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Zusammenfassung

Der Wilms-Tumor-Transkriptionsfaktor WT1 ist essenziell fir die Embryonalentwicklung
verschiedener Organe, u.a. der Niere, und kann dabei seine Zielgene sowohl aktivieren
als auch unterdriicken. Mutationen im WT1-Gen kdénnen zu gleichnamigen Tumoren der
Niere, auch Nephroblastome genannt, fuhren.

Welche Prozesse im Rahmen der Nierenentwicklung durch WT1 reguliert werden, ist
noch nicht vollstandig geklart. Da Wtl-Knockout-Mause mit einer Nierenagenesie
embryonal letal sind, ist eine molekulare WT1-Zielgenanalyse an ihnen nur sehr
eingeschrankt moglich. Daher besteht das Ziel dieser Arbeit in der Etablierung eines In-
vitro-Modells zur Identifizierung und funktionellen Charakterisierung neuer WT1-
Zielmolekile wéahrend der Nierenentwicklung. Hierzu wurden Nierenorgankulturen von
Mausembryonen ex vivo kultiviert und die Wtl-Expression durch Inkubation mit einem
antisense Vivo-Morpholino gehemmt. In einem genomweiten Ansatz wurde das
Transkriptom in Nierenorgankulturen mit normaler und reduzierter Expression von Wil
mittels Next Generation Sequencing (NGS) bestimmt und analysiert.

Unter Verwendung weiterer zell- und molekularbiologischer Techniken wird das
Homoobox-Gen HoxB9 im Rahmen dieser Arbeit als neues WT1-Zielgen beschrieben.
HoxB9 ist als Mitglied der Hox-Genfamilie fur die r&dumlich und zeitlich koordinierte
Entwicklung und Ausrichtung der anterior-posterioren Korperlangsachse wahrend der
Embryonalentwicklung notwendig und wird stark in verschiedenen Tumorarten
exprimiert.

WT1 kann das HoxB9-Gen zelltypabhé&ngig stimulieren und inhibieren. Die Hemmung
von WT1 in ex vivo kultivierten murinen Nierenorgankulturen erhdht die HoxB9-
Transkripte genauso wie ein siRNA-Knockdown von WT1 in den humanen, vom
Nierenzellkarzinom abgeleiteten 786-0-Zellen und den mesonephrischen M15-Zellen der
Maus. In Ubereinstimmung mit der hemmenden Wirkung von WT1 auf die HoxB9-
Expression werden beide Transkripte in einem sich nur marginal Uberlappenden Muster
in embryonalen Mausnieren exprimiert. Im Gegensatz dazu erhéht WT1 die Expression
von HoxB9 sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene in humanen, vom Osteosarkom
abgeleiteten U20S-Zellen sowie in humanen embryonalen Nierenzellen (HEK293-
Zellen). Die HoxB9-Promotoraktivitat wird durch WT1 in transfizierten U20S- und
HEK293-Zellen stimuliert, aber in M15-Zellen gehemmt. Mittels Chromatin-
Immunprazipitationen (ChlP) und Elektromobilitats-Shift-Assays (EMSA) konnte die
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Bindung von WT1 an den HoxB9-Promotor in U20S- und M15-Zellen nachgewiesen
werden. Ebenso ist BASP1, ein transkriptioneller Korepressor von WT1, mit dem HoxB9-
Promotor im Chromatin dieser Zelllinien assoziiert. Eine Kotransfektion von U20S- und
HEK293-Zellen mit BASP1 hebt die stimulierende Wirkung von WT1 auf den HoxB9-
Promotor auf.

Zusammenfassend konnten im Rahmen dieser Arbeit mit Hilfe des genomweiten
Ansatzes eine grol3e Anzahl an Genen identifiziert werden, die entweder direkt oder
indirekt durch WT1 reguliert werden. Je nach Zelltyp kann WT1 die Transkription von
HoxB9 entweder stimulieren oder unterdricken, wobei an der hemmenden Wirkung
BASP1 beteiligt ist. Die Regulierung der HoxB9-Expression durch WT1 kénnte sowohl

wahrend der Nierenentwicklung als auch der Tumorprogression relevant werden.

Abstract

The Wilms' tumor transcription factor WT1 is essential for the embryonic development of
various organs, including the kidney, and can both activate and suppress its target genes.
Mutations in the Wtl gene can lead to eponymous tumors of the kidney, also called
nephroblastomas.

It is not yet fully understood which processes are regulated by WT1 in the context of renal
development. Since Wt1 knockout mice are embryonic lethal with agenesis of the kidney,
they are of limited value for WT1 target gene analysis. Therefore, the aim of this work is
to establish an in vitro model for the identification and functional characterization of new
WT1 target molecules during renal development. For this purpose, Wtl expression in
murine ex vivo kidney organ cultures was inhibited by incubation with an antisense vivo-
morpholino. In a genome-wide approach, the transcriptome of kidney organ cultures with
normal and reduced Wtl expression was analyzed by Next Generation Sequencing
(NGS).

Using further cellular and molecular biological techniques, the homeobox gene HoxB9 is
described as a new WT1 target gene. HoxB9 is necessary for specification of the anterior-
posterior body axis during embryonic development. WT1 can stimulate and inhibit the
HoxB9 gene depending on the cell type. Silencing of Wtl in kidney organ cultures
increases HoxB9 mRNA levels as well as in human renal cell adenocarcinoma-derived

786-0 cells and murine mesonephric M15 cells. Consistent with the inhibitory effect of
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WT1 on HoxB9 expression, both transcripts are distributed in a mostly no-overlapping
pattern in embryonic mouse kidneys. In contrast, WT1 increases HoxB9 mRNA and
protein levels in human, osteosarcoma derived U20S cells and in human embryonic
kidney cells (HEK293 cells). HoxB9 promoter activity is stimulated by WT1 in transiently
transfected U20S and HEK293 cells but inhibited in M15 cells. The binding of WT1 to the
HoxB9 promoter in U20S and M15 cells was demonstrated by chromatin
immunoprecipitation (ChIP) and electromobility-shift assays (EMSA). Similarly, BASP1,
a transcriptional co-repressor of WT1, is associated with the HoxB9 promoter in the
chromatin of these cell lines. Furthermore, co-transfection of U20S and HEK293 cells
with BASP1 represses the stimulatory effect of WT1 on the HoxB9 promoter.

In summary, using the genome-wide approach this work identifies a large number of
genes that are either directly or indirectly regulated by WT1. Depending on the cell type,
WT1 can either stimulate or repress HoxB9, and the inhibitory effect involves BASPL1.
Regulation of HoxB9 expression by WT1 might become relevant during kidney

development and cancer progression.
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1 Einleitung
1.1 Wilms-Tumorprotein WT1

1.1.1 WT1-Gen, Isoformen und Funktionen

Das Wilms-Tumor-Gen WT1 kodiert flr ein Protein mit vier C-terminalen Zinkfingern, die
fur die DNA-Bindung und damit fur die Funktion als Transkriptionsfaktor notwendig sind
(1). WT1 kann seine Zielgene sowohl aktivieren als auch reprimieren, die 3-UTRs
verschiedener RNAs binden und stabilisieren (2) sowie als postranskriptioneller
Regulator agieren (zusammengefasst in (3)). Seinen Namen verdankt es der Tatsache,
dass biallelischen Mutationen im WT1-Gen Wilms-Tumore, auch Nephroblastome
genannt, als Folge einer fehlgeleiteten Nierendifferenzierung verursachen kénnen (4, 5).
Neben seiner Funktion als klassischer Tumorsuppressor wirkt WT1 auch als Onkogen
(Kap. 1.1.4) und spielt eine entscheidende Rolle in der embryonalen Entwicklung und bei
bestimmten Erkrankungen (3).

Die funktionelle Komplexitat lasst sich in Teilen durch die Uber 24 verschiedenen WT1-
Proteinvarianten erklaren, die durch alternatives Splei3en, RNA-Editing und den
Gebrauch unterschiedlicher Transkriptionsstartstellen gebildet werden (3, 6). Das WT1-
Gen enthalt 10 Exons, von denen Exon 5 und 9 alternativ gesplei3t werden (4, 6). Durch
Inklusion von Exon 5 werden 17 Aminosauren (17AS) eingefugt, alternatives Spleil3en im
Bereich von Exon 9 resultiert im Einbau von drei zusétzlichen Aminosauren - Lysin,
Threonin und Serin (KTS) - zwischen dem dritten und vierten Zinkfinger des WT1-
Proteins (3, 4). WT1(-KTS)-Isoformen, die keine KTS-Insertion enthalten, fungieren als
Transkriptionsfaktoren (7), wahrend die WT1(+KTS)-Variante sowohl DNA als auch RNA
binden kann und Uber ihre transkriptionelle Funktion hinaus vermutlich eine Rolle in
posttranskriptionellen Prozessen spielt (8, 9). Die unterschiedliche funktionelle
Bedeutung der verschiedenen Isoformen lasst sich u.a. daran erkennen, dass die
WTL1(+KTS)-Variante bei Mausen flr die Festlegung des Geschlechts von Bedeutung ist
(10). Daruiber hinaus kdbnnen Mutationen im Intron 9 des WT1-Gens zu einem selektiven
Verlust der WT1(+KTS)-Variante mit resultierendem Frasier-Syndrom fuhren. Dieses
beinhaltet u.a. einen méannlichen Pseudo-Hermaphroditismus, d.h. chromosomal und
gonadal ménnliches, bei aulRerem weiblichen Geschlecht, und eine fortschreitende
Nierenerkrankung, bei der es sich in der Regel um eine fokal segmentale

Glomerulosklerose handelt (11). Hinweise auf eine Rolle von WT1-Proteinen beim


https://de.wikipedia.org/wiki/Mutation
https://de.wikipedia.org/wiki/Gen

MRNA-Spleil3en ergeben sich aus Beobachtungen, wonach WT1 mit Splei3faktoren wie

U2AF65 interagiert und in das Spliceosom integriert werden kann (12).

1.1.2 WT1-Protein als Transkriptionsfaktor mit seinen Zielgenen und Kofaktoren
Das Wilms-Tumor-Protein WT1 enthalt vier Zinkfinger im C-Terminus, Uber die es an
DNA und RNA bindet (1). Weiterhin ermoglicht eine prolin- und glutaminreiche Region im
N-Terminus (die ersten 180 Aminosauren) die Ausbildung von Homodimeren und ist fur
die regulatorischen Eigenschaften von WT1 als Transkriptionsfaktor wesentlich (13). Die
WT1-Repressions-Doméane konnte auf den Bereich zwischen Aminosaure 71-180, die
Aktivierungsdoméane zwischen Aminoséure 180-250 eingegrenzt werden (1, 14) (Abb. 1).
Innerhalb der Repressions-Doméne konnte eine 30 Aminoséuren lange Subregion
identifiziert werden, die Suppressions-Domaéane (AS 71-101) (15).

An letztere bindet u.a. der Kofaktor BASP1, der die transkriptionsaktivierenden
Eigenschaften von WT1 hemmt (16) (Abb. 1). Die Bedeutung von BASP1 als Koregulator
von WT1 wurde in den letzten Jahren zunehmend erkannt. Es konnte beispielsweise
gezeigt werden, dass die Uberexpression von BASP1 in K562-Leukamiezellen in einer
transkriptionellen Hemmung von tber 90% der WT1-Zielgene resultiert (3, 17). Um als
transkriptioneller Korepressor wirken zu kénnen, muss BASP1 an seinem N-Terminus
myristoyliert werden (18). Dies erleichtert die sukzessive Bildung eines Repressor-
Komplexes bestehend aus PIP2 und HDAC1 auf der Promotorregion des WT1-Zielgens
(18). Uber die weitere Rekrutierung von Prohibitin und BRG1 kann ein Chromatin-
Remodelling-Komplex entstehen (19), dessen Funktion noch nicht vollstandig geklart ist.
Neben BASP1 existieren einige andere WT1-Kofaktoren wie zum Beispiel PAR-4 (20)
oder CITED2 (21), die mit dem C-Terminus des WT1-Proteins interagieren (Abb. 1) und
abhangig vom zellularen Kontext entweder als Koaktivator oder -repressor wirken kbnnen
(3). Die Histonacetyltransferase CBP bindet in derselben Region wie PAR-4 an das WT1-
Protein, unterstitzt aber in der Regel die Aktivierung des Zielgens (22). Ein weiterer
Interaktionspartner von WTL1 ist p53 (23) (Abb. 1). Frihere Arbeiten haben gezeigt, dass
WT1 durch Wechselwirkung mit Wildtyp p53 von einem transkriptionellen Aktivator in
einen Repressor konvertiert wird (24).

Die Fahigkeit von WT1, neben DNA auch an RNA zu binden, wird wahrscheinlich durch
den ersten Zinkfinger vermittelt (12, 25). Durch die Proteinkinase A (PKA) oder C (PKC)

konnen Serinreste im zweiten und dritten Zinkfinger jeweils phosphoryliert werden,
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wodurch die Mdoglichkeit zur DNA-abhangigen, transkriptionellen Repression bei
unveranderter RNA-bindender Aktivitdt gehemmt wird (26) (Abb. 1).

Phosphorylierung S365/393
17AS KTS

1 I 101 180 250 449

SD R A Zn Zn Zn Zn

—— Basp1

— P53
I Par-4, CBP

Abb. 1: Lineare Darstellung des WT1-Proteins

Die Aminosauren sind nummeriert und eine Auswahl an alternativen SpleiBmustern (17AS, KTS) und post-
translationalen Modifikationen (Phosphorylierung) sind abgebildet. Die einzelnen Doméanen entsprechen
der Aktivierungs- (A), Repressions- (R), Suppressions- (SD) und Zinkfinger-Doméne (Zn). Die
Bindungsregionen einzelner Kofaktoren wie BASP1, p53, Par-4 oder CBP werden durch graue Balken
visualisiert. Abbildung modifiziert nach (3).

Trotz einer Vielzahl bereits bekannter WT1-Zielgene hélt die Suche nach neuen, bisher
unbekannten Zielgenen vor allem im Kontext der Embryonalentwicklung und
Tumorentstehung an. Uber die Regulation seiner Zielgene hat WT1 Einfluss auf wichtige
Zellfunktionen wie Wachstum, Differenzierung, Signaltransduktion, Apoptose und
epigenetische Ereignisse (zusammengefasst in (3)). WT1 ist essenziell fur die
Nierenentwicklung (27) und reguliert dabei u.a. die Gene WNT4 (28) und PAX2 (29). Die
Expression von Genen, welche die Ureterverzweigung wahrend der Nierenentwicklung
ermdglichen, z.B. AREG (30) und EREG (31), wird ebenfalls durch WT1 beeinflusst.
Genauso wie die Expression des in der Niere gebildeten Enzyms Renin (32) und von
Erythropoetin  (33). Dartber hinaus reguliert WT1 die Transkription von
Wachstumsfaktoren und ihrer Rezeptoren wie z.B. TGFB (34), EGFR (35),
Insulinrezeptor (36) und viele mehr. Zudem scheint WT1 in Prozesse der epigenetischen
DNA-Methylierung, der in der Embryonalentwicklung ebenfalls eine entscheidende Rolle

zukommt, Uber die Regulierung der DNMT3A (37) eingebunden zu sein.

1.1.3 WT1 in der Embryonal- und Nierenentwicklung

Neben seiner Funktion als Tumorsuppressor ist WT1 ein Schliisselmolekil in der
Embryogenese und fir die normale Entwicklung u.a. des Urogenitalsystems,
sensorischer Neuroepithelien und des hamatopoetischen Systems notwendig (38-40).

Daruber hinaus wird WT1 in der Netzhaut (41) sowie im Mesothel exprimiert (42). Im



Herzen ist WT1 vor allem im Epikard und in den Koronargefal3en vorhanden (43, 44).
Wtl-Knockout-Mause bilden keine Nieren, Gonaden (42), Milz (45) oder Nebennieren
aus (46). In der Regel sterben die Mause bis zum Zeitpunkt E13.5, da Ventrikelmyokard,
Epikard und Koronargefal3e hypoplastisch ausgebildet sind (42).

Die Nieren entwickeln sich aus dem intermedidren Mesoderm. Eine entscheidende Rolle
spielen hierbei die gegenseitigen induktiven Signale zwischen dem metanephrischen
Mesenchym und der Ureterknospe, einem Auswuchs aus dem Wolff-Gang
(zusammengefasst in (47)). Nach dem Einwachsen der Ureterknospe verdichtet sich das
proliferierende Mesenchym in der unmittelbaren Umgebung von deren
Endverzweigungen. Uber verschiedene Zwischenstadien, u.a. die komma- und s-
formigen Korperchen, entwickeln sich die Nephrone als Funktionseinheiten der Niere (47,
48) (Abb. 2). Im Verlauf der Nephrogenese wird WT1 zuné&chst im kondensierenden
Mesenchym exprimiert (47). Dort induziert es die Expression von WNT4, welches
essenziell fir die mesenchymale-epitheliale-Transition (MET), d.h. die Umwandlung von
Mesenchym in ein Epithelgewebe, und die nachfolgende Nephronbildung ist (48). In der
adulten Niere wird WT1 ausschlie3lich in den glomerularen Podozyten exprimiert, fur
deren Differenzierung (46) und Integritatserhalt es eine zentrale Rolle spielt (43). Die
Podozyten stellen mit ihren FuRfortsatzen und der dazwischen gelegenen
Schlitzmembran eine wichtige Komponente der glomerularen Filtrationsbarriere dar (49).
WT1 reguliert eine Vielzahl an Podozyten-typischen Genen wie Nphs und Podxl (50) und
leistet dadurch einen wesentlichen Beitrag zur normalen Funktion dieses
hochdifferenzierten Zelltyps.

Welche Prozesse im Rahmen der Nierenentwicklung durch WT1 reguliert werden, ist
noch nicht vollstandig geklart. In Wtl-Knockout-M&ausen unterbleibt das Einwachsen der
Ureterknospe in das metanephrische Mesenchym, welches daraufhin in Apoptose geht
(42). Weitere Untersuchungen haben ergeben, dass ein Verlust von WT1 innerhalb des
metanephrischen Mesenchyms zu einem Mangel an FGF fuhrt und BMP/pSMAD-
Signalkaskaden mit frihzeitiger Apoptose induziert (51). In Gain-of-function-
Experimenten wurde die WT1-abhangige Stimulation von VEGF-A als weiteres induktives
Signal fur die Nierenentwicklung beschrieben (52).

Organubergreifend scheint WT1 eine wichtige Rolle fir den Erhalt eines epithelial-
mesenchymalen Gleichgewichts zu spielen. Offenbar kann WT1 zelltypabhéngig diese

Balance sowohl in Richtung einer epithelialen Differenzierung als auch zur Seite des
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undifferenzierten Mesenchyms lenken (38). Fur die Nierenentwicklung ist die Eigenschaft
von WT1, eine MET einzuleiten, entscheidend, wohingegen die Ausbildung von
HerzmuskelgefalRen aus dem embryonalen Epikard auf einer epithelial-mesenchymalen
Transition (EMT) beruht (53). Die Forderung eines mesenchymalen Zustands durch WT1

spielt vermutlich auch in der Genese mancher Tumoren eine Rolle (54).

Abb. 2: Verschiedene Stadien der Nierenentwicklung
Im ersten Stadium wachst die Ureterknospe (UK) in das metanephrische Mesenchym (MM), in dem WT1

exprimiert wird, ein. Im nachsten Stadium kondensiert das Mesenchym um die Knospe und WT1 leitet die
MET durch Steigerung der Expression des Zielgens Wnt4 ein. Uber verschiedene Zwischenstufen, wie den
komma- und s-férmigen Kdrperchen, entsteht letztendlich das Tubulussystem bestehend aus proximalem
(PT), distalem Tubulus (DT), Henle Schleife und Sammelrohr (SR) sowie den Nierenkdrperchen aus
Glomerulus und Bowmannscher Kapsel (BK). In diesem Stadium wird WT1 vor allem in den Podozyten
exprimiert, nicht aber im Tubulussystem. Abbildung modifiziert nach (47, 55).

1.1.4 WT1in Tumoren

Postnatal wird WT1 in den meisten Geweben herunterreguliert. Verschiedene
Tumorarten mit epithelialer, mesenchymaler, hamatopoetischer und auch neuronaler
Herkunft kbnnen allerdings eine hohe WT1-Expression aufweisen, obwohl WT1 in den
entsprechenden gesunden Geweben praktisch nicht vorkommt (47). Diese
Beobachtungen haben zu der Vermutung gefuhrt, dass WT1 je nach zellularem Kontext
entweder als Tumorsuppressor oder als Onkogen fungieren kann (56).

Urspringlich wurde WT1 als klassischer Tumorsuppressor beschrieben, da bei
Mutationen mit Funktionsverlust Wilms-Tumore/ Nephroblastome entstehen kénnen (47).
In den letzten Jahren haben jedoch zahlreiche Studien gezeigt, dass WT1 in vielen
malignen Tumoren Uberexprimiert wird. Dazu z&hlen neben der akuten myeloischen
Leukamie (57), das Prostata- (58), Ovarial- (59), Pankreas- (60), Kolon- (61) und
Mammakarzinom (62). Es bleibt allerdings bislang unklar, ob die WT1-Uberexpression

ursachlich fir die Tumorentwicklung ist, oder ob es sich lediglich um eine Folge der
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malignen Entartung handelt. Genauso sind die molekularen Mechanismen hinter der
onkogenen bzw. tumorsupprimierenden Wirkung von WT1 bisher ungeklart (63).

Eine Reexpression von WT1 in Tumoren ist haufig mit einer schlechten Prognose
vergesellschaftet. Die weit-verbreitete Tumorexpression hat dazu gefuihrt, dass WT1 zum
Ziel-Epitop von Immuntherapien im Rahmen der Krebsbehandlung geworden ist (64). Ein
Beispiel hierfur ist die Entwicklung von WT1-Peptid-Impfstoffen fir die Therapie der
akuten myeloischen Leukamie (65).

1.2 Homo6obox (Hox)-Genfamilie mit Vertreter HoxB9

1.2.1 Die Hox-Genfamilie

Die Hox-Gene sind evolutionar hoch konserviert, bestehen aus zwei Exons mit einem
Intron und kodieren fir Proteine, die im Zellkern als Transkriptionsfaktoren wirken (66).
Die murine und humane Hox-Genfamilie umfasst jeweils 39 Mitglieder und ist in vier
Clustern gruppiert, die als Hox A-D bezeichnet werden (67). Jedes Cluster ist auf einem
anderen Chromosom lokalisiert (68) und enthalt neun bis elf Mitglieder (69). Die
namensgebende Homoobox kodiert flr eine Homéodoméne, die fur die Erkennung und
Bindung der sequenz-spezifischen Konsensusmotive der Zielgene verantwortlich ist (70).
Basierend auf chromosomaler Lokalisation und Sequenzahnlichkeit kdnnen die
Mitglieder in weitere 13 Untergruppen kategorisiert werden (71).

Reguliert werden die Hox-Proteine Uber FGFs (72), BMPs (73) und PcG (74). Sie kdnnen
ihre Zielgene sowohl aktivieren als auch reprimieren (75). Die Homooproteine sind
essenziell fur die embryonale Entwicklung (76), nicht zuletzt auf Grund ihres Einflusses
auf wichtige biologische Ablaufe wie z.B. Wachstum und Differenzierung (77),
Proliferation (78) und Zell-Zell-Interaktion (79).

Wahrend der Entwicklung werden die Hox-Gene ab der Gastrulation exprimiert und
kontrollieren die Entstehung der anterior-posterioren (a-p) Koérperlangsachse vom
Kiemenbogen bis nach kaudal (80). Die rdumliche und zeitliche Expression der Hox-
Gene im sich entwickelnden Embryo korreliert eng mit der chromosomalen DNA-
Lokalisation bzw. der Einordnung im Hox-Cluster (81). Die 3‘ gelegenen Hox-Gene
werden friher und anterior, die 5° gelegenen hingegen spater und in posterioren
Regionen des Embryos exprimiert (81). Diese Kollinearitat fuhrt dazu, dass die 3
gelegenen Hox-Gene der Gruppe 1-4 Teile der Hirnentstehung kontrollieren, die Gruppe

5-8 die thorakale Entwicklung und die 5° gelegenen Gene der Gruppen 9-13 die
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lumbosakralen Regionen (82). Neben der hdmatopoetischen Differenzierung, die eine
koordinierte Hox-Genexpression erfordert (77), weisen adulte Organe wie beispielsweise
die Niere ebenfalls ein charakteristisches Hox-Genexpressionsmuster auf (82). Vorherige
Untersuchungen haben ergeben, dass einige Hox-Gene funktionell verknipft sind und

dass ein Ausfall eines Gens durch ein anderes kompensiert werden kann (83).

1.2.2 Regulation und Funktion von HoxB9

Das Homdobox-Gen 9 (HoxB9) gehort zur Hox-Genfamilie und kodiert fiir ein Protein mit
einer Molekularmasse von etwa 28 kDa, welches eine Homdobox-DNA-bindende
Domane enthélt und als Transkriptionsfaktor fungiert. Zu den beschriebenen Zielgenen
von HoxB9 gehort Renin, eine Aspartyl-Protease, die bei der Blutdruckregulierung
mitwirkt (84), Wachstumsfaktoren wie bFGF und TGF sowie das proangiogene Molekl
VEGF (85). Ahnlich wie WT1 spielt HoxB9 eine entscheidende Rolle sowohl in der
embryonalen Entwicklung als auch in der Pathogenese bestimmter Erkrankungen.

