7,5
| PBS-T 0,1% Tween20 (v/v) in 1x PBS |
Permeabilisierungslésung (IF) 0,3% TritonX100 in 1x PBS
| Ponceau-Farbeldsung 0,1 % Ponceau S in 5 % Essigsaure |
890 mM Tris-Base, 890 mM Borséure und
TBE (104 20 mM EDTA

Alle Lésungen wurden mit destilliertem oder sterilem H.O angesetzt und bei Bedarf auto-
klaviert. IF: Immunfluoreszenz.

2.6 Zellkultur

In dieser Arbeit werden von Wilms-Tumoren, die eine WT1-Mutation enthalten, priméare
Zelllinien angelegt, naher charakterisiert und untersucht. Fir diverse Experimente kommen
kauflich erwerbliche Zelllinien der Firma Lonza zum Einsatz. Zuséatzlich sind Zelllinien in
Gebrauch, die fir die Virusherstellung sowie die Bestimmung des Virustiters verwendet
werden. Folgende Zelllinien werden kultiviert:

2.6.1 Zelllinien

Wilms1 (MD305) primare Wilms-Tumor Zelllinie

Wilms1 CI.31 immortalisierte Wilms1-Tumor-Zelllinie

Wilms6 (HIA) primare Wilms-Tumor-Zelllinie

Wilms6 CI.10 immortalisierte Wilms6-Tumor-Zelllinie

Wilms10-T (ACS-T) primare Wilms-Tumor Zelllinie

Wilms10-T Cl.1 immortalisierte Wilms10-T Zelllinie

Wilms10-M (ACS-M) Wilms Metastasen Zelllinie

hMSC humane mesenchymale Stammzellen
(Lonza)

hSMM humane Muskelmyoblasten (Lonza)
humane Fibrosarkom Zellen (Zur Verfu-

HT1080 gung gestellt vom Institut fir Virologie, Uni-
Dusseldorf)

HEK-293FT humane embryonale Nierenzellen (Invitro-

gen) fir Virusherstellung
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2.6.2 Zellkulturmedien und Zusatze/Lésungen

IMDM (Iscove's Modified Dulbecco's Me-

X Lonza
dium)
DMEM (Dulbeccos modified Eagle's Me- PAN-Biotech
dium)
DMEM-F12 Gibco
MSCBM (Mesenchymales Stammzellba-
: Lonza
salmedium)
OptiMEM® | Reduced Serum Media Lonza
SkBM-2 (Skeletal Muscle Cell Growth Me-
) Lonza
dium)
Zusatze/Lésungen Hersteller
| Antibiotic-Antimycotic Gibco |
Bovin Serum Gibco
| FCS (Fotales Kalberserum) Sigma y
G-418 (50mg/ml) PAA
| Glutamin stabil (200mM) PAN-Biotech |
hMSC Adipogenic BulletKit Lonza
| hMSC Osteogenic BulletKit Lonza |
Horse Serum (HS) Gibco
| Hygromycin (50mg/ml) Clontech |
MEM NEAA PAN-Biotech
| MSCGM Sigle Quots Lonza |
Oil Red O Lonza
| PBS ohne Mg?* und Ca** PAN-Biotech |
Penicillin/Streptomycin Mix (100x) PAN-Biotech
| Puromycin Merckmillipore |
Sodium Pyruvate PAN-Biotech
| Trypsin/Versene (10x) PAN-Biotech |

2.6.3 Angesetzte Medien

Adipozytendifferenzierung

20 ml MCGS; 4 ml L-Glutamin; 2 ml P/S; 2
ml B-Glycerophosphat; 1 ml Dexame-
thason; 1ml Ascorbinsaure; ad 250 ml Dif-
ferentiation Basal Medium Adipogenese

Muskeldifferenzierung

50 ml FBS; 10 ml L-Glutamin (200mM); 0,5
ml GA-1000; 0,5 ml rhEGF; 0,5 ml Dexame-
thason; ad 500 ml SKBM-2

Muskeldifferenzierung (Serumreduktion)

1 ml Horse Serum; 0,5 ml P/S (100x); 0,5
ml L-Glutamin (200mM) ad 50 ml DMEM-
F12
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Osteoblastendifferenzierung

20 ml MCGS; 4 ml L-Glutamin; 2 ml P/S; 2
ml B-Glycerophosphat; 1 ml Dexame-
thason; 1ml Ascorbinsdure ad 250 ml Dif-
ferentiation Basal Medium Osteogenese

Wachstumsmedium-MSCGM (fir Wilms-
Tumorzellen und hMSC-Zellen)

50 ml MCGS; 10 ml L-Glutamin (200mM);
0,5 ml P/S (100x) ad 500 ml MSCBM

Wachstumsmedium-DMEM (HT1080)

50 ml FBS; 5 ml P/S (100x); 5 ml L-Glu-
tamin ad 500 ml DMEM

Wachstumsmedium-DMEM (HEK-293FT)

5 ml L-Glutamin; 5 ml Sodium Pyruvate; 5
ml MEM NEAA; 5 ml P/S; 50 ml FBS, ad
500 ml DMEM

Virales-Medium (Virusproduktion)

5 ml L-Glutamin; 5 ml FBS; 5 ml P/S; ad 50
ml| IMDM

Einfrier-Medium (Kryokonservierung)

15 ml FBS; 5 ml DMSO; jeweiliges Grund-
medium ohne Zuséatze ad 50 ml

2.7

Bakterienkulturen

- . F.- ®80/acZAM15 A(lacZYA-argF) U169
hot M
?encehﬁoloc: ie':)x Efficiency DH5a (Life recA1  endA1 hsdR17(r«, mk+) phoA
g supE44 thi-1 gyrA96 relA1 tonA
. - F- ®80/acZAM15 A(lacZYA-argF) U169
I
Subcloning Efficiency DHSa recA1 endA1 hsdR17(rc, mk) phoA

(Life Technologies)

SupE44 thi-1 gyrA96 relA1 \-

SURE2 Superkompetente Zellen
(Stratagene)

endA1 ginV44 thi-1 gyrA96 relA1 lac recB
recd sbcC umuC::Tn5 uvrC e14-A(mcrCB-
hsdSMR-mrr)171 F'[ proAB: laclqlacZAM15
Tn10 Amy Cmr

Néahrmedium/Lésungen

10 g Bacto Trypton; 5 g Bacto Yeast; 10 g

LB-Medium NaCl ad 11 H;0; autoklavieren
LB-Agar 10 g Bacto Trypton; 5 g Bacto Yeast; 10 g
NaCl; 20 g Agar ad 11 H2O; autoklavieren
| SOC-Medium Life Technologies ]
Ampicillin 50 mg/ml
| Kanamycin 10 mg/ml |
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2.8 GroBenmarker

O’GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder von Fermentas:
20000/10000/7000/5000/4000/3000/2000/1500/1000/700/500/400/300/200/75

2.9 Vektoren und Konstrukte

CMV-HX1-1

WT1-(+/-) Expressionskon-
strukt -

pUC-Vektor (CMV-Promo-
tor) von Paul Baird zur Ver-
flgung gestellt-Australien

M50 Super 8x TOPFlash tAeclzlr;tnTCF/LEF—Bmdestes— Addgene
M51 Super 8x FOPFlash TOPFlash mutant Addgene

| MG15-luc Mutierte p53 Bindestellen ~ Addgene |
pBABE-hygro-hTERT Kodiert Telomerase Addgene

| pPCD/NL-BH Virusherstellung Addgene y

i i ; Inst. fUr Virologie (Prof. Dr.

pCZ-VSG-G Virusherstellung H. Schaal)

| pPENTR4 Gateway—Cloning Invitrogen |
hjpGL3-Basic Negativ Kontrolle Promega

Positiv Kontrolle CMV-Pro-

pGL3-Promotor motor Promega
OGL4.75[NRIuc/CMV] tFr*gl?;”a Firefly interne Kon- - o094

| pipLKN WT1-(-/-)-Konstrukt pIRESpuro Vektor |
plenti-CMV-WT1-(-/-) () Bxpressionskon™ - o) gnii.cMv-Destination

| pMD2.G Hullenglycoprotein (VSV-G) Addgene |

pLNC-CMV-U19del89-
97tsA58

Modifiziertes  temperatur-
sensitives T-Antigen

Parmijit Jat Institute of Neu-
rology London

psPAX2

Verpackungsplasmid
(9ag/pol)

Addgene

TREAuto-V14-WT1-(-/-)

Doxycyclin induzierbareres
WT1-(-/-) Konstrukt

pLenti-X1-Destination
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2.10 Oligonukleotide

Gen Primer- Name Sequenz
CTNNB1 Exon3 bcat-fwd1 5-GCTGATTTGATGGAGTTGGA-3"
(228Bp) bcat-rev 5-GCTACTTGTTCTTGAGTAAA-3"
Ex1-PCR-F 5-GCCGAGGCCAGCGCTGAACGTC-3
WT1Exont (350Bp) —==5erR 5 GAGGGGGTGTCCTAGAGCGGAGA 3
Exon-8 F 5 -GTTCAGTCCTAGTAGGSGA-3'
WT1 Exon8 (204Bp) —=oone R 5 _-CTGCCAGCAATGAGAAGTGA3

GAPDH 5-kurz ~ 5-CACTGGCGTCTTCACCACCATGG-3
GAPDH 3’-kurz ~ 5-GGTTCACACCCATGACGAACATGG-3’
hTERT-F 5-AGAAAAGAGGGCCGAGCGTCTCAC-3

GAPDH (116Bp)

ATERT hTERT-R 5-TGGACGTAGGACTTGCCCCTGAT-'3
Gen Sonde Firma
CTNNBT1 Hs00170025_m1 Applied Biosystems
NKX2-5 Hs00231763_m1 Applied Biosystems
RER1 Hs01086894_m1 Applied Biosystems
WT1 Hs01103754_m1 Applied Biosystems
Primer-Name Sequenz
WT1-Kozak-ATG 5-AACGAATTCACCATGGGCTCCGAC-
GTGCGG-'3
WT1-Stop 5-CAACTTAAGAGTTTCGCGGTCGAC-
CTCAA-'3

Die Oligonukleotide fur die PCR und RT-PCR werden von der Firma MWG Biotech bezo-
gen.



Material

2.11 Antikorper

Die aufgelisteten Antikérper werden flr die Immunfluoreszenz verwendet.

Antikorper Art Wirt Hersteller
Titin (H-300) polyklonal Kaninchen Santa Cruz
WT1 (C19) polyklonal Kaninchen Santa Cruz

Antikorper Hersteller

Anti-Maus IgG Alexa Fluor 488 0.546 Invitrogen
markiert (monoklonal)
Anti-Kaninchen IgG Alexa Fluor 488 0.546 Invitrogen

markiert (polyklonal)
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3. Methoden

3.1 Zellkultur

Unter dem Begriff der Zellkultur versteht man die Kultivierung von tierischen oder pflanzli-
chen Zellen (héhere eukaryotische Lebewesen), die unter kontrollierten Bedingungen au-
Berhalb eines intakten Organismus (in vitro) stattfindet. Dabei wird zwischen der Kultivie-
rung von primaren Zellen (Primé&rkultur) und immortalisierten Zelllinien unterschieden. Bei
der Primarkultur werden die Zellen direkt aus einem Gewebe entnommen und zeigen meist
eine limitierte Teilungsfahigkeit. Dagegen weisen Zelllinien eine stark erhéhte Lebensdauer
(Zellteilungspotential) auf. Durch die Integration von regulatorischen Elementen (z.B. Telo-
merase) werden die Zellen immortalisiert, um somit ihr Teilungspotential aufrecht zu erhal-

ten bzw. zu verlangern.

3.1.1 Kultivieren einer Primarkultur

Die Etablierung einer Zellkultur aus Gewebeproben eines Wilms-Tumors findet unter steri-
len Bedingungen statt und erfordert eine zlgige Verarbeitung des Tumorstiicks. Die Aufar-
beitung der Tumorprobe erfolgt mechanisch.

Anlegen einer primaren Wilms-Tumor-Kultur

e Das Tumormaterial wird unter Zuhilfenahme eines Skalpells (alternativ mit einem
Tissue Chopper) in eine Zellkulturschale, in der 1x PBS vorgelegt wird, in sehr viele
kleine Stlcke geschnitten

e Die Gewebestlickchen werden dreimal mit 1x PBS gewaschen

e Damit sich das zerkleinerte Tumormaterial absetzen kann, wird es in einem gerin-
gen Volumen frischen Mediums aufgenommen und in eine Zellkulturflasche Uber-
fuhrt, die bei 37°C und 5% CO2-Begasung kultiviert wird

e In den ersten Tagen soll vermieden werden, die Kulturflasche zu bewegen

e AnschlieBend wird das Medium alle drei Tage gewechselt

e Bei ausreichender Menge an Tumormaterial wird ein Teil sofort eingefroren (siehe
3.1.4)

Im Rahmen dieser Arbeit werden folgende Zelllinien etabliert: Wilms1, Wilms6é und
Wilms10-T (Tumor) sowie- M (Metastase).
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3.1.2 Auftauen und kultivieren von adhéarenten Zellen

Folgende Zelllinien werden nach Angaben des Herstellers kultiviert: Humane mesen-
chymale Stammzellen (hMSC), humane Muskelmyoblasten (hSMM), humane Fibrosarkom
Zellen (HT1080) und humane embryonale Nierenzellen (HEK-293FT). Die Kultivierung der
Zellen findet in Zellkulturflaschen bei 37°C und 5% CO2-Begasung statt.

Prozess des Auftauens:

e Kryokonservierte Zellen unter Schitteln im Wasserbad (37°C) antauen

e Inhalt vom Kryordéhrchen in ein 15 ml Falcon Uberfihren

e Alle zwei Minuten wird je 1 ml kaltes Kulturmedium tropfenweise hinzugegeben, bis
10 ml erreicht sind

e Zellsuspension bei 1100 rpm und 10°C fur finf Minuten zentrifugieren

e Resuspendierung des Zellpellets im entsprechenden Mediumvolumen

e Bestimmung der Zellzahl durch die Neubauer-Zahlkammer

o Kultivierung erfolgt entsprechend der Zelllinien-spezifischen Dichte in Zellkulturfla-

schen.
Zelllinie Zelldichte pro cm?
WT 5x 10°
hMSC 5x 10°
hSMM 3.5x 103
2 3 4 Tab. 3.1: Verwendete Zelllinien und ihre op-
A2 =t timale Zelldichte zur Subkultivierung

Subkultivierung (Passagieren) der Zellen

In der Regel gilt, dass bei adhdrent wachsenden Zellen alle drei bis vier Tage das Kultur-
medium gewechselt wird. Liegt ein Farbumschlag von lila/rosa zu gelb des Wachstumsme-
diums vor, befinden sich die Zellen in einem sauren Milieu, was auf eine hohe Stoffwech-
selaktivitat hindeutet und das Medium daraufhin zeitnah gewechselt werden sollte. Auch
die geringe Halbwertzeit von Antibiotika sowie die toxischen Stoffwechselprodukte sind In-
dikatoren far einen regelmaBigen Mediumwechsel. Durch die visuelle Kontrolle der Kon-
fluenz und Vitalitat der Zellen wird der Zeitpunkt bestimmt, wann die Zellen passagiert wer-
den mussen. Jede Zelllinie wird entsprechend ihrer optimalen Zelldichte (Tabelle 3.1) aus-
gesat. Die HT1080-Zelllinie stammt von einem gering differenzierten Fibrosarkom eines 35-
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jahrigen Kaukasiers ab (Rasheed, S. et al. 1974) und wird in einem Verhaltnis von 1:4 bis
1:8 gesplittet.

e Abnahme des Mediums und Zellen 3x mit 1x Trypsin/Versene (37°C) waschen

e AnschlieBend Zellen solange mit 1x Trypsin/Versene inkubieren, bis sich der Zellra-
sen l6st, mechanisches Klopfen beschleunigt den Vorgang

e Zur Trypsin-Inaktivierung wird frisches Medium auf die trypsinierten Zellen gegeben,
in der Zellkulturflasche resuspendiert und in ein Falcon-Réhrchen tberfihrt

e Mit der Neubauer-Zahlkammer erfolgt die Zellzahlbestimmung

e Zellsuspension wird bei 1100 rpm fur 5 Minuten zentrifugiert

o Uberstand wird verworfen

e Das Zellpellet wird in der entsprechenden Menge Medium resuspendiert und je nach

GréBe der Zellkulturflasche in der dazu passenden Zelldichte ausgesét (Tab. 3.2)

T12,5 1,25x 10° 2-3
T25 2,5x 10° Dl
T75 7,5x 10° 10-13

Tab. 3.2: Zusammenhang zwischen GroBe einer Zellkulturflasche, der Zellzahl und benétigten Volumen.

3.1.3 Bestimmung der Zellzahl (Hamozytometer)

Ein wichtiger Aspekt bei der Kultivierung von Zellen ist es, fur jede Zelllinie eine optimale
Zellzahl auszusaen. Um dies zu ermdglichen, wird die Zellzahl mittels einer Neubauer-Zahl-
kammer (Hamozytometer) bestimmt. Diese setzt sich aus neun gleich groBen Quadraten
zusammen. Die Flache jedes Quadrats betragt 0,04 mm2. Bei einer Tiefe von 0,1 mm be-
tragt das Volumen 0,004 pl. Beim Auszé&hlen der Zellen werden jeweils nur die vier auBeren
Quadrate bertcksichtigt (Abb. 3.1; rote Pfeile).

i
||| o

Abb. 3.1: Hamozytometer. Ein Quadrat ist vergréBert dargestellt. Die roten Pfeile markieren die Flache, die
bei der Z&hlung beachtet werden missen.
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Die exakte Gesamtzellzahl wird folgendermafen ermittelt:

e Summe ) der vier Quadrate/4= Mittelwert der Zellzahl
e Mittelwert der Zellzahl x 10%= Zellen/ml

e Zellen/ml x Volumen der Zellsuspension = Gesamtzellzahl

3.1.4 Kryokonservierung von Zellen

Die Vorbereitung fir das Einfrieren von Zellen erfordert zuvor das Trypsinieren einer kon-
fluenten Zellkulturflasche (siehe 3.1.2) sowie die Bestimmung der Gesamtzellzahl (siehe
3.1.3). Nach der Quantifizierung der Zellzahl werden die Zellen fir 5 min. bei 1100 rpm
zentrifugiert, um anschlieBend 5x 10° bis 1,5x 106 Zellen in 1,8 ml zellspezifischen Einfrier-
medium (siehe 2.6.3) pro Kryoréhrchen bei -80°C einzufrieren. Die R6hrchen werden dabei
in speziellen Behéltern gelagert (Freezing Container), die mit Isopropanol gefillt sind.
Dadurch wird eine langsame und gleichmaBige AbkUhlung der Proben gewéhrleistet. Sind
die Proben fir eine langere Lagerung vorgesehen, werden diese zeitnah spéatestens 1 bis
2 Wochen nach dem Einfrieren in flissigem Stickstoff bei ca. -194°C aufbewahrt.

3.2  Virusherstellung

Fir einen effizienten Transfer von genetischem Material in Zellen einer Zellkultur (in vitro)
oder in Zellverbanden eines vitalen Systems (in vivo) werden modifizierte virale Vektoren
verwendet. Mit Hilfe dieser Vektoren ist es das Ziel, zunachst infektiése Viruspartikel her-
zustellen, die gezielt stabil DNA-Sequenzen in das Erbgut einer Zelle einbauen. Dieser Vor-
gang wird als Transduktion bezeichnet. Dabei unterscheidet man zwischen kodierenden
Sequenzen, die das gewiinschte Gen von Interesse exprimieren oder einer so genannten
shRNA (short hairpin RNA), die gegen ein bestimmtes Gen gerichtet ist, um dessen Ex-
pression auf ein Minimum zu reduzieren. Dabei wird ein natlrlicher Prozess von eukaryoti-
schen Zellen ausgenutzt, die sogenannte RNA Interferenz (RNAI), die zur “Stilllegung® von
Genen fihrt (Gen-Knock-Down) (Silva und Schnierle 2010).

3.2.1 Transfektion von HEK-293FT-Zellen
Far die Herstellung viraler Partikel wird die Zelllinie HEK-293FT verwendet. Diese stammt
ursprunglich von der HEK-293-Zelllinie ab, die aus einer priméren embryonalen humanen

Niere etabliert wurde. Zu dem Adenovirus Gen E1A enthalt diese Zelllinie zusatzlich das
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groBBe SV40 T-Antigen. Das E1A-Gen sorgt fiir eine optimierte Virusproduktion in den HEK-
293FT-Zellen (Naldini et al., 1996; Graham et al., 1977). Zusatzlich wird das Neomycin
Resistenzgen stabil exprimiert und ermdglicht eine dauerhafte selektive Kultivierung der
gewUlnschten HEK-293FT-Zellen (Invitrogen).

Basierend auf einem Drei-Plasmid-System werden in dieser Arbeit infektiése Viren produ-
ziert (Soneoka et al., 1995). Dabei kodiert ein Plasmid fir die elementaren regulatorischen
Faktoren, die fur das Verpacken der Viren benétigt werden. Das zweite Plasmid enthalt die
kodierende Sequenz fur das Hullenglykoprotein VSV-G, welches zur Erkennung von Ober-
flachenrezeptoren von Wirtzellen dient. Das dritte Plasmid fungiert als Transfervektor fur
die Zielgene und enthélt neben den 5’und 3'LTRs, die das Zielgen flankieren, zusatzlich
das Verpackungssignal psi (V).

Die Herstellung der viralen Partikel wird wie folgt durchgefiihrt:

Tag 1: Pro 10 cm Zellkulturschale 3x 108 HEK-293FT-Zellen in 10 ml Medium aussaen und
24 h bei 37°C und 5% CO: inkubieren

Tag 2: Transfektion der HEK-293FT Zellen mit PEI

Verwendete Plasmidvektoren:

e Wahrend der Transfektion sollten die Zellen eine Konfluenz zwischen 50 bis 70%

aufzeigen.
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Transfektionsansatz pro 10 cm Schale:

Tag 4: Ernte von extrazelluldren Viruspartikeln aus dem Uberstand der HEK-293FT Zell-
kultur

Bei mehr als einer 10 cm Schale pro Virusansatz wird der Uberstand aller Platten in einem
Falcon-Gefal gesammelt und gemischt, um bei der anschlieBenden Virus-Titerbestimmung
(siehe 3.2.2) eine Aussage Uber die tatsachliche Infektiositat der Viren zu treffen.

e 48 h nach der Transfektion wird das Medium (enthalt Viruspartikel) tber eine Ein-
weg-Spritze aufgezogen

e Daraufhin wird der virale Uberstand durch einen 0,45 um Steril-Filter in 2 ml Kryo-
réhrchen Gberfuhrt

e Zurlangeren Aufbewahrung wird der Virusstock im flissigen Stickstoff schockgefro-
ren und gelagert

e Vor der Titerbestimmung den Virus-Stock UN einfrieren.
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3.2.2 Titerbestimmung aus lentiviralen Uberstand

Die Einheit an infektidsen Partikeln, die in einem definierten Volumen gemessen wird, wird
als Virustiter bezeichnet. Um die Konzentration an infektiésen viralen Partikeln im zuvor
gewonnenen Uberstand (siehe 3.2.1) zu bestimmen, wird die humane Fibrosarkomazelllinie
HT-1080 verwendet. Dabei werden die Zellen mit der Virus-Lésung inkubiert, um anschlie-
Bend den biologischen Virustiter zu ermitteln, der die Konzentration an infektiésen Virus-
partikeln angibt.

FUr die Virustiterbestimmung sind folgende Arbeitsschritte notwendig:

Taqg 1: Ausplattieren der HT-1080 Zellen

Tag 2: Herstellung der viralen Verdinnungsreihe und Transduktion der Zellen

Verdiinnungsreihe (Titration)

Bei der Herstellung der Verdiinnungsreihe missen folgenden Punkte beachtet werden:

e DMEM enthélt 10% FCS und ist mit 5 ug/ml Polybrene versetzt

e Pro Ansatz werden 1080 ul Medium in ein Eppendorfgefal3 vorgelegt
e Zugabe von 120 ul Virusiiberstand und vortexen

e Spitze wechseln!
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Taqg 3:

In das nachste Eppendorfgefal3 werden 120 ul der zuvor hergestellten Verdinnung
hinzugegeben und erneut gevortext

Die letzten beiden Arbeitsschritte werden solange wiederholt, bis die gewilnschte
Endverdinnung erreicht ist

Abnahme vom alten Medium

Zugabe der jeweiligen Virusverdinnung (1 ml)

Infizierte Zellen werden UN bei 37°C und 5% CO2 im Brutschrank inkubiert

Mediumwechsel bei HT-1080 Zellen

Taqg 4:

Virusverdinnung von Zellen entfernen
Zugabe vom frischen Medium (2 ml)
Platte fir 24 h bei 37°C und 5% CO:im Brutschrank inkubieren

Beginn der Selektion

Durch Zugabe des entsprechenden Antibiotikums wird auf erfolgreich transduzierte
Zellen selektioniert

Alle 48 h wird das Medium mit entsprechendem Selektionsmarker Uber einen Zeit-
raum von 10 bis 12 Tage gewechselt

Zur Ermittlung der Viruseffizienz werden die Zellen bzw. die entstandenen Kolonien
mit 500 pl Methylenblau/Methanol fixiert und angefarbt, um diese anschlieBend zu

quantifizieren

Der Titer wird in transduzierenden Einheiten pro ml angegeben (TE/ml). Bei der Berech-

nung geht man von einer gleichméaBiigen Zellverteilung zwischen transduzierten und nicht

transduzierten Zellen aus. Unter dieser Voraussetzung lasst sich mit der mathematischen

Formel (Anzahl der Kolonie/Verdiinnung) die transduzierenden Einheiten pro ml Uberstand

zum Zeitpunkt der Transduktion berechnen.

Anzahl der Kolonie
Verdiinnung

TE proml =
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Geneticin G418 500 pg/ml
Hygromycin B 100 pg/ml
Puromycin 2 pg/ml

Tab. 3.3: Antibiotika Resistenz bei HT-1080

3.2.3 Virusherstellung mittels Producer Zelllinie

Neben dem bestehenden drei Vektor-System (siehe 3.2.1) zur Herstellung von viralen Par-
tikeln wird in dieser Arbeit auch eine sogenannte Producer Zelllinie verwendet. Diese Zell-
linie enthélt alle notwendigen kodierenden viralen Sequenzen, die fir das Verpacken, das
Erkennen und Eindringen in eine Zelle sowie die Integration eines Gens von Interesse in
das Wirtsgenom verantwortlich sind. Alle Elemente liegen dabei stabil im Zellgenom vor
und produzieren kontinuierlich infektids virale Partikel.

Fur die Herstellung dieser infektidsen Partikel wird die TEFLAY/ts 4-13 Zelllinie, die von
Parmijit S. Jat zur Verfiigung gestellt wurde, verwendet. Diese Zelllinie produziert fortlaufend
Viren, die das SV40 large T-Antigen kodieren (siehe 3.3).

Handhabung der TEFLAY/ts 4-13 Zelllinie

e Kultivierung der Zellen erfolgt im Selektionsmedium (G418 500 ug/ml)

e Wenn die Zellen in einer T75-Zellkulturflasche eine Konfluenz zwischen 80 und 90%
erreicht haben, wird das alte Medium gegen 10 ml IMDM-Medium ohne Antibiotika
gewechselt (siehe 2.6.3)

e Nach 12 h wird der virale Uberstand geerntet und durch einen 0,45 um sterilen Filter
geflhrt

e Der filtrierte Virus wird sofort verwendet oder bei -194°C in 1,8 ml Aliquots gelagert

e Bestimmung des Virustiters (siehe 3.2.2)

Die Virusernte kann mehrfach aufeinanderfolgend wiederholt werden. Es muss darauf ge-
achtet werden, dass die Zellen bei der Virusernte nicht zu dicht sind. Um das zu vermeiden,
mussen die Zellen dementsprechend neu ausgesat werden, damit beim erneuten Medium-
wechsel die Konfluenz 80 bis 90% betragt. Zu beachten ist hier, dass der so hergestellte
Virus einen deutlich héheren Titer aufweist, als die Virusproduktion Uber das zuvor er-
wahnte drei Vektor-System (siehe 3.2.1).
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3.3 Immortalisierung von Wilms-Tumor-Zelllinien

In dieser Arbeit werden die Wilms-Tumor-Zelllinien Wilms1, Wilms6 und Wilms10-T immor-
talisiert. Es werden die Gene fur die humane Telomerase (hTERT) und das grof3e T-Antigen
vom Simian-Virus 40 (SV40) stabil in das Genom der Wilms-Tumor-Zellen eingebaut. Die
meisten Zellen haben eine begrenzte Lebensspanne und damit eine limitierte Anzahl an
Zellteilungen, bevor sie in die Seneszenz eintreten (Hayflick, 1976). Um diesem vorpro-
grammierten biologischen Mechanismus entgegen zu wirken, wird durch das Einschleusen
der Gensequenzen fir hTERT und SV40 T-Antigen die Zellteilungsrate deutlich erhéht
(Meyerson, 2000), indem der Apoptose-Mechanismus inhibiert wird (Ahuja et al., 2005).
Das fir die Immortalisierung verwendete SV40 groB3e T-Antigen wurde von Parmiit S. Jat
zur Verflgung gestellt und beinhaltet drei grundlegende Veranderungen (siehe 4.4). Die

Immortalisierung der Wilms-Tumor-Zellen erfolgt nach folgendem Protokoll:

e In eine 12,5 Zellkulturflasche werden 1,2 x 10° Zellen ausgesat und UN bei 37°C
und 5 % CO: kultiviert

e Nach 24 h erfolgt die Transduktion der Zellen mit jeweils 1 ml Virus fir das triple
mutante groBe T-Antigen und die humane Telomerase (hTERT). Pro ml Virus wird
jeweils 1ul Polybrene (5 mg/ml) hinzugegeben und bei 37°C und 5 % CO:inkubiert

e Nach 24 h wird der virale Uberstand von den Zellen entfernt, gegen 2 ml MSCGM
gewechselt und fir weitere 48 h bei 37°C und 5 % CO: kultiviert

e Die Zellen werden bei 33°C kultiviert und es beginnt die Selektion auf G-418 (200
pg/ml) fir das SV40 T-Antigen

e FUr die Vereinzelung der Zellen werden diese 48 h nach Selektionsbeginn auf 10
cm Zellkulturschalen umgesetzt und dabei einmal 1000 und 10000 Zellen je Zellkul-
turschale ausgesat. Die Selektion wird weiterhin mit G-418 fortgefuhrt

e Nach sieben bis neun Tagen wird zum MSCG-Medium Hygromycin (20 ug/ml) als
Selektionsmarker fir hTERT hinzugegeben

e Im Abstand von sieben Tagen wird zwischen den Selektionsmarkern (G-418 und
Hygromycin) gewechselt und die Kultivierung der Zellen findet weiterhin bei 33°C
und 5% CO: statt

e Sobald die zuvor vereinzelten Zellen deutlich sichtbare Kolonien ausbilden, werden
diese mittels Klonierungszylinder isoliert und auf 35 mm Platten umgesetzt

e Bis die Zellen umgesetzt werden kénnen, wird das Selektionsmedium im Wechsel
(G-418 und Hygromycin) alle 2 bis 3 Tage gewechselt

e Bei Erreichen einer Konfluenz von ca. 95% werden die Zellen auf 12,5 Zellkulturfla-

sche umgesetzt
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e Erreichen die Klone in den 12,5 Zellkulturflaschen eine Konfluenz von ca. 95%, wer-
den diese wie in 3.2.1 beschrieben weiter kultiviert oder/und eingefroren (siehe
3.1.4)

Wahrend der normalen Kultivierung der Klone werden diese bei 33°C und 5% CO: inkubiert.
Versuche mit diesen Zellen werden bei 37°C durchgefiihrt. Dabei werden die Zellen min-
destens 24 h vor jedem Versuch bei 37°C kultiviert, um das temperatursensitive SV40 T-

Antigen zu inaktivieren und somit seinen Einfluss auf die Zellen auszuschalten.

3.4 Zelldifferenzierungsversuche

In dieser Arbeit werden die Differenzierungsversuche an den immortalisierten Klonen 30
und 31 der Wilms1-Zelllinie und an Klon 10 der Wilms6-Zelllinie durchgefthrt. Um die Klone
zu charakterisieren bzw. sie mit den Differenzierungseigenschaften ihrer primaren Zellen
zu vergleichen, wird ihr Differenzierungspotenzial zu Fett- Knochen- und Muskelzellen un-
tersucht und verglichen. Als Positivkontrolle fir die Fett- und Knochendifferenzierung die-
nen die hMSC-Zellen. Fir die Muskeldifferenzierung werden die hSMM-Zellen als Positiv-
kontrolle herangezogen.

3.4.1 Adipozytendifferenzierung
Die Differenzierung wird nach dem Protokoll der Firma Lonza Adipogenic assay procedure
durchgefuhrt. Der Versuch wird in 12,5 Zellkulturflaschen angesetzt.

e Es werden 2,1 x 10*cm? Zellen ausgesat und im MSCG-Medium bei 37°C und 5%
CO: kultiviert

e Der Mediumwechsel erfolgt alle zwei bis drei Tage, bis die Zellen 100% Konfluenz
erreicht haben

e Die Induktion der Differenzierung beinhaltet drei Zyklen, in denen die Zellen zu-
néchst fur drei Tage im Induktionsmedium kultiviert werden, gefolgt von zwei bis drei
Tagen Kultivierung im Maintenance- Medium (siehe 2.6.3)

e Die Kontrollzellen werden wahrend des gesamten Versuchs im Maintenance- Me-
dium gezilchtet

e Nach Abschluss der drei Zyklen werden die Zellen fur sieben Tage im Maintenance-
Medium inkubiert
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Der Adipozyten-Nachweis erfolgt Gber die Oil Red O-Farbung nach dem Protokoll der Firma

Lonza

Oil Red O-Farbung: Nach Abnahme des Mediums werden die Zellen behutsam mit 2 ml

PBS gewaschen, um anschlieBend mit 2 ml 10%igem Formalin fir 30 Minuten bei Raum-
temperatur (RT) fixiert zu werden. Die Zellen werden nach der Fixierung mit H.O gewa-
schen und mit 60%-igem Isopropanol fir zwei bis finf Minuten bei RT inkubiert. Daraufhin
wird das Isopropanol abgenommen und es folgt die eigentliche Farbung der Zellen mit der
Oil Red O Arbeitslésung (siehe 2.5.1) far funf Minuten bei RT. AbschlieBend werden die
Zellen mehrmals mit H2O gewaschen. Alle Zellen, die sich zu Adipozyten differenzieren,
enthalten im Zellinneren rot gefarbte Fettvakuolen, die unter dem Mikroskop visuell erfasst

werden kénnen.

3.4.2 Osteoblastendifferenzierung
Die Differenzierung wird nach dem Protokoll der Firma Lonza Osteogenic assay procedure
durchgefuhrt. Der Versuch wird in 12,5 Zellkulturflaschen angesetzt.

e FUr die Differenzierung werden die Zellen bei einer Dichte von 3,1 x 10%cm? im
MSCGM ausgesat und bei 37°C und 5 % CO: kultiviert

e Nach 24 h wird die Osteogenese durch Zugabe von 2 ml Osteoblasten-Induktions-
medium gestartet (siehe 2.6.3)

e Innerhalb der n&chsten drei Wochen wird das Induktionsmedium alle 2 bis 3 Tage
gewechselt

e Die Kontrollzellen werden Uber den gesamten Zeitraum im MSCGM geziichtet

Der Nachweis der Osteoblasten-Differenzierung erfolgt Uber die Messung der Calcium-
Konzentration in der Zellsuspension. Ein weiterer Nachweis erfolgt Uber die Alzarinrot-Far-
bung. Zellen, die die Osteogenese durchlaufen, verandern durch Calciumablagerungen ihre

Zellmorphologie, die mikroskopisch zu erfassen ist.

Calcium Messung:

e Abnahme des Mediums und die Zellen zweimal mit PBS waschen

e Zugabe von 500 ul einer 0,5 M HCL-L&sung zu den Zellen und mittels Zellscharber
von Boden Iésen

e Zellsuspension in ein 1,5 ml ReaktionsgefaB tberfiihren und bei 4° C UN rotieren

lassen
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e Die Zellsuspension wird bei 7000 rpm und RT fiir 2 min zentrifugiert

e Der Uberstand wird in ein neues ReaktionsgefaR tberfiihrt

Die Calcium-Messung wird nach dem StanbioTotal Calcium LiquiColor Protokoll der Firma
Stabio durchgefihrt. Vor der Messung werden die beiden Lésungen Color und Base in ei-
nem Verhaltnis von 1:1 (Working-Reagent) gemischt und fir 15 Minuten bei RT inkubiert.
AnschlieBend wird die Calcium-Konzentration mittels Spektralphotometer bei einer OD von
550 nm bestimmt.

Messabfolge:

e Blank: 1 ml Working-Reagent
e Standard: 1 ml Working- Reagent + 10 pl Standard
e Probe: 1 ml working Reagent + 10 ul Probe

Zur Berechnung der Calcium Konzentration wird folgende Formel verwendet:

. mg ODpyrope
Calcium (—)=——x 10
( dL ) ODStandard

Alizarinrot-Farbung:

Durch die Farbung der Zellen mit Alizarinrot 1&sst sich ebenfalls die Differenzierung von
Osteoblasten nachweisen. Dabei wird das Prinzip der Calciumphosphat-Ablagerung in den
Proteinen der extrazellularen Matrix ausgenutzt. Diese kénnen mit Alizarinrot visualisiert
werden. Dazu wird eine 40 mM Alizarin-Rot-S (Sigma) Arbeitslésung unter standigem Ruih-
ren bei 50°C hergestellt und anschlieBend steril filtriert. Der weitere Ablauf sieht wie folgt

aus:

e Abnahme des Mediums und mit 1x PBS waschen

e Fixierung der Zellen mit eiskaltem (-20 °C) 70%-igem EtOH flr 1 h

e Nach Fixierung werden die Zellen mit 1x PBS gewaschen

o Zellfarbung erfolgt durch Zugabe von 2 ml Alizarirot-Lésung far 10 min

e Zellen werden mehrmals mit 1x PBS gewaschen, bis keine Farbung der Lésung
mehr stattfindet

e Zellen kdnnen mit PBS bei 4°C gelagert oder sofort lichtmikroskopisch dokumentiert

werden
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3.4.3 Muskeldifferenzierung

Die Differenzierung wird nach dem Protokoll der Firma Lonza, SkeletalMuscle Myoblast Cell
Differentiation to Form Myotubes, durchgefihrt. Der Versuch wird auf Objekttragern
(Chamber Slides) angesetzt. Fir die Induktion der Muskeldifferenzierung werden die Zellen

im Serum reduzierten Medium kultiviert (2% Pferdeserum).

e Zellen werden bis zu einer Konfluenz von 60% kultiviert

e HSMM-Zellen werden vor der Induktion im SkGM™-2 Medium kultiviert

e Die immortalisierten Zellklone werden vor der Induktion im MSCG-Medium gehalten

e Induktion erfolgt Gber die Zugabe von DMEM-F12 Medium, welches nur 2% Pfer-
deserum enthalt

e Kontrollzellen werden Uber den gesamten Zeitraum ohne Differenzierungsmedium
kultiviert

e Die Ausbildung von multinukledren Myotuben ist nach 3 bis 5 Tagen sichtbar

Uber die Immunfluoreszenz gegen den Antikdrper Titin wird der Nachweis zur Muskeldiffe-
renzierung erbracht (siehe 3.7).

3.5 Transfektion

Die Transfektion ist ein Vorgang, bei dem Plasmid-DNA in eine eukaryotische Zelle einge-
schleust wird. Dabei unterscheidet man die transiente Transfektion, bei der die Plasmid-
DNA nur Uber einen kurzen Zeitraum in der Zelle verbleibt. Denn durch Zellteilung und
Zellabbau geht diese verloren. Bei der stabilen Transfektion wird durch die Linearisierung
die Plasmid-DNA in einem Verhaltnis von 1:10000 stabil in das Wirtsgenom einer Zelle ein-
gebaut. Dies flhrt dazu, dass bei jeder Zellteilung diese an die Tochterzelle weiter gegeben
wird und dadurch auch vor Degeneration geschiitzt ist.

Im Zuge dieser Arbeit wurden ausschlieBlich transiente Transfektionen an den Wilms1 Zel-
len sowie deren immortalisierten Zellklonen 30 und 31 sowie Wilms6 und Wilms10-T Zellen
durchgefuhrt. Die fur Transfektionen verwendeten Vektoren sind unter 2.9 aufgefthrt. Das
optimale Verhaltnis zwischen Plasmid-DNA und Transfektionsreagenz wurde zuvor ermit-

telt und betragt 1 zu 2.
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Transiente Transfektion mit jetPrime (6-Well-Platten):

e 24 h vor der Transfektion werden 2x 10° Zellen im Wachstumsmedium ausgesat,
sodass die Zellen zum Zeitpunkt der Transfektion 60-80% konfluent sind

e Pro Wellwerden 2 pg Plasmid- DNA in 200 ul jetPrime™—-Puffer verdiinnt

e Den Mix vortexen und kurz zentrifugieren

e Zugabe von 4yl jetPrime™ Reagenz, anschlieBend 10 sec. vortexen und kurz zent-
rifugieren

e Inkubation fur 10 min bei RT

e Der gesamte Transfektionsansatz (204pl) wird tropfenweise zum Medium der Zellen
hinzugegeben

e Kurzes Schwenken der 6-Well Platte

e Nach 4 h wird das Transfektionsmedium gegen 2ml Wachstumsmedium gewech-

selt.

Je nachdem welcher Versuchshintergrund einer Transfektion zu Grunde liegt, werden die
Zellen 24 oder 48 h nach der Transfektion entsprechend verarbeitet.

e Passive Lyse der Zellen flr Luciferase- Assay (siehe 3.6)

¢ RNA Isolierung fir gRT-PCR und darauffolgender Microarray (siehe 3.9.1)

3.6 Luciferase-Reporter-Assay

Zur Analyse einer Promotoraktivitat bzw. Faktoren, die diesen regulieren, wird der Luci-
ferase-Assay verwendet. Dabei wird hinter dem zu untersuchenden Promotor das Luci-
ferase-Gen kloniert. Durch die anschlieBende Messung in einem Luminometer wird die Ak-
tivitat des Zielgens quantifiziert. Die Kombination aus dem zu untersuchenden Promotor vor
dem Luciferasegen (firefly-Luciferase) wird auch als Reportergen bezeichnet. Die Konstel-
lation aus bekannten Promotoren vor dem Luciferasegen, wie CMV (cytomegalovirus), TK
(thymidine kinase) oder SV40 (Simian virus 40) (Renilla-Luciferase) wird als Kontrollrepor-
ter eingesetzt. Bedingt dadurch, dass die beiden Plasmide fiir unterschiedlich gro3e Luci-
ferase Proteine kodieren, die unterschiedliche Substrate umsetzen, ist der simultane Ein-
satz méglich. Die rekombinante firefly-Luciferase wandelt in Anwesenheit von ATP, Mg?*
und Oz das Substrat Luciferin in Oxyluciferin um. Dabei entsteht neben AMP, PP; und CO>
auch ein Photon einer bestimmten Intensitat, welches gemessen werden kann. Die gemes-

sene Lichtintensitat ist proportional zur vorher hergestellten Menge an Luciferase und somit
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auch ein MaB fur Promotoraktivitat. Hingegen setzt die Renilla-Luciferase das Substrat Co-
elenterazine in Anwesenheit von O, zu Coelenteramide um. Hierbei entsteht neben CO-

auch Licht. Die Luciferaseaktivitat wird in RLU (relative light units) angegeben.

