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Zusammenfassung

Das Medulloblastom (MB) ist ein hochmaligner embryonaler Tumor des zentralen
Nervensystems und stellt den h&ufigsten malignen Hirntumor im Kindesalter dar. Sowohl
morphologisch als auch molekulargenetisch kann das Medulloblastom in verschiedene
Subgruppen unterteilt werden. Eine dieser Untergruppen, die sogenannten Wnt-
Medulloblastome, ist durch eine pathologische Aktivierung des Wnt-Signalwegs
charakterisiert. Dieser Wnt-Entwicklungskontrollsignalweg ist u.a. fiir die Embryogenese des
Kleinhirns essentiell und kann bei pathologischer Aktivierung die Entstehung verschiedener
epithelialer, mesenchymaler und neuraler Tumore auslésen. Das Wilms Tumorsuppressorgen
WTX kodiert fir eine wesentliche, negativ regulierende Komponente dieses
Entwicklungskontrollsignalwegs. Ziel dieser Arbeit war es nachzuweisen, ob sich in
Medulloblastomen  genetische  Veranderungen wie somatische Mutationen oder
Expressionsunterschiede im  Wilms Tumorsuppressorgen detektieren lassen, die
moglicherweise fir die pathologische Wnt-Aktivierung im Medulloblastom verantwortlich
sind.

Mit Hilfe der Einzelstrang-Konformations-Polymorphismus- (SSCP) und Sequenzierungs-
Analyse konnten in einem Kollektiv von 67 humanen Medulloblastomen und 5
Medulloblastomzelllinien in 3 Proben somatische Mutationen im WTX-Gen nachgewiesen
werden, die groRtenteils zu einer pathologischen Aktivierung des Wnt-Signalwegs fiihren,
was die funktionelle Relevanz dieser somatischen Mutationen untermauert.

Zum Nachweis einer moglichen Regulierung von WTX im Medulloblastom wurde eine
quantitative Genexpressionsanalyse von WTX in 43 MB sowie 5 MB Zelllinien durchgefiihrt.
Im Vergleich zu adultem Kleinhirngewebe konnte in Medulloblastomen eine signifikante
WTX-Uberexpression beobachtet werden. Interessanterweise zeigte sich die WTX-Expression
im Medulloblastom verglichen mit fetalem Kleinhirngewebe vermindert; dies kdnnte auf eine
maogliche Beteiligung von WTX innerhalb der Entwicklung des Kleinhirns hinweisen.

Weitere Expressionsanalysen an fetalen und postnatalen Kleinhirnproben unterschiedlichen
Alters sowie Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierungen an murinem Kleinhirn unterschiedlicher
Entwicklungsstadien belegten die Regulation von WTX wéhrend der Kleinhirnentwicklung
und somit auch den Einfluss des Wnt-Signalwegs auf die zerebelldre Genese.
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Anhand von Whnt-aktivierten/-inaktivierten humanen Tumorzelllinien konnte dariiber hinaus
funktionell nachgewiesen werden, dass die Expression von WTX mit der Wnt-Aktivitét
korreliert. So kann Wtix als indirekter Marker fur den Wnt-Aktivitatszustand in der
Tumorzelle betrachtet werden.

Zusammenfassend konnten in Medulloblastomen somatische WTX-Mutationen detektiert
werden, die zu einer funktionellen Aktivierung des Wnt-Signalwegs im Medulloblastom
fihren. Die gesteigerte WTX-Expression in fetalem Kleinhirngewebe sowie in Whnt-aktiven
Zellen unterstreicht WTX als indirekten Marker der Wnt-Aktivitdt wahrend der zerebelldren
Genese und in Tumorzellen. Postnatal konnte die WTX-Expression bzw. die Wnt-Aktivitat
einer spezifischen Phase des sich entwickelnden Kleinhirns zugeordnet werden.

Entgegen vereinzelter Studien, ist das WTX/Wnt-Signal nicht nur auf die Purkinjezellen der
ventrikuldren Zone beschrankt, sondern auch in granularen Zellen mit Ursprung der
rhombischen Lippe, einem gemutmaBtem Zentrum der Medulloblastom-Entstehung, zu

detektieren.
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Abstract

Medulloblastoma (MB) represents the most frequent malignant brain tumor of childhood. It is
morphologically and moleculargenetically divided into different subgroups. One of them, the
so-called Wnt group is characterized by a pathological activation of the Wnt signaling
pathway. The Wnt pathway controls development and is essential in the cerebellar
embryogenesis. Its pathological activation can cause diverse epithelial, mesenchymal and
neural tumors. Previous genetic studies in MBs have identified mutations in genes coding for
S-CATENIN, AXIN1 and CONDUCTIN (AXIN2), which cause activation of the Wnt signaling
pathway in about 10 to 15% of medulloblastoma. The Wnt signaling pathway is negatively
controlled by the Wilms tumor suppressor gene WTX, a component of this signaling complex.
The aim of this study was to investigate genetic alteration in Wilms Tumor Suppressor Gene
which could activate the Wnt signaling pathway pathologically.

A mutational screening of the WTX gene in 67 MB biopsy samples and 5 MB cell lines using
single-strand conformation polymorphism and sequencing analysis should illuminate whether
alterations in WTX may also be involved in the pathogenesis of sporadic MBs. Beside two
MBs with a rare WTX single nucleotide polymorphism, three somatic mutations of the WTX
gene were identified in three different MBs. Mostly, the somatic mutations shows a functional
relevance by inducing the pathological activation of Wnt pathway.

A quantitative expression analysis of the tumor suppressor WTX in 43 MBs and 5 MB cell
lines was initially performed to clarify a possible regulation of WTX expression in
medulloblastoma. Apart from a few expression alterations of WTX in between the MB, the
analysis revealed significant over-expression of WTX mRNA in MB compared to adult
cerebellar tissue. Interestingly, when compared to fetal cerebellar tissue of different
embryonic ages, WTX is down-regulated in medulloblastoma. These results could indicate a
possible involvement of WTX during cerebellar development. Further postnatal expression
analyses in fetal and postnatal cerebellum of different ages and fluorescence in situ
hybridization of murine cerebellum substantiate the regulation of WTX in cerebellar
development and, consequently, the influence of Wnt signaling pathway on the cerebellar

genesis. Moreover, wild-type WTX was found to be over-expressed in tumor cell lines in



which the Wnt signaling pathway is activated by mutations in S-CATENIN. Therefore the
activation state of Wnt signaling in tumor cells can be defined indirectly by Wix.

Our findings indicate that a subset of MBs reveal mutations in the WTX tumor suppressor
gene, which cause a functional activation of Wnt signaling. The up-regulation of WTX in fetal
cerebellar tissue and in Wnt-activated tumor cells suggests that WTX could be a potential
marker within tissue in which the Whnt signaling pathway is activated but WTX seems not to
be a direct target gene of the Wnt pathway. The activity of WTX and Wnt could be related to a
specific postnatal stage of cerebellar development. In contrary to several studies, the
WTX/Wnt signal is not only restricted to the Purkinje cells of the ventricular zone, but also
detectable in granular cells of the rhombic lip, a presumed pathogenetic origin of the
medulloblastoma.



1 Einleitung

1.1 Das Medulloblastom

Das Medulloblastom (MB) ist ein hochmaligner primitiv neuroektodermaler Tumor des
zentralen Nervensystems (ZNS). Gemald der Klassifikation der World Health Organization
(WHO) flr zentralnervose Tumore wird das Medulloblastom den embryonalen Tumoren
zugeordnet [1]. Mit ca. 25% aller intrakraniellen padiatrischen Tumoren stellt das
Medulloblastom den hadufigsten malignen Hirntumor im Kindesalter dar. Das Auftreten
schliet Erwachsene mit ein, wobei 70% aller Patienten mit MB jlinger als 16 Jahre sind, der
Haufigkeitsgipfel liegt zwischen dem 2. und 9. Lebensjahr [2, 3].

Klinisch prasentiert sich das Medulloblastom haufig primér mit Zeichen der intrakraniellen
Drucksteigerung wie Kopfschmerz, Stauungspapille und Emesis bei Nichternheit. Je nach
Sitz und Ausbreitung des Tumors sind Lokalsymptome zu beobachten. Seitenbetonte
Medulloblastome zeigen mit gangbetonter Ataxie, Intentionstremor sowie einer
skandierenden Sprache zunéchst spinozerebelldare Symptome. Von der Mittellinie ausgehende
Raumforderungen sind durch rasch auftretende okklusive Liquorzirkulationsstérungen und
resultierende Hirndrucksymptome charakterisiert. Auch okulomotorische Stdérungen sowie
Paresen des IV. und VI. Hirnnerven kénnen beobachtet werden. In der Bildgebung stellt sich
das Medulloblastom  typischerweise als solide  Raumforderung mit starker
Kontrastmittelaufnahme dar (Abb. 1.1a).

Abb. 1.1a Medulloblastom in der Magnetresonanztomographie, T2-Wichtung



Die makroskopische Struktur des Tumors divergiert stark von derb und gut abgrenzbar bis
weich ohne definierte Grenzen [1, 4]. Mikroskopisch besteht das Medulloblastom aus
undifferenzierten primitiv neuroektodermalen Zellen und charakterisiert sich als klein-, rund-
und blauzelliger, mitunter nodul&r imponierender Tumor mit hoher Proliferationsaktivitat.

Entsprechend der WHO-KIlassifikation wird das Medulloblastom den Grad IV Tumoren
zugeordnet und histopathologisch ein klassischer Typ von weiteren Varianten abgegrenzt:
desmoplastisch, MB mit extensiver Nodularitat, anaplastisch sowie groBRzellig [1]. Beim
klassischen Medulloblastom finden sich zytoplasmaarme Zellen mit hyperchromatischen
Kernen, vielen Apoptosen und Mitosen. Typisch sind neuroblastére Rosetten, die sogenannten
Homer-Wright-Rosetten (Abb. 1.1b). Der desmoplastische Subtyp zeigt Retikulinfaser-freie
zellarme Noduli mit beginnender neuronaler Differenzierung, die umgeben von zelldichten,
retikulinfaserreichen Tumoranteilen sind. Letztere haben eine gesteigerte mitotische und
proliferative Aktivitat. Die extensive Nodularitat hat eine traubenahnliche Bildgebung. Das
groRRzellige Medulloblastom zeichnet sich durch grof’e Tumorzellen mit stark eosinophilem
Zytoplasma und prominenten Nukleolen aus und tritt hdufig als Mischform mit dem

anaplastischen mitose- und apoptosereichen Subtyp auf (Abb. 1.1b) [1].

Abb.1.1b  Mikroskopische Varianten des Medulloblastoms, Hamatoxylin-Eosin-
Farbung; links klassisches MB (4x), rechts grof3zelliges MB (10x)

Die Atiologie des Medulloblastoms ist weitestgehend unbekannt. Medulloblastome treten
zumeist sporadisch auf. Aber auch familidre Syndrome wie Ataxia-telangiectasia, Rubinstein-
Taybi Syndrom, Gorlin Syndrom, Li-Fraumeni Syndrom und das Turcot Syndrom sind mit
einer erhdhten Inzidenz des Medulloblastoms assoziiert. Beim autosomal-dominanten Turcot-
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Syndrom liegt eine Keimbahnmutation des APC-Gens zugrunde, welches ebenso Bestandteil
des Wnt-Signalwegs (wingless type MMTYV integration site) ist. Klinisch wird es durch die
Kombination von Adenomatosis polyposis coli (APC) und einem Tumor des ZNS
gekennzeichnet [5, 6].

Moderne Technologien wie genomweite Expressions- und epigenetische Analysen oder CGH-
Untersuchungen (komparative genomische Hybridisierung) belegen neben der bekannten
histologischen Einteilung des Medulloblastoms nun auch eine Heterogenitéat auf molekularer
Ebene. Genetische Veranderungen in Schlusselmolekiilen onkogener Signalwege fiihren zur
Genese des Medulloblastoms. Diese molekulargenetischen Subgruppen werden durch
spezifische Gensignaturen sowie Kklinikopathologische Eigenschaften charakterisiert. Aktuell
sind verschiedene Mutationen in Tumorsuppressor- und Onkogenen wie APC, CTNNB1 (-
CATENIN), PTCH1/2 bekannt, die in den molekularen Untergruppen des Medulloblastoms
eine Rolle spielen und somit auch Einfluss auf Diagnose, Prognose und Prédiktion des
Medulloblastoms haben. Die neuen Erkenntnisse deuten auf unterschiedliche Ursprungszellen
und Stadien der neuronalen Entwicklung hin [7-10].

Eigenschaften Molekulare Subgruppen des Medulloblastoms
WNT SHH Gruppe 3 Gruppe 4
Demo-  Alter Kind>Erw. Saugling/Erw.>Kind Kind>Sdaugling Kind>Saugling/Erw.
graphie
Geschlecht 1:1 1:1 m>w m>w
Klinik Histologie  klassisch, desmoplastisch/ klassisch, klassisch,
selten LCA noduldr, Klassisch, LCA LCA
LCA
Mx sehr selten selten sehr hdufig haufig
Prognose sehr gut Saugling gut, schlecht intermediér
andere intermediar
Genetik 6- Monosomie @ 3q+ 9qg- 100- 7+ 1g+ 179+ 18q+ 8- 7+ 179+ 18q+ 8-
11p- 59- 10g-169- i17q | 11p-il7q X-
CTNNB1 PTCH1/SMO/SUFU = MYC Amplifikation CDK6 Amplifikation
Mutation Mutation MYCN Amplifikation
GLI2 Amplifikation
MYCN Amplifikation
Genexpression Whnt Signalweg SHH Signalweg Photorezeptor/ neuronal/glutaminerg
MYC + MYCN + GABAerg minimal MYC/MYCN
MYC +++

Tab. 1.1 Molekulare Subgruppen des Medulloblastoms — aktueller Konsensus,
modifiziert nach [11]; SHH — Sonic Hedgehog; Erw. — Erwachsene;
m — méannlich; w — weiblich; LCA — grozellig/ anaplastisches MB;
Mx- Metastasen; + chromosomaler Gewinn, - chromosomaler Verlust,
i Isochromosom



Tab. 1.1 zeigt die aktuell definierten 4 molekularen Subgruppen: Gruppe 1 beschreibt die
Wingless Gruppe (Wnt), Gruppe 2 die Sonic hedgehog Gruppe (Shh) und Gruppe 3 und 4
verschiedene molekulare Profile mit signifikanten Merkmalen von Demographie, Klinik und
Metastasierungsverhalten sowie Prognose. Sie ermdglichen gezielte subgruppenspezifische
Therapieregimen. So erhalten Patienten mit Medulloblastomen der Wnt-Gruppe ein weniger
belastendes Bestrahlungsprotokoll als Patienten, die an einem MB der Gruppe 3 oder 4
erkrankt sind.

Medulloblastome mit SHH-Signatur sind zumeist desmoplastisch und entstehen vermutlich
aus primitiven pluripotenten Vorldauferzellen der &ufReren Kdrnerzellschicht des Kleinhirns.
Der Hedgehog-Signalweg reguliert ihre Proliferation wahrend der neonatalen Entwicklung
des Kleinhirns [12-15]. 10-20% der (sporadischen) Medulloblastome werden der Wnt-Gruppe
zugeordnet und zeigen eine Aktivierung des kanonischen Wnt sowie TGF-f Signalwegs
(transforming growth factor PB) [8, 16-18]. Hier finden sich (berwiegend Kklassische
Medulloblastome. Ursprung der Wnt-Medulloblastome sind wahrscheinlich Zellen der
unteren rhombischen Lippe und des Hirnstamms [19]. Uber die Medulloblastome der Gruppe
3 und 4 ist bislang weniger bekannt, sie stellen 60% aller Medulloblastome dar und werden in
der Literatur vereinzelt als Non-Wnt/Shh-Medulloblastome bezeichnet. lhre Subgruppen-
spezifikationen unterscheiden sich jedoch klar von denen der Gruppe 1 und 2, da sie durch
eine hohe Metastasierungsrate und eine sehr schlechte Prognose (insbesondere Gruppe 3)
charakterisiert sind.

In Deutschland erfolgt die Therapie des Medulloblastoms gemal des HIT-Studienprotokolls
der Gesellschaft fur P&diatrische Onkologie und Hamatologie (GPOH). Einer priméren
chirugischen Tumorentfernung folgt die kraniospinale Radiatio fur Kinder ber 3-5 Jahren.
Adjuvant findet eine Chemotherapie bestehend aus Lomustine, Vincristin und Cisplatin statt.
In den 1980er Jahren lag die Zehnjahres-Uberlebensrate international zwischen 40 und 60%,
bei der multizentrisch angelegten HIT’91 lag das 3-Jahres-progressionsfreie Uberleben bereits
bei 79%. Neben der Mortalitdt sind Spéatfolgen der Therapie einer in der Kindheit
auftretenden Erkrankung von groRer Bedeutung. Prognostisch relevante Marker zur
Therapiestratifizierung sowie der Einsatz spezifischer Wirkstoffe, die zielgerichtet Tumor-
assoziierte Signalwege beeinflussen konnen, sollen maligeblich zur Therapieoptimierung

beitragen [3].



1.2 Medulloblastome der Wnt-Gruppe - klinische Besonderheiten und Diagnostik

Medulloblastome der molekularen Wnt-Gruppe haben mit Langzeitiiberlebensraten von ber
90% die beste Prognose [11, 20, 21]. Genetische Alterationen des APC- und CTNNB1-Gens
aktivieren den Wnt-Signalweg und fuhrten zur Namensgebung ,,Medulloblastome der
Wnt-Gruppe®“. Weiterhin ist die Monosomie 6 ausschlieBlich innerhalb der Wnt-Gruppe
vorzufinden [9, 11]. Histopathologisch sind MBs der Wnt-Gruppe Uberwiegend dem
klassischen Typ, selten dem groRzellig/anaplastischen zuzuordnen. In der Diagnostik werden
neben histologischen Kriterien der WHO die nukledre Immunpositivitdt von B-Catenin und
Mutationsanalysen im Exon 3 des S-CATENIN-Gens sowie FISH-Analysen (Fluoreszenz-in-
situ  Hybridisierung) zum Nachweis einer Monosomie 6 eingesetzt. Die primére
Metastasierungsrate ist sehr niedrig. Wahrend in anderen molekularen Gruppen die Tendenz
zum mannlichen Geschlecht beschrieben wird, ist die Geschlechterverteilung bei Wnt-
Tumoren 1:1 mit leichter Tendenz zum weiblichen Geschlecht. MBs der Wnt-Gruppe werden
vorwiegend bei dlteren Kindern und jungen Erwachsenen diagnostiziert [11]. Aktuell erfolgt
die Therapie nach allgemeiner HIT-Leitlinie, ein spezifisches Protokoll der Wnt-Gruppe ist
derzeit in Planung. Die hohere Uberlebensrate der Wnt-Gruppe erklart das Ziel einer
Therapiereduktion, um Spat- bzw. Folgeschdden von Radiatio und Chemotherapie zu
minimieren. Bei diesem Ansatz einer zielgerichteten Therapie spielt die molekulare
Diagnostik des Medulloblastoms eine groRe Rolle und kénnte einen hohen préadiktiven Wert
fiir den Patienten darstellen [7, 9-11, 21].

1.3 Der Wnt-Signalweg - Bedeutung und Ablauf

Erste Erkenntnisse tiber den Wnt-Signalweg wurden in den 1970er/80er Jahren gemacht, als
das wingless-Gen in der Fruchtfliege Drosophila melanogaster sowie sein Homolog in der
Maus, das Protoonkogen Int-1 mit Schlusselfunktion in der Embryogenese beschrieben
wurden [22, 23]. Im letzten Jahrzehnt wurde die Familie der Wnt-Gene ,,vervollstiandigt™ und
ihr herausragender Einfluss auf Zelldifferenzierung, Segmentierung sowie Proliferation und
Motilitat im embryonalen und adulten Organismus verstanden [24]. Bereits die entwicklungs-
geschichtlich hohe Konservierung der Wnt-Signalkaskade weist auf ihre wesentliche

Bedeutung hin. Mittels Modulierung der Genexpression wird eine Balance zwischen
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Proliferation und Differenzierung sowie Apoptose realisiert. Dies und die Steuerung der
interzellularen Kommunikation ermdglichen eine koordinierte Gewebsorganisation [25-30].

In den Genomen von Mensch und Maus wurden bereits jeweils 19 Wnt-Gene identifiziert,
eine Ubersicht hierzu findet sich auf www.stanford.edu [31]. Die Familie der Wnt-Gene
kodiert fur eine Gruppe von 300 bis 400 Aminoséauren langen Glykoproteinen, die von der
produzierenden Zelle sezerniert werden und durch Interaktion spezifischer Rezeptoren die
weitere Differenzierung der Zelle bestimmt. Die Bindung erfolgt an 7-Helix-G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren der Frizzled-Familie und/oder LDL-Rezeptor-verwandten Proteinen
5 und 6 (LRP-5/6) als Corezeptor [32, 33]. Klassisch wird bis dato der Effekt der Wnt-
Proteine in einen kanonischen Wnt-/B-Catenin Signalweg und die nicht-kanonischen
Signalkaskaden, zu denen der PCP-Signalweg und der Wnt/Ca**-Signalweg gehéren,
unterteilt. Die Kombination des jeweiligen extrazellularen Wnt-Proteins und des spezifischen
Rezeptors aus der Frizzled-Familie an der Zelloberflache bestimmt, welcher Signalweg
induziert wird [30, 34]. Weitere Wnt-Signalkaskaden sind nicht auszuschlieBen [35].
Entsprechend seiner nachgewiesenen Rolle innerhalb der Medulloblastomentstehung wird in
dieser Arbeit der kanonische Wnt-Signalweg betrachtet und im Folgenden der Bezeichnung

» Wnt-Signalweg® gleichgesetzt.

