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Zusammenfassung
Sauerstoffmangel (Hypoxie) férdert ein aggressives Wachstum von Tumoren. Dies gilt
insbesondere fiir das Neuroblastom, den haufigsten extrakraniellen soliden Tumor des
Kindesalters. Neuroblastome sind Malignome des peripheren sympathischen
Nervensystems, deren Tumorzellen von der embryonalen Neuralleiste abstammen. In
Neuroblastomen korreliert die Akkumulation von Hypoxie-induzierbarem-Faktor-2a
(HIF-2a) mit einem hochmalignen Tumorphanotyp und einem ungunstigen klinischen
Verlauf. Hypoxie-induzierbare-Faktoren (HIF) bilden eine Familie von heterodimeren
Transkriptionsfaktoren, die bei der zellularen Adaptation an ein niedriges
Sauerstoffniveau in normalem Gewebe und in Tumoren eine zentrale Rolle spielen.
Neben der Anreicherung von HIF-2a ist auch eine hohe Expression von Wilms-Tumor-
Gen 1 (WT1) mit einer schlechten Prognose von Neuroblastomen assoziiert. WT1
kodiert einen Transkriptionsfaktor, der urspriinglich als Suppressor fur das Wachstum
von Nierentumoren bei Kindern (Wilms-Tumor, Nephroblastom) charakterisiert wurde.
Neuere Untersuchungen haben ergeben, dass WTL1 in vielen malignen Tumoren
verstarkt exprimiert wird und dort moglicherweise onkogene Eigenschaften besitzt.
Vor diesem Hintergrund sollte in der vorliegenden Arbeit Gberprift werden, ob die
Expression von WT1 in Neuroblastomzellen sauerstoffabhéngig reguliert wird.
Weiterhin sollte gegebenenfalls der molekulare Mechanismus analysiert werden, tGiber
den ein Sauerstoffmangel die WT1-Expression stimuliert.
Im Rahmen der durchgefuhrten Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die
Expression von WT1 in Kelly-Neuroblastomzellen tatsachlich durch Hypoxie stimuliert
wird. Der Knockdown von HIF-2a mittels RNA-Interferenz bzw. Deletion von HIF-2a
mittels CRISPR/Cas9 bewirkte eine signifikante Abnahme der WT1 Expression in
hypoxischen Kelly-Zellen. Die Inaktivierung von HIF-1a hatte hingegen keinen
signifikanten Einfluss auf das WT1 Niveau. Weiterhin wurde in silico ein HIF-
Bindungsmotiv innerhalb eines DNase-sensitiven Bereichs in Intron 3 des WT1 Gens
identifiziert.
Mittels Chromatin-Immunprézipitation (ChlP) und Elektromobilitatsshiftassays konnte
eine Bindung von HIF-2 an diese Sequenz experimentell nachgewiesen werden. In
Reportergenassays, die an transient transfizierten Kelly-Zellen durchgefiihrt wurden,
Ubertrug ein 256 bp langes DNA-Fragment unter Einschluss des HIF-Bindungsmotivs
aus Intron 3 des WT1-Gens eine Hypoxieempfindlichkeit auf die ansonsten
hypoxieresistenten SV40- und WT1-Promotoren. Funktionell konnte nachgewiesen
12



werden, dass WT1 die Migration von SK-NA-S-Neuroblastomzellen stimuliert. R2-
Datenanalysen von groRen Kohorten von Neuroblastompatienten zeigten, dass
sowohl HIF-2a als auch WT1 in Subgruppen von Neuroblastompatienten mit einer
erhohten Mortalitat assoziiert sind.

Mit diesen Ergebnissen wird erstmalig ein sauerstoffempfindlicher Enhancer in Intron
3 des WT1 Gens identifiziert. Unter hypoxischen Bedingungen bewirkt die Bindung von
HIF-2 an das Enhancerelement eine WT1-Expression in Kelly-Neuroblastomzellen.
Dieser neu entdeckte molekulare Mechanismus spielt mdglicherweise in der

Pathophysiologie von Neuroblastomen eine Rolle.
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Abstract

Oxygen shortage (hypoxia) favors aggressive tumor growth. This is particularly
relevant to neuroblastoma, the most common extracranial solid tumor in childhood.
Neuroblastoma arises from neural crest-derived cells in the peripheral sympathetic
nervous system. High levels of hypoxia-inducible factor (HIF) 2a in neuroblastoma
correlate with an undifferentiated tumor phenotype and poor clinical outcome. Hypoxia-
inducible factors constitute a family of heterodimeric transcription factors that play a
pivotal role in the adaptation of normal and tumor tissues to low oxygen conditions.
Recent studies have shown that high expression levels of the Wilms tumor gene 1
(WT1) in neuroblastoma are associated with an aggressive tumor growth and poor
prognosis. WT1 was initially identified as a tumor suppressor gene preventing the
formation of childhood tumors of the kidney (Wilms tumor, nephroblastoma). However,
WT1 is highly expressed in various types of cancer suggesting that it may have
oncogenic properties in certain tissues.

It was the purpose of this study to test whether WT1 expression in neuroblastoma cells
is regulated by oxygen and, if so, to analyze the underlying molecular mechanism.
Exposure of Kelly neuroblastoma cells to low ambient oxygen did indeed stimulate
expression of the WT1 gene. Silencing of HIF-2a by RNA interference and knockout
of HIF-2a using CRISPR/Cas9 genome editing significantly reduced WT1 levels in
hypoxic Kelly cells. In contrast, inactivation of HIF-1a had no significant effect on WT1
expression in hypoxic Kelly cells. In silico analyses revealed a HIF binding motif within
a cluster of DNase hypersensitivity in intron 3 of the WT1 gene. Binding of HIF-2 to this
sequence was experimentally proven by chromatin immunoprecipitation (ChIP) and
electromobility shift assay. A 256 bp DNA sequence encompassing the identified HIF
binding site conferred oxygen sensitivity to otherwise hypoxia resistant WT1 and SV40
promoter constructs in transiently transfected Kelly cells. In functional assays, WT1
was found to enhance the migratory capacity of SK-NA-S neuroblastoma cells. R2 data
analysis of cohorts of neuroblastoma patients showed that HIF-2a and WT1 are
independently associated with increased mortality.

In summary, these results identify an oxygen sensitive enhancer in intron 3 of the WT1
gene. Binding of HIF-2 to this newly discovered enhancer element stimulates WT1
expression in hypoxic Kelly neuroblastoma cells. It is suggested that this novel

regulatory mechanism might play a role in the pathophysiology of neuroblastoma.
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1 Einleitung

1.1 Das Neuroblastom

Das Neuroblastom ist ein frihkindlicher Tumor, der sich von Zellen der Neuralleiste,
bzw. von Vorlauferzellen des sympathischen Grenzstrangs ableitet (K. K. Matthay et
al., 2016). Auch wenn es sich um eine in der Gesamtbevolkerung sehr seltene
Erkrankung handelt, nimmt das Neuroblastom den ersten Platz unter den malignen
Erkrankungen des ersten Lebensjahres ein (Maris, Hogarty, Bagatell & Cohn, 2007).
Die Inzidenz der Erkrankung nimmt mit steigendem Alter ab, und nur ein sehr geringer
Anteil der Diagnosen wird im Jugend- und Erwachsenenalter gestellt (GPOH), 2019).
Das Outcome dieser Tumorerkrankung erstreckt sich von einer hohen
Spontanheilungsrate vor allem bei Kindern unter 18 Lebensmonaten bis zu
Mortalitatsraten von >80 % bei alteren Kindern im Stadium 4 (K. K. Matthay et al.,
2016). Uber 50 % der Neuroblastome sind zum Diagnosezeitpunkt bereits
metastasiert. Es wurde eine Vielzahl an genetischen Veranderungen mit dem Tumor
in Zusammenhang gebracht. Dazu z&hlen Mutationen, Genamplifikationen,
Polymorphismen und chromosomale Alterationen. In genomweiten
Assoziationsstudien konnten tUber 50 Gene identifiziert werden, deren Veranderungen
mit einem erhdhten Aufkommen von Neuroblastomen in Zusammenhang stehen
(Bosse & Maris, 2016). Hierbei scheint die Zahl der Kopien eines bestimmten Gens fur
die Tumorentstehung wesentlich und Genmutationen eher nachrangig zu sein. Die am
besten untersuchten Gene haben bereits Einzug in die Diagnose- und
Klassifizierungskriterien gefunden. Etwa 20% der Neuroblastome weisen die
sogenannte MYCN-Amplifikation auf, deren Auftreten mit einem besonders malignen
Phanotyp und schlechtem Outcome assoziiert ist (Thompson et al., 2016). Bei MYCN
handelt es sich um einen SchlUsselregulator der Transkription einer Vielzahl von
Genen, die Wachstum induzieren und Differenzierung verhindern. Weitere wichtige
und prognosebestimmende Gene sind ALK, PHOX2B oder LIN28B (T. J. Pugh et al.,
2013). Erst vor kurzem konnten die Tumorstammzellen von Neuroblastomen
identifiziert werden. Der Tumor scheint sich von Vorlauferzellen der
Nebennierenmarkszellen oder chromaffinen (katecholaminproduzierenden) Zellen
abzuleiten (Garner & Beierle, 2015). Zur Diagnostik des Neuroblastoms gehéren
neben molekulargenetischen Untersuchungen die Labordiagnostik, v.a. von
Katecholaminabbauprodukten im Urin, die radiologische Diagnostik und die
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pathologische Beurteilung des Primarius (zu den Stagingkriterien siehe (Brodeur et al.,
1993)). Einheitliche Symptome gibt es nicht, da die Lokalisation der Tumoren stark
variabel ist und sich Symptome, wie z.B. die Horner-Trias (Ptosis, Myosis und
Pseudoenophthalmus) bei Befall des Ganglion stellatum, vom Manifestationsort
ableiten. Die Therapie erstreckt sich von ,watchful waiting“ bis hin zu multimodalen
Ansatzen mit Chirurgie, Radiotherapie, Chemotherapie und autologer

Stammzelltransplantation.

1.2 Hypoxie

1.2.1 Hypoxische Genregulation durch Hypoxie-induzierbare Faktoren

Hypoxie bezeichnet einen Zustand, in dem das Sauerstoffangebot den Bedarf eines
Gewebes oder einer Zelle nicht mehr deckt und somit ein Sauerstoffdefizit entsteht.
Eukaryotische Zellen besitzen eine ganze Reihe von Adaptationsmechanismen an
Zustande geringer Sauerstoffversorgung. Schlisselmediatoren auf genomischer
Ebene sind dabei heterodimere Transkriptionsfaktoren, die als Hypoxie-induzierbare
Faktoren, kurz HIF, bekannt sind (Semenza, 2012a). Ein wichtiger
Adaptationsmechanismus an ein niedriges Sauerstoffangebot im Blut ist die Erhéhung
der Sauerstofftransportkapazitat durch vermehrte Bildung von Erythrozyten mittels
Stimulation der Erythropoietinsynthese in der Niere (Semenza & Wang, 1992). Dieser
Mechanismus des HIF-vermittelten ,Oxygen-sensing® ist nicht nur auf eine
Nierenzellpopulation beschrankt, sondern kommt ubiquitar vor (Ratcliffe, 2013). Der
komplexe Mechanismus hinter dieser direkten Sauerstoffantwort ist dabei nicht auf der
Ebene von Transkription oder Translation zu finden, sondern beruht auf der
hypoxieinduzierten Stabilisierung der HIF-Proteine. Diese gehdren zur helix-loop-
helix-PAS-Proteinfamilie und bestehen aus jeweils einer a- und einer B-Untereinheit,
die als Dimere die Zielgenexpression regulieren (G. L. Wang, Jiang, Rue & Semenza,
1995). Unter atmosphérischen Sauerstoffoedingungen (Normoxie) findet eine
proteolytische Degradation der a-Untereinheit Uber das Proteasomsystem statt.
Entscheidend hierfur ist die tGber den von-Hippel-Lindau-Tumorsuppressor (pVHL)
vermittelte Ubiquitinierung dieser a-Untereinheit, die das Schltsselsignal fur den
Abbau des Proteins darstellt. (Huang, Gu, Schau & Bunn, 1998).
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Abbildung 1: Schema des Mechanismus zur Regulation von HIF- 1a

Die Abbildung zeigt die schematische Darstellung der proteasomalen Degradation von HIF-1a unter
Normoxie und Heterodimerisierung, sowie seiner Wirkung als Transkriptionsfaktor unter Hypoxie. Bei
21 % Sauerstoff erfolgt die Hydroxylierung zweier Prolylreste von HIF-1a durch die Prolylhydroxylase-
Domain 2 (PHD2, rote Pfeile). Die Hydroxylierung ist obligat fur die Bindung an den von-Hippel-
Lindau-Faktor, der wiederum die Bindung an eine Ubiquitin Proteinligase vermittelt und somit eine
Degradation durch das Proteasom induziert. Unter Hypoxie sind die Hydroxylierungsreaktionen
inhibiert und HIF-1a wird stabilisiert. Nach der Heterodimerisierung mit der B-Untereinheit und der
Rekrutierung von Koaktivator p300 erfolgt die Bildung des Transkriptionskomplexes, aus (Semenza,
2012a).

Voraussetzung hierfur ist die Hydroxylierung zweier Prolylreste der a-Untereinheit
(Pro-402 und Pro-564) durch Vertreter einer sauerstoffabhangigen Enzymfamilie. Fur
den Menschen wurden drei Vertreter dieser Prolylhydroxylasen (PHD1-3) identifiziert,
wobei eine Reihe von Arbeiten gezeigt hat (Fandrey, Gorr & Gassmann, 2006; Kaelin
& Ratcliffe, 2008), dass die am starksten exprimierte PHD2-Isoform wohl die
entscheidende Rolle im menschlichen Organismus spielt. Durch
massenspektrometrische Untersuchungen konnte eine weitere Hydroxylierungsstelle
an einem Asparaginylrest (Asn-803) nachgewiesen werden (Lando, Peet, Whelan,
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Gorman & Whitelaw, 2002), deren Hydroxylierung jedoch im Vergleich zu den anderen
beiden Aminosauren keine Auswirkung auf die Stabilitét von HIF hat. Vielmehr inhibiert
die sauerstoffabhangige Hydroxylierung dieser Aminosdure die Bindung zum
transkriptionellen Kofaktor p300 von HIF und vermindert so dessen Aktivitat als
Transkriptionsfaktor. Diese HIF-Asparaginylhydroxylase findet sich in der Literatur
haufig auch als FIH (factor inhibiting HIF) wieder und stellt neben den PHDs den
zweiten wichtigen Mechanismus flur die Sauerstoffabhangigkeit des HIF-Systems dar
(Ratcliffe, 2013).

bHLH o 564 503
HIF-1a [ q

HIF-2a [ [(

HIF-3a [ 2

HIF-1p/ |:7v /PAC\_‘
ARNT

= Pro-OH Asn-OH

Abbildung 2: Schematischer Aufbau der verschiedenen HIF-Isoformen

Alle Isoformen besitzen am N-terminalen Ende ein klassisches Helix-Loop-Helix-Motiv, das fur die
Bindung von DNA wichtig ist. Die Per-ARNT-Sim-Domane (PAS) ist fir die Heterodimerisierung von a-
und B-Untereinheit noétig. Die a-lsoformen besitzen daruber hinaus einen Bereich, der durch
Hydroxylierung an unterschiedlichen Prolylresten mittels Prolylhydroxylasen eine sauerstoffabhangige
Degradation vermittelt (ODD). Damit verknlpft ist eine N-terminale Transaktivierungsdomane (NTAD),
welche ebenfalls Uber eine Prolylhydroxylierung sauerstoffabhéngige Konformationsanderungen
vermittelt. HIF-1a und HIF-2a besitzen eine C-terminale Transaktivierungsdoméne, die bei Ausbleiben
der sauerstoffabhangigen Hydroxylierung von Asparaginylresten Kofaktoren rekrutieren kann und eine
Translokation in den Zellkern ermdglicht.

Es sind drei verschiedene HIF-Isoformen bekannt. Neben der urspringlich
identifizierten HIF-1a-Isoform wurden durch Suche nach Interaktionspartnern mit der

B-Untereinheit die Isoformen 2a und 3a entdeckt. Im Gegensatz zu HIF-3a, das in
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unterschiedlichen Zellkontexten eher antagonistische Effekte zum klassischen HIF-
abhangigen Transkriptionsprofil zu haben scheint, sind sich HIF-1a und 2a in Struktur
und Funktion sehr ahnlich (Ratcliffe, 2007). Die hochkonservierte Struktur der beiden
Isoformen, die aktive Domé&ne und die Heterodimerisierung mit HIF-1f3 sind einige
Gemeinsamkeiten (Loboda, Jozkowicz & Dulak, 2010). Beide Transkriptionsfaktoren
binden an das gemeinsame RCGTG-Motiv (Schodel et al., 2011; Wenger, Stiehl &
Camenisch, 2005), allerdings deuten genomweite Bindungsstudien auf
unterschiedliche Transkriptionsprofile von HIF-1 und HIF-2 hin. Die beiden Isoformen
unterscheiden sich nicht nur deutlich bezlglich ihrer praferenziellen und
zellkontextspezifischen Zielgene, sondern auch in Eigenschaften ihrer DNA-Bindung.
So bindet HIF-1a bevorzugt an DNA-Abschnitte in Promotornédhe, wahrend HIF-2a
zumeist mit DNA-Sequenzen interagiert, die mehrere Kilobasen von einer
Promotorregion entfernt sind (Schodel et al., 2011). In vielen Studien zeigen die
verschiedenen HIF-Isoformen unterschiedliche, zum Teil gegensatzliche Effekte auf
zentrale Malignitatseigenschaften von Tumoren (Keith B, 2012). HIF-1a ist in den
meisten Tumoren aufgrund der chaotischen GefaRarchitektur und des schnellen
Wachstums vermehrt exprimiert (Vaupel, 2004). Trotzdem gibt es einige Hinweise auf
tumorhemmende Eigenschaften dieser HIF Isoform (Chen, Li, Luo & Gu, 2003; P. Gao
et al., 2007). Ebenso existieren fur HIF-2a widerspruchliche Befunde (Bertout et al.,
2009; Mohlin, von Stedingk, Pietras & Pahlman, 2017). Dies macht klar, wie wichtig
die Unterscheidung der beiden Isoformen im Hinblick auf Zielgenselektion,
Transkriptionsmechanismen, epigenetische Mechanismen und auch hinsichtlich ihrer

funktionellen Eigenschaften in verschiedenen Tumormodellen und -formen ist.

1.2.2 Hypoxie in Tumoren

Tumorhypoxie beschreibt das Phanomen einer lokalen Sauerstoffunterversorgung des
Tumorgewebes aufgrund einer massiv gesteigerten Zellproliferation bei zum Teil
spéarlicher und chaotischer Gefal3architektur (Schito & Semenza, 2016). Tumorhypoxie
wird schon lange nicht mehr nur als Folge eines besonders malignen Tumorphénotyps
betrachtet. Vielmehr unterstitzt eine Reihe von gut untersuchten Mechanismen die
Theorie, dass Hypoxie bzw. die erhthte Expression von Hypoxie-induzierbaren
Faktoren in Tumoren einen unabh&ngigen negativen prognostischen Marker darstellen
(Vaupel, 2004). In den meisten Krebsarten zeigt sich eine im Vergleich zu normalem
Gewebe deutlich erhohte Expression von HIF-1a und HIF-2a. Die gesteigerte
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Expression ist in vielen Fallen auch mit einer signifikant erh6hten Mortalitat assoziiert
(Uberblick in (Schito & Semenza, 2016; Semenza, 2014)). Die der erhohten HIF-
Expression zu Grunde liegenden Mechanismen sind zum einen eine hohe
intratumorale Hypoxie, die sich in Uber 50 % der lokal fortgeschrittenen Tumoren findet
(Schito & Semenza, 2016) und zum anderen tumorassoziierte Genmutationen, die
entweder als ,oncogene gain of function® (z.B. PI3BK/AKT - mTOR) (Zhong et al.,
2000) oder Tumorsuppressor ,loss of function“ Mutation (VHL oder p53 Mutation) (Ravi
et al., 2000) zu einer erhohten Expression von Hypoxie-induzierbaren Faktoren fuhren.
Uber verschiedene Kaskaden kann dies zu Tumorgenese, Tumorwachstum und
Metastasierung beitragen. HIF kann unter anderem Uber transkriptionelle
Mechanismen die fir die Immortalitdét von Tumorzellen verantwortliche Telomerase
aktivieren (Yatabe et al., 2004), Uber Epo—>VEGF->IGF2 Zellproliferation und
Zelluberleben induzieren (Semenza, 2014), die Tumorvaskularisation erhéhen und die
lymphogene sowie hamatogene Aussaat beschleunigen (Liao, Corle, Seagroves &
Johnson, 2007). Die Datenlage beziglich der proonkogenen Wirkung von HIF ist fur
einige Tumore, wie z.B. das Mammakarzinom, relativ eindeutig (Liu, Semenza &
Zhang, 2015). Jedoch gibt es nach wie vor kontroverse Ergebnisse bei der
Betrachtung einzelner Aspekte der Hypoxiemaschinerie und unterschiedlicher
Tumorentitaten (Semenza, 2012a). Hierbei kommen nicht nur Zweifel an einer rein
proonkogenen Wirkung von HIF auf, sondern auch die Frage nach moglicherweise
antagonistischen Effekten der einzelnen HIF-Isoformen (Ratcliffe, 2007).
Konventionelle Therapiekonzepte basieren Uberwiegend auf der Wirkung an stark
proliferierenden Tumorzellen in gut oxygenierten Tumoranteilen (Kizaka-Kondoh,
Inoue, Harada & Hiraoka, 2003). Trotz zahlreicher Evidenzen fur die Bedeutung von
intratumoraler Hypoxie fur das maligne Wachstum ist die zielgerichtete Therapie
gegen hypoxische Tumorzellen noch nicht in die klinische Anwendung gelangt (Schito
& Semenza, 2016).

1.2.3 Hypoxie und HIF in Neuroblastomen

Wie bereits erwéahnt, ist Tumorhypoxie ein Ph&nomen, das der Diskrepanz zwischen
rascher Tumorzellproliferation und unzureichender bzw. irregulérer Vaskularisation
geschuldet ist (Semenza, 2014). Fur Neuroblastome ist es bis dato noch nicht
gelungen, durch in-vivo-Experimente Aussagen Uber den lokalen Sauerstoffgehalt in

primaren Tumoren zu treffen. Hochrisikotumoren weisen oft nekrotische Areale als
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Ausdruck von Sauerstoffunterversorgung auf. Aul3erdem sind immunhistochemische
Farbungen in perinekrotischen Arealen hochpositiv auf Hypoxie-induzierbare
Faktoren. Daher liegt die Vermutung nahe, dass grof3e Teile der Tumoren hypoxisch
sind (Pahlman & Mohlin, 2018). In-vitro-Experimente zeigten, dass Hypoxie die
Differenzierung von Neuroblastomzelllinien verhindert und die Auspragung eines eher
stammzellartigen Zelltyps induziert (Holmquist-Mengelbier et al., 2006). Aus diesem
Grund kam die Frage nach der Rolle der verschiedenen HIF-Isoformen in
Neuroblastomen und deren Einfluss auf Ph&notyp und Prognose der Tumoren auf. In
Datensatzen aus der R2-Datenbank, einer Sammlung bioinformatischer
Expressionsdaten verschiedener Tumorentitdten (Einzelheiten siehe Methodenteil),
zeigen Neuroblastome deutliche HIF- Expressionsniveaus. Dabei ist zu beachten,
dass HIF-1a und HIF-2a in den meisten Neuroblastomen stark exprimiert sind und HIF-
3a sowohl in den Analysepanels wenig Beachtung findet als auch das
Expressionsniveau bedeutend geringer ist (Pahlman & Mohlin, 2018). R2-Datensétze
und andere Studien (Holmquist-Mengelbier et al., 2006; Pietras et al., 2009; H. Zhang
et al., 2014) verbinden HIF-2a, und nicht HIF-1a, mit einem malignen Tumorphanotyp.
Des Weiteren ist HIF-2a meist mit einem hoheren Tumorstadium und einer
schlechteren Prognose assoziiert, wobei hohe HIF-1a-Niveaus eher mit glnstigen
Prognosen und friihen Tumorstadien zusammenhangen (Pahlman & Mohlin, 2018).
Jedoch gibt es in der Frage nach den Effekten der HIF-Isoformen gerade bei ex- vivo-
Daten und Patientendaten teilweise kontroverse Ergebnisse, so dass allgemeingiiltige

Aussagen noch nicht gemacht werden kdnnen.

