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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Fragestellung: Das Wilms-Tumor-Protein 1 ist ein Transkriptionsfaktor, der u.a. fur die
Entwicklung des Herzens und der Nieren notwendig ist. WT1 ist aulRerdem als
Tumorsuppressor wirksam und wird in verschiedenen Tumoren verstarkt exprimiert.

Die Diaminoxidase AOC1 (Amine Oxidase Copper-containing 1) degradiert Putrescin
und hat damit eine wichtige Funktion im Polyaminstoffwechsel. Polyamine sind
organische Polykationen, die u.a. Zellproliferations- und Differenzierungsprozesse
beeinflussen. Darlber hinaus spielen sie auch eine Rolle in der Entwicklung des
Herzens und der Nieren sowie in der Entstehung von Tumoren. In dieser Arbeit wurde
die Hypothese Uberpruft, dass die Expression der AOC1, und damit der

Polyaminkatabolismus, durch den Transkriptionsfaktor WT1 reguliert wird.

Methoden: Hierfur wurde die AOC7 mRNA nach Veranderung der WT1 Expression in
verschiedenen Zelllinien sowie in primaren embryonalen Epikardkulturen und in den
Herzen von Wt1 Knockoutembryonen der Maus gemessen. Mittels Reportergenassays
wurde die Regulation des AOC7-Promotors durch WT1 untersucht. Die Bindung von
WT1 an den AOC7-Promotor wurde durch Electrophoretic Mobility Shift Assays (EMSA)
und Chromatin-Immunprazipitations (ChIP)-Assays analysiert. Die Lokalisation von

AOC1 und WT1 Protein in embryonalen Herzen erfolgte mittels Immunhistochemie.

Ergebnisse: Es konnte gezeigt werden, dass Kotransfektion von WT1 zu einer
signifikanten Zunahme der AOC7 Promotoraktivitat fuhrt. Mutation einer
transkriptionsstartnahen, in silico ermittelten WT1 Bindungsstelle verhinderte diesen
WT1 Effekt. Der EMSA und ChIP-Assay bewiesen, dass WT1 tatsachlich an den
AOC1-Promotor bindet. Die Regulation der AOC1 Expression durch WT1 konnte auch
in verschiedenen Zelllinien nachgewiesen werden, in denen eine signifikante
Korrelation der Expression von WT1 und AOC1 festgestellt wurde. Die
Expressionsniveaus von AOC1 und WT1 waren auch in den Herzen von Wildtyp- und
Wt1-heterozygoten (Wt1™") bzw. homozygoten (Wt1”") Knockoutembryonen der Maus
sowie in primaren embryonalen Epikardkulturen assoziiert. Mittels
immunhistochemischer Farbungen konnte ferner gezeigt werden, dass AOC1 und WT1

im embryonalen Epikard co-exprimiert werden.

Schlussfolgerungen: Diese Resultate belegen, dass WT1 die Transkription der AOC1,

und dadurch mdglicherweise den terminalen Polyaminkatabolismus, stimuliert.



Zusammenfassung

Nachdem zuvor bereits das flr die Polyaminsynthese limitierende Enzym ODC
(Ornithin-Decarboxylase) als WT1 Zielgen beschrieben wurde, scheint der
Polyaminmetabolismus somit ein zentraler Mediator der WT1 Effekte zu sein. WT1 und
Polyamine haben komplexe Funktionen wahrend der Embryonalentwicklung und in der
Genese von Tumoren. In dieser Arbeit werden Mechanismen diskutiert, wie die
Regulation der AOC1 durch WT1 das Tumorwachstum und die Embryonalentwicklung,
insbesondere die Reifung des Herzens, beeinflussen kann. Weiterhin wird die
Bedeutung der WT1-abhangigen AOC1 Expression flr die epithelial-mesenchymalen

Transition im embryonalen Epikard dargestellt.
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Abstract

Introduction: The Wilms tumor protein 1 is a transcription factor with an essential
function for the development of the heart and kidneys. WT1 additionally acts as a tumor
suppressor gene but is also highly expressed in several tumors.

The diamine oxidase AOC1 (Amine Oxidase Copper-containg 1) degrades putrescine
and therefore plays an important role in the polyamine metabolism. Polyamines are
organic polycations, which, among other things, affect cell proliferation and
differentiation. They are also involved in the development of the heart, kidneys and in
tumor formation. This thesis examines the hypothesis that transcription of AOC1 gene,
and therefore the polyamine catabolism, is controlled by WT1.

Methods: AOC7 mRNA was measured in the hearts of Wt7 knockout mouse embryos,
in primary embryonic epicardial cells, and in different cell lines with variable WT1 levels.
Regulation of the AOC17 promoter by WT1 was examined with reporter gene assays.
The binding of WT1 to the AOC17 promoter was analysed using Electrophoretic Mobility
Shift Assays (EMSA) and Chromatin immunoprecipitation (ChlIP). Localization of AOC1
and WT1 proteins in the embryonic heart was studied by immunohistochemical staining.
Results: Co-transfection of WT1 resulted in a significant increase in AOC1 promoter
activity. Mutation of an in silico predicted WT1 binding site close to the transcription
start abolished this effect. EMSA and ChIP proved the binding of WT1 to the AOC1
promoter. Regulation of AOC1 expression by WT1 was shown in different cell lines, in
terms of a significant correlation between the AOC1 and WT1 expression levels. AOC1
and WT1 expression levels were also correlated in wild type-, Wt71-heterozygous
(Wt1*") and Wt1-homozygous (Wt17") mouse hearts, as well as in primary embryonic
epicardial cells. Immunohistochemical staining showed a co-localisation of AOC1 and
WT1 protein in the embryonic epicardium of the mouse.

Conclusion: These results demonstrate that WT1 stimulates the transcription of the
AOC1 gene and thereby possibly regulates the terminal polyamine catabolism. The fact
that WT1 is already known to regulate the rate limiting enzyme of the polyamine
synthesis ODC (Ornithine Decarboxylase) suggests the polyamine metabolism as a
major mediator of WT1’s effects. WT1 and polyamines play complex roles during
embryonic development and tumor genesis. This thesis discusses several potential

mechanisms by which the regulation of AOC1 through WT1 could influence tumor



Abstract

growth, embryonic development and especially the development of the heart. It
furthermore illustrates the relevance of the WT1 dependent regulation of AOC1 for the

epithelial-mesenchymal transition in the embryonic epicardium.



1. Einleitung

1. Einleitung

Jede kernhaltige Zelle im menschlichen Organismus enthalt mindestens eine Kopie des
gesamten Genoms. Damit sich die fur die Entwicklung des Menschen notwendigen
unterschiedlichen Zelltypen differenzieren kdnnen, muss im Verlauf der Embryogenese
eine Vielzahl von Genen in zeitlich und raumlich geordneter Weise an- und
abgeschaltet werden. Dies geschieht unter anderem durch Transkriptionsfaktoren.
Stérungen dieser Regulation, z. B. aufgrund einer zu geringen, fehlerhaften oder zu
starken Wirkung bestimmter Transkriptionsfaktoren, kénnen zu Stérungen in der
Embryonalentwicklung sowie zu der Entartung von Zellen fihren. (Vaquerizas et al.
2009)

Diese Arbeit beschaftigt sich mit dem Wilms-Tumor-Transkriptionsfaktor 1 (WT1) und
seiner regulatorischen Kontrolle der Amine Oxidase Copper-containing 1. WT1 ist ein
Transkriptionsfaktor, welcher in der Entwicklung von Herz, Nieren und Gonaden sowie
in der Genese von Neoplasien eine Rolle spielt. Die Amine Oxidase Copper-containing
1 hat, neben einer Funktion als Histaminbarriere in Darm und Placenta, eine Funktion
im terminalen Katabolismus des Polyaminhaushalts. Polyaminkristalle wurden erstmalig
1678 von Herrn van Leeuwenhoek in der Samenflissigkeit gefunden. Dass es sich bei
den Kristallen um Polyamine handelte, wurde jedoch erst im frihen 20. Jahrhundert
entdeckt (Kusano et al. 2008). Die Polyamine Spermin, Spermidin und ihre Diamin-
Vorstufe Putrescin bilden einen eng regulierten Interkonversionszyklus und sind u. a. in
Proliferations- und Differenzierungsprozesse involviert. Weiterhin haben sie eine
Funktion in der Embryonalentwicklung sowie in der Entstehung von Tumoren (Moinard
et al. 2005; Loikkanen et al. 2005; Auvinen et al. 1997). In dieser Arbeit wird Uber die
Regulation des AOC7-Gens durch WT1 berichtet, und es werden Hypothesen uber

mdgliche Funktionen dieses Zusammenspiels formuliert.

1.1 Der Wilms-Tumor-Transkriptionsfaktor 1 (WT1)

1.1.1 Hintergrund

Das Wilms-Tumorgen WT1 wurde erstmals aufgrund inaktivierender Mutationen in

malignen Nierentumoren (Wilms-Tumoren, Nephroblastomen), die im Kindesalter mit



1. Einleitung

einer Haufigkeit von 1/10.000 auftreten, beschrieben. WTT1 ist ein Tumorsuppressorgen,
welches in 10-15% der Wilms-Tumoren defekt vorliegt. Das auf Chromosom 11p13
lokalisierte Gen kodiert fur das Wilms-Tumorprotein 1 (WT1) (Abb. 1). WT1 ist ein
Transkriptionsfaktor, der mit seinen vier Zinkfingern GC-reiche Basensequenzen bindet.
WT1 weist vier alternative Spleillvarianten auf. Durch Verwendung einer alternativen
SpleilRdonorstelle am Ende von Exon 9 werden drei zusatzliche Aminosauren, Lysin-
Threonin-Serin (KTS), zwischen den dritten und vierten Zinkfinger integriert (Gessler et
al. 1992; Haber et al. 1991). Daraus resultiert eine verminderte DNA-Bindungsaffinitat
des vierten Zinkfingers (Laity et al. 2000). Wahrend die Funktion der WT1(+KTS)
Proteinvarianten noch weitgehend ungeklart ist, sind die WT1(-KTS) Proteine als

nukleare Transkriptionsfaktoren wirksam (Lee et al. 2001).

Exons Splice | Splice Il

k-Zinc finger domain——— 3

k-Nuclear localization -]

Splice | KTS Splice I

Abb. 1: Genaufbau (A) und Proteinstruktur (B) des WT1. WT1 weist zwei alternative
SpleiRdonorstellen auf. ,Splice I“ in Exon flnf codiert fir 17 Aminosauren. ,KTS Splice II* in Exon 9
liegt zwischen Zinkfinger drei und vier und codiert flr die +KTS- bzw. —KTS-Variante. Bei der +KTS-
Variante sind drei zusatzliche Aminosauren [Lysin (K) Threonin (T) und Serin (S)] zwischen den
Zinkfingern eingefiihrt, was die spezifischen Bindungseigenschaften der +KTS- bzw. —KTS-Variante
hervorruft. Grafik modifiziert nach Scholz et al. 2005.

Fir WT1 wurde eine Reihe von Zielgenen beschrieben, welche u. a. bei der

Zelladhasion, Wachstumsprozessen, der Regulation des Zellzyklus und Apoptose-
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Vorgangen eine Rolle spielen (Hohenstein et al. 2006).

1.1.2 WT1 in der Embryonalentwicklung

WT1 wird im adulten Organismus nur in wenigen Zelltypen physiologisch exprimiert. So
ist die WT1-Expression in der Niere auf die Podozyten der Glomeruli und im gesunden
Herzen auf das Endothel der gro3en KoronargefalRe beschrankt (Mundlos et al. 1993;
Duim et al. 2015). In der Embryonalentwicklung hingegen wird es hauptsachlich in der
Niere und den Gonaden, aber auch im Epikard und in den Endothelzellen der
HerzmuskelgefalRe exprimiert (Mundlos et al. 1993; Duim et al. 2015; Moore et al.
1999). WT1 ist von entscheidender Bedeutung wahrend der Entwicklung des
Urogenitalsystems, des Herzens und der Lunge (Kreidberg et al. 1993). Homozygote
Wt1” Mause sterben am Tag E13,5. Dies ist am ehesten auf schwere
Entwicklungsdefekte des Herzens zurlckzufiihren. Zusatzlich weisen die Embryonen
vor allem eine Fehlbildung der Nieren und Gonaden auf (Lee et al. 2001).

Wahrend der Nierenentwicklung kommt es zu einer Interaktion zwischen dem
metanephrischen Mesenchym, in welchem WT1 zu diesem Zeitpunkt exprimiert wird,
und der einspriellenden epithelialen Ureterknospe. Diese Interaktion ist essentiell fur
die folgende Verastelung der Ureterknospe. Die Aufzweigung der Ureterknospe flhrt
wiederum im umliegenden metanephrischen Mesenchym zu einer Konversion des
Mesenchyms zu Epithel und damit zur Bildung der Nephrone (Michos et al. 2009;
Kreidberg et al. 1993). Ein solcher Differenzierungsprozess von mesenchymalen zu
epithelialen Zellen wird als mesenchymal-epitheliale Transition (MET) bezeichnet. Im
Fall der Nephronbildung ist WT1 unter anderem fur diesen Schritt notwendig (Davies et
al. 2004). Auch das initiale Aussprossen der Ureterknospe ist von WT1 abhangig,
obwohl in der Knospe selbst kein WT1 exprimiert wird (Kreidberg et al. 1993). Folglich
induziert WT1 vermutlich im metanephrischen Mesenchym Signale, die das Wachstum
der Harnleiterknospe stimulieren.

Der gegensatzliche Prozess zur MET, welcher ebenfalls flr die Embryonalentwicklung
und in der Entstehung von Neoplasien relevant ist, wird als epithelial-mesenchymale
Transition (EMT) bezeichnet; ein Vorgang, bei dem sich bestehendes Epithel zu
Mesenchym dedifferenziert. Dabei verliert es seine Polarisierung sowie die
Verbindungen zu anderen Zellen und beginnt, mesenchymale Marker zu exprimieren
(Thiery et al. 2006).

Wt17"-Mause weisen eine unvollstindige Bildung des Epikards sowie perikardiale

10
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Blutungen und ein dinnes Myokard auf (Kreidberg et al. 1993; Moore et al. 1999).
Wahrend der Herzentwicklung wird WT1 in den Epithelzellen des Epikards exprimiert.
Hier ist es, im Gegensatz zur Nierenentwicklung, flr eine epithelial-mesenchymale
Transition epikardialer Zellen notwendig (Moore et al. 1999; Martinez-Estrada et al.
2010; von Gise et al. 2011). Diese EMT fuhrt zur Bildung subepikardialer
Mesenchymzellen, die als Vorlaufer von glatten Muskel- und Endothelzellen der
Koronargefalte und von Myokardzellen gelten (Moore et al. 1999; Zhou et al. 2008). All
dies zeigt, dass WT1 wahrend der Embryonalentwicklung eine Funktion in der
Regulation epithelial-mesenchymaler Interaktionen hat (Abb. 2) (Hohenstein et al. 2006;
Miller-Hodges et al. 2012).

WT1

' v

Generierung von Myokard-,
Koronarendothel- und glatten
Muskel-Vorlauferzellen aus
dem Epikard wahrend der
Herzentwicklung

Nephronbildung wahrend der
Nierenentwicklung

Differenzierung Entdifferenzierung

Abb. 2: Darstellung der gewebeabhangigen, gegensatzlichen Effekte des Wilms-Tumor-Proteins
(WT1) auf Differenzierungs- und Entdifferenzierungsprozesse wahrend der Embryonalentwicklung.
WT1 stimuliert die epithelial-mesenchymale Transition (EMT) wahrend der Herzentwicklung bzw. die
mesenchymal-epitheliale Transition (MET) bei der Nephrogenese (Davies et al. 2004; Moore et al.
1999; Zhou et al. 2008).

1.1.3 WT1 in Tumoren

Im Gegensatz zu seiner oben beschriebenen initialen Charakterisierung als
Tumorsuppressor besitzt WT1 interessanterweise in verschiedenen Leukamieformen

sowie in einer Reihe solider Tumoren eine pro-onkogene Wirkung: WT1 aktiviert

11



1. Einleitung

Zellzyklusregulatoren, kontrolliert epithelial-mesenchymale Transformationsvorgange
und stimuliert moglicherweise die Tumorangiogenese (Sugiyama 2001; Hohenstein et
al. 2006). Bei Leukamien des lymphoiden und myeloiden Typs wird WT1 spezifisch und
ausreichend stark exprimiert, um als Marker fur das Tumorwachstum und als
Angriffspunkt fur die Entwicklung von Tumorvakzinen verwendet werden zu kdnnen
(Cilloni et al. 2004; Sugiyama 2010). Daruber hinaus wird WT1 in diversen soliden
Tumoren als prognostischer Marker eingesetzt. So ist die Expression von WT1 in
Kolon-, Mamma- und hepatozellularen Karzinomen haufig erhéht und mit einer
signifikant schlechteren Prognose verbunden (Bejrananda et al. 2011; Miyoshi et al.
2002; Sera et al. 2008).

In der Pathogenese von Tumoren scheint eine gestorte epithelial-mesenchymale
Balance von Bedeutung zu sein. Wahrscheinlich ist eine fehlerhafte bzw. unvollstandige
MET wahrend der Nierenentwicklung, welche durch WT1 reguliert wird, ein wichtiger
Mechanismus bei der Entstehung von Wilms-Tumoren (Hastie 1994; Hohenstein et al.
2006; Miller-Hodges et al. 2012). WT1 kann je nach Gewebe einen differenzierenden
oder entdifferenzierenden Effekt austiben. Momentan gelten diese unterschiedlichen
kontextabhangigen Einflusse auf die epithelial-mesenchymale Balance als potenzielle
Erklarung fir die duale Rolle des WT1 als Tumorsuppressor- und Proonkogen.
(Hohenstein et al. 2006; Miller-Hodges et al. 2012).

12



1. Einleitung

1.2 Biogene Polyamine

1.2.1 Hintergrund und Metabolismus

Putrescin H 2N+/\/\/
N*H,
Spermidin  H N+/\/\/\/\/

2 HN*

N*H,

HN* N*H,

Spermin H2N+/\/\/\/\/\/\/

HN*

Abb. 3: Molekulstruktur der Polyamine. Bei Polyaminen handelt es sich um positiv geladene,
aliphatische Kohlenstoffketten unterschiedlicher Lange mit zwei oder mehreren primaren bzw.
sekundaren Aminogruppen (Tabor et al. 1964). Grafik modifiziert nach Lefévre et al. 2011.

Die Polyamine Spermidin und Spermin sowie ihre Diaminvorstufe Putrescin sind
organische  Polykationen (Abb. 3), deren Funktionen Wachstums- und
Differenzierungsprozesse beeinflussen. So interagieren sie mit DNA, beeinflussen
Protein-Syntheseraten und sind an der Regulation der Zellproliferation beteiligt. Man
findet hohe Polyaminkonzentrationen wahrend des Wachstums und in stark
proliferierenden Zellen. (Loikkanen et al. 2005; Moinard et al. 2005; Feuerstein et al.
1991; Gritli-Linde et al. 2001). Der genaue Wirkmechanismus der Polyamine ist
weitestgehend  unbekannt, doch scheint eine enge  Regulation der
Polyaminkonzentration kritisch flr normale Entwicklungs-, Differenzierungs- und
Regenerationsprozesse zu sein (Gerner et al. 2004; Moinard et al. 2005: Babbar et al.
2007). Die Polyamin-Level werden durch ein komplexes Zusammenwirken von
Produktion, Degradierung und Interkonversion sowie durch einen noch weitestgehend
ungeklarten Transport zwischen Intra- und Extrazellularraum reguliert (Abdulhussein et
al. 2014; Seiler 2004). Abbildung 4 zeigt eine vereinfachte Darstellung des
Polyaminhaushalts.

13



1. Einleitung

Abb. 4: Vereinfachte Darstellung
des Polyaminmetabolismus nach
Lefévre et al. 2011; Thomas et
Ornithin al. 2003 und Kusano et al. 2008.
Die schwarzen Pfeile
symbolisieren die Synthese, die
oDC roten den Katabolismus der
Polyamine. ODC=  Ornithin-
Decarboxylase; SD-Syn.=
v AOC1 Spermidinsynthase; SM-Syn.=
Putrescin | >| 4-ABT Sperminsyntase; SSAT= N'-
- PAO Spermidin/Spermin-

1 1-
acetyltransferase; N -ASM= N
Acetylspermin; PAO=
N'-ASD Polyaminoxidase; N'-ASD= N"
Acetylspermidin; AOC1= Amine
SSAT Oxidase Copper-containing 1; 4-
ABT= 4-Aminobutanal

SD-Syn.

—> Spermidin (2

PAO

SM-Syn.

