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1  Einleitung

1.1 PAX-Genfamilie

PAX2 gehort zu einer Genfamilie, die fiir Transkriptionsfaktoren kodiert (1, 2). Beim Menschen
wurden bislang neun PAX-Gene entdeckt, die alle auf verschiedenen Chromosomen lokalisiert
sind (2-4). Die PAX-Genfamilie ist evolutiondr hoch konserviert. Sie wurde zuerst bei der
Fruchtfliege Drosophila melanogaster nachgewiesen (5) und findet sich bei einer Vielzahl
verschiedenster Organismen, wie z.B. Maus, Mensch, Lanzettfisch, KopffiiBer oder Seescheide

(6). Aufgrund der starken Homologie zwischen den murinen Pax-Genen und den humanen PAX-

Genen konnten durch das Maus-Modell viele Erkenntnisse iiber die Funktion dieser Genfamilie
gewonnen werden (7, 8). Die PAX-Gene sind nach der paired-box- Domédne benannt, die bei
allen PAX-Genen zu finden ist (9). Es handelt sich um eine DNA-Sequenz, die eine 128
Aminosédure lange DNA-Bindungsdomine kodiert und am N-terminalen Ende der PAX-Proteine
liegt (10). Die paired-box-Domidne kann in zwei Untergruppen unterteilt werden. Am N-
terminalen Ende der Doméne liegt die PAI-Doméne, die direkt mit der DNA interagiert. C-
terminal liegt die RED-Doméne ( PAI + RED = PAIRED ), welche nicht direkt an die DNA
bindet, aber an der Bindung der gesamten paired-box-Doméne an die DNA beteiligt ist (11).

Nach dem fakultativen Vorkommen von zwei weiteren Doménen in den einzelnen PAX-Genen,
lassen sich diese in vier Untergruppen einteilen (s. Tabelle 1). Dabei handelt es sich zum einen
um eine Homeodoméne, eine weitere DNA-Bindungsdoméine (12) und zum anderen um ein

Oktapeptid, welches eine transkriptionshemmende Funktion ausiiben soll (13).

Tabelle 1: Untergruppen der PAX-Gene (14)

Untergruppe Gen Strukturdoméanen
Paired-box-Doméne Oktapeptid | Homeodomine
1 PAX1 |+ + -
PAX9 |+ + -
2 PAX2 |+ + +t
PAXS |+ + +t
PAX8 |+ + +t
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Fortsetzung Tabelle 1

Untergruppe Gen Strukturdoménen
3 PAX3 |+ + +
PAX7 |+ + +
4 PAX4 |+ - +
PAX6 |+ - +

+: vorhanden und vollstindig,
+t: vorhanden und trunkiert,

-: nicht vorhanden

PAX-Gene zeigen wihrend der Organogenese eine dynamische Expression in einer Vielzahl
unterschiedlicher Organe wie Auge, Niere, Extremitdtenmuskulatur oder ZNS (15). Dariiber
hinaus zeigen Mutationen in einzelnen Vertretern der Genfamilie phéanotypische Fehlbildungen
wie das Waardenburg-Syndrom (PAX3) oder Aniridie (PAX6), die die Bedeutung der PAX-
Gene fir eine regelhafte Organentwicklung verdeutlichen (16, 17). In der
Embryonalentwicklung spielen die PAX-Gene unter anderem eine wichtige Rolle bei der
Regulation  von  epithelial-mesenchymalen  Interaktionen,  Zellproliferation = und
Zelldifferenzierung, Apoptoseresistenz, Migration von Vorlduferzellen und Selbsterneuerung
von Zellen (1, 18-20). In den letzten Phasen der abschlieBenden Differenzierung der meisten
fetalen Strukturen und in den meisten Zellen des Erwachsenen ist die Expression von PAX-
Genen herunterreguliert (19, 21). Eine PAX-Expression wird aber auch bei Erwachsenen
gefunden, wenn auch in geringerem Mal3e als wihrend der Organogenese. So beispielsweise im
Thymus, der Schilddriise, der Augenlinse, im Gehirn oder in Lymphozyten (2, 8, 22).

In Tumoren konnte ebenfalls eine Expression von PAX-Genen nachgewiesen werden, unter
anderem in Gewebe und Zelllinien von Lymphomen, Brust-, Lungen-, Darm-, oder Hautkrebs
(21, 23). Im Hinblick auf die beschriebenen Prozesse, in die PAX-Gene wihrend der
Embryonalentwicklung eingebunden sind, ist anzunehmen, dass eine pathologische Expression

von PAX-Genen die Entstehung und das Wachstum von Tumoren begiinstigen kann.
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1.2 PAX2

In dieser Arbeit wurde PAX2 als Vertreter der PAX-Genfamilie betrachtet.

PAX2 wurde beim Menschen auf Chromosom 10, Lokus 24-25, lokalisiert (24). Es ist durch die
Oktapeptidsequenz sowie eine trunkierte Homeodomine charakterisiert und setzt sich aus
insgesamt 12 Exons zusammen, die ungefihr 86 kb umfassen (25).

Vier unterschiedliche Isoformen von PAX2 wurden bisher beschrieben (s. Tabelle 2 und 3). Sie
entstehen durch alternatives Splicing von Exon 6, 10 oder Teilen von Exon 12. Isoform PAX2a
kommt durch Insertion von Exon 6 zustande. Eine Deletion von Exon 6 findet man in Isoform
PAX2b, die das haufigste Transkript ist. Isoform PAX2c entsteht durch Insertion von Exon 10
und Deletion von Exon 6. PAX2d ist Ergebnis einer Deletion der ersten 19 bp des Exon 12 und
kommt mit (auch als Variante PAX2e bezeichnet) und ohne Exon 6 vor (PAX2d+ex6 und
PAX2dAex6) (26).

Zusitzlich konnte in unserer Arbeitsgruppe eine neue Splicevariante von PAX2 beschrieben
werden (Busse et al., Poster DGHO 2007). Diese Splicevariante enthidlt zusétzlich zu Exon 10

das Intron 9.

Tabelle 2: GrifRe der Exons von PAX2 und Stellen von alternativem Splicing

PAX2

Exons Nukleotide (nt) (25)
1 593 nt '

2 169 nt '

3 198 nt '

4 86 nt '

5 120 nt '

6 69 nt ' + (25)

7 176 nt '

8 127 nt'

9 102 nt '

Int 9 151 nt > + (Busse et al., DGHO 2007)
10 83 nt” + (27)
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Fortsetzung Tabelle 2

Exons Nukleotide (nt)
11 87 nt

12a 2395 nt

12b 2376 nt 7 + (26)

(1: NM 003987.3; 2: NM 003988.3; 3: NM 003989.3; 4: NM 003990.3; 5: NG 008680)1; + = alternativ gesplicte

Exons und Introns

Tabelle 3: PAX2-Splicevarianten

Variante a(25) b (25) c(27) d (=dAex6) | e (=d+ex6)
(26) (26)
NM-Nummer ' NM NM NM NM NM
003987.3 | 000278.3 003988.3 003989.3 003990.3
Exon 6 + - - - +
Exon 10 - - + - -
Exon 12 - - - (-19 bp) (-19 bp)

Die Intron 9-positive Splicevariante gehort noch keiner offiziellen Nomenklatur an. Die

Kombination mit anderen PAX2-Splicevarianten wurde in dieser Arbeit untersucht.

1.2.1 Physiologische Expression und Funktion von PAX2

1.2.1.1 Embryo und Fetus

PAX2 spielt in der Embryogenese eine bedeutende Rolle in der Entwicklung des
Urogenitaltraktes, der Augen, der Ohren, der Milchdriisen und des ZNS (8, 28).

Eine grofe Bedeutung hat es bei der Entwicklung der Niere. Schon im Pro- und Mesonephros
der Maus lésst sich eine Expression von Pax2 nachweisen. Wéhrend der weiteren Entwicklung
bildet sich ein spezifisches Expressionsprofil aus, das auf eine Bedeutung bei der Gewebe-

differenzierung, hier der Wandlung von Mesenchym zu Epithel, hinweist (1).

! Referenznummern der Nukleotid-Datenbank des National Center for Biotechnology Information (NCBI)
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Pax2 induziert den glial cell-derived neurotrophic factor (GDNF), der fiir das weitere Wachstum
der Ureterknospe entscheidend ist, in der ebenfalls Pax2 exprimiert wird (1, 29). Mit
fortschreitender Nierenentwicklung sinkt die Expression von Pax2 sehr stark ab (1).

Im cochledren Anteil des murinen Innenohrs spielt Pax2 eine Schliisselrolle bei Wachstum und
Differenzierung. Es reguliert hier ebenfalls die Weiterentwicklung von mesenchymalem
Gewebe. Der Bereich der Pax2-Expression erstreckt sich von den Haarzellen bis zur Grenze der
Stria vascularis und der Reissner Membran (30). Auch in einigen nicht-sensorischen Regionen
findet eine Expression statt, wie zum Beispiel im Dach des Utriculus, im Ductus
endolymphaticus und der lateralen Region des Crus commune (31). Bei menschlichen
Embryonen konnte PAX2 in der Cochlea und der Macula utriculi nachgewiesen werden (32).

Fiir die Entwicklung der Augen ist neben PAX2 auch PAX6 bedeutend. In enger Kooperation
sorgen sie filir die korrekte Entwicklung unterschiedlicher Anteile des Auges. Aus
Untersuchungen bei Méusen ging hervor, dass Pax2 bei der Entwicklung des Augenbecherstiels
zum Nervus opticus benétigt wird und dariiber hinaus entscheidend an der Bildung des Chiasma
opticum und des Tractus opticus beteiligt ist (33). Weitere differenzierungsregulierende
Einfliisse von Pax2 im sich entwickelnden zentralen Nervensystem zeigen seine Expression
wiahrend der Neurulation im spdteren Neuroepithel des Gehirns. In der Gastrula der Maus l4sst
sich Pax2 zundchst in einer weiten Region im Bereich des Prosenzephalon bis zum
Rhombenzephalon nachweisen. Nach Schluss des Neuralrohres reduziert sich die Expression auf
einen schmalen Streifen im Grenzbereich von Mesenzephalon und Rhombenzephalon, die sog.
Midbrain-Hindbrain Boundary (MHB) (33), welche die Entwicklung von Mesenzephalon und
Cerebellum kontrolliert und fiir deren Formation Pax2 essentiell ist. Auch fiir den Schluss des

Neuralrohres selbst in dieser Region scheint Pax2 eine Rolle zu spielen (34).

1.2.1.2 Adulter Organismus

PAX2 wird auch in einigen adulten Geweben exprimiert. In der Niere findet vor allem in den
Papillen eine Expression statt (35). Auch in den Geweben der ménnlichen und weiblichen
Gonaden, wie Ductus epididymis, Vas deferens und Ovidukt (nicht so Testis und Ovar), wurde
eine Expression von Pax2 gefunden (36). Silberstein et al. konnten mit Hilfe von polyklonalen
Antikorpern die Expression von PAX2 in Myoepithelzellen und luminalen Zellen von
Driisenendstiicken und Ausfiihrungsgingen der menschlichen Brust nachweisen. Sie vermuteten,
dass PAX2 beim Erhalt der Stammzellen eine Rolle spielt. Auerdem stellten sie fest, dass Pax2

in den Brustdriisen der Maus fiir die Verzweigung der Driisengénge verantwortlich ist (28).



Einleitung

1.2.2 Pathologische Expression von PAX2

Eine tumor-assoziierte Expression von PAX2 wurde in zahlreichen verschiedenen humanen

Tumorentitdten festgestellt, die in Tabelle 4 aufgefiihrt sind.

Tabelle 4: PAX2-Expression in Tumoren

Tumorentitat

Nachweis-Medium

Glioblastom Tumorzelllinie SF-268 (21)

Mammakarzinom Tumorzelllinie HS 578T (21) Mammakarzinomgewebe (28)

Kolonkarzinom Tumorzelllinie KM12 (21)

Bronchialkarzinom Tumorzelllinie NCI-H23, NCI-H522 (21)

Ovarialkarzinom Tumorzelllinie IGROV1, OVCAR-8 (21)

Nierenzellkarzinom Tumorzelllinie A498, RXF 393, SN12C (21), Wilms-Tumor-
Gewebe (37), Nierenzellkarzinomgewebe (37)

Endometriumkarzinom Endometriumkarzinomgewebe (38)

Prostatakarzinom Tumorzelllinie LNCaP, DU145, PC3, Prostatakarzinomgewebe

(39)

Kaposi-Sarkom

Tumorzelllinie KS-C1, KS-L3, KS-imm (40)

akute Leukdmie

Knochenmarkgewebe, Blut (22)

Lymphome

B-und T-Zell-Lymphomgewebe (21)

Diese Ergebnisse lassen eine Beteiligung von PAX2 bei der Entstehung von Tumoren, bzw. dem
Uberleben von Tumorzellen vermuten. Gestiitzt wird diese Annahme durch Versuche, bei denen
gezeigt werden konnte, dass eine Inhibition der Expression in verschiedenen Krebszelllinien,
zum Beispiel in Zelllinien von Nieren-, (37) Blasen- oder Ovarialkarzinomen (21) sowie von
Kaposi-Sarkomen (40), zu vermindertem Wachstum, reduzierter Motilitdt und Invasivitit sowie
zum Zelltod fiihrte. Es bestehen Hinweise fiir eine spezifische Expression des PAX2-Proteins bei
Tumorpatienten, da man in mehreren Tumorentitdten ein HLA A2 restringiertes PAX2-Epitop
gefunden hat, das bei Gesunden nicht nachgewiesen werden konnte?.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Expression von PAX2 in Tumorzellen zu
Apoptoseresistenz, erhohter Motilitdt und vermehrtem Zellwachstum in Abwesenheit exogener

Wachstumsfaktoren fiihrt.

2 Asemissen AM et al. Daten noch nicht verdffentlicht.
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1.3 WT1

Das WT1-Gen (Wilms-Tumor-Gen 1) ist auf Chromosom 11p13 lokalisiert und kodiert einen
C,H,-Zinkfinger-Transkriptionsfaktor (41). Es ist ca. 50 kb grof3 und besteht aus insgesamt 10
Exons. Das prolinreiche N-terminale Ende des Proteins wird von Exon 1 kodiert, die vier
Zinkfinger am C-terminalen Ende des Proteins werden von den Exons 7-10 kodiert (42). Die
Zinkfinger dienen der Bindung des Proteins an die DNA (41, 43). Die N-terminale Doméne ist in
RNA- und Proteininteraktionen involviert (44) und beinhaltet zudem wichtige transkriptions-
aktivierende und —hemmende Abschnitte (45, 46). Durch alternatives Splicing, das Vorkommen
alternativer Translationsstartpunkte und RNA-Editierung, sind heute 24 verschiedene WTI-
Proteine bekannt (47). Es gibt zwei vorherrschende Splicevarianten von WT1: Exon 5 (Splice I)
und KTS (Splice II), durch deren Kombination die Grundlage fiir vier verschiedene Haupt-
Isoformen des Proteins gegeben ist (s. Tabelle 5 und 6).

Exon 5 befindet sich zwischen dem prolinreichen N-Terminus und der ersten Zinkfingerdoméne,
es kodiert 17 Aminosduren. KTS kodiert drei zusétzliche Aminosduren (Lysin (K), Threonin (T),

Serin (S)) und befindet sich am 3’-Ende von Exon 9 zwischen dem 3. und 4. Zinkfinger (42).

Tabelle 5: Grolze der Exons von WT1 und Stellen von alternativem Splicing

WT1

Exons Nukleotide

1 842 nt '

2 122 nt'

3 102 nt'

4 77 nt '

5 51 nt'+(42)
6 96 nt '

7 150 nt '

8 89 nt '

9a 83 nt (-KTS) '
9b 92 nt (+KTS) ' + (42)
10 1400 nt '

(1: NM 024426.3)"; + = alternativ gesplicte Exons
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Tabelle 6: WT1-Splicevarianten
Variante A B C D
NM-Nummer ' | NM 000378.3 NM 024424.2 NM 024425.2 NM 024426.3
Splice I -Exon 5 (42) +Exon 5 (42) -Exon 5 (42) +Exon 5 (42)
Splice 11 -KTS (42) -KTS (42) +KTS (42) +KTS (42)

Namengebend war die Erstbeschreibung von WT1 als Tumor-Suppressor-Gen im Zusammen-
hang mit dem Wilms-Tumor (41, 48), dem hiufigsten Nierenkrebs des Kindesalters (49). Eine
Gruppe von kongenitalen Syndromen, die mit Wilms-Tumoren assoziiert sind, geht mit
heterozygoten Mutationen im WTI1-Gen einher, was zu der Vermutung fiihrte, dass ein
Funktionsverlust des Gens zur Tumorentstehung beitrégt. Es handelt sich dabei um das WAGR-
Syndrom (engl.: Wilms tumour, aniridia, genitourinary anomalies, mental retardation), das
Denys-Drash-Syndrom und das Frasier-Syndrom (50).

Es konnte jedoch festgestellt werden, dass bei isoliert auftretenden Wilms-Tumoren nur in ca.
15 % der Félle eine Mutation des WT1-Gens vorlag (51) und die Mehrzahl der Wilms-Tumore
das Wildtyp-Gen exprimierte (52), was die tumorsupprimierende Funktion des WT1-Gens in

Frage stellte und auf eine mogliche onkogene Funktion hinwies (s. 1.3.2).

1.3.1 Physiologische Expression und Funktion von WT1

1.3.1.1 Embryo und Fetus

Die WT1-Expression erfolgt wéhrend der Embryo- und Fetogenese gewebespezifisch und daher
rdumlich eingeschriankt (53). Wie PAX2 ist auch WTI1 wichtig bei der Differenzierung
epithelialen Gewebes aus mesenchymalem Gewebe (54). Eine besonders wichtige und gut
untersuchte Rolle spielt WT1 in der sich entwickelnden Niere. Zuerst ist WT1 im intermedidren
Mesoderm detektierbar, aus welchem die urogenitale Leiste entsteht (55-57). Die Expression
setzt sich in dieser fort und nimmt in der sich entwickelnden Niere und den Gonaden zu. Es kann
eine Expression im metanephrogenen Mesenchym beobachtet werden, aus welchem spéter die
Nephrone entstehen. Eine verstirkte Expression ist in den sich entwickelnden Nephronen in den
Vorldaufern der glomeruldren epithelialen Zellen zu finden (55). In den sich entwickelnden
Hoden beschrinkt sich die WT1-Expression auf die Sertoli-Zellen, die Tunica albuginea und das

Rete testis. Auch im sich entwickelnden Ovar ist eine WT1-Expression festzustellen, besonders
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deutlich in epithelialen Zellen, welche die Ovarien umgeben (58). AuBlerdem ist eine Expression
wihrend der Embryogenese in der sich entwickelnden Milz, in Zellen des Neuralrohres, in
mesenchymalen Anteilen der Zo6lomhohle und in haematopoetischen Vorlduferzellen

nachzuweisen (53, 55, 58, 59).

1.3.1.2 Adulter Organismus

Eine Expression im erwachsenen Organismus findet sich in den Podozyten, den Mesangium-
Zellen der Niere, den Sertoli-Zellen, den Granulosazellen, sowie myometrialen und
endometrialen Stromazellen des Uterus. AuBlerdem ist eine Expression im ZNS und CD 34-

positiven hdmatopoetischen Stammzellen zu erkennen (47, 60).

1.3.2 Pathologische Expression von WT1

In soliden Tumoren konnte, im Vergleich zu gesundem Gewebe (61-63), eine Uberexpression
des WTI1-Wildtyp-Gens nachgewiesen werden (s. Tabelle 7). In Experimenten konnte durch
Reduktion der Expression des WT1-Wildtyp-Gens eine Wachstumsinhibition der Tumorzellen

erreicht werden (63), was auf eine onkogene Funktion des WT1-Gens schlieflen lief3.

Tabelle 7: WT1-Expression in Tumoren

Tumorentitat Nachweis-Medium

Brustkrebs HMEC HBL-100, MCT 1A
Humane Zelllinien HS 578, T47D, MDA-MB468,
2IMT, 21PT

Humanes Tumorgewebe (61)

Gehirntumore Humanes Tumorgewebe aus Astrozytomen,

Glioblastomen, Ependymomen (64)

Kolorektales Adenokarzinom Humanes Tumorgewebe (65)
Schilddriisenkarzinom Humanes Tumorgewebe (66)
Nierenzellkarzinom Humane Zelllinien K562, E14, TM3, CCF-RCI1,

CCF-RC2 (67)

Duktales Pankreas-Adenokarzinom Humanes Tumorgewebe (68)
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Fortsetzung Tabelle 7

Tumorentitat Nachweis-Medium

Malignes Melanom Humane Primére Zelllinien WM1158, WM239A,
WM1617, WM9, WMS852, WM164, WMIS83A,
WMO983B, WM373, WM373, WM39, WM902B,

WM793 (69)
Lungenkrebs Humanes Tumorgewebe (70)
Knochen-und Weichgewebssarkome Humanes Tumorgewebe (71)
Akute lymphatische Leukdmie Blut (72)
Akute myeloische Leukémie Blut (72)
Chronische myeloische Leukémie Blut (72)
Myelodysplastisches Syndrom Blut (62, 72, 73)
Non-Hodgkin-Lymphome Humanes Tumorgewebe von B- und T-Zell-Non-

Hodgkin-Lymphomen, humane Zelllinien Karpas
299, SU-DHL-4 (74)

AulBer bei soliden Tumoren spielt das WT1-Gen eine sehr bedeutende Rolle bei himatologischen
Erkrankungen (s. Tabelle 7). Bei den meisten Leukdmien liegt, im Vergleich zu Gesundblut, eine
Uberexpression des WT1-Wildtyp-Gens vor (62). Der WT1-Expressionslevel konnte daher als
Indikator flir submikroskopische Tumoraktivitit (MRD-Marker) in der Diagnostik dieser
Erkrankungen etabliert werden (75). Lediglich in ca. 10-15 % der AML finden sich Mutationen
im WTI1-Gen, die mit einer schlechten Prognose einhergehen (76, 77). Bei der ALL ist die
Mutationsrate noch geringer (78).

In Transfektionsversuchen konnte durch Expressionsreduktion von WT1, wie auch bei soliden
Tumoren, das Zellwachstum vermindert und Apoptose induziert werden (79). Es besteht bei
Leukémien ein antiproportionaler Zusammenhang zwischen der Expression von WT1 und der
Prognose der Patienten, so dass WT1 als Prognosefaktor genutzt werden kann. Die WTI-

Expression in Lymphomen ist im Vergleich zu Leukdmien niedriger (75).

1.4 Wechselseitige Regulation von PAX2 und WT1

Eine rdumlich und zeitlich iibereinstimmende Expression von PAX2 und WTI1 konnte in der
fetalen Niere, in Wilms-Tumoren, in Tumoren der Mamma und Prostata, sowie in akuten

Leukdmien gezeigt werden. (22, 28, 39, 80). Eine besonders hohe PAX2-Expression konnte in
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Wilms-Tumoren festgestellt werden, bei denen keine WTI1-Expression detektierbar war (80).
Hinweise auf eine mogliche Repression von PAX2 durch WT1 ergab die Feststellung, dass WT1
an Promotoren bindet, die die EGR-I1-Erkennungssequenz tragen und auf diese
transkriptionshemmend wirkt (43, 81). Eine solche Sequenz ist auch bei PAX2 nachweisbar (1).
Somit konnte eine hohe PAX2-Expression bei fehlender WT1-Expression erklart werden. Ryan
et al. konnten in Versuchen zeigen, dass WT1 wéhrend der normalen Nierenentwicklung ab
einem bestimmten WTI1-Expressionslevel hemmend auf den PAX2-Promotor wirkt (82).
Umgekehrt ist PAX2 in der Lage, die Transkription von WT1 zu aktivieren. Es konnte gezeigt
werden, dass die PAX2-Isoformen b und ¢ den WT1-Promotor aktivieren konnen (83).