Der Wnt-Signalweg im Detail

Zentrales Element der Wnt-Signaltransduktion ist das Protoonkoprotein -Catenin, welches
sowohl an der Verknupfung von Cadherin-Zelladh&sionsmolekilen mit dem Zytoskelett
beteiligt ist als auch tber die Interaktion mit LEF/TCF-Transkriptionsfaktoren die Expression
von Zielgenen als Kotransaktivator steuert. Die Funktion von B-Catenin wird stark durch
seine intrazellulare Konzentration, dem Phosphorylierungsstatus sowie der Bindung an
spezifische Transkriptionsfaktoren beinflusst. B-Catenin ist das S&ugetier-Homolog des
Drosophila-Proteins Armadillo. Stabilitdt sowie Aktivitdit von B-Catenin wird vom sog.
destruction complex (Zerstorungs-/Degradationskomplex) reguliert. Der Degradations-
komplex ist ein Multiproteinkomplex bestehend aus Axin sowie seinem Homolog Axin 2
(Conductin), dem Tumorsuppressor APC, GSK-3, CKlIa und dem in dieser Arbeit im Fokus
stehenden Protein Wtx [36-40].



Zelle ohne Wnt-Signal/ Abbau von B-Catenin

In Abwesenheit eines Wnt-Signals wird $-Catenin durch die Serin/Threonin-Kinasen CKI und
GSK-3p phosphoryliert und so vom F-Box-Protein B-TrCP erkannt, welches die
Ubiquitinierung von B-Catenin und den Abbau Uber das Proteasomensystem vermittelt. Somit
hat die Zelle im sog. ,,canonical off state” eine geringe zytoplasmatische und nukleére f-
Catenin-Konzentration [41-43].

Zelle mit Wnt-Signal/ kein Abbau von -Catenin

Zur Aktivierung des Whnt-Signalwegs interagiert ein Wnt-Protein mit dem Frizzled-LRP-
Rezeptorkomplex. Extrazellulare Inhibitoren wie sFRPs konnen die Signalkaskade
modulieren [30] . Intrazelluldr hyperphosphoryliert das Protein Dishevelled (Dvl, Dsh in
Drosophila) und interagiert mit dem Tumorsuppressorgen Axin (Dishevelled-Axin-Doméne)
sowie GSK-3p. Hierdurch werden der Abbau des Axins bzw. die Inhibition des GSK-3 und
konsekutiv die Dissoziation des Destruktionskomplexes vermittelt. Die Phosphorylierung des
B-Catenin unterbleibt und die Translokation des akkumulierten, unphosphorylierten 3-Catenin
in den Nukleus kann erfolgen [44]. B-Catenin bindet im Zellkern an Transkriptionsfaktoren
der TCF/LEF-Familie. Gemeinsam bilden sie einen funktionellen Transkriptionsaktivator flr
die WNT-Zielgene, die in primare, direkt regulierte Zielgene sowie sekundare bzw. indirekt
uber direkte Transkriptionsfaktoren stimulierte Zielgene unterteilt werden [45]. Neben den
Zielgenen C-MYC und AXIN2, beide sicher TCF-4-vermittelt, existiert nach heutigem
Kenntnisstand eine Vielzahl von weiteren Zielgenen wie CYCLIN D1, C-JUN, MMP7, FRA-1
und ITF-2 [31, 46-51].

Eine  schematische Ubersicht tber den inaktivierten bzw. aktivierten
Wnt/B-Catenin-Signalweg bietet Abbildung 1.3.
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Abb. 1.3 Ubersicht des Wnt/p-Catenin-Signalwegs im inaktiven sowie aktivierten
Zustand, vereinfacht modifiziert nach [31]; Dsh/Dvl — Dishevelled; GSK3p -
Glycogen-Synthase Kinase 3; CKI - Casein Kinase I; APC - Adenomatosis
Polyposis coli; B-TrCP - B-Transducin repeat Containing Protein; LEF/ TCF -
lymphoid enhancer factor/ T-cell factor

Regulation und potenzielle Intervention

Die Zielgene des Wnt-Signalwegs werden zumeist in Subgruppen eingeteilt. Zunéchst sind sie
nach der Funktion zu unterscheiden in Gene 1) zur Feedback-Kontrolle, 2) zur Regulation der
Zellproliferation, 3) zur Kontrolle der Apoptose, 4) zur Regulation anderer zellulérer Prozesse
wie Transkriptionsfaktoren oder Wachstumsfaktoren sowie 5) Gene von Zelladhdsions-
molekdlen. Tierexperimentelle Versuche mit knock-out-Mé&usen zeigten die Auswirkung des
jeweiligen Zielgenverlusts. Flr das Verstdndnis und die Regulation der Signalkaskade scheint
vor allem eine Einteilung in positive und negative Feedback-Loops (Rickkopplungsschleifen)
als spezifischer Transkriptionseffekt hilfreich. Dies verdeutlicht auch die Umsetzung einer
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fein abgestimmten Signalweiterleitung, die zudem vermutet wird zelltypspezifisch definiert
zu werden. Die definierte Wnt-Konzentration, die Auswahl der Wnt-Rezeptoren sowie
Transkriptions-Aktivatoren und -Repressoren beeinflussen das effektive Signal im

Gewebe [24]. Neben der konstitutiven Aktivierung im pathophysiologischen Rahmen kann
die positive Rickkopplung auch durch gesteigerte Rezeptorprésenz und Proteinverfligbarkeit
erfolgen [48]. Der Abbau von B-Catenin und somit eine Inaktivierung bzw. Abschwéachung
des Wnt-Signals ist ebenso multimodal.

Fur diese Arbeit von grundlegender Bedeutung ist CONDUCTIN (AXIN2). CONDUCTIN
wird nicht wie sein Homolog AXIN1 ubiquitér exprimiert, sondern Whnt-gesteuert exprimiert
und vermittelt eine negative Feedback-Loop [52, 53]. Das Gerlstprotein Axin2 interagiert
direkt mit wichtigen Komponenten des B-Catenin-Degradationskomplexes (APC, GSK3, B-
Catenin) und nimmt somit eine zentrale Rolle beim intrazelluldren Abbau von B-Catenin

ein [36]. Die Expression von AXIN2 ist Ausdruck einer Wnt-Aktivierung und kann folglich
als Indikator Wnt-aktiver Zellen eingesetzt werden.

Whnt-Signalweg und Tumorigenese
Ableitend aus der physiologischen Funktion der Wnt-Signaltransduktion ergibt sich ihre
Relevanz bei pathologischen Prozessen durch vermehrte oder verminderte Expression der
beteiligten Wnt-Molekiile oder einer Fehlregulation. Bereits vor mehr als 10 Jahren wurde
eine pathologische Aktivierung des Wnt-Signalwegs bei epithelialen Tumoren wie
Mammakarzinomen oder Kolonkarzinomen beschrieben. Desweiteren kann ein konstitutiv
aktiver Wnt-Signalweg neben dem Medulloblastom, auch das Prostatakarzinom, die
Leuk&mie oder das maligne Melanom begunstigen [54, 55].
In der Formation des Medulloblastoms scheint die Dysregulation von Signalkaskaden, welche
die Neuroembryogenese stark beeinflussen, maRgeblich zu sein [56-59]. In adulten
Stammzellnischen regulieren sie die Umgebung [60]. Etwa 15% der Medulloblastome werden
dem molekularen Cluster der Wnt-Signaltransduktion zugeordnet. Die bisher identifizierten
Mutationen, die eine Aktivierung der Wnt-Signalkette verursachen, liegen im Protoonkogen
CTNNB1 (5-CATENIN) sowie in Genen, die fir Elemente des destruction complex kodieren
wie AXIN1, CONDUCTIN (AXINZ2) oder APC. Diese genetischen Alterationen blockieren die
Bildung des Multiproteinkomplexes. Hierdurch wird der proteasomale Abbau von B-Catenin
beeintrachtigt und B-Catenin stabilisiert. Es resultiert eine vermehrte Expression von Wnt-
Zielgenen und somit eine pathologische Aktivierung des Wnt-Signalwegs [16, 17, 61-65].
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1.4 Das WTX-Gen

Das WTX-Gen (Wilms Tumor Gen auf dem X-Chromosom) ist ein erst kirzlich naher
umschriebenes Gen, das als One-Hit-Tumorsuppressorgen fungiert und einen wichtigen
Modulator innerhalb des Wnt-Signalwegs darstellt. Das auch als AMER1 oder FAM123B
(APC membrane recruitement 1; family with sequence similarity 123B) bekannte Gen wird in
Vertebraten ubiquitdr exprimiert, liegt zentromernah in der Region Xql11.1 und kodiert mit
seinen 2 Exonen, von denen nur 1 Exon translatiert wird, ein aus 1135 Aminosduren
bestehendes Protein [40].

WTX besitzt ein vermutetes Kernlokalisationssignal, zwei Coiled-coil Strukturen sowie eine
saure und eine Prolin-reiche Region (siehe hierzu auch Abb. 1.4). Kirzlich wurde eine
alternative 858 Aminosauren lange Splicingform beschrieben, bei der die Aminosauren 50 bis
326 deletiert sind und somit die N-terminale Phospholipid-Bindungsaktivitat und das
Kernlokalisationssignal fehlen [66]. Beide Regionen definieren die Lokalisation an der
Plasmamembran. Drei verschiedene APC binding domains und die C-terminal gelegene
S-CATENIN-Bindungsregion (ab Gly368) bestehend aus REA-Motiven (repeated
arginine-glutamic acid-alanine) gewéhrleisten die Interaktion mit APC und -CATENIN [67].

APC binding domain

plasma membrane localization B-catenin binding region
—) =

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

N[ T oo [l ™ T ] wes [T WX |C

L] - - —
NLS cC CC proline rich
-
acidic

I 11 (S0 157 4950 54 6] (71 A0 4 61 B ) A—— - L £ F- W o) o0 -

Abb. 1.4 WTX-Gen modifiziert nach [39, 40, 68]; APCBD — APC Bindungsdomane;
Plasma membrane localization — Plasmamembranlokalisation; B-catenin binding
region — B-Catenin Bindungsregion; Ptdins — N-terminale Phospholipid-
Bindungsaktivitat; NLS — Kernlokalisationssignal; CC- Coiled-coil Struktur;
proline rich — Prolin-reiche Region; acidic — saure Region
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Das WTX-Gen kodiert fur eine Komponente des Wnt-Destruktionskomplexes und induziert
den Abbau von B-Catenin durch Interaktion mit B-Catenin, Axin, B-TrCP und Apc [39].
Aktuell wird Wtx als sog. Scaffold-Protein (Gerlstprotein) fir den Degradationskomplex
gewertet und stabilisiert zusétzlich Axinl [67]. AuBerdem reguliert Wtx die Rekrutierung von
Apc an die Zellmembran, bei Wix-Verlust assoziiert Apc mit Mikrotubuli [69]. Noch
teilweise ungekléart ist seine essentielle Position an der Membran fir die Wnt-
Signaltransduktion [67].

Das Tumorsuppressorgen WTX liegt auf dem X-Chromosom, sodass bei ménnlichem
Geschlecht bereits durch ein einzelnes Mutationsereignis eine vollstandige Inaktivierung des
Gens stattfindet. Auch bei Frauen kann dies zutreffen, liegt die Mutation auf dem aktiven X-
Chromosom. Dennoch folgt daraus eine erhohte Penetranz von Mutationen bei mannlichen
Patienten.

Erstmals wurde WTX als Tumorsuppressor im Wilms Tumor, einem embryonalen Tumor der
Niere beschrieben [40]. Die Mutationsrate in Wilms Tumoren ist mit 10-30% dokumentiert.
Auch in anderen malignen Erkrankungen wie Osteopathia striata congenita mit kranialer
Sklerose (OSCS), akuter myeloischer Leukdmie und kolorektalen Karzinomen treten
Mutationen in WTX auf [40, 66, 70-73].

1.5 Kleinhirnentwicklung und Bedeutung des Wnt-Signalwegs auf die zerebellare
Genese

Der dorsale Anteil des Metencephalons sowie das kaudale Mesencephalon bilden das
Ursprungsgewebe des Kleinhirns [74, 75]. Eine paarige Verdickung des dorsalen
Flugelplattenabschnitts wéchst in den 4. Ventrikel ein und bildet in der Mittellinie den
unpaaren Vermis sowie lateral die paaren Hemisphéren [76]. Neben einer Mantel- sowie einer
Marginalschicht besteht die Kleinhirnplatte aus den beiden Keimzentren der ventrikuldren
Zone (dorsal des 4. Ventrikels) sowie den Rautenlippen (rhombic lips) mit Neuroepithel.

Die Neuroblasten verlassen die Rautenlippe, wandern zur Oberflache des Kleinhirns und
bilden die Vorlaufer der Kornerzellen bzw. die dauRere Kérnerzellschicht (EGL) [77, 78].

Eine weitere Population an Neuroblasten durchwandert ausgehend von der ventrikuldren Zone
die Mantelzone und differenziert sich in der Marginalzone zu Purkinjezellen aus. Die
Bergmann-Glia folgt der radialen Migration der Purkinjezellen [79]. Postnatal bewegen sich
die Kornerzellen mit Hilfe der glialen Leitschiene der Bergmann-Zellen von der duReren
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Kornerzellschicht durch die Purkinjezellschicht (Stratum ganglionare) und bilden unterhalb
dieser ausdifferenziert die innere Kornerzellschicht (IGL; siehe hierzu auch Abb. 1.5) [80,
81]. Frih postnatal besteht der zerebelldre Kortex der Maus aus 4 Schichten: die externe
Kornerzellschicht, eine gering ausgepragte Molekularschicht, die noch mehrlagige
Purkinjezellschicht sowie die innere Kornerzellschicht. Zunehmend verschwindet die EGL
und nach der zweiten Postnatalwoche ist die grobe morphologische Entwicklung des
Kleinhirns abgeschlossen [80, 82]. Neben der weillen Substanz gibt es drei Schichten des
Kortex- Stratum moleculare (Molekularschicht), Stratum ganglionare (Purkinjezellschicht)

und Stratum granulosum (Kdérnerzellschicht).

- Rhombische Lippe: glutaminerge Zellen wandern entlang der Oberflache &
bilden zunachst duRere Koérnerzellschicht (EGL), dann
=== jnnere Kornerzellschicht (IGL)

©  GABAerge Zellen der ventrikuldren Zone, die Purkinje-Zellschicht /. bilden

Molekularschicht

Abb. 1.5 Schematische Darstellung der Kleinhirngenese

Der Wnt-Signalweg spielt in der Embryogenese des Kleinhirns eine besondere Rolle, die
jedoch bisher nur partiell beschrieben ist. In der friihen Phase der zerebelldren Genese, zum
Zeitpunkt der Bildung einer Metencephalon-Mesencephalon-Grenze stellt Wnt-1 einen
wichtigen Regulator dar. Mutationen in Wnt-1 bewirken schwerwiegende Defekte in Mes-
und Metencephalon. Die Expression von Wnt-1 wurde auch in Vorlaufern der Kérnerzellen
beschrieben [25, 83, 84]. Fur die spatere Phase der Kleinhirnentwicklung gibt es kaum
Hinweise auf die Funktion des Wnt-Signals. Purkinjezellen besitzen ein erhdhtes Wnt3a-
Signal. Bei der postnatalen Ausbildung axonaler Vernetzungen ist Wnt7a essentiell,

Whnt7a knockout Méause zeigten eine verspatete Reifung der Synapsen [85-87].
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2 Zielsetzung

Das Medulloblastom, ein hochmaligner primitiv neuroektodermaler Tumor des zentralen
Nervensystems, ist der haufigste solide maligne Hirntumor im Kindesalter. Etwa 15% der
Medulloblastome werden der sogenannten Wnt-Gruppe zugeordnet. Hierbei fiihren
Mutationen in Genen, die fur zentrale Komponenten des Wnt-Signalwegs kodieren, zu einer

pathologischen Aktivierung dieses Entwicklungskontrollsignalwegs.

Derzeit ist der zugrundeliegende Mechanismus einer solchen Wnt-Aberration in nur wenigen
Féllen geklart. Ziel dieser Arbeit war es nachzuweisen, inwieweit Wtx als vielversprechender
Kandidat fur ein Schlisselmolekil innerhalb der Wnt-Signalkaskade an der Aktivierung des
Whnt-Signalwegs und somit an der Entstehung des Medulloblastoms beteiligt ist. Folgende

Fragestellungen sollten beantwortet werden:

1) Konnen in humanen Medulloblastomen somatische Mutationen des WTX-Gens
nachgewiesen werden, die im Tumor zu einer Aktivierung des Wnt-Signalwegs fiihren?

2) Zeigen diese Genaberrationen von WTX eine funktionelle Relevanz?

3) Wie verhdlt sich die Expression von WTX in humanen Medulloblastomen gegenuber

zerebellarem Kontrollgewebe unterschiedlichen Alters (fetal/adult)?

Im Weiteren sollte fur ein besseres Verstandnis des pathologischen Ursprungs Wnt-aberrierter
Meulloblastome hinterfragt werden:
4) Wie stellt sich die rdumliche und zeitliche Expression von Wtx und Zielgenen der Wnt-

Kaskade in Kleinhirngewebe unterschiedlichen Alters dar?
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3 Material

allgemein

Feinwaage

Vortex genie 2

Zentrifugen Heraeus mulitfuge 3SR+/
fresco 17/ pico 17/ megafuge 1.0R
Pipettenspitzen - Safe seal tips professional
Reaktionsgeféle - Safe lock (tube)

Pipette - research pipette variabel
Pipetman

PCR

PCR thermal cycler uno cycler
PCR thermal cycler t gradient
DMSO

Q-solution

Betaine

Mineral6l HP 50.3

Gotaq colorless

Platinum Taq

MgC|2

10x PCR Puffer ohne MgClI2
dNTPs

Optical Adhesive Covers
96well G96high-N

Gelelektrophorese
Gelelektrophoresekammer
Electrophorese power supply

G:Box System-UV-Transilluminators
Gene tools Software

Agarose

TAE 1x

GelPilot DNA Loading dye 5x
Ethidiumbromid

HyperLadder 11

15

Scaltec
Scientific Industries

Thermo Scientific

Biozym
Eppendorf
Eppendorf
Gilson

VWR
Biometra
Sigma

Qiagen
Sigma-Aldrich
Roth

Promega
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
ThermoScientific, Fermentas
ABI

Kisker

Biozym

Consort
Syngene
Syngene

Sigma
Applichem (50x)
Qiagen

Merck

Bioline



RNA isolation/ DNAse Verdau/ Reverse Transkription

Ultra-Turrax Work Station
Homogenisation System Dispomix Drive
Zellschaber

RNase Zap

RNase away

Nuclease freies Wasser

peqGOLD Trifast

Chloroform

2 - Propanol/ Isopropanol

abs. Ethanol

Rnase-freies Glykogen

PBS (phosphate-buffered salines)
RNeasy Mini Kit

Reverse Transcription DNAfree Kit
High-Capacity cDNA reverse ranscription kit; 100 rx

Konzentrationsbestimmung
Infinite 200 pro nanoquant reader
i-control Software

2100 Bioanalyzer

RNA 6000 Nano Kit

Real-Time PCR

7900 HT fast RT PCR system

SDS-Software v2.3

TagMan® Fast Universal PCR Master Mix 2x
diverse TagMan Assay human/murin

gPCR human Reference Total RNA

16

Ika

Xiril

Sarstedt

Sigma

Fulka

Qiagen

PegLab

Merck

Merck

J.T.Baker

Invitrogen

Gibco, Thermo Scientific
Qiagen

Ambion,Applied Biosystems/ABI
Applied Biosystems

Tecan
Tecan
Agilent
Agilent

Applied Biosystems
Applied Biosystems
Applied Biosystems
Applied Biosystems
Stratagene



SSCP/ Farbung der Polyacrylamid-Gele
Elektrophoresekammer und Zubehor Biometra
Glasplattensystem Multigel- Long, 110x120x1mm

mit fixiertem Spacer & U-Dichtung Biometra
Essigsdure 1L Roth
Whatman-Papier Roth

Hamilton Spritze 700 series 25ul 702N Sigma
Polyacrylamid-Gel

40% Acrylamid Merck

2% N,N"-Methylen-bis-Acrylamid-Lésung Serva

10x TBE Fermentas
Glycerin Merck
Ammoniumpersulfat (APS) 98% Sigma
TEMED (N,N,N"N’"-Tetramethylethylendiamin) Roth
Bromphenolblau Sigma-Alldrich
Xylencyanol Sigma-Alldrich
Saccharose Sigma-Alldrich
SybrGold (Nucleic Acid) Invitrogen
Alufolie (Dicke 15um) Roth
Sequenzierung