N'-ASM

SSAT

——> Spermin

Die Produktion der endogenen Polyamine leitet sich von der aus Arginin gewonnenen
Aminosaure Ornithin ab. Diese wird durch das Enzym Ornithin-Decarboxylase (ODC)
zu dem Diamin Putrescin decarboxyliert. Dies ist der geschwindigkeitsbestimmende
Schritt der Polyaminproduktion (Thomas et al. 2003). Putrescin ist das
Ausgangsmolekul des Polyamin-Interkonversionskreislaufs, in dem Purescin, Spermidin
und Spermin ineinander umgewandelt werden (Abb. 4). Putrescin wird dabei durch die
Spermidinsynthase zu Spermidin und im Folgenden Spermidin durch die
Sperminsynthase zu Spermin konvertiert. Dabei wird durch die Spermidin-
Sperminsynthase jeweils eine, von der S-Adenosylmethionin-Decarboxylase (SAMDC)
aus S-Adenosylmethionin gewonnene, Aminopropyl-Gruppe an das Substrat angehangt
(Thomas et al. 2003; Moinard et al. 2005).

Die Rekonversion von Spermin Uber Spermidin zu Putrescin geschieht jeweils in einer
zweistufigen  Reaktion, in der das  Substrat zunachst durch die
Spermidin/Sperminacetyltransferase an der N'-Position acetyliert und dann in einem

Folgeschritt durch die Polyamin-Oxidase unter Bildung der toxischen Substanzen H,0,
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und Acetamido-Propanal oxidiert wird (Abb. 4). Dies schliet den Polyamin-
Interkonversions-Zyklus (Seiler 2004; Moinard et al. 2005). Der terminale Katabolismus
der Polyamine geht ebenfalls von Putrescin aus und wird, wie in Kapitel 1.3
beschrieben, durch die Diaminoxidase AOC1 reguliert (Sessa et al. 1994; Moinard et al.
2005).

1.2.2 Polyamine in der Embryonalentwicklung

Polyamine werden wahrend der Embryogenese in vielen Geweben produziert. So
konnte die Ornithin-Decarboxylase, das Schlusselenzym fiur die Polyaminsynthese,
beispielsweise im Nervensystem, den Nieren, den Testes, dem Darm sowie im Endo-
und Myokard wahrend der Embryonalentwicklung nachgewiesen werden (Gritli-Linde et
al. 2001). Mausembryonen mit einem Knockout der ODC sterben kurz nach der
Implantation (Pendeville et al. 2001). Die Behandlung tragender Ratten mit dem ODC
Inhibitor a-Difluoromethylornithin (DFMO) war in héheren Dosen ebenfalls letal fur die
Embryonen. Bei Injektion von DFMO in der Spatschwangerschaft sowie bei geringeren
Dosen zeigte sich eine allgemeine Gewichtsreduktion des Nachwuchses und im
Speziellen ein Gewichtsdefizit des Gehirns, Herzens und der Nieren (Slotkin et al.
1983). Die ODC wird wahrend der Embryonalentwicklung vor allem in Epithelien
exprimiert, deren Entwicklung von epithelial-mesenchymalen Interaktionen abhangt
(Gritli-Linde et al. 2001).

Polyamine scheinen eine Rolle in der Regulation dieser epithelial-mesenchymalen
Interaktionen zu spielen. So fuhrte eine Polyamindepletion mit DFMO in MDCK-
Nierenzellen zu einer deutlichen Steigerung der TNF-B1 induzierten EMT. Dieser Effekt
wurde durch die Zugabe von Polyaminen fast vollstandig verhindert. Zusatzlich konnten
MDCK-Zellen, die bereits eine EMT durchlaufen hatten, mittels Zugabe von Polyaminen
zuruck in einen epithelialen Zustand gefuhrt werden (Compagnone et al. 2012; Prunotto
et al. 2010).

In der embryonalen Niere wird die ODC im Epithel der Ureterknospe sowie im
umliegenden Mesenchym exprimiert (Loikkanen et al. 2005). Loikkanen et al.
postulierten, dass die Funktion der ODC und damit das Vorkommen von Polyaminen
essentiell fir die normale Nierenentwicklung sind. Hemmung der ODC verursachte in
ex vivo kultivierten Nierenanlagen der Maus deutliche morphologische Veranderungen.

So waren eine Reduktion des Nierenvolumens, der Verastelungen der Ureterknospe
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und eine verzodgerte Entwicklung der Tubuli festzustellen. Loikkanen et al. konnten
ferner zeigen, dass die Wirkung von DFMO auf die Nierenentwicklung mit einer
Veranderung im Expressionsniveau einiger Gene verbunden ist, die flir die Steuerung

epithelial-mesenchymaler Interaktionen verantwortlich sind (Loikkanen et al. 2005).

1.2.3 Polyamine in Tumoren

Wegen ihrer Rolle im Rahmen von Zellproliferation, -differenzierung und Apoptose
waren Polyamine schon frih ein interessanter Ansatzpunkt fur die Tumorforschung.
Dysregulationen des Polyaminhaushalts sind in vielen Neoplasien zu finden. So zeigen
sich gesteigerte Polyaminkonzentrationen bzw. erhdhte ODC-Aktivitaten unter anderem
in Kolon-, Brust-, Haut- und Prostatakarzinomen (Manni et al. 1995; Gilmour SK 2007;
Gupta et al. 2000; Upp et al. 1988).

Es konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpression der ODC in NIH3T3 Zellen, einer
murinen Fibroblasten-Zelllinie, zu einem Verlust der Zellkontaktinhibierung sowie einem
beschleunigten Zellzyklus fihren, und dass diese Zellen nach der Implantation in
Mause gefalireiche Fibrosarkome ausbilden (Moshier et al. 1993; Auvinen et al. 1997).
Es konnte fir mehrere Tumorsupressor- und Proonkogene ein Einfluss auf den
Polyaminhaushalt nachgewiesen werden. So ist z. B. das der familidaren adenomatdsen
Polyposis zugrundeliegende APC-Tumorsupressorgen ein Hemmer der ODC. Die
Polyamin abbauende SSAT st negativ reguliet durch das ebenfalls in
Kolonkarzinomen vorkommende KRAS Onkogen (Gerner et al. 2004).

Aufgrund einer Assoziation mit onkogenen Prozessen ist der Polyaminhaushalt seit
langem ein Angriffspunkt fir Chemotherapeutika, die sich bislang vor allem im Bereich
der Tumorpravention erfolgreich erweisen konnten (Gerner et al. 2004; Nowotarski et
al. 2013).

1.3 Die Amine Oxidase Copper-containing 1 (AOC1)

Die Amine Oxidase Copper-containing 1 (AOC1), auch bekannt unter den Namen
Amiloride binding Protein 1 (ABP1) und Diaminoxidase (DAO), wurde erstmals aus
Schweinenieren isoliert und zunachst aufgrund ihrer Amilorid bindenden Eigenschaften
falschlicherweise fir die Komponente eines apikalen Na*-Kanals gehalten (Barbry et al.
1987; Barbry et al. 1990). Tatsachlich katalysiert AOC1 die oxidative Desaminierung
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biogener Amine wie Histamin und Putrescin (Novotny et al. 1994). Die AOC1 wurde vor
allem in der Niere, dem Dunndarm, der Leber und der Plazenta, aber auch im Herzen
nachgewiesen (Seiler 2004; Morel et al. 1992; Schwelberger et al. 1997; Perin et al.
1986).

Das AOC17-Gen ist im Menschen auf Chromosom 7 lokalisiert und enthalt finf Exons
sowie vier Introns. Das Gen kodiert ein sezerniertes, homodimeres 186 kDa
Glykoprotein, welches Uber Disulfidbriicken stabilisiert wird (Schwelberger et al. 1997).
Das humane AOC1-Protein ist mit einer Ubereinstimmung von 86% im Vergleich zum
murinen AOC1-Protein hoch konserviert (Lundwall et al. 2003; Chassande et al. 1994).
AOC1 weist keine alternativen Spleildvarianten auf, in Ratten wurde jedoch eine
verklrzte Variante des AOC1-Proteins in Lunge, Milz und Kolon nachgewiesen. Diese
geht von einem, auch im humanen AOC17-Gen vorhandenen, sekundaren Promotor im
Intron 2 aus. Dieser kurzen Variante fehlt jedoch ein flr die Enzymaktivitat der AOC1
essentieller Teil des aktiven Zentrums, so dass die Funktion ungeklart bleibt
(Chassande et al. 1994; Lingueglia et al. 1993).

Uber die Regulation der AOC1-Expression ist wenig bekannt. Die Analyse des AOC1-
Promotors ergab potenzielle Bindungsstellen fir diverse Transkriptionsfaktoren und
eine fur die Regulation besonders relevante GC-reiche, palindromische Sequenz nahe
des Transkriptionsstarts (Chassande et al. 1994). Darlber hinaus konnte gezeigt
werden, dass die Gabe von Putrescin bei Ratten zu einer Erhéhung der AOC1 in Niere,
Leber und Herz fuhrt (Perin et al. 1986). Weitere regulatorische Einflisse auf AOC1
sind fur Ostrogen, cAMP, Hydrocortison und den epidermal growth factor beschrieben
(Liang et al. 2010; Sessa et al. 1994).

AOC1 desaminiert biogene Amine unter Bildung der zellschadigenden Metabolite H,O,,
NHs und einem Aldehyd-Rest. Die bevorzugten Substrate sind Histamin und Putrescin,
wobei noch ungeklart ist, welches der beiden Substrate in den verschiedenen Geweben
die physiologisch wichtigere Rolle einnimmt (Bieganski et al. 1983; Mizuguchi et al.
1994; Schwelberger et al. 1997). Der Abbau von Putrescin durch die AOC1 ist in
Abbildung 5 beispielhaft dargestellt. Auch Spermidin und N'AC-Spermidin kénnen mit
verringerter Effektivitdt durch AOC1 umgesetzt werden. Darlber hinaus sind
mdglicherweise auch noch andere Zwischenmetabolite des Polyaminhaushalts
Substrate der AOC1 (Seiler 2004).
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Abb. 5: Beispielhafte Darstellung des Putrescinabbaus durch die Amine Oxidase Copper-containing 1
(AOCA1). Grafik nach Kusano et al. 2008.

Insbesondere in stark proliferierenden Geweben spielt die Expression von AOC1 eine
wichtige Rolle in der Regulation des Polyaminhaushalts (Sessa et al. 1982; Seiler
2004). So erhodht die Gabe des AOC1-Hemmers Aminoguanidin bei Ratten den
Putrescin-Gehalt in Nieren, Leber und Herz um das 34-, 25-, bzw. 11-fache (Perin et al.
1986). Zusatzlich flihrt die Gabe von Aminoguanidin Uber einen Zeitraum von funf
Tagen in Ratten zu einer 2,5-fachen Erhdéhung der Gesamt-Polyaminausscheidung
uber die Niere. Dies weist darauf hin, dass normalerweise ca. 60% der zu
eliminierenden Polyamine Uber den Weg der oxidativen Desaminierung abgebaut
werden (Seiler 2004). Auch beim Menschen konnte nach wiederholter Gabe von
Aminoguanidin eine Erhdhung der Ausscheidung von nicht metabolisiertem Putrescin
und Spermidin Uber die Niere nachgewiesen werden (Chayen et al. 1985).

Uber die physiologische und pathophysiologische Bedeutung von AOC1 ist wenig
bekannt. Es wird spekuliert, dass AOC1 in den Deciduazellen der Plazenta und dem
Dinndarmepithel eine Barrierefunktion gegen ein Uberangebot an Histamin und
Polyaminen ausubt (Liang et al. 2010; Mizuguchi et al. 1994).

Daruber hinaus scheint AOC1 fur die Kontrolle der Differenzierung, Entdifferenzierung
und Proliferation verschiedener Gewebe bedeutsam zu sein. So andert sich die AOC1-
Aktivitat im Verlauf des Zellzyklus. Die AOC1-Aktivitat steigt besonders in der G1-Phase
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und wahrend der Mitose und sinkt wahrend der S-Phase. Dabei scheint die AOC1-
Aktivitat eine wichtige Rolle in der Regulation der Polyaminlevel wahrend des Zellzyklus
einzunehmen (Sunkara et al. 1981). Die AOC1-Aktivitat ist bei Nieren- und
Herzhypertrophie sowie bei Regenerationsvorgangen, z. B. nach Hepatektomie, erhoht
(Sessa et al. 1982). Es findet sich eine Steigerung des AOC1-Gehaltes in diversen
Tumoren, wie z. B. dem medullaren Schilddrisenkarzinom, Lungen-Adenokarzinom
und chemisch induziertem hepatozellularen Karzinom (Ippolito et al. 2006; Sessa et al.
1990). Im Unterschied zu diesen Effekten der Entdifferenzierung und Proliferation ist
eine antiproliferative und differenzierungsférdernde Wirkung fur AOC1 im Darm
beschrieben. Versuche mit der Kolonkarzinom-Zelllinie CaCo-2, die Ahnlichkeiten mit
Dunndarm-Enterozyten aufweist, zeigten eine niedrige AOC1-Aktivitdt wahrend
proliferativer Phasen und einen Anstieg der AOC1-Aktivitat und Sekretion wahrend
Phasen der Differenzierung (D'Agostino et al. 1989). Die AOC1-Aktivitat ist in Kolon-
Polypen und -Tumoren reduziert (Mennigen et al. 1988, Sessa et al. 1994), und eine
Langzeitinhibierung der AOC1 in Ratten fihrte zum Auftreten von Tumoren des Kolons
(Kusche et al. 1988). Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass bei Ratten eine Hemmung
der AOC1 eine Erhéhung der Proliferationsrate nach Dunndarmresektion bewirkt
(Erdman et al. 1989).

1.4 Schnittstellen des WT1 und Polyaminhaushalts

Es gibt eine Reihe von Schnittstellen zwischen dem Polyaminhaushalt und WT1. Beide
regulieren sowohl in der Embryogenese als auch in manchen Tumoren die
Zelldifferenzierung. Die Expression von ODC und WT1 ist in Neoplasien haufig erhoht.
Die AOC1, die den Abbau der Polyamine katalysiert, ist in Kolonkarzinomen im
Gegensatz zu WT1 erniedrigt. In hepatozellularen Karzinomen ist sie jedoch wie WT1
erhoht. Polyamine und WT1 sind von essentieller Bedeutung fur die Entwicklung der
Niere. Hier werden beide im kondensierenden Mesenchym gebildet und haben
synergistische Effekte auf die Aussprossungen der Ureterknospe sowie, durch eine
Induktion der MET, auf die Bildung der Nephrone.

Daruber hinaus gibt es auch eine direkte Kontrolle des Polyaminhaushalts durch WT1.
Li et al. beschrieben eine transkriptionelle Regulierung von ODC durch WT1. Sie
zeigen, dass WT1 an eine Cytosin-reiche Sequenz des ODC-Promotors bindet,

wodurch die transkriptionelle Aktivitat signifikant inhibiert wird. Nach Mutation der WT1-
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Bindungsstellen war dieser Effekt nicht mehr nachweisbar (Li et al. 1999). Bereits zuvor
kamen Moshier et al. zu ahnlichen Ergebnissen. Sie konnten in NIH3T3-, HCT 116-
sowie HepG2-Zellen ebenfalls eine Bindung von WT1 an den ODC-Promotor und,
mittels Luciferase-Reportergen-Assay, einen damit verbundenen Abfall in der
Promotoraktivitat zeigen. Interessanterweise konnten Moshier et al. nach Transfektion
der HepG2-Zellen mit DNA des SV40-Virus eine Aktivitatssteigerung des ODC-
Promotors durch WT1 nachweisen (Moshier et al. 1996). Dies ist ein erster Hinweis
darauf, dass der ODC-Promotor nicht in jedem Fall durch WT1 inhibiert wird, sondern
dass WT1 auch eine Stimulation des ODC-Promotors bewirken kann. Die Ursachen fur

diese gegensatzlichen Effekte von WT1 sind noch ungeklart.

1.5 Entwicklung der Fragestellung

Die oben aufgeflhrten Inhalte legen nahe, dass zwischen dem Polyaminstoffwechsel
und WT1 ein funktioneller Zusammenhang in Tumoren und wahrend der
Embryonalentwicklung besteht. Ferner wird die Expression von ODC, des
Schlisselenzyms der Polyaminsynthese, durch WT1 reguliert (Moshier et al. 1996; Li et
al. 1999). In einer unveroffentlichten, genomweiten Microarrayanalyse in einer
Mesonephroszelllinie (M15) — durchgefihrt von der Arbeitsgruppe ,Zellulare
Entwicklungsphysiologie und Pathophysiologie“ der Charité unter der Leitung von Herrn
Prof. Holger Scholz — bewirkte ein WT1-Knockdown eine Abnahme der AOC7 mRNA.
Dies konnte bedeuten, dass neben der ODC ein weiteres Enzym des
Polyaminstoffwechsels durch WT1 reguliert wird. Vor diesem Hintergrund wurde in der
vorliegenden Arbeit die Hypothese Uberprtft, dass die Transkription des AOC17-Gens
durch WT1 reguliert wird. Gegebenenfalls sollten die molekularen Mechanismen, die
dieser Regulation zugrunde liegen, aufgedeckt werden. Ferner sollte der
Zusammenhang zwischen WT1 und AOC1 wahrend der embryonalen Herzentwicklung
genauer analysiert werden. Hierzu wurden die folgenden Versuchsansatze gewahlt.

1. In verschieden Zelllinien wurde die Korrelation zwischen WT1-Expression und

AOC1 mRNA analysiert.
2. Es wurde der AOC1-Promotor in silico auf putative WT1-Bindungselemente
untersucht.
3. Die putative WT1-Bindungstelle sowie die Regulation des AOC7-Promotors

wurden in einem Reportergenassay untersucht.
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4. Der Frage, ob WT1 tatsachlich an den AOC1-Promotor bindet, wurde mittels
Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) und Chromatin-Immunprazipitations
(ChIP)-Assay nachgegangen.

5. Um das Verhaltnis von WT1 und AOC1 im embryonalen Herzen zu ermitteln,
wurde der AOC7 mRNA-Gehalt muriner embryonaler Epikardkulturen mit und
ohne WT1-Knockdown sowie embryonaler muriner Wt1™*, Wt1*" und Wt1”"
Herzen analysiert.

6. Murine embryonale Herzen wurden mit einer immunhistologischen Farbung auf

eine Co-Lokalisation von WT1 und AOC1 untersucht.
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2. Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Fir dieses Projekt wurden Mause des Stammes C57BL/6J mit normalem (Wt1™*) und
heterozygotem (Wt1*) Wt1-Gen im hausinternen Tierstall gemaR geltender
Tierschutzverordnung verpaart (Genehmigungsnummer: T0308/12). Die C57BL/6J-
Mause mit heterozygotem Wi7-Allel wurden urspringlich vom Jackson Labor (Bar
Harbor, ME) bezogen. Bei der Verpaarung wurde der Morgen, an dem ein Vaginalpfropf
sichtbar wurde, als Tag EO0,5 post conceptionem definiert. Gewonnene Embryonen

wurden protokollgemaf mittels PCR genotypisiert (Wagner et al. 2002).

2.2 Zellkulturtechniken

2.2.1 Zellkultivierung und Passagierung

Chemikalien und Lésungen Hersteller/ Bezugsquelle
Dulbecco's modified Eagle’s Medium (DMEM) high Glucose [4,5g/L], with PAA Laboratories GmbH, Célbe
stable Glutamine

Fotales Kalberserum (FCS) Biochrom KG, Berlin

10x Trypsin/EDTA PAA Laboratories GmbH, Célbe
[5 g/L Trypsin, 2 g/L EDTA in 0,9% NaCl; pH 7,5]

-/- Dulbecco’s PBS PAA Laboratories GmbH, Célbe
[0,2 g/L KCI; 0,2 g/L KHyPO4 8 g/L NaCl; 1,15 g/L NagHPO4]

Tetracyclin Hydrochlorid Sigma, Steinheim

Gerate und Materialien Hersteller/ Bezugsquelle
HeraSafe Bench Heraeus Instruments, Hanau
Inkubator CB150 Binder, Tuttlingen
Zellkulturmaterial TPP, Trasadingen

Axiovert 35 Zeiss, Jena

In dieser Arbeit wurden Zellen der humanen embryonalen Nierenzelllinie HEK293
(DSMZ-Nr.: ACC 305), der humanen Osteosarkomzelllinie UB27 (bezogen von Prof. Dr.
C. Englert) und die murine Mesonephros Zelllinie M15 (Larsson et. al. 1995) verwendet.
Die Zellen wurden bei 37°C, 5% CO,, 95% Luft und 100% Luftfeuchtigkeit inkubiert. Als
Kulturmedium wurde DMEM mit 10% FCS und 2 mM L-Glutamin verwendet (in das

Kulturmedium der UB27 Zellen wurde zusatzlich 1ug/ml Tetracyclin gegeben, s. Kapitel
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2.2.2). In Monolayerkulturen gewachsen, wurden die Zellen alle zwei bis drei Tage
passagiert. Hierfur wurden die Zellen zweimalig mit auf 37°C erwarmten PBS
gewaschen und anschlieBend mit in PBS verdinntem 1X Trypsin/EDTA abgelost.
Anschlieend wurde frisches DMEM-Medium bei 37°C hinzugegeben und die Zellen in

gewunschter Dichte ausgesat.