Wie HoxB9 im Rahmen der embryonalen Entwicklung reguliert wird, ist bisher nicht
vollstandig verstanden. Die embryonale Entwicklung erfordert eine zeitlich und raumlich
koordinierte Expression der Hox-Genfamilie. Die sequenzielle Aktivierung von Hox-
Genen ist dabei genauso essenziell wie die zellspezifische Repression im Verlauf der
Entwicklung. Zu den Faktoren, die zum Hox-Silencing beitragen, gehort der Polycomb-
Repressionskomplex (PRC), der die Genexpression durch epigenetische Modifikationen
steuert (86). Die Polycomb-Gruppe (PcG) von Genen wurde urspringlich aufgrund ihrer
Funktion, Hox-Gene wéhrend der Entwicklung in Drosophila melanogaster stabil zu
reprimieren, entdeckt (87). PcG-Proteine kbnnen in zwei groRe Komplexklassen unterteilt
werden. Der PRC1-Komplex beinhaltet u.a. Ringl (88). Der PRC2-Komplex, der u.a. aus
Eed, Suzl12 sowie anderen katalytischen Untereinheiten wie Ezhl und Ezh2 besteht,
trimethyliert das Histon H3 bei Lysin?’ (H3K27me3) aufgrund der Aktivitat der
letztgenannten Histonmethyltransferasen (89-91) (Abb. 3). HoxB9, als Mitglied der Hox-
Genfamilie, ist als Zielgen beider Komplexe in der Literatur beschrieben (92-94). Die
Uberexpression von Ring1B im sich entwickelnden Neuralrohr fiihrte zur Repression von
HoxB9 im Huhn (92, 93). Dariiber hinaus wurde HoxB9 als Zielgen von EZH2 in MYCN-
amplifizierten Neuroblastomzellen identifiziert (94).

PRC2 ist wahrscheinlich der einzige Methyltransferase-Komplex, der die
Histonmethylierung H3K27me3 katalysieren kann, um Gene zu reprimieren (95, 96)
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(Abb. 3). Antagonistisch wirken u.a. Lysin-Demethylasen wie UTX, die H3K27me3
entfernen (97) (Abb. 3). Methylierungen von H3K4 sowie eine Acetylierung von H3K27
stellen Histonmarkierungen dar, die im Zusammenhang mit  einer
Transkriptionsaktivierung stehen (98, 99) (Abb. 3).

MLL

PRC2
Komplex e
UTx u.a. EZH2

de T
/ / L HoxB9 P

K‘alL K27
Aktivierung Repression
CBP/ ac
p300 ’
Aktivierung

Abb. 3: Histonmethylierung am Beispiel von HoxB9
Eine Trimethylierung von H3K4 sowie eine Acetylierung von H3K27, die beispielsweise durch MLL-

Komplexe oder CBP/p300 Acetyltransferasen etabliert werden kdnnen, stehen im Zusammenhang mit
einer Transkriptionsaktivierung. Im Gegensatz dazu flhrt eine Trimethylierung von H3K27 zu einer
Genrepression. PRC2 ist der einzige Methyltransferase-Komplex, der H3K27me3 katalysieren kann. Lysin-
Demethylasen wie UTX, die mit dem MLL-Komplex physikalisch interagieren, entfernen wiederum
H3K27me3. H3K4me3 oder H3K27ac hemmen darliber hinaus die Aktivitat von PRC2 und stéren die
H3K27me3-Installation. Abbildung modifiziert nach (100).

1.2.3 HoxB9 in der Embryonalentwicklung

Wahrend der Embryogenese ist die sequenzielle Hox-Genexpression entscheidend fir
die rdumlich und zeitlich koordinierte Gliedmal3en- und Organentwicklung entlang der
anterior-posterioren Kérperachse (101). Im sich entwickelnden Mausembryo wird HoxB9
hauptsachlich im Rickenmark, im Darm, in den Nieren und in den Gonaden exprimiert
(102, 103). Dartber hinaus ist HoxB9 fur die Formierung der thorakalen Skelettelemente
von wesentlicher Bedeutung und reguliert die Brustdrisenbildung wahrend der
Schwangerschaft (104, 105). Eine Beteiligung im Rahmen der Differenzierung von

Blutzellen wurde ebenfalls beobachtet (106).



1.2.4 HoxB9 in Tumoren

Neben der embryonalen Entwicklung spielt HoxB9 ebenfalls eine gro3e Rolle in
Tumoren. In zahlreichen Studien konnte gezeigt werden, dass eine abnormale
Expression von HoxB9 zur Tumorentstehung beitragen kann (zusammengefasst in
(107)). Eine Uberexpression korreliert haufig mit einem hohen Tumorstadium, einer
Metastasierung, einem schlechten Ansprechen auf bestimmte Therapieformen, einer
schlechten Prognose und einem verkirzten Gesamtiberleben (108-110).

Wie HoxB9 die Tumorprogression fordert, ist nicht vollstandig verstanden. Jingste
Ergebnisse deuten darauf hin, dass HoxB9 die Transkription des Zellzyklusregulators
E2F3 stimuliert und die Migration von Endometrium-Krebszellen verbessert (111). Beim
Mammakarzinom wurde HoxB9 als Zielgen des Zellzyklusregulators E2F1 beschrieben
(112) und stimuliert die Expression von VEGF-A, bFGF, IL-8 und ANGPTL2 (113). Durch
die Induktion von angiogenen Faktoren erhoht HoxB9 die Zellmotilitat, Invasivitat und
Angiogenese (85). Uber die Regulation von TGF-B hat HoxB9 ebenfalls Einfluss auf den
Prozess der epithelial-mesenchymalen Transition (EMT) und vermittelt eine Resistenz
gegenuber Radiotherapie (108). Zudem konnte am Beispiel des Bronchialkarzinoms
gezeigt werden, dass HoxB9 uUber die Aktivierung des WNT/TCF-Signalwegs die
Metastasierung fordert (114). Beim kolorektalen Karzinom korreliert eine HoxB9-
Uberexpression mit einer schlechten Prognose und moduliert das Ansprechen auf eine
anti-angiogene Therapieform (109, 110). Weitere Tumorarten, in denen HoxB9, z.B. tber
eine Aktivierung des TGF-p/Smad2/Slug Signalwegs, den epithelial-mesenchymalen
Ubergang stimuliert, sind das hepatozellulare (115), das orale Plattenepithel- (116), das
Pankreas- (117) und das Prostatakarzinom (118). Interessanterweise wurde beim
Magenkarzinom der gegenteilige Prozess, d.h. eine mesenchymal-epitheliale Transition
(MET), unter HoxB9-Einfluss beschrieben (119). Da HoxB9 eine wichtige Rolle in der
Regulierung der physiologischen, aber auch pathologischen Neovaskularisation zu
spielen scheint, wurde es als wichtiges therapeutisches Ziel identifiziert, um die
Tumorresistenz gegeniber anti-angiogenen Therapieformen zu tberwinden (107).
Zuletzt haben einige Studien gezeigt, dass posttranslationale Modifikationen wie z.B. eine
Acetylierung am Lysinrest (K27) von HoxB9 die tumorférdernden Eigenschaften
aufheben und sogar umkehren kdnnen. Die acetylierte HoxB9-Variante geht einher mit
reduzierter Zellmigration, einem geringeren Tumorwachstum sowie einer besseren

Prognose beim Adenokarzinom der Lunge (120). Ahnliche Beobachtungen wurden beim
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kolorektalen und Pankreaskarzinom gemacht (117, 121). Als moégliche Erklarung fur
dieses Phdnomen dient die Beobachtung, dass die acetylierte Form im Zytoplasma

lokalisiert wurde und daher nicht mehr als Transkriptionsfaktor aktiv zu sein scheint (121).

1.3 Zielsetzung der Arbeit
Mit dieser Arbeit sind zwei Ubergeordnete Zielsetzungen verbunden:

1. Es soll ein In-vitro-Modell etabliert werden, das die Identifizierung und funktionelle
Charakterisierung neuer WT1-Zielmolekile wéahrend der Nierenentwicklung
ermoglicht. Da Mause mit homozygotem WT1-Gendefekt embryonal letal sind und
keine Nierenanlagen ausbilden (42), sind sie fur die geplanten Untersuchungen
ungeeignet. Hinzu kommt, dass ein frihzeitiger Verlust von WT1 vor Beginn der
mesenchymal-epithelialen Transition (MET) das Transkriptom in einer Weise
verandert, dass es demjenigen von Wilms-Tumoren des Menschen &hnelt (122).
Mit Nierenorgankulturen von Mausembryonen wurde deshalb ein alternativer
methodischer Ansatz etabliert. Dazu wurden jeweils beide Nieren eines Embryos
entnommen und paarweise ex vivo kultiviert. Die Expression von WT1 wurde durch
Inkubation mit einem antisense Vivo-Morpholino in der einen Niere gehemmt,
wahrend jeweils die zweite Niere desselben Embryos zur Kontrolle mit einem
mismatch Vivo-Morpholino behandelt wurde. Mit diesem paarweisen Protokoll
sollte die Streuung der zu erwartenden Versuchsergebnisse aufgrund
unterschiedlicher zeitlicher Entwicklungsverlaufe reduziert werden. Anschliel3end
wurde das Transkriptom in Nierenorgankulturen mit normaler und reduzierter
Expression von WT1 mittels Next Generation Sequencing (NGS) bestimmt und
analysiert. Einzelne Kandidatengene wurden durch gRT-PCR und Promotor-

Reportergenassays validiert.

2. Mit Hilfe von Nierenorgankulturen konnte u.a. HoxB9 als ein neues potenzielles
WT1-Zielgen ermittelt werden. Unter Verwendung zell- und molekularbiologischer
Techniken sollte die Regulation von HoxB9 durch WT1 naher untersucht und die

zugrunde liegenden molekularen Mechanismen entschlisselt werden.
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Dieser Ansatz kann dazu dienen, neue WT1-abhangige Netzwerke wéahrend der
Nierenentwicklung zu identifizieren. Vor dem Hintergrund der Bedeutung von WTL1 in
Tumoren (s.0.) lassen sich damit mdglicherweise auch neue Erkenntnisse zur Rolle

von WT1 bei malignen Erkrankungen gewinnen.
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2 Materialien und Methoden

Allgemeine Bemerkungen:

Alle durchgefuihrten gentechnischen Arbeiten erfolgten im Labor der Arbeitsgruppe (AG)

Scholz am Institut fir Vegetative Physiologie der Charité-Universitatsmedizin Berlin unter

Einhaltung der biologischen Sicherheitsstufe S1.

2.1 Materialien

2.1.1 Bezugsquellen

Dargestellt sind die Bezugsquellen aller verwendeten Gerate, Substanzen oder

Chemikalien jeglicher Form. Daher wurde in den folgenden Abschnitten der Arbeit bei

Erwé&hnung eines Firmennamens auf den jeweiligen Firmensitz verzichtet.

Tab. 1: Bezugsquellen mit Firmensitz

Firma Firmensitz Land Firma Firmensitz Land
Abcam Cambridge  Vereinigtes | Invitrogen Carlsbad USA
Kdnigreich
Addgene Watertown  USA Jackson Hamburg Deutschland
Immuno
Advanced Newark USA Labnet Edison USA
Cell International
Diagnostics
Advansta Menlo Park  USA LAUDA- Delran USA
Brinkmann
Amsbio Abingdon Vereinigtes |Life Carlsbad USA
Konigreich | Technologies
Applied Bedford USA Merck Burlington  USA
Biosystems Millipore
Beckman- Brea USA Nikon Minato Japan
Coulter
Binder Tuttlingen Deutschland | PAA Colbe Deutschland
Laboratories
Bioline London Vereinigtes |PJK Kleinblit- Deutschland
Konigreich tersdorf
Biometra Gottingen Deutschland |Promega Fitchburg USA
Bio-Rad Hercules USA Qiagen Hilden Deutschland
Biosan Riga Lettland Qualitron Karachi Pakistan
Biozol Houston USA Roche Basel Schweiz
Biozym Hessisch Deutschland | Santa Cruz Dallas USA
Oldendorf Biotechnology
Calbiochem San Diego USA Sarstedt AG  NUmbrecht Deutschland
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Carl Roth Karlsruhe Deutschland | Sartorius Goéttingen  Deutschland

Carl Zeiss Oberkochen Deutschland | Scientific New York  USA
Industries

Cayman Ann-Arbor USA SERVA Heidelberg Deutschland

Chemical

Corning Life Corning USA Severin Sundern Deutschland

Sciences

Dharmacon Lafayette USA Sigma Aldrich  St. Louis USA

Diagenode Liege Belgien SPOT Burroughs USA
Imaging

Eppendorf Hamburg Deutschland | Taylor- Baytown USA

AG Wharton

GeneTools  Philomath USA Thermo Fisher Waltham USA
Scientific

Greiner Krems- Osterreich Th. Geyer/ Renningen Deutschland

BioOne munster ChemSolute

Heidolph Schwabach Deutschland | Titertek- Pforzheim  Deutschland

Intruments Berthold

Heraeus Hanau Deutschland | TPP Trasadin-  Schweiz

gen

Hettich Tuttlingen Deutschland |Vector Burlingame USA
Laboratories

Intas Gottingen Deutschland

Science

Imaging

2.1.2 Gerateliste

Tab. 2: Geréateliste mit Bezugsquellen

Gerat Bezeichnung Bezugsquelle
Blautisch Blue light transilluminator Thermo Fisher Scientific
Durchlichtmikroskop Axiovert 35 Phase Contrast Carl Zeiss
Microscope
Durchlichtmikroskop SPOT RT SE Monochrome SPOT Imaging
Kamera CCD Scientific Digital Camera
System for Microscopy
Elektrophorese Netzteil Bio-Rad PowerPac 3000 Bio-Rad
Feinwaage Analytical AC 120S MC-1 Sartorius
Flassigstickstofftank Taylor-Wharton LS3000 LN2  Taylor-Wharton
capacity 81L
Fluoreszenzmikroskop  Eclipse Ti2 Nikon
Fluoreszenzmikroskop  DS-Ri2 Nikon
Kamera
Folienschweil3gerat FS 3602 Folio Severin

Hybridisierungsofen

HybEZ™ |l Oven

Advanced Cell Diagnostics
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Imager flr Western Blot
und Gelelektrophorese

ECL Chemostar Imager

Intas Science Imaging
Instruments

Luminometer

FB 12 Single Tube
Luminometer

Titertek-Berthold

Magnetrihrer

Magnetriihrer MR 3001 K

Heidolph Intruments

Minirotator

Multi Bio RS-24

Biosan

Quantitative RT-PCR

StepOnePlus Real-Time PCR

Systems

Applied Biosystems

Quantitative RT-PCR

CFX96 Real-Time System,
C1000 Touch Thermal Cycler

Bio-Rad

Schittelinkubator

311DS 71L Shaking Incubator

Labnet International

Semidry Blotting

Trans-Blot® SD semi-dry

Bio-Rad

Apparatur transfer cell

Spektrophotometer NanoDrop™ 2000/2000c Thermo Fisher Scientific
Spektralphotometer

Taumelschttler Taumelschuttler WT12 Biometra

Thermoblock BioTron UNO Il Thermoblock  Biometra

Thermocycler T100 Thermal Cycler Bio-Rad

Thermomixer ThermoMixer® F1.5 Eppendorf AG

Ultraschallbehandlung  Bioruptor® Plus sonication Diagenode

device

Ultraschallbehandlung
Sonotrode

Fisherbrand™ Model 120

Sonic Dismembrator

Thermo Fisher Scientific

Vortexer SI™ Vortex-Genie™ 2 Scientific Industries
Wasserbad Lauda EcoLine 003 E100 LAUDA-Brinkmann
Zellkulturinkubator CO2 Butschrank CB 160 Binder
Zellkultur Werkbank HERAsafe® HS Sicherheits-  Heraeus
werkbank der Klasse Il
Zentrifuge (Labor) Laborzentrifuge Universal Hettich
30RF Modell 1402
Zentrifuge (Labor) Laborzentrifuge Universal 30F Hettich
Modell 1400
Zentrifuge (Tisch) Mikrozentrifuge 5415R Eppendorf AG
Zentrifuge (Tisch) Minizentrifuge DW-41 Qualitron
Zentrifuge (Tisch) Minizentrifuge ROTILABO® Carl Roth

2.1.3 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Alle Chemikalien wurden in der h6chsten Reinheitsstufe verwendet.
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Tab. 3: Chemikalien mit Bezugsquellen

Bezeichnung Bezugsquelle Bezeichnung Bezugsquelle

Acrylamid/ Carl Roth Lithiumchlorid (LiCl) Merck Millipore

Bisacrylamid

Agarose Protein A, G Santa Cruz Magermilchpulver Carl Roth

APS Carl Roth Magnesiumchlorid Sigma-Aldrich
(MgCl)

Ampicillin Carl Roth Magnesiumsulfat Merck Millipore
(MgSO4)

ATP Thermo Fisher | Mercaptoetethanol Carl Roth

Scientific, PJK

Borsaure Merck Millipore | Methanol Thermo Fisher

BSA SERVA Mini Complete Merck Millipore

Calf Thymus DNA Sigma-Aldrich Natriumacetat (NaAc) Carl Roth

Chloroform Sigma-Aldrich Natriumazid (NaNs) Sigma-Aldrich

Coelenterazin PJK Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth

Coenzym A PJIK Natriumdesoxy- Sigma-Aldrich
cholséure

Dharmafect Dharmacon Natriumdihydrogen- Carl Roth

Transfektionsreagenz phosphat (NazHPO4)

DEPC Sigma-Aldrich NatriumeEDTA Carl Roth
(Na2EDTA)

DMSO Santa Cruz Natriumhydrogen- Merck Millipore
carbonat (NaHCOz3)

Dithiothreitol (DTT) Sigma-Aldrich, Natriumhydroxid Merck Millipore

PJK (NaOH)

D-Luciferin PJK Nonidet P-40 (NP-40) Roche

DNA Gel Loading Dye  Thermo Fisher | Oligo(dT) Thermo Fisher

dNTP 10mM Bioline Orange G Carl Roth

Ethanol Th. Geyer Phenol/Chloroform/ Carl Roth
Isoamylalkohol
(25:24:1)

Ethylendiamintetra- Carl Roth Phenylmethylsulfonyl- Sigma-Aldrich

acetat (EDTA) fluorid (PMSF)

FKS Sigma-Aldrich Phosphate-buffered Thermo Fischer
saline (PBS)

Formaldehyd (16%) Thermo Fisher Precision Protein™ Bio-Rad
StrepTactin-HRP
Conjugate

FUGENEG6 Roche Reinstwasser Sigma-Aldrich

Transfektionsreagenz

G418 Calbiochem RNA-Bee Amsbio

Glukose Sigma-Aldrich Rotiphorese Gel 30 Carl Roth

Glutathion-Agarose Sigma Aldrich Saccharose Carl Roth

Glycerin Th. Geyer SYBR Green Life Technologies

15



Glycin Carl Roth SYBR Safe Life Technologies
Glykogen Thermo Fisher | Tetramethylethylen-  Carl Roth

diamin (TEMED)
Harnstoff Sigma-Aldrich Tetrazyklin PAA Laboratories
Hefeextrakt Carl Roth Tricin Sigma-Aldrich
HEPES Carl Roth Tris Base Sigma-Aldrich
Isopropanol Merck Millipore | Tris HCI Carl Roth
Isopropyl-B-D- Carl Roth Triton X-100 Carl Roth
thiogalactopyranosid
(IPTG)
Kaliumchlorid (KCI) Carl Roth Trypanblau Sigma-Aldrich
Kaliumdihydrogen- Merck Millipore | Trypsin Merck Millipore
phosphat (KH2PO4)
Kaliumhydroxid (KOH)  Merck Millipore | Trypton Carl Roth
LB-Agar Carl Roth Tween 20 SERVA
LB-Medium Carl Roth Xylencyanol Carl Roth
L-Glutathion reduziert ~ Sigma-Aldrich e-Aminocapronsaure  Carl Roth

Tab. 4: Verbrauchsmaterialien mit Bezugsquellen

Verbrauchsmaterial

Bezugsquelle

6-, 12- und 24-Well-Zellkulturplatten TPP
96-Well-PCR-Platten farblos (Unskirted und Sub Skirt) Biozym
Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Blotting-Membran Carl Roth
Deckglaser Carl Roth
Filterpapier Carl Roth
Kryorohrchen Greiner BioOne
Magnetic beads Magna ChIP Protein A + G Merck Millipore
Minisaulen Qiagen
Objekttrager Carl Roth
Pipettenspitzen Sarstedt, Carl Roth
Serologische Pipetten Dispenser TPP

Tubes (1,5 ml und 2,0 ml) Eppendorf
Tubes TPX (1.5 ml Bioruptor® Plus) Diagenode
Zellkulturschalen (96 x 21 mm und 146 x 21 mm) TPP
Zellschaber TPP
Zentrifugenréhrchen (15 ml und 50 ml) TPP

2.1.4 Puffer und Lésungen

Alle Puffer und Ldsungen wurden entweder mit doppelt destilliertem Reinstwasser

(ddH20) oder Diethylpyrocarbonat (DEPC) behandeltem Wasser angesetzt.
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Tab. 5: Verwendete Lésungen und Puffer mit Zusammensetzung in der Reihenfolge ihrer

Nennung im Material- und Methodenteil

Methode/ Name

Zusammensetzung

Primare Organkulturen
1 x PBS

10 mM Na2HPO4; 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 2 mM
KH2POg4; pH 7,4

Kryokonservierung Zellen

Gefriermedium

70% (v/v) Kulturmedium; 20% (v/v) FKS; 10% (v/v)
DMSO

Zellkultur Transfektion
DEPC-H20

5 x siRNA Puffer

0,1% (v/v) DEPC; dd-H20; bei 37°C fur eine Stunde
inkubieren und danach 45 min lang autoklavieren
0,72% (w/v) HEPES; 2,24% (v/v) KCI; 0,02% (w/v)
MgCl; DEPC-H20 ad 30 ml; 2 M KOH bis pH 7,3-7,6;
DEPC-H20 ad 100 ml

Agarose-Gelelektrophorese
1 x DNA-Ladepuffer

1 x TBE-Puffer

0,15% Orange G; 10 mM Tris-HCI (pH 7,6); 0,03%
Xylencyanol; 60% Glycerin; 60 mM EDTA

89 mM Tris-Base (pH 8,0); 89 mM Borséaure; 2 mM
Na2EDTA

Proteinextraktion

SDS-Probenpuffer/
Laemmli-Puffer

50 mM Tris-HCI (pH 6,8); 4 M Harnstoff; 1% (w/v)
SDS; 7,5 mM DTT

SDS-Page, Western Blot
Trenngelpuffer

Sammelgelpuffer
Trenngel

Sammelgelgemisch

Sammelgel
10 x SDS-Laufpuffer

Blottingpuffer

TBST-Puffer

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

0,8% (w/v) SDS (pH 6,8); 1 M Tris-HCI

10% (v/v) Acrylamid/ Bisacrylamid; 25% (v/v)
Trenngelpuffer; 40% (v/v) ddH20; 0,5% (v/v) APS;
0,05% (v/v) TEMED

11% (v/v) Acrylamid/ Bisacrylamid;
Sammelgelpuffer; ddH20 ad 50 ml

2 ml Sammelgelgemisch; 2 ul TEMED;20 pl APS

0,25 M Tris-Base; 1,92 M Glycin; 1% (v/v) SDS; ddH20
ad 2000 ml

10 mM e-Aminocapronsaure; 10% (v/v) Methanol;
ddH20 ad 2000 ml

20 mM Tris-Base; 137 mM NaCl; 0,05% Tween 20
(pH 7,6)

12,5% (viv)

Klonierung
LB-Medium

Ampicillin-Agarplatten
Gefriermedium fur Bakterien

1% (w/v) NacCl; 0,1% (v/v) 1 M NaOH (pH 7,0); 1% (w/v)
Trypton; 0,05% (w/v) Hefeextrakt; ddH20 ad 1000 mi
LB-Medium; 15 g/l Agarose; 100 pg/ml Ampicillin
0,1 M MgSOg; 65% (v/v) Glycerin; 25 mM Tris-HCI (pH
8,0)
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Super Optimal Broth -
Medium (SOB)

Super Optimal Broth +
Glukose-Medium (SOC)

1% (v/v) KCI; 2% (w/v) Trypton; 0,5% (w/v) Hefeextrakt;
0,05% (w/v) NaCl; ddH20 ad 990 ml; 10 ml MgCl2

2% (w/v) sterilfiltrierte Glukose (1 M); SOB-Medium ad
1000 ml

Reportergenassay
Firefly-Puffer

Renilla-Puffer

0,47 mM D-Luciferin; 0,27 mM Coenzym A; 33,3 mM
DTT; 0,53 mM ATP; 2,67 mM MgSOa; 20 mM Tricin; 0,1
mM Na2EDTA (pH 7,8)