Im Rahmen dieser Arbeit werden mit Hilfe des Luciferase-Assays die Zelllinie Wilms1 und
dessen immortalisierter Klon 31 auf die Aktivitat des Wnt-Signalwegs untersucht. Die Auf-
arbeitung der Proben sowie die anschlieBende Messung erfolgte nach dem Protokoll der

Firma Promega (Dual-Luciferase”™ Reporter Assay System).

e Zellen werden 24 h vor der Transfektion in 6- Well-Platten ausgesét (siehe 3.5)

e 24 h nach Transfektion wird das Medium abgenommen und die Zellen mit 1 ml PBS
gewaschen

e Zugabe von 150 pl 1x Passive Lysis Puffer pro Wellund far 15 min bei RT schutteln

e Das Lysat wird bei -20 °C eingefroren oder sofort fir die Messung verwendet

e Je Messung werden 50 pl Luciferase-Assay-Reagenz Il (LAR Il) in ein Luminome-
terréhrchen vorgelegt, anschlieBend werden 10 pl Zelllysat hinzugegeben und bei
560 nm gemessen (Reportergen Messung/Firefly-Luciferase)

e Nach der Messung Zugabe von 50 ul 1 x Stop & Glo Reagenz und anschlieBende
Messung (Kontrollreporter Messung/Renilla-Luciferase)

Fir die Messung des Wnt-Signalwegs wird der M50 Super 8x TOP-Flash-Vektor, der sieben
TCF/LEF Bindungsstellen aufweist, verwendet. Als negative Kontrolle fir diesen Signalweg
wird der M51 Super 8x FOP-Flash-Vektor transfiziert. Bei diesem Vektor liegen die
TCF/LEF Bindungsstellen mutiert vor. Als weitere interne Kontrollen sind die pGL3-Basic
und der pGL3- Promotor Vektoren eingesetzt worden. Um die Transfektionseffizienz zu er-
mitteln, wird bei jedem Transfektionsansatz 50 ng des pGL4.75 Vektors, bei dem die
Renilla-Luciferase unter der Kontrolle eines CMV-Promotors steht, mit transfiziert. Die Be-
rechnung der spezifischen Aktivitat der Firefly-Luciferase wird wie folgt berechnet:

Aktlv’,tatp lv—Luci
Relative Luciferase Aktivitat = i

AktivitétRenilla—Luciferase
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3.7 Immunfluoreszenz

Fur die Immunfluoreszenz werden zuvor 1 x 10* Zellen auf spezielle Objekttrager (Chamber
Slides) ausgesat. Je nach Versuchsanordnung erfolgt 24 h spater eine Transfektion (siehe
3.5) mit Expressionsvektoren oder eine Differenzierungsinduktion der Zellen (siehe 3.4.).
Nach Abschluss der Versuchsdurchfihrung wird das Medium abgenommen, die Zellen mit
PBS gewaschen und das restliche Medium entfernt. Die Fixierung erfolgt mit 4%-igem For-
maldehyd fur 15 min bei RT. AnschlieBend werden die Zellen erneut mit PBS gewaschen.
Die fixierten Zellen kénnen im PBS bei 4°C gelagert werden.

Abfolge der Immunfluoreszenz-Farbung:

e FUr die Detektion von Kernproteinen muss die Kernmembran zuvor permeabilisiert
werden, durch 10 min bei RT in 0,3 % Triton X- 100 in PBS

e Zellen einmal mit PBS waschen

e Blockierung der unspezifischen Bindungsstellen durch Inkubation in 4% FCS, 0,1%
Tween20 in PBS flr 30 min bei RT

e Einmal mit PBS waschen

e Verdinnung des Primarantikérpers (siehe Tabelle 3.4) in Blockierungslésung und
Inkubation fir 1 h bei RT

e 3x mit PBS waschen

e Inkubation mit dem jeweiligen Sekundarantikérper in Blockierungslésung (Tabelle
3.4) fir 1 h bei RT und im Dunkeln

e 3x mit PBS waschen

e Kernféarbung mit DAPI (1ug/ml) fir 10 min bei RT im Dunkeln

e Mit Antifade-Einbettmedium eindeckeln

e Lagerung bei 4°C im Dunkeln

WT1 (C-19) monoklonal

Titin (H-300) polyklonal

anti-Maus 1gG Alexa-Fluor 488 griin 1:400

anti-Kaninchen 1gG Alexa-Fluor 488 griin 1:400

Tab. 3.4: Primar- und Sekundarantikérper. Verdliinnungen fir die Immunfluoreszenz
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3.8 DNA

3.8.1 DNA-Isolierung mittels QlAamp DNA Mini Kit von Qiagen

Die Verwendung dieses Kits ermdglicht es, aus Geweben und Zellen die genomische DNA
zu isolieren. Die Isolierung wird strikt nach den Angaben des Herstellers durchgeftihrt und
in folgende Arbeitsschritte unterteilt:

o Zell-Lyse

e Protease- und RNAse-Verdau

e Bindung der DNA an die Silika-Membran

e Entfernung von nicht DNA-Komponenten durch Wachschritte

e Einsatz von Niedrigsalzpuffer zur Elution der DNA

Die selektive Bindung der DNA an die Silika-Membran wird durch die Verwendung von de-
finierten pH-Werten und Salzkonzentrationen ermdglicht. Die anschlieBenden Wasch-
schritte entfernen die nicht gebundenen Komponenten.

3.8.2 DNA-Féllung
Eine géngige Methode zur Konzentration oder Reinigung der DNA ist die Fallung dieser mit
Alkohol. Durch eine hohe Salzkonzentration und Ethanol wird die DNA prazipitiert.

e Vorhandene DNA in ul

e Zugabe von 1/10 Volumen 3 M NaAC

e Zugabe von 3 Volumen 100 %-igem Ethanol

e Gut mischen und 10 min auf Eis stellen, bei geringer Menge fiir 2 h bei -20°C inku-
bieren

e AnschlieBend 10 min bei 12000 rpm zentrifugieren

o Uberstand verwerfen und 300 ul 70%-iges Ethanol hinzugeben

e Bei 12000 rpm fur 3 min zentrifugieren

o Uberstand verwerfen und das Pellet bei RT trocknen

e Pelletin einem entsprechenden Volumen aufnehmen
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3.8.3 Plasmidisolierung mittels Miniprep Kit (Thermo Scientific)

Durch animpfen von Bakterienkulturen werden zunachst Plasmide vervielfaltigt. Hierzu wer-
den 5 ml LB-Medium mit einer Bakterienkolonie von einer Agarplatte versetzt und bei 225
rom und 37°C fUr ca. 6 bis 8 h im Schuttler mit entsprechendem Selektionsantibiotikum
inkubiert. Daraufhin wird die Bakterienkultur bei 4000 rpm fir 5 min zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Die anschlieBende Plasmidpréparation erfolgt strikt nach Angaben

des Herstellers.

Aufarbeitung:

e Das Zellpellet wird in 250 pl Resuspensionspuffer aufgenommen und in ein neues
1,5 ml Reaktionsgefal3 tUberfuhrt

e Zugabe von 250 pl Lysepuffer und 4 bis 6x invertieren

¢ Neutralisation durch Zugabe von 350 ul Neutralisationspuffer und erneutes invertie-
ren

e Zentrifugation fir 5 min bei 12000 rpm

o Uberstand auf die GeneJet™-Saule geben und fiir 1 min bei 12000 rpm zentrifugie-
ren

e Zugabe von 500 ul Waschpuffer und 1 min bei 12000 rpm zentrifugieren, der Durch-
fluss wird verworfen, der Waschschritt wird wiederholt und der Durchfluss erneut
verworfen

e Zum Entfernen der restlichen Waschlésung wird erneut fir 1 min bei 12000 rpm
zentrifugiert

e Saule wird in ein 1,5 ml Reaktionsgefal3 Gberfihrt und 50 pl Elutionspuffer hinzuge-
geben

e 2 min bei RT inkubieren und 2 min bei 12000 rpm zentrifugieren

e Eluat wird bei -20°C gelagert.

3.8.4 Plasmidisolierung mittels Midi-Praparation (Macherey-Nagel)

Es wird 1 ml einer Bakterienkultur in 250 ml LB- Medium mit 250 pl Ampicillin (100 mg/ml)
gegeben und UN bei 37°C und 200 rpm inkubiert. Die Bakterienkultur wird nach 24 h fiir 25
min bei 4°C und 4000 rpm zentrifugiert. Die anschlieBende Plasmidisolierung wird nach
Angaben des Herstellers durchgefuhrt. Dazu wird das Zellpellet resuspendiert (RES-EF)
und mittels eines alkalischen Lyse-Puffers lysiert (LYS-EF). Durch Zugabe des Neutralisie-
rungs-Puffers (NEU-EF) wird die Lyse gestoppt. Bevor das Lysat auf die Saule gegeben
wird, erfolgt die Aquilibrierung dieser (EQU-EF) mit anschlieBendem Waschvorgang (FIL-
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EF). Alle Zellbestandteile, die nicht in die Lésung gegangen sind und sich im Filter ange-
sammelt haben, werden samt dem Filter verworfen. Um die Endotoxine zu inaktivieren, die
sich im Lysat befinden, wird die Saule mit einem ENDO-EF Puffer gewaschen. Es folgt ein
weiterer Waschschritt (WASH-EF) bevor die Plasmid-DNA eluiert und mit Isopropanol ge-
fallt wird. Das DNA-Pellet wird mit 70% Ethanol gewaschen, um anschlieBend in 200 bis
400 pl TE-Puffer aufgenommen zu werden.

3.8.5 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentrationsbestimmung einer DNA-L&sung erfolgt Gber die Messung der optischen
Dichte (OD). Dabei wird die Eigenschaft der Nukleinsaure, Licht bei einer festgelegten Wel-
lenlange zu absorbieren, ausgenutzt. Durch die Messung des Absorptionsmaximums der
DNA bei einer Wellenlange von 260 nm in einem Spektralphotometer (Nano-Drop-Spectro-
photometer ND-1000) kann die Konzentration ermittelt werden. Anhand der folgenden For-
mel wird die DNA-Konzentration errechnet:

0D, X Verdinnung X 50 = DNA%

Bei einer reinen DNA-L&sung betragt der Quotient OD2go / OD2go ~1,8. Liegt der Quotient
unterhalb von 1,8, so deutet dies auf eine Kontamination mit Protein, Phenol oder anderen
Substanzen hin, die eine starkere Absorption bei 280 nm haben.

3.8.6 Polymerasen-Kettenreaktion (PCR)

Um in vitro gezielt bestimmte Bereiche der Nukleinsdure exponentiell zu amplifizieren, wird
die Methode der PCR verwendet. Fir die Amplifikation von DNA-Abschnitten wird zunachst
die zu amplifizierende DNA als Matrize, eine thermostabile DNA-Polymerase, zwei Oligo-
nukleotid-Primer, welche die DNA-Matrize flankieren und komplementéar zu dieser sind, be-
noétigt. Des Weiteren werden DNA-Polymerasepuffer und ein dNTP-Mix (Desoxynukleotide)
gebraucht. Eine PCR lauft nach folgenden Muster ab:

1. Schritt: Denaturierung der genomischen DNA/Matrizen-DNA, dabei wird die DNA
auf 93-95°C erhitzt.

2. Schritt: Anlagerung (Annealing) der strangspezifischen Oligonukleotid-Primer an
die komplementére Sequenz.

3. Schritt: DNA-Synthese (Elongation), erfolgt in der Regel bei etwa 70-75°C.
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Im Durchschnitt wird nach 25 bis 35 Zyklen eine ausreichende Menge des gewlnschten
DNA- Abschnitts erzeugt.

53/54/55/56 | 30 sek., 30 sek., HighFidelity

WT1- Exon 1 569 oG 5 min 6/6/6/20 15mM MgClz

o 1 min., 1 min.,1 HighFidelity

WTT1- Exon 8 210 58°C min 85 15mM MgClz
CTNNBI1- o 30 sek.,30 sek., 10x Invitrogen+

Exon 3 e 23 30 sek e 2mM MgClo

Tab. 3.5.: PCR- Bedingungen fiir das WT7- und CTNNB1- Gen. Bp: Basenpaare; min: Minuten; sek: Sekun-
den

3.8.7 Aufreinigung von PCR-Produkten

Damit die PCR-Produkte auch flr weitere Analysen verwendet werden kénnen, wie bei-
spielsweise die Durchfiihrung einer Sequenzierung, werden diese aufgereinigt. Dies ge-
schieht mit Hilfe des QIAquick PCR Purification Kits der Firma Qiagen nach Angaben des
Herstellers. Zunachst werden die PCR-Produkte an die Silika-Membran gebunden, was in
Anwesenheit eines Hochsalz-Puffers (PBI-Puffer) erfolgt. Als néchstes wird die Sdule mehr-
mals mit einem PE-Puffer gewaschen, um die verbliebenen Primer, Proteine und freien
Nukleotide zu entfernen. Die Elution der PCR-Produkte erfolgt in 35 pl eines Niedrigsalz-
puffers (EB- Puffer).

3.8.8 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung nach Sanger (Sanger et al., 1997), die auch als Didesoxynukleotid-,
oder Kettenabbruch-Reaktion bezeichnet wird, ist eine enzymatische Methode, bei der die
DNA-Polymerase wéhrend einer PCR neben den Ublichen dNTPs auch ddNTPs einbaut.
Durch den Einbau der ddNTPs kommt es zu einem Kettenabbruch. Dieser ist auf das Feh-
len einer Hydroxylgruppe am 3’- Kohlenstoffatom zurlick zu flhren, die fir die Phospho-
diesterbindung zwischen zwei aufeinander folgenden Nukleotiden essential ist. Jedes der
vier ddNTPs enthélt einen spezifischen Fluoreszenzfarbstoff, welcher nach einem Gellauf
durch einen Laser detektiert werden kann. Bevor eine Sequenzierreaktion durchgefiihrt
wird, werden die daflir benétigten PCR-Produkte aufgereinigt (siehe 3.8.7). Fur die Sequen-
zierung wird das BigDye® Terminator Kit verwendet.
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Sequenzierreaktion: 15 ng PCR-Produkt

0,5 pl spezifischer Primer

1,5 ul 5x BigDye® Reaktions Puffer
1 pl BigDye® Mix

ad 10 ul

PCR-Programm:

Tab. 3.6: PCR-Programm fiir die Sequenzierreaktion

Aufreinigung der Sequenzierreaktion:

10 pl Sequenzierreaktion
46 pl H0
6,3 ul NaAc (3M)
156 ul 100% Ethanol (RT)
e Ansatz gut mischen und far 30 min bei 12.000 rpm zentrifugieren
o Uberstand vorsichtig abnehmen
e Waschen mit 200 pl 70% Ethanol (event. 2 x)
e 15 min bei 12.000 rpm zentrifugieren
o Uberstand vorsichtig abnehmen

e Pellet 10 min bei 37°C im Brutschrank trocknen

Im Biomedizinischen Forschungszentrum (BMFZ) der Heinrich-Heine Universitét erfolgt der
Gellauf der Sequenzierreaktion.

3.8.9 Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese gehdért zu den biochemischen Trennverfahren, welche die Fahigkeit

besitzten, geladene Molekiile in einem Feld wandern zu lassen. Die chemische Zusammen-

setzung von Nukleinsduren macht diese wegen ihres Zucker-Phosphat-Rickgrats zu einem

Polyanion, welches negativ geladen ist und somit in einem elektrischen Feld zur Anode
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lauft. Die Wanderungsgeschwindigkeit von Nukleinsduren hangt dabei von ihrem Moleku-
largewicht, ihrer Konformation, der elektrischen Feldstérke und der Gelkonzentration ab.
Die Herstellung aller Agarosegele erfolgt in 1x TBE, welches mit der RedSafe™-Lésung
(1:20.000) angesetzt wird. Dabei handelt es sich um einen Fluoreszenzfarbstoff, der mit der
DNA interkaliert und bei UV-Bestrahlung (309nm/419nm) emmitiert.

3.8.10 Gelelution mittels QlAquick Gel Extraktion Kit (Qiagen)

Far die Gelelution wird das zu eluierende Produkt auf ein Low-Melt Agarosegel aufgetragen.
Um UV-Schéaden beim Produkt zu vermeiden, wird ein weiteres Aliquot (Referenz-Probe)
auf das Gel aufgetragen. AnschlieBend wird das Gel so zurecht geschnitten, dass nur die
Referenzprobe auf dem UV-Tisch betrachtet und ausgeschnitten wird. Das so entstandene
Gelstick mit der Licke dient als Orientierungshilfe zur Entfernung der DNA-Bande (Probe),
ohne diese dem UV-Licht auszusetzen. Die ausgeschnittene DNA-Bande wird in einem 1,5
ml Reaktionsgefa3 aufgenommen und ihr Gewicht bestimmt. Zu einem Volumen Gel wer-
den drei Volumen QG-Puffer gegeben, bei 50°C fur 10 min inkubiert und alle 2- 3 min ge-
vortext. AnschlieBend wird zu dem geldsten Gelstlick 1 Volumen Isopropanol hinzugefigt,
gut durchmischt und auf die Sdule gegeben. Diese wird fir 1 min bei 13.000 rpm zentrifu-
giert. Der Durchfluss wird verworfen, die S&ule mit 500 pl QG-Puffer gewaschen und erneut
fir 1 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Es werden 500 ul PE-Puffer hinzugefliigt und fiir 5
min bei RT inkubiert, um daraufhin fir 1 min bei 13.000 rpm zu zentrifugieren. Fir die Ent-
fernung des restlichen Ethanols wird die Sdule erneut kurz leer zentrifugiert und bevor im

Anschluss die DNA in 30 pl Elutionspuffer eluiert wird, inkubiert diese fir 1 min bei RT.

3.9. RNA

3.9.1 Isolierung der RNA (RNeasy Kit: Qiagen)

Mit Hilfe dieser Methode kann die Gesamt-RNA aus Zellen und Geweben isoliert werden.
Um die Zellen aufzuschlieBen, werden diese mittels eines guanidinisothiocyanathaltigen
Puffers, welcher gleichzeitig zur Inaktivierung von RNasen dient, lysiert. Die Homogenisie-
rung der Zellen und deren DNA-Degradation erfolgt Uber die Q/Ashredder-Séule. Daraufhin
wird die Zellsuspension auf eine weitere Saule gegeben, wo die RNA unter Hochsalzbedin-
gungen an eine Silika-Membran gebunden wird (absorbiert). Alle weiteren Inhaltsstoffe der
Suspension werden durch Zugabe verschiedener Puffer von der Membran gewaschen. Da
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nicht nur die RNA an die Membran bindet, sondern auch die DNA, wird ein DNase-Verdau
durchgefihrt:

e 10 pl DNase (10U/ul) + 70 ul RDD Puffer (aus RNase free DNase Set)
werden direkt auf die Membran pipettiert und fir 15 Minuten bei

Raumtemperatur inkubiert.

e Die darauffolgende Elution der RNA erfolgt mittels Niedrigsalzpuffer.

e Die Isolation der RNA erfolgt streng nach Angaben des Herstellers.

3.9.2. Konzentrationsbestimmung der RNA

Die Konzentrationsmessung der RNA wird mit Hilfe eines Nano-Drops (ND-1000 Spectro-
meters) durchgeflhrt. Die Messung der optischen Dichte der RNA- Lésung erfolgt bei 260
nm. Nach folgender Formel wird die Konzentration bestimmt:

OD,4o X Verdinnung x 40 = RNA £J

ml

3.9.3 AQualitatsbestimmung der RNA mittels Bioanalyzer

Die Bestimmung der RNA-Qualitat ist ein wichtiger Zwischenschritt vor der Durchfiihrung
eines Expressionsarrays. Hierfir wird die zu untersuchende RNA mit Hilfe eines Bioanaly-
zers auf einem RNA6000 Nano Chip (50- 500 ng/ul) untersucht. Die Analyse der RNA-
Proben werden vom Biomedizinischen Forschungszentrum (BMFZ) der Universitat Dussel-
dorf durchgefihrt. Dabei wird eine ribosomale Kontroll RNA- Probe als Referenz gegentber
den zu untersuchenden RNA-Proben gestellt, um die Qualitat zu ermitteln. Die Ergebnisse
werden in einem Elektropherogramm dargestellt, welches drei Peaks abbildet. Dabei wird
zwischen den zwei Hauptpeaks unterschieden, die die 18S- und 28S- rRNA reprasentieren
und dem Nebenpeak, der fur die 5S und 5,8S- rRNA sowie die tRNA steht. Ein wichtiges
Merkmal flr eine unbeschadigte RNA Probe ist das Verhaltnis des 18S- und 28S Peaks.
Liegt dieses bei 1:2, spricht es fir eine ideale RNA-Aufreinigung. Die Einteilung der RNA-
Qualitat erfolgt dabei als RNA-Intergritatsnummer (RIN), dessen Skala von 10 (gut) bis 1
(schlecht) geht. Alle RNA Proben, deren RIN-Werte unter 8 lagen, wurden nicht fir weiter-

fihrende Experimente verwendet.
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Abb. 3.3: Elektropherogramm von drei RNA-Proben, die sich in ihrer Qualitat unterscheiden. Die RNA-
Qualitét nimmt von A bis C stetig ab. Erkennbar an den abnehmenden RIN- Werten und den Degradationspro-
dukien der 18S- und 285-RNA.

3.9.4 Reverse Transkriptase (cDNA-Synthese)

Bei dieser Methode werden mRNA-Molekiile durch eine RNA-abhéngige DNA-Polymerase,
der Reversen Transkriptase, in komplementére doppelstrangige DNA-Kopien (¢cDNA) um-
geschrieben. Die dadurch entstandene ¢cDNA kann flr weiterfihrenden PCR- Versuche
eingesetzt werden.

Reaktionsansatz {(cDNA-Synthese):

1-5 g RNA
1l Oligo-dT-Primer (100 ng)
ad 9.2 ul DEPC H:O

Inkubation fir 10 min bei 72°C, anschlieBend kurz zentrifugieren und auf Eis stellen

1,3 ul BSA (1,5 mg/ml)

0,5 ul RNasin {40 U/pl)

2,0u 0,1 MDTT

1,0 ul 10 mM dNTP’s

4,0 ul 5x RT-Puffer

1,0 ul Superskript [I-RT 200 U/ul

Nach Zugabe aller Komponenten wird die Reaktion fur 60 min bei 37°C inkubiert. Inaktivie-
rung erfolgt bei 95°C fiir 10 min. Die cDNA-Proben werden bei -20°C gelagert. Zur Prifung
der DNA Kontamination wird bei jeder Reaktion eine Kontrolle angesetzt, allerdings ohne
die Zugabe der Superskript [I-RT.
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3.9.5 cDNA-Synthese fiir die quantitative TagMan Real- Time RT-PCR
Fir die Synthese der cDNA wird das TagMan Reverse Transcription Reagents der Firma
Agilent verwendet. Dabei wird nach den Angaben des Herstellers gearbeitet.

Reaktionsansatz (cDNA- Synthese):

400 ng RNA-Probe

2,0 ul 10x TagMan RT Puffer

2,0 ul 10x RT Random Primer (5 puM)
1,0 ul RNase Inhibitor (20 U/ul)

1,0 ul MultiScript RT (50 U/ul)

0,8 ul 25x dNTP Mix (100mM)

ad 20 pl H20 (DEPC)
Nach der Synthese wird die Reaktion auf 100 pl mit H.O (DEPC) aufgefullt

Synthese Bedinqungen:

10 min 25°C
120 min 37°C
5 min 85°C

Die cDNA Proben werden bei -20°C gelagert. Bei jeder Reaktion wird eine Kontrolle ohne
die Zugabe der Superskript [I-RT mitgefihrt.

3.9.6 AQuantitative Real- Time RT-PCR (TaqMan)

Die quantitative Real-Time- PCR ist eine Amplifikations-Methode von DNA-Molekulen, die
auf dem Prinzip der herkbmmlichen Polymerasen- Kettenreaktion (PCR) beruht. Diese Me-
thode eignet sich zur quantitativen Auswertung der Expression eines Gens. Zur Quantifi-
zierung stehen dabei zwei Techniken zur Auswahl. Zum einen die absolute Quantifizierung,
welche mit einer Kalibrierkurve (Pfaffl, 2001), die auf einer Verdinnungsreihe von RT-PCR
Produkten, in vitro transkribierter RNA, Plasmid- DNA, synthetisierter DNA oder RNA Oli-
gomere basiert, die Expression eines Gens bestimmt.

Zum anderen die relative Quantifizierung, bei der Genexpression eines Zielgens auf ein
Referenz-Gen, ein sogenanntes Houskeeping-Gen (HKG), bezogen wird. Dieser Prozess
wird als Normalisierung der Expression bezeichnet. Die Quantifizierungen der PCR-Pro-
dukte erfolgen Uber TagMan-Sonden, bei denen es sich um genspezifische Hybridisie-
rungssonden (Primer) ahndelt, an denen Fluorochrome gebunden sind. Im Rahmen dieser
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Arbeit wird ein TagMan-Assay der Firma Applied Biosystem verwendet. Die eingesetzten
Sonden sind so konzipiert, dass sie am 3°- Ende mit einem nicht fluoreszierenden Quen-
cher- Farbstoff und am 5°- Ende mit einem fluoreszierenden Reporterfarbstoff (FAM) mar-
kiert sind. Durch die raumliche Nahe von Reporter- und Quenchersonde wird der Energie-
transfer (Fluoreszenz), ausgehend vom Reporter an den Akzeptor (Quencher), weitergelei-
tet und somit unterdriickt und nicht messbar. Neben den TagMan- Sonden enthalt der As-
say auch eine Tag-Polymerase mit einer 5°- 3"- Nukleaseaktivitat. Wahrend der Real- Time
PCR- Reaktion kommt es dadurch zu einer hydrolytischen Spaltung der TagMan Sonden.
Die Distanz zwischen Reporter- und Quencher-Farbstoff nimmt zu, was eine Messung der
Reporter-Fluoreszenz ermdglicht. Fir die Quantifizierung der eingesetzten Startmenge an
cDNA-Molekulen wird der Ct-Wert herangezogen. Dieser gibt die Anzahl an PCR-Zyklen
wieder (Threshold Cycle), die erforderlich sind, um ein festgelegtes Fluoreszenzniveau zu
erzielen. Bei einer 100 %-igen Effizienz der PCR verdoppelt sich mit jedem Zyklus die DNA-
Molekuilzahl sowie die Fluoreszenzeffizienz. Fir die relative Quantifizierung wird die Ex-
pression vom Referenzgen (HKG) RER7T zur Normalisierung innerhalb und zwischen ein-
zelnen Experimenten herangezogen. Das RER1-Gen wird in den etablierten Wilms-Tumor-
zelllinien stabil exprimiert und eignet sich aus diesem Grund als Referenzgen.

Reaktionsansatz:
10 pl 2x Brilliant Il gPCR Low ROX Master Mix
11l TagMan Genexpression Assay Mix
5ul cDNA (20ng)
4 ul H20
1 10 min 95°C
15 sek. 95°C
40
1 min 60°C

Tab. 3.7: PCR-Bedingungen fiir die TagMan qRT-PCR

Um eine statistische Auswertung aller untersuchten Proben zu ermdglichen, wird jede Re-
aktion in Triplikaten durchgefuhrt. Im Anschluss wird Uber die AAC+- Methode (Livak und
Schmittgen 2001) die Quantifizierung der Expression der spezifischen Zielsequenz (Ziel-
Gen) relativ zu dem gewahlten Housekeeping- Gen (RERT) bestimmt. Der Expressionsun-

terschied zwischen zwei Gruppen wird mit der Formel 222Ct ermittelt:
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ACyWert = CyWert Zielgen — CrWert Referenzgen
AACWert = ACrWert Probe — ACy — Wert Standard
Ratio = 274A¢t

Die Analyse aller gRT-PCR Daten wird mit Hilfe der MxPro Software der Firma Agilent
durchgefuhrt.

3.9.7 Herstellung einer WT1-(-/-)-RNA

Fir die absolute Quantifizierung von WT1- Molekilen wahrend einer qRT-PCR ist eine
Standardgerade, basierend auf einer Verdiinnungsreihe aus WT7-Molekllen mit bekannter
WT1-Molekulanzahl notwendig. Dazu wird zundchst ein WT71-RNA Molekil mit Hilfe des T7
RiboMAX™ Express Large Scale RNA Production Kits (Promega) synthetisiert. Zur Syn-
these eines WT1-RNA Molekils steht der pipLKN-Vektor zur Verfigung, in dem die WTT-
(-/-) cDNA kloniert vorliegt.

Linearisierung von pipLKN-WT1-(-/-):

1pg  pipLKN WT1- (-/-)

1ul Bgll
2l Puffer
ad 20 pl H20

Der Restriktionsverdau wird fir 30 min bei 37°C inkubiert, anschlieBend erfolgt die Aufrei-
nigung mit dem PCR-Purification Kit (siehe 3.8.7).

Aufflllreaktion-Reaktion (Blund-End Generierunq):

30 pl  Aufgereinigtes Produkt
1ul  Klenow-Fragment

4yl NEBuffer 2

0,5 ul dNTPs

4,5 pl H0

240 ul

Die Reaktion wird fiir 15 min bei 25°C inkubiert. Die anschlieBende Deaktivierung findet bei
75°C fir 20 min statt.
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Die sticky-Enden des Fragments werden durch die 5°-3” Aktivitat des Klenow- Fragments
aufgefillt.

WT1-(-/-)-RNA-Synthese mit RiboMAX Large Scale T7 Kit (Promega):

30 pl Auffillreaktion

20 ul T7 Transkriptions-Puffer

30 pl rNTPs (25 mM ATP, CTP, GTP UTP)
10 pl H20

10 pl Enzym Mix (T7)

> 100 pl

Nach der WT1-(-/-)-RNA-Synthese erfolgt die Aufreinigung mittels Phenol-Chloroform Ex-
traktion.

Phenol-Chloroform-Extraktion:

e Zugabe von 1 Volumen Phenol: Chloroform: Isoamyl Alkohol (25:24:1 pH 4,7)

e 1 min vortexen und anschlieBend 2 min zentrifugieren

o Uberstand (wassrige Phase) in ein Reaktionsgefaf lberfiihren

e Zugabe von 1 Volumen Chloroform: Isoamyl Alkohol (24:1)

e 1 min vortexen und 2 min zentrifugieren

o Uberstand (wassrige Phase) erneut in ein neues ReaktionsgefaB (iberfiihren

e 0,1 Volumen 3M NaAc und 1 Volumen Isopropanol hinzufigen und mischen, da-
nach 5 min auf Eis stehen lassen

e 10 min zentrifugieren, Uberstand vorsichtig abnehmen und verwerfen. Das Pellet
mit 1 ml 70%-igem Ethanol waschen

e Trocknen lassen und in TE- Puffer aufnehmen

Bestimmung der Konzentration und Reinheit der RNA erfolgt mit Hilfe des NanoDrops. Da-
mit das synthetisierte WT7-(-/-)-RNA-Molekiil in einer gRT-PCR verwendet werden kann,
wird diese in cDNA umgeschrieben (siehe 3.9.5).
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3.9.8 Absolute Quantifizierung anhand der WT1-Standardkurve

Zur exakten Bestimmung der WT7-RNA Molekulen in einer Probe wird wahrend der qRT-
PCR zusétzlich eine WT1-Standardgerade mitgefiihrt. Fir die Berechnung der Molekil-
menge an WT1-RNA wird die folgende Formel (Qiagen) verwendet:

g
YMolekiile _ XERNA
ul " Transkriplange (nt) * 340

* 6,022 x 1023

Davon ausgehend, dass in 100 pl Reaktionsansatz 200 ng WT7-RNA in die cDNA- Syn-
these eingesetzt werden, entspricht es einer Konzentration von 2 ng/ul an WT71-RNA. Die
Molekilmenge an WT1 pro pl bei einer bestimmten Konzentration kann anhand der Formel
bestimmt werden. Dabei entspricht X der ermittelten RNA- Konzentration und Y steht far
die errechnete MoleklUlmenge pro pl.

2ng x 107 Molekiile

: x 10723 = 1,8 x 1023
1984*340*6022 10 1,8 x 10 ul

Far die WT1-Standardgerade werden folgende Molekilmengen an WT7- RNA eingesetzt:

Verdiinnung WT1-RNA-Mole-
kiilmenge

1. 5x 108
1x 108

2

3 2x 107
4. 4x 108
5

8x 105

6. 1,6x10°
Tab. 3.8: WT1-Verdiinnungstreihe fiir die gqRT-PCR

3.10 Klonierung

Um die Funktion des WT1-Proteins in vitro zu untersuchen, wird ein induzierbarer sowie ein
konstitutiv exprimierender WT1-(-/-)-Vektor hergestellt. Beide Vektoren werden in den im-
mortalisierten Klon 31 der Wilms1-Zelllinie, die nachweislich kein WT1-Protein exprimiert,

transduziert.
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3.10.1 Gateway-Klonierung

Das Gateway-Verfahren der Firma Invitrogen ermdéglicht Gene, unabhangig von Restrikti-
onsschnittstellen, schnell und gezielt zu klonieren. Diese Technik bedient sich eines biolo-
gischen Rekombinationsprozesses, der im Bakteriophagen A vorkommt. Die daran beteilig-
ten regulatorischen att-Sequenzen (attachmet-Bereiche) werden modifiziert und in unter-
schiedliche Vektoren eingebaut. So entsteht ein Zwei-Vektorsystem, bestehend aus einem
Destination-Vektor (Zielvektor), welcher attR1- und attR2- Stellen enthalt, und einem Entry-
Vektor (Eingangsvektor), der die dazu homologen attL1- und attL2-Bereiche enthalt. Das
Gen von Interesse wird zunachst in den Entry-Vektor kloniert. Als nachstes wird dann mit
dem Destination-Vektor eine Rekombinationsreaktion durchgefihrt. Um eine hohe Effekti-
vitdt nach der Reaktion zu erreichen, enthalt die attR-Kassette das ccdB-Gen. Das ccdB-
Gen wird auch als ein Selbstmordgen bezeichnet, dessen Genprodukt toxisch wirkt, indem
es die Gyrase hemmt. Infolge einer LR-Rekombination, kommt es zum Austausch des
ccdB-Gens gegen das Gen von Interesse (GOI). Nach der anschlieBenden Transformation
bilden nur die E. coli Zellen Kolonien, die einen Destination-Vektor mit dem Gen von Inte-
resse (GOI) aufgenommen haben. Alle LR-Rekombinationen, die im Rahmen dieser Arbeit
durchgefihrt werden, laufen streng nach den Angaben des Herstellers ab.

3.10.2 Herstellung eines induzierbaren WT1-(-/-)-Vektors

Als Ausgangvektor steht der Doxycyclin induzierbare TREAuto-V14 Vektor zur Verfligung.
Dieser setzt sich aus der regulatorischen Einheit Tc-responsive element (TRE) zusammen,
welche tetO (tet Operator) Bindungsstellen enthalt, gefolgt von der kodierenden Sequenz
fir das GFP- Gen, welches tber ein IRES Element mit der modifizierten Form des Repres-
sor-Proteins des tet Operons (rtTA) verbunden ist (Centlivre et al., 2010).

Zunachst wird die kodierende Sequenz fir das GFP- Gen entfernt.

Restriktionsverdau: 4 ug TREAuto-V14

2 ul Puffer (Fast Digestion-Buffer)
1 ul EcoRl
ad 20 ul H:0

Die Reaktion wird flir 20 min bei 37°C inkubiert. Zur Deaktivierung von EcoRI (Star-Activity)
wird der Ansatz fir 5 min bei 80°C inkubiert. Um eine Religation des Vektors zu vermeiden,
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wird 1 ul alkalische Phosphatase hinzugegeben und fiir 30 min bei 37°C inkubiert. Anschlie-
Bend werden noch mal 1,5 ul alkalische Phosphatase hinzugegeben und fiir weitere 30 min
bei 50°C inkubiert. Die Deaktivierung der alkalischen Phosphatase erfolgt fiir 5 min bei
70°C. Der Restriktionsverdau wird auf ein 0,8% Low Melt Agarosegel aufgetragen. Zwei
Fragmente der GréBe 8557 Bp und 908 Bp entstehen nach dem Restriktionsverdau, das
8557Bp groBe wird aus dem Gel herausgeschnitten und aufgereinigt (siehe 3.8.10).

Die kodierende Sequenz fir das WT71-(-/-)-Gen liegt in dem pCRI®-TOPO-TA-Vektor vor
und beinhaltet eine optimale Kozak-Sequenz, die Uber spezifische Primer mittels PCR da-
vor geschaltet wird.

Restriktionsverdau: 4 ug pCRI®-TOPO-TA-CMV-WT1-(-/-)

2 ul Puffer (Fast Digest Buffer)
1 ul EcoRl
ad 20 ul H:0

Der Restriktionsverdau wird bei 37°C fir 20 min inkubiert und danach fir 5 min bei 80°C
deaktiviert. Der Ansatz wird auf ein 0,8% Low Melt Agarosegel aufgetragen. Nach dem
erneuten Restriktionsverdau entstehen zwei Fragmente der GréBe 5413 Bp und 1307 Bp
und das 1307 Bp groBe wird aus dem Gel herausgeschnitten und aufgereinigt (siehe
3.8.10).

Ligation des WT1-(-/-)-Fragments in den TRE-Auto-V14 Vektor

Fir die Berechnung der einzusetzenden Fragmentmenge wird die folgende Formel verwen-
det:

[25ng Vektor X LangeFragment (Bp)]
Lange Vektor (Bp)

Masse Fragment (ng) =

FUr den Ligationsansatz ist das Verhaltnis Vektor zu Fragment 1:3 gewéhlt worden und als

Standardmenge fir den Vektor 25 ng eingesetzt.

75ng Vektor x 1307Bp
8557 Bp

= 11,5 ng Fragment

Ligationsansatz: 11,5 ng Fragment WT1-(-/-)
75 ng Vektor TREAuto-V14
2 pl T4- Ligase-Puffer
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1 ul T4- DNA-Ligase

ad 20 pl
Die Ligation wird bei 4°C und UN durchgefiihrt, anschlieBend werden 2 pl vom Ligations-
ansatz in die Sure2-Zellen transformiert. Nach der Transformation werden 100-200 pl auf
Ampicillin Platten ausgestrichen und bei 37°C UN im Brutschrank inkubiert. AnschlieBend
werden mehrere Kolonien (5-6 Kolonien) in 5 ml LB-Medium angeimpft (mit Ampicillin 100
pg/ml) und fur 6 bis 8 h bei 37°C und 220 rpm geschiittelt. Daraufhin wird die Plasmid-DNA
isoliert (siehe 3.2.3). Zur Kontrolle der Ligation wird die Plasmid DNA mit dem Enzym Xhol
geschnitten.

Restriktionsansatz: 200 pg Plasmid-DNA
1 pl Puffer (Fast Digestion Buffer)
1 ul Xhol
ad 10 pl H0

Der Restriktionsansatz wird bei 37°C far 15 min inkubiert. Bei einer erfolgreichen Ligation
entstehen nach dem Restriktionsverdau zwei Fragmente von der Gré3e 2326 Bp und 7546
Bp.

Umklonierung der requlatorischen WT1-(-/-)-Kassette

Ziel ist es, die Doxycyclin induzierbare WTT1-(-/-)-Einheit lber die Gateway-Klonierung (In-
vitrogen) in den Puromycin selektionierbaren pLenti X1 Puro Dest Vektor einzubringen.
Dazu wird zunachst die regulatorische WT1-(-/-)-Kassette in den Ubergangsvektor pENTR4
kloniert. Diese Prozedur erfolgt in mehreren Zwischenschritten.

Restriktionsansatz: 6 ug TRE-Auto-WT1-(-/-) V14
2 ul Fast Digestion-Buffer
2 ul Spel
Ad 20 pl

Inkubation der Reaktion fiir 3 h bei 37°C, anschlieBend wird das TRE-Auto-WT7-(-/-) mit
dem PCR Purification Kit (Qiagen) aufgereinigt und in 40 pl eluiert (siehe 3.8.7).

Blunt-End-Reaktion: 40 pl Eluat
5 ul T4-DNA-Polymerase-Puffer
0,6 pl T4-DNA-Polymerase
4 ul H0
>50 pl Ansatz
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Die Auffillreaktion der Sticky-Enden erfolgt bei 37°C fir 30 min. AnschlieBend wird die Re-

aktion bei 75°C fir 10 min deaktiviert.

Restriktionsansatz: 50 pl (Blut-End-Reaktion)
6 pl Fast Digestion-Buffer
2 ul Notl
2 ul H20
> 60 pl Ansatz

e Inkubation des Restriktionsansatzes bei 37°C fiir 3 h

e Der gesamte Restriktionsansatz wird auf ein 0,8%-iges Low Melt Agarosegel aufge-

tragen

e Das 4196 Bp groBe Fragment wird aus dem Gel geschnitten und in 40 pl eluiert

Das hergestellte regulatorische WTT (-/-)-Fragment enthalt am 5 -Ende ein Sticky- und am
3’-Ende ein Blunt-Ende. Durch den Restriktionsverdau des pENTR4-Vektors durch EcoRV

(blunt-end) und Notl (sticky- end) werden kompatible Enden erzeugt.

Reaktionsansatz: 6 ug pENTR4-Vektor
2 ul Notl
2 pl EcoRV
2 ul Fast Digestion-Buffer
ad 20 ul H20

e Der Restriktionsansatz wird fir 3 h bei 37°C inkubiert

e Der gesamte Ansatz wird auf ein 0,8%-iges Low-Melt Agarosegel aufgetragen

e Der Vektor wird ausgeschnitten und mittels QIAquick Gel Extraktion Kit (siehe

3.8.10) in 40 ul eluiert

Ligationsansatz
(Verhaltnis 2:1): 3 ul pPENTR4-Vektor

1 pl TRE-AutoV14-Kozak-WT1-(-/-) (Insert)

1 pl T4-DNA-Ligase-Puffer
1 pl T4-DNA-Ligase-Puffer
4 ul H0

> 10 pl Ansatz
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e Ligation erfolgt bei 4°C UN

e 2 und 4 pl des Ligationsansatzes werden in DH5a-Zellen transformiert und 100 pl
des Transformationsansatzes werden auf Agarplatten mit Ampicillin (100 ug/ml)
ausgestrichen und UN bei 37°C inkubiert

e Kolonien werden in 5 ml LB-Medium mit Ampicillin (100 pg/ml) angeimpft und fir 6
- 8 h bei 220 rpm und 37°C geschttelt

e |solierung der Plasmid-DNA

Die isolierte DNA wird mit den beiden Restriktionsenzymen Xhol und Pstl geschnitten. Bei
einer erfolgreichen Ligation entstehen zwei Fragmente der GréBe 2427 Bp und 4457 Bp.
Dabei schneidet Xhol nur im Insert und Pstl nur im pENTR4-Vektor. AnschlieBend erfolgt
mit Hilfe der Clonase-Reaktion die Herstellung eines lentiviralen Vektors, der die regulato-
rische WT1-(-/-)-Kassette enthalt.

Clonase-Reaktion: 150 ng pENTR4-TRE-AutoV14-WT1-(-/-)
150 ng pLenti-X1-Destination
2 ul LR Clonase
ad 10 ul TE Puffer

e Die Clonase-Reaktion wird fur 1 h bei 25°C inkubiert

e Zugabe von 1pl Proteinase K und Inkubation fiir 10 min bei 37°C

e 1 ul/ 2 pl der Clonasereaktion werden in 50 pl Sure2-Zellen transformiert

e 100 pl Transformationsansatz werden auf Amp-Agarplatten ausgestrichen und bei
37°C UN inkubiert

e Kolonien werden in 5 ml LB-Medium angeimpft und fir 6 - 8 h bei 220 rpm und 37°C
geschuttelt

e |solierung der Plasmid-DNA

Die Kontrolle der Reaktion erfolgt Uber den Restriktionsverdau mit Clal und Spel, dabei

entstehen zwei Fragmente von der GréBe 4112 Bp und 7925 Bp.