SAP (shrimp alkaline phosphatase) Fermentas
Exonuclease | (Exo I) Fermentas

LGC Genomics AGOWA Sequencing Service Berlin, Deutschland

Zellkultur

AXxio Observer Z1 Immuno-Fluoreszenz Mikroskop Carl Zeiss
Axio Vision Imaging Softare Carl Zeiss
HERA cell 240i CO2 incubator Thermo Scientific
Zellkulturflasche 50ml/25cm? BD Falcon
Zellkulturflasche 250ml/75cm? BD Falcon
Polypropylen-Zentrifugen-R6hrchen 15ml/ 50ml BD Falcon
Kryorohrchen Nunc

Kryobox Mr Frosty Nunc

10x TRYPSIN/EDTA (0,5%/0,2%) in PBS PAA

RPMI 1640, L-Glutamine, Phenol Red PAA

DMEM, high Glucose (4.5g/l), L-Glutamine PAA
Natrium-Pyruvat/ Sodium-Pyruvate-Solution 2700mM PAA

1x DPBS w/o Ca, Mg PAA

FBS/ Fetal Bovine Gold Gibco

DMSO (Dimethylsulfoxid) Sigma-Alldrich
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Funktionsassays Zellkultur
Recombinant Human Wnt3a

pcDNA3.1 HisB dnTcf-4 AN31

pGL3-Basic reporter
Lipofectamine™ LTX Reagent
PLUS™ Reagent 3pug/pl

FISH

Hybridisierungsofen

Microm Cryo-Star HM 560 Cryostat
PBS

Paraformaldehyd (PFA)

NaOH
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat
NaCl

Tri-Natriumcitrat-Dihydrat
DEPC-H,0

Triethanolamin

HCI 37%

Essigsaureanhydrid

Ethanol

Whatman-Papier

Formamid

50x Denhardts Reagenz
Dextransulfat

10 mg/ml ss Heringssperma-DANN
10mg/ml Hefe-t-RNA

Tris Base

EDTA pH 8,0

RNAse A

30% H,0;

Blocking Reagent fur TSA System
Tween 20

DPX mounting solution
TSA™-PJus Fluorescence Palette System,
Fluorophore Tyramide

TSA-System Cy3

Anti-Digoxigenin-HRP, Fab Fragment vom Schaf

DAPI (4,6-Diaminidino-2-Phenylindol)
Shandon Immu-Mount

R&D

Institut fir Neuropathologie,
Universitatsklinikum Bonn
Promega

Invitrogen

Invitrogen

Fisher, Thermo Scientific
Fisher, Thermo Scientific
PAA Cell Culture Company
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Applichem
Sigma-Aldrich
Applichem
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Applichem
Sigma-Aldrich

Merck; J.T.Baker

Roth

Applichem
Sigma-Aldrich
Applichem
Sigma-Aldrich

Invitrogen
Sigma-Aldrich
Applichem

Applichem
Sigma-Aldrich

Perkin Elmer
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Perkin Elmer

Perkin Elmer
Roche

Invitrogen
Thermo Scientific



4 Methoden

4.1 Untersuchungskollektiv

Zur Durchfiihrung der in dieser Arbeit durchgefiihrten Analysen stand Tumor-DNA

und -RNA von 78 humanen Medulloblastomen zur Verfugung. Desweiteren wurden Kontroll-
DNA von 100 Individuen ohne Tumor oder sonstigen zentralnervésen Erkrankungen in der
Anamnese und RNA aus fetalen und adulten Kleinhirngeweben als Kontrolle verwendet.
Zellbiologische Methoden wurden an 5 humanen Medulloblastom- und 2 Tumorzelllinien der
Leber durchgefiihrt. Zerebellares Gewebe postnataler C57BI/6 Mause ermoglichte die

Untersuchung entwicklungsspezifischer Fragestellungen.

Tumorkollektiv sowie humanes Kontrollgewebe

Das Probenmaterial im Rahmen dieser Arbeit wurde durch das Institut fir Neuropathologie,
Charité - Universitatsmedzin Berlin, die Klinik fir Allgemeine Neurochirurgie,
Universitatsklinikum Koln und das Institut fur Neuropathologie, Ludwig-Maximilians-
Universitdt Minchen zur Verfugung gestellt (Ethikkommission Rheinischen Friedrich-
Wilhelms-Universitat Bonn 046/05; 01.04.2005). Die konstitutionelle DNA aus peripherem
Blut stand in den meisten Féllen nicht zur Verfigung. Das Tumorkollektiv umfasst 78
Medulloblastome (WHO Grad [IV) vom Kklassischen, desmoplastischen und
grof3zellig/anaplastischen Subtyp im Alter von 6 Monaten bis 57 Lebensjahren.

Samtliche Tumor-Gewebeproben wurden nochmals histopathologisch entsprechend der
aktuellen WHO-Klassifikation fur zentralnervose Tumore reevaluiert [1]. Fir die
molekularbiologischen Untersuchungen wurden nur Gewebestlicke verwendet, die einen
Mindesttumoranteil von 80% aufwiesen.

Als Kontrollgruppe fir die Mutationsanalyse diente extrahierte DNA von 100 Individuen
ohne Tumoranamnese oder ZNS-Erkrankung, die freundlicherweise von Herrn Dr. Andreas
Weimann, Labor Berlin GmbH zur Verfligung gestellt wurden.

Erganzt wurde das Kontrollkollektiv durch RNA aus nicht-neoplastischem, fetalem und
adulten Kleinhirngewebe, welches post mortem entnommen wurde. Tab. 4.1a zeigt eine

detaillierte Ubersicht tiber Probenmaterial und Referenzgewebe.
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Tumorkollektiv

Probe

Al
A2
A3
A4
A6
AT
A8
A9
Al10
Bl
B2
B4

BS
B6
B7
B8
B9
B10
C1
C2
C3
C4
C5
C6
C7
C8
C9
D1
D2
D3
D6
D7
D9
D10
El
E2
E3
E4
ES
E6
E7
E8

22
17
12

SN

11

23
17

57
10

21
17
12

12
10
14
20
10
1,9

15
10
28
12
44

29

0,9
13

25
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MB
MB
MB R
MB
MB
MB
MB
MB
MB
MB
MB
MB
MB R
MB
MB R
MB
MB
MB
MB
MB
MB
MB
MB
MB
MB R
MB
MB
MB
MB
MB

klassisch
klassisch
kA
desmoplastisch
klassisch
klassisch
klassisch
klassisch
klassisch
desmoplastisch
desmoplastisch
klassisch

klassisch
desmoplastisch
klassisch
klassisch
desmoplastisch
klassisch
desmoplastisch
klassisch
klassisch
klassisch
klassisch
klassisch
desmoplastisch
klassisch
desmoplastisch
desmoplastisch
klassisch
klassisch
desmoplastisch
klassisch
klassisch
klassisch
klassisch
klassisch
desmoplastisch
klassisch
desmoplastisch
klassisch
anaplastisch
klassisch
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temporal
zerebellar
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Tumorkollektiv

Probe

F1
F2
F3
F4
F5
F7
F8
F9

F10
G1
G2
G3
G4
G5
G6
G7
G8
G9

G10
H1
H2
H3
H4

9,3
22,8
1,6
39,7
45,6
30,5
30,7
16,5
10,6
29,3
55

26,5
7,9
7,5
4,9
3,1
2,9

6,2
2,2
9,3
7,9
36,8
22,3

13,5

3332323333 =-3=323=3

MB
MB
MB
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MB
MB
MB
MB
MB
MB
MB
MB
MB
MB
MB
MB
MB

MB
MB
MB
MB
MB
MB
MB
MB
MB
MB
MB
MB
MB
MB
MB
MB
MB
MB

klassisch
desmoplastisch
desmoplastisch
klassisch
klassisch
desmoplastisch
desmoplastisch
klassisch
klassisch
klassisch
klassisch
klassisch
desmoplastisch
klassisch
desmoplastisch
klassisch
klassisch
extensiv
nodulér
klassisch
desmoplastisch
klassisch
klassisch
klassisch
klassisch
klassisch
klassisch
klassisch
desmoplastisch
klassisch
grofRzellig
klassisch
klassisch
klassisch
klassisch
anaplastisch
klassisch
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Referenzgewebe

Probe

cll.1  15.SSW fetal -
cll 2 21.SSW fetal -
cll. 3 22.SSW fetal -
cll_4 0,6 m fetal -
cll_5 3,2 f adult -
cll_ 6 54,1 m adult -
cll_7 57,6 m adult -
cll 8 60,9 m adult -
cll_ 9 61,3 m adult -

Tab. 4.1a Ubersicht tiber das humane Untersuchungskollektiv; MB Mx metastasiertes
Medulloblastom; R Rezidiv; SG Schadelgrube; KHBW Kileinhirnbriickenwinkel;
SSW Schwangerschaftswoche; m maskulin; f feminin; kA keine Angaben;

x verfugbar; - nicht verflgbar

Zelllinien

Far die funktionellen in-vitro Versuche wurden 5 humane Medulloblastom-Zelllinien
(D283med, DAOY, R300, UwW228, UW473) verwendet (siehe hierzu auch Tab. 4.1b).
Desweiteren wurden eine Hepatoblastom-Zelllinie (HUH6) und eine Zelllinie, die aus einem
humanen hepatozellularen Karzinom (HCC) etabliert wurde (HepG2), eingesetzt. DAQY,
D283med, HepG2 und HUH6 wurden bei der American Type Culture Collection, VA, USA
erworben. UW228, UW473 sowie R300 wurden freundlicherweise von Dr. Michael S. Bobola
zur Verfugung gestellt (Tab. 4.1b).

D283med Medulloblastom  ATCC, Rockland, USA [88]
DAOY Medulloblastom ATCC, Rockland, USA [89]
(desmoplastisch)

R300 Medulloblastom Dr. M. S. Bobola (Children’s Hospital & Dr. M. S. Bobola
Regional Medical Center, Seattle, WA)

uw228 Medulloblastom  Dr. M. S. Bobola (Children’s Hospital & [90]
Regional Medical Center, Seattle, WA)

uUw473 Medulloblastom Dr. M. S. Bobola (Children’s Hospital & Dr. M. S. Bobola
Regional Medical Center, Seattle, WA)

HepG2 HCC ATCC, Rockland, USA [91-93]

HUHG6 Hepatoblastom  ATCC, Rockland, USA [94]

Tab. 4.1b Zusammenstellung der verwendeten Zelllinien mit Herkunft
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Murines Kleinhirngewebe

In dieser Arbeit wurde kryoasserviertes murines Kleinhirngewebe aus C57BIl/6 Mdausen
verschiedener postnataler Stadien (postnataler Tag 3-13, 18, 100) durch das Institut fur
Neuropathologie, Charité- Universitatsmedizin Berlin zur Verflgung gestellt (Landesamt fiir
Gesundheit und Soziales Berlin IC 113 — G0020/12; 25.05.2012).

4.2 Polymerase-Ketten-Reaktion

Prinzip

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) als eine der maligebenden Methoden der Molekular-
biologie dient der in-vitro Amplifikation spezifischer Nukleinsaure-Sequenzen [95-97]. Ein
DNA-Doppelstrang (dsDNA; template) wird unter Thermoenergie (Denaturierung) in zwei
Einzelstrange (ssDNA) aufgetrennt, um eine Anlagerung von zwei verschiedenen
sequenzspezifischen Oligonukleotiden (Primern) an die freien 5°-Enden der beiden
Einzelstrdnge zu ermdglichen (annealing). Unter Verwendung freier Desoxynukleosid-
Triphosphate (ANTPs) verldngert eine thermostabile DNA-Polymerase die an die ssSDNA
komplementér angelagerten Primer (elongation). Dieser Zyklus wiederholt sich mit dem
Resultat einer exponentiell steigenden Anzahl neusynthetisierter DNA der urspriinglichen
Zielsequenz. Eine abschlieBende Extension fiihrt die einzelstrangige DNA wieder zusammen

und beendet die Reaktion.

Durchfuhrung

Die Durchfiihrung der PCR wurde flr jedes zu amplifizierende DNA-Fragment optimiert.
Hierzu gehdren das Primerdesign, die primerspezifische Annealingtemperatur sowie Wahl der
Polymerase (Gotaq, Phusion, Platinum Taq), differierende relative Konzentrationen im
Reaktionsansatz, Zusdtze wie DMSO (Dimethylsulfoxid), Q-solution (fir GC-reiche
Sequenzen buffer) oder Betaine (N,N,N-Trimethylglycin) oder auch eine grundlegend andere
Herangehensweise mit Hilfe einer Touchdown-PCR. Das Primerdesign erfolgte unterstitzend
durch die Plattform Primer3 (p3). Der Einsatz von Mineraldl steigerte neben der Erhitzung
des Cycler-Deckels die Produktausbeute. Es wurden Thermocycler der Firmen VWR und
Biometra verwendet. Nachfolgend sind das verwendete PCR-Protokoll (Promega, Invitrogen)
sowie der Programmablauf im PCR-Cycler dargestellt (Tab. 4.2a sowie 4.2b).
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Template DNA 10ng/ul 1 2 1 2

Forward Primer 10uM 0,75 1,5 1 1,5
Reverse Primer 10uM 0,75 1,5 1 1,5
Polymerase Gotaq 10 10

colorless

Platinum Taq 0.2 10
Polymerase

MgCl, 50mM 1,5

10x PCR-Puffer- Mg 5

2mM dNTP-Mix 5

Aqua dest 7,5 5 7,5 5
Tab. 4.2a Pipettierschema des PCR-Ansatzes

Mengenangaben in ml der angegebenen Konzentration

initiale Denaturierung 94 120

Denaturierung 94 30

Annealing 55,6-63,8 30 35x/ 39x bei frg14
Elongation 72 30

finale Elongation 72 600

Tab. 4.2b PCR-Thermocycler-Programm

Die oben beschriebenen PCR-Ansatze wurden auf Eis pipettiert. Bei mehreren PCR-Anséatzen

diente ein Mastermix der Vermeidung von Pipettierfehlern.
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In Tab. 4.2c und Tab. 4.2d sind die innerhalb der Arbeit verwendeten PCR-Primer aufgelistet.

7 F CAGCAAGCCAAGCATATCG
1 395 35 63,8
8 R AGGATGGCTCTGAGGTTGG
9 F CTGGACGTACCTCAGTTGTCC
2 313 35 63,8
10 R GTCTTGCTCTTGCTGAGACC
11 F AGCAAAGGTTCTGGGAAAGG
3 327 35 60,9
12 R CCCAGTGACCTTGCTCTTCC
13 F GCTGTGGCTGAGAAGTTTCC
4.1 281 40 60,6
51 R GGAGAAGGTTCTGGTGTTGG
52 F AGGTGCCCTGCTTTGAGG
4.2 233 35 61,9
14 R CCCTGTTTCTGGGCTATGG
15 F CACATGTGCAACCCAAGC
5 340 35 58,1
16 R TCCTCGTCATCATCATCTGG
17 F CAGAGAGCAAACCGAGATGG
6 399 35 60,9
18 R ATCCTCAAATCCAGGTGTGG
19 F TGCTCCTTGACCCAGTTAGG
7 381 35 60,9
20 R TGGTCACTAGCCGTTCTTCC
21 F CTCCACCTGGAGATGACTGC
8 360 35 60,9
22 R TCTCTCTACAACGAACCTCTCG
23 F CACACTTGGGAAGCTCATGG
9 368 35 55,6
24 R TTTGCTTCTTGCATGTCTGG
25 F CTTCCGTCCTCTGGAGAAGC
10 352 35 63,8
26 R CACATCAGCGATGTCAAAGG
27 F CATGGTGACCTTTGACATCG
11 410 35 60,9
28 R GGCTCCATTCTCCTTCTTCC
29 F CACTTGGTCCAGGGCTACC
12 386 35 63,8
30 R GGCTGGAGGTTATAGCAAGG
31 F ACTAGCTCGTCCCTCACACC
13 340 35 60,9
32 R GTTTCCATTCATGGCAGTGG
47 F TCACCCATGGCATTCCTCAG
14 197 39 58,9
48 R GTGTCCCTACTCCAGAATTG
14.1 43 R CCCATTCACATGCTCAGG 247
14.2 44 R CCCGTGTCCCTACTCCA 228

Tab. 4.2c Verzeichnis der verwendeten PCR-Primer fur die WTX-Mutationsanalyse
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. 35 F AAAATCCAGCGTGGACAATGG
p-Catenin 467
36 R TGTGGCAAGTTCTGCATCATC

Tab. 4.2d Verzeichnis der verwendeten PCR-Primer fur die f-CATENIN
Mutationsanalyse

4.3 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Uberpriifung des PCR-Produkts wurde eine Agarose-Gelelektrophorese durchgefiihrt, bei
der die negativ geladenen DNA-Fragmente im elektrischen Feld zur Anode wandern. Die
Agarose wirkt hierbei als Molekularsieb und fuhrt zur Auftrennung der DNA-Fragmente
entsprechend ihrer GroRe. Uber einen aufgetragenen Molekulargewichtsstandard kénnen die
Nukleotidlangen der Amplifikate ermittelt werden. Die fluoreszierenden DNA-Banden
wurden unter UV-Licht detektiert. Das im Gel enthaltene Ethidiumbromid interkaliert dabei
in die Basen der DNA, wobei das Anregungsspektrum des Farbstoffs verandert und die
Fluoreszenz bei Bestrahlung mit ultraviolettem Licht stark erhoht wird.

Die PCR-Amplifikate wurden in einem 1-2%igen Agarosegel aufgetrennt und analysiert.
1.5-2g Agarose wurden dazu in 150ml 1x TAE-Puffer durch kurzes Aufkochen geldst und mit
150p! Ethidiumbromid (1:1000) versetzt. Die Gelpolymerisation fand bei Raumtemperatur
statt. 5ul des PCR-Produkts sowie 1pl des Ladepuffers (Qiagen GelPilot DNA Loading dye
5x) wurden in die Geltaschen pipettiert. Ein mitgefiihrter Standard mit definierten DNA-
Molekdlen erlaubte eine GroRenbestimmung des PCR-Produkts (HLII). Die Elektrophorese
wurde bei 80-100V fur 40-70 Min. in 1x TAE-Puffer in horizontalen Gelelektrophorese-
kammern durchgefiihrt. Die Auswertung der Amplifikate erfolgte mit Hilfe eines

UV-Transilluminators bei einer Wellenldnge von 312nm.

4.4 RNA-Isolation

Gesamt-RNA fir spatere Expressionsstudien mittels Real-Time PCR wurde Uberwiegend
unter Verwendung der Guanidinisothiocyanit/Phenol-Methode mit Hilfe der Substanz
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peqGOLD Trifast (peglab) isoliert. Das Ausgangsmaterial war sowohl Kkryoasserviertes
Gewebe von Tumorproben und murinem Kileinhirngewebe als auch Zelllysat, sodass die
Durchfihrung der Homogenisierung entsprechend angepasst wurde. Die zu analysierenden
Zellen wurden nach Entfernung des Mediums und Resuspension in PBS (Phosphate-buffered
saline) mit 800ul Trifast Reagenz (berschichtet. Vorsichtiges Auf- und Abpipettieren
ermoglichte eine Homogenisierung. Per Zellschaber I6ste sich das Zelllysat und konnte dann
in ein Eppendorf-Reaktionsgefal? uberfuhrt werden. Die schockgefrorenen Gewebestiicke des
murinen Kleinhirns wurden mit 800-1000ul Trifast vermischt (80-800ul/mg Gewebe) und in
der Ultra-Turrax Work Station (Ika) homogenisiert. Zell-und Kleinhirngewebe-Homogenat
werden zur kompletten ZellaufschlieBung und Nukleinséurefreisetzung bei RT
(Raumtemperatur) inkubiert. Die Phasentrennung wird durch Zugabe von 160ul Chloroform
eingeleitet, die Probe wird kraftig geschittelt und nach dreiminltiger Inkubation bei RT
schlielt sich eine Zentrifugation fir 10 Min. bei 13.000 rpm/4°C an. Das Probengemisch
separiert sich in eine untere rétliche Phenol-Chloroform, eine weil3e Interphase aus DNA und
Protein sowie eine obere farblos wassrige Schicht. In letzterer hélt sich die aquaphile RNA
auf, zusammengesetzt aus messengerRNA, transferRNA sowie ribosomaler RNA. Diese
Phase wird vorsichtig abpippetiert und in ein weiteres Reaktionsgefall zur RNA-Ausfallung
mit 400l Isopropanol Uberfuhrt. Das Gemisch wird kurz geschwenkt, 10 Min. bei 4 °C
inkubiert und erneut fir 10 Min. bei 13.000 rpm/4°C zentrifugiert. Das hierbei entstandene
RNA-Prazipitat stellt sich als gelartiges Pellet am Boden des Reaktionsgefales dar. Zur
Préazipitationshilfe kann 1pl RNase-freies Glykogen bei diesem Schritt zugegeben werden.
Der Uberstand wurde verworfen. Nun kann die RNA durch Zugabe von 800ul 75%igem
Ethanol gewaschen werden. Es folgt kurzes VVortexen und eine Zentrifugation von

13.000 rpm/4°C fir 10 Min. Erneut wird der Uberstand verworfen und der gesamte Wasch-
schritt wiederholt. Das RNA-Pellet konnte nun fiir einige Minuten lufttrocknen. AnschlieRend
wird die RNA in 20-60pl Nuclease-freiem H,O resuspendiert. Eine Inkubation bei 57°C
erhoht die Loslichkeit. Vor RNA-gerechter Lagerung wird, wie in 4.6 beschrieben, die RNA-
Konzentration gemessen.