1,1 M NaCl; 0,22 M KH2PO4 (pH 5,1); 2,2 mM NazEDTA,;
1,3 mM NaNs; 0,44 mg/ml BSA

rekombinantes Protein,
EMSA
Glutathionreduktionslésung
Tris-Glycin-EDTA-Puffer
Polyacrylamidgel 6%

5 x EMSA-Bindepuffer

30% (w/v) L-Glutathion reduziert; 50 mM Tris-Base
(pH 9,0)

25 mM Tris-Base; 192 mM Glycin; 1 mM EDTA; ddH20
ad 1000 ml (pH 8,3)

20% Acrylamid/ Bisacrylamid (30%); 10% Tris-Glycin-
EDTA-Puffer; 69% ddH20; 0,75% APS; 0,05% TEMED
250 mM KCI; 50 mM Tris-HCI (pH 7,5); 250 mM NacCl; 5
mM MgClz; 25 mM DTT; 25 mM PMSF

ChIP
ChIP-Lysepuffer (hypoton)

SDS-Lysepuffer
IP-/Dilutionspuffer

Waschpuffer:
Niedriger Salzanteil
Waschpuffer:
Hoher Salzanteil
LiCl-Waschpuffer

TE Puffer
Elutionspuffer

0,25 M Saccharose; 3 mM B-Mercaptoethanol; 20 mM
HEPES; 3 mM MgClz; 0,2% (w/w) NP-40

1% (v/v) SDS; 10 mM EDTA; 50 mM Tris-HCI (pH 8,1)
0,01% (v/v) SDS; 167 mM NacCl; 1,1% Triton X-100; 1,2
mM EDTA,; 16,7 mM Tris-HCI (pH 8,1)

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

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

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

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

0,1 M NaHCOs3;1% (v/v) SDS

2.1.5 Enzyme

Tab. 6: Enzyme mit Bezugsquellen

Enzym

Bezugsquelle

Proteinase K

Qiagen

Restriktionsenzyme FastDigest

Thermo Fisher Scientific

Reverse Transkriptase SuperScript Il

Thermo Fisher Scientific

RNAse A

Roche

T4 DNA Ligase

Promega
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2.1.6 Kommerzielle Kits

Tab. 7: Kommerzielle Kits mit Bezugsquellen

Kit Bezugsquelle
PureYield™ Plasmid Miniprep Systems Promega
Expand Long Template PCR System Roche
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen
RNeasy Micro and Mini Kit Qiagen
WesternBright ECL HRP substrate Advansta

RNAscope Multiplex Fluorescent Reagent Advanced Cell Diagnostics
Kit v2 Assay

DIG Oligonucleotide 3’-End Labeling Kits Roche

(2" Generation)

2.2 Zell- und Organkulturtechniken

2.2.1 Priméare Organkulturen
Die zur Etablierung der Organkulturen notwendigen Tiertétungen wurden im Vorhinein
dem Landesamt fir Gesundheit und Soziales (LAGeSo) Berlin angezeigt und durch die
Behorde bestatigt (Registriernummer T0308/12). Der Umgang mit den Tieren erfolgte
entsprechend der Richtlinien zur Versuchstierhaltung der Charité-Universitatsmedizin
Berlin.
Primare Organkulturen zeichnet aus, dass Organe fur eine bestimmte Zeit ex vivo
kultiviert werden. Dies ermoglicht Untersuchungen der Organentwicklung unter
kontrollierten in vitro Bedingungen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden mit freundlicher
Unterstutzung von Frau Dr. Karin Kirschner Mausembryonen von terminiert verpaarten
C57BL/6J-Mausen zum Entwicklungszeitpunkt E12.5 bis E14 (Theiler stage 20/21)
entnommen. AnschlieBend wurden die Nieren der Mausembryonen entfernt. Zur
besseren Vergleichbarkeit wurden die gepaarten Nierenanlagen jedes Embryos jeweils
auf einem separaten Polyethylenterephthalat Transwell® Filter (PorengréRe 0,4 um,
Corning) ex vivo kultiviert wie bereits ausfihrlich beschrieben (123, 124). Als optimale
Kultivierungsbedingungen erwiesen sich eine Umgebungstemperatur von 37°C sowie ein
CO2-Gehalt der Luft von 5%. Das Kulturmedium DMEM/F-12 (1:1) versetzt mit L-Glutamin
(PAA Laboratories) und 10% fetalem Kalberserum (FKS) (Sigma-Aldrich) wurde durch
Penicillin (100 I.E./ml, PAA Laboratories) und Streptomycin (100 pg/ml, PAA
Laboratories) zur antibiotischen Prophylaxe erganzt. Die embryonalen Nieren wurden in
der Folge mit speziellen Vivo-Morpholinos behandelt (s. Kap. 2.2.3)
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2.2.2 Konservierung und Kultivierung von Zelllinien

Tab. 8: Zelllinien mit Herkunft und Bezugsquellen

Zelllinie  Name/ Herkunft Bezugsquelle
293 humane embryonale Nierenzellen (125) Deutschen Sammlung fur
Mikroorganismen und
Zellkulturen, Braunschweig
786-0 Humane Nierenzellen des klarzelligen ATCC, Wesel, Deutschland
Adenokarzinoms (126)
M15 Murine Mesonephroszellen (8) Prof. Dr. Christoph Englert,
Leibniz Institut fur
Altersforschung,
Fritz Lipmann Institut, Jena
U20S humane Osteosarkomzellen ATCC, Wesel, Deutschland
uB27 humane Osteosarkomzellen abstammend  Prof. Dr. Christoph Englert,
von U20S-Zellen; stabil transfiziert mit Leibniz Institut far
einem Tetrazyklin abhangigen Wt1(-KTS)-  Altersforschung,
Expressionsplasmid (35) Fritz Lipmann Institut, Jena
uD28 humane Osteosarkomzellen abstammend  Prof. Dr. Christoph Englert,

von U20S-Zellen; stabil transfiziert mit
einem Tetrazyklin abhangigen Wt1(+KTS)-
Expressionsplasmid (35)

Leibniz Institut far
Altersforschung,
Fritz Lipmann Institut, Jena

Alle genannten Zelllinien wachsen in adharenten Monolayerkulturen. Die Zelllinien
unterscheiden sich bezuglich des Organismus und Gewebes, aus dem sie urspringlich
isoliert und angelegt wurden. Die M15-Zellen entstammen dem Mesonephros (Urniere)
der Maus (8), wohingegen die 293-Zellen aus einer menschlichen embryonalen Niere
etabliert wurden (125). Die 786-0-Zellen sind maligne humane Nierenzellen eines
klarzelligen Adenokarzinoms (126). Im Gegensatz dazu entstammen die U20S-, UB27-
und UD28-Zellen einem malignen humanen Knochentumor, dem Osteosarkom. Die
UB27- und UD28-Zellen leiten sich von den U20S-Zellen ab (35). Sie wurden genetisch
derart verandert, dass sie eine induzierbare Expression unterschiedlicher WT1-
Spleil3varianten ermdglichen (35).

Die Kultivierung aller Zelllinien erfolgte in Kunststoffzellschalen (TPP) in einem
Zellkulturinkubator (Binder) bei 37°C Umgebungstemperatur, 95% Luftfeuchtigkeit und
einem Oz2- bzw. CO2-Gehalt von 21% bzw. 5%. Dem N&hrmedium Dulbecco's Modified
Eagle Medium (DMEM/F-12 (1:1) Gibco, PAA Laboratories) der M15-, 293- und U20S-
Zellen wurde zuséatzlich 2 mmol/l L-Glutamin (PAA Laboratories) und 10% fetales
Kalberserum (FKS) (Sigma-Aldrich) hinzugefigt. In den UB27- und UD28-Zelllinien
erfolgt die Expression der Wt1(-KTS)- bzw. Wt1(+KTS)-Spleil3variante jeweils unter der
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Kontrolle eines Tetrazyklin reprimierbaren Promotors. Um die WT1-Expression in diesen
Zellen zu inhibieren, wurde dem DMEM Medium neben 10% FKS zusatzlich 1 pg/ml
Tetrazyklin beigeftigt. Die WT1-Induktion erfolgte mittels tetrazyklinfreiem Medium fir 72
Stunden (127, 128). Die 786-0-Zellen wurden im RPMI 1640 Medium (,high® glucose®,
PAA Laboratories) mit 10% FKS kultiviert.

Die Zellkulturarbeit erfolgte ausschlie3lich an einer Zellkultur Werkbank (Heraeus) mit
sterilen Materialien zur Vermeidung etwaiger Kontaminationen. Die Zellen wurden taglich
mikroskopisch begutachtet und abh&ngig von Zelldichte und -morphologie ca. dreimal
wochentlich passagiert. Dabei wurden die Zellen zweimalig mit PBS gewaschen,
vorsichtig trypsiniert und von der Zellkulturschale abgelost. AnschlieRend wurde die
Zellmenge im benétigten Verhaltnis in frischem Medium verdiinnt und erneut ausgesét.
Um die Originalzelllinien zu bewahren, wurden nach ausreichender Expansion
Kryostocks von einer moglichst frihen Passage angelegt. Die Zellen einer konfluenten
10 cm Zellkulturschale wurden trypsiniert, abzentrifugiert und in Gefriermedium in den
Kryorohrchen aufgenommen, bevor sie bei -196°C in einen Flussigstickstofftank
eingelagert wurden. Zum Auftauen der Zellen wurden die Kryoréhrchen innerhalb kurzer
Zeit auf 37 °C erwarmt, in frischem Medium resuspendiert, abzentrifugiert, erneut in

frisches Medium aufgenommen und ausgesat.

2.2.3 Knockdown durch Behandlung mit einem antisense Vivo-Morpholino bzw.
Transfektion mit siRNA

In den Nierenorgankulturen wurde die Wtl-Expression durch eine 72-stiindige Inkubation
mit einem Vivo-Morpholino gehemmt. Dafur wurde dem Kulturmedium der Organkulturen
pro Well 10 uM entweder eines spezifischen Wtl antisense (5'-
CAGGTCCCGCACGTCGGAACCCATG-3) oder eines mismatch (5'-
CAGCTCCGGCACCTCGCAACCGATG-3") Vivo-Morpholinos (GeneTools) hinzugefugt
(129). Der spezifische Wtl antisense Vivo-Morpholino ist komplementar zur bekannten
Wtl mRNA-Sequenz und hemmt durch seine Bindung im Bereich des ATG-Startcodons
die Proteintranslation. Der mismatch Vivo-Morpholino enthalt keine bekannte
Zielsequenz im Mausgenom. Von jedem Embryo wurde jeweils die eine Niere mit Wtl
antisense Vivo-Morpholino und die zweite Niere mit einem mismatch Vivo-Morpholino
behandelt.
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Da die gewonnenen Gewebemengen in den Einzelversuchen gering ausfielen, wurden
die kultivierten Nierenanlagen gepoolt sowie Gesamt-RNA und Protein prapariert (s. Kap.
2.3.1). Die Uberpriifung der Wtl-Knockdown-Effizienz erfolgte mittels Western Blot (s.
Kap. 2.3.5). Aus den RNA-Proben wurden cDNA-Bibliotheken hergestellt (s. Kap. 2.3.2)
und anschlieend in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Wei Chen (Max-Delbrtick-Centrum
Berlin) tiefensequenziert. Die Nephronbildung in den Organkulturen wurde taglich unter
dem Durchlichtmikroskop betrachtet (Abb. 4).

E12.0 +1Tag +2 Tage + 3 Tage

Abb. 4: Nierenorgankulturen
Beginnende Nephronbildung v.l.n.r.: Tag 0, Tag 1, Tag 2, Tag 4 nach Inkulturnahme; der Harnleiter ist

jeweils mit einem Pfeil markiert. Die Aufnahme wurde freundlicherweise zur Verfugung gestellt von Frau
Dr. Karin Kirschner.

Um die Wtl- bzw. Baspl-Expression in den M15- und 786-0-Zellen zu hemmen, wurden
small interfering RNAs (SiRNAs) eingesetzt. Dies sind 20 bis 25 Basenpaar lange RNA-
Molekile, die an die jeweilige Ziel-RNA binden und tber deren Degradierung zu einem
temporéaren Knockdown fithren (130), (131).

Die M15-Zellen wurden dafir auf eine 6-Well-Platte (9,6 cm? pro Well) ausgesat. Ab einer
Konfluenz von ca. 60% wurden die Zellen mit einem Pool aus vier verschiedenen, gegen
das murine Wtl-Gen gerichteten siRNAs (ON-TARGETplus, SMARTpool siRNA, L-
040686-01-0005, Dharmacon) mit 50 pmol/ Well transfiziert. Analog dazu wurden fir den
Knockdown des murinen Baspl-Gens die entsprechenden siRNAs (ON-TARGETplus,
SMARTpool siRNA, L-062605-01-0005, Dharmacon) verwendet. Als Negativkontrolle
dienten in gleicher Konzentration vier siRNAs ohne Zielsequenz im Mausgenom
(SIGENOME non-targeting siRNA pool 2, D-001206-14-20, Dharmacon). Neben dem
siRNA-Puffer wurde das Transfektionsreagenz Dharmafect 1 (Dharmacon) mit 10 pmol/
Well sowie DMEM/F-12 Medium ohne Zuséatze (PAA Laboratories) verwendet. In gleicher
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Weise wurden die 786-0-Zellen mit sSiRNAs gegen das menschliche WT1-Gen transfiziert
(ON-TARGETplus, SMARTpool siRNA, L-009101-00-0005, Dharmacon). Hierbei wurde
allerdings das RPMI 1640 Medium ohne Zuséatze (PAA Laboratories) verwendet. 48
Stunden nach Transfektion wurden die Zellen geerntet und RNA bzw. Protein prapariert
(s. Kap 2.3.1 und 2.3.5).

2.2.4 Transiente Transfektionen

Eine Wtl1-Uberexpression erfolgte u.a. in den 293-Zellen. Die Zellen wurden auf eine 6-
Well-Platte (9,6 cm? pro Well) ausgesét und bei Erreichen einer Konfluenz von ca. 60%
transfiziert. Der Transfektionsansatz pro Well bestand neben 0,5 pg Plasmid-DNA aus
2 ul Transfektionsreagenz FUGENEG6 sowie DMEM/F-12 Medium ohne Zusétze (PAA
Laboratories). Als Plasmid-DNA dienten die in Tabelle 9 dargestellten Wt1- und Basp1l-
Expressionsplasmide, mit denen auch eine selektive Uberexpression der jeweiligen Wt1-
Spleivarianten durchgefihrt wurde. Als Negativkontrolle fungierte der jeweilige
Leervektor. Zwei Tage nach Transfektion wurden die Zellen geerntet und RNA bzw.
Protein prapariert (s. Kap 2.3.1 und 2.3.5). Die im Rahmen der Reportergenassays

erfolgten Transfektionen sind unter Kap. 2.3.8 vermerkt.

Tab. 9: Expressionsplasmide

Plasmid Beschreibung Bezugsquelle

pCB6+ pCB6+-Leervektor Invitrogen, Carlsbad, USA

pCB6+ Wtl-Expressionsplasmid Dr. Daniel A. Haber, Massachusetts

mWit1(-KTS) (-KTS)-Spleil3variante General Hospital, Boston, USA

pCB6+ Wt1-Expressionsplasmid Dr. Daniel A. Haber, Massachusetts

MWt1(+KTS) (+KTS)-Spleildvariante General Hospital, Boston, USA

pcDNA3 pcDNAS3-Leervektor Professor Stefan G. E. Roberts,
Bristol, UK

pcDNA3 Baspl Baspl-Expressionsplasmid Professor Stefan G. E. Roberts,
Bristol, UK

2.3 Molekularbiologische Techniken

2.3.1 RNA-Extraktion

Aufgrund der unterschiedlichen Menge an Ausgangs-RNA unterscheidet sich die
Gesamt-RNA-Extraktion von Organkulturen und Zelllinien (M15, 293, 786-0, UB27 und
UD28) grundlegend. Letztere wurden zu Beginn mit Hilfe von RNA-bee (1 ml auf 5 x 108

Zellen) lysiert, und die folgende RNA-Aufreinigung orientierte sich am Herstellerprotokoll.
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Durch Zugabe von Chloroform (200 ul) mit anschlie3ender Zentrifugation (12.000 g fur
15 min bei 4°C) erfolgte eine Phasenseparation und die sich in der oberen, wassrigen
Phase befindende RNA wurde abgenommen. Daraufhin wurde die RNA mit Isopropanol
(0,5 ml) prazipitiert, mit Ethanol (75%) gewaschen und in RNAse-freiem Wasser gelost.
Mit Hilfe des NanoDrop™ 2000 wurde die RNA-Konzentration spektrophotometrisch
bestimmt. Die nicht fur die Umschreibung (siehe Kap. 2.3.3) bendtigte RNA-Menge wurde
bei -80°C eingefroren.

Die RNA-Praparation der Organkulturen erfolgte mit Hilfe des RNeasy® Micro Kits
gemal des Herstellerprotokolls. Aufgrund der geringen RNA-Menge der Organkulturen
wurde die gesamte RNA ohne vorherige Konzentrationsbestimmungen in cDNA

umgeschrieben (siehe Kap. 2.3.3).

2.3.2 Reverse Transkription

Basierend auf den RNA-Konzentrationen der Proben, die von den Zelllinien stammten,
wurde das Volumen fiir 2 pg RNA errechnet und die Differenz auf 12,5 pl mit RNAse-
freiem Wasser aufgefillt. Bei den Organkulturproben wurde die gesamte RNA ohne eine
vorherige Konzentrationsbestimmung eingesetzt.

Zu Beginn wurde zu jeder RNA-LAsung 1 pl Oligo(dT) (50 uM) und 1 pl dNTP Mix (10 mM)
hinzu pipettiert. Anschliel3end erfolgte eine Inkubation bei 65°C im Thermocycler fir 5
min mit nachfolgender Abkuhlung auf Eis. Daraufhin wurde jeder Probe 4 ul vom 5x First
Strand Buffer, 1 pl 0,1 M DTT und 0,5 pl SuperScript™ IlIl Reverse Transkriptase (alle
Invitrogen) hinzugegeben. Im Anschluss wurden die Proben 60 min lang bei 50°C und 15
min lang bei 72 °C inkubiert, ehe die cDNA bei -20°C gelagert oder mittels quantitativer

Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (QRT-PCR) vermessen wurde.

2.3.3 Quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (QRT-PCR)

Die Original-Primer (Ubersicht in Tabelle 10) mit einer Originalkonzentration von 100 uM
wurden fur 5 min auf 55°C erhitzt.

Danach wurde eine Primer Mix Verdinnung aus je 10 pM Vorwarts- bzw. Ruckprimern
hergestellt. Vor dem Einsatz in der qRT-PCR wurden die Primer einmalig mittels
konventioneller PCR (s. Kap. 2.3.6) und Agarose-Gelelektrophorese des entstandenen

PCR-Produktes auf Funktionalitat tberprift.
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Tab. 10: PCR-Primer in Leserichtung von 5‘- zu 3‘-Ende

Gen Spezies Ensembl ID Sequenz
B-Aktin F murin ENSMUSGO000000 CCGCGAGCACAGCTTCT
R 29580 GGGTACTTCAGGGTCAGGAT
Wntl0B  F murin ENSMUSGO000000 CCGTGAGTTAGGTCGAGCAG
R 22996 GGGCTTAAACCGTGGGGAAA
Adoral F murin ENSMUSGO000000 TGAAATGACTGGGGTGTCCC
R 42429 CCGGCCTTTCAAGCAATCAC
Daam?2 F murin ENSMUSGO000000 AGCCTTCACACCCACTGAAG
R 40260 CTCAGTTCTGTGGGCACTCG
Npr3 F murin ENSMUSGO000000 GGCCTAGAAGAATCTGCAGTGA
R 22206 GCGAGAGGGGCATCTCTTTT
WT1 F murin ENSMUSGO000000 GATGTTCCCCAATGCGCCCTA
R 16458 TGCCCTTCTGTCCATTTCACT
HoxB9 F murin ENSMUSGO000000 TCCAGCCAAGTTTCCTTCGG
R 20875 TAGGGGTGGTAGACAGACGG
Baspl F murin ENSMUSGO000000 TGGCCGTCAAAGAGTAACCG
R 45763 CCCTGATGGGACACATCCTC
B-Aktin F human  ENSGO00000075624 AGAAAATCTGGCACCACACC
R GCCATCTCTTGCTCGAAGTC
WntlOB F human  ENSG00000169884 GAGCTCGGTGAGAGCAAAGC
R GCTTAAACCGTGGGGAGACT
Adoral F human  ENSG00000163485 CATCCCTCTGGAGCTTACCG
R CACCTCGATGCCGATGTAGG
Daam?2 F human ENSGO00000146122 TGGAGGTGGAGCTGGAGTATC
R CTCCCCGAAGTGCATCAAGG
Npr3 F human  ENSG00000113389 GCACCCAGGAGGTTATTGGT
R TCCTGTCACTGCCGATTCTT
WT1 F human  ENSG00000184937 TCCCAGCTTGAATGCATGAC
R CACACGTCGCACATCCTGAAT
HoxB9 F human  ENSGO00000170689 TGTCCATTTCTGGGACGCTT
R GTAAGGGTGGTAGACGGACG
Baspl F human  ENSGO00000176788 AGGAGACCAAAAGTGACGGG
R TTGGTCGGAATTAGCTGCCG
Wntl0A  F murin ENSMUSGO000000 CACAGTGTGCCTGACATTGCC
R 26167 TCGCAACCGCAAGCCTTCAGT
TPP1 F murin ENSMUSGO000000 ACACAAGTTCCGCCCTAGC
R 30894 CCCAAACACTGGAGTAGAGGC
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PDCD6IP F murin ENSMUSGO000000 AAGCTGTGCAAGCGGATGGAC
R 32504 ATCACGCCATCTTGGGCCAGA
PLIN2 F murin ENSMUSGO000000 GCGTCTCTTTTCTCCAGGAGG
R 28494 GGCATAGGTATTGGCAACCGC
PARP14 F murin ENSMUSGO000000 AGTTCAGTCAGGATGGCAGC
R 34422 TGGGCATCAGGACAGTCAAC
CCz1 F murin ENSMUSGO000000 CAGGAGAAGCAGTTCCCGC
R 29617 GCAGGTTTCGATGGGCTAAA
AQP2 F murin ENSMUSGO000000 CGCCATCCTCCATGAGATTAC
R 23013 AGTGACAACTGCTGGAGCCAG
ABI3BP F murin ENSMUSGO000000 CAGTTCCAGGGTTGCAAGGCA
R 35258 GTGGGAAGAGGGAAGTACTGG
PCSK5 F murin ENSMUSGO000000 GCGAGGATGGACAGTTCTTCA
R 24713 CCCAGGACTCTTCCGTAGC
LECT1 F murin ENSMUSGO000000 GGATCCGTTTTGCTGGAGGA
R 22025 TGCTTTTGGATACATGGGCT
GSDMC2 F murin ENSMUSGO000000 GTATGCATACATGAGGGCCTG
R 56293 TAACCACATCCTTGCTAGCCC
ITFG1 F murin ENSMUSGO000000 AACAAGTGTGGTCCCTGGTG
R 31703 GTATCTGCGGTTGGCTGGAT

Zur Durchfuhrung der quantitativen RT-PCR wurden das StepOnePlus™ Real-Time PCR
System sowie das CFX96 Real-Time System verwendet. Die Reaktionsanséatze wurden
in 96-Well TW-MT-Platten pipettiert, die nach Befullung mit einer adhésiven Folie
(Adhesive Clear PCR Seal, beides Biozym) versiegelt wurden, um einer Verdunstung
vorzubeugen. Alle Proben wurden grundsétzlich in Doppelanséatzen pipettiert und fur
jedes Primerpaar eine Negativkontrolle, bestehend aus destilliertem Wasser anstatt der
jeweiligen cDNA, mitgefthrt.

Der PCR-Reaktionsansatz enthielt 5 pl SYBR® Green PCR Master Mix, 0,2 pl Primer Mix
(Endkonzentration 400 nM) und 2,8 pl ddH20. Erganzt wurde dies durch 2 pl cDNA, die
1:10 verdinnt eingesetzt wurde. Das standardmalig verwendete gRT-PCR-Programm
bestand in einer initialen Denaturierung (95°C fur 10 min), gefolgt von 45 Zyklen mit
Denaturierung (95°C fur 15 s), Primer Annealing und Elongation (60°C fur 60 s) sowie
SYBR Green Fluoreszenzdetektion (77°C fiur 30 s) (132). Nach dem letzten Zyklus
wurden die entstandenen PCR-Produkte schrittweise auf 95°C erwé&rmt und die
produktspezifischen Schmelzkurven bestimmt, anhand derer im Nachhinein eine
Aussage zur Richtigkeit der PCR-Produkte getroffen werden konnte.
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Die Auswertung bzw. die Quantifizierung der in jeder Probe enthaltenen cDNA erfolgte
mit Hilfe der AACrt-Methode (133). Der Cr-Wert (cycle of threshold) ist der
Amplifikationszyklus, bei dem das Fluoreszenzsignal die angesetzte Hintergrund-
Fluoreszenzschwelle (threshold) von 0,1 Uberschreitet. Um die einzelnen Messungen
vergleichen zu konnen, wurden die Cr-Werte der Zielgene mittels Subtraktion ins
Verhéltnis zu einem Referenzgen (in der Regel B-Aktin) gesetzt. Die dabei erhaltenen
ACt-Werte wurden von der dazu gehdrigen Kontrolle subtrahiert und als negative
logarithmische Potenz dargestellt (133).