3.10.3 Herstellung eines konstitutiv exprimierenden WT1-(-/-)-Vektors
Far die Produktion eines permanent exprimierenden WT7-(-/-)-Vektors wird der gleiche
Ausgangsvektor verwendet wie schon in 3.3.2 beschrieben wird.
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Restriktionsansatz: 3 ug pCDNAS.3 —-TOPO-TA-WT1-(-/-)/ pPENTR4
2 pl Fast Digestion Buffer
1 ul EcoRl
ad 10 pl H20

Der Restriktionsansatz wird fir 20 min bei 37°C inkubiert. Der linearisierte pENTR4 wird
dephosphoryliert und zusammen mit dem WT1-(-/-)-Fragment tGber Gelelution aufgereinigt.

Ligationsansatz: 3 ul pENTR4
1 ul WTT1-(-/-)
1 ul T4-Ligase-Puffer
1 pl T4-DNA-Ligase
4 ul H:0
2 10 pl Ansatz

Die Ligation findet bei 4°C UN statt. Fiir die anschlieBende Transformation in die One Shot
Top10-Zellen werden 4 ul des Ligationsansatzes verwendet. Die Kontrolle der Ligation wird
mit Hilfe des Restriktionsenzyms Xhol vorgenommen. Ist das WT7-Kozak-(-/-)-Fragment im
pPENTR4-Vektor enthalten, entstehen drei Banden mit der Gré3e von 898 Bp und 2709 Bp.
Diese BandengréBe entsteht nur bei der richtigen Orientierung des WT7-(-/-) Fragments.
Um eine konstitutive Expression zu gewahrleisten, wird fir die anschlieBende Clonase-Re-
aktion der pLenti-CMV-Destination-Vektor verwendet. Die darauffolgende Clonase-Reak-
tion wird entsprechend nach den Angaben des Herstellers durchgefuhrt (siehe 3.10.1). Die
Kontrolle des fertigen lentiviralen WT1-(-/-) Expressions-Vektors erfolgt Gber den Restrikti-
onsverdau mit Xhol. Ein Bandenmuster von drei Fragmenten mit der Gré3e von 898 Bp,
1856 Bp und 6596 Bp bestatigt den Erfolg der Clonase-Reaktion.

3.11 Microarray (Genexpressionsanalysen)

Im Rahmen dieser Arbeit werden Genexpressionsprofile von etablierten Wilms-Tumor-Zell-
linien, derer immortalisierte Klone sowie zahlreiche Transfektionsexperimente mit WT7- ex-
primierenden Zellen erstellt. Fir die Analyse wird das 4x 44K Whole Human Genome
Microarray v1 und 4x 44K Human GE 4x 44K v2 Microarray Format der Firma Agilent ver-
wendet. Auf diesen Arrays sind 44.000 synthetisch hergestellte Oligonukleotide gespottet,
die das gesamte Expressionsprofil des humanen Transkriptoms reprasentieren. Nach der
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Isolierung der Gesamt-RNA (siehe 3.9.1) wird diese zunachst mittels Agilent 2100 Bioana-
lyzer auf ihre Qualitat Gberprift und nur die RNA-Proben verwendet, die einen RIN-Wert
von 8 nicht unterschreiten (siehe 3.9.3). Die RNAs werden anschlieBend nach Angaben
des Herstellers fiir den Microarray aufgearbeitet.

Ansetzen der Spike-In Kontrollen:

Alle untersuchten Proben werden nach der Einfarben-Methode (One-Color-Expression Ar-
ray) markiert. Die zu analysierenden Proben werden mit einer One-Color Spike-In Kontrolle
der Firma Agilent versetzt. Diese bestehen aus zwei positiven Kontrollgruppen, die mit einer
minimalen Selbst- und Kreuzhybridisierung an die komplementaren Oligonukleotide auf
dem Array binden. Durch definierte RNA-Kontrollgruppen mit bekannter Konzentration wird
es nach dem Abschluss des Mircoarray-Versuchs ermdéglicht, Rickschlisse auf die Effizi-
enz der cDNA-Synthese sowie der cRNA-Synthese und den damit verbundenen Einbau
des Fluoreszenzfarbstoffes zu nehmen. Dies geschieht im Anschluss an die Hybridisierung
mit Hilfe der Feature Extraction Software, indem ein Qualitatsreport anhand der Spike-In
Kontrollen generiert wird. Bevor die Spike-In Kontrolle zu jeder Probe hinzugegeben wird,
muss diese 1:5000 verdinnt werden.

Vorbereiten von One-Color Spike-In Mix:

e Stocklésung von One-Color Spike-In Mix vortexen

e Erhitzen flr 5 min bei 37°C und anschlieBend wieder vortexen

In mehreren Schritten wird eine 1:5000 Verdinnung vom Spike-In Mix hergestellt.

Erste Verdinnung (1:20): 38 pl Verdunnungspuffer + 2 pl Spike-In Mix

Zweite Verdinnung (1:25): 48 ul VerdUinnungspuffer + 2 ul der ersten
Verdinnung

Dritte Verdlinnung (1:10): 36 ul Verdinnungspuffer + 4 ul der zweiten
Verdinnung

Flr den 4x 44K (One Color-Microarray) wird von jeder zu analysierenden Probe
500 ng RNA mit jeweils 5 pl der dritten Spike-In Verdinnung versetzt.

Vorbereitung der cDNA-Synthese:
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500 ng RNA

1,2 pul T7 Promotor-Primer
5 pl Spike-In Mix

ad 11,5 pyl H2O (DEPC)

e 10 min bei 65°C inkubieren und anschlieBend auf Eis stellen

Reaktionsansatz der cDNA-Synthese:

e 5x First Strand Puffer bei 80°C flir 3 bis 4 min erhitzen

4 ul 5x First Strand Buffer
2pul 0,1 MDTT

1 pl 10 mM dNTP Mix

1 yl M-MLV-RT

0,5 ul RNaseOUT

28,5 ul

Zu jeder Probe wird der Reaktionsansatz von 8,5 ul hinzugegeben und fiir 2 h bei 40°C
inkubiert. Die Reaktion wird durch die Inkubation bei 65°C fir 15 min gestoppt, anschlie-

Bend werden die Proben auf Eis gestellt.

Transkriptions Master Mix (cRNA-Synthese)

e Die 50% PEG Lésung fir 1 min bei 40°C aufwarmen und bis zum Gebrauch bei RT
lagern

15,3 yl H20 (DEPC)

20 pl 4x Transkriptionspuffer
6 ul 0,1 MDTT

8 pl NTP Mix

6,4 pl 50% PEG

0,5 yl RNaseOUT

0,6 pyl Anorganische Pyrophosphatase
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0,8 ul T7 RNA-Polymerase
2,4 yl Cyanine 3-CTP
260 pl

Zugabe der 60 ul des Transkriptionsansatzes zu der Probe und Inkubation fiir 2 h bei 40°C.

e Nach der cRNA-Synthese wird die markierte cRNA mit dem RNeasy Mini Kit (50)
von Qiagen nach Angaben des Herstellers aufgereinigt.

Quantifizierung der cRNA:

FOr die Quantifizierung der markierten cRNA werden 2ul davon auf einem Spektropho-

tometer (NanoDrop) gemessen.

cRNA Konzentration X Elutionsvolumen

A RNA = = RNA
usbeute der c 1000 ug c

S onifische Altivitat — Farbstof fkonzentration % 1000
pezifische tvitat = cRNA — Konzentration

= pmol Farbstoff pro ug cRNA

Spezifische Aktivitat: Farbstoffkonzentration/cRNA-Konzentration x 1000=

pmol Farbstoff pro ug cRNA
Die cRNA Ausbeute soll > 1,65 pg betragen

Die spezifische Aktivitat soll > 9 pmol/ug betragen

Hybridisierung der cRNA

1,65 pg Cyanine 3-markierte cCRNA
11 ul 10x Blocking Agent
2,2 pl 25x Fragmentierungspuffer
ad 55 pl H20 (DEPC)
e Bei 60°C fir 30 min inkubieren
e Zugabe von 55 pl des 2x GE Hybridisierungs-Puffers

e Gut mischen und auf Eis stellen

e 100 yl des Hybridisierungsansatzes auf eine Microarray-Dichtungsplatte geben
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e Zusammenbau der Hybridisierungskammer

e Firmind. 17 h bei 65°C und 10 rpm im Hybridisierungsofen inkubieren

Waschen der Microarrays

e Die Hybridisierungskammer 6ffnen und den Array entnehmen

e Im Waschpuffer 1 wird der aktive Array vom gasket slide entfernt, auf ein Objekttra-
gerhalter gesetzt und in die Kivette mit Puffer 1 Gberfthrt

e Fir 5 min wird der Array bei RT im Waschpuffer 1 gewaschen

e Der Objekttragerhalter wird vorsichtig in den auf 37°C vorgewarmten Waschpuffer
2 Uberfahrt und fir 1 min gewaschen

e Inkubation des Arrays in Acetonitril fir 10 s bei RT

e Halter fir 30 s bei RT in die Stab-Dry-Lsg. inkubieren

e Um Tropfenbildung auf dem Array zu vermeiden, wird der Objekttragerhalter lang-
sam mit einer leicht angewinkelten Haltung aus der Stab-Dry-Lésung gezogen

e Der Array wird mit seiner aktiven Seite in den slide holder gesetzt und zeitnah ge-
scannt

e Alle Gegenstande, die mit der Stab-Dry-Lésung in Bertihrung gekommen sind, wer-
den mit Acetonitril gesaubert

e Die restlichen Kompenenten werden mit Millipore Wasser gespdlt und luftgetrocknet

Scanner-Einstellungen

Scan-Region Scan Area (61x 21,6 mm)
Scan-Resolution (um) 5
5 um Scanning Mode Single Pass

Extended Dynamic Range | Selected

Dye Channel Green

Green PMT XDR Hi 100 % XDR Lo 10%

Tab. 3.9: Einstellungen des Agilent Array Laser Scanners G2505B
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Auswertung der erhobenen Genexpressionsdaten:

Die nach dem Scanvorgang generierten Rohdaten werden mittels der Feature Extraction-
Software Version 8.5 von Agilent extrahiert. Ein FE-Design File und ein FE-Protokoll werden
im Anschluss erzeugt, anhand dieser kdnnen die Sequenzinformationen mit den jeweiligen
Oligonukleotiden, sowie den Cyanin-3-Intensitdten kombiniert werden. Im gleichen Arbeits-
prozess kommt es zur Erfassung und Auswertung der Spike-In Qualitatskotrollen. Besteht
ein linearer Zusammenhang zwischen beobachteter und erwarteter Spike-In LogRation und
fallt die Standartabweichung (SD) gering aus, spiegelt dies einen exakten experimentellen
Versuchsablauf wieder. Fir die statistische Auswertung der extrahierten Textdateien wird
das Statistikprogramm R (R-Project for Statistical Computing: www.r-project.org) verwendet
und die dabei gewonnenen Daten einer Hintergrundabgleichung unterzogen. Die einzelnen
Oligonukleotide werden dabei nach folgenden Merkmalen ausgewertet:

e Die Spike-In sowie alle anderen Kontrollen werden entfernt

¢ Identische Oligonukleotide werden zu einer mittleren Intensitdt zusammengefasst.
Die Berechnung der mittleren Intensitat der biologischen und technischen Wieder-
holungen wird mit der Formel: aMitelwert(|o g, (Intensitaten) ermittelt

e Erreicht die mittlere Intensitat eines Gens nicht den Schwellenwert von 100, wird

dieses aus weiterfiihrenden Auswertungen ausgeschlossen

Die weiterfiihrende Analyse der gefilterten Daten erfolgte Gber LIMMA 2.18.3 (Linear Mo-
dels for Mircoarrays). Fur die Normalisierung der Datensatze wird die Quantile-Methode
verwendet. Diese ermdglicht es, die Verteilung der mittleren Intensitaten (A-Werte) unter
Berlicksichtigung der logRatios (M-Werte) anzugleichen. Die Berechnung der Varianz wird
Uber die T- und F- Statistiken mittels des empirischen Bayes-Ansatzes bestimmt. Der ad-
justierte p-Wert wird nach der Korrektur der Daten fir multiples Testen (Benjamin & Hoch-
berg) berechnet. Um die erhobenen Daten nach gleichen Kriterien zu untersuchen, wird der
p-Wert auf 0,05 und der Expressionsunterschied (Foldchange) auf 1,5 festgesetzt. Diese
bioinformatische Auswertung der Expressionsdaten wird von Herrn Dipl. Ing. Manfred Beier
am Institut fir Humangenetik anhand der zuvor erwdhnten Methoden durchgefihrt. Weiter-

fihrende Auswertungen erfolgt mit Hilfe folgender Programme bzw. Datenbanken:

e DAVID-Datenbank (Database for Annotation, Visualization and Integrated Dis-
covery): Teilt die differentiell exprimierten Gene in unterschiedliche verwandte funk-
tionelle sowie biologische Themengruppen ein. Es werden Cluster- und KEGG Sig-
nalweganalysen durchgefuhrt (www.DAVID.abcc.ncifcrf.gov)
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e TATAR (The Array Table Retriever): Stellt unter anderem grafische heat-maps, clus-
ter-trees und barplots dar

e MetaCore/GeneGo: Ist eine kommerziell online basierende Plattform, die nach sig-
nifikant regulierten Signalwegen (Pathways) sucht (www.portal.genego.com)

3.12 Array-CGH/SNP

Die Array basierende komparative genomische Hybridisierung (aCGH), die erstmals 1997
von Solinas-Toldo beschrieben wird (Salinos-Toldo et al., 1997), ist eine Microarray-basie-
rende Methode, die zum Nachweis von chromosomalen Imbalancen verwendet wird. Dabei
wird das gesamte Genom mit einer hohen Auflésung (ca. 35 kb) nach Deletionen (Verlus-
ten) und Duplikationen (Zugewinn) an genetischem Material untersucht. Durch den Einsatz
von 60-mer langen Oligonukleotiden, die auf einem Glasobjekttrager aufgebracht sind, wird
reprasentativ das ganze Genom abdeckt. Wie hoch die mittlere Auflésung eines Arrays ist,
hangt von dem verwendeten Array-Typ ab bzw. welchen Abstand die gespotteten Oligos
auf dem Genom reprasentieren. Die zum Genom komplementaren Sequenzen der Oligo-
nukleotide ermoglichen es, die untersuchte Patienten-DNA und die entsprechende Kontroll-
DNA gleichzeitig kompetitiv zu hybridisieren. Kommt es auf Grund von Mengenunterschie-
den zu einer ungleichen Hybridisierung der gespotteten Oligos, kann dies durch spezielle
Softwareprogramme identifiziert werden und Auskunft geben, welche genomischen Ab-
schnitte betroffen sind. Bei der Kombination aus CGH- und SNP-Technik kommt es zum
kombinierten Einsatz sogenannter "SNP-Marker", die aus polymorphen Oligonukleotiden
und den Ublichen nicht polymorphen Oligonukleotiden bestehen. Dadurch kénnen neben
genomischen Kopienzahlveranderungen auch kopienzahineutrale Veranderungen, wie

Loss of heterozygosity (LOH) und uniparentale Disomie (UPD) ermittelt werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wird das 2x 400K Oligonukleotid Microarray Format der Firma
Agilent verwendet (Sure Print G3 Human Genom CGH + SNP Microarray; Agilent Techno-
logies Alto, CA, USA). Analysiert wird die genomische DNA des Patienten Wilms10, die
direkt aus dem Tumor und einer Metastase stammt. Des Weiteren wird auch die DNA, die
aus der etablierten Zellkultur des Tumors und der Metastase isoliert wurde analysiert. Alle
Proben werden nach dem Protokoll der Firma Agilent (Version 7.3, Marz 2014) aufgearbei-
tet und vorbereitet. Flr die spatere Analyse muss immer eine Referenz-DNA mitgefiihrt
werden, die genauso behandelt wird, wie die zu untersuchenden Proben. Als Referenz steht
die DNA einer weiblichen Europaerin (NA12878) zur Verfligung, die vom Coriell Institut,
USA bezogen wird.
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Der erste Arbeitsschritt sieht einen Restriktionsverdau aller Proben vor. Dabei werden 1500
ng DNA mit Nuklease-freiem Wasser auf 20,2 ul aufgefillt. Das Endvolumen von 20,2 pl
darf nicht Gberschritten werden. Ist dies doch der Fall, kann alternativ die DNA durch Fal-
lung aufkonzentriert werden (siehe 3.8.2).

Nuklease freies H20 2 10
10x Puffer C 2,6 18
Acetyliertes BSA (10mg/ul) 0,2 1

Alu 1 (10 U/ul) 0,5 2,5
Rsa | (10 U/ul) 0,5 2,5

Tab. 3.10: Ansatz fiir den Restriktionsverdau eines aCGH/SNP- Arrays

e Die Reagenzien werden gut gemischt, kurz zentrifugiert und dann auf Eis gelagert
e Pro Probe werden 5,8 ul des Restriktionsansatzes hinzugegeben und gut gemischt
e Inkubation fir 2 h bei 37°C und 40 rpm

e Zur Inaktivierung der Enzyme erfolgt eine Inkubation bei 65°C fir 20 min

e Nach diesem Schritt kbnnen die Proben bei -20°C gelagert werden.

Zur Kontrolle der Restriktion werden 2 pl jeder Probe mit 7 pl H2O und 1 ul (10x) Ladepuffer
auf ein 0,8% Agarosegel aufgetragen. Die GroBe der Fragmente sollte zwischen 200 Bp
und 500 Bp liegen.

Markierunqg der Proben:

Zu jeder Probe werden 5 ul Random-Primer hinzugegeben, fir 3 min bei 98°C inkubiert und
anschlieBend fur 5 min auf Eis gestellt. Wahrenddessen wird die Markierungsreaktion vor-
bereitet. Zu beachten ist, dass die Referenz-DNA immer mit einem anderen Fluoreszenz-
farbstoff als die Patienten-DNA markiert wird. In der Regel wird die Patienten/Tumor-Probe
mit Cyanin 3-dUTP (rot) und die Referenz Probe mit Cyanin 5-dUTP (blau) markiert. Die
Zugabe von 2 pl H20 in die Markierungsreaktion hat nur eine Relevanz, wenn zuvor 2 ul fir
die Kontrolle der durchgefiihrten Restriktion entnommen werden. Es folgt die Zugabe von
jeweils 21 pl des Cyanin-3-dUTP Ansatzes zur Patienten-DNA und des Cyanin-5-dUTP An-

satzes zur Referenz-DNA. Das Endvolumen der einzelnen Reaktionen betragt 50 pl. Diese
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werden vorsichtig gemischt. Die anschlieBende Inkubation der Proben flir 2 h bei 37°C flhrt
zum Einbau der markierten UTPs in die DNA. Die Deaktivierung der enzymatischen Reak-
tion findet durch Inkubation bei 65°C fir 10 min statt. Bis zur Aufreinigung der Proben lagern
diese auf Eis.

Nuklease freies H20 2 6 6
5x Reaktionspuffer 10 30 30
10x dNTPs 5 15 15
Cyanine 3- dUTP 3 9

Cyanine 5- dUTP 9
Exo (-) Klenow 1 3 3

Tab. 3.11: Zusammensetzung der Markierungsreaktion

Aufreinigung der markierten Proben

e Proben 1 min bei 6000 rpm zentrifugieren

e Zugabe von 430 ul 1x TE (pH 8.0) zu jeder Reaktion, gut mischen und auf eine
Séule auftragen

e Séule im entsprechenden 1,5 ml Reaktionsgefaf fiir 10 min bei 14000 rpm zentrifu-
gieren

e Der Durchfluss wird verworfen und 480 pl 1x TE werden auf jede Saule gegeben

e Erneute Zentrifugation bei 14000 rpm fur 10 min

e Durchfluss verwerfen und die S&ule invertiert in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefai
setzen

e 1 min bei 1750 rpm zentrifugieren und die Saule verwerfen

e Eluat fir 5 min auf Eis lagern und 10 mal auf- und abpipettieren

Das Eluatvolumen sollte 41 pl betragen. Bei einem niedrigeren Volumen wird mit TE auf die
entsprechende Menge aufgefillt. Ist das Probenvolumen héher, wird dieses auf 41 pl mit
einer Vakuumzentrifuge reduziert. AnschlieBend wird mittels NanoDrop die DNA Konzent-
ration und spezifische Aktivitat bestimmt. Dabei werden 1,5 pl TE als Leerprobe eingesetzt
und jeweils 1,5 pl jeder Probe an dem NanoDrop gemessen. Die Bestimmung der DNA-
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Menge und die spezifischen Aktivitat der markierten DNA erfolgen nach den zwei folgenden
Formeln.

DNA — Konzentration (Z—f) X Probenvolumen(ul)
E
1000 (ug)

__ pmolpro pl dye
~ ug pro ul gDNA

DNA — Ausbeute(ug) =

iy .. (pmol
Spezifische Aktivitat ( g )

Hybridisierung der Proben:

Bei einer eingesetzten Ausgangsmenge von 1500ng DNA liegt bei einer erfolgreichen Mar-
kierung der DNA die spezifische Aktivitat fir Cyanin-3 in einem Bereich zwischen 25 bis 40
pmol/ug. Fir Cyanin-5 sollte dieser Werte zwischen 20 und 36 pmol/ug liegen. Die DNA-
Ausbeute sollte dabei zwischen 9 bis 12 ug betragen. Wenn alle Parameter erflllt sind,
werden jeweils 39,5 ul der markierten Patienten/Tumor-DNA (Cy-3) mit 39,5 ul der markier-
ten Referenz-DNA (Cy-5) zusammengefuhrt (Patient- + Referenz-DNA = 79ul). Um zu ver-
meiden, dass die DNA-Proben unspezifisch auf dem Array binden, werden diese zuvor mit
Cot-1-DNA, Agilent-Blocking-Reagenz und Hybridisierungspuffer versetzt (siehe
Tab.3.12.). Dies fuhrt dazu, dass die repetitiven Sondenanteile geblockt werden.

Bevor das lyophilisierte 10x Blocking- Reagenz erstmals verwendet wird, muss es in 1.350
Ul Nuklease-freiem H2-O aufgenommen und 1h bei RT gelést werden. AnschlieBend wird es
gevortext und bis zum Gebrauch bei -20°C gelagert.

Cy3-und Cy5-markierter DNA Mix 79

Cot-1 DNA (1.0 mg/ml) 25 75
10x aCGH Blocking Agent 26 78
2x Hi-RPM Hybridisierungs-Puffer 130 390

Tab.3.12.: Hybridisierungsmix fiir CGH/SNP-Array

Durchfihrung:

e Proben werden 3 min bei 95°C denaturiert und anschlieBend fir 30 min bei 37°C
inkubiert
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e 1 min bei RT und 7.700 rpm zentrifugieren

e Es werden 245 pl eines Ansatzes auf ein gasket slide Feld eines 2x 400k Arrays
pipettiert, Array mit der aktiven Seite luftblasenfrei auflegen, die Hybridisierungs-
kammer mit einer Stahlzwinge schlieen

e Array im Hybridisierungsofen fiir 40 h bei 67°C und 20 rpm inkubieren

Waschprozedur:

Fir das Waschen der Arrays werden zwei unterschiedliche Puffer (Wasch-Puffer 1 & 2),
die unterschiedlich temperiert sind, benétigt. Daher wird der Wasch-Puffer 2 zuvor UN bei
37°C im Wéarmeschrank vortemperiert. Da die fir die Markierung verwendeten Fluoreszenz-
farbstoffe bei Ozonwerten, die Uber 10 ppb liegen, empfindlich reagieren und degradieren
kénnen, werden die Arrays zusatzlich mit einer Stabilisierungs- und Trocknungslésung
(Stab-Dry-Lsg.) behandelt. Vor der Verwendung der Stabilisierungs- und Trocknungslésung
wird diese UN bei 37°C und 200 rpm geschiittelt, um eventuell die ausgeflockten Bestand-
teile wieder in Lésung zu bringen. Alle Waschschritte werden aufgrund der gesundheits-
schéadlichen Eigenschaft von Acetonitril und der Stab-Dry-Lsg. unter dem Abzug durchge-
fuhrt.

Waschschritte: Alle Lésungen befinden sich in den vorgesehenen Klivetten

e Die Hybridisierungskammer 6ffnen und den Array entnehmen

e Im Waschpuffer 1 wird der aktive Array vom gasket slide entfernt, auf einen Objekt-
tragerhalter gesetzt und in die Kivette mit Puffer 1 UberfGhrt

e Fir 5 min wird der Array bei RT im Waschpuffer 1 gewaschen

e Der Objekttragerhalter samt der Array-Slides wird vorsichtig in den auf 37°C vorge-
warmten Waschpuffer 2 tGberfihrt und fir 1 min gewaschen

e Inkubation des Arrays in Acetonitril fir 10 s bei RT

e Halter fiir 30 s bei RT in der Stab-Dry-Lsg. inkubiert

e Um Tropfenbildung auf dem Array zu vermeiden, wird der Objekttragerhalter lang-
sam mit einer leicht angewinkelten Haltung aus der Stab-Dry-Lsg. gezogen

e Der Array wird mit seiner aktiven Seite in den slide holder gesetzt und relativ zeitnah
gescannt

e Alle Gegenstande, die mit der Stab-Dry-Lésung in Berlhrung gekommen sind, wer-
den mit Acetonitril gesaubert

e Die restlichen Bestandteile werden mit Millipore Wasser gespdlt und luftgetrocknet
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Mit dem Microarray Scanner der Firma Agilent werden die Arrays gescannt. Fir die Einstel-
lungen der verschiedenen Scanparameter wird die Scan Control Software der selbigen
Firma verwendet. Nach Initiation des Programms muss das Profile AgilentHD CGH ausge-
wahlt und folgende Parameter Uberprift werden:

Farb-Kanal R + G( rot und griin)
Scan-Region 61 x 21,6 mm
Scan-Auflésung 5 um

Tif-Datei 16 bit

Rot PMT-Gewinn 100 %

Grun PMT-Gewinn 100 %

XDR <Kein XRD>

Tab.3.13: Scanner-Einstellungen des Agilent Array Laser Scanners G2505B fiir aCHG.

Stimmen alle Einstellungen, wird die Arrayposition angegeben und gescannt. Nach Ab-
schluss des Scanvorgangs wird ein Tif-Bild generiert. Um die Informationen aus diesem
Bild zu extrahieren, wird die Feature Extraction Software flr CytoGenomics (Version
1.5.1.0) verwendet. In diese wird die zuvor erstellte Tif- Datei eingeladen und das dafir
nétige Extraktionsprotokoll muss eingestellt werden. Daflr wird das aktuellste Array-Proto-
koll (hier CGH_107_Sep09) sowie grid-template Datei eingestellt. Nach der Extraktion der
Daten aus dem Tif-Bild werden Text-Dateien erzeugt, die mit Hilfe der CytoGenomics Soft-

ware (Version 2.0.6.0) visuell dargestellt und ausgewertet werden.

3.12.1 Custom-Array

Um eine bessere Auflésung der zuvor identifizierten heterozygoten bzw. homozygoten De-
letion von WT1 auf Chromosom 11p bei Patient Wilms10 zu erhalten, wird mit Hilfe der
Internetplattform eArray von Agilent ein spezifischer Array designt. Als erstes wird das ge-
winschte Arrayformat ausgewahlt und die entsprechenden Probengruppen erstellt. Die
Probengruppen definieren die Bereiche auf dem Genom, die mit einer héheren Auflésung
bzw. mit einer gréBeren Anzahl an Oligonukleotiden abgedeckt werden sollen. Es missen
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auch Kontrollgruppen hinzugefligt werden. Diese beinhalten Normalisierungsoligonukleo-
tide und Replikatoligonukleotide. Damit das restliche Genom gleichmafig abgedeckt wird,
wird der Array mit Katalogoligonukleotiden aufgefiillt.

Im Rahmen dieser Arbeit wird das HD-Human Genom CGH Microarray 4x 44k Format ver-
wendet. Abzliglich der Agilent Kontrollproben stehen bei diesem Format 43.120 Oligonuk-
leotide zur Verflgung.

Probengruppe 1: Abstand der Oligonukleotide alle 300 Bp (hochauflésend):

Bereich auf dem Chromosom 3
Chr.3: 66848373 - 66430881
Bereich der homozygoten Deletion
Chr.11: 32635709 - 32247887

Probengruppe 2: Abstand der Oligonukleotide alle 1000 Bp (1kb)

Bereich der heterozygoten Deletion
Chr.11: 32247886 - 32063150
Chr.11: 33565685 - 32635710

Fir die Abdeckung der zu analysierenden Bereiche werden 3800 Oligonukleotide verwen-
det.

3.13 Herstellung von chemisch kompetenten Sure2-Zellen mittels CaCl:

Die von der Firma Stratagene erworbenen Sure2-Zellen werden verwendet, um die Fehler-
rate wahrend der Vervielféltigung der Plasmid-DNA gering zu halten. Dieser Stamm ist de-
fizient fir Endonuklease (endA) und fir Rekombinase (recB und recd) und die Zellen tragen
Resistenzmarker gegen Kanamycin, Tetracyclin und Chloramphenicol. Die Sure2-Zellen
werden nach folgendem Protokoll chemisch kompetent gemacht und vervielfaltigt:

o Uberimpfung einer UN- Kultur 1:1000 in 50 ml LB- Medium (mit Kanamycin 50
Hg/ml)

e Kultur bei 37°C bis ODeoo 0,3- 0,4 wachsen lassen

e Kultur 30 min auf Eis stellen

e Zellen 5 min bei 4°C und 3000 rpm zentrifugieren
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Zellpellet vorsichtig in 25 ml kalter 50 mM CaCl,- Lésung resuspendieren und da-
nach fir 1 h auf Eis stehen lassen

Erneut 5 min bei 4°C und 3000 rpm zentrifugieren

Zellpellet in 5 ml kalter 50mM CaCl»/20% Glycerin- Lésung resuspendieren
Aliquots zu je 100 pl im Trockeneis/Ethanol-Bad einfrieren

Kompetente Zellen bei -80°C lagern
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4. Ergebnisse

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind in drei Teile gegliedert. Der erste Teil beschéaf-
tigt sich mit der Analyse von WT1 als Transkriptionstaktor und der Identifizierung von neuen
Zielgenen in einem bestehenden in vitro Wilms-Tumor-Zellkulturmodell. Der zweite Teil be-
inhaltet die Etablierung von immortalisierten Wilms-Tumor-Zelllinien, die zur Herstellung ei-
nes dauerhaften Zellkuliurmodels dienen. AbschlieBend werden im dritten Teil die Ergeb-
nisse einer Patientin thematisiert, bei der ein unilateraler Wilms-Tumor an der linken Niere

diagnostiziert wurde.

Im ersten Kapitel werden nicht nur die WT1-Zielgene gescreent, sondern auch die daraus
resultierenden Auswirkungen auf die Zellen analysiert (z.B. Induktion der Zelldifferenzie-
rung, Signalweg-switch, etc.). Flr eine detaillierte Analyse wird die Wilms-Tumor-Zelllinie
Wilms1, die im Vorfeld im hiesigen Institut molekularbiologisch untersucht und naher cha-
rakterisiert wurde, verwendet. Bei dieser Zelllinie liegt eine homozygote Mutation im Exon
1 des WT1-Gens (c.149 C>A, pS50X) und eine heterozygote Mutation im Exon 3 des
CTNNB1-Gens (c.134 C>T, p.S45F) vor {Royer-Pokora et al., 2010). Ein immunologischer
Nachweis eines mutierten endogenen WT1-Proteins kann bis dato in den Wilms1-Zellen
nicht erbracht werden. Fur die weiterfihrenden Untersuchungen wird im Rahmen dieser
Arbeit die DNA bindende WT7-(+/-) Isoform in die Zellen transfiziert.

shRNA
vermittelter

Knockdown von
Charakterisierte PAX3
Wilms1 Zelllinie mit

Microarray
gRT-PCR |::> Expressionsarray
One-Color

Transfektion von LDH-Messung

WT1-(+/-) .
Auswertung mittels
TATAR/David/

o
WT1- und u vy
CTNNB1- Mutation & @
=

Herstellung sines 4 ) GenGo
induzierbaren
s Immunflugreszenz
lentiviralen WT1-
(-/~)-Vekiors G J

J

Transduktion in
immeortalisierten
Wilms1 Cl. 31
{siehe Ergebnis
Teil 2)

Abb. 4.1: Schematische Darstellung der durchgetiihrten Versuche an der Wilms1-Zelllinie. Der rote Kas-
ten markiert die Versuche, die eine Verbindung zwischen dem ersten und zweiten Ergebnisabschnitt darstellen.
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Die primaren Wilms-Tumor-Zelllinien sind durch ihre eingeschrankte Lebensdauer/Tei-
lungskapazitat fur experimentelle Ansatze, die Uber einen langeren Zeitraum ablaufen, nur
bedingt geeignet. Die relativ kurze Lebensspanne der Zellen in der Kultur hat zur Folge,
dass das Zellmaterial limitiert ist. Um diesem Faktor entgegen zu wirken, werden die Zellli-
nien Wilms1, Wilmsé und Wilms10-T mit der humanen Telomerase (hTERT) und mit einem
triple mutierten groBen T-Antigen vom Simian Virus 40 immortalisiert. Bevor die immortali-
sierten Zelllinien als adaquater Ersatz fir die Ursprungszelllinie eingesetzt werden kdnnen,
mussen verschiedene molekularbiologische Untersuchungen durchgeflhrt werden, die be-
legen sollen, inwieweit die immortalisierten Zelllinien den originalen Wilms-Tumor-Zellen
entsprechen. Abbilddung 4.2 stellt schematisch die durchgefuhrten Untersuchungen an den

immortalisierten Zellen im zweiten Teil der Arbeit dar.
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Abb. 4.2: Schematischer Uberblick iiber die durchgefiihrten Analysen an den immortalisierten Wilms-
Zelllinien/Klonen. Die unterschiedlich gefarbten Pfeile gliedern die Experimente, die zusammen gehdren bzw.
aufeinander aufbauen.
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Im dritten Teil der Arbeit wird der seltene und komplexe Fall einer weiblichen Patientin mit
einem WT7-assoziierten Wilms-Tumor detailliert untersucht und beschrieben. Nachdem bei
dieser Patientin ein Wilms-Tumor diagnostiziert wurde, findet eine operative Entfernung des
Tumors statt, anschlieBend erfolgte eine intensive sechsmonatige Chemo- und Strahlen-
therapie. Bei einer Routineuntersuchung wurde nach Abschluss der Behandlung eine Me-
tastase in der Lunge diagnostiziert. Die Ausbildung einer Metastase bei Patienten mit einem
Wilms-Tumor ist ein seltenes Ereignis und tritt nurin 10-15 % aller Félle auf (Royer- Pokora
et al., 2008; Sarin und Graf 2014). Eine detaillierte Beschreibung der Anamnese der Pati-
entin befindet sich im Abschnitt 4.4. Das solide Gewebematerial des Tumors sowie der
Metastase und die daraus etablierten Zelllinien werden zahlreichen Analysen unterzoegen,
die in Abbildung 4.3 aufgefihrt sind. Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wird der Tumor der
Patientin auch als Wilms10-T, die Metastase als Wilms10-M und die Patientin als Wilms10
bezeichnet.
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Abb. 4.3: Schematischer Uberblick iiber den Ablauf der Etablierung bis zur Analyse von Wilms10. Dieses
Schema skizziert den charakteristischen Arbeitsablauf der Verifikation der WT7-bzw. CTNNB1-Mutation bei
Wilms10 bis hin zur Kultivierung der Tumor- sowie Metastasen-Zellen und deren molekularbiologische Unter-
suchung.
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4.1 Absolute WT7-Quantifizierung mittels Standardkurve

Um die WT1-Molekilmenge wahrend einer qRT-PCR nicht nur relativ, sondern auch quan-
titativ zu bestimmen, wird zunachst eine WT1-Standardkurve erstellt. Diese wird im Verlauf
der Arbeit bei allen gRT-PCRs verwendet, um exakt zu bestimmen, wie viele WT7-Kopien
in der Zelle pro ng eingesetzter RNA vorhanden sind. Flr die Generierung einer reinen
WT1-RNA wird der pipLKN-Vektor benutzt, welcher far die WT7-(-/-)-Isoform kodiert. Bevor
die WT1 cDNA in RNA umgeschrieben werden kann, wird der pipLKN-Vektor mit Bgllf ge-
schnitten (Abb.4.4).

/ Bgm\

i l

IVS IRES

Abb. 4.4: pipL KN-Vektor mit Bgill geschnitten. Ausgeschnitten wird der mit den Pfeilen markierte Bereich.
Das ausgeschnittene Fragment enthélt einen CMV-Promaotor, T7-Promotor, die WT1-(-/-}-cDNA und einen Teil
von VS (Intron; inverting sequence), IRES: interne ribosomale Eintrittsstelle und den Selektionsmarker Puro-
mycin.

Das herausgeschnittene Fragment enthalt 5°-Uberhénge, die zunachst mit dem Klenow-
Fragment aufgeflillt werden {siehe 3.9.7). Vor dem WT1-(-/-)-Gen ist ein T7-Promotor ge-
schaltet, welcher es der DNA-abhédngigen RNA-Polymerase ermdglicht, dieses Fragment
in RNA zu transkribieren. Fiir die RNA-Synthese wird das RiboMAX™ Express Large Scale
RNA Production Kit (Promega) verwendet. Flr die Herstellung einer nahezu reinen RNA
findet nach der RNA-Synthese eine Phenol-Chloroform-Aufreinigung statt. Die anschlie-
Bende Messung der RNA-Konzentration sowie die Bestimmung der Qualitat mittels Bioana-
lyzer (NanoChip 6000) zeigt eine Kontamination auf. Auf Grund dessen wird die RNA zu-
satzlich Ober Saulen aufgereinigt {sieh 3.9.1). Danach wird die WT7-(-/-)-RNA in cDNA um-
geschrieben (siehe 3.9.5). Die exakte WT1-Molekilmenge pro pl wird mit Hilfe der Formel,
die in 3.9.8 beschrieben wird, berechnet. Nach dem Umschreiben der WT7-RNA in cDNA,
wird eine Verdunnungsreihe mit bekannter WT7-(-/-)-Konzentration hergestellt (3.9.8) und
eine gRT-PCR durchgeflihrt. Nach Abschluss der gRT-PCR wird die WT7-Standardkurve
mittels bekannter WT7-Konzentration und den dazugehdrigen Cr-Werten errechnet {Abb.
4.5). Die daraus resultierende Geradengleichung (Abb. 4.6; roter Kasten) wird flr die Be-
rechnung der WT7-Molekllmenge in allen weiterfiihrenden gRT-PCR-Untersuchungen ver-

wendet.
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WT1-Standardkurve
35,00
33,00
31,00
29,00
27,00
25,00
23,00
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19,00
17,00 y = -1,569*log{x) + 51,354 |
15,00
1,00E405 1,00E406 1,00E407 1,00E+08 1,00E+09
WT1-Kopienzahl

Cr-Werte

Abb. 4.5: WT1-Standardkurve zur Bestimmung der WT1-Kopienzahl. Fiir eine einheitliche Bestimmung der
Cr-Werte wird der Schwellenwert (Threshold) auf 0,5 gesetzt. Die aus der Geraden berechnete Geradenglei-
chung ist rot umrandet.

Fir die Geradengleichung gelten folgende Kriterien: Der Logarithmus der eingesetzten Mo-
lektGlmenge und der Cr-Wert sind umgekehrt proportional zueinander. Damit alle nachfol-
genden gRT-PCR-Werte bzw. die berechnete WT7-Molekllmenge miteinander vergleich-
bar sind, wird der Schwellenwert (Threshold) fir die gemessene WT1-Fluoreszenz auf 0,5

festgelegt.

4.2 Analyse von WT7-Zielgenen in der Wilms1i-Zelllinie
Rackley beschreibt, dass WT1 eine wichtige Rolle wihrend der Embryogenese spielt und
in verschiedenen Geweben exprimiert wird (Rackley et al., 1993). Auch im adulten Gewebe
ist die Expression von WT1 nachweisbar was zeigt, dass WT1 nicht nur fUr die Bildung von
Zelltypen/Geweben, sondern auch fir deren Aufrechterhaltung bzw. Funktion essentiell ist.
Um mdogliche Zielgene von WT1 zu identifizieren, wird die DNA bindende WT7-(+/-)-1soform
in die Wims1-Zelllinie transient transfiziert. Durch die homozygote Mutation im WT7-Gen
wird bei Wilms1 kein funktionsfahiges WT1-Protein synthetisiert. Dadurch ist diese Zelllinie
ein geeigneter Kandidat flir Transfektionsversuche mit der wt-WT7-(+/-)-Isoform. Die Trans-
fektion erfolgt wie in 3.5 beschrieben. Der Versuch wird insgesamt dreimal wiederholt (bio-
logische Replikate). Zur Bestétigung einer erfolgreichen Transfektion wird eine qRT-PCR
mit daran anschlieBender Expressionsanalyse durchgefihrt, die mittels eines One Color
Mircoarrays erfolgt. FUr die Bestimmung der WT71-Molekilanzahl wird die WT1-Standard-
kurve verwendet (4.1). Als weiterer Nachweis flr eine gelungene Transfektion des CMV-
WT1-(+/-)-Vektors dient eine immunologische Bestatigung des WT1-Proteins {Abb. 4.6 C).
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Die immunologische Verifikation erfolgt an fixierten Zellen 24 h nach der Transfektion mit
CMV-WTT1-(+/-). Fur die gRT-PCR-Analyse wird 24 und 48 h nach der Transfektion RNA
isoliert.
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Abb. 4.6: Wilms1-Passage 9-Zelllinie nach transienter Transfektion mit CMV-WT7-(+/-)-Vektor. A: Darge-
stellt ist die relative Quantitat der WT7-Expression, jeweils auf die mit transfizierte pENTR4-Vektorkontrolle be-
zogen und auf das Kontrollgen RER1 normiert. B: Die absolute Quantifizierung der WT7-Kopien (pro ng RNA)
in Abhangigkeit vom zeitlichen Abstand der Transfektion. Signifikanz wird mit dem t-Test bestimmt, dabei gilt
Folgendes: * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001. C: Immunologischer Nachweis von WT1-Protein in transfizierten
Wilms1-Passage 9 Zellen. Farbung der Zellen: Blau= DAPI-Farbung, grin= WT1-Antikérper.

Wie an Abbildung 4.6 A zu erkennen ist, wird eine 20.000-fach héhere Expression von WTT
im Vergleich zur Kontrolle (Wilms1 mit pENTR4) bereits 24 h nach der Transfektion erreicht.
Nach 48 h nimmt die Expression von WTT bereits langsam wieder ab (ca. 17.000-fach hé-
here Expression in Bezug auf pENTR4). Umgerechnet in WT1-Kopienanzahl bedeutet dies
flr den 24 h Zeitpunkt eine WT1-Molekilanzahl von 1,662%. Nach 48 h sinkt der Wert auf
3,872" WT1-Molekiile pro ng eingesetzte RNA (Abb. 4.6 B). Zuséatzlich wird mit Hilfe einer
Immunfluoreszenz die Synthese des WT1-Proteins und dessen Lokalisation im Zellkern
nachgewiesen (Abb. 4.6 C). Mit beiden Analyseverfahren konnte eine erfolgreiche Trans-
fektion der WT1-(+/-)-Isoform bestatigt werden.