In PAX2-exprimierenden Mammakarzinomzellen konnte eine stark erhdhte Expression von
WTI1 gefunden werden. In murinen Brustdriisen mit einer Pax2-Null-Mutation war auch die
WTI-mRNA signifikant vermindert, was die Vermutung einer positiv korrelierenden Regulation
von WTI1 durch PAX2 unterstiitzte (28), die auf Grund der Expressionsmuster auch fiir das

Prostatakarzinom und die akute myeloische Leukdmie angenommen wird (22, 39).

1.5 Grundlagen der RNA-Interferenz

Eine Moglichkeit zur funktionellen Untersuchung von regulatorischen Zusammenhidngen
zwischen zwei Genen bietet die RNA-Interferenz (RNAi), mit der die Expression eines
Interaktionspartners reduziert und ein Effekt auf das andere Gen gepriift werden kann.

RNAI beschreibt ein evolutiondr konserviertes Phanomen. Es wird angenommen, dass es den
Organismus vor exogenen (z.B. Viren) oder endogenen (Transposons) genetischen Parasiten
schiitzen kann und eine differenzierte Regulierung eukaryotischer Genexpression ermdglicht
(84). RNAi wurde zuerst in Caenorhabditis elegans als Mechanismus beschrieben, bei dem durch
Einfilhrung von einigen hundert Kilobasen langer dsRNA die komplementire mRNA
posttranskriptionell abgebaut wurde (85). In verschiedenen Tier- und Pflanzenarten konnte
gezeigt werden, dass in die Zellen eingeschleuste lange dsRNA in kiirzere, 21 Nukleotide grof3e
dsRNA gespalten wurde. Diese fiihrte auch zum Abbau komplementdrer mRNA und wurde als
siRNA (short interfering RNA) bezeichnet (86, 87). Ein Strang des siRNA-Duplexes wird in den
RNA-induced silencing complex (RISC), ein Ribonukleoprotein-Komplex, eingebunden und
filhrt zu einer spezifischen Erkennung der komplementiren mRNA durch RISC (87, 88). Die
mRNA wird im Anschluss gespalten und abgebaut (87). Mit synthetischer, sequenzspezifischer
siRNA konnte auch in Vertebraten die Inaktivierung von spezifischen Zielgenen erzielt werden

(89). Moglich war dies durch die geringe Grofle der siRNA von weniger als 30 Nukleotiden, da
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durch ldngere Nukleotide in Wirbeltierzellen die Interferonantwort ausgelost werden kann (90).
Dabei handelt es sich um ein komplexes antivirales Abwehrsystem, das zu einer globalen
posttranskriptionellen Inhibition der Genexpression fiihrt (91).

Neben der siRNA konnte auch die miRNA identifiziert werden, bei der es sich um eine
physiologischerweise endogen exprimierte kleine einzelstringige RNA mit einer Linge von ca.
22 Nukleotiden handelt, die einen Einfluss auf die Genexpression mit Komponenten nimmt, die
auch im siRNA-Signalweg vorkommen (92). Die miRNA weist eine sog. Haarnadelschleifen-
struktur durch intramolekulare Anlagerung komplementirer Sequenzen auf. Nach Transkription
und Prozessierung eines priméren Transkriptes wird die miRNA vom Zellkern in das Zytoplasma
transportiert (93-95), wo die funktionelle miRNA in einen miRISC inkorporiert wird, durch den,
wie bei der siRNA, die Prozessierung der komplementiren mRNA erfolgt (96).

1.6 Aufgabenstellung

In dieser Arbeit soll die Splicevarianten-Expression von PAX2 und WT1 ndher beschrieben und
eine Interaktion beider Gene, bzw. deren Varianten, in verschiedenen Tumorentitdten untersucht
werden. Es soll so ein Beitrag zum besseren Verstindnis der Funktion dieser Gene und ihrer
Splicevarianten in Tumoren und dariiber hinaus zum besseren allgemeinen Verstidndnis der
Tumorzellregulation geleistet werden.
In einem ersten Schritt der Arbeit soll gezeigt werden, ob sich das Expressionsmuster von PAX?2
und dreier seiner Splicevarianten (PAX2 +Exon 6, +Exon 10 und die in unserer Arbeitsgruppe
neu beschriebene Variante PAX2 +Intron 9) zwischen Zelllinien solider Tumore und Lymphome
auf mRNA- und Proteinebene unterscheidet und eventuell charakteristisch fiir eine der beiden
Tumorgruppen ist. Durch Vergleich von Gesundblut und Tumorgewebeproben soll gezeigt
werden, ob die Expression der untersuchten Groflen auf mRNA-Ebene tumorspezifisch ist, um
sie gegebenenfalls als MRD-Marker verwenden zu konnen. Weiter soll die Expression von
PAX2 und der betrachteten Splicevarianten in Gesundblut und Tumorzellen auch auf
Proteinebene untersucht werden.
Hierfiir ist erforderlich:
1. Die Etablierung neuer LightCycler® Real-Time-PCR-Bedingungen fiir die PAX2-

Varianten +Exon 6 und +Exon 10.
2. Die Kultur der Tumorzelllinien.
3. Die Isolierung von RNA und Proteinen, sowie cDNA-Synthese.

4. Die Anwendung von quantitativer Real-Time-PCR und Western-Blot zur Detektion der
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Expression auf mRNA-, bzw. Proteinebene.

Im zweiten Abschnitt soll die Expression von WT1, sowie die der Exon 5- und KTS-positiven

Splicevarianten, in den gleichen Zelllinien und Kolonkarzinomgewebeproben untersucht werden.

Die Expression soll mit der Expression von PAX2 und derjenigen der untersuchten PAX2-

Splicevarianten verglichen werden, um zu priifen, ob die unter 1.4 angefiihrte mdgliche

Interaktion zwischen PAX2 und WTI1 sich in den beiden hier untersuchten Tumorgruppen

widerspiegelt, bzw. sich ein splicevarianten-spezifisches Interaktionsmuster nachweisen ldsst.

Die Expression soll auf zwei mogliche Interaktionsformen gepriift werden:

1. Auf die lineare Korrelation, die einen stetigen Zusammenhang der beteiligten Grof3en iiber den
gesamten Detektionsbereich zeigen soll.

2. Auf ein Schwellenphdnomen, bei dem der Einfluss auf den Interaktionspartner im Sinne eines
,,on-off-Mechanismus® erst nach Uberschreiten eines bestimmten Expressionslevels des
Aktivators bzw. Repressors zustande kommt.

Im dritten Abschnitt der Arbeit soll der vermutete Zusammenhang zwischen PAX2 und WT1

funktionell durch RNA-Interferenz-(RNAi) Versuche gezeigt werden, da dieser bisher nicht

eindeutig bewiesen werden konnte. Es werden hierfiir zwei Systeme verwendet, um deren

Effizienz vergleichen zu kénnen. Zum einen vektorungebundene doppelstrangige siRNA und

zum anderen DNA-Plasmide, die fiir spezifische miRNA-Sequenzen kodieren. Hierfiir ist

erforderlich:

1. Die Auswahl von Zelllinien, die beide Gene und die untersuchten Splicevarianten
exprimieren und eine gute Transfektionseffizienz zeigen.

2. Die Auswahl der effizientesten Transfektionsmethode fiir die verwendeten Zelllinien, um
einen maximalen RNAi-Effekt zu erzielen.

3. Herstellung der miRNA-DNA-Vektoren und Auswahl geeigneter siRNA-Molekiile.

4. Kontrolle der Transfektionseffizienz mit Hilfe der Durchflusszytometrie.

5. Ernten und aufarbeiten der Zellen nach Versuchsende (Proteingewinnung, RNA-Isolierung,
cDNA-Synthese)

6. Messung der Expressionslevel auf mRNA-Ebene (LightCycler® Real-Time-PCR).

7. Messung der Expression auf Proteinebene mit Western-Blot.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

Puffer und Losungen, die in den verwendeten Kits enthalten sind, sind nicht extra aufgefiihrt.

2.1.1 Zellkultur

Tabelle 8: Zellkultur und Zellverarbeitung

Medien Hersteller

RPMI 1640-Medim Biochrom, Berlin
Leibovitz-Medium Biochrom, Berlin
DMEM Biochrom, Berlin
L-15-Medium Biochrom, Berlin
Eagle-MEM Biochrom, Berlin
FCS Biochrom, Berlin
L-Glutamin (200 mM) Biochrom, Berlin
Penicillin/Streptomycin (10000 U/ml) Biochrom, Berlin
DMSO Merck, Darmstadt
EDTA Sigma, Deisenhofen
Trypanblaulésung (0,4 %) Gibco BRL, Karlsruhe

Zu 500 ml Kulturmedium wurden hinzugefiigt: 50 ml FCS (10 %), bzw. 100 ml FCS (20 %), 10
ml L-Glutamin (200 mM), 5 ml Penicillin/Streptomycin (10000 U/ml).

Tabelle 9: Verwendete Zelllinien (Alle Zelllinien leiten sich von humanen Primérzellen ab)

Lymphom-Zelllinien

Zelllinien- Art des Malignoms Kulturmedium Bezugsfirma

bezeichnung

AMO Multiples Myelom RPMI, 20 % FCS DMSZ, Braunschweig

DG75 Burkitt-Lymphom RPMI, 10 % FCS DMSZ, Braunschweig

Karpas422 B-Zell-Lymphom RPMI, 10 % FCS DMSZ, Braunschweig
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Zelllinien- Art des Malignoms Kulturmedium Bezugsfirma

bezeichnung

KM-H2 Hodgkin-Lymphom RPMI, 10 % FCS DMSZ, Braunschweig

HDLM?2 Hodgkin-Lymphom RPMI, 20 % FCS DMSZ, Braunschweig

L540 Hodgkin-Lymphom RPMI, 20 % FCS DMSZ, Braunschweig

Raji Burkitt-Lymphom RPMI, 10 % FCS DMSZ, Braunschweig

SU-DHL-4 B-Zell-Lymphom RPMI, 10 % FCS DMSZ, Braunschweig

SUP-M2 Anaplastisches RPMI, 10 % FCS DMSZ, Braunschweig
grofizelliges Lymphom

U698 B-Zell-Lymphom RPMI, 10 % FCS DMSZ, Braunschweig

U937 Histiozytisches RPMI, 10 % FCS DMSZ, Braunschweig
Lymphom

U266 Multiples Myelom RPMI, 10 % FCS DMSZ, Braunschweig

Granta519 B-Zell-Lymphom RPMI, 10 % FCS DMSZ, Braunschweig

Zelllinien solider

Tumore

Zelllinien-

bezeichnung

Art des Malignoms

Kulturmedium

Bezugsfirma

SW620 Kolonadenokarzinom Leibovitz 10 % ATCC, Manassas, USA

HCT116 Kolonadenokarzinom DMEM ATCC, Manassas, USA

Cx94 Kolonadenokarzinom RPMI, 10 % FCS Cell Lines Service,
Heidelberg

CaCo2 Kolonadenokarzinom RPMI, 10 % FCS Cell Lines Service,
Heidelberg

Colo320 Kolonadenokarzinom RPMI, 10 % FCS DMSZ, Braunschweig

SW480 Kolonadenokarzinom RPMI, 10 % FCS DMSZ, Braunschweig

Cx2 Kolonadenokarzinom RPMI, 10 % FCS Cell Lines Service,
Heidelberg

SW948 Kolonadenokarzinom Leibovitz 10 % DMSZ, Braunschweig

DMS79 Kleinzelliges ATCC, Manassas, USA

Bronchialkarzinom
SK-Mel 5 Malignes Melanom DMEM, 10 % FCS ATCC, Manassas, USA
SK-Mel 10 Malignes Melanom MEM-Eagle ATCC, Manassas, USA
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Fortsetzung Tabelle 9

Zelllinien- Art des Malignoms Kulturmedium Bezugsfirma
bezeichnung
SKMel 16 Malignes Melanom MEM-Eagle Cell Lines Service,
Heidelberg
SKMel 23 Malignes Melanom RPMI, 10 % FCS Cell Lines Service,
Heidelberg
SKMel 24 Malignes Melanom MEM-Eagle ATCC, Manassas, USA
SKMel 28 Malignes Melanom MEM-Eagle ATCC, Manassas, USA
BCPAP Papilléres RPMI, 10 % FCS DMSZ, Braunschweig
Schilddriisenkarzinom
TT260 Follikuldres RPMI, 20 % FCS DMSZ, Braunschweig
Schilddriisenkarzinom
8505C Anaplastisches RPMI, 10 % FCS DMSZ, Braunschweig
Schilddriisenkarzinom
CGTH-W-1 Follikulares RPMI, 10 % FCS DMSZ, Braunschweig
Schilddriisenkarzinom

2.1.2 Bakterienstamme

Fiir die Transformation von Plasmiden wurden One Shot™TOP10F" Competent E. coli von
Invitrogen, Carlsbad, USA verwendet. Es handelt sich um chemisch kompetente Zellen,

rekombinationsdefizient (recAl) und endonukleasedefizient (endA).

2.1.3 Bakterienkultur

Tabelle 10: Fur die Bakterienkultivierung verwendete Materialien

Materialien Hersteller
Spectinomycin Sigma, Deisenhofen
LB-Medium Gibco BRL, Karlsruhe
Agar Select Sigma, Deisenhofen
Glycerin Sigma, Deisenhofen
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Materialien

Hersteller

ImMedia™ Kan Blue

Invitrogen, Carlsbad, USA

ImMedia™ Kan Liquid

Invitrogen, Carlsbad, USA

2.1.4 Plasmide

Tabelle 11: Plasmide fur die Vermehrung spezifischer PCR-Produkte und fur die Transfektion

Plasmide Plasmidgrolie Hersteller
pCR®-BluntlI-TOPO® 3519 bp Invitrogen, Carlsbad, USA
pCR®2.1-TOPO® 3931 bp Invitrogen, Carlsbad, USA
pcDNA™6.2-GW/miR 4944 bp Invitrogen, Carlsbad, USA
pcDNA™6.2-GW/+ 5759 bp/5004 bp Invitrogen, Carlsbad, USA
EmGFP-miR

Negativkontrolle

pmaxGFP 3486 bp Amaxa, Gaithersburg, USA

GT

Vektorkarte von pCR®2.1-TOPO® (aus
dem Manual ,,TOPO TA Cloning®”,

lacZo TG

G ACC ATG ATT RCG CCA A
GF TAC TZR TGEC G

Bsti 1 EcoR|

ECIGHI

|
GTAR ACG GCC AGT GIG CIG GAR TIC GCC CIT| ARG GGC GAR
CAT TGC CGG CGG TCR CAC GAC CTT ARG CGG GARN FEAET TIC CCG CTT A

CC GCC IIC TGC

RAG ACG

EDcI:R v Elslrx 1 NtIJf 1 Xhol Nsi | xBal Apal
T C CAC TG CCG CTC GARG CAT GCR TCT AGR GGG CCC AAT TCG |CCC TAT
ICT ATR GGT AGT C GCC GGC GRG CTIC GTA CGT RGR ICT CCC GGG TTAR AGC |GGG RIR

*
T7 Promoter
E] T GRC TGG GRAE RAC
Ch CIG ACC CTIT TIG

Invitrogen).
Dieser Vektor Dbesitzt in  seiner
Klonierungsregion  3’-Thymidin-Uber-

hénge fiir die von der Tag-Polymerase an
die PCR-Produkte angefiigten 3'-Adenin-
Uberhinge

Abbildung 1: Vektorkarte von pCR®2.1-TOPO®.
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Vektorkarte von pCR®-Blunt II TOPO®-

M13 Reverse priming site SP6 promoter/priming site |

Nslll Hind Il Asp718 1 Kpn| EcM3E 1l Sac | BamH | Spe |

Vektor (aus dem Manual ,,Zero Blunt®

TOPO® PCR Cloning Kit“, Invitrogen).

Dieser Vektor ist fiir die Klonierung von
Pfu-Polymerase-PCR-Produkten ohne 3’-
Uberhiinge konzipiert.

PCR"-Blunt II-
TOPO"

3519 bp

Ufafyeueh

Abbildung 2: Vektorkarte von pCR®-Blunt 11 TOPO®.

Vektorkarte von pcDNA™ 6.2-GW/miR
(aus dem Manual ,Block-iT™  Pol II miR RNAi

Expression Vector Kits“, Invitrogen)

5 miR flanking RGG 3’ miR flanking
region ACGA region

Abbildung 3: Vektorkarte von pcDNA™ 6.2-GW/miR.
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Vektorkarte von pcDNA™ 6.2-GW/miR-Negativ-

Expression Vector Kits“, Invitrogen)

5" miR flankin miR-neg 3' miR flankin
region ¢ control region 9

kontrolle (aus dem Manual , Block-iT™ Pol II miR RNAi

pcDNA"6.2-GW/
miR-neg

control plasmid

Abbildung 4: Vektorkarte von pcDNA™ 6.2-GW/miR-Negativkontrolle.

Vektorkarte von pcDNA™ 6.2-GW/EmGFP-miR-
Negativkontrolle fiir die Bestimmung der Trans-
fektionseffizienz mit Hilfe der Durchflusszyto-
metrie (aus dem Manual ,Block-iT™ Pol II miR

RNAI Expression Vector Kits“, Invitrogen)

EmGFP

5'miR flanking | miR-neg " 3'miR flanking
region control  region

pcDNA"6.2-GW/
EmGFP-miR-neg

control plasmid

Abbildung 5: Vektorkarte von pcDNA™ 6.2-GW/EmGFP-miR-Negativkontrolle.
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Vektorkarte von pmaxGFP (fiir die Bestimmung der

Transfektionseffizienz mit Hilfe der Durchflusszyto-
{266} pmaxGFP

metrie) (aus dem Manual ,,Nucleofector ™ II, Amaxa) (3486 bp)

Abbildung 6: Vektorkarte von pmaxGFP.

2.1.5 Klonierung

Fiir die Klonierung von PCR-Produkten in Plasmide wurde das TOPO TA Cloning®-Kit und das
Zero Blunt® TOPO® PCR Cloning-Kit verwendet. Beide Kits wurden von Invitrogen, Carlsbad,
USA, bezogen.

2.1.6 Plasmidisolierung

Zur Isolierung der Plasmide aus Bakterien wurde das Invisorb Plasmid-Spin-Mini-Two-Kit von

Invitek, Berlin und das HighSpeed-Plasmid-Midi-Kit von Qiagen, Hilden verwendet.

2.1.7 Restriktion

Tabelle 12: Zur Restriktion der PCR-Produkte aus den Plasmiden verwendete Restriktionsendonucleasen

und zugehdrige Puffer

Enzyme und Lésungen Hersteller

EcoRI MBI Fermentas, St.Leon-Rot
EcoRV Roche Diagnostics, Mannheim
Buffer EcoRI MBI Fermentas, St.Leon-Rot
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Enzyme und Ldésungen

Hersteller

Buffer EcoRV “Sure Cut”

Roche Diagnostics, Mannheim

PCR grade water

Sigma, Deisenhofen

2.1.8 Sequenzierung

Die Sequenzierung wurde von Gene Analysis Service, Dr. A.C. Looman, Berlin durchgefiihrt.

2.1.9 Einfrieren von Zellen fir RNA-Isolierung

Tabelle 13: Zum Einfrieren der Zellen fiir die nachfolgende RNA-Isolierung bendétigte Materialien

Materialien

Hersteller

GTC-Puffer:

4 M Guanidiniumthiocyanat: 141,8 g
25 mM Natriumcitrat, pH 7,0: 18,75 ml
0,5 % Laurylsarkosin: 4,35 ml

Bis auf 300 ml mit DEPC behandeltem
Wasser (Nuklease-frei) auffiillen,
iiber Nacht bei 37°C

autoklavieren, kiihl lagern

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

2.1.10 RNA-Isolierung

Tabelle 14: Fur die RNA-Isolierung verwendete Kits und Lésungen

Materialien

Hersteller

RNeasy Mini Kit

Qiagen, Hilden

Ethanol, absolut

J.T. Baker, Phillipsburg, USA

DEPC behandeltes Wasser, Nuklease-frei

Ambion, Austin, USA

RNase free DNase Set

Qiagen, Hilden
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Materialien

Hersteller

Omniscript Kit

Qiagen, Hilden

Oligo-dT-Primer

Roche Diagnostics, Mannheim

Random-Hexamer-Primer

Roche Diagnostics, Mannheim

RNase Inhibitor (40 U/uL)

Roche Diagnostics, Mannheim

2.1.11 Konventionelle PCR

Tabelle 16: Fur die konventionelle PCR eingesetzte Enzyme, Puffer, Oligonukleotide und weitere Materialien

Materialien

Hersteller

Cloned Pfu DNA-Polymerase (2,5 U/ul)

Stratagene, Amsterdam, NL

10x Cloned Pfu DNA-Polymerase Puffer

Stratagene, Amsterdam, NL

Taq-Polymerase (5 U/ul)

Roche Diagnostics, Mannheim

10x Taq- Polymerase Puffer

Roche Diagnostics, Mannheim

dNTP (10 mM)

Roche Diagnostics, Mannheim

Primer forward/reverse

Metabion, Martinsried

PCR grade water

Sigma, Deisenhofen

2.1.12 Real-Time-PCR

Tabelle 17: Fur die quantitative Real-Time-PCR benétigte Kits, Primer und Sonden

Materialien

Hersteller

LightCycler®Fast-Start DNA Master
HybProbe-Kit

Roche Diagnostics, Mannheim

Primer forward/reverse

Metabion, Martinsried

Sonde FL/LC
FL= Fluorescein

LC=LCRed640

Metabion, Martinsried
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2.1.13 DNA- und RNA-Elektrophorese

Tabelle 18: Fur die Gelelektrophorese benétigte Substanzen und Lésungen

Materialien Hersteller

TBE (10x) Gibco BRL, Karlsruhe
MESA (10x) Sigma, Deisenhofen
Bromphenolblau Sigma, Deisenhofen

Ethidiumbromid (10 mg/ml H,O)

Sigma, Deisenhofen

DNA-GroéBenmarker 100 bp

MBI Fermentas, St.Leon-Rot

SeaKem LE Agarose

Biozym, Hess. Oldendorf

2.1.14 Fragmentisolierung aus PCR-Anséatzen, bzw. aus Agarosegel

Zur Isolierung spezifischer PCR-Produkte aus dem Reaktionsansatz wurde das QIAquick-

Purification-Kit von Qiagen, Hilden benutzt. Fiir die Isolierung von PCR-Produkten aus

Agarosegel wurde das QIAEX II Agarose-Gel-Extraction-Kit von Qiagen, Hilden eingesetzt.

2.1.15 Polyacrylamidelektrophorese

Bei der Proteinauftrennung fiir Western-Blot wurde das 10 % Precise Protein Fertiggel, von

Pierce, Rockford, USA benutzt.