2.2.2 WT1-Stimulation in UB27-Zellen

Bei UB27-Zellen handelt es sich um eine Zelllinie mit einem stabil transfiziertem WT1(—
KTS)-Konstrukt, welches unter der Kontrolle eines Tetracyclin gesteuerten Promotors
exprimiert wird (Englert et al. 1995) Die Zellen wurden wie oben beschrieben kultiviert
und passagiert. Um die WT1-Produktion zu inhibieren, wurde dem Medium der UB27-
Zellen zusatzlich 1ug/ml Tetracyclin (Tetracyclin Hydrochlorid - Sigma) beigegeben. Fur
die WT1-Induktionsversuche wurde dieses durch tetracyclinfreies DMEM-Medium mit
10% FCS und 2 mM L-Glutamin ersetzt, wodurch die WT1-Expression angeregt wurde.

Die WT1-Expression wurde mittels Westernblot Uberpruift (s. Kapitel 2.3.7)

2.2.3 Transiente Transfektion und Reportergen Assay

Chemikalien und Lésungen Hersteller/ Bezugsquelle

Dulbecco's modified Eagle’s Medium (DMEM)
high Glucose [4,5 g/L], with Stable Glutamine

PAA Laboratories GmbH, Célbe

Fotales Kalberserum (FCS) Biochrom KG, Berlin

-/- Dulbecco’s PBS
[0,2 g/L KCI; 0,2 g/L KH2PO4;8 g/L NaCl; 1,15 g/L NagHPO4]

PAA Laboratories GmbH, Célbe

Fugene-6

Roche, Mannheim

5X Passiv-Lyse-Puffer

Promega, Mannheim

Firefly Substrat Laborbestand
[470uM D-Luciferin; 270uM Coenzym A; 33,3mM DTT; 530mM ATP; 2,67mM

MgSOy; 20mM Trichine; 0,1uM EDTA; pH-Wert 7,8]

Renilla Substrat Laborbestand

[1,1M NaCl; 2,2mM Na;EDTA; 0,22M KH,O4 (pH 5,1); 0,44 mg/ml BSA; 1,3mM
NaNs; 1,43uM Coelenterazin (gelost in Ethanol); pH-Wert 5,0]

Gerate und Materialien

Hersteller/ Bezugsquelle

HeraSafe Bench

Heraeus Instruments,Hanau

Inkubator CB150 Binder, Tuttlingen
24-Loch-Platte TPP, Trasadingen
Axiovert 35 Zeiss, Jena

Microlite TLX 1 Luminometer

MGM Instruments, Hamden

Testrohrchen 5ml

23

Sarstedt, Nimbrecht



2. Material und Methoden

Fiar die transiente Transfektion wurden HEK293 Zellen in 24-Loch-Platten 24h vor
Transfektion ausgesat. Sobald die Zellen eine Konfluenz von ca. 40% erreicht hatten,
wurde die Transfektion durchgefuhrt. Hierfur wurde fir jedes Loch ein 50ul Ansatz,
bestehend aus zusatzfreiem DMEM-Medium und 350ng der zu transfizierenden DNA
angesetzt, 15min mit jeweils 1ul Fugene-6 inkubiert und anschliel3end als Doppelansatz
auf die Zellen gegeben. Die 350ng zu transfizierende DNA setzte sich jeweils aus 50ng
(phRL-TK-Plasmid mit
Expressionskonstrukt), 150ng Expressionskonstrukt (pC130-Plasmid, ein WT1(-KTS)-
Expressionskonstrukt bzw. das leere pCB6+ Plasmid als Negativkontrolle) und 150ng
(pGL3-basic Plasmid mit

vorgeschalteten hAOC1-Promotorkonstrukt bzw. das leere pGL3-basic Plasmid als

Vergleichskonstrukt einem Renilla-Luziferase

Reportergenkonstrukt einem der Firefly Luziferase

Negativkontrolle) zusammen. Tabelle 1 gibt einen Uberblick tiber die verwendeten

Konstrukte, die jeweils in Doppelansatzen transfiziet wurden. Fur jedes

WT1(-KTS)-
Expressionskonstrukt und leerem pCB6+-Plasmid als Negativkontrolle angesetzt.
Daraufhin wurden die transfizierten Zellen fur 24h bei 37°C, 5% CO2, 95% Luft und
100% Luftfeuchtigkeit inkubiert.

Reportergenkonstrukt wurden Kotransfektionen mit dem

Tabelle 1: Uberblick iiber die in der transienten Transfektion eingesetzten Konstrukte

Name Funktion/Beschreibung Quelle

phRL-TK Vergleichskonstrukt - Renilla Luciferase Promega, Mannheim
pCB6+ Expressionskonstrukt - Negativkontrolle ATCC 37274

pC130 Expressionskonstrukt - WT1(-KTS Spleildvariante) Bezogen von D.A. Haber
pGL3-basic Reportergenkonstrukt - Basis Vektor- Negativkontrolle Promega, Mannheim

pGL3-hAOC1-Prom 2

Reportergenkonstrukt - hAOC1 Promotorkonstrukt
[367bp lang (299bp AOC1-Promtor, 68bp AOC1-
5'UTR)]

Kloniert und prapariert
siehe Kapitel 2.3.5

pGL3-hAOC1-Prom 3 Reportergenkonstrukt - hAOC1 Promotorkonstrukt | Kloniert und prapariert
[115bp lang (47bp AOC1-Promtor, 68bp AOC1- | siehe Kapitel 2.3.5
5'UTR)]]

pGL3-hAOC1-Prom-
mutiert

Reportergenkonstrukt - hAOC1 Promotorkonstrukt mit
Mutation der WT1-Bindungsstelle

[367bp lang (299bp AOC1-Promtor, 68bp AOC1-
5'UTR)]

Kloniert und prapariert
siehe Kapitel 2.3.5

In den transfizierten Zellen wurde fir jeden Ansatz die Firefly- und Renilla-
Luziferaseaktivitat bestimmt. Um die Zellen zu lysieren, wurde jedem Loch 100ul 1 X
Passiv-Lyse-Puffer zugegeben und die 24-Well-Platte auf einem Schattler 20min bei
inkubiert.
Testrohrchen gegeben und 100l Firefly-Puffer hinzugefiigt. Nach kurzem Vortexen

Raumtemperatur Im Anschluss wurden 30ul des Zelllysats in ein

wurde die Firefly-Luziferaseaktivitdt mit einem Luminometer bestimmt. AnschlieRend
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wurden dem Testrohrchen 100ul Renilla-Puffer zugegeben und auf gleiche Weise die
Renilla-Luzieferaseaktivitat bestimmt. Dieser Vorgang wurde fir samtliche Ansatze
wiederholt. Darauf folgend wurde flr jeden Ansatz ein Quotient aus Firefly- und
Renillaaktivitat gebildet und die Werte der Doppelansatze gemittelt. Auf diese Weise
wurde fir jedes Reportergenkonstrukt ein Luziferaseaktivitatsquotient mit exprimiertem
WT1 und mit transfiziertem Leervektor (pCB6+) errechnet. Diese Quotienten wurden ins
Verhaltnis gebracht, wobei der Luziferaseaktivitdtsquotient der Negativkontrolle mit 1
gleichgesetzt wurde. Da die Luciferaseaktivitat des leeren Reportervektors (pGL3basic)
nach Kotransfektion von WT1 auf einen Wert von 0,65 absank (n=5; SD= 0,32), wurden

die gemessenen Luciferaseaktivitaten durch den Korrekturfaktor 0,7 dividiert.

2.3. Molekularbiologische Methoden

2.3.1 RNA-Extraktion

Chemikalien und Lésungen Hersteller/ Bezugsquelle
TRIzol LS Reagent Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Chloroform Roth, Karlsruhe

Ethanol Roth, Karlsruhe
Isopropanol Merck, Darmstadt
DEPC-Wasser [0,05% DEPC (v/v)] Laborbestand

Gerate und Materialien Hersteller/ Bezugsquelle
Kiihlzentrifuge 5415 R, Festwinkelrotor Eppendorf AG, Hamburg
UV/Vis Spectrophotometer DU 730 Beckman Coulter, Miinchen

Eine RNA-Extraktion wurde fir die WT1-Uberexpressionsversuche in UB27-Zellen, den
Wt1 siRNA-Knockdown in M15-Zellen, den Morpholino-Knockdown in murinen
Epikardzellen sowie fur die Herzen von Wildtyp- und Wit7-Knockoutembryonen
durchgefuhrt. Fur die Extraktion wurde TRIzol LS nach Herstellerangaben verwendet.
Dafur wurde das Medium abgegossen und jeweils 1ml TRIzol LS auf die Zellen bzw.
Herzen gegeben. Das Zellmaterial wurde 5min bei Raumtemperatur lysiert.
Anschlie®end wurden 1/5 Volumen Chloroform der Ldsung beigefugt. Die Ldsung
wurde geschittelt und weitere 5min bei Raumtemperatur inkubiert, bevor sie fir 15min
bei 12.000g und 4°C zentrifugiert wurde. Die obere wassrige Phase wurde in ein neues
Reaktionsgefal® tUberfihrt und die darin enthaltene RNA mit 0,5ml Isopropanol gefallt.

Nach zehnmindtiger Inkubation bei Raumtemperatur folgte eine weitere Zentrifugierung
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bei 12.000g und 4°C tber 10min. Der Uberstand wurde verworfen und das RNA-Pellet
in 75% Ethanol in DEPC-Wasser gewaschen. Die RNA wurde anschlieend in DEPC-
Wasser resuspendiert. Die Bestimmung der RNA-Konzentration wurde photometrisch

bei 260nm in 100-facher Verdiinnung durchgeflhrt.

2.3.2 Reverse Transkription

Chemikalien und Lésungen Hersteller/ Bezugsquelle
Superscript Il Reverse Transkriptase mit 5x Puffer und 0,1 M DTT Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Oligo(dT)12-1s [0,5 pg/uL] Invitrogen GmbH, Karlsruhe
dNTPs [je 10mM] Roth, Karlsruhe
DEPC-Wasser [0,05% DEPC (v/v)] Laborbestand

Gerate und Materialien Hersteller/ Bezugsquelle
GeneAmp PCR System 2400 Applied Biosystems, Mannheim
UNO-Thermoblock Biometra, Géttingen

Die cDNA-Synthese wurde mit dem Superscript |l Reverse Transkriptase Kit von
Invitrogen nach Herstellerangaben durchgefihrt. Fir die Reaktion wurde ein 20pl

Ansatz in DEPC-Wasser ohne Zusatz von DNAsen und RNAsen verwendet.

Ansatz: 2ug Gesamt-RNA in 11/20 (Vol.) Ansatz H,O, 1/20 Ansatz Superscript
Il Reverse Transkriptase, 1/5 Ansatz 5x Puffer, 1/10 Ansatz DTT, 1/20 Ansatz
Oligo(dT)12-18, 1/20 Ansatz dNTPs

In einem ersten Schritt wurden 2ug Gesamt-RNA mit DEPC-Wasser auf 11pl aufgefullt
und anschlief’end Oligo(dT)12-1s und dNTPs hinzugegeben. Der Ansatz wurde flr 5min
auf 65°C erhitzt und anschlieBend auf Eis abgekuhlt. Es wurde 5X Puffer und DTT
hinzugegeben und fur 2min bei 42°C inkubiert, woraufhin 200U Superscript Il Reverse
Transkriptase hinzugeflgt wurde. Nach 50min Inkubation bei 42°C wurde die Reaktion

durch Erhitzen auf 72°C Uber 15min gestoppt.
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2.3.3 Realtime Polymerase Chain Reaction

Chemikalien und Lésungen

Hersteller/ Bezugsquelle

SYBR Green PCR Master Mix

Roche, Rotkreuz

Primer

Eurofins MWG, Ebersberg

Destilliertes Wasser

Gerate und Materialien

Gibco, Darmstadt

Hersteller/ Bezugsquelle

StepOnePlus System

Thermo Fisher Scientific, Waltham

96-Well Reaction Plates Thermo Fisher Scientific, Waltham

MicroAmp Optical Adhesive Film Thermo Fisher Scientific, Waltham

Die quantitative Realtime PCR wurde mit dem StepOnePlus System unter Verwendung
des SYBR Green PCR Master Mix in Doppelansatzen von je 10ul durchgefihrt. Tabelle

2 gibt einen Uberblick tiber die in der Realtime PCR verwendeten Primer.

Ansatz: 1/2 (Vol.) Ansatz SYBR Green; Primer (50nM); 2/10 Ansatz cDNA

Tabelle 2: Uberblick iiber die in der Realtime PCR verwendeten Primer

Primer Sequenz Anwendung

hAOC1-F CGGCCTTCCGCTTCAAAA WT1 Stimulierung in UB27-Zellen (s. Kapitel
hAOC1-R TGCTCAAAGACCACGGGC 2.2.2)

mAOC1-F GGAACAAAGTCTGGGAGC Wt1 siRNA-Knockdown (s. Kapitel 2.3.8), Aoc1

und -knockout Herzen (s. Kapitel 2.3.11),
Morpholino Wt71-Knockdown in Epikardkulturen
(s. Kapitel 2.3.11)

hGAPDH-F ACAGTCAGCCGCATCTTCTT WT1 Stimulierung in UB27-Zellen (s. Kapitel
hGAPDH-R GACAAGCTTCCCGTTCTCAG 2.2.2)

mGapdh-F ACGACCCCTTCATTGACCTCA Wt1 siRNA-Knockdown (s. Kapitel 2.3.8), Aoct
mGapdh-R TTTGGCTCCACCCTTCAAGTG mRNA-Gehalt in Wt1-Wildtyp, -heterzygoten

und -knockout Herzen (s. Kapitel 2.3.11),
Morpholino Wt71-Knockdown in Epikardkulturen
(s. Kapitel 2.3.11)

mAoc1-ChlIP-F ACACAGTATGTAACAGAGAAAGCCA | ChiP-Assay (s. Kapitel 2.3.10)
mAoc1-ChIP-R CCACTGACACAAGAAGTCTTCTTAA

mActin-ChIP-F ATAGGACTCCCTTCTATGAGC

mActin-ChIP-R TCCACTTAGACCTACTGTGCA

mAmhr2-PromBS-F | CAGCTGGACAGCCAAGGTC
mAmhr2-PromBS-R | CAGCCAAGGCTTCCTACAAA

Fir die PCR wurden folgende Temperatur- und Zeiteinstellungen gewahlt: 45 Zyklen:
DNA Denaturierung (15s) bei 94°C; Primerannealing (15s) bei 60°C; Extension der
DNA (60s) bei 60°C; Detektion des SYBR Green Fluoreszenzfarbstoffes (30s) bei 77°C.

Auswertung: Threshold cycle (Ct)-Werte wurden wahrend der Mitte der exponentiellen
Phase ermittelt. Der Ct-Wert gibt die Anzahl der PCR-Zyklen an, die notwendig sind, bis
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die Fluoreszenz des SYBR Greens durch Bindung an doppelstrangige DNA einen
Schwellenwert (threshold) erreicht hat. Die Ct-Werte der Doppelansatze wurden
gemittelt. Zur Bestimmung des relativen mRNA-Gehalts der Proben wurde der
sogenannte ACt-Wert errechnet, indem vom gemessenen Ct-Wert des zu
untersuchenden Gens jeweils der Ct-Wert eines ebenfalls bestimmten
Housekeepinggens (GAPDH bzw. Aktin) abgezogen wurde. Um das Expressionsniveau
zweier Proben miteinander zu vergleichen, wurde die Differenz aus den betreffenden
ACt-Werten, der sog. AACt-Wert, gebildet. Unter der Annahme einer Verdopplung der
DNA-Menge mit jedem Zyklus errechnet sich der relative Gehalt der Zielgen-mRNA in

den Proben nach der Formel 222¢,

2.3.4 Polymerase Chain Reaction

Chemikalien und Lésungen Hersteller/ Bezugsquelle
AmpliTaq Polymerase mit 10x PCR-Puffer Applied Biosystems, Mannheim
dNTPs [je 10mM] Roth, Karlsruhe

Primer (Tabelle 3) Eurofins MWG, Ebersberg
Gerate und Materialien Hersteller/ Bezugsquelle
UNO-Thermoblock Biometra, Goéttingen
GeneAmp PCR System 2400 Applied Biosystems, Mannheim

Die PCR wurde mit dem AmpliTag Polymerase Kit der Firma Applied Biosystems nach

den Herstelleranweisungen in 25ul-Ansatzen durchgefuhrt.

Ansatz: 2/25 (Vol.) Ansatz DNA, 1/10 Ansatz 10X PCR-Puffer, 1/50 Ansatz dNTPs,
1/50 Ansatz Primer (200nM), 1/50 Ansatz AmpliTaq Polymerase (2,5 U)

Tabelle 3 gibt einen Uberblick Uiber die verwendeten Primer. Die PCR wurde mit einer
Annealing-Temperatur von 55°C, einer Annealing-Zeit von 2,5min, einer
Extensionstemperatur von 72°C und einer Extensionszeit von 2,5min pro Zyklus uber
38 Zyklen durchgefuhrt.
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2.3.5 Klonierung und Plasmidpraparation

Chemikalien und Lésungen Hersteller/ Bezugsquelle
Kpnl-FastDigest Thermo Scientific Fermentas, Waltham
Nhel-FastDigest Thermo Scientific Fermentas, Waltham
10x FastDigest Buffer Thermo Scientific Fermentas, Waltham
FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase Thermo Scientific Fermentas, Waltham
MinElute Gel Extraction Kit Qiagen GmbH, Hilden

T4 DNA Ligase Promega, Mannheim

2x Rapid Ligation Buffer Promega, Mannheim

One Shot TOP10 chemisch-kompetente E. coli Eingesetzter Stamm urspriinglich von

Life Technologies, chemische
Kompetenz wurde in der Arbeitsgruppe
selbst erzeugt

LB-Medium Laborbestand

[10 g/L Trypton; 5 g/L Hefeextrakt; 5 g/L NaCl; 0,1% (v/v) 1 mol/L NaOH; pH 7]

LB-Medium + Amp Laborbestand

[100 pg/mL Ampicillin]

Agarplatten Laborbestand

[LB-Medium; 15 g/L Agarose, 100 ug/mL Ampicillin]

S.0.C.-Medium Thermo Fisher Scientific, Waltham

[2% Trypton; 0,5% Hefeextrakt; 10 mmol/L NaCl; 2,5 mmol/L KCI; 10 mmol/L
MgCly; 10 mmol/L MgSQOy; 20 mmol/L Glucose]

Gefriermedium fiir Glycerinkulturen Laborbestand

[65% Glycerin (v/v); 0,1 mol/L MgSOy; 0,025 mol/L Tris-HCI; pH 8]

Kryoréhrchen 1,8ml Greiner Labortechnik, Kremsmiinster
HiSpeed Plasmid Midi Kit Qiagen GmbH, Hilden
QIAGEN Plasmid Maxi Kit Qiagen GmbH, Hilden
Gerate und Materialien Hersteller/ Bezugsquelle
Wasserbad GFL GmbH, Burgwedel
Kiihlzentrifuge 5415R Eppendorf AG, Hamburg
EcoLine 003, Typ E100 Wasserbad LAUDA, Lauda-Kénigshofen
311DS Schiittelinkubator Labnet, Edison

UV/Vis Spectrophotometer DU 730 Beckman Coulter, Miinchen
Universal 30 F Zentrifuge Hettich, Tuttlingen

Fir die Klonierungen der AOC7-Promotorreporterkonstrukte wurde als Vektor das
pGL3-basic Plasmid von Promega verwendet. Die Inserts wurden jeweils mittels PCR
(siehe Kapitel 2.4.4) unter der Verwendung der in Tabelle 3 aufgeflhrten Primer
synthetisiert. Tabelle 4 gibt einen Uberblick lber die klonierten Inserts. Als PCR-
Template fur alle Insertsynthesen wurde ein von Dr. Karin Kirschner in den pGL3-basic
Vektor kloniertes 3060 basenpaarlanges Fragment des hAOC1-Promotors (s. Tabelle
4) verwendet. Das mutierte Insert wurde in zwei PCR-Schritten synthetisiert. Dabei
wurde zunachst eine PCR mit dem Primerpaar hAOC7-Prom-Vorwarts 2/ hAOC 7-Mut-
Rackwarts 1 und eine PCR mit dem Primerpaar hAOC 7-Mut-Vorwarts 1/ hAOC7-Prom-
Ruckwarts 1 durchgefuhrt. Die Ansatze wurden anschlie3end auf ein 0,8% Agarosegel
aufgetragen und mit Hilfe des MinElute Gelextraktionskits nach Herstellerangaben

aufgereinigt. Die beiden mutierten Tamplates wurden in einen Ansatz gegeben und eine
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PCR mit dem Primerpaar hAOC7-Prom-Vorwarts 2/ hAOCT-Prom-Rickwarts 1
durchgefuhrt. Abbildung 6 zeigt die hAOC171 Wildtyp-Sequenz und die eingeflugte

Mutation.

SV I N I )

B)

3

Abb. 6: hAOC1-Sequenz von -21bp - +4bp. Grafik A zeigt die Wildtyp-Sequenz. Grafik B zeigt die in
Kapitel 2.3.5 eingefihrte mutierte Sequenz. Die Mutationen sind in rot dargstelit.

In Restriktionsverdauansatzen wurden der Vektor und die Inserts jeweils mit den

Restriktionsenzymen Kpnl und Nhel in einem 20ul Ansatz geschnitten.