1.3WT1

1.3.1 Der Wilms-Tumor-Transkriptionsfaktor

Das WT1-Gen auf Chromosom 11p13 kodiert fur das Wilms-Tumor-Protein 1. Der
Wilms-Tumor (Nephroblastom) ist ein bdsartiger Nierentumor bei Kindern, der
erstmalig durch den Chirurgen Max Wilms beschrieben wurde und als das Resultat
einer gestorten Nierenentwicklung gilt. WT1 wurde aufgrund der Beobachtung, dass
Nephroblastome erst bei Mutation beider Allele entstehen, zunéchst als klassisches
Tumorsuppressorgen eingestuft (Knudson & Strong, 1972). Es wurde aus einer Reihe
von Kandidatengenen identifiziert, deren Mutation vermutlich urs&chlich fur den Wilms-
Tumor ist (Call et al., 1990; Gessler et al., 1990). Das humane WT1-Gen auf dem
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kurzen Arm von Chromosom 11 (11p13) ist ca. 50 kb lang und beinhaltet 10 Exons
(Hastie, 2017). Durch unterschiedliche transkriptionelle und post-transkriptionelle
Mechanismen kénnen in Saugetieren theoretisch maximal 36 verschiedene WT1-
MRNASs gebildet werden. Jedoch sind beim Menschen davon lediglich acht Varianten
proteinkodierend. Diese resultieren zum einen aus variablen Transkriptions- und
Translationsstarts und zum anderen aus alternativem mRNA-SpleiRen und RNA-

Prozessierung (Haber et al., 1991).

1.3.2WT1 in der Embryo- und Organogenese

Neben seiner urspringlichen Bedeutung als Tumorsuppressor spielt WT1 eine
zentrale Rolle in der Embryonalentwicklung. Eine Deletion des Witl-Gens ist
embryonal letal fur M&use (Kreidberg et al., 1993). Ein auffalliges Merkmal dieser Tiere
ist ihre gestorte Nierenentwicklung (Buckler, Pelletier, Haber, Glaser & Housman,
1991, Kreidberg et al., 1993). Wahrend der Nierenentwicklung spielt WT1 zusammen
mit Wnt-4 eine entscheidende Rolle in der epithelialen Transformation des
metanephrischen Mesenchyms, aus dem sich die Nephrone entwickeln (Stark, Vainio,
Vassileva & McMahon, 1994). Mit Hilfe von genomweiten ChiP-
Sequenzierungsanalysen konnte eine Vielzahl potenzieller WT1-Zielgene in der
embryonalen Niere identifiziert werden, darunter Pax2, Sall und Bmp7 (Hartwig et al.,
2010). Innerhalb der Nieren ist WT1 ein Schlusselregulator fur die Differenzierung und
den Erhalt der Podozyten (Berry et al., 2015; Chau et al., 2011; Hammes et al., 2001,
Moore, Mclnnes, Kreidberg, Hastie & Schedl, 1999). Podozyten sind mit der
Schlitzmembran, die sich zwischen deren Ful3fortsdtzen befindet, von wesentlicher
Bedeutung fur die Regulation der glomerularen Filtrationsrate. Fir rund die Hélfte der
Podozyten-spezifischen Gene konnte eine WT1-Bindung an deren Promotoren oder
Enhancer nachgewiesen werden (Dong, Pietsch & Englert, 2015; Kann et al., 2015;
Lefebvre et al., 2015). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass WT1 essentiell fur
die Entwicklung der Gonaden ist (Pritchard-Jones et al., 1990). Durch In-situ mMRNA-
Hybdrisierungen in Mausembryonen wurde WT1 in Granulosa- und Epithelzellen des
Ovars, in Sertoli-Zellen des Hodens und in Zellen der Uteruswand nachgewiesen
(Armstrong, Pritchard-Jones, Bickmore, Hastie & Bard, 1993; Pelletier et al., 1991).
Hierbei induziert insbesondere die wichtige WT1 -(+)- KTS-Isoform zusammen mit
GATA4  Uber die  Aktivierung des  SRY-Promotors die  mannliche
Geschlechtsdifferenzierung (Miyamoto, Taniguchi, Hamel, Silversides & Viger, 2008).
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Es gibt eine ganze Reihe an Erkrankungen, die mit genetischen Alterationen des WT1-
Gens assoziiert sind (Ubersicht in (Hastie, 2017)). Beispielsweise beruht das Frasier
Syndrom, das u.a. durch eine Gonadendysgenesie gekennzeichnet ist, auf einem
Verlust der (+)- KTS-Splei3-Variante (Barbaux et al., 1997; Hammes et al., 2001).
Auch fur die Nebennierenentwicklung ist WT1 erforderlich (Bandiera, Sacco, Vidal,
Chaboissier & Schedl, 2015). Weitere Organe und Gewebe, deren Entwicklung durch
WT1 reguliert wird, sind: Das Herz, hierbei insbesondere das Epikard und die
epikardialen Gefal3e (Moore et al., 1999; K. D. Wagner, Wagner, Bondke, et al., 2002),
die Milz (Herzer, Crocoll, Barton, Howells & Englert, 1999) und das Zwerchfell (Moore
et al., 1998). Der Groliteil der Gewebe und Organe, die WT1 exprimieren, sind
mesodermalen Ursprungs. Daneben wird WT1 unter anderem auch im ependymalen
Anteil des Dachs des vierten Ventrikels in unmittelbarer Nahe zur Medulla oblongata
und dem sich entwickelnden sensorischen Nervensystem (Armstrong et al., 1993)
exprimiert. Innerhalb des letzteren wurde WT1 insbesondere in der Retina (K. D.
Wagner, Wagner, Vidal, et al., 2002), dem olfaktorischen System (N. Wagner, Wagner,
Hammes, et al., 2005) und dem hinteren Geschmacksfeld (Y. Gao, Toska, Denmon,
Roberts & Medler, 2014) nachgewiesen.

1.3.3 WT1 im adulten Organismus

Die Rolle von WT1 in der Embryonalentwicklung wurde in einer Vielzahl von
Publikationen illustriert und ist fur die Differenzierung einiger Gewebe von
entscheidender Bedeutung. Ob das Protein allerdings im adulten Organismus noch
eine wesentliche Rolle spielt, war lange Zeit ungeklart. Beim Erwachsenen wird WT1
nur in wenigen Geweben exprimiert, u.a. in den Podozyten der Nierenglomeruli, den
Gonaden, den mesothelialen Anteilen von Organen und in ca. 1 % der
Knochenmarkszellen (Hastie, 2017). Ein Knockout von WT1 in sechs Wochen alten
Mausen war nicht mit dem Leben vereinbar. Es kam unter anderem zu einer
Glomerulosklerose, Atrophien von Milz und exokrinem Pankreas und einem
generalisierten Verlust von Fett- und Knochensubstanz (Chau et al., 2011). Eine
weiterfihrende Analyse zeigte, dass die IGF1-Protein-Serumkonzentrationen dieser
Tiere um 95 % reduziert war, wodurch sich die partielle Organatrophie nach WT1-
Deletion zumindest teilweise erklaren lasst. Dies verdeutlicht, dass WT1 auch nach
vollendeter Entwicklung eine fundamentale Rolle in der Homoéostase dieser

Organsysteme spielt. Leider sind wir von einem vollstdndigen Verstandnis der Rolle
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von WT1 nach Abschluss der Embryogenese noch entfernt. Vor allem die
wiederkehrenden Beobachtungen der WT1 Expression in neuronalen Geweben (Y.
Gao et al., 2014; K. D. Wagner, Wagner, Vidal, et al., 2002; N. Wagner, Wagner,
Hammes, et al., 2005) wirft Fragen auf und bedarf einer mechanistischen Aufklarung.

1.3.4 Der Transkriptionsfaktor WT1 und seine Zielgene

Sowohl im adulten als auch im embryonalen Organismus ist WT1 am besten
hinsichtlich seiner Funktion als Transkriptionsfaktor untersucht (Stoll et al., 2007). WT1
kann auf transkriptioneller Ebene die Genexpression sowohl aktivieren als auch
hemmen (Toska & Roberts, 2014). Dass WT1 unabdingbar fir die embryonale
Entwicklung der Nieren ist, weil3 man schon aus friiheren Arbeiten und Beobachtungen
(Armstrong et al., 1993; Hammes et al., 2001; Moore et al., 1999; Scholz & Kirschner,
2005). Obgleich der genaue Mechanismus noch unbekannt bleibt, identifizierten
Hartwig et al. verschiedene fir die Nierenentwicklung essenzielle Gene, darunter
Pax2, Sall oder Bmp7 (Hartwig et al., 2010), mit denen WT1 in genomweiten ChlP-
Analysen interagierte. Uber die Nierenentwicklung hinaus ist WT1 durch die
Aktivierung von SRY und die Induktion einer komplexen Signalkaskade in die
mannliche Geschlechtsdifferenzierung involviert (Hossain & Saunders, 2001). Das fur
die Entwicklung der Herzkranzgefalle wichtige Ntrk2, das fur den TrkB-
Neurotrophinrezeptor kodiert, ist ein weiteres WT1-Zielgen (N. Wagner, Wagner,
Theres, et al., 2005). Weiterhin reguliert WT1 die Expression von Genen, die fir die
Zelldifferenzierung von Bedeutung sind. Diese kodieren u.a. fur Proteine des
Zytoskeletts und der Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten (Toska & Roberts, 2014).
Beispielhaft zu nennen sind MYO1B, LSP1 und ACTN1 (Hartwig et al., 2010). Uber
die Regulation des IGF1-Rezeptors kann WT1 in zellspezifischem Kontext
Mechanismen des Zelluberlebens aktivieren und antiapoptotisch wirken (Nichols, Re,
Yan, Garvin & Haber, 1995).

1.3.5 Die Rolle von WT1 in verschiedenen Tumoren

Aufgrund seiner das Wachstum von Wilms-Tumoren hemmenden Funktion galt WT1
fur lange Zeit ausschlief3lich als Tumorsuppressor (Hastie, 2017). Diese Auffassung
wurde durch die Beobachtung unterstitzt, dass WT1 den Zellzyklus hemmt und die
epitheliale Differenzierung der Nephrone in embryonalen Nieren fordert (Hammes et
al., 2001; Stark et al., 1994). In scheinbarem Widerspruch zur vermuteten Funktion als
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Tumorsuppressor wurde allerdings eine starke WT1 Expression in verschiedenen
Tumoren nachgewiesen. Bereits friih wurde WT1 in einigen Leukamieformen entdeckt
(Miwa, Beran & Saunders, 1992). Aber auch in soliden Tumoren konnte eine WT1
Expression nachgewiesen werden (Qi et al., 2015). Konkrete Beispiele hierfur sind u.a.
nicht kleinzellige Lungenkarzinome, Kolonkarzinome (Menssen et al., 2000),
Mammakarzinome (Miyoshi et al., 2002; Qi et al., 2012), hepatozellulare Karzinome
(Sera et al, 2008), Ovarialkarzinome (Hylander et al., 2006) und
Weichgewebssarkome (Sotobori et al., 2006). In vielen Studien konnte die H6he der
WT1 Expression mit hoherer Malignitat bzw. schlechterem klinischem Outcome
korreliert werden (Miyoshi et al., 2002; Qi et al., 2012; Sera et al., 2008; Sotobori et al.,
2006). Auch in einigen Tumoren neuronalen Ursprungs konnte eine erhdhte WT1
Expression gezeigt und mit einem ungunstigen klinischen Verlauf in Verbindung
gebracht werden (Menssen et al., 2000; Rauscher et al., 2014). Der Einsatz von
pharmakologischen Substanzen mit WT1 als Ziel einer Tumortherapie ist Gegenstand
aktueller Forschung. Es konnte bereits gezeigt werden, dass eine Hemmung der WT1-
Expression mittels shRNA in einigen soliden Tumoren Apoptose induziert (Tatsumi et
al., 2008). Ein gegen WT1 gerichteter Impfstoff erscheint vielversprechend und ist
Gegenstand intensiver Erprobung (Dao et al., 2013; Nishida & Sugiyama, 2016; Van

Driessche, Berneman & Van Tendeloo, 2012).
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2 Fragestellung

Im Rahmen meiner Dissertation habe ich die Fragestellung untersucht, ob die
Expression von WT1 in Neuroblastomzellen durch Hypoxie induziert wird. Weiterhin
sollte geklart werden, ob ein Zusammenhang zwischen einer hypoxischen WT1-
Expression und der prognostisch unginstigen MYCN-Amplifikation in
Neuroblastomzellen besteht. Ein weiteres Ziel der Arbeit bestand darin, den
molekularen  Mechanismus der sauerstoffabhédngigen WT1-Expression in
Neuroblastomzellen zu charakterisieren. Insbesondere sollte die Frage beantwortet
werden, ob die WT1-Expression in Neuroblastomzellen bevorzugt durch HIF-1 oder
HIF-2 induziert wird und welche cis-regulatorischen Bereiche im WT1-Gen hierbei eine
Rolle spielen. Schliel3lich sollten im Rahmen dieser Arbeit erste Hinweise erbracht
werden, welche funktionellen Auswirkungen eine hypoxieinduzierte WT1-Expression

auf Neuroblastomzellen hat.

Die Realisierung dieser Zielstellung erfolgte in folgenden Arbeitsschritten:

Arbeitsschritt 1. Es sollte das WT1-Expressionsniveau in verschiedenen

Neuroblastomzelllinien mit und ohne MYCN-Amplifikation ermittelt werden.

Um die Auswirkungen einer Hypoxie auf die WT1-Expression zu ermitteln, wurden
verschiedene Neuroblastomzelllinien mit und ohne MYCN-Amplifikation bei 1 % O2
und - zur Kontrolle - bei 21 % O2 (Normoxie) kultiviert. Die Messung der WT1-
Expression erfolgte auf RNA-Ebene mittels RT-gPCR und auf Proteinebene mittels
Western Blot.

Arbeitsschritt 2: Nachdem nachgewiesen werden konnte, dass Hypoxie die

Expression von WTL1 in Kelly-Neuroblastomzellen tatséchlich stimuliert, sollte Uberprift
werden, ob dieser Effekt durch HIF-1 und/oder HIF-2 vermittelt ist.

Der Knockdown von HIF-1a und HIF-2a erfolgte durch Transfektion mit spezifischen
siRNAs. Anschlie3end wurden die Neuroblastomzellen fiir 24 h einer Hypoxie (1 % Oz2)
ausgesetzt und die WT1 Expression mittels RT-gPCR und Western Blot gemessen.
Zusatzlich wurden unter Verwendung der CRISPR/Cas9 Technologie stabile, HIF-1a-
und HIF-2a-defiziente Klone von Kelly-Neuroblastomzellen hergestellt. Nach 24-
stindiger Exposition gegentber Hypoxie wurde das WT1-Niveau mittels RT-gPCR und
Western Blot bestimmt.
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Arbeitsschritt _3: Es sollten potenzielle HIF-Bindungsstellen im WT1 Genlocus

ermittelt werden.

Unter Verwendung des UCSC Genome Browsers des ENCODE Projekts wurden
zunéachst in Zusammenschau von Histonmodifizierungen, DNasel-Hypersensitivitat
und des Kernmotivs potenzielle regulatorische HIF-Bindungselemente im WT1-Locus
lokalisiert. AnschlieRend wurde die HIF-Bindung an die identifizierten Elemente mittels

Elektromobilitatshiftassays und Chromatinimmunoprazipitation experimentell validiert.

Arbeitsschritt 4: Es sollte festgestellt werden, ob die identifizierte HIF-Bindungsstelle

Hypoxieempfindlichkeit vermittelt.

Dazu wurden Luciferase-Reporterkonstrukte hergestellt, die entweder einen SV40-
oder den humanen WT1-Promotor enthielten. Anschliel3end wurde untersucht, ob die
5'-Ligation eines 256 bp langen Nukleotids, das die potenzielle HIF-Bindungsstelle aus
dem WT1-Genlocus enthielt, den ansonsten hypoxieresistenten Promotorkonstrukten

Sauerstoffempfindlichkeit verleiht.

Arbeitsschritt_5: Es sollten anhand bioinformatischer Datensatze von grol3en

Tumorkollektiven Zusammenhange zwischen HIF- bzw. WT1-Expression und
klinischem Outcome von Neuroblastomen hergestellt werden.

Mit Hilfe der o6ffentlich verfugbaren R2-Datenbank wurden Kaplan—Meier-Analysen
durchgefiihrt. Mit diesem Tool der Plattform wurde nach signifikanten Unterschieden
im Uberleben von Neuroblastompatienten in Abhangigkeit von ihrer HIF- bzw. WT1-

Expression gesucht.

Arbeitsschritt 6: Es sollte exemplarisch untersucht werden, Gber welche Wirkungen

WT1 moglicherweise das maligne Wachstum von Neuroblastomen férdert.

Hierzu wurde an Neuroblastomzellen (SK-NA-S) mit hoher endogener WT1-
Expression ein Knockdown von WT1 mittels RNA-Interferenz durchgefihrt.
Anschlieend wurde mittels Transwellassays Uberprift, ob WT1 das

Migrationsverhalten von Neuroblastomzellen beeinflusst.
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3 Materialien und Methoden

Allgemeine Bemerkungen:

Alle beschriebenen Methoden wurden, wenn nicht anders spezifiziert, im
gentechnischen Labor der AG Scholz des Instituts flir Vegetative Physiologie unter der
gentechnischen Sicherheitsstufe S1 nach GenTechnikgesetz (GenTG, Anlagen Nr.
165/05) durchgefuhrt. Alle verwendeten Substanzen entsprachen dem analytischen
Reinheitsgrad (,Reinst’, Reinheit > 99 %, siehe Herstellerangaben). Alle fur die
Zellkultur verwendeten Produkte waren fur diesen Gebrauch vom Hersteller
ausgewiesen. Im Folgenden werden zunadchst Bezugsquellen (siehe Tabelle 1),
Gerate (siehe Tabelle 2) und Zusammensetzungen der verwendeten Materialien und

Substanzen (siehe Tabelle 3 und 4) tabellarisch dargestellt.

3.1.1 Bezugsquellen

Tabelle 1: Kommerzielle Bezugsquellen mit Firmensitz

Firma Firmensitz Land
Abcam Cambridge Vereinigtes
Kdnigreich
Addgene Watertown USA
Advansta Menlo Park USA
Amsbio Abingdon Vereinigtes
Kdnigreich
Analytik Jena Jena Deutschland
Applied Biosystems Waltham USA
BD Biosciences Franklin Lakes USA
Beckman-Coulter Brea USA

Berthold Technologies Bad Wildbad Deutschland
Binder Tuttlingen Deutschland
Biochrom Berlin Deutschland
Bioline London Vereinigtes
Kdnigreich
Bio-Rad Hercules USA
biostep Burkhardtsdorf Deutschland
BioTek Winooski USA
Biozym Hessisch Deutschland
Oldendorf
Corning Life Sciences Corning USA
Dharmacon Lafayette USA
Diagenode Seraing Belgien
Don Whitley Scientific Shipley Vereinigtes
Konigreich
eppendorf Hamburg Deutschland
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GE Healthcare Buckinghamshire |Vereinigtes
Kdnigreich
Greiner BioOne Kremsmiunster Osterreich
Hamamatsu Hamamatsu City |Japan
Heidolph Intruments Schwabach Deutschland
Heraeus Hanau Deutschland
Hettich Tuttlingen Deutschland
Intas Science Imaging Instruments Gottingen Deutscland
Invitrogen Carlsbad USA
Labnet International Edison USA
Labsystems Beverly USA
LAUDA-Brinkmann Delran USA
Liebisch Bielefeld Deutschland
Life Technologies Carlsbad USA
Marienfeld Lauda- Deutschland
Kdnigshofen
Merck Millipore Billerica USA
Minerva Biolabs Berlin Deutschland
Novus Biologicals Centennial USA
PAA Laboratories Cdlbe Deutschland
Promega Fitchburg USA
Qiagen Venlo Niederlande
Qualitron Karachi Pakistan
Roche Basel Schweiz
Roth Karlsruhe Deutschland
Santa Cruz Biotechnology Dallas USA
Scientific Industries New York USA
Severin Sundern Deutschland
Sigma Aldrich St. Louis USA
SPOT Imaging Burroughs USA
Tec lab Taunusstein Deutschland
Thermo Fisher Scientific Waltham USA
Thomas Geyer Renningen Deutschland
UniEquip Planegg Deutschland
Whirlpool Benton Harbor USA
Zeiss Oberkochen Deutschland




3.1.2 Gerateliste

Tabelle 2: Gerateliste mit Beschreibung, Bezeichnung und Herstellername

Durchlichtmikroskop

Scientific Digital Camera System

Gerat Bezeichnung Firma
Durchlichtmikroskop Axiovert 35 Zeiss
Kamera SPOT RT SE Monochrome CCD SPOT Imaging

Vortexer

Vortex Genie 2

Scientific Industries

Tischzentrifuge Minizentrifuge Qualitron

Hybridisierungsofen Unitherm Hybridization Oven Model UniEquip
12/24

Laborzentrifuge Laborzentrifuge Universal 30F Hettich

Hybridisierungsofen

Amersham hybridization oven

GE Healthcare

Hypoxie Station

Whitley H35 hypoxy station

don whitley Scientific

Werkbank Zellkultur Hera Safe HS12 Sicherheitswerkbank |Heraeus
Klasse 2
Inkubator COz Inkubator CB 160 Binder

Western Blot, Gel und
Fluoreszenz Imager

ECL Chemostar Advanced Imager

Intas Science
Imaging Instruments

Plattenreader

Synergy HTX Multi-Mode Reader

BioTek

RT-gPCR Light Cycler

StepOne Plus

Applied Biosystems

Tischzentrifuge

3K15 Benchtop Centrifuge

Sigma Aldrich

Schuttelinkubator

311DS Environmental Shaking
Incubator

Labnet International

Fotometer NanoDrop 2000 UV-Vis Thermo Fisher
Spectrophotometer Scientific
Luminometer Luminoskan Labsystems
Fluoreszenzmikroskop Axiovert S100 Zeiss
Kamera Diagnostic SPOT RT SPOT Imaging
Fluoreszenzmikroskop
CCD Kamera Blautisch CCD Camera C 2400 Hamamatsu
Blautisch Bioview transilluminator blue light biostep
Heizblock Test Tube Thermostat TCR 100 Roth
Tischzentrifuge Minizentrifuge Roth
Luminometer FB 12 Tube Luminometer Berthold

Magnetrihrer

MR 3001 Magnetrihrer

Heidolph Intruments

Tischzentrifuge

MIKRO 12/24 Tischzentrifuge

Hettich

Fotometer mit Klivette

DU 730 UV-Vis Spectrophotometer

Beckman-Coulter

Taumelschiittler

WT12 Taumelschittler

Biometra

Warmeschiittler

Thermomixer F1.5

Eppendorf
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Wasserbad

Ecoline 003 E100

LAUDA-Brinkmann

Tischzentrifuge Centrifuge 5415R Eppendorf
Warmeschdittler Thermomixer 5437 Eppendorf
Mikrowelle M505 Microwave Whirlpool
Spannungsgeber fur PowerPac 3000 Bio-Rad
Elekrophoreseapparatur

Blautisch Safe Imager blue light transilluminator | Invitrogen
Semidry Blotting Apparatur | TransBlot SD Bio-Rad
Semidry Blotting Apparatur | Transblot Turbo Bio-Rad
Folienschweil3gerat Folio Severin
Thermoblock Thermoblock Liebisch
Laborzentrifuge Laborzentrifuge Universal 30RF Hettich
Tischzentrifuge Minizentrifuge Biozym
Thermocycler T100 Thermal Cycler Bio-Rad
Thermocycler UNO Il Thermoblock Biometra
Ultraschall fir Protein Biorutpr Plus Diagenode

3.1.3 Chemikalien

Tabelle 3: Verwendete Chemikalien mit Bezeichnung und Hersteller

Bezeichnung Bezugsquelle |Bezeichnung Bezugsquelle
2-Mercaptoetethanol Roth Lithiumchlorid Merck
Acrylamid/Bis Roth Magnesiumacetat Sigma-Aldrich
(Rotiphorese®)
Agar Roth Magnesiumchlorid Sigma-Aldrich
Agarose Roth Magnesiumsulfat Merck
Ammoniumpersulfat Roth Mayer's Haemalaun | Applichem
Ampicillin Roth Medizinische Kohle Charité
Apotheke
Borsaure Merck Methanol Thermo Fisher
Bromphenolblau Sigma-Aldrich Methylenblau FERAK
Calf Thymus DNA Sigma-Aldrich Milchpulver Roth
Chloroform/ Thermo Fisher | Mini Complete Merck
Isoamyalkohol
Chromassie Brilliant Blau | Sigma-Aldrich MOPS Roth
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Citronensaure Roth Natriumacetat Roth
D (+) Glukose Sigma-Aldrich Natriumchlorid Roth
D (+) Saccharose Roth Natriumcitrat Merck
Dithiothreitol Sigma-Aldrich Natriumdesoxycholat | Sigma-Aldrich
EDTA Roth, Merck Natriumdihydrogen Roth
phosphat
Eosin Roth, Sigma- Natriumdodecylsulfat | Sigma-Aldrich
Aldrich
Ethanol ChemSolute Natriumhydrogen Merck
carbonat
FCS Sigma-Aldrich Natriumhydroxid Merck
Formaldehyd 16% Thermo Fisher | Nonidet-40 Roche
Formamid Merck Phenylmethylsulfonyl | Sigma-Aldrich
fluorid
G418 Calbiochem Polyethylenglykol Sigma-Aldrich
Glycerol Th. Geyer Ponceau S Sigma-Aldrich
Glykogen Thermo Fisher |Reinstwasser Sigma-Aldrich
Glycin Roth RNase A Roche
Harnstoff Sigma-Aldrich TEMED Roth
Hefeextrakt Roth Tetranatriumpyrophos | Fluka
phat
HEPES Roth Tris Base Sigma-Aldrich
Isopropanol Merck Tris HCI Sigma-Aldrich
Kaliumacetat Sigma-Aldrich Triton X-100 Roth
Kaliumchlorid Roth Trypanblau Sigma-Aldrich
Kaliumhydroxid Merck Trypsin Merck
LB-Agar Roth Trypton Roth
LB-Medium Roth Tween 20 SERVA
L-Glutamat Sigma-Aldrich e-Aminocapronsaure |Roth
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3.1.4 Losungen und Puffer

Alle verwendeten Losungen wurden entweder mit doppelt destilliertem Reinstwasser
ddH20 oder DEPC behandeltem Wasser angesetzt.