2.1.16 Proteinmessung

Zur Proteinkonzentrationsmessung wurde das BSA Standard-Kit von Pierce, Rockford, USA

eingesetzt.
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Tabelle 19: Fur den Western-Blot eingesetzte Substanzen, Lésungen und Antikdrper

Materialien

Hersteller

MPER (Mammalian Protein Extraction Reagent)

Pierce, Rockford, USA

Ladepuffer:

Non-reducing lane marker sample buffer

2-Mercaptoethanol

Pierce, Rockford, USA
Merck-Schuchardt,

Hohenbrunn

Page Ruler Prestained Protein Marker

MBI Fermentas, St.Leon-
Rot

Laufpuffer x10:

238 g HEPES Gibco BRL, Karlsruhe
121 g Tris Roth, Karlsruhe

10 g SDS Roth, Karlsruhe
Wet-Blotpuffer x10:

1,9 M Glycin Roth, Karlsruhe

1 M Tris Roth, Karlsruhe

10 % SDS Roth, Karlsruhe

20 % Methanol J.T. Baker, Deventer, NL
Blockierungspuffer PBST:

1x PBS Biochrom, Berlin
Tween 0,1 Roth, Karlsruhe

1 % BSA Roth, Karlsruhe
Antikorper:

1.Antikorper:

Anti-PAX2:

Rabbit anti-phospho-PAX2 (Ser 393)
Anti-WTI:

Rabbit anti-WT1

Invitrogen, Carlsbad, USA

Sigma, Deisenhofen
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Mouse anti-GAPDH

2.Antikorper:

Anti-mouse [gG-HRP

Materialien Hersteller
Anti-Aktin;

Anti-Aktin from rabbit (A 2066) Sigma, Deisenhofen
Anti-GAPDH:

Biodesign, Saco, USA

ECL, Anti-rabbit IgG, PE-linked from donkey NA 934 Amersham Pharmacia,

Hannover
R&D Systems,
Minneapolis, USA

ECL-Reagens

Amersham Pharmacia,

Hannover

2.1.18 Transfektion

Tabelle 20: Fur die Transfektion verwendete Kits, Oligonukleotide und Ldsungen

Materialien

Hersteller

BLOCK-1T™ Pol II miR RNAi Expression
Vector-Kit

Invitrogen, Carlsbad, USA

ssOligonukleotide fiir pre-miRNA-Synthese

MWG Biotech AG, Ebersberg

Hp GenomeWide siRNA 1027400

Qiagen, Hilden

Suspensios-Puffer

Qiagen, Hilden

RNAiFect-Kit

Qiagen, Hilden

Nucleofector-Solution

Amaxa, Gaithersburg, USA
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Tabelle 21: Fur die Durchfuhrung der Versuche verwendete Geréte

Materialien

Hersteller

Biological Safety Cabinett Classll Typ A/B3

Nuaire, Plymouth, USA

Blotkammer

BioRad, Miinchen

Brutschrank Automatic CO2 Inkubator

Friedrich S. Bartolomey, Alfter

Brutschrank CO,-Auto-Zero

Kendro Laboratory Products, Berlin

Durchflusszytometer FACScan

Bioscience, Becton Dickinson, Heidelberg

Entwickler Western-Blot

BioRad, Miinchen

Gelkammer fiir Agarosegele Horizon 58

Gibco BRL, Karlsruhe

Gelkammer Mini PROTEAN 3 Cell

BioRad, Miinchen

Inkubator Orbital Incubator SI50

Dunn Labortechnik, Asbach

Kiihlgerdte -4°C, -20°C

Liebherr, Ochsenhausen

Kiihlgerite -80°C

Forma Scientific, Marietta, USA

Laborwaage KB 800-2

Kern&Sohn, Balingen

Mikroskop

Zeiss, Jena

Mikrowellenherd

Moulinex, Paris

ND 1000 Spectrophotometer

Nano Drop Technologies, Wilmington, USA

Nucleofector-Elektroporationsgerét

Amaxa, Gaithersburg, USA

Olympus Digitalkamera

Olympus, Hamburg

PCR-Gerit Light Cycler® Real-Time

Roche Diagnostics, Mannheim

PCR-Gerét Gradienten Cycler

Biorad, Miinchen

PCR-Gerét Multi Cycler PTC-200

MJ Research, Biozym, Hess. Oldendorf

Sterile Werkbank PCR Captair®bio

Erlab, Koln

Thermoblock TB1

Biometra, Gottingen

Thermomixer Eppendorf 5436

Eppendorf, Hamburg

Tischzentrifuge Eppendorf 5415C

Eppendorf, Hamburg

UV-Schirm Reprostar I1

LAMAG, Berlin

Vortexer VF2

IKA- Labortechnik, Staufen

Zentrifuge Eppendorf 5804R

Eppendorf, Hamburg

Zentrifuge Varifuge 3.2RS

Heraeus Sepatech, Osterode
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Materialien Hersteller
Einfrierboxen Nunc, Roskilde, DK
Einfrierréhrchen Nunc, Roskilde, DK

Elektroporationskiivetten

Amaxa, Gaithersburg, USA

Falcontubes (15 ml und 50 ml)

Falcon, Becton Dickenson, Heidelberg

Filterpapier 3SMM

Schleicher und Schiill, Dassel

GlasgefaBe diverse

Schott Duran, Mainz

Neubauer Zihlkammer

Sigma, Deisenhofen

Nitrocellulosemembran Hybond N

Amersham Pharmacia, Hannover

Petrischalen Roth, Karlsruhe
Pipetten Eppendorf, Hamburg
Pipettenspitzen Brand, Wertheim

Pipetten, serologische

Sarstedt, Niimbrecht

Reaktionsgefifle

Biozym, Hess. Oldendorf

Sterilfilter

NeoLab, Heidelberg

12-well Mikrotiter-Platte

Nunc, Roskilde, DK

24-well Mikrotiter-Platte

Nunc, Roskilde, DK

96-well Mikrotiter-Platte

Corning, New York, USA

Zellkulturflaschen NUNCLON™ 160 ml

Nunc, Roskilde, DK

Zellschaber

VWR, Darmstadt

2.1.21 Verwendete Software

Tabelle 23: Fur die Messungen und Auswertungen benutzte Software

Software

Hersteller

dChip 2006 (Cluster-Analyse)

Cheng Li Group, Harvard School of Public Health,
Boston, USA

EndNote (Literaturverwaltung)

Thomson-Reuters, Carlsbad, USA

FACScan, Cell-Quest Software

Bioscience, Becton Dickinson, Heidelberg

Microsoft Excel

Microsoft, Redmond, USA




Materialien und Methoden

Fortsetzung Tabelle 23

28

Software

Hersteller

Microsoft Power Point

Microsoft, Redmond, USA

Microsoft Word

Microsoft, Redmond, USA

Nano Drop Software ND-1000 V3.1.0

Nano Drop Technologies, Wilmington, USA

Light Cycler® Probe Design Software

Version 1.0

Roche Diagnostics, Mannheim

PCR RT-Light Cycler® Software
Version 3.39

Roche Diagnostics, Mannheim

RNAI1 Designer

Invitrogen, Carlsbad, USA

SPSS 15.0 (Statistik)

SPSS, Chicago, USA




Materialien und Methoden 29

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Samtliche Arbeitsschritte erfolgten unter sterilen Bedingungen.

2.2.1.1 Auftauen von Zellen

Die tief gefrorenen Zellen wurden in vorgewdrmtes Medium aufgenommen und einmal im
Medium gewaschen, um das dem Einfriermedium zugesetzte DMSO zu entfernen. Die Zellen

wurden dann in der empfohlenen Zelldichte ausgesiit.

2.2.1.2 Kultivierung von Zellen

Alle Zellen wurden im Brutschrank bei 37°C, 5 % CO; und 95 % relativer Luftfeuchtigkeit in
den entsprechenden Medien kultiviert. Mindestens alle zwei Tage wurde die Zelldichte bestimmt
und die Zellen entsprechend ihrer Dichte umgesetzt.

Suspensionszellen wurden nach griindlichem Durchmischen der Suspension verdiinnt und in
frischem Medium weiterkultiviert. Um adhérente Zellen zu l6sen, wurden sie entweder mit
einem Zellschaber abgelost und verdiinnt in neue Kulturflaschen mit frischem Medium
aufgenommen, oder sie wurden mit 1x PBS (+ 2 mM EDTA und 0,5 % FCS) 10 min. inkubiert
und durch Zugabe frischen Mediums weiter vereinzelt und vollstdndig abgelost. Die abgelosten

Zellen wurden umgehend fiir Versuche verwendet und danach nicht wieder in Kultur genommen.

2.2.1.3 Auszéhlen von Zellen zur Bestimmung der Dichte und Vitalitat

50 pl Zellsuspension wurden entnommen und mit 0,4 % gepufferter Trypanblaulésung im
Verhiéltnis 1:2 verdiinnt. Der Farbstoff dringt in alle Zellen ein. Lebende Zellen konnen ihn aktiv
wieder ausscheiden, wihrend tote Zellen blau angefarbt bleiben. Die Zellen wurden in einer
Neubauer-Zdhlkammer unter Ausschluss der toten Zellen unter einem Mikroskop ausgezdhlt. Es
wurden mindestens 2 x 16 Felder betrachtet. Fiir die Berechnung der Zelldichte gilt:

Anzahl der Zellen in 16 Feldern x Verdiinnung x 10* (Umrechnungsfaktor Zahlkammer) =

Anzahl Zellen/ml.
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2.2.1.4 Einfrieren von Zellen in Kultur

Die Zellen wurden entsprechend 2.2.1.3 ausgezihlt und ca. 5-10* Zellen in ein Einfrierrdhrchen
mit FEinfriermedium gegeben. Das Einfriermedium bestand aus 42 % Kulturmedium ohne
Zusitze, 8 % DMSO und 50 % FCS. Die Einfrierréhrchen wurden nach Zugabe der Zellen
umgehend in eine mit Isopropanol gefiillte Einfrierbox gegeben und zunéchst bei -80°C, dann bei

-160°C eingefroren.

2.2.1.5 Einfrieren von Zellen fir RNA-Isolierung, bzw. Western-Blot-Ansatze

Die einzufrierenden Zellen wurden aus den Mikrotiter-Platten in Eppendorfgefaf3e {iberfiihrt und
bei 2000 rpm fiir 5 min. zentrifugiert. Nach Abnahme des Uberstandes wurde zu den Ansitzen
fiir die RNA-Isolierung 600 ul GTC-Puffer gegeben. Die Zellen wurden bei -80°C eingefroren.
Die Zellen fiir die Western-Blot-Ansiitze wurden nach Abnahme des Uberstandes erneut

zentrifugiert und das Zellpellett trocken bei -80°C eingefroren.

2.2.2 Klonierung

Die Klonierung von PCR-Produkten in Vektoren diente deren Vervielfiltigung in Bakterien.

Der zu transformierende Klonierungsansatz ist in Tabelle 24 dargestellt.

Tabelle 24: Klonierung von PCR-Produkten in Vektoren

Bestandteile Volumen

PCR-Produkt aufgereinigt aus: a) dem PCR-Reaktionsmix (2.2.15.1), b) aus |4 ul
Agarosegel (2.2.15.2).
TOPO Vektor ( 2.1.4) (bei voriger Verwendung der Pfu-Polymerase: pCR-Blunt II- | 1 pl
TOPO®-Vektor, bei Verwendung der Tag-Polymerase: pCR 2.1-TOPO®)

Salt Solution 0,5 ul

Der Ansatz wurde 5 min. bei Raumtemperatur inkubiert und danach auf Eis gestellt.
Das an die Vektoren kovalent gebundene Enzym DNA-Topoisomerase 1 besitzt zwei
Funktionen: Eine Restriktionsfunktion (Erkennungssequenz: (5'-CCCTT|-3") zum Offnen der

Vektoren und eine Ligationsfunktion zum Einfiigen des zu klonierenden PCR-Produktes.
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2.2.3 Transformation in One Shot™TOP10F" Competent E. coli

Die bei —80°C gelagerten kompetenten Zellen (50 pl) wurden auf Eis aufgetaut, mit dem
gesamten Klonierungsansatz (2.2.2) versetzt und 30 min. auf Eis inkubiert. Nach einem
Hitzeschock iiber 30 sec. bei 42°C, der die Aufnahme der DNA in die Bakterien erleichtert,
wurde der Ansatz fiir 2 min. auf Eis gestellt, dann 250 pl, auf Raumtemperatur vorgewarmtes,

SOC-Medium hinzugefiigt und 30 min. bei 37°C unter Schiitteln bei 250 rpm inkubiert.

2.2.4  Herstellung von Selektionsndhrbdden fiir die Kultur von
transformierten Bakterienklonen

Bei der Zubereitung der Medien wurde unter sterilen Bedingungen gearbeitet.

Die Auswahl der Selektionsmedien hing von dem Antibiotikaresistenzgen des verwendeten
Vektors ab.

Als Selektionsmedium diente zum einen LB-Medium, versetzt mit Spectinomycin
(Endkonzentration 50 pg/ml). Das Antibiotikum wurde steril filtriert und aliquotiert. Fiir die
Selektionsnéhrbdden wurden 4 g Agar zu 250 ml LB-Medium gegeben und 20 min. bei 120°C
autoklaviert. Nach dem Abkiihlen wurde Spectinomycin hinzugefiigt und die Masse in
Petrischalen gegossen.

Zum anderen wurde ImMedia™ Kan Blue verwendet, ein bereits mit Kanamycin versetztes
Néahrmedium (Endkonzetration 50 pg/ml). Der Packungsinhalt wurde in 200 ml destilliertem
Wasser aufgenommen. Der Ansatz wurde in der Mikrowelle zweimal kurz aufgekocht und die

Masse nach dem Abkiihlen in Petrischalen gegossen.

2.2.5 Selektion transformierter Bakterienklone

80 ul transformierter One Shot™TOPI10F" Competent E. coli wurden auf vorgewdrmte

Selektionsnéhrboden (2.2.4) ausplattiert und bei 37°C iiber Nacht im Brutschrank inkubiert.

2.2.5.1 TOPO®-Vektoren

Das Nihrmedium enthielt Kanamycin, entsprechend des Kanamycin-Resistenzgens des
verwendeten Vektors (2.1.4). So konnten nur Bakterienklone auf dem Medium wachsen, die den

Vektor aufgenommen hatten. Zusétzlich beinhaltete der TOPO®-Vektor ein Gen fiir das Enzym
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B-Galaktosidase, welches den synthetischen Indigofarbstoff 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B-D-
galaktosid (X-Gal) spalten kann. Dies fiihrte dazu, dass Bakterienkolonien, die die [3-
Galaktosidase enthielten, blau erschienen. Der Vektor war so konzipiert, dass das Gen fiir -
Galaktosidase durch den Einbau des zu klonierenden DNA-Fragmentes gespalten wurde und
dadurch das Enzym nicht mehr exprimiert werden konnte. Es entstand kein blauer Farbstoff.
Diejenigen Bakterienkolonien, die den Vektor aufgenommen hatten, wuchsen aufgrund ihrer
Kanamycin-Resistenz auf dem Néhrboden. Die Kolonien, die zusétzlich das DNA-Fragment im
Vektor trugen, blieben weil. Dies ermdglichte die Selektion von erfolgreich mit dem DNA-

Fragment transformierten Bakterien.

2.25.2 pcDNA™6.2-GW/x EmGFP-miR-Vektoren

Das Nihrmedium beinhaltete Spectinomycin. Der Vektor trug ein Spektinomycin-Resistenzgen.
So wuchsen nur Bakterienkolonien, die den Vektor aufgenommen hatten und dadurch resistent

gegen Spectinomycin waren.

2.2.6 Herstellung von Nahrmedien flir Bakterienkulturen

Die Herstellung der Nahrmedien entsprach der Herstellung der Selektionsndhrbdden (2.2.4) mit
dem Unterschied, dass dem LB-Medium keine Agarose zugefiigt wurde und anstatt InMedia'™
Kan Blue ImMedia™ Kan Liquid verwendet wurde. Die Antibiotikakonzentration betrug fiir

beide Ansitze 50 pg/ml.

2.2.6.1 Bakterienkulturen fur Plasmid-Praparationen im kleinen Malistab
(fGr Mini-Plasmidisolierung)

Fiir die Herstellung von Standards fiir die Real-Time-PCR.

Es wurden 2 ml des antibiotikahaltigen ImMedia™ Kan Liquid-Mediums
(Kanamycinkonzentration: 50 pg/ml) in einem leicht gedffneten 14 ml-Zentrifugenréhrchen mit
einem einzelnen positiven E. coli-Klon (2.2.5.1) beimpft und 12-16h bei 37°C unter Schiitteln
bei ca. 300 rpm inkubiert. Zundchst wurden Stocklosungen hergestellt, indem von jeder
Bakteriensuspension 500 upl in ein steriles Einfrierrdhrchen {iberfiihrt, mit einem Tropfen

sterilem Glycerin (Frostschutz) versehen und bei —80°C eingefroren wurden. Die verbleibende
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Bakteriensuspension wurde in ein 2 ml-Zentrifugenréhrchen tiberfiihrt und 1 min. bei 14000 rpm

zentrifugiert. Das Pellet wurde unverziiglich aufgearbeitet (2.2.7.1).

2.2.6.2 Bakterienkulturen fir Plasmid-Praparationen im mittleren Mal3stab
(fir Midi-Plasmidisolierung)

Fiir die Herstellung von Plasmiden fiir die Transfektion.

Es wurden 2 ml des antibiotikahaltigen LB-Mediums (Spectinomycinkonzentration: 50 pg/ml) in
einem 14 ml-Zentrifugenrohrchen unter losem Verschluss mit einem einzelnen positiven E. coli-
Klon (2.2.5.2) beimpft und 6-8h bei 37°C unter Schiitteln bei ca. 300 rpm inkubiert. Im
folgenden Schritt wurden aus dieser Vorkultur Stockldsungen hergestellt (s. auch 2.2.6.1). Aus
der Vorkultur wurden 100 pl in 100 ml LB-Medium + Spectinomycin (Verdiinnung 1:1000) in
einem autoklavierten 500 ml-Erlenmeyerkolben gegeben. Diese Bakterienkultur wurde iiber
Nacht bei 37°C zur weiteren Vermehrung unter Schiitteln inkubiert. Der 100 ml-Ansatz wurde
anschlieBend auf zwei 50 ml-Reaktionsgefdfle aufgeteilt und 30 min. bei 4500 rpm und 4°C

zentrifugiert.

2.2.7 Plasmidisolierung

Fiir die Isolierung von Plasmid-DNA wurden zwei verschiedene Kits benutzt.

2.2.7.1 Invisorb Spin-Plasmid-Mini-Two-Kit (Invitek)

Das Prinzip beruht auf der Lyse von Bakterien durch EDTA und SDS unter alkalischen
Bedingungen und der selektiven Adsorbtion von DNA an eine Silikamembran in einem stark
salzhaltigen Milieu.

Das gewonnene Pellet (2.2.6.1) wurde nach Abnahme des Uberstandes in 250 pl Solution A
aufgenommen und durch Vortexen resuspendiert. In diese Suspension wurden 250 pl Solution B
gegeben und der Ansatz vorsichtig durch Schwenken vermischt. Das vorsichtige Mischen ist
notwendig, um ein Abscheren von DNA hohen Molekulargewichtes zu vermeiden, die die
Plasmid-DNA kontaminieren kann, da diese DNA-Fragmente nicht durch NaOH/SDS gefillt
werden konnen. Es wurden 250 pl Solution C hinzugegeben und die Suspension griindlich
geschwenkt. AnschlieBend wurde 5 min. bei 14000 rpm zentrifugiert. Im weiteren Verlauf wurde

der Uberstand auf einen Spin Filter (Sdule mit DNA-bindender Matrix) gegeben, 1 min. bei



Materialien und Methoden 34

Raumtemperatur inkubiert, anschlieBend bei 10000 rpm zentrifugiert und der Durchfluss
verworfen. 750 pul Wash Solution (+ 96 %-100 % Ethanol) wurden auf den Spin Filter gegeben
und 1 min. bei 10000 rpm zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen. Danach wurde fiir 3
min. bei 14000 rpm zentrifugiert, um jegliche Ethanolriickstinde zu entfernen. Der Spin Filter
wurde daraufhin in ein neues 1,5 ml-Reaktionsgefdl (Receiver Tube) gestellt und 50 ul RNase-
freies H,O direkt auf die DNA-bindende Matrix gegeben. Es folgten eine einminiitige Inkubation
bei Raumtemperatur und eine abschlieBende Zentrifugation bei 10000 rpm. Dadurch wurde die
Plasmid-DNA von der Matrix gelost und in dem 1,5 ml-Reaktionsgefdll aufgefangen. Bis zur
weiteren Verarbeitung wurde die Plasmid-DNA bei -20°C gelagert.

2.2.7.2 HighSpeed-Plasmid-Midi-Kit (Qiagen)

Auch hier ist das Prinzip die alkalische Zelllyse, gefolgt von einer Bindung der Plasmid-DNA an
Anionen-Austauscher-Kunstharze bei niedrigen Salzkonzentrationen und pH-Werten.

RNA, Proteine und Farbstoffe werden durch Waschschritte mit mittleren Salzkonzentrationen
entfernt. Die DNA wird bei den Plasmid-Isolierungs-Kits von Qiagen in einem stark salzhaltigen
Puffer eluiert, dann durch Isopropanol-Ausfillung aufkonzentriert und entsalzt. Hier wurde ein
HighSpeed-Kit verwendet. Bei diesem Kit wird die DNA nicht mit Isopropanol und
Zentrifugation gewonnen, sondern auf einen Filter (QIA-Prezipitator®) gebunden. Die Plasmid-
DNA kann dann mit H,O aus dem QIA-Prezipitator® eluiert werden. Durch dieses Verfahren
wird das Risiko vermieden, das DNA-Pellet nach Zentrifugation beim Abkippen des
Uberstandes zu verlieren.

Die gewonnenen Bakterienpellets (2.2.6.2) wurden insgesamt erst in 6 ml gekiihlten Puffer P1
(+tRNase A (100 pg/ml)), dann zusétzlich in 6 ml Puffer P2 aufgenommen. Nach griindlichem
Mischen des Ansatzes erfolgte eine Inkubation von 5 min. bei Raumtemperatur. Danach wurden
dem Lysat 6 ml Puffer P3 (4°C) zugefiigt. Nach kréftigem Schwenken wurde das Lysat in den
QIAfilter-Einsatz gegeben und 10 min. bei Raumtemperatur inkubiert. Parallel wurde ein
HighSpeed Midi Tip in einen Erlenmeyer-Kolben eingesetzt und mit 4 ml Puffer QBT
equilibriert. Der QIAfilter-Einsatz wurde mit einem Spritzenkolben versehen in den HighSpeed
Midi Tip eingesetzt und das Lysat dort hinein gegeben. Durch die Schwerkraft lief das Lysat in
den Erlenmeyer-Kolben. Im Anschluss wurde der HighSpeed Midi Tip mit Puffer QC
gewaschen. Um die DNA aus dem Filter des HighSpeed Midi Tip auszuwaschen, wurde dieser
in ein neues Gefal} eingesetzt und mit 5 ml Puffer QF gespiilt. Zu den 5 ml Puffer QF wurden 3,5

ml Isopropanol gegeben und die Mischung 5 min. bei Raumtemperatur inkubiert. Die Plasmide
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wurden nun in mehreren Arbeitsgingen im QIA-Prezipitator® gebunden, mit 70 % Ethanol
gewaschen, mehrmals luftgetrocknet und schlieBlich mit 200 pl H>O in ein Eppendorfgefal3

eluiert.

2.2.8 Restriktion

Die DNA wurde mit Restriktionsendonukleasen an spezifischen Sequenzen des Vektors (2.1.4)
geschnitten.