4.2.1 Expressionsanalyse von transfizierten Wilms1-Zellen

Far die Genexpressionsanalyse wird die gesamte RNA aus den mit CMV-WT1-(+/-) und mit
pPENTR4 transfizierten Wilms1-Zellen isoliert und auf einem 4x44K Whole Human Genome
Oligo Microarray (Agilent) hybridisiert. Damit die Expressionsdaten eine statistische Signi-
fikanz haben, werden drei biologische Versuche mit den gleichen Kriterien wiederholt. Aus
den Expressionsdaten aller drei Versuche wird der Mittelwert (Mean) gebildet.
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Far die Analyse der generierten Daten werden folgende Parameter festgelegt: Alle Expres-
sionsdaten der transfizierten Wilms1-Zellen, die einen Foldchange von = 1,5 mit einer Ex-
pressionsintensitat von = 200 gegentber den mit pENTR4 transfizierten Zellen aufzeigen
und eine Signifikanz von p = 0,05 haben, werden weiter analysiert. Mit Hilfe der Software
TATAR werden nach diesen Parametern 1377 regulierte Gene/Oligos in den Wilms1-Zellen
mit CMV-WT1-(+/-) ermittelt. Davon sind 560 Gene hoch- und 817 Gene herunterreguliert.
Die weiterfihrende Expressionsanalyse der generierten Datensets wird unter anderem mit
dem offentlich zugénglichen Genome Browser DAVID (http://DAVID.abcc.ncifcrf.gov/)
durchgefihrt. Diese bioinformatische Datenbank liefert Auskunft Uber die beteiligten regu-
lierten Prozesse, unter Berlicksichtigung der eingespeisten Datenséatze (regulierte Gene
nach Transfektion mit CMV-WT1-[+/-] ). Dazu gehdéren unter anderem KEGG-Signalwege,
die nach lhrer Signifikanz sortiert sind (Abb. 4.7).

IR R R (S

Auswertung der hochregulierten Gene

Oxidative phosphorylation 3.9 B.2E-10 in Wilms1-Zellen nach Transfektion mit
T 21 41  2.8E-8 CMV-WT1-(+/-). Aufgefiihrt sind die invol-

vierten biologischen Vorgange, die bei
Parkinson's disease 17 3.3 L.5E7 den Wilms1-Zellen nach der Transfektion
Alzheimer's diseaze 18 3.5 B.5E-7 mit CMV-WT1-(+/) reguliert werden, im

Vergleich zu den Wilms1-Zellen, die mit
Cardiac muscle contraction 3 1.6 4.0E-3 dem Leervektor pENTR4 transfiziert wer-
den. Unter Count ist die Anzahl der betei-

Wnt signaling pathway ? L7 4382 ligten Gene angegeben, die in diesem bi-
Melanogenesis 2 1.4 4.4E-2 ologischen Prozess reguliert werden. Die
Prozente geben an, wie grof3 deren pro-
Endometrial cancer 3 1.0 4.6E-2 zentualer Anteil von der Gesamtzahl der
; : regulierten Gene ist. Die einzelnen Signal-

Aldosterone-requlated sodium reabsorption 4 0.8 9.1E-2

wege sind nach ihren Signifikanzen, nach
Bladder cancer 4 0.8 9.5E-2 dem p-Wert angeordnet, beginnend mit
der héchsten Signifikanz.

Hochregulierte Gene (upregulated genes)

Die erste Auswertung der hochregulierten Gene zeigt, dass diese an der oxidativen Phos-
phorylierung beteiligt sind und die héchste Signifikanz mit einem Wert von p=6,2""° aufzei-
gen. Eine genaue Ubersicht der oxidativen Phosphorylierung bzw. der daran beteiligten
Gene sowie die nach der Transfektion von Wilms1 mit CMV-WT1-(+/-) im Vergleich zu der
Kontrolle der hochregulierten Gene ist in Abbildung 4.8 dargestellt.
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Abb. 4.8: KEGG-Signalweg der oxidativen Phosphorylierung. Die roten Sterne markieren die hochregulier-
ten Gene von Wilms1, die mit dem CMV-WT1-(+/-) Vektor transfiziert werden, im Vergleich zur Kontrolle

(Wilms1 mit pENT4 transfiziert/entnommen aus DAVID).
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Die oxidative Phosphorylierung ist in aeroben Organismen der wichtigste biologische Pro-
zess zur Energiegewinnung, die Uber die Atmungskette in den Mitochondrien der Zellen
stattfindet. Dabei dienen die Coenzyme NADH, FMNH. und FADH: als Elektronenlieferan-
ten. Diese Elektronen werden Uber eine Reihe von Redoxvorgangen auf ein Oxidationsmit-
tel Gbertragen. Dabei entsteht freie Energie in Form eines Protonengradienten, die wiede-
rum dazu verwendet wird, aus ADP und Phosphat ATP zu synthetisieren (Swanson et al.,
2010). Die Atmungskette besteht aus fliinf Enzymkomplexen, die wiederrum aus Subkom-
plexen (Untereinheiten) zusammengesetzt sind. Nach der Transfektion mit WT1-(+/-) wer-
den zahlreiche Gene hochreguliert, die verschiedene Untereinheiten dieser Enzymkom-
plexe kodieren.

Die Auswertung der Expressionsdaten zeigt, dass nach der Transfektion mit der WT1-(+/-)
-Isoform insgesamt vier der fliinf Komplexe von der Regulation betroffen sind. Zu den hoch-
regulierten Genen gehéren NDUFA3, NDUFA4, NDUFS8, NDUFB1 und NDUFB, die Be-
standteile von Komplex | sind, welche fir die NADH-Dehydrogenase kodieren (Sury et al.,
1998; Loeffen et al., 1998; Kim et al., 1997; Ton et al., 1997). Weitere regulierte Gene sind
QCR9 und QCR10, die Proteine kodieren, die zum Ubiquinol-Cytochrom-c-Reduktase-
Komplex gehéren (Komplex Ill). Gleichzeitig werden auch Gene hochreguliert, die Proteine
kodieren, die den Komplex IV, die die sogenannte Cytochrom-c-Oxidase bilden (COX4,

COX6B, COX6C, COX8 und COX17). Die Expression der Gene ATP5I, ATP5J, ATP5D,
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ATP5L und ATP5@G1, die Proteine kodieren die zum Komplex V (ATP-Synthase) gehoren,
zeigt, dass diese ebenfalls hochreguliert werden (Elliot et al., 1993; Javed et al., 1991; Jor-
dan und Breen 1992; Dryer und Walker, 1993/Tab. 4.1).

Die erste Analyse der hochregulierten Gene zeigt, dass sie hauptsachlich fir Proteine der
Atmungskette kodieren und somit eine wichtige regulatorischen Funktion wahrend der oxi-
dativen Phosphorylierung Gbernehmen. Auf dieser Grundlage ist anzunehmen, dass WT1
eine wichtige Funktion von biologischen Prozessen steuert, die einen erhdhten Energiebe-

darf bendtigen. Dieser wird Uber die Atmungskette in Form von ATP gewonnen und den

Zellen zur Verflgung gestellt.

Komplex | MADH . ’(omple:( o Komplex IV Kamplex W
Dehydrogenase T ML RS e Cytochrom C Oxidase ATP Synthase
sk Reductase g ] ¥ g

Regulierte Gene
WT1-[+/-) somntrolle WT1-{+/-) Kontrolle  WT1-{-/-] Kontolle  WT1-{+/-} Kontrolle
NDUFSE QCRY COx4 ATPEI
208 139 44106 28747 35748 18783 26085 10670 Tab. 4: Enzymkomplexe der Atmungs-
NDUFAL CR10 COXBE ATPS) . .
- _ - kette, die nach WTT-(+/-) Transfektion
20160 11185 3549 1355 18161 11613 21753 13688 i . . :
reguliert werden. Aufgelistet sind die
MNDUFAS COXBC ATPED 4 p
hochregulierten Gene der einzelnen
10615 3850 17599 3989 4742 2606 2 : ;
TR s e Komplexe. Gegenlbergestellt ist die Ex-
m—— p— T e e pressionsintensitat der WT1-(+!I-}' und
Ry s s pENTR4 {Kontrolle) transfizierten
12700 7538 11345 5385 8211 5417 Wilms1-Zel!en. Korpplgx Ilist nicht aufge-
NDUEES listet, da kein Gen in diesem Komplex re-
2045 1075 guliert wird. Der Wert der Expressionsin-
NDUFE? tensitdten ist der Mittelwert von drei bio-
5945 4442 logischen Wiederholungen.

Die durch TATAR identifizierten regulierten Gene werden zusatzlich mit MetaCore, einer
internetbasierenden kommerziellen Plattform, analysiert. So sollen die Expressionsergeb-
nisse detaillierter untersucht und die gegebenenfalls bereits vorliegenden Ergebnisse veri-
fiziert werden. Die Analyse der hochregulierte Gene zeigt auch in diesem Fall, dass die
oxidative Phosphorylierung mit einem p-Wert von 7.062'° am stérksten reguliert wird und
dass die gleichen Gene reguliert werden, die bereits durch DAVID ermittelt werden konnten
(Abb. 4.10). Zusatzlich werden auch Gene signifikant hochreguliert (p=2,7%), die an dem
Ubichinon-{Ubiguinone)-Metabolismus beteiligt sind (Abb. 4.9). Dieser Signalweg ist mitun-

ter mit dem Pathway der oxidativen Phosphorylierung verknupft.
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Abb. 4.9: Hochregulierte Signalwege (pathway maps) in Wilms1-Zellen. MetaCore Analyse der hochregu-
lierten Gene in Wilms1-Zellen nach Transfektion mit GMY-WT7-(+/-} und die 10 hoch signifikanten Maps nach
p-Wert sortiert.

Beim Ubichinon (UQ), das auch als Coenzym Qo bezeichnet wird, handelt es sich um ein
endogen synthetisiertes Lipid in Saugertierzellen, welches an Redoxreaktionen beteiligt ist.
Es fungiert sowohl als Protonen- als auch Elektronen-Ubertrager zwischen den ersten drei
Komplexen der Atmungskette wahrend der oxidativen Phosphorylierung. Dabei wird das

Ubichinon durch die Aufnahme von Wasserstoff-lonen zu Ubihydrochinon {(UQ3) reduziert
{Kagan und Quinn, 2001).
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Abb. 4.10: Metacore, Map-Darstellung der oxidativen Phosphorylierung und der beteiligten Gene bei
Wilms1-Zellen mit CMV-WT1-(+/-) transfiziert. Abgebildet sind die Faktoren, die an der oxidativen Phospho-
rylierung beteiligt sind. Die hochregulierten Gene sind mit einem roten Balken versehen. Die Hohe vom Balken
spiegelt die Intensitat der Regulation wider. Die blauen Symbole stellen Proteine dar, die gelben Pfeile stehen
flir Phosphotasen, die grauen Rechtecke symbolisieren ablaufende Reaktionen, die violetten Trapeze stehen
fir zusammengesetzte Verbindungen. Diese Map basiert auf einer hochgualitativen Priifung von Verdffentli-
chungen durch Experten und den daraus zusammengetragenen Infermationen.
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Herunterregulierie Gene (downreguiated genes)

Nach der Transfektion des CMV-WT7-(+/-)-Konstrukts in die Wilms1i-Zellen sind 817
Gene/Oligos identifiziert worden, die negativ von WT1-{+/-) reguliert werden (herunterregu-
liert). Die nachfolgende Analyse der Gene mittels DAVID und GeneGo zeigt zahlreiche Sig-

nalwege auf, die sich direkt oder indirekt negativ auf den Zellzyklus auswirken (Abb.4.11).
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Glioma 7 0.9 5.2E-2

9. Reproduction_Progesterone signaling
ECM-receptor interaction 8 1.0 6.7E-2 [—— |10, Translation_Regulation of initiation

Abb. 4.11: Analyse der herunterregulierten Gene in Wilms1-Zellen nach WT7-(+/-) Transfektion. A: Die

10 signifikanten Pathway-Maps nach DAVID. B: Die 10 signifikanten Pathway-Maps nach MetaCore.

Gene, die direken einen Einfluss auf den Zellzyklus haben und negativ reguliert werden,
sind unter anderem CDC20, CCND1 (CyeD), BUB1B und MCM?7 (Abb. 4.12). Die Produkte
dieser Gene regulieren den Zellzyklus, dabei agiert das CDC20-Protein als ein Aktivator
des APC/C-Komplexes, der die Initiation der Anaphase steuert und fiir das Beenden vom
Mitosezyklus zustandig ist. Seine Funktion kann das Protein nur erfillen, wenn es durch
seine Interaktionspartner CDC20 und HCDH1 aktiviert wird. Die Expression des CCND1-
Gens findet wahrend der G1-Phase des Zellzyklus statt und unterstitzt durch die Phospho-
rylierung des RP-Proteins {wird dadurch deaktiviert) den Ubergang von der G1-Phase zur
S-Phase des Zellzyklus {Inaba et al., 1992; Fu et al., 2004). Das BUB1B-Protein wird flir
die Ausrichtung der Chromosomen wahrend der Metaphase bendtigt (Rio et al., 2010). Ein
weiteres Gen, das den Zellzyklus direkt reguliert und durch WT1-(+/-) herunterreguliert wird,
ist das MCM7-Gen. Das MCM7-Gen kodiert ein Protein, das dem MCM-Komplex angehort
und eine zentrale Rolle beim Ubergang in der G1/S-Phase im Zellzyklus spielt. Es ist fiir
die richtige Zusammensetzung und Orientierung der Replikationsgabel verantwortlich und
daflir, dass die gesamte genomische DNA nur einmal pro Zellzyklus repliziert wird (Pet-
rocca et al., 2008).
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Abb. 4.12: Expressionsdaten von Wilms1-Zellen. Abgebildet sind die einzelnen Expressionsintensitaten der
am Zellzyklus beteiligten Faktoren BUBTB, MCM7, CDC20 und CCND1. Alle diese Gene werden in Anwesen-
heit von WT1-(+/-) signifikant herunter reguliert. Dabei gilt: *p=<0,05; ** p=0,01. Fehlerbalken= Standardfehler

Ein indirekt negativer Einfluss auf den Zellzyklus liegt in der Regulation des Wnt/B-Catenin-
Signalwegs vor. Dieser spielt eine wichtige Rolle wahrend der Proliferation, dem Uberleben

und der Differenzierung von Zellen (Novo et al., 2014).

LDH-Messung:

Es ist seit Langerem bekannt, dass die Energiegewinnung in Tumorzellen hauptséachlich
Uber einen anaeroben Stoffwechsel, die Glykolyse, stattfindet (Yi und Jin-Ming, 2013). Ein
Glukosemolek{ll wird dabei liber mehrere Zwischenschritte zu Pyruvat umgewandelt. In die-
sem Prozess werden insgesamt die Molekiile ATP und NADH gebildet. Bei geringer Sauer-
stoffkonzentration wird das Pyruvat durch die Lactatdehydrogenase {LDH), bei Anwesen-
heit von NADH, zu Lactat reduziert.

Die Auswertung der Expressionsdaten der transfizierten (mit CMV-WT1-(+/-) ) Wilms1-Zel-
len ergibt mitunter, dass die oxidative Phospharylierung zu den signifikanten hochregulier-
ten Signalwegen zahlt. Auf dieser Grundlage sollte durch die Messung der LDH im Zell-
Uberstand der metabolische switch zwischen Glykolyse und oxidativer Phosphorylierung
bestimmt werden. Dazu wird die Zelllinie Wilms1 erneut mit dem CMV-WT7-(+/-) Konstrukt
transfiziert. Als Kontrollvektor wird der pENTR4-Leervektor, der ebenfalls transfiziert wird,
verwendet. Zu drei verschiedenen Zeitpunkten nach der Transfektion wird der Uberstand
von den Zellen abgenommen und die LDH-Konzentration gemessen. Die Messungen wer-

den im Zentrallabor der NMR-KIinik in Dlsseldorf vorgenommen.
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Abb. 4.13: Messung der LDH-Konzentration bei Wilms1. Messwerte der LDH-Konzentration zu drei ver-
schiedenen Zeitpunkten. Gemessen wird der Uberstand von Wilms1-Zellen, die mit dem CMV-WT7-(+/-) und
dem pENTR4-Konstrukt (als Kontrolle) transfiziert werden.

Die Messwerte zu den drei verschiedenen Zeitpunkten zeigen keine signifikanten Unter-
schiede zwischen der Kontrolle und den WT1-(+/-) transfizierten Wilms1-Zellen auf (Abb.
4.13). Zwar ist ein Anstieg der LDH-Konzentration (iber die drei Zeitpunkte im Uberstand
festzustellen, dieser liegt aber sowohl in den Kontrollen, als auch in den WT17-(+/-) trans-
fizierten Zellen vor. Eine metabolische Veranderung konnte mittels der LDH-Messung nicht

ermittelt werden.

4.3 PAX3-Knockdown und dessen Auswirkung auf die Wilms1-Zellinie

Eine Verbindung zwischen einem myogenen Phanotyp bei Wilms-Tumoren und einer
PAX3-Expression konnte in diesen bereits nachgewiesen werden. Dass PAX3 im Stroma-
Kompartiment wahrend der Nierendifferenzierung exprimiert wird, ist ebenfalls bekannt.
(Hueber et al., 2009). Um zu analysieren, ob die Wilms1-Zellen PAX3 exprimieren, wird
zunachst die gesamte RNA aus den Zellen isoliert und in cDNA umgeschrieben (3.9.1 und
3.9.5). Anhand von publizierten Primersequenzen fir sieben verschiedene PAX3-Isoformen
werden entsprechende RT-PCRs durchgefihrt (Wang et al., 2006). Alle sieben PAX3-Iso-
formen kénnen in den Wilms1-Zellen nachgewiesen werden. Um die Funktion von PAX3 in
den Wilms1-Zellen besser zu verstehen, wird dieses Gen mittels einer spezifischen shRNA,
die in Wilms1-Zellen transfiziert wird, ausgeschaltet. Die gemessene Knock-Down Effizienz
der PAX3-Expression in zwei unabhangigen Versuchen in den Wilms1-Zellen betrégt ca.
60-70 Prozent. Der Nachweis der PAX3-Expression sowie der anschlieBende Knockdown
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von PAX3 konnte bereits im Zuge der eigenen Diplomarbeit ermittelt werden (Biologische
Charakterisierung von Wilms-Tumorzelllinien mit WT7-Mutation).

Um den Einfluss vom PAX3-Knockdown auf die Expression der Wilms1-Zellen zu untersu-
chen, wird ein 4x44K Whole Human Genome Oligo Microarray der Firma Agilent verwendet.
Es wird die gleiche RNA verwendet, die bereits fir die Verifikation des Knock-Downs ange-
wandt wird. Die Expressionsdaten der beiden Knock-Down-Versuche werden zusammen-
gefasst und mit den Genexpressionsprofilen der bestehenden flinf biologischen Wiederho-
lungen der primaren Wilms1-Zelllinie verglichen. Auch in diesem Fall werden die Datensets
nach den gleichen Kriterien gefiltert. Alle Daten, die eine Expressionsintensitat von = 200,
einen Foldchange von = 1,5 und einen p-Wert von = 0,05 aufweisen, werden weiter analy-
siert (erstellt mit TATAR).

Die erste Analyse mit TATAR ergibt insgesamt 6647 Gene/Oligos, die reguliert werden.
Davon sind 3079 herunterreguliert und 3568 Gene/Oligos hochreguliert. Wie in Abbildung
4.14 zu erkennen ist, l1&sst sich der PAX3-Knockdown ebenfalls anhand des Unterschieds
in der Expressionsintensitat zwischen behandelten und unbehandelten Wilms1-Zellen veri-
fizieren. Die durchschnittliche Expression des PAX3-Gens in den Wilms1-Zellen schwankt
um 2200. Nach dem Abschalten des Gens wird eine durchschnittliche Expressionsintensitat
von 19 gemessen. Dieses Expressionslevel liegt auf dem Niveau der Hintergrundintensitat
und verifiziert somit den Knock-Down der PAX3-Expression.

PAX3
3000+ Wk
e
o] T
w ==
S 2000
8
g 1000
i Abb. 4.14: Expressionsintensitat des PAX3-Gens. Darge-
0 - . stellt ist die Expressionsintensitiat des PAX3-Gens in den
& @'_b Wilms1-Zellen. Gegenlibergestellt ist die Expression von
o.,}‘*" R PAX3 in den untransfizierten (N=5) und den mit der shRNA-
66"’ ,o%‘\v PAX3 transfizierten (N=2) Wilms1-Zellen. Die Signifikanzbe-
e } i ‘_’ stimmung erfolgt mit dem t-Test, dabei gilt Folgendes: *** p<
Wilms1-Zelllinie 0.001

Die weiterfihrende Analyse der regulierten Gene wird mit DAVID ausgefuhrt. Die Auswer-
tung der 3079 herunterregulierten Gene/Oligos nach dem PAX3-Knockdown zeigt, dass
diese Gene an der DNA-Replikation, dem Zellzyklus und weiteren damit eng verknlpften
Signalwegen beteiligt sind. Es werden 23 Gene, die an der DNA-Replikation involviert sind
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mit einer Signifikanz von p= 9,3"" herunterreguliert. Darauf folgen Gene, die mit einer Sig-
nifikanz von p= 2,58 in den Zellzyklus eingreifen, insgesamt sind 43 Gene an diesem Sig-
nalweg herunterreguliert (Abb. 4.15). Mechanismen, die eng mit der DNA-Replikation und
dem Zellzyklus verbunden bzw. ein Bestandteil davon sind und ebenfalls negativ reguliert
werden sind: Der Pyrimidin- sowie Purin-Metabolismus (p= 5,5 und p= 2,4%) und die Mis-
match- sowie Base-excision-repair (p=2,9° und p= 1,6™).

der hochsten Signifikanz. DA VID-Auswertung

DNA replication 9.3E-11 der herunterregulierten Gene in Wilms1-Zel-
cell evole e 17  2.5E-8 !en pach dem PAX3-quckd0wn Unter Count
ist die Anzahl der beteiligten Gene angegeben,
Base excision repair 15 0.6 1.6E-4 die in diesem biologischen Prozess reguliert wer-
g . den. Die Prozente geben an, wie grof3 deren pro-
rimidine metabolism 27 1.1 5564 zentualer Anteil von der Gesamtzahl der regulier-
Putine metabolism 3 1.4 2.4E-3 ten G.eng.ist. Die einzelnen Signalwege sind ih-
ren Signifikanzen nach dem p-Wert angeordnet,

Mismatch repair 10 0.4 2.9E-3 beginnend mit der Héchsten.

Die an der DNA-Replikation beteiligten Enzyme/Komplexe und die nach PAX3-Knockdown
herunterregulierten Gene sind in Abbildung 4.16 dargestellt. Zu den signifikant herunterre-
gulierten Genen gehéren unter anderem FEN1, LIG1, RPA3 und PCNA (Abb. 4.17). FEN1
kodiert fir eine strukturspezifische Nuklease mit einer 5 flap Endonukleasen- und einer 5'-
3" Exonukleasen Aktivitat. Diese Eigenschaft ermdglicht die Entfernung von RNA-Primern,
die wahrend der Synthese des diskontinuierlichen DNA-Stranges benétig werden und zwi-
schen den Okazaki-Fragmenten positioniert werden (Hosfield et al., 1998). Die Ligase
(LIGT) schlieBt die Licken zwischen den Okazaki-Fragmenten und generiert dadurch einen
durchgangigen Strang (Harrison et al., 2002).

FHuse H or Dnad

Lw:mﬂ 2
\ 1 : ; DHA polymerse
\

CH. th
. Qm

Leading strand ; e

DHA polymesase £
cmplf:m

Helicase DMA ligass

Abb. 4.16: KEGG-Signalweg/Mechanismus der DNA-Replikation. Dargestellt sind die nach PAX3-Knock-
down negativ regulierten Gene in der Wilms1-Zelllinie. Alle in der DNA-Replikation involvierten Enzyme/Kom-
plexe sind rechts aufgefuhrt. Die nach PAX3-Knockdown herunterregulierten Gene sind mit einem roten Stern
markiert (entnommen aus DAVID).
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Das PCNA-Gen kodiert flr ein Hilfsprotein, welches wahrend der DNA-Replikation an der
Replikationsgabel lokalisiert ist. Hier sorgt es fiir die Rekrutierung und Bindung von zahlrei-
chen Enzymen, die fir die DNA-Replikation und -Reparatur notwendig sind (Baple et al.,
2014). Als ein Bestandteil des RPA/RP-A bindet das RPA3-Protein wahrend der DNA-Rep-
likation an den Einzelstrang und stabilisiert diesen. Dadurch wird die Anlagerung der beiden
Einzelstrange aneinander verhindert (Lin et al., 1998).

10000- L]
” L, = Wilms1
% 8000- 'I' [ shRNA-PAX3
5 *k |
£ 6000~ - 'I'
2 T
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4
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Abb. 4.17: Herunterregulierte Gene nach PAX3-Kockdown. Array-basierende Expressionsdaten der Gene
PCNA, FEN1, RPA3und LIG1 in der Wilms1-Zelllinie vor und nach dem PAX3-Knockdown. Dabei gilt: *p<0,05;
**p<0,01 (Wilms1: n= 5, shPAX: n=2). Fehlerbalken = Standardfehler

Die Auswertung der 3654 hochregulierten Gene/Oligos zeigt, dass die betroffenen Gene
ein breites Spektrum an zellularen Signalwegen abdecken. Hervorzuheben sind die
Ubiquitin mediated proteolysis (p= 1,7°), der p53-signaling pathway (p= 4,5*) und der TGF-
beta signaling pathway (p= 1,1?). Bei dem p53-Signalweg sowie dem TGF-beta-Signalweg
sind Gene hochreguliert, welche die Apoptose von Zellen induzieren oder die Zellen im
Zellzyklus arretieren lassen (z.B. G1-Arrest im Zellzyklus). Eines der im p53-Signalweg re-
gulierten Gene ist das CYCS-Gen. Es kodiert fir das Cytochrom-c-Protein, welches neben
seiner Aufgabe, der oxidativen Phosphorylierung in den Mitochondrien, auch als Initiator
der Apoptose agiert. Hierflir bindet es zuerst an das APAF1-Protein, wodurch die Caspase-
9 aktiviert wird. Diese wiederum I6st eine Kaskade aus, die zum Zelltod fihrt (Earnshaw,
1999). Im TGF-beta Signalweg ist unter anderem die Expression von p15 (CDKN2B) hoch-
reguliert (Abb. 4.19). Durch seine Bindung an das CDK4B-Protein wird dieses in seiner
Funktion inhibiert, sodass das CDK4B abhangige Voranschreiten der G1-Phase gehemmt
wird. Es kommt somit zum G1-Arrest in den Wilms1-Zellen, ausgeldst durch den PAX3-
Knockdown. Die ubiquitin vermittelte Proteolyse zeigt mit einem p-Wert von 1,7° die
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héchste Signifikanz. Dieser Mechanismus tragt dazu bei, dass Proteine, die abgebaut wer-
den missen, zuvor entsprechend mit Ubiquitin markiert werden, um anschlieBend im

Proteasom abgebaut zu werden.

ME@

Ubiguitin mediated proteolysis 328 1.7E-5
Small cell lung cancer 27 1.0 2565
pS3 signaling pathway 2 0.7 454 Abb. .4.18: Die zehn.hbchst signifikant
regulierten KEGG-Signalwege. DAVID-
Endocytosis 40 14 2.3E-3 Auswertung der hochregulierten Gene
e : . 5 e in Wilms1-Zellen nach dem PAX3-
ECH-receptor interaction - 08 3.263 Knockdown. Unter Count ist die Anzahl
Focal adhesion 42 1.5 3.86-3 der beteiligten Gene angegeben, die in die-
sem biologischen Prozess reguliert wer-
Systemic lupus erythematosus 24 0.5 5.6E-2 den. Die Zahlen in Prozent geben an, wie
Pothiiats i Cancar &1 22 7.3E-3 hoch der Anteil der regulierten Gene in der

Gesamtzahl ist. Die einzelnen Signalwege
Chronic myeloid leukemia 19 0.7 S.6E-2 sind nach ihren Signifikanzen nach dem p-
Wert angeordnet, beginnend mit der
héchsten Signifikanz.

TGF-beta signaling pathwiay 21 0.7 1.1E2

Die Markierung der abzubauenden Proteine erfolgt Gber eine Kaskade von drei Enzymkom-
plexen, deren Bezeichnung E1, E2 und E3 ist. Der E3-Enzymkomplex wird in weitere flnf
Subtypen unterteilt. Jeder einzelne Enzymkomplex/Subtyp setzt sich aus mehreren funkti-
onellen Einheiten zusammen, die von verschiedenen Genen kodiert werden. Die Analyse
der hochregulierten Gene zeigt, dass jeder Enzymkomplex/Subtyp nach dem PAX3-Knock-
down reguliert wird. In Tabelle 4.1 sind die regulierten Gene und die Enzymkomplexe/Sub-
typen aufgefliihrt, denen sie angehéren. Die erhdhte Expression der Gene, die daflr ver-
antwortlich sind, dass Proteine abgebaut werden missen, korreliert mit den Prozessen/Ge-
nen, welche die Apoptose initiieren oder die Zellen in der G1-Phase arretieren lassen. In
beiden Fallen flihren diese Signalwege bzw. Mechanismen dazu, dass vermehrt Proteine

vorliegen, die abgebaut werden missen.

2500- _ N
- o —_ O Wilms1 untransfiziert
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Abb. 4.19: Hochregulierte Gene nach PAX3-Knockdown. Array-basierende Expressionsdaten der Gene
CYCS und CDKN2B in der Wilms1-Zelllinie vor und nach dem PAX3-Knockdown. Dabei gilt: *p< 0,05; *** p<
0,001.
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Insgesamt initiiert ein PAX3-Knockdown in Wilms1-Zellen mehrere Prozesse, die den Me-
tabolismus der Zellen herunterregulieren. Daraus kann man schlieBen, dass die PAX3-Ex-
pression fir die Aufrechterhaltung der zellularen Integritat und Stabilitat verantwortlich ist.
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4.4 Etablierung von immortalisierten Wilms-Tumor-Zelllinien und deren
Analyse

Zusatzlich zum bestehenden primaren Zellkulturmodel von Wilms-Tumoren, welche eine
limitierte Teilungsrate (Lebensspanne) aufweisen, soll ein Zellkultursystem von immortali-
sierten Wilms-Tumor-Zellen etabliert werden. Dadurch sollen Experimente erméglicht wer-
den, die Uber einen l&ngeren Zeitraum stattfinden missen oder bei denen groBere Protein-
mengen erforderlich sind. Dazu werden die Wilms-Tumor-Zelllinien Wilms1, Wilms6 und
Wilms10-T mit der humanen Telomerase (hTERT) und mit dem groBen T-Antigen vom Si-
mian Virus 40 immortalisiert. Bei dem grof3en T-Antigen handelt es sich um die modifizierte
Variante U19A89-97tsA580, die von Parmijit S. Jat (Institut fir Neurologie, Universitat Lon-
don) bereitgestellt wird und drei wesentliche Veranderungen enthalt (Abb. 4.20). Zum einen
verhindern drei Mutationen in diesem Gen die Bindung an die DNA (U19), zum anderen
wird die Interaktion mit BUB1 (A89-97) gehemmt. Dadurch werden unerwinschte regulato-
rische Interaktionen in der Zelle minimiert (Cotsiki et al., 2004). Bei 37° bewirkt die letzte
Modulation eine Konformationsveranderung des groBen T-Antigen-Proteins, die dazu fuhrt,
dass es bei dieser Temperatur inaktiv wird. Bei einer Umgebungstemperatur von 33°C ist

dieses temperatursensitive Protein aktiv.

Abb. 4.20: Ausschnitt des modifizierten lentiviralen Vektors. LTR: Long terminal repeat pRB: Re-
tinghlastom- Protein. SV40 ori: Simian Virus 40 Replikationsursprung. Neo: Neomycin. U19A89-97tsAb8: Kas-
sette fiir das groBe SV 40 T-Antigen mit drei eingebauten Mutationen.

In Abbildung 4.21 ist zu erkennen, dass die Immortalisierung der Zellen erfolgreich war. Alle
drei Zelllinien zeigen eine deutlich gesteigerte Lebensspanne gegeniiber den Ursprungs-
zelllinien {primare Wilmszelllinien). Die Kultivierung des immortalisierten Klons 31 von
Wilms1 ist bis zu Passage 68 méglich. Der Klon 10 von Wilms6 Iasst sich mindestens bis
Passage 57 kultivieren. Ebenso zeigt Klon 1 von Wilms10-T eine erhéhte Passagenanzahl
und lasst sich bis wenigstens Passage 20 Kultivieren. Alle drei priméren Wilms-Tumor-Zell-
linien (Wilms1, 6 und 10-T) variieren zwar in ihrer maximalen Anzahl an Passagen, aber
keine von ihnen lasst sich langer als bis zu Passage 20 kultivieren. Entweder erreichen sie
vorher einen Zustand der Seneszenz und teilen sich nicht weiter oder sie gehen in die
Apoptose (ber.

Beispielhaft wird an Klon 1 von Wilms10-T der Ablauf der Kultivierung eines Einzellklons
dargestellt (untere Reihe in Abb. 4.21), ausgehend ven einer einzelnen Zelle bis zur Bildung
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einer Kolonie und deren weiteren Kultivierung unter Selektionsbedingungen. Alle immorta-
lisierten Klone werden im Laufe der Arbeit weiter kultiviert, sodass ihre maximal mogliche
Passagenzahl/Teilungsrate noch ermittelt werden muss.
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Abb. 4.21: Zellkultur der erfolgreich immortalisierten Wilms-Tumor-Zelllinien. Dargestellt sind verschie-
dene Passagen ausgewahlter Einzelklone, die (iber einen langeren Zeitraum kultiviert werden.

Karyogramm und Mutationsanalyse

Durch eine Chromosomenanalyse soll ermittelt werden, ob die Immortalisierung einen Ein-
fluss auf den Karyotyp bzw. chromosomale Veranderungen hat, da bereits bekannt ist, dass
das normale T-Antigen zur chromosomalen Instabilitat in Zellen fihrt (Barbanti-Brodano et
al., 20086). Zusétzlich wird mit Hilfe einer Mutationsanalyse die Identitét der immortalisierten
Zelllinien verifiziert. Beide Untersuchungen werden exemplarisch an der immortalisierten
Wilms1 CI.31-Zelllinie durchgefthrt und nachfolgend erklart. Die zytogenetische Untersu-
chung erfolgt im hiesigen Institut {Abteilung flr Tumorzytogenetik Disseldorf).

Die Chromosomenanalyse der Wilms1-Cl.31-Zelllinie bei Passage 26 ergibt einen unauf-
falligen diploiden weiblichen Chromosomensatz (46, XX) und es kdnnen keine Aberrationen

in Form von Duplikationen, Deletionen oder Translokationen nachgewiesen werden (Abb.
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4.22 A). Somit hat die Immortalisierung keinen Einfluss auf die Integritat der Chromosomen,
die zytogenetisch detektierbar ist. Anhand einer Sequenzierung kann die Mutation im WT7-
und CTNNB1-Gen nachgewiesen und gleichzeitig die Identitat der Wilms1 Cl.31-Zelllinie
verifiziert werden. Sequenziert wird die Passage 29 der immortalisierten Wilms1-Zelllinie,

d.h. die homozygote Mutation im Exon1 des WT7-Gens auf Position ¢.149 liegt immer noch

VOr.
A B
WTl-Exonl
' \¢ ol X 4
i Eg_ A 5‘“_ ﬂé i”__ N - ‘
B¢ 5§ 48 R BKk  EY  jd |E f‘ L{M \ / W’
S I e = TR S T | 12 514 C pSSOX
CTNNB1-Exon3
6 48 4 B8 _EE 4k | TeEseTem
13 14 15 16 1”7 m N
E . .
- < 1 1 f
(L 1 A 9 Y - _&Q_ o E ]||H' w | m (\ :|!|!’ ||\ | ||l|' ﬁ:;. [li | rl."
19 20 7 2 X Y 5 U. |J | { .'I|||'lf|5,l:|-| | J'\ f “ {\ It;
H.'ih\_.!\f.s!mi\ AR
c.134 C>T, p.S45F

Abb. 4.22: Karyogramm und Chromatogramm von Wilms1 CL.31. A: Karyogramm der immortalisierten
Wilms1 Cl.31-Zelllinie von Passage 26. Dargestellt ist ein diploider Chromosomensatz 46,XX ohne auftéllige
zytogenetische Aberrationen. B: Mutationsanalyse der Gene WT71-Exon1 und CTNNBT-Exon3 der Wims1 CI31
Zelllinie. Im Exon1 des WT1-Gens wird die homozygote Mutation ¢.149 C>A, p.850X vorgefunden und im
Exon3 des CTNNB1-Gen die heterozygote Mutation ¢.134 C>T, p.S45F.

Des Weiteren konnte auch die heterozygote Mutation im Exon3 des CTNNB7-Gens auf
Position c.134 nachgewiesen werden {Abb. 4.22 B). Durch vorangegangene Mutationsun-
tersuchungen sind die identischen genetischen Veranderungen in der primaren Wilms1-
Tumorzelllinie detektiert worden, somit stammt die immortalisierte Wilms1 Cl.31-Zelllinie

von der primaren Wilms-Tumorzelllinie ab.

Nachweis des groBen SV40-T-Antigens und hTERT in Wilms1 Cl.31-Zellen

Der Nachweis, dass die immortalisierte Wilms1 Cl.31-Zelllinie das groBe SV40 T-Antigen
exprimiert, wird von Sarah Tenbusch im Zuge ihrer Masterarbeit mittels Western-Blot Ana-
lyse erbracht {(Genetische Heterogenitat von Wilms-Tumoren und deren etablierten Zellli-
nien, 2015). Der Beweis, dass die Wilms1 Cl.31-Zellen die Telomerase (hTERT) exprimie-
ren, erfolgt Gber eine RT-PCR. Dabei wird aus den Zellen die RNA isoliert und in cDNA
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umgeschrieben (3.9.5). AnschlieBend wird eine RT-PCR durchgefthrt, mit deren Hilfe ein
540 Bp groBes Fragment amplifiziert wird (Abb. 4.23). Als Negativkontrolle fungiert die RNA
aus der primaren Wilms1-Zelllinie, die ebenfalls in cDNA umgeschrieben wird. Bei der ver-
wendeten Positivkontrolle handelt es sich um den pGRN145-Vektor (ATCC), der die kodie-
rende Sequenz flr hTERT enthalt.

Bp
20000
1500
Abb. 4.23: Ein einprozentiges analytisches Agarosegel.
500 RT-PCR fiir das ATERT-Gen. Primer werden so konzipiert,

dass nach einer erfolgreichen PCR ein 540 Bp grofRes Frag-
ment entsteht. M= DNA-Leiter als GroBenstandard. 1= Wilms1
Cl.31 P36. 2= pGRN145-Vektor der fir ATERT kodiert (Positiv-
kontrolle). 3= Wilms1-Zelllinie (Negativkontrolle). 4= Hz0.

Die Primer zum Nachweis von hTERT sind so entworfen, dass nach einer erfolgreichen RT-
PCR ein 540 Bp groBes Fragment entstehen soll. Mit der anschlieBenden RT-PCR kann
verifiziert werden, dass die Wilms1-Cl.31-Zelllinie im Vergleich zur nicht immortalisierten
primaren Wilms1-Zelllinie hTERT-RNA exprimiert (Abb. 4.23 Spur 1). Die Positivkontrolle
veranschaulicht (Abb. 4.23 Spur 2), dass es sich beim Amplifikat in Spur 1 um ein Fragment
der gleichen GroBe handelt wie in Spur 2 und somit einen amplifizierten Abschnitt von
hTERT darstellt.

4.4.1 Etablierung und Charakterisierung immortalisierter Wilms-Tumorzellen

Um festzustellen, ob die immortalisierten Wilms-Tumorzelllinien ein adaquater Ersatz far
die primaren Wilms-Tumor-Zelllinien darstellen, wird in vitro ihr Differenzierungspotential
untersucht. Dazu werden die immortalisierten Wilms-Tumorzelllinien zu Adipozyten, Oste-
oblasten und Muskelzellen differenziert und mit prim&ren (nicht immortalisierten) WT-Zellli-
nien verglichen. Im Zentrum dieser Arbeit steht die Untersuchung der immortalisierten
Wilms1 CL.31-Zelllinie.
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Osteozytendifferenzierung

Die beiden immortalisierten Klone 31 (Wilms1) und 10 (Wilms6) werden auf ihr Potenzial
zu Osteozyten zu differenzieren getestet. Als Positivkontrolle fungieren die hMSC-Zellen,
die unter geeigneten Kultivierungsbedingungen zu Osteozyten differenzieren (Jaiswal et
al., 2000). Neben den hMSC-Zellen wird auch ein immortalisierter Klon dieser Zelllinie auf
sein Potenzial zur Osteozytendifferenzierung hin untersucht, um zu kléren, ob die immorta-
lisierten hMSC-Zellen ebenfalls zu Osteozyten differenzieren kdnnen. Die immortalisierte
hMSC-Zelllinie (hnMSC Telo/SV40) wird im Zuge der Masterarbeit von Nicole Gértz immor-
talisiert (Immortalisierung und Charakterisierung von Wilms Tumorzelllinien und humanen
mesenchymalen Stammzellen, 2014), aber nicht auf ihr Differenzierungspotential hin unter-
sucht. Zunachst werden alle Zelllinien im MSCG-Medium bei 37°C und 5% CO.-Begasung
kultiviert. Unter diesen Kulturbedingungen ist das temperatursensitive T-Antigen inaktiv

bzw. partiell inaktiv.

Die Differenzierung der Zellen wird durch den Wechsel des MSCG-Mediums zum Osteozy-
ten-Induktionsmedium (Lonza) eingeleitet. Die Versuchsdauer betragt drei Wochen. In die-
sem Zeitraum wird das Induktionsmedium alle drei bis vier Tage gewechselt. Parallel zu
den induzierten Zellen wird von jeder Zelllinie Gber den gesamten Zeitraum eine entspre-
chende Probe nur im MSCG-Medium kultiviert. Fir den Nachweis der Osteozytendifferen-
zierung werden die Zellen nach Beendigung des Versuchs mit Alizarin Red S geférbt oder
es erfolgt eine Calcium-Messung der Zellsuspension (Abb. 4.24).

Morphologische Veranderungen sowie Calciumablagerungen kénnen nach Ablauf der drei
Wochen bei den induzierten hMSC- und den immortalisierten hMSC Telo/SV40 Zelllinien
beobachtet werden. Die Anzahl der Zellen, die diese Veranderungen aufzeigt, variiert sehr
stark in Abhangigkeit von der untersuchten Zelllinie. Bei den induzierten immortalisierten
Wilms-Tumor-Klonen sind nur vereinzelte Zellen mit dementsprechenden Veranderungen
zu beobachten. Nach der Farbung mit Alizarin Red S, welches mit Calcium einen Komplex
bildet, wird das in den Zellen enthaltene Calcium durch eine rote Farbung sichtbar. Sowohl
die hMSC-Zellen als auch die immortalisierten hMSC-Telo/SV40-Zellen zeigen nach der
Farbung deutliche Calciumeinlagerungen auf. Allerdings weisen die immortalierten hMSC-
Telo/SV40-Zellen eine geringere Menge an Zellen auf, die Calcium gebildet haben (Abb.
4.24). In den immortalisierten Zelllinien von Wilms1 und Wilms6 sind nach der Farbung
keine sichtbaren Spuren von Calciumablagerungen erkennbar
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Osteozytendifferenzierung
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Abb. 4.24: Osteozytendifferenzierung. Immortalisierte
Wilms-Tumaorzelllinien und primare Wilms-Tumor-Zellli-
nie mit entsprechenden Kontrollen nach der Osteozy-
tenditfrenzierung und Farbung mit Alizarin Red S (20-fa-
che VergrdBerung).