Zusétzlich wurde das RNeasy-Kit (Qiagen) entsprechend den Herstellerangaben zur RNA-
Isolation verwendet. Hierbei werden Prinzipien der selektiven RNA-Bindung einer Silikagel-
Membran sowie die Mikroséulenzentrifugationstechnik angewendet. Innerhalb eines

Experiments wurde durchgéngig eine Methode der RNA-Extraktion eingesetzt.
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4.5 DNase-Verdau

Die zuvor isolierte RNA wird zur Eliminierung einer mdglichen Kontamination mit
genomischer DNA mit DNase verdaut. Hierfur wurde das DNAfree Kit von Ambion/Applied
Biosystems genutzt. 2.2ug RNA wird mit 1ul rekombinanter DNase | sowie 5ul DNase-
Puffer versetzt und als Volumen von 50ul nach kurzem Vortexen bei 37°C fur 30 Min.
inkubiert. Nach Zugabe des DNase Inactivation Reagents erfolgt eine erneute Durchmischung

und kurze Zentrifugation bei 13.000 rom/RT. Der Uberstand kann tiberfiihrt werden.

4.6 Messung von Nukleinsduren

Die Konzentration von DNA und RNA wurde durch Messung der Extinktion bei 260nm
(OD260) in einem Photometer gegen den jeweils verwendeten Puffer als Referenz gemessen.
Die Schichtdicke der Losung in der Kivette betrug 1cm. Aus der Extinktion wurde durch
Multiplikation mit dem Verdinnungsfaktor 1 und dem molaren Extinktionskoeffizienten e fiir
RNA/DNA die Konzentration der RNA/DNA in der Losung in pg/ul berechnet. Der Quotient
aus OD260/0D280 wird als MaR fir die Reinheit der Ldsung herangezogen, die fir DNA
zwischen 1.6-1.8 und fur RNA zwischen 1.8-2.0 definiert ist.

Zur qualitativen Beurteilung einiger RNA-Proben wurde mit Hilfe des Agilent 2100
Bioanalyzers die Integritat (RIN, RNA Integrity Number) der isolierten RNA uberprft.
Mittels kapillarelektrophoretischer Auftrennung und gleichzeitiger Analyse eines Leiters mit
definiertem RNA-Gehalt kann ein Fluoreszenzdetektor RNA-Fragmente und Laufzeit
registrieren. Das generierte Elektropherogramm flie3t in die Bewertung der RNA per RIN

(1=komplett degradiert; 10=ohne Degradation) mit ein.

4.7 Reverse Transkription - Synthese von cDNA

Die extrahierte Gesamt-RNA kann nicht direkt als Template fir die Polymerase-Ketten-
Reaktion eingesetzt werden, da sie keine geeignete Matrize fur die Polymerase darstellt. So
bedient man sich einer RNA-abh&ngigen DNA-Polymerase, die eine zur RNA komplementére

cDNA (komplementdre DNA) synthetisiert. Der sehr geringe mRNA-Anteil (messenger
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RNA) der isolierten RNA wird durch die anschliefende hohe Amplifikationsrate der cDNA
innerhalb der PCR ausgeglichen.

Die reverse Transkription wurde mit dem ,High-Capacity cDNA Archive reverse
transcription Kit“ der Firma Applied Biosystems, Deutschland gemafR Herstellerangaben
durchgefuhrt. Durch Einsatz unspezifischer Primer (random primer) wird die Strangsynthese
an allen vorhandenen RNA-Molekilen (MRNA, rRNA) gewahrleistet. Die komplette RNA
wird umgeschrieben und verschiedene Gene konnen mit unterschiedlichsten Primern
untersucht werden.

Pro Reaktion wurden 2.2jug DNase | behandelte RNA in einem 50ul Ansatz eingesetzt. Eine
kurze Auflistung des Mastermix ist Tab. 4.7a zu entnehmen. Die Inkubationsbedingungen
sind in Tab. 4.7b dargestellt. Die cDNA-Syntheseansdtze wurden in einem PCR Cycler
zunéchst bei 25°C fiir 10 Min. und dann bei 37°C fur 2h inkubiert. Bei 85°C kann die reverse
Transkriptase innerhalb von 5 Sekunden inaktiviert werden.

Die Lagerung der cDNA erfolgte bei -20°C. Die so synthetisierten cDNA-Proben dienten in
einer 22ng/pl Verdiinnung als Matrize fiir die qRT-PCR (quantitative RealTime PCR).

10x RT-Puffer 10ul
25x dNTP-Mix 4ul
10x random Primer 10mM 10ul
MultiScribe RT Enzym (50U/ul) 5ul
RNase-freies H,O 21pl

Tab. 4.7a Zusammensetzung Mastermix zur cDNA-Synthese

Anlagerung random Primer 10 Min. 25°C
cDNA-Synthese 120 Min. 37°C
Hitzeinaktivierung der reversen 5s 85°C

Transkriptase

Tab. 4.7b Inkubationsbedingungen cDNA-Synthese
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4.8 Real-Time PCR

Prinzip

Die Real-Time PCR stellt eine Methodik zur Detektion und exakten Quantifizierung von
Nukleinsdauren in Echtzeit dar. Grundlage ist die konventionelle PCR, bei der mit nahezu
exponentieller Amplifikationsrate eine DNA-Zielsequenz — definiert durch flankierende
Primer in-vitro — repliziert werden kann. Hierbei erfolgt der semi-quantitative Nachweis von
PCR-Produkten erst nach dem Abschluss aller Reaktionszyklen. Wechselnde Aktivitat der
DNA-Polymerase, Cofaktoren-Verbrauch sowie Zyklenanzahl beeinflussen die Auswertung;
nur in der exponentiellen Phase der PCR ist die korrekte Quantifizierung moglich. Bei der
Real-Time-PCR hingegen finden Amplifikation und Detektion der PCR-Produkte simultan in
einem ReaktionsgefaR statt. Schon wéhrend der exponentiellen Amplifikationsphase wird eine
Echtzeit-Quantifizierung ermdglicht [98-100]. Die TagMan Real-Time PCR eignet sich als
Verfahren zur prazisen Untersuchung des Expressionsverhaltens einiger weniger Gene und ist
mit ihrer hohen Spezifitat und Sensitivitat fur die vorliegenden Analysen besonders geeignet.
Zugrunde liegt eine Kombination aus PCR-Gerat mit integrierter Fluoreszenz-Detektion,
spezifischem Oligonukleotid und das Prinzip des Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfers
(FRET, Fluorescence Resonance Energy Transfer). Neben den klassischen zwei Primern wird
ein drittes sequenzspezifisches Oligonukleotid, die sog. Sonde (engl.: probe) verwendet. Sie
hybridisiert zwischen beiden Primern, kann jedoch am 3’Ende iiber Phosphatgruppenblockade
nicht durch die Polymerase verldngert werden [101]. Am 5’Ende befindet sich ein
fluoreszierender Reporterfarbstoff (Fluoreszein-Derivat, FAM) am 3’OH-Ende ein Quencher-
Farbstoff (Rhodamin-Derivat, TAMRA), der das Fluoreszenzsignal des Reporters durch
raumliche Nahe unterdriicken kann, das sog. FRET quenching. Wahrend der PCR hybridisiert
die Sonde mit der Zielsequenz. Durch die zusitzliche 5°-3°-Exonuklease-Aktivitat der Tag-
Polymerase entfernen sich Reporter und Quencher, detektierbare Fluoreszenz kann emittiert
werden [102]. Die dadurch bedingte Fluoreszenzzunahme korreliert mit der Menge neu
synthetisierter DNA-Menge und lasst sich leicht quantifizieren, sodass aus diesen Daten die
Ausgangsmenge des Templates bestimmt werden kann. Hierfur ist ein signifikantes
Fluoreszenzsignal der Probe erforderlich, das aus dem Hintergrundrauschen hervortritt, der
sog. Schwellenwert (threshold). Die Zyklenzahl, bei der diese Schwelle tbertreten wird,

ist als Ci-Wert definiert. Er verhalt sich umgekehrt proportional zum Logarithmus der
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DNA-Template-Menge im Reaktionsansatz [103]. Bei konstanter Vermehrungsrate konnte
ausgehend vom Ci-Wert auf die urspriingliche Matrizenmenge geschlossen werden. Aufgrund
von verschiedensten beeinflussenden Faktoren wird jedoch hdufig die relative Quantifizierung
praferiert, bei dem die Verdnderungen eines im Gleichgewicht befindlichen Systems
analysiert werden [104]. Das Verhéltnis von RNA bzw. cDNA in verschiedenen Proben wird
bestimmt und kann zudem mit der Gesamt-RNA in der Probe mittels endogener Kontrolle
(Housekeeping-Gen) abgeglichen werden [104-106].

Durchfihrung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Expression von hWTX in 43 Medulloblastomen sowie in
HB- und MB-Zelllinien im Rahmen funktioneller Assays mit Hilfe der TagMan RealTime-
PCR untersucht. Im Weiteren diente murines postnatales Kleinhirn als Ausgangsmaterial fir
die Analyse einer mdglichen entwicklungsabhénigen Genexpression von mWtx. AXIN2 stellt
als bekanntes Zielgen des kanonischen Wnt-Signalwegs ein zusétzliches Korrelat dar.
Aullerdem wurde eine endogene Kontrolle (Housekeeping-Gen) mitamplifiziert. Als
endogene Kontrolle sollten ubiquitdar vorkommende Gene verwendet werden, die weitgehend
konstant im untersuchten Gewebe exprimiert werden. HPRT (Hypoxanthinguaninphospho-
ribosyltransferase), GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphatdehydrogenase) sowie
S2-Microglobulin wurden als Kandidaten-Referenzgene bezuglich ihrer Expressionsstabilitét
evaluiert. Dazu wurde die im Internet frei verfligbare Software geNorm VBA verwendet
[107]. HPRT zeigte die geringste Variation in seiner Expression und diente als Housekeeper
fir alle unten aufgefuhrten Quantifizierungen. Durch Normalisierung der Zielgenexpression
zur endogenen Kontrolle konnen Storfaktoren wie differierende PCR-Effektivitat minimiert
werden. Um die Inter-Assay-Varianz bewusst zu kontrollieren und gegebenenfalls zu
minimieren, wurde zusétzlich eine standardisierte Referenz-RNA von Stratagene eingesetzt.
Zur Durchfuhrung der Messungen wurde das ABI PRISM® 7900HT Sequence Detection
System mit einem 96-well-Block verwendet. Programmierung und Datenverarbeitung
erfolgten mit der SDS-Software v2.3 (Applied Biosystems, Foster City, CA).

Ein Reaktionsansatz fir die TagMan PCR besteht aus folgenden Komponenten: Matrize
(cDNA), Puffer, Primer, Sonde, Magnesium-lonen, Nukleotiden (dNTPs), Polymerase.
Applied Biosystems stellt bereits getestete Primer und Sonden in sog. TagMan-Assays des
gewunschten Gens zur Verfligung (Tab. 4.8a). Der TagMan® Fast Universal PCR Master
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Mix 2x beinhaltet u. a. thermostabile hot start DNA-Polymerase, Puffer und dNTPs. Das
Pipettierschema ist Tab. 4.8b zu entnehmen. S&mtliche Pipettierschritte wurden auf Eis
durchgefiihrt. Das Gesamtvolumen in einem Well betrug 20ul. Vor Einstellen der
Reaktionsplatte in das RealTime PCR-Gerat wurde sie zentrifugiert. Die Reaktionszyklen sind
in Tab. 4.8c dargestellt.

Fur jede cDNA-Probe wurde dabei mindestens eine Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Bei
jedem Ansatz lief ein Leerwert mit (gleicher Ansatz ohne cDNA).

gPCR human Reference Total RNA 750500

TagMan Assay Wtx mouse Mm01228902_m1
TagMan Assay Axin2 mouse MmO00443610_m1
TagMan Assay Hprt mouse MmO00446968 m1
TagMan Assay beta 2 microglobulin mouse MmO00437762_m1
TagMan Assay Wtx human Hs00403552_m1
TagMan Assay Axin2 human Hs00610344_m1
TagMan Assay HPRT human Hs99999909 m1
TagMan Assay beta 2 microglobulin human ~ Hs99999907_m1
TagMan Assay GAPDH human Hs99999905 m1

Tab. 4.8a Auflistung verwendeter ReferenzRNA (Stratagene) sowie TagMan Assays
(Applied Biosystems)

TagMan® Fast Universal PCR Master Mix 2x 10ul
TagMan® Gene Expression Assay Mix 20x 1ul
- Forward PCR Primer (18uM)

- Reverse PCR Primer (18uM)

- TagMan Sonde (5uM)

RNase-freies H,O 7ul

cDNA (22ng/ul) 2ul

Tab. 4.8b Standardpipettierprotokoll fir TagMan RealTime PCR

Aktivierung Taqg Polymerase 20s 95°C
Denaturierung 1s 95°C 45x
Annealing/ Extension 20s 60°C 45X

Tab. 4.8c Reaktionszyklen der TagMan RealTime PCR in ABI PRISM® 7900HT
Sequence Detection System
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Auswertung

Die PCR-Daten wurden durch die Sequence Detection Software v2.3 (SDS, Applied
Biosystems) erfasst. Das ABI 7900 HT Fast real-time PCR System ermittelt automatisiert den
Ci-Wert (cycle of threshold, Schwellenwert) aus dem optimalen Bereich der linearen
Amplifikation als MalR fir die cDNA-Menge mit signifikantem Fluoreszenz-Anstieg. Die
statistische Analyse der ausgegebenen C-Werte wurde mit Hilfe von Microsoft Excel 2010
v14.x 2010 (Microsoft, USA) und GraphPad Prism v5 (GraphPad Software, CA) ausgefihrt.
Die erhaltenen Daten wurden unter Verwendung der 2*4“"-Methode ausgewertet, die eine
relative Quantifizierung darstellt und keiner vorherigen absoluten Quantifizierung per
Standardkurve bedarf [105, 106]. Hierbei wird eine 100%ige PCR-Effizienz vorausgesetzt.
Unter Normalisierung mit einem unregulierten Referenzgen, in dieser Arbeit setzte sich
HPRT als ,,best housekeeper durch, kénnen die Transkripte unterschiedlicher Gruppierungen
miteinander verglichen werden.

Die relative Expressionsregulation errechnet sich aus folgender Formelsammlung:
1. Normalisierung auf die endogene Kontrolle (HPRT)
ACt = Cy (GOI) — Ct (HK)

AC+t - Differenz der Ct-Werte von reguliertem Gen (Gene of Interest, GOI) und
unreguliertem Gen (Referenzgen, Housekeeper, HK)

2. Normalisierung auf die Kontrollgruppe
AACt = ACrt (Probe) — ACr (C)

AAC+t - Differenz der ACt-Werte von Probe und Kalibrator (Kontrollgruppe, c)

3. Entlogarithmisieren unter Erhalt der relativen Genexpression (fold difference,
mMRNA ratio, R)

R = 2-AACT

244CT_ AACt wird als Potenz der Basis ,,2* entlogarithmisiert mit der Annahme einer
Verdopplung des Produkts pro PCR-Zyklus
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Entsprechend der gewiinschten Ergebnisprésentation kann auch die Entlogarithmisierung von
Probe und Kalibrator zundchst getrennt erfolgen und anschlielend graphisch verglichen
beziehungsweise per Quotient ins Verhaltnis gesetzt werden [105, 106]. Innerhalb der
Datenanalyse wurden bei Mehrfachmessungen Mittelwerte (arithmetisches Mittel, MW),
Standardabweichung (standard deviation, SD), Standardfehler (standard error of the mean,
SEM) sowie mit geeignetem Test der p-Wert kalkuliert. Der non-parametrische t-Test, auch
Mann-Whitney-U-Test war Uberwiegend adaquat. Die Nullhypothese nach Signifikanztest
wurde bei einem p-Wert < 0.05 zurlickgewiesen. In den folgenden Abbildungen sind

p-Werte wie folgt gekennzeichnet: nicht signifikant p > 0.05 (n.s.), * p < 0.05; ** p < 0.01
sowie *** p < 0.001.

4.9 Mutationssuche mit Hilfe der Einzelstrang-Konformations-Polymorphismus-Analyse

Prinzip

Die SSCP-Analyse (Single Strand Conformation Polymorphism, Einzelstrang-
Konformations-Polymorphismus) stellt ein Nachweisverfahren fir DNA-Mutationen und
Polymorphismen dar [108-110]. Zugrunde liegt eine sequenzspezifische Konformation von
einzelstrangigen DNA-Fragmenten, die bei elektrophoretischer Auftrennung in einem
nicht-denaturierenden Gel ein spezifisches Laufverhalten aufweisen (Abb. 4.9). Die
Konformation bzw. die resultierende Migration im Polyacrylamid-Gel (PA) wird neben der
Priméarsequenz auch durch Temperatur, Polymervernetzungsgrad, lonenstarke von Gel und
Laufpuffer sowie Glycerol beeinflusst. Bereits minimale Sequenzaberrationen wie eine
singulére Basensubstitution konnen zu Konformationsanderung fiihren und unter optimierten
Bedingungen in der SSCP detektiert werden. Bei einer Fragmentldange von 150-300 bp wird
eine Sensitivitat von 70-90% erzielt [111-114]. In dieser Arbeit wurden alle PCR-Amplifikate
der zu untersuchenden Proben unter mindestens zwei verschiedenen Bedingungen optimiert
und anschlieRend ausgewertet, um maximale Sensitivitat zu erreichen.

Bei den meisten Tumorproben stand keine konstitutionelle Kontroll-DNA des Patienten zur
Verfugung. Zur Differenzierung von somatischer Mutation, Keimbahnmutation oder
Polymorphismus bei detektierter Mutation wurde die Wildtyp-DNA von 100 Individuen ohne
Erkrankung des ZNS oder Tumoranamnese verwendet. Die Visualisierung des eventuell
verénderten Laufverhaltens (Shift) erfolgte durch den Farbstoff SYBRGold und wird in

34



Punkt 4.10 néher erldutert. Proben mit Konformationsdnderung wurden verifizierend einer

Sequenzierung unterzogen und in Position sowie Art der Mutation detailliert beschrieben.

ds DNA | " =

Denaturierung

ss DNA [ 3||5 =1

chatuncrunv

Konformation m @

Gelelektrophorese

=

Abb. 4.9 schematische Darstellung des Prinzips der SSCP-Analyse

Durchfuhrung

Fur die SSCP-Mutationsanalyse wurden die Exone des WTX-Gens in 15 Fragmente mit
adaquater AmplikongroRe zerlegt und mittels PCR amplifiziert (s. Abschnitt 4.2 (PCR)/

Tab. 4.2c). Zur elektrophoretischen Auftrennung wurden Polyacrylamidgele aus 40%iger
Acrylamid-Ldsung (AA), 2% N,N"-Methylen-bis-Acrylamid-Lésung (BAA), 10x TBE und
teilweise Glycerol hergestellt. Das AA:BAA Verhéltnis sowie der Glycerol-Einsatz
differieren fiir die PCR-Fragmente und sind Tab. 4.9a sowie Tab. 4.9b zu entnehmen. Die
Polymerisation wird durch Zugabe von Ammoniumpersulfat (APS) gestartet und durch
N,N,N"N"-Tetramethylethylendiamin (TEMED) Katalysiert. Fir jedes Gel wurden 20ml
Polyacrylamid-L6ésung mit 360l einer 10%igen APS-L6sung sowie 20ul TEMED gemischt
und in das Glasplattensystem Multigel-Long der Firma Biometra gegossen. Nach ca. 30 Min.
war die Polymerisation der Gele abgeschlossen.

5ul des PCR-Produkts wurden 1:1 mit dem sog. LIS-Gelladepuffer (low ionic strength)
gemischt. Dieser SSCP-Ladepuffer zeichnet sich durch eine besonders hohe Sensitivitat aus
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und besteht aus 0.1g/l Bromphenolblau, 0.1 g/l Xylencyanol, 1009/l Saccharose in 6ml sowie
Agqua destillata [115]. Nach Mineral6ltberschichtung wurden die Proben bei 95°C fur 8 Min.
denaturiert (Einzelstrang-Generierung) und anschlielend sofort auf Eis gelagert, um eine
Renaturierung zu verhindern. Als Laufpuffer wurde 0,5x TBE (tris-borate-EDTA; 89mM
Tris-Base; 89mM boric acid, 2mM EDTA (pH=8.3); 5x TBE 200ml + 1,8] H,0) verwendet.
Das Proben-Ladepuffer-Gemisch wurde zur gelelektrophoretischen Auftrennung auf die
nicht-denaturierenden Polyacrylamid-Gele bei 60V flr 21-25 Stunden geladen.