ACt = Cr (Zielgen) — Cr (B-Aktin)

AACT = ACt (Probe) — ACt (Kontrolle)

2-8ACT = relativer Genexpressionsunterschied

2.3.4 Proteinextraktion

Nach Abnahme des Mediums wurden die Zellen zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen
und anschlie3end mit SDS-Probenpuffer (70 pl pro Well bei einer 6-Well-Platte) lysiert.
Nach Abschaben der Zellen wurde das Zellgemisch homogenisiert und zum
Zellaufschluss mit Ultraschall behandelt. Dies erfolgte mit Hilfe einer Sonotrode.
Abhéngig von der Viskositat wurden die Proben zwei bis dreimal fur jeweils zwei
Sekunden sonifiziert.

Die Proteinkonzentration konnte nach Bestimmung der Absorptionswerte bei 260 bzw.
280 nm Wellenlange mit Hilfe des NanoDrop™ 2000 nach der Warburg-Christian-Formel
errechnet werden (134).

2.3.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western Blot

Fur die SDS-Gelelektrophorese wurden Polyacrylamid-Gele verwendet, die aus einem
unteren Trenn- und einem oberen Sammelgel bestanden. Abhangig von der Grol3e der
nachzuweisenden Proteine kdnnen unterschiedliche Acrylamidkonzentrationen gewahlt
werden. In dieser Arbeit wurde ein Trenngel mit 10% und ein Sammelgel mit 5%
Acrylamidanteil hergestellt. Basierend auf den Proteinkonzentrationen wurde das
jeweilige Volumen fiur eine Gesamt-Proteinmenge von 20 ug errechnet und mit einem 6x
Probenpuffer versetzt. Anschlie3end folgte eine Proteindenaturierung bei 95°C fir 5 min
im Thermoblock. In der Zwischenzeit wurden die Polyacrylamid-Gele fir den
Elektrophoreselauf in die Laufkammern eingesetzt und letztere mit 1x SDS-Laufpuffer
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aufgefullt. Die Geltaschen wurden mit den Proteinproben sowie einem Proteinmarker
beladen und eine Spannung von 80 Volt angelegt. Sobald die Proben im Trenngel
sichtbar wurden, erfolgte eine Erhohung der Spannung auf 100 Volt. Nach ca. einer
Stunde hatten sich die Proteine mit Erreichen des Unterrandes des Gels im elektrischen
Feld abhangig von ihrer MolekulgréRe aufgetrennt (135).

Die aufgetrennten Proteine wurden nun mit Hilfe einer Semidry-Blotting-Apparatur auf
eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran Ubertragen. Dafir wurde die Membran fur 15
Sekunden in Methanol aktiviert, mit destilliertem Wasser gespult und zusammen mit dem
Filterpapier im Blotting-Puffer aquilibriert. Der Aufbau der Semidry-Blotting-Apparatur
bestand nun von der Anodenplatte ausgehend aus Faservlies, Filterpapier, PVDF-
Membran, Polyacrylamid-Gel, Filterpapier und Faservlies. Der Transfer wurde mit
konstant 15 Volt fur 45 Minuten durchgefuhrt. Durch das senkrecht zum Polyacrylamid-
Gel gerichtete elektrische Feld wandern die negativ geladenen Proteine in Richtung der
positiv geladenen Anode und somit vom Gel auf die PVDF-Membran.

Um die unspezifischen Bindungsstellen der PVDF-Membran zu blockieren, wurde sie fur
eine Stunde in einer LOsung aus 5% Magermilchpulver (in TBS-T) inkubiert und
anschlieBend mit TBS-T gewaschen. Die nachfolgende Inkubation mit dem
Priméarantikorper erfolgte tiber Nacht bei 4°C. Eine Ubersicht uber alle verwendeten

Primarantikorper gibt die Tabelle 11.

Tab. 11: Primare Antikorper fir Western Blot

Antigen Host Klonalitat Hersteller Katalog- Verdin-
nummer nung

Aktin Maus monoklonal  Merck MAB1501R 1:10.000
Millipore

GAPDH Maus monoklonal  Merck MAB374 1:2.000
Millipore

witl Kaninchen monoklonal Abcam ab89901 1:1.000

Wwitl C19 Kaninchen polyklonal Santa Cruz Sc-192 1:1.000

HoxB9 Kaninchen polyklonal Sigma- AV32639 1:500
Aldrich

HoxB9 (H-8) Maus monoklonal  Santa Cruz sc-398500 1:500

Baspl Kaninchen Roberts 1:1.000
Lab (16)

Pan-Histon H3  Kaninchen polyklonal Merck 07-690 1:25.000
Millipore

H3K27me3 Kaninchen polyklonal Diagenode C15410195 1:500
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Am néachsten Tag wurde die Membran mit TBS-T gewaschen, mit dem
Sekundarantikérper (Tab. 12) fur eine Stunde inkubiert und abschlieend erneut

gewaschen.

Tab. 12: Sekundare Antikorper fir Western Blot

Antigen Host Konjugat Klonalitat Verdun- Hersteller Katalog-
nung nummer

Anti Ziege 19gG-HRP polyklonal 1:30.000 Santa Cruz sc-2004

Kaninchen

Anti Maus  Ziege I1gG-HRP polyklonal  1:30.000 Santa Cruz sc-2005

Anti Ziege 19gG-HRP polyklonal 1:40.000 Jackson 111-035-

Kaninchen Immuno 003

Anti Maus  Ziege IgG-HRP polyklonal  1:40.000 Jackson 115-035-

Immuno 003

Unter Verwendung des WesternBright ECL HRP substrate katalysierten die HRP-
gekoppelten Sekundarantikorper eine Chemolumineszenz-Reaktion. Fir den
Proteinmarker wurde das Precision Protein™ StrepTactin-HRP Conjugate in einer
Verdinnung von 1:100.000 eingesetzt. Das entstehende Signal konnte am ECL
Chemostar Advanced Imager detektiert werden. Im Anschluss wurde in der Regel 3-Aktin
als Referenzgen angefarbt, um eine ungleichmafige Probenbeladung auszuschliel3en.
Stammte der zu verwendende Sekundarantikorper von der gleichen, zuvor verwendeten
Spezies, wurde ein Stripping mit 0,2 M NaOH fur 10 Minuten durchgefuhrt. Falls sich die
Spezies unterschieden, wurde ein einfaches HRP-Stripping gewahlt, wie es bei der
Kombination aus Wtl und dem Referenzprotein B-Aktin der Fall war. Zur

densitometrischen Analyse wurde die Software ImageJ genutzt.

2.3.6 Konventionelle Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die konventionelle PCR wurde sowohl zur Testung der Funktionalitat der Primer (siehe
Kap. 2.3.3) als auch zur Herstellung von Promotorabschnitten, die im weiteren Verlauf in
Vektoren kloniert wurden (siehe 2.3.7), genutzt. Fir letzteres wurde in der Regel das
Expand Long Template PCR System verwendet. Ein Reaktionsansatz bestand aus single
dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP je 350 uM Endkonzentration), Vorwarts-/ Ruckprimern
(je 300 nM), 10x Expand Long Template Puffer 1 (1,75 mM), template DNA (400 ng) und
dem Expand Long Template Enzym-Mix (0,75ul). Auf dem T100 Thermal Cycler wurde

folgendes PCR-Programm genutzt: initiale Denaturierung (95°C fir 5 min), gefolgt von
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35 Zyklen aus Denaturierung (94°C fir 15 s), Primer Annealing (58°C fiir 30 s) und
Elongation (68°C fur 90 s) sowie einer abschlieBenden Elongation (68°C fir 7 min).
Tabelle 13 gibt eine Ubersicht tber die verwendeten Primer, wobei mit Hilfe einiger
manuell, veranderter Primer Nukleotidmutationen erzeugt werden konnten. Diese
mutierten Sequenzen wurden ebenfalls im Rahmen der Reporterkonstrukte verwendet
(sie Kap. 2.3.7).

Tab. 13: Primer fUr die konventionelle PCR in Leserichtung von 5°- zu 3'-Ende.

Mutierte Basen sind rot gekennzeichnet.

DNA-Region Nr. Sequenz
Wnt10B Promotor WT F 3178 AGTGGACCATGCTGTGCTTGGGGCTGCGGTC
T
R 3179 ACGCTCGAGAACTCACGGGTGGTTCTGCTCG
AG
Adoral Promotor WT F 3180 AGCGGTACCTGAGCCAGTGATGAAGTGAGGG
CcC
R 3181 TGCCTCGAGTGTGCGGAGCCCGATTGTCACT
CA
Daam?2 Promotor WT F 3172 AGCGGTACCGGAGATGGTTCACTGCAGATGG
TC
R 3173 ATTCTCGAGTGAAAGCAGGCTGTTCCCTCCGG
Npr3 Promotor WT F 3170 ATTGGACCTGTGACCTCGGCACCGCTGCGATT
R 3171 GCGCTCGAGTGCTAAGTTGCTTTTGAAAGCGT
HoxB9 Promoter WT F 3270 ATCGGTACCGGTCGCTGTACTGCTGTTGT
HoxB9 Promoter WT R 3271 ATTACGCGTGAAAAGGTGGCACACGGACC
HoxB9 Promoter WT F 3499 ATCGGTACCTAATTACCCTGTCGGGCCTC
HoxB9 Promoter WT F 3293 ATCGGTACCCCATCGCCCCATGTTGAGAA
HoxB9 Promoter WT F 3311 ATTGGTACCCGGAGCCCTGACGTGATAG
HoxB9 Promoter WT F 3272 AGCGGTACCTATGTCGGAGCTGACGCTTT
HoxB9 Promoter Mut F 3294 AGGGGGTAGGATTGGGAGGG
HoxB9 Promoter Mut R 3295 CCCTCCCAATCCTACCCCCT
HoxB9 Promoter Mut F 3305 TAAAAGCGAGAGGAGCCCGT
HoxB9 Promoter Mut R 3306 ACGGGCTCCTCTCGCTTTTA
HoxB9 Promoter Mut F 3307 GAGAAGTTGAGCATGGAGTAGG
HoxB9 Promoter Mut R 3308 CCTACTCCATGCTCAACTTCTC
HoxB9 Promoter Mut F 3309 GGGATCTAGGGAGTGTCGCGTC
HoxB9 Promoter Mut R 3310 GACGCGACACTCCCTAGATCCC
HoxB9 Promoter Mut F 3500 GGTGTGGTTCGACAAGACTACC
HoxB9 Promoter Mut R 3501 GGTAGTCTTGTCGAACCACACC

2.3.7 Klonierung und Plasmidpraparation
Die im Rahmen dieser Arbeit hergestellten Reporterkonstrukte setzen sich zusammen

aus einem Leervektor, dem pGL3basic Luciferase Reporter Vektor (Promega), und einem
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DNA-Insert. Das gewtinschte DNA-Insert wurde mit Hilfe der konventionellen PCR und
den zugehérigen Primern (siehe Kap. 2.3.6) hergestellt. Als DNA-Template fur die PCR
wurde genomische DNA der Maus verwendet. Im Anschluss an die PCR wurde ein Teil
zur Bandenkontrolle des Produktes auf ein Agarosegel aufgetragen. Lief das PCR-
Produkt auf der zu erwartenden Hohe, wurde es mit Hilfe des QIAquick PCR Purification
Kits nach Herstellerangaben aufgereinigt. Um das PCR-Produkt in den geschlossenen
Leervektor klonieren zu kdnnen, erfolgte ein Restriktionsverdau. Dafir wurden sowohl
der pGL3basic Vektor (3 pg) als auch das gesamte, aufgereinigte PCR-Produkt jeweils
mit einem 10x Fast Digest Puffer (3 pl) und den zugehdorigen Restriktionsenzymen Kpnl
und Mlul (je 1,5 ul, beides Thermo Fisher Scientific) versetzt. Die Differenz zu einem
Gesamtvolumen von 30 pl wurde mit destilliertem Wasser aufgefullt. Die
Restriktionsansatze wurden fur 30 Minuten bei 37°C im Wasserbad inkubiert und die
Enzyme im Anschluss bei 80°C fur 5 Minuten durch Hitze inaktiviert. Der Leervektor
wurde im Anschluss mit einer thermosensitiven alkalischen Phosphatase und dem
passenden 10x Fast Digest Puffer (beides Thermo Fisher Scientific) fir 25 Minuten bei
37°C dephosphoryliert. Alle Restriktionsansatze wurden nun auf ein Agarosegel 0,8%
geladen, die Bandenhthe wurde kontrolliert und die DNA unter Verwendung des
QIAquick Gel Extraction Kits nach Herstellerprotokoll extrahiert. Fir die nachfolgende
Ligation wurden Vektor und Insert im Verhaltnis ihrer Grof3e (v/v: 3:1) mit einem 2x
Ligationspuffer sowie der T4 Ligase (1 pl pro 10 ul Ansatz, beides Promega) fir eine
Dauer von 30 Minuten versetzt. Als Negativkontrolle wurde statt eines Inserts destilliertes
Wasser verwendet. Etwa 2 ul des Ligationsmix wurden vorsichtig auf die One Shot™
TOP10 Chemically Competent E. coli (Thermo Fischer Scientific) pipettiert und 30
Minuten auf Eis stehen gelassen. Danach wurden die Proben fur 20 Sekunden im
Wasserbad bei 42°C erwarmt, zwei Minuten auf Eis abgekihlt und 500 pul SOC-Medium
hinzugegeben.

Es folgte eine Stunde Schiittelinkubation, eine Abnahme von ca. 400 pl Uberstand nach
Zentrifugation mit anschlielender vorsichtiger Resuspension. Zur Selektion wurden
jeweils 100 pl der Proben auf einer vorgewarmten, Ampicillin-beschichteten Agarplatte
verteilt und Gber Nacht bei 37°C inkubiert. In der Leervektorkontrolle sollten Giber Nacht
deutlich weniger Einzelkulturen gewachsen sein. Am nachsten Tag wurden die
Einzelkulturen mit Hilfe einer Pipettenspitze gepickt, in eine Schuttelkultur aus LB-

Medium und Ampicillin (1:1.000) transferiert und erneut Uber Nacht im Inkubator
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geschuttelt. Am darauffolgenden Tag wurden zum Erhalt Glycerinkulturen aus Freezing
Medium und Kultur im Verhaltnis von 1:1 angelegt. Die Plasmidpréparation erfolgte
mittels des PureYield™ Plasmid Miniprep Systems gemaR Herstellerangaben. Zur
Uberprifung des erzeugten Konstruktes wurde ein Plasmidverdau unter den oben
beschrieben Bedingungen durchgefihrt und auf ein Agarosegel 1% aufgetragen. Bei
korrekter Bandenlange wurde das Plasmid abschlieend bei Eurofins Genomics

(Luxemburg) sequenziert.

2.3.8 Reportergenassay

Im Rahmen der durchgefiihrten Reportergenassays wurden verschiedene Zelllinien auf
eine 24-Well-Kulturplatte ausgesat und ab einer Konfluenz von ca. 70% transient
transfiziert (siehe Kap. 2.2.4). Der Transfektionsansatz pro Well setzte sich zusammen
aus Medium ohne Zusatze (50 pl), dem jeweiligen Promotor-Reporterkonstrukt (100 ng,
Tabelle 14), einem Wtl-Expressionsplasmid (100 ng) sowie einem Renilla-Luciferase-
Plasmid (50 ng) zur Normalisierung der Transfektionseffizienzen. Dieses Gemisch wurde
mit dem Transfektionsreagenz FUGENEG6 (1,25 ul pro Well) fur eine halbe Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert, bevor es fir 48 Stunden auf die Zellen gegeben wurde. Nach
Ablauf dieser Zeit wurde das Medium abgenommen, die Zellen zweimal mit eiskaltem
PBS gewaschen und in 1x Passive Lysis Puffer (50ul pro Well, Promega) lysiert. Die
Proben wurden daraufhin fir ein bis zwei Stunden eingefroren, bis sich Eiskristalle
gebildet hatten. Nach dem Auftauen wurde die Lumineszenz von je 20 pl Zelllysat unter
Verwendung des Luciferase- und Renilla-Puffer (je 100 pl) in einem Luminometer FB12
(Berthold) gemessen. Das Substrat Coelenterazin (100 mg/1 ml EtOH) wurde immer erst
kurz vor der Messung zum Renilla-Puffer hinzugegeben (Endkonzentration im Puffer:
1,43 uM). Es wurden stets Doppelbestimmungen durchgefiihrt und die erhobenen Werte

ins Verhaltnis zu den Kontrollen gesetzt.

Tab. 14: Reporterkonstrukte

Bezeichnung Produktlange WT/ Mutation
pGL3basic Luciferase Reporter Vektor Klonierungsvektor

Wnt10B (3178/3179) 1032 bp WT

Adoral (3180/3181) 1041 bp WT
Daam?2_(3172/3173) 1130 bp WT
Npr3_(3170/3171) 1057 bp WT

HoxB9 959 (3270/3271) 678 bp WT
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HoxB9 981 (3499/3271) 559 bp WT

HoxB9 966 (3293/3271) 399 bp WT
HoxB9 980 (3311/3271) 311 bp WT
HoxB9 960 (3272/3271) 200 bp WT
HoxB9 983 (3293/3271) (3305/06) 399 bp Mutation
HoxB9 984 (3293/3271) (3307/08) 399 bp Mutation
HoxB9 985 (3293/3271) (3309/10) 399 bp Mutation
HoxB9 986 (3270/3271) (3500/01) 678 bp Mutation
HoxB9 982 (3270/3271) (3305/06) 678 bp Mutation
HoxB9 967 (3270/3271) (3294/95) 678 bp Mutation

2.3.9 Rekombinantes WT1-Protein und Elektromobilitats-Shift-Assay (EMSA)

Die Gewinnung von rekombinantem WT1-Protein erfolgte durch Plasmidaufreinigung der
entsprechenden Glycerinkulturen bestehend aus One Shot™ TOP10 Chemically
Competent E. coli (Thermo Fischer Scientific). Die praparierten Plasmide pGEX-6P-1
WT1A (-/-) und pGEX-6P-1 WT1C (-/+) kodieren dabei fur Teile der WT1(-KTS)- und
Wt1(+KTS)-Proteinvarianten. Im Rahmen der Aufreinigung wurde zu Beginn eine
Bakterienkultur (100 ml) angesetzt und vier bis funf Stunden lang bei 37°C inkubiert,
bevor eine Induktion mit IPTG (100 mM) fir die gleiche Zeitdauer folgte. Nach
Zentrifugation wurde das Bakterienpellet in eiskaltem PBS (10 ml) aufgenommen,
fraktioniert und mit Ultraschall lysiert. Die weitere Praparation erfolgte mit Hilfe von Triton
X-100 (Endkonzentration 1%), Glutathion-Agarose und einer
Glutathionreduktionslésung. Die Fraktionen wurden getrennt gesammelt und mittels
Western Blot (Abbildung 5, Kap. 2.3.5) tUberpruft.
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Abb. 5: Western Blot des rekombinanten WT1-Proteins

Zur Durchfuhrung der Elektromobilitats-Shift-Assays (EMSAS) wurde das oben
beschriebene, mit GST aufgereinigte, rekombinante WT1-Proteinfragment sowie

doppelstrangige DNA-Oligonukleotide (Eurofins Genomics) verwendet. Die am 5'-Ende
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mit Cy5 fluoreszenzmarkierten Oligonukleotide enthielten v.a. Sequenzen des murinen
Promotors des HoxB9-Gens (WT oder mutiert), die als potenzielle WT1-Bindungsstellen
untersucht wurden. Eine Ubersicht gibt Tabelle 15. Zu Beginn erfolgte ein Annealing der
sense/antisense Oligonukleotide (jeweils 100 pmol) mit Hilfe des DIG Oligonucleotide 3’-
End Labeling Kits (2" Generation) gemaR Herstellerangaben. AnschlieBend wurde die
Bindungsreaktion aus rekombinantem WT1-Protein (2,5 ug), dem 5 x EMSA-Bindepuffer,
Calf Thymus DNA (1 pg) sowie Glycerin (5%) fur 15 Minuten auf Eis begonnen, ehe die
DIG-markierten Oligonukleotide (jeweils 1 pmol) fiir weitere 15 Minuten hinzugegeben
wurden (136). Die Bindungsreaktionen wurden danach auf ein nicht-denaturierendes
Polyacrylamid-Gel (6% aus Tris-Glycin-EDTA-Puffer) aufgetragen und fir ca. eine
Stunde bei 80 V aufgetrennt. Die von den Oligonukleotiden emittierte Fluoreszenz wurde
mit dem ECL Chemostar Imager nachgewiesen. Daruber hinaus wurde die Protein-DNA-
Interaktion Konzentrationen eines

kompetitiert durch Zugabe verschiedener

unmarkierten Oligonukleotids einer zuvor identifizierten WT1-Bindungssequenz im

Promotor des murinen Ntrk2-Gens (44).

Tab. 15: Cy5-gelabelte Oligonukleotide fur EMSA in 5°-3'-Leserichtung fur HoxB9 (A-E)

Bezeichnung

Sequenz

Oligo A-sense

Oligo A-antisense

Cy5-TATGCTGGTCCTCCCCCCCCCCCCAATCTG
Cy5-CAGATTGGGGGGGGGGGGACCAGCATA

Oligo A_mut-sense

Oligo A_mut-antisense

Cy5-TATGCTGGTCCTAACCTCACACTCAATCTG
Cy5-CAGATTGAGTGTGAGGTTAGGACCAGCATA

Oligo B-sense

Oligo B-antisense

Cy5-GCCTCTCCTCCGCCCCCATCGCCCCATGTT
Cy5-AACATGGGGCGATGGGGGCGGAGGAGAGGC

Oligo B_mut-sense

Oligo B_mut-antisense

Cy5-GCCTCTCATCCGAACCTATCGCTTCATGTT
Cy5-AACATGAAGCGATAGGTTCGGATGAGAGGC

Oligo C-sense

Oligo C-antisense

Cy5-AGCGCGAGCGCAGCCCCCTCGCCCGATTGA
Cy5-TCAATCGGGCGAGGGGGCTGCGCTCGCGCT

Oligo C_mut-sense

Oligo C_mut-antisense

Cy5-AGCGCGAGTGCAGAACCTTAGCTCGATTGA
Cy5-TCAATCGAGCTAAGGTTCTGCACTCGCGCT

Oligo D-sense

Oligo D-antisense

Cy5-GAGCAGGGGGTGGGGGTGGGAGGGTGGGGGTCT
Cy5-AGACCCCCACCCTCCCACCCCCACCCCCTGCTC
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Oligo D_mut-sense Cy5-GAGCAGGATGTGGTAGTGTTAGAGTTAGGGTCT
Oligo D_mut-antisense  Cy5-AGACCCTAACTCTAACACTACCACATCCTGCTC

Oligo E-sense Cy5-GGAGGGTGGGGGTGTGGGGGGGGTCGCGTCCGAA
Oligo E-antisense Cy5-TTCGGACGCGACCCCCCCCAGACCCCCACCcCTCC
Oligo E_mut-sense Cy5-GGAGTGTGGAAGTCTGAAGGTTGTCGCGTCCGAA
Oligo E_mut-antisense  Cy5-TTCGGACGCGACAACCTTCAGACTTCCACACTCC
Oligo mNtrk2-sense Cy5-TGTGAACTCCCACATGCTGCTG

Oligo mNtrk2-antisense  Cy5-CAGCAGCATGTGGGAGTTCACA

2.3.10 Chromatin-Immunprazipitation (ChlP)

Die ChIP-Experimente wurden, wie in den Publikationen der Arbeitsgruppe beschrieben,
durchgefthrt (136, 137). Die M15-, U20S-, UB27- und UD28-Zellen wurden jeweils auf
eine 15 cm Zellkulturschale ausgesat und bis zum Erreichen einer Konfluenz von 100%
kultiviert. Dabei wurden die UB27- und UD28-Zellen sowohl mit als auch ohne
tetrazyklinhaltigem Medium inkubiert.

Die Quervernetzung erfolgte mit Formaldehyd (1% Endkonzentration) fir 10 Minuten bei
Raumtemperatur. Anschliel3end wurde die Reaktion durch Zugabe von Glycin (125 mM
Endkonzentration) terminiert, die Zellen zweimal mit eiskaltem PBS und 1x
Proteaseinhibitor (Mini Complete (MC)) gewaschen, abgeschabt und in 4 ml der Lésung
aufgenommen.