Die Konzentrationsbestimmung ven Calcium

Fir die quantitative Calciummessung wird zeitgleich ein weiterer Versuchsansatz unter den
gleichen Bedingungen mitgefihrt. Die Bestimmung der Calciumkonzentration erfolgt aus
der Zellsuspension bei allen Proben photometrisch. Der ermittelte Calciumwert der indu-
zierten hMSC-Zellen wird gleich 100% gesetzt. Die Ubrigen Proben werden entsprechend
ihrer Calciumkonzentration in Prozent angeglichen. Die immortalisierten hMSC Telo/SV40-
Zellen erreichen nach der Induktion einen Calciumwert von 2,24 mg/dL, dies entspricht 36%
der Calciummenge der nicht immortalisierten hMSC-Zellen. Wie bereits publiziert, besitzt
die Wilms1-Zelllinie ein geringes Potenzial zu Osteozyten zu differenzieren (Royer-Pokora
et al., 2010). Der prozentuale Wert der Calciumkonzentration der Wilms1-Zelllinie wird tber-
nommen und in die entsprechende Calciumkonzentration umgerechnet (Abb. 4.25). Die im-
mortalisierte Wilms1-Zelllinie zeigt im Vergleich zur nicht immortalisierten Wilms1-Zelllinie
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(5.4%) mit knapp 1,1% nur eine geringere Galciumkonzentration. Auch die immortalisierte
Wilmsé-Zelllinie weist mit 0,9% ein eher limitiertes Potenzial zur Osteozytendifferenzierung
auf (Abb. 4.25).

Osteozytendifferenzierung
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Abb. 4.25: Relative Calcium-Messwerte nach der Osteoblastendifferenzierung. Die Tabelle rechts zeigt
die gemessenen Calciumwerte in mg/dL nach der Induktion der Differenzierung zu Osteozyten. Der Calciumwert
von den hMSC-Zellen (Positivkontrolle) wird gleich 100% gesetzt, die restlichen Werte werden relativ dazu an-
gepasst.

Adipozytendifferenzierung

Um zu ermitteln, ob die immortalisierten Wilms-Tumorzelllinien Wilms1 CI.31 und Wilmsé
Cl.10 das Potenzial haben, zu Adipozyten zu differenzieren, werden diese zusammen mit
den hMSC-Zellen (Positivkontrolle) zur Differenzierung angeregt. Durch die Zugabe von
Dexamethason, Insulin und Isobutylxanthin werden die Zelllinien in einem Zeitraum von 22
Tagen zur Differenzierung stimuliert (siche 3.4.1). Simultan dazu wird Uber den gleichen
Zeitraum ein Kontrollansatz im Grundmedium kultiviert. Die Ansétze, bei denen die Diffe-
renzierung induziert wird, werden abwechselnd in drei Zyklen im Induktionsmedium und im

Grundmedium kultiviert. Nach Abschluss der Differenzierung werden die Zellen mit 10%
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Abb. 4.26: Adipozytenfarbung mit Oil Red O. Die Kontrollzel-
len sowie die induzierten Zellen werden zum Nachweis der Adi-
pozytendifferenzierung mit Oif Red O getarbt.

Formalin fixiert, dann mit Oif Red
O getfarbt, um Adipozyten nach-
weisen zu kénnen. Oil Red O la-
gert sich in den Fettvakuolen ei-
ner Zelle ab und macht diese
dadurch sichtbar. Neben den im-
mortalisierten Wilms-Tumorzellli-
nien wird auch die immortali-
sierte hMSC Telo/SV40 Zelllinie
auf ihr Potential zur Adipozy-
tendifferenzierung  untersucht.
Bereits vor der Farbung mit Oil
Red Okdnnen Veranderungen in
den nicht immortalisierten sowie
immortalisierten  hMSC-Zellen
beobachtet werden, die sich in
vermehrter Form von Fettvakuo-

len-Bildungen auBern.

Nach der Farbung bestatigt sich
diese Beobachtung. Im Fall der
hMSC-Zelllinie ist die Differen-
zierung zu Adipozyten erfolg-
reich gewesen. Die immortali-

sierte hMSC-Zelllinie zeigt im Vergleich dazu nur ein geringes Potenzial zu Adipozytendif-

ferenzierung auf, was an der geringeren Anzahl der positiv gefarbten Zellen zu erkennen

ist (Abb. 4.26). Die beiden immortalisierten Wilms-Tumorzelllinien Wilms1 CL.31 und Wilms6é

Cl.10 weisen keine strukturellen Veranderungen auf und die Farbung dieser Zellen fallt ne-

gativ aus (Abb. 4.26). Der immortalisierte Klon 31 der Wilms1-Zelllinie besitzt nicht das Po-

tenzial, zu Adipozyten zu differenzieren und bestatigt damit die publizierten Ergebnisse der

urspriinglichen Wilms1-Zelllinie, die ebenfalls (iber kein Potenzial zur Adipozytendifferen-

zierung verfligt (Royer-Pokora et al., 2010). Somit ist festzuhalten, dass sich weder die

urspringliche noch die immortalisierte Wilms1-Zelllinie zu Adipozyten differenzieren lassen.
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Muskeldifferenzierung

Zur Bestimmung, ob die immortalisierte Wilms1 Cl.31-Zelllinie auch das gleiche Potential
zur Muskeldifferenzierung wie die urspringliche Wilms1-Zelllinie besitzt, werden diese zu-
sammen mit der Positivkontrolle, den hSMM-Zellen (human Skeletal Muscle Mycblasts) zur
Differenzierung stimuliert. Die eingeschrankie Fahigkeit der primaren Wims1-Zelllinie zu
Muskelzellen zu differenzieren, wird 2010 von Royer-Pokora beschrieben. Bei den hSMM-
Zellen handelt es sich um spindelfdrmige Vorlduferzellen der Skelettmuskelfasern, die im
Induktionsmedium binnen einer Woche zu multinuklearen Myotuben differenzieren. Die
Muskeldifferenzierung wird im Serum reduzierte Medium (2% Pferdeserum) Uber einen
Zeitraum von einer Woche initiiert. Nach der Differenzierungsphase werden die Zellen auf
Objekttragern fixiert und die immunologische Auswertung der Muskeldifferenzierung erfolgt
mit einem Antikdrper (AK) gegen Titin. Das Muskelprotein Titin ist ein Bestandteil des Sar-
komers und seine Expression findet wahrend der friihen Phase der Muskeldifferenzierung
statt (Van der Loop, et al., 1996). FUr eine bessere Erkennung multinuklearer Zellen werden
diese mit DAPI gefarbt. Bereits vor der DAPI-Farbung lassen sich lichtmikroskopisch meh-

rere Zellkerne in einer Zelle der hSMM-Zelllinie erkennen.

Die Induktion der hSMM-Zellen ist erfolgreich gewesen, weil sowohl das Titin-Protein als
auch multinukledre Zellen nachgewiesen werden kdnnen. Ebenso kann bei den immortali-
sierten Wilms1-Cl.31-Zellen das Titin-Protein detektiert werden (Abb. 4.27). Hingegen sind

in den immortalisierten Zellen

Kontrolle Induziert keine multinukledren Kerne

vorzufinden. Die vergréBerte
Darstellung einer erfolgreich in-
duzierten Wilms1-Cl.31-Zelle
zeigt eine gleichméBige Vertei-

lung des Titin-Proteins. Es wird
aber nicht die gleiche feine, fila-
mentdre Anordnung wie in den
induzierten hSMM-Zellen er-
reicht (Abb. 4.27}.

Wilms1 CI31

Abb. 4.27: Nachweis der Muskeldif-
ferenzierung anhand einer Titin-Im-
munfluoreszenzfirbung. Induziert
werden die immortalisierte Wilms1-
Cl.31-Zelllinie und die hSMM-Zellen.
Grin: Titin; Blau: Farbung der Zell-
kerne mit DAPI.
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Aktivitdt des kanonischen Wnt-Signalwegs

WT1-assozierte Wilms-Tumore sind oft zuséatzlich mit Mutationen im B-Catenin-Gen
(CTNNBT1) verbunden. Diese flihren dazu, dass der kanonische Wnt-Signalweg konstitutiv
aktiv bleibt (Royer Pokora et al., 2008; Ruteshouser et al., 2008). Durch die Mutation im -
Catenin-Gen wird das synthetisierte Protein nicht mehr phosphoryliert. Dadurch kommt es
zu seiner Stabilisierung und Akkumulation in der Zelle. Durch die anschlieBende Translo-
kation in den Zellkern und seine Bindung an den Transkriptionsfaktor TCF/LEF kommt es

zur Aktivierung von Zielgenen des Wnt-Signalwegs (Hurlstone und Clevers, 2002).

Die primare Wilms1-Zelllinie tragt eine Mutation und einen konstitutiven aktiven Signalweg
(Royer-Pokora et al., 2010). Es soll nun Uberprift werden, ob die immortalisierte Wilms1-
Cl.31-Zelllinie einen ebenso aktiven Wnt-Signalweg besitzt. Dazu wird eine Luciferase-Re-
porteranalyse durchgefuhrt. Hierbei werden die TOP/FOPFlash-Reporterplasmide der
Firma Addgene verwendet. Das M50-TOPflash Plasmid enthélt sieben aufeinanderfol-
gende wildtypische TCF/LEF-Bindungsmotive. Bei dem M51-FOPflash-Plasmid liegen
diese Bindungsstellen mutiert vor. Die Aktivitat der Luciferase wird mittels eines Lumino-
meters detektiert (siehe 3.6). Die Transfektion der Kontrollvektoren pGL3-Promotor (Posi-
tivkontrollvektor) und pGL3-Basic (Negativkontrollvektor) werden als Vergleich flr die fire-
fly-Luciferaseaktivitat in den untersuchten Zellen herangezogen. Des Weiteren wird als in-
terne Transfektionskontrolle bei jedem Ansatz der pGL4.75-Vektor kotransfiziert (renilla-
Luciferaseaktivitat). Die Messung dieser Lumineszenz erfolgt Gber einen separaten zweiten
Ansatz.

In Abbildung 4.23 A ist die relative Luciferase-Aktivitat (RLA) der einzelnen Proben gezeigt.
Hierbei handelt es sich um den Quotienten, der aus Firefly- und Renilla-Messwerten gebil-
det wird. AnschlieBend wird in Abbildung 4.28 B das TOP/FOP-Verhaltnis bei Wilms1 P7
und Wilms1-Cl.31 dargestellt. Ein aktiver Wnt-Signalweg liegt sowohl bei der priméaren
Wilms1 als auch bei deren immortalisierter Wilms1-Cl. 31-Zelllinie vor (Abb. 4.28). Die Lu-
ciferase-Aktivitat von Wilms1 P7 fir TOP zeigt zu der entsprechenden FOP-Referenz eine
héhere Luciferase-Aktivitat mit einer Signifikanz von p<0,05. Die immortalisierte Wilms1-
Cl.31-Zelllinie zeigt eine signifikant hbhere Luciferase-Aktivitat als die herangezogene FOP-
Kontrolle (p<0,01).
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Abb. 4.28: Wnt-Signalaktivitat. Die Aktivitat des Wnt-Signalwegs erfolgt Uber die Messung der TCF/LEF-Lu-
ciferasereporterkonstrukts. A: Angegeben ist der Quotient aus den gemessenen Firefly- und Renilla-Werten.
Als Positivkontrolle dient der pGL3-Promoter-Plasmid, als Negativkontrolle der pGL3-Basic-Plasmid. B: Angabe
vom TOP/FOP-Verhaltnis von Wilms1 P7 und Wilms1 Cl. 31 P35." p= 0,05,** p= 0,01.

Die Darstellung des TOP/FOP-Verhaltnisses {Abb. 4.23 B) veranschaulicht deutlich, dass
die TOP-Luciferase-Aktivitat in der immortalisierten Wilms1 Cl.31-Zelllinie hdher ist, als in
der urspringlichen Wilms1-Zelllinie und diese somit Uber einen starker aktiven Wnt-Signal-
weg verfligt. Festzuhalten ist, dass beide Zelllinien einen aktiven Wnt-Signalweg besitzen

und dass die Immortalisierung eine Verstarkung des Wnt-Signalwegs bewirkt.

4.4.2 Genexpressionsanalyse der immortalisierten Wilms1-Cl.31-Zelllinie

Nach der erfolgreichen Immortalisierung der Wilms1-Cl.31-Zelllinie wird deren Genexpres-
sionsmuster mit einem QOne Color Mircoarray (4x44k) der Firma Agilent naher untersucht.
Dabei erfolgt zundchst die Isolierung der RNA (3.9.1) und deren Qualitatskontrolle {3.9.3).
Um den Einfluss der Immortalisierung bzw. der Telomerase und des temperatursensitiven
(triple mutanten) groBen SV40 T-Antigens auf die Wilms1-Cl.31-Zelllinie zu analysieren,
wird die RNA jeweils zwei Mal bei 33°C und 37°C isoliert. Die Expressionsdaten der isolier-

ten RNA bei der genannten Temperatur werden mit den Genexpressionsmustern von flnf
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biologischen Wiederholungen der primaren Wilms1-Zelllinie, die zu einem Mittelwert zu-
sammengefasst wurden, verglichen. Die anfallenden Daten werden vorab mit TATAR nach
folgenden Kriterien gefiltert: Alle Daten, die eine Expressionsintensitat von = 200, einen
Foldchange (fc) von 21,5 und einen p-Wert von < 0,05 haben, werden fir die weiteren Ana-
lysen herangezogen. Die Kategorisierung der differenziell regulierten Gene erfolgt mit DA-
VID, einer bioinformatischen Datenbank (http.//DAVID.abcc.ncifcrf.qov/).

Nach der vorlaufigen Datenanalyse mit TATAR kénnen 3754 Gene/Oligos identifiziert wer-
den, die in den immortalisierten Wilms1-CIl.31-Zellen bei 33°C gegeniber der priméren
Wilms1-Zelllinie differenziell reguliert werden. Davon sind 2036 Gene/Oligos hochreguliert
und 1718 Gene/Oligos runterreguliert. Die weitere Auswertung der Daten mit DAVID zeigt,
dass die hochregulierten Gene Uberwiegend wichtige regulatorische Funktionen im Zellzyk-
lus Gbernehmen (p= 2,77'°). In Verbindung damit stehen weitere Mechanismen wie z.B. die
DNA-Replikation (p= 5,5"°) und der Mismatch-Repair (p= 3,1'°), die innerhalb des Zellzyk-
lus eine wichtige Rolle spielen (Abb. 4.29).

Die Analyse der Genexpressionsdaten der immortalisierten Wilms1-Cl.31-Zelllinie zeigt
deutlich, dass die Immortalisierung zu einem veranderten Genexpressionsmuster dieser
Zellen fOhrt. Diese Veranderungen umfassen besonders Gene, die an der Initiation bzw.
Regulation der DNA-Replikation wahrend der S-Phase im Zellzyklus beteiligt sind. Dazu
gehoéren mitunter die Gene CDC7, DBF4, MCM, CDC45, CDC6 und ORC (Sheu und Sitill-
man, 2010; Pacek et al., 2006; Saha et al., 1998). Des Weiteren sind Gene in diesen Zellen
signifikant hochreguliert, die fr den Mechanismus der DNA-Reparatur zusténdig sind und
einen wesentlichen Bestandteil bei der Regulation des Mismatch-Repairs bilden (MLH1,
MSH2, MSH6, RFC, PCNA, Exol, RPA, Ligl und Pold). Weitere Mechanismen, die hochre-
guliert sind und zur Aufrechterhaltung der originalen DNA-Matrizen beitragen, sind die Nuk-
leotid- und Basen-Exzision Reparaturprozesse. Auch die Signalwege, die fir die Synthese
der Grundbausteine (Nukleotide) der DNA sorgen und damit bei einer gesteigerten Aktivitat
der Zellteilung gentigend Ausgangsmaterial in Form von ATP, CTP, GTP und TTP liefern,

sind ebenfalls hochreguliert (Purin- und Pyrimidinmetabolismus, Abb. 4.29).
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%9 P
Cell cycle 43 2.8 2.7E-19
DMA replication 26 1.5 5.5E-19

Abb. 4.29: KEGG-Signalwege. DAVID-
Mismatch repair 16 0.9 3.1E11 Auswertung der hochregulierten Gene
in Wilms1-Cl.31-Zellen nach der Immor-
talisierung bei 33°. Aufgeflhrt sind die in-
Homalogous recombination 13 0.8 1.6E-6 volvierten biologischen Vorgange, die bei
den Wilms1-Cl.31-Zellen nach der Immor-

Nuclectide excision repair 17 1.0 4.3E-7

p53 signaling pathway 18 1.0 5.8E-5 .. . . o
talisierung im Vergleich zu den priméaren
Pyrimidine metabalism 21 1.2 1.8E-4 Wilms1-Zellen, reguliert werden. Unter
= Count ist die Anzahl der beteiligten Gene
 — A LS angegeben, die in diesen biologischen Pro-
Base excision repair 10 0,6 2.6E-3 zess reguliert werden. Die Prozente geben
an, wie grof3 der prozentuale Anteil der re-
One carbon pool by folate 2 L LS gulierten Gene an der Gesamtzahl der be-
Systemic lupus erythematosus 17 1.0 1.28-2 teiligten Gene an diesem Signalweg ist. Die
einzelnen Signalwege sind nach ihrer Sig-
Small cell lung cancer 15 0.3 142 nifikanz p-Value angeordnet, beginnend
Purine metabalism 23 13 1.4E-2 mit der h6chsten Signifikanz.

Die Auswertung der herunterregulierten Gene verdeutlicht, dass die Immortalisierung einen
negativen Effekt auf den PPAR-Signalweg hat. Dieser Signalweg reguliert die Freigabe von
zellularen Lipiden, indem es die Expression verschiedener Gene steuert, die am Lipidme-
tabolismus beteiligt sind. Zudem werden die Oxidation von Lipiden und die Zellproliferation
reguliert. Ein weiterer Mechanismus, der Uber diesen Weg gesteuert wird, ist die Adipozy-
tendifferenzierung. Die Expression der beiden Rezeptoren RXRA und PPARy, die zusam-
men einen Heteroduplex bilden, sind mitunter fir die Adipozytendifferenzierung von enor-
mer Bedeutung (Tontonoz et al., 1994). Beide Faktoren (Rezeptoren), die als Heteroduplex
einen Transkriptionsfaktor bilden, sind bei den immortalisierten Wilms1-Cl.31-Zellen bei
33°C in ihrer Expression herunterreguliert (Abb. 4.31). Ein weiteres Gen, ist das MMP1-
Gen, welches zu den matrix metalloproteinase Proteinen (MMPs) z&hlt und eine wichtige
Rolle wahrend der Entwicklung von Fettgewebe spielt (Samuvel et al., 2011). Seine Ex-
pression ist in der immortalisierten Wilms1-Cl.31-Zelllinie ebenfalls herunterreguliert (Abb.
4.24), d.h. dass die Ausgangszellen potentiell die Mdglichkeit haben, zu Adipozyten zu dif-
ferenzieren, welche durch die Immortalisierung inhibiert werden. Des Weiteren werden
mehrere Gene negativ reguliert, die an der oxidativen Phosphorylierung beteiligt sind. Alle
funf Komplexe der Atmungskette, die an der oxidativen Phosphorylierung beteiligt sind, ent-
halten Gene die nach der Immortalisierung herunterreguliert werden (Tab. 4.2). Wie schon
in Abschnitt 4.2.1 beschrieben, ist die oxidative Phosphorylierung ein Prozess, der den Zel-
len Energie in Form von ATP zu Verfligung stellt, die einen erhéhten Energiebedarf haben.
Dies kommt Gberwiegend in Zellen vor, die sich in der Differenzierung befinden (Varum et
al., 2011; Zheng, 2012).
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Komplex | NADH Komplex Il Succinate - Ubi 'Koringlex "I: C Komplex IV Komplex V
Dehydrogenase Dehydrogenase aqul;od vttoc TN Cytochrom C Oxidase ATP Synthase
eductase

Regulierte Gene

imWi-Cl.31 Konuolle  imWi-ClL.31 Kontrolle  imWi-CL.31  Kontrolle  imWi-Cl.31  Kontrolle  imWi-Cl.31  Konlrolle

ND3 SDHC QCR10 COX7A ATP5I
3082 1129 5127 2243 835 542 5660 3392 16445 9625
ND4 SDHB QCR11 COX15 ATP5)2
1352 329 10042 6425 42861 27072 1869 1076 14075 8137
NDUFS7 COX17 ATP5G1
8256 4029 9050 4760 11027 7327
NDUFA3 ATP6VOE1
11678 3998 31329 13751
NDUFA11

26962 13582

Tab. 4.2: Enzymkomplexe der Atmungskette, die nach der Immertalisierung der Wilms1-CL31-Zelllinie
reguliert werden. Aufgelistet sind die herunterregulierten Gene der einzelnen Komplexe. Gegenubergestellt ist
die Expressionsintensitat der primaren Wilms1-Zelllinie (Konirolle) und der imWi-Cl.31-Zellen= immorialisierte
Wilms1-Cl-31-Zellen. Kontrolle= Mittelwert von flinf Wiederholungen der primaren Wilms1-Zelllinie.

Die Auswertung der Genexpression der immortalisierten Wilms1-Cl.31-Zelllinie bei 37° C
gegenlber der nicht immortalisierten Wilms1-Zellinie mit TATAR ergibt im vorliegenden
Fall, dass insgesamt 6394 Gene/Oligos differenziell reguliert werden. Davon werden 2250
Gene/Oligos hochreguliert und 4144 Gene/Oligos herunterreguliert. Die weiterfihrende
Analyse der hochregulierten Gene mit DAVID hat bewiesen, dass die hochregulierten Gene
an den gleichen Mechanismen bzw. Signalwegen beteiligt sind, die zuvor bei den immorta-
lisierten Wilms1-Cl.31 bei 33°C identifiziert werden. Dazu zahlen die Regulation des Zell-
zyklus mit einem p-Wert von 3,12, die DNA-Replikation mit einem p-Wert von 277 sowie
die Mismatch-Reparatur mit einem p-Wert von 6,53, Trotz der hdheren Anzahl regulierter
Gene bei 37°C gegeniber bei 33°C zeigt die Auswertung der hochregulierten Gene ein
beinahe identisches Muster an Signalwegen bzw. Mechanismen, die bei dieser Temperatur
differenziell reguliert werden.
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Abb. 4.30: Mismatch-Repair und die be-
teiligten Faktoren. Die roten Sterne mar-
kieren die verschiedenen Faktoren, die in
der immortalisierten Wilms1-Cl.31-Zelllinie
bei 33°C hochreguliert sind. (Entnommen
aus DAVID).

Die Analyse der herunterregulier-
ten Gene belegt, dass hier diesel-
ben Gene bei 37°C reguliert wer-
den, die entweder bei der Regula-
tion der Apoptose oder Differenzie-
rung beteiligt sind. Dazu gehoért,
wie bei Wilms1-Cl.31 bei 33°C, der
PPAR-Signalweg. Zusétzlich wird
die Expression von Genen herun-
terreguliert, die wahrend der p53-
Signaltransduktion einen Effekt auf
die Apoptose haben bzw. diese in-
duzieren. Bei den regulierten Ge-
nen handelt es sich um CASP9,
CASP8 und BID, die in der pri-
maren Wilms1-Zelllinie starker ex-
primiert sind. Alle drei Gene kodie-
ren far Faktoren, die wahrend der
Apoptose miteinander interagieren.
Durch entsprechende Stimuli von
auBen wird das membranstandige
CASP8-Molekil aktiviert.

hin interagiert es mit der inaktivier-

Darauf-

ten Form des BID-Moleklls und

konfiguriert es durch die Abspaltung des N-terminalen Abschnitts in die aktive verkirzte

tBID-Form. Diese wiederum wandert durch die mitochondriale Membran und fihrt zur Frei-

setzung von Cytochrom-c, welches indirekt fir die Aktivierung von CASP9 bendtigt wird.
AnschlieBend leitet CASP9 zusammen mit CASP3/7 die Apoptose ein (Billen et al., 2009).
Dies bedeutet, dass durch die Immortalisierung die in den Ausgangzellen partiell aktive

Apoptose unterdriickt wird.
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Abb. 4.31: Wilms1-Cl.31 bei 33°C nach Immortalisierung. Expressionsdaten von herunterregulierten Genen
des PPAR-Signalweges. Als Kontrolle dienen die entsprechenden Expressionsdaten der primaren Wilms1-Zell-
linie (Wilms1 n=5; Wilms1 CI.31 33° n=1).
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Festzuhalten ist, dass der Vergleich der Expressionsdaten der primaren Wilms1-Tumorzell-
linie mit der immortalisierten Wilms1-Cl.31-Zelllinie verdeutlicht, dass durch die Immortali-
sierung Gene hochreguliert werden, die hauptséachlich am Zellzyklus und der DNA-Repa-
ratur beteiligt sind. Die herunterregulierten Gene sind im Wesentlichen Faktoren, die in
apoptotischen oder zelldifferenzierenden Mechanismen involviert sind. Ein weiterer Signal-
weg der negativ reguliert wird, ist die oxidative Phosphorylierung, die wiederum in Verbin-
dung mit metabolischen Vorgangen der Zelldifferenzierung steht. Die Analyse der Genex-
pression der immortalisierten Wilms1-Cl.31-Zelllinie bei 33°C und 37°C weist trotz der dif-
ferentiell regulierten Anzahl an Genen untereinander keinen signifikanten Unterschied der
regulierten Signalwege auf.

4.4.3 Einfluss von WT17-(+/-) auf die immortalisierte Wilms1-Cl.31-Zelllinie

Nach der erfolgreichen Immortalisierung der Wilms1-Zelllinie wird nun Uberprift, welchen
Einfluss die wildtypische WT1-(+/-)-Isoform auf die Genexpression dieser Zellen hat. Zu-
dem wird anhand der Genexpressionsdaten ermittelt, ob die WT1-(+/-)-Isoform, die identi-
schen Gene reguliert, wie in der primaren Wilms1-Zelllinie. Um diese Frage zu klaren, wird
zunachst wie in 4.1 beschrieben der CMV-WTT1-(+/-) Vektor durch eine transiente Transfek-
tion in die Zellen eingeschleust. Als Negativkontrolle werden die Wilms1-CIl.31-Zellen her-
angezogen, die zeitgleich mit dem pENTR4-Leervektor transfiziert werden. Die anschlie-
Bende Verifikation der WT1-Expression auf RNA-Ebene erfolgt mittels qRT-PCR und auf
Proteinebene mit einer Immunfluoreszenz (3.7 und 3.9.6). Flr die Bestimmung der WTT-
Molekulanzahl wird eine WT1-Standardkurve verwendet (4.1.1). Fir die anschlieBende Er-
stellung eines Expressionsmusters wird ein One Color Mircoarray (4x44k) der Firma Agilent
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eingesetzt. Um die statistische Signifikanz zu erhéhen, wird dieser Versuchsansatz als
Triplikat durchgetuhrt (biologische Wiederholungen). Nach jedem Ansatz wird die WT7-Ex-
pression durch eine qRT-PCR bestatigt, in dem zuvor die RNA nach 24 und 48 h isoliert
und in cDNA umgeschrieben wird (3.9.5).
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Abb. 4.32: Wilms1-Cl.31-Zelllinie nach transienter Transfektion mit dem CMV-WT1-(+/-)-Vektor. A: gRT-
PCR, dargestellt ist die relative Quantitdt der WT{-Expression, jeweils auf die mit transfizierter pENTR4-Vek-
torkontrolle bezogen und auf das Kontrollgen (housekeeping-gene) RERT normiert. B: Die absolute Quantifi-
zierung der WT17-Kopien {pro ng RNA} in Abh&ngigkeit vom zeitlichen Abstand der Transfektion. Signifikanz
wird mit dem t-Test bestimmt, dabei gilt folgendes: *** p<0,001. C: Immunologischer Nachweis des WT1-Pro-
teins in transfizierten Wilms1-Cl.31-Zellen. Blau= DAPI-Farbung, griin= WT1-Antikorper (40-fache VergréBe-
rung).

Wie bereits in Abschnitt 4.2 beschrieben, sinkt auch in diesem Fall die gemessene relative
WT1-RNA-Menge 48 h nach der Transfektion gegeniiber dem 24 h-Wert signifikant ab
(Abb. 4.32 A). Die genaue Molekilmenge an WTT pro ng eingesetzter RNA nach 24 h be-
tragt 5,9x10%, Im Vergleich dazu betragt diese nach 48 h nur 3,6x 102! WT7-Molekiile (Abb.
4,32 B). Die immunologische Auswertung bestétigt, dass WT1 auch als Protein vorliegt
(Abb. 4.32 C).

Fir die Analyse werden die Expressionsdaten aller drei Versuche zu einem Mittelwert
(Mean) zusammengefasst. AnschlieBend werden mit Hilfe der TATAR-Scftware die Daten
(siche 4.2.1) gefiltert. Dabei werden die Expressionsdaten der Wilms1-Cl.31-Zellen, die mit
der Negativkontrolle (pENTR4) transfiziert sind mit denen, die mit der WT1-(+/-)-Isoform
transfiziert sind verglichen. Die erste Auswertung lasst erkennen, dass insgesamt 161
Gene/Oligos signifikant differenziell reguliert werden. Davon werden 96 Gene/Oligos hoch-

und 65 Gene/Oligos herunterreguliert.

Die Analyse der regulierten Oligos zeigt, dass weder die hochregulierten noch die herun-
terregulierten Gene mittels DAVID einem Signalweg bzw. Prozess zugeordnet werden kon-
nen. Dies bedeutet, dass die generierten Datensets (96 Gene/Oligos hochreguliert/ 65
Gene/Oligos herunterreguliert} nicht signifikant an einem Signalweg beteiligt sind. Dies ist
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eventuell auf die Immortalisierung zurlick zu fihren. Die beschriebenen Auswirkungen der
WT1-(+/-)-Isoform auf die Regulation von zellularen Mechanismen in den Wilms1-Zellen
(4.2.1) sind Prozesse, die im Wiederspruch zur Immortalisierung stehen. Dadurch hebt sich
eventuell der Effekt in der immortalisierten Wilms1-Cl.31-Zelllinie auf.

4.5 Herstellung eines induzierbaren und konstitutiv exprimierenden viralen
WT1-(-/-)-Vektors

Um den Langzeiteffekt des WT1-Proteins auf die Wilms1-Cl.31-Zelllinie zu beobachten,
werden zwei verschiedene WT1-(-/-)-Konstrukte hergestellt. Zum einen wird ein Doxycyclin
induzierbarer WT1-Vektor und zum anderen ein konstitutiv exprimierender WT1-(-/-)-Vektor
kloniert. Beide Konstrukte werden tber mehrere Klonierungsschritte in virale Vektoren ein-
gebracht, damit die Infektion der Wilms1-Cl.31-Zellen mit dem WT7-Konstrukt Uber virale
Partikel erfolgt. Durch die Transduktion der Zellen wird eine héhere Effizienz von infizierten
Zellen gewahrleistet und die Integration des gewlinschten DNA-Fragments ins Wirtsgenom
der Wilms1-Cl.31-Zellen erméglicht.

Klonierung des induzierbaren WT1-(-/-) Vektors

Far die Klonierung des induzierbaren Vektors werden zwei verschiedene Ausgangsvekto-
ren bendtigt. Im pCDNAS.3-TOPO-Vektor liegt die WT7-(-/-)-Isoform vor (Abb. 4.33 A). Die
Doxycylin induzierbare Kassette wird aus dem TRE-AutoV14-Vektor verwendet (Abb. 4.27.
B). Im ersten Schritt der Klonierung wird die WT1-(-/-)-Isoform mit dem Restriktionsenzym
EcoRl aus dem pCDNABS.3-TOPO-Vektor geschnitten. Aus dem TRE-Auto-V14 wird mit
dem gleichen Enzym das kodierende DNA-Fragment fiir GFP herausgeschnitten (siehe
3.11.2). Nach dem Restriktionsverdau des pCDNA3.3-TOPO-Vektors entstehen zwei Frag-
mente von der GréBe 5413 und 1307 Bp. Das 1307 Bp groBBe Fragment wird aus dem
Agarosegel herausgeschnitten und aufgereinigt (Abb. 4.34). Beim Restriktionsverdau von
TRE-AutoV14 entstehen ebenfalls zwei Fragmente, deren GréBe 8557 und 908 Bp betragt.
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Abb. 4.33: Ausgangsvektoren fiir die Klonierung des induzierbaren WT7-(-/-)-Konstrukts. A: Der
pCDNAS3.3-TOPO-Vektor, in dem die WTT-(-/-) Isoform vorliegt. B: TRE-AutoV 14-Vektor mit Doxycylin induzier-
barer Kassette. 3-LTR= long terminal repeat, d2eGFP= deslabilized enhanced green fluorescent protein,
AmpR= Ampicillin Resistenz, CMV=cytomegalovirus promoter, cPPT= central polypurine tract, IRES= internal
ribosomale Eintritisstelle, NeoR= Neomycin Resistenz, PRE= post-transcriptional regulatory elermnent, RRP=
relative recombination potential, HTA= reverse Tet franscriptionaltransactivator, TRE7TetO= Zusammengesetzt
aus Tc-responsive Efernent und tetracyline operator, SV40 early pr= Simian-Virus 40 Promotor, WT{1-Ex1-10=
das Wilms-Tumor-Gen1 (Isoform -/-).

Hier wird das gréBere Fragment aus dem Gel geschnitten {Abb. 4.34 A) und mittels
QlAquick Kit eluiert. AnschlieBend erfolgt wie in 3.11.2 beschrieben die Ligation des WTT1-
(-/-) Fragments in den TRE-AutoV14-Vekior bzw. in dessen Doxycyclin induzierbare Kas-
sette. Der Ligationsansatz wird in die Sure2-E.coli-Zellen transformiert und auf Amp-Agar-
platten ausgestrichen. Nachfolgend werden von vier Kolonien Starterkulturen angesetzt
und aus diesen die Plasmid-DNA isoliert (3.8.3). Der anschlieBende Restriktionsverdau mit
EcoRl dient zum Nachweis einer erfolgreichen Ligation des WT7-(-/-)-Fragments in dem
TRE-AutoV14-Vektor.

Abb. 4.34: 0,8%-iges analytisches Agarosegel. A: Ein Low-Melt Agarosegel 1= TRE-AutoV14 mit EcoRl ge-
schnitten. Zwei Fragmente der GréBe 8557 Bp und 908 Bp entstehen. 2= pCDNA-TOPO-WTT-(-/-) mit EcoRl
geschnitten, es entstehen zwei Banden der GrdBe 5413 und 1307 Bp. Die rot markierten Banden werden jeweils
ausgeschnitten. B: Restriktionsverdau mit EcoRl von vier Klonen nach der Ligation. Es entstehen zwei Frag-
mente, die 8557 und 1307 Bp groB sind. M= O'GeneRuler 1 kb Plus DNA Leiter, Bp= Basenpaare.
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Liegt das WT71-(-/-)-DNA-Fragment vor, wird dieses durch £coR| wieder herausgeschnitten
und lauft auf der Héhe von 1307 Bp. Insgesamt werden vier Kolonien auf das WT77-Insert
untersucht und in allen Proben wird ein ca.1307 Bp groBes DNA-Fragment herausgeschnit-
ten {(Abb. 4.34 B). Die Umklonierung der neu zusammengesetzten regulatorischen Kassette
in den pENTR4-Vektor findet Ober mehrere Zwischenschritte statt. Dabei wird der TRE-
AutoV14-WT1-(-/-)-Vektor so konfiguriert, dass er am 5°- ein Sticky und am 3~ ein Blunt-
Ende aufweist. Um die entsprechenden komplementaren Enden im pENTR4-Vektor zu er-
zeugen, wird dieser mit den beiden Restriktionsenzymen Noi#l und EcoRV geschnitten.
Nach der anschlieBenden Aufreinigung des geschnittenen pENTR4-Vektors wird die regu-
latorische Kassette (TRE-AutoV14-WT1-(-/-) in diesen kloniert (Abb. 4.35 A).

PENTR4 TREAutoV14- WT1 Ex1 (-_-) Kozak

ik 1500

500

Abb. 4.35: Klonierung der Doxycylin regulatorischen WT7-(-/-)-Kassette in den pENTR4-Vektor. A: Sche-
matische Plasmidkarte des pENTR4-Vektors mit der regulatorischen Kassette (TRE-AutoV14-WT1-(-/-) Vek-
tors). B: 0,8%iges analytisches Agarosegel. Die Klone 1 bis 5 werden mit Xhol und Psi#l geschnitten. Bei Klonen
mit Insert entstehen nach dem Restriktionsverdau zwei Banden von der GréRe 2427 und 4497 Bp. In Spur 6 ist
ein nicht geschnittener Klon als Kontrolle aufgetragen. attL= attachment sites, cPPT= central polypurine tract,
IRES= interne ribosomale Eintrittsstelle, RRP= relative recombination potential, rtTA= reverse Tet transcriptio-
nal transactivator, TRE7TetO= Zusammengesetzt aus Tc-responsive Element und tetracyline operator, WT1-
Ex1-10= das Wilms-Tumor-Gen1 (Isoform -/}, M= O'GeneRuler 1 kb Plus DNA Leiter, Bp= Basenpaare.

Zum Nachweis der Insertion des TRE-AutoV14+WT71-(-/-) DNA-Fragments wird von flnf
Klonen die Plasmid-DNA mit Pstl und Xhol geschnitten. Liegt das gewunschte DNA-Frag-
ment vor, wird die Plasmid-DNA zweimal geschnitten und es liegen zwei Banden auf der
Héhe von 2404 und 4497 Bp vor. Die Klone 2 und 5 enthalten die richtigen Banden (Abb.
4.35 B). Die drei Klone 1, 3 und 4 werden verworfen, flir das weitere Vorgehen wird Klon 5
verwendet. FUr die Fertigstellung des induzierbaren WT1-(-/-)-Vektors folgt als letzter
Schritt eine Clonase-Reaktion nach dem Prinzip der Gateway-Klonierung (Invitrogen) in den
plLenti-X1-Destination-Vektor. Nach der Integration des Fragments betragt die neue Vek-
torgréBe 12031 Bp (Abb. 4.36 A). Zur Uberpriifung wird das neue Konstrukt mit den Rest-
riktionsenzymen Clal und Spel geschnitten. Dabei schneidet Spel im Rickgrat (Backbone)

von pLenti-X1 und Clal nur im Insert. Drei ausgewahlte Klone werden einem Verdau
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Abb. 4.36: Klonierung der regulatorischen TRE-Auto+ WT7-(-/-)-Einheit in den plenti-X1-Destination-
Vektor. A: Schematische Plasmidkarte vom plLenti-X1-TREAutoV14+WT1-(-/-). B: Restriktionsverdau zur
Uberprﬂiung der Clonase-Reaktion von drei Klonen 1, 2 und 3 mit Cfal und Spel. cPPT= centraf pofypurine tract,
RRP= relative recombination potential iTA= reverse Tet transcriptionaltransactivator, TRE7 TetO= Zusammen-
gesetzt aus To-responsive Element und tetracyline operator, WT1-Ex1-10= das Wilms-Tumor-Gen1 (Isoform -
-3, M= O'GeneRuler 1 kb Plus DNA Leiter, Bp= Basenpaare.

unterzogen. Sind die jeweiligen Schnittstellen vorhanden, entstehen zwei Banden der
GroBe 4112 und 7919 Bp. Alle drei untersuchten Klone zeigen diese beiden Banden auf
(Abb. 4.36 B). Das fertige Konstrukt wird mit den entsprechenden lentiviralen Plasmiden,
die fir das VSV-G Hullenprotein und gag/pol kodieren, in HEK293T2-Zellen transfiziert, um
virale Partikel herzustellen (3.2). Diese werden anschlieBend fir eine Infektion der Wilms1-

Cl.31-Zelllinie verwendet.

Klonierung des konstitutiv exprimierenden WT1-{-/-)-Vektors

Fur die Herstellung eines konstitutiv exprimierenden WT7-(-/-)-Vekiors wird, wie bereits bei
der Klonierung des induzierbaren Konstrukts, die WT7-(-/-)-Isoform, die im pCDNA3.3-
TOPO-TA Vektor vorliegt, zunachst in den pENTR4-Vektor kloniert. Fiir die Klonierung wer-
den beide Vektoren mit EcoRl geschnitten, ehe anschlieBend die Ligation des WT7-(-/-)-
Fragments in den pENTR4-Vektor erfolgt (3.11.3). Bei einer erfolgreichen Insertion des
Fragments entsteht ein 3599 Bp groBes Plasmid (Abb. 4.37 A). Durch einen Restriktions-
verdau der Plasmid-DNA mit Psfl und Sall wird die Klonierung Uberprift. Das Pstl Enzym
schneidet im Backbone vom pENTR4-Vektor und Safl schneidet im Insert. Sind beide Rest-
riktionsschnittstellen vorhanden, entsteht ein 2141 und ein 1460 Bp grof3es Fragment. Wie
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in Abbildung 4.37 B zu erkennen ist, enthalten finf der sechs Klone die richtigen zwei Ban-
den. Bei Klon 5 hat die Ligation nicht funktioniert.

A B

iz ~ M123456
i Bp

WILE 5000

PENTR4-WT1-(-/-)
1.550bp

1500

500

Abb. 4.37: A: Plasmidkarte nach Ligation des WT7-(-/-)-Fragments in den pENTR4-Vektor. B: Restriktionsver-
dau mit Safl und Psil zur Kontrolle der Ligation. Positive Klone zeigen nach dem Restriktionsverdau zwei Ban-
den von der GroBe 1460 und 2141 Bp. Insgesamt werden sechs Klone bzw. deren Plasmid-DNA kontrolliert.
KanR= Kanamycin Resistenz, attl = attachment sites, WT1-Ex1-10= das Wilms-Tumor-Gen1 (lsoform -/-), M=
O’'GeneRuler 1 kb Plus DNA Leiter, Bp= Basenpaare.

Ausgehend vom pENTR4-WT7-(-/-)-Vektor wird dieser fir die Clonase-Reaktion zur Um-
klonierung des WT1-(-/-)-Fragment in den pLenti-CMV-Vektor verwendet. Das fertige lenti-
virale Expressionskonstrukt hat nach dem Einbau des WT1-(-/-}-Fragments eine GrdBe von
9.322 Bp. Der anschlieBende Restriktionsverdau von sechs Klonen wird mit dem Enzym
Xhol durchgefihrt. Liegt das WT7-(-/-)-Fragment im pLenti-Vektor vor, entstehen drei un-

terschiedlich groBe Fragmente.