1 10/01:29 - 10%(1:29, BAA:AA)
2 10/01:29 = 10%(1:29, BAA:AA), 5% Glycerol
3 10/01:49 - 109%(1:49, BAA:AA)
4 10/01:49 + 10%(1:49, BAA:AA), 5% Glycerol
5 12/01: 49 - 12%(1:49, BAA:AA)
6 12/01: 49 + 12%(1:49, BAA:AA), 5% Glycerol
7 14/01:99 - 149%(1:99, BAA:AA)
8 14 /01:99 + 14%(1:99, BAA:AA), 5% Glycerol

Tab. 4.9a Varianz der Gelstocklosungen fur die SSCP-Analyse

10%(1:29, BAA:AA), 5% Glycerol
1 10%(1:49, BAA:AA) 395
12%(1:49, BAA:AA), 5% Glycerol
10%(1:49, BAA:AA)

2 12%(1:49, BAA:AA), 5% Glycerol 313
: 10%(1:49, BAA:AA) -
12%(1:49, BAA:AA), 5% Glycerol
0, o o 0,
41 109%(1:29, BAA:AA), 5% Glycerol 281

14%(1:99, BAA:AA), 5% Glycerol
109%(1:49, BAA:AA)
4.2 12%(1:49, BAA:AA), 5% Glycerol 233
14%(1:99, BAA:AA), 5% Glycerol
10%(1:49, BAA:AA)
5 10%(1:29, BAA:AA) 340
12%(1:49, BAA:AA)
109%(1:29, BAA:AA), 5% Glycerol
12%(1:49, BAA:AA)
109%(1:29, BAA:AA)
12%(1:49, BAA:AA)

399

381
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Tab. 4.9b SSCP-Bedingungen der einzelnen WTX-Fragmente

10%(1:29, BAA:AA), 5% Glycerol
12%(1:49, BAA:AA)
10%(1:29, BAA:AA), 5% Glycerol
12%(1:49, BAA:AA)
12%(1:49, BAA:AA), 5% Glycerol
14%(1:99, BAA:AA), 5% Glycerol
10%(1:29, BAA:AA), 5% Glycerol
12%(1:49, BAA:AA)
109%(1:49, BAA:AA)
12%(1:49, BAA:AA)
109%(1:29, BAA:AA)
14%(1:99, BAA:AA), 5% Glycerol
10%(1:29, BAA:AA), 5% Glycerol
109%(1:49, BAA:AA)
12%(1:49, BAA:AA)
12%(1:49, BAA:AA), 5% Glycerol

Rezeptur Gelstocklosung —
Beispiel fur ein 10%iges PA-Gel, Vernetzung 1:49, +/- 5% Glycerol
Acrylamid 40% (Merck)

Bisacrylamid 2% (N,N’-Methylene-bisacrylamid, Serva)
5x TBE (89mM Tris-Base; 89mM boric acid, 2mM EDTA)

aqua bidest.

gegebenenfalls Glycerol 5% (Roth)

je 20 ml Gellosung:

4.10 Farbung der Polyacrylamid-Gele zur SSCP-Analyse

Zur Visualisierung der einzelnen Bandenmuster aus der SSCP-Analyse wurden die PA-Gele
mit SYBRGold® gefarbt. Initial wurden die 3 Farbemethoden Silber, SYBRGreen sowie
SYBRGold in ihrer Sensitivitdt und Spezifitdt getestet. SYBRGold erlaubte mit einer

Nachweisgrenze von ca. 40pg je Bande die bestmdgliche Auswertung. Der fluoreszierende

360ul APS 10%
20pl TEMED

37

360

368

352

410

386

340

197

49ml
20ml
20ml
ad 200ml



Farbstoff interkaliert in die DNA-Fragmente. Nach beendeter Elektrophorese wurde das Gel
mit ca. 10ml 1x SYBRGold-L6ésung (5ul SYBR®/DMSO-Stocklosung ad 50ml 1x TBE,
pH 8) gleichmalig benetzt und ca. 45 Min. inkubiert. Die Banden wurden mit Hilfe des

G:Box UV-Transilluminators von Syngene detektiert.

4.11 Sequenzierung

Bei zweimalig positivem SSCP-Ergebnis eines Shifts wurde die zugehorige Probe zur
nahereren Beschreibung der Nukleotidsequenz sequenziert. Die Sequenzierung wurde von
LGC Genomics AGOWA Sequencing Service Berlin ausgefiihrt und erfolgte nach dem
Kettenabbruchverfahren von Sanger et al. [116]. Vorbereitend wurde das im Laufmuster
veranderte PCR-Amplifikat zunédchst enzymatisch aufgereinigt, um Primer, Tag-Polymerase
und Salze zu entfernen. Fur 5ul PCR-Produkt wurden 1U Exonuclease | und 0,1U SAP
(Shrimp Alkaline Phosphatase) eingesetzt. Die Inkubation erfolgte bei 37°C fur 30 Min. mit
anschlieBender thermischer Inaktivierung bei 85°C fir 15 Min. 2ul aufgereinigtes PCR-
Produkt konnten nun zusammen mit jeweils 20pmol forward oder reverse Primer verschickt
werden. Die von Agowa ermittelten Daten wurden mit der SeqMAN Lasergene Sequence
Analysis Software v8.1 (DNA Star Inc., USA/ Germany) analysiert. Datenbanken wie

ensembl oder BLAST search wurden in die Auswertung miteinbezogen [117, 118].

4.12 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Prinzip

Die in-situ-Hybridisierung ist eine 1969 erstmals beschriebene molekularbiologische
Methodik, die eine Visualisierung bzw. Identifizierung spezifischer Nukleinséuresequenzen in
Geweben, einzelnen Zellen oder auf Chromosomen ermdglicht [119, 120]. Direkt im
biologischen Préaparat, also ,,in situ“, wird die Zielsequenz mit Hilfe von einstrangigen
sequenzspezifischen Nukleinsdure-Sonden unter Bildung eines Doppelstrang-Hybrids
markiert. Nach Art der Signalgebung unterscheidet man die radioaktive Sondenmarkierung

und die FISH, bei der Fluorochrome genutzt werden. In dieser Studie wird die indirekte
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Detektion Uber Hapten-konjugierte Nukleotide und Fluorochrom-konjugierte Antikdrper
angewandt [121-123].

Die in-situ-Hybridisierung wurde zur Untersuchung der gewebs- und zellspezifischen
Expression von Wtx wéhrend der Kleinhirnentwicklung eingesetzt. Auf mRNA-Ebene wurde
Wtx  bezlglich  Lokalisation und Expressionsintensitdt in  postnatalen  murinen
Kleinhirnschnitten analysiert. Dr. Maren Bradtmoller und Katrin Guse danke ich fir ihre
Unterstltzung.

Sonden

Fiar den Nachweis der mRNA-Molekiile durch die in-situ-Hybridisierung wurden
komplementére RNA-Sonden generiert, die Digoxigenin (DIG)-markiert sind. Hierfur wurde
das ,,DIG RNA Labeling Kit (Sp6/T7)“ (Roche) nach Angaben des Herstellers verwendet.
RNA-Polymerasen wie SP6 oder T7 transkribieren spezifisch die gewinschte Sequenz
stromabwérts einer geeigneten Promotorregion. Zur Generierung von RNA-Sonden muss die
Sondensequenz als cDNA in einen Plasmidvektor kloniert werden, der Schnittstellen fir
Restriktionsenzyme und Promotorstellen fur die Sp6- oder T7-Polymerase vor bzw. hinter
dem Fragment besitzt. Die RNA-Sonde des nicht-kodierenden Strangs (,,anti-sense®) dient
zum Nachweis des Transkripts, wéhrend der kodierende Strang (,,sense®) als Kontrolle zur
Einschatzung des unspezifischen Hintergrunds eingesetzt wird.

Zunéachst wurde ein 321bp langes mWitx-Fragment (cDNA Bp 2473-2792; p5 BI/6
Zerebellum), welches Uber EcoRI und Sall kompatible Enden verfligt, durch T4-Ligation in
pCR2.1-TOPOK12 (Invitrogen) kloniert. Anschlieend erfolgte eine erneute Ligation von
pCR2.1-TOPOK12 mWitx und pSPT18 (Roche) nach vorherigem Verdau sowie Agarosegel-
Extraktion. Minipraparationen, Restriktionsenzymverdau, T4-Ligation, Gelextraktion,
Desphosphorylierung  sowie die Erzeugung von Uberhiangen erfolgten  nach
Herstellerangaben. Dieses so erzeugte Konstrukt konnte linearisiert und aufgereinigt als
plasmidale DNA fr die in-vitro-Transkription eingesetzt werden.

Die Sonden dieser Arbeit wurden von Frau Dr. Maren Bradtmdller und Katrin Guse zur

Verfuigung gestellt.
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Durchfihrung

Vorbereiten der Schnitte und Prahybridisierung

Die bei -80°C gelagerten 8um dicken koronaren Kryostatschnitte des murinen Kleinhirns von
C57BI/6 Mausen wurden zunéchst ca. 1h bei RT (Raumtemperatur) aufgetaut und mit 4%
Paraformaldehyd (PFA) in PBS fir 5 Min. fixiert. Nach kurzem Spilen in 2x SSC und
anschlieBendem DEPC-H,0 wurden die Praparate fir 13 Min. in 0,1M Triethanolamin pH8
mit einer Endkonzentration von 0,25% Essigsaureanhydrid acetyliert. Die Dehydratisierung
erfolgte  mit Hilfe einer aufsteigenden Alkoholreihe. Zur Belegung unspezifischer
Bindestellen wurde eine Prahybridisierung mit der Heringssperma ssDNA enthaltenden

Hybridisierungslosung (Hyb-Mix) fir 1h in einer Feuchtkammer durchgefihrt (Tab. 4.12).

Hybridisierung und Detektion

Mit einer Konzentration von 0.5-3ng/pl wurde aus Sonden-RNA und Hyb-Mix ein Sonden-
Mix hergestellt und dieser bei 90°C fir 5 Min. zur Reduktion der Sekundarstrukturen
denaturiert. Die getrockneten Proben wurden mit 150pl Sonden-Mix beschichtet, mit einem
Deckglas abgedeckt und mit DPX luftblasenfrei versiegelt. Die Hybridisierung fand bei 55°C
fir 16h in einem Hybridisierungsofen statt. Am néchsten Tag wurden nach Entfernung des
Deckgléschens mindestens zweimal 2x SSC fiir jeweils 10 Min. gewaschen. Die Inkubation in
RNase-Puffer bei 37°C fur 15 Min. dient dem Abbau nicht hybridisierter, einzelstrangiger
RNA. Zuletzt folgen drei stringente Waschschritte mit in 2x SSC fur 20 Min., in 1x SSC mit
2% H,0, fur 15 Min. sowie wiederholt in 1x SSC (Tab. 4.12).

Die Detektion der Sonde wurde mit dem TSA Cyanine Cy3 System von Perkin Elmer (TSA,
Tyramide Signal Amplification) durchgefuhrt (Raap et al., 1995). Einem kurzen Waschen der
hybridisierten Kryostatschnitte in TNT Puffer schloss sich die Blockierung unspezifischer
Bindungsstellen per TNB-Puffer fir 30 Min. bei RT an. Nun konnten die Praparate mit anti-
DIG-HRP (Roche), 1:1000 verdunnt in TNB-Puffer fir 2h bei RT inkubiert und wiederholt in
TNT-Puffer gewaschen werden. Die Signalamplifikation erfolgte mit 50-100ul Fluorophor-
konjugiertem Tyramid, 1:50 verdiinnt in ,,Fluorophore Amplification Working Solution* fiir
30 Min. AbschlieBend wiederholtes Waschen in TNT-Puffer.

Als Gegenfarbung wurde die DAPI-Kernfarbung (4,6-Diaminidino-2-Phenylindol) gewahit.
Mit Shandon Immu-Mount (Thermo Scientific) wurden die Objekttrédger feucht eingedeckelt.
Zur Dokumentation wurde das Axio Observer Z1 Immuno-Fluoreszenz Mikroskop sowie die
Axio Vision Imaging Softare von Carl Zeiss benutzt.
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Ldsung
Fixierungsldsung
4% PFA inPBS pH 7,4

20x SSC Stock pH 7,0

DEPC-H,0

Acetylierungspuffer

Hybridisierungslosung/ Hyb-Mix

RNase-Puffer

TNT-Waschpuffer pH 7,5
Perkin Elmer (TSA-System)

TNB - Blocking-Puffer pH7,5
Perkin Elmer (TSA-System)

Bestandteil
Paraformaldehyd

NaOH
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat
DEPC-H,0

NaCl
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat
DEPC

MilliQ-H,O/ dd H,O

0.1% DEPC

dd H,O

0.1 M Triethanolamin pH 8
HCI 37%

dd H,0O

20x SSC

Formamid

50x Denhardts Reagenz
50% Dextransulfat

10 mg/ml ss Heringssperma-DNA
10mg/ml Hefe-t-RNA

50 mM NacCl

10 mM Tris/HCI pH8

1 mM EDTA pH 8,0

16 pg/ ml RNAse A

0.1 M TRIS-HCI, pH 7.5
0.15 M NaCl

0.05% Tween 20

0.1 M TRIS-HCI, pH 7.5
0.15 M NaCl

0.5% Blocking Reagenz
20x SSC Stock pH 7,0
30% H,0,

dd H,0O

Tab. 4.12: Bedarfslosungen der in-situ Hybridisierung

4.13 Zellkultur

Allgemeine Bedingungen

Menge
10g

1,19

69

250ml
175,39
88,29

Iml

ad 1000ml

100ml
13,3ml

60 Tropfen
ad 1000ml
10ml

25ml

1 ml

10ml
2,5ml
0,5ml

10ml
13,3ml
ad 200ml

Fir diese Arbeit wurden sieben verschiedene humane Tumor-Zelllinien in Kultur gehalten.

Die Versorgung der Zellen erfolgte in sterilen Zell-Kultur-Flaschen, die eine Flache von
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25 cm?2 sowie 75 cm? umfassten. Alle Zelllinien wurden bei 37°C unter 5% CO, in gesattigter
Wasserdampfatmosphare in einem Inkubator (HERA/ Heraeus, ThermoScientific) mit den in
Tab. 4.13 aufgelisteten Medien kultiviert. Auf den Zusatz von Antibiotika wurde verzichtet.
In einem Intervall von zwei Tagen wurde das Nahrmedium durch frisches, auf 37°C

erwarmtes Nahrmedium ersetzt.

Dublecco's modified Eagle’s Medium (DMEM), RPMI 1640, L-Glutamine, Phenol Red
high Glucose (4.5g/l), L-Glutamine

10% Fetales Bovines Serum (FBS) 10% Fetales Bovines Serum (FBS)
1mM Natrium-Pyruvat
@ Antibiotika-Zugabe @ Antibiotika-Zugabe

Tab. 4.13 zellspezifische Nahrmedien

Auftauen und Kryokonservierung

Die in flussigem Stickstoff (-196°C) gelagerten Zelllinien wurden zur Kultivierung in einem
Wasserbad bei 37°C aufgetaut und anschlielend in 9ml des vorgewarmten Mediums
uberfuhrt. Zur Entfernung des zytotoxischen DMSO (Dimethylsulfoxid) wurde die
Suspension bei 1.000 rpm fir 5 Min. abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das
Zellpellet in frischem Kulturmedium aufgenommen. Bereits nach 24h erfolgte der erste
Mediumwechsel zur endgultigen DMSO-Beseitigung. Die Menge an Zellmedium wurde
entsprechend der KulturflaschengroBe gewahlt (2ml fiir kleine Flasche 25cm?, 7ml fiir groRe
Flasche 75cm?). Zur Kryokonservierung wurde das Nahrmedium aus der Zellkulturflasche
entfernt und die Zellen mit erwarmtem PBS vorsichtig gewaschen. So konnten alte
Mediumreste sowie Zelltrummer entfernt werden. Die Inkubation mit 1-2ml 1x
Trypsin/EDTA (Ethylenediaminetetraessigsaure) bei 37°C im Brutschrank loste die Zellen
nach ca. 2-3 Min. ab, der definitive Zeitpunkt wurde lichtmikroskopisch bestimmt. Durch
Hinzugabe einer ausreichenden Menge an Zellmedium, welches Trypsin-Inhibitoren
beinhaltet, konnte die Enzymreaktion beendet werden. Nach mehrmaligem Auf- und
Abpipettieren wurden die Zellen in ein 15ml Falcon-Réhrchen tberfiihrt und bei 1.000 rpm
fir 5 Min. abzentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurde in Einfriermedium (Nahrmedium
mit 10% DMSO & 10% FBS) resuspendiert und in ein Kryorohrchen Uberfuhrt. Das
Kryoréhrchen wurde in einem mit Isopropanol befillten Einfrierbehélter auf -80°C abgekuhlt.

So kann eine langsame und stetige Abkiihlung von
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ca. -1°C/Min. erreicht werden. Nach einem Tag kénnen die Proben in flissigen Stickstoff zur

langfristigen Aufbewahrung Gberfuhrt werden.

Passagieren von Zellen

In der exponentiellen Wachstumsphase bei einer 60-80%igen Konfluenz erfolgte die
Passagierung der Zellen und eine optionale Subkultivierung. Hierfir wurde das Kultur-
medium verworfen. Mit erwdrmten PBS wurden die Zellen gewaschen und durch Zugabe von
Trypsin geltst. Nach kurzer Inkubation im Brutschrank kann die 1x Trypsin/EDTA-Wirkung
mit Hilfe von Né&hrmedium aufgehoben werden. Die Zellen resuspendieren durch
mehrmaliges Auf- und Abpipettieren und zurtickbleibende Zellen innerhalb der Kulturflasche
kénnen mit aufgenommen werden. Per Zentrifugation bei

1.000 rpm fiir 5 Min. entsteht ein Zellpellet, welches unter Verwerfen des Uberstands in
frischem Zellmedium resuspendiert werden kann. Zur Subkultivierung werden die Zellen in
Kulturflaschen der gewunschten GroRe uberfiihrt. Alternativ kann eine Kryokonservierung

erfolgen.

4.14 Stimulation mit Wnt3a

Bei den uns verfligbaren Medulloblastom-Zelllinien liegt ein inaktivierter kanonischer
Whnt-Signalweg vor. Das Protein Wnt3a fungiert als Ligand und fiihrt (ber eine Akkumulation
von B-Catenin zur TCF-abhéngigen Transkription [55, 124, 125]. Mit Hilfe dieses
Funktionsassays kann die Expression spezifischer Zielgene im Zustand des inaktivierten
sowie aktivierten Wnt-Signalwegs untersucht werden. Um ein mogliches Confounding
(confounding variable, Storfaktor) zu minimieren, wurden mit DAOY, UW473 sowie R300
drei verschiedene MB-Zelllinien getestet. Der Versuch startete bei einer Konfluenz von 60%
und wurde in 6well-Platten (6er Lochplatte) mit 2ml Kulturmedium/well durchgefihrt. Als
Medium wurde DMEM mit hohem Glucose-Anteil und Glutamin, hier aber ohne Zugabe von
FBS/FCS, verwendet. Das Protein Wnt3a stand in lypophilisierter Form zur Verfliigung (R&D
systems, Minneapolis, USA) und wurde in PBS mit einer Konzentration von 50ng/ul gelost.
Die Stimulation des Wnt-Signalwegs erfolgte mit 100ng Wnt3a bei einer Expositionszeit von
24h bzw. 48h. Die Menge der Proteinzugabe wurde optimiert und die Zeitrdume der Zelllinie
entsprechend angepasst. Medium und gegebenenfalls Protein wurden jeweils nach 24h
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erneuert. Sowohl Negativ-Kontrolle als auch Wnt3a-behandelte Zellen erfuhren gleiche
Kulturbedingungen. Anschlieend erfolgte die RNA-Extraktion mit Trizol (vgl. 4.4) sowie die
quantitative Real-Time PCR (vgl. 4.8) zur Analyse der exprimierten Gentranskripte.

4.15 Transfektion

Prinzip

Die Transfektion bezeichnet den nicht-viralen Transfer von genetischer Information bzw.
Fremd-DNA in eukaryotische Zellen. Neben physikalischen Techniken wie Elektroporation
stellt auch der liposomale Gentransfer, die Lipofektion eine erprobte Methode zur
Uberwindung der Zellmembran dar. Hierbei wird die Wechselwirkung der anionischen
Nukleinsdauren (hydrophil, Phosphatreste) und der kationischen amphipatischen Lipid-
Molekile der Transfektionsreagenz unter Bildung des sog. Lipoplex (Liposomen-DNA-
Komplex) genutzt [126, 127]. Diese mizell-d4hnlichen Komplexe ermdéglichen nun per Fusion
bzw. endozytischer Aufnahme die Inkorporation der Fremd-DNA in die Zelle [126, 128, 129].
Die temporére Einschleusung der DNA mit Hilfe von Vektoren (Plasmide) in eukaryontische
Zellen bewirkt eine hohe episomale Kopienzahl und somit eine starke Expression der auf den
Plasmiden kodierten Gene. Limitierend ist jedoch der Abbau der Fremd-DNA durch zelluldre
Nukleasen, sodass bereits nach wenigen Tagen die Expression der auf transfizierten DNA
kodierten Gene stark abnimmt. Diese als transiente Transfektion bezeichnete Methode wird in
dieser Arbeit fiir den Gentransfer von dnTCF4 AN31 in HepG2-Zellen eingesetzt. HepG2
entstammt einem hepatozellularen Karzinom und verfiigt Uber einen aktivierten Wnt-
Signalweg [91-93]. Die hierbei vorliegende TCF-4-abhangige Transkription kann mit Hilfe
von dominant-negativem TCF-4, bei dem N-terminal 31 Aminosauren (AS) fehlen, verhindert
werden [130-132].