Ansatz: 5ug DNA; 1/10 Volumen 10X FastDigest Puffer, je 1/20 Volumen Kpnl- und
Nhel Fastdigest Enzym, bei 37°C fur 30min.

Der verdaute Vektor wurde durch Zugabe von 1/20 Volumen Alkaline Phosphatase
(FastAP) fur 30min bei 37°C dephosphoryliert. Insert und dephosphorylierter Vektor
wurden anschliefend auf ein 0,8% Agarosegel aufgetragen und nach Durchlauf mit
Hilfe des MinElute Gelextraktionskits nach Herstellerangaben aufgereinigt.
Anschlie®end wurden Insert und Vektor in einem 10ul Ansatz unter Verwendung des

LigaFast Kits, Promega, ligiert.

Ansatz: 1/10 Volumen dephosphorylierter Vektor, 3/10 Volumen Insert, 5/10 Volumen
2x Rapid Ligation Buffer und 1/10 Volumen (3u) T4 DNA Ligase fur 10min bei

Raumtemperatur.
Tabelle 3: Uberblick iiber die in der Klonierung verwendeten Primer
Primer Sequenz
hAOC1-Prom-Vorwarts 1 GTCGGTACCATCCTGCGTCTTCCATGA
hAOC1-Prom-Vorwarts 2 GTCGGTACCCTGTCAGCTTCAGGTAAG
hAOC1-Prom-Vorwarts 3 ATTGGTACCTCCTAGGCCAGCTCAGG
hAOC1-Prom-Riickwarts 1 GTCGCTAGCCCCAGTTCGCTCTGCTTC
hAOC1-Mut-Vorwarts 1 CTTGTCACTTACTGCATTGCATGGTCTG
hAOC7-Mut-Riickwarts 1 CATGCAATGCAGTAAGTGAC

30



2. Material und Methoden

AnschlieBend wurde die Halfte des Ligationsansatzes zu einer Suspension (50pl)
chemisch-kompetenter E. coli Bakterien gegeben. Es wurde Uber 45s ein Hitzeschock
bei 42°C durchgefuhrt, 450ul S.0.C. Medium hinzugegeben und die Bakterien nach
einstlindiger Inkubation bei 37°C im Schuttelinkubator auf mit Ampicillin versetzten
Agarplatten ausgesat. Nach Inkubation bei 37°C Uber Nacht wurden die auf der
Agarplatte gewachsenen Klone geerntet und flir 24h in dem mit 2ml Ampicillin
versetzten LB-Medium bei 37°C im Schuttelinkubator inkubiert. Es wurde 1ml des mit
Bakterien gesattigten Mediums abgenommen und daraus unter Verwendung der Puffer
P1 (Resuspensionspuffer), P2 (Lysepuffer) und P3 (Neutralisationspuffer) aus dem
Quiagen MaxiKit eine Miniprep zur Kontrolle der Klonierung vorgenommen.

Die gewonnene DNA wurde mit einem Restriktionsverdau durch Kpnl- und Nhel
Fastdigest Enzyme geschnitten, auf ein 0,8% Agarosegel aufgetragen und daraufhin
eine Elektrophorese durchgeflhrt. Es wurde kontrolliert, ob das herausgeschnittene
DNA-Stuck der Lange des gewilnschten Inserts entsprach, um anschlie®end mit der
ubrig gebliebenen Halfte der Bakterienkultur eine 10ml-Kultur anzuimpfen. Die 10ml-
Kultur wurde 24h lang bei 37°C im Schuttelinkubator inkubiert. Aus den so gewonnenen
10ml Bakterienkulturen wurden die Plasmide unter Verwendung des HiSpeed Plasmid
Midi Kit nach Herstellerangaben extrahiert. Die Konzentration der DNA-Menge wurde
Uber die Bestimmung der optischen Dichte bei 260nm in einer 100ul-Quarzglaskivette
in 1:100 Verdunnung unter Verwendung des UV/Vis-Spektralphotometer DU730
durchgefuhrt. Von den Bakterien wurden Glycerinkulturen angelegt und diese bei -80°C
gelagert. Eine Kontrollsequenzierung des Inserts wurde durch Eurofins MWG
durchgefuhrt.

Tabelle 4: Uberblick iiber die in der Klonierung eingesetzten Konstrukte

Konstrukt Primer Position im |Lange
AOC1Gen
hAOC1-Promotor- 1 | hAOC1-Prom-Vorwarts 1 / hAOC1-Prom-Rickwarts 1 | -2992 bis +68 | 3060bp

hAOC1-Promotor- 2 | hAOC1-Prom-Vorwarts 2 / hAOC1-Prom-Rickwarts 1 | -299 bis +68 | 367bp
hAOC1-Promotor- 3 | hAOC1-Prom-Vorwarts 3 / hAOC1-Prom-Rickwarts 1 | -47 bis +68 115bp

hAOC1-Promotor- hAOC1-Prom-Vorwarts 2 / hAOC1-Prom-Rickwarts 1 | -299 bis +68 | 367bp
mutiert mutiert mit hAOC1-Mut-Vorwarts 1 / hAOC1-Mut-
Rickwarts 1
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2.3.6 Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)

Chemikalien und Lésungen

Hersteller/ Bezugsquelle

PBS Puffer Laborbestand
[137 mmol/L NaCl, 2,7 mmol/L KCI, 10 mmol/L Na;HPO,, 1,8 mmol/L KH,PO4]

Laemmli Puffer Laborbestand
[50mM Tris-HCI, pH 6,8, 4M Harnstoff, 1% (w/v) SDS, 7,5mM DTT]

SDS-PAGE Laufpuffer [25 mmol/L Tris-Base; 192 mmol/L Glycin; 0,1% SDS] Laborbestand
1X SDS-Probenpuffer Laborbestand

[50 mmol/L Tris-HCI pH 6,8; 4 mol/L Harnstoff; 1% SDS; 6,25 pymol/L DTT]

Isopropanol

Merck, Darmstadt

Rotiphorese Gel 30

Roth, Karlsruhe

APS

Roth, Karlsruhe

TEMED

Roth, Karlsruhe

Bromphenolblau

BIOMOL, Hamburg

Proteinmarker Precision Plus Protein WesternC Standards

Gerate und Materialien

BIO-RAD, Miinchen

Hersteller/ Bezugsquelle

LABSONIC U Ultraschallgerat

B. Braun, Melsungen

Test Tube Thermostat TCR

Roth, Karlsruhe

DU 730, UV/Vis Spectrophotometer

Beckman Coulter, Krefeld

Elektrophorese-Kammer Mini-PROTEAN 3 Cell

BIO-RAD, Miinchen

Power Pac 200

BIO-RAD, Minchen

Zur Gewinnung der Proteinproben wurden die Zellen zweimalig mit 1X PBS Puffer
gewaschen und danach mit 400ul 1X Laemmli Puffer lysiert. Anschlielend wurden die
behandelt und 95°C gekocht. Die

Proteinkonzentration wurde mit einem Spektralphotometer durch Bestimmung der

Lysate mit Ultraschall Uber 5min bei
optischen Dichte bestimmt und die Proben bei -20°C gelagert.

Fir die SDS-PAGE wurde ein Trenngel mit darUber geschichtetem Sammelgel
gegossen. Hierfur wurde zunachst ein 1mm dickes 10% Polyacrylamid Trenngel
hergestellt (10% Rotiphorese Gel 30, 0,375 mol/L Tris-HCI pH 8,8, 0,1% SDS, 1% APS
und 0,05% TEMED), wobei APS als Initiator und TEMED als Katalysator erst in einem
letzten Schritt hinzugefugt wurden. Nach Aushartung des Gels wurde das 3,3%
Sammelgel (3,3% Rotiphorese Gel 30, 0,125 mmol/L Tris-HCI pH 6,8, 0,1% SDS, 1%
APS und 0,05% TEMED) nach der oben beschriebenen Vorgehensweise aufgegossen.
Pro Ansatz wurden 20ug der Proteinprobe mit 1X SDS-Probenpuffer auf 20ul aufgefiillt.
1X SDS-Probenpuffer

Bromphenolblau hinzugegeben und die Ansatze bei 95°C flr 5min gekocht und auf das

AnschlieBend wurden noch je 2l plus 0,5 mg/mL
Gel aufgetragen. Zur GroReneinschatzung der Proben wurden in eine Tasche 4-5ul

Proteinmarker eingesetzt. Anschlielfiend wurde flr ca. 15min eine Spannung von 80V
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angelegt. Sobald die Bromphenolblau Lauffront das Trenngel erreicht hatte, wurde die

Spannung fur ca. eine Stunde auf 110V erhdht, bis die Lauffront das untere Ende des

Gels erreicht hatte.

2.3.7 Westernblot

Chemikalien und Lésungen

Hersteller/ Bezugsquelle

Priméarantikorper: Anti-WT1 C19 Rabbit polyclonal IgG
Katalognummer: sc-192

Santa Cruz Biotechnology, Inc.

Priméarantikorper: Anti-actin clone C4 Mouse monoclonal IgG1kappa
Katalognummer: MAB1501R

Merck Millipore, Darmstadt

Sekundarantikorper: Donkey anti-rabbit IgG-HRP
Katalognummer: sc-2313

Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg

Sekundarantikorper: Goat anti-mouse IgG-HRP
Katalognummer: sc-2005

Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg

Polyvinylidene difluoride (PVDF) Membran

GE Healthcare, Freiburg

Semi-Dry-Blotpuffer Laborbestand
[10 mmol/L 6-Amino-hexansaure, 10% Methanol]
TBST-Puffer Laborbestand

[50 mmol/L Tris-HCI pH 7,4; 150 mmol/L NaCl; 0,1% Tween 20]

Milchpulver Roth, Karlsruhe
Western Lightning Plus ECL PerkinElmer, Massachusetts
Hyperfilm MP Amersham Biosciences, Miinchen

Gerate und Materialien

Hersteller/ Bezugsquelle

Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell

BIO-RAD, Miinchen

Spannungsquelle Power Pac 200

BIO-RAD, Miinchen

Plattformschiittler taumelnd Polymax 1040

Heidolph, Schwabach

Die mittels SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden aus dem Polyacrylamid-Gel auf
eine PVDF-Membran Ubertragen. Daflir wurde das Sammelgel vom Trenngel (siehe
Kapitel 2.3.6) abgetrennt und kurz mit Semi-Dry-Blotpuffer versetzt. Die PVDF-
Membran wurde zunachst in Methanol, Wasser und Blotpuffer geschwenkt. Die PVDF-
Membran und das Trenngel wurden mit in Semi-Dry-Blotpuffer &aquilibrierten
Filterpapieren zu einem Blot-Stapel zusammengelegt. Der Transfer des Proteins auf die
PVDF-Membran wurde mit der Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell bei konstanten
15V Uber 45min durchgefuhrt. AnschlieBend wurde die Membran Uber 60min bei
Raumtemperatur mit 5% fettfreier Milch in TBST-Puffer blockiert, um unspezifische
Bindungsstellen zu reduzieren. Der Primarantikérper Anti-WT1 C19 wurde mit 10ml
2,5% fettfreier Milch in TBST-Puffer auf 1:400 verdunnt, auf die Membran gegeben und
auf einem Plattformschuttler Gber Nacht bei 4°C inkubiert. Am folgenden Tag wurde die
Membran 3x flir 5min mit TBST-Puffer gewaschen. Anschlielend wurde der an eine
Peroxidase gebundene, mit 2,5% fettfreier Milch in TBST-Puffer auf 1:20.000 verdinnte
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Sekundarantikérper, donkey anti-rabbit IgG-HRP, auf die Membran gegeben. Es folgte
eine einstindige Inkubation bei Raumtemperatur und daraufhin ein erneuter
Waschschritt (dreimalig funf Minuten) mit TBST-Puffer. Western Lightning Plus ECL
wurde als Substrat fur die an den Sekundarantikdrper gebundene Peroxidase
verwendet. Die Chemoluminiszenzreaktion wurde auf Hyperfilm MP detektiert. Um die
Proben nach Detektion des Zielproteins bezlglich ihrer Gesamt-Proteinmenge
vergleichbar zu machen, wurden zunachst die Primar- und Sekundarantikérper von der
Membran entfernt. Daflir wurde die Membran kurz in TBST-Puffer gewaschen und
anschlie3end fur 10min mit 0,2 mol/L NaOH behandelt. Es folgten drei Waschschritte
mit Wasser a 5min und ein weiterer mit TBST-Puffer fir 5min. AnschlieRend wurde auf
der Membran das Housekeeping-Protein B-Actin als Referenzprotein mit dem
Primarantikérper anti-Actin  clone C4 in 1:6.000-facher Verdinnung und
Sekundarantikérper goat anti-mouse 1IgG-HRP in 1:30.000-facher Verdiinnung wie oben

beschrieben nachgewiesen.

2.3.8 siRNA-Knockdown

Chemikalien und Lésungen Hersteller/ Bezugsquelle
WT1 target siRNA pool: ON-TARGET plus; SMARTpool siRNA; L-040686-01- Dharmacon, Bonn

0005; NM_144783

Non-targeting siRNA: siGENOME non-targeting siRNA pool 2 Dharmacon, Bonn
DharmaFECT 1 Reagenz Dharmacon; Bonn
Dulbecco's modified Eagle’s Medium (DMEM) PAA Laboratories GmbH, Célbe
Gerite und Materialien Hersteller/ Bezugsquelle
HeraSafe Bench Heraeus Instruments, Hanau
Inkubator CB150 Binder, Tuttlingen
Zellkulturmaterial TPP, Trasadingen

Axiovert 35 Zeiss, Jena

Fir den Knockdown von Wt71 wurden M15-Zellen in 6-Loch-Platten bis zu ca. 60%
Konfluenz herangezichtet. Es wurde ein Pool von vier verschiedenen, gegen die
murine Wt1 mRNA gerichteten, siRNAs eingesetzt (WT1 target siRNA pool: ON-
TARGET plus; SMARTpool siRNA; L-040686-01-0005; NM_144783). Als
Negativkontrolle wurden vier siRNAs ohne Zielsequenz im Mausgenom verwendet
(Non-targeting siRNA: siGENOME non-targeting siRNA pool 2). Die Transfektion wurde
mit DharmaFECT 1 Reagenz durchgefuhrt. Pro Loch wurden 50pmol siRNA nach
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Herstellerangaben transfiziert. Die Zellen wurden nach 48h geerntet und die Extraktion
von mMRNA und Protein wurde wie oben beschrieben durchgeflhrt (s. Kapitel 2.3.1 und
2.3.6). Die Effektivitat des WT1-Knockdowns wurde mittels Westernblot Uberprift; die
Gewinnung von cDNA wurde mittels RT-PCR und die Quantifizierung mittels Realtime
PCR durchgeflnhrt.

2.3.9 Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)

Chemikalien und Lésungen Hersteller/ Bezugsquelle
DNA 3’DIG labeling Kit Roche, Rotkreuz
5X EMSA Binding buffer Laborbestand

[50mM Tris-HCI pH 7.5, 250mM KCI, 250mM NaCl, 5mM MgCl,, 5mM EDTA,
Vor Gebrauch frisch dazugegeben: 25mM DTT, 256mM PMSF]

Poly[d(I-C)] Roche, Rotkreuz
[0,5 pg/pl]

Rekombinantes murines WT1 - KTS Variante [0,1 pg/ul] Laborbestand
GST-Tag gereinigt

Rekombinantes murines WT1 + KTS Variante [0,1 ug/ul] Laborbestand
GST-Tag gereinigt

Rotiphorese Gel 30 Roth, Karlsruhe
5X TBE Puffer Laborbestand
[445mM TRIS Base pH 8, 445mM Borséure, 10mM EDTA]

10% APS Roth, Karlsruhe
TEMED Roth, Karlsruhe
Positiv geladene Nylonmembran Roche Applied Science
EMSA Waschpuffer Laborbestand
[MABT: 0,1M Maleinsaure, 0,15M NaCl, pH 7,5, 0,3% (v/v) Tween 10]

1% Blocking reagent Roche, Rotkreuz
Anti-3"-Digoxigenin-Alkaline Phosphatase (DIG) Antikorper Roche, Rotkreuz
Katalognummer: 11093274910

NBT/BCIP Roche, Rotkreuz
NBT/BCIP Detektionspuffer Laborbestand
[0,1 M Tris-HCL pH 9,5, 0,1M NaCl]

TE Puffer Laborbestand

[10mM Tris-HCI; 0,1mM EDTA (pH 8,0)]

Gerate und Materialien Hersteller/ Bezugsquelle
Elektrophorese-Kammer Mini-PROTEAN 3 Cell BIO-RAD, Minchen
Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell BIO-RAD, Miinchen
Spannungsquelle Power Pac 200 BIO-RAD, Minchen
Stratalinker UV crosslinker Stratagene, La Jolla

Es wurden komplementare Oligonukleotide (Tabelle 5) bei der Firma Eurofins MWG,
Ebersberg synthetisiert. 100pmol des jeweiligen sense Oligonukleotids wurden mittels
des DNA 3'DIG labeling Kit den Herstelleranweisungen folgend terminal DIG markiert.

Anschlie®end wurden aquimolare Mengen des markierten sense Oligonukleotids mit
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dem nicht markierten antisense Oligonukleotid durch flunfminitiges Kochen und

einstlindiges Abklhlen annealed.

Tabelle 5: Im EMSA verwendete komplementare Oligonukleotide
Bezeichnung Sequenz

hAOC1 EMSA F CCTTGTCCCTCCCTGCAGGGCGGGGTCTGA
hAOC1 EMSA R TCAGACCCCGCCCTGCAGGGAGGGACAAGG
hAOC1 MUT EMSA F CCTTGTCACTTACTGCATTGCATGGTCTGA
(Mutation)

hAOC1 MUT EMSA R TCAGACCATGCAATGCAGTAAGTGACAAGG
(Mutation)

ADAMTS16 EMSA F1 TCCTCTATCCCCTCCCCTCTCCTCTCCTTT
(Kompetitor; pos. Kontrolle)

ADAMTS16 EMSA R1 AAAGGAGAGGAGAGGGGAGGGGATAGAGGA
(Kompetitor; pos. Kontrolle)

FiUr die Bindungsreaktion zwischen Protein und Oligonukleotid wurde jeweils ein 20pl
Ansatz gewahlt. Eingesetzt wurden pro Ansatz 1/5 (Vol.) Ansatz 5X EMSA Binding
Puffer, 1/10 Ansatz Poly[d(I-C)], ggf. 1/20 Ansatz rekombinantes murines WT1 der
+KTS oder -KTS Variante sowie 1pmol der markierten Oligonukleotid-Sonde. In
Ansatzen mit Kompetitor wurden zusatzlich 50pmol bzw. 100pmol eines nicht
markierten Oligonukleotids, welches eine bekannte WT1-Bindungsstelle enthalt (siehe
unten), hinzugeflgt. AnschlieRend wurde das Ansatzvolumen mit Aqua dest. auf 20ul
aufgefiillt. Tabelle 6 gibt eine Ubersicht tiber die Anséatze.

Als Kompetitor wurde das Oligonukleotid einer bereits beschriebenen WT1-
Bindungsstelle im Promotor des ADAMTS16-Gens (Jacobi et al. 2013) verwendet
(Tabelle 5). Fir die Nutzung als Positivkontrolle wurde dieses ADAMTS16-

Oligonukleotid zusatzlich wie bereits oben beschrieben mit DIG markiert.

Tabelle 6: Uberblick iiber die in den EMSA eingesetzten Ansitze

Ansatz Eingesetztes Protein | Eingesetztes Oligonukleotid

1 Kein Protein hAOC1 EMSA F/R

2 WT1 (+KTS) hAOC1 EMSA F/R

3 WT1 (-KTS) hAOC1 EMSA F/R

4 WT1 (-KTS) hAOC1 EMSA F/R: ADAMTS16 EMSA F1/R1 (unmarkiert)
Verhéltnis 1:50

5 WT1 (-KTS) hAOC1 EMSA F/R: ADAMTS16 EMSA F1/R1 (unmarkiert)
Verhaltnis 1:100

6 Kein Protein hAOC1 MUT EMSA F/R

7 WT1 (+KTS) hAOC1 MUT EMSA F/R

8 WT1 (-KTS) hAOC1 MUT EMSA F/R

9 WT1 (-KTS) ADAMTS16 EMSA F1/R1 (markiert)
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Die Ansatze wurden bei Raumtemperatur eine Stunde lang inkubiert, auf ein 6%
Polyacrylamidgel (6% Rotiphorese Gel 30, 10% 5x TBE Puffer, 0,075% APS und 0,05%
TEMED) aufgetragen und bei 100V (8 V/cm) Uber 45min elektrophoretisch aufgetrennt.
Anschlieend wurde das Gel auf eine positiv geladene Nylonmembran gelegt und bei
konstanten 0,1A fur 1h geblotted. Danach wurde die DNA auf der Membran mittels UV-
Crosslinking fixiert und mit EMSA-Waschpuffer gewaschen. Daraufhin wurde die
Membran zunachst mit 1% Blockingreagenz versetzt und dann 30min mit in 1%
Blockingreagenz geldstem anti-DIG Antikérper bei 1:10.000-facher Verdlinnung
inkubiert. Die Membran wurde mehrfach mit EMSA-Waschpuffer gewaschen und
anschliefend mit NBT/BCIP 20 pl/ml in NBT/BCIP Detektionspuffer fur ca. 1h im

Dunkeln entwickelt. Die Reaktion wurde mit TE-Puffer gestoppt.