Tabelle 4: Loésungen und Puffer mit Bezeichnung und Zusammensetzung.

Bezeichnung

Zusammensetzung

8,18 g NaCl; 0,186 g KCI; 0,218 g KH2PO4; 2,15 g Na2HPO.; ad

PBS 1000 ml ddH,O
0,1 % (v/v) Diethylpyrocarbonat; ddH-O; Inkubation bei 37 °C fur
DEPC-H,0O mehrere Stunden; Autoklavierung 45 Min

Tris-EDTA-Puffer

25 mM Tris; 192 mM Glycin; 1mM EDTA

10 x TBE-Puffer

108,0 g Tris Base; 9,3 g Na2EDTA, 55,0 g Borsaure; ddH,0O ad
1000; pH 8,3

Western Blot

Bezeichnung

Zusammensetzung

48,4 g Tris Base; 160 g NaCl auf pH 7,6 mit HCl titrieren; ddH20 ad

10 x TBS 2000 ml

TBS-Tween 1x TBS, 0,05% Tween 20

SDS Semi-Dry- 10 mM e-Aminocapronsaure; 10 % (v/v) Methanol; ddH»O ad 2000
Blotpuffer ml

Trenngelpuffer

1,5 M Tris-HCI; 0,4 % (w/v) SDS (pH 8,8)

Sammelgelpuffer

1 M Tris-HCI; 0,8 % (w/v) SDS (pH®6,8); dd H,O ad 250 ml

Trenngel 10%

10 % (v/v) Acrylamid/Bisacrylamid (30/0,8); 25% (v/v)
Trenngelpuffer; 25 % (v/v) ml ddH20; 0,5 % (v/v)
Ammoniumperoxodisulfat (APS; 10%); 0,05 % (v/v)
Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Sammelgelmischung

11 % (v/v) Acrylamid/Bisacrylamid (30/0,8); 12,5 % (v/v)
Sammelgelpuffer; ddH,O ad 50 ml

Sammelgel

2 ml Sammelgelgemisch; 20 pl APS; 2 ul TEMED

Stoppgel

1 ml Acrylamid/Bisacrylamid; 20ul APS; 20 pl TEMED

10 x SDS-Laufpuffer

250 mM Tris Base; 1,92 M Glycin; 1 % (v/v) SDS; ddH»0 ad 2000
mi

2 x SDS
Probenpuffer

100 mM Tris-HCI (pH 6,8) 8 M Harnstoff; 2 % (v/v) SDS; 65 mM
DTT

Zellkultur

Bezeichnung

Zusammensetzung

1 % (w/v) Trypton; 0,05 % (w/v) Hefeextrakt; 1 % (w/v); 1 % (w/v)

LB-Medium NaCl; ddH,0 ad 1000 ml (pH 7,0)
2 % (w/v) Trypton; 0,5 % (w/v) Hefeextrakt; 0,05 % (w/v) NaCl; 1 %
(v/iv) KCI (250mM); ddH20 ad 900 ml (pH 7,0); ddH.O ad 990 ml;
SOB Medium Autoklavieren + 10 ml MgCl, (1 M)
SOC Medium 2 % (w/v) sterilfiltrierte Glukose (1 M); SOB Medium ad 1000 ml

Freezing Medium

65 % /vIv) Glycerol; 0,1 M MgSOg; 0,025 M Tris Base (pH 8);
Autoklavieren

Gefriermedium

Bakterien 65 % Glycerin (v/v), 0,1 M MgSQ4, 0,025 M Tris-HCI, (pH 8), steril
Ampicillin-
Agarplatten LB-Medium, 15g/l Agarose, 100pg/ml Ampicillin

5 x siRNA Puffer

2,24 % (w/v) KCI; 0,72 % (w/v) HEPES; 0,02 % (w/v) MgCl; DPEC-
H.O ad 30 ml; 2 M KOH bis pH 7,3-7,6; DPEC-H,0 ad 100 ml;
Autoklavieren

33




Gefriermedium Zellen

70 % (v/v) Kulturmedium, 20 % (v/v) FCS, 10 % (v/v) DMSO, steril

Trypanblau-Ldsung

0,4 % Trypanblau (w/v) in PBS, steril

Proteinpuffer

Bezeichnung

Zusammensetzung

PE Rohpuffer

6,65 M Urea; 10% (v/v) Glycerol; 1% (v/v) SDS; 10mM Tris pH 6,8

HIF-Lysepuffer

1ml PE-Rohpuffer; 25 pul 1M DTT; 40 ul 25x MC

SDS Lysepuffer

1 % (v/v) SDS; 10 mM EDTA; 50 mM Tris-HCI (pH 8,1)

ChiP

Bezeichnung

Zusammensetzung

CHiP-Lysepuffer
(hypoton)

20 mM HEPES NaOH, pH 7,5; 250 mM Saccharose. 3 mM MgCly;
0,2 % (w/w) Nonidet-40; 3 mM B-Mercaptoethanol)

IP-/Dilutionspuffer

0,01 % (v/v) SDS; 1,1 % Triton X-100; 1,2 mM EDTA; 16,7 mM Tris-
HCI (pH ,1); 167 mM NaCl

Elutionspuffer

1 % (v/v) SDS; 0,1 mM NaHCOs

Waschpuffer:
Niedriges Salzantell

0,1 % (v/v) SDS; 1 % Triton X-100; 2 mM EDTA; 20 mM Tris-HCI
(pH 8,1); 150 mM NacCl

Waschpuffer: Hoher
Salzantell

0,1 % (v/v) SDS; 1 % Triton X-100; 2 mM EDTA; 20 mM Tris-HCI
(pH 8,1); 500 mM NaCl

LiCl-Waschpuffer

0,25 M LiCl; 1 % NP-40; 1 % Natriumdesoxycholat; 1 mM EDTA,; 10
mM Tris-HCI (pH 8,1)

TE Puffer

10 mM Tris-HCI (pH 8); 1 mM EDTA

EMSA

Bezeichnung

Zusammensetzung

Bindepuffer EMSA

10 mM Tris-HCI, pH 7,5; 50 mM KCI; 50 mM NaCl; 1mM MgCly; 5
mM DTT; 5 mM Phenylmethylsulfonylfluorid

Kernextrakt Puffer A
(EMSA)

1 mM HEPES pH 7,9; 1,5 mM MgCl; 10 mM KCI; vor Benutzung:
0,5 mM PMSF; 0,5 mM DTT,; 0,4 % Nonidet P40; 1x Mini Complete
Proteaseinhibitor

Kernextrakt Puffer B
(EMSA)

20 mM HEPES ph 7,9; 420 mM NacCl; 1,5 mM MgCl; 0,2 mM
EDTA; vor Benutzung: 0,5 mM PMSF; 0,5 mM DTT; 1x Mini
Complete Proteaseinhibitor

Gel-Ladepuffer

80% Formamid; 1 x TBE-Puffer; 0,1 % Bromphenolblau; 0,1 %
Xylencyanol

20 x SSC

175,3 g NaCl; 88,23 g Tri-Natrium-Citrat; ddH>O ad 900 ml; pH 7,0

3.2 Primer und Oligonukleotide
Tabelle 5: RT-gPCR-Primer und ChIP-Primer. Leserichtung von 5°- zu 3‘-Ende

Bezeichnung Sequenz

RT-gPCR

WT1-F CACACGTCGCACATCCTGAAT
WT1-R CAGCTGGAGTTTGGTCATGTT
Aktin-F AGAAAATCTGGCACCACACC
Aktin-R GCCATGTGTTGCTCGAAGTC
CA9-F ACACTGTGGAAGGCCACCGTTTCC
CA9-R GACAGCAACTGCTCATAGGCACTG
Epo-F AGGCCAAGGAGGCCGAGAATATCA
Epo-R CACGGCTGGGAAGAGTTGACCAA
HIF-10-F CAGCCGCTGGAGACACAATCATAT
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HIF-1a-R

TTCTTGATTGAGTGCAGGGTCAGC

rev

HIF-20-F ATGGTAGCCCTCTCCAACAAGTGTG
HIF-20-R CTCAGTGGCTTGTCCGGCATCAAA
ChlIP Primer

EGLN3-fwd 5-AGTGTCCGTTCCCAGCTCAG-3
EGLNS3-rev 5-TAGGCACAGTAAACAGGCC-3
WT1promoter-

fwd 5'-ACCTGAACGGACTCTCCAGT-3'
WT1promoter-

5'-CTCGGAGACACCCTCCTCTT-3'

WTlintron3-fwd

5'-CACTTCCGAACAGGCAGAGT-3

WT1lintron3-rev

5'-GCTCAACACCCAGCTCTCAT-3'

WT1lintronl-fwd

5'-GCCAGCAGGCATTACACTTC-3

WTlintronl-rev

5-TCCAGGGTGGAGAAGAAGGA-3'

ChlIPneg-fwd 5'-ACAGTAAGGCCCAACACTGC-3'
ChiIPneg-rev 5-AACCGGCCAGGCAATAACTG-3
WT1-Ex3-fwd 5'-GCTCAGCTGTCTTCGGTTC-3'
WT1-Ex3-rev 5'-CAAGGACCCAGACGCAGAG-3
WT1-Ex5-fwd 5'-CCAGATCCATGCATGCTCCA-3'
WT1-Ex5-rev 5'-TAACTCCTGCATTGCCCCAG-3'
WT1-Ex7-fwd 5-GTAGCCCCGACTCTTGTACG-3
WT1-Ex7-rev 5'-GCAGTGTGAGAGCCTGGAAA-3
WT1-Ex9-fwd 5'-CAGACATTGCAGGCATGGC-3
WT1-Ex9-rev 5'-GTGTGGGTCTTCAGGTGGTC-3'

Tabelle 6: Oligonukleotide fir EMSA

Bezeichnung

Sequenz

WT1-HRE-sense

5-[Cy5]-CTGAAATGCCTACGTGACCACAGTGGTC-3'

WT1-HRE-antisense

5'-GACCACTGTGGTCACGTAGGCATTTCAG-3'

WT1-HREmut-sense

5'-[Cy5]-CTGAAATGCCTAAAAAACCACAGTGGTC-3'

WT1-HREmut-antisense

5'-GACCACTGTGGTTTTTTAGGCATTTCAG-3'

EPO-HRE-sense

5'-[Cy5]-GCTGGGCCCTACGTGCTGTCTCACACAG-3'

EPO-HRE-antisense

5'-CTGTGTGAGACAGCACGTAGGGCCCAGC-3

Tabelle 7: CRISPR/Cas9-Primer flr sgRNAs

Bezeichnung Sequenz

hHIF-1a C/Cas9 F2

CACCGCTCGAGATGCAGCCAGATCT

hHIF-1a_C/Cas9 R2

AAACAGATCTGGCTGCATCTCGAGC

hHIF-2a_C/Cas9 F1

CACCGCAAGGCCTCCATCATGCGAC

hHIF-2a C/Cas9 R1

AAACGTCGCATGATGGAGGCCTTGC
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3.3 Methoden der Zellkultur

3.3.1 Kultivierung und Konservierung von Zelllinien

Die SK-N-AS-, SH-SY-5Y-, IMR-32-, SK-N.BE(2)- und die SH-EP1-Zellen wurden von
der American Type Culture Collection erworben. Die humanen Kelly-Zellen
entstammten der ,Leibniz Institute DSMZ-Deutschen Gesellschaft fur
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH®. Bei allen verwendeten Zelltypen handelte
es sich um adharente, in Mono- bzw. Multilayer (Kelly) wachsende humane Zellen. Alle
verwendeten, immortalisierten Zelllinien wurden urspringlich aus Neuroblastomen
unterschiedlicher Charakteristika isoliert (fur Details siehe Tabelle 8). Alle Zelllinien
wurden in einem Inkubator bei 37 °C, 95 % Luftfeuchtigkeit, 21 % Oz und 5 % CO: auf
Kunststoffzellschalen (Thermo Fisher Scientific) kultiviert. Bis auf die Kelly-Zellen
wurden alle Neuroblastomzelllinien in DMEM/Ham’s F12 (,high glucose®, PAA
Laboratories) mit stabilem Glutamin und 10 % FCS (Biochrom) kultiviert. die Kelly-
Zellen hingegen wurden in RPMI 1640 (,high glucose”, PAA Laboratories) mit
GlutaMax (TheDmo Fisher Scientific) und 10 % FCS kultiviert. Zur Erhaltung einer
optimalen Konfluenz der Zellen wurden die adharenten Zellen zur Passagierung nach
zweimaligem Waschen mit PBS vorsichtig mit Trypsin (Merck) von der Zellkulturschale
geldst. Die Passagierung erfolgte dreimal pro Woche nach Beurteilung von Konfluenz
und Zellmorphologie unter dem Lichtmikroskop (Axiovert 35, Zeiss). Hierbei erfolgte
die optische Bestimmung der Zellzahl unter dem Lichtmikroskop (Zeiss) nach
Trypanblaufarbung (zur Ermittlung der Fraktion nicht vitaler Zellen) unter Zuhilfenahme
einer verbesserten Neubauer-Zahlkammer (Marienfeld). AnschlieRend wurden die
Zellen in optimaler Verdiunnung in frischem Medium suspendiert und erneut ausgesat.
Eine Mykoplasmenkontamination wurde regelmafiig mit Hilfe des Venor®GeM Kits
(Minerva Biolabs) ausgeschlossen.

Zur Erhaltung einer kontinuierlichen Reserve von Originalzelllinien moglichst friher
Passage erfolgte die Kryokonservierung aller kommerziell erworbenen und generierten
stabilen Zelllinien in Stickstofftanks (Tec lab) bei -196 °C. Dafir wurden die zu
konservierenden Zellen in geeigneter Konfluenz auf einzelnen 10-cm-
Zellkulturschalen (Thermo Fisher Scientific) in moéglichst friiher Passage vorbereitet.
Es erfolgte die Suspension der Zellen in geeignetem Zellmedium mit 10 % DMSO
(Santa Cruz) und 20 % FCS (Sigma) nach Ablosung der adharenten Zellen durch
Trypsinierung und Gewinnung eines Zellpellets durch Zentrifugation bei 1000 g. Vor
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der eigentlichen Kryokonservierung erfolgte die schonende und gleichmé&Rige Kuhlung
der Kryoréhrchen (Greiner BioOne) auf -20 °C mit Hilfe eines Gefriercontainers
(Nalgene).

Das Auftauen der Zellen erfolgte zligig durch Resuspension in 37 °C warmen Medium.
Zum Auswaschen des toxischen Gefriermediums DMSO erfolgte die mehrfache
Zentrifugation bei 1000 g und mehrfache Resuspension des Zellpellets in frischem
Medium. Die Aussaat und Kultivierung erfolgte, wenn nicht anders beschrieben, in 10-

cm-Zellkulturschalen (Thermo Fisher Scientific).

Tabelle 8: Charakteristika der verwendeten Zelllinien

Zelllinie | Katalognummer | Bezugsquelle |Ursprung Klinische | MYCN-
Daten Amplifikation
Kelly ACC-355 DSMZ Nicht nédher beschrieben | fehlen Ja
SK-N- | CRL-2137 ATCC Knochenmarksmetastase | weiblich, 6 | Nein
AS eines Kindes mit Jahre alt,
schlechtdifferenziertem kaukasisch
embryonalem
Neuroblastom
SH-SY- | CRL-2266 ATCC dreifach klonierte weiblich, 4 | Nein
5Y Sublinie (SK-N-SH -> Jahre alt
SH-SY -> SH-SY5 ->
SH-SY5Y) der Zelllinie
SK-N-SH, die 1970 aus
einer
Knochenmarksmetastase
isoliert wurde.
IMR-32 | CCL-127 ATCC abdominelles mannlich, |Ja
Tumorkonglomerat mit 13 Monate
Diagnosestellung alt,
Neuroblastom und zum | kaukasisch
Teil organoid
differenzierten Arealen
SK-N- CRL-2271 ATCC Etablierung aus einer mannlich, |Ja
BE(2) Knochenmarksbiopsie 2 Jahre alt
eines Kindes mit
disseminiertem
Neuroblastom und nach
mehreren Zyklen
Radiochemotherapie
SH-EP1 | CRL-2269 ATCC Nicht naher beschrieben | fehlen Nein

3.3.2 Versuche unter Hypoxie und unter Verwendung von Hypoxiemimetika

Alle Hypoxieversuche wurden in der Whitley H35 Hypoxystation (Don Whitley
Scientific) durchgefuhrt. Dadurch konnte ein unterbrechungsfreies, gleichbleibendes
Milieu, auch wahrend intermittierender Versuchsschritte, gewahrleistet werden.

Die hypoxischen Bedingungen waren, sofern nicht anders beschrieben, 37 °C, 5 %

CO2und 1 % O2 fir mindestens 24 Stunden. Als weiteres Modell kam die simulierte
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Hypoxie mittels Verwendung von Dimethyloxalylglycin (DMOG) - ein kompetitiver
Inhibitor der Prolylhydroxylasen - zur Anwendung. Hierfir wurde dem
Zellkulturmedium bei normoxischen Bedingungen (21 % O2) DMOG in einer

Endkonzentration von 1 mM fur mindestens 24 h hinzugegeben.

3.3.3 Transiente Transfektionen

Wenn nicht anders beschrieben, erfolgten die Transfektionen von Kelly- und SK-NA-
S-Neuroblastomzellen bei einer Konfluenz von ca. 60-70 %. Die Zellen wurden mit
unterschiedlichen Mengen an Plasmid-DNA transfiziert. Zunachst erfolgte die
Inkubation von Plasmid, serumfreiem Zellkulturmedium und Fugene® 6
Transfektionsreagenz (Roche) in einem 1 pg zu 3 pl Verhaltnis von Plasmid-DNA zu
Fugene® 6 fur 20 min bei Raumtemperatur. Es erfolgte ein Mediumwechsel bei den
zu transfizierenden Zellen. Danach wurde der Transfektionsansatz vorsichtig dem
Zellkulturmedium zugegeben und mit diesem vermischt. Danach erfolgte eine 24-
stiindige Inkubation der Zellen bei 21 % O2. Anschlielend wurde ein Teil der Zellen fur
weitere 24 h bei 1 % O2 bzw. unter Zusatz des Hypoxiemimetikums DMOG unter

normoxischen Bedingungen kultiviert.

3.3.4 Knockdown mittels RNA-Interferenz (siRNA)

Die zu transfizierenden Kelly-Zellen wurden zunachst auf 6-Loch-Platten (Thermo
Fisher Scientific) ausgesat und bis zu einer Dichte von etwa 60 % bei 21 % Oz kultiviert.
Anschlie3end wurden sie jeweils mit einem Gemisch aus vier verschiedenen siRNAs
gegen das humane HIF-17a (ON-TARGETplus, SMARTpool siRNA, L-004018-00-
0005, NC_000014.9; Dharmacon), gegen das humane HIF-2a (ON-TARGETDplus,
SMARTpool siRNA, L-004814-00-0005, NC_000002.12; Dharmacon) und als
Negativkontrolle mit vier nicht zielgerichteten siRNAs (siGENOME non-targeting
SsiRNA pool 2; Dharmacon) mit dem Dharmafect | Transfektionsreagenz (Dharmacon)
nach Herstellerprotokoll transfiziert. Dabei wurden, wenn nicht anders angegeben,
5,26 pmol/cm? der siRNA und 1,04 pl/cm? Dharmafect | Transfektionsreagenz
verwendet. Nach 24 h Inkubation unter normoxischen Bedingungen wurden die Zellen
fur 24 h unter Hypoxie (1 % O2) gesetzt und anschliel3end Protein und mRNA zur

Analyse gewonnen.
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3.3.5 Transwell-Migrationsassays

Fur die Migrationsassays wurden die SK-N-AS-Zellen in 12 Loch-Platten (Thermo
Fisher Scientific) nach oben beschriebenem Protokoll mit gegen WT1 gerichteter
SsiRNA oder Kontroll-siRNA transfiziert und fir 24 h bei Normoxie inkubiert. Fiur die
Kelly-Zellen erfolgte die Inkubation bei Hypoxie (1 % O32). Die Migrationsassays wurden
in 24-Loch-Transwellfilteransatzen (Corning Life Sciences) durchgefiihrt. Diese
wurden vorbereitet, indem die bendtigten Locher einer 24-Loch-Platte (Thermo Fisher
Scientific) mit 600 pl serumhaltigen Medium (37°C) beftllt wurden. Die Zellen einer 10-
cm-Schale wurden anschlieRend von tberschiissigem Medium befreit, der Monolayer
zweimal mit 37 °C warmen PBS gewaschen und mit 100 pl 1x Trypsin (Merck)
vorsichtig von der Zellkulturplatte gelost. Die Resuspension der Zellen erfolgte
zunachst zum Stopp des Enzymverdaus in serumhaltigem Medium. Die Bestimmung
der Zellzahl erfolgte unter dem Lichtmikroskop (Zeiss) nach Trypanblaufarbung (zur
Ermittlung der Fraktion nicht vitaler Zellen) unter Zuhilfenahme einer verbesserten
Neubauer-improved-Zahlkammer (Marienfeld). Hiernach wurde die Zellsuspension fur
3 min bei 1000 rpm zentrifugiert und das gewonnene Zellpellet in serumfreiem Medium
mit einer Endkonzentration von 0,33 * 108 Zellen/ml aufgenommen und jeweils 100 pl
in das entsprechende Inlay eines 24-Loch-Transwellfilters pipettiert. AnschlieRend
wurde die 24-Loch-Platte fur weitere 24 h unter Normoxie (oder Hypoxie fur die Kelly-
Zellen) inkubiert.