Fiir EcoRI sezte sich der 20 pl-Ansatz zusammen aus: 15 pl Plasmid-DNA, 1 pl des Enzyms
EcoRI, sowie 2 ul EcoRI-Puffer (vgl. Tabelle 25) und 2 ul H,0. Die DNA wurde fiir mindestens
1-2h bei 37°C inkubiert. Um die Restriktionsenzyme zu inaktivieren, wurden die Ansitze danach
20 min. bei 65°C inkubiert und anschlieBend 2 min. auf Eis gestellt. Bis zur weiteren
Verarbeitung erfolgte die Lagerung bei -20°C. Die EcoRI-Restriktion wurde zur Uberpriifung
der ProduktgroBe mittels Gelelektrophorese durchgefiihrt.

Fiir den EcoRV-Verdau wurden 17 pl Plasmid-DNA mit 1 pl Enzym und 2 pl Puffer (Sure Cut)
(s. Tabelle 25) fiir 1h bei 37°C inkubiert. Eine Inaktivierung war hier nicht erforderlich. Die
EcoRV-Restriktion wurde zur Isolierung der DNA-Fragmente fiir die Standard-Herstellung fiir
die Real-Time-PCR (2.2.12) durchgefiihrt.

Tabelle 25: Restriktionsenzyme mit den entsprechenden Schnittstellen und den vom Hersteller empfohlenen

Puffern (Pfeile kennzeichnen die Schnittstellen der Enzyme)

Enzym Erkennungssequenz Verwendeter Puffer
EcoRI 5'-G|AATTC-3’ EcoRI-Puffer
EcoRV 5"-GAT|ATC-3’ Puffer-EcoRV ,,Sure Cut*

2.2.9 Gesamt-RNA-Extraktion aus Zelllinien

Fiir die RNA-Isolierung aus den Zellen wurde das RNeasy-Mini-Kit von Qiagen verwendet. Es
beruht auf der Bindung von RNA an eine Silikamembran.

Zu 6:10° bis 7-10° Zellen, resuspendiert und homogenisiert in 1 ml GTC-Puffer (2.1.9 und
2.2.1.5, dieser denaturiert die Proteine und dient zum AufschlieBen der Zellen fiir die
nachfolgende RNA-Isolierung), wurde 1 ml 70 % Ethanol zugegeben. Das Lysat wurde
griindlich durchmischt und nacheinander Aliquots von 700 pl auf die RNeasy-Mini-Spin-Séulen
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geladen. Diese wurden fiir 15 sec. bei 14000 rpm zentrifugiert und der Durchlauf verworfen. Die
Sdulen wurden mit 350 pl Puffer RW1 gewaschen und mit einer Mischung aus 10 pl DNase und
70 pl RDD-Puffer 15 min. bei Raumtemperatur inkubiert. Nachfolgend wurde noch einmal mit
350 pl Puffer RWI1 und zweimal mit 500 pl Puffer RPE (+Ethanol, absolut) gewaschen. Die
Sdulen wurden in ein neues 1,5 ml-Reaktionsgefdl iiberfiihrt und die RNA in 50 pul RNase-
freiem H,O eluiert. Die Konzentration und Reinheit wurden sowohl spektrophotometrisch

(2.2.16.1) als auch durch die Gelelektrophorese (2.2.14.2) liberpriift.

2.2.10 cDNA-Synthese

Es wurde das Omniscript-RT-Kit von Qiagen verwendet. Fiir die Umschreibung der isolierten
RNA (2.2.9) in cDNA sind zwei Enzymaktivititen der Reversen Transkriptase wichtig: Die
RNA-abhéngige DNA-Polymerase, die nach Annealing der verwendeten Random-Hexamere und
Oligo-dT-Nukleotide die cDNA generiert, und die RNaseH, eine Hybrid-abhingige
Exoribonuklease, die nur RNA in DNA-RNA-Hybriden degradiert.

Es folgte die Konzentrationsberechnung der auf Eis aufgetauten RNA am NanoDrop®-Gerit
(2.2.16.1). Bei dem verwendeten Kit kénnen maximal 2 pg RNA in einem Volumen von
maximal 15 pl verarbeitet werden. Der Ansatz wurde 5 min. bei 65°C inkubiert, um die RNA-
Sekundérstrukturen zu l6sen, danach 5 min. auf Eis gestellt. Ein Mix aus 2 pl Reverse
Transkriptase-Puffer (10 x), 2 ul ANTPs (5 mM), 2 ul Random Hexamere (im Verhéltnis 1:8,25)
und Oligo-dT-Nukleotide (im Verhiltnis 1:10), 0,5 pl RNase-Inhibitor (40 U/ul) und 1 pl
Omniscript Reverse Transkriptase (4 U/ul) wurde der RNA zugegeben. Nach einer einstiindigen
Inkubation bei 37°C wurde die Reverse Transkriptase durch Erhitzen auf 95°C inaktiviert und
die Proben auf Eis gestellt. Folgende Kontrollen wurden mitgefiihrt: ein Ansatz ohne RNA,
stattdessen mit RNase freiem Wasser und jeweils, pro umzuschreibender RNA-Probe, ein Ansatz
ohne Reverse Transkriptase (-RT-Kontrolle). Die cDNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei

—20°C gelagert.

2.2.11 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Zur selektiven Anreicherung von DNA-Bereichen definitiver Linge und Sequenz wurde die PCR
eingesetzt. Die konventionelle PCR und die sich daran anschlieBenden Arbeitsschritte dienten
der Gewinnung spezifischer Sequenzen zur Erstellung von Standardkurven fiir die quantitative

LightCycler©-Real-Time-PCR (2.2.12).
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Die einzelnen PCR-Schritte verlaufen nach einem voreingestellten Temperaturschema (s.
Tabelle 26). Durch Erhitzen auf 95°C denaturieren die DNA-Doppelstrange. Sinkt die
Temperatur, kommt es zur Hybridisierung (Annealing) von zwei spezifischen Oligonukleotiden
(Primern) an die komplementdren DNA-Stringe. Die Primer werden als Vorwirts (forward)-
Primer und Riickwirts (reverse)-Primer bezeichnet. Sie sind so gewéhlt, dass sie sich antiparallel
zueinander jeweils an die Enden der zu vervielfiltigenden DNA-Sequenz anlagern. Eine
hitzebestindige Polymerase verldngert durch Einbau von Nukleotiden (Elongation) die
Primersequenzen. Durch die Wiederholung von DNA-Denaturierung, Primer-Annealing und
Elongation wird mit jedem Zyklus die DNA verdoppelt, so dass der gewiinschte DNA-Abschnitt
exponentiell angereichert wird.

Die Primer-Sequenzen wurden mit Hilfe der LightCycler©-Probe Design-Software ausgesucht.

Tabelle 26: Temperatureinstellungen fur die konventionelle PCR

PCR-Phasen Denaturierung Annealing Elongation
Temperatur 95°C 50°C 72°C
Zyklus 1 3 min. 30 sec. 60 sec.
Zyklus 2 bis 15 30 sec. 30 sec. 60 sec.

Beim letzten Zyklus wurde die Elongation auf 7 min. ausgedehnt (final extension) und der

Ansatz auf 4°C abgekiihlt.

2.2.11.1 Primersequenzen und Amplifikatgroflien
Folgende in Tabelle 27 aufgefiihrten Primerpaare wurden fiir die konventionelle PCR eingesetzt.

Tabelle 27: Primerpaare fur die konventionelle PCR

Primer Sequenz Amplifikatgrofiie
PAX2 +Exon 6 fw 5'GCCACACCATTGTTCC 3’ 194 bp
PAX2 +Exon 6 rev S’ AGTCCAGACCAGATGC 3”7 194 bp

PAX2 +Exon 10 fw 5'GATGAAGTCAAGTCGAGTCTA 3’ 198 bp

PAX2 +Exon 10 rev 5'TGCAGCCTCAGGCACCATT 3’ 198 bp
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Das PCR-Produkt wurde auf einem Agarosegel aufgetragen (2.2.14.1) und analysiert, die
Banden der entsprechenden Grof3e ausgeschnitten und die DNA extrahiert (2.2.15.2).

2.2.12 Quantitative Real-Time-PCR (LightCycler®)

Um eine quantitative Aussage tiber die Aktivitit bestimmter Gene treffen zu konnen, wurde die
aus Zellen isolierte RNA (2.2.9) in ¢cDNA (2.2.10) umgeschrieben und mit der LightCycler®-
PCR vervielfiltigt. Diese indirekt quantitative Messung der mRNA des entsprechenden Gens
ermOglicht eine Aussage iiber dessen Aktivitit.

Das Real-Time-PCR-Prinzip beinhaltet zwei Komponenten: Zum einen rapid-cycle-PCR, die
eine sehr schnelle Amplifizierung der zugegebenen cDNA ermoglicht, zum anderen eine
zeitgleich erfolgende Quantifizierung der amplifizierten DNA mit Hilfe der Fluoreszenz-
messung. Die Erzeugung der Fluoreszenz erfolgt durch das FRET-Prinzip (Fluorescence
Resonance Energy Transfer) mittels Hybridisierungs-Sonden (an Oligonukleotide gekoppelte
Fluorochrome). Dazu miissen die LightCycler®-Sonden in enger rdumlicher Nidhe mit einem
Abstand von 1-5 Basen binden. Die Sonde FL (Donor, mit Fluorescein) wird durch eine externe
LED-Lichtquelle angeregt und iibertrdgt einen Teil ihrer Anregungsenergie auf die benachbarte
Sonde LC (Akzeptor, mit LC-Red 640). Diese gibt dadurch messbares Licht ab. Die Sonden sind
so konzipiert, dass sie sich zwischen den Primerbindungsstellen wihrend des Annealing-
Schrittes anlagern. Fluorescein befindet sich am 3’-Ende der FL-Sonde und verhindert damit,
dass die Sonde als Primer fungieren kann. Aus demselben Grund ist die LC-Sonde am 3’-Ende
phosphoriliert. Durch das Sonden-Prinzip ist eine kontinuierliche Fluoreszenzmessung bereits
wiéhrend der PCR moglich. Je mehr DNA amplifiziert wird, desto mehr LightCycler®-Sonden
konnen an ihre spezifische Sequenz binden und die Fluoreszenz steigt proportional zu der DNA-
Amplifizierung an. Uberschreitet die Fluoreszenz das unspezifische Hintergrundrauschen, ist der
sog. Crossing Point C, erreicht. Hier liegt definitionsgemél in allen Reaktionen die gleiche
DNA-Konzentration vor, unabhingig von der Ausgangskonzentration des Zielgens. Reaktionen,
bei denen viel Ausgangsmaterial vorgegeben ist, erreichen den C, bei einer niedrigeren
Zyklusstufe. Auf Grund dieses Zusammenhanges ist der C, ein MaB fiir die Ausgangsmenge der
mRNA in den einzelnen Reaktionen und kann mit Hilfe der LightCycler®-Software in eine
Konzentration umgerechnet werden. Uberschreitet die DNA-Konzentration - und damit
einhergehend die Fluoreszenz - den Cp, folgt eine exponentielle Zunahme der DNA-

Konzentration (log-Phase), an welche sich die sog. Plateau-Phase anschlie3t. Es kommt, durch
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einsetzende Enzyminaktivierung und Behinderung des Primer-Annealings durch PCR-Produkte,
zur Stagnation der DNA-Amplifizierung.

Zur Quantifizierung werden drei Verdiinnungsstufen der entsprechenden DNA-Amplifikate in
Duplikaten als Standards bei jedem Lauf mitgefiihrt (absolute Quantifizierung). Die
Standardkurve entsteht durch Auftragen des dekadischen Logarithmus der eingesetzten Menge
gegen den C,, es besteht eine linear antiproportionale Beziehung zwischen den beiden Groflen (s.
Abbildung 7).

Des weiteren wird die Expression des Zielgens mit der Expression eines konstitutiv
exprimierten, nicht regulierten sog. Haushaltsgens, hier PBGD, normalisiert. Durch diese relative
Quantifizierung wird die Varianz der Expressionsergebnisse gemindert. Unterschiedliche RNA-
Extraktionseffizienzen sowie Fehler bei der cDNA-Synthese innerhalb einer experimentellen
Probe betreffen Ziel- und Haushaltsgen gleichermaflen, wodurch diese Ungenauigkeiten
relativiert werden. Ziel- und PBGD-Gen miissen mit der gleichen Effizienz amplifiziert werden,
da sich ansonsten erhebliche Abweichungen bei der Berechnung der Expressionswerte ergeben.
Die Effizienz kann nach folgender Formel berechnet werden:

E = 10 \/-Stcigung

Bei der bendtigten Steigung handelt es sich um die Steigung der Standardkurve. Sie kann dem
LightCycler®-PCR-Protokoll entnommen werden (s. Abbildung 7).

Um die Amplifizierung einer spezifischen DNA-Sequenz zu iberpriifen, kann mit dem
LightCycler® eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt werden. Im Anschluss an die PCR-
Reaktion wird die Temperatur kontinuierlich erhoht, so dass sich die amplifizierten DNA-
Doppelstrange in Abhdngigkeit der jeweiligen Schmelzpunkte in ihre Einzelstrdnge auftrennen.
Die resultierende Abnahme der Fluoreszenz wird gemessen und in Form einer DNA-
Schmelzkurve dargestellt. Zur besseren Veranschaulichung wird von der Software die erste
negative Ableitung des Fluoreszenzsignales gegen die Temperatur dargestellt (s. Abbildung 20
A-C) Da Mutationen die Schmelzpunkte der DNA-Doppelstriange verdndern, erlaubt die
Schmelzkurvenanalyse genetische Variationen wie SNPs oder Deletionen in einem PCR-Produkt
zu identifizieren. Zudem lassen sich unspezifische Produkte, wie Primerdimere, aufgrund der
geringeren Schmelztemperatur nachweisen.

Die Primer- und Sonden-Sequenzen wurden mit Hilfe der LightCycler©-Probe Design-Software
ausgesucht.

Der Reaktionsansatz von 20 pl setzte sich jeweils zusammen aus:

2 ul cDNA, jeweils 1 ul spezifische Primer (10 uM) und Sonden (4 uM), 2 ul Master Mix
LightCycler® Fast-Start DNA Master HybProbe (Taq DNA-Polymerase, Reaktionspuffer,
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dNTP-Mix), je nach PCR entsprechend der zugehdrigen [MgCl,] jeweils x pul MgCl, und 12 - x
pl PCR grade water (2.2.12.1).
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Abbildung 7: Exemplarische Darstellung einer LightCycler®-Amplifikationskurve fir PBGD in Lymphom-
Zelllinien, inklusive —RT-Kontrollen. Die Standardkurve entsteht durch Auftragen des dekadischen
Logarithmus der definierten Standardkonzentration gegen den C,. Es besteht eine linear antiproportionale
Beziehung zwischen den beiden GroRen. Mit der angegebenen Steigung der Standardkurve kann die

Effizienz des PCR-Laufes berechnet werden. (F1=Fluoreszenz der Sonde FL, F2=Fluoreszenz der Sonde LC).
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2.2.12.1 Zusammensetzung der Real-Time-PCR-Ansatze

Tabelle 28: Real-Time-PCR-Ansétze

Gen/Splicevariante [MgCl;] |MgCl, [25 mM]|[H20 (ul) | Primer Sonde FL/LC
[mM] | () fw/rev [4 uM] (ul)

[10 uM] (ul)

PAX2-Exon 5-8° 3,5 2,0 10,0 1,0 1,0

PAX2 +Exon 6 2,0 0,8 11,2 1,0 1,0

PAX2 +Exon 10 1,5 0,4 11,6 1,0 1,0

PAX2 +Intron 9 2,0 0,8 11,2 1,0 1,0

WT1-Exon 1-3* 2,0 0,8 11,2 1,0 1,0

WTI1 +Exon 5 3,0 1,6 10,4 1,0 1,0

WT 1 +KTS 5,0 3,2 8,8 1,0 1,0

2.2.12.2 Detektionsbereich der PCR

Tabelle 29: PCR-Detektionsbereiche

PCR genaue Detektion in pg/ul bis:
PBGD 1-10”
PAX2-Exon 5-8 1-10”
PAX2 +Exon 6 1-10™
PAX2 +Exon 10 1-10™
PAX2 +Intron 9 1-10°
WT1-Exon 1-3 1-10”
WT1 +Exon 5 1-10”
WT1 +KTS 1-10°*

3 PAX2-Exon 5-8-PCR bezeichnet die PCR, die das PAX2-Transkript splicevarianten-unabhiingig detektiert

* WT1-Exon 1-3-PCR bezeichnet die PCR, die das WT1-Transkript splicevarianten-unabhingig detektiert
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Der genaue Detektionsbereich umfasst den Bereich, in dem die Standard-Duplikate definierter

Konzentrationen reproduzierbar auf einer Geraden liegen.

2.2.12.3 PCR-Effizienz

Tabelle 30: Verwendete PCRs und zugeordnete Effizienz

PCR Effizienz
PBGD 1,99
PAX2-Exon 5-8 1,94
PAX2 +Exon 6 1,98
PAX2 +Exon 10 1,97
PAX2 +Intron 9 1,95
WTI1-Exon 1-3 1,88
WT1 +Exon 5 1,98
WTI1 +KTS 1,96

Eine Effizienz von 2,0 entspricht nach der unter 2.2.12 aufgefiihrten Formel einer idealen PCR-

Effizienz von 100 % (Verdopplung der Amplifikate/Zyklus). Die angegebenen Werte ergeben

sich aus dem arithmetischen Mittelwert der Effizienzen aus jeweils 10 PCR-Léufen.

2.2.12.4 Primer- und Sondensequenzen und Real-Time-PCR-Bedingungen

sowie AmplifikatgrofRen

Tabelle 31: Fur die Real-Time-PCR verwendete Primer- und Sondensequenzen, Arbeitsbedingungen und

resultierende Amplifikatgrofie

PBGD

Primer forward Primer reverse Sonde FL Sonde LC
5'TGCAGGCTACC | 5’AGCTGCCGTG | 5'CGTGGAATGTT 5'LCRed-640-
ATCCATGTCCCT | CAACATCCAGG | ACGAGCAGTGAT | TGTGGGTCATCCTC
GC 3’ ATGT 3’ GCCTACC-fluo 3’ AGGCCATCTTC-pho

3’
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Fortsetzung Tabelle 31
PBGD
Denaturierungs- Denaturierungs- Annealing- Annealingzeit
temperatur zeit temperatur
95°C 0 sec. 65°C 12 sec.
Elongations- Elongationszeit® Zyklenzahl Amplifikatgrofile
temperatur
72°C 10 sec. 45 187 bp
PAX2-Exon 5-8
Primer forward Primer reverse Sonde FL Sonde LC
5'"GGTGAGAAGA | 5"GCAGATAGAC | 5’"CTCAGTCCCCAA | 5'LCRed-640-
TCGACTTG 3’ GAGTGGTGTGGAC

GGAAACG 3

TGGAGATTCC-fluo
3’

AGTTTGCG-pho 3’

Denaturierungs- Denaturierungs- Annealing- Annealingzeit
temperatur zeit temperatur
95°C 0 sec. 57°C 12 sec.
Elongations- Elongationszeit Zyklenzahl Amplifikatgrofie
temperatur
72°C 10 sec. 55 266 bp/
345 bp (+Exon 6)

PAX2 +Exon 6
Primer forward Primer reverse Sonde FL Sonde LC
5'"GCCACACCATT | 5’AGTCCAGACC | 5’AGGAAACGTGA | 5'LCRed-640-

, AGATG 3’ TACACTGATCCTGC
GTTC 3 TGAAGTTGAGG- CCACATTAGAG-pho

fluo 3” 3

> Als Richtwert fiir die Elongationszeit gilt: t= (bp/25) sec.
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Fortsetzung Tabelle 31

PAX2 +Exon 6
Denaturierungs- Denaturierungs- Annealing- Annealingzeit
temperatur zeit temperatur
95°C 0 sec. 57°C 9 sec.
Elongations- Elongationszeit Zyklenzahl Amplifikatgrofie
temperatur
72°C 8 sec. 55 194 bp
PAX2 +Exon 10
Primer forward Primer reverse Sonde FL Sonde LC
5"GATGAAGTCAA | 55TGCAGCCTCA | 5’ACACAGACATA | 5'LCRed-640-
GTCGAGTCTA 3’ GGCACCATT 3 CCCAGTTGTGAC- GTCGTGACATGGCG

AGCAC-pho 3

fluo 37

Denaturierungs- Denaturierungs- Annealing- Annealingzeit
temperatur zeit temperatur
95°C 0 sec. 59°C 10 sec.
Elongations- Elongationszeit Zyklenzahl AmplifikatgrofRe
temperatur
72°C 8 sec. 55 198 bp
PAX2 +Intron 9
Primer forward Primer reverse Sonde FL Sonde LC
5'"GGTTACCCCCC | 5"GGGACAGAAT | 5’"CCTCCACCCTGG | 5'LCRed-640
TCACG 3’ AGCAGTGG 3 CAGGA-fluo 3’ GGTGCCTGGTAGGT

GACAA-pho 3’
Denaturierungs- Denaturierungs- Annealing- Annealingzeit
temperatur zeit temperatur
95°C 0 sec. 57°C 12 sec.
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Fortsetzung Tabelle 31
PAX2 +Intron 9
Elongations- Elongationszeit Zyklenzahl Amplifikatgrofie
temperatur
72°C 10 sec. 55 212 bp
WT1-Exon 1-3
Primer forward Primer reverse Sonde FL Sonde LC
5"GGGTTACAGCA | 5’GCGTCCTCAG | 5’"CAGCAGTACTC | 5'LCRed-640
, CAGCAAAG 3’
CGGTCACCT 3 GGTGCCGCCCCC- | TCTATGGCTGCCAC
fluo 3” ACCCCCACCG-pho3’

Denaturierungs- Denaturierungs- Annealing- Annealingzeit
temperatur zeit temperatur
95°C 0 sec. 57°C 12 sec.
Elongations- Elongationszeit Zyklenzahl Amplifikatgrofe
temperatur
72°C 10 sec. 55 218 bp
WT1 +Exon 5
Primer forward Primer reverse Sonde FL Sonde LC
5'"GTGAAATGGAC | 55TTGCAGCCTG | 5"ACGTGTGCCTG | 5'LCRed-640-

, GGTAAG 3’ GAGTAGC-fluo 3’ CGACTCTTGTACGG
AGAAGGG 3 TCGGC-pho 3’
Denaturierungs- Denaturierungs- Annealing- Annealingzeit
temperatur zeit temperatur
95°C 0 sec. 60°C 12 sec.
Elongations- Elongationszeit Zyklenzahl Amplifikatgrofie
temperatur
72°C 10 sec. 45 221 bp
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WT1 +KTS

Primer forward

Primer reverse

Sonde FL

Sonde LC

5'GCTCAAAAGAC
ACCAAAGG 3’

5’ACTAATTCATC
TGACCGGG 37

5’AGACCCACACC
AGGACTC-fluo 3’

5’LCDRed-640
ACAGGTAAAACAA
GTGAAAAGCCC-pho
3

Denaturierungs- Denaturierungs- Annealing- Annealingzeit
temperatur zeit temperatur

95°C 0 sec. 60°C 12 sec.
Elongations- Elongationszeit Zyklenzahl Amplifikatgrolie
temperatur

72°C 10 sec. 45 251 bp

Die PCR-Produkte wurden gelelektrophoretisch getrennt (2.2.14.1) und analysiert.