2.3.10 Chromatin-Immunprazipitations (ChlP)-Assay

Chemikalien und Lésungen Hersteller/ Bezugsquelle

Anti-WT1 Antikoérper C19 Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
[Kaninchen polyklonal; Katalognr.: sc-192]

Normal-Kaninchen-lgG Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
[Katalognr.: sc-2027]

PBS Laborbestand

[0,2 g/L KCI; 0,2 g/L KHyPO4 8 g/L NaCl; 1,15 g/L NagHPO4]

Lysispuffer Laborbestand

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

Complete Roche, Rotkreuz

IP-Puffer Laborbestand

2010)]1 % (w/v) SDS; 1,1% (v/v) Triton X-100; 1,2mM EDTA; 16,7mM Tris-HCI (pH

Protein G Agarose/Salmon Sperm DNA Merck Millipore, Darmstadt

LS-Puffer Laborbestand

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

150 mM NaCl]

HS-Puffer Laborbestand

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

500mM NacCl]

Lithium-Puffer Laborbestand

[0,25M LiCl; 1% (v/v) Nonidet-P40; 1% (w/v) Na-Desoxycholat; 1mM EDTA;
10mM Tris-HCI (pH 8,1)]

TE-Puffer Laborbestand
[10mM Tris-HCI; 0,7mM EDTA (pH 8,0)]
Elutionspuffer Laborbestand

[1% (w/v) SDS; 0,1M NaHCO4]

Phenol:Chloroform:lsoamylalkohol (25:24:1) Invitrogen, Darmstadt
ultraPURE- Wasser PAA Laboratories, Colbe

Gerate und Materialien Hersteller/ Bezugsquelle
Labsonic U B. Braun, Melsungen
Neubauer-Zahlkammer Paul Marienfeld GmbH & Co. KG,

Lauda-Konigshofen
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Fir den ChIP-Assay wurden pro Ansatz ca. 1x10° M15-Zellen verwendet. Um die DNA
mit den an sie gebundenen Proteinen zu verknupfen, wurden die Zellen in 4%
Formaldehyd 10min lang bei Raumtemperatur fixiert und anschlieliend mit PBS +
Complete gewaschen. Darauffolgend wurden die Zellen 15min auf Eis mit Lysepuffer +
Complete lysiert. Mit dem Labsonic U folgte die Ultraschallfragmentierung der DNA in
ca. 300-600bp groRRe Stlcke. Die Proben wurden mit IP-Puffer + Complete je 1:10
verdunnt. Um unspezifische Bindungen zu reduzieren, erfolgte flr jeden Ansatz eine
Vorreinigung mit 80ul Protein G Agarose/Salmon Sperm DNA Uber 1h bei 4°C. Nach
Abzentrifugieren wurden die Agarosebeads verworfen. Daraufhin erfolgte die
Antikoérper-Bindung. Hierfir wurden pro Ansatz 0,6ug des anti-WT1-Antikérpers C19
bzw. normales Kaninchen-IgG als Negativkontrolle eingesetzt und Uber Nacht bei 4°C
inkubiert. Die Immunprazipitation wurde mit Protein G Agarose/Salmon Sperm DNA
uber 1h bei 4°C durchgefuhrt, wobei die Prazipitate an die Agaroseperlen gebunden
wurden. Daraufhin folgten Waschschritte von jeweils 5min mit LS-, HS-, Lithium- und
TE-Puffer. Die Proben wurden mit frisch angesetztem Elutionspuffer eluiert und
anschlie3end die DNA nach Herstellerangaben mittels
Phenol:Chloroform:lsoamylalkohol (25:24:1) extrahiert. Die DNA wurde mit 100%
Ethanol gefallt und das DNA-Pellet in UltraPURE-Wasser resuspendiert. Die
Auswertung der ChIP-Assays erfolgte mittels RT-PCR und anschliel3ender quantitativer
PCR. Es wurden Primer verwendet, welche die vorausgesagte WT1-Bindungsstelle im
murinen AOC7T-Promotor flankierten (Tabelle 2). Als Positivkontrolle wurde die
Anreicherung der bekannten WT1-Bindungstelle im murinen anti-Muller-Hormon-
Rezeptor 2 (Amhr2) Gen (Klattig et al. 2007) mitbestimmt (Tabelle 2).

2.3.11 Organentnahme, Organkulturen und Morpholino Wt1-Knockdown

Chemikalien und Lésungen Hersteller/ Bezugsquelle

Dulbecco's modified Eagle’s Medium (DMEM) high Glucose [4,5 g/L], with PAA Laboratories GmbH, Célbe
stable Glutamine

-/- Dulbecco’s PBS PAA Laboratories GmbH, Célbe
[0,2 g/L KCI; 0,2 g/L KHyPO4 8 g/L NaCl; 1,15 g/L NagHPO4]

FCS Biochrom KG, Berlin

Penicillin PAA Laboratories GmbH, Célbe
Streptomycin PAA Laboratories GmbH, Célbe
Wt1-Antisense vivo-Morpholino (CAGGTCCCGCACGTCGGAACCCATG) Gene Tools, Philomath
Mismatch vivo-Morpholino (CAGCTCCGGCACCTCGCAACCGATG) Gene Tools, Philomath
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Gerate und Materialien | Hersteller/ Bezugsquelle

Stemi 2000-C Stereo Mikroskop | Zeiss, Jena

Far die AOC7 mRNA-Quantifizierung in den Herzen von Mausembryonen (Wildtyp,
Wt1*, Wt1”) wurden C57BL/6J-Mause mit heterozygotem Wit1-Allel termingerecht
verpaart (s. Kapitel 2.1). Die Embryonen wurden enthommen und die Herzen in einer
mit PBS gefullten 10cm-Petrischale prapariert. AnschlieRend wurde aus den Herzen die
MRNA extrahiert, zu cDNA umgeschrieben und mittels Realtime PCR quantifiziert (s.
Kapitel 2.3.1, 2.3.2 und 2.3.3).

Fir die Epikardkulturen wurden termingerecht verpaarten C57BL/6J Mausen die
Embryonen entnommen. Die embryonalen Herzen wurden prapariert und jeweils in ein
Loch einer 96-Loch-Platte Ubertragen. Hier wurden sie in DMEM-Medium mit stabilem
L-Glutamin, 10% FCS, 100 IU/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin bei 37°C und
5% CO, uber funf Tage kultiviert. In dieser Zeit wuchsen Epikardzellen als Monolayer
auf dem Boden der Platte aus. Die Zellen wurden aufgrund ihrer Befahigung zur
Expression von WT1 und ihrem charakteristischen kopfsteinpflasterartigen
Wachstumstyp identifiziert. Vor Zugabe der Morpholino Oligonukleotide wurden die
Herzen aus den Kulturschalen entfernt, so dass nur die Epikard-Zellschicht zurickblieb.
Der WT1-Knockdown wurde mit vivo-Morpholinos durchgefthrt. Hierfur wurde der Wt1-
antisense vivo-Morpholino (CAGGTCCCGCACGTCGGAACCCATG) bzw. fur die
Negativkontrolle der Mismatch vivo-Morpholino
(CAGCTCCGGCACCTCGCAACCGATG) in jeweils 10uM-Konzentration auf die
Epikardkultur gegeben. Zelllyse und RNA-Extraktion wurden, wie im Kapitel 2.3.1
beschrieben, nach 72h Inkubation durchgefuhrt. Die Effektivitat des WT1-Knockdowns
wurde mittels Westernblot Gberpruft, die mRNA-Umschreibung erfolgte mittels RT-PCR

und die Quantifizierung erfolgte mittels Realtime-PCR.

2.3.12 Anfertigung von Gewebeschnitten und immunhistologische Farbung

Chemikalien und Lésungen Hersteller/ Bezugsquelle
Priméarantikorper: Anti-AOC1 Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
[Abp1 V-15, goat anti-mouse, Katalognummer: SC-67660]

Priméarantikorper: Anti-WT1 Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
[WT1 180, rabbit anti-mouse , Katalognummer: SC-846]

Sekundarantikoper: Cy2 donkey anti-goat IgG Jackson ImmunoResearch
[Katalognummer: 705-225-147] Laboratories, West Grove
Sekundarantikoper: Cy3 donkey anti-rabbit IgG Jackson ImmunoResearch
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[Katalognummer: 711-166-152]

Laboratories, West Grove

Ziegen- bzw. Kaninchen-Serum

Jackson ImmunoResearch
Laboratories, West Grove

Antibody Diluent Reagent Solution Ready-to-use

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Formalin J. T. Baker, Griesheim
PBS Puffer Laborbestand

[137 mmol/L NaCl, 2,7 mmol/L KCI, 10 mmol/L Na;HPO,, 1,8 mmol/L KH,PO,]

Saccharose-L6sung Laborbestand

[30% Saccharose (w/v); 0,1M Na,HPQO,]

Tissue-Tek O.C.T. Compound

Sakura Finetek, Heppenheim

Aceton:Methanol (3:2)

Laborbestand

Protein Block, Serum-Free
Katalognummer: X0909

Dako, Hamburg

DAPI 70

Invitrogen, Darmstadt

VECTASHIELD Mounting Medium for Fluorescence H-1000

Gerate und Materialien

Vector Laboratories, Burlingame

Hersteller/ Bezugsquelle

Cryostat CM 1800

Leica Biosystems, Wetzlar

Einbettmulden

PolyScience, Niles

Deckglaser

Roth, Karlsruhe

Objekttrager SuperFrost Plus

Menzel-Glaser, Braunschweig

Axiovert S100 Zeiss, Jena

Fir die Farbungen wurden Schnitte von E 12,5 Mausembryonen angefertigt. Hierfur
wurden die Embryonen nach Entnahme 3h lang in Formalin fixiert. AnschlieRend folgten
drei Waschschritte a 5min und drei Waschschritte a 20min mit 4°C kaltem PBS.
Anschlie®end wurden die Embryonen Uber Nacht bei 4°C in Saccharose-Lésung
gelagert und am nachsten Tag in Tissue Tek O.C.T. Compound eingebettet und bei
-80°C eingefroren. Unter Verwendung eines Kryostaten wurden 7um dicke Schnitte

angefertigt und bei -80°C gelagert.

FiUr die Doppelfarbung wurden als Primarantikdrper anti-AOC1 (Abp1 V-15, goat anti-
mouse, Katalognummer: SC-67660, Santa Cruz, Verdlinnung: 1:75) und anti-WT1
(WT1 180, rabbit anti-mouse, Katalognummer: SC-846, Santa Cruz, Verdlnnung: 1:75)
eingesetzt. Als Negativkontrolle wurde Kaninchen- bzw. Ziegen-Serum verwendet. Zur
Detektion des primaren Antikérpers wurden mit Fluoreszenzfarbstoff gekoppelte
Sekundarantikérper verwendet. Hierfir wurde Cy2-konjugiertes donkey anti-goat 1gG
(Katalognummer: 705-225-147, Jackson ImmunoResearch Laboratories, Verdinnung
1:200) und Cy3-gekoppeltes donkey anti-rabbit IgG (Katalognummer: 711-166-152,
Jackson ImmunoResearch Laboratories, Verdinnung 1:200) verwendet. Die
Verdinnungen wurden jeweils mit Antibody Diluent Reagent Solution Ready-to-use

angesetzt.
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Die bei -80°C gelagerten Schnitte wurden vor der Farbung in Aceton:Methanol (3:2) bei
-20°C fur 10min fixiert. Anschlielend wurden die Objekttrager in PBS gewaschen, in
einer lichtdichten Stahlkassette mit eingelegtem, feuchtem Tuch aufgereiht und mit
serumfreiem Proteinblock 5min lang bei Raumtemperatur blockiert. Darauf folgte die
90-minutige Inkubation mit den Primarantikdrpern. AnschlieRend wurden die Schnitte
dreimal a 5min in PBS gewaschen, mit Sekundarantikérpern versetzt und Uber 45min
unter Lichtausschluss inkubiert. Alle weiteren Arbeitsschritte wurden sofern maoglich
ebenfalls unter Verdunkelung durchgefihrt, um die an die sekundaren Antikdrper
gebundenen fotosensiblen Farbstoffe zu schitzen. Nach Abschluss der Inkubation
wurden die Schnitte erneut dreimal fiUnfminatig in PBS gewaschen. Die Gegenfarbung
der Zellkerne erfolgte mit in Wasser 1:25 (vol/vol) verdiinntem DAPI 70 far 3min. Nach
zwei weiteren funfminatigen PBS-Waschschritten wurden die Objekttrager mit
VECTASHIELD Mounting Medium eingedeckelt. Die Immunfluoreszenzmarkierungen
wurden mit einer Digitalkamera, die mit einem Mikroskop (Axiovert S100) verbunden
war, unter Verwendung der Metamorph Software Version 6.1 (Universal Imaging

Corporation) fotografiert.

2.4 Datenbanken

Um putative WT1-Bindungstellen im AOC1-Promotor aufzudecken, wurde eine in silico
Analyse des AOC17-Gens von -1bp bis -2700bp durchgefuhrt. Hierfur wurde das auf der
Internetseite http://www.gene-regulation.com bereitgestellte, auf der TRANSFAC 4.0
Datenbank basierende und von Niels Grabe entwickelte Programm AliBaba 2.1
(http://www.gene-regulation.com/pub/programs/alibaba2/index.html) verwendet.

Um die putative WT1-Bindungsstelle im AOC7-Promotor auf ihre evolutionare
Konservierung hin zu analysieren, wurde der ,UCSC Genome Browsers on Human
Feb. 2009 (GRCh37/hg19)" (Kent Sugnet et al. 2002), mit dem BLAT - the BLAST-like
alignment tool (Kent 2002) und das PhastCons tool (Siepel et al. 2005) auf der
Internetseite http://genome.ucsc.edu/ verwendet. Eine ausflhrlich Auflistung der dem
Genome Browser zugrundeliegenden Sequenzierungen sind unter folgendem Link zu

finden: http://genome.ucsc.edu/goldenPath/credits.html.

41



2. Material und Methoden

2.5 Statistik

Die statistische Analyse der Versuche in UB27-Zellen, in murinen Wt1**, Wt1™" und
Wt17 Herzen wurde mittels ANOVA und dem Tukey-Post-hoc-Test (SPSS Statistics 20,
IBM) durchgefliihrt. Alle weiteren Ergebnisse wurden mit dem gepaarten student t-test
(Microsoft Excel, Microsoft) analysiert. Ein p-Wert von < 0,05 wurde als signifikant

gewertet. Alle Ergebnisse sind im Mittel + Standardabweichung (SD) angegeben.
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3. Ergebnisse

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der transkriptionellen Regulation der Amine
Oxidase Copper-containing 1 (AOC1) durch den Wilms-Tumor-Transkriptionsfaktor 1
(WT1). Erste Hinweise auf eine Expressionskontrolle von AOC17 durch WT1 resultierten
aus DNA-Microarrayanalysen, die im Auftrag der AG Zellulare Entwicklungsphysiologie
und Pathophysiologie des Instituts fur Vegetative Physiologie der Charité durchgefihrt
wurden. Die Analysen hatten ergeben, dass die Hemmung der zellularen Expression
von WT1 mittels RNA-Interferenz eine Abnahme der AOC7 mRNA verursacht.

An diese Vorergebnisse anknipfend sollte im Rahmen dieser Arbeit der
Zusammenhang von WT1 und AOC1 naher charakterisiert werden. Hierzu wurde
zunachst Uberpriuft, ob die Expressionsniveaus beider Molekile in verschiedenen
Zelllinien  miteinander  korrelieren.  AnschlieBend wurde unter Anwendung
bioinformatischer Methoden nach potenziellen WT1-Bindungsstellen im AOCT-
Promotor gesucht. Danach wurde experimentell ermittelt, ob das WT1-Protein
tatsachlich mit dem AOC7-Promotor interagiert und diesen reguliert. Die
abschlielRenden Experimente widmeten sich der Frage, ob eine Regulation des AOC17-

Gens durch WT1 auch in Mauseembryonen in vivo erfolgt.

3.1 Die zellularen Expressionsniveaus von WT1 und AOC1 sind korreliert

Als erster Schritt zur Charakterisierung der Bedeutung von WT1 fir die Regulation des
AOC1-Gens wurde in zwei unterschiedlichen experimentellen Ansatzen der
Zusammenhang von WT1- und AOC1-Expression untersucht.

Daflr wurde zunachst die Expression von WT1 in M15-Zellen aus dem Mesonephros
der Maus durch Transfektion mit spezifischer siRNA gehemmt. Zur Kontrolle erfolgte
die Transfektion mit siRNA ohne bekannte Zielsequenz im Mausgenom. Der
Knockdown von WT1 wurde mittels Westernblot nachgewiesen (Abb. 7B). M15-Zellen
mit gehemmter WT1-Expression wiesen im Vergleich zu den Kontrollen einen
signifikant geringeren Gehalt an AOC7 mRNA auf (Abb. 7A). Nach mRNA-Abgleich
gegen das Housekeeping-Gen GAPDH betrug der relative Gehalt der mit Kontroll-
siRNA transfizierten Zellen 1,01+£0,53 (MittelwerttStandardabweichung, n=5), wahrend
sich fur die mit Wt1 siRNA behandelten Zellen ein entsprechender Wert von 0,37+0,28
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(n=5) ergab (Abb. 7A). Mit dem Studentschen t-Test wurde eine statistische Signifikanz
(p<0,05) ermittelt. Diese Ergebnisse zeigen, dass ein siRNA-Knockdown von WT1 zu
einer signifikanten Reduktion der AOC1 mRNA in M15-Zellen flhrt.
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Abb. 7: WT1-Knockdown in M15-Zellen bewirkt eine Reduktion der AOCT mRNA.

Die Grafik A) zeigt einen verminderten Gehalt an AOC7 mRNA nach siRNA-Knockdown von WT1 in
M15-Zellen aus dem Mesonephros der Maus. In Grafik B) ist ein reprasentativer Westernblot fir WT1
und B-Aktin dargestellt. Er dokumentiert eine Abnahme von WT1-Protein in den mit Wt71 siRNA
behandelten M15-Zellen. Zur Kontrolle erfolgte die Transfektion mit einer siRNA, fiir die keine bekannte
Zielsequenz im Mausgenom existiert. Alle Werte sind gemittelt +SD angegeben. Es gilt n=5; das
Signifikanzniveau (*p<0,05) wurde mittels Studentschem t-Test gegen die Kontrolle berechnet
(verodffentlicht in Kirschner et al. 2014).

AnschlieRend wurde untersucht, ob eine Uberexpression des WT1-Proteins konsekutiv
eine  Erhdhung der AOC7 mRNA bewirkt. Hierzu wurde die humane
Osteosarkomzelllinie UB27 als Modell gewahlt. Dabei handelt es sich um eine
gentechnisch veranderte Zelllinie, bei der die Expression der WT1(-KTS)-
Proteinvariante unter der Kontrolle des Tetrazyklin-Repressors erfolgt. In Gegenwart

von Tetrazyklin ist die WT1-Expression in UB27-Zellen gehemmt. Zum Zeitpunkt Oh
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wurde das Zellkulturmedium durch ein Tetrzyklin-freies Nahrmedium ersetzt, woraufhin
ein fortlaufender Anstieg von WT1-Protein Uber die nachsten 72h erfolgte (Abb. 8B).
Die AOC7 mRNA wurde mittels Real-time-PCR quantifiziert und gegen GAPDH mRNA
abgeglichen. Die zum Ausgangszeitpunkt Oh gemessene AOC7 mRNA wurde auf den
Wert 10,2 (n=4) gesetzt. Bezogen auf den Ausgangswert betrug der relative Gehalt an
AOC1 mRNA nach 24, 48 und 72h jeweils 1,07+0,44 (n=3), 3,38%1,54 (n=4) und
3,35%£1,07 (n=3). Die Zunahme der AOC71 mRNA erwies sich nach 48 und 72h, jeweils
gegenuber 0 und 24h, als statistisch signifikant (ANOVA, F(3,10) = 8 p< 0.05) (Abb.
8A).
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Abb. 8: WT1 steigert den AOCT mRNA-Gehalt in UB27-Zellen.