Zur Zellfixierung und -farbung wurden die Inlays aus den Platten geldst und vorsichtig
vom Medium befreit. Nach zweimaligem Waschen mit PBS wurde die Innenseite jedes
Filters mit Hilfe eines Wattestdbchens vorsichtig, aber grundlich, fir 30 s von nicht
migrierten Zellen befreit. Nach einem erneuten Waschschritt mit PBS wurden die
migrierten Zellen auf der Unterseite durch ein zweiminitiges Bad in 100 % Methanol
fixiert. Nach Auswaschen des Methanols mit PBS wurden die Membranen dann
vorsichtig mit Hilfe eines Skalpells aus den Inlays herausgeschnitten. Die Farbung der
migrierten Zellen erfolgte fir 10 min mit 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI,
ThermoFisher Scientific) unter Lichtabschluss. Nach 10 min Waschen in PBS konnte
die Membran dann auf ein Deckglas gelegt und unter dem Mikroskop (Axiovert S100,
Zeiss) analysiert werden.

Von jedem Filter wurde ein Bild in 40-facher VergroRerung aufgenommen und mit Hilfe
von ImageJ (National Institutes of Health und Laboratory for Optical and Computational

Instrumentation) ein bin&res Bild generiert (siehe Abbildung 3). Die Bilder wurden dann

39



mit Hilfe einer modifizierten und standardisierten Partikelanalyse verarbeitet und somit
die Zellzahl automatisch ermittelt (Bild in 40-facher Vergréf3erung entspricht einem
Drittel der Gesamitfilterflache).

Bild in 40-facher VergroRerung Binares Bild zur Partikelanalyse

Abbildung 3: Generierung eines binaren Bilds aus der Aufnahme eines mikroskopischen Bildes der
fixierten Filter aus einem der Transwellmigrationsassays

Die Aufnahme erfolgte in 40-facher VergroRerung. AnschlieRend wurde in ImageJ nach Generierung
einer binaren Kopie eine standardisierte, automatisierte Partikelanalyse durchgefihrt.
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3.4 Molekularbiologische Methoden

3.4.1 CRISPR/Cas9 Knockout von HIF-1la, HIF-2a und WT1 in Kelly-

Neuroblastomzellen

Target (20bp) y PAM

5’ . .AATGGGGAGGACATCGATG TCACCTCCAATGACTAGGGTGGRCAACCAC. . 37
RRRBUANERRNERA SN ARV RERENE

3" . .TTACCCCTCCTGTAGCTACAGTGGAGGTTACTGATCCCACCCETTGETG. . 5

(RRRRRENRRRRERRRRRRE

5 GUUYUAGAGCUAG 4

v il UL 5
. BUUCAACUAUUG CCUGAUC GGAAUMAAAUL CGAUA
gl |
ARAGUGGCACCGA
\ RRRRRR I
3\ UUUUUUCGUGGLUY Cas9

Abbildung 4: Schematische Darstellung der sequenzspezifischen DNA-Interaktion der Cas9 mittels
sgRNA

Die Zielsequenz der Doppelstrang-DNA ist mit der blauen Linie gekennzeichnet. Die in rosa
gekennzeichnete PAM Sequenz ist auch auf der sgRNA enthalten und essenziell fir den exakten
Doppelstrangbruch, der drei Basenpaare upstream der PAM Sequenz mit Hilfe der Cas9 induziert wird.
Abbildung aus (Ran et al., 2013).

Prinzipien der CRISPR/Cas9-Technik

Die CRISPR/Cas9 (,clustered regularly interspaced short palindromic repeats® und

,CRISPR associated protein 9”) Technologie ermdglicht es, genomische
Veranderungen durch gezielte DNA-Doppelstrangbriiche zu induzieren (Ubersicht in
(Doudna & Charpentier, 2014)). Sie basiert auf einem in Bakterien und Archaeen weit
verbreiteten Abwehrmechanismus gegen invadierende Nukleinsauren wie z.B. Viren.
Bis heute wurden drei verschiedene Typen (I-lll) von CRISPR-Systemen in
verschiedenen Bakterien und Archaeen beschrieben und charakterisiert (Makarova et
al., 2011). Sogenannte CRISPR-Loci im jeweiligen Genom beinhalten CRISPR
assoziierte Gene (Cas), nicht kodierende RNAs und charakteristische repetitive
Basenelemente. Diese Wiederholungen werden regelmaldig von kurzen, variablen
Sequenzen unterbrochen, die von fremden Nukleinsduren abstammen. Diese
sogenannten Protospacer bilden zusammen mit den repetitiven Sequenzen die
sogenannte crRNA (CRISPR-RNA). Entscheidend fur das Schneiden der spezifischen
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DNA-Sequenz ist die zwingend mit dem Protospacer assoziierte PAM-Sequenz
(protospacer adjacent motif). Der crRNA-Locus kodiert nicht nur fur die sequenz- und
schnittspezifische guide-RNA, sondern auch fiur die zur Prozessierung wichtige
tracrRNA (transactivating crRNA). In der Molekularbiologie findet das am besten
charakterisierte Typ Il CRISPR System breite Anwendung und ist den Zink-Finger-
Nukleasen und den TALENS (transcription activator-like effector nuclease) in vielerlei
Hinsicht Uberlegen (Gaj, Gersbach & Barbas, 2013). Hier werden crRNA und tracrRNA
zur 20 bp langen single guide RNA (sgRNA) fusioniert und ermoglichen so eine fast
unbegrenzte Zahl an Schnittstellen in unmittelbarer Nahe der upstream PAM-Sequenz
5"-NGG (Ran et al., 2013).

Nach dem DNA-Schnitt gibt es in humaner DNA zwei verschiedene
Reparaturmechanismen, die man sich fur unterschiedliche Zwecke des Genom-
Ingenieurswesens zu Nutze macht: ,Non homologous end joining“ (NHEJ) und
.,Homology directed repair® (HDR). HDR bezeichnet einen auf einer DNA-
Reparaturschablone basierenden Mechanismus, der zum prazisen Andern einzelner
Basenabschnitte in der Zielsequenz genutzt wird. Das fehlerhafte NHEJ kann man sich
zu Nutze machen, um nach einem Doppelstrangbruch Insertionen und Deletionen bei
der Reparatur des Locus zu verursachen und so eine Verschiebung des DNA-
Leserasters (Frameshift Mutation) oder den vorlaufigen Abbruch der Translation
(frihzeitiges Stopcodon) zu induzieren. Das resultierende Protein ist dadurch in einer
Weise veréandert, dass von einer Funktionslosigkeit ausgegangen werden kann, bzw.

ein stabiler Knockout des Proteins erzeugt wurde.

Klonierung des CRISPR/Cas9 — GFP Plasmids:
Es wurde das Plasmid pSpCas9(BB)-2A-GFP (Addgene plasmid # 48138;
http://n2t.net/addgene: 48138; RRID: Addgene_48138) fur die Klonierung verwendet.

Abbildung 5 zeigt eine schematische Darstellung des ca. 9300 bp langen Plasmids. Es

beinhaltet die Expressionskassette flr das Cas9-Protein von Streptococcus pyogenes
und einen Klonierungsbereich fiir eine beliebige single-guide-RNA. Tabelle 7 zeigt die
Oligonukleotidsequenzen, die in das Plasmid kloniert wurden, um eine spezifische
Cas9-Expression und den gewtinschten Doppelstrangbruch an der korrekten Stelle im
Genom zu induzieren. Nach erfolgter Transfektion kommt es zur Koexpression eines
grin fluoreszierenden Proteins (GFP). Unter dem UV-Mikroskop konnten so die

transfizierten Zellen identifiziert und die ungeféhre Transfektionseffizienz bestimmt
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werden. Die Optimierung des Transfektionsprotokolls flihrte zu verbesserten
Effizienzen Uber 5 %, sodass die anschlieRende Zellsortierung vereinfacht und die

Ausbeute an Einzelzellkolonien erhdht wurde.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des CRISPR/Cas9 GFP-gekoppelten Klonierungsplasmids
pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458) von AddGene

Ganz auf3en in schwarz sind in der Sequenz enthaltene Schnittstellen fiir Restriktionsenzyme
angegeben. Die Zahl in Klammern hinter der Bezeichnung der Schnittstelle beschreibt die Lage auf dem
ca. 9300 bp langen Plasmid. Spezifische Stellen der funktionellen Sequenz sind in lila dargestellt.
AuRerdem sind funktionelle Abschnitte, wie z.B. die fur das griin fluoreszierende Protein kodierende
Sequenz oder die fur die Ampicillinresistenz kodierende Sequenz, mit farbigen Pfeilen schematisch
dargestellt (Feng Zhang, Addgene plasmid # 48138; http://n2t.net/addgene: 48138; RRID:
Addgene_48138).
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Linearisierung und Dephosphorylierung des Plasmids:

Die Linearisierung des Plasmids erfolgte mit dem Restriktionsenzym Bpi | FD Thermo
(ThermoFisher Scientific). Dazu wurden 7,5 pg Plasmid-DNA mit 7,5 ul Bpi | FD
Thermo (#FD1014, ThermoFisher Scientific) und 10 pl 10x FD Puffer (Thermo Fisher
Scientific) ad 100ul ddH20 fur zehn Minuten im Wasserbad inkubiert. Anschlie3end
wurde 5 pl Alkaline Phosphatase (#FD0654 Fast AP, Thermo Fisher Scientific)

hinzugegeben und weitere 30 min bei 37 °C im Wasserbad inkubiert.

Gelelektrophorese und DNA-Aufreinigung:

Zur Verifizierung der erfolgreichen Linearisierung wurde die gesamte Probe (mit 1 x
Ladepuffer) auf ein 1 %iges Agarosegel mit 0,5 % (v/v) SYBR Green Reagenz geladen
und 1 h bei 80 V aufgetrennt. Das unbehandelte Plasmid wurde als Vergleichskontrolle
herangezogen. Das linearisierte Plasmid wurde mit 2 mm Randabstédnden aus dem
Gel herausgeschnitten und mit dem Mini Elute Gel Extraction Kit (Qiagen) nach

Herstellerangaben aufgereinigt und eluiert.

Phosphorylierung und Annealing der zu ligierenden Oligonukleotide:

Tabelle 9: Schema fir Annealing und Phosphorylierung der Oligonukleotide

F-Primer 100 ng
R-Primer 100 ng
Ta-Polynukleotidkinase 10 u/ul | 0,5 pl
(Promega)

10x Kinase Puffer (Promega) 0,5 ul
ATP 10 mM (Thermo Fisher Scientific) 0,5 pl
ddH20 Ad 5 pl

Die Proben wurden 30 min bei 37 °C im Thermocycler inkubiert. Nach Erhitzen auf 95
°C fir 5 min wurden die Proben mit einer Kihlrate von AT = -5 °C/min auf

Raumtemperatur abgekuhilt.
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Ligation von phosphoryliertem Oligonukleotid und linearisiertem, dephosphoryliertem

Plasmid:

Tabelle 10: Ligationsschema

Plasmid 30 ng
Oligonukleotid-Mix 75 ng
Ta-Ligase 20 u/pl (Promega) 1l

2x Rapid Ligase Puffer (Promega) 5ul
ddH20 Ad 10 pl

Es folgte eine zehnminutige Inkubation bei Raumtemperatur.

Transformation des Ligationsprodukts in kompetente E. coli und Plasmidaufreinigung:

Sofern nicht anders beschrieben, erfolgten alle Arbeitsschritte bei mindestens 4 °C
bzw. wahrend standiger Kuhlung auf Eis. Das Ligationsprodukt wurde im Verhéltnis
1:10 zu kompetenten TOP 10 E. coli gegeben und fur 30 min auf Eis inkubiert. Die
Transformation erfolgte bei 42 °C fur 1 min im Wasserbad. Anschliel3end wurde nach
einminutiger Kuhlung auf Eis das zehnfache Volumen an SOC Medium hinzugegeben
und die Suspension fir 1 h bei 37 °C im Inkubator prainkubiert. Die
Bakteriensuspension wurde bei 6000 rpm 1 min lang zentrifugiert, der Uberstand bis
auf 20 ul entfernt und die Resuspension auf mit Ampicillin versetztem Agar ausplattiert.
Die Platten wurden Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Fur jedes Oligonukleotidkonstrukt wurden 4 bis 6 Bakterienkolonien mit Hilfe einer
Pipettenspitze von der Agarplatte isoliert, in 5 ml LB Medium mit 0,1 % (v/v) Ampicillin
resuspendiert und Uber Nacht als Schuttelkultur bei 37 °C inkubiert. Am folgenden Tag
wurde das Plasmid mit dem PureYield Plasmid Miniprep System (Promega) nach
Herstellerangaben aus den Bakterien isoliert und zur Uberpriifung des korrekten

Inserts zum Sequenzieren eingeschickt (Serviceleistung durch MWG Eurofins).

Plasmidtransfektion:
Die Transfektion der CRISPR/Cas9-Konstrukte erfolgte in ca. 60 % konfluenten Kelly-

Zellen auf 6-Loch-Zellkulturplatten (Thermo Fisher Scientific). Nach 24 h wurde die
Transfektionseffizienz unter dem Fluoreszenzmikroskop (Axiovert S100, Zeiss)
Uberprift und bei ausreichender Zahl an griin fluoreszierenden Zellen die Zellen fur

die Durchflusszytometrie vorbereitet.
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FACS — Durchflusszytometrische Zellsortierungq:

Zur Vorbereitung der Zellsortierung erfolgte die Gewinnung von konditioniertem,
zellspezifischem Medium. Dazu wurde zundchst RPMI-Medium (Thermo Fisher
Scientific) von ca. 50 % konfluenten Kelly-Zellen (10-cm-Zellkulturschalen)
abgenommen und fur 10 min bei 5500 rpm zentrifugiert, um eventuelle Zellen und
Zelltrtmmer vom Medium zu trennen. Der Uberstand wurde anschlieBend durch
Membranen mit 0,2 pm Porendurchmesser filtriert. Die Verwendung des
konditionierten Mediums erfolgte, wenn nicht anders beschrieben, im Verhaltnis 1:1
mit frischem Medium. Vor der Durchflusszytometrie wurde eine entsprechende Anzahl
an 96-Loch-Platten mit diesem Medium und Penicillin/Streptomycin zur Vorbeugung
von bakteriellen Verunreinigungen wahrend des semisterilen Sortings befillt und auf
37 °C erwarmt. Die transfizierten Zellen wurden zunachst von uUberschissigem
Medium befreit und zweimal mit PBS gewaschen. Danach wurden die Zellen mit 1x
Trypsin (Merck) vorsichtig von der Zellkulturschale geldst und in frischem Medium
resuspendiert. Nach Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen bei 3000 rpm fiur 3
min abzentrifugiert, das Pellet mit PBS gewaschen und in 500 ul PBS aufgenommen.
Anschlieend wurden die Zellen auf Eis zur FACS-Core Facility des Deutschen
Rheumaforschungszentrums bzw. Berlin Center for Regenative Therapies
transportiert. Dort wurden die Zellen zur Vermeidung von Zellklumpen durch einen
Filter mit 30 pum Porendurchmesser filtriert und die GFP-positiven Zellen im BD
FACSAria™ [l (BD Biosciences) mittels Einzelzellsorting in die vorbereiteten 96-Loch-
Platten sortiert (Serviceleistung der FACS Core Facility des DRFZ).

Diese wurden im Anschluss weiterhin mit Penicillin/Streptomycin-Zusatz in
konditioniertem Medium kultiviert und bei entsprechender Koloniegrof3e bzw.
Konfluenz auf groRere Zellkulturplatten und -schalen expandiert.

Einzelklonprifung und Bestatigung des Knockouts auf genomischer Ebene:

Aus den verschiedenen Klonen wurde nach dem unten beschriebenen Protokoll (siehe
SDS Page und Western Blot) Protein zum Nachweis des Knockouts mittels Western
Blot gewonnen. Bei positivem Western Blot Ergebnis wurde ,ebenfalls mit Hilfe des
Gentra Puregene Kits (Qiagen), nach Herstellerprotokoll genomische DNA isoliert und
unter Verwendung von Primern, die die zu modifizierende Genregion flankierten,

mittels PCR amplifiziert.
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Die PCR erfolgte dabei nach folgendem Schema:
Tabelle 11: PCR Schema gDNA

Genomische DNA 2 ul (50 ng/ul)
dNTPs 1 pl (10mM)
F-Primer 1pl

R-Primer 1l
Ampli-Taq Polymerase (Roche) 0,2 pl (1 U/pl)
ddH20 Ad 25 pl

Das PCR-Gemisch wurde zuné&chst fir 5 min auf 94 °C erhitzt. Anschliel3end erfolgten
40 Zyklen mit Denaturierung bei 94 °C fur 30 sec, Primerhybridisierung bei 60 °C fur
30 sec und dem Elongationsschritt bei 72 °C fir 45 sec.

Die PCR-Produkte wurden anschlieRend gelelektrophoretisch aufgetrennt und mit dem
MiniElute PCR Purification Kit (Qiagen) nach Herstellerprotokoll aufgereinigt und
sequenziert (MWG Eurofins). Die erhaltene Sequenz wurde zum Abschluss mit der
Wildtypsequenz verglichen, um die genaue Mutation nachzuweisen und letztlich einen
homo- oder heterozygoten Knockout (folgend aus einer Frameshift-Mutation)

nachzuweisen.

3.4.2 RNA-Extraktion

Zur Extraktion der Gesamt-RNA wurde unter sterilen Bedingungen das Kulturmedium
entfernt und die Zellen vorsichtig mit eiskaltem PBS (Thermo Fisher Scientific)
gewaschen. Die Zelllyse erfolgte durch Zugabe von TriZol®-Reagenz (Invitrogen) bzw.
RNA-Bee (Amsbio). Die Zellsuspension wurde 5 min lang homogenisiert und nach
Zugabe von 0,2 ml Chloroform pro 1 ml TriZol® fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach anschlieRender Zentrifugation (12000 g, 15 min, 4 °C) zur Phasentrennung
wurde die obere wassrige Phase in ein neues Reaktionsgefal3 Gberfihrt, es folgte die
RNA-Préazipitation mit 0,5 ml Isopropanol, Waschen des RNA-Pellets in 75 %-igem

Ethanol und die Resuspension in RNase freiem Wasser.

3.4.3 Bestimmung der optischen Dichte: Konzentrationsbestimmung von DNA,

RNA und Protein

Zur Bestimmung der optischen Dichte (OD) der Nukleinsauren wurde eine Messung

bei 260 nm im NanoDrop 2000 (Thermo Fisher) im Abgleich gegen das verwendete
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Losungsmittel (Wasser bzw. Puffer) durchgefuhrt. Einer OD von 1 bei 260 nm
entsprechen 50 pg/ml dsDNA und 40 pg/ml RNA. Zur Bestimmung der Verunreinigung
der Proben mit Proteinen wurde zusatzlich die OD bei 280 nm gemessen. Lag das
Verhaltnis 260/280 zwischen 1,6 und 1,8 (DNA) bzw. 1,8 und 2,0 (RNA), wurde die
ausreichende Reinheit der Proben angenommen. Zur Konzentrationsbestimmung der
Proteinproben wurde die OD bei 280 nm und 260 nm ermittelt und mit Hilfe der Formel
1,55 x OD280 - 0,76 x OD260 der Proteingehalt bestimmt (Stoscheck, 1990).

3.4.4 Reverse Transkription

Zur Vergleichbarkeit der Proben wurden 2 pg Gesamt-RNA direkt nach der Isolation
fur die Umschreibung zu cDNA verwendet. Die RNA-L6sung wurde mit RNase-freiem
Wasser auf 11 ul aufgefillt. Nach Zugabe von 1 pl dNTPs (Bioline) und 1 pl OligodT
bzw. RandomHexamer erfolgte eine funfminitige Inkubation bei 65 °C im
Thermocycler. Nach mindestens 1 min bei 4 °C wurde ein Mastermix bestehend aus 4
pl 5x RT Puffer, 2 ul 0,1 M DTT und 0,5 pl SST Il Reverse Transkriptase hinzugegeben
und anschlieRend 50 min lang bei 65 °C und 15 min lang bei 75 °C inkubiert. Die cDNA
wurde mittels RT-gPCR vermessen und bei -20 °C gelagert.

3.4.5 SDS-Page und Western Blot

Fur die Proteingewinnung aus den Zellen wurde das Zellkulturmedium entfernt und der
Monolayer zweimal mit 4 °C kaltem PBS gewaschen. Anschlieend wurden die Zellen
je nach GréfRe der Kulturschale mit 100 bis 300 ul 1x SDS-Puffer lysiert und durch
mehrfaches Hoch- und Herunterpipettieren homogenisiert. Proben, in denen HIF-
Proteine nachzuweisen waren, wurden in einem speziellen Puffer auf PE-Rohpuffer
Basis aufgenommen (HIF-Lysepuffer). Zur Reduzierung der Viskositat wurden die
Proben dreimal 2 s mit Ultraschall behandelt. In verschiedenen Ansatzen wurden 10-
25 ug Protein verwendet, mit 6x Ladepuffer versetzt und 5 min bei 95 °C im Heizblock
denaturiert. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte in einem 10 %-igen TGX™
Fastcast™ Acrylamid-Gel fiir 70-90 min. Danach wurden die Proteine mit Hilfe eines
halbtrockenen Blottingsystems bei 15 V Uber 45 min auf eine Polyvinyldendifluorid-
Membran tbertragen. Diese wurde zuvor kurz in Methanol aquilibriert und gemeinsam
mit den verwendeten Filterpapieren fir 30 min inkubiert. Zur Uberpriifung des
erfolgreichen Proteintranfers wurden die Membranen mit Ponceau S fur 30 Sekunden
zwischengefarbt und anschlieend mit 0,1 M NaOH entfarbt. Zur Blockierung
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unspezifischer  Antikérperbindungsstellen wurde die Membran in 5 %
Magermilchlosung (in TBS-Tween) bei Raumtemperatur fir 60 min inkubiert. Die
Inkubation des Primarantikorpers in 2,5 % Magermilchlésung (in TBS-Tween) erfolgte
Uber Nacht bei 4 °C. Nach viermal 10 min Waschen in TBS-Tween wurde eine Stunde
lang mit dem HRP-konjugierten Sekundarantikorper in 2,5 % Magermilchlésung in
TBS-Tween bei Raumtemperatur inkubiert. Zur chemilumineszenten Detektion des
Zweitantikorpers erfolgte die Inkubation mit dem ECL Reagenz (Biozym) flr zwei min
bei Raumtemperatur. Anschliel3end wurde die Membran luftblasenfrei in Klarsichtfolie
eingeschweil3t und im ECL Chemostar Advanced Imager (Intas) analysiert
(standardmaRige Belichtungszeiten von 2, 5, 10, 30 und 60 min als Inkremente
programmiert). Zur Verifizierung der gleichméRigen Proteinbeladung wurden im
Anschluss Western Blots fiir ein housekeeping Protein durchgefihrt. Hierzu wurden
samtliche Antikdrper entweder durch Inkubation mit 0,2 M NaOH fir 5 min bei
Raumtemperatur oder mittels dreistindiger Inkubation mit HRP-Stripping Buffer von
der Membran entfernt. Nach viermal 10 min Waschen in TBS-Tween und einstindigem
Blocken in 5 % Magermilchlésung in TBS-Tween erfolgte die Inkubation mit dem
Erstantikorper gegen beta-Aktin, GAPDH oder 18S Uber Nacht bei 4 °C.