2.2.13 Amplifizierung von aufgereinigter DNA aus dem Reaktionsansatz
(2.2.15.1), bzw. aus Agarosegel (2.2.15.2)

Zur Herstellung von Standards fiir die quantitative LightCycler©-Real-Time-PCR (2.2.12)

miissen die iiber die Real-Time-PCR gewonnenen spezifischen PCR-Produkte isoliert werden

(2.2.15.1, bzw. 2.2.15.2). Nach diesem Schritt ist eine weitere Amplifizierung dieser Real-Time-

PCR-Produkte mittels konventioneller PCR notwendig, um die PCR-Produkte in Vektoren

klonieren (2.2.2) zu konnen. Die Zusammensetzung des Reaktionsmixes ist in Tabelle 32

dargestellt.
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Tabelle 32: Zur DNA-Amplifizierung nach Isolierung aus dem Reaktionsansatz, bzw. Agarosegel, verwendete

Enzyme, Oligonukleotide und Lésungen

Materialien Volumen
Taq-Polymerase 10 x Reaktionspuffer/ 5ul
Pfu-Polymerase 10 x Reaktionspuffer

Primer fw (10 uM) Il
Primer rev (10 uM) Il
dNTP (10 mM) 1l
Taq- Polymerase (5 U/ul)/ 1 ul
Pfu- Polymerase (2,5 U/pl)

H,O 40 ul
DNA 1 ul
Gesamtvolumen 50 pl

Es wurde grundsatzlich auf Eis pipettiert.

2.2.14  Elektrophorese

Die Gelelekrophorese beruht auf der Wanderung geladener Teilchen im elektrischen Feld. Sie
dient der Identifizierung und Trennung von DNA-Fragmenten bzw. von Gesamt—RNA. Sie kann

auBlerdem zur Abschitzung der Konzentration von Nukleinsduren herangezogen werden.

2.2.14.1 DNA-Elektrophorese

Es wurden 1,5 prozentige Agarosegele hergestellt. 1,5 g Agarose wurden in 100 ml 0,5x TBE-
Puffer aufgekocht, 5 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml) (Phenanthridinfarbstoff der bei Anregung
durch UV-Licht fluoresziert) hinzu gegeben und in eine Gelkammer gegossen. Nachdem das Gel
polymerisiert war, wurde die Gelkammer mit 1x TBE-Puffer aufgefiillt. Je 10 ul (konventionelle
PCR), bzw. 20 pl (Real-Time-PCR) der Amplifikate wurden mit 5 pl Bromphenolblau
(Ladepuffer) gemischt und in die Geltaschen geladen. Die Elektrophorese erfolgte bei

Raumtemperatur unter einer konstanten Spannung von 7 V/cm. Als Referenz fiir das
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Molekulargewicht diente ein DNA-Léngenstandard (100 bp-Marker), der zusammen mit den

Proben gelelektrophoretisch aufgetrennt wurde.

2.2.14.2 RNA-Elektrophorese

Es wurden 1 prozentige Agarosegele hergestellt, indem 0,3 g Agarose in 30 ml 1x MESA-Puffer
aufgekocht, nach dem Abkiihlen 5 pl Ethidiumbromid hinzugegeben und das Gemisch in eine
Gelkammer {iberfiihrt wurde. Nachdem das Gel polymerisierte, wurde die Gelkammer mit 1x
MESA-Puffer aufgefiillt. 5 pl der extrahierten RNA (2.2.9) wurde mit 5 pl Bromphenolblau
gemischt und aufgetragen. 80 % der Gesamt-RNA stellt die rRNA dar. Thre 18S-Untereinheit
(1,9 kb) und 28S-Untereinheit (5 kb) sind als scharfe Bande zu erkennen.

Die DNA- und RNA-Gele wurden unter UV—-Licht (302 nm) analysiert und zur Dokumentation

mit einer Digitalkamera fotografiert.

2.2.15 Aufreinigung der PCR-Produkte

Die PCR-Produkte wurden zur Herstellung von Standards fiir die Real-Time-PCR bendétigt.

2.2.15.1 Aufreinigung der PCR- Produkte aus dem PCR-Reaktionsmix

Es wurde der QIAquick Purification-Kit (Qiagen) verwendet. Das Prinzip beruht darauf, dass
DNA in Gegenwart hoher Salzkonzentrationen an Silicagel gebunden wird, im Gegensatz zu
Unreinheiten wie Enzymen und nicht eingebauten Nukleotiden. Es konnen DNA-Fragmente mit
einer GroBe von 100 bp bis 10 kb aufgereinigt werden. Zum PCR-Reaktionsansatz (2.2.12)
wurde ein fiinfmal groBeres Volumen an Puffer PB hinzugefiigt, die Mischung auf die
QIAquick-Sédule mit Auffanggefa3 gegeben, 30—60 sec. bei 14000 rpm zentrifugiert und der
Durchfluss verworfen. Nach der Zugabe von 750 pl Waschpuffer PE auf die Saule folgten zwei
weitere Zentrifugationsschritte. Danach wurde die Sdule in ein steriles 1,5 ml-Eppendorfgefal3
umgesetzt und 30 pl H>O auf die Silicamembran gegeben, 1 min. bei Raumtemperatur inkubiert,
darauf 1 min. bei 14000 rpm zentrifugiert und die Séule verworfen.

Die Reinheit und Konzentration der isolierten DNA wurde photometrisch {iberpriift (2.2.16.1).
Die DNA wurde bis zur Weiterverarbeitung bei —20°C gelagert.
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2.2.15.2 Fragmentisolierung aus Agarosegel

Die Isolierung der DNA aus Agarosegel erfolgte mit dem QIAEX II Extraction-Kit (Qiagen).
Hiermit konnen DNA-Fragmente von 0,2 kb bis 3 kb aus einem 1,5 % prozentigen Agarosegel
durch Schmelzen der Agarose und selektiver quantitativer Adsorbtion von Nukleinsduren an
Silicapartikel (QIAEX II-Partikel) herausgelost werden. Nach gelelektrophoretischer
Auftrennung der DNA-Fragmente (2.2.14.1), wurde die entsprechende Bande aus dem Gel
ausgeschnitten und gewogen. Zu je 100 mg Gel wurden 300 pl QX 1-Puffer hinzugefiigt. Nach
Zugabe von 10 pl der QIAEX II-Suspension folgte eine Inkubation bei 50°C unter Schiitteln fiir
10 min. Nach einer Zentrifugation von 30 sec. bei 14000 rpm wurde der Uberstand aus Agarose,
Proteinen, Ethidiumbromid und Salzen vorsichtig abpipettiert. Das Pellet wurde in 500 ul QX 1-
Puffer durch Vortexen resuspendiert, fiir 30 sec. bei 14000 rpm zentrifugiert und der Uberstand
wiederum abpipettiert. Es folgten in gleicher Weise drei Waschschritte mit jeweils 500 ul Puffer
PE. AnschlieBend wurde das Pellet fiir 15 min. bei Raumtemperatur unter der sterilen Werkbank
getrocknet, um mogliche Ethanolreste zu entfernen. Das getrocknete Pellet wurde in 25 ul H,O
resuspendiert, 10 min. bei Raumtemperatur inkubiert und 1 min. bei 14000 rpm zentrifugiert.
Der Uberstand mit der reinen DNA wurde in ein steriles EppendorfgefiB {iberfiihrt. Die Reinheit
und Konzentration der isolierten DNA wurde spektrophotometrisch iiberpriift (2.2.16.1). Die
DNA wurde bis zur Weiterverarbeitung bei -20°C gelagert.

2.2.16  Spektrophotometrische Bestimmung der Konzentration von

Proteinen sowie der Konzentration und Reinheit von Nukleinsauren

Hierfir wurde das NanoDrop ND 1000®- Gerdt verwendet. Es handelt sich um einen
Spektrophotometer, der Probenvolumina von 2 ul fiir Proteine und 1 pl fiir Nukleinsduren
messen kann. Sein Wellenldngenbereich liegt zwischen 220-750 nm. NanoDrop® bendétigt keine
Messkiivetten, da die Technologie die Proben unter Ausnutzung der Proben-Oberfldchen-

spannung am Messort hilt.

2.2.16.1 Messung von Nukleinsaureproben

Nukleinsdureproben miissen bei diesem Verfahren bis zu einer Konzentration von 3700 ng/ul

(DNA), bzw. 3000 ng/ul (RNA) nicht verdiinnt werden.
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Es wird eine 1 ul-Probe auf das Ende eines Glasfaseroptikkabels pipettiert, welches als
Empfangerfaser dient. Ein zweites Glasfaseroptikkabel (Senderfaser) wird in Kontakt mit der
Probe gebracht, wodurch diese einen Abstand von genau 1 mm zwischen den beiden
Glasfaseroptikkabeln {iiberbriickt. Dieser Abstand zwischen den Kabeln stellt den konstanten
Messweg fiir das Licht dar. Als Lichtquelle fiir die spektrophotometrische Messung dient ein
Xenon-Blitzlicht. Nach Durchstrahlung der fliissigen Probe wird das Licht durch einen
Spektrometer analysiert und die Probenkonzentration mit Hilfe der NanoDrop®-Software
errechnet. Die gewonnen Daten werden auf einem PC gespeichert.

Ein MaB fiir die Reinheit der Nukleinsduren ist das Verhiltnis der Absorption bei 260 nm und
280 nm (A260/A280). Der Berechnungsfaktor fiir die DNA liegt bei 50 ng/ul, fiir die RNA bei
40 ng/ul. Das Verhiltnis A260/A280 sollte >1,8 fiir die DNA, >2,1 fiir die RNA betragen.

Geringere Werte deuten auf eine Protein- oder Phenolkontamination hin.

2.2.16.2 Messung der Proteinkonzentration unter Verwendung der BCA-
Methode

Bei der BCA-(Bicinchoninic Acid) Proteinnachweismethode bildet sich in Anwesenheit von
Proteinen ein Cu-BCA-Chelatkomplex, der bei seinem Absorptionsmaximum von 562 nm
gemessen wird. Fiir die Quantifizierung wird eine Standardkurve erstellt. Mit Hilfe der Software
wird dann eine Proteinkonzentration in mg/ml berechnet. Am NanoDrop ND 1000® kd&nnen
Proteinkonzentrationen von 0,2 mg/ml bis zu 8,0 mg/ml bestimmt werden. Es kdnnen maximal
flinf Standards im Doppelansatz gemessen werden. Entsprechend der zu erwartenden
Proteinkonzentration miissen daher fiinf in diesem Bereich liegende Standards verwendet
werden. Die BCA-Methode erfordert fiir jeden Messdurchgang die Herstellung einer neuen

Standardkurve.

2.2.17 Erstellung der Standard- und Probenverdinnung zur BCA-Protein-
messung fir Western-Blot

Nach Auftauen auf Eis wurden die Proben in MPER aufgenommen, um die Proteine aus den
Zellen zu extrahieren. Durch Zentrifugation {iber 5 min. bei 5000 rpm gelangten die Proteine in
den Uberstand und konnten in ein separates GefdB {iiberfiihrt werden. Um die Proteine

quantifizieren zu konnen, wurde eine BSA-Losung (2000 pg/ml) iiber 5 Stufen jeweils 1:2
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verdiinnt (1000 ug/ml bis 31,25 ug/ml). 5 ul der Proteinproben wurden im Verhéltnis 1:10-1:80
in der Mikrotiter-Platte verdiinnt. Auf jeden Ansatz wurden 200 pl BCA-Working-Reagent
gegeben (im Verhéltnis 50:1 Reagens A:B). Die Mikrotiter-Platte wurde fiir 30 min. bei 37°C
inkubiert. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wurden die Proben mit dem NanoDrop ND
1000® gemessen (2.2.16.2).

2.2.18 Auftrennen von Proteinen im Polyacrylamidgel

Bei der Elektrophorese trennt der Molekularsiebeffekt einer pordsen Polyacrylamidmatrix
Proteine nach ihrem Stokes-Radius und damit nach ihrem Molekulargewicht auf. Die
Auftrennung der Proteine erfolgte in einem 10 % prozentigen Polyacrylamid-Fertiggel (2.1.16),
welches Trenn- und Sammelgel in sich vereint. Das Gel wurde in eine Elektrophoreseapparatur
eingesetzt, die Gelkammern mit 10 x Laufpuffer (2.1.18) gefiillt und die Geltaschen mit 20 pl
Proteinprobe (17 pul Proteine + 3 pl Ladepuffer) bzw. 7 ul Molekulargewichtsmarker (2.1.18)
beladen. Die elektrophoretische Trennung erfolgte bei folgenden Bedingungen: 70 V fiir ca. 10
min. bis die Proben das Sammelgel durchlaufen hatten und eine gemeinsame Lauffront bildeten,
dann wurde die Spannung auf 150 V erhoht. Sobald der Ladepuffer das Ende des Trenngels
erreicht hatte, wurde die Elektrophorese abgebrochen.

Bei Verwendung von Aktin als Positivkontrolle mussten zwei identische Gele beladen werden.
Die Primédrantikdrper gegen PAX2, WT1 und Aktin stammen aus Kaninchenserum, daher ist der
zweite Antikorper gegen Kaninchenprotein gerichtet und markiert auf der Nitrocellulose-
membran beide Proteine gleichzeitig. Wurde GAPDH als Positivkontrolle verwendet, gentigte
ein einziges Gel, da der Primédrantikorper gegen GAPDH aus Mausserum stammt. Der zweite
Antikorper ist gegen das Mausprotein gerichtet, und sowohl das zu untersuchende Protein als

auch das Kontrollprotein konnten nacheinander auf der gleichen Membran detektiert werden.

2.2.19 Western-Blot

Die im Polyacrylamidgel aufgetrennten Proteine wurden mittels einer Blotkammer auf eine
Nitrocellulosemembran, welche die Proteine durch hydrophobe Wechselwirkungen bindet,
elektrophoretisch iibertragen und immobilisiert. Dazu wurde ein ,,Sandwich” in folgender
Reihenfolge ohne Lufteinschliisse zusammengestellt: Auf in Wet-Blotpuffer (2.1.18) getrianktes
Filterpapier wurde die in Wet-Blotpuffer getrinkte Nitrocellulosemembran gelegt, darauf das

Gel gebettet, das mit einem wiederum in Wet-Blotpuffer getranktem Filterpapier bedeckt wurde.
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Das ,,Sandwich* wurde in der Blotkammer so platziert, dass die Membran der Anode und das
Gel der Kathode zugewandt war, damit die negativ geladenen Proteine auf die Membran
tibertragen wurden. Der Transfer erfolgte innerhalb von 1h bei 300 mA. Nach dem Transfer
wurde das ,,Sandwich* zerlegt und zur Orientierung die Membran an der rechten oberen Ecke

eingeschnitten.

2.2.20 Detektion von Proteinen auf Membranen

Die Western-Blot-Membran mit den immobilisierten Proteinen wurde in 10 ml
Blockierungspuffer (2.1.18) iiber Nacht bei 4°C inkubiert, um die restlichen
Proteinbindungsstellen der Blotmembran abzusittigen. AnschlieBend wurde die jeweilige
Membran mit den in Blockierungspuffer verdiinnten Primérantikdrpern (2.1.18) inkubiert. Der
anti-phospho Pax2-Antikorper wurde im Verhéltnis 1:1000, der anti-WT1-Antikorper im
Verhiltnis 1:2500, der Anti-Aktin Antikorper im Verhéltnis 1:2000 verdiinnt und die
Membranen fiir 2h bei Raumtemperatur unter Schiitteln inkubiert. Nach flinfmaligem Waschen
mit PBST fiir jeweils 5 min. folgte eine einstiindige Inkubation mit dem Sekundirantikorper
(2.1.18). Der Peroxidase-gekoppelte anti-rabbit IgG Antikérper wurde 1:5000 in
Blockierungspuffer verdiinnt. Die Membran wurde erneut fiinfmal in PBST gewaschen und
anschlieBend fiir 2 min. mit der ECL-Losung (2.1.18) im Verhiltnis 1:10 bedeckt. Die Detektion
beruht auf der Oxidation von Luminol, die von Chemilumineszenz begleitet ist und in
Gegenwart von Meerrettich-Peroxidase katalysiert wird. Die Lumineszenz wurde durch
Belichten eines Filmes dokumentiert.

Der Antikorper gegen GAPDH (1:10000 verdiinnt) wurde nach der Filmbelichtung und
zweimaligem Waschen der PAX2- und WTI-Membranen fiir 30 min. inkubiert. Nach
flinfmaligem Waschen mit PBST erfolgte die Inkubation mit dem Meerrettich-Peroxidase-
gekoppelten Anti-Maus-Antikorper fiir 45 min. Die Proteindetektion erfolgte wie bei der
Detektion der PAX2-, WT1- und Aktin-Proteine.

2.2.21 Elektroporation

Zur Elektroporation wurde der Nucleofector® von Amaxa verwendet.
Bei der Elektroporation werden Zellen mit kurzen elektrischen Impulsen mit hoher Spannung
behandelt, wodurch sich ein transmembranes Potential aufbaut. Dadurch wird in der

Zellmembran die Ausbildung von tempordr vorhandenen Poren induziert, durch welche
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Nukleinsduren in das Innere der Zellen gelangen konnen. Im Unterschied zu anderen
Transfektionsmethoden und anderen Elektroporatoren, koénnen mit der Nucleofector®-
Technologie Nukleinsduren direkt in den Zellkern transportiert werden. Dies stellt gerade fiir die
Transfektion von DNA-Plasmiden einen Vorteil dar. Durch den direkten nukledren Transport der
Nukleinsduren ist diese Transfektionsmethode vom Zellzyklus unabhéngig.

Die Transfektionsrate ist abhingig von der Amplitude und der Dauer des elektrischen Impulses,
sowie von der Konzentration und der Menge der verwendeten Nukleinsduren. Unter in-vitro-
Bedingungen ist eine Spannung im Kilovolt-Bereich und eine Pulsdauer von einigen
Mikrosekunden fiir eine effiziente Elektroporation notwendig.

Fiir die Transfektion mit dem Nucleofector® stehen mehrere voreingestellte Programme zur
Verfiigung, in denen verschiedene elektrische Einstellungen fiir bestimmte Zelltypen festgelegt
sind. Die Programme werden mit speziellen Nucleofector®-Puffern kombiniert, die fiir jeden
primdren  Zelltyp  entwickelt  wurden.  Werden  Zelllinien  verwendet,  deren
Transfektionsbedingungen nicht vom Hersteller optimiert wurden, miissen die Bedingungen

durch Kombination verschiedener Programme und Puffer etabliert werden.

2.2.21.1 Nukleofektion

Nach Auszdhlen und Waschen der Zellen in PBS wurde das Zellpellet in entsprechendem auf
Raumtemperatur vorgewédrmten Nucleofector®-Puffer (100 pl pro Ansatz) aufgenommen, und
die entsprechende Menge Plasmid (s. Tabelle 33) zugegeben. Nach Durchmischen und
Uberfiihren der Transfektionsansitze in eine Nucleofector®-Kiivette, wurde die Nukleofektion
mit dem jeweils fiir die Zelllinien spezifischen Programm (s. Tabelle 33) durchgefiihrt. Im
Anschluss wurden sofort 500 pl auf Raumtemperatur vorgewédrmtes Medium in die Kiivette
gegeben. Danach wurde die Zellsuspension in eine mit entsprechendem Kulturmedium
vorgefiillte Mikrotiter-Platte iiberfiihrt und im Brutschrank inkubiert. Die Uberpriifung der
Transfektionseffizienz erfolgte mit Hilfe der Durchflusszytometrie (2.2.24) nach 24h.

Die entsprechend angelegten Ansidtze fiir Real-Time-PCR, Western-Blot und
Durchflusszytometrie wurden nach den jeweiligen Zeitpunken abgenommen und bei -80°C

eingefroren (2.2.1.5), bzw. weiter verarbeitet.
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Tabelle 33: Fur die Nukleofektion benutzte Zelllinien, Plasmide und Geréteeinstellungen

Zelllinie | Zellzahl/Ansatz | Transfizierte Plasmide Programm | Puffer
U937 1-10° pmaxGFP (1 pg), V-01 \%
miRNA PAX2 1078, 1278, 1839 (5
und 7 pg)
U266 2:10° pmaxGFP, pcDNA™6.2-GW/miR T-01 R

WT1 1373, 1463, 1686, pcDNAT™6.2-
GW/miR+ EmGFP-Kontroll-Vektoren
(2,4 und 6 pg)

KM-H2 | 1-10° pmaxGFP (5 pg) T-01 T
Raji 1-10° pmaxGFP (2 ug) M13

SU- 2:10° pmaxGFP (2 ug) T17 T
DHL4

L 540 1-10° pmaxGFP (2 ug) T-01 \%

2.2.22  Lipofektion

Die Lipofektion wurde mit RNAiFect von Qiagen durchgefiihrt. Das Prinzip besteht in der
Ausbildung von Liposomen. Kationische Lipide bilden hierbei einen natiirlichen Komplex mit
negativ geladener DNA. Liposomen sind Vesikel, die aus einem wissrigen Kompartiment
bestehen, dass durch eine Phospholipid-Bilayer-Schicht eingeschlossen wird. Die Komplexe aus
Nukleinsduren und Lipiden werden als Lipoplexe bezeichnet. Thre positive Ladung erlaubt eine
Interaktion mit der negativ geladenen Zellmembran, wodurch das Eindringen der Lipoplexe in
die Zelle erleichtert wird. Der Mechanismus der Transfektion mit Lipoplexen beruht auf der
Endozytose. Das Endosom, das bei der Endozytose gebildet wird, wird in der Zelle abgebaut,
wodurch die Nukleinsduren in das Zytoplasma entlassen werden. Die Neutralisation erfolgt
wahrscheinlich durch die Interaktion der kationischen Lipoplexe mit den anionischen
Zelllipiden, wodurch die Nukleinsduren aus dem Komplex freigesetzt werden und wieder

biologisch aktiv sind.
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2.2.22.1 RNAIiFect

8-10" Zellen/well (s. Tabelle 34) wurden 48h vor Transfektion ausplattiert, um am Tag der
Transfektion eine Konfluenz von ca. 80 % zu erreichen. Es wurde pro Ansatz 1 pg siRNA
(s. Tabelle 34) mit dem entsprechendem Kulturmedium (s.2.1.1) zu einem Gesamtvolumen von
100 pl gemischt. Hierzu wurden 9 pul RNAiFect gegeben und 15 min. inkubiert. Von den
adhédrenten Zellen wurde das Medium abgenommen und 300 pl neues Medium pro Ansatz
zugegeben. Nach der Inkubationszeit von 15 min. wurden die 109 pl Mix pro Ansatz zugegeben,
die Zellen im Brutschrank inkubiert und nach 4h die Transfektionseffizienz
durchflusszytometrisch bestimmt (2.2.24). Nach den zuvor festgelegten Zeitintervallen wurden
die entsprechenden Ansdtze fiir Real-Time-PCR und Western-Blot bei —20°C eingefroren

(2.2.1.5).

Tabelle 34: Mit RNAiFect behandelte Zelllinien, transfizierte sSiRNA und Arbeitsbedingungen

Zelllinie Zellzahl/well | Mikrotiter | Transfizierte sSiRNA (1 pg/ul)
-Platte
8505C 8-10" 24well Hs PAX2 1 HP siRNA, Hs PAX2 2 HP siRNA,
Hs PAX2 4 HP siRNA, Hs PAX2 5 HP siRNA,
AllStars Negative Control siRNA, AllStars
Negative Control siRNA Alexa Fluor® 488
CGTH-W-1 | 810° 24well Hs PAX2 1 HP siRNA, Hs PAX2 2 HP siRNA,
Hs PAX2 4 HP siRNA, Hs PAX2 5 HP siRNA,
AllStars Negative Control siRNA

AllStars Negative Control siRNA Alexa Fluor®
488

2.2.23 RNA-Interferenz

2.2.23.1 siRNA

Die siRNA wurden von Qiagen mit Hilfe des HIPerformance Design Algorithm synthetisiert.
Als Kontrolle fiir die Durchflusszytometrie wurde die fluoreszenzmarkierte AllStars Negative

Control Alexa Fluor® 488-siRNA von Qiagen verwendet. Fiir die Sequenz dieser siRNA gibt es
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nach Herstellerangabe keine komplementire Sequenz im Genom von Saugetieren. Als

Negativkontrolle fiir die Durchflusszytometrie und die Transfektionsversuche wurde die AllStars

Negative Control-siRNA von Qiagen ohne Fluoreszenzmarkierung benutzt.