Nach Zentrifugation (5 min bei 4°C und 1.350 xg) wurde der Uberstand entfernt und die
Zelllyse mit 6 ml hypotonem Lysepuffer + 1x MC eingeleitet. Zum weiteren Zellaufschluss
wurden die Proben mit Ultraschall (2 x 5 s, power 1/3; Fisherbrand™ Model 120 Sonic
Dismembrator) behandelt, gefolgt von der Zugabe von 2 ml hypotonem Lysepuffer + 1x
MC sowie abschlielend SDS Lysepuffer + 1x MC (450 pl pro Probe). In den
Zwischenschritten wurden die Zellen jeweils 5 min lang bei 4°C und 3.000 xg zentrifugiert
und der Uberstand verworfen. Die Zellen im SDS Lysepuffer wurden gleichmaRig auf drei
TPX-Tubes verteilt und unter Verwendung des Bioruptor® Plus Sonication Systems mit
Ultraschall behandelt. Das Programm setzte sich zusammen aus 20 Zyklen mit 30 s
hoher Ultraschallintensitat und 45 s Pause sowie 10 Zyklen mit ebenfalls 30 s hoher
Ultraschallintensitat aber 30 s Pause. Abschlie3end wurden die Proben fir 5 min bei 4°C
und 14.000 xg zentrifugiert, der Uberstand gepoolt und bei -80°C eingefroren oder fiir die

nachfolgende Immunprazipitation verwendet. Nach Komplettierung der DNA-Scherung
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sollte die Fragmentlange zwischen 200-800 bp liegen. Dies konnte durch Auftragen eines
Probenanteils auf ein Agarosegel Uberpruft werden. Die Chromatinkonzentration wurde
mit Hilfe des NanoDrop™ 2000 bestimmt.

Anschliel3end wurden Protein A/G gekoppelte Magnetpartikel (Magna HiSens Protein
A/G, Merck Millipore) mit 5 x Immunprazipitat (IP) + MC gewaschen, in 200 pl IP-/
Dilutionspuffer + MC resuspendiert und durch zweistindige Inkubation bei 4°C und 200
rpm im Rotator (Biosan) an den gewiinschten Antikérper (1 pg) gebunden. Eine Ubersicht
uber die verwendeten Antikorper gibt Tabelle 16, wobei das Kaninchen IgG als Negativ-
und die Pan-Histon 3-Antikorper als Positivkontrolle eingesetzt wurden.

Zur Immunprazipitation wurde nun das gescherte Chromatin (40 pug pro Ansatz) mit dem
Magnetpartikel-Antikorper-Gemisch tber Nacht bei 4°C inkubiert. Am folgenden Tag
wurden die Immunprazipitate jeweils 5 Minuten lang in unterschiedlichen Puffern
gewaschen, zuerst in den Waschpuffern mit niedrigem und hohem Salzanteil, gefolgt vom
LiCl-Waschpuffer, zweimal im TE-Puffer und abschlieRend im Elutionspuffer.

Mit 30 ul 5 M NaCl und einer Inkubation bei 65°C fur drei Stunden wurden die
Querverbindungen aufgeldst und die Proben anschlielRend mit Proteinase K verdaut. Die
DNA wurde daraufhin mit Phenol:Chloroform:lsoamylalkohol (25:24:1)-Extraktion
aufgereinigt und mit Ethanol (1 ml, 100%) Gber Nacht bei -80°C gefallt.

Tab. 16: Antikorper fur ChIP

Antigen Host Klonalitat  Hersteller Katalognummer
WT1 Kaninchen  polyklonal Abcam ab15249
WT1 Kaninchen polyklonal Santa Cruz Sc-192
Baspl Kaninchen Roberts Lab (16)

K3K4me3 Kaninchen polyklonal Diagenode C15410030
H3K27me3 Kaninchen polyklonal Diagenode C15410195
H3K27me3 Kaninchen polyklonal Diagenode C15410069
H3K27ac Kaninchen polyklonal Diagenode C15410174
RNA Pol I Kaninchen polyklonal Santa Cruz sc-899X
Pan-Histon 3 Kaninchen polyklonal  Merck Millipore 07-690
Kaninchen IgG  Kaninchen polyklonal Diagenode C15410206

Am folgenden Tag wurde nach 20-minttiger Zentrifugation bei maximaler Drehzahl der

Uberstand abgenommen und das DNA-Pellet mit Ethanol gewaschen. Nach einer
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Trocknungphase erfolgte die Resuspension in 70 ul TE-Puffer. Potenziell vorhandene
RNAs wurden durch einen abschlieRenden RNAse A-Verdau (30 min bei 37°C) eliminiert.
Fir die Messungen der qRT-PCR wurde der gleiche Reaktionsansatz wie in Kap. 2.3.3
gewahlt. Allerdings wurde stets 2 pl unverdinnte DNA eingesetzt. Die verwendeten
Primer sind in Tabelle 17 aufgelistet. Gene desert regions auf dem humanen Chromosom
11 (NC_000011) und dem Mauschromosom 7 (NC_000073) dienten als Kontroll-Loci.

Tab. 17: Chip-Primer in Leserichtung von 5°- zu 3'-Ende

Gen Nr. Spezies Ensembl ID Sequenz
HoxB9 3372 F murin NC_000077 ATTACGCGTGAAAAGGTGGCACA
CGGACC
3371 R AGCGGTACCTATGTCGGAGCTGA
CGCTTT
HoxB9 4210 F murin NC_000077 TTATGTCGGAGCTGACGCTT
4211 R ACAAAGTACAGTGGAGCAGCC
Chip 2623 F murin NC_000073 AGGTGTCAGTAATGCGGCAC
negativ. 2624 R TGGGTGGAGGCTTTTGGTAA
Chip 2641 F murin NC_000072 GGAAACTTTCTTGGTCGGCT
negativ. 2642 R CAGTAGGAGACAACCGGGAT
HoxB9 3312 F human NC_000017 TTGCAAGGAGAGCTGAGACG
3313 R AGACATTATCCGGGCGCTTG
HoxB9 3314 F human NC_000017 AGGGCTCTACAGCCTGCG
3315 R CCGCACTCCATATCGAGGAT
Chip 2627 F human NC_000011 ACAGTAAGGCCCAACACTGC
negativ. 2628 R AACCGGCCAGGCAATAACTG

2.3.11 RNA in-situ-Hybridisierung (RNA-ISH) mittels RNAscope® Technologie

Fir die RNA-ISH mittels RNAscope® wurden die Nierenanlagen von Mausembryonen
(E14.5) terminiert verpaarter C57BL/6J-Mause verwendet. Das entnommene Gewebe
wurde in ROTI Histofix 10% fixiert, anschlielRend Uber eine aufsteigende Ethanol-Reihe
beginnend bei 70% in Zehnerschritten mit einer Dauer von jeweils 30 Minuten sowie mit
Isopropanol entwassert. Daraufhin wurden die Organe in Paraffin eingebettet, 1,5 um
breite Gewebeschnitte angefertigt und die Objekttrager bei -80°C gelagert.

Mit Hilfe der RNA-ISH und dem Einsatz speziell angefertigter, komplementarer Sonden
kann die Ziel-mRNA-Expression in Geweben nachgewiesen werden. Fir die
fluoreszierende Farbung wurde das RNAscope Multiplex Flourescent Reagent Kit v2
gemaln des Herstellerprotokolls verwendet (138). Zu Beginn wurden die Objekttrager eine
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Stunde lang bei 60°C im HybEZ Ofen (Advanced Cell Diagnostics) getrocknet und mit
Hilfe von Xylene-Ersatz (Neo-Clear) und anschlieRend Ethanol (100%) entparaffiniert.
Um die spatere Hintergrundfarbung zu reduzieren, wurde die auf den Schnitten
vorhandene endogene Peroxidase mit dem H202 Reagenz geblockt. Anschliel3end wurde
das Gewebe mit Hilfe des Target Retrieval Reagenz flr den spéateren Einsatz der Sonden
permeabilisiert und mit dem Protease Plus Reagenz behandelt. Im néchsten Schritt
erfolgte die Hybridisierung der Sonden, die im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurden
(Tabelle 18). Durch die anschliel3ende, in drei Teilabschnitten ablaufende Amplifikation
wurde das Sonden-Signal verstarkt. Zwischen den drei Teilabschnitten wurde das
Gewebe jeweils mit einem Waschpuffer gewaschen. AbschlieRend erfolgte eine HRP-
Markierung in ebenfalls drei Schritten C1-3, ehe die Farbung am Fluoreszenzmikroskop
Eclipse Ti-2 mit der DS-Ri2 Kamera (beides Nikon) aufgenommen wurde. Zur
Gegenfarbung und Darstellung von DNA bzw. Zellkernen wurde ein Tropfen DAPI
(Thermo Fischer Scientific) pro Schnitt eingesetzt, 30 Sekunden inkubiert und
abschlieRend eingedeckelt. Zum Eindeckeln wurde das Vectashield® Antifade Mounting
Medium (Vector Laboratories) verwendet.

Tab. 18: RNAscope-Sonden

Bezeichnung Spezies Konjugation Hersteller Katalognummer
HoxB9 Maus C1l ACD 452821
Wil Maus C2 ACD 432711-C2

2.3.12 CRISPR/Cas 9 Knockout von Wtl in M15-Zellen

Das CRISPR/Cas 9 (,clustered regularly interspaced short palindromic repeats und
,CRISPR associated protein 9”) System wurde verwendet, um einen Wtl-Knockout in
M15-Zellen durchzufihren (139). Mit Hilfe der Technologie kénnen an ausgewahlten
Stellen im Genom DNA-Doppelstrangbriiche erzeugt werden, die wiederum DNA-
Reparatur-Mechanismen (wie z.B. nicht-homologe Endverknipfung (NHEJ)) aktivieren
und in Deletionen oder Insertionen resultieren kénnen (140, 141). Mit Ausnahme der
Deletionen/ Insertionen, die aus einem Vielfachen von 3 Nukleotiden — fir einen
Aminosaure kodierend — bestehen, kommt es in der Regel zu einer Verschiebung des
Leserasters (Frameshift Mutation). Dies kann im vorzeitigen Einbau eines Stoppcodons
resultieren. Liegt die Mutation in der Nahe des Transkriptionstarts, ist das translatierte

Protein haufig funktionslos und der Knockout erfolgreich.
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Die CRISPR-Technologie, welche zum Beispiel in Bakterien als Abwehrmechanismus
gegenuber eindringenden Nukleinsauren fungiert, erfordert u.a. das Vorhandensein
bestimmter variabler und repetitiver Sequenzen sowie einer zur Prozessierung
unerlasslichen transactivating RNA (142-144). Diese Anteile konnten zu einer single
guide RNA (sgRNA) verbunden werden, die in der Nahe einer PAM-Sequenz 5 -NGG
zum Schneiden der Ziel-DNA-Sequenz durch die Cas9-Nuklease fuhrt (141).

Zu Beginn wurde mit Hilfe einer CRISPRdirect-Software jeweils eine spezifische single
guide RNA fur das Wt1-Gen (5'-TTCAAACACGAGGACCCCATGGG-3') entworfen (145).
Mit Hilfe von Oligonukleotiden (Tabelle 19) wurden jene Sequenzen in das
CRISPR/Cas9-GFP Plasmid pSpCas9 (BB)-2A-GFP (PX458; Addgene plasmid #48138)
kloniert (146).

Tab. 19: CRISPR/Cas 9 Oligonukleotide fur die sgRNA

Bezeichnung Spezies Sequenz
Witl-gRNA-F2 murin CACCGTTCAAACACGAGGACCCCAT
Wit1l-gRNA-R2 murin AAACATGGGGTCCTCGTGTTTCAAC

Dafir wurde das Plasmid mit dem Restriktionsenzym Bpi | FD (Thermo Fischer)
linearisiert und mit alkalischer Phosphatase dephosphoryliert. Analog zu den
Erlauterungen aus Kap. 2.3.7 wurde eine Gelelektrophorese mit DNA-Aufreinigung
durchgefihrt, gefolgt von einem Annealing der Oligonukleotide, die im Anschluss in das
linearisierte und dephosphorylierte Plasmid ligiert wurden. In One Shot™ TOP10
Chemically Competent E. coli (Thermo Fischer Scientific) wurde das Plasmid vervielfaltigt
und anschlie3end mit dem PureYield Plasmid Miniprep System aufgereinigt.

Die M15-Zellen wurden in 6 cm Schalen ab einer Konfluenz von ca. 50% mit dem Wtl
CRISPR/Cas9-GFP Plasmid sowie einer jeweiligen Leervektor-Kontrolle transfiziert. Bei
ausreichender Transfektionseffizienz, die mit Hilfe des GFP-Signals unter dem
Fluoreszenzmikroskop zu beurteilen war, wurden einzelne Zellen mittels
Durchflusszytometrie (Charité/ BIH Cytometry Core Facility) isoliert und auf 96-Well-
Zellkulturplatten verteilt. Die Zellklone wurden hochgezogen, bis bei geeigneter
Koloniegrol3e genomische DNA und Protein gewonnen werden konnte. Die Regionen mit
den zu erwarteten Mutationen im Wt1-Gen wurden mit Hilfe einer gRT-PCR amplifiziert
und durch DNA-Sequenzierung (Eurofins Genomics) verifiziert. Basierend auf den

Sequenzierungsergebnissen konnte eine Aussage zu einem homo- bzw. heterozygoten
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Knockout getroffen werden. Der Knockout wurde durch den Verlust der betreffenden

Proteine mittels Western Blot (siehe Kap. 2.3.5) Uberprift.

2.3.13 Hemmung der DNA- und Histonmethylierung in Zellen

Die Inhibitoren, die zur Hemmung der DNA- und Histonmethylierung eingesetzt wurden,
sind Tabelle 20 zu entnehmen. GSK 126 und Tazemetostat wurden zu Beginn jeweils in
DMSO gel6st. AnschlieBend wurde mit Hilfe einer Konzentrationsreihe die optimale
Menge an Inhibitor ermittelt, bei der sich die Abnahme der Histonmethylierung von

H3K27me3 bei gleichzeitig noch erhaltener Zellproliferation die Waage hielt.

Tab. 20: Methylierungsinhibitoren

Bezeichnung Inhibition Hersteller Bestellnummer
GSK126 Selektive EZH2 Cayman Chemical 15415

Inhibition
Tazemetostat Selektive EZH2 Biozol S7128
(EPZ-6438) Inhibition

Dabei wurde dem Medium der M15-Zellen fur 48 bis 72 Stunden der jeweilige Inhibitor
hinzugegeben, wahrend DMSO als Negativkontrolle fungierte. Fir Tazemetostat wurde

eine optimale Menge von 40 uM ermittelt, GSK 126 lag bei 20 uM.

2.4 Statistische Auswertung

Zur Ermittlung statistisch signifikanter Unterschiede zwischen zwei Stichproben wurde im
Rahmen dieser Arbeit der zweiseitige t-Test (gepaarte und ungepaart) sowie eine
Varianzanalyse (ANOVA) mit dem Tukey Post-hoc-Test durchgefuhrt. P-Werte unter 0,05
wurden dabei als statistisch signifikant erachtet.

Die Werte werden als arithmetisches Mittel + SEM oder SD dargestellt. In den
Diagrammen sind stets die Mittelwerte zusammen mit der Standardabweichung als
Fehlerbalken visualisiert.

Zur Verfassung der Dissertation wurde das Textprogramm Microsoft Word 2016
verwendet. Die Datenanalyse und graphische Darstellung erfolgte mittels GraphPad
Prism 5.01, Microsoft Excel 2016 und Microsoft Power Point 2016. Die

Literaturdatenbank wurde mithilfe des Programms Endnote X9 erstellt.

40



3 Ergebnisse

3.1 Identifizierung potenzieller neuer WT1-Zielgene in der Nierenentwicklung

WT1 wird stark in embryonalen Nieren sowie Gonaden exprimiert und mehrere Studien
zeigen, dass WT1 essenziell fur die normale Urogenitalentwicklung ist (42, 147). Durch
die Identifizierung von WT1-Zielgenen kdnnen somit Signalwege, die fur die
Nierenentwicklung relevant sind, analysiert werden. Da Mause mit homozygotem
Keimbahn-Knockout von Wt1l embryonal letal sind und keine Nieren ausbilden (42), sind
alternative Methoden erforderlich, um das WT1-abhangige Genexpressionsnetzwerk zu
erforschen. Durch die Kombination aus Vivo-Morpholino induziertem Wt1-Knockdown in
embryonalen Nierenorgankulturen und Next Generation Sequencing (NGS) wurde eine
neue Strategie etabliert, um WT1-abhangig exprimierte Gene in der Nierenentwicklung
zu identifizieren. Hierzu wurden die Nierenanlagen aus Mausembryonen zum
Entwicklungszeitpunkt E12.5 entnommen und 72 Stunden lang entweder mit einem Wtl
antisense- oder mismatch-Morpholino ex vivo Kkultiviert. Aus den gepoolten
Nierenanlagen wurden Gesamt-RNA und Protein isoliert. Die Kontrolle des Witl-

Knockdowns erfolgte mittels Western Blot (Abb. 6).
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Abb. 6: Vivo-Morpholino induzierter Wt1-Knockdown in Nierenorgankulturen
(A) Die Nierenanlagen wurden aus Mausembryonen (E12.5) entnommen und in Trépfchenkulturen mit

Nahrmedium fur 72 Stunden inkubiert. Eine Niere wurde mit einem spezifischen antisense Vivo-Morpholino
transfiziert (Wt1-Mo), wahrend die kontralaterale Niere jedes Embryos zur Kontrolle mit einem Vivo-
Morpholino ohne eine bekannte Zielsequenz im Mausgenom (Wtl1-mis) behandelt wurde. (B) Der Wtl-
Knockdown wurde mittels Western Blot Uberpruift.

Die Nephronbildung in den Organkulturen wurde téaglich unter dem Durchlichtmikroskop

betrachtet. In Ubereinstimmung mit bereits veroffentlichten Daten (124) bewirkte der
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Knockdown von WT1 eine deutliche Hemmung des verzweigenden Ureterwachstums.
Dies bestatigt die essenzielle Rolle von WT1 im Rahmen der Nierenentwicklung.
Basierend auf den gewonnen RNA-Proben wurden in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr.
Wei Chen (Max-Delbrick-Centrum Berlin) Tiefensequenzierungen durchgefihrt und
durch Dr. Qingsong Gao ein Next Generation Sequencing (NGS) Datensatz erstellt. Die
Analyse hinsichtlich differenziell exprimierter Gene zeigte eine Reduktion von 307 und
eine Erhdhung von 256 mRNAs nach Wtl-Knockdown in den Nierenorgankulturen. In
Ubereinstimmung mit vorherigen Publikationen weist dies darauf hin, dass der Effekt von
WT1 auf seine Zielgene sowohl aktivierend als auch reprimierend sein kann
(zusammengefasst von (3)). Basierend auf den Expressionsdaten ist allerdings eine
Unterscheidung zwischen direkten transkriptionellen Effekten von WT1 und indirekten
Wirkungen, zum Beispiel Uber parakrine Mechanismen, nicht moglich. Um potenzielle
direkte WT1-Zielgene zu ermitteln, wurden deshalb die eigenen Sequenzierdaten mit den
Ergebnissen von Motamedi et al., 2014 abgeglichen (51). Diese haben genomische WT1-
Bindungsstellen in murinen embryonalen Nieren mittels ChlP-Sequenzierung identifiziert.
Fir 217 der herunter- und fur 194 der hochregulierten Gene ergaben sich prognostizierte
genomische WT1-Bindungsstellen (Abb. 7).
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Abb. 7: Analyse differenziell exprimierter Gene im NGS-Datensatz
(A) Die RNA-Tiefensequenzierung erfolgte in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Wei Chen (Max-Delbriick-

Centrum), den NGS-Datensatz hat Herr Dr. Qingsong Gao erstellt. Als Auswertungskriterien wurden eine
Verdopplung der Readcounts (Log2fold change von >1 bzw. (-1)) sowie eine statistische Signifikanz bei
einem p-Wert < 0,05 angesetzt. Die Abbildung wurde freundlicherweise von Prof. Dr. Wei Chen zur
Verfugung gestellt. (B) Der Vivo-Morpholino Knockdown von WT1 reduzierte 307 und erhéhte 256 mRNAs
in Nierenorgankulturen. Die differenziell exprimierten Gene wurden im Rahmen der Datenanalyse mit
einem ChlIP-Sequenzierungsdatensatz von WT1-Bindungsregionen der embryonalen Niere (51)
abgeglichen. Die kleinen Abweichungen der jeweiligen Genanzahl der beiden Abbildungen erklaren sich
durch anféangliche Doppelnennung einzelner Transkripte.
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Neben einigen, bereits in der Literatur als WT1-abhangig beschriebenen Genen wie z.B.
den Insulinrezeptor (36) oder Dickkopf-related protein 2 (DKK2) (148), zeigte sich eine
groBe Anzahl an potenziellen neuen Zielgenen. Die Validierung der
Sequenzierergebnisse erfolgte mittels qRT-PCR von zuféllig ausgewahlten Transkripten.
Die Genexpressionsdaten des NGS-Datensatzes zeigten ausnahmslos eine enge
Korrelation mit den durch qRT-PCR ermittelten Werten (Abb. 8).
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Abb. 8: Stichprobenartige Validierung der Sequenzierergebnisse mittels gRT-PCR
Rein zuféllig ausgewahlte, nach Wtl-Knockdown hoch- (A) bzw. herunterregulierten (B) Transkripte in

logarithmischer Darstellung nach NGS und gRT-PCR. Werte sind Mittelwerte + SD, alle n=4 mit Ausnahme
von Agp2, Parpl4, Gsdmc2 und Lectl mit n=6.

3.2 Analyse potenzieller WT1-Zielgene in verschiedenen Zelllinien auf mRNA-
Niveau und Promotorebene

Nach genomweiter Analyse der WT1-abh&ngigen Genexpression in der embryonalen
Niere wurden einzelne Kandidatengene ausgewahlt, die moglicherweise direkt durch
WT1 reguliert werden. Es wurde der Versuch unternommen, die Ergebnisse aus dem
komplexen organischen System, den Nierenorgankulturen, auf ein Zellkulturmodell zu
Ubertragen.

Die WT1-Top-Kandidatengene wurden anhand bestimmter Kriterien wie der bekannten
Expression in der embryonalen bzw. adulten Niere, einem moglichen funktionellen
Zusammenhang mit WT1 sowie fakultativ dem Vorkommen in bereits publizierten,
genomweiten Sequenzierdatensatzen ausgewahlt (129, 149, 150). Die WT1-abhéngigen
MRNAs der Gene Wnt10b, Adoral, Daam2 und Npr3 wurden durch quantitative RT-PCR
in drei verschiedenen Zelllinien gemessen. Hierfur wurden M15-Zellen, die sich von der
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Urniere der Maus ableiten sowie die humanen UB27-/ UD28-Zellen, die von einer
Osteosarkomzelllinien (U20S) abstammen, verwendet. In den M15-Zellen wurde die
Wtl-Expression mittels sSiRNA inhibiert. Die UB27-/ UD28-Zellen bilden endogen kein
WT1. Sie sind jedoch so modifiziert, dass durch Inkubation mit tetrazyklinfreiem Medium
entweder die WTL1(-KTS)- (UB27) oder die WT1(+KTS)-Isoform (UD28) Uberexprimiert
wird (35). Alle ausgewahlten Kandidatenzielgene weisen eine zellabhangig ausgepragte
Stimulation durch WT1 auf (Abb. 9).
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Abb. 9: mRNA-Expressionsanalyse der Top-WT1-Kandidatenzielgene in Nierenorgankulturen, M15-
und UB27-/ UD28-Zellen
In den Nierenorgankulturen und den M15-Zellen wurde ein Wt1-Knockdown durchgefuhrt, wohingegen in

den UB27-/ UD28-Zellen die Uberexpression der WT1(-KTS)- bzw. WT1(+KTS)-Variante erfolgte (s. Abb.
11). Die WT1-abhangigen mRNAs der potenziellen Zielgene Wnt10b (A), Adoral (B), Daam2 (C) und Npr3
(D) wurden mittels quantitativer RT-PCR gemessen. Werte sind Mittelwerte + SD, Nierenorgankulturen alle
n=7 mit Ausnahme von Wnt10b mit n=4, M15-Zellen alle n=4 mit Ausnahme von Wnt10b mit n=6; UB27-
Zellen alle n=3 mit Ausnahme von Npr3 mit n=4, UD28-Zellen alle n=3; *p<0.05, jeweils gepaarter t-Test.
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Die mRNAs dieser Gene wurden in den M15-Zellen durch Wtl1-Knockdown reduziert und
nahmen in den UB27-Zellen bei WT1(-KTS)-Uberexpression zu. Die Ergebnisse der
UD28-Zellen, die eine induzierbare WT1(+KTS)-Isoform exprimieren, fielen dagegen
nicht signifikant aus (Abb. 9).