M1 2 3 4 5 6

Bp
5000

1500

500

Abb. 4.38: Clonase-Reaktion zur Herstellung eines lentiviralen W7T7-(-/-)-Konstrukts. A: Plasmidkarte des
plenti-CMV-Vektors mit WT7-(-/-}-Inserts. B: Restriktionsverdau von sechs Plasmid-DNAs von sechs Klonen
mit Xhol. , attL= attachment sites, cPPT= central polypurine tract RRP= relative recombination pote, LTR= Lond
terminal repeats, puro = Puromycin Resistenz, WPRE= Woodchuck hepatitis virus post-transcription regulatory
element, WTT-Ex1-10= das Wilms-Tumor-Gen1 {lsoform -/-), M= O’'GeneRuler 1 kix Plus DNA Leiter, Bp= Ba-
senpaare.
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Die GrdBe dieser Fragmente betragt 898, 1856 und 6596 Bp. Wie in Abbildung 4.38 B zu
erkennen ist, zeigen zwei der sechs untersuchten Plasmid-DNAs das entsprechende Ban-
denmuster auf (Spur 4 und 5). Fur die Fertigstellung eines infektiésen Virus wird die Plas-

mid-DNA von Klon vier verwendet.

4.5.1 Analyse des induzierbaren und konstitutiv exprimierenden WT7-(-/-)-Konstrukts
in der Wilms1-Cl.31-Zelllinie.

Nach der Herstellung des induzierbaren TRE-Auto-WT7-{-/-) und des konstitutiv exprimie-
renden pLenti-CMV-WTT1-(-/-) Konstrukts werden diese flir die Herstellung von infektiésen
Viren verwendet. Die fertigen Viren werden zur Transduktion der Wilms1-Cl.31-Zelllinie ein-
gesetzt. Die Produktion der Viren sowie die Infektion der Zellen werden wie schon in Ab-
schnitt 3.2 beschrieben durchgefihrt. Um sicher zu stellen, dass nur die Zellen Gberleben,
die das gewlnschte Konstrukt im Genom integriert haben, werden diese Ober eine Dauer
von zwei Wochen mit Puromycin (2 pg/ml) selektioniert. Nach zwei Wochen werden die mit
dem TRE-Auto-WT7-(-/-} transduzierten Wilms1-Cl.31-Zellen im Doxycyclin haltigem Me-
dium (100 pg/ml) kultiviert. Die RNA-Isclierung erfolgt sieben Tage nach der Zugabe von
Doxycyclin. Zeitgleich wird auch die RNA aus den plenti-CMV-WT1-(-/-} transduzierten
Wilms1-Cl.31-Zellen isoliert. Als Kontrolle dient die RNA von nicht induzierten bzw. von she-
transduzierten (Kontrolle)-Zellen. Zur Verifikation der WT7-Expression in den Wilms1-
Cl.31-Zellen wird eine gRT-PCR durchgefiihrt.
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Abb. 4.39: WT1-RNA-Expression in Wilms1-ClL.31-Zellen. A: Dargestellt ist die relative Quantitat der WT7-
Expression jeweils auf die transduzierte shc-Kontrolle bezogen und auf das Kontrollgen (Housekeeping gene)
RER1 normiert. Die TRE-A-WT1-(--) + DOX wird sieben Tage nach Doxycyclin Zugabe untersucht. B: Die
absolute Quantifizierung der WT7-Kopienanzahl {pro ng RNA} in den induzierten und kenstitutiv exprimierenden
Wilms1-Cl.31-Zellen. Signifikanz wurde mit dem t-Test bestimmt, dabei gilt folgendes: * p=0,05, ** p=0,01, ***
p=0,001.
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Die qRT-PCR-Daten zeigen deutlich, dass die beiden klonierten Konstrukte funktionsfahig
sind. Die Expression von WTT ist sowohl in Zellen nachweisbar (Abb. 4.39 A), die das in-
duzierbare, als auch in den Zellen die das konstitutiv exprimierende Konstrukt enthalten.
Das pLenti-CMV-WT1-Konstrukt zeigt gegenltber dem TRE-A-WT1-Konstrukt eine signifi-
kant héhere Expression an WT1. Des Weiteren fallt auf, dass WTT auch in Zellen exprimiert
wird, die ohne Zugabe von Doxycyclin kultiviert werden (Abb. 4.39 A). Die Expression an
WT1-mRNA fallt zwar geringer aus als in den induzierten Zellen, dennoch ist sie deutlich
hoher als in den Zellen, die mit der shc-Kontrolle transduziert wurden. Die meisten Kultivie-
rungsmedien enthalten im Serum eine geringe Konzentration an Tetracyclin, welches durch
seine strukturelle Ahnlichkeit zu Doxycyclin in der Lage ist, das TRE-A-WT1-(-/-)-Konstrukt

in geringem Ausmalf zu aktivieren.

Die Berechnung der WT1-Moleklilmenge belegt, dass die beiden Konstrukte unterschied-
lich stark WTT1 exprimieren. Zellen mit dem induzierbaren WT1-(-/-)-Vektor zeigen eine
WT1-Molekilmenge von 9,55x 10" auf. Im Fall des konstitutiv exprimieren Konstrukts wer-
den 1,19x 10" WT7-Molukile ermittelt. Vergleicht man die WT1-Molekllmenge mit der er-
rechneten WT1-Molekllmenge in 4.1 und 4.2 wird deutlich, dass bei den transienten Trans-
fektionen die WT17-Menge mit 5,91x 10?2 Molekdlen (Faktor: 4.966) deutlich hoher ist. Eine
unterschiedlich starke Expression an WT7 in den Zellen kann unter Umstanden eine diffe-
renzierte Regulation in Abhangigkeit der Menge an WT1 nach sich ziehen.

4.5.2 Expressionsanalyse der stabil transduzierten Wilms1-Cl.31-Zelllinie

Nach der Verifikation der WT7-Expression in den Wilms1-Cl.31-Zellen mittels gRT-PCR
folgt anschlieBend eine Genexpressionsanalyse. Untersucht wird jeweils das Genexpressi-
onsprofil der Wilms1-Cl.31-Zellen, die das TRE-A-WT1-(-/-)-Konstrukt und das pLenti-
CMV-WT1-(-/-)-Konstrukt im Genom integriert haben. Fir die anstehende Analyse wird zu-
nachst in beiden Fallen die RNA isoliert und auf ihre Qualitat Gberprift, um im Anschluss
nach dem One Color Expressionsprotokoll aufgearbeitet zu werden (3.12). Zum Einsatz
kommt hier das 4x44K Whole Genome Oligo Microarray Format der Firma Agilent.

Bei der Auswertung der Daten werden zum einen die Doxycyclin induzierten (TRE-A-WTT-
(-/-)) und zum anderen die konstitutiv exprimierenden Wilms1-Cl.31-Zellen mit den shc-
transduzierten (Kontrolle) Wilms1-Cl.31-Zellen verglichen. Um den Einfluss von WT1 best-
maoglich zu untersuchen, werden die Expressionsdaten von den nicht induzierten Wilms1-

Cl.31-Zellen nicht als Referenzkontrolle herangezogen. Der Grund dafur liegt in der relativ
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hohen Expression an WT17-RNA gegenlber den Doxycyclin induzierten Wilms1-Cl.31-Zel-
len (Abb. 4.39 A).

In beiden Fallen werden nur die Daten bertcksichtigt, die eine Expressionsintensitat von =
200 und einen Foldchange von = 1,5 gegenuber der jeweiligen Kontrolle aufzeigen. Nach
diesen Kriterien werden bei den Doxycyclin induzierten Wilms1-Cl.31-Zellen insgesamt
2773 Gene/Oligos identifiziert, die differenziell reguliert sind. Davon werden 1247 Gene/Oli-
gos hochreguliert und 1526 Gene/Oligos herunterreguliert. Bei der Analyse des konstitutiv
exprimierenden CMV-WT1-(-/-)-Konstrukts in den Wilms1-Cl.-31-Zellen werden 823 diffe-
renziell exprimierte Gene/Oligos identifiziert, von denen 536 Gene/Oligos hochreguliert und
287 Gene/Oligos herunterreguliert sind. Um zu ermitteln, ob diese Gene einem bestimmten
molekularen Mechanismus oder Signalweg zuzuordnen sind, werden die gefilterten Daten
mit Hilfe der Datenbank DAVID untersucht.

Die analysierten Expressionsdaten der Wilms1-Cl.31-Zellen, die einerseits mit dem indu-
zierbaren WT1-(-/-)-Konstrukt und andererseits mit dem konstitutiv exprimierenden WT1-(-
/-)-Konstrukt transduziert werden, zeigen keine Ubereistimmung bei den regulierten Signal-
wegen auf. Sowohl die hochregulierten Gene als auch die herunterregulierten Gene lassen
sich keinem Signalweg zuordnen, der in beiden Ansatzen wiederzufinden ist (Abb. 4.40).
Auffallend ist ebenfalls, dass in allen vier analysierten Datensets (zwei hochregulierte/zwei
herrunterregulierte) der jeweils erstplatzierte Signalweg bereits eine niedrige Signifikanz
darlegt. Im Vergleich zu den in 4.2.1 und 4.4.2 identifizierten Signalwegen liegt eine deutli-
che Diskrepanz zwischen der Signifikanz vor. DarUber hinaus ist die oxidative Phosphory-
lierung bei den hochregulierten Signalwegen nicht vertreten und kann somit die Ergebnisse

von 4.2.1 nicht verifizieren.

Einzig bei den herunterregulierten Signalwegen gibt es zwischen der Doxycyclin induzierten
WT1-Expression in den Wilms1-Cl.31-Zellen und den primaren Wilms1-Zellen, die mit dem
CMV-WT1-(+/-)-Konstrukt transfiziert sind, zwei Ubereinstimmungen. Die fokale Adhésion
und der MAPK Signalweg sind bei den Transduktionen negativ reguliert (Abb. 4.32 und
4.11).
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TRE-A-WT1-(-/-) CMV-WT1-(-/)
vs. she-Kontrolle vs. she-Kontrolle
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Abb. 4.40: DAVID-Analyse der Expressionsdaten von Wilms1-Cl.31-Zellen. Dargestellt sind jeweils die er-
mittelten hoch- und herunterregulierten Signalwege nach WT1-Expression. TRE-A-WT1-(-/-) : Zellen, die nach
der Zugabe von Doxycyclin WT1-exprimieren. CMV-WTT1-(-/-) : Wilms1-Cl.31-Zellen, die konstitutiv WT1-expri-
mieren. Unter Count ist die Anzahl der beteiligten Gene angegeben, die in diesen biologischen Prozessen re-
guliert werden. Die Prozent geben an, wie grof3 der Anteil an der Gesamtzahl der regulierten Gene ist. Die
einzelnen Signalwege sind nach ihrer Signifikanz, nach dem p-Wert angeordnet, beginnend mit der héchsten
Signifikanz.

4.6 Molekularbiologische Untersuchung von Patient Wilms10

Bei der Patientin Wilms10 handelt es sich um ein zweijahriges Madchen, bei dem eine ein-
gekapselte Nierenmasse diagnostiziert wird. Der Wilms-Tumor (WT) wird unmittelbar nach
der Diagnose entfernt und zeigt eine charakteristische triphasische Histologie mit einer fo-
kalen Anaplasie auf, die mit einer p53-Uberexpression einhergeht. Der Tumor infiltriert so-
wohl die Nierenkapsel (Capsula fibrosa renalis), als auch die Nierenbucht (Sinus renalis).
Aber weder die GefaBe, noch der Ureter sind betroffen. Die Untersuchung der benachbar-
ten Lymphknoten ergibt keine Infiltration mit dem Tumorgewebe und ein hochauflésendes
Thorax-CT ist unauffallig. Aufgrund der Anaplasie wird der Wilms-Tumor dem dritten Sta-
dium zugeordnet und geman den NWTSG5-Kriterien mit Actinomycin D, Doxorubicin und

Vincristin behandelt.

Neben den Chemotherapeutika erfolgt eine sechsmonatige Bestrahlung in Form einer Ra-
diotherapie. Wahrend einer Routineuntersuchung wird sechs Monate nach der Behandlung
ein einzelner Knoten in der Lunge diagnostiziert und operativ entfernt. Der histologische
Befund belegt einen monomorphen rhabdomyomatésen Tumor, ohne fokale Anaplasie und
nur eine geringe Menge positiver Ki67-Zellen. Nach der Entfernung des Knotens erhalt die
Patientin bis zu ihrem flnften Lebensjahr monatlich Vincristin und Actinomycin D. Bei dieser
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Wilms10-Patientin kdnnen 3,5 Jahren nach der Erstdiagnose keine weiteren Tumore diag-
nostiziert werden, das heil3t, es liegt bis zum heutigen Zeitpunkt eine komplette Remission
vor. Da es sich um einen stromareichen WT handelt und eine groBe Menge positiver Ki67-

Zellen vorliegt, wird eine WT7-Mutationsanalyse angefordert.

4.6.1 WT7-und CTNNB7-Mutationsanalyse

Aufgrund des diagnostizierten Wilms-Tumors in der linken Niere von Wilms10, werden alle
zehn Exons des WT7-Gens amplifiziert und mittels DHPLC untersucht, wobei Exon 8 und
9 direkt sequenziert werden. Weder im Blut, noch im Tumor von Wilms10 kann eine patho-
gene Mutation nachgewiesen werden. Diese Analyse findet im hiesigen Institut statt (Daten
nicht gezeigt). Nachdem bei Wilms10 nach einer sechsmonatigen Radiochemotherapie
eine Metastase in der Lunge mit rhabdomyomatdser Histologie diagnostiziert wird, folgt eine
MLPA-Untersuchung (multiplex ligation-dependent probe amplification) der Blut-, Tumor-
sowie Metastasen-DNA von Wilms10 (siehe Abb. 4.41). Daflr wird das Kit P118 der Firma

MRC-Holland verwendet und die Analyse von Dr. med. Leube durchgefihrt.
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Im Blut von Wilms10 zeigt die MLPA-Analyse ein wildtypisches Muster fir das WT7- Gen
aut (Abb. 4.41 A). Im Tumor hingegen liegen eine homozygote Deletion des gesamten
WT1-Gens (Abb. 4.41 B) und eine heterozygote Deletion des benachbarten HIPK3-Gens
vor (Abb. 4.41 B, roter Pfeil). Die untersuchte Metastasen-DNA zeigt bei allen Exons des
WT1-Gens schwache PCR-Produkte (Abb. 4.41 C), was tendenziell dafiir spricht, dass bei
der DNA-Isolierung nicht ausschlieBlich Zellen enthalten sind, die von dem Tumor bzw. der
Metastase abstammen. Die heterozygote Deletion des HIPK3-Gens kann auch in der Me-
tastase nachgewiesen werden (Abb. 4.41 C, roter Pfeil). Die MLPA-Ergebnisse zeigen,
dass die Wilms10-Patientin eine tumorspezifische homozygote WT1-Deletion und eine he-
terozygote HIPK3-Deletion aufweist. Dieses Resultat impliziert, dass es sich um einen

WT1-assoziierten Wilms-Tumor handelk.

Haufig zeigen Wilms-Tumore, die eine WT1-Mutation tragen, auch eine Mutation im
CTNNB1-Gen auf. Die Gberwiegenden genetischen Aberrationen befindenden sich dabei
in der Hotspot-Region im Exon 3 des CTNNB1-Gens (Koesters et al., 1999). Die DNA-
Sequenzierung, die direkt aus dem Tumor und der Metastase von Wilms10 isoliert wird,
zeigt zwei unterschiedliche Mutationen im Exon 3 des CTNNB1-Gens (Abb. 4.42).

Wilms10

B Tumor

CCATT CTCCTGCCACTNCCACAGCTCCTIT (T CIC iewe

A Kontrolle

T CTGGTEC Che TRC CR T -(';CTé'c"Tt.ct YO I TeOTER Re oY

Metastase

N\d

el TCT
EATTCTOGTUCC CTACCACAGCTCCTINTOANTOGTNARGGCA]

Abb. 4.42: Sequenzierung von Exon 3 des CTNNB1- Gens von Wilms10. A: Isolierte DNA aus dem Blut der
Patientin. B: DNA direkt aus dem Tumor von Wilms10 isoliert, die heterozygote Mutation ist mit einem roten
Pfeil gekennzeichnet C: Direkte Isolierung aus der Metastase von Wilms10, der rote Pfeil gibt die Position der
heterozygoten Deletion an.

Im Tumor liegt an Position ¢.121 eine heterozygote Punktmutation vor (Abb. 4.42 B). Der

Austausch von A (Adenin) zu G {Guanin) bewirkt auf der Aminosaureebene einen Wechsel
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von Threonin zu Alanin. In der Metastase hingegen ist eine heterozygote Deletion an Posi-
tion ¢.133-135 erkennbar {Abb. 4.42 C). Der Verlust der Basen TCT fuhrt zum Verlust der
Aminosdure Serin an Position p.45. Das verdeutlicht, dass die Mutationen im Exon 3 des
CTNNB1-Gens, in dem Tumor und der Metastase in ihrer Art und Position unterschiedlich

sind.

4.6.2 Etablierung der Wilms10 Zellkultur und deren weiterfliihrende Untersuchung

Der Tumor und die Metastase von Wilms10 werden entsprechend des etablierten Protokolls
fir die Kultivierung der primaren Zellen aus dem Tumorgewebe behandelt (siehe 3.1.1}.
Dazu wird das Metastasen- und Tumormaterial zerkleinert und anschlieBend in T12,5 cm
@ Zellkulturflaschen mit sehr wenig MSCB-Medium kultiviert. Nachdem sich die Gewebe-
stiickchen abgesetzt haben, wachsen unter optimalen Kulturbedingungen die ersten Zellen

heraus, welche die primére Zellkultur vom Tumor bzw. der Metastase bilden (Abb. 4.43).

Abb. 4.43: Etablierung und Kultivierung der Wilms10-Tumor Zellen und Wilms10-Metastasen Zellen. A:
Wilms10-Tumorstick und die aus diesen wachsenden Zellen. B: Passage 7 der Wilms10- T Zellkultur. GC:
Wilms10- Metastasenstiick und die aus diesem auswachsenden Zellen. D: Passage 3 der Wilms10-M Zellkultur.
(20-fache VergréBerung im Phasenkontrastmikroskop).

Aus dem Tumor und der Metastase von Wilms10 kénnen erfolgreich Zellen etabliert (Abb.
4.43 A und C) und Ober mehrere Passagen kultiviert werden (Abb. 4.43 B und D). In der
Regel ist die Lebensspanne von Wilms-Tumorzellen in der Zellkultur stark limitiert und ihre
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Etablierung sehr schwierig (Garvin et al., 1987; Hazen-Martin et al., 1993). Dass eine Lang-
zeitkultivierung von WT{-assoziierten Wilms-Tumoren maoglich ist, wird bereits 2010 von

Royer-Pokora detailliert beschrieben (Royer-Pokora et. al., 2010).

Es ist festzuhalten, dass die Zellen, die aus dem Tumor und der Metastase kultiviert wer-
den, sich morphologisch voneinander unterscheiden. Die Zellen aus dem Tumor ahneln
mesenchymalen Zellen (Abb. 4.43 B), die kultvierten Zellen aus der Metastase sind eher
langgestreckt und haben damit Ahnlichkeit mit Myoblasten. Die Lebensspanne von
Wilms10-M liegt deutlich unter der von Wilms10-T. Bereits nach der flinften Passage findet
keine Zellteilung mehr statt. Die Wilms10-T-Zellen werden bis Passage 13 kultiviert und
anschlieBend eingefroren (siehe 3.1.4). Die maximal mbgliche Passagenanzahl von

Wilms10-T ist bisher nicht bestimmt worden.

CTNNEB1-Mutationsanalyse

Die etablierte Tumor- und Metastasen-Zelllinie wird jeweils auf ihre CTNNB1-Mutation hin
Uberpraft. Dies dient zum Abgleich der etablierten Zelllinien mit dem urspringlichen Tumor
bzw. der Metastase. Wie schon beschrieben, hat der Tumor eine heterozygote Punktmuta-
tion an Position c.121 im CTNNB1-Gen, hier liegt ein Austausch von A (Adenin) zu G (Gu-
anin) vor (Abb. 4.44. A). Die etablierte Zelllinie, die dem Tumor entstammt, hat eine ho-
mozygote Deletion der drei Nukleotide TCT an Position ¢.133-135 (Abb. 4.44. B). Dadurch
kommt es zum Verlust der Aminosaure Serin an Position p.45. Die im Tumor vorliegende
Mutation an Position ¢.121 (A>G) ist in der Wilms10-T-Zelllinie nicht auffindbar.

Wilms 10
A Tumor —> B Zellkultur
— NdelTCT .
CCATT CTEGTOCCACTNCCACAGCTCCTT CT CTIG A G°N 0T TGCCACTACCACAGCTCCTCTGAG TGGTAAAGGCAATC
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! M il

G121 A>G, p. THA

c Metastase —= D Zellkultur

CAATTCTGGTGCC CTACKACAGC ICCT.'(f"E-I.i—I.‘—-gEGTI(.i_{GGC}. TGCCACTACCACAGCTCCTTCTICTGAGTGETAAAGG CAAT CCTG,

il

c133-1350elTCT p45del

Abb. 4.44: Sequenzierung von Exon 3 des CTNNB1-Gens. DNA wird aus Tumor, Metastase und der da-
zugehorigen Zellkultur isoliert. A: Direkte DNA-Isolierung aus dem Tumor von Wilms10. B: DNA aus der
Zellkultur von Wilms10-T isoliert. C: DNA direkt aus der Metastase iscliert. D: DNA aus der Zellkultur von
Wilms10-M isoliert. Roter Pfeil markiert die Position der Mutation. Die von der Deletion betroffenen Basen TCT
sind durch einen schwarzen Kasten hervorgehoben.
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Die in der Metastase zuvor detektierte heterozygote Deletion (del TCT) im Exon 3 des
CTNNB1-Gens auf Position ¢.133-135 (Abb. 4.44.C) kann in der etablierten Zelllinie, die
der Metastase entstammt, nicht mehr nachgewiesen werden. In diesem Fall liegt eine wild-
typische Sequenz im Exon 3 des CTNNB1-Gens vor (Abb. 4.44.D).

gRT-PCR-Analyse von Wilms10-T Zellkultur

Neben der CTNNB1-Mutationsanalyse wird mit Hilfe der gRT-PCR die WT7-Expression in
der Wilms10-T-Zelllinie Uberpraft. Durch die zuvor durchgefiihrte MLPA-Analyse des Tu-
mors von Wilms10 kann eine homozygote Deletion des WT17-Gens nachgewiesen werden.
Auf dieser Grundlage ist zu erwarten, dass bei der etablierten Zellkultur von Wilms10-T
keine nachweisbare WT7-Expression detektierbar ist, unter der Voraussetzung, es handelt
sich bei den kultivierten Zellen um reine Tumor-Zellen. Fir die gRT-PCR-Analyse wird die
RNA aus der Passage 3 und 7 von Wilms10-T isoliert und anschlieBend in cDNA umge-
schrieben. Als Positivkontrolle wird die RNA aus der Passage 9 der Wilms1-Zelllinie ver-
wendet, die ebenfalls in cDNA umgeschrieben wird. Die Wilms1-Zelllinie tragt eine homozy-
gote Punktmutation im Exon1 des WT17-Gen an der Position ¢.149. Durch den Austausch
von C zu A wird ein Stopcodon generiert (nonsense mutation) und es kommt zum vorzeiti-
gen Abbruch des Proteins an der Position S50 (p.S50X). Derartige Mutationen werden von
dem nonsense-mediated mRNA decay Kontrollmechanismus erkannt und es kommt zu ei-
nem vorzeitigen Abbau der verkirzten mRNA (Gatfield et al., 2003). Eine minimale WTT-
mRNA-Expression kann jedoch in zahlreichen vorangegangen Experimenten nachgewie-

sen werden.

139



Ergebnisse

WT1-Expression

ACt-Werte

Abb. 4.45: Grafische Darstellung der gRT-
PCR-Ergebnisse der WT71-Expression in den
Zelllinien Wilms1 und Wilms10-T. Abgebildet
sind die ACt-Mittelwerte der WT7-Expression, be-
zogen auf RERT (Referenzgen). Die Signifikanz
i wird mittels t-Test bestimmt. Flr die Verteilung
ZRiNokn der Signifikanz gilt * ps 0,05, ** ps 0,01; *** p<
0,001 (P= Passage).

In der dritten Passage von Wilms10-T wurden noch WT7-Transkripte nachgewiesen. Ver-
glichen mit Wilms1 P9, ist die Menge an WT7-Molekiilen bei Wilms10-T P3 signifikant er-
héht. Dagegen ist auch nach 40 Zyklen bei Wilms10-T P7 keine WT7-mRNA messbar (Abb.
4.45). Der durchgefihrte t-Test zeigt, dass alle gemessenen Proben zueinander einen hoch
signifikanten Unterschied zeigen (p< 0,001). Dies zeigt, dass zu Beginn der Kultivierung der
Tumorzellen noch normale Zellen vorliegen und erst hach sieben Passagen nur noch Tu-

morzellen vorhanden sind.

Zytogenetische Untersuchung der Wilms10-T- und -M-Zelllinie

Nach erfolgreicher Etablierung der Wilms10-Tumor- und Metastasen-Zellkultur wird im hie-
sigen Institut (Abteilung flir Tumerzytogenetik) eine zytogenetische Untersuchung der zwei
Zelllinien durchgeflihrt. Die beiden Zelllinien zeigen einen normalen Karyotyp 46, XX (Abb.
4.46) was bedeutet, dass keine zytogenetisch erfassbaren chromosomalen Aberrationen
vorliegen. Die Nachweisgrenze fir strukturelle Veranderungen bei der konventionellen

Chromosomenanalyse betragt 5-10 Mb.
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Abb. 4.46: Darstellung von zwei Karyogrammen. Ein diploider Chromosomensatz 46, XX ohne auffallige
zytogenetische Aberrationen A: Von Wilms10-Tumor Passage 7 B: Von Wilms10-Metastase Passage 5.

4.6.3 Array basierende CGH/SNP-Analyse

Um eine detaillierte Aussage tber den WT1-Status bzw. die GréBenordnung der vorliegen-
den Deletion auf Chromosom 11 der Patientin Wilms10 zu treffen, wird ein 2x400K Oligo-
nukleotid aCHG/aSNP Microarray der Firma Agilent durchgefihrt. Mit diesem Array-Format
sind neben Deletionen und Amplifikationen auch genomische Kopienzahlveranderungen
sowie kopienzahlneutrale Verédnderungen, wie uniparentale Disomie (UPD) und Loss of he-
terozygosity (LOH) nachzuweisen. Untersucht wird die DNA, die direkt aus dem Tumor und
der Metastase isoliert wird. Auch die DNA der etablierten Zellkultur vom Tumor und der
DNA, die direkt aus dem Tumor von Wilms10 isoliert wird, ist eine homozygote Deletion von
226 kb (Logratio > -4) nachweisbar. Sie umfasst das WT7-Gen sowie einige benachbarte
Oligonukleotide (Abb. 4.40 A). Zuséatzlich liegt eine 1.05 Mb groB3e heterozygote Deletion
vor, welche unmittelbar upstream am WT7-Gen startet und die Gene EIF3M, CCDC?73,
PRRG4, QSER1, DEPDC7, TCP11L1, CSTF3 und HIPK3 umfasst. Auf dem Chromoso-
menabschnitt 11p15pter wird eine uniparental disomy (UPD) lokalisiert, deren Spannweite
12.8 Mb betragt (Chromosomen-Position: 219.089-13.058.405).

141



Ergebnisse
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. Abb. 4.47: aSNP/aCGH Array-Analyse
o der 11p13 homozygoten und hetero-
zygoten WT7-Deletion. A: DNA-Isclie-
rung direkt aus dem Wilms10-Tumor. B:
DNA-Analyse aus der Zellkultur von
Wilms10-Tumeor (Passage 8). C: Direkte
DNA-Isolierung aus der Metastase. D:
DNA-Analyse aus der Zellkultur der Me-
tastase (Passage 5).
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Eine weitere UPD liegt auf 3p21.3pter und hat eine Gré3e von 40.3 Mb (Chromosomen
Position: 107.994-49.449.638). In diesem Bereich liegt das mit WT assoziierte CTNNB1T-
Gen. AuB3erdem konnte auf 1p eine weitere kleinere UPD-Region von 3.7 Mb detektiert
werden (Chromosomen-Position: 568.868.276-60.605.708). Identische Ergebnisse liefert
die analysierte DNA, die aus den kultivierten Tumorzellen (Passage 8) isoliert wird (Abb.
4.47 B). Auch hier ist unter anderem die homo- und heterozygote Deletion vorzufinden. Das
aCHG/aSNP-Resultat bestatigt somit, dass die kultivierten Zellen aus einer reinen Popula-

tion von Tumorzellen bestehen.

Die Analyse der DNA, die direkt aus der Lungenmetastase isoliert wird, zeigt die gleiche
WT1/11p13-Deletion (Abb. 4.47 C}, wie die Tumor-DNA von Wilms10, allerdings mit einer
geringeren log ratio. Die geringe Logration von -1.8 in der DNA der Lungenmetastase ist
ein Indiz daflr, dass die homozygote Deletion des WT7-Gens nicht in allen Zellen vorhan-
den ist. Hingegen weist die DNA, die aus der etablierten Metastasen-Zellkultur (Passage 5)
stammt ein unauffalliges Hybridisierungsmuster auf {Abb. 4.47 D). Es ist weder die tumor-
spezifische homozygote WTT7, noch die heterozygote 11p13-Deletion nachzuweisen. Das
Fehlen dieser spezifischen Mutationen in der Zellkultur ist ein Nachweis dafir, dass die
etablierten Zellen nicht die genetische Aberration der Metastase tragen und die Kultivierten
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Zellen somit nicht diejenigen sind, die die Metastase der Wilms10-Patientin gebildet haben.

Dies bedeutet, dass die kultivierten Zellen, normalen Zellen von der Patientin entsprechen.

4.6.4 Custom-Array

Ein 4x44K Oligonukleotid-Custom-Array wird designt, um durch eine hochauflésende Ab-
deckung der Region 11p13 die Position der homozygoten bzw. heterozygoten Deletion ge-
nauer zu bestimmen. Die Hybridisierung der DNA, die aus der Zellkultur vom Tumor etab-
liert wird, erfolgt gegen eine entsprechende weibliche Referenz-DNA. Gleichermafien wird
die DNA behandelt, die direkt aus der Metastase isoliert wird. Die untersuchten DNAs zei-

gen ein ahnliches Muster der homozygoten und heterozygoten Deletionen untereinander
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Abb. 4.48: Charakterisierung der homozygoien/heterozygoten Wilms10-WT1-Deletion mittels aCGH
custom Array. A: Hybridisierung der DNA, die aus der etablierten Zellkultur vom Tumor zu Passage 8 isoliert
wird. B: aCGH-Array von der Hybridisierung der DNA, die direkt aus der Lungenmetastase iscliert wird. C:
Genaue chromosomale Positicnsangabe der homozygoten und heterozygoten Deletion von 11p13 (Darstellung
durch die Zuhilfenahme des UUCSC-Genome Browsers).
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auf (Abb. 4.48 A und B) und verifizieren sowie prazisieren die vorher dargestellten Ergeb-
nisse der aCGH/aSNP (siehe 4.3.3). Die heterozygote Deletion in der DNA aus der Zellkul-
tur vom Tumor erstreckt sich von 32.325.826 bis 33.376.575 auf Chromosom 11. Innerhalb
dieser befindet sich die homozygote Deletion, die an der Position 32.351.861 startet und
bei 32.579.832 auf Chromosom 11 endet.

Die untersuchte Metastasen-DNA von Wilms10 zeigt eine nur minimal abweichende Posi-
tion der heterozygoten und homozygoten Deletion in 11p13. Die heterozygote Deletion liegt
dabei zwischen 32.323.944 und 33.377.234, die homozygote zwischen 32.351.497 und
32.580.825 auf Chromosom 11. Eine Ubersicht liber die heterozygote/homozygote Deletion
ist in Abbildung 4.10 C dargestellt und veranschaulicht die genaue Position auf dem Chro-
mosom 11 sowie das GréBenverhaltnis zueinander. Die geringe Log Ratio in der Metasta-
sen-DNA deutet darauf hin, dass ca. 75% der Zellen in der Probe der Lungenmetastase
eine homozygote Deletion tragen.

4.6.5 Expressionsanalysen von Wilms10

Die Auswirkung einer Langzeitchemotherapie auf Wilms-Tumore wird am Fallbeispiel von
Wilms10 untersucht. Hier steht der primére Wilms-Tumor - der unmittelbar nach der Diag-
nose operativ entfernt wird und keine praoperative Behandlung erféhrt - gegentber der
Lungenmetastase, die nach einer sechsmonatigen postoperativen Radiochemotherapie
entstanden ist. FUr die Genexpressionsanalyse wird die gesamte RNA aus dem priméren
Tumor (WT) und der Lungenmetastase von Wilms10 isoliert und auf einem 4x44K Whole
Human Genome Oligo Microarray (Agilent) hybridisiert. Die Anwesenheit von intakter Me-
tastasen-RNA deutet darauf hin, dass die Tumorzellen nach der Langzeitchemotherapie
immer noch vital sind. In die Analyse flieBen acht weitere Proben von WT7-assoziierten
Wilms-Tumore mit ein. Diese wurden bereits im hiesigen Institut molekularbiologisch cha-
rakterisiert, damit die Expressionsdaten zu Vergleichszwecken in die vorliegende Auswer-
tung mit einflieBen kdnnen. Welche Tumore behandelt werden, welche Chemotherapeutika
die einzelnen Patienten erhalten und welchen Zeitraum die Behandlung in Anspruch nimmt,
verdeutlicht Tabelle 4.3.

Die Datenanalyse wird nach folgenden Kriterien durchgefthrt: Alle Expressionsdaten, die
in der Lungenmetastase einen Foldchange von 22 mit einer Expressionsintensitat von 2200
gegeniber dem nicht behandelten Tumor aufweisen, werden fir die weiterfiihrende Daten-
auswertung berlcksichtigt
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Tab. 4.3: Ubersicht tiber die Behandlung der Wilms-Tumor Patienten und ihre genetischen Aberrationen
‘Diese Patienten haben eine somatische/tumorspezifische WT7-Mutation

Nach diesen festgelegten Kriterien wird ein Datensatz von 1619 hochregulierten Genen
(up-regulated) und ein Datensatz von 1801 herunterregulierten Genen (down-regulated) in
der Lungenmetastase identifiziert (TATAR). Die regulierten Gene werden mit Hilfe der in-
ternetbasierenden Plattform MetaCore auf ihre biologischen Funktionen hin untersucht. Da-

bei wird das implementierte Tool process networks flr die Identifizierung von biologischen
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Prozessen, die mit den regulierten Genen in Zusammenhang stehen konnen, verwendet.
Das Tool ist eine Kombination aus den wichtigsten zellularen Prozessen der pathway maps

und network models und basiert auf Gen-Ontologie-Prozessen.

Die ersten 15 signifikanten networks sind in Abbildung 4.49 dargestellt. Die Analyse der
hochregulierten Gene zeigt, dass die beteiligten Gene an der Skelettmuskelentwicklung
(development skeletal muscle development) mit einem Wert von p=5.97-* die hichste Sig-
nifikanz haben, gefolgt von der Muskelkontraktion (muscle contraction), die einen Wert von
p= 4.84%° zeigt (Abb. 4.49). Eine detaillierte Darstellung der beteiligten Gene an der Ske-
lettmuskelentwicklung und welche von ihnen in der Lungenmetastase reguliert sind, ist in
Abbildung 4.43 zu sehen. Von insgesamt 144 Genen, die an diesem network beteiligt sind,
werden Uber 50% nach der Chemotherapie in der Lungenmetastase von Wilms10 reguliert.
Die Skelettmuskelentwicklung wird durch eine Genfamilie von Transkriptionsfaktoren ge-
steuert, die als myogene regulatorische Faktoren (MRF) bezeichnet werden. Zu diesen
Faktoren zahlen unter anderen MYQOD, MYF5, MYOG und MYF6 {MRF4), deren Expression
in der Lungenmetastase hochreguliert ist (Abb. 4.43).

# | Metworks o is is g 12 i15 118 21 [24 Hoglpialue) pyalue +
1 | Develnoment Skeletal muscle development E — 5.976e-30
2 | Musce confraction B ) 4,83%-29
3 | Cell adhesion Leucocyts chemotaxis — 1.476e-11
4 Infiammation Complement system — 4.248e-11
5 | Cyloskslston Actin filaments A ——— 4. 758e-11
6 | Cvtoskeleton Renulstion of cytoskeleton reamranaement [— 7.120e-10
7 | Immune response Phagocytosis —— 7.59Ce-8
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Abb. 4.49: Hochregulierte Signalwege in der Lungenmetastase von Wilms10 gegeniiber dem Tumor
nach der Chemotherapie. Meta Core-Analyse der hochregulierten Gene in der Metastase und die daraus re-
sultierenden 15 signifikanten network Prozesse, nach p-Wert sortiert.

Die beiden Faktoren MYOD und MYF5 sind jeweils flir die Determinierung von myogenen
Zellen zusténdig, wahrend MYOG und MRF4 mit der terminalen Differenzierung ven Ske-
lettmuskeln und mit der Homdostase von Myofibrillen assoziiert sind (Tapscott, 2005; Singh
und Dilworth, 2013). Ein Indiz dafiir, dass die terminale Differenzierung der Skelettmuskeln
in der Lungenmetastase induziert wird, ist die sechsfach héhere Expression an MYOG und
die 749-fach hohere Expression an MRF4 als im Tumor. Bestatigt wird das Ganze durch
ebenfalls erhdhte Expressionswerte an den Genen, die fiir schwere und leichte Myosinket-
ten kodieren, wie MYHS8 (9643-fach), MYL1 (4360-fach), MYLPF (3040-fach) und die emb-

ryonalen Marker flr die Skelettmuskelentwicklung MYL4 (2179-fach) und MYH7 (1069-
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fach). Weitere Gene wie ACTAT (Actin, alpha 1, skeletal muscle), DES {Desmin), MYOT
(Myofilin) und TTN (Titin), die in der Skelettmuskulatur exprimiert werden, zeigen in der

Lungenmetastase eine erhdhte Expression auf.

Die bisher vorliegenden Daten belegen, dass eine Langzeitchemotherapie bestimmte
Gene, die wahrend der Skelettmuskeldifferenzierung essential sind, induziert. Ein weiterer
signifikanter network process, der identifiziert wird, ist der cardiac development BMP_TGF-
beta signaling pathway mit einem Wert von p= 8.27. Hier zeigt die Lungenmetastase von
Wilms10 gegenlber dem Tumor eine erhdhte Expression an Genen, die charakteristisch
far reife Kardiomyozyten sind. In diesem Fall z&hlen dazu die Gene TNNTZ2, TNNC1, MYLZ,
MYH?7, VEGFR2, NKX2-5, ACTC1 und TBX1. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die

Langzeitchemotherapie verschiedene differenzierungsrelevante Gene induziert.
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Abb. 4.50: Process-Network Darstellung der Skelettmuskelentwicklung und der beteiligten Gene bei der
Wilms10-Metastase. Dargestellt sind alle an der Skelettmuskelentwicklung beteilgten Faktoren. Die
hochregulierten Gene sind mit einem rotem Kreis Gber dem Gensymbol markiert.
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Die Analyse der herunterregulierten Gene zeigt, dass ein hoher Anteil von ihnen an der
Regulation des Zellzyklus beteiligt ist. Dabei kénnen den Genen folgende Networks
zugeordet werden: Die Regulation der S-Phase vom Zellzyklus mit einem Wert von p= 8.94°
(Cell cycle S phase), die Regulation von Wachstumsfaktoren wahrend der G1-S-Phase vom
Zellzyklus mit einem Wert von p= 1.78* (Cell cycle G1-S growth factor regulation) und die
Regulation der G2/M-Phase des Zellzyklus mit einem Wert von p= 4.782 (Cell cycle G2/M).

Es ist bekannt, dass wahrend der Differenzierung der Skelettmuskelatur der Zellzyklus
herunterreguliert wird. Die beiden Prozesse der Differenzierung und der Proliferation sind
gegenlaufig gerichtet und kénnen somit nicht gleichzeitig stattfinden. Faktoren wie p21, die
bei differenzierenden Myocyten exprimiert werden, inhibieren gleichzeitig den Cyclin
E/CDK2-Komplex, der fur die Regulation der Myoblastenproliferation zustandig ist (Piette
1997; Galderisi et al., 2003). Weitere signifikant regulierte Prozesse, die bei der Analyse
der Expressionsdaten identifiziert werden, sind an der DNA-Reparatur beteiligt (DNA da-
mage repair). Das demonstriert, dass die terminale Skelettmuskeldifferenzierung mit der
“Herunterregulierung” von Genen assoziiert ist, die an der DNA-Reparatur beteiligt sind.

Weitere negativ regulierte Prozesse bzw. Signalwege, die detektiert werden kdénnen, sind:

Signal Transduktion_TGF-beta, GDF und Activin Signalisierung (signal transduction_TGF-
beta, GDF and Activin signaling), mit einer Signifikanz von p= 1.82°%. Ein weiterer negativ
regulierter Signalweg in der Metastase ist das signal transduction_Wnt signaling mit einem
Signifikanzwert von p=5.97%. Die beobachtete Repression von Genen, die zu verschiede-
nen Zeitpunkten vom Zellzyklus exprimiert werden und damit an differenziellen Phasen vom
Zellzyklus involviert sind, kann dazu beitragen, dass die Zellen leichter aus dem Zellzyklus
in die Skelettmuskeldifferenzierung Ubergehen. Es ist zu beobachten, dass trotz der nach-
gewiesenen CTNNB1-Mutation in der Metastase (siehe 4.6.1) die Zellen nach der Chemo-
therapie zu Skelettmuskelzellen differenziert sind.
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Um die bisherigen Ergebnisse zu verifizieren, dass eine Langzeitchemo-
therapie die Differenzierung von Skelettmuskelzellen induziert, und um
eine mogliche Korrelation zwischen Behandlungsdauer und dem Differen-
zierungsgrad der Zellen in den Tumoren aufzuzeigen, werden die Genex-
pressionsdaten von finf unbehandelten und finf behandelten WT7-asso-
Ziierten Wilms-Tumoren miteinander verglichen. Alle genetischen Merk-
male der untersuchten Wilms-Tumore sowie deren Behandlungsart und
Dauer sind in Tabelle 4.3 angegeben. Aus den Genexpressionsdaten der
chemotherapierten WTs und den nicht chemotherapierten WTs wird zu-
nachst ein Clusterbaum generiert, der aus 500 Oligonukleotidproben/Ge-
nen besteht. Diese weisen den hdchsten Variationskoeffizienten der logz-
Intensitaten zwischen den regulierten Oligos auf, die mit Hilfe des Wards-
Verfahrens und des euklidischen Abstands flr das Clustern erstellt wer-
den. Anhand der Heatmap lasst sich erkennen, dass jeweils die chemo-
therapierten und nicht chemotherapierten Wilms-Tumore eine eigene
Gruppe bilden (Abb. 4.51).

Ausgehend von diesem Ergebnis erfolgt die weiterfiihrende Analyse der
Expressionsdaten mit der Spearmans Rhe-Statistik, um gezielt die regu-
lierten Gene zu extrahieren, die im Zusammenhang mit der Chemothera-
pie-Dauer stehen. Dabei kénnen 1895 Gene identifiziert werden, die
hochreguliert werden, und 1668 Gene, die herunterreguliert werden. Die
beiden Datensets beinhalten nur Gene, die einen Foldchange (fc) 2 +1.5
und eine Signifikanz von p< 0.05 aufweisen. Die beiden Datengruppen
der ermittelten hoch- und runterregulierten Gene werden ebenfalls mittels
der MetaCore-Plattform analysiert. Durch das Verfahren process net-
works werden die flinfzehn hichst signifikanten process networks der bei-
den Datensets identifiziert (Abb. 4.52). Die MetaCore-Analyse der flnf
chemotherapierten Wilms-Tumore bestétigt die zuvor ermittelten Expres-
sionsresultate, welche bereits die Einzelanalyse der Wilms10-Metastase
ergeben hat (Abb. 4.49).