In dieser Abbildung wird die Veranderung der AOC7 mRNA-Menge unter einer Zunahme des WT1(-
KTS)-Proteins in humanen Osteosarkomzellen (UB27) gezeigt. In UB27-Zellen lasst sich die Wt1-
Expression durch Zugabe von Tetrazyklin zum Nahrmedium hemmen. In Grafik A) ist die Menge an
AOCT mRNA in UB27-Zellen 0, 24, 48 und 72 Stunden nach Entfernen von Tetrazyklin aus dem
Kulturmedium dargestellt. Alle Werte sind gemittelt +SD angegeben. Anzahl der durchgefihrten
Experimente n=4 fir die Zeitpunkte Oh und 48h bzw. n=3 fir die Untersuchungszeitpunkte 24h und 72h.
Die Signifikanzniveaus *p<0,05 wurden durch ANOVA ermittelt. Der in Grafik B) dargestellte
reprasentative Westernblot zeigt Veranderungen im Gehalt an WT1-Protein zu den verschiedenen
Untersuchungszeitpunkten. Als Kontrolle erfolgte der Nachweis von B-Aktin (verdffentlicht in Kirschner et
al. 2014).
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3.2 Der proximale AOC17-Promotor besitzt eine potenzielle Wt1-Bindungsstelle

Um WT1-Bindungsstellen im humanen AOC7-Promotor zu identifizieren, wurde als
erster Schritt eine Sequenzanalyse mit Hilfe des auf der TRANSFAC-Datenbank
basierenden AliBaba2.1-Programms (http://www.gene-
regulation.com/pub/programs/alibaba2/index.html) durchgeflihrt. Es wurde eine 2700bp
lange Sequenz upstream der AOC7-5UTR (-1 bis -2700bp) auf mdgliche
Transkriptionsfaktorbindungsstellen durchsucht. Dabei wurden 243 Ergebnisse erzielt,
unter denen sich ein WT1-Konsensusmotiv in einem palindromischen Bereich an
Position -1 bis -7 befand. Die Abbildung 9A zeigt eine schematische Darstellung des
AOC1-Promotors unter Einschluss des in Abbildung 9B dargestellten
Sequenzabschnitts. Eine Auswahl der in diesem Abschnitt gefundenen
Transkriptionsfaktorbindungsstellen sowie das minimale WT1-Konsensusmotiv sind

markiert.
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A) -600 bp -1 bp

AO Promoto AOC1-5‘UTR3 )

Sp1
taagtgggcgttagcactgtccgcccactgcatgggcactacctgpccccagtgtcctctcccctctc

cgctctgtgccatagccttagctaccctggccagctttctcccagccaagtcecttectectttctgaat

NF-1
ctggtcagggtctcaaagatcgttaaaaagccgccaaagtttgcaactcgtcttgagtggctgctc

ctcccaaacggttctgcctctggtgtettgtictaggageggttgaattctetgttttgctgtgggtgeca

Erg-1
gcctctatcagcccctgcecctggtccatctgtcagcettcaggtaagactaccggctaggaaatggce

cccttgtccttatctctgectctaaaatatgccacctaaattaacagatcgtggcattgcatggcetegt

GATA-1
cacagagaagccaaggcaaattcttgtggaaggcggcacttgtctggaaacagactcaggaca

agtgtgctgcacagccagcttcctcaaacccactctcgccactgtagctgcccacagaggcacctce

Sp1 WT1
caagccataggccc%tcctaggccagctcaggcctcaccttgtccctccctgcagggggggg

Abb. 9: Transkriptionsfaktorbindungsstellen (Auswahl) im proximalen AOC7-Promotor.

Diese Grafik wurde auf Basis der TRANSFAC-Datenbank unter Verwendung des AliBaba2.1-Programms
erstellt  (http://www.gene-regulation.com/pub/programs/alibaba2/index.html). Es wird eine WT1-
Bindungsstelle im proximalen AOC7-Promotor vorausgesagt. Abbildung A) zeigt eine schematische
Darstellung des humanen AOC7-Promotors. Abbildung B) zeigt einen 600bp (-1bp bis -600bp) langen
Ausschnitt der AOCT-Promotors, die mit Hilfe des auf der TRANSFAC-Datenbank basierenden
AliBaba2.1-Programms auf mdgliche WT1-Bindungsstellen untersucht wurde. In der Abbildung ist eine
Auswahl anderer, in diesem Abschnitt vorausgesagter Transkriptionsfaktorbindungsstellen, einschlie3lich
der ermittelten potenziellen WT1 Bindungsstelle, hervorgehoben.

AnschlieBend wurde die ermittelte WT1-Bindungssequenz mit Hilfe des ,UCSC
Genome Browsers on Human Feb. 2009 (GRCh37/hg19)“ (Kent Sugnet 2002)
(http://genome.ucsc.edu/) und dem BLAT - the BLAST-like alignment tool (Kent 2002)
auf ihre evolutiondre Konservierung untersucht. Dabei wurde mittels der PhastCons-
Methode (Siepel et al. 2005) anhand des Sequenzvergleichs mehrerer Saugetiere ein
Wabhrscheinlichkeitswert, demzufolge es sich um eine konservierte Sequenz handelt,
bestimmt und grafisch dargestellt (Abb. 10A). Zusatzlich wurden mit Hilfe des UCSC
Genome Browsers die korrespondierenden AOC7-Promotorsequenzen mehrerer
Wirbeltiere direkt verglichen (Abb. 10B)
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(http://genome.ucsc.edu/goldenPath/credits.html). Es konnte damit gezeigt werden,
dass es sich bei der potenziellen WT1-Bindungsstelle um eine hoch konservierte

Region des AOC17-Promotors handelt.

A) Scale 200 hages| { hatg
chr! 156,549, 406| 150,549, 500| 156,549, 600| 150,549, 766| 156,549, 00| 150,549,9
1. Flacental Mammal Conservatioh by FhastCons
Mammal Cons
AOC1-Promoto AOC1 3

B)Human CCTTGTCCCTCCCTGCAGGGCGGGGTCTGATTGAC
Gorilla CCTTGTCCCTCCCTGCAGGGCGGGGTCTGATTGAC
Maus [CCCTGTCCCTCCCTGTGGGGTGGGGTTCAGT-ATC
[Ratte | - - - - - CCCTCCCTGTGGGGCGGGGTCCAAT-ACC
[Hase [TCCTGTCCCTCCCTGGAGGGCGGGGTCCTGTAGAC
[Delphin[CCCTGTCCCTCCCTCCAGGGCGGGACCCCATAAAG
[Pferd [CCCTGGCCCTCCCTCCAGGGCGGGGTCGCATAAAG
[Hund [CCCTGTCCCTCCCTCCAGGGCGGGGTCCCATAAAG
[Elefant C CCTGTCCCTCCCCCCAGGGCAGGGTCCAATAAAC

5°1-25bp AOC1-Promotor AOC17-5 ‘UTR+10bp? >

Abb. 10: Die WT1-Bindungsstelle im proximalen AOC7-Promotor ist hoch konserviert.

Abb. A) zeigt die Sequenzkonservierung flr einen Ausschnitt aus dem AOC7-Gen im Bereich des
proximalen AOC1 Promotors. Die Sequenzkonservierung ist mittels “Mammal PhastCons” (Siepel et al.
2005) grafisch dargestellt. AOC7-Promotor und 5’UTR sind als Pfeil veranschaulicht.

In Abb. B) ist ein Ausschnitt aus der in Abb. A) gezeigten Sequenz dargestellt, in dem sich die vermutete
WT1-Bindungsstelle befindet. Die humane Sequenz wurde mit einer Auswahl von AOCT-
Promotorsequenzen verschiedener Wirbeltiere verglichen; Abweichungen von der humanen Sequenz
sind fett gedruckt und unterstrichen. Im untersten Bereich der Abbildung ist die Position der Sequenz im
AOC1-Gen grafisch als Pfeil veranschaulicht. Die Grafik ist eine bearbeitete Abbildung, generiert durch
den ,UCSC Genome Browsers on Human Feb. 2009 (GRCh37/hg19)“ (http://genome.ucsc.edu/; Kent
Sugnet et al. 2002; Kent 2002).

3.3 Der AOC1-Promotor wird durch WT1 stimuliert

Um experimentell zu Uberprifen, ob der Promotor des AOC7-Gens durch WT1
aktivierbar ist, wurden AOC1-Luciferase-Reporterassays durchgefuhrt. Hierfir wurde

zunachst ein 367bp langer Sequenzabschnitt aus dem humanen AOC7-Promotor
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(299bp AOC1-Promotor, 68bp AOC1-5'UTR) in das pGL3basic Reporterplasmid ligiert.
AnschlieBRend wurden kurzere bzw. mutierte Promotorkonstrukte mittels PCR
hergestellt. Abbildung 11A gibt einen Uberblick (ber die in den Reporterassays
eingesetzten Promotorkonstrukte. Als Kontrolle wurde der Luciferase-Leervektor
(pGL3basic) verwendet. Die AOCT-Promotorfragmente bestanden jeweils aus einer
68bp langen 5UTR-Sequenz und einem angrenzenden Promotorstliick von
unterschiedlicher Lange. Zusatzlich zu den zwei hier dargestellten AOC7-Wildtyp-
Konstrukten mit nattrlicher Basenfolge wurde ein Reporterkonstrukt mit einer Mutation
der vorausgesagten WT1-Bindungsstelle (s. 0.) hergestellt. Die Sequenz der
potenziellen WT1-Bindungsstelle GTCCCTCCCTGCAGGGCGGGGTCTG wurde
folgendermalien mutiert: GTCACTTACTGCATTGCATGGTCTG.

Nach Transfektion wurden die HEK293-Zellen 48h lang inkubiert und anschliel3end
lysiert. Die ermittelten Firefly-Luciferaseaktivitaten wurden gegen die Aktivitat eines co-
transfizierten  Renilla-Luciferasekonstrukts ~ normalisiert, um  unterschiedliche
Transfektionseffizienzen abzugleichen. Fur jedes Konstrukt wurde als Kontrolle eine
Kotransfektion mit leerem Expressionsvektor durchgeflthrt, flr die der ermittelte Firefly-/
Renilla Luciferasequotient gleich 1 gesetzt wurde. Das Signifikanzniveau wurde gegen
die jeweilige Leervektor-Kontrolle mittels t-Test errechnet.

In Abbildung 11B sind die Ergebnisse der Reporterassays grafisch dargestellt. Die
Luciferaseaktivitat des Reporterkonstrukts mit einem 299bp langen Promotorfragment
stieg unter Kotransfektion von WT1 um mehr als das 2,5-fache relativ zur Leervektor-
kontrolle an (n=4; SD= 0,82; p<0,05).

Ein 47bp langes proximales Promotorstick wurde durch WT1 um den Faktor 3,2
stimuliert (n=5; SD=1,14; p<0,05). Die Mutation der vorhergesagten WT1-
Bindungsstelle im 299bp langen Promotorfragment verursachte einen Verlust der WT1-
Induzierbarkeit (Abb. 11). Die Luciferaseaktivitat des mutierten Konstrukts lag nach
Kotransfektion von WT1 bei einem Wert von 1,06 (n=4; SD=0,42). Diese Resultate
zeigen, dass der AOC17-Promotor durch WT1 stimuliert wird. FUr diesen Effekt ist die

mit Hilfe bioinformatischer Methoden vorausgesagte WT1-Bindungsstelle erforderlich.

49



3. Ergebnisse
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Abb. 11: WT1 stimuliert den humanen AOC7-Promotor im Luciferase-Reporterassay.

Abb. A) zeigt eine Ubersicht der verwendeten AOC7-Promotorkonstrukte. ,Lucif.“ bezeichnet den als
Negativkontrolle verwendeten pGL3basic Leervektor. Die anderen Konstrukte setzen sich jeweils aus
einem 68bp langen Fragment der AOC7-5" UTR und einem angrenzenden AOC7-Promotorfragment
angezeigter Lange zusammen. Das Reporterkonstrukt mit mutierter WT1-Bindungsstelle sowie deren
Lokalisation ist mit ,Mut* und einem schwarzen Pfeil markiert.

Abb. B) zeigt die Luciferaseaktivitaten der dargestellten Reporterkonstrukte nach Kotransfektion mit
Leervektor bzw. einem WT1(-KTS)-Expressionskonstrukt. Alle Werte sind gemittelt +SD angegeben. Es
gilt n=4 fur die Negativkontrolle und das nicht mutierte 299bp lange Promotorfragment sowie n=3 fir das
47bp lange Promotorkonstrukt und das mutierte 299bp Promotorfragment; das Signifikanzniveau *p<0,05
wurde mittels t-Test bestimmt (verdffentlicht in Kirschner et al. 2014).

3.4 WT1 bindet an den proximalen AOC7-Promotor

Im Anschluss an diese Experimente wurde untersucht, ob tatsachlich eine Bindung des
WT1-Proteins an das identifizierte Element im proximalen AOC7-Promotor erfolgt.
Zunachst wurde ein Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) durchgefuhrt. Bei

diesem Experiment wurden DIG-markierte Oligonukleotide mit rekombinantem WT1-
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Protein inkubiert. Danach wurden die Reaktionsansatze in einem nicht-denaturierenden
Polyacrylamidgel mittels Elektrophorese aufgetrennt. Sofern WT1 Protein an das
Oligonukleotid bindet, lauft der Protein-DNA-Komplex in der Gelelektrophorese
langsamer als das ungebundene Oligonukleotid. Nach Sichtbarmachung der
Oligonukleotide zeigt sich folglich eine zusatzliche Retardierungsbande.

Die Sequenz des verwendeten AOCT-Oligonukleotids enthielt das anhand der
Reporterassays experimentell ermittelte WT1-Konsensusmotiv
(CCTTGTCCCTCCCTGCAGGGCGGGGTCTGA). Zusatzlich wurde eine Variante
dieses Oligonukleotids mit mutierter WT1-Bindungsstelle untersucht
(CCTTGTCACTTACTGCATTGCATGGTCTGA). Die hier hervorgehobene Mutation ist
mit der Mutation des flr die Reporterassays verwendeten Promotorkonstrukts identisch.
In Abbildung 12 ist der durchgeflihrte EMSA dargestellt. Fir das nicht mutierte AOC1-
Oligonukleotid konnte eine Bindung sowohl der WT1(+KTS)- als auch der WT1(-KTS)-
SpleilBvariante nachgewiesen werden. Um die Spezifitdt dieser Interaktionen zu
uberprifen, wurde den Reaktionsansatzen ein unmarkiertes Oligonukleotid mit einem
bekannten WT1-Bindungselement aus dem Promotor des Adamts16-Gens zugegeben
(Jacobi et al. 2013). Die Versuche zeigten, dass durch den Adamts16-Kompetitor eine
konzentrationsabhangige Verdrangung von WT1 aus der AOC17-Bindung bewirkt wurde.
Wahrend bei einem Verhaltnis AOC17- zu Adamts16-Oligonukleotid von 1:50 noch eine
schwache Retardierungsbande erkennbar war, resultierte ein Verhaltnis von 1:100 in
einem vollstandigen Bindungsverlust. Mutation des WT1-Konsensusmotivs im AOC17-
Oligonukleotid verhinderte ebenfalls die Bindung sowohl von WT1(+KTS)- als auch von
WT1(-KTS)-Protein (Abb. 12). Diese Resultate zeigen, dass WT1 Protein in vitro

spezifisch an das identifizierte Oligonukleotid aus dem AOC7-Promotor bindet.
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Abb. 12: WT1 bindet an eine 5’UTR-nahe Region des humanen AOC7-Promotors.

Gezeigt wird das reprasentative Ergebnis eines Electrophoretic Mobility Shift Assays (EMSA), in dem die
Bindung von rekombinantem WT1-Protein an DIG-markiertes Oligonukleotid nachgewiesen wird. Die
Bindung von WT1 an das Oligonukleotid wurde anhand der Retardierungsbanden in der mit Pfeilen
markierten Laufhdhe nachgewiesen. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl die WT1 -KTS Variante als
auch die WT1 +KTS Variante an das AOC17-Promotorfragment bindet (Spuren 2 und 3). In Spur 1 ist im
Sinne einer Negativkontrolle kein WT1-Protein aufgetragen. Die Mutation des AOC7-Oligonukleotides
verhindert die Bindung von WT1 an das AOC17-Promotorfragment (s. Spuren 7 und 8). Spur 6 fungiert
erneut als Negativkontrolle. Spuren 4 und 5 zeigt die Bindung von WT1 an das AOCT7-
Promotoroligonukleotid unter Zugabe eines Kompetitors in Form eines nicht DIG-markierten
Oligonukleotids, das eine bekannte WT1-Bindungsstelle im Adamts16-Promotor tragt (Jacobi et al. 2013),
in 1:50-facher und 1:100-facher Konzentration. Erst die Zugabe des Kompetitors im Verhaltnis 1:100
reicht aus, um die WT1/AOC1-Bindung vollkommen aufzuheben (Spuren 4 und 5). In Spur 9 wurde das
als Kompetitor verwendete Adamits16-Oligo in DIG-markierter Form als Positivkontrolle verwendet
(verodffentlicht in Kirschner et al. 2014).

In weiteren Experimenten wurde versucht, eine Interaktion von WT1-Protein mit dem
AOC1-Promotor auch bei erhaltener Chromatinstruktur nachzuweisen. Hierfur wurde
eine Chromatin-Immunoprazipitation (ChIP) mit M15-Zellen, die urspringlich aus dem
Mesonephros der Maus etabliert wurden, durchgefuhrt. Zunachst erfolgte eine Fixierung

von Protein-DNA-Verbindungen durch Formalinbehandlung der Zellen. Nach
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Chromatinfragmentierung mittels Ultraschall wurde DNA-gebundenes WT1-Protein mit
einem spezifischen Antikorper immunprazipitiert. AnschlieRend wurde die DNA
gereinigt und mittels real-time PCR quantifiziert. Die PCR-Primer wurden so gewahlt,
dass sie die Region des murinen AOC17-Promotors, in dem sich das konservierte WT1-
Bindungselement  befand, einschlossen. Um  unspezifische Protein-DNA-
Wechselwirkungen zu erfassen, wurde anstelle der Immunprazipitation mit einem WT1-
Antikdrper normales Kaninchen IgG verwendet. Als Positivkontrolle wurde eine
Promotorsequenz des anti-Muller-Hormon-Rezeptor 2 (Amhr2) kodierenden Gens -
einem bekannten WT1-Zielgen (Klattig et al. 2007) - amplifiziert. Die ermittelten Werte
fur Amhr2- bzw. AOC7-DNA wurden auf amplifizierte DNA aus dem ersten Intron des
Aktin-Gens, das kein WT1-Bindungselement aufweist, bezogen. Die Ergebnisse wurden
gemittelt und auf die Kontrollexperimente mit normalem Kaninchen IgG, deren Werte
auf 1 gesetzt wurden, normiert.

Die Abbildung 13 zeigt die Ergebnisse der ChlP-Assays. Im Vergleich zur Verwendung
von normalem Kaninchen IgG (0,98, SD=0,16, n=7) wurde DNA aus dem AOCT7-
Promotor durch Prazipitation mit einem WT1-Antikdrper signifikant auf mehr als das
Doppelte angereichert (2,08, SD=1,19, n=7, p<0,05 t-Test). Ebenso konnte durch WT1-
Immunprazipitation eine signifikante Anreicherung von Amhr2-DNA nachgewiesen
werden (1,74, SD=0,72 vs. 1, SD=0,07, n=7, p<0,05 t-Test). Diese Resultate zeigen,
dass WT1 Protein im Kontext der naturlichen Chromatinstruktur an den AOC7-Promotor
bindet.
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B Amhr2 O Aoc1 *
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Abb. 13: WT1 bindet den AOC17-Promotor bei erhaltener Chromatinstruktur.

Dargestellt sind die Ergebnisse von Chromatin Immunprazipitationen (ChlP) in murinen Mesonephros
M15-Zellen. Mittels ChiP-Assay wurde die Menge an WT1 gebundener genomischer DNA ermittelt. In
diesem Fall wurde eine Bindung von WT1-Protein an den proximalen AOC7-Promotor sowie an den
Promotor des bereits als WT1-Zielgen identifizierten Amhr2 (Anti-Muller-Hormon-Rezeptor 2)
nachgewiesen. Die Werte sind gemittelt +SD angegeben. Das Signifikanzniveau von *p<0,05 wurde
durch t-Test gegen die jeweilige Kontrolle mit normalem Kaninchen-IgG bestimmt (verdffentlicht in
Kirschner et al. 2014).

3.5 WT1 reguliert die AOC1-Expression in embryonalen Mauseherzen

Im nachsten Schritt wurde untersucht, ob eine Regulation der Aoc7-Expression durch
WT1 auch ex vivo nachweisbar ist. Da in der Literatur beschrieben ist, dass sowohl
WT1 als auch Polyamine eine Rolle in der Entwicklung des Herzen spielen (Kreidberg
et al. 1993; von Gise et al. 2011; Slotkin et al. 1983; Gritli-Linde et al. 2001), sollte der
Zusammenhang von WT1 und Aoc1 im embryonalen Herzen untersucht werden. Dafur
wurden die Herzen von Wildtyp-, heterozygoten (Wt1*)- und Knockout (Wt17)-
Mauseembryonen (E12,5) entnommen. AnschlieRend wurde der Aoc? mRNA-Gehalt
der Herzen mittels Real-time-PCR quantifiziert.

Abbildung 14 zeigt die Ergebnisse. Alle Werte wurden gemittelt und der mittlere Aoc1
MRNA-Gehalt der Wildtyp-Herzen wurde gleich 1 (n=6; SD=0,4) gesetzt. Im Vergleich
zu Wildtypen war die Aoc?T mRNA in den Wt1-heterozygoten Herzen mit einem Wert
von 1,11 (n=6; SD=0,75) nicht signifikant verandert. In den Wt7-Knockout-Herzen
(Wt17) war ein signifikanter Rickgang der Aoc? mRNA auf einen Wert von 0,4
nachweisbar (n=6; SD=0,22; ANOVA, F(2,15) = 6,526, p<0,05). Diese Resultate
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zeigen, dass die Expression von Aoc7 in embryonalen Mauseherzen WT1-abhangig ist.
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Abb. 14: Die AocT mRNA ist in den Herzen von Wt1-defizienten Mauseembryonen signifikant erniedrigt.
Die Grafik zeigt den Aoc1T mMRNA-Gehalt in embryonalen Herzen (E12,5) von Wildtyp-, heterozygoten-
(Wt1+/') und Knockout-Mausen (Wt1'/'). Die mRNA wurde mittels RT-real-time-PCR quantifiziert. Alle
Werte sind gemittelt +SD angegeben. Es gilt n=6, das Signifikanzniveau liegt bei *p<0,05 und wurde
mittels ANOVA gegen die Wildtyp- und heterozygoten-Herzen berechnet.