Um einen mdglichen Effekt von WT1 auf die Promotoren der ausgewahlten Gene zu
untersuchen, erfolgten im Anschluss Kotransfektionsexperimente mit verschiedenen
Reporterkonstrukten und Wtl-Expressionsplasmiden in U20S-Zellen. Die Lange der
Promotorsequenzen lag bei ca. 1000 Basenpaaren (bp). Die Reporterkonstrukte wurden
entweder mit einem Leervektor oder einer WT1-Isoformvariante kotransfiziert und die
Luciferase-Aktivitditen bestimmt. Mit Hilfe der Reportergenassays (Abb. 10) konnte
nachgewiesen werden, dass die Promotoren der Gene Wnt10b, Adoral, Daam2 und
Npr3 statistisch signifikant durch WT1 stimuliert werden. Dabei zeigte sich fir die Gene
Wnt1l0b und Npr3 ein vor allem Uber die WT1(-KTS)-Variante vermittelter Effekt,
wohingegen die WT1(+KTS) Variante die Promotoren von Adoral und Daam?2 signifikant
stimulierte (Abb. 10). In Ubereinstimmung mit den mRNA-Expressionsdaten scheint WT1

die Transkription aller untersuchten Gene zu aktivieren.
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| e -
Adoraf 1041ke ue "=
[H **% (n=4)
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Abb. 10: Reportergenassays der Top-WT1-Kandidatenzielgene in U20S-Zellen
Promotorkonstrukte der jeweiligen Zielgene Wnt10b, Adoral, Daam2 und Npr3 wurden sowohl mit Wt1-

Expressionsplasmiden als auch dem Kontrollvektor in U20S-Zellen kotransfiziert und die resultierende
Luciferase-Aktivitat gemessen. Eine signifikante Zunahme der Luciferase-Aktivitat durch Kotransfektion
von WT1(-KTS) bzw. WT1(+KTS) konnte bei allen Genen detektiert werden. Werte sind MittelwertexSEM,
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,0001), ANOVA mit Tukey-Post-hoc-Test.
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3.3 WT1-abhéngige Transkription von HoxB9 in verschiedenen Zelllinien

In Erganzung zu den in Kapitel 3.2 untersuchten potenziellen Zielgenen, die durch WT1
stimuliert werden, wurde ein weiteres, durch WT1 in der embryonalen Niere reprimiertes
Gen anhand der bereits in Kapitel 3.2 beschriebenen Kriterien zur tiefergehenden
Charakterisierung als neues WT1-Zielgen ausgewéahlt. Das Homéobox-Protein HoxB9 ist
als solches bisher nicht bekannt. Es wird @hnlich wie WT1 in der embryonalen Niere
exprimiert (151) und genomweite Analysen zeigen u.a. mittels ChIP-Sequenzierungen,
dass WT1 in der Promotorregion des HoxB9-Gens bindet (51, 129, 149, 150). Zudem
erwies sich HoxB9 bei einem Wt1-Knockdown in M15-Zellen als differenziell exprimiertes
Gen (2).

Basierend auf diesen Ergebnissen erfolgte zu Beginn eine umfassende WT1-abhangige
Genexpressionsanalyse  von HoxB9 in  verschiedenen  Zelllinien. Die
Sequenzierungsergebnisse der Nierenorgankulturen wurden mittels qRT-PCR validiert.
DarlUber hinaus wurde in den murinen M15-Zellen und in den humanen, vom klarzelligen
Nierenkarzinom abstammenden 786-0-Zellen einen WT1-Knockdown durch siRNA-
Transfektion durchgefiihrt. Der Knockdown von WT1 wurde mittels Western Blot
nachgewiesen (Abb. 11) und resultierte in einer Zunahme der HoxB9 mRNA in beiden
Zelllinien. Neben der mRNA wurden HOXB9 und WT1 auch auf Proteinebene mittels
Western Blot bestimmt. Vor allem in den M15-Zellen verursachte der Wtl-Knockdown
eine Zunahme des HoxB9-Proteins. (Abb. 11).
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Abb. 11: WT1-abhéngige HoxB9-Expression in M15-, 786-0-Zellen und Nierenorgankulturen
mMRNA-Expressionsanalyse der WT1-abhéngigen HoxB9-Expression in M15- (A), 786-0-Zellen (B) und ex

vivo kultivierten Nierenorgankulturen (C). Die zugehdrigen HOXB9-, WT1- und Aktin-Proteine wurden im
Western Blot nachgewiesen (D-F). Ein Knockdown von WT1 in den M15- und 786-0-Zellen (siWtl) sowie
in den Nierenorgankulturen (Wt1-Mo) fuhrt zu einer signifikanten Zunahme der HoxB9-mRNA. Eine
Zunahme von HOXB9-Protein zeigt sich vor allem in den M15-Zellen (D). Werte sind MittelwertexSEM, n=5
(A), n=6 (B), n=5 (C) *p<0.05, gepaarter t-Test.

Zusatzlich zu diesen WT1-Knockdown-Experimenten erfolgte eine Uberexpression der
WT1(-KTS)- und WT1(+KTS)-Isoformen in humanen embryonalen Nierenzellen
(HEK293). Eine Uberexpression von WT1(-KTS), die im Western Blot nachgewiesen

wurde, verursachte eine signifikante Zunahme von HoxB9 mRNA und Protein (Abb. 12).
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Abb. 12: WT1-abhéngige HoxB9-Expression in HEK293-Zellen

WT1-abhangige HoxB9 mRNA-Expression in HEK293-Zellen (A). Die Uberexpression der WT1(-KTS)-
Isoform fuhrt zu einer signifikanten Zunahme der HoxB9 mRNA. Analog dazu kann eine Zunahme von
HOXB9-Protein mittels Western Blot nachgewiesen werden (B). Werte sind MittelwertexSEM, n=8,
**p<0.01, gepaarter t-Test.
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Thematisch daran anknutpfend wurde der Effekt von WT1 auf die HoxB9-Expression in
den humanen, vom Osteosarkom abgeleiteten UB27-/UD28-Zellen untersucht (35).
Sowohl die Induktion der WT1(-KTS)- als auch der WT1(+KTS)-Variante verursachte
einen Anstieg der HoxB9-mRNA, der mit der WT1(-KTS)-Variante nach 48 Stunden
statistisch signifikant war (Abb. 13). Auch auf Proteinebene konnte der Anstieg von
HOXB9-Protein nach WT1-Induktion nachgewiesen werden (Abb. 13).
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Abb. 13: WT1-abhangige HoxB9-Expression in UB27/UD28-Zellen
Die UB27- (A) und UD28-Zellen (B) exprimieren bei Inkubation mit tetrazylinfreiem Medium die WT1(-KTS)-

bzw. WT1(+KTS)-Isoform. Die HoxB9 mRNA-Expression wurde in den Zelllinien zu den angegebenen
Zeitpunkten (0, 24, 48 und 72 Stunden nach Tetrazyklinentzug) mittels gRT-PCR bestimmt (A, B). Die
zugehorigen HOXB9-, WT1- und GAPDH-Proteine wurden im Western Blot nachgewiesen (C, D). Nach 48
Stunden ohne Tetrazyklin zeigt sich in beiden Zelllinien eine deutliche Zunahme des WT1-Proteins und
damit einhergehend eine Zunahme der HoxB9-mRNA und des HOXB9-Proteins. Der Effekt istin den UB27-
Zellen starker ausgepragt. Werte sind MittelwertexSEM, n=5 (A) und n=3 (B), *p<0.05, ANOVA mit Tukey-
Post-hoc-Test.

3.4 WT1 bindet an den HoxB9-Promotor

Um zu testen, ob WT1 an den HoxB9-Promotor in den Osteosarkom- sowie den
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mesonephrischen M15-Zellen bindet, wurden ChlIP-Assays durchgefihrt. Daflr wurde
Chromatin der nativen M15-Zellen sowie der UB27- und UD28-Zellen, die sowohl mit
(nicht WT1 induziert) als auch ohne Tetrazyklin (WT1 induziert) behandelt wurden,
gewonnen. Nach Aufbereitung, Scherung und Inkubation der Proben mit einem
polyklonalen Kaninchenantikorper gegen WT1 wurde die immunprazipitierte HoxB9-
Promotor-DNA mittels gPCR quantifiziert und in Prozent der eingesetzten HoxB9-DNA-
Menge dargestellt. Als Kontrolle wurde das Chromatin mit normalem Kaninchen 1gG
anstelle des WT1-Antikdrpers inkubiert. Die Immunpréazipitation mit dem WT1-Antikorper
reicherte die HoxB9-Promotor-DNA in den WT1(-KTS) bzw. WT1(+KTS) exprimierenden
Zellen signifikant an (Abb. 14). In den nicht induzierten Zellen konnte kein signifikanter
Anstieg gegeniuber Kaninchen IgG beobachtet werden (Abb. 14). In den M15-Zellen, die
WT1 endogen exprimieren, konnte ebenfalls eine statistisch signifikante Anreicherung
der HoxB9-Promotor-DNA mit dem WT1-Antikérper detektiert werden (Abb. 14).
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Abb. 14: WT1 bindet an den HoxB9-Promotor im Chromatin der UB27-/UD28- und M15-Zellen
ChlIP-Assays des HoxB9-Promotors mit einem WT1-Antikérper (AK) in UB27- (A), UD28- (B) und M15-

Zellen (C). Die mittels gPCR gemessenen DNA-Proben zeigen in allen drei Zelllinien eine statistisch
signifikante Anreicherung des HoxB9-Promotors durch Immunprézipitation mit WT1-Antikbrper im
Vergleich zu normalem Kaninchen IgG. Als Kontrolle wurde jeweils eine Gene desert region amplifiziert,
die keine Anreicherung mit dem WT1-Antikdrper erkennen lasst. Werte sind MittelwerteSEM, UB27-Zellen
Kontrolle n=5, UB27- Zellen WT1(-KTS) n=6, UD28-Zellen n=5, M15-Zellen n=7; *p<0.05, gepaarter t-Test.

Fur eine Region im menschlichen Genom, die keine kodierenden Gene enthalt
(Kontrollregion), liel® sich mit dem WT1-Antikorper keine Anreicherung nachweisen.
Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass WT1 im Chromatin der untersuchten
Zelllinien an den HoxB9-Promotor bindet.

3.5 Lokalisation von WT1-Bindungsstellen im HoxB9-Promotor

Frihere Untersuchungen haben gezeigt, dass WT1 an eine GC-reiche Basenfolge bindet
(Abb. 15).
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Abb. 15: WT1-Bindungssequenzen
Abbildung aus Motamedi et al., 2014 mit Darstellung der identifizierten WT1-Bindungssequenzen (51, 129).

Basierend auf dieser Basenabfolge lassen sich mehrere potenzielle WT1-
Bindungsstellen im HoxB9-Promotor lokalisieren (Abb. 16). Um zu Gberprifen, ob es sich
dabei tatsachlich um WT1-Bindungselemente handelt, wurden Elektromobilitéats-Shift-
Assays (EMSASs) durchgefihrt. Daftr wurden ca. 30 bp lange Oligonukleotide von den zu

Uberprifenden Sequenzen im HoxB9-Promotor als Auftragsleistung durch die Firma
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MWG Eurofins synthetisiert und am 5-Ende mit dem Fluorophor Cy5 markiert. Die
doppelstrangigen DNA-Oligonukleotide wurden mit den rekombinanten WT1(-KTS)- und
WT1(+KTS)-Proteinisoformen inkubiert und anschlie3end auf ein nicht-denaturierendes
Polyacrylamid-Gel aufgetragen. Der im Falle einer Protein-DNA-Wechselwirkung
entstehende hochmolekulare Komplex zeigt gegeniber ungebundenem Oligonukleotid
eine geringere Laufgeschwindigkeit im Polyacrylamid-Gel, die sich in Form einer
Retardationsbande (Shift) nachweisen lasst. Die DNA-Interaktion der WT1(-KTS)-
Variante wurde mit einem unmarkierten Oligonukleotid einer zuvor identifizierten WT1-
Bindungssequenz im Promotor des murinen Ntrk2-Gens kompetiert (44). Weiterhin
wurden Oligonukleotide mit Punktmutationen in einzelnen Guaninbasen synthetisiert, um
die Spezifitat der WT1-Bindung zu Uberprtfen. In Abbildung 16 sind die EMSAs von vier
Oligonukleotiden dargestellt, die eine Interaktion von WT1 mit dem proximalen HoxB9-
Promotor nahe der Transkriptionsstartstelle erkennen lassen. Die Bindung der WTL1(-
KTS)-Variante an die jeweilige Sequenz kann durch die Kompetitor-DNA abgeschwécht,
aber nicht vollstdndig aufgehoben werden, was auf eine starke Protein-DNA-
Wechselwirkung hindeutet. Erst mit den eingefiigten Mutationen wird die Bindung der
WT1(-KTS)-Variante an die HoxB9-Promotorsequenz verhindert. Die nach Mutation von
Oligonukleotid C verbleibende Restbindungsaktivitat der WT1(+KTS)-Variante lasst sich
mit der geringeren Bindungsspezifitit dieser WT1-Isoform erklaren (152).
Zusammenfassend deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass mehrere WT1-
Bindungsstellen innerhalb des proximalen HoxB9-Promotors existieren. Die geringe
Abschwachung trotz Zugabe eines Kompetitors spricht flr eine starke Bindung der WT1(-
KTS)-Variante an die HoxB9-Promotor-DNA.

A

tggaggtgﬂggﬂggggggcgacaagactacctcctctttaattaccctgtcgggcctctcccgcagctctgaggctggggc

gctctccctecctgtatgetggtcctcceecceccecccaatetdectggggagagggcetectcagectgegtecctectgagg

cagcccgctgcettgectecgectetectccgeccccatcgecccatgtigagaacccceccttcctgtaaaagcgggagggg

cccgggeggeccggceagcetcaggcetgaggttacgtggeccgecggagecctgacgtgatagcacattgcatcagcataaa
B

acaatccatcctggatatggaatgcggtgaggacggatgacagcgcgagecgcagcecccctcgeccgattgatttatgtcg

gagctgacgctttatcaggcagtccgcaaaactttgaccaatcattttgcaaggagctccgagccgggctgctclc::)actgtact

ttgﬂgg{:tgagaagﬁbagcagggggtgggggtg ;gagggtgggggtctd;gggggggtcgcgtccgaa agccctetge
accgGGTCCGTGTGCCACCTTTTC
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Abb. 16: EMSAs verschiedener HoxB9-Promotorsequenzen mit rekombinantem WT1-Protein
(A) In der Basensequenz des HoxB9-Promotors sind die verwendeten Oligonukleotide markiert. (B) Die

doppelstrangigen DNA-Oligonukleotide wurden mit den beiden rekombinanten WT1-Proteinisoformen
(+/-KTS) inkubiert. Die bei Bindung von WT1 an die HoxB9-Promotor-DNA entstehende Bande ist durch
Pfeile markiert. Die Zugabe der bekannten WT1-Bindungssequenz von Ntrk2 in einer aufsteigenden
molaren Uberschussreihe bewirkte eine Abschwachung der WT1(-KTS)-Bindung. Zudem wurden einzelne
Basen in den verwendeten Oligonukleotiden mutiert, um die Spezifitat der WT1-Bindung zu tberprifen.
Als Vorlage diente die in Abb. 15 gezeigte WT1-Bindungssequenz.
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3.6 WT1 reguliert den HoxB9-Promotor zelltypspezifisch

Nachdem die WT1-abhdngige mMRNA- und Proteinexpression von HoxB9 in
verschiedenen Zelllinien analysiert und mit unterschiedlichen Methoden (ChIP, EMSA)
die Bindung von WT1 an den HoxB9-Promotor nachgewiesen wurde, galt es nun mit Hilfe
von Reporterassays zu untersuchen, ob WT1 den murinen HoxB9-Promotor reguliert.
Dafur wurden Reporterkonstrukte des HoxB9-Promotors von unterschiedlicher Lange
(200- 678 bp) hergestellt und mit Wtl-Expressionsplasmiden (+/-KTS-Isoform) sowie
einem Renilla-Luciferase-Plasmid zur Normalisierung der Transfektionseffizienz in
verschiedene Zelllinien (U20S, HEK293, M15del.Wtl) transfiziert. Die endogene Wt1-
Expression der M15-Zellen wurde zuvor mittels CrisprCas9-Technologie eliminiert (139)
(Abb. 17D). Die basale HoxB9-Promotoraktivitat war in den Wtl-defizienten M15-Zellen
um ein Vielfaches hoher als in den U20S- und HEK293-Zellen (Abb. 17).

In Ubereinstimmung mit den WT1-abhangigen HoxB9-mRNA-/ Proteindaten (Abb.
11A+D) fuhrte die Transfektion der WT1(-KTS)-Variante in den M15del.Wtl1-Zellen zu
einer signifikanten Reduktion der Luciferase-Aktivitdt eines 678 bp langen
Promotorfragments (Abb. 17B). Eine Repression konnte ebenfalls, wenn auch nicht
signifikant, bei dem 559 bp langen Promotorkonstrukt beobachtet werden. Die
Wt1(+KTS)-Variante sowie alle kirzeren HoxB9-Promotorfragmente zeigten keine
signifikante Veréanderung der Luciferase-Aktivitat im Vergleich zum Kontrollvektor.

In den U20S-und HEK293-Zellen konnte die basierend auf den HoxB9 mRNA- und
Proteindaten zu erwartende Stimulation des HoxB9-Promotors durch WT1 bestatigt
werden (Abb. 17A+C). Die Kotransfektion jeweils beider WT1-Isoformen in U20S-Zellen
resultierte bei allen HoxB9-Promotorfragmenten in einer statistisch signifikanten
Zunahme der Luciferase-Aktivitat. Ausgehend von den mRNA-Daten der HEK293-Zellen,
die eine Zunahme der HoxB9-mRNA lediglich nach Uberexpression der WT1(-KTS)-
Variante aufwiesen (Abb. 12A), wurden die Reporterassays in dieser Zelllinie nur mit
dieser WT1-Isoform durchgefiihrt. Sowohl das HoxB9-Promotorkonstrukt mit einer Lange
von 399 bp als auch das 311 bp lange Konstrukt wiesen eine statistisch signifikante
Zunahme der Luciferase- Aktivitat nach Kotransfektion von WT1(-KTS) auf.

In allen Zelllinien nahm die Grundaktivitdt des 200 bp langen Promotorkonstrukts im
Vergleich zu den anderen Konstrukten deutlich ab. Diese Beobachtung deckt sich mit
veroffentlichten Daten, wonach der HoxB9-Promotor eine Mindestlange von 274 bp ab
Transkriptionsstart aufweist (153, 154).
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Abb. 17: Reportergenassays mit HoxB9-Konstrukten in U20S-, M15del.Wt1- und HEK293-Zellen
HoxB9-Promotorkonstrukte unterschiedlicher Lange wurden entweder mit Leervektor oder einem Wtl1-

Expressionsplasmid (+/-KTS) in U20S- (A), M15del.Wt1- (B) oder HEK293-Zellen (C) kotransfiziert und
nach 48 Stunden die Luciferase-Aktivitaten gemessen. Eine signifikante Zunahme der Luciferase-
Aktivitaten zeigte sich bei allen HoxB9-Konstrukten in den U20S-Zellen (A) und mit den 311 bp und 399
bp Fragmenten in den HEK293-Zellen (C). Die M15del.Wt1-Zellen weisen einen mittels Western Blot
nachweisbaren kompletten Verlust des WT1-Proteins auf (D). In diesen Zellen fuhrte die Transfektion der
WT1(-KTS)-Variante zu einer Repression des 678 bp HoxB9-Promotorfragments. In allen Zelllinien zeigte
das 200 Basenpaar lange HoxB9-Fragment im Vergleich zu den anderen Fragmenten eine deutlich
geringere Grundaktivitat (153, 154). Werte sind MittelwertexSEM. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,0001, A+B
ANOVA mit Tukey-Post-hoc-Test, C gepaarter t-Test.
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Anschlielend wurden HoxB9-Promotorfragmente konstruiert, die im Vergleich zur
Wildtyp-Sequenz (WT) Basenpaarmutationen in potenziellen WT1-Bindungsstellen
enthielten. Die mittels EMSA identifizierten Sequenzen (Kapitel 3.5) dienten dabei als
Orientierung. Die U20S-Zellen wurden mit dem Wildtyp sowie mutierten 399 bp-
Fragmenten transfiziert, da bei diesem Konstrukt in den vorherigen Experimenten der
starkste WT1-Effekt auf den HoxB9-Promotor nachweisbar war. Aus gleichem Grund
wurde zur Transfektion der M15del.Wtl1-Zellen das HoxB9-Promotorkonstrukt mit einer
Lange von 678 bp verwendet.

Durch die Einfihrung von Basenpaarmutationen in einzelne WT1-Bindungsstellen wurde
die HoxB9-Promotorregulation durch WT1 nicht aufgehoben (Abb. 18). In den U20S-
Zellen konnte die Aktivierung des HoxB9-Promotors durch beide WT1-Isoformen mit zwei
von drei Mutationen geringfligig reduziert werden, allerdings blieb die Induktion im
Vergleich zum Leervektor nach wie vor statistisch signifikant (Abb. 18A). Die Repression
des HoxB9-Promotors durch WT1 in den M15del.Wt1-Zellen konnte ebenfalls reduziert
werden - der Effekt blieb trotzdem erkennbar, wenn auch nicht mehr statistisch signifikant
(Abb. 18B).

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass WT1 die Transkription des HoxB9-
Promotors sowohl stimulieren als auch hemmen kann und dieser Effekt zelltypabhangig
ist. Die Wirkung von WT1 auf die HoxB9-Promotoraktivitat wird offensichtlich nicht tber
eine einzige WT1-Bindungsstelle vermittelt, sondern die verschiedenen WT1-

Bindungselemente sind funktionell redundant.
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_ I WT1(+KTS)
399 by CUe # (n=4)
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Abb. 18: Reportergenassays von HoxB9-Promotorkonstrukten mit Basenpaarmutationen in
vermuteten WT1-Bindungsstellen
Neben dem Wildtyp HoxB9-Promotorkonstrukt mit einer Lange von 399 Basenpaaren wurden drei weitere

Konstrukte mit jeweils einer Mutation (X) in einer WT1-Konsensusequenz in die U20S-Zellen (A) transfiziert
und anschliel3end die Luciferase-Aktivitat gemessen. Sowohl die Wildtyp-Variante als auch alle anderen
mutierten Promotorfragmente weisen eine signifikante, wenn auch mitunter im Vergleich zum Wildtyp
reduzierte Zunahme der Luciferase-Aktivitat auf (A). Das Wildtyp HoxB9-Promotorkonstrukt mit einer Lange
von 678 Basenpaaren wurde in den M15del.Wtl-Zellen (B) durch Kotransfektion von WT1 signifikant
reprimiert. HoxB9-Promotorfragmente mit Mutationen in potenziellen WT1-Bindungsstellen zeigen
ebenfalls eine Repression, allerdings war diese nicht mehr statistisch signifikant (B). Werte sind
MittelwertexSEM. Statistische Signifikanzen werden durch Sternchen (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,0001,
ANOVA mit Tukey-Post-hoc-Test) angezeigt.

3.7 Die WT1l-abhangige Hemmung der HoxB9-Expression erfordert kein EZH2 bzw.
die Histonmethylierung H3K27me3

Nachdem die transkriptionelle Regulation von HoxB9 durch WT1 mit Hilfe verschiedener
Methoden nachgewiesen wurde, erfolgte die Untersuchung, weshalb WT1
zelltypspezifisch die HoxB9-Expression sowohl aktiviert als auch hemmt. Wie bereits in
Kapitel 1.2.2 beschrieben, ist HoxB9 eine Zielstruktur des PRC1- und PRC2-Komplexes
(92-94), der eine essenzielle Rolle in der Regulation der gesamten Hox-Genfamilie
einnimmt. Uber Histonmethylierungen wie z.B. H3K4me3 konnen Gene an- bzw. uber
H3K27me3 abgeschaltet werden. Eine Beteiligung der Histonmethylierung im Rahmen
der WT1-abhéangigen HoxB9-Regulation erschien moglich — vor allem in Bezug auf die
Frage, ob die katalytische Untereinheit EZH2 bzw. die reprimierende Histonmarkierung
H3K27me3 fur die WT1-abhangige HoxB9-Repression erforderlich ist.

Da die Expressionsgrade der Histonmethylierungen zwischen den Zelllinien divergieren,

wurde zu Beginn mittels Western Blot die Histonmethylierung H3K27me3 in den
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einzelnen Zelllinien untersucht (Abb. 19). Ubereinstimmend mit bereits veroffentlichten
Daten (155) konnte kein H3K27me3-Signal in den U20S-Zellen detektiert werden (Abb.
19A). Im Gegensatz dazu wiesen UB27-Zellen deutlich erkennbare Mengen von
H3K27me3 auf. Das starkste H3K27me3-Signal war mittels Western Blot in M15-Zellen
nachweisbar (Abb. 19B). Daher wurden die spezifischen EZH2-Hemmer GSK126 und
Tazemetostat verwendet, um zu testen, ob die Hemmung von HoxB9 durch WT1 in den
M15-Zellen abhangig von der Histonmethylierung ist (156, 157). Die dosisabhangige
Abnahme von H3K27me3 durch GSK126 wurde auf Proteinebene mittels Western Blot
Uberpruft (Abb. 19B).

A B M15-Zellen
1,@““2\\? ‘\5
\)67’ \3%1 \)'7«0 0 05 2 5 10 20 GSK126 (uM)
e H3K27me3 R - — . H3K27me3
HoxB9 SEES—— e | Pan-Histon
— s wms | Aktin T ———— c—— Aktin

Abb. 19: Western Blots zum Nachweis von H3K27me3 in verschiedenen Zelllinien
U20S- weisen im Vergleich zu den UB27-Zellen keine Expression von H3K27me3 auf (A). Die H3K27me3-

Expression in den M15-Zellen kann durch Zugabe von GSK126 gehemmt werden (B).