Abb. 4.51: Heatmap der 500 differenziell regulierten Gene zwischen den beiden Ko-
horten von chemotherapierten und nicht therapierten Wilms-Tumoren. Erstellung
des hierarchischen Clusters durch die Verwendung des Wards-Verfahrens und des eukli-
dischen Abstands. Fir das Clustern werden die 500 Gene/Oligos mit dem héchsten Vari-
ationskoeffizienten der log: Intensitdten verwendet
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Abb. 4.52: MetaCore-Analyse von fiinf praoperativ behandelten und finf unbehandelten WT1-assoziier-
ten Wilms-Tumeten. Die 15 signifikanten nefwork processe sind nach p-Wert sortiert. A: Analyse der
hochregulierten Gene in den chemotherapierten Tumoren. B: Analyse der herunterregulierten Gene.

Auch bei der Analyse der chemotherapierten Kohorte an Wilms-Tumoren gehort die Ske-
lettmuskelentwicklung mit einer Signifikanz von p=9.42? (Development Skeletal muscle de-
velopment) zu den am starksten regulierten Prozessen, die ermittelt werden (Abb. 4.52 A).
Hier wird deutlich, dass es nicht nur nach der Chemotherapie zur Induktion von Genen in
der Wilms10-Metastase kommt, die essentiell fiir die terminale Skelettmuskelentwicklung
sind, sondern dass dies ein gemeinsames Merkmal aller finf chemotherapierten WTs ist.
Um aufzuzeigen, dass die beiden WT-Gruppen (behandelt/unbehandelt) sich deutlich in
ihrem Expressionsmuster unterscheiden, wird eine Heatmap erstellt, die auf den zuvor iden-
tifizierten Genen flir die terminale Differenzierung der Skelettmuskulatur basiert (Abb. 4.52
A). Eine detaillierte Ubersicht der Expressionsintensitit der regulierten Gene, die an der
terminalen Skelettmuskeldifferenzierung in den behandelten Wilms-Tumoren beteiligt sind,
ist in Tabelle 1l vorzufinden. Die process network-Analyse der negativ regulierten Gene
bringt unter den 15 hoch signifikanten Prozessen sechs Prozesse hervor, die mit dem Zell-
zyklus assoziiert sind (Abb. 4.52 B). Dabei zeigt der Signalweg, der mit der S-Phase des
Zellzyklus assoziiert ist, die hdchste Signifikanz (p= 2.4%7). Um die beteiligten Gene wah-
rend der Skelettmuskelentwicklung und der S-Phase des Zellzyklus aufzuzeigen, wird eine
Heatmap generiert, die auf den zuvor ermittelten Daten der MetaCore-Analyse basiert. In
Abbildung 4.46 befinden sich nur die regulierten Gene mit ihrem entsprechenden Gensym-

bol, die an der Skelettmuskelentwicklung und an der S-Phase vom Zellzyklus beteiligt sind.

150



Ergebnisse

Das Farbschema spiegelt die relative Expressionsintensitat wider (Abb. 4.53 A und B). In-
nerhalb dieser beiden Prozesse bilden die behandelten und unbehandelten WTs jeweils ein

zusammenhangendes Cluster
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Behandelt

Behandelt

E.Fnk:lfehandeltu

Abb. 4.53: Heatmap-Darstellung von
differentiell regulierten Genen in den
behandelten und unbehandelten Wilms
-Tumoren. A: Zeigt die differenziell expri-
mierten Gene zwischen behandelten und
unbehandelten WTs und die daraus resul-
tierende Gruppierung der behandelten
und unbehandelten WTs. Dabei werden
von insgesamt 271 Proben/Genen 84 Pro-
ben/Gene in den behandelten Wilms -Tu-
moren hochreguliert, was einem Anteil
von 31% entspricht. B: Zeigt die differen-
ziell exprimierten Gene zwischen behan-
delten und unbehandelten WTs im Zell-
zyklus der 3-Phase. Von insgesamt 238
Proben/Genen, die am Zellzyklus beteiligt
sind, werden 81 Proben/Gene in den be-
handelten Wilms-Tumoren negativ regu-
liert, was sinem Antsil von 34% entspricht.

der Skelettmuskulatur

ZellZyklus S Phase

Entwicklung

Welche Gene an der Regulation der S-Phase beteiligt und wie diese miteinander verknipft
sind, ist in Abbildung 4.54 detailliert dargestellt. Neben der Verknipfung der einzelnen Gene
wird zusatzlich aufgezeigt, welche von innen in den chemotherapierten Wilms-Tumoren ne-
gativ reguliert sind. Dies wird mit einem blauen Kreis symbolisiert. Die Intensitat des Blau-
tons gibt die relative Starke der Regulation im Verhéltnis zu den nicht behandelten WTs an.
Zu den regulierten Genen gehdrt unter anderem das MCM710-Gen, das in der frihen und
spaten S-Phase exprimiert wird und an das Chromatin bindet, um die Replikation zu initiie-
ren (lzumi et al., 2004). Ein weiteres Gen, das wahrend der S-Phase an der Replikation der
DNA beteiligt ist und auch in den behandelten WTs reprimiert wird, ist das DRF1-Gen. Es
ist bekannt, dass dieses das Voranschreiten der Replikationsgabel reguliert (Yoshizawa-
Sugata et al., 2005). Auch das DCC17-Gen bzw. das DCC1-Protein werden negativ reguliert.
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Abb. 4.54: Netzwerk vom Zellzyklus der S-Phase. Dargestellt sind die identifizierten herunterregulierten
Gene, die mit der Dauer der Chemotherapie assoziiert sind. Die Gene, die negativ reguliert werden, sind mit
einem blauen Kreis markiert. Die Starke der negativen Regulation wird durch die Intensitit der blauen Farbe
markiert. Wenn der Foldchange (fc) hoch ist, symbolisiert ein hellblauer Kreis eine schwachere Regulation bzw.
einen Foldchange. Die Starke der Herunterregulation entspricht dem Foldchange der mittleren Intensitat der
Gene in der unbehandelten Gruppe {n=5) versus behandelter Wilms-Tumore {n=5). Fir die Auswertung der
Gene, die mit der Dauer der Chemotherapie zusammenhangen, wird ein cut-off von -1.5 (f¢) und einer Signifi-
kanz von ps 0.05 angewendet.

Das DCC1-Protein interagiert zusammen mit CHFT18 sowie CHTF8 und bildet daraufhin
den alternativen Replikationsfaktor C (RFC), der wahrend der S-Phase das PCNA-Protein
auf die DNA aufladt (Merkle et al., 2003; Bermudez et al., 2003). Dieser Faktor spielt wie-
derum eine wichtige Rolle bei der Replikationsgabel und der Rekrutierung von verschiede-
nen Enzymen, die fir die DNA-Replikation und -Reparatur notwendig sind (Baple et al.,
2014). Die Expressionsintensitaten der negativ regulierten Gene wahrend der S-Phase des
Zellzyklus sind in Tabelle Ill aufgefihrt. Die Herunterregulation S-Phasen-relevanter Gene
bzw. Zellzyklus-relevanter Gene bestétigt die These, dass Wilms-Tumore nach einer Che-
motherapie aufhdren, weiter zu proliferieren und die Differenzierung der Wilms-Tumor-Zel-
len eingeleitet wird. Die Analyse der bisherigen Expressionsdaten zeigt eine gezielte Aus-
wirkung der Chemotherapie auf die WT7-assoziierten Wilms-Tumore. Zum einem induziert
die Chemotherapie bei allen finf behandelten Wilms-Tumoren die Differenzierung der Tu-
morzellen zu Skelettmuskelzellen. Zum anderen wird die S-Phase vom Zellzyklus repri-
miert. Dabei ist festzuhalten, dass sogar eine vierwéchige Behandlung mit Actinomycin D

157



Ergebnisse

und Vincristin (z.B. Wilms1-1r und Wilms3) gleichermaBen erfolgreich ist, wie eine sechs-
monatige Therapie mit denselben Chemotherapeutika plus Doxorubicin und einer zusatzli-
chen Strahlentherapie. Das bedeutet, dass anhand der beschriebenen Falle die identischen
Gene durch die Chemotherapie reguliert werden.
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5. Diskussion

5.1  Analyse der Wilms1-Zellinien

Der erste Teil dieser Arbeit beschaftigt sich mit der Untersuchung des WT1-Proteins in ei-
nem in vitro Zellkultursystem. Fir die Analyse wird die Wilms1-Zelllinie herangezogen.
Diese ist WT1-defizient und tragt eine CTNNB1-Mutation, die zu einem konstitutiven Wnt-
Signalweg fuhrt. Um zu verstehen, welchen Effekt der Verlust von WT1 durch die Mutation
hat und welche Gene oder Signalwege durch Rekonstitution mit WT1 reguliert werden, wird
die DNA-bindende WT1-(+/-)-Isoform in die Wilms1-Zelllinie transfiziert. Des Weiteren wird

die Auswirkung eines PAX3-Knockdowns auf die Wilms1-Zelllinie naher analysiert.

5.1.1 PAX3-Knockdown und dessen Auswirkung auf die Wilms1-Zelllinie

PAX3 gehért zu der paired-box Transkriptionsfaktorfamilie und wird unter anderem wéhrend
der frihen Phase der Embryogenese im Dermatomyotom des paraxialen Mesoderms ex-
primiert. Darliber hinaus ist es an der frihen Muskelentwicklung beteiligt und in den Myozy-
ten vorzufinden. Eine PAX3-Expression konnte auch im myogenen Subtyp von Wilms-Tu-
moren nachgewiesen werden. Es konnte gezeigt werden, dass PAX3 in Vorlauferzellen des
Stromas der Niere exprimiert wird (Hueber et al., 2009). Im Zuge der Erstellung der eigenen
Diplomarbeit wurde in den Wilms1-Zellen eine PAX3-Expression nachgewiesen (Diplomar-
beit: Biologische Charakterisierung von Wilms-Tumorzelllinien mit WT1-Mutation). Zwecks
Bestimmung vom PAX3-Einfluss auf die Wilms1-Zelllinie wird zunachst dessen Expression
mittels eines shRNA vermittelten Knockdowns ausgeschaltet und dabei auf 30% der eigent-

lichen Expression minimiert (gegenlber den untransfizierten Wilms1-Zellen).

Die anschlieBende Analyse der RNA-Expression mittels eines Microarrays hat unter ande-
rem den PAX3-Knockdown verifiziert (Abb. 4.14). Dartiber hinaus zeigt die Prifung der Ex-
pressionsdaten, dass nach einem PAX3-Knockdown insgesamt 6647 Gene/Oligos in den
Wilms1-Zellen reguliert werden. Davon sind 3568 Gene/Oligos hoch- und 3079 herunterre-
guliert. Nach der Auswertung der herunterregulierten Gene mit David wird deutlich, dass
die ersten sechs signifikanten Pathways eine wichtige Funktion bei der Teilung/Proliferation
von Zellen einnehmen (z.B. DNA-Replikation, Mismatch- und Base-excision-repair).

Die Auswertung der hochregulierten Gene belegt, dass diese teilweise in Signalwegen in-
volviert sind, die entweder die Apoptose auslésen oder die Zellen im G1-Arrest vom Zell-
zyklus verharren lassen. Nach einer genaueren Betrachtung der aktiven sowie reprimierten
Signalwege, die durch den PAX3-Knockdown in den Wilms1-Zellen hervorgerufen werden,
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lasst sich die Schlussfolgerung ziehen, dass das Fehlen von PAX3 in den Wilms1-Zellen
zur Seneszenz fuhrt oder die Apoptose eingeleitet wird.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass eine Korrelation zwischen Wilms-Tumoren
mit WT1-Mutation und einer PAX3-Expression vorliegt. Beobachtungen von Hueber sowie
der hier beschriebene Fall zeigen, dass eine PAX3-Expression in Wilms-Tumoren nachge-
wiesen werden kann, die kein funktionsfahiges WT1-Protein besitzen. Des Weiteren kann
in HEK293-Zellen ein negativer Effekt von WT1 beobachtet werden. Hier flhrt eine exogene
WT1-Expression zu einer verminderten Expression des endogenen PAX3-Proteins (Hueber
et al., 2009). Auf dieser Grundlage lasst sich postulieren, dass WT1 in der Lage ist, die
PAX3-Expression zu inhibieren. Somit hat das PAX3-Protein in Abwesenheit des WT1-Pro-
teins wahrend der Nephrogenese eine Onkogene Funktion bzw. Eigenschaft. Es konnte
bereits gezeigt werden, dass eine PAX3-Expression zusammen mit dem ETS1-Protein die
Expression von MET positiv steuern und dadurch zur Entstehung von Melanomen beitragt
(Kubic et al., 2015). Diese Expressionsergebnisse deuten darauf hin, dass eine PAX3-Ex-
pression an der Entstehung von WT1-assoziierten Wilms-Tumoren eine Rolle spielen kann.

5.1.2 Absolute WT17-Quantifizierung mittels Standardkurve

Die Expression von WTT findet Uberwiegend wahrend der Embryogenese bei der Ausbil-
dung verschiedener Organe statt, wie der Niere oder dem Herzen statt (Mrowka und
Schedl, 2000; Gise et al., 2011). Neben der posttranslationalen Modifikation hangt die Wir-
kungsweise eines Transkriptionsfaktors auch von dessen Expressionsmenge ab (Everett
et al., 2010). Um Ruckschlisse auf die WT7-Molekilmenge in den untersuchten Proben
nehmen zu kénnen, wird mit Hilfe einer reinen WT7-RNA bzw. cDNA eine Standardkurve
erstellt. Mit dieser Standardkurve ist eine Molekilmenge messbar, die in dem Bereich von
10° bis 10° WT1-Molekulen liegt (Abb. 4.5). Bei jeder quantitativen WT7-Bestimmung mit-
tels gRT-PCR kann auf diese Standardkurve zurtickgegriffen werden.

5.1.3 Expressionsanalyse von WT1-transfizierten Wilms1-Zellen

Mutationen im WT7-Gen tragen in bis zu 20% aller Falle zur Bildung von Wilms-Tumoren
bei (Jeanpierre et al., 1998; Fischbach et al., 2005). Haufig kommt es durch eine Mutation
zum vorzeitigen Einbau eines Stopcodon, was wiederum zur Bildung eines verkirzten Pro-
teins fahrt. Dies hat zu Folge, dass das WT1-Protein seine Funktion als Tumorsuppressor
nicht mehr erflillen kann da oft durch die Mutation das ZF-Motiv verloren geht und dadurch
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keine DNA-Bindung mehr stanttfinden kann (Kim et al., 1999). Neben seiner Funktion als
Tumorsuppressor, hat in manchen Fallen eine Uberexpression von WT1 eine onkogenen
Wirkung (Yang et al., 2007). Um die Wirkungsweise von WT1 besser verstehen zu kénnen
und dessen biologische Funktion aufzudecken, wird die WT1-defiziente Wilms1-Zelllinie
verwendet. Da die Wilms1-Zelllinie kein funktionsfahiges WT1-Protein synthetisieren kann,
stellt sich die Frage, ob ein wieder in die Zellen eingeschleustes WT1, in der Lage ist, die
frih arretierten Nierenvorlauferzellen wieder zu differenzieren. Dafir wird die DNA-bin-

dende WT1-(+/-)-Isoform in die Wilms1-Zellen transfiziert.

Analysiert werden RNA-Proben, mittels eines Expressionsarrays die nach 24h und 48h
nach der Tranfektion gewonnen wurden. Zuvor wird die Transfektionseffizienz bzw. die
WT1-Molektulmenge durch eine gRT-PCR bestimmt. Die WT1-Molekllzahl betrédgt nach
24h 1,622 und nach 48h reduzierte sich diese auf 3,87%' Molekiile (Abb. 4.6.B). Dies liegt an
der Methode der transienten Transfektion, hier kommen mehrere Faktoren zusammen, die
eine entscheidende Rolle spielen. Bei jeder Zellteilung wird die Plasmid-DNA nicht dupliziert
und somit wird nur die Halfte der aufgenommenen DNA an die Tochterzelle weitergegeben.
Ein weiterer Punkt ist die Degradation der Plasmid-DNA durch ihre ungeschitzte cytoplas-
matische Lokalisation in der Zelle. Zuséatzlich wird durch die Zellteilung der untransfizierten
Zellen der Anteil an WT1-RNA-Molekulen in der Gesamt-RNA reduziert. Alle diese Mecha-
nismen flhren mit fortschreitender Zeit zu einer Abnahme der WT1-Molekilmenge in den
untersuchten Proben. Zusatzlich zeigt die Immunfluoreszenz, dass nach der Transfektion
WT1 auch als Protein vorligt und durch seine Lokalisation im Zellkern (Abb.4.6 C) seine

transkriptionelle Funktion ausiiben kann (Mundlos et al., 1993).

Die anschlieBende vergleichende Genexpressionsanalyse von den Wilms1-Zellen, die mit
WT1-(+/-)-Isoform transfiziert werden und den Wilms1-Kontrollzellen, die mit dem pENTR4-
Leervektor behandelt wurden ergab, dass 1377 Gene signifikant differenziell exprimiert wer-
den. Davon sind 560 Gene hoch- und 817 Gene herunterreguliert. Bei der Analyse der
hochregulierten Gene mittels David wird der Signalweg der oxidativen Phosphorylierung als
hochsignifikant eingestuft, mit einem p-Wert von 6,2°. Die weiterfihrende Analyse der
hochregulierten Gene mit MetaCore hat die mit DAVID gewonnen Ergebnisse bestatigt.
Auch hier wird der Signalweg der oxidativen Phosphorylierung als hochsignifikant identifi-
ziert (Abb. 4.9). Durch die Regulation zahlreicher Gene, die zu verschiedenen Komplexen
der Atmungskette gehéren wird deutlich (Tab. 4.1), dass die WT1-(+/-)-Isoform einen direk-
ten oder indirekten Einfluss auf die Steuerung der oxidativen Phosphorylierung hat. Die
oxidative Phosphorylierung ist ein wichtiger Bestandteil des Energiestoffwechsels und dient
der Energiegewinnung in Form von ATP Uber die Atmungskette, die in den Mitochondrien

stattfindet. Dieser Prozess ist in den meisten Tumoren bzw. Tumorzellen nicht aktiv. In der
161



Diskussion

Regel erfolgt die Energiebeschaffung von Tumorzellen tber die Glykolyse (Zhang und
Yang, 2013). Dabei wird Glucose Uber mehrere Zwischenschritte zu Lactat umgewandelt,
wobei Energie in Form von ATP gewonnen wird (Solaini et al., 2010). Hingegen erfolgt die
Energiegewinnung von normalen und sich differenzierenden Zellen Uber die effizientere
oxidative Phosphorylierung. Besonders Zellen, die sich in einer Differenzierung befinden,
haben einen erhéhten Energiebedarf in Form von ATP, der eher durch die oxidative Phos-
phorylierung gedeckt werden kann (Varum et al., 2011; Zheng, 2012). Eine interessante
Korrelation liegt in dem Metabolismus von Tumorzellen und den humanen embryonalen
Stammzellen (hESCs) vor. Beide halten ihren Metabolismus durch die Glykolyse aufrecht,
erst wenn die hESCs in eine Differenzierung Gbergehen und somit einen bestimmten Zelltyp
ausbilden, erfolgt der metabolische switch von der Glykolyse zur oxidativen Phosphorylie-
rung (Cho et al., 2006).

Die Analyse der Expressionsdaten der hochregulierten Gene zeigt, dass durch die exogene
Expression von WT1 in den Wilms1-Zellen, Gene reguliert werden, die zur oxidativen Phos-
phorylierung gehdren. Dadurch steht den Zellen mehr Energie in Form von ATP zur Verfu-
gung. Es kann angenommen werden, dass die WT1-(+/-)-Isoform, in diesem Fall, die Zellen
dazu anregt, die Differenzierung einzuleiten. Dies belegt, dass WT1 ein wichtiger Faktor fur
die Nierendifferenzierung ist und dass dessen exogen Expression, die friih arretierten Nie-

renvorlauferzellen, die den Wilms-Tumor bilden, wieder zur Differenzierung vorbereitet.

Die Untersuchung der herunterregulierten Gene mittels David und MetaCore zeigt, dass
diese in den Zellzyklus involviert sind bzw. diesen steuern. Dies wirde mit den Ergebnissen
der hochregulierten Gene, die an der oxidativen Phosphorylierung beteiligt sind Uberein-
stimmen. Zellen, in denen die Differenzierung eingeleitet wird, muss nicht die Expression
von Genen die die einzelnen Phasen des Zellzyklus regulieren. Ein Beispiel dafir ist die
Hemmung des MCM7-Gens in den transfizierten Wilms1-Zellen. Die primare Aufgabe des
MCM?7-Proteins liegt in der Regulation des Ubergangs von der G1 zur S-Phase (Petrocca
et al., 2008). Dies bedeutet, dass auch hier die Herunterregulation des Zellzyklus durch

WT1 zu einer Differenzierung der Zellen beitragt.

Es ist zu beachten, dass der hier beobachtete Effekt von WT1-(+/-) auf dessen temporére
Uberexpression zurlickzufiihren ist. Um dieses Ergebnis zu verifizieren, ist eine stabile und
dauerhafte WT1-Expression nétig. Aufgrund einer stark limitierten Teilungsrate der Wilms1-
Zelllinie, mUsste diese zuvor immortalisiert werden. Dann steht ein System zur Verfigung,
in dem der Langzeiteffekt von WT1 analysiert werden kann, um die anschlieBenden mit den
bisherigen Resultaten abgeglichen werden kann (4.5).
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LDH-Messung

Die Messung der Lactatdehydrogenase (LDH) ergab widererwartend keinen signifikanten
Unterschied zwischen den Wilms1-Zellen, die mit WT7-(+/-) und denen, die mit der
pENTR4-Kontrolle transfiziert wurden. Zu erwarten ware, dass die Wilms1-Zellen, die mit
der WT1-(+/-)-Isoform transfiziert wurden, durch den switch zur oxidativen Phosphorylie-
rung den Stoffwechsel Uber die Glykolyse einstellen bzw. minimieren, was eine Reduzie-
rung der LDH-Konzentration zur Folge haben sollte. Dies konnte anhand der LDH-Mess-
werte nicht bestatigt werden. Die Ursache hierfir kann in diesem Fall auch auf den nur
kurzen Effekt von WT1 auf die Wilms1-Zellen sein. AuBerdem werden nur ca. 30% der
Zellen tranfiziert. Dadurch gelingt es nicht, in allen Zellen den metabolischen switch zu voll-
ziehen. Eine signifikante Messverdnderung der LDH-Konzentration wéare hdchstwahr-
scheinlich erst méglich gewesen, wenn alle Zellen die Differenzierung eingeleitet hatten
bzw. differenziert waren. Aus diesem Grund ist ein langerer Versuchsablauf, mit den im-

mortalisierten Wilms1-Zellen anzustreben.

5.2 Etablierung von immortalisierten Wilms-Tumor-Zelllinien

Die Immortalisierung der drei Zelllinien Wilms1, Wilms6 und Wilms10-T erfolgt durch die
Transduktion der humanen Telomerase (hTERT) und des gro3en SV40 T-Antigens. Deren
Integration ins Wirtsgenom soll die begrenzte Teilungsfahigkeit (Lebensspanne) der Zellen
erhéhen. Der Einsatz des modifizierten T-Antigens (U19A89-97tsA58) hat den Vorteil, dass
das temperatursensitive T-Antigen bei einer permissiven Temperatur von 33°C aktiv vor-
liegt. Bei einer Kultivierung der Zellen bei 37°C sollte der regulatorische Effekt des T-Anti-
gens aufgehoben werden. Daher werden die Experimente an den immortalisierten Zellen
bei 37°C durchgefihrt. Weitere Modifikationen an der kodierenden Sequenz des T-Antigens
verhindern dessen DNA-Interaktion (Bildung an DNA) sowie die Wechselwirkung mit dem
mitotischen Checkpoit Protein BUB1 (Cotsiki et al., 2009). Dies bewirkt, dass die Zellen
chromosomal stabil bleiben, was beim wildtypischen groBen T-Antigen nicht der Fall ist.

Die Notwendigkeit mit zwei verschieden Faktoren die Wilms-Tumorzellen zu immortalisie-
ren beruht auf eigenen Beobachtungen. Vorangegangene Versuche, die Zellen nur mit
hTERT zu immortalisieren, waren nicht erfolgreich. Diese Feststellung machte bereits
Mutsumara, der herausfand, dass bei einigen primaren Zelllinien nur die Kombination mit
zwei verschiedenen Genen eine Immortalisierung méglich macht (Matsumura et al., 2004).

Die Kultivierung der drei Wilms-Tumorzelllinien Uber ihre bisher Ubliche Passagenanzahl
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hinaus weg, zeigt dass die Immortalisierung erfolgreich war (Abb. 4.21). W&hrend der Kul-
tivierung wurden die immortalisierten Klone abwechselnd im Selektionsmedium (G418 und
Hygromycin) gehalten. Die anschlieBende Erstellung eines Karyogramms vom Einzellklon
Wilms1-Cl.31 hat aufgedeckt, dass die Immortalisierung keine chromosomalen Verande-
rungen hervorruft, da ein unauffalliger stabiler weiblicher Chromosomensatz bestatigt wer-
den konnte (Abb. 4.22 A). Die Mutationsanalyse des WT7- und CTNNB1-Gens der Wilms1-
Cl.31-Zelllinie legt offen, dass beide Aberrationen, die zuvor in der primaren Wilms1-Zellli-
nien vorhanden waren, auch in der immortalisierten Wilms1-Cl.31-Zelllinie vorliegen (Abb.

4.22 B). Dadurch ist die Identitat der immortalisierten Wilms1-Cl.31-Zelllinie verifiziert.

Der Nachweis der hTERT-Expression im immortalisierten Klon 31 der Wilms1-Zelllinie er-
folgte Gber eine RT-PCR. Als Negativkontrolle dient in diesem Fall die RNA der priméaren
Wilms1-Zelllinie. Es kann deutlich gemacht werden, dass nur in dem immortalisierten Klon
31 hTERT exprimiert wird (Abb. 2.23). In einer vorangegangenen Arbeit konnte bereits bei
mehreren immortalisierten Wilms-Tumorzelllinien das temperatursensitive T-Antigen immu-
nologisch mittels Western-Blot nachgewiesen werden. Dazu z&hlt auch die Wilms1-Cl.31-
Zelllinie (Masterarbeit, Frau Tenbusch: Genetische Heterogenitat von Wilms-Tumoren und
deren etablierten Zelllinien). Basierend auf den hier gewonnen Erkenntnissen ist die Im-
mortalisierung von Wilms-Tumorzelllinien in der Kombination mit zwei verschiedenen Vek-

toren erfolgreich.

5.2.1 Charakterisierung immortalisierter Wilms-Tumorzelllinien

Um zu ermitteln, ob die immortalisierten Wilms-Tumorzelllinien ein Differenzierungspoten-
tial besitzen, wird dieses in vitro untersucht und gegebenenfalls mit bereits vorliegenden
Resultaten der priméren Wilms-Tumorzellen verglichen. Primare Wilms-Tumorzelllinien zei-
gen unter speziellen Kultivierungsbedingungen das Potential, zu verschiedenen mesen-
chymalen Zelltypen differenzieren zu kénnen, unter anderem zu Muskelzellen, Adipozyten
oder Osteozyten (Royer-Pokora et al., 2010).

Bei der Osteozytendifferenzierung werden die beiden Klone 31 (Wilms1) und 10 (Wilms6)
auf ihr Differenzierungspotential, Osteozyten auszubilden, untersucht. Die primare hMSC-
sowie eine immortalisierte hMSC-Zelllinie dienen als Positivkontrolle. Sowohl die hMSC-
Zelllinie als auch die immortalisierte hMSC-Zelllinie (hnMSC-Telo/SV40) zeigen mit Alizarin
Red S sichtbar angefarbte Calciumablagerungen in den Zellen, wobei die immortalisierten
hMSC-Zellen eine geringere Menge Calcium gebildet haben. Die Messung der Calcium-
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konzentration verifiziert die Alizarin Red S Farbung. Die immortalisierten hMSC-Zellen ha-
ben gegenliber den nicht immortalisierten hMSC-Zellen eine geringere Calciumkonzentra-
tion. Bei der quantitativen Bestimmung der Calciumkonzentration wurde eine altere Pro-
benmessung der primaren Wilms1-Zelllinie herangezogen, um diese mit den Calciumwer-
ten der immortalisierten Wilms1-Cl.31-Zelllinie zu vergleichen. Dieser Vergleich ergibt, dass
bei der immortalisierten Wilms1-Cl.31-Zelllinie eine deutlich geringere Calciumkonzentra-
tion als bei der primaren Wilms1-Zellinie vorliegt. Dies wiederum deutet darauf hin, dass
die Immortalisierung einen negativen Einfluss auf die Calciumbildung bzw. auf das Diffe-
renzierungspotential der Zellen hat. In Anbetracht der Positivkontrolle zeigen sowohl die
immortalisierte als auch die primére Wilms1-Zelllinie eine so geringe Calciumkonzentration,
was daflr spricht, dass nicht nur die immortalisierte, sondern auch die primare Wilms1-

Zelllinie kein Potential zur Osteozytendifferenzierung besitzt.

Nach Ablauf der Adipozytendifferenzierung haben sich sowohl in den hMSC- als auch in
den immortalisierten hMSC-Zellen Lipidvesikel gebildet, die durch die Oil Red O-Farbung
sichtbar gemacht worden sind. Auch hier zeigt die immortalisierte hMSC-Zelllinie (hMSC-
Telo/SV40) eine schwachere Lipidvesikelbildung gegeniber der primaren hMSC-Zelllinie
auf. Die beiden immortalisierten Zelllinien Wilms1-CIl.31 und Wilms6-CIl.10 weisen keine
Bildung von Lipidvesikeln auf (Abb. 4.26), d.h. dass sie kein Potential zur Adipozytendiffe-

renzierung besitzen.

Die Induktion der Muskeldifferenzierung der Wilms1-Cl.31-Zelllinie geschieht unter serum-
reduzierten Kultivierungsbedingungen. Unter gleichen Bedingungen werden die hSMM-Zel-
len als Positivkontrolle kultiviert. Uber die immunologische Detektion von Titin erfolgt der
Nachweis der Muskeldifferenzierung. Es wird in gesteiften Muskelzellen exprimiert und gilt
als ein friher Marker der Muskeldifferenzierung. Titin kann sowohl in den induzierten
hSMM-Zellen und in den induzierten immortalisierten Wilms1-Cl.31-Zellen nachgewiesen
werden. Dartber hinaus kann in beiden Fallen eine Wachstumshemmung der induzierten
Zellen festgestellt werden. Multinukleare Zellen hingegen werden nur in den induzierten
hSMM-Zellen beobachtet. Dies bedeutet, dass die immortalisierten Wilms1-Cl.31-Zellen

nur bis zu einem gewissen Grad die Differenzierung zu Muskelzellen einleiten.

Wilms-Tumore mit einer CTNNB1-Mutation zeigen durch die Akkumulation von 3-Catenin
einen dauerhaft aktiven Wnt-Signalweg im Kern (Royer-Pokora et al., 2008; Ruteshouser
et al., 2008). Die Untersuchung des kanonischen Wnt-Signalwegs der primaren Wilms1-
Zelllinie und der immortalisierten Wilms1-Cl.31-Zelllinie zeigt bei beiden Zelllinien einen ak-
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tiven kanonischen Wnt-Signalweg, deren Aktivitat beinahe gleich stark ist. Nach der Be-
rechnung der TOP/FOP-Ratio wird deutlich, dass die immortalisierten Wilms1-Cl.31-Zellli-
nie einen sogar noch starker aktiven Wnt-Signalweg aufweist (Abb. 4.28 B).

Ein Uberblick Gber alle Versuchsergebnisse legt offen, dass sich neben der primaren
hMSC-Zelllinie die immortalisierte hMSC-Telo/SV40-Zelllinie ebenfalls als Positivkontrolle
for die Adipozyten- und Osteozytendifferenzierung eignet. Bei der Immortalisierung von
hMSC-Zellen mit hnTERT und E6 des humanen Papillomavirus ist ein eingeschranktes Po-
tential der hMSC-Zellen zu Adipozyten, Osteozyten und Chondrozyten zu differenzieren
bekannt, unterliegt aber Einschrankungen. Je nach dem isolierten Klon ist es méglich, dass
dieser sich nur zu einer oder zwei verschiedenen Zelltypen differenzieren lasst (Okamoto
etal., 2002). Zu beachten ist, dass die hier verwendeten immortalisierten hMSC-Zellen zwar
zu Adipozyten und Osteozyten differenziert sind, aber im Vergleich zu den primaren hMSC-
Zellen dieses Potential zur Differenzierung geringer ausfallt. Die immortalisierten Wilms1-
Cl.31- und Wilms6-Cl.10-Zelllinien kénnen weder zu Adipozyten noch zu Osteozyten diffe-
renziert werden. Bei der Muskeldifferenzierung hingegen zeigt die Wilms1-Cl.31-Zelllinie
wie die primare Wilms1-Zelllinie ein Differenzierungspotential zu Muskelzellen. Im Fall der
Wilms1-Cl.31-Zelllinie hat die Immortalisierung keinen Einfluss auf dieses Differenzierungs-
potential.

Bei der Analyse des kanonischen Wnt-Signalwegs wird deutlich, dass die immortalisierten
Wilms1-Cl.31-Zellen eine signifikant hbhere Aktivitat als die primaren Wilms1-Zellen haben.
Eine mdgliche Ursache dafir kann in der héheren Proliferationsrate der immortalisierten
Wilms1-Cl.31-Zellen liegen. Bei identischen Kultivierungsbedingungen teilen sich die im-
mortalisierten Wilms-Tumorzellen schneller als die priméaren. Die hdhere Proliferationsrate
fihrt in den teilenden Zellen zu einem starkeren Metabolismus und kann zu einem starker

aktiven kanonischen Wnt-Signalweg fihren.

5.2.2 Genexpressionsanalyse der immortalisierten Wilms1-Cl.31-Zellen

Um zu bestimmen, welchen Einfluss die Immortalisierung auf die Genexpression der
Wilms1-Cl.31-Zelllinie hat, wird mit Hilfe von Genexpressionsanalysen gearbeitet. Diese
werden anschlieBBend mit den Daten der primaren Wilms1-Zelllinie verglichen. Dadurch wird
die Auswirkung von hTERT und dem gro3en temperatursensitiven SV40-T-Antigen auf das
Wirtsgenom naher beleuchtet. Festzuhalten ist, dass das temperatursensitive T-Antigen bei
37°C inaktiv sein sollte und unter diesen Kultivierungsbedingungen somit keinen Einfluss
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auf die Genexpression der immortalisierten Wilms1-Cl.31-Zellen haben sollte. Jedoch ha-
ben Western-Blot-Analysen gezeigt, dass nicht nur bei 33°C, sondern auch bei 37°C und
39°C das temperatursensitive T-Antigen-Protein in den Wilms1-Cl.31-Zellen vorliegt (Mas-
terarbeit, Frau Tenbusch, s.0). Allerdings deutet der Nachweis des T-Antigens bei 37°C und
39°C nicht direkt daraufhin, ob dieses funktionsfahig in den Zellen vorliegt.

Als erstes erfolgt die Analyse der Genexpressionsdaten der Wilms1-Cl.31-Zellen, die bei
33°C durchgeflhrt wird, um diese anschlieBend mit den Genexpressionsdaten der priméren
Wilms1-Zellen zu vergleichen. Hierbei konnten 3754 differenziell regulierte Gene bestimmt
werden. Davon werden 2036 Gene hochreguliert und deren Analyse hat gezeigt, dass diese
Uberwiegend an den zellularen Prozessen beteiligt sind, die wahrend des Zellzyklus eine
wichtige Rolle spielen. Dazu z&hlen auch die Mechanismen der DNA-Replikation und DNA-
Reparatur (Mismatch-repair, Nucleotide-excision-repair und Base-excision-repair). Durch
die positive Regulation von Genen, die an der Pyrimidin- und Purin-Synthese beteiligt sind,
wird gewahrleistet, dass genigend Grundbausteine fir die DNA-Replikation vorhanden
sind. Zellen, die besonders stark proliferieren, benbétigen eine entsprechend gesteigerte
Nukleotid-Synthese, die fiir die DNA-Replikation sowie die RNA-Produktion notwendig sind
um gendgend Proteine herzustellen, die fir die Regulation der verschiedenen Abschnitte
vom Zellzyklus verantwortlich sind (Lane und Fan, 2015). Die Auswertung der hochregu-
lierten Gene bei 37°C ergibt ein nahezu identisches regulatorisches Muster. Auch hier wer-
den die verantwortlichen Gene im Vergleich zu den nicht immortalisierten Wilms1-zellen fir
den Zellzyklus, die DNA-Replikation, die DNA-Reparatur und die Synthese von Pyrimidinen
und Purinen hochreguliert.

Die Analyse der herunterregulierten Gene bei 33°C und 37°C ergibt keinen signifikanten
Unterschied. Bei beiden Temperaturen werden Gene inhibiert, die an der Initiation der p53
vermittelten Apoptose beteiligt sind. Dazu zéhlen die Gene CASP9, CASP8 und BID, die
eine wichtige Funktion in der p53- ausgelésten Signaltransduktion einnehmen und mittels
entsprechender Stimuli den Zelltod auslésen (Billen et al., 2008). Neben der Hemmung von
Genen, die fir die Initiation der Apoptose zustandig sind, werden auch Gene reprimiert, die
die Zelldifferenzierung steuern. Davon betroffen sind die beiden Rezeptoren RXRA und
PPARy, die zusammen den heterodimeren Komplex ARF6 bilden und somit als Transkrip-
tionsfaktor agieren. Dabei steuern sie die Transkription von Genen, die fur die Adipozy-
tendifferenzierung essentiell sind (Tontonoz et al., 1994). Davon betroffen ist das MMP1
(matrix metalloprotease-1)-Gen, dessen Expression wichtig fir die Bildung und Aufrechter-
haltung von Fettgewebe ist und durch die Immortalisierung negativ reguliert wird. Des Wei-
teren werden mehrere Gene herunterreguliert, die an der Regulation der oxidativen Phos-
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phorylierung beteiligt sind (Tab. 4.2). Dies wiederum zeigt, dass die oxidative Phosphory-
lierung und die Zelldifferenzierung oft miteinander verbunden sind, d.h. in den priméren

Wilms1-Zellen sind Signalwege aktiv, die die Apoptose und Differenzierung regulieren.

Nach Betrachtung der Expressionsergebnisse der immortalisierten Wilms1-Cl.31-Zelllinie
und deren Abgleich mit der primaren Wilms1-Zelllinie wird deutlich, dass durch die Immor-
talisierung mit hnTERT und dem groBen SV40-T-Antigen zwei gegensatzliche Gruppen von
Genen bzw. Mechanismen reguliert werden. Zum einen werden Gene hochreguliert, die flr
die zellulare Aufrechterhaltung und Proliferation der Wilms1-Cl.31-Zellen verantwortlich
sind. Die herunterregulierten Gene steuern im Gegenzug dazu Vorgange wie die Apoptose,
die Differenzierung zu Adipozyten sowie die oxidative Phosphorylierung. Das neue Expres-
sionsprofil der Wilms1-Cl.31-Zellen stellt einen optimierten Metabolismus dar, der eine er-
héhte Teilungsrate der Zellen gewéhrleistet. Das Expressionsprofil der primaren Wilms1-
Zellen legt offen, dass Gene positiv reguliert werden, die die Apoptose und die Differenzie-
rung steuern. Beide Gengruppen werden nach der Immortalisierung gehemmt, was unter
anderem zur Langlebigkeit der Zellen fuhrt und durch die Reprimierung der beiden Tran-
skriptionsfaktoren RXRA und PPARy entgegen der Adipozytendifferenzierung wirkt. Die
Hemmung der oxidativen Phosphorylierung verstéarkt diesen Effekt, da die dadurch gewon-
nene Energie mit einer Differenzierung einhergehen wirde. Des Weiteren kann festgehal-
ten werden, dass keine signifikanten Expressionsunterschiede zwischen den Zellen ermit-
telt werden konnten, die bei 33°C und 37°C kultiviert wurden. Dies ist darauf zurlickzufih-
ren, dass die Eigenschaft des T-Antigen erst ab 39°C komplett inaktiviert vorliegt (May et
al., 2005).

5.2.3 Einfluss von WT1-(+/-) auf die immortalisierte Wilms1-Cl.31-Zelllinie

Nach der Etablierung der immortalisierten Wilms1-Cl.31-Zelllinie wird diese ebenfalls mit
der DNA-bindenden WT1-(+/-)-Isoform transfiziert. Unter identischen Versuchsbedingun-
gen erfolgt die Transfektion und Verifikation der WT1-Expression auf RNA und Protein-
ebene, wie bereits bei der primaren Wilms1-Zelllinie beschrieben (4.2). Zu erwarten war,
dass nach der Transfektion der WT1-(+/-)-Isoform in die Wilms1-Cl.31-Zellen die gleichen
Gene bzw. Signalwege gesteuert werden, die in Abschnitt 4.2.1 identifiziert werden konn-
ten. Insbesondere liegt das Augenmerk auf der oxidativen Phosphorylierung. Vor der Ex-
pressionsanalyse mittels eines Microarrays erfolgt der quantitative Nachweis der RNA-Ex-
pression und des WT1-Proteins (Abb. 4.26 B und C). Bis zu diesem Schritt &hneln die Er-
gebnisse dem Versuchsablauf der transfizierten primaren Wilms1-Zelllinie. Die anschlie-

Bende Analyse der regulierten Gene mit TATAR hat aufgezeigt, dass insgesamt 161
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Gene/Oligos nach den angewandten Parametern differenziell zur Kontrolle (Wilms1-Cl.31
mit pENTR4) reguliert werden. Davon sind 96 Gene hochreguliert und 65 Gene herunter-
reguliert. Die weiterfihrende Analyse mit David zeigt, dass weder die hochregulierten noch
fur die herunterregulierten Gene einem signifikant betroffenen Signalweg/Mechanismus zu-
geordnet werden kénnen. Dieses Resultat I1&sst die Vermutung zu, dass der Effekt der Im-
mortalisierung antagonistisch zur Differenzierung wirkt. Durch die hohe Proliferationsrate
der immortalisierten Wilms1-Cl.31-Zellen wird der Effekt von WT1-(+/-) aufgehoben bzw.
kommt nicht zum Tragen. Um diesem Umstand entgegen zu steuern, wird die WT7-(-/-)-
Isoform durch eine virale Infektion stabil in das Wirtsgenom der Wilms1-Cl.31-Zelllinie inte-
griert. Bereits 1993 bemerkten Gones und Spandidos, dass eine Immortalisierung von Zel-

len einen negativen Effekt auf dessen Differenzierung hat (Gonas und Spandidos, 1993).