Durchfihrung

Zur funktionellen Untersuchung stand die kodierende Region des dnTCF4 AN31 in einem
pcDNA3.1 HisB Vektor zur Verfugung (Institut fir Neuropathologie, Universitatsklinikum
Bonn). Als Negativ-Kontrolle wurde bei allen VVersuchen mit dem Leerplasmid (mock) pGL3-
Basic reporter (Promega) transfiziert (Tab. 4.15). Als Transfektionsreagenz wurde

Lipofectamine 2000 (Invitrogen, USA) mit einer Ratio von 1:2 verwendet. Die zu
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transfizierenden Zellen wurden in Antibiotika-freiem Medium in 6well-Platten so ausgesat,
dass nach 18-24h Inkubation eine initiale Konfluenz von etwa 80% bestand. Die Transfektion
erfolgte in Antibiotika- und Serum-freiem Medium. Hierzu wurden zundchst die Zellen mit
RPMI 1640 ohne FCS/ FBS mehrmals gewaschen und anschlielend der Transfektionsmix mit
frischem Medium hinzugegeben. Das DNA-Lipofectamine-Gemisch wird zuvor in zwei
separaten ReaktionsgefaRen vorbereitet und nach guter Vermischung fir 30 Min. bei RT

inkubiert. Pro Kavitét liegt folgende Zusammensetzung zugrunde:

Plasmid-Ansatz: 1.25ml RPMI 1640, L-Glutamine, Phenol Red
5ug DNA
S5ul PLUS™ Reagent

Lipofectamine-Ansatz: 1.25ml Basalmedium

10ul LIPOFECTAMINE™ LTX Reagent

Innerhalb dieses Zeitraums konnen sich die DNA-Lipidkomplexe formieren. Der
Transfektionsmix konnte nun auf die HepG2-Zellen gegeben werden und die Zellen

bei 37°C sowie 5% CO, fir 4h inkubieren. Der Transfektionsansatz wird abgenommen und
mit 2ml RPMI 1640, 10% FBS pro Vertiefung ersetzt. 24h post Transfektion erfolgt die
Expressionsanalyse mit Hilfe der quantitativen Real-Time PCR nach vorheriger RNA-
Extraktion der entsprechenden Zellen sowie reverser Transkription in cDNA (vgl. 4.6 bis 4.8).
Neben dem Gene of Interest (GOI) WTX analysierten wir auch die Expression von AXIN2,
einem bekannten Zielgen des Wnt-Signalwegs und daher geeignet als Effizienzkontrolle der
Transfektion [53, 133].

pcDNA3.1 dn Tcf4 in pcDNA3  Institut fur Neuropathologie, BamHI [131, 132,
HisB dn Tcf4  Expressionsvektor — Universitatsklinikum Bonn/ 134]
Invitrogen
pGL3-Basic  Luciferase Promega

Reporterplasmid

Tab. 4.15 verwendete Transkriptionsvektoren
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5 Ergebnisse

5.1 Nachweis von somatischen WTX-Mutationen im Medulloblastom

In etwa 15% der Medulloblastome sind durch eine Aktivierung des Wnt-Signaltransduktions-
wegs gekennzeichnet [7-10]. Ursache einer solchen Aktivierung sind Mutationen in Genen,
die fur Zielproteine des Wnt-Signalwegs kodieren. Bislang sind Mutationen insbesondere in
[-CATENIN sowie seltener in APC, AXIN1 sowie AXIN2 (CONDUCTIN) beschrieben [16,
17, 61-65]. Wtx als Tumorsuppressor und Teil des -Catenin-Degradierungskomplexes stellt
einen vielversprechenden Kandidaten zum weiteren Verstandnis des Wnt-Medulloblastoms
dar. Mutationen in WTX selbst sind bisher im Wilms Tumor, der Osteopathia striata sowie
vereinzelt bei der akuten myeloischen Leuk&mie und im kolorektalen Karzinom gefunden
worden [40, 66, 70-73].

In dieser Arbeit soll zundchst nachgewiesen werden, ob Medulloblastome Mutationen im
WTX-Gen aufweisen, die ursachlich fur eine Aktivierung des Wnt-Signalwegs sein kénnten.
Mit Hilfe der SSCP-Analyse wurden 67 Medulloblastome auf WTX-Mutationen untersucht.

Im Untersuchungskollektiv konnten insgesamt 5 Mutationen via SSCP-Methode und
anschlieBender Sequenzierung in verschiedenen Medulloblastomen nachgewiesen werden.

3 dieser 5 Mutationen sind somatische Mutationen, da diese Veranderungen in 100
Kontrollproben (DNA aus Blut von 100 Individuen ohne Erkrankung des ZNS oder
Karzinomanamnese) nicht detektiert werden konnten.

Eine zusammenfassende Ubersicht des Mutationsscreenings ist, unterteilt nach somatischen

sowie stummen Mutationen, in Tab. 5.1a bzw. Tab. 5.1b zu finden.

Geschlecht/ Exon/ CTNNB1-
Probe Alter (J) Histo cDNA Codon Mutation (Sequenz) Wnt 1 Mutation
GCC (Ala) > ACC (Thr)  Expression

E6 f/ 13 klassisch 2/ 85 29 heterozygot Al nein
nukleare
G8 f/31  Klassisch 2/2876 959 CCT (TOHCTT W0 ten e
eterozygot .
B-Catenin
A10 /11 Klassisch 2/1680 560 CCC (’?]rQHCAG (Gln) nein
omozygot

Tab. 5.1a Somatische WTX-Mutationen innerhalb des Medulloblastomkollektivs
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Probe cMB EB, die Biopsie eines 13jahrigen Kindes mit klassischem Medulloblastom (cMB),
zeigt eine somatische Mutation in Fragment 2 (Abb. 5.1a). Die extrahierte DNA wurde nach
Amplifikation des spezifischen WTX-Segments sequenziert und weist hier einen
heterozygoten Basenaustausch GCC - ACC im Codon 29 auf. Hieraus resultiert an Position
¢.85 ein Aminosaureaustausch von Alanin zu Threonin (Tab. 5.1a).

Abb. 5.1a WTX-Mutation in Probe cMB EB6;
links Bandenshift im SSCP-Gel nach SYBRGold-Férbung;
rechts Chromatogramm der heterozygot mutierten Sequenz GCC - ACC

Eine weitere somatische Mutation wurde in Fragment 8 von Biopsie cMB A10 detektiert
(Abb. 5.1b). Die Sequenzierung der extrahierten DNA ergab eine homozygote Punktmutation
CGG > CAG an Position ¢.1680 mit der Folge eines Aminosaureaustauschs von Arginin zu
Glutamin (Tab. 5.1a).
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Abb. 5.1b WTX-Mutation in Probe cMB A10; links Bandenshift im SSCP-Gel nach
SYBRGold-Farbung; rechts bestatigende homozygot mutierte Sequenz
CGG - CAG im Chromatogramm

Die dritte somatische Mutation bildete sich in der SSCP-Analyse im Fragment 12 der Probe
cMB G8 ab (Abb. 5.1c¢). Die Punktmutation CCT - CTT ist heterozygot an Position ¢.2876
und tauscht Prolin gegen Leucin aus (Tab. 5.1a). Die Patientin ist ein 3jahriges M&dchen mit
klassischem Medulloblastom.

Abb. 5.1c WTX-Mutation in Probe cMB G8; links Bandenshift im SSCP-Gel nach

SYBRGold-Farbung; rechts heterozygot mutierte Sequenz CCT - CTT im
Chromatogramm
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Weiterhin konnten zwei SNPs (single nucleotide polymorphism; SNP) in Fragment 2 von
Probe dMB A4 sowie Probe cMB A6 nachgewiesen werden (Abb. 5.1d), die keinen
Aminosdureaustausch bedingen (stumme Mutation). Beide Punktmutationen befinden sich im
Codon 45 und kodieren Serin. Die Probe A4 stammt von einem desmoplastischen MB (dMB)
einer 17j&hrigen Frau und beinhaltet eine heterozygote Mutation TCC - TCT. Probe A6, ein
klassisches MB eines 12jahrigen Patienten, zeigt den Basenaustausch beide Allele betreffend
(Tab. 5.1b).

Abb. 5.1d Polymorphismen des WTX-Gens innerhalb des Tumorkollektivs;
oben Bandenshift im SSCP-Gel nach SYBRGold-Farbung;
unten Sequenzen des mutierten Bereichs von Probe A4 sowie A6

Bei diesen stummen Alterationen handelt es sich um einen bereits bekannten Polymorphismus
rs 34504794, der mit einer Allelfrequenz von 0.028 bzw. 0.011 in der Normalbevdlkerung
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auftritt [135]. Die Allelhdufigkeit in diesem Patientenkollektiv unterscheidet sich unter
Verwendung des zweiseitigen Chi%-Tests nicht signifikant.

Geschlecht/ Exon/ Mutation
Probe  Alter (J) Histologie cDNA Position Codon (Sequenz) refSNP
desmo- 45 TCC (S) > TCT (S)
Ad fl 17 plastisch 2/ 135 (Serin) heterozygot rs 34504794
45 TCC (S) > TCT (S)
Ab m/ 12 klassisch 2/ 135 (Serin) homozygot rs 34504794

Tab. 5.1b Polymorphismen des WTX-Gens innerhalb des Tumorkollektivs

5.2 Expressionsanalyse von WTX in Medulloblastomen - Expressionsunterschiede
zwischen Tumor und Kontrollgewebe

Die verminderte Expression eines Tumorsuppressorgens wie WTX kann ursachlich fur die
Entstehung von Tumoren sein. Zum Nachweis einer mdéglichen Regulation von WTX in
Medulloblastomen und dem Einfluss einer solchen WTX- Regulation auf die Aktivitat des
Whnt-Signalwegs in Medulloblastomen wurde eine Expressionsanalyse von WTX in 43
humanen MB-Proben mittels quantitativer TagMan Real-Time PCR durchgefiihrt.

RNA aus nicht-neoplastischem Kleinhirngewebe verschiedener Altersgruppen diente als
Kontrolle. Bewusst wurde die Kontroll-RNA in einem breiten Altersspektrum angelegt und
im Weiteren differenziert beurteilt, um die Expression von WTX im Kleinhirngewebe
unterschiedlichen Alters bestimmen und mit der Expression im Tumorgewebe vergleichen zu
konnen. Stellenweise wurde eine Zuordnung in die Gruppen ,fetal“ und ,adult*
vorgenommen, sie ist der Tab. 4.1a zu entnehmen. Mittels Real-Time PCR konnte zunéchst
gezeigt werden, dass WTX in Medulloblastomen exprimiert wird. Definiert man die
analysierte Tumorkohorte als homogene Gruppe, so variiert die Expression des WTX-
Transkripts innerhalb dieser erheblich (Abb. 5.2a).
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D Medulloblastom - humanes Zerebellum
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Abb. 5.2a Ubersicht tiber die Expression des WTX-Transkripts in Medulloblastomen;
RQ-Berechnung bezieht sich auf WTX-Expression in fetalem Kontrollgewebe;
rechtsseitig die zerebelldren Kontrollen der adulten Proben (Cll adult)

Beim Medulloblastom handelt es sich um einen embryonalen Tumor, das tumorigene Ereignis
kann bereits wahrend der Embryogenese auftreten. Vor diesem Hintergrund moglicher
Aktivitatsunterschiede des Wnt-Signalwegs wurde eine Kontrollgruppe gewahlt, die nicht nur
adultes bzw. postnatales, sondern auch fetales Gewebe berlicksichtigt.

Die Alterskorrelation bestétigt die gewdhlte Zuordnung ,.fetal* sowie ,,adult”. Alter und WTX-
Transkript korrelieren gegenlaufig (Korrelationsfaktor nach Spearman r=-0,6667; p=0,0415*,
Abb. 5.2b). Die fetalen Gewebsproben werden durch die Altersangabe <0 Jahre im
Diagramm dargestellt. Hervorzuheben sind die extrem geringen Expressionswerte von WTX
bereits ab dem dreijahrigen Probanden. Ein mdglicher Erklarungsansatz hierfur stellt die
Abhéngigkeit der Wnt-Signalaktivitdt vom Stadium der embryonalen Kleinhirnentwicklung
dar.
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Alterskorrelation Kontrollkollektiv
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Abb. 5.2b Alterskorrelation der WTX-Expression im zerebellaren Kontrolkollektiv

Nach der separaten Analyse des Kontrollgewebes konnten die einzelnen Gruppen in Bezug
zueinander gesetzt und miteinander verrechnet werden. Die Gruppe der 43 MB zeigt keinen
signifikanten Unterschied zur Expression von WTX in der fetalen Kontrollgruppe (Abb. 5.2c).
Korreliert man die WTX-Expression im Tumor mit adultem Kleinhirngewebe, zeichnet sich
eine starke Uberexpression im Tumorgewebe ab. Der non-parametrische Mann-Whitney-Test
spiegelt einen p-Wert <0,0001*** zwischen WTX-Expression Medulloblastombiopsie und
adulte gesunde Probanden wider. Interessanterweise zeigen einige Medulloblastom-Proben

ahnlich hohe Expressionswerte von WTX wie fetales Kleinhirngewebe der Kontrollgruppe.

Die Hinweise der Signalweg-abhangigen sowie pathogenetisch beeinflussenden Regulation
des WTX-Transkripts sollten sich in einer Untersuchung zur Zielgenregulation des Wnt-
Signals bestédtigen. Hierzu wurde die Genexpressionsanalyse auf AXINZ2 in einer bewusst
gewahlten Gruppe von 12 Tumor-Samples und Kontrollproben erweitert. Die Expression von
AXINZ2, einem bekannten Marker der Aktivierung des Wnt-Signalwegs [53, 133], unterstreicht
die Beobachtungen der WTX-Expression und zeigt vergleichbare Trends. WTX und AXIN2
sind in der fetalen Kontrollgruppe stark exprimiert, wéhrend das adulte Zerebellum nur noch
eine schwache Expression aufzeigt.

Dies deutet auf eine wesentliche Rolle des WTX-Gens und folglich des Wnt-Signalwegs in der

zerebelldren Entwicklung.
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Aus diesen Ergebnissen folgte fortan die Korrelation der WTX-Genexpression in MB mit der
fetalen Kontrollgruppe, um die angenommene Signalweg-Aktivierung abzubilden. Dies
bedeutet im Umkehrschluss, dass eine AACT=1 einen angeschalteten Wnt-Signalweg darstellt
(s. auch Abb. 5.2a).

WTX-Expression im Tumorkollektiv sowie Kontrollgewebe

E= Medulloblastom - humanes Zerebellum
& - fetale Kontrolle - humanes Zerebellum
adulte Kontrolle - humanes Zerebellum

104

F vy
J % E

AA . .

2-/\Ct

0.0 T T T

Abb. 5.2¢ Ubersicht tiber die Expression des WTX-Transkripts im Tumorkollektiv
sowie in adultem und fetalem Kontrollgewebe

Dennoch ist der Tumor tatsachlich heterogen in seiner Pathogenese und zumindest die
histopathologische Entitat sowie der Wnt-Subtyp sollten evaluiert werden, um einen
maoglichen Einfluss bzw. Confounding auszuschlieBen. Eine Subklassifikation in den im Wnt-
aberrierten MB hdufig vorkommenden klassischen Typ sowie die verbleibenden
histologischen Medulloblastomtypen ergab keine signifikanten Unterschiede. Da auch
Medulloblastome der SHH-Gruppe sowie Typ3 und 4 mitunter den histologisch klassischen

Typ aufweisen, ware eine Unterscheidung in der Transkriptexpression nicht zu erwarten.
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5.3  Bedeutung der detektierten WTX-Mutationen sowie Varianzen des
WTX-Transkripts fur die Wnt-Signaltransduktion in Medulloblastomen

In 3 von 67 Medulloblastomen (4,5%) konnten somatische Punktmutationen im WTX-Gen
nachgewiesen werden (Tab. 5.1a). Zur Einordnung der funktionellen Relevanz dieser
Mutationen  fiir eine mogliche Signalwegaktivierung wurde eine [B-Catenin-
Immunhistochemie durchgefiihrt, da eine nukledre B-Catenin Akkumulation eine Wnt-
Aktivierung belegt. Dartiber hinaus wurde eine Expressionsanalyse des direkten Wnt-Zielgens
AXIN2 durchgefiihrt, ebenfalls als Ausdruck einer Uberaktivierung des Wnt-Signalwegs.

Von der Probe cMB E6 mit Basenaustausch in Codon 29 Ala>Thr konnte keine
Immunhistochemie durchgefiihrt werden, da kein entsprechendes Paraffinmaterial verfugbar
war. Alternativ wurde die Expression von AXIN2 bestimmt. Die Expression von AXIN2
MRNA ist stark erhdht im Vergleich zu humanen zerebellaren Kontrollen, dies deutet auf eine
Aktivierung des Wnt-Signalwegs in der Tumorprobe hin (Tab. 5.3).

Anders stellte es sich bei der WTX-Mutation an Position ¢.1680 in Biopsie cMB A10 dar. Hier
konnte keine Uberexpression von AXIN2 festgestellt werden.

cMB G8 wies eine somatische Mutation von WTX in Codon 959, Pro - Leu auf. Die
Immunhistochemie fiir B-Catenin zeigt eine -Catenin-Akkumulation im Nukleus und belegt

somit die Aktivierung des Wnt-Signalwegs in dieser Tumorprobe (Abb. 5.3).

5SCP Sequenzierung B-Catenin
4 o = ; 4 :
v <4
.(_'
\, e B

Abb. 5.3 WTX-Mutation in Probe cMB G8; links verandertes Laufverhalten der
Tumorprobe im SSCP-Gel; mittig Nachweis der Mutation CCT > CTT mittels
Sequenzierung; rechts Tumorprobe cMB G8 weist eine nukledre 3-Catenin
Akkumulation (Immunhistochemie) als Ausdruck einer Wnt-Aktivierung auf

Somit konnte in 2 von 3 Medulloblastomen mit WTX-Mutation eine Aktivierung des Wnt-

Signalwegs nachgewiesen werden.
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Als in der aktuellen Wissenschaft hdufigste Ursache fiir Wnt-Medulloblastome wird die f-
CATENIN-Mutation benannt. Um eine Mutation im S-CATENIN-Gen als Ursache einer
pathologischen Wnt-Aktivierung in diesen Tumorproben auszuschlielen, wurde zusatzlich ein
Mutationsscreening der HotSpot-Region von -CATENIN durchgefiihrt. Mit Hilfe der SSCP-
und Sequenzierungsanalyse konnten allerdings in den Medulloblastomen mit WTX-
Mutationen keine p-CATENIN-Mutationen detektiert werden. Dies unterstreicht die

funktionelle Relevanz der WTX-Mutation.

In der Kohorte des Mutationsscreenings konnte in zwei Féllen (dMB C7 sowie cMB D9)

eine Mutation im S-CATENIN-Gen und konsekutiver Wnt-Transduktion identifiziert werden,
die WTX-Expression ist vergleichbar einer Wnt-Aktivierung (Tab. 5.3). In der Probe cMB D9
wird die Wnt-Aktivitat zusatzlich durch die deutlich erhdhte AXIN2-Expression unterstrichen
(Tab. 5.3).

Gen-  mRNA Regulation (RQ) Gen/ MRNA Regulation (RQ)

sequenz Protein
dMB A4 #26 SNP 0,776
cMB A6 #5 SNP 0,762
cMBE6  #15 Mutation 0,702 1 (4,75)
cMBG8  #90 Mutation nukledre

Akkumulation

cMB A10 #44  Mutation 0,489 v (0,280)
cMBD9  #22 - 0,876 Mutation 1 (6,343)
dMB C7 #34 - 0,79 Mutation
cMB D10 #6 = 0,353 1(4,574)

Tab. 5.3 Ubersicht tiber die Veranderungen von Gensequenz und Expression von WTX,
P-CATENIN und AXIN2

Eine Expression von AXIN2 kann durch diverse Komponenten des Signalwegs reguliert
werden. Innerhalb der Pathogenese vom Medulloblastom kdnnen zudem eine Vielzahl von
Aberrationen auf unterschiedlichsten Ebenen die Zielgenexpression beeinflussen. Demnach
zieht eine Hochregulation von AXIN2 nicht zwangslaufig eine starke Transkriptdetektion des
WTX-Gens nach sich, selbst wenn eine Abhédngigkeit besteht. In der Gruppe der 12 Proben
konnte eine AXIN2-Hochregulation in drei Medulloblastom-Patienten festgestellt werden.
Eine detaillierte Beschreibung ist Tab. 5.3 zu entnehmen.

Die vorbenannte Probe cMB D9 ist zudem S-CATENIN-mutiert und zeigt eine verstarkte
Expression von WTX mRNA. Ebenso tberexprimiert ist AXIN2 in cMB D10, allerdings ist
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hier ein vermindertes WTX-Transkript quantifiziert worden. AufRerdem hat die in Punkt 5.1
bereits beschriebene WTX-Mutation der Probe cMB EG6 eine starke AXIN2-Expression und
somit eine erkennbare Wnt-Aktivierung. Die WTX-Expression scheint nur leicht erhoht.

5.4 mWix-Expression in der postnatalen Entwicklung des murinen Kleinhirns -
deutliche Hochregulation von mWtx im friihen postnatalen Stadium

Der hochkonservierte Wnt-Signalweg agiert im Rahmen der Zelldifferenzierung, Proliferation
und Zellkommunikation nicht nur im fetalen, sondern auch im adulten Gewebe [24]. Zur
naheren Untersuchung der Rolle von Witx innerhalb der Kleinhirnentwicklung mit Fokus einer
moglichen Entwicklungsphasen-abhéngigen Komponente wurde eine Real-Time PCR
Expressionsanalyse von Wtx und dem bereits beschriebenen Wnt-Zielgen Axin2 in murinen
Kleinhirngeweben unterschiedlichen postnatalen Alters durchgefihrt. Hierflr wurde murines
Kleinhirngewebe der postnatalen Phase p3 bis p13 (p=postnataler Tag) sowie von adulten
C57BI/6 Mausen verwendet. Die gezielte entwicklungsabhdngige Analyse sollte unter
Bildung von drei Subgruppen und statistisch haltbarer Aussagekraft erfolgen: p3 bis p9 bilden
die friihe postnatale Gruppe, p10-13 die spéate postnatale und p>60 die adulte Altersgruppe.
Das mWix-Transkript ist in den ersten neun postnatalen Tagen mehr als 2fach erhoht
verglichen mit der mWix-Expression im adulten murinen Kleinhirn (RQ(p3-9)=2.288).