Die Behandlung der M15-Zellen mit GSK126 (20 uM) hatte jedoch keine signifikante
Wirkung auf die HoxB9-, Wtl- und Baspl-Expression — weder auf mRNA noch auf
Proteinebene (Abb. 20B+C). Mittels ChlP-Assay wurde eine Assoziation von H3K27me3
mit dem HoxB9-Promotor Gberprift. In den M15-Zellen zeigte sich eine deutliche, jedoch
nicht statistisch signifikante Anreicherung mit dem H3K27me3-Antikorper und eine etwas
weniger stark ausgepragte, ebenfalls nicht signifikante Anreicherung mit dem H3K27ac-
Antikorper (Abb. 20A). Die Behandlung der M15-Zellen mit GSK126 fuhrte zu keiner
signifikanten Abnahme der H3K27m3-Expression. In den U20S-Zellen zeigte sich eine
starke und statistisch signifikante Anreicherung des HoxB9-Promotors mit dem H3K27ac-
Antikorper. Abschlieend wurde in den mit GSK126 (20 uM) behandelten M15-Zellen ein
Wtl-Knockdown mittels siRNA durchgefihrt. Der signifikante Anstieg der HoxB9-mRNA
wurde durch GSK126 nicht blockiert (Abb. 20D).
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Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass die Hemmung des HoxB9-Gens durch
WT1 in den M15-Zellen keine Trimethylierung von H3K27 durch EZH2 erfordert.

A HoxB9 B
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159 3 M15-Zellen + GSK126 3-
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Abb. 20: Histonmethylierungsstatus des HoxB9-Promotors in M15- und U20S-Zellen
Histonmethylierungstatus des HoxB9-Promotors in M15-Zellen mit DMSO/ GSK126 (20puM) sowie U20S-

Zellen (A). Behandlung der M15-Zellen mit GSK126 (20 puM) und Bestimmung der HoxB9, Wt1 und Baspl
mRNA (B). Western Blot von M15del.Wt1-Zellen behandelt mit Tazemetostat (20 uM) zur Hemmung von
H3K27me3. Die Hemmung von EZH2 durch GSK126 oder Tazemetostat verandert die HoxB9-Expression
weder auf mRNA- noch auf Proteinebene. Knockdown von Wil mittels siRNA in M15-Zellen, die mit
GSK126 (20 uM) behandelt wurden (D). Werte sind MittelwertextSEM. M15-Zellen n=4, U20S-Zellen n=3
A, HoxB9 n=17, Wtl und Baspl n=15 B, n=9 D; *p<0,05, ***p<0,0001, ANOVA mit Tukey-Post-hoc-Test
A, gepaarter t-Test B+D.
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3.8 Der WT1-Korepressor BASP1 bindet an den HoxB9-Promotor und beeinflusst
die WT1l-abhangige HoxB9-Regulation

Das WT1-Protein besitzt eine Repressionsdoméane, an die Interaktionspartner wie der
transkriptionelle Korepressor BASP1 rekrutiert werden, was zur WT1-abhangigen
Hemmung der Transkription von Zielgenen sowohl in der embryonalen Niere als auch in
Tumorzellen fuhrt (15, 16, 158). WT1 ist als Transkriptionsfaktor v.a. im Zellkern lokalisiert
(159, 160), BASP1 kann aufgrund seiner Kernlokalisierungssequenz ebenfalls in den
Nukleus, u.a. von Nierenzellen, importiert werden (17, 161). Dartber hinaus wurden WT1
und BASP1 bereits in den Kernextrakten der M15- und U20S-Zellen nachgewiesen (16,
18). Zudem scheint BASP1 an der transkriptionellen Hemmung von mehr als 90% der
WT1-Zielgene beteiligt zu sein (17). Vor diesem Hintergrund wurde untersucht, ob
BASPL1 eine Rolle bei der WT1-abhangigen bidirektionalen HoxB9-Regulation spielt.
Dazu wurde zunachst die Expression von Baspl in den M15-Zellen durch Transfektion
von siRNA gehemmt. Die Kontrolle erfolgte mittels Western Blot und zeigte vor allem eine
Herunterregulation der 52 kDa BASP1-Isoform, wéahrend die 40 kDa-Variante
unverandert blieb (Abb. 21B). Der Knockdown von Baspl hatte keinen signifikanten
Effekt auf die endogene HoxB9-mRNA in den M15-Zellen, verursachte aber eine
signifikante Abnahme der Wt1-mRNA, die ebenfalls auf Proteinebene nachvollzogen
werden konnte (Abb. 21A+B). Im Anschluss wurde ein Doppelknockdown in den M15-
Zellen mit Baspl- und zusatzlich WT1-siRNA durchgefiuhrt. Die HoxB9-mRNA nahm trotz
Baspl-Depletion signifikant zu. Ein Knockdown von Baspl konnte also auch nicht die
hemmende Wirkung von WT1 auf die HoxB9-Transkripte verhindern (Abb. 21C).

Um zu testen, ob BASP1 mit dem HoxB9-Promotor im Chromatin der M15- und U20S-
Zellen assoziiert ist, wurden ChlP-Assays durchgefuhrt. In beiden Zelllinien wurde die
HoxB9-Promotor-DNA mehr als 3-fach, statistisch signifikant durch Immunprazipitation
mit dem BASP1-Antikérper angereichert. Dies deutet darauf hin, dass BASP1 mit dem
HoxB9-Promotor in den M15- und U20S-Zellen interagiert (Abb. 21D+E). Aus diesen
Ergebnissen lasst sich ableiten, dass WT1 und BASP1 zusammen am HoxB9-Promotor
in den M15-Zellen vorkommen. Da die U20S-Zellen keine endogene WT1-Expression
aufweisen, wurde abschlielRend ein ChlP-Assay in den UB27-Zellen durchgefthrt, und
zwar sowohl an nicht-induzierten Zellen als auch an Zellen mit Induktion von WT1(-KTS).
In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der U20S-Zellen zeigte sich in der Kontrolle

eine ca. 3-fach, statistisch signifikante Anreicherung der HoxB9-Promotor-DNA mit dem
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BASP1-Antikdrper verglichen mit normalem Kaninchen IgG (Abb. 21F). Dieser Effekt
konnte nach WT1(-KTS)-Induktion nicht mehr nachgewiesen werden. Eine Anreicherung
der HoxB9-Promotor-DNA mit dem BASP1-Antikoérper blieb aus (Abb. 21F). Offenbar
verhindert WT1 eine Interaktion von BASP1 mit dem HoxB9-Promotor, was die

stimulierende Wirkung von WT1 auf die HoxB9 Expression in diesen Zellen erklaren

konnte.
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Abb. 21: BASP1-Knockdown und ChIP in M15-, U20S- und UB27-Zellen
Knockdown von BASP1 in M15-Zellen mittels siRNA und anschlielender mRNA Quantifizierung der Gene

HoxB9, Wt1 und Baspl durch gRT-PCR (A). Knockdown-Kontrolle mittels Western Blot (B). Eine statistisch
signifikante Abnahme der mMRNA und des Proteins war fiir Wtl und Baspl1 nachweisbar. Doppelknockdown
von BASP1 und WT1 in M15-Zellen bewirkte eine statistisch signifikante Zunahme der HoxB9 mRNA (C).
ChlIP-Assays in M15- (D), U20S- (E) und UB27-Zellen (F) mit einem BASP1-Antikorper verglichen mit
normalen Kaninchen IgG. Es zeigt sich eine statistisch signifikante Anreicherung der HoxB9-Promotor-DNA
in den M15-, U20S- und nicht-induzierten UB27-Zellen. Werte sind MittelwertexSEM. Statistische
Signifikanzen werden durch Sternchen (n=13 A, n=5 C, n= 4 D, n=3 E, n= 3 F; *p<0,05, **p<0,01,
***pn<0,0001, gepaarter t-Test) angezeigt.
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Abschliel3end wurde untersucht, ob BASP1 die Stimulation des HoxB9-Promotors durch
WT1 hemmt. Dafir wurden Reportergenassays in U20S- und HEK293-Zellen mit dem
311 bp langen HoxB9-Promotorkonstrukt durchgefiihrt (Abb. 22). In Ubereinstimmung mit
den vorherigen Experimenten (Abb. 17A+C) resultierte die Transfektion der WT1(-KTS)-
Variante im Vergleich zum Leervektor in einer statistisch signifikanten Zunahme der
Luciferase-Aktivitat. Eine gleichzeitige Uberexpression von Baspl hob den
stimulierenden WT1-Effekt auf den HoxB9-Promotor sowohl in den U20S- als auch in
den HEK293-Zellen vollstandig auf (Abb. 22).

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass BASP1 eine Rolle in der WT1-
abhangigen bidirektionalen Regulation von HoxB9 spielt. Dies wird im Diskussionsteil der

Arbeit ausfuhrlich interpretiert.
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Abb. 22: Reportergenassay eines HoxB9-Konstruktes mit Baspl-Uberexpression in U20S- und
HEK293-Zellen
Um den Einfluss von BASP1 auf die WT1l-abhangige HoxB9-Regulation auf Promotorebene zu

untersuchen, wurde ein HoxB9-Promotorkonstrukt mit einer Lange von 311 Basenpaaren entweder mit
dem Leervektor, einem WT1(-KTS)-Expressionsplasmid oder letzteres in Kombination mit einem Basp1-
Expressionsplasmid in U20S- (A) und HEK293-Zellen (B) transfiziert. Wie zu erwarten, zeigte sich eine
signifikante Zunahme der Luciferase-Aktivitat bei der WT1(-KTS)-Variante. Bei Kotransfektion des Basp1-
Expressionsplasmids wurde dieser Effekt in beiden Zelllinien vollstdndig aufgehoben. Werte sind
MittelwertexSEM. Statistische Signifikanzen werden durch Sternchen (**p<0,01, ***p<0,0001, ANOVA mit
Tukey-Post-hoc-Test) angezeigt.
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3.9 Lokalisation der Wt1l- und HoxB9-mRNA in der embryonalen Niere

Aus der Beobachtung, dass WT1 die HoxB9-Expression sowohl in den
Nierenorgankulturen als auch in den murinen, mesonephrischen M15-Zellen hemmt,
lasst sich spekulieren, dass die beiden Gene in verschiedenen Zelltypen in der
embryonalen Niere exprimiert werden. Um diese Hypothese zu verifizieren, wurde eine
RNA in-situ-Hybridisierung (RNA-ISH) mittels RNAscope® Technologie durchgefihrt. In
Ermangelung  eines  zuverlassigen  Anti-HoxB9-Antikdrpers  konnte  keine
Immunhistochemie (IHC) durchgefihrt werden. Fur die RNA-ISH wurden die
Nierenanlagen von Mausembryonen (E14.5) verwendet. Durch Doppelhybridisierung mit
spezifischen Sonden konnten die mRNAs von HoxB9 und Wtl auf demselben
Gewebeschnitt lokalisiert werden. In Ubereinstimmung mit friheren Beobachtungen
(159, 162) wurde ein deutliches Wtl1-Hybridisierungssignal im viszeralen Epithel der sich
entwickelnden Glomeruli sichtbar (Abb. 23). Die Wtl-Transkripte zeigten einen geringen
Uberlappungsgrad mit der HoxB9-RNA, die wie in einer frilheren Arbeit beschrieben,
vorwiegend in der Ureterknospe und in BlutgefaRvorlaufern nachgewiesen wurde (151).
Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass HoxB9 und Wtl vorwiegend in
verschiedenen Zelltypen in der embryonalen Mausniere exprimiert werden. Eine kleine,

bislang nicht naher charakterisierte Zellpopulation exprimiert beide Gene.
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Abb. 23: RNA in-situ-Hybridisierung (RNA-ISH) mittels RNAscope® Technologie von Wtl und
HoxB9 in der embryonalen Niere
Es wurden die Nierenanlagen von Mausembryonen zum Entwicklungszeitpunkt E14.5 verwendet und die

RNA von HoxB9 () und Wtl () lokalisiert. HoxB9-mRNA ist vor allem in BlutgeféaRvorlaufern (Pfeile)
und der Uretererknospe (Dreiecke) sichtbar, das Wt1-Hybridisierungssignal kann im viszeralen Epithel der
sich entwickelnden Glomeruli (Pfeilkdpfe in C und D) nachgewiesen werden. Abbildung D ist eine
VergroRerung des in C dargestellten Ausschnitts. Die Skalierungsbalken zeigen 100 um (A, B, C) bzw. 30
pm (D) an.
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4 Diskussion

4.1 Diskussion der Hauptergebnisse mit Schlussfolgerung

4.1.1 Identifizierung neuer potenzieller WT1-Zielgene in der Nierenentwicklung
WT1 ist fur die normale Embryogenese unverzichtbar. Dies wird durch die Beobachtung
dokumentiert, dass Wtl-Knockout-Mause mit einer Agenesie der Nieren, Gonaden und
einigen anderen Defekten embryonal letal sind (42). Die Nieren entwickeln sich durch
wechselseitige Signale zwischen dem metanephrischen Mesenchym und dem
einsprossenden Ureter (47). Dabei wird WT1 zunachst in einer Population
mesenchymaler Zellen in der Umgebung der Ureterknospe exprimiert. WT1 ermdglicht
diesen Zellen die mesenchymal-epitheliale Transition (MET), d.h. die Erlangung eines
epithelialen Differenzierungszustandes als Voraussetzung fur die Nephronentwicklung
(47). Im weiteren Verlauf der Nephrogenese erfolgt die WT1-Expression in den
Vorlauferzellen der glomeruldren Podozyten. Wie WT1 die Nierenbildung steuert, ist
allerdings bisher nicht vollstandig verstanden.

In der Vergangenheit existierten bereits mehrere Anséatze, um WT1-abhéngige
Signalwege im Rahmen der Nierenentwicklung zu identifizieren. Um die Bindung von
WT1 an die Promotoren seiner Zielgene in murinen embryonalen Nierenextrakten
nachzuweisen, wurden beispielsweise Chromatin-Immunprazipitationen (ChlIP)
durchgefuhrt (129). Mittels In-vivo-ChlP-Seq konnte dariber hinaus gezeigt werden, dass
WT1 fur die Aufrechterhaltung des metanephrischen Mesenchyms essenziell ist und
FGFs induziert, wahrend BMP/SMAD-Signalwege gehemmt werden (51). Ein
systematischer genomweiter Ansatz zur Identifizierung WT1-abhangig exprimierter Gene
wahrend der Nierenentwicklung wurde bislang nicht verfolgt. Zu diesem Zweck wurden
im Rahmen dieser Arbeit Organkulturen mit der Absicht einer genomweiten ldentifikation
neuer WT1-Zielgene in der Nierenentwicklung etabliert. Die WT1-abh&ngig exprimierten
Transkripte wurden mittels Next Generation Sequencing analysiert und mit Hilfe von qRT-
PCR validiert (Abb. 7+8). Nach Abgleich mit den bereits existierenden ChlP-Datensatzen
konnten potenzielle direkte WT1-Zielgene mit Promotorbindung von WT1 in der
embryonalen Niere identifiziert werden. Im Sinne eines ,proof of principle® wurde die
WT1-abhangige Expression einzelner Gene, insbesondere von Wnt family member 10B
(Wnt10b), adenosine Al receptor (Adoral), disheveled-associated activator of

morphogenesis 2 (Daam2) und natriuretic peptide receptor 3 (Npr3) in Zelllinien
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untersucht und eine transkriptionelle Stimulation der jeweiligen Promotoren durch WT1
mittels Reporterassays nachgewiesen (Abb. 9+10).

Npr3 ist ein atrialer natriuretischer Peptidrezeptor, dessen Expression durch WT1
stimuliert wird, und der in Blutgefaf3en, im Herzen und in der Niere exprimiert wird (163).
Im sich entwickelnden Herzen wird WT1 vor allem im Epikard gebildet. Ein Wt1-Knockout
fuhrt bei Mausen u.a. zu einer Myokardhypoplasie und Stérung der myokardialen
Vaskularisation (42). Wnt10B spielt eine Rolle in der Adipozytendifferenzierung von
Zellen epikardialen Ursprungs (164). Weiterfuhrende Untersuchungen kdnnten der Frage
nachgehen, in welcher Weise Wtl, Npr3 und Wntl0B bei der Herz- und
Nierenentwicklung funktionell zusammenwirken. Dies gilt in gleicher Weise fir die
anderen untersuchten Gene, die u.a. in der Niere exprimiert werden: Mutationen im
Daam2-Gen koénnen zu einem nephrotischen Syndrom fihren (165) und der Adoral-
Knockout in Mausen verursacht den Phanotyp einer diabetischen Nephropathie (166).
Neben dieser Auswahl an Transkripten konnte mit Hilfe des genomweiten Ansatzes eine
grol3e Anzahl an Genen identifiziert werden, die entweder direkt oder indirekt durch WT1
reguliert werden. Zusammenfassend lasst sich konstatieren, dass die Kombination aus
Vivo-Morpholino induziertem Wtl-Knockdown in embryonalen Nierenorgankulturen mit
Next Generation Sequencing als Methode zur Identifikation neuer potenzieller Zielgene
und zur Analyse transkriptioneller Netzwerke in der Nierenentwicklung geeignet ist. Uber
die Charakterisierung einzelner potenzieller Zielgene lassen sich in Zukunft
maoglicherweise weitere neue embryonale Signalmechanismen wahrend der

Nephrogenese aufdecken.

4.1.2 Bedeutung von HoxB9 als neues WT1-Zielgen

Im Rahmen dieser Arbeit konnte HoxB9 als neues WT1-Zielgen charakterisiert werden.
Die bekannte Expression in der sich entwickelnden Niere sowie das Vorkommen in
bereits publizierten, genomweiten Sequenzierdatensatzen (129, 149, 150), die eine
Bindung von WT1 an den HoxB9-Promotor in der embryonalen Niere nahelegten, waren
Grunde fur die Wahl von HoxB9. Weiterhin wurden in vorherigen Untersuchungen
einzelne Hox-Gene wie HoxD4 (129) und HoxA10 (167) als Zielmolekile von WT1
beschrieben. Die transkriptionelle Repression von HoxA10 durch WT1 wird sogar klinisch
zur Bestimmung des histologischen Subtyps von Ovarialkarzinoms und anderen
gynakologischen Krebsarten genutzt (167). Unter Bericksichtigung der sich
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Uberlappenden Gewebeexpression und der Rolle der beiden Transkriptionsfaktoren im
Rahmen der Entwicklung und Tumorentstehung wurde HoxB9 zur Evaluation als direktes
Zielgen von WT1 ausgewahilt.

Wahrend die Wirkung von WT1 auf seine Zielgene meist entweder stimulierend oder
hemmend ist, zeigen die Daten dieser Arbeit, dass WT1 die Transkription eines einzelnen
Gens bidirektional regulieren kann. WT1 reprimiert die HoxB9 mRNA-Expression in
murinen embryonalen Nierenorgankulturen, mesonephrischen M15-Zellen und humanen
Nierenkarzinomzellen (786-0) (Abb. 11A-C). Hingegen wird in den von der menschlichen
embryonalen Niere abgeleiteten HEK293-Zellen sowie in den vom Osteosarkom
abgeleiteten U20S- und UB27-/UD28-Zellen die HoxB9-Expression durch WT1 aktiviert
(Abb. 12A und 13A+B). Mit Hilfe weiterer Methoden wie Reporterassays liel3 sich der
jeweilige WT1-abhangige Effekt auf den HoxB9-Promotor in den unterschiedlichen
Zelllinien bestatigen (Abb. 17A-C). Auch auf Proteinebene konnten mittels Western Blot
die mMRNA-Veranderungen verifiziert werden (Abb. 11D-F, 12B, 13C,D).

Dabei wurde der Effekt beider WT1-Proteinisoformen — WT1(-KTS) und WTL1(+KTS) —
sowohl auf mMRNA-Ebene als auch mittels Reporterassays evaluiert. Es fiel auf, dass
beide WT1-Varianten den HoxB9-Promotor aktivieren, wobei die WT1(-KTS)-Isoform
einen starkeren transkriptionellen Effekt zeigte (Abb. 17A-C). Dies stimmt mit den
vorherigen Beobachtungen (berein, dass die WT1(-KTS)-Variante vorwiegend
transkriptionell aktiv ist, wahrend die WT1(+KTS)-Variante eher in posttranskriptionelle
Prozesse involviert ist (7-9). Ob HoxB9 zusatzlich auch auf posttranskriptioneller Ebene
durch WT1 reguliert wird, z.B. durch eine uber die 3’UTR vermittelte mRNA-Stabilisierung
wie bereits fur andere Gene beschrieben (2), sollte weiter untersucht werden.
Interessanterweise wurde eine Repression des HoxB9-Promotors in den M15del.Wt1-
Zellen ausschlief3lich durch die WT1(-KTS)-Variante, nicht jedoch durch die WT1(+KTS)
Isoform verursacht (Abb. 17B). In der Literatur wurde beschrieben, dass beide Varianten
zu einer Repression fuhren kdénnen (168). Mdglicherweise erfolgt die reprimierende
Wirkung der WT1(+KTS)-Isoform zelltypabhangig und erfordert das Vorhandensein
weiterer Faktoren.

Eine Bindung von WT1 an den HoxB9-Promotor konnte in der Vergangenheit in
verschiedenen genomweiten Untersuchungen nachgewiesen werden (51). Dies trifft
sowohl fur die embryonale Niere (129) als auch fur die glomerularen Podozyten zu (150).

In Erganzung zu diesen Beobachtungen zeigte sich in den ChlIP-Experimenten dieser
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Arbeit eine deutliche Anreicherung mit dem WT1-Antikbrper am HoxB9-Promotor im
Chromatin der M15-, U20S-, UB27- und UD28-Zellen (Abb. 14).

Aus friheren ChIP-Experimenten (51) geht hervor, dass WT1 an mehrere Stellen des
HoxB9-Promotor bindet. Mit Hilfe von Reporterassays und EMSAs konnte dies in der
vorliegenden Arbeit experimentell nachgewiesen werden. Mittels EMSA lie3en sich
mindestens vier WT1-bindende Sequenzen im HoxB9-Promotor ermitteln (Abb. 16).
Durch Mutationen, die in die WT1-Bindungsstellen eingefligt wurden, liel3 sich die WT1-
Bindung abschwachen bzw. verhindern. Allerdings mussten die Wildtyp-
Bindungssequenzen im EMSA deutlich abgewandelt werden, was auf eine starke WT1-
Affinitat zu den konservierten Sequenzen hindeutet. Gesttitzt wird diese Ansicht durch
die Beobachtung, dass die im Rahmen der Reporterassays durchgefuhrten Mutationen
die WT1-Aktivitat nur in geringem Mal3e abschwéachten (Abb. 18). Dies deutet auf eine
funktionelle Redundanz der cis-wirkenden Elemente hin. Die Kombination von mehreren
Bindungsstellen gepaart mit einer hohen Affinitat zu den einzelnen Sequenzen lasst
vermuten, dass es sich bei HoxB9 um ein wichtiges Zielgen von WT1 handelt.

Wie am Beispiel von HoxA10 nachgewiesen, konnen in einem Promotor mehrere
regulatorische Elemente vorhanden sein, die sowohl aktivierende als auch reprimierende
Eigenschaften vermitteln (167). Wie viele regulatorische Elemente im HoxB9-Promotor
tatsachlich existieren und wo genau sie lokalisiert sind, bleibt in dieser Arbeit offen.
Allerdings geht aus den Ergebnissen hervor, dass fur die Repression des HoxB9-
Promotors in den M15del.Wtl1-Zellen eine Promotorlange von mindestens 559 bp ndétig
ist. Ob innerhalb dieses HoxB9-Promotorabschnitts ein einziges Element lokalisiert ist,
welches die Repression vermittelt, konnte in zukinftigen Untersuchungen ermittelt
werden. Das Vorhandensein einer Bindungsstelle nahe des Transkriptionsstarts
erscheint allerdings plausibel, da in den U20S- und HEK293-Zellen das HoxB9-
Promotorkonstrukt mit einer Lange von 311 bp durch WT1 weiterhin induziert wird (Abb.
17A-C).

Dass WT1 einzelne Zielgene aktivieren und andere reprimieren kann, wurde bereits
beschrieben (3). Die molekularen Mechanismen fir die bidirektionale
Transkriptionsregulation durch WT1 sind allerdings weitgehend unbekannt, aber die
Verwendung mehrerer WT1-Isoformen, die zell- und kontextabhangige Interaktion mit
variablen Kofaktoren sowie posttranslationale Modifikationen des WT1-Proteins kénnen

als Erklarungsansatze dienen (3). Einzelne Gene, die wie HoxB9 im Rahmen eines
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veranderten zellularen Kontextes gegensatzlich reguliert werden, wurden bisher selten
beschrieben. Ein Beispiel hierfur ist das Wnt4-Gen, Uber dessen transkriptionelle
Aktivierung WT1 die mesenchymal-epitheliale Transition wéhrend der Nierenentwicklung
einleitet (47). Im Kontext der Epikardentwicklung reguliert WT1 den umgekehrten
Prozess (EMT), der mit einer Hemmung der Wnt4-Expression verbunden ist (169). In
Nierenzellen rekrutiert WT1 CBP/p300 als Koaktivatoren zum Wnt4-Promotor, wahrend
in Epikardzellen BASP1 als Korepressor von WT1 wirksam ist (169). Interessanterweise
fuhrt ein WT1-Verlust zu einer veranderten Chromatinarchitektur des gesamten CTCF-
gebundenen Wnt4-Lokus (169). Neuere Ergebnisse zeigen, dass dieses Phdnomen, das
als ,Chromatin-Flip-Flop“ bezeichnet wird, mit dem Vorhandensein oder Fehlen
spezifischer Histonmodifikationen korreliert: In Nierenzellen, in denen das Wnt4-Gen
aktiv ist, konnte eine Trimethylierung des Lysinrests 4 des Histons H3 (H3K4me3) am
Wnt4-Lokus detektiert werden sowie eine Acetylierung von H3K9 und H3K14 (H3K9ac
und H3K14ac) (170). Epikardzellen, in denen Wnt4 herunterreguliert ist, weisen
stattdessen eine Trimethylierung des H3K27 (H3K27me3) auf (170). Diese aktivierenden
oder reprimierenden Chromatinveranderungen des Wnt4-Promotors sind WT1-abhéngig
und CTCF ist dabei entscheidend fur den Aufbau und/oder den Erhalt der
Chromatinstruktur (170). Erste Erkenntnisse in Bezug auf die Frage, ob
Histonmethylierungen und verschiedene Kofaktoren wie BASP1 in der WT1-abhangigen
HoxB9-Regulation eine Rolle spielen, konnten im Rahmen dieser Arbeit gewonnen
werden. Eine madgliche Beteiligung von CTCF oder anderer Kofaktoren bedarf einer

tiefergehenden Untersuchung der komplexen Mechanismen.