3.4.6 Antikorper

Tabelle 12: Liste der verwendeten Antikorper

Anwendung | Klonalitat | Spezies Spezifitat Quelle Katalognummer

wWB MAK Maus all-Aktin Chemicon MAB1501R

wWB MAK Maus m/r/h-GAPDH | Chemicon MAB374

WB PAK Kaninchen | m/r/h-HIF-1a | Novus NB 100-449
Biologicals

WB PAK Kaninchen |h-HIF-2a Oxford Group |- Vermerk: PM 8

WB, ChIP MAK h/m-HIF-2a Novus NB 100-132
Biologicals

wWB MAK Kaninchen | m/r/h-Wtl Abcam ab52933

WB PAK Kaninchen | m/r/h-wWtl Santa Cruz sc-192
Biotechnologies

ChipP PAK Kaninchen | m/r/h-HIF-2a | Abcam ab199

ChiP PAK Kaninchen |m/h-H3K27ac | Diagenode C15410174

ChipP PAK Kaninchen | m/r/h/c-Pol Il | Santa Cruz sc-899x
Biotechnologies

ChipP PAK Kaninchen |Unspezifisch; |Diagenode C15410206

Rb-1gG

3.4.7 Quantitative RT-PCR
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Die RT-gPCR wurde mit dem StepOnePlus™ Real-Time PCR System (bestehend aus
Software und Gerat) durchgefuhrt. Fir jede zu messende Probe wurden stets
mindestens zwei technische Replikate und fUr jedes vermessene Primerpaar zwei
Negativkontrollen mit ddH20 angesetzt. Es wurden MicroAmp®Fast 96-Well Reaction
Plates (Life Technologies) verwendet und mit Adhesive Clear PCR Seals (Biozym)
versiegelt. Der Probenansatz bestand standardmafig aus 2 pl cDNA (1/10 verdinnt
mit ddH20), 400 nM Primermix in 3 pl dd H20 und 5 pl 2 x SYBR® Green PCR Master
Mix (Life Technologies). Im Folgenden sind die Standardeinstellungen eines
zweistiindigen RT-qPCR Laufs mit SYBR Green Reagenzien aufgefuhrt:

Die Proben wurden 10 min lang auf 95°C erhitzt, es folgten 45 Zyklen mit 95 °C/15 s
(Denaturierung), 60 °C/60 s (Primerannealing und Elongation) und 77 °C/30 s
(Fluoreszenzdetektion). Zur Uberprifung des korrekten Amplikons wurde
anschlieBend die Schmelzkurve (kontinuierliche Fluoreszenzmessung des PCR
Produktes unter konstanter Erwarmung von 60 °C auf 95 °C in 0,3 °C/15 s) ermittelt.
Fur jeden Primer wurde auRerdem einmalig eine gelelektrophoretische Auftrennung
des PCR Produktes durchgefiihrt, um das Amplikon anhand seiner Grol3e zu
identifizieren. Zur Beurteilung der enthaltenen cDNA Menge wurden die Ct-Werte
(cycle threshold: Amplifkationszyklus, in dem das Lichtsignal der Probe das
Hintergrundsignal Ubersteigt) herangezogen. Stets wurden die Ct-Werte des
Housekeeping Gens (je nach Kontext 18S, GAPDH oder [3-Aktin) von denen des zu
untersuchenden Gens subtrahiert. Die so gewonnenen ACt-Werte spiegeln das
Transkriptionsniveau des zu untersuchenden Gens wider, bezogen auf ein vom
Experiment unabhangiges Gen. X-fache Unterschiede zwischen behandelten und

unbehandelten Zellen wurden nach der Formel 222t berechnet (Livak & Schmittgen,
2001).

3.4.8 Chromatinimmunoprazipitation (ChIP)
Die ChIP-Experimente wurden mit freundlicher Unterstitzung von Dr. rer. nat.
Katharina Krueger geplant und durchgefihrt. Das Vorgehen erfolgte dabei anhand

nachfolgender Schritte:
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Formaldehydquervernetzung:
Fur den ChlP-Assay wurden Kelly-Zellen auf 10 cm Schalen bei 21 % oder 1 % Oz fur

24 Stunden kultiviert. Durch Zugabe von Formaldehyd in 1 %-iger Endkonzentration

und Inkubation fur 10 min bei Raumtemperatur wurden die DNA-gebundenen Proteine
guervernetzt. AnschlieBend wurde die Reaktion mit 125 mM Glycin Endkonzentration
fur 5 min bei Raumtemperatur gestoppt. Die Zellen wurden dann zweimal mit eiskaltem
PBS + Proteinaseinhibitor gewaschen und der Zell-Monolayer mittels Zellschaber in 2
ml Residualmedium suspendiert. Nach Zentrifugation fur 5 min bei 4 °C und 1350 g
wurde das Zellpellet entweder bei -80 °C eingefroren oder unmittelbar fur die

nachfolgenden Arbeitsschritte verwendet.

Zelllyse und Ultraschallbehandlung:

Das Zellpellet wurde in hypotonem ChiP-Lysepuffer + Proteinaseinhibitor
resuspendiert und zweimal fir 5 s bei 40 % der maximalen Schallintensitat
ultraschallbehandelt. Daraufhin wurde der Ansatz fur 5 min bei 4 °C und 3000 g
zentrifugiert. Nach Entfernung des Uberstandes erfolgte ein Waschschritt mit oben
genanntem ChlP-Lysepuffer und nach erneuter Zentrifugation das Losen des
Zellpellets in 300 pl SDS-Lysepuffer + Proteinaseinhibitor. Das Zelllysat wurde
anschlieBend mittels Bioruptor Plus (Diagenode) mit maximal 20 Zyklen (30 s
Ultraschall high intensity und 45 s Pause) ultraschallbehandelt und somit eine
Scherung in DNA-Fragmente von 200-600 bp Lange erreicht. Nach abschliel3ender
Zentrifugation fir 5 min bei 4 °C und 14000 g konnte der Uberstand fir die

Immunprazipitation verwendet werden.

Immunprazipitation:

Fur die Immunprazipitation wurden zu gleichen Anteilen Magnetpartikel (Merck
Millipore) verwendet, an die jeweils rekombinantes Protein A und Protein G gekoppelt
waren. Die Magnetpartikel wurden pro Immunprazipitaton mit 5 x IP +
Proteinaseinhibitor gewaschen, anschlieBend in 200 pl IP + Proteinaseinhibitor
reuspendiert und mit dem jeweiligen Antikdrper tber 2 h bei 4 °C und 200 rpm im
Rotator inkubiert.

Nach Bestimmung der Chromatin-DNA-Konzentration der gescherten DNA nach der
OD-Methode wurden zur Prazipitation 30 pg Chromatin zum Magnetpartikel-
Antikdrpergemisch gegeben und Uber Nacht bei 4 °C im Rotator bei ca. 200-300 rpm
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inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurden die immunprazipitierten Proben dann
jeweils fir 5 min bei Raumtemperatur in Waschpuffer mit niedrigem Salzanteil,
Waschpuffer mit hohem Salzanteil, Lithium Puffer und zweimal in TE-Puffer (siehe
Tabelle 4) gewaschen. AnschlieRend erfolgte die Elution der gebundenen DNA mit
ingesamt 500 pl Elutionspuffer EB durch Vortexen und 15 min Rotationsinkubation bei
RT.

Decrosslinking und Proteinverdau:

Das Aufheben der Proteinquerverbindungen erfolgte durch Hinzugabe von 30 pl 5 M
NaCl und dreistiindiger Inkubation bei 65 °C. Um die spatere DNA-Aufreinigung zu
verbessern, wurde anschlieBend der Proteinverdau mit 10 pl 0,5 M EDTA, 10 ul 2 M
Tris-HCI (pH 6,6) und 2 pl Proteinase K (20 mg/ml) bei 45 °C fur eine Stunde
durchgefuhrt.

DNA-Aufreiniqung:

AnschlieBend wurde der Verdau mit 500 pl Phenol:Chloroform:lsoamylalkohol
(25:24:1) vermischt und fur 5 min bei 4 °C mit 17000 g herunterzentrifugiert. Daraufhin
wurde die obere, wassrige Phase (ca. 500 pl) in ein neues Eppendorfgefald Gberfihrt
und mit 10 ul Glykogen (5 pg/ul) und 24 pl 5 M NaAc vermischt. Die Fallung erfolgte
mit 1 ml 100 %-igem Ethanol Gber Nacht bei -80 °C.

Am nachsten Tag wurde fiir 20 min bei 4 °C und 17000 g zentrifugiert. Nach Abnahme
des Uberstandes wurde das DNA-Pellet mit 750 pl 75 %-igem Ethanol gewaschen und
erneut fir 5 min bei 17000 g und 4 °C abzentrifugiert. Das getrocknete Pellet wurde
anschlieRend in 100 ul TE-Puffer resuspendiert und fir 30 min bei 37 °C mit RNase A
zum Verdau etwaiger RNAs inkubiert. Fur die RT-gPCR (Protokoll siehe oben) wurden

stets 2 ul eingesetzt. Die verwendeten Primer sind Tabelle 5 zu entnehmen.

3.4.9 Gewinnung von Kernextrakten fur EMSA

Die Zellen wurden der Versuchsbedingung entsprechend auf 10 cm Schalen mit ca.
80 % Konfluenz kultiviert. Zunachst wurde das Zellmedium verworfen, der Zelllayer
vorsichtig zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen und die Zellen sorgféltig von
Uberschussiger Flussigkeit befreit. Es wurden anschliel3end 150 pl Kernextraktpuffer
A (siehe Tabelle 4) hinzugefugt und die adhérenten Zellen vorsichtig mittels
Zellschaber von der Oberflache der Zellkulturschale geldst. Durch vorsichtiges Hoch-
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und Herunterpipettieren wurden die Zellen gleichm&Rig im Puffer resuspendiert und in
ein 2 ml Eppendorfgefald Gberfihrt. Nach 20 min Inkubation bei 4 °C wurde das
Zelllysat bei 4 °C und 5000 rpm fir 5 min in der Tischzentrifuge herunterzentrifugiert
und der Uberstand verworfen. Das Kernpellet wurde dann in 50 pl Kernextrakt Puffer
B (siehe Tabelle 4) resuspendiert und fur 30 min bei 4 °C mit Hilfe eines sterilen
Magnetrihrfischs homogenisiert. Der anschlie3ende Zentrifugationsschritt erfolgte bei
4 °C und 13000 rpm fir 30 min. AnschlieBend wurde der Uberstand (Kernfraktion) in
ein frisches 15 ml Eppendorfgefald dberfuhrt. Zuletzt erfolgte die
Proteinkonzentrationsbestimmung unter Verwendung des BCA-Proteinkits (Thermo

Fisher) nach Herstellerangaben.

3.4.10 Elektromobilitatsshiftassay (EMSA)

EMSAs wurden mit Kernextrakten aus Kelly-Zellen nach Kultivierung unter Normoxie
(21% Og2; 24 h) oder Hypoxie (1% Oz2; 24 h) durchgefihrt. Jeweils 10 pg der
Kernextrakte wurden zusammen mit 1x Bindepuffer EMSA, 5% Glycerol und 1 ug
Kalbsthymus-DNA (Sigma) in die Bindungsreaktion eingesetzt und fur 15 min auf Eis
inkubiert.

Zur Durchfuhrung der Supershift-Experimente wurde den Reaktionsansatzen 1 g des
Antikdrpers gegen HIF-1a (Novus, 100-449) oder HIF-2a (Novus, 100-132)
hinzugefiigt und fur 1 h auf Eis inkubiert. Anschliel3end wurden 1 pmol der in Tabelle
6 gelisteten Oligonukleotide (am 5°-Ende mit Cy5 fluoreszenzmarkiert; MWG Eurofins
Genomics) beigefigt und fur 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Zur kompetitiven
Hemmung der markierten HRE-Oligos wurde ein unmarkiertes Oligonukleotid, das die
Sequenz eines beschriebenen Epo 3‘-Enhancers enthielt (G. L. Wang & Semenza,
1995), in 100-facher, 50-facher und einfacher Konzentration hinzugefugt. Die
Reaktionsprodukte wurden auf ein 6 %-iges Polyacrylamidgel in 1 x Tris-EDTA Puffer
aufgetragen und fur 2 h bei 100 V aufgetrennt. Das Fluoreszenzsignal der markierten
Oligonukleotide wurde mit dem ChemoCam Imaging System (Intas Science Imaging)
detektiert.
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3.4.11 Reporter-Assays

Die Transfektion der Kelly-Zellen erfolgte bei ca. 70-80 % Konfluenz. Dazu wurden die
Zellen am Vortag nach Zellzahlbestimmung mit Hilfe einer erweiterten Neubauer
Zahlkammer auf 24-Loch-Zellkulturplatten (Thermo Fisher Scientific) ausgeséat. Es
erfolgte die Kotransfektion von 250 ng eines Firefly Luciferase Reporterkonstruktes
(pGL3 basic, Promega) und 25 ng eines Renilla Luciferase Plasmids (Promega), um
die Transfektionseffizienzen zu normalisieren. Die Transfektion erfolgte mit dem
Fugene® 6 Transfektionsreagenz (Roche) wie oben beschrieben. Nach 24-stiindiger
Inkubation bei 21 % Oz mit den Transfektionsanséatzen erfolgte eine weitere Inkubation
der Zellen bei entweder 21 % oder 1 % O2 bzw. mit dem Zusatz von DMOG. Die
Promotorkonstrukte exprimierten eine Firefly Luciferase unter der Kontrolle entweder
eines SV40 Promotors (pGL3-Promoter Vektor, Promega) oder einer 2,5 kb langen
Sequenz des humanen WT1 Promotors (in pGL3 basic Vektor, Promega). Fur weitere
Experimente wurde in beide Plasmide ein 256 bp langes DNA-Fragment, das die
putative intronische HIF Bindungsstelle enthielt, in 5'-Position zu den jeweiligen
Promotoren ligiert. Fur die Messungen wurde dann zugig das Medium von den Zellen
entfernt und der Zelllayer vorsichtig zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen. Die
Zelllyse erfolgte in Passive Lysis Buffer (Promega) fur eine Stunde bei -20 °C. Das
Lysat wurde anschlieend homogenisiert und mit Hilfe des FB 12 Luminometers
(Berthold) nach Zugabe des Firefly Reagenzes (Promega) vermessen. Sofort im
Anschluss erfolgte die Zugabe von Renilla Juice (Promega) + 1 % Coelenterazine
(Promega) und die Messung der Renilla Luciferase Aktivitat. Zur Datenverarbeitung
wurden alle Firefly Luciferase Aktivitaten auf ihre jeweilige Renilla Luciferase Aktivitat
normalisiert, um unterschiedliche Transfektionseffizienzen in unterschiedlichen
Ansétzen auszugleichen. Die Darstellung erfolgte in relativen Lichteinheiten der

normalisierten Luciferase Aktivitaten.
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3.5 Analyse bioinformatischer Datensatze

3.5.1 R2-Datenbankanalysen

Die ,R2: Genomics analysis and visualization platform® ist eine kostenlose und
offentlich ~ zugéngliche  Online-Plattform  (Link:  https://hgserverl.amc.nl/cgi-
bin/r2/main.cgi). Die browsergestitzte Anwendung erlaubt es, benutzerfreundlich
klinische und bioinformatische Daten zu suchen, analysieren, integrieren und
visualisieren. Die Online-Bibliothek der Website wird kontinuierlich um neue
Datensatze erweitert. Dabei handelt es sich hauptséchlich um genomische Daten von
primaren Tumorproben. Zusatzlich zu umfangreichen Genexpressionsdaten der
Probensets gibt es auch Informationen in unterschiedlichem Umfang zu klinischen
Verlaufen, Patienteneigenschaften und klinisch-onkologischen oder histologischen
Klassifikationen der Proben. In der vorliegenden Arbeit wurden hauptsachlich
immortalisierte Tumorzelllinien als Modell genutzt. Um gewonnene Erkenntnisse
besser in einen klinischen Kontext einordnen zu kdnnen und eventuelle Implikationen
fur die Pathogenese von Neuroblastomen ableiten zu kénnen, wurde die R2-
Datenbank als augmentierendes Medium genutzt. Hier kénnen anhand deutlich
groRerer Fallzahlen und einer umfangreichen Untersuchung der Tumorproben bessere
Aussagen bezlglich des Einflusses eines oder mehrerer Gene auf Krankheitsverlauf
oder Mortalitat formuliert werden. In der vorliegenden Arbeit wurde R2 genutzt, um die
Expression von Hypoxie induzierbaren Faktoren und WTL1 in einen klinischen Kontext
einzubetten. Die hauptsachlichen Fragestellungen waren dabei: Exprimieren primare
Neuroblastomtumoren Hypoxie induzierbare Faktoren und WT1? Gibt es Unterschiede
in der Expression zwischen verschiedenen Patienten? Kann man diese Unterschiede

mit Krankheitsverlaufen oder Mortalitat korrelieren?

3.5.2 Kaplan-Meier-Scan

Das genutzte Tool hierfir war das sogenannte ,Kaplan Meier by gene expression®.
Hierfur kalkuliert das Analyse-Tool der R2-Plattform fiir jedes Gen oder jede andere
numerische Variable einen optimalen Grenzwert, um die Proben in eine Kohorte mit
guter bzw. schlechter Prognose einzuordnen. Anschliel3end werden die Tumorproben
je nach Expression dieses Gens entsprechend des Grenzwertes in zwei Subgruppen
aufgeteilt, vorausgesetzt, die Einteilung erfillt fir beide die Bedingung einer vorher
durch den Benutzer festgelegten minimalen Gruppengréf3e. Anschliel3end werden fur
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beide Gruppen Uberlebensraten analysiert und graphisch dargestellt. Typischerweise
findet sich die graphische Aufzeichnung der Zeit nach Diagnose auf der x-Achse und
der Anteil der noch lebenden Patienten auf der y-Achse wieder und es entsteht ein im
x-Verlauf fallender Graph. Fur jeden potenziellen Grenzwert (im Folgenden auch
,Cutoff* genannt) ermittelt das Programm einen P-Wert, der die Signifikanz des
Unterschieds der beiden Subgruppen fur den entsprechenden Grenzwert angibt. Das
Programm ermittelt den besten P-Wert fur alle untersuchten Grenzwerte und selektiert
den entsprechenden Grenzwert. Nach diesem wird der Graph angefertigt und samt
des Grenzwertes, des P-Wertes, der Gruppengrof3en und eines nach Bonferroni

korrigierten P-Wertes ausgegeben.
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Tabelle 13: Ubersicht Uiber die verwendeten R2-Datensatze

R2-Datensatze mit Bezeichnung, Kurzbeschreibung, sogenannten Tracks (also Mdoglichkeiten die
Gesamtheit der Samples anhand von Kriterien in Gruppen aufzuteilen), Erscheinungsdatum, Anzahl der
Proben und Identifikationscodes. Bei allen Daten handelt es sich um Genexpressionsdaten von
primaren Tumorsamples, wobei zu beachten ist, dass unterschiedliche Methoden zur Erfassung der
Genexpression und der bioinformatischen Aufarbeitung angewandt wurden.

Nummer

1

2

Bezeichnung

Tumor Neuroblastoma public -
Versteeg - 88 - MAS5.0 -

Tumor Neuroblastoma non
MYCN amplified - Seeger - 102 -

Geschlecht, Histologie, INSS,
Ereignisse, Uberleben, MYCN

ul33p2 MASS5.0 - 133a
Kurzbe mRNA Datenbank von 88 Genexpressionsprofile von
schreibung humanen Tumorsamples Primartumoren von Patienten mit
metatstatischen Neuroblastomen
ohne MYCN-Amplifikation
Tracks Alter, Todesursache, Keine

verfligbar seit

Okt 10

Jul 08

Anzahl der Proben

88

102

R2 Identifikations
code

ps_avgpres_nbadam88 ul33p
2

ps_avgpress_seegerl02_ul33a

Nummer

3

4

Bezeichnung

Tumor Neuroblastoma - Kocak
- 649 - custom - ag44kcwolf

Tumor Neuroblastoma - SEQC -
498 - custom - ag44kcwolf

Kurzbeschreibung

"one color" -
Genexpressionsanalyse in 649
Neuroblastomtumoren mit 44K
Oligonukleotid Microarrays

RNA-seq von 498 primaren
Neuroblastomen

Tracks

Alter, MYCN-Amplifikation,
Geschlecht, INSS

Diagnosealter, Tod, INSS,
Geschlecht, hohes Risiko

verfugbar seit

Mai 13

Mrz 14

Anzahl der Proben

649

498

R2 Identifikations
code

ps_avgpres_gse45547geo0649
ag44kcwolf

ps_avgpres_gse49710geo498_a
gkcwolf
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3.6 Statistik

Wenn nicht anders angegeben, sind alle Werte als Mittelwert + Standardfehler (SEM)
dargestellt. Die RT-gPCR-Daten wurden teilweise mit dem Student's t-Test (gepaart
bei eindeutiger Zuteilung zugehdriger Paare) statistisch ausgewertet (Sigma Plot 9.0,
SYSTAT Data). Vergleichende Betrachtungen zwischen mehr als zwei
normalverteilten Gruppen wurden mittels zweiseitiger ANOVA mit Tukey‘s post-hoc-
Test (SPSS Statistics 22, IBM) statistisch analysiert. P-Werte <0,05 wurden als

signifikant betrachtet und somit das a-Level auf 0,05 festgelegt.
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4 Ergebnisse

4.1 Hypoxische WT1 Expression in Neuroblastomzelllinien

4.1.1 WT1 Genexpression in verschiedenen Neuroblastomzelllinien

Es wurden verschiedene humane Neuroblastomzelllinien auf ihre WT1-
Proteinexpression, sowohl unter normoxischen als auch hypoxischen Bedingungen,
untersucht. Dazu wurden die in Abbildung 6 bezeichneten Zelllinien fur 24 h entweder
bei 21 % Oz (Normoxie) oder 1 % O2 (Hypoxie) kultiviert und anschlieRend die
Gesamtzelllysate mittels Western Blot analysiert. Die WT1-Expression unter
normoxischen Bedingungen variiert zwischen den verschiedenen Zelllinien stark.
Weiterhin lieR sich keine Korrelation zwischen MYCN-Amplifikation und WT1-
Expression feststellen. Das héchste Niveau an WT1 Protein bei 21 % O2 fand sich in
den SK-N-BE(2)- und SK-N-AS-Zellen, wahrend sich die Expression in den SH-SY-
5Y- und in den Kelly-Zellen unterhalb der Nachweisgrenze befand. Nach 24 h Hypoxie
(1% O2) war in diesen beiden Zelllinien ein deutliches WT1-Proteinsignal
nachzuweisen. In allen anderen untersuchten Zelllinien hingegen hatte der verringerte
Sauerstoffgehalt keinen eindeutig nachweisbaren Einfluss auf die Menge an
exprimiertem WT1-Protein. Da die Effekte einer Hypoxie auf die WT1- Expression in
Kelly-Neuroblastomzellen am starksten ausgepragt waren, wurde diese Zelllinie fir

alle weiteren Untersuchungen verwendet.
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Abbildung 6: Western Blot der Gesamtzelllysate verschiedener Neuroblastomzelllinien mit oder ohne
MYCN-Amplifikation

Es wurden verschiedene humane Neuroblastomzelllinien untersucht (Einzelheiten zu den Zelllinien in
Tabelle 8). Es wurden Primérantikdrper gegen Aktin, HIF-1a, HIF-2a und WT1 verwendet (siehe Tabelle
12), nach (Krueger, Catanese, Sciesielski, Kirschner & Scholz, 2019).