Die spat postnatalen Proben zeigen mit einer 1.8fachen mWtx-Expression zwar noch eine
deutliche Hochregulation von mWitx, deuten aber bereits auf den negativen Trend der
Genregulation hin. Das mWtx-Transkript nimmt mit zunehmendem Alter ab.

mAXin2 unterstreicht diesen Trend mit signifikanten Expressionsunterschieden, wenn auch
mit einer - verglichen mit murinem Wtx - nicht so starken Hochregulation in frih- sowie
spatpostnataler Phase (RQ(p3-9)=1,882; RQ(p10-13)=1,609).
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mWitx-Expression in postnatalem murinen Zerebellum
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Abb. 5.4a postnatale Regulation von murinem Wtx in Abhangigkeit der
Kleinhirngenese; p=postnataler Tag, cl — Zerebellum, cbr- Zerebrum

Diese absoluten gruppenspezifischen Werte sollten anschlieBend aufgeschliisselt werden, um
spezifisch die Wtx-Expression zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Kleinhirnentwicklung zu
veranschaulichen. Hierbei wurden die RQ-Werte der Entwicklungsuntergruppen separat bzw.
unabhdngig voneinander aufgefiihrt (Abb. 5.4a). Neben dem signifikanten Unterschied der
Genexpression zwischen beiden postnatalen Gruppen und der adulten spiegelt die Zeitachse
auch einen klaren Trend der , down“-Regulation von murinen Witx-Transkripten bei
fortschreitender Kleinhirnentwicklung wider. Obwohl mWtx in der gesamten postnatalen
Phase hochreguliert ist, gibt es auch einen signifikanten Unterschied zwischen friiher und
spater postnataler Phase (p=0,0121). In Abbildung 5.4b wird die lineare Regression
dargestellt.

Stichproben von zerebralem Mausgewebe zeigten ebenso unterschiedliche Expressionsmuster
von mWix sowie mAxin2 in den einzelnen Entwicklungsstadien (Daten hier nicht weiter

aufgefihrt).
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murine Wtx-Expression im postnatalen Verlauf
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Abb. 5.4b Alterskorrelation der Wtx-Expression im murinen Kleinhirn wahrend der
postnatalen Entwicklungsphase

55  mWix-Aktivitat wahrend der murinen Kleinhirngenese -
mWix-Expression zeigt sich stark erhoht im frithen postnatalen Stadium in EGL,
IGL sowie der Purkinjezellschicht

Mit Hilfe der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung soll die in 5.4 beschriebene,
Kleinhirnentwicklungsstadien-abhangige Witx-Expression bestatigt und dartber hinaus die
zellspezifische Lokalisierung der Wtx-Aktivitat im murinen Kleinhirngewebe untersucht
werden. Die mRNA von Wtx wurde bezliglich Lokalisation und Expressionsintensitat in
murinen Kleinhirnschnitten unterschiedlicher postnataler Stadien analysiert. Abb. 5.5b zeigt
représentativ die zerebelldren Sagittalschnitte in p7 bis p100 fiir mWtx sowie HE- und DAPI-
Féarbung.

Die HE-Farbung sowie die DAPI-Gegenfarbung illustrieren den frih postnatal, noch
vierschichtig aufgebauten Cortex des Kleinhirns mit einer deutlich erkennbaren duReren
Kdrnerzellschicht (siehe auch hierzu beispielhaft HE-Féarbung des Zerebellum an p7,

Abb. 5.53). Im Verlauf der postnatalen Genese des Kleinhirns ist der Ubergang in die spatere
Dreischichtung zu erkennen. pl100 stellt die adulte Kontrolle dar. Hier ist die duflRere
Kornerzellschicht bereits komplett verschwunden. Im adulten Zerebellum wurde keine mWix-

Expression detektiert.
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Abb. 5.5a

DAPI

Wix

HE

EGL
ML

PCL
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sagittaler Querschnitt von murinem Zerebellum an p7 mit einer fur das
frihe postnatale Alter noch gut zu erkennenden &ufReren
Koérnerzellschicht; EGL — External Granular Cell Layer (dul3ere
Kornerzellschicht), ML- Molecular Cell Layer (molekulare Zellschicht), PCL —
Purkinje Cell Layer (Purkinjezellschicht), IGL — Internal Granular Cell Layer
(innere Kornerzellschicht)

Abb. 5.5b Raum-Zeit-abhéngige Detektion von murinem Wtx innerhalb der

Kleinhirnentwicklung (postnatal Tag 7 bis 100); starkes mWtx-Signal in der
fruh postnatal ausgebildeten EGL sowie IGL und Purkinjezellschicht, kein mWtx-
Transkirpt im adulten Kleinhirn. Zerebell&re Sagittalschnitte nach Fluoreszenz-in-
situ-Hybridisierung von mWtx sowie H&E-Farbung und DAPI-Gegenfarbung.
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p7 lasst ein starkes Signal des Wix-Transkripts erkennen, es wird mit zunehmender
Kleinhirndifferenzierung sukzessiv geringer bis an Tag 100 keine Wtx-Expression mehr
nachweisbar ist. Dies bekréftigt die Resultate der semiquantitativen TagMan Real-Time PCR
Expressionsanalyse einer frilh postnatal starken Wtx-Expression im murinen Kleinhirn, die in
der spéten postnatalen Phase abnimmt und im adulten Zerebellum kaum noch detektierbar ist.
Die duBere Kdrnerzellschicht bildet ein sehr starkes Signal des Wtx-Transkripts in p7, einem
Stadium der maximalen Proliferation der granuldren Vorlauferzellen, ab und ist kongruent mit
der Rickbildung der EGL weiterhin stark, aber leicht reduziert in p11 und nicht mehr
vorhanden in p18 und pl100. Auferdem zeigt die IGL in p7 und pll eine hohe Witx-
Expression. In der vergrolierten pll-Ansicht kann sehr gut die Purkinjezellschicht mit sehr
intensivem Wtx-Signal differenziert werden. Die molekulare Zellschicht spiegelt kaum eine
Aktivitat von Wix mRNA wider.

Als Komponente des Wnt-Signalwegs deutet die Wtx-Signalstarke in EGL, IGL sowie
Purkinjezellen in p7, leicht reduziert in p18 auf die zentrale Funktion des Wnt-Signalwegs in

der postnatalen Entwicklung des murinen Kleinhirns hin.

5.6  Tumorzelllinien mit aktivierter Wnt-Transduktion zeigen eine Uberexpression
von WTX

Die erhdhte Expression von WTX und des Wnt-Zielgens AXIN2 im fetalen humanen
Kleinhirngewebe sowie die WTX-Uberexpression in Medulloblastomen mit S-CATENIN-
Mutationen und konsekutiver Wnt-Signalaktivierung deuten auf eine zentrale Funktion des
WTX-Gens innerhalb des Wnt-Signalwegs hin. Diese Hypothese sollte durch funktionelle
Expressionsanalysen an humanen Tumorzelllinien mit und ohne konstitutive Wnt-Aktivierung
gestutzt werden. Hierflr wurde eine erganzende RT PCR Analyse des WTX-Transkripts in
verschiedenen Whnt-inaktiven Medulloblastom- (D283med, DAQOY, UW228, UW473) sowie
Whnt-aktiven HCC/Hepatoblastom-Zelllinien (HepG2, HUHG6) durchgefihrt. Als direktes
Zielgen der TCF/LEF-vermittelten Transkription wurde das bekannte AXIN2 als Marker der
aktivierten Wnt-Signalkaskade benutzt. Abb. 5.6 zeigt die relative Transkriptexpression von
WTX und AXIN2 in Wnt-aktiven sowie Wnt-inaktiven humanen Tumorzellen.

Wie erwartet zeigt AXIN2 in beiden Zelllinien HepG2 und HUH6 mit konstitutiv aktivem
Whnt-Signalweg eine sehr hohe Expression, wéhrend es in den MB-Zellen ohne Wnt-
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Aktivierung nicht vermehrt exprimiert ist. Analog hierzu verhélt sich die Expression von WTX
in den untersuchten Zelllinien. Die Medulloblastom-Zellen ohne Wnt-Aktivierung zeigen eine
geringe WTX-Transkription, wéhrend die Wnt-aktiven Hepatoblastom-Zellen signifikant
erhdhte WTX-Transkripte aufweisen (p<0,005). Trotz der heterogenen Expression innerhalb
der jeweiligen Zelllinien —z.B. DAOY und D283med-, ist der geringste Expressions-
unterschied zwischen Wnt-inaktiver und Wnt-aktiver Zelllinie eine 4fach Erhohung von WTX.
Das Zielgen AXIN2 zeigt dennoch eine starkere Transkriptregulation in Abh&ngigkeit der
Whnt-Signaltransduktion.

A 1 = B wTx Expression in HCC-/ Hepatoblastom-Zelllinie
72 4 ~ WTX Expression in Medulloblastom-Zelllinie
70 1 O Axin2 Expression in HCC-/ Hepatoblastom-Zelllinie
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Abb. 5.6 Whnt-aktivierte Tumorzelllinien (HUH6 und HepG2) zeigen eine starke
Uberexpression von WTX und AXIN2 im Gegensatz zu Tumorzelllinien ohne
endogen aktivierten Wnt-Signalweg

5.7 Aktivierung der Wnt-Signalkaskade in Medulloblastomzellen fihrt zu keinem
signifikanten Expressionsunterschied des WTX-Transkripts

Die in-vitro Analysen an humanen Tumorzelllinien zeigten, das WTX in Tumorzellen mit
aktiviertem Wnt-Signalweg verstarkt exprimiert wird. Um nachzuweisen, ob WTX wie AXIN2

ein direktes Zielgen des Wnt-Signalwegs ist, wurde der Wnt-Signalweg in endogen Wnt-

62



inaktiven Medulloblastomzellen mit Hilfe des Liganden Wnt3a aktiviert und die Expression
von WTX bestimmt. Hierbei fuhrt das Protein Wnt3a als Ligand und Aktivator von Wnt tber
die Akkumulation von B-Catenin zur TCF-abhéngigen Transkription. Die Medulloblastom-
zelllinien DAOY sowie R300 wurden fir 24h bzw. 48h unter gleichen Bedingungen mit
Whnt3a behandelt und anschlieBend die Expression von WTX sowie AXIN2 als interne
Kontrolle gemessen. Die Wnt-stimulierten Tumorzellen wiesen sowohl nach 24h als auch
nach 48h im Gegensatz zur Hochregulation von AXIN2 keine signifikant erhthte WTX-
Expression auf (Abb. 5.7).
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Abb. 5.7 Expression von WTX und AXIN2 in Wnt3a-stimulierten MB-Zellen; keine
Regulation des WTX-Transkripts trotz Wnt-Stimulation

5.8 Keine Regulation des WTX-Transkripts nach Inhibition der Wnt-Signalkaskade
durch dominant-negatives TCF-4 in Zellen des hepatozellularen Karzinoms

Der Wnt-Signalweg sollte durch transiente Transfektion humaner HepG2-Zellen mit
konstitutiver Wnt-Aktivitat inhibiert und anschlieBend eine mdgliche Regulation der WTX-
Expression untersucht werden [91, 92]. Die Zellen wurden entweder mit dem Leervektor
pGL3-Basic reporter oder mit dominant negativem TCF-4 AN31 in einem pcDNA3.1 HisB

Vektor sowie Lipofectamine 2000 transfiziert. Dominant negatives TCF-4 kann durch das N-
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terminale Fehlen von 31 AS nicht mit f-CATENIN interagieren und so die TCF-4-abhéngige
Transkription des aktiven Wnt-Signalwegs unterbinden [131, 134, 136]. Nach 48h
Transfektion wurden laut Standardprotokoll die Expressionslevel der extrahierten RNA mit
gRT PCR ermittelt. Wie Abb. 5.8 zeigt, ist das Transkript des bekannten Wnt-Zielgens AXIN2
nach Transfektion stark vermindert. Im Vergleich zur Transfektion mit Leervektor, reduziert
sich die AXIN2-Expression bei transfiziertem dn TCF-4 um circa das dreifache. Dies
impliziert einen eindeutigen signifikanten Effekt der p-CATENIN/ TCF-abhdngigen
Transkription von AXIN2.

8 1 B WTX @ TCF4
B WTX ATCF4
Axin2 @ TCF4
BEE Axin2 ATCF4

2-ACt

Abb. 5.8 mMRNA-Expression von WTX und AXIN2 in HepG2 Zellen mit aktiviertem
Whnt-Signalweg sowie nach Transfektion mit dominant negativem TCF4,
t=48h; keine Regulation des WTX-Transkripts durch Wnt-Inaktivierung

Hingegen lasst WTX in unserem Versuch keine Expressionsunterschiede zwischen Leervektor
und dominant negativem TCF-4-Vektor erkennen. So scheint das WTX-Transkript unabhangig
von einer transkriptionellen Aberration der Wnt-Kaskade durch dn TCF-4.
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6 Diskussion

6.1 Mutationsanalyse des Wilms Tumor Suppressor Gens WTX in Medulloblastomen

Das Medulloblastom ist ein hochmaligner embryonaler Hirntumor des Kindesalters, der sich
sowohl morphologisch als auch durch sein molekulares Profil in unterschiedliche Gruppen
subtypisieren lasst. Neben der in der WHO-KIlassifikation fir Hirntumore aufgefuhrten
histopathologischen Einteilung in eine klassische, desmoplastische, extensiv-nodulére und
groRzellig/anaplastische Variante haben sich mittels genomweiter Mutations-, Expressions-
sowie epigenomweiter Methylierungsanalysen vier molekulare Medulloblastomsubtypen
(Shh-, Wnt-, Gruppe 3-, Gruppe 4-Medulloblastome) herauskristallisiert [8, 9, 11, 137-141].
Im Fokus dieser Arbeit steht die Gruppe der Wnt-Medulloblastome, die durch eine
Aktivierung des Wnt-Entwicklungskontrollsignalwegs gekennzeichnet sind. Eine wesentliche
diagnostische Grundlage zur Identifizierung der Wnt-Medulloblastome ist die Akkumulation
des B-Catenin-Proteins innerhalb der Tumorzellkerne. B-Catenin fungiert als Schlusselprotein
der Wnt-Signaltransduktion und als Marker fir eine pathologische Wnt-Aktivierung in der
Tumorzelle. Gegenwartig werden fiir die Einordnung ,,Medulloblastom der Wnt-Subgruppe*
unter anderem auch die Immunohistochemie von DKK1, ein Mutationsscreening von
CTNNBL1 (5-CATENIN), die Monosomie 6 sowie Genexpressionssignaturen verwendet [7, 9,
10, 20]. Der aktuelle Konsensus deklariert jedoch keine dieser Methoden als eindeutigen
Goldstandard [11]. Etwa 10-20% der (sporadischen) Medulloblastome sind durch eine Wnt-
Signalwegsaktivierung gekennzeichnet [16, 64]. Bisher wurden als Ursache der Wnt-
Signalaktivierung Mutationen des Protoonkogens CTNNB1 sowie Gene, die fir Elemente des
B-Catenin-Degradationskomplexes wie AXIN1, AXIN2 und APC kodieren, identifiziert [16-
18, 61-65, 142]. Gleichwohl ist in vielen Wnt-Medulloblastomen der Mechanismus der Wnt-
Aberration immer noch ungeklért.

Das Tumorsuppressorgen WTX, dass fir ein Gerlstprotein und Interaktionspartner des
zentralen B-Catenin-Degradationskomplexes kodiert, ist ein weiterer potentieller Kandidat,
der an der Entstehung des Medulloblastoms beteiligt sein kdnnte [39, 67, 69]. Aus diesem
Grund sollte zunéchst ein Mutationsscreening klaren, ob somatische WTX-Mutationen in
Medulloblastomen nachweisbar sind und ob diese Mutationen eine funktionelle Relevanz in

der Aktivierung des Wnt-Signalwegs haben.
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Unter Verwendung der SSCP- sowie anschlieBender Sequenzierungsanalyse wurden
insgesamt 67 sporadisch entstandene Medulloblastome untersucht. Insgesamt konnten in funf
verschiedenen Tumoren Mutationen detektiert werden, zwei davon stellen einen bereits
beschriebenen Polymorphismus rs 34504794 dar. Somatische Mutationen des WTX-Gens
konnten in drei verschiedenen Medulloblastomproben identifiziert werden. Die homozygote
Punktmutation Arg560GIn aus Tumorprobe A10/#44 befindet sich in der S-CATENIN-
Bindungsregion (Position ¢.1680) des WTX-Gens. Da Material zur Immunhistochemie nicht
verfiigbar war, wurde eine AXIN2-Expressionsanalyse der Probe durchgefihrt, in der keine
verénderte AXIN2-Expression zu erkennen war. Hingegen konnte die funktionelle Relevanz
der somatischen Mutation Ala29Thr in E6/#15 durch AXIN2-Uberexpression entsprechend
einer Wnt-Aktivierung bestatigt werden. Die Mutation befindet sich in der N-terminalen
Phospholipid-Bindungsdoméne von WTX. Diese Region ist eine zentrale Doméne fir die
Aktivierung der Wnt-Transduktion und Phosphorylierung von LRP6 [67]. Die dritte
somatische Mutation Pro959Leu aus der Tumorprobe G8 ist in der Prolin-reichen Region
sowie der S-CATENIN-Bindungsregion lokalisiert. Immunhistochemisch liegt eine nukleare
B-Catenin-Akkumulation vor. Diese stellt aktuell den diagnostischen Goldstandard einer Wnt-
Aktivierung dar und belegt die funktionelle Relevanz der Mutation.

Erstmals wurde Wtx 2007 im Rahmen einer Studie zum genetischen Hintergrund des Wilms
Tumor, einem embryonalen mesenchymalen Tumor der Niere beschrieben [40]. In 7-29% der
Wilms Tumoren findet man inaktivierende somatische Mutationen des Tumorsuppressors
WTX [70, 71, 143]. Zumeist ist das gesamte WTX-Gen deletiert, ein Drittel der WTX-
aberrierten Tumoren weisen trunkierende Mutationen oder selten Punktmutationen auf.
Spezifisch fur die trunkierenden Mutationen scheint die f-CATENIN-Bindungsregion: uber
eine nicht stattfindende Degradierung und somit Stabilisierung des B-Catenins kommt es zur
Whnt-Signalaktivierung. Trunkierende Mutationen bzw. Deletionen des gesamten WTX-Gens
konnten in den 67 untersuchten Medulloblastomen durch mdgliche Generierung der einzelnen
Gen-Fragmente mittels PCR und Laufverhalten im SSCP-Gel ausgeschlossen werden.
Interessanterweise sind fur eine Subgruppierung des Wilms Tumors die Mutationen von WTX
funktionell irrelevant — die Daten deuten darauf hin, dass Differenzierungsstatus bzw.
Entwicklungsstadium der Niere und funktionelle Auswirkung einer WTX-Mutation
korrellieren [144, 145]. Keimbahnmutationen des WTX Gens verursachen die seltene
Erkrankung Osteopathia striata congenita mit kranialer Sklerose (OSCS) [66]. Die aktivierte
Whnt-Kaskade fuhrt Ober eine Knochendysplasie zu Hyperostosen mit Makrozephalie,
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kranialer Sklerose und verschiedenen anderen angeborenen Anomalien. Jenkins et al.
postulieren die OSCS als mogliche monogenetische Erkrankung durch die Genaberration des
WTX Tumorsuppressors. Die Mutationen umfassen Deletionen und trunkierende Mutationen
wie Punktmutationen im S-CATENIN-bindenden Bereich des Gens. In 2-5% des kolorektalen
Karzinoms wurden WTX-Mutationen gefunden, die der N-terminalen Phospholipid-
Bindungsaktivitat oder f-CATENIN-bindenden Region zugeordnet werden kdnnen [73, 146].
Vereinzelt ist bei der akuten myeloischen Leukdmie (Punktmutation) sowie beim
Hepatoblastom und embryonalen Rhabdomyosarkom (Deletion) eine WTX-Genalteration
beschrieben worden [72, 147].

Die innerhalb der Medulloblastomkohorte aberrierten WTX-Sequenzen wurden abgeglichen
mit den bisher verzeichneten WTX-Mutationen aus Projekten zu genannten Tumor-
erkrankungen. Die somatische Mutation Ala29Thr ist bereits in der Literatur zum Wilms
Tumor beschrieben, hier kdnnte es sich um eine HotSpot-Mutation handeln [144, 148].
Arg560GIn sowie Pro959Leu sind bis dato in keiner Studie oder Mutationsdatenbank
erwahnt. Um eine mogliche Uberlappung mit einer haufig beschriebenen Wnt-Aberration, der
S-CATENIN-Mutation auszuschlieBen, wurde die HotSpot-Region von p-CATENIN auf
Mutationen untersucht. Hierbei lieR sich keine f-CATENIN-Mutation in den WTX-mutierten
Tumorproben nachweisen.