In der Literatur ist eine Expression von WT1 im Epikard des embryonalen Herzen
beschrieben. Um die Regulation von AOC7 durch WT1 noch besser zu
charakterisieren, sollte dieser Zusammenhang im Epikard embryonaler Mause
analysiert werden. Dafir wurden die Herzen von E12,5-Mausembryonen (Wildtyp)
entnommen. Aus Organkulturen wurden zunachst Epikardzellen angezichtet, deren
WT1-Expression durch Transfektion mit einem spezifischen antisense vivo-Morpholino
gehemmt wurde. Zur Kontrolle erfolgte die Transfektion eines mismatch-Morpholinos.
Nach 72-stindiger Inkubation in Gegenwart der Morpholinos wurde aus den
Epikardzellkulturen RNA extrahiert, in cDNA umgeschrieben und die Aoc? mRNA
mittels real-time PCR quantifiziert. Die Ergebnisse wurden gemittelt und auf die
Kontrolle mit mismatch-Morpholino (=1) normiert. Das Signifikanzniveau wurde mit dem
Studentschen t-Test ermittelt. Der Erfolg des Wt1-Morpholino-Knockdowns wurde im
Westernblot Uberprift (Abb. 15B). Abbildung 15A zeigt die erzielten Ergebnisse. In
primaren embryonalen Epikardzellen mit Wt1-Knockdown (Wt1-Mo) sank die Aoc1
MRNA hochst signifikant auf einen relativen Wert von 0,045 (n=5; SD=0,025; p<0,001).

Dies entspricht einer Abnahme auf unter 5% relativ zur Kontrolle mit mismatch-
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Morpholino. Diese Resultate belegen, dass Aoc? im Epikard von Mausembryonen

WT1-abhangig exprimiert wird.
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Abb. 15: Der Aoc1T mRNA-Gehalt ist nach WT1-Knockdown in murinen embryonalen Epikardzellkulturen
erniedrigt.

Grafik A) zeigt die Veranderung der Aoc?T mRNA nach Morpholino-Knockdown von WT1 in murinen
embryonalen Epikardzellkulturen. Die Kulturen wurden gepaart und dann auf die mismatch-Kontrolle mit
dem Wert 1 normiert. Alle Werte sind gemittelt bei n=5. Die +Standardabweichung wurde angegeben.
Das Signifikanzniveau wurde mittels t-Test gegen die Kontrolle bestimmt und liegt bei ***p<0,000001.
Grafik B) zeigt einen reprasentativen Westernblot, der den Rickgang von WT1 und damit die
Wirksamkeit des Morpholino-Knockdowns bestatigt.

3.6 AOC1 und WT1 sind im embryonalen Epikard co-exprimiert

In einem letzten Schritt sollte untersucht werden, ob AOC1 und WT1 zeitgleich und in
denselben Zellen des embryonalen Herzens exprimiert werden. Daflr wurden
Mausherzen zum Entwicklungszeitpunkt E12,5 entnommen, fixiert, und in einem
Kryostat geschnitten. Anschlielend wurden immunhistochemische Doppelfarbungen
mit spezifischen Antikdrpern gegen WT1 und AOC1 durchgeflhrt. Die gebundenen
Primarantikérper wurden mit Hilfe von unterschiedlich markierten Zweitantikdrpern
detektiert. Wie in Abbildung 16A zu erkennen ist, werden AOC1 (Grunfluoreszenz) und

WT1 (Rotfluoreszenz) im Epikard des embryonalen Mausherzens co-exprimiert. Als
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Negativkontrolle wurde Normalserum anstelle der AOC1- und WT1-Antikorper

verwendet (Abb. 16B). Die Kerne wurden mit Dapi (blau) dargestellt.

Abb. 16: WT1 und AOC1 sind im Epikard embryonaler Mause (E12,5) co-exprimiert.

Gezeigt ist eine reprasentative Immunfluoreszenz-Farbung von WT1 (rot) und AOC1 (griin) in murinen
embryonalen Herzen (E12,5). Die Zellkerne wurden mittels DAPI blau gefarbt. In beiden Abbildungen ist
das Herz im linken unteren, die Leber im rechten oberen Bildabschnitt zu sehen. Das Myokard ist mit ,M*,
die Leber mit ,L“ markiert. Abbildung A) zeigt die Farbung mit WT1- (rot) und AOC1- (griin) Antikdrpern.

Co-exprimierende Epikardzellen sind durch weile Pfeilkdpfe markiert. Abbildung B) zeigt die Serum-
Negativkontrolle.
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4. Diskussion

Die Amine Oxidase copper containing 1 (AOC1) ist eine kupferhaltige Aminoxidase, die
in tierischen, pflanzlichen und bakteriellen Zellen zu finden ist. Bestimmte funktionell
relevante Regionen des Proteins sind hochgradig konserviert (Kusano et al. 2008;
Tipping et al. 1995). In Saugetieren besteht eine sehr grole Homologie zwischen den
verschiedenen Diaminoxidasen (Schwelberger et al. 1997). In Mausen und Ratten ist
das AOC17-Gen Teil eines ca. 100 Kilobasen langen DNA-Abschnitts auf Chromosom 6
bei Mausen und Chromosom 4 bei Ratten (Lundwall et al. 2003). Dieser DNA-Abschnitt
kodiert neben AOC1 mehrere Gene, die eine hohe Homologie mit AOC1 aufweisen.
Ihre tatsachliche Funktionsfahigkeit ist allerdings teilweise fraglich. Im menschlichen
Genom befindet sich im korrespondierenden Genlocus auf Chromosom 7
ausschlieBlich das Gen fur AOC1, da die restlichen AOC1-ahnlichen Gene in der
evolutionaren Linie der Primaten durch Chromosomenumlagerung wahrscheinlich
verloren gegangen sind (Lundwall et al. 2003). Dies konnte auf eine besondere

Relevanz des AOC17-Gens im menschlichen Organismus hinweisen.

4.1 Die AOC1-Expression steht unter der transkriptionellen Kontrolle von WT1

In dieser Arbeit wurde der Fragestellung nachgegangen, ob das AOC7-Gen durch den
Wilms-Tumor-Transkriptionsfaktor (WT1) reguliert wird. Einen ersten Hinweis hierfur
ergaben unverodffentlichte Mircroarray-Untersuchungen an M15-Zellen, die zeigten,
dass ein Knockdown von WT1 zu einer Reduktion des AOC1-Expressionsniveaus fuhrt.
Dieses Ergebnis konnte in dieser Arbeit durch Messung der AOC7 mRNA mittels
quantitativer PCR bestatigt werden (Abb. 7). M15-Zellen, die vom Mesonephros der
Maus abstammen, wurden aufgrund ihrer starken WT1-Expression fur dieses
Experiment gewahlt. Da sowohl WT1 als auch Polyamine fir die embryonale
Nierenentwicklung wesentlich sind (Davies et al. 2004; Loikkanen et al. 2005), ist eine
Korrelation von WT1 und AOC1 in dieser Zelllinie von besonderer Signifikanz.

Passend zu den Ergebnissen aus M15-Zellen konnte gezeigt werden, dass eine
Uberexpression der WT1(—KTS)-Variante in der humanen Osteosarkom-Zelllinie UB27
zu einer signifikanten Erhdhung des AOCT-mRNA-Gehaltes fihrt (Abb. 8). Diese

Resultate deuten darauf hin, dass WT1 die Expression von AOC1 stimuliert und
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dadurch moglicherweise einen verstarkten Abbau der von AOC1 metabolisierten
Substrate bewirkt.

Eine Korrelation der Expression von WT1 und AOC1 sagt allerdings nichts Uber eine
Kausalitat bzw. einen direkten Regulationsmechanismus aus. Frihere Arbeiten hatten
ergeben, dass die Transkription des ODC-Gens, das fur ein Schlisselenzym der
Polyaminsynthese kodiert, durch WT1 reguliert wird (Li et al. 1999; Moshier et al. 1996).
Da die WT1(-KTS)-Variante als Transkriptionsfaktor wirksam ist (Larsson et al. 1995;
Hamilton et al. 1995), lag die Vermutung nahe, dass WT1 direkt am AOC7-Promotor
wirksam ist. Daher wurde das auf der TRANSFAC-Datenbank beruhende Programm
Alibaba2.1 benutzt, um die AOC7-Promotorregion nach WT1-Konsensusmotiven zu
durchsuchen. Eine potenzielle WT1-Bindungsstelle mit der Sequenz GGCGGGG
konnte in Position -1bp bis -7bp vom Transkriptionsstart identifiziert werden (Abb. 9).
Diese Sequenz ist Teil eines palindromischen E-PAL-Motivs, das auch im Promotor des
epithelialen WT1-Zielgens E-Cadherin zu finden ist und bereits bei der erstmaligen
Charakterisierung des proximalen AOC1-Promotors beschrieben wurde (Chassande et
al. 1994, Behrens et al. 1991, Hosono et al. 2000). Diese Sequenz ist fur die Funktion
des AOC17-Promotors von entscheidender Bedeutung (Chassande et al. 1994).

In der Charakterisierung des Promotors durch Chassande et al. wurde flir den
cytosinreichen Abschnitt distal und den guaninreichen Abschnitt proximal der
palindromischen Sequenz jeweils eine Specificity-Protein 1 (SP1) Bindungsstelle
vorausgesagt. Bei SP1 handelt es sich um einen GC-reiche Regionen bindenden Zink-
Finger-Transkriptionsfaktor, der mit WT1 verwandt ist (Drummond et al. 1994).

Die Analyse des potenziellen WT1-Konsensusmotivs mit dem UCSC-Genbrowser
ergab, dass es sich um eine evolutionar hochgradig konservierte Region handelt (Abb.
10). Dies weist ebenfalls darauf hin, dass dieser Promotorabschnitt funktionell wichtig
ist. Denn Sequenzkonservierung wird dadurch erklart, dass schon wenige Mutationen
der Sequenz einen Selektionsnachteil bedeuten wirden und deshalb nicht an die
nachfolgenden Generationen weiter vererbt werden (Cooper et al. 2004; Siepel et al.
2005).

Der Luciferase Reportergenassay zeigt, dass die als Transkriptionsfaktor wirksame
WT1(-KTS)-Variante die Aktivitat des humanen AOC7-Promotors in humanen
embryonalen Nierenzellen (HEK293) erhdht (Abb. 11). Die Stimulation des Promotors
durch WT1 war nach Mutation der oben beschriebenen WT1-Bindungsstelle nicht mehr

nachweisbar (Abb. 11). Damit scheint dieser bereits als regulatorisch relevant

59



4. Diskussion

beschriebene Sequenzabschnitt flur die Regulation des AOC7-Gens durch WT1
essentiell zu sein. Die Beobachtung, dass bei Mutation der entsprechenden Sequenz
die Aktivitat des AOC7-Promotors in Gegenwart von WT1(—KTS) auf das Niveau der
Negativkontrolle zurlckfallt (Abb. 11), kdnnte darauf hinweisen, dass es sich um die
einzige funktionelle WT1-Bindungsstelle im AOC7-Promotor handelt.

Dass WT1 tatsachlich an die beschriebene AOC7-Promotorsequenz bindet, wurde
durch den Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) und die Chromatin-
Immunprazipitation (ChlP) nachgewiesen. Der EMSA zeigt, dass die in vitro Bindung
von WT1 an die Konsensussequenz durch Einfligen der im Reportergenassay
verwendeten Mutation verhindert wird (Abb. 12). Die Tatsache, dass ein 50-facher
molarer Uberschuss des WT1 bindenden Adamts16-Oligonukleotids (Jacobi et al. 2013)
nicht ausreicht, um die AOC7-WT1-Interaktion komplett aufzuheben (Abb. 12), kdnnte
auf eine besonders starke Bindung des WT1-Proteins an die AOC7-Sequenz
hinweisen. Auffallig ist jedoch, dass zusatzlich zur WT1(-KTS)-Variante auch die
WT1(+KTS) Isoform an die AOC7-Sequenz bindet. Die +KTS- und die -KTS-Varianten
unterscheiden sich durch 9bp, die fur die Aminosauren Lysin, Threonin und Serin (im
Einbuchstabencode KTS) codieren (Drummond et al. 1994). Diese Aminosauren
befinden sich zwischen dem dritten und vierten Zinkfinger und verandern deren
Abstand zueinander. Die +KTS-Variante mit dem grélieren Abstand zwischen den
Zinkfingern bindet schlechter an die flir die -KTS-Variante ausgelegten
Konsensussequenzen. Sie besitzt stattdessen eine hohere Bindungsaffinitat fir RNA
und interagiert mit Spleil3faktoren. Diese Verteilung ist jedoch nicht absolut, sondern als
Gleichgewicht zwischen den verschiedenen Splei3varianten zu sehen (Drummond et al.
1994; Larsson et al. 1995). Ob die +KTS-Variante fur die Regulation der AOC7-
Expression auch eine funktionelle Rolle spielt, bleibt mittels zelluldrer Uberexpression
und Reportergenassays zu Uberprufen.

Mittels eines ChlIP-Assays wurde die Bindung von WT1 an den AOC7-Promotor bei
erhaltener Chromatinstruktur nachgewiesen (Abb. 13). Dies ist von besonderer
Relevanz fiir die Ubertragbarkeit dieser Ergebnisse auf eine in vivo Situation, denn als
Polykationen kdnnen Polyamine DNA binden (Thomas et al. 2003; Feuerstein et al.
1991). Sie konnen Veranderungen in der Sekundarstruktur der DNA bewirken und
diese stabilisieren (Feuerstein et al. 1991). Mdglicherweise spielen Polyamine auch in
der Modulierung der Chromatinstruktur eine Rolle (Matthews 1993). Hinzukommend

konnen Polyamine die Bindung von Transkriptionsfaktoren an die DNA regulieren
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(Thomas et al. 2003). So erleichtert Spermin die Bindung von Ostrogen Rezeptor Alpha
an das Ostrogen Response Element und verstédrkt die daraus resultierende
transkriptionelle Aktivierung (Shah et al. 2001). Gleichzeitig wird die Bindung des
Transkriptionfaktors OCT-1 an die DNA durch Polyamine behindert (Panagiotidis et al.
1995). Daruber hinaus werden die Transkriptionsrate der AOC17 und der ebenfalls in
den Katabolismus der Polyamine involvierte Spermidine/spermine-N1-acetyltransferase

durch das Polyaminlevel reguliert (Pegg 2008; Perin et al. 1986).

4.2 Bedeutung einer transkriptionellen Regulation des AOC7-Gens durch WT1

Die AOC1 katalysiert die oxidative Desaminierung biogener Amine (Novotny et al.
1994) und besitzt eine grofl3e Relevanz in der Regulation des Polyaminhaushalts, indem
sie den Abbau von Putrescin und damit den terminalen Polyaminkatabolismus
katalysiert (Seiler 2004; Missala et al. 1980). Gleichzeitig ist AOC1 auch flr den Abbau
von Histamin von Bedeutung und wirkt in Darm und Placenta im Sinne einer
Histaminbarriere (Schwelberger et al. 2010; Bieganski et al. 1983; Maintz et al. 2008).
Es stellt sich daher die Frage, ob die Regulation der AOC7-Genexpression durch WT1
vornehmlich einen Effekt auf den Polyaminhaushalt, den Histaminstoffwechsel oder auf
beide hat. Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern keine eindeutige Antwort auf diese
Frage. Jedoch gibt es eine Reihe von Indizien, die darauf hinweisen, dass im
Zusammenhang mit WT1 die Funktion der AOC1 im Rahmen des Polyaminhaushalts
von besonderer Relevanz ist. Untersuchungen an Mausen haben gezeigt, dass das
Histamin produzierende Enzym L-Histidin Decarboxylase (HDC) erst ab dem 13.
Embryonaltag exprimiert wird (Karlstedt et al. 2001), wahrend Wt7-Knockout-Mause
bereits am Embryonaltag 13,5 sterben (Kreidberg et al. 1993). Dies bedeutet, dass die
frihen WT1-abhangigen embryonalen Entwicklungsschritte der Nieren, des Herzens
und der Gonaden bereits zu einem Zeitpunkt erfolgen, bevor Histamin in signifikantem
Ausmall vom Embryo gebildet wird. Somit scheint die Aktivierung des AOC17-Gens
durch WT1 wahrend der frihen Embryonalentwicklung eher den Polyaminhaushalt als
den Histaminmetabolismus zu beeinflussen. Des Weiteren wird mit der ODC ein
zweites Schlisselenzym des Polyaminstoffwechsels durch WT1 reguliert (Li et al. 1999;
Moshier et al. 1996), was die Relevanz einer Aktivierung der AOC1-Expression durch

WT1 far den Polyaminhaushalt unterstreicht. Eine vereinfachte Darstellung des
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Polyaminmetabolismus und seiner tranksriptionellen Regulation durch WT1 stellt

Abbildung 17 dar.
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Abb.17: Vereinfachte Darstellung des Polyaminhaushalts und seiner transkriptionellen Regulation
durch WT1 (Thomas et al. 2003; Moshier et al. 1996; Li et al. 1999; Kirschner et al. 2014).

WT1= Wilms-Tumor-Protein1; ODC= Ornithin-Decarboxylase; AOC1= Amine Oxidase Copper-
containing 1; 4-ABT= 4-Aminobutanal; SD-Syn.= Spermidinsynthase; SM-Syn.= Sperminsyntase;
SSAT= N1-Spermidin/Spermin-acetyltransferase; PAO= Polyaminoxidase; durchgidngige Pfeile=
enzymatische Reaktion; gestrichelte Pfeile= transktiptionelle Regulation; Pluszeichen symbolisieren
Stimulation, Minuszeichen Inhibierung

4.2.1 Mogliche Bedeutung einer Regulation des AOC7-Gens durch WT1 in der

Tumorgenese und Tumorsuppression

Im Zellkultur- und Tiermodell erwies sich eine gesteigerte Putrescinsynthese infolge
verstarkter ODC-Expression als kanzerogen. Diese Wirkung konnte durch eine
Blockierung der ODC aufgehoben bzw. rickgangig gemacht werden (Auvinen et al.
1997; Soda 2011; Tabib et al. 1998; Peralta-Soler et al. 1998; Shantz et al. 2007).
Moshier et al. und Li et al. berichteten, dass WT1 in verschiedenen Zelllinien die
Aktivitat des ODC-Promotors senkt (Li et al. 1999; Moshier et al. 1996). Als Folge

dieser Wirkung ist eine verminderte zellulare Putrescinsynthese zu erwarten. In der hier
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vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass WT1 die Transkription des AOC17-
Gens stimuliert und dadurch maoglicherweise den Abbau von Putrescin fordert (Abb.
17). Es erscheint deshalb plausibel, dass der Tumor supprimierende Effekt von WT1
zumindest teilweise auf eine gesteigerte Putrescindegradation aufgrund der Expression
von AOC1 zuruckzufuhren ist. Interessanterweise wurden im Blut von Kindern mit
Wilms-Tumor, in dessen Pathogenese ein Verlust der WT7-Tumorsuppressorfunktion
eine zentrale Rolle spielt, signifikant erhdhte Polyaminkonzentrationen festgestellt
(Balitskaia et al. 1992). Es lasst sich spekulieren, dass die Erhéhung der Polyamine
eventuell auf einen Verlust der regulierenden Funktion des WT1 auf den
Polyaminmetabolismus zurlckzufihren ist.