4.1.2 Hypoxieinduzierbarkeit der WT1 Expression in Kelly-Zellen

Die WT1-Proteinexpression in Kelly-Zellen, die sich bei 21 % O2 unterhalb der
Nachweisgrenze befand, liel3 sich durch 24-stiindige Inkubation bei 1 % O2zinduzieren.
Auch in der RT-gPCR zeigte sich ein signifikanter Anstieg des WT1 mRNA Niveaus
nach 24-stindiger Hypoxieexposition der Kelly-Zellen, wohingegen bei Normoxie (21
% O2) WT1-Transkripte in diesen Zellen kaum zu detektieren waren (Abb. 8). Ein
signifikanter Anstieg des WT1 Expressionsniveaus konnte auch durch Behandlung mit
1 mM Dimethyoxalylglycin (DMOG) tUber 24 h bei 21 % Oz herbeigefihrt werden (Abb.
8). Bei DMOG handelt es sich um einen nicht-selektiven Inhibitor von
Prolylhydroxylasen, die fur die Hydroxylierung von HIF-1a und HIF-2a und deren
Abbau unter normoxischen Bedingungen essentiell sind (siehe Einleitung). Weiterhin
konnte in den Kelly-Zellen sowohl unter Hypoxie als auch durch Behandlung mit
DMOG unter Normoxie ein deutlicher Anstieg der Proteinniveaus von HIF-1a und HIF-
2a induziert werden (Abb. 7).
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Abbildung 7: Sauerstoffabhéngige Expression von WT1 in Kelly-Zellen

Kelly-Zellen wurden flir 24 h entweder bei 21 % Oz bzw. 1 % O2 inkubiert oder bei 21% mit dem HIF-
Stabilisator DMOG (1mM). (A) WT1-mRNA wurde mittels RT-gPCR gemessen. Die ermittelten ACt-
Werte von Hypoxie- bzw. DMOG behandelten Zellen wurden mit denen von normoxischen,
unbehandelten Kelly-Zellen verglichen. Die Werte sind angegeben in Mittelwerten + Standardfehler,
wobei der relative Anstieg der mRNA im Vergleich zu unbehandelten Kelly-Zellen mit Hilfe der Formel
244Ct (Livak & Schmittgen, 2001) berechnet wurde. **p < 0,01; ***p < 0,001; n = 5; ANOVA mit Tukey ‘s
post-hoc Test. (B) Die Gesamtzellproteine wurden mittels Western Blot analysiert, nach (Krueger,
Catanese, Sciesielski, Kirschner & Scholz, 2019).

4.2 Regulation der WT1 Expression durch Hypoxie-induzierbare Faktoren

4.2.1 HIF-2a Silencing durch siRNA verringert die Hypoxieinduzierbarkeit von
WT1

Die Hypoxie-induzierbaren Faktoren (HIFs) spielen eine zentrale Rolle in der
hypoxischen Genregulation (C. W. Pugh & Ratcliffe, 2017). Um den Mechanismus der
hypoxischen WT1-Expression aufzuklaren, wurden HIF-1a und HIF-2a mittels RNA-
Interferenz gehemmt. Hierzu wurden Kelly-Zellen unter normoxischen Bedingungen
(21 % O2) zunéchst mit einem Gemisch aus vier verschiedenen siRNAs gegen
entweder HIF-1a oder HIF-2a transfiziert und fur 24 h inkubiert. Anschliel3end wurde
ein Teil der behandelten Zellen fur weitere 24 h bei 1 % O: inkubiert. Wie in Abbildung
8 zu sehen, spiegelt sich der Knockdown, wie erwartet, in einem deutlich reduzierten
Level an HIF-1a und HIF-2a Protein im Western Blot wider. Auch der mRNA Gehalt
verringert sich im entsprechenden siRNA-Ansatz in der RT-gPCR signifikant. Um die
Effektivitdt des Knockdowns auch funktionell zu dberpriufen, wurden die
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Transkriptionsniveaus zweier bekannter Zielgene - Carboanhydrase 9 fur HIF-1a und
Erythropoietin fir HIF-2a - bestimmt. Auch hier zeigte sich eine deutliche Reduktion
der mRNA (Abb. 8). AuRRerdem liel3 sich eine reziproke Beeinflussung der beiden
Proteine beim jeweiligen Knockdown feststellen, wobei ein Silencing von HIF-1a eine
Steigerung des HIF-2a Proteins zur Folge hatte und umgekehrt.

Das Expressionsniveau der WT1-mRNA liel3 sich nur durch Knockdown von HIF-2aq,
nicht aber durch Knockdown von HIF-1a, reduzieren (Abb. 9). Auch das WT1-Protein
war bei Silencing von HIF-2a nicht mehr nachzuweisen, wohingegen die

Herabregulation von HIF-1a ein erhohtes WT1-Proteinsignal zur Folge hatte.
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Abbildung 8: Silencing von HIF-1a und HIF-2a reduziert die mRNA Expression von CA9 bzw. EPO in
hypoxischen Kelly-Zellen

Kelly-Zellen wurden mit einem Gemisch aus vier verschiedenen siRNAs gegen HIF-1a, HIF-2a und
ungerichteter siRNA transfiziert und fir 24 h bei 21 % O3 inkubiert. Anschlieend wurden die Zellen fir
weitere 24 h bei 1 % Oz exponiert. Die Messung der mRNA-Niveaus erfolgte mit Light Cycler RT-qPCR.
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Aufgefiihrt sind die Transkriptionsniveaus von HIF-1a (A), HIF-2a (B) und den entsprechenden
Zielgenen CA9 (C) und Epo (D). Die Werte sind angegeben in Mittelwerten + Standardfehler, wobei der
relative Anstieg der mRNA im Vergleich zu mit ungerichteter sSiRNA behandelten Zellen mit Hilfe der
Formel 2-44¢t (Livak & Schmittgen, 2001) berechnet wurde. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; n = 6;
ANOVA mit Tukey ‘s post-hoc Test.
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Abbildung 9: Knockdown von HIF-2a reduziert die WT1 Expression in hypoxischen Kelly-Zellen

Kelly-Zellen wurden mit einem Gemisch aus vier verschiedenen siRNAs gegen HIF-1a, HIF-2a und
ungerichteter siRNA transfiziert und fuir 24 h bei 21 % O: inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen fir
weitere 24 h bei 1 % Oz exponiert. Die Messung der mRNA-Niveaus erfolgte mit Light Cycler RT-qPCR.
(A) Es zeigt sich eine signifikante Verringerung des WT1-Transkriptionsniveaus bei Behandlung mit
gegen HIF-2a gerichteter siRNA im Vergleich zur Kontrolle mit ungerichteter siRNA. Die Werte sind
angegeben in Mittelwerten + Standardfehler, wobei der relative Anstieg der mRNA im Vergleich zu mit
ungerichteter siRNA behandelten Zellen mit Hilfe der Formel 2-44Ct (Livak & Schmittgen, 2001) berechnet
wurde. Zu beachten ist die Zunahme der WT1 mRNA unter Behandlung mit siRNA gegen HIF-1a. * p
< 0,05; n = 6; ANOVA mit Tukey‘s post-hoc Test. (B) Reprasentativer Western Blot vom selben siRNA-
Experiment. Der Knockdown von HIF-2a bewirkt im Gegensatz zum Silencing von HIF-1a eine
Abnahme von WT1 Protein in hypoxischen Kelly-Zellen (1 % O2) unter die Nachweisgrenze. Zur
Bestatigung des erfolgreichen Knockdowns mittels RNA-Interferenz wurden die Proteinniveaus von HIF-
1a und HIF-2a bestimmt, nach (Krueger, Catanese, Sciesielski, Kirschner & Scholz, 2019).

4.2.2 CRISPR/Cas9 Knockout von HIF-2a eliminiert die Hypoxieinduzierbarkeit

von WT1

Da mittels siRNA-Transfektion die Expression von HIF-1a und insbesondere HIF-2a

nicht vollstdandig ausgeschaltet werden konnte (Abb. 8), wurde ein kompletter

Knockout der fiur die beiden HIF-Isoformen kodierenden Gene durchgefihrt. Hierflr
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wurde die CRISPR/Cas9 Technologie verwendet. Dabei werden durch gezielte
Doppelstrangbriche und nachfolgende Reparaturprozesse Mutationen im Genom
induziert. Mit Hilfe automatisierter Zellsortierung wurden Einzelzellklone isoliert und
anschlieBend kultiviert. Aus den erhaltenen Klonen wurde genomische DNA isoliert,
amplifiziert und anschlieRend sequenziert. Die Nonsense-Mutationen, die zu einer
Ausléschung der Proteinexpression von HIF-1a und HIF-2a fuhrten, befanden sich

entweder 82 bp (HIF-1a) oder 172 bp (HIF-2a) nach dem Transkriptionsstart.

HIF-1a Knockout

T Insertion CCAGA Deletion

mmwmmmmm

GAGATGCAGCCAGATTCTCGGCGAAGTAAAG GAGATGCAGTCTCGGCGAAGTAAAG
GAGATGCAGCCAGA_TCTCGGCGAAGTAAAG GAGATGCAGCCAGATCTCGGCGAAGTAAAG

\ |

Wildtypsequenz

HIF-2a Knockout

C Insertion

|

CAAGGCCTCCATCATGCCGACTGGCAATCAGC
CAAGGCCTCCATCATGC_GACTGGCAATCAGC  Wildtypsequenz

Abbildung 10: Ergebnisse der Sequenzierung des CRISPR/Cas9 vermittelten Knockouts von HIF-1a
(A) bzw. HIF-2a (B)

Angegeben ist die Teilsequenz des Positivstrangs, in der die sgRNA binden und den Doppelstrangbruch
Uber die Cas9 vermitteln soll. Die aus Datenbanken ermittelte Wildtypsequenz stimmt mit dem
Sequenzierergebnis des Leervektors Uberein (Ergebnis nicht gezeigt). (A) HIF-1a Knockout durch
fehlerhafte Doppelstrangbruchreparatur: Die induzierten Doppelstrangbriiche fihrten auf beiden Allelen
zu unterschiedlichen Reparaturergebnissen. Die T-Insertion und CCAGA Insertion fiithrten jedoch in
beiden Féllen zu einer Verschiebung des Leserasters bei Transkription und somit zu einem funktionellen

Knockout. (B) HIF-2a Knockout: C-Insertion und folglich Verschiebung des DNA-Leserasters bei
Transkription.

64



Im HIF-2a Knockout war auch das entsprechende Transkript nicht mehr durch RT-
gPCR nachweisbar. Hingegen konnte HIF-1a-mRNA in Kelly-Zellen mit mutiertem HIF-
1a-Gen detektiert werden. Jedoch wurden die mutierten Transkripte offensichtlich nicht
in HIF-1a Protein translatiert (Abb. 11, F). Um den Knockout der beiden HIFs auch auf
funktioneller Ebene zu uberprifen, wurde mittels RT-gPCR die Zielgenexpression in
Kelly-Zellen (1 % O2) ermittelt. Der Knockout von HIF-1a flhrte zu einer signifikanten
Reduktion der CA9-mRNA (Abb. 11C), wahrend Inaktivierung von HIF-2a eine
Abnahme der Erythropoietin (Epo)-mRNA bewirkte (Abb. 11D). Der CRISPR/Cas9-
Knockout von HIF-2a, nicht aber der von HIF-1a, resultierte in einer signifikanten
Abnahme der WT1-mRNA nach 24 h Hypoxie (1 % O2) (Abb. 11A). Nach Knockout
von HIF-2a war das WT1-Protein in hypoxischen Kelly-Zellen mittels Western Blot
nicht nachweisbar (Abb. 11B). Bei Knockout von HIF-1a kam es zu einem signifikanten
Anstieg des WT1 Proteins, der sich am ehesten durch die Zunahme von HIF-2a

erkléaren lasst.
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Abbildung 11: CRISPR/Cas9 Knockout von HIF-1a und HIF-2a in Kelly-Neuroblastomzellen

Als Kontrolle wurden mit dem leeren CRISPR/Cas9-Plasmid (siehe oben) transfizierte Zellen verwendet.
Die mRNA Niveaus der Knockout Klone nach 24 h Inkubation bei 21 % Oz von WT1 (A), HIF-7a (B) und
HIF-2a (C), sowie der entsprechenden HIF-Zielgene CA9 (D) fur HIF-1a und EPO (E) fur HIF-2a wurden
mittels RT-gPCR ermittelt. Die Werte sind angegeben in Mittelwerten + Standardfehler , wobei der
relative Anstieg der mRNA im Vergleich zum Leervektorklon mit Hilfe der Formel 2-44Ct (Livak &
Schmittgen, 2001) berechnet wurde ;*p < 0,05; **p < 0,01; **p < 0,001; n = 5; ANOVA mit Tukey's post-
hoc Test. (F) zeigt einen reprasentativen Western Blot der beiden HIFs und des WT1 in den
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CRISPR/Cas9 Klonen vergleichend bei Normoxie und Hypoxie. Zur Normalisierung wurde das
Proteinniveau von Aktin herangezogen. (G) zeigt die quantitative Analyse des Gesamtzellproteins nach
24 h Inkubation bei 1 % O2 von WT1, HIF-1a und HIF-2a bei Knockout von HIF-1a bzw. HIF-2a. Die
Werte sind angegeben in Mittelwerten + Standardfehler , wobei die Quantifizierung des Proteins im
Verhéltnis zum Leervektorklon erfolgte. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; n = 5; ANOVA mit Tukey ‘s
post-hoc Test, nach (Krueger, Catanese, Sciesielski, Kirschner & Scholz, 2019).

4.3 Regulationsmechanismus der hypoxischen WT1 Expression

4.3.1 Ildentifikation von potentiellen HIF-Bindungsstellen mit Hilfe des UCSC
Genome Browsers in Intron 3 des WT1-Genlocus

Ein geeignetes Instrument, um potentielle HIF-Bindungsstellen in einem Gen zu
lokalisieren, ist der UCSC Genome Browser (https://genome.ucsc.edu) des ENCODE
(The Encyclopedia of DNA-Elements) Projekts (Rosenbloom et al., 2010). Hier kdnnen
aus integrierten Datensatzen von 125 Zelllinien und tber 100 gro3 angelegten ChlP-
seq Experimenten potentielle cis-regulatorische Elemente anhand von spezifischen
Clustern ausfindig gemacht werden. Besonders geeignet sind sogenannte DNasel-
Hypersensitivitatscluster, die offenes, d.h. fur die Bindung von Transkriptionsfaktoren
vorbereitetes Chromatin anzeigen. Diese finden sich an regulatorischen Elementen im
Genom wie Promotoren, Enhancern oder Silencern (Boyle et al., 2008). In Abbildung
12 ist zu sehen, dass sich neben dem Promotorbereich und der 3-UTR auch in Intron
1 und 3 des WT1-Gens sowohl Bereiche mit DNasel-Hypersensitivitat, als auch ChlP-
seq-Cluster fir verschiedene Transkriptionsfaktoren befinden. Bei Sequenzanalyse
auf das typische HIF-Bindungsmotiv 5“-RCGTG-3‘ (Schodel et al., 2011) findet sich
innerhalb des DNasel-Clusters eine potentielle HIF-Bindungsstelle an Position
32442918 von Chromosom 11 (Abb. 13). In Intron 3 des WT1-Gens beschrieben
Zhang et al. (X. Zhang, Xing, Fraizer & Saunders, 1997) bereits ein Enhancer-Element,
das durch GATA-1 und cMyb transaktiviert wird.
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Abbildung 12: Screenshot aus dem UCSC Genome Browser fiir den WT1 Genlocus

Oben sind in schwarz Skalen fur die LAnge des Genabschnitts angegeben und die ungefahre Position
auf dem Chromosom 11 ist an den mit Kommata unterbrochenen Zahlen abzulesen. Eine Auswahl an
Transkriptvarianten (Leserichtung von rechts nach links) ist in blau angezeigt. Regionen mit DNasel-
Hypersensitivitat sind mit blauen Spitzen dargestellt. Darunter sind die jeweiligen Cluster fiir die DNasel-
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Hypersensititvitat und die Bindungsstellen fir verschiedene Transkriptionsfaktoren aus ChlIP-seq
Experimenten mit schwarzen und grauen Balken dargstellt.
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Abbildung 13: Zoom des Screenshots aus dem UCSC Genome Browser

Innerhalb des 3. Introns des WT1-Gens zeigt sich im Bereich der DNasel-Hypersensititvitatsregion ein
typisches HIF-Bindungsmotiv mit der 5-RCGTG-3° Zielsequenz an Position 32.442.918 von
Chromosom 11, hier als reverses Komplement CACGT zu lesen.

4.3.2 HIF-1a und HIF-2a interagieren mit potenzieller HBS in Intron 3 des WT1
Gens

Um die ermittelten moéglichen HREs innerhalb des WT1 Gens zu Uberprifen, wurden
zunéchst Immunoprazipitationen mit Chromatin von hypoxischen Kelly-Zellen
durchgefiihrt. Dabei zeigte sich eine signifikante Anreicherung von Chromatin aus dem
Intron 3 des WT1 Gens (Abb. 14) nach Inkubation mit Antikérper gegen HIF-1a und
HIF-2a. Auch eine DNA-Sequenz aus der WT1-Promotorregion wurde durch
Inkubation mit diesen Antikérpern angereichert, jedoch nicht die Sequenz einer
weiteren, theoretisch ermittelten HRE aus dem Intron 1 (Abb. 14). Des Weiteren liel3
sich insbesondere fir die Inkubation mit dem Antikorper gegen HIF-2a eine
hochsignifikante Anreicherung (p < 0,001) der putativen HRE aus dem Intron 3
nachweisen. Als Positivkontrolle fir HIF-Bindung wurde eine Sequenz aus dem
intronischen Enhancer des EGLN3-Gens, einer bekannten HRE (Aprelikova et al.,
2004), amplifiziert. Hier zeigte sich erwartungsgemald eine Anreicherung von
Chromatin bei Inkubation mit Antikdrper gegen HIF-1a und HIF-2a (Abb. 14, zweite

Reihe). Um offenes, fur Transkriptionsfaktoren zugangliches Chromatin zu indizieren
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wurde die Immunopréazipitation mit einem Antikérper gegen das Histon H3K27ac
durchgefihrt. Hier zeigte sich fur alle untersuchten DNA-Sequenzen eine signifikante
Anreicherung. Als Negativkontrolle fiir die Protein-Chromatin-Bindung wurde ein
Antikorper, der r-IgG bindet, zur Immunoprazipitation eingesetzt. Als Negativkontrolle
fur DNA-Sequenzen wurden Primerpaare benutzt, die sogenannte ,Gene-desert"-
Regionen flankieren. Dies sind Genorte, an denen es keine nachgewiesenen

Transkriptionsfaktorbindungstellen gibt.

A
WT1T Int3 WT1 prom WT1T Int1
.. OJH3K27a
0.3001 3 HIF-1a 0.300- 0.3001
l = HIF-2q
5 0.200- l9G 5 02004+ 50.2009 ,,
E *kk E l E
*® 0.100- X 0.1001 x 32 0.100- l

WT1 prom
WT1 Int3
Wit1 Int1

o.oozT .
0.000
Abbildung 14: Chromatinimmunopréazipitation

(A) Chromatin von hypoxischen (1 % O2) Kelly-Zellen wurde zur Immunopréazipitation mit Antikdrper
gegen HIF-1a, HIF-2a, Histon H3K27ac als Marker fur offenes Chromatin und IgG als Negativkontrolle
verwendet. Es zeigte sich eine signifikante Anreicherung von Chromatin aus der Promotorregion und
des Intron 3 des WT1 Gens bei Inkubation mit Antikérper gegen beide HIF-Isoformen. Der H3K27ac-
Antikorper zeigte fur die WT1 Promtorregion, Intron 1, Intron 3 und die EGLN3 Region Anreicherung.
Als Negativkontrolle fiir die verwendeten Genregionen wurden Primer, die eine ,Gene desert‘-Region
flankieren, benutzt, an der es keine nachgewiesenen Transkriptionsfaktorbindungen gibt. Die Analyse
folgte mittels RT-qPCR nach oben beschriebener Methode. Alle Werte sind in Prozent vom eingesetzten
Chromatin angegeben. Die Werte sind angegeben in Mittelwerten + Standardfehler im Vergleich zur
Antikoérpernegativkontrolle (IgG), wobei die ACT-Werte im Vergleich zum normalisiertem Input-Ct-Wert
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zur Berechnung hinzugezogen wurden, n=5, *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; n = 5; ANOVA mit
Tukey‘s post-hoc Test, nach (Krueger, Catanese, Sciesielski, Kirschner & Scholz, 2019).

4.3.3 Die HBS in Intron 3 bindet HIF-1a und HIF-2a und ist Bestandteil eines
hypoxiesensitiven Enhancers

Um experimentell zu Uberprifen, ob HIF tatsachlich an das Konsensuselement im
Intron 3 des WT1-Gens bindet, wurde ein 28 bp langes, doppelstrangiges
Oligonukleotid mit dem 5-RCGTG-3‘ HIF-Bindungsmotiv konstruiert (Tabelle 6). Der
Vorwartsstrang des Oligonukleotids wurde am 5 Ende mit Cyanin 5-Farbstoff markiert
(Service von MWG Eurofins Genomics), sodass die DNA im Polyacrylamidgel
visualisiert werden konnte. Die Kernextrakte von hypoxischen Kelly-Zellen (24h, 1 %
0O2) ergaben einen Bandenshift (,shift* in Abb. 15; Gelspuren 2 und 3), der mit
Kernextrakten von normoxischen Kelly-Zellen (21 % O32) nicht auftrat. Dieser DNA-
Proteinkomplex verschwand bei Inkubation mit Antikérper gegen HIF-1a (Novus, NB
100-449) und ergab eine Supershift-Bande bei Inkubation mit Antikbrper gegen HIF-
2a (Novus, NB 100-132) (Abb. 15; Gelsspuren 4 und 5). Die HIF-2 Bindung konnte in
aufsteigenden Konzentrationen kompetitiv gehemmt werden durch Inkubation mit
unmarkiertem Oligonukleotid, das die in (G. L. Wang & Semenza, 1995) beschriebene
HBS des EPO-3‘ Enhancers enthielt. Diese Ergebnisse zeigen, dass sowohl HIF-1a
als auch HIF-2a an die putative Bindungsstelle im Intron 3 des WT1-Gens binden

konnen.
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Abbildung 15: Elektromobilitéatsshiftassay mit Kernextrakten von Kelly-Zellen

Die Abbildung zeigt die Bindung von HIF-1a und HIF-2a an einem 28 bp langen Oligonukleotid mit dem
5-RCGTG-3* Motiv. Ein spezifisches Bandenshiftmuster konnte nur mit Kernextrakten hypoxischer
Kelly-Zellen (Spur 3) und nicht normoxischer Zellen (Spur 2) erzielt werden. Vorinkubation der
hypoxischen Kernextrakte mit Antikbrpern gegen HIF-1a oder HIF-2a fihrte zum Verlust der
charakteristischen Shift Bande (Spur 4) bzw. zu einer Supershift Bande (Spur 5). Durch Mutation der
Bindungssequenz im Oligonukleotid war kein Bandenshift unter Hypoxie mehr zu sehen (Spur 8). Die
Proteinbindung des Oligonukleotids unter Hypoxie konnte durch Hinzugeben eines unmarkierten
Inhibitoroligonukleotids (3’-EPO-Enhancer) in absteigenden Konzentrationen proportional zur
eingesetzten Menge reduziert werden (Spuren 10-12). Positivkontrolle eines Bandshifts unter Hypoxie
unter Verwendung eines markierten Oligonukleotids, das das HRE innerhalb des 3‘-EPO-Enhancers
enthalt (Spur 15), nach (Krueger, Catanese, Sciesielski, Kirschner & Scholz, 2019).