Die Mutationsrate der hier untersuchten Medulloblastomkohorte betrégt 4,5%. In den letzten
Jahren fanden Exom- und Genom-weite Sequenzierungsstudien der 2. bzw. 3.Generation an
Medulloblastomen statt. In den dort untersuchten Medulloblastomen zeigten sich keine WTX-
Mutationen [139, 141]. Die gescreenten Tumorkollektive waren jedoch wesentlich kleiner
(max. 22 MBs), sodass gegebenenfalls Mutationen mit einer niedrigen H&ufigkeit nicht
identifiziert werden konnten. Daruiber hinaus basiert die Methodik zur Analyse von Genom-
oder Exom-weiten Mutationen auf einer anderen Technologie gegenuber der hier
verwendeten SSCP-Analyse mit anschlielender Sangersequenzierung. Letztere sind im
Wesentlichen auf kleine Fragmentbereiche ausgelegt, besitzen in diesen aber eine sehr genaue
Detektionsfrequenz, sodass mdglicherweise Mutationen Uber das NGS (next generation
sequencing) nicht erfasst worden sind. Desweiteren konzentriert sich die vorliegende Arbeit
primdr auf den Mutationsnachweis im Exon-Bereich, sodass Mutationen im Intron nicht
ausgeschlossen werden konnen. Gleichwohl sind weitere Untersuchungen zur Aufklarung

einer passenger bzw. driver mutation sowie der Epigenetik ausstehend.
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Neben den bereits bekannten Mutationen von CTNNB1, SUFU, AXIN, AXIN2 sowie APC,
konnte hier erstmalig eine somatische Aberration des Tumorsuppressorgens WTX mit
funktioneller Relevanz fir die Wnt-Signaltransduktion innerhalb des Medulloblastoms
identifiziert werden. Zwei Mutationen befinden sich in der f-CATENIN-bindenden Region
und sind somit fur die Degradierung des S-CATENIN von zentraler Bedeutung, beide sind
bisher nicht beschrieben. Die dritte Mutation liegt in der Phospholipid-Bindungsdoméne und
beeinflusst die initiale Signalaktivierung der Wnt-Kaskade. Fur zwei somatische Mutationen
konnte die Wnt-Aktivierung in der jeweiligen Medulloblastomprobe nachgewiesen werden.
Dies weist auf eine mogliche Relevanz der WTX-Mutationen fir die Pathogenese des
Medulloblastoms hin. Eine Alteration bzw. Inaktivierung des Tumorsuppressorgens WTX
manifestiert sich in anderen primitiven Tumoren, die durch gewebsspezifische

undifferenzierte Vorlauferzellen charakterisiert sind [147].

6.2 WTX-Expression im Kleinhirn und im Medulloblastom

WTX als Tumorsuppressorgen wurde in den letzten Jahren zunehmend eine Schlusselposition
in der Wnt-Kaskade eingerdumt. Eine Expressionsanalyse in 45 humanen MB-Biopsien
mittels quantitativer TagMan Real-Time PCR sollte klaren, inwieweit die Expression von
WTX Einfluss auf die Tumorigenese der Wnt-abhangigen Medulloblastome hat. Die
Untersuchungen wurden mit der Hypothese einer verminderten Expression bzw.
Downregulation des Tumorsuppressorgens WTX in Medulloblastomen begonnen.

Die Expression von WTX innerhalb der Medulloblastome fiel stark heterogen aus (Abb. 5.2a).
Eine mogliche Erklarung wére der heterogene Ursprung des Medulloblastoms, besteht die
Kohorte doch aus Subgruppen verschiedenen molekularen Hintergrunds. Signifikanzen in
Altersabhéngigkeit, Geschlecht und Histopathologie konnten jedoch ausgeschlossen werden.
Innerhalb des Kontrollgewebes lie} sich jedoch interessanterweise eine signifikante
Uberexpression von WTX in den fetalen Kleinhirngewebsproben verglichen mit adultem
Kleinhirn nachweisen (p<0.05). Die WTX-Expression korreliert gegenlaufig mit dem Alter
des gesunden zerebelldren Gewebes (Abb. 5.2b). In der Verrechnung von MB und
Kontrollgewebe gibt es keine Expressionsunterschiede zwischen Medulloblastom und fetalem
Kleinhirn, jedoch eine signifikant verminderte Expression von WTX in der adulten

Kontrollgruppe (Abb. 5.2¢). Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Regulation des WTX-
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Transkripts abhangig von dem jeweiligen Stadium der Kleinhirngenese ist. Ein
herunterregulierter Wnt-Signalweg nach Beendigung der Kleinhirnentwicklung mit ca. 18
Monaten konnte dies erkldaren. Fir die Kleinhirnentwicklung wird dem Wnt-Signalweg
aktuell eine grofle Bedeutung zugeschrieben, die mit zunehmender Erforschung der Wnt-
Proteine verstanden wird [25, 86, 149-154]. Der Hinweis einer Signalweg-abhdngigen WTX-
Expression sollte durch AXIN2 als direktes Zielgen des Wnt-Signalwegs und Marker fir
dessen Aktivitatszustand hinterfragt werden. AXIN2 korreliert in seinem Expressionsverhalten
mit WTX und ist im fetalen Kleinhirngewebe signifikant Gberexprimiert im Vergleich zu den
adulten Proben. Somit ist die starke WTX-Expression im sich entwickelnden Kleinhirn als
Ausdruck einer Hochregulation in Gewebe mit Wnt-Signalaktivierung zu werten.

Gleichsam konnte eine Expressionsstudie der murinen Embryonalentwicklung eine hohe
Entwicklungsstadien-abhangige Regulation des Tumorsuppressors Wtx in verschiedenen
Organsystemen aufzeigen [155]. So bestatigt das Zeit- und Gewebs-spezifische Wix-
Expressionsmuster der murinen Niere, dass Wtx aktiv in den Vorlduferzellpopulationen ist,
aus denen der Wilms Tumor stammt. Moisan und Rivera et al. widmeten sich der Bedeutung
von Wix in kindlichen Tumoren wie dem Wilms Tumor aber auch der OSCS und beschreiben
ubereinstimmend eine Entwicklungsstadien-abhangige Funktion von Wtx. Die Inaktivierung
von Wtx in Stadien mesenchymaler Progenitorzellen wirkte sich in skelettalen Defekten aus,
hingegen zeigten sich reife Osteoblasten unbeeinflusst [144, 145].

Als Kontrolle fir die Medulloblastom-Biopsien diente im Folgenden das fetale Zerebellum
mit aktiviertem Wnt-Signalweg. Das Mutationsscreening deckte f-CATENIN-Mutationen von
zwei Proben auf — beide ergaben eine Expression von WTX vergleichbar einer Wnt-
Aktivierung. Die AXIN2 mRNA einer der Samples wurde ebenso durch quantitative
Real TimePCR ausgewertet und bestétigte die Wnt-Aktivierung.

6.3 Expressionsunterschiede des WTX-Gens in Tumorzelllinien unterschiedlicher Wnt-
Aktivitatszustande

Eine Expressionsanalyse an humanen Whnt-inaktiven und Whnt-aktiven Zelllinien sollte die
Hypothese der zentralen Funktion von Wtx im Signalweg uberprifen: Wird WTX durch die
Whnt-Aktivitat reguliert und agiert es — vergleichbar AXIN2 — sogar als direktes Zielgen der
Whnt-Signalkaskade?
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AXIN2, direktes Zielgen der TCF/LEF-vermittelten Transkription in der Wnt-Kaskade, ist in
den Hepatoblastomzelllinien mit konstitutiv aktivem Wnt-Signal stark hochreguliert, in allen
Whnt-inaktiven Medulloblastomzelllinien jedoch kaum noch zu detektieren (Abb. 5.6).
Gleichgerichtet verhalt sich die Regulation des WTX-Transkripts: starke Expression in den
Zelllinien mit Wnt-Aktivierung und mindestens 4fach verminderte Expression in Zellen ohne
Whnt-Aktivierung (p<0.005). Somit ist die Expression von WTX Ausdruck eines aktivierten
bzw. inaktiven Signalwegs im Medulloblastom und Hepatoblastom.

Funktionale Zellkulturassays an humanen Tumorzelllinien sollten Uber eine direkte
Aktivitatsdnderung des Wnt-Signalwegs die Funktion von Witx naher definieren bzw. eine
mogliche Zielgenfunktion des WTX-Gens beleuchten. Nach Stimulation Wnt-inaktiver
Medulloblastomzellen mit dem Liganden Wnt3a, der S-CATENIN vermittelt zur TCF-
abhangigen Transkription flhrt, wurde die Expression von WTX und dem bereits bekannten
Zielgen AXIN2 analysiert. AXIN2 unterliegt einer eindeutigen Regulation nach Wnt3a-
Behandlung. Diese ist jedoch wesentlich schwacher ausgeprégt als die innerhalb dieser Arbeit
ermittelte AXIN2-Hochregulation in Wnt-aktiven Zellen. Das WTX-Transkript verhélt sich
von der Wnt3a-Stimulation der MB-Zellen unbeeinflusst. Keine WTX- und schwache AXIN2-
Regulation sind womadglich Ausdruck eines nur eingeschrankt aktivierten Wnt-Signals durch
Whnt3a-Zellstimulation. Weiterhin weisen die Ergebnisse darauf hin, dass WTX kein direktes
Zielgen zu sein scheint. Es gibt jedoch einige Studien, die den abhangig vom induzierenden
Liganden und dem gleichzeitigen Auftreten mehrerer Gene (cross-linking) variablen Ablauf
eines Signalwegs beschreiben [34, 156]. So kann zunéchst sicher davon ausgegangen werden,
dass die WTX Aktivitét nicht ausschlieRlich von der Wnt3a-Prasenz abhangig ist.

Als weitere Moglichkeit der Aberration der Wnt-Kaskade wurde die transiente Transfektion
mit dominant negativem TCF-4 AN3/ von Whnt-aktiven humanen Hepatoblastomzellen
genutzt und das Wnt-Signal inaktiviert. AXIN2, bereits haufig durch seine TCF-abhéngige
Transkription beschrieben, ist nach Transfektion mit dn TCF-4 signifikant downreguliert und
spiegelt den inaktivierten Wnt-Zustand wider. Das WTX-Transkript hingegen wird durch die
transiente Transfektion nicht reguliert. WTX wverhélt sich unabhéngig von einer
transkriptionellen Aberration der Wnt-Kaskade durch dn TCF-4.

Der Tumorsuppressor Wtx charakterisiert den Aktivitatszustand des Wnt-Signals in humanem
Kleinhirngewebe sowie Tumorzellen von Medulloblastom und Hepatoblastom. Die
funktionellen Assays einer TCF-4-vermittelten Aberration der Wnt-Kaskade zeigen keine
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Regulierbarkeit von Wtx und deuten somit darauf hin, dass WTX kein direktes Zielgen der
TCF-4 vermittelten Wnt-Signaltransduktion ist.

Far die klinische Diagnostik des Medulloblastoms konnten diese Erkenntnisse kiinftig von
Nutzem sein. Da WTX den Aktivitatszustand des Wnt-Signals ausdriickt, ware das

Grundprinzip eines neuen Biomarkers zur Darstellung der Wnt-Aktivitéat erfllt.

6.4 Die Regulation von Wtx im murinen Kleinhirn wahrend der postnatalen
Entwicklung

Der heterogene molekulare Hintergrund onkogener Signalwege wie Wnt oder Shh im
Medulloblastom deutet auf unterschiedliche Ursprungszellen sowie verschiedene Zeitpunkte
der Tumorentstehung innerhalb der neuronalen Entwicklung hin. Erkenntnisse Uber diese
Entwicklungskontrollsignalwege innerhalb der physiologischen Kleinhirnentwicklung
erscheinen von groRer Bedeutung flr das Verstandnis der MB-Tumorigenese. Die Rolle der
Whnt-Kaskade in der Embryogenese des Zerebellums wurde erstmals ber die Expression von
WNT-1 in Vorlaufern der Kornerzellen sowie der postnatalen Ausbildung axonaler
Vernetzungen durch Wnt7a beschrieben [25, 86].

Eine Wnt-Aktivierung in gesundem fetalem Kleinhirn und auch in humanen Zellen des
Medullo- und HCCs bzw. Hepatoblastoms fuhrt zu einer verstarkten Expression von WTX.
Zur stadienspezifischen Untersuchung der Bedeutung von Witx sowie der Wnt-Signalkaskade
im postnatalen Zerebellum wurde eine Expressionsanalyse an Kleinhirngewebe von C57BI/6
Mausen durchgefuhrt. Die humane Kleinhirnentwicklung ist erst mit etwa 18 Monaten
abgeschlossen, die murine um den 15. postnatalen Tag. mWtx ist im gesamten untersuchten
fetalen Zeitraum von p3- p13 im Kleinhirn signifikant hochreguliert und zeigt zudem einen
klaren abnehmenden Trend mit Fortschreiten der Kleinhirnentwicklung. mAxin2 spiegelt die
Expression von mWix wider. Die Wnt-Kaskade scheint bis zum postnatalen Tag 13 im
murinen Zerebellum hochreguliert. Die starke Regulation weist auf eine zentrale Rolle von
mWix in der postnatalen Kleinhirnentwicklung hin.

Eine in-situ-Hybridisierung von murinem Kleinhirn im postnatalen Stadium diente der
Bestatigung einer eindeutigen Regulation des Tumorsuppressorgens mWitx in der
Kleinhirnentwicklung und sollte die zelltypspezifische Lokalisierung von Wtx erméglichen.
Wie erwartet zeigt das murine Zerebellum an p7 eine hohe mWix-Aktivitat, welche

zunehmend abnimmt und im adulten Kleinhirn nur noch sehr schwach zu detektieren ist.
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Die duBere Kdrnerzellschicht bildet ein sehr starkes Signal des Wtx-Transkripts in p7, einem
Stadium der maximalen Proliferation granulérer Vorldauferzellen. Kongruent mit der
Rickbildung der EGL ist die mWtx-Expression weiterhin hochreguliert, auch wenn leicht
reduziert in p11 und kaum noch zu erkennen in p18 und p100. Hohe mWitx-Aktivitat zeigt
ebenso die IGL in p7 und p11. Die Purkinje-Zellschicht kann in p11 mit sehr intensivem Witx-
Signal gut differenziert werden. In der molekularen Zellschicht hingegen wurde kaum mWix-
Aktivitat vorgefunden.

Die bekannte Schlisselrolle der Wnt-Kaskade in der Kleinhirnentwicklung sowie die
Indikatorrolle von Witx als Wnt-Aktivitatszustand erlaubt das detektierte Witx-Signal als
Ausdruck der Wnt-Aktivitat zu deuten. Die differenzierte Beobachtung von mWtx in EGL,
IGL und PurkinjeZellschicht (PCL) postnatal bestatigt die hochregulierte Wnt-Signalkaskade
in granuldren Zellen aus der rhombischen Lippe sowie in aus der ventrikuldren Zone
stammende Purkinje-Zellen. In der zerebellaren Entwicklung stellt p5-p10 das Stadium der
hdchsten Proliferation dar [150, 157] und passt zu der hohen Expression des Wnt-Signals, das
der Kontrolle von Zellproliferation dient. Die Wanderung der granuldren Zellen aus der
externen Zellschicht in die interne sollte bis p21 abgeschlossen sein. Diese Migration kdnnte
das zunehmende mWitx-Signal von p7-p11 in der IGL erklaren. Selvadurai et al. folgerten aus
ihren Daten, dass die Proliferationsregulierung granuldrer Zellen vorwiegend durch die SHH-
Kaskade erfolgt, wéhrend Wnt nur die frihe Spezifizierung und Migration der granuléren
Vorlauferzellen in die EGL veranlasst und spater pradominant in Purkinjezellen sowie
Bergmannglia vorzufinden ist [158, 159]. Auch Salinas et al. konnten durch hohe Wnt-3
Aktivitadt die dominante Rolle von Wnt in Purkinjezellen nachweisen, wobei hierbei mit
agranuldren Mausmodellen gearbeitet wurde [153]. Die FISH-Daten bestéatigen durch eine
klare Signalerhéhung in der Purkinjezellschicht die wesentliche Bedeutung von Wtx bzw. der
Whnt-Kaskade flr die Purkinjezellen. Dennoch lasst sich durch die hohe Witx-Expression in
EGL und IGL bis pll die bezeichnende Involvierung von Wnt in Proliferation bzw.
Differenzierung granulérer Zellen der rhombischen Lippe nicht bestreiten. Wahrend Forscher
um Selvadurai und Dahmane den Sonic Hedgehog Signalweg als maRgebenden Regulator der
Proliferation granulérer Zellen erkléarten, konnte in anderen Studien der zerebelldaren Genese
eine erhéhte Expression von Wnt-1 in granuléren Zellen, rhombischer Lippe sowie Isthmus
gezeigt werden [13, 83, 158, 160, 161].

Die erhohte Aktivitdt von Wix in Zellen ventrikuldren und rhombischen Ursprungs im
postnatalen Zerebellum konnte auf eine Interaktion von Purkinjezellen und granuldren Zellen
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bzw. eine vermittelnde Funktion der Wnt-Kaskade deuten. Gibson et al. postulierten den
dorsalen Hirnstamm als pathologischen Ausgangspunkt Wnt-aberrierter Medulloblastome
[19]. Die aufgezeigte Wnt-Aktivitat in Zelllinien ventrikularer Herkunft bzw. der oberen
rhombischen Lippe in dieser Arbeit wie auch in Arbeiten von Selvadurai et al. kann einen
zusétzlichen Pathomechanismus nahelegen und muss weiter geklart werden [158, 159].

Im murinen Kleinhirn unterliegt das Wtx-Transkript einer Dynamik, die durch das Stadium

der zerebellaren Entwicklung sowie durch den Zelltyp bestimmt wird.
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8 Abktlrzungen

AA Acrylamid-Ldsung

Amerl APC membrane recruitement 1

APC Adenomatosis polyposis coli

APS Ammoniumpersulfat

AS Aminoséuren

BAA 2 % N,N’-Methylen-bis-Acrylamid-L&sung
bp Basenpaar

B-TrCP B-Transducin repeat Containing Protein
cDNA komplementére DNA

CGH komparative genomische Hybridisierung
CKI Casein Kinase |

Cl/cll Zerebellum/ Kleinhirn

Chbr Zerebrum/ Grol3hirn

DAPI 4’ 6-Diamidin-2-phenylindol

DMEM Dulbecco's modified Eagle’s medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Deoxyribonucleic acid/ Desoxyribonukleinsdure
Dvl Dishevelled (Dsh in Drosophila)

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid/ Ethylenediaminetetraessigsaure
EGL duBere Kdrnerzellschicht

Erw. Erwachsene

FAM123B  family with sequence similarity 123B

FBS Fetales Bovines Serum

FISH Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

FRET Fluorescence Resonance Energy Transfer/ Fluoreszenz-Resonanz-Energie-
Transfer

GABA y-Aminobutyric acid/ y-Aminobuttersaure

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphatdehydrogenase

GOl gene of interest

GPOH Gesellschaft fir Padiatrische Onkologie und Hdmatologie

GSK3p Glycogen-Synthase Kinase 33
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HCC

HE
HPRT
IGL
LCA
LEF/TCF
LIS

LRP

MB

MB Mx
ME

ML
MRNA

Mx

NGS
OSCS

PA

PBS

PCL
PCP-Signal
PCR

PNET
PtdIns
REA-Motive
rhombic lips
RNA
RPMI
rRNA

RT
Scaffold
SFRPs

hepatozellulares Karzinom

H&matoxylin-Eosin
Hypoxanthinguaninphosphoribosyltransferase

innere Kornerzellschicht

large cell/ anaplastic medulloblastoma

lymphoid enhancer factor/ T-cell factor

“low ionic strength” Gelladepuffer

low density lipoprotein receptor-related protein/ LDL-Rezeptor-verwandten
Proteinen

Medulloblastom;

CcMB - klassische Histologie; dMB - desmoplastische Histologie
metastasiertes Medulloblastom

Medulloepitheliom

molecular layer/ molekulare Zellschicht

Messenger RNA/ Boten-RNA

Metastasen

next generation sequencing

Osteopathia striata congenita mit kranialer Sklerose
Polyacrylamid (-Gel)

Phosphate-buffered saline/ Phosphat-gepufferte Salzlésung
Purkinje Cell Layer/ Purkinjezellschicht

noncanonical planar cell polarity Signalweg
polymerase chain reaction/ Polymerase-Kettenreaktion
primitiv neuroektodermaler Tumor

N-terminale Phospholipid-Bindungsaktivitat
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soluble Frizzled-related proteins

88



SHH
SNP
SSCP

Stratum

SUFU
TBE
TEMED
TGF-B
WHO
wnt
WTX
ZNS

sonic hedgehog (SHH)

single nucleotide polymorphism

Single Strand Conformation Polymorphism/ Einzelstrang-Konformations-
Polymorphismus

Stratum ganglionare — Purkinjezellschicht;

Stratum granulosum — Koérnerzellschicht;

Stratum moleculare - Molekularschicht

Suppressor of Fused Gens

tris-borate-EDTA
N,N,N"N"-Tetramethylethylendiamin

transforming growth factor 3
Weltgesundheitsorganisation

Wingless (WNT), wingless type MMTYV integration site
Wilms Tumor Gen auf dem X-Chromosom

zentrales Nervensystem
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