2.2.23.1.1 Verwendete siRNA

Tabelle 35: Verwendete siRNA, Angabe von Zielgenen, -sequenzen und Lage in den Zielgenen

SIRNA Zielgen | Lage im Zielgen Zielsequenz
Hs PAX2 1 HP | PAX2 Exon 12 (Nt 3146- 5'"CACAGCTACACGCCCATTAAA
siRNA 3166) 3
NM 000278.3
(Variante b) '
Hs PAX22 HP | PAX2 Exon 12 (Nt 3576- 5'"CCCGTAGTTGCTCTTTCGGTA
siRNA 3596) 3
NM 000278.3
Hs PAX2 4 HP | PAX2 Exon 12 (Nt 2873- 5'"CAGGAACTGAACAGAACCACA
siRNA 2893) 3
NM 000278.3
Hs PAX2 5HP | PAX2 Exon 3 (Nt 868-888) | 5S"CCCGACTATGTTCGCCTGGGA
siRNA NM 000278.3 3
AllStars
Negative Angaben nicht erhéltlich
Control
AllStars
Negative Angaben nicht erhiltlich
Control siRNA
Alexa Fluor®
488

Die siRNA wurde in lyophilisierter Form geliefert und nach Vorgaben des Herstellers verdiinnt.

Durch Zugabe von 250 pl Suspensions-Puffer bei 5 nmol/siRNA-Gefal3, bzw. 1 ml Suspensions-

Puffer bei 20 nmol/siRNA-Gefal} ergab sich eine Konzentration von 20 uM.
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Der Ansatz wurde im Anschluss fiir 1 min. bei 90°C, dann 1h bei 37°C erhitzt. Danach konnte
die siRNA verarbeitet oder bei -20°C gelagert werden.

2.2.23.2 miRNA

Zur Herstellung der spezifischen miRNA wurde das BLOCK-iT™ Pol IT miR RNAi Expression
Vector-Kit von Invitrogen verwendet, das die pcDNA™6.2-GW/£ EmGFP-miR Vektoren
enthdlt. Es handelt sich dabei um DNA-Vektoren, in denen die spezifischen pre-miRNA-
Sequenzen in Form von doppelstrangigen Oligonukleotiden vorliegen. In dem Vektor befindet
sich zudem der humane CMV-Promotor. Er wird von der RNA-Polymerase Il erkannt, welche
die pre-miRNA transkribiert. Diese wird weiter durch das Enzym DICER prozessiert. Als
Endprodukt entsteht die reife, ca. 22 nt lange, einzelstringige miRNA.

2.2.23.2.1 Herstellung der DNA-Vektoren

Zur Herstellung der DNA-Vektoren wurde nach dem Protokoll von Invitrogen vorgegangen.

Zunichst wurden mit Hilfe des von Invitrogen erhédltlichen Computerprogramms ,,RNAi
Designer zwei einzelstrangige Oligonukleotide konzipiert. Es folgte die Synthese der
doppelstringigen (ds) Oligonukleotide. Die Zusammensetzung des Reaktionsansatzes ist Tabelle

36 zu entnehmen.

Tabelle 36: Ansatz fur die Synthese der dsOligonukleotide aus den ssOligonukleotiden

Reagens Volumen
top-Strang (200 uM) Sul
bottom-Strang (200 uM) S5ul

10x Oligo Annealing Puffer 2 ul
DNase/RNase freies Wasser 8 ul
Gesamtvolumen 20 pl

Der Ansatz wurde bei Raumtemperatur in ein steriles 0,5 ml-Eppendorf-Gefdfl gegeben, fiir 4
min. bei 95°C inkubiert und anschlieBend wieder auf Raumtemperatur abgekiihlt. Der Ansatz

hatte eine Konzentration von 50 uM. Fiir die Klonierung der dsOligonukleotide in die Vektoren
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war eine Konzentration von 10 nM erforderlich. Es erfolgten zwei Verdiinnungsschritte, die

Tabelle 37 zu entnehmen sind.

Tabelle 37: Verdiinnungsschritte der dsOligonukleotide

1. Verdiinnungsschritt:

Reagens Volumen
50 uM dsOligonukleotide 1l
DNase/RNase freies Wasser | 99 ul
Gesamtvolumen 100 pl
Konzentration 500 nM

2. Verdiinnungsschritt:
500 nM dsOligonukleotide 1 ul

10x Oligo Annealing Puffer Sul
DNase/RNase freies Wasser | 44 pl

Gesamtvolumen 50 ul

Konzentration 10 nM

Die verbleibenden Ansidtze der 50 uM und 500 nM Losung wurden als Stock-Losungen fiir
weitere Klonierungen bei -20°C eingefroren.

Zur Kontrolle iiber die erfolgte Hybridisierung der ssOligonukleotide zu dsOligonukleotiden
wurde eine Gelelektrophorese mit einem 4 prozentigen Agarosegel und einem 10 bp DNA-
Marker durchgefiihrt. Die dsOligonukleotide stellten sich als Bande in Hohe von 60-70 bp dar,
wihrend nicht-hybridisierte ssOligonukleotide in einer Hohe von 30-35 bp erschienen.

Die Ligationsreaktion der dsOligonukleotide in die Plasmide wurde bei Raumtemperatur

angesetzt. Der Reaktionsansatz setzte sich wie in Tabelle 38 aufgefiihrt zusammen.

Tabelle 38: Ligationsansatz der dsOligonukleotide in pcDNA™6.2-GW/miR-Vektoren

Reagens Volumen
5x Ligationspuffer 4 ul
pcDNA™6.2-GW/miR-Vektoren (5 ng/ul) 2 ul
dsOligonukleotide (10 nM) 4 ul
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Fortsetzung Tabelle 38

Reagens Volumen
DNase/RNase freies Wasser 9 ul

T4 DNA-Ligase (1 U/ul) 1 ul
Gesamtmenge 20 pul

Der Ansatz wurde sorgfiltig gemischt und 5 min. bei Raumtemperatur inkubiert. Wird die
Transformation in kompetente Zellen (2.2.3) im Anschluss durchgefiihrt, kann der Ansatz auf
Eis gelagert werden. Ansonsten ist eine Lagerung der Vektoren bei -20°C iiber Nacht moglich.
Im Anschluss erfolgte das Kultivieren (2.2.6.2) der erfolgreich transformierten Bakterienkulturen

und die Aufreinigung der Plasmide (2.2.7.2).

2.2.23.2.2 Verwendete miRNA

Die so gewonnenen miRNA-Vektoren konnten nun fiir Transfektionsversuche eingesetzt
werden. Sie sind in Tabelle 39 aufgefiihrt. Um die Effizienz der Transfektion iiberpriifen zu
konnen, wurde ein Vektor verwendet, der das Gen fiir das Green Fluorescent Protein (GFP) tragt
und als Positivkontrolle in der Durchflusszytometrie genutzt wurde. Dieser Vektor unterscheidet
sich lediglich durch das Einfiigen der fiir GFP kodierenden Sequenz. Er tragt zusétzlich eine
unspezifische Sequenz, die zu einer reifen miRNA prozessiert wird, fiir die angenommen wird,
dass sie zu keiner bekannten Sequenz von Wirbeltieren komplementir ist. Als Negativkontrolle
fiir die Durchflusszytometrie und die Transfektionen wurde ein Vektor ohne das GFP mit der

gleichen unspezifischen pre-miRNA-Sequenz wie der GFP-tragende Vektor benutzt.

Tabelle 39: Verwendete miRNA, Angabe von Zielgenen, -sequenzen und Lage in den Zielgenen

mMiRNA Zielgen | Lage im Zielgen Zielsequenz

miRNA 1078 | PAX2 Exon 4/5 Nt 942 - 962 5'"GCGTCTCTTCCATCAACAGAA
NM 00278 (Variante b) ' | 3

miRNA 1278 | PAX2 Exon 5 Nt 1142 - 1162 5'"GGTGAGAAGAGGAAACGTGAT
NM 00278 (Variante b) 3

miRNA 1839 | PAX2 Exon 11 Nt 1620 - 1640 5"ACAACGAGGCTTGGAGATTCA
NM 00278 (Variante b) 3’
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Fortsetzung Tabelle 39

MiRNA Zielgen | Lage im Zielgen Zielsequenz

miRNA 1373 | WTI Exon 7 Nt 1322 - 1342 5'TGTGCTTACCCAGGCTGCAAT
NM 000378 (Variante a) ' | 3
miRNA 1463 | WTI Exon 8 Nt 1412 - 1432 5'TGTGACTTCAAGGACTGTGAA
NM 000378 (Variante a) | 3’
miRNA 1686 | WT1 Exon 10 Nt 1626 - 1646 5S’ATGAATTAGTCCGCCATCACA
NM 000378 (Variante a) | 3’

Kontroll-
Vektor Vektor bindet an keine mRNA von Wirbeltieren
+ EmGFP

2.2.24 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ermdglicht die simultane Messung von Streulichteigenschaften und
Fluoreszenzsignalen einer groen Anzahl einzelner Zellen. Die Messungen erfolgten an einem
FACScan Durchflusszytometer, die graphische Darstellung und Analyse der Daten wurde mit
der Cell-Quest-Software (2.1.22) durchgefiihrt. Die Zellen lagen in einer Einzelzellsuspension
vor und wurden mittels Uberdruck in eine Messkiivette gesogen. Durch hydrodynamische
Fokussierung wurden die Zellaggregate getrennt, so dass eine Zelle nach der anderen auf einen
Laserstrahl traf. Dies flihrt zu zwei physikalischen Phanomenen: Lichtstreuung und Fluoreszenz,
die tlber ein optisches und elektronisches System in elektrische Signale umgewandelt,
anschlieBend digitalisiert und von einer Software analysiert und ausgewertet werden konnen.
Zwei Richtungen der Lichtstreuung werden detektiert: Streuung in Vorwiértsrichtung (FSC)
entlang des Laserstrahls, die Information iiber die GroBe der Zellen liefert, und Streuung im 90°
Winkel (SSC) zum Laserstrahl, als Indikator fiir die Granularitdt und Oberflicheneigenschaften
der Zellen.

Durch Einbringen von Fluoreszenzfarbstoffen in die Zellen (hier iiber fluoreszenzmarkierte
Oligonukleotide, bzw. GFP-kodierende Plasmide) kann Fluoreszenz entsprechend der
Transfektionseffizienz detektiert werden. Es wurden die Farbstoffe GFP (Green Fluorescent
Protein) und FITC (Fluorescein-5-Isocyanat) verwendet. Die Farbstoffe emittieren Fluoreszenz
nach Anregung. Diese erfolgte mit Hilfe des 488 nm Argon-Lasers. Fiir Transfektions-Versuche

wurden verwendet:
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1. Das Kontrollplasmid pmaxGFP von Amaxa (Absorptionsmaximum 482 nm,
Emissionsmaximum 502 nm),
2. die pcDNA™6.2-GW/+ EmGFP-miR Vektoren von Invitrogen (Absorptionsmaximum
487 nm, Emissionsmaximum 509 nm),
3. sowie die FITC-markierte All Stars Negativ Control-siRNA Alexa 488 von Qiagen
(Absorptionsmaximum 495 nm, Emissionsmaximum 519 nm).
Die Farbstoffe GFP und FITC wurden im Fluoreszenzkanal 1 gemessen. Die Anzahl der zu
messenden Ereignisse wurde vor der Messung festgelegt. Fiir die Darstellung der Zellen wird
zunichst ein FSC/SSC Diagramm verwendet (Dot-Plot). Die erste Messung erfolgte mit einer
Negativkontrolle, sie diente als Referenzpunkt. SSC und FSC wurden so ausgerichtet, dass die
Zellen auf dem Diagramm erschienen. Dann wurde eine Region gesetzt, die die Zellen von
Interesse umfasste. Die Sensitivitit der Fluoreszenzkandle wurde so eingestellt, dass die
Negativkontrolle nahe dem Nullpunkt, aber noch auf der Skala erschien. Die zu untersuchenden
Zellen wurden in FACS-Rohrchen iiberfiihrt, bei 1400 rpm fiir 10 min. zentrifugiert und
mehrfach in PBS gewaschen. Danach wurde das Zellpellett je nach Pellett-Stirke in 150-300 pl
PBS aufgenommen und nach Vortexen am FACScan gemessen. Die Auswertung der

Transfektionseffizienz erfolgte iiber die Histogramm-Darstellung, wie es in Abbildung 8

dargestellt ist.
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Abbildung 8: Histogramm-Plot nach Transfektion des pmaxGFP-Plasmids in U937-Zellen. A) Negativ-
kontrolle ohne pmaxGFP-Plasmid, < 1 % der Zellen zeigten ein Fluoreszenzsignal. B) mit pmaxGFP-
transfizierte Zellen. Der Gipfel links entspricht den negativen Zellen aus A), 88 % der Zellen wurden mit

dem Plasmid transfiziert.
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3 Ergebnisse

Fiir PAX2 +Exon 6 und PAX2 +Exon 10 wurden die Real-Time-PCR-Bedingungen im Rahmen
dieser Arbeit neu etabliert. Die Bedingungen fiir die anderen in dieser Arbeit verwendeten PCRs

(2.2.12.1 und 2.2.12.4) waren in der Arbeitsgruppe bereits etabliert.

3.1 Etablierung der PCR-Bedingungen flir PAX2 +Exon 6 und PAX2 +Exon
10 fur quantitative Real-Time-PCR nach dem LightCycler®-Prinzip

Primer- und Sondensequenzen (2.2.12.4) wurden mit der LightCycler®-Probe-Design-Software
(Version 1.0; 2.1.22) ausgewahlt. RNA-Isolierung und cDNA-Synthese wurden wie unter 2.2.9
und 2.2.10 beschrieben durchgefiihrt. Fiir die optimale Amplifizierung der spezifischen DNA-
Sequenzen wurden verschiedene Temperaturen fiir die einzelnen PCR-Schritte getestet. Die
Temperatureinstellung richtete sich nach den Schmelztemperaturen der verwendeten Primer und
Sonden. Zusitzlich wurden mehrere MgCl,-Konzentrationen getestet. Die MgCl,-Konzentration
ist wichtig fiir die Produktivitit der DNA-Polymerase und die Affinitdt der Primer zu ihrer
Zielsequenz.

Die verwendeten Temperatureinstellungen fiir die einzelnen PCR-Abschnitte, sowie MgCl,-
Konzentrationen und Amplifikatgrofen, sind Abschnitt 2.2.12.1 und 2.2.12.4 zu entnehmen.

Fiir die Quantifizierung wurden die spezifischen PCR-Produkte aus dem Reaktionsansatz bzw.
aus dem Agarosegel extrahiert (2.2.15.1, 2.2.15.2) und in pCR-TOPO®-Vektoren (2.1.4)
kloniert (2.2.2). Im Anschluss erfolgte die Transformation in kompetente E.coli-Stimme (2.2.3),
die Plasmidreinigung (2.2.7.1) und die Restriktion (2.2.8). Die Spezifitit der PCR-Produkte
wurde durch Schmelzkurvenanalyse (2.2.12), Gelelektrophorese (2.2.14.1) sowie Sequenzierung
(2.1.8) iiberpriift. Eine Standardkurve mit drei Verdiinnungsstufen in Duplikaten der spezifischen
Amplifikate (2.2.12.4) wurde bei jedem PCR-Lauf mitgefiihrt. Die Berechnung der Real-Time-
PCR-Expressionslevel wurde mit der LightCycler®-Software (Version 3.39; 2.1.22)
durchgefiihrt. Alle Proben wurden in Duplikaten untersucht und der arithmetische Mittelwert
beider Duplikate als Expressionswert verwendet. Dieser wurde durch Division des
Expressionslevel des Haushaltsgens PBGD normalisiert. So konnten Ungenauigkeiten, wie
unterschiedliche cDNA-Mengen pro Probe, ausgeglichen werden, da Ziel- und Haushaltsgen
gleichermallen davon betroffen sind (2.2.12).
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3.2 Expression von PAX2 und der drei PAX2-Splicevarianten in Zelllinien
von soliden Tumoren und Lymphomen, sowie in Kolonkarzinomgewebe
und Gesundblut auf mMRNA-Ebene

Fiir statistische Berechnungen wurde das Statistikprogramm SPSS (Version 15.0; 2.1.22)
verwendet. Die Priifung der Daten auf Normalverteilung erfolgte nach Kolmogorov-Smirnov.
Die hier erhobenen Daten sind nicht normal verteilt, daher wurden nicht-parametrische Tests
verwendet. Fiir die Priifung statistisch signifikanter Expressionsunterschiede wurde der Mann-
Whitney-Test angewandt. Korrelationen wurden nach Spearman auf statistische Signifikanz

tiberpriift. Ergebnisse wurden als signifikant erachtet fiir p-Werte < 0,05.

3.2.1 PAX2

In 12 von 13 Lymphom-Zelllinien (92 %) und in 16 von 19 Zelllinien solider Tumore (84 %)
konnte PAX2 auf mRNA-Ebene nachgewiesen werden.

In den Lymphom-Zelllinien (mediane Expression: 2,41-10%°, Maximum: 4,12:10, Minimum:
0) war der mediane mRNA-Expressionslevel niedriger als in den Zelllinien solider Tumore
(mediane Expression: 5,98-10°, Maximum: 8,23-10""*; Minimum: 0). Der Unterschied war nicht
signifikant (p=0,51).

In 10 von 11 auf PAX2 untersuchten Gesundblutproben (90 %) konnte PAX2 auf mRNA-Ebene
nachgewiesen werden (mediane Expression: 1,38:10™*, Maximum: 7,07-10"%, Minimum: 0). Der
Expressionslevel im Gesundblut lag im Median iiber dem in den Zelllinien von soliden Tumoren
und Lymphomen, der Unterschied war in beiden Féllen nicht signifikant (p=0,26, bzw. p=0,08).
In 4 von 12 Kolonkarzinomgewebeproben (33 %) konnte PAX2 auf mRNA-Ebene
nachgewiesen werden. (mediane Expression: 0, Maximum: 1,11-10% Minimum: 0). Der
mediane Expressionslevel der Zelllinien von soliden Tumoren und Lymphomen lag iiber dem
Expressionslevel im Tumorgewebe, der Unterschied war in beiden Fillen nicht signifikant
(p=0,11). Auch im Gesundblut lag der mediane PAX2-Expressionslevel iiber dem des
Tumorgewebes, der Unterschied war auch hier nicht signifikant (p=0,10). In Abbildung 9 sind
die Ergebnisse grafisch dargestellt.
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Abbildung 9: PAX2-Expression normalisiert durch PBGD in Zelllinien von soliden Tumoren und
Lymphomen, Gesundblutproben und Kolonkarzinomgewebe. Die PAX2-Expression wurde mit der PAX2-
Exon 5-8-PCR gemessen, die das PAX2-Transkript splicevarianten-unabhangig detektiert. (schwarzer
Balken=Median, ZL=Zelllinie, die Y-Achse ist logarithmisch skaliert).

3.2.2 PAX2 +Exon 6

In 12 von 13 Lymphom-Zelllinien (92 %) und in 15 von 19 Zelllinien solider Tumore (79 %)
konnte die Splicevariante PAX2 +Exon 6 nachgewiesen werden.

Der mRNA-Expressionslevel in den Lymphom-Zelllinien (mediane Expression: 1,34:10%,
Maximum: 4,26:10°, Minimum: 0) lag im Median eine log-Stufe héher als in den Zelllinien
solider Tumore (mediane Expression: 4,11-10%, Maximum: 1,29:10%, Minimum: 0). Der
Unterschied war nicht signifikant (p=0,29).

In 11 von 12 Gesundblutproben (92 %) konnte PAX2 +Exon 6 auf mRNA-Ebene nachgewiesen
werden (mediane Expression: 3,51-10'04, Maximum: 2,96-10'02, Minimum: 0).

Der Expressionslevel fiir die +Exon 6-spezifische Splicevariante lag im Median bei den
Lymphom-Zelllinien unter dem im Gesundblut, der Unterschied war jedoch nicht signifikant
(p=0,10). Der Expressionslevel der Zelllinien solider Tumore lag ebenfalls im Median unter dem

in den Gesundblutproben. Der Unterschied war hier signifikant (p=0,01).
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In 6 von 13 Kolonkarzinomgewebeproben (46 %) konnte PAX2 +Exon 6 auf mRNA-Ebene
nachgewiesen werden (mediane Expression: 0, Maximum: 5,73- 109 , Minimum: 0).

Der Expressionslevel der Zelllinien von soliden Tumoren und Lymphomen lag im Median auch
hier iiber dem Expressionslevel im Tumorgewebe. Der Unterschied war in beiden Féllen nicht
signifikant (p=0,98, bzw. p=0,64). Auch im Gesundblut war der mediane Expressionslevel fiir
PAX2 +Exon 6 hoher als im Tumorgewebe, der Unterschied war nicht signifikant (p=0,10). In
Abbildung 10 sind die Ergebnisse dargestellt.
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Abbildung 10: PAX2 +Exon 6-Expression normalisiert durch PBGD in Zelllinien von soliden Tumoren und
Lymphomen, Gesundblutproben und Kolonkarzinomgewebe. Der Unterschied des Expressionslevels war fur
die Zelllinien solider Tumore und die Gesundblutproben signifikant (p=0,01). (Mann-Whitney-Test;

schwarzer Balken=Median, ZL=Zelllinie, die Y-Achse ist logarithmisch skaliert).

3.2.3 PAX2 +Exon 10

In 11 von 13 Lymphom-Zelllinien (85 %) und in 17 von 19 Zelllinien solider Tumore (89 %)
konnte PAX2 +Exon 10 nachgewiesen werden.
Der Expressionslevel in den Lymphom-Zelllinien (mediane Expression: 2,38-10°, Maximum:

8,81-10°°, Minimum: 0) lag im Median um eine log-Stufe unter dem der Zelllinien solider
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Tumore (mediane Expression: 1,05~10"05 , Maximum: 2,08‘10'03 , Minimum: 0). Der Unterschied
war auch hier nicht signifikant (p=0,13).

In allen 8 auf PAX2 +Exon 10 untersuchten Gesundblutproben konnte PAX2 +Exon 10 auf
mRNA-Ebene nachgewiesen werden (mediane Expression: 421-10%, Maximum: 7,78-10°%,
Minimum: 2,63-10°%). Der Expressionslevel der Zelllinien von soliden Tumoren und
Lymphomen lag im Median unter dem in den Gesundblutproben. Fiir die Lymphom-Zelllinien
war der Unterschied signifikant (p=0,01), fiir die Zelllinien solider Tumore war der Unterschied
nicht signifikant (p=0,14).

In 5 von 12 Kolonkarzinomgewebeproben (42 %) konnte PAX2 +Exon 10 auf mRNA-Ebene
nachgewiesen werden. (mediane Expression: 0, Maximum: 2,57-10™*, Minimum: 0).