Zusatzlich zu einer Senkung der Putrescinspiegel sind noch weitere mogliche
Konsequenzen einer AOC7-Regulation durch WT1 in Betracht zu ziehen. Beim
Putrescinabbau durch AOC1 werden die zelltoxischen Metabolite H,O2, NH3 und ein
Aldehyd produziert. Diese Abbauprodukte kénnen unabhangig von Veranderungen im
Polyaminspiegel wichtige Zellfunktionen, z. B. Proliferation, Apoptose und
Differenzierung, negativ beeinflussen (Thomas et al. 2003; Seiler 2004; Mizuguchi et al.
1994; Novotny et al. 1994). Grundsatzlich kann somit eine gesteigerte AOC1-Aktivitat
auch aufgrund dieser Nebeneffekte kanzerogene Wirkungen haben. In manchen
Karzinomen ist tatsachlich eine erhdhte Expression der AOC1 zu finden (lppolito et al.
2006; Sessa et al. 1990), die haufig mit einer gesteigerten ODC-Expression assoziiert
ist (Sessa et al. 1990; Seiler 2004). Sessa et al. postulierte, dass die AOC1 in chemisch
induzierten Leberkarzinomen entweder reaktiv auf eine verstarkte Produktion von
Putrescin erhdht sein kdnnte, oder dass sie selbst zur verstarkten Aktivitat der ODC und
damit des Polyaminumsatzes beitrage, indem sie die Produktinhibierung der ODC
durch Putrescin verhindere (Sessa et al. 1990). Ein ahnliches Phanomen ist von Tucker
et al. beschrieben, die eine transgene Uberexpression der Spermidine/Spermine-N1-
Acetyltransferase (SSAT) (Abb. 17) in einem etablierten Maus-Darmtumormodell
untersuchten. Die Uberexpression der SSAT verursachte vermehrt Darmtumoren
(Tucker et al. 2005). Als Ursache wird eine aufgrund des gesteigerten
Polyaminkatabolismus reaktiv erhdhte ODC-Aktivitat und damit Polyaminbiosynthese
vermutet. Dies resultiert in einem  verstarkten Umsatz durch  den
Polyamininterkonversionszyklus ~ ohne  Veranderung der  Spermidin- und
Sperminkonzentrationen. Die kanzerogene Wirkung der Uberexpression der SSAT in

dem von Tucker et al. verwendeten Mausmodell wurde auf diesen erhohten Umsatz
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und den dadurch gesteigerten Verbrauch von Acetyl-CoA, ATP sowie das Anfallen
toxischer Stoffe wie H,O, und Aldehyden zurlickgefuhrt (Tucker et al. 2005; Janne et al.
2006). Ein ahnlicher Mechanismus ist auch fur ODC und AOC1 vorstellbar, denn eine
Erhdhung der AOC1 koénnte zu einer reaktiven Steigerung der ODC fuhren bzw.
umgekehrt. Dies hatte einen erhdhten Putrescinumsatz mit Akkumulation toxischer
Metabolite zur Folge (Abb. 17).

Auch ein Zusammenhang mit der Regulation durch WT1 ware in diesem Kontext
denkbar. In der Literatur finden sich Hinweise darauf, dass die Regulation der ODC
Genexpression durch WT1 vom zellularen Kontext abhangig ist (Moshier et al. 1996;
Kirschner et al. 2014). Demnach bewirkt WT1 in einigen Zelltypen eine Aktivierung
anstelle der Ublichen Inhibierung der ODC. Somit kdnnte WT1 in manchen Situationen
den Putrescinumsatz durch gleichzeitige Stimulation der Putrescinproduktion via ODC
und des Putrescinabbaus via AOC1 steigern, und dadurch Uber die oben
beschriebenen Mechanismen einen kanzerogenen Effekt austben. Tatsachlich wurde
in Tumoren unterschiedlicher Gewebe eine erhdhte WT1-Expression festgestellt
(Bejrananda et al. 2011; Miyoshi et al. 2002; Sera et al. 2008; Cilloni et al. 2004). Dies
hat zu der Auffassung gefihrt, dass WT1 neben seiner Eigenschaft als
Tumorsuppressor auch ein onkogenes Potenzial besitzt. Moglicherweise bieten die
weitestgehend ungeklarten, kontextabhangig teils kanzerogenen, teils tumorprotektiven
Eigenschaften der AOC1 eine Erklarung fur die Dichotomie des WT1 als

Tumorsupressor- bzw. Proonkogen.

4.2.2 Mogliche Bedeutung einer Regulation des AOC7-Gens durch WT1 wahrend

der Embryonalentwicklung

Wahrend der Embryonalentwicklung erfolgt die Differenzierung von Zellen zu
spezialisierten Geweben. Dabei kommt es in manchen Organen, z. B. den
Nierenanlagen, zur Ausbildung eines Epithels aus dem undifferenzierten Mesenchym.
Dieser Vorgang wird als mesenchymal-epitheliale Transition (MET) bezeichnet. Auch
der Umkehrprozess, die epithelial-mesenchymale Transition (EMT), ist fur die
Entwicklung mancher Organe, z. B. des Herzens, notwendig. Mittels EMT wird eine
Population undifferenzierter, mesenchymaler Zellen generiert, die in unterschiedliche
Richtungen differenzieren kdnnen. Sowohl Polyamine als auch WT1 spielen bei MET

bzw. EMT wahrend der Embryonalentwicklung eine Rolle (Hohenstein et al. 2006; Gritli-
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Linde et al. 2001; Moore et al. 1999; Loikkanen et al. 2005), indem sie die Expression
von Proteinen mit einer Funktion wahrend der EMT bzw. MET, wie z. B. E-Cadherin,
Snai1 oder Pax-2, beeinflussen (Kreidberg et al. 1993; Wagner et al. 2005; Martinez-
Estrada et al. 2010; Loikkanen et al. 2005; Prunotto et al. 2010; Compagnone et al.
2012).

Die Niere entwickelt sich, indem die aus dem Ductus mesonephricus auswachsende
Ureterknospe in das metanephrische Blastem eindringt und sich dort verastelt. Diese
Verastelung erfordert Signale aus dem umliegenden metanephrischen Blastem. Die in
das umgebende Mesenchym einwachsende Harnleiterknospe produziert ihrerseits
Signale, die eine MET im metanephrischen Blastem auslésen und zur Ausbildung der
Nephrone fuhren. Die verastelte Ureterknospe bildet das Harnsammelsystem der Niere
(Kreidberg et al. 1993, Davies et al. 2004). WT1 wird wahrend dieser Prozesse
ausschlieBlich im kondensierenden Mesenchym, nicht jedoch in der Ureterknospe
exprimiert, und ist flr die Aussprossung der Harnleiterknospe sowie die Differenzierung
der Nephrone aus dem umliegenden Mesenchym durch MET notwendig (Davies et al.
2004). In Wt1-Knockout-Embryonen bleibt die Sprossung der Ureterknospe aus und es
erfolgt eine Apoptose des umgebenden metanephrischen Blastems (Kreidberg et al.
1993). Davies et al. fuhrten mittels Transfektion von siRNA zu verschiedenen
Zeitpunkten einen Wt7-Knockdown an murinen embryonalen Nierenorgankulturen
durch. Sie konnten auf diese Weise zeigen, dass Wit71-Knockdown zum
Entwicklungszeitpunkt E11 die Differenzierung des Mesenchyms zu Nephronen
verhindert und stattdessen zur Proliferation des Mesenchyms fuhrt. Das Phanomen
einer gesteigerten mesenchymalen Zellproliferation ist auch in Wilms-Tumoren zu
beobachten. WT1 scheint demnach wahrend verschiedener Stadien der
Nierenentwicklung unterschiedliche Funktionen zu haben (Davies et al. 2004).

ODC, das Schlusselenzym fur die Putrescinsynthese, wird gemeinsam mit WT1 im
metanephrischen Mesenchym exprimiert. Dartber hinaus konnte ODC-Aktivitat auch in
der Harnleiterknopse nachgewiesen werden, die kein WT1 enthalt (Loikkanen et al.
2005). Loikkanen et al. zeigten, dass die Behandlung von murinen embryonalen
Nierenorgankulturen mit dem ODC Inhibitor DFMO (ab dem Zeitpunkt E11) zu einer
geringeren Nierengrolde, reduzierten Anzahl an Ureterknospenverastelungen und einer
Verzdgerung der Nephronbildung flhrt. Weitere Genexpressionsanalysen ergaben,
dass die ODC ebenso wie WT1 in Prozesse der MET wahrend der Nierenentwicklung
involviert ist (Loikkanen et al. 2005).
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In der 2014 erschienenen Studie von Kirschner et al., in welcher auch Ergebnisse aus
dieser Arbeit veroffentlicht sind, wurde der Zusammenhang von WT1 und Polyaminen
wahrend der Nierenentwicklung genauer untersucht. Dabei wurde gezeigt, dass ein
WT1-Knockdown zu den Zeitpunkten E11,5, E12,5 und E13,5 die AOC1-Expression in
murinen embryonalen Nierenorgankulturen hemmt. Gleichzeitig fihrte der WT1-
Knockdown zu einer Reduktion der Odc-mRNA. Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass
WT1 wahrend der Nierenentwicklung einen stimulierenden Effekt auf die AOC1- und die
ODC-Expression hat (Kirschner et al. 2014). Dies unterstreicht die Komplexitat der
Regulation des Polyaminhaushalts durch WT1 und dokumentiert, dass WT1 je nach
Zelltyp unterschiedliche regulatorische Effekte auf den Polyaminmetabolismus besitzt
(Abb. 17).

Fir die normale Nierenentwicklung scheint ein ausgeglichener Polyaminspiegel von
Bedeutung zu sein. Passend zu den Ergebnissen von Loikkanen et al. konnten
Kirschner und Mitarbeiterinnen zeigen, dass eine Hemmung der AOC1, und damit des
Putrescinabbaus, zum Zeitpunkt E11,5 eine Zunahme der Ureterverastelungen bewirkt.
In einem spateren Entwicklungsstadium (13,5) verursachte allerdings sowohl eine
Hemmung der AOC1 als auch die externe Gabe von Putrescin eine Reduktion der
Ureterverastelungen. Diese zeitpunktabhangigen Unterschiede in der Polyaminwirkung
lassen sich moglicherweise auf einen variablen Polyaminbedarf wahrend verschiedener
Entwicklungsphasen der Niere zurickfuhren. So ist es denkbar, dass wahrend friher
Stadien, in denen vorwiegend zellulare Proliferationsprozesse erfolgen, ein hoherer
Bedarf an Polyaminen besteht als zu spateren Phasen, in denen hauptsachlich
Differenzierungsvorgange ablaufen (Kirschner et al. 2014). Die Zugabe von AOC1 zu
den Nierenorgankulturen flhrte interessanterweise ebenfalls zu einer Reduktion der
Ureterverastelungen. Dieser Effekt wurde durch zusatzliche Gabe von Putrescin
verstarkt und erst bei gleichzeitiger Gabe von AOC1 und dem Radikalfanger Vitamin C
kam es zu einer verstarkten Ureterverastelung zum Zeitpunkt 13,5. Dies zeigt, dass
eine erhdhte Expression bzw. Aktivitat der AOC1 und die dadurch verstarkte H,Oo-
Produktion einen ungulnstigen Einfluss auf die Nierenentwicklung besitzt. Damit wird
erneut die Notwendigkeit fir eine stabile Regulation des Polyaminhaushalts
unterstrichen (Kirschner et al. 2014).

Eine Regulation der AOCT7-Expression durch WT1 wurde auch in murinen
Organkulturen der embryonalen Gonaden nachgewiesen (Kirschner et al. 2014).

Sowohl Polyamine als auch WT1 spielen in der Gonadenentwicklung eine wichtige
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Rolle. Es erscheint deshalb plausibel, dass WT1 die Expression der AOCT in
Gonadenanlagen reguliert (Kirschner et al. 2014).

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass im embryonalen Herzen die
AOC1-Expression durch WT1 kontrolliert wird. In Wt7-Knockout-Mausen wird die AOC1
MRNA im Vergleich zu Wildtyp und Wt71-heterozygoten Embryonen deutlich schwacher
exprimiert (s. Abb. 14). Wt1-Knockout-Embryonen sterben aufgrund von Herzfehlern ab
Embryonaltag E13 (Kreidberg et al. 1993). Wt7-Knockout in der Maus verursacht
Epikarddefekte, eine fehlerhafte Entwicklung der Koronargefale sowie eine
Myokardhypoplasie (Moore et al. 1999; Kreidberg et al. 1993; von Gise et al. 2011).
WT1 wird im murinen Herzen ab dem Embryonaltag E9 in epikardialen Vorlauferzellen
exprimiert und ist fir die normale Ausbildung des Epikards notwendig.

Wahrend der Herzentwicklung durchlaufen epitheliale Epikardzellen eine EMT und
sammeln sich subepikardial als Mesenchymzellen an. Die Bildung dieser
mesenchymalen Zellen durch EMT fehlt in WT1-defizienten Mausen nahezu vollstandig
(Moore et al. 1999; von Gise et al. 2011; Martinez-Estrada et al. 2010). Im weiteren
Entwicklungsverlauf wandern WT1-positive Mesenchymzellen in das Myokard ein und
differenzieren dort zu glatten GefalBmuskelzellen, interstitiellen Fibroblasten und nach
neueren Erkenntnissen auch zu Kardiomyozyten (Zhou et al. 2008; von Gise et al.
2011; Mikawa et al. 1996; Dettman et al. 1998). Mit der endgultigen Differenzierung
endet die WT1-Expression in diesen Zellen (Moore et al. 1999).

Auch Polyamine spielen in der Entwicklung des Herzens eine wichtige Rolle. So wiesen
die Jungtiere von Ratten, denen wahrend der Tragzeit der ODC-Inhibitor DFMO
verabreicht wurde, ein signifikant geringeres Herzgewicht auf als die Kontrolltiere
(Slotkin et al. 1983). Die ODC ist bereits ab Embryonaltag E8 in der kardiogenen Platte
nachweisbar und wird ausschlieRlich im Endo- und Myokard exprimiert (Gritli-Linde et
al. 2001).

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen erstmalig, dass AOC1 und WT1 in den Zellen des
embryonalen Epikards koexprimiert sind (Abb. 16). Weiterhin bewirkte ein Knockdown
von WT1 in murinen embryonalen Epikardkulturen eine signifikante Reduktion des
Aoc1-mRNA-Gehalts (Abb. 15). Dieses Resultat zeigt, dass die AOC1-Expression im
embryonalen Epikard von WT1 abhangig ist. Auf den ersten Blick mag es verwunderlich
sein, dass das Putrescin abbauende Enzym AOC1 im Epikard exprimiert wird, wahrend
das fur die Putrescinproduktion relevante Enzym ODC ausschliefdlich im Endo- und

Myokard vorkommt. Eine mdgliche Erklarung hierfur ist, dass Polyamine zwischen dem
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Intra- und Extrazellularraum ausgetauscht werden kdnnen, und damit die vom Endo-
und Myokard produzierten Polyamine sehr wohl einen Effekt auf das Epikard haben
konnen (Gritli-Linde et al. 2001; Abdulhussein et al. 2014). Angesichts der Verteilung
der ODC-Expression ist es denkbar, dass in der Embryonalphase Endo- und Myokard
einen hoéheren Polyaminbedarf aufweisen als das Epikard. Folgt man diesem
Gedanken, so ist es vorstellbar, dass die WT1-abhangige Expression der AOC1 im
Epikard die vom Endo- und Myokard produzierten Polyamine abbaut und dadurch ein
fur das Epikard gunstiges Polyaminangebot aufrechterhalt.

Polyamine spielen insbesondere wahrend der Embryonalentwicklung eine wichtige
Rolle bei der Interaktion von Epithel und Mesenchym (Gritli-Linde et al. 2001; Loikkanen
et al. 2005). Polyamindepletion mittels DFMO begunstigt in MDCK-Zellen eine EMT
(Compagnone et al. 2012; Prunotto et al. 2010). Weiterhin verhinderte externe Gabe
von Polyaminen die EMT und versetzte MDCK-Zellen zurlick in einen epithelialen
Zustand (Compagnone et al. 2012). Es gibt Hinweise darauf, dass Polyamine auch im
Herzen Differenzierungsprozesse beeinflussen. Muscari et al. wiesen nach, dass
Polyamindepletion die Differenzierung mesenchymaler Stammzellen in Kokulturen mit
adulten Kardiomyozyten signifikant verbessert (Muscari et al. 2008). Wie oben
beschrieben, durchlaufen Zellen des Epikards wahrend der Herzentwicklung WT1-
abhangig eine EMT, um anschlielend im Myokard glatte Muskelzellen, Fibroblasten
und Kardiomyozyten zu bilden (Zhou et al. 2008; von Gise et al. 2011; Mikawa et al.
1996; Dettman et al. 1998). Somit liegt die Vermutung nahe, dass WT1 uber die
Expression der AOC1 die Polyaminkonzentration im Epikard auf ein fur die EMT

gunstiges Niveau begrenzt.

4.3 Fazit und Ausblick

In dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass die Amine Oxidase copper-
containing 1 (AOC1) durch den Wilms-Tumor-Transkriptionsfaktor (WT1) transkriptionell
reguliert wird. WT1 bindet an eine konservierte Region im proximalen AOC7-Promotor.
und stimuliert die Expression des AOC7-Gens in verschiedenen Zelllinien. Hinweise
aus der Literatur lassen darauf schlie3en, dass die Regulation der AOC7-Expression
durch WT1 fur den Polyaminstoffwechsel von Bedeutung ist. In zuklnftigen
funktionellen Untersuchungen sollte ermittelt werden, inwieweit eine Uberexpression

bzw. ein Knockdown von WT1 die Polyaminspiegel sowie die Konzentration der von

68



4. Diskussion

AOC1 produzierten Abbauprodukte in verschiedenen Geweben verandert. Da es sich
bei der AOC1 wahrscheinlich um ein sezerniertes Protein handelt und die Polyamine
zwischen dem Intra- und Extrazellularraum ausgetauscht werden, ware es ebenfalls
interessant zu ermitteln, in welchem Kompartiment diese Veranderungen vornehmlich
auftreten.

Es wurden mehrere Mechanismen diskutiert, Uber die eine Regulation des AOC7-Gens
und damit des Polyaminhaushalts durch WT1 im Zusammenhang mit Tumoren von
Relevanz sein konnte. Veranderungen des Polyaminmetabolismus und der WT1-
Expression sind teilweise in den gleichen Karzinomentitadten beschrieben. Allerdings
existieren bislang keine Untersuchungen, die eine Kolokalisation von WT1 mit Enzymen
des Polyaminstoffwechsels in Tumoren nachweisen. Weiterhin ist es von grolder
Bedeutung, die Polyaminkonzentrationen, die Abbauprodukte der AOC1 sowie die
genaue regulatorische Wirkung des WT1 auf die AOC1 und ODC zu analysieren.
Dadurch kdnnen neue Erkenntnisse Uber die zelltypabhangigen Unterschiede in der
Regulation des Polyaminhaushalts durch WT1 sowie deren Bedeutung fir die
Tumorgenese gewonnen werden. Wegen der Verfugbarkeit von Pharmaka, die den
Polyaminstoffwechsel  beeinflussen, kann ein genaueres Verstandnis der
Polyaminregulation durch WT1 in Karzinomen auch zu therapeutisch relevanten
Erkenntnissen fuhren.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte weiterhin gezeigt werden, dass wahrend der
Embryonalentwicklung des Herzens die AOC1 im Epikard durch WT1 reguliert wird. Es
wurde die Hypothese aufgestellt, dass dieser Mechanismus fur eine Abschirmung des
Epikards vor der Polyaminproduktion durch das Endo- und Myokard relevant ist und die
epithelial-mesenchymale Transition epikardialer Vorlauferzellen beglnstigt. Weitere
Untersuchungen, z. B. mittels eines Aoc7-Knockout bzw. einer Uberexpression, sind
geeignet, um diese Hypothese zu Uberprifen.

WT1, AOC1 und Polyamine scheinen insbesondere im Rahmen von ischamischen
Prozessen des Herzens eine wichtige Rolle zu spielen. Der Polyaminhaushalt wird
durch myokardiale Ischamie aktiviert. In vitro Untersuchungen an einer Myokardzelllinie
haben ergeben, dass es unter simulierten ischamischen Bedingungen zu einer
Induktion der ODC, einer verstarkten Produktion von Putrescin und dadurch zu einer
verstarkten Apoptose kommt. Der programmierte Zelltod konnte durch Hemmung der
ODC verhindert werden (Tantini et al. 2006). In Ischamie-Reperfusionsversuchen an

Ratten wurde ebenfalls eine Aktivierung der ODC sowie der Polyamin abbauenden
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SSAT festgestellt (Han et al. 2009). Ischamie-Prakonditionierung erhéht die ODC-
Aktivitat im Rattenmyokard und hat einen kardioprotektiven Effekt, der durch Hemmung
der ODC wahrend der Prakonditionierung aufgehoben wurde (Zhang et al. 2014; Zhao
et al. 2009). Nach Myokardischamie wird WT1 im Gefalkendothel des
Infarktrandbereichs hochreguliert (Wagner et al. 2005; Duim et al. 2015). Es ware
deshalb von Interesse zu untersuchen, ob die Regulation des AOC7-Gens durch WT1
Einfluss auf den Polyamingehalt im Infarktgewebe und damit eventuell eine Relevanz
fur Apotose- und Prakonditionierungsprozesse hat.

In diesem Zusammenhang sind auch vertiefende Einblicke in die Bedeutung der WT1-
induzierten AOC1-Expression wahrend der Embryonalentwicklung notwendig. Neuere
Forschungsarbeiten haben ergeben, dass ischamische Schadigung ein embryonales
Genexpressionsprofil im Epikard aktiviert. Dabei kam es im Infarktbereich zu einer
Reaktivierung der WT1-Expression im Epikard und dadurch zur Bildung von
mesenchymalen Vorlauferzellen, die in Fibroblasten, Myofibroblasten,
Koronarendothelzellen und Myokardzellen differenzieren kdnnen (van Wijk et al. 2012;
Smart et al. 2011; Limana et al. 2010). Angesichts des hohen Nutzens, den weitere
Erkenntnisse im Bereich der Kardioregeneration haben, sollte der Zusammenhang

zwischen WT1, Polyaminen und AOC1 in diesem Kontext weiter untersucht werden.
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