5.2.4 Expressionsanalyse von stabil transduzierten Wilms1-Cl.31-Zellen

Es sind erfolgreich zwei verschiedene WTT1-(-/-)-Konstrukte hergestellt worden, die an-
schlieBend jeweils ins Wirtsgenom der immortalisierten Wilms1-Cl.31-Zelllinie integriert
werden. Beim ersten Konstrukt (TRE-Auto-WT1-(-/-)) wird die Expression von WT1 durch
die Zugabe von Doxycyclin induziert (Abb. 4.30). Das zweite Konstrukt (pLenti-CMV-WT1-
(-/-)) exprimiert WT1 konstitutiv nach Einbau ins Wirtsgenom (4.32). Beide Konstrukte er-
maoglichen es den Einfluss von WT1 (ber einen langeren Zeitraum auf die Wilms1-CI.31-
Zelllinie zu untersuchen. Dabei ist zu beachten, dass bei beiden Versuchsansatzen die
WT1-Expression im Vergleich zu den transient durchgefihrten Transfektionen geringer
ausfallt. Bedingt durch die transiente Transfektion kann jede einzelne Zelle mehrere Plas-
mide aufnehmen, diese werden jedoch nicht ins Genom eingebaut, was die Transkriptions-
rate von WTT erhdht. Die durchgefiihrte gRT-PCR belegt, dass die WT1-Expression in den
viraltransduzierten Wilms1-Cl.31-Zellen geringer ausfallt als in den transfizierten. Dies ist
unabhangig von der untersuchten Zelllinie (primare oder immortalisierte Wilms1-Zelllinie).
Bei den transient transfizierten Zellen wird eine WT7-Molekilanzahl von bis zu 10%2-Mole-
kilen erreicht. Bei den transduzierten Zellen wird eine WT1-Molekilmenge von maximal
10'°-Molekiihlen gemessen. Ein Unterschied in der WT1-Moleklilmenge ist ebenfalls zwi-
schen dem induzierten und dem konstitutiv exprimierenden WT1-Konstrukten messbar
(Abb. 4.33). Hier basiert der Unterschied in der WT7-Molekihimenge auf der Notwendig-
keit, in regelmaBigen Abstdnden Doxycyclin ins Medium hinzuzufiigen, bevor dieses auf-
gebraucht wird und dadurch die Expression zum Erliegen kommt.
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Nach dem Nachweis der WT7-Expression in den Wilms1-Cl.31-Zellen werden die RNA-
Proben der induzierten und konstitutiv exprimierenden WT7-Zellen flr eine Genexpressi-
onsanalyse verwendet. Diese hat belegt, dass bei den Doxycyclin induzierten Wilms1-
Cl.31-Zellen 2773 Gene reguliert werden. Bei den Wilms1-Cl.31-Zellen mit dem konstitutiv
exprimierenden WT1-Konstrukt werden insgesamt 823 Gene reguliert. Die Analyse der
hochregulierten Gene bei den induzierten und den konstitutiv WT7-exprimierenden Wilms1-
Cl.31-Zellen ergibt keine Ubereinstimmung untereinander. In beiden Ansatzen werden
keine Gene signifikant hochreguliert, die bei der oxidativen Phosphorylierung involviert sind.
Ahnlich verhélt es sich mit den herunterregulierten Genen, es werden weder die gleichen
Signalwege untereinander reguliert, noch gibt es eine Ubereinstimmung mit den herunter-
regulierten Genen bzw. Signalwegen, bei denen WT1 transient in die primare und die im-
mortalisierte Wilms1-Cl.31-Zelllinie transfiziert wird. Hier sind keine Mechanismen betrof-
fen, die den Zellzyklus negativ regulieren, was zu erwarten war, wenn Anzeichen fir eine
Induktion der Zelldifferenzierung vorhanden gewesen waren. Wie bereits bei der Analyse
der Expressionsdaten der immortalisierten Wilms1-Cl.31-Zellen angemerkt wurde, verur-
sacht die Immortalisierung eine Expressionshemmung von Genen, die an der oxidativen
Phosphorylierung beteiligt sind. Somit wirkt die Immortalisierung dem Effekt von WTT ent-
gegen. Eine weitere Méglichkeit der differenten Expressionsergebnisse ware, dass der Ef-
fekt der oxidativen Phosphorylierung nur durch eine unnatirlich hohe WT1-Expression her-
vorgerufen werden kann. Dies aber auch nur dann, wenn keine weiteren entgegen gerich-

teten Faktoren in Form einer gesteigerten Proliferationsrate vorliegen.

Um ganzlich auszuschlieBen, dass die immortalisierten Wilms1-Cl.31-Zellen durch eine
WT1-Expression die oxidative Phosphorylierung nicht induzieren kénnen und somit das Po-
tential enthalten, die Differenzierung einzuleiten, muss sichergestellt werden, dass das ver-
wendete T-Antigen wirklich inaktiv bei 37°C vorliegt. Ein Ansatz dafiir ware die Durchfiih-
rung dieser Versuche bei 39°C, bei dem das temperatursensitive T-Antigen tatsachlich in-
aktiv vorliegen soll (May et al., 2005). Auch der Eingriff der Telomerase (hTERT) auf die
Regulation der Expression muss als mégliche Ursache fir die nicht Reproduzierbarkeit der
Daten nach einer WT1-Expression in den Wilms1-Cl.31-Zellen in Betracht gezogen werden
(Cong et al., 2002).
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5.3 Molekulargenetische Untersuchungen von Tumorzellen des Wilms10
Patienten
Im dritten Teil der Arbeit wird ein seltener und komplexer Fall einer Wilms-Tumor Patientin
genauer beschrieben und molekularbiologisch untersucht. Nach der Tumorentfernung und
dessen pathologischer Klassifikation wird der Tumor nach den NWTSG5-Kriterien dem drit-
ten Stadium zugeordnet. Basierend auf diesen Kriterien erfolgt die Behandlung mit Actino-
mycin D, Doxorubicin und Vincristin (Tongaokar et al., 2007) mit anschlieBender Strahlen-
therapie. Nach einer erfolgreichen Behandlung des Wilms-Tumors, ist die Ausbildung einer
Lungenmetastase bei Wilms10, ein seltenes Ereignis und kommt nur in 10% der Wilms-
Tumor Féllen vor. Abgesehen von diesem seltenen Ereignis muss zunachst geklart werden,
welche genetische Veranderung fir die Entstehung von dieses Tumors verantwortlich ist.
Der histologische Befund, dass es sich in diesem Fall um einen stromareichen Wilms-Tu-
mor handelt, legt eine Aberration im WT7-Gen nahe (Geller, 2008; Schumacher et al.,
1997). Um dies genauer zu untersuchen wird neben dem WT1-Gen auch das CTNNB1-

Gen genauer untersucht.

AnschlieBend werden die Expressionsdaten des nicht behandelten Wilms10-Tumors mit
der behandelten Metastase von Wilms10 verglichen. Darauf aufbauend werden verglei-
chende Expressionsanalysen von unterschiedlich lang therapierten Wilms-Tumoren dar-
Uber Aufschluss geben, inwieweit eine Langzeitbehandlung mit Chemotherapeutika nach
der Entfernung der Metastase als Prophylaxe notwendig ist.

5.3.1 WT1- und CTNNB1-Mutationsanalyse

Aufgrund des histologischen Befunds von Wilms10 und der damit einhergehenden Korre-
lation zwischen stromareichen Wilms-Tumoren und Aberrationen im WT1-Gen wird die Tu-
mor-DNA auf Mutationen im WT1-Gen analysiert. Die zuletzt durchgefihrte Untersuchung
des WT1-Gens mittels Sequenzierung und DHPLC hat keine nachweisbaren Mutationen
aufzeigen kdnnen. Schlussfolgernd ist anzunehmen, dass die Entstehung des Wilms-Tu-
mors in diesem Fall auf eine andere genetische Veranderung zurickzufuhren ist, wie z.B.
dem WTX-Gen (Ruteshouser et al., 2008). Sechs Monate nach einer intensiven Radioche-
motherapie wird bei Wilms10 eine Lungenmetastase mit rhabdomyomatéser Histologie di-
agnostiziert. Die rhabdomyomatédse Histologie der Metastase unterstreicht die Verbindung
von WT1-Mutationen bei einem stromachreichen Subtyp der Wilms-Tumore, die ebenfalls
Muskelzellen enthalten (Royer-Pokora et al., 2010). Aus diesem Grund wird die Metasta-
sen- und Blut-DNA sowie erneut eine Tumor-DNA Probe von Wilms10 auf eine Deletion im

WT1-Gen untersucht. Die MLPA-Analyse zeigt, dass sowohl in der Tumor- als auch der
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Metastasen-DNA von Wilms10 das WT7-Gen homozygot deletiert ist (Abb. 4.34). Da die
Blutprobe unauffallig ist, handelt es sich hier um eine tumorspezifische Mutation.

Zusatzlich zur homozygoten WT1-Deletion, zeigt die MLPA-Analyse, dass das HIPK3-Gen
in der Metastase- und Tumor-DNA heterozygot deletiert ist. Eine heterozygote Deletion von
HIPK3 wird auch bei einem Fall einer 1 Mb groBen Deletion bei einem Patienten mit
Azoospermie und Kryptorchismus beschrieben. Von der heterozygoten Deletion auf 11p13
sind ebenfalls die Gene WT1, EIF3M, CCDC73, PRRG4, QSER1, DEPDC7, TCP11L1 und
CSTF3 betroffen (Seabra et al., 2014). WT1 spielt nicht nur eine wichtige Rolle wéahrend
der Nierendifferenzierung, sondern auch bei der Reifung der mannlichen Geschlechtsor-
gane. Eine fehlende WT1-Expression in den Sertoli-Zellen in den Hoden wéhrend der Emb-
ryogenese fuhrt zu einer gestérten Ausbildung der Spermien (Chang et al., 2008). Daher
kann das Krankheitsbild der Azoospermie und Hodendystopie (Kryptorchismus) als ein di-
agnostischer Marker fir ein erhdhtes Risiko, zusatzlich einen WT1-assoziierten Wilms-Tu-

mor auszubilden, gesehen werden.

Mit der anschlieBenden Untersuchung der Tumor- und Metastasen-DNA auf eine Mutation
im CTNNB1-Gen werden in diesen beiden Proben von Wilms10 zwei unterschiedliche he-
terozygote Mutationen identifiziert (Abb. 4.35). Zum einen erfolgt ein Austausch von A (A-
denin) zu G (Guanin) auf Position ¢.121 in der Tumor-DNA, zum anderen gibt es eine De-
letion der drei Nukleotide TCT an Position ¢.133-135 in der Metastasen-DNA. Beide Muta-
tionen liegen in der bekannten Hotspot-Region, dem Exon 3 des CTNNB1-Gens (Koester
et al., 1999). Einerseits wird dadurch die Verbindung zwischen dem stromareichen Wilms-
Tumor Subtypen und den Mutationen im WT1- und CTNNB1-Gen bestatigt (Maiti et al.,
2000; Royer-Pokora et al., 2008), Andererseits wird auch gezeigt, wie heterogen ein Wilms-
Tumor sein kann. Nach der zeitlichen Entstehungsabfolge und der vorliegenden WT1-De-
letion in der Metastase missen die Zellen, die die Metastase gebildet haben vom priméaren
Wilms-Tumor abstammen. Wahrend der Entstehung eines Tumors kénnen mehrere unab-
hangige Mutationen in diesem stattfinden, die dazu fUhren, dass ein Tumor aus mehreren
subklonalen Populationen besteht, die verschiedene Mutationen tragen (Campbell et al.,
2010). Im Fall der Metastase von Wilms10 spricht alles dafiir, dass eine Zelle dieser sub-
klonalen Populationen mit der Deletion SA45 die Grundlage fir die Entstehung dieser Me-
tastase bildet (Yachida et al., 2010).

Eine Detektion von genetischen Verédnderungen hangt sehr stark von dem Verhéltnis von
normalen Zellen zu Tumorzellen in der untersuchten Probe ab. Ist der Anteil an normalen
Zellen zu hoch, lasst sich zunachst ein PCR-Produkt des untersuchten Abschnitts amplifi-
zieren. Alleine die Mdglichkeit, einzelne Exons von WT1 zu amplifizieren, deutet darauf hin,
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dass keine Deletion des gesamten WT1-Gens vorliegen kann. Diese Problematik betrifft
nicht nur die Detektion von Deletionen, sondern auch Punktmutationen oder Insertionen.
Somit hat die heterogene Zusammensetzung eines Tumors einen Einfluss auf die Analyse
der Tumor-DNA von Wilms10 mittels DHPLC und Sequenzierung und erklart warum in die-
ser Analyse keine WT1-Mutation nachzuweisen war.

5.3.2 Etablierung der Wilms10-Zellkultur und deren weiterfihrende Untersuchun-
gen

Die Etablierung eines in vitro Zellkultursystems von WT1-assoziierten Wilms-Tumoren ist
unter bestimmten Kulturbedingungen méglich und wurde bereits publiziert (Royer-Pokora
et al., 2010). Daher wird im Rahmen dieser Arbeit unter den gleichen Kultivierungsbedin-
gungen der Tumor sowie die Metastase von Wilms10 kultiviert. Tumor sowie Metastase
kénnen im MSCG-Medium kultiviert werden, wobei die kultivierten Zellen morphologische
Unterschiede aufweisen. Die Zellen, die dem Tumor entstammen, verteilen sich gleichma-
Big in der Kulturflasche, hingegen zeigen die Zellen, die der Metastase entstammen, eine
Struktur die den Fibroblasten ahnlich ist (Abb. 4.36 B und D) und haben eine langgestreckte
Form. Auffallend ist, dass bereits nach kurzer Zeit in der Kultur sich die Zellen, die aus der
Metastase stammen nicht weiter geteilt haben. Ihre Kultivierung ist nur bis Passage funf
moglich gewesen. Hingegen haben die kultivierten Tumorzellen von Wilms10 eine deutlich
héhere Lebensspanne und lassen sich bis mindestens Passage 13 kultivieren.

Die Mutationsanalyse des CTNNB1-Gens der kultivierten Wilms10-T und M-Zellen hat ein
unerwartetes Resultat ergeben. Die kultivierten Tumorzellen zeigen nicht mehr wie im Tu-
mor selbst die heterozygote Mutation an Position ¢.121 (A>G), sondern eine homozygote
Deletion der Nukleotide TCT an Position ¢.133-135. Bei den kultivierten Metastasenzellen
ist hingegen keine Mutation im Exon 3 des CTNNB1-Gen vorzufinden. Im Fall der kultivier-
ten Tumorzellen von Wilms10 deutet alles darauf hin, dass das zur Kultivierung verwendete
Tumorstlick aus einer Population von Tumorzellen besteht, welche die beschriebene
CTNNB1-Mutation tragt und dementsprechend aus diese Zellen ausgewachsen sind. Ba-
sierend auf diesem Ergebnis muss die Mutationsanalyse von Wilms10-M neu betrachtet
werden. Es ist wahrscheinlicher, dass es sich bei der heterozygoten Deletion von drei Nuk-
leotiden im CTNNB1-Gen in Wirklichkeit um eine homozygote Deletion handelt, die durch
den Anteil an normalen Zellen im Metastasenstlck kaschiert wird. Dadurch erfolgt irrtimlich
die Schussfolgerung, dass eine heterozygote Deletion in der Wilms10-Metastase vorliegt.
Die etablierte Zellkultur aus der Metastase zeigt eine wildtypische Exon 3 Sequenz des

CTNNB1-Gens auf, was darauf hin deutet, dass die kultivierten Zellen nicht vom Tumor
173



Diskussion

abstammen und es sich bei diesen Zellen somit um normale Fibroblasten handelt. Aus ei-
genen Beobachtungen lasst sich sagen, dass die Kultivierung von Wilms-Tumoren sehr
stark von der Behandlungsdauer (Radiochemotherapie) abhangt. Je langer ein Tumor be-
handelt wird, umso schwieriger lassen sich Tumorzellen kultivieren. Ubertragt man diese
Erkenntnis auf die Metastase und betrachtet dabei den Behandlungszeitraum von sechs
Monaten, kann man postulieren, dass nur normale Zellen auswachsen und die Chemothe-
rapie keine Auswirkungen auf die normalen Zellen hat, bedingt durch die beobachtete mdg-

liche Kultivierung dieser Zellen.

Liegt ein Gen vollstandig deletiert vor, wie es die MLPA-Analyse fur das WT17-Gen im Tu-
morstlck zeigt, kann auch keine WT1-mRNA gebildet werden. Demnach durfte in den kul-
tivierten Wilms10-T-Zellen keine messbare WT1-mRNA Expression nachweisbar sein. Um
dies zu Uberprifen werden die beiden Passagen drei und sieben der Wilms10-T-Zelllinie
auf eine WT1-Expression mit Hilfe der gRT-PCR untersucht. Als Referenzkontrolle wird die
RNA der Wilms1-Zelllinie verwendet. In den Wilms1-Zellen liegt das WT7-Gen mutiert vor
und in zahlreichen im Vorfeld durchgefiihrten gRT-PCR Untersuchungen konnte nur eine
sehr schwache WT1-Expression nachgewiesen werden.

Die Expressionsergebnisse liefern zunachst widersprichliche Resultate, die sich in einer
messbaren WT71-mRNA Menge in der dritten Passage bzw. der nicht messbaren WTT-
mMRNA Menge in der siebten Passage der Wilms10-T-Zellinie wiederspiegeln. Aufgrund der
MLPA-Ergebnisse fur das WT7-Gen in der Tumor-DNA war zu erwarten, dass in beiden
untersuchten Passagen der Wilms10-T-Zellinie keine WT7-mRNA vorzufinden ist. Erneut
wird hier deutlich, dass auch in diesem Fall aus dem Tumorstlick zwei verschiedene Zellty-
pen/Zellpopulationen herausgewachsen sein massen. In der Anfangsphase der Kultivie-
rung besteht die Wilms10-T-Zelllinie aus Tumorzellen sowie aus nicht tumorigenen Zellen.
Dieser Zustand andert sich im Laufe der Kultivierungsdauer dahingehend, dass sich nach
sieben Passagen nur noch die Tumorzellen kultivieren lassen. Dieses Ergebnis l&sst zwei
Schlussfolgerungen zu: Erstens, dass das kultivierte Tumorstick ein Gemisch aus zwei
verschiedenen Zellpopulationen ist und zweitens, dass unter bestimmten Kultivierungsbe-
dingungen ein Zelltyp durch den selektiven Druck des MSCG-Mediums bevorzugt wird.
Diese Erkenntnis untermauert die anféanglichen Aussagen, die nach der Mutationsanalyse
(MLPA und Sequenzierung) getroffen wurden.

Die zytogenetische Untersuchung der kultivierten Zellen, die dem Tumors und der Meta-
stase von Wilms10 entstammen hat in beiden Fallen keine nachweisliche zytogenetische
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Aberration aufgezeigt. Dass die untersuchte Wilms10-T-Zelllinie ebenfalls keine zytogene-
tisch sichtbaren Aberrationen tragt bedeutet nicht, dass keine vorhanden sind, sondern
dass diese eventuell unter der Nachweisgrenze der herkdmmlichen Chromosomenanalyse
liegen (5 bis 10 MB). Dies belegt, dass sich die detektierte homozygote Deletion des WTT-
Gens und die heterozygote Deletion des HIPK3-Gens sich zusammen Uber einen Bereich
erstrecken, der unter dieser Nachweisgrenze liegt.

5.3.3 Array basierende CGH/SNP- und Custom-Array Analyse

Solide Tumore setzten sich aus verschiedenen Zellpopulationen von Tumor- sowie norma-
len Zellen zusammen und zeigen somit eine sehr groBe Heterogenitat auf, die innerhalb
eines Tumors vorliegen kann (Hanahan und Weinberg, 2011). Der hier beschriebene Fall
der Wilms10-Patientin weist diese Heterogenitét auf. Die beiden unterschiedlich detektier-
ten Mutationen im Exon 3 des CTNNB1-Gens im Tumor und der Metastase bestéatigen die
heterogene Zusammensetzung des Tumors (4.6.1). Unabhangig von der Zusammenset-
zung eines Tumors zeigen Tumore sowie Metastasen eine genetische Instabilitét auf, die
sich in Form von Deletionen, Amplifikationen oder LOHs innerhalb einer tumorigenen Zell-
population duBert (Loeb, 2000). Um diese und die bereits mittels MLPA detektierte Deletion
des WT1- und des HIPK3-Gens im Tumor und der Metastase genauer zu untersuchen, wird
eine Array CGH/SNP-Analyse durchgefiihrt. Mit eingeschlossen in diese Untersuchung
sind die kultivierten Zellen des Tumors und der Metastase von Wilms10. Diese Analyse soll
zum einen weitere mdgliche genetische Veranderungen aufdecken und zum anderen auf-

zeigen, ob der Tumor und die Metastase weitere genetische Unterschiede enthalten.

Mit Hilfe der Array CGH/SNP-Analyse kann gezeigt werden, dass die homozygote und he-
terozygote Deletionen auf Chromosom 11 sowohl in der Tumor- als auch in der Metastasen-
DNA von Wilms10 vorliegt. In beiden Proben ist die GréBe der homozygoten bzw. hetero-
zygoten Deletion identisch. Die geringe Logratio fir diese Deletion in der Wilms10-M Probe
ist wahrscheinlich auf die Zusammensetzung der Metastase zuriickzufiihren. Der Anteil an
Zellen in der Metastase, die die homozygote WT1-Deletion tragen muss geringer sein, als
in der untersuchten Tumor-DNA von Wilms10. Die Analyse der etablierten Zellkultur vom
Wilms10-Tumor zeigt ebenfalls die bereits detektierte Deletion auf Chromosom 11 und be-
statigt eine erfolgreiche Etablierung der Wilms10-Tumor-Zellkultur. Es wird dadurch ver-
deutlicht, dass im Laufe der Kultivierung im MSCG-Medium dieses nur selektiv die Kultivie-
rung von Tumor-Zellen zulasst und eine reine Population an Tumorzellen entsteht. Hinge-
gen zeigen die kultivierten Zellen, die der Metastase von Wilms10 entstammen, keine De-

letion auf Chromosom 11p13. Weder die homo- noch die heterozygote Deletion sind auf
175



Diskussion

Chromosom 11 vorzufinden. Die Analyse des restlichen Genoms zeigt ein wildtypisches
Muster und es sind keine Deletionen und Amplifikationen nachzuweisen, die innerhalb der
Nachweisgrenze des aCHGs liegen. Auch der Verlust der Heterozygotie (LOH) in Form
eines UPDs, die im Tumor, der Metastase und der etablierten Zellkultur vom Tumor ermittelt
werden, ist ebenfalls nicht in der Wilms10-M-Zellkultur nachzuweisen. Das Fehlen von Ab-
errationen in der etablierten Wilms10-M-Zelllinie verstarkt die Vermutung, dass es sich bei
den kultivierten Zellen um eine reine Kultur von wildtypischen Zellen handelt, die aus der
Metastase herausgewachsen sind. Dieses Resultat korreliert mit dem Sequenzierergebnis
von Exon 3 des CTNNB1-Gens der selbigen Zellkultur (4.6.1). Dadurch wird die Annahme,
dass die in der Kultur befindlichen Zellen wt-Zellen entstammen, die zuvor aus der Meta-

stase herausgewachsen sind, bestétigt.

Die mittels Custom-Array untersuchten DNA-Proben der Wilms10-T-Zellkultur und der
Wilms10-M dienen der genauen Positionsbestimmung der heterozygoten Deletion auf dem
p-Arm von Chromosom 11. Die dabei ermittelte Position dhnelt einem bereits beschrieben
Fall eines mannlichen Patienten mit Azoospermie und Kryptorchismus (Seabra et al., 2014).
Der deletierte Bereich (Chr.11: 32.344.377-33.385.460) ist nahezu identisch mit dem von
Wilms10 (Chr. 11: 32.325.826- 33.376.575). Als eine mégliche Ursache fir die chromoso-
male Veranderung in 11p13 Abschnitt wird eine homologe Rekombination angegeben, die
durch eine Alu-Sequenz hervorgerufen wird, die den deletierten Bereich flankieren. Dieser
Mechanismus kann auch im Fall von Wilms10 als méglicher Grund fir die 1 Mb gro3e he-
terozygote Deletion angenommen werden. Dieses Ereignis muss als der second-hit ange-
sehen werden, da im Falle von Wilms10 zusétzlich eine 226 kb groBe homozygote Deletion
innerhalb der heterozygoten Deletion vorliegt, die bereits vorliegen muss, damit eine solche
Kombination méglich ist. Die heterozygote Deletion stellt somit den first-hit dar, der tumor-

bzw. metastasenspezifisch ist.

5.3.4 Expressionsanalyse von Wilms10

Der primare Wilms-Tumor und die im spateren Verlauf entstandene Metastase von
Wilms10-Patientin werden auf ihr Genexpressionsprofil untersucht und miteinander vergli-
chen. Sowohl die Metastase, als auch der Tumor von Wilms10 tragen identische genetische
Aberrationen. Diese beinhalten den Verlust des WT17-Gens und eine Mutation im CTNNB1-
Gen (4.6.1/4.6.3). Beide Veranderungen werden im Zusammenhang mit der Entstehung
von stromareichen Wilms-Tumoren beschrieben (Royer-Pokora und Schumacher, 2001).
Auch im Fall von Wilms10 wird deutlich, dass es durch den Verlust des WT1-Gens wahrend

der Nierenentwicklung zu einem fehlerhaften Mesenchym-zu-Epithel Ubergang kommt.
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Dadurch arretieren die betroffenen Zellen in einem unreifen mesenchymalen Zustand. Der
dauerhaft aktive Wnt-Signalweg, der durch seine Mutation im CTNNB1-Gen hervorgerufen
wird, beglnstigt zusatzlich eine unkontrollierte Teilung der Zellen. Es konnte bereits gezeigt
werden, dass Wilms-Tumore, deren Entstehung auf eine WT1- und CTNNB1-Mutation zu-
rickzufUhren sind, mesenchymale Marker exprimieren (Royer-Pokora et al., 2010).

Die Expressionsdaten von Wilms10 der Metastase und des Tumors bestétigen diese An-
nahme, so wird Vimentin, ein mesenchymaler Marker, sehr stark exprimiert (Daten nicht
gezeigt). Die Méglichkeit, ein Genexpressionsprofil zwischen einem unbehandelten Wilms-
Tumor sowie einer behandelten Lungenmetastase bei ein und derselben Patientin
(Wilms10) zu vergleichen, stellt einen seltenen Fall dar. Tumor und Lungenmetastase sind
in einem zeitlichen Abstand von sechs Monaten entstanden. Die Analyse der Genexpres-
sionsprofile vom Wilms-Tumor und der Lungenmetastase soll den Mechanismus identifizie-
ren, der sich hinter einer erfolgreichen Chemotherapie verbirgt. Im Fall von Wilms10, wird
eine sechsmonatige postoperative Behandlung entsprechend der histologischen Einteilung
des Wilms-Tumors vorgenommen (Tongaokar et al., 2007). Hierbei werden die Medika-
mente Actinomycin D, Vincristin und Doxorubicin eingesetzt. Des Weiteren erhalt Wilms10
in diesem Zeitraum eine Strahlentherapie.

Die Analyse der beiden Genexpressionsprofile zeigt, dass in der Metastase eine Gruppe
von myogenen Transkriptionsfaktoren aktiviert bzw. diese im Vergleich zum Tumor von
Wilms10 viel starker exprimiert werden. Viele dieser Faktoren sind fur die Differenzierung
von Skelettmuskelzellen zustandig. Zwei dieser Faktoren, MRF4 und MYOG, induzieren
die terminale Skelettmuskeldifferenzierung (Singh und Dilworth, 2013). Dies erklart auch
den Verlust des Wachstumspotentials der kultivierten Wilms-Tumor-Zellen, die der Meta-
stase entstammen. Die durch die Behandlung hervorgerufene Differenzierung der entarte-
ten Zellen zu Skelettmuskelzellen konnte diese nicht weiter proliferieren. Dieses Ergebnis
korreliert mit Beobachtungen, die eine histologische Veranderung von Wilms-Tumoren
nach einer praoperativen Chemotherapie beschreiben (Guarda et al., 1984). Des Weiteren
sind vier weitere WT1-assoziierte Wilms-Tumor Félle bekannt, die unreife (Vorlauferzellen)
Skelettmuskelzellen aufgewiesen haben, die nach einer Chemotherapie zu reifen Skelett-
muskelzellen differenziert sind (Shibata et al., 2003). Diese histologischen bzw. morpholo-
gischen Befunde untermauern die Genexpressionsergebnisse von Wilms10-M.

Die eigene Analyse weiterer vier unbehandelter bzw. vier Chemotherapierten WT1-assozi-
ierter Wilms-Tumore hat die Genexpressionsergebnisse von Wilms-10 bestétigt. Alle che-
motherapierten Wilms-Tumore zeigen gegenitber den nicht behandelten eine Induktion
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bzw. eine stark erhdhte Expression von verschiedenen myogenen Faktoren auf. Diese ko-
dieren fUr regulatorische Einheiten, die die Differenzierung von Skelettmuskelzellen indu-
zieren oder wichtige strukturelle Komponenten dieser Zellen darstellen. Dieses Resultat
und bereits veréffentlichte Studien implizieren, dass eine Chemotherapie mit Vincristin, Ac-
tinomycin D und Doxorubicin die myogene Differenzierung von unreifen Wilms-Tumor Kom-

ponenten initiiert.

Der hier beschriebene Fall von Wilms10 zeigt, dass die Metastase erfolgreich therapiert
wurde. Nichtsdestotrotz weisen Wilms-Tumore, die kiirzer und weniger aggressiv behandelt
wurden, ein ahnliches Expressionsmuster auf. Somit |asst sich postulieren, dass auch beim
Aufkommen einer Metastase eine kirzere Behandlungsdauer mit Actinomycin D und Vin-
cristin nicht nur schonender fir den Patienten ist, sondern auch die gleiche Wirkung erzielen
wirde. Die Induktion der Differenzierung von Tumorzellen durch eine gezielte Anwendung
von Krebsmedikamenten (anticancer drugs) konnte bereits in vitro an einer Brustkrebszell-
linie gezeigt werden (Prabhakaran et al., 2013). So gehért die Retinsdure zum Standard-
medikament bei der Behandlung der Promyelozytenleukamie. Durch ihren Einsatz kommt
es zur Differenzierung der entarteten Zellen, was in den meisten Féllen eine Langzeitre-

mession zur Folge hat (Grimwade et al., 2010).

Der Mechanismus, der proliferierende Zellen dazu bringt, die Differenzierung einzuleiten,
liegt womdglich an der Herunterregulation der rRNA-Transkription. Der Einsatz von
chemotherapeutischen Medikamenten fiihrt zur Hemmung der ribosomalen Biosynthese
(Burger et al., 2010). Es konnte gezeigt werden, dass Doxorubicin und Actinomycin D die
Transkription von rRNA effektiv inhibieren. In einer Arbeit von Wagner und Riozman wird
auch die inhibierende Wirkung von Vincristin auf die rRNA-Synthese beschrieben (Wagner
und Roitman, 1968). Durch dieses Verfahren konnten In vitro in mehreren Zellkulturmodel-
len die Differenzierung der Zellen erfolgreich induziert werden (Hayashi et al., 2014).
Ebenso konnte ermittelt werden, dass wahrend verschiedener Differenzierungsprozesse
wie der Myogenese, der Adipogenese und der Osteogenese die Expression der rRNA her-
unterreguliert ist. Somit handelt es sich um einen wichtigen Faktor, der es den Zellen er-
laubt, vom proliferierenden Zustand in den Zellzyklusarrest zu wechseln, der mit einer Dif-

ferenzierung der Zellen einhergeht.

Aufgrund der vergleichenden Expressionsanalyse zwischen behandelten und unbehandel-
ten Wilms-Tumore und bereits publizierter Erkenntnisse Uber die Wirkungsweise von
Chemotherapeutik 1&sst sich vermuten, dass diese die rRNA-Transkription in den Tumoren
hemmen und durch diese Hemmung die myogene Differenzierung in den Zellen ausgeldst

wird. Daran gekoppelt verlassen die differenzierten Zellen den Zellzyklus bzw. arretieren im
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sogenannten Zellzyklusarrest. Die Genexpressionsprofile der hier untersuchten behandel-
ten Wilms-Tumore zeigen eine hochsignifikante Herunterregulation vom Zellzyklus relevan-
ter Gene an (Abb. 4.45 und 4.46). Einer der Faktoren, der nicht nur die myogene Differen-
zierung initiiert, sondern auch dafir sorgt, dass die Zellen in den Zellzyklusarrest eintreten,
ist MYOG (Singh und Dilworth, 2013). MYOG gehért zu den Faktoren, die in allen behan-
delten Tumoren starker exprimiert wird als in den unbehandelten Wilms-Tumoren. In frihe-
ren Arbeiten konnte bereits gezeigt werden, dass die WT7-assozierten Wilms-Tumor-Zell-
linien charakteristische Merkmale von mesenchymalen Stammzellen aufweisen. Zusétzlich

exprimieren diese Zelllinien spezifische Marker vom paraxialem Mesoderm.

Dartber hinaus ist auch eine Induktion der Skelettmuskeldifferenzierung von Wilms-Tumor-
Zelllinien méglich (Royer-Pokora et al., 2010). Davon ausgehend ist anzunehmen, dass
Wilms-Tumore unreife Vorlauferzellen tragen, die ein myogenes Potential haben. Basie-
rend auf diesen Erkenntnissen wére ein neuer chemotherapeutischer Ansatz mit Differen-
zierungsagenzien zur herkdbmmlichen Behandlung von Wilms-Tumoren mit einer WT1-Mu-
tation in Erwagung zu ziehen. Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass nicht alle WT7-asso-
ziierten Wilms-Tumorzellen nach einer Behandlung terminal ausdifferenziert sind, da ihre
Kultivierung noch méglich war. Denn es ist gelungen, Tumorzellen zu kultivieren, die vier
und sechs Wochen zuvor behandelt wurden (Royer-Pokora et al., 2010). Hingegen ist die
Etablierung einer Zelllinie aus Wilms-Tumoren, die eine Langzeitchemotherapie erhielten,
nicht méglich gewesen. Hierbei war auffallig, dass anstatt von Tumorzellen normale Nie-
renepithelzellen aus den Wilms-Tumoren kultiviert werden konnten. Dies lasst darauf
schlieBen, dass die Behandlung keine negativen Auswirkungen auf diese Zellen hat (Nicht
publizierte Beobachtungen Royer-Pokora und Busch). Ahnlich verhalt es sich mit dem hier
beschriebenen Fall. Bei den kultivierten Zellen aus der Metastase hat es sich um normale
Fibroblasten gehandelt, was durch die Abwesenheit der WT1- und CTNNB1-Mutation veri-

fiziert werden.

Durch die Etablierung von WT1-mutanten Wilms-Tumor-Zelllinien ergibt sich die Méglich-
keit, die Auswirkungen einer Chemotherapie in einem Zellkultursystem naher zu untersu-
chen. Dadurch lasst sich feststellen, ob die verwendeten Chemotherapeutika einzeln oder
in Kombination die Wilms-Tumor-Zellen in der Kultur zur Muskeldifferenzierung bringen.
Dass die Induktion der Muskeldifferenzierung von verschiedenen WT7-mutanten WT-Zell-
linien durch dessen Kultivierung im serumreduzierten Medium mdglich ist, wurde bereits
gezeigt (Royer-Pokora et al., 2010) und auch in dieser Arbeit an weiteren Tumorzellen be-
legt. Wirde die in der Klinik verwendete Dosis der Chemotherapeutika denselben Effekt in
vitro auf die WT-Zelllinien haben, kénnte dies zu einem neuen speziell angepassten Be-

handlungsprotokoll flihren. Eine Langzeitchemotherapie bei WT-Patienten mit WT7- und
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CTNNBT1 Mutationen wirde wegfallen, was zu einer schonenderen Behandlung fir den Pa-
tienten fUhrt.
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6. Zusammenfassung

Ein wichtiger Bestandteil dieser Arbeit bestand darin, in die WT1-defiziente Wilms1-Tumor-
zelllinie WT1 transient einzuschleusen, um anschlieBend den regulatorischen Einfluss von
WTT mittels Genexpressionsanalysen zu untersuchen. Dabei konnte gezeigt werden, dass
WTT in der Wilms1-Tumorzelllinie einen metabolischen switch hervorruft. Die Wilms1-Zel-
len vollziehen einen Wechsel von der Glykolyse zur oxidativen Phosphorylierung. Diese
metabolische Umstellung ist ein Indiz far eine initiale Induktion der Differenzierung der
Wilms1-Zellen. Die gleichzeitige Herunterregulation der Gene, die fir den Zellzyklus ver-
antwortlich sind, bestétigt die Vermutung, dass WT1 in den Zellen die Differenzierung ein-
leitet. Da dieser Effekt-bedingt durch transiente Transfektion-zeitlich begrenzt war, wurde
die Wilms1-Zelllinie daraufhin erfolgreich mit dem groBen SV40 T-Antigen und der huma-
nen Telomerase (hETRT) immortalisiert.

Die anschlieBende Mutationsanalyse des WT1- und CTNNB71-Gens sowie die biologische
Charakterisierung anhand von Differenzierungsexperimenten der immortalisierten Wilms1-
Cl.31-Zelllinie haben deren Abstammung von der pirmaren Wilms1-Zelllinie verifiziert. Die
erneute zunachst transiente Transfektion von WTT in die immortalisierten Wilms1-Cl.31-
Zellinie hat nicht denselben Effekt wie die Regulation der oxidativen Phosphorylierung auf-
gezeigt. Die nachfolgende stabile Transduktion eines induzierbaren sowie eines konstitutiv
exprimierenden WT7-Konstrukts hat auch nicht dazu gefihrt, dass in den Willms1-Cl.31-
Zellen die Gene fur die oxidative Phosphorylierung nach der einer WT71-Expression hoch-
regulierten. Ein méglicher Grund fur ein anderes regulatorisches Profil nach WT1-Expres-
sion in den immortalisierten Wilms1-Cl.31-Zellen liegt an der Immortalisierung der Zellen
selbst. Die Genexpressionsanalyse der beiden immortalisierten Klone 30 und 31 der
Wilms1-Zelllinie hat gezeigt, dass durch die Immortalisierung Gene hochreguliert werden,
die die Proliferation positiv steuern. Ein Mechanismus, der entgegengerichtet zur Differen-
zierung steht. Somit konnte die Regulation der oxidativen Phosphorylierung durch eine
WT1-Expression in den immortalisierten Wilms1- Cl.31-Zellen nicht bestéatigt werden.

Durch den Pax3-Knockdown in der Wilms1-Zelllinie konnte gezeigt werden, dass PAX3 ei-
nen entscheidenden Einfluss auf die Entstehung eines Wilms-Tumors haben muss. Durch
dessen Herunterregulation wird unter anderem die Teilung/Proliferation in der primaren
Wilms1-Zelllinie negativ beeinflusst bzw. kommt zum Erliegen, was dazu fuhrt, dass die
Zellen arretieren. Die Entstehung eines WT1-assoziierten Wilms-Tumors geht je nach
Wilms-Tumorsubtyp mit einer PAX3-Expression einher.
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Die detaillierte Analyse von Wilms10-T, -M und dessen kultivierte Zellen hat zum einen
verdeutlicht, wie heterogen die Zusammensetzung eines Wilms-Tumors sein kann und zu-
gleich aufgezeigt, dass trotz der Entstehung einer Metastase keine Langzeittherapie far
eine erfolgreiche Behandlung nétig ist. Die Heterogenitat kénnte durch eine Mutationsana-
lyse des CTNNB1-Gens ermittelt werden, die aufgezeigt hat, dass in der Metastase und im
Tumor von Wilms10 unterschiedliche Mutationen in diesem Gen vorlagen.

Die Genexpressionsanalyse von Wilms10-M und Wilms10-T untereinander hat bereits aus-
gezeigt, dass sie ein unterschiedliches Expressionsprofil besitzen, welches vermutlich aus
der Behandlung von Wilms10-M resultiert. Dabei zeigt Wilms10-M eine erhéhte Expression
an Genen die an der Skelettmuskeldifferenzierung beteiligt sind. Ein Vergleich von Genex-
pressionsprofilen von verschiedenen WT7-assoziierten Wilms-Tumoren die unterschiedlich
lang behandelt wurden, die mit einer Gruppe von WTT1-assoziierten Wilms-Tumoren, die
nicht behandelt wurden, hat die bereits erhobenen Daten von Wilms10-M und Wilms10-T
bestatigt. Dabei stellte sich heraus, dass bereits nach einer vierwéchigen Behandlung mit
Actinomycin D und Vincristin die gleichen Gene reguliert werden wie in der Metastase von
Wilms10, die Uber sechs Monate mit Actinomycin D, Vincristin und Doxorubicin mit zusatz-
licher Strahlentherapie behandelt wurde. In allen Fallen kommt es durch die Behandlung
zu einer Induktion der Skelettmuskeldifferenzierung und zur gleichzeitigen Hemmung von

Genen, die den Zellzyklus regulieren.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass eine Langzeittherapie bei WT1-assoziierten

Wilms-Tumoren vermutlich nicht erforderlich ist.
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7. Abstract

The investigation of the regulatory effect of WT1 was an important part of this work. This
was carried out through transientl transfection of WT1 in the WT17-deficient tumor cell line
Wilms1 following by the gene expression analysis. It could be shown that WT1 in the Wilms1
tumor cell line induces a metabolic switch. The Wilms1 cells undergo a change from glyco-
lysis to oxidative phosphorylation. This metabolic conversion is an indication of an initial
induction of differentiation of Wilms1 cells. The simultaneous downregulation of genes that
are responsible for the cell cycle confirms that assumption. This effect is limited by the tran-
sient transfection, therefore the Wilms1 cell line was successfully immortalized by SV40
large T antigen and the human telomerase (hETRT).

Mutation analysis of WT7-and CTNNB1-gene and the biological characterization based on
differentiation experiments of the immortalized Wilms1-Cl.31 cell line have verified their
descent from the primary Wilms1 cell line. The transient transfection of WT7 in the immor-
talized Wilms1-ClL.31 cell line has not the same impact on oxidative phosphorylation. The
following stable transduction of an inducible and constitutively expressing WT7-construct in
Willms1-Cl.31 cells has not led to the upregulation of genes which regulate the oxidative
phosphorylation. A possible reason for a different regulatory profile after WT1 expression in
the immortalized Wilms1-Cl.31 cells is due to the immortalization of the cells themselves.
Gene expression analysis of the two immortalized clones 30 and 31 of Wilms1 cell line has
shown that by immortalization genes are upregulated, which positive by control the prolifi-
ration. A mechanism which is directed by opposite to differentiation. Consequently, the re-
gulation of oxidative phosphorylation by WT1 expression in the immortalized Wilms1-CI.31
cells could not be confirmed.

The PAX3-knockdown in the Wilms1 cell line has demonstrated, that PAX3 must have a
decisive influence on the formation of a Wilms tumor. Its downregulation in the primary
Wilms1 cell line results in an cell cylcle arrest. The emergence of a WT7-associated Wilms

tumor with a myogenic subtype is probably depending on PAX3- expression.

The detailed analysis of Wilms 10-T, -M and their cultured cells has shown how hetero-
geneous the composition of a Wilms tumor is. Analysis of the gene expression has also
shown that in spite of the formation of a metastasis no long-term therapy is necessary for a
successful treatment. The heterogeneity could be determined by the mutation analysis of
the CTNNB1 gene, because of the presence of different CTNNB1 mutations in the tumor
and metastasis of Wilms10. The gene expression analysis of Wilms10-M and Wilms10-T
has shown an upregulated expression of skeletal muscle genes in the treated Wilms-10-M.
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Furthermore a group of WT1-associated Wilms tumors that was not pretreated were analy-
zed and compared with a group of treated Wilms tumors. This analysis revealed that after
a four-week treatment with actinomycin D and vincristine, the same genes are regulated as
in the metastasis of Wilms10, which was treated for six months with actinomycin D, vincris-
tine, and doxorubicin with additional radiotherapy.In all cases, the treatment inhibits genes
that are responsible for the cell cycle with simultaneous induction of genes for skeletal

muscle differentiation.

In summary it can be said that for the treatment of WT7-associated Wilms tumors a long-

term treatment might not be required.
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