Der Expressionslevel der Lymphom-Zelllinien und Zelllinien solider Tumore lag im Median
iiber dem Expressionslevel im Tumorgewebe, der Unterschied war nicht signifikant (p=0,16,
bzw. p=0,12). Der Expressionsunterschied zwischen Gesundblut und Tumorgewebe war

ebenfalls nicht signifikant (p=0,07). Die Abbildung 11 zeigt die zugehdrigen Ergebnisse.
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Abbildung 11: PAX2 +Exon 10-Expression normalisiert durch PBGD in Zelllinien von soliden Tumoren und
Lymphomen, Gesundblutproben und Kolonkarzinomgewebe. Der Unterschied des Expressionslevels war fiir
die Lymphom-Zelllinien und die Gesundblutproben signifikant (p=0,01). (Mann-Whitney-Test; schwarzer
Balken=Median, ZL=Zelllinie, die Y-Achse ist logarithmisch skaliert).
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3.2.4 PAX2 +Intron 9

In allen 13 Lymphom-Zelllinien und in allen 19 Zelllinien solider Tumore konnte PAX2 +Intron
9 auf mRNA-Ebene nachgewiesen werden.

In den Lymphom-Zelllinien (mediane Expression: 2,01-10, Maximum: 7,61-10, Minimum:
1,42:10°*) lag der Expressionslevel fiir die PAX2 +Intron 9-spezifische Splicevariante im
Median iiber dem der Zelllinien solider Tumore (mediane Expression: 7,98-10", Maximum:
5,1 1-10'03, Minimum: 2,95- 10'06). Der Unterschied war nicht signifikant (p=0,33).

In allen 11 auf PAX2 +Intron 9 untersuchten Gesundblutproben konnte PAX2 +Intron 9 auf
mRNA-Ebene nachgewiesen werden (mediane Expression: 5,33-10%, Maximum: 4,10-10%,
Minimum: 1,36:10™""). Der mediane Expressionslevel der Gesundblutproben lag iiber dem in den
Lymphom-Zelllinien, der Unterschied war nicht signifikant (p=0,43). Der Unterschied des
Expressionslevels der Gesundblutproben zu dem der Zelllinien solider Tumore war jedoch
signifikant (p=0,04).

In 11 von 12 Kolonkarzinomgewebeproben (92 %) konnte PAX2 +Intron 9 auf mRNA-Ebene
nachgewiesen werden (mediane Expression: 9,69- 10'02, Maximum: 5,44, Minimum: 0).

Der Expressionslevel im Tumorgewebe lag iiber dem der Zelllinien von soliden Tumoren und
Lymphomen. Der Unterschied war in beiden Féllen signifikant (p<0,001, bzw. p=0,001). Auch
im Vergleich zum Gesundblut lag der Expressionslevel im Tumorgewebe hoher, der Unterschied

war ebenfalls signifikant (p=0,002). In Abbildung 12 sind die Ergebnisse grafisch dargestellt.
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Abbildung 12: PAX2 +Intron 9-Expression normalisiert durch PBGD in Zelllinien von soliden Tumoren und
Lymphomen, Gesundblutproben und Kolonkarzinomgewebe. Der Unterschied des Expressionslevels war fir
die Zelllinien solider Tumore und Gesundblut (p=0,04), Gesundblut und Tumorgewebe (p=0,002), sowie fir
die Zelllinien von soliden Tumoren bzw. Lymphomen und Tumorgewebe (p<0,001, bzw. p=0,001) signifikant.
(Mann-Whitney-Test; schwarzer Balken=Median, ZL=Zelllinie, die Y-Achse ist logarithmisch skaliert).

Die untersuchten Splicevarianten von PAX2 wurden in Gesundblut, in Kolonkarzinomgewebe
und in humanen Tumorzelllinien nachgewiesen. Dabei lagen die Expressionslevel im Gesundblut
stets iiber denen der Zelllinien, z.T. war der Unterschied signifikant. Zudem konnte kein
spezifisches Expressionsmuster der einzelnen PAX2-Splicevarianten in Zelllinien von soliden
Tumoren und Lymphomen, Gesundblut oder Tumorgewebe nachgewiesen werden.

Bis auf PAX2 +Intron 9 bestand fiir die Expression der PAX2-Splicevarianten im
Kolonkarzinomgewebe und in den Zelllinien kein signifikanter Unterschied, wobei die mediane
Expression in den Zelllinien bis auf PAX2 +Intron 9 immer hdoher lag als im Tumorgewebe.

Im Gesundblut lag die mediane Expression der PAX2-Splicevarianten, bis auf PAX2 +Intron 9,

ebenfalls liber der im Tumorgewebe.
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3.2.5 Vergleich der Expressionslevel der PAX2-Exon 5-8-PCR® und der
splicevarianten-spezifischen PCRs fur PAX2 +Exon 6, +Exon 10 sowie

+Intron 9

Bei einigen Zelllinien konnte eine Expression fiir die Splicevarianten festgestellt werden,
wihrend der Expressionslevel der PAX2-Exon 5-8-PCR unter der Nachweisgrenze lag. Dies war
bei einer Lymphom-Zelllinie (Granta519) und bei drei Zelllinien solider Tumore (Colo320,
SW948 und BCPAP) der Fall. Des weiteren lag die mediane Expression der PAX2-Exon 5-8-
PCR bei den Lymphom-Zelllinien unter der medianen Expression von PAX2 +Exon 6 und PAX
+Intron 9. Bei den Zelllinien solider Tumore traf dies nur fiir die +Intron 9-spezifische PCR zu.

Abbildung 13 stellt die Expressionswerte der PAX2-PCRs fiir die Lymphom-Zelllinien dar.
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Abbildung 13: Expression von PAX2 und der drei Splicevarianten +Exon 6, +Exon 10 und +Intron 9
normalisiert durch PBGD in Lymphom-Zelllinien. Herausgehoben ist die Zelllinie Granta519, bei der die
Expression fur die PAX2-Exon 5-8-PCR unter der Nachweisgrenze lag, wahrend die Splicevariante PAX2
+Intron 9 eine Expression von 7:10° aufwies. Fiir Granta519 lag die Expression der beiden Splicevarianten
PAX2 +Exon 6 und +Exon 10 ebenfalls unter der Nachweisgrenze. Bei den Lymphom-Zelllinien lag der
mediane Expressionslevel der PAX2-Exon 5-8-PCR (2,41:10°) unter dem der splicevarianten-spezifischen
PCRs fiir PAX2 +Exon 6 (1,34-10*) und +Intron 9 (2,01-:10°%). Der Unterschied war fiir PAX2 +Exon 6 nicht
signifikant (p=0,11), fir PAX2 +Intron 9 signifikant (p<0,001). (Mann-Whitney-Test; schwarzer
Balken=Median, die Y-Achse ist logarithmisch skaliert).
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Abbildung 14 zeigt die Expressionswerte der Zelllinien solider Tumore der einzelnen PAX2-

PCRs
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Abbildung 14: Expression von PAX2 und der drei Splicevarianten +Exon 6, +Exon 10 und +Intron 9
normalisiert durch PBGD in Zelllinien solider Tumore. Hier wurden drei Zelllinien identifiziert, bei denen
eine splicevarianten-spezifische Expression detektiert werden konnte, wahrend das splicevarianten-
unabhéngige PAX2-Transkript mit der PAX2-Exon 5-8-PCR nicht detektiert werden konnte. Der mediane
Expressionslevel dieser PCR (5,98:10®) lag hier unter dem von PAX2 +Intron 9 (7,98:10™). Der Unterschied
war signifikant (p<0,001). (Mann-Whitney-Test; schwarzer Balken=Median, die Y-Achse ist logarithmisch
skaliert).

3.3 Expression von WT1 und der Splicevarianten +Exon 5 und +KTS in

Zelllinien von soliden Tumoren und Lymphomen auf mRNA-Ebene

3.3.1 WT1

In 7 von 13 Lymphom-Zelllinien (54 %) und in 17 von 19 Zelllinien solider Tumore (89 %)
konnte WT1 auf mRNA-Ebene nachgewiesen werden.
In den Lymphom-Zelllinien (mediane Expression: 3,28-10°°, Maximum: 1,70-10"", Minimum:

0) lag der mediane mRNA-Expressionslevel unter dem in den Zelllinien solider Tumore
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(mediane Expression: 1,09~10'02, Maximum: 1,13-10"01; Minimum: 0), der Unterschied war
signifikant (p<0,001).

In 10 von 12 Kolonkarzinomgewebeproben (83 %) konnte WTI auf mRNA-Ebene
nachgewiesen werden (mediane Expression: 3,42:10°, Maximum: 6,23-10"%, Minimum: 0). Der
mediane Expressionslevel der Lymphom-Zelllinien lag unter dem Expressionslevel im
Tumorgewebe, der Unterschied war signifikant (p=0,001). Der Expressionslevel der Zelllinien
solider Tumore lag tiber dem im Tumorgewebe, hier war der Unterschied aber nicht signifikant

(p=0,57). In Abbildung 15 sind die Ergebnisse dargestellt.
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Abbildung 15: WT1-Expression normalisiert durch PBGD in Zelllinien von soliden Tumoren und
Lymphomen sowie in Kolonkarzinomgewebe. Der Unterschied des Expressionslevel war fir die Lymphom-
Zelllinien und die Zelllinien solider Tumore signifikant (p<0,001), sowie fur die Lymphom-Zelllinien und das
Kolonkarzinomgewebe (p=0,001). Die WT1-Expression wurde mit der WT1-Exon 1-3-PCR gemessen, die das
WT1-Transkript splicevarianten-unabhéngig detektiert. (Mann-Whitney-Test; schwarzer Balken=Median,
ZL =Zelllinie, die Y-Achse ist logarithmisch skaliert).

Fiir die Splicevarianten WT1 +Exon 5 und WT1 +KTS konnte mangels Probenmaterial keine

Expression in Kolonkarzinomgewebeproben gemessen werden.
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3.3.2 WT +Exon 5

In 8 von 13 Lymphom-Zelllinien (62 %) und in 15 von 19 Zelllinien solider Tumore (79 %)
konnte WT1 +Exon 5 auf mRNA-Ebene nachgewiesen werden.

Der mediane Expressionslevel der Lymphom-Zelllinien (mediane Expression: 1,20-10%,
Maximum: 3,61:10%, Minimum: 0) lag unter dem der Zelllinien solider Tumore (mediane
Expression: 9,42-10"05, Maximum: 1,41~10'02, Minimum: 0). Der Unterschied war nicht
signifikant (p=0,07). Abbildung 16 zeigt die Expressionslevel fir WT1 +Exon 5 in den

Zelllinien von soliden Tumoren und Lymphomen.
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Abbildung 16: WT1 +Exon 5-Expression normalisiert durch PBGD in Zelllinien von soliden Tumoren und
Lymphomen. Der Unterschied des Expressionslevel zwischen beiden Tumorgruppen war nicht signifikant
(p=0,07). (Mann-Whitney-Test; schwarzer Balken=Median, ZL=Zelllinie, die Y-Achse ist logarithmisch

skaliert).

3.3.3 WT1 +KTS

In 11 von 13 Lymphom-Zelllinien (85 %) und in allen 19 Zelllinien solider Tumore konnte WT1
+KTS auf mRNA-Ebene nachgewiesen werden.
Der Expressionslevel der Lymphom-Zelllinien (mediane Expression: 1,20-10*, Maximum:

2,87-10’02, Minimum: 0) lag im Median unter dem Expressionslevel der Zelllinien solider
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Tumore (mediane Expression: 5,05-10'04, Maximum: 4,83~10'02, Minimum: 2,80~10'06). Der
Unterschied war nicht signifikant (p=0,39). In Abbildung 17 sind die Expressionslevel fiir WT1

+KTS in Zelllinien von soliden Tumoren und Lymphomen zu sehen.
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Abbildung 17: WT1 +KTS-Expression normalisiert durch PBGD in Zelllinien von soliden Tumoren und
Lymphomen. Der Unterschied des Expressionslevel war fir die Lymphom-Zelllinien und die Zelllinien
solider Tumore nicht signifikant (p=0,39). (Mann-Whitney-Test; schwarzer Balken=Median, ZL=Zelllinie,
die Y-Achse ist logarithmisch skaliert).

3.3.4 Vergleich der Expressionslevel der WT1-Exon 1-3-PCR* und der
splicevarianten-spezifischen PCRs fur WT1 +Exon 5 und WT1 +KTS

Es fiel auf, dass der Expressionslevel fiir die WT1-Exon 1-3-PCR bei 4 von 14 untersuchten
Lymphom-Zelllinien unter der Nachweisgrenze lag, wiahrend fiir diese 4 Zelllinien eine
Expression der beiden Splicevarianten detektiert werden konnte. Bei den Zelllinien solider
Tumore war dies bei 2 von 19 Zelllinien der Fall. Die Abbildung 18 stellt die Expressionslevel
der einzelnen WT1-PCRs in Lymphom-Zelllinien dar.
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Abbildung 18: Expression von WT1 und der beiden Splicevarianten +Exon 5 und +KTS in Lymphom-
Zelllinien. Bei den Zelllinien SUP-M2, U937 und L540 konnte mit den splicevarianten-spezifischen PCRs fur
WT1 +Exon 5 und WT1 +KTS eine Expression detektiert werden, nicht hingegen fur die WT1-Exon 1-3-
PCR. Bei der Zelllinie AMO konnte nur eine Expression mit der fir WT1 +KTS spezifischen PCR detektiert
werden. Der mediane Expressionslevel der WT1-Exon 1-3-PCR (3,28:10%) lag unter dem der WT1 +KTS-
spezifischen PCR (1,2:10). Der Unterschied war signifikant (p=0,004) (Mann-Whitney-Test; schwarzer
Balken=Median, die Y-Achse ist logarithmisch skaliert).
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Die Abbildung 19 stellt die Expressionslevel der einzelnen WT1-PCRs in Zelllinien solider

Tumore dar.
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Abbildung 19: Expression von WT1 und der beiden Splicevarianten +Exon 5 und +KTS in Zelllinien solider
Tumore. Bei den Zelllinien 8505C und BCPAP konnte mit den splicevarianten-spezifischen PCRs fir WT1
+Exon 5 und WT1 +KTS eine Expression detektiert werden, nicht aber fur die WT1-Exon 1-3-PCR. Die
mediane Expression dieser PCR (1,09-10%) lag bei den Zelllinien solider Tumore {iber der medianen
Expression von WT1 +Exon 5 (9,42:10%) und WT1 +KTS (5,05-10). Der Expressionsunterschied war fiir
WT1 und WT1 +Exon 5 signifikant (p=0,02), fir WT1 und WT1 +KTS jedoch nicht (p=0,34). (Mann-
Whitney-Test; schwarzer Balken=Median, die Y-Achse ist logarithmisch skaliert).

3.3.5 Detektion einer funktionell relevanten Mutation in WT1-Exon 9 mit der
WT1 +KTS-spezifischen PCR

In zwei Lymphom-Zelllinien (Karpas422, AMO) und einer Kolonadenokarzinom-Zelllinie
(HCT116) konnte eine, fiir das Denys-Drash-Syndrom beschriebene, funktionell bedeutende
missense-Mutation im Exon 9 von WT1 durch Schmelzkurvenanalyse (s. Abbildung 20 A-B)
und anschlieBende Sequenzierung (2.1.8) identifiziert werden. Die sequenzierten Fragmente der
WT1 +KTS-PCR (2.2.12.4) wiesen an Position 1580 (NM 024426.3) eine Punktmutation C>T
auf, die zum Aminosédureaustausch von Arginin gegen Tryptophan (R>W) in Codon 462 fiihrt.
Sie ist in Abbildung 21 schematisch an Hand der Nukleotidsequenz dargestellt.
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Abbildung 20 A-C: Schmelzkurvenanalyse (2.2.12) der Zelllinien Karpas422 (A), AMO (B) und HCT116 (C).
Bei Karpass422 und AMO lagen in beiden Duplikaten zwei Gipfel in der Schmelzkurve vor, bei HCT116 nur
in einem Duplikat. Der zusatzliche Gipfel weist auf das Vorkommen von 2 unterschiedlichen Produkten hin,

die Mutation ist heterozygot. (Blaue Kurve=Standard 1,0 pg/ul, rote Kurve=Wasserprobe).

AAAGTTCTCCEBBBTCCGACCA

1570 THLLLRNREL _LETTDNNTD] 1590
AAAGTTCTCCIIBBTCCGACCA

Abbildung 21: Nukleotidsequenz der Punktmutation in Codon 462 (rot eingerahmt) in WT1-Exon 9 (NM
024426.3).

3.4 Madgliche Wechselwirkung zwischen PAX2 und WT1

Die erhobenen Expressionsdaten von PAX2 und WTI, sowie deren Splicevarianten, wurden mit
dem Statistikprogramm SPSS nach Spearman auf Korrelation gepriift.
Nur bei den Lymphom-Zelllinien war fiir PAX2 eine signifikante Korrelation (p=0,03) mit WT1

+Exon 5 nachzuweisen, die in Abbildung 22 dargestellt ist.
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Abbildung 22: Betrachtung der Korrelation nach Spearman (r=0,62, p=0,03) zwischen PAX2 und WT1
+Exon 5 in Lymphom-Zelllinien. (Die Zelllinie rechts auBen (KM-H2) wurde in die Korrelationsberechnung

nicht einbezogen. Die Achsen sind logarithmisch eingeteilt).

Fiir alle anderen betrachteten Splicevarianten von PAX2 und WT1 konnte keine signifikante
lineare Korrelation aus den mRNA-Expressionsdaten errechnet werden.

Im Kolonkarzinomgewebe konnte ebenfalls keine statistisch signifikante Korrelation zwischen
den Expressionsleveln von PAX2, den drei Splicevarianten und WT1 festgestellt werden.

Eine Korrelationsbetrachtung mit den WT1-Splicevarianten WT1 +Exon 5 und WT1 +KTS war
mangels Probenmaterial im Kolonkarzinomgewebe nicht moglich.

Ein Schwellenphdnomen im Sinne eines ,,on-off-Mechanismus®, bei dem ab einem bestimmten
Expressionslevel (Schwelle) des einen potentiellen Interaktionspartners der Expressionslevel des
anderen Gens iiber, bzw. unter einem bestimmten Expressionslevel ldge, konnte ebenfalls nicht
gezeigt werden.

Zur tbersichtlichen Visualiserung der Expression aller untersuchten Zelllinien und Gene, bzw.
Splicevarianten, wurde die hierarchische Cluster-Analyse (dChip 2006-Programm) angewandt.
Die normalisierten PCR-Expressionsdaten werden dabei nach einem
Mustererkennungsalgorithmus angeordnet. Eine klare Gruppierung der Zelllinien nach

dhnlichem Expressionsmuster konnte nicht gezeigt werden. Der relative Expressionslevel fiir
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eine Zelllinie innerhalb eines betrachteten Gens oder einer Splicevariante, ergibt sich durch
Varianz vom Mittelwert der betrachteten Grofle. Bei einigen Zelllinien gingen erhdhte
Expressionswerte von PAX2 und der betrachteten PAX2-Splicevarianten mit einer erh6hten
Expression von WT1 und seinen beiden Splicevarianten WT1 +Exon 5 und WT1 +KTS einher.
Einzelne Zelllinien wiesen iiberexprimierte WT1-(Splicevarianten) Expressionslevel bei
Unterexpression von PAX2 und seinen Splicevarianten auf. Auch eine erhdhte PAX2-Expression
bei unterdurchschnittlicher WTI1-(Splicevarianten) Expression konnte bei einigen Zelllinien
gezeigt werden. Der Grof3teil der untersuchten Zelllinien wies eine gleichzeitige Unterexpression

fiir PAX2 und WT1 auf (s. Abbildung 23).
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Abbildung 23: Hierarchische Cluster-Analyse der normalisierten mRNA-Expressionslevel der Zelllinien mit
dChip. Bei den Zelllinien HCT116, Granta519, U937 und KM-H2 gehen erhéhte PAX2-(Splicevarianten)
Expressionslevel mit erhohten WT1-(Splicevarianten) Expressionslevel einher. Die Zelllinien SW480, CaCo2,
SkMel5, TT260, SkMel23 und 28, CGTH-W-1 sowie SW620 zeigten die umgekehrte Konstellation. Die 4
Zelllinien Cx2, SU-DHL4, Cx94 und U266 wiesen eine erhohte PAX2-(Splicevarianten) Expression auf. Die
WT1-(Splicevarianten) Expression war in diesen Fallen unter dem Durchschnitt. Alle anderen Zelllinien
zeigten niedrige PAX2-(Splicevarianten) Expressionslevel und gleichzeitig niedrige WT1-(Splicevarianten)
Expressionslevel. (Die Farbkodierung visualisiert die Varianz eines Expressionslevels vom Mittelwert (weiR)

flr ein untersuchtes Gen, bzw. eine Splicevariante. Rot (+) =lberexprimiert, blau (-) =unterexprimiert).

Bei Betrachtung des Expressionsmusters der Kolonkarzinomgewebeproben, das in Abbildung 24
dargestellt ist, konnte keine erhohte Expression von WT1 bei gleichzeitiger Unterexpression von
PAX2 und der drei hier betrachteten Splicevarianten beobachtet werden. Ansonsten glichen die

Ergebnisse denen in den Zelllinien (s. Abbildung 23).
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Eine splicevarianten-spezifische Interaktion konnte bei den Zelllinien und den Tumorgewebe-

proben nicht erkannt werden.
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Abbildung 24: Hierarchische Cluster-Analyse der normalisierten mRNA-Expressionslevel der
Kolonkarzinomgewebeproben mit dChip. Die Proben C63 und C54 wiesen eine PAX2-(Splicevarianten)
Uberexpression und eine WT1-Uberexpression auf. Die Proben C48, C44 und C58 zeigten erhohte
Expressionslevel von PAX2-(Splicevarianten) bei mittlerer bis unterdurchschnittlicher WT1-Expression. Die
Expressionslevel der anderen Kolonkarzinomgewebeproben zeigten unterdurchschnittliche PAX2-
(Splicevarianten) Expressionslevel und unterdurchschnittliche WT1-Expressionslevel. (Die Farbkodierung
visualisiert die Varianz eines Expressionslevels vom Mittelwert (weil) flr ein untersuchtes Gen, bzw. eine

Splicevariante. Rot (+) =Uberexprimiert, blau (-) =unterexprimiert).
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3.5 Western-Blot

Es wurden die Proteine von zwei Zelllinien (KM-H2 und HCT116 (2.1.1)) und einer
Gesundblutprobe untersucht. Die Proteine wurden aus den Zellen extrahiert (2.2.17), im
Polyacrylamidgel aufgetrennt (2.2.18) und nach Transfer auf eine Nitrocellulosemembran
(2.2.19) mit dem monoklonalen Primérantikdrper anti-PAX2 aus Kaninchenserum und dem
Peroxidase-gekoppelten anti-Kaninchen-Antikérper aus Eselserum als Sekundirantikérper
detektiert (s. Abbildungen 25A und 26A). Als Kontrolle diente die Detektion der Proteine Aktin
und GAPDH (2.2.20), wie in den Abbildungen 25B und 26B zu sehen ist.

@ <« s53KDaPAX2a

-
43 kDa —» <4— 42,8 kDa PAX2b/ 43,1 PAX2c
e «—
= 39,7 kDa PAX2 +Intron 9
34 kDa —> ‘
KMH2 HCT116

Abbildung 25A: Detektion des PAX2-Proteis in einer Lymphom-Zelllinie (KM-H2) und einer
Kolonadenokarzinom-Zelllinie (HCT116). Der Film wurde nach Zugabe des ECL-Reagens (2.2.20) 5 min.
belichtet.
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— - s
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Abbildung 25B: Detektion des Aktin-Proteins als Kontrolle. Der Film wurde nach Zugabe des ECL-Reagens
1 min. belichtet.
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Abbildung 26A: Detektion des PAX2-Proteins in einer Gesundblutprobe. Der Film wurde nach Zugabe des
ECL-Reagens 4 min. belichtet.
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Abbildung 26B: Detektion des GAPDH-Proteins als Kontrolle. Der Film wurde nach Zugabe des ECL-

Reagens 5 sec. belichtet.