Des Weiteren wurde in Luciferase-Reportergenassays untersucht, ob der
Genabschnitt mit der identifizierten HBS im Intron 3 des WT1 Gens eigentlich
hypoxieresistenten Reporterkonstrukten eine Sensititvitdt gegenuber Hypoxie
vermittelt. Dazu wurde ein 256 bp langes Oligonukleotid (siehe oben), das die putative
Bindungsstelle enthalt, am 5-Ende vor den SV40-Promotor des pGL3-Promotor
Vektors (Promega) kloniert. Fur die Experimente diente der pGL3-Promotor Leervektor
als Negativkontrolle. Abbildung 16 zeigt, dass die Reportergenaktivitat des
transfizierten Konstrukts in hypoxischen (1 % Oz, 24 h) versus normoxischen (21 %
Oz2, 24 h) Kelly-Zellen um das ca. 22-fache erhdht war. Das Hypoxiemimetikum DMOG
(21 % Oz, 24 h) bewirkte ebenfalls eine signifikante Zunahme der Reporteraktivitat

(Abb. 16B). Im Gegensatz hierzu wurde der transfizierte pGL3-Promotor-Leervektor
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weder durch Hypoxie noch durch DMOG signifikant stimuliert. Um zu Uberprifen, ob
die HBS fir die Ubertragung einer Hypoxiesensitivitat notwendig war, wurde diese
mutiert. Tatsachlich verursachte die Mutation der identifizierten HBS in dem
Reporterkonstrukt einen Verlust der Induzierbarkeit durch Hypoxie und DMOG.

Weiterhin wurde getestet, ob das hypoxieresponsive Element nicht nur dem
heterologen  SV40-Promotor, sondern auch dem  WT1-Promotor eine
Hypoxieempfindlichkeit verleiht. Hierzu wurde ein ca. 2,5 kb langes Fragment aus dem
WT1-Promotorbereich in den pGL3basic-Vektor ligiert. Nach Transfektion dieses
Konstrukts in Kelly-Zellen konnte weder bei Hypoxieexposition (1 % Oz, 24 h) noch bei
Behandlung mit DMOG eine signifikante Zunahme der WT1-Promotoraktivitat
festgestellt werden (Abb. 16 A). Durch Ligation des oben genannten, 256 bp langen
Oligonukleotids mit der intronischen HBS vor den WT1-Promotor waren die
Reporteraktivitaten nach Behandlung mit Hypoxie und DMOG 11- bzw. 17- fach erhdht
(Abb. 16). Die Effekte auf die Hypoxiesensibilitat beider Reporterkonstrukte wurde
durch Mutation der HBS verhindert, so dass es zu keiner signifikanten Zunahme der

Reporteraktivitat des WT1-Promotorkonstrukts unter Hypoxie und DMOG kam.
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Abbildung 16: Luciferase-Reporterassays

Es wurden durch Ligation eines 256 bp langen Fragments mit dem putativen HRE aus dem Intron 3 des
WT1 Gens vor einen heterologen SV40-Promotor und den WTZ1-Promotor Promotor-Reporterkonstrukte
hergestellt. Es erfolgte zusammen mit einem Renilla Luciferase Reporter die Kotransfektion der
Konstrukte in Kelly-Zellen. Die Renillaaktivitdten dienten zur Normalisierung der gemessenen
Luciferaseaktivitaten. Die relativen Luciferaseaktivitaten sind als Vielfache der Aktivitat unter Normoxie
dargestellt. Die Promotorkonstrukte allein zeigen keine erhohten Luciferaseaktivitdten unter Hypoxie
oder nach Behandlung der Zellen mit DMOG. Die Ligation des 256 bp langen Fragments vor die
Promotoren erhohte die Luciferaseaktivitdit des SV40-Promotorkonstrukts (A) und des WT1-
Promotorkonstrukts (B) unter Hypoxie und nach Behandlung mit DMOG. Dieser Effekt kann nicht durch
Ligation eines analogen DNA-Fragments erzielt werden, in dem die HBS innerhalb des HRE mutiert
wurde. Die Werte sind angegeben in Mittelwerten + Standardfehler der relativen Luciferaseaktivitaten
im Vergleich zur Normoxie, wobei die statistische Analyse mit den auf die Renillaaktivitdt normierten
Luciferaseaktivitaten erfolgte. *p < 0,05; **p < 0,01; n = 5; gepaarter Student’s t-Test, nach (Krueger,
Catanese, Sciesielski, Kirschner & Scholz, 2019).

4.4 Auswirkungen hoher WT1 und HIF-2a Expression auf Neuroblastome

4.4.1 Hohe WT1-Expression korreliert mit geringerem Gesamtiberleben und
geringerem rezidivfreien Uberleben von Neuroblastompatienten

Eine einfache und 6ffentlich zugangliche Mdglichkeit Expressionsdaten von primaren
Tumorproben zu analysieren, ist die R2-Plattform (Genomics Analysis and

Visualization Platform; https://r2.amc.nl), mit der u.a. Genexpressionsdaten mit
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klinischen Verlaufen in unterschiedlichen Satzen von Neuroblastomtumorproben
korreliert werden kénnen. In Abbildung 17 sind die Kaplan-Meier-Kurven aus dem
selben Tumordatensatz abgebildet (Molenaar et al., 2012). Zu sehen sind die Graphen
fur das Gesamtiiberleben und das rezidivfreie Uberleben von Patienten mit Tumoren
mit hohem und niedrigem WT1-Expressionsniveau (Fur Einzelheiten zur
Gruppenbestimmung siehe Methodenteil). Beide Kurven zeigen, dass die Kohorte mit
hoher WT1 Expression eine signifikant hdhere Mortalitat aufweist. Zu beachten ist der
unterschiedliche WT1 Expressions-Cutoff (zur Erklarung siehe Methodenteil), der zum
einen die Gruppengroél3e beeinflusst und zum anderen die erhaltenen P-Werte.
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Abbildung 17: Uberleben von Neuroblastompatienten nach WT1-Expression

Diese Abbildung zeigt einen Ausschnitt aus einer Datenanalyse mittels des frei verfiigbaren R2-
Datenanalysetools. Es handelt sich um den Datensatz Nummer 1 (Versteeg) nach Tabelle 13 (Molenaar
et al., 2012). Angegeben sind die Kaplan-Meier-Kurven der beiden Subgruppen von Patientenproben,
eingeteilt in hohe (blau) und niedrige (rot) WT1-Expression (Expressions Cutoff 19,1 (A) bzw. 5,1 (B);
Gruppengrdfle = 8). Die GroRRe der Subgruppe befindet sich anschlielend in Klammern. Auf der y-Achse
ist die prozentuale GroRe des noch lebenden bzw. rezidivfrei lebenden Patientenanteils nach dem auf
der x-Achse angegebene Nachsorgezeitraum in Monaten aufgetragen.

4.4.2 Hohe WT1-Expression korreliert mit geringerem rezidivfreien Uberleben
von Neuroblastompatienten ohne MYCN-Amplifikation

Abbildung 18 zeigt die Kaplan-Meier-Kurve fir zwei Subgruppen der
Patientenpopulation nach (Asgharzadeh et al.,, 2006) eingeteilt nach dem
Expressionsgrad von WT1. Wie Tabelle 13 zu entnehmen ist, wurden fur die Studie

102 primére, unbehandelte, bereits metastasierte Neuroblastomtumorproben ohne
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MYCN-Amplifikation eingeschlossen. Die anschlieRende Behandlung erfolgte nach
Zuweisung in verschiedene Studienprofile multimodal (Asgharzadeh et al., 2006). Bei
geeignetem Cutoff fir das Expressionsniveau fur WT1 (12,6) zeigt sich ein
hochsignifikanter ~Unterschied der rezidivfreien Uberlebenswahrscheinlichkeit
zwischen Patientenkollektiven, die an Tumoren mit hoher bzw. niedriger WT1-
Expression leiden. In der Subgruppe an Tumoren mit hohem WT1 verstarben 8 von 9
Patienten nach 24 Monaten trotz Therapie. Die 5-Jahres-Uberlebensrate der

Subgruppe mit niedrigem WT1 lag hingegen bei Uber 50 %.
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Abbildung 18: Uberleben nach WT1-Expression ohne MYCN-Amplifikation (Seeger)

Diese Abbildung zeigt einen Ausschnitt aus einer Datenanalyse mittels des frei verfiigbaren R2-
Datenanalysetools. Die Tumorproben aus dem Datensatz Nummer 2 (Seeger) nach Tabelle 13
(Asgharzadeh et al., 2006) enthalten keine MYCN-Amplifikation. Angegeben sind die Kaplan-Meier-
Kurven der beiden Subgruppen von Patientenproben, eingeteilt in hohe (blau) und niedrige (rot) WT1-
Expression (Expressions Cutoff 12,6; Gruppengrofie = 8). Die GrbéRe der Subgruppe befindet sich
anschlielend in Klammern. Auf der y-Achse ist der Anteil der rezidivfreien, noch lebenden Patienten
nach dem auf der x-Achse angegebenen Nachsorgezeitraum in Monaten angegeben.
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4.4.3 Hohe WT1-Expression korreliert mit geringerem ereignisfreien Uberleben
in Neuroblastompatienten in nicht fortgeschrittenen Diagnosestadien

In Abbildung 19 werden Datenanalysen aus zwei unterschiedlichen Datensatzen
gezeigt. Analysiert man Datensatz 3 (Kocak nach Tabelle 13) und 4 (SEQC nach
Tabelle 13) auf Patienten aufR3erhalb des prognostisch ungiinstigen Stadiums 4 (siehe
Abbildung 19), ergibt sich fur Patienten mit hoher WT1-Expression in beiden Studien
eine signifikant erhdhte Mortalitat (blaue Linie, Abbildung 21).
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Abbildung 19: Uberleben nach WT1-Expression ohne MYCN-Amplifikation (Kocak und SEQC)

Diese Abbildung zeigt einen Ausschnitt aus einer Datenanalyse mittels des frei verfligbaren R2-
Datenanalysetools. Es handelt sich um zwei verschiedene Datensatze: (A) Nummer 3 (Kocak) (Kocak
et al.,, 2013) und (B) Nummer 4 (SEQC) nach Tabelle 13. Des Weiteren wurden fir die Analyse nur
Proben von Patienten in den Stadien 1, 2, 3 und 4S nach INSS (Brodeur et al., 1993) eingeschlossen.
Angegeben sind die Kaplan-Meier-Kurven der beiden Subgruppen von Patientenproben, eingeteilt in
hohe (blau) und niedrige (rot) WT1-Expression (Expressions Cutoffs 76 (A) und 181,02 (B);
Gruppengrolie = 8). Die GroRe der Subgruppe befindet sich anschlieBend in Klammern. Auf der y-Achse
ist der Anteil der ohne Ereignis Uberlebenden Patienten nach dem auf der x-Achse angegebenen
Nachsorgezeitraum in Monaten angegeben.

4.4.4 Hohe HIF-2a-Expression korreliert mit geringerem Gesamtuberleben bei
Neuroblastompatienten

Analysiert man den der Abbildung 19 zugrundeliegenden Datensatz (siehe Tabelle 13)
auf HIF-2a (siehe Abbildung 20), stellt man auch fur die Expression von HIF-2a
ahnliche Ergebnisse zu den Befunden von WT1 fest. Sowohl in der Betrachtung aller

Proben des Datensatzes als auch bei Ausschluss der Tumoren mit MYCN-
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Amplifikation (dies gilt nicht fir Tumoren mit MY CN-Amplifikation) zeigt sich bei hoher
HIF-2a-Expression ein signifikant verringertes Gesamtiiberleben der Subgruppe. Die
Expressionsniveaus von HIF-2a sind dabei aber auf einem wesentlich hdheren
absoluten Expressionsniveau als die von WT1. Trotz dieses Befundes konnte mit
weiteren Analysetools der R2-Plattform keine signifikante Korrelation zwischen WT1-

und HIF-2a-Expression in den Primartumoren ermittelt werden.
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Abbildung 20: Uberlebensunterschiede nach Expression von HIF-2a in Tumoren mit (A) und ohne
MYCN-Amplifikation (B)

Diese Abbildung zeigt einen Ausschnitt aus einer Datenanalyse mittels des frei verfligbaren R2-
Datenanalysetools. Es handelt sich um den Datensatz Nummer 1 (Versteeg) nach Tabelle 13 (Molenaar
et al., 2012). (A) beinhaltet alle Tumorproben des Datensatzes und in (B) sind nur die Tumoren ohne
MYCN-Amplifikation eingeschlossen. Angegeben sind die Kaplan-Meier-Kurven der beiden
Subgruppen von Patientenproben, eingeteilt in hohe (blau) und niedrige (rot) HIF-2a-Expression
(Expressions Cutoffs 2043,9 (A) und 1971,2 (B); GruppengrofRe = 8). Die Grol3e der Subgruppe befindet
sich anschlieBend in Klammern. Auf der y-Achse ist der Anteil der lebenden Patienten nach dem auf
der x-Achse angegebenen Nachsorgezeitraum in Monaten angegeben.

4.5 Funktionelle Aspekte der WT1 Expression in Neuroblastomen

45.1 Silencing von WT1 inhibiert die Migration von SK-N-AS-
Neuroblastomzellen im Transwellassay

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass Hypoxie, vermittelt durch HIF-2a, die WT1
Genexpression in Kelly-Neuroblastomzellen stimuliert. Sauerstoffmangel und ein

erhohtes WT1-Niveau in Neuroblastomen gelten als unginstige Prognosefaktoren
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(Masserot et al., 2016; Pietras et al., 2009). Eine gesteigerte Proliferationsrate und
Migration sind wichtige Indikatoren der zellularen Malignitat. Eine robuste WT1-
Expression in Kelly-Zellen erfordert die Behandlung mit Hypoxie bzw.
Hypoxiemimetika. Um unabhéngig von eventuellen Hypoxieeffekten auf das
Migrationsverhalten von Neuroblastomzellen die funktionelle Rolle von WT1 zu
untersuchen, wurden SK-N-AS-Zellen anstelle von Kelly-Zellen verwendet. SK-N-AS-
Zellen exprimieren bereits unter Normoxie WT1 (Abb. 6). An SK-N-AS-Zellen wurde
mit Hilfe von Transwell-Migrationsassays in Kombination mit einem WT1-Knockdown
mittels RNA-Interferenz untersucht, welchen Einfluss WT1 auf das Migrationsverhalten
dieser Zellen hat. Die Zellen wurden zunachst, wie oben beschrieben, mit gegen WT1
gerichtete siRNA fur 24 h inkubiert, in die Transwellfilter ausgesat und fir 24 h bei 21
% O:2 inkubiert. Im Vergleich zur Behandlung mit ungerichteter siRNA bewirkte der
Knockdown von WT1 eine signifikante Reduktion der Anzahl an migrierten SK-N-AS
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Abbildung 21: Knockdown von WT1 hemmt die Migration von SK-N-AS-Neuroblastomzellen

Nach Behandlung mit siRNA gegen WT1 migrierten signifikant weniger SK-N-AS-Zellen durch die
Transwellfilter im Vergleich zu Zellen, die mit Kontroll-siRNA behandelt wurden. Die migrierten Zellen
wurden nach Fixierung und Farbung durch DAPI mit Hilfe von ImageJ mit modifizierter und
standardisierter Partikelanalyse gezahlt. Verglichen wurden jeweils mit siWT1 behandelte Zellen mit
Zellen, die mit ungerichteter siRNA inkubiert wurden. *p < 0,05; Gepaarter Student’s t-Test.
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5 Diskussion

Das Neuroblastom ist der haufigste extrakranielle, solide Tumor bei Kindern und macht
13 % aller Krebstodesfalle im Kindesalter aus (Louis & Shohet, 2015). Dass dieser
Tumor einen solch groRen Anteil an der Gesamtstatistik der Todesfalle hat erklart, sich
aus einer 5-Jahres-Uberlebensrate von 55 % (Monclair et al., 2009).

Hypoxie stellt einen negativen Prognosefaktor fir das Neuroblastom dar (Jogi et al.,
2002; Pahlman & Mohlin, 2018) und fordert erwiesenermalRen die Tumormalignitat
(Semenza, 2012b). Auch WT1, das im adulten Gewebe normalerweise nicht exprimiert
wird, findet sich in verschiedenen Tumoren wieder (Charlton & Pritchard-Jones, 2016;
Hylander et al., 2006; Nakatsuka et al., 2006; Sera et al., 2008; X. Wang et al., 2013).
Fur eine Untergruppe von Neuroblastomen ohne MYCN-Amplifikation konnte WT1 als
negativer prognostischer Faktor identifiziert werden (Masserot et al., 2016).

Ein Zusammenhang zwischen Hypoxie und WT1 Expression wurde bereits in einer
friheren Arbeit fur das ischamische Myokard beschrieben (K. D. Wagner, Wagner,
Bondke, et al., 2002). In der vorliegenden Arbeit gelang es erstmalig zu zeigen, dass
die Expression von WT1 auch in Tumorzellen (Kelly-Neuroblastomzellen) durch
Hypoxie stimuliert wird. Dartber hinaus konnte erstmalig der dieser hypoxischen
Regulation zu Grunde liegende molekulare Mechanismus entschlisselt werden.
Konkret konnte gezeigt werden, dass die hypoxische Aktivierung von WT1 Uber die
Bindung von HIF-2a an einen hypoxiesensitiven Enhancer im Intron 3 des WT1-Gens

erfolgt.

5.1 Hypoxische WT1-Expression in Neuroblastomzelllinien

Vor dem Hintergrund, dass Hypoxie und WT1-Expression in Neuroblastomen
eigenstandige, negative prognostische Indikatoren darstellen (Cimmino et al., 2015;
Jogi et al., 2002; Kletzel, Chou, Olszewski, Rademaker & Khan, 2015; Masserot et al.,
2016; Pahlman & Mohlin, 2018; Pietras et al., 2009), wurden verschiedene
Neuroblastomzelllinien auf einen Zusammenhang zwischen Sauerstoffgehalt und
WT1-Expression Uberprift (Abb. 6). Obwohl bei den untersuchten Zelllinien im
Gegensatz zur Beobachtung von Masserot et al. (Masserot et al., 2016) keine negative
Korrelation zwischen WT1-Expression und MYCN-Amplifikation festgestellt werden
konnte, wiesen unterschiedliche Neuroblastomzelllinien unterschiedliche WT1-
Niveaus auf Protein- und mRNA-Ebene auf (Abb. 6). Interessanterweise konnte eine
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WT1-Expression in Kelly-Zellen nur in Hypoxie, nicht aber unter Normoxie
nachgewiesen werden (Abb. 6). In Kelly-Neuroblastomzellen wurde von Martens et al.
gezeigt, dass unter Hypoxie die TrkB-Rezeptor-Expression Uber HIF-1a reguliert wird
(Martens, Kirschner, Warnecke & Scholz, 2007) und dadurch mdglicherweise ein
maligner Phéanotyp gefordert wird (Dewitt et al., 2014; Ho et al., 2002).
Interessanterweise konnte in Kelly-Zellen aufRerdem eine HIF induzierte
Erythropoietin-Expression, trotz fehlender Nierenabstammung dieser Zellen gezeigt
werden (Stolze et al., 2002). Dies dokumentiert, dass sich in Tumorzellen gewebs- und
zelltypspezfische Expressionsmechanismen grundséatzlich von gesundem Gewebe
unterscheiden. AuRerdem konnen diese Mechanismen selbst in scheinbar
homogenen Tumorpopulationen stark variieren und somit Abweichungen im

Malignitatsgrad und maglichen Therapiezielpunkten ausmachen.

Aufgrund dieser Beobachtungen sollte zunachst Uberprift werden, ob die hypoxische
WT1-Expression abhangig von Hypoxie induzierbaren Faktoren ist und eine HIF-
Isoform daftir vorrangig verantwortlich ist. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die
hypoxische Induktion von WT1 in Kelly-Neuroblastomzellen durch Silencing von HIF-
2a, nicht aber von HIF-1a unterdriickt wird (Abb.9). Diese Beobachtung wird durch
Knockoutversuche mit CRISPR/Cas9-Technologie unterstitzt. Wie in Abbildung 11 zu
sehen ist, verringerte nur der CRISPR/Cas9 vermittelte Knockout von HIF-2a, nicht
aber von HIF-1a, das mRNA- und Proteinniveau von WT1 in hypoxischen Kelly-Zellen
siginifikant. (siehe Abbildung 11). Um zu verifizieren, dass der genomische Knockout
der HIFs auch funktionell wirksam war, wurden die Expressionsniveaus etablierter
Zielgene der beiden Isoformen in den Klonen unter Hypoxie tUberprift. Der Knockout
von HIF-2a fuhrte zu einer Verringerung der mRNA von Erythropoietin (Stolze et al.,
2002; Warnecke et al., 2004) bis fast an die Nachweisgrenze heran. Analog dazu
bewirkte die Ausschaltung von HIF-1a eine signifikante Verringerung der mRNA der
Carboanhydrase 9 (van den Beucken et al., 2009).

Fur HIF sind bereits eine Vielzahl an Zielgenen bekannt und funktionell charakterisiert
(Schodel et al., 2011). Dass WT1 hypoxieinduziert ist und es sich bei WT1 um ein
mogliches HIF-Zielgen handelt, wurde in einer friiheren Arbeit der AG Scholz bereits
nachgewiesen (K. D. Wagner et al., 2003). Eine sauerstoffabhangige WT1 Expression
in Neuroblastomzellen und der zu Grunde liegende Regulationsmechanismus wurde

bislang jedoch noch nicht untersucht. Die Art und Weise, wie HIFs generell mit DNA
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interagieren, sind gut bekannt (Ebert & Bunn, 1998) und fur beide Hauptisoformen von
HIF ahnlich (Mole et al., 2009). Die Zielgene variieren jedoch zwischen den beiden
Isoformen und auch in verschiedenen Zelltypen erheblich (C. J. Hu, Wang, Chodosh,
Keith & Simon, 2003; Warnecke et al, 2004). Aus den vorliegenden
Versuchsergebnissen kann geschlossen werden, dass die hypoxische WT1-
Expression zumindest teilweise durch HIF gesteuert wird und in Kelly-Zellen
hauptséachlich Uber die HIF-2a-Isoform vermittelt wird. Um festzustellen, Gber welchen
molekularen Mechanismus die WT1 Regulation durch HIF-2a stattfindet und ob es sich
um einen direkten oder indirekten Effekt handelt, waren weitere Experimente notig.