4.1.3 Bedeutung von BASP1 als Kofaktor in der WT1l-abhangigen HoxB9-
Regulation

WT1 besitzt eine Repressionsdoméne, an die Interaktionspartner wie der transkriptionelle
Korepressor BASP1 binden, was zur Hemmung der Transkription von Zielgenen fuhrt
(15, 16, 158). Beide Proteine sind im Zellkern lokalisiert (16, 160) und werden in der sich
entwickelnden Niere und anderen Geweben koexprimiert (16). Dartiber hinaus wurden
WT1 und BASPL1 in den Kernextrakten der M15- und U20S-Zellen nachgewiesen (16,
18). Es wurden bereits mehrere Gene beschrieben, die eine Rolle bei der zellularen
Differenzierung spielen und an deren Promotor der BASP1/WT1-Komplex bindet wie z.B.
c-MYC, PODXL, BAK und SRPK1 (158, 171).
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Mittels ChIP-Assay konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass BASP1 an den
HoxB9-Promotor im Chromatin der mesonephrischen M15-Zellen, der vom Osteosarkom
abgeleiteten U20S- und der nicht-induzierten UB27-Zellen bindet (Abb. 21D-F).
Bemerkenswerterweise konnte nach Induktion der WT1(-KTS)-Variante BASP1 am
HOXB9-Promotor im Chromatin der UB27-Zellen nicht mehr nachgewiesen werden (Abb.
21F). WT1 konnte BASP1 vom HOXB9-Promotor in den induzierten UB27-Zellen
,verdrangen® und so in einer Aktivierung resultieren, wie auf mMRNA-Ebene beschrieben.
Die Ursache fur dieses Phanomen liel3 sich nicht abschlieRend klaren und kodnnte
Gegenstand weiterer Untersuchungen sein.

Daruiber hinaus wurde mittels Reporterassays gezeigt, dass die Uberexpression von
BASP1 in U20S- und HEK293-Zellen die stimulierende Wirkung von WT1 auf den
HOXB9-Promotor aufhebt (Abb. 22). Ob die U20S- und HEK29-Zellen einen relativen
BASP1-Mangel aufweisen, so dass die Repression erst nach Uberexpression erfolgt, ist
zu diskutieren. In den M15-Zellen scheint die hemmende Wirkung von BASP1 nicht allein
fur die WT1-abhangige Repression verantwortlich zu sein, denn ein siRNA-Knockdown
von Baspl erhohte die HoxB9-mRNA nicht signifikant (Abb. 21A). Die Kontrolle mittels
Western Blot zeigte vor allem eine Herunterregulation der 52-kDa-BASP1-Isoform,
wahrend die 40-kDa-Variante unverandert blieb (Abb. 21B). Es lasst sich spekulieren, ob
bei BASP1-Knockdown die verbleibende Restaktivitat fur eine anhaltende HoxB9-
Repression ausreichte. Allerdings fuhrte ein Wtl-Knockdown in BASP1-depletierten
M15-Zellen weiterhin zu einer signifikanten Zunahme der HoxB9-mRNA (Abb. 21C).
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die WT1-abhangige Repression von HoxB9 in
M15-Zellen nicht ausschlie3lich auf dem Effekt von BASP1 beruht. Fur eine endgultige
Klarung des Mechanismus wirde sich am ehesten eine Zelllinie mit vollstandigem Basp1-
Knockout eignen.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass BASP1 als Korepressor von WT1 an
der bidirektionalen Regulation von HoxB9 beteiligt ist. BASP1 und WT1 scheinen
abhangig vom Zelltyp einen reprimierenden bzw. aktivierenden Effekt auf das HoxB9-
Gen zu haben. Daneben verursachte der Knockdown von BASP1 eine signifikante
Abnahme von Wt1-mRNA und -Protein (Abb. 21A+B). Dies deutet darauf hin, dass WT1

moglicherweise die Expression von Baspl reguliert.
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4.1.4 Histonmethylierung/-acetylierung als regulatorische Mechanismen

Die Expression von Hox-Genen wird u.a. durch PcG (polycomb group proteins) reguliert
(74). Dies trifft auch fur HoxB9 zu, das als Zielgen des PRC1- und PRC2-Komplexes
beschrieben wurde (92-94). PRC2 ist ein Methyltransferase-Komplex, der durch die
Histonmethylierung H3K27me3 Gene reprimiert (95, 96). Bereits in friheren
Untersuchungen wurde H3K27me3 am HoxB9-Promotor mittels genetischer und
pharmakologischer Unterdrickung von EZH2 in Neuroblastomzellen reduziert (94).
Aufgrund der grofRen Bedeutung der Histonmethylierungen fur die Repression der Hox-
Gene wurde im Rahmen dieser Arbeit der Frage nachgegangen, ob die katalytische
Untereinheit EZH2 bzw. die reprimierende Histonmarkierung (H3K27me3) bei der WT1-
abhangigen HoxB9-Repression eine Rolle spielt.

Diese Vermutung wird durch die Beobachtung gestltzt, dass U20S-Zellen trotz
erhaltener Expression von EZH2 einen Verlust von dessen enzymatischer Aktivitat
aufweisen (155). Dies konnte durch den fehlenden Nachweis von H3K27me3 in U20S-
Zellen mittels Western Blot im Rahmen dieser Arbeit bestatigt werden (Abb. 19A). Damit
einhergehend zeigte sich bei einer Chromatin-Immunprazipitations-Sequenzierung
(ChlIP-Seq) von U20S-Zellen lediglich eine H3K4me3-Histonmethylierung des HoxB9-
Promotors (172). Dies ist vor dem Hintergrund erwéhnenswert, dass HoxB9 i.d.R. eine
H3K27me3-Histonmethylierung oder als bivalent gene beide Histonmethylierungsstatus
(H4K3me3 und H3K27me3) aufweist (173). Eine alleinige, mit einer
Transkriptionsaktivierung in Zusammenhang stehende H3K4me3-Histonmethylierung ist
eine Besonderheit und kdnnte eventuell den aktivierenden WT1-Effekt auf den HoxB9-
Promotor erklaren, ahnlich wie es fir Wnt4 gezeigt wurde (170). Die ChIP-Seqg-Daten
stutzen diese Annahme, da HoxB9 in anderen untersuchten Zelllinien wie den
embryonalen Stammzellen (ESC) oder Osteoblasten entweder nur eine H3K27me3- oder
beide genannten Histonmethylierungsvarianten aufweist (172).

Die Ergebnisse dieser Arbeit stimmen mit friiheren Beobachtungen Uberein: Mittels ChlP-
Assay konnte im Chromatin der U20S-Zellen eine signifikante Anreicherung mit dem
H3K27ac-Antikdrper am HoxB9-Promotor nachgewiesen werden (Abb. 20A). Im
Gegensatz dazu zeigte sich in den M15-Zellen eine starkere, wenn auch nicht signifikante
Anreicherung mit dem H3K27me3-Antikdrper. Beide Zelllinien wiesen lediglich eine
schwache Anreicherung von H3K4me3 auf. Eine Behandlung der M15-Zellen mit den
selektiven EZH2-Inhibitoren Tazemetostat und GSK126 (156) fihrte zwar zu einer
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Reduktion von H3K27me3, die sowohl mittels Western Blot (Abb. 19B) als auch mittels
ChIP (nicht signifikant) (Abb. 20A) detektiert wurde, allerdings zu keiner Veranderung der
HoxB9-mRNA oder Protein-Expression (Abb. 20B+C). Abschlielend wurde in den M15-
Zellen ein Wt1-Knockdown mittels SiRNA durchgefuhrt, wobei der signifikante Anstieg der
HoxB9-mRNA durch GSK126 nicht blockiert wurde (Abb. 20D).

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass die Hemmung des HoxB9-Gens durch
WT1 in den M15-Zellen keine Trimethylierung von H3K27 (H3K27me3) durch EZH2
erfordert. Inwiefern WT1 wiederum das Vorhandensein bzw. den Verlust von
Histonmodifikationen am HoxB9-Promotor reguliert, gilt es in zuklnftigen
Untersuchungen herauszufinden.

Ergadnzend zu den Erkenntnissen der Regulation des Wnt4-Lokus, konnte beobachtet
werden, dass WT1 auch mit epigenetischen Faktoren wie Menin und DNMT1 interagiert
(174). In embryonalen Fibroblasten der Maus verstarkt der Tumorsuppressor Menin die
Expression von WT1, das wiederum den Polycomb-Komplex (PcG) zum Promotor des
Pax2-Gens rekrutiert und dessen Expression durch Trimethylierung von H3K27 und
CpG-Hypermethylierung unterdriickt (H3K27me3) (174). Ob die HoxB9-Aktivierung
durch das fehlende Zustandekommen einer H3K27me3-Histonmethylierung in den

U20S-Zellen unterstitzt wird, gilt es in Zukunft zu ermitteln.

4.1.5 Bedeutung der WTl-abhangigen HoxB9-Regulation fir die Nieren- und
Tumorentwicklung

WT1 ist das besonderes Beispiel fir ein Protein, welches an der Schnittstelle zwischen
Entwicklung und Tumorbildung wirkt. Die Funktion von WT1 ist wahrscheinlich am besten
im Kontext der Niere untersucht, wo WT1 als klassischer Tumorsuppressor wirksam ist
(47). Als Resultat einer gestdrten Nierenentwicklung kénnen bei einem WT1-Gendefekt
Wilms-Tumore aus postnatal persistierenden Clustern von proliferierenden embryonalen
Zellen, den sog. nephrogenic rests, entstehen (175).

In der murinen embryonalen Niere wird HoxB9 durch WT1 gehemmt. Mit Hilfe von in-situ-
Hybridisierungen konnte gezeigt werden, dass sich die WT1-abhangige Hemmung der
HoxB9-Expression in einer unterschiedlichen Lokalisation der entsprechenden mRNAs
in der embryonalen Niere widerspiegelt. Wahrend Wil in Ubereinstimmung mit

vorherigen Beobachtungen im Mesenchym exprimiert wird (159, 162), findet sich die
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HoxB9-mRNA vor allem in der Ureterknospe und den capillary loop stage Nephronen
(Abb. 23). Nur wenige Zellen weisen eine Kolokalisation beider Transkripte auf.

Frihere Studien zeigen fur HoxB9 ein dynamisches Expressionsmuster wéhrend der
Nierenentwicklung: Zum Zeitpunkt E12.0 war HoxB9 im Mesenchym, zum Zeitpunkt
E17.5 Uberwiegend in der Ureterknospe detektierbar (151). Spatestens ab E13.0 wird
WT1 stark im Mesenchym exprimiert, wo es fur die mesenchymal-epitheliale Transition
notwendig ist (47). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit suggerieren, dass WT1 die
HoxB9-Expression im metanephrischen Mesenchym hemmt. Uber diesen Effekt lieRe
sich die deutliche Expression von HoxB9 im WT1l-negativen Ureterepithel der
embryonalen Niere erklaren. Basierend auf vorherigen Beobachtungen scheint HoxB9
eine Rolle fur den Erhalt des epithelialen/ mesenchymalen Gleichgewichts zu spielen,
dabei aber eher den Prozess eines EMT zu induzieren (108). Welche Vorgdnge HoxB9
im Kontext der Nierenentwicklung fordert und welche Funktionen HoxB9 in den
verschiedenen Kompartimenten der embryonalen Niere erfillt, bleibt in zukinftigen
Untersuchungen zu ermitteln. Weiterhin ist die Frage zu klaren, ob HoxB9 das
Ureterwachstum stimuliert und generell fiir die Nierenentwicklung notwendig ist. Indirekte
Hinweise hierauf ergeben sich aus Zielgenen, die gemeinsam durch WT1 und HOXB9
reguliert werden. Als solche wurden Amphiregulin (AREG) und Epiregulin (EREG)
beschrieben, die beide das verzweigende Ureterwachstum wahrend der
Nierenentwicklung fordern (31, 113).

In den humanen embryonalen Nierenzellen (HEK293) wird die Expression von HoxB9
durch WT1 stimuliert. Ob dies zu einem veranderten Expressionsmuster in der sich
entwickelnden humanen Niere fuhrt und inwieweit die Ergebnisse aus der embryonalen
murinen Niere auf den Menschen Ubertragbar sind, konnte Bestandteil weiterer
Forschung sein.

Zahlreiche Daten deuten darauf hin, dass WT1 nicht nur als Tumorsuppressor fungiert,
sondern auch onkogene Eigenschaften hat (56). Diese Auffassung basiert hauptsachlich
auf dem Nachweis von WT1 in Tumoren, deren intakte Ursprungsgewebe wenig oder
kein WT1 exprimieren, sowie der Feststellung, dass WT1 die Zellproliferation in vitro und
in vivo stimulieren kann (57, 60, 62, 176). Vor dem Hintergrund, dass eine HoxB9-
Uberexpression in verschiedenen Tumoren haufig mit einer schlechten Prognose
einhergeht und den Progress fordert (108-110), erscheint eine weitergehende

Untersuchung der WT1-abhéngigen HoxB9-Regulation in den jeweiligen Tumorarten
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sinnvoll. So sind die Wtl- und HoxB9-Expressionsniveaus bei vielen malignen
Erkrankungen wie der myeloischen Leukdmie, dem Ovarialkarzinom und Osteosarkom
erhoht (57, 177-180).

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchte HoxB9-Regulation zeigt eine Aktivierung durch
WT1 in den vom Osteosarkom abgeleiteten U20S- und UB27-/UD28-Zellen (Abb. 13). In
friheren Veroffentlichungen konnte bereits nachgewiesen werden, dass FAT10 Uber die
Stimulation der HoxB9-Expression die Invasion, Metastasierung und den Prozess der
EMT in U20S-Zellen fordert (181). Weiterhin liel3 sich durch Transfektion mit MicroRNA
miR-557 die HoxB9-Expression in U20S-Zellen hemmen und dadurch die EMT sowie die
zellulare Malignitat reduzieren (182). Unter Berlcksichtigung dieser Daten lasst sich
spekulieren, dass die WT1-vermittelte Stimulation von HoxB9 in den U20S-Zellen einen
invasiven zellularen Phanotyp begunstigt. Es bleibt abzuklaren, ob HoxB9 und WT1 in
der Entwicklung und/ oder in Tumoren beim Prozess des EMT/MET kooperieren oder
gegensatzlich wirken.

In den vom klarzelligen Nierenzellkarzinom abstammenden 786-0-Zellen wurde HoxB9
durch WT1 gehemmt (Abb. 11B). In diesen Zellen scheint HoxB9 hypermethyliert und in
der Konsequenz herunterreguliert zu sein (183). Dariiber hinaus wurde festgestellt, dass
die Inhibition von HoxB9 und EGR1 durch miR-192 die Angiogenese in Ovarial- und
Nierenkarzinommodellen hemmt (184). Andererseits fordert WT1, das zur EGR-
Transkriptionsfaktorfamilie gehort und haufig in kleinen Tumorblutgefalen exprimiert
wird, moéglicherweise die Tumorangiogenese (185). Es erscheint deshalb plausibel, dass
die WT1-induzierte Expression von HoxB9 in manchen Krebsarten pro-angiogene
Mechanismen aktiviert. Dieser auch therapeutisch interessante Zusammenhang sollte in
zukunftigen Arbeiten naher untersucht werden. Beispielsweise verursachte ein WT1-
Knockout in endothelialen und hdmatopoetisch abgeleiteten Zellen eine Regression der
Tumorvaskularisation und eine verbesserte Immunantwort, was zu einer verminderten
Metastasierung, einer Regression etablierter Tumore und einem verbesserten Uberleben
fuhrte (185).

Beide Proteine scheinen wichtige Regulatoren der embryonalen Entwicklung und der
Tumorentstehung sowie -erhaltung zu sein. Eine tiefergehende Analyse der Interaktion

in den genannten Prozessen sollte Bestandteil der zukinftigen Forschung sein.
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4.2 Limitationen und Ausblick dieser Arbeit

Eine grundséatzliche Limitation dieser Arbeit stellt der Unterschied zwischen Organ-/
Zellkulturen und der Situation in vivo dar. Mit den embryonalen Nierenkulturen wurde der
Versuch unternommen, mdglichst organtypische Bedingungen zu etablieren. Dass dies
zumindest ansatzweise gelungen ist, lasst sich an der Ausbildung einer zunehmenden
Anzahl von Nephronen wahrend der Dauer der Kultivierung erkennen. Die
Nierenentwicklung wird durch wechselseitige induktive Signale aus dem Mesenchym und
dem einsprossenden Ureterepithel stimuliert (47). Das verwendete Organkulturmodell
ermdglicht zwar, den summierten Effekt eines Wtl-Knockdowns auf die Genexpression
in der Gesamtheit der embryonalen Niere zu ermitteln, allerdings ist die Analyse einzelner
zellularer Kompartimente nicht méglich. Einen aussichtsreichen experimentellen Ansatz,
um das Zusammenwirken verschiedener Zelltypen wéhrend der Nephrogenese zu
erforschen und die Rolle von WT1 besser zu definieren, bietet die Transkriptomanalyse
mittels Einzelzellsequenzierungen.

In dieser Arbeit wurde HoxB9 als ein neues WT1-Zielgen ndher charakterisiert. Die
durchgefuhrten Experimente basieren Uberwiegend auf In-vitro-Techniken. Eine Klarung
der Frage, ob WT1 die HoxB9-Expression auch in vivo reguliert, bedarf zusatzlicher
Untersuchungen. Hierfur konnte an Mausen, bei denen Wtl zu definierten Zeitpunkten
und in spezifischen Zelltypen der embryonalen Niere ausgeknockt wird, die Expression
von HoxB9 analysiert werden. Im néchsten Schritt liel3e sich ggf. Gberprufen, ob durch
konditionellen Doppelknockout von HoxB9 und Wtl die Auswirkungen eines Wtl-
Verlustes auf die Nierenentwicklung der Maus abgeschwacht werden. Eine zumindest
partielle Wiederherstellung der normalen Nierenentwicklung wirde die Bedeutung von
HoxB9 als WT1-Zielgen und seine Rolle in der normalen Nierenentwicklung
unterstreichen. Uber die Rolle von HoxB9 im Rahmen der Nierenentwicklung ist ebenfalls
noch nicht viel bekannt. Ein Ansatz ware die Charakterisierung weiterer Zielgene des
Transkriptionsfaktors HoxB9 mit Hilfe von Knockdown-Versuchen in der embryonalen
Niere.

Ein weiterer limitierender Faktor dieser Arbeit ist die Verwendung der in-situ-RNA-
Hybridisierung zur Detektion der HoxB9-Expression in der embryonalen Niere. In
Ermangelung eines  zuverlassigen  Anti-HoxB9-Antikdrpers  konnte keine
Immunhistochemie (IHC) durchgefiihrt werden, sodass sich nur eine sehr eingeschrankte

Aussage Uber die HoxB9-Proteinexpression treffen lasst. Eine zukinftige Etablierung von
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im murinen Organismus zuverlassig funktionierenden Antikérpern, koénnte diesen
limitierenden Faktor beheben.

Ob die Ergebnisse der WT1-abhangigen Repression von HoxB9 in den Organkulturen
und den mesonephrischen M15-Zellen auf den humanen Organismus ubertragbar sind,
bleibt zu klaren. Die humanen, vom klarzelligen Adenokarzinom abstammenden 786-0-
Zellen wiesen ebenfalls eine Repression von HoxB9 auf, wahrend die humanen, von
einer embryonalen Niere abstammenden HEK293-Zellen eine HoxB9-Aktivierung durch
WT1 aufzeigten. Weitere Untersuchungen in humanen Zelllinien kénnten Aufschluss
beziiglich der Ubertragbarkeit der gewonnenen Daten auf den Menschen geben.
Weiterhin bleiben im Rahmen dieser Arbeit Fragen zum Mechanismus der bidirektionalen
Regulation von HoxB9 durch WT1 offen. Sind neben BASP1 weitere Kofaktoren fur die
WT1-abhéngige HoxB9-Repression notwendig, die eventuell noch gar nicht identifiziert
wurden? Ein Hinweis fur diese Vermutung kénnte sein, dass WT1 in allen untersuchten,
endogen exprimierenden Zelllinien hemmend auf HoxB9 wirkt, wahrend eine WT1-
Uberexpression in WT1-defizienten Zellen HoxB9 stimuliert. Weiterhin stellt sich die
Frage nach der Beteiligung bekannter Korepressoren von WT1 wie z.B. Par-4, Cited2
oder p53, an der HoxB9-Regulation (20, 21, 23).

In dieser Arbeit wurde mittels Reporterassays gezeigt, dass BASP1 die WT1-abhangige
HoxB9-Aktivierung verhindern kann. Ob BASP1 die reprimierende Wirkung von WT1
vermittelt, konnte nicht abschlieRend geklart werden. Um diese Frage zu beantworten,
missten BASP1-Knockout-Zelllinien etabliert und an diesen die Auswirkungen auf die
HoxB9-Expression analysiert werden.

Daruiber hinaus wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit Histonmethylierungen als
Ursache fur die bidirektionale Regulation von HoxB9 durch WT1 untersucht. Ob die
HoxB9-Aktivierung durch das Fehlen der H3K27me3-Histonmethylierung in U20S-Zellen
unterstitzt wird, bleibt abzuklaren. Umfassendere Untersuchungen, die auch andere
Histonmarkierungen wie z.B. die Acetylierung von H3K9 und H3K14 (H3K9ac und
H3K14ac) einschlie3en, kdnnen neue Erkenntnisse liefern. Auch die Suche nach einer
moglichen Beteiligung von CTCF an der HoxB9-Regulation erscheint vielversprechend.
Bislang liegen nur Einzelberichte vor, wonach WT1 seine Zielgene tber Verdnderungen
der Histonmethylierungen reguliert (174). Eine kritische Uberprifung dieser
Beobachtungen kann ebenfalls ein Baustein zum besseren Verstandnis der komplexen

Mechanismen der Zielgen-Regulation durch WT1 sein.
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Ein weiterer experimenteller Ansatz zur Klarung der bidirektionalen Regulation von
HoxB9 durch WT1 Dbesteht in der Analyse des HoxB9-Promotor-DNA-
Methylierungsstatus, die mittels Bisulfit-Sequenzierungen maoglich ist. Auch eine
zellkontextabh&ngige Phosphorylierung von WT1 kommt als Ursache fur den komplexen
Einfluss von WT1 auf die Expression von HoxB9 in Frage. Tatsachlich kann WT1 durch
die Proteinkinase A (PKA) und C (PKC) an Serinresten im zweiten und dritten Zinkfinger
phosphoryliert werden, was eine Hemmung der DNA-abhangigen, transkriptionell
reprimierenden Wirkung von WT1 bei unveranderter RNA-Bindungsaffinitat bewirkt (26).
Es lasst sich dartber spekulieren, ob WT1 in U20S- und HEK293-Zellen phosphoryliert
wird und dadurch seine reprimierende Wirkung auf den HoxB9-Promotor verliert.

In friheren Arbeiten wurde beschrieben, dass der HoxB9-Promotor eine
Sekundarstruktur ausbildet (153). Ob diese Struktur die Affinitat von WT1 zum HoxB9-
Promotor erh6ht, kénnte ebenfalls eine Fragestellung fur weitergehende Untersuchungen
sein.

Abschliel3end sei nochmals auf die klinisch bedeutsame Rolle von WT1 und HoxB9 in
der Tumorentstehung und -progression hingewiesen. An Tumoren und Tumorzellen ist
zu untersuchen, ob WT1 tber die Regulation von HoxB9 den Prozess des EMT veréandert
und die zellulare Malignitat beeinflusst. Die Erforschung der WT1-abhéangigen HoxB9-
Regulation kann ebenfalls zur Klarung der Frage beitragen, ob WT1 in unterschiedlichen
Tumoren als Tumorsuppressor oder Onkogen anzusehen ist. Langfristig konnen die
gewonnenen Erkenntnisse dazu beitragen, neue Therapieansatze fur die Behandlung

maligner Erkrankungen zu entwickeln.
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