5.2 HIF-2a vermittelte hypoxische WT1 Expression in Kelly-Neuroblastomzellen
HIFs sind heterodimere Transkriptionsfaktoren, die an regulatorische DNA-Sequenzen
ihrer Zielgene binden. Die Regulation der WT1 -Expression ist noch nicht vollstéandig
geklart. Es wurden einige Transkriptionsfaktoren identifiziert, die mit dem proximalen
WT1 Promotor interagieren (Cohen, Bossone, Zhu, McDonald & Sukhatme, 1997;
Dehbi, Ghahremani, Lechner, Dressler & Pelletier, 1996; Dehbi & Pelletier, 1996;
McConnell, Cunliffe, Chua, Ward & Eccles, 1997). Auflerdem wurde eine
Autoregulation des WT1 Promotors im Sinne einer negativen Feedbackschleife durch
das WT1-Protein selbst nachgewiesen (Rupprecht, Drummond, Madden, Rauscher &
Sukhatme, 1994). Um den WT1-Genlocus genauer zu untersuchen, wurde in der
vorliegenden Arbeit der UCSC Genome Browser (https://genome.ucsc.edu) des
ENCODE Projekts verwendet (Rosenbloom et al., 2010). Hierbei wurde vor allem nach
genomischen Zustanden gesucht, die hinweisend auf mdgliche Interaktionsstellen von
Transkriptionsfaktoren mit regulatorischen Elementen, wie z.B. Enhancern, sind
(Rosenbloom et al., 2010). Wie in Abbildung 12 zu sehen ist, sind solche Elemente
beispielsweise DNasel-Hypersensitivitatscluster, die offenes Chromatin markieren
oder acetyliertes Histon H3K27, das oft ein Indiz flr regulatorische Elemente ist.
AulRerdem wurden die Daten von ChlP-seq-Experimenten fir eine Vielzahl von
Transkriptionsfaktoren in den Browser eingepflegt. Dies erlaubt die Lokalisation von
DNA-Elementen, fir die eine Bindung durch andere Transkriptionsfaktoren bereits
gezeigt wurde. Im Falle von WT1 gibt es eine auffallige Anh&aufung dieser Marker, wie
erwartet, in der Promotorregion, aber auch in Genabschnitten, die sich mehrere kb
weiter in 3‘-Richtung befinden (Abb. 12). Der Abgleich mit dem Standardbindungsmotiv
fur HIF 5'-RCGTG-3' (Mole et al., 2009) ergab, dass es sowohl im Promotor als auch
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in den Introns 1 und 3 des WT1-Gens mdgliche HIF-Bindungsstellen gibt, die auch mit
anderen Markern fur Transkriptionsfaktorbindung Uberlappen (Daten nicht gezeigt,
zum Abgleich siehe UCSC Genome Browser). In der vorliegenden Arbeit wird gezeigt,
dass ein 2,5 kb langer WT1-Promotorabschnitt nach Transfektion eines
Reporterkonstrukts in Kelly-Neuroblastomzellen nicht durch Hypoxie induzierbar ist
(Abb. 16). Erst die Ligation eines 256 bp groRen Fragments, welches die putative HRE
aus dem Intron 3 enthdlt, vor das Promoterkonstrukt vermittelt eine deutliche
Hypoxiesensibilitat (Abb. 16). Die Mutation des Bindungsmotivs innerhalb des DNA-
Fragments verhindert diesen Effekt (Abb. 16). Die Induktion von Hypoxiesensibilitat
durch die putative HRE aus dem Intron 3 lasst sich auch auf heterologe Promotoren,
wie z.B. den SV40-Promotor Ubertragen (Abb. 16). In weiteren Experimenten konnte
unsere Gruppe auch mittels Chromatin-Immunprézipitation eine Bindung von HIF-1a
und HIF-2a an die putative HRE im Intron 3 des WT1 Promotors nachweisen (siehe
Abbildung 14). Fur mégliche HREs aus dem Promotor und Intron 1 kam es zu keiner
signifikanten Anreicherung von durch HIF gebundenem Chromatin, was gegen eine
Bindung der beiden Transkriptionsfaktoren an diesen Stellen spricht (Krueger et al.,
2019). Im Bereich dieses neuen regulatorischen Elements im 3. Intron des WT1-Gens
wurde erst kirzlich ein hamatopoietischer Enhancer beschrieben (Felsenfeld &
Groudine, 2003).

GroRRer angelegte ChiPseqg-Analysen haben gezeigt, dass entgegen friherer
Hypothesen Transkriptionsfaktoren haufig mehrere 10000 Basenpaare entfernt von
Promotoren binden (Mole et al., 2009; Schodel et al., 2011). Insbesondere flr die
Hypoxie-induzierbaren Faktoren ist bekannt, dass HIF-1a zu 60 % und HIF-2a zu Uber
80 % an DNA-Elementen binden, die mehr als 2,5 kb vom Promotor des jeweiligen
Gens entfernt liegen (Schorg et al., 2015). Dies wirft die Frage auf, wie solche
Transkriptionsfaktorbindungen an distalen Elementen eine Genexpression induzieren
bzw. einen Transkriptionsstart initieren koénnen. Um Interaktionen zwischen
Promotorregionen und distalen regulatorischen Elementen zu untersuchen, bendtigt
man Methoden, die es erlauben, dreidimensionale Chromatininteraktionen
nachzuweisen. Eine solche Methode wurde auch in Folgeexperimenten von unserer
Gruppe gewahlt: Chromosome Confirmation Capture, auch 3C genannt (Naumova,
Smith, Zhan & Dekker, 2012). Die Ergebnisse dieser Experimente lassen die
Schlussfolgerung zu, dass es innerhalb des WT1-Gens schon unter Normoxie zu

einem Looping zwischen dem intronischen HRE und dem WT1-Promotor kommt
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(Krueger et al., 2019). Dies passt zu anderen Befunden, wie einem neu entdeckten
HRE des PAG1 Gens (Schorg et al.,, 2015) oder der Praformation eines Loops
zwischen Enhancer und Transkriptionsstart fir TNF-a (Jin et al., 2013). Unter Hypoxie
wird dann durch die Bindung von HIF-2a an das HRE und Rekrutierung weiterer
Kofaktoren die Transkription des WT1-Gens induziert. Einige dieser Kofaktoren sind
fur andere Zielgene von HIF bereits bekannt. Mdglicherweise spielen der Kofaktor
p300/CREB (Ebert & Bunn, 1998) oder ATF-1 (Kvietikova, Wenger, Marti &
Gassmann, 1995) in diesem Zusammenhang eine Rolle. Fir diese wurde gezeigt,
dass sie im Falle von HIF-1a den Zielgenlocus frei von Methylierungen halten kdnnen
und somit die Chromatinstruktur 6ffnen und fir den Transkriptionsfaktor zugénglich
machen (Rossler et al., 2004).

Trotz dieser umfangreichen mechanistischen Aufklarung bleiben einige Fragen offen.
Sowohl die Ergebnisse aus den Elektromobilitdtsshiftassays (Abb. 15), als auch die
Resultate aus ChlIP Experimenten (Abb. 14) dokumentieren eine Bindung beider HIF
Isoformen an das identifizierte HRE. Es stellt sich somit die Frage, weshalb trotz
Bindung beider HIFs ausschlief3lich HIF-2, jedoch nicht HIF-1, die WT1-Expression in
hypoxischen Kelly-Zellen vermittelt. Auch die Beobachtung, dass Hypoxie die WT1-
Expression nur in wenigen Neuroblastomzelllinien stimuliert (Abb. 6), lasst sich anhand
der Ergebnisse dieser Arbeit nicht ausreichend erklaren. Die Induktion von HIF-2a
unter Hypoxie erfolgt in allen von uns untersuchten Neuroblastomzelllinien (Abb. 6).
Dennoch kommt es nur in Kelly- und SK-N-BE(2)-Zellen zu einer nachweisbaren
Stimulation der WT1 Expression (Abb. 6). Es muss also dartber hinaus noch weitere
Faktoren oder Mechanismen geben, die diese zell- und kontextspezifische HIF-2a
vermittelte Expression beeinflussen. Denkbar waren zum Beispiel zur Transkription
benotigte Kofaktoren oder epigenetische Modifikationen, die in Kelly-Zellen gegeben

sind und in anderen Zellen fehlen.

5.3 Funktionelle Aspekte von Hypoxie, HIF- und WT1-Expression in
Neuroblastomen

Die Feststellung, dass WT1 gerade in Subpopulationen von Neuroblastompatienten
ohne MYCN-Amplifikation ein Malignitatskriterium darstellt (Masserot et al., 2016),
passt zur Analyse von R2-Daten. Wie in Abbildung 18 zu sehen ist, lasst sich die
Patientenpopulation mit Tumoren ohne MYCN-Amplifikation anhand der WT1-

Expression in zwei Gruppen mit unterschiedlichen Kaplan-Meier-Kurven einteilen.
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Hohe WT1-Expression korreliert in dieser Stichprobe signifikant mit einer niedrigeren
GesamtlUberlebensrate. Es lasst sich kein Vergleich mit Patienten aus derselben
Studie mit MYCN-Amplifikation durchfiihren, da keine MY CN-positiven Neuroblastome
eingeschlossen waren. Die Amplifikation des MYCN-Gens ist das am besten
untersuchte und etablierte molekulare Malignitatskriterium fir Neuroblastome und
findet sich deswegen in den Diagnose- und Klassifikationskriterien des Neuroblastoms
wieder (Thompson et al., 2016). Bei der Analyse von R2-Daten und unserer
Experimente lasst sich kein direkter Zusammenhang zwischen dem
Expressionsniveau von WT1 und einer MYCN-Amplifikation herstellen. Sowohl WT1-
als auch das MYCN-Gen kodieren fur Transkriptionsfaktoren und spielen eine
entscheidende Rolle an der Gabelung zwischen zellularer Differenzierung und
Proliferation (Knoepfler, Cheng & Eisenman, 2002; Martinez-Estrada et al., 2010). Die
Datenlage legt die Vermutung nahe, dass es sich um zwei unabhangige
Malignitatsfaktoren handelt, die aber mdglicherweise Uber &hnliche Mechanismen
einen malignen Phanotyp propagieren. Fir MYCN gibt es eine Reihe von Studien, die
seine Funktion in Neuroblastomen illustrieren und zeigen, wie es beispielsweise tber
p53-Repression oder Veranderungen im Zellzyklus einen malignen Phanotyp induziert
(Ubersicht in (Ruiz-Perez, Henley & Arsenian-Henriksson, 2017)). Zur Rolle und
Funktion von WT1 in Neuroblastomen liegen nur wenige gesicherte Erkenntnisse vor.
In dieser Arbeit wird gezeigt, dass eine mittels RNA-Interferenz induzierte WT1-
Repression die Migration von SK-NA-S-Neuroblastomzellen signifikant reduziert (Abb.
21). Um mdgliche WT1-unabhangige Nebeneffekte einer Hypoxie zu vermeiden,
wurden fur diese Versuche SK-NA-S-Zellen anstelle von Kelly-Zellen verwendet. SK-
NA-S-Zellen enthalten bereits unter Normoxie ein hohes Niveau an WT1-Protein (Abb.
6). Der Einfluss von WT1 auf das Migrationsverhalten der Zellen passt zu Ergebnissen
anderer Publikationen und lasst sich mdglicherweise durch dessen zentrale Rolle
innerhalb eines Mechanismus erklaren, der auch fur das Tumorwachstum von
Bedeutung ist: Die epithelial-mesenchymale Transition (EMT) (Martinez-Estrada et al.,
2010). Martinez et al. (Martinez-Estrada et al., 2010) haben gezeigt, dass WT1 ein
direkter transkriptioneller Aktivator des SNAI1 Gens ist. Dieses kodiert fur ein Protein,
das Schliisselregulator eines Prozesses ist, der es epithelialen Zellen erlaubt, in einen
migratorischen, mesenchymalen Zustand tberzugehen. Unter anderem wird durch
SNAIL der epitheliale Marker E-Cadherin herunterreguliert und andere mesenchymale
Marker, wie z.B. Vimentin, werden hochreguliert. Dadurch kénnen sich Zellen mit
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ehemals epithelialen Eigenschaften aus dem Zellverband |6sen, dedifferenzieren und
nach Migration eventuell wieder z.B. zu einer Epithelzelle differenzieren. Es wurde
gezeigt, dass WTL1 essenziell fur die Bildung kardiovaskularer Progenitorzellen
wahrend der Organogenese ist. Da WT1 auch wahrend der Myokardischamie im
adulten Organismus erneut auftaucht (K. D. Wagner, Wagner, Bondke, et al., 2002),
wurde die These aufgestellt, dass dieser Prozess auch wahrend der Narbenheilung im
ischamischen Myokard von Bedeutung ist.

EMT ist auch in der Krebsforschung viel diskutiert. Denn fur die Metastierung des
Primartumors oder Entstehung sogenannter Tumorstammzellen, zentrale
Malignitatsmechanismen solider Tumoren, ist die Transition der Tumorzellen von
einem epithelialen zu einem migratorischen bzw. mesenchymalen Zelltyp erforderlich.
WT1 ist nachweislich in einer Vielzahl von Tumoren hochreguliert (Qi et al., 2015) und
auch in Neuroblastomen ein méglicher Malignitatsmarker (Masserot et al., 2016). WT1
koénnte also tber Aktivierung von SNAIL und konsekutive Repression von E-Cadherin
dazu beitragen, dass sich einzelne Tumorzellen aus ihrem Verband l6sen und
migratorische Eigenschaften annehmen. Dies wirde vermutlich zu Metastasierung von
Tumoren oder auch aggressivem Wachstum fihren.

Die Rolle von HIF in Neuroblastomen hingegen ist bereits etwas besser untersucht
und weniger spekulativ. Wir beobachteten, dass hypoxische Kelly-Zellen im Vergleich
zu normoxischen Zellen ein signifikant hoheres Migrationsverhalten in
Transwellmigrationsassays aufweisen (Daten nicht gezeigt). In verschiedenen
Arbeiten werden jedoch teilweise kontroverse Beobachtungen und Beurteilungen
hinsichtlich der Rolle der HIFs in Neuroblastomen generell, und von HIF-2a im
Besonderen, gemacht. So konnten zum Beispiel Pietras et al. (Pietras et al., 2009)
zeigen, dass HIF-2a einen undifferenzierten Phanotyp in Neuroblastomzellen induziert
(Pietras et al., 2009). Die WT1-Expression wurde in dieser Studie nicht untersucht.
Daher ist es unklar, ob dieser Effekt moglicherweise tber eine Aktivierung von WT1
zu erklaren ist oder unabhangig davon ist. Jogi et al. konnten in Maus-Xenograft-
Modellen einen HIF-abhangigen Wechsel zu einem eher undifferenzierten
Tumorphanotyp unter Hypoxie nachweisen (Jogi et al., 2002). Dennoch gibt es auch
widersprichliche Befunde, die HIF-2a die Funktion eines Onkogens absprechen
(Mohlin et al., 2017). Neuroblastome sind durch eine Vielzahl von heterogenen,
genetischen Alterationen gekennzeichnet (K. K. Matthay et al, 2016).

Behandlungskonzepte basieren auf komplexer multimodaler Therapie und sind meist
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auf den Einzelfall zugeschnitten. Dies verdeutlicht, dass man es im Falle des
Neuroblastoms mit einer sehr heterogenen Tumorentitdt zu tun hat. Auch HIFs
induzieren hunderte Zielgene und eine Vielzahl von Transkriptionskaskaden. Diese
kénnen je nach Zellkontext unterschiedliche Effekte induzieren. Diese vielen Variablen
und die verbleibenden Unbekannten im Hinblick auf HIFs und Neuroblastome machen
es schwer, den HIFs eine eindeutige Rolle in der Pathogenese von Neuroblastomen

zuzuordnen.

5.4 Die Bedeutung von HIF und WT1 in der Therapie von primaren
Neuroblastomen

HIFs gelten nicht nur fur die Behandlung von Neuroblastomen, sondern auch vieler
anderer Tumoren als ein interessantes therapeutisches Ziel (Pahlman & Mohlin, 2018;
Semenza, 2012b). Zielgene und zellspezifische Regulationsmechanismen der HIFs
sind nach wie vor Gegenstand aktueller Forschung. Die HIF-Isoformen unterscheiden
sich im Hinblick auf diese teilweise, zeigen aber Uberlappende Zielgene und in der
Bindungssequenz keine Unterschiede (Schodel et al., 2011). Generell besteht aktuell
Konsens, dass HIF-1a eher eine Rolle im primaren Wachstum von Tumoren hat und
HIF-2a verantwortlich fir Metastasierung ist (Pahiman & Mohlin, 2018). Auch scheinen
HIF-1a und HIF-2a in unterschiedlichen Tumorentitaten von unterschiedlicher
Bedeutung zu sein. Daher gilt ein Isoform-spezifischer Therapieansatz im Hinblick auf
die individuelle Tumorentitat als vielversprechend.

Proonkogene Effekte der HIFs sind nicht zuletzt auch ihren Zielgenen geschuldet.
Daher besteht grundsatzlich die Frage, ob nicht auch diese ein geeignetes
Therapieziel darstellen, da die HIFs selbst essenziell fir die Physiologie des
Organismus sind.

VEGEF ist Zielgen beider Isoformen und schon seit Uber 50 Jahren Gegenstand der
Tumorforschung. Mit Bevacizumab wurde der erste monoklonale Antikdrper
entwickelt, der tber Inhibition von VEGF die Tumorvaskularisation unterbindet und
somit das Tumorwachstum einddmmen soll (Hartwich et al., 2013). Bevacizumab und
neuere Generationen von Angiogeneseinhibitoren werden erfolgreich als Erganzung
zu weiteren Chemotherapeutika in der Behandlung von Neuroblastomen eingesetzt
(Hartwich et al., 2013). Als Monotherapie scheint die VEGF-Inhibition flr
Neuroblastome ungeeignet. Hartwich et. al. glauben, dass dies an maoglichen

Resistenzmechanismen liegt, die unter anderem uber HIF-1a reguliert sein konnten.
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Fir HIF-1a gibt es eine groRe Menge an Inhibitoren (Ubersicht siehe (Y. Hu, Liu &
Huang, 2013)). Die beste Form der Inhibition ist noch umstritten und die klinische
Erprobung steht am Anfang. Interessanterweise ist auch WT1 ein transkriptioneller
Aktivator von VEGF und KDR, dem Gen des VEGF-Rezeptors 2 (Kirschner,
Sciesielski, Krueger & Scholz, 2017). Moéglicherweise besteht darin ein weiterer
Mechanismus, tUber den WT1 in Tumoren und insbesondere in Neuroblastomen
malignes Wachstum fordert.

Fur das klarzellige Nierenzellkarzinom (CCRCC) gibt es bereits ein Molekdl, das sich
in der Phase 2 der klinischen Erprobung befindet. Der HIF-Pathway scheint aber im
Allgemeinen eine wichtige Rolle in der Pathogenese des CCRCC zu spielen. Beim
sogenannten VHL-Syndrom kommt es bei den Patienten aufgrund einer Mutation im
VHL-Gen und einer konsekutiven erhdhten HIF-Aktivitat zu einer erhéhten Inzidenz
von Hamangiomen und Nierenzellkarzinomen (Semenza, 2012a). PT2977 ist ein
kleines Molekuil, das durch Blockade der Dimerisierung von HIF-2a mit seiner [3-
Untereinheit antagonistisch wirkt und vielversprechend fur die Therapie des CCRCC
zu sein scheint (Xu et al., 2019). Diese Arbeit, R2-Daten und andere Publikationen
deuten darauf hin, dass HIF-2a auch in Neuroblastomen eine wichtige Rolle in der
Pathogenese zu spielen scheint. Die Erprobung an Subgruppen von Neuroblastomen

kénnte daher moglicherweise einen neuen Therapieansatz darstellen.

Um nun WT1 als mdgliches Therapieziel zu diskutieren, muss natirlich seine Rolle als
Onkogen vorausgesetzt sein. WT1 als Onkogen zu bezeichnen liegt nahe angesichts
der Vielzahl an Tumoren, in denen sich eine erhohte WT1-Expression zeigt (Dong et
al., 2015; Hylander et al., 2006; Menssen et al., 2000; Miyoshi et al., 2002; Nakatsuka
et al., 2006; Sera et al., 2008; Sotobori et al., 2006; X. Wang et al., 2013). Daher
rickten das Gen und seine Produkte schon friih als mégliches Ziel fur onkologische
Therapien in den Fokus der Wissenschaft (Dao et al.,, 2013; Di Stasi, Jimenez,
Minagawa, Al-Obaidi & Rezvani, 2015; Kletzel et al., 2015; Nishida & Sugiyama, 2016;
Tatsumi et al., 2008; Van Driessche et al., 2012; Van Tendeloo et al., 2010). Dies gilt
insbesondere auch, da gesunde, adulte Zellen kein WT1 exprimieren und so eine
Unterdriickung des Gens potenziell wenig Nebenwirkungen an gesunden Zellen haben
konnte.

WT1 basierte Immuntherapie, z.B. mit Hilfe genetisch veranderter T-Zellen (Van
Driessche et al., 2012) und dendritischer Zellen (Nishida & Sugiyama, 2016; Van

88



Tendeloo et al., 2010), wird seit einiger Zeit in der Diagnostik und Therapie der akuten
und chronischen myeloischen Leukamie erprobt (Di Stasi et al., 2015). Auch in der
Therapie von Lungenkarzinomen und kolorektalen Karzinomen wird der Einsatz von
gegen WT1 gerichteter Therapien erforscht (Kajihara et al., 2016; Lindstedt, Lindgren,
Andersson & Engstrom, 2014). In Neuroblastomen wurde WT1 bereits mit einer
schlechteren Prognose in Verbindung gebracht (Masserot et al., 2016) und als
diagnostischer Marker fur die Residualtumorlast diskutiert (Kletzel et al., 2015). Dies
und die Tatsache, dass tUber 70 % aller Neuroblastome aus der Hochrisikogruppe
positiv auf WT1 getestet wurden (Kletzel et al., 2015), lasst Raum fur Spekulationen
bezlglich einer méglichen gegen WT1 gerichteten Therapie bei Neuroblastomen.
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit unterstitzen dabei die Vermutung, dass WT1
maoglicherweise eine Rolle im malignen Tumorwachstum der Neuroblastome spielt und
daher Therapieziel sein konnte. In Transwellmigrationsassays konnte das
Migrationsverhalten von SK-NA-S-Neuroblastomzellen durch Behandlung mit gegen
WT1 gerichteter siRNA signifikant gegeniber mit ungerichteter sSiRNA behandelten
Zellen reduziert werden. Migration ist neben u.a. Zellproliferation und erhéhter
antiapoptotischer Aktivitat eine Grundséule des malignen Tumorprogresses (Paul,
Mistriotis & Konstantopoulos, 2017) (siehe auch oben zu EMT). Sie bildet die
Grundlage fur die Aussaat und Metastasierung des Primartumors und ist ein
Hauptangriffspunkt von Tumortherapien. Auch aus R2-Datenanalysen geht hervor,
dass WT1 in verschiedenen Subpopulationen von Neuroblastompatienten mit einer
erhdhten Mortalitdt assoziiert ist. Gerade in Neuroblastomen ohne MYCN-
Amplifikation zeigt sich dieser Zusammenhang (Abb. 18). Aber auch in den
Diagnosestadien 1, 2, 3 und 4S scheint WTL1 ein Indikator fur erhdhte Mortalitat zu sein
(Abb. 19). In diesen prognostisch gunstigeren Stadien kdnnte WT1 als zusatzlicher
Marker zur Evaluation und Therapieentscheidung herangezogen werden. Im Rahmen
einer individuellen Therapie kdnnte eine gegen WT1 gerichtete Therapie entweder
erganzend zur Standardtherapie, bei Therapieversagen oder als Alternative zum

Einsatz kommen.
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6 Ausblick

Diese Arbeit zeigt zum ersten Mal den detaillierten Regulationsmechanismus der
hypoxischen WT1-Expression in Kelly-Neuroblastomzellen. Funktionelle Implikationen
der WT1-Expression unter Hypoxie werden theoretisch diskutiert und durch
Transwellmigrationsassays an SK-NA-S-Neuroblastomzellen werden Auswirkungen
auf das  Migrationsverhalten  exemplarisch  verdeutlicht.  Weitergehende
Untersuchungen an Zell- oder Tiermodellen fur Neuroblastome kénnten Aufschluss
Uber andere funktionelle Aspekte geben:

Apoptoseverhalten und Proliferation kénnten ausblickend mittels Annexin V Farbung
und TUNEL Assays, bzw. fluoreszenzbasierter DNA-Quantifizierungsmethoden
bestimmt werden. Weiterhin waren gro3er angelegte ChlP-seq-Untersuchungen an
primaren Neuroblastomzellen von Interesse, um Downstreamtargets von WTL1 in
Neuroblastomen zu identifizieren. Damit kénnte man funktionelle Beobachtungen
maoglicherweise erklaren. Aus den Ergebnissen kdnnte man ein komplexeres Modell

ableiten und die Grundlage fur neue Therapieansatzpunkte schaffen.
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