In den beiden reprisentativ fiir die Lymphome und soliden Tumore untersuchten Zelllinien
konnten die PAX2-Splicevarianten a, b und c sowie die in unserer Arbeitsgruppe neu
beschriebene Intron 9-positive Variante auf Proteinebene nachgewiesen werden. In den
Zelllinien findet demnach eine Translation der mRNA der einzelnen Splicevarianten statt.

In der Gesundblutprobe konnte ebenfalls PAX2-Protein nachgewiesen werden. Der Western-
Blot zeigte eine Expression der PAX2-Variante ¢ und eine schwache Expression der neu

entdeckten PAX2-Splicevariante +Intron 9.
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3.6  Transfektionen

Um eine mogliche Interaktion zwischen PAX2 und WTI1 anhand funktioneller Versuche
nachweisen zu koOnnen, sollten entweder PAX2 oder WTI1 mittels RNA-Interferenz
herunterreguliert werden. Es wurden zwei verschiedene Formen der RNA-Interferenz zur
Unterdriickung der Genexpression verwendet: siRNA (2.2.23.1) gegen PAX2 und miRNA
(2.2.23.2) jeweils gegen PAX2 und WT1.

3.6.1 siRNA-Versuche

Fir die beiden Schilddriisenkarzinom-Zelllinien, CGTH-W-1 und 8505C, gab es in der
Arbeitsgruppe bereits etablierte Transfektionsprotokolle fiir siRNA (2.2.22.1). Es wurde jeweils
1 pg von 4 verschiedenen siRNAs gegen PAX2 verwendet, sowie eine Kontroll-siRNA als
Negativkontrolle und eine fluoreszenzmarkierte Kontroll-siRNA (2.2.23.1.1) fiir die Messung
der Transfektionseffizienz mit Hilfe der Durchflusszytometrie (2.2.24). Die Zellen wurden
jeweils nach 24h und 48h fiir die RNA-Isolierung (2.2.9) und anschlieende Real-Time-PCR
(2.2.12), bzw. nach 48h und 72h fiir Western-Blot (2.2.17-2.2.20), geerntet. Es konnte in keinem
der Versuchsansitze auf mRNA-Ebene und Proteinebene eine Verminderung des
Expressionslevels von PAX2 detektiert werden. Die Transfektionseffizienz lag bei den
Versuchen zwischen 50 % und 95 %.

Unspezifische Effekte auf die Genexpression durch die RNA-Interferenz konnten nicht
festgestellt werden. Das Haushaltsgen PBGD (2.2.12) zeigte bei allen Versuchen eine gleich-

bleibend hohe Expression im Bereich von 1107

3.6.2 miRNA-Versuche

Fiir die Transfektion von miRNA-Vektoren wurde fiir mehrere Lymphom-Zelllinien versucht,
eine effiziente Transfektion mit dem Nucleofector® zu etablieren (2.2.21.1). Fiir die Priifung der
Transfektionseffizienz wurde, neben pmaxGFP, ein GFP-markierter miRNA-Vektor als Positiv-
kontrolle in der Durchflusszytometrie verwendet. Als Negativkontrolle fiir die Durch-
flusszytometrie und die Transfektionen wurde ein Vektor ohne das GFP benutzt, der die gleiche
unspezifische pre-miRNA-Sequenz aufweist, wie der GFP-tragende Vektor (2.1.4, 2.2.23.2.2).

Bei 2 Zelllinien, U937 und U266, konnte eine gute Transfektionseffizienz von 90 % fiir U937
und 75 % fir U266 mit pmaxGFP (2.1.4, 2.2.24) bei den Optimierungsversuchen erzielt werden.
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Bei den anderen Zelllinien lag die Transfektionseffizienz unter 20 %. Die Zellen wurden jeweils
nach 24h und 48h fiir die RNA-Isolierung (2.2.9) und anschlieBende Real-Time-PCR (2.2.12),
bzw. nach 48h und 72h fiir Western-Blot (2.2.17-2.2.20), geerntet. U937 wurde mit Vektoren,
die fiir PAX2-spezifische miRNA kodieren, transfiziert, U266 mit Vektoren, die fir WTI-
spezifische miRNA kodieren (2.2.23.2.2). Es wurden verschiedene Konzentrationen der DNA-
Vektoren von 2-7 pg eingesetzt.

In keinem der Versuchsansitze konnte auf mRNA-Ebene und Proteinebene eine Verminderung
des Expressionslevels von PAX2 oder WTI1 detektiert werden. Die pmaxGFP-
Transfektionseffizienzen fiir U937 befanden sich bei den funktionellen Versuchen zwischen
65 % und 88 % und zwischen 55 % und 77 % fiir U266. Im Vergleich zur Transfektionseffizienz
mit pmaxGFP lag die Transfektionseffizienz bei den miRNA-Vektoren um 10-20 % niedriger.
Unspezifische Effekte auf die Genexpression durch die Transfektion konnten auch hier nicht
festgestellt werden. Das Haushaltsgen PBGD (2.2.12) zeigte bei allen Versuchen eine gleich

bleibend hohe Expression im Bereich von 1-10™.
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4  Diskussion

4.1 Untersuchung von Tumorzelllinien auf die Expression von PAX2, der
beiden bekannten Splicevarianten PAX2 +Exon 6 und +Exon 10 sowie
der neu entdeckten Splicevariante PAX2 +Intron 9 auf mMRNA-Ebene

In dieser Arbeit wurden Zelllinien von soliden Tumoren und Lymphomen untersucht, um
festzustellen, wie PAX2 und die beiden bekannten PAX2-Splicevarianten +Exon 6 und +Exon
10, sowie die in unserer Arbeitsgruppe neu beschriebene Variante PAX2 +Intron 9, in den beiden
Tumorgruppen exprimiert werden, und ob sich die Expression zwischen beiden Gruppen
bedeutend unterscheidet. Eine splicevarianten-spezifische = Expressionsbetrachtung in
verschiedenen Tumorentititen ist bisher nicht durchgefiihrt worden. Uber die Expression von
PAX2 in Lymphomen ist zudem wenig bekannt. Muratovska et al. (21) konnten eine Expression
in Lymphom-Zelllinien auf Protein- und mRNA-Ebene nachweisen.

Ein signifikanter Unterschied fiir PAX2 und die Splicevarianten +Exon 6, +Exon 10 und +Intron
9 zwischen Zelllinien solider Tumore und Lymphome konnte nicht festgestellt werden. Die
Expression von PAX2 und der in dieser Arbeit untersuchten Splicevarianten konnte somit nicht
eindeutig himatologischen, bzw. soliden Tumorzelllinien zugeordnet werden.

Die Funktion der PAX2-Splicevarianten konnte bislang nur in Ansétzen geklért werden. Fiir die
Isoform PAX2c, die das Exon 10 enthélt, konnte gezeigt werden, dass sie den WT1-Promotor
stiarker transaktivieren kann, als die Isoform PAX2b ohne Exon 6 und Exon 10 (83). Durch
alternatives Splicing von Exon 10 entsteht ein anderer C-Terminus (27), der im Gegensatz zum
inhibitorisch wirkenden C-Terminus der Variante b (97) durch die Interaktion mit anderen
Transkriptionsfaktoren transkriptionsfordernd wirken konnte (83). Die hier erhobenen PCR-
Daten der betrachteten Splicevarianten zeigten keinen solchen Zusammenhang. Moglicherweise
ist dies durch die Konzeption der PAX2 +Exon 10-PCR bedingt (s. 4.1.1).

Die Funktion der Exon 6- und Intron 9-positiven Varianten in Tumorzellen und Gesundblut blieb

weiterhin unklar.
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4.1.1 Vergleich der Expressionslevel der PAX2-Exon 5-8°*-PCR mit
denjenigen der PCRs fur PAX2 +Exon 6, +Exon 10 und +Intron 9

Bei der Betrachtung der Expressionslevel von PAX2 +Exon 10 und PAX2 +Intron 9 fiel auf, dass
der mediane Expressionslevel fiir PAX2 +Exon 10 unter dem von PAX2 +Intron 9 lag, wobei der
Unterschied signifikant war. In unserer Arbeitsgruppe konnte mit anderen als den hier zur
Detektion von PAX2 +Exon 10 verwendeten Primer-Paaren® festgestellt werden, dass eine
gemeinsame Expression von Exon 10 und Intron 9 in 8 von 9 untersuchten verschiedenen
Tumorentitdten jeweils in liber 75 % der Proben vorlag (Busse et al., Poster DGHO 2007). Eine
in dieser Arbeit etablierte PCR fiir PAX2 +Exon 10 detektiert spezifisch die Expression von
Exon 10, ohne das Intron 9 mit zu detektieren. Eine isolierte Detektion von PAX2 +Exon 10 ist
hier nur dann moglich, wenn das Intron 9 sich nicht in der mRNA-Sequenz befindet, da der
Reverse-Primer fiir PAX2 +Exon 10 auf dem Ubergang von Exon 9/Exon 10 bindet (s.
Abbildung 27). Der geringe Expressionslevel des Produktes der PAX2 +Exon 10-PCR im
Vergleich zu dem Produkt der PAX2 +Intron 9-PCR, lésst in Verbindung mit den zuvor in der
Arbeitsgruppe beschriebenen Daten annehmen, dass ein gemeinsames Transkript mit Exon 10
und Intron 9 auf mRNA-Ebene haufiger exprimiert wird, als das Transkript nur mit Exon 10.

Um die Exon 10-Expression unabhidngig von Intron 9 zu bestimmen, miisste eine weitere PCR
etabliert werden, deren Forward-Primer in Exon 10 und der Reverse-Primer in Exon 11 liegen
konnte.

Weiter fiel bei der Betrachtung der PCR-Ergebnisse auf, dass bei den Lymphom-Zelllinien und
den Zelllinien solider Tumore die mediane Expression der PAX2-Exon 5-8-PCR unter der
medianen Expression der Splicevariante PAX2 +Intron 9 lag, der Unterschied war signifikant.
Bei den Lymphom-Zelllinien lag sie zusétzlich unter der medianen Expression der Splicevariante
PAX2 +Exon 6. Der Unterschied war hier nicht signifikant. Zudem konnte bei drei Zelllinien
solider Tumore sowie einer Lymphom-Zelllinie mit den splicevarianten-spezifischen PCRs eine
Expression detektiert werden, mit der PAX2-Exon 5-8-PCR jedoch nicht. Ein Grund fiir die
Expressionsunterschiede konnte eine unterschiedliche Effizienz der PCRs sein. Geringste
Schwankungen in der PCR-Effizienz fithren zu starken Unterschieden bei der Berechnung des
Expressionslevels (98, 99). Die Effizienz der PAX2-Exon 5-8-PCR entspricht derjenigen der
PAX2 +Intron 9-PCR (s. 2.2.12.3).

Ein anderer Grund fiir die Expressionsunterschiede konnte die Konzeption der PAX2-Exon 5-8-

PCR sein. Der Forward- und der Reverse-Primer umschliefen das alternativ gesplicte Exon 6. Es

% Nicht dargestellt
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ist anzunehmen, dass bei der Expression von Exon 6 die verwendete Elongationszeit von 10 sec.
nicht ausreicht, um den erforderlichen Abschnitt vollstindig zu amplifizieren. Moglicherweise
detektiert die PAX2-Exon 5-8-PCR bei der Expression von Exon 6 den PAX2-Expressionslevel
zu gering. Er erscheint im Median deshalb niedriger als die Expressionslevel von PAX2 +Exon 6
und PAX2 +Intron 9. Dies wiirde jedoch die fehlende Detektion mit der PAX2-Exon 5-8-PCR
bei stattfindender hoher splicevarianten-spezifischer Detektion im Falle der vier Zelllinien nicht
erkldren konnen. In diesen Féllen sind Mutationen an den Primer-, bzw. Sonden-Bindungsstellen
denkbar, die das Anbinden an den Matrizen-Strang verhindern. Mutationen kdnnten mit einer
Sequenzierung des entsprechenden Bereiches festgestellt werden. Die bisher im
Detektionsbereich der PAX2-Exon 5-8-PCR beschriebenen Mutationen (100-103) liegen nicht in
deren Primer- und Sonden-Bindungssequenzen. Neben den Mutationen besteht eine weitere
Moglichkeit darin, dass im Detektionsbereich der PAX2-Exon 5-8-PCR noch andere unbekannte
Splicevarianten vorliegen. So kdnnten sich, entsprechend dem von uns identifizierten Intron 9, an
weiteren Exon-Grenzen Introns in der mRNA-Sequenz befinden. Wenn sich beispielsweise das
Intron 7 zwischen Exon 7 und Exon 8 befiande, wiirde dies das Binden des Reverse-Primers der
PAX2-Exon 5-8-PCR verhindern, da der Reverse-Primer auf dem Ubergang Exon 7/8 bindet (s.
Abbildung 27). Um weitere unbekannte PAX2-Splicevarianten zu identifizieren, sollte eine
stiickweise Amplifizierung des PAX2-Gens erfolgen. Bei der Festlegung der Primer-Positionen
sollte besonders auf die Ubergiinge zwischen den Exons geachtet werden. So konnten dazwischen
liegende Introns ausfindig gemacht werden, da im Falle einer Intron-Expression auf mRNA-
Ebene die Primer nicht binden konnten. Eine Amplifizierung wire dann nicht, oder je nach
Ausmal} der Intron-Expression nur vermindert mdglich, wie es fiir die PAX2 +Exon 10-
spezifische PCR hier beschrieben wurde. Durch anschlieBende Schmelzkurvenanalyse und
Gelelektrophorese sollte gepriift werden, ob evtl. weitere Splicevarianten oder Mutationen
vorliegen und bei entsprechenden Anhaltspunkten sollten die DNA-Abschnitte sequenziert

werden.



Diskussion 88

PAX2-Ex 5-8 PAX2 +Int 9

PAX2 +Ex 10

Primer fw & rev Sonde FL Sonde LC

| |

Abbildung 27: Position der Primer und Sonden der verwendeten PAX2-PCRs. Die Doppelpfeile bezeichnen

die Anlagerung eines Primers auf einer Exon-Grenze mit einer Bindung in den beiden beteiligten Exons. Die
gestrichelte Linie bei dem Reverse-Primer der PAX2 +Exon 10-PCR bezeichnet seinen Bindungsbereich bei

nicht exprimiertem Intron 9.

4.1.2 Untersuchung von Gesundblutproben auf die Expression von PAX2
und der drei in dieser Arbeit betrachteten Splicevarianten auf mMRNA-
Ebene

Die Expression in Gesundblutproben wurde untersucht, um zu priifen, ob der Nachweis von
PAX2, bzw. der drei Splicevarianten, tumorspezifisch ist. In den Gesundblutproben wurden
sowohl PAX2, als auch die hier untersuchten Splicevarianten auf mRNA-Ebene nachgewiesen.
Die Expressionslevel lagen im Gesundblut iiber denen in den Zelllinien, zum Teil war der
Unterschied signifikant. Diese Ergebnisse stimmen mit Resultaten von Siehl et al. (22) iiberein,
die zeigten, dass die PAX2-Expressionslevel in AML-Proben denen in Gesundblutproben
entsprachen.

Folglich ist der Nachweis von PAX2 und der Splicevarianten +Exon 6, +Exon 10 sowie +Intron
9 im Blut auf mRNA-Ebene nicht tumorspezifisch und kann somit nicht als MRD-Marker
herangezogen werden.

Fraglich bleibt die Funktion von PAX2 und seinen Splicevarianten im Gesundblut. Die
Expression von PAX2 und anderen Mitgliedern der PAX-Genfamilie in gesundem adultem
Gewebe (21, 104, 105) deutet auf eine Schutzfunktion gegen stressinduzierten Zelltod (106) und

die Aufrechterhaltung von Vorlduferzellen hin (105). Fiir die maligne Entartung von Zellen
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scheinen zusétzliche antiapoptotische und proliferationsférdernde Faktoren notwendig zu sein.
Moglicherweise liegt die onkogene Wirkung von PAX2 in der Regulierung tumorzell-
spezifischer Faktoren, die stark von der PAX2-Aktivierung abhiingen und fiir das Uberleben der
Tumorzellen essentiell sind. Bei Inhibition der PAX2-Expression wiirde die Regulation der
onkogenen lebenswichtigen Faktoren abnehmen oder entfallen, und die Tumorzellen wiirden in
Apoptose gehen. Einer dieser Faktoren konnte WT1 sein, dessen Expression in Neoplasien, im
Vergleich zu Gesundblut bzw. gesundem Gewebe, liberexprimiert ist (61-63).

So lieBe sich eine PAX2-Expression erkldren, die per se nicht onkogen ist, sondern nur in
Verbindung mit anderen Faktoren, die spezifisch in malignen Zellen vorliegen. Uber die
Funktion und das Expressionsmuster der in dieser Arbeit nicht untersuchten Variante PAX2d, bei
der eine Deletion von 19 bp in Exon 12 vorliegt, ist bisher wenig bekannt. [hre Expression konnte
in Wilms-Tumoren und in gesunden Zellen der Nierenrinde von Erwachsenen beschrieben
werden (26). Eine mdgliche Uberexpression in Tumoren muss in folgenden Studien gepriift
werden. Weiter sind bisher nicht identifizierte PAX2-Splicevarianten denkbar, die
charakteristischer Weise in malignen Zellen exprimiert werden wiirden. Ein kennzeichnender
Expressionsunterschied von Splicevarianten zwischen entarteten und gesunden Zellen konnte die
PAX2-Expression in vielen Tumorentititen erkldren, bei denen PAX2 eine wichtige Rolle fiir das
Uberleben der Tumorzellen zu spielen scheint (21, 37, 40), bei gleichzeitiger PAX2-Expression

im Gesunden.

4.1.3 Untersuchung von Kolonkarzinomgewebe auf die Expression von PAX2
und der drei betrachteten Splicevarianten auf mMRNA-Ebene

Die Expression von PAX2 und der drei Splicevarianten wurde auf mRNA-Ebene auch in
Kolonkarzinomgewebe untersucht und konnte fiir alle Splicevarianten nachgewiesen werden. Die
Expression von PAX2 +Intron 9 lag im Kolonkarzinomgewebe im Median iiber der Expression
in den Tumorzelllinien und im Gesundblut, der Unterschied war signifikant. Alle anderen ver-
wendeten PAX2-PCRs zeigten im Tumorgewebe eine niedrigere Expression als in den Zelllinien
und im Gesundblut.

Die Tumorzelllinien sind ein in-vitro-Modell fiir die Situation in-vivo. Ein unterschiedlicher
Selektionsdruck sowie andere Wachstumsbedingungen fiir Tumorgewebe und kultivierte
Zelllinien konnte die Genexpression in Zelllinien verdndern (107) und dazu fiihren, dass die
Gene, die in gesundem Gewebe und Tumoren hoch exprimiert werden, in den Zelllinien im

Vergleich dazu mit zunehmender Kulturzeit niedriger exprimiert werden (108, 109). So konnte
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eine hohere Expression von PAX2 und seinen Splicevarianten im Gesundblut, im Vergleich zu
den Tumorzelllinien, zustande kommen. Auch fiir das Tumorgewebe ist eine hohere PAX2-
Expression im Vergleich zu den Zelllinien anzunehmen, da die PAX2 +Intron 9-Expression im
Kolonkarzinomgewebe iiber der Expression in den Zelllinien lag, der Unterschied war hier
signifikant. Mit der PAX2-Exon 5-8-PCR konnte dies nicht bestitigt werden. Griinde hierfiir
konnten die unter 4.1.1 besprochenen moglichen Mutationen, bzw. neuen Splicevarianten im
Detektionsbereich der PAX2-Exon 5-8-PCR sein, welche die korrekte Detektion mit dieser PCR
beeinflussen konnten. Moglicherweise handelt es sich um vermehrt in Tumorgewebe vorliegende
Sequenzverdnderungen, da das Phidnomen der splicevarianten-spezifischen Detektion bei
ausbleibender Detektion des splicevarianten-unabhédngigen Transkriptes in den untersuchten
Gesundblutproben nur bei einer von 11 Proben auftrat, im Tumorgewebe bei 8 von 12 Proben.
Die vergleichsweise niedrige Detektion der Splicevariante +Exon 10 im Kolonkarzinomgewebe
konnte durch die hohe Expression von Intron 9 in Verbindung mit der Konzeption der +Exon 10-
spezifischen PCR zustande kommen. Der +Exon 10-Reverse-Primer kann bei Expression von
Intron 9 nicht binden (4.1.1; Abbildung 27). Nach unseren Erkenntnissen werden das Intron 9
und das Exon 10 allermeist gemeinsam exprimiert. Eine hohe Intron 9-Expression ist demnach
mit einer hohen Exon 10-Expression assoziiert (4.1.1).

Die geringe Expression der Splicevariante +Exon 6 im Kolonkarzinomgewebe konnte mit der
Inhomogenitit des Tumorgewebes zusammenhidngen. Dieses setzt sich aus organspezifischen
malignen und gesunden Zellen sowie Matrixzellen zusammen (108). Enthielten die untersuchten
Tumorproben neben malignen Zellen mehr gesunde Zellen, die moglicherweise eine geringe
Expression dieser Splicevariante aufweisen, konnte der Expressionslevel der +Exon 6-
Splicevariante in diesen Tumorproben, auch im Vergleich zu den Zelllinien und
Gesundblutproben, geringer ausfallen als eventuell bei selektiver Messung maligner
Gewebezellen. Denkbar ist auch, dass die Splicevariante +Exon 6 eine untergeordnete Bedeutung
fiir das Wachstum und Uberleben von Tumorgewebezellen hat und aus diesem Grund im
Kolonkarzinomgewebe vergleichsweise niedrig exprimiert wird. Dem gegeniiber kann fiir die
PAX2-Variante ¢ (+Exon 10/-Exon 6) auf Grund der anzunehmenden hohen Expression (s.0.)
eine biologisch wichtige Funktion im Tumorgewebe vermutet werden. Fiir diese Variante werden

zudem transkriptionsfordernde Eigenschaften angenommen (83).
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4.1.4 Untersuchung von Tumorzelllinien und Gesundblutproben auf die
Expression von PAX2 und der drei Splicevarianten auf Proteinebene

In den Tumorzelllinien konnten alle in dieser Arbeit untersuchten PAX2-Splicevarianten auf
Proteinebene nachgewiesen werden. Im Gesundblut konnte ebenfalls das PAX2-Protein
nachgewiesen werden. Die mRNA wird demnach auch in gesunden Zellen translatiert. Der
Western-Blot zeigte eine Expression der PAX2-Variante ¢, die als transkriptionsférdernd
beschrieben ist (83), und eine geringe Expression der neu entdeckten PAX2-Splicevariante Intron
9, die auf mRNA-Ebene hoch exprimiert wird. Mdglicherweise findet im Gesundblut, im
Vergleich zu den Tumorzellen, eine geringere Expression dieser Splicevariante auf Proteinebene
statt.

Weitere Untersuchungen sind notwendig, um sicher zeigen zu kdnnen, ob es einen Unterschied in
der Expression der PAX2-Splicevarianten auf Proteinebene zwischen Tumorzellen und
Gesundblut gibt, der auf unterschiedliche Funktionen in malignen und gesunden Zellen
hinweisen konnte. Auf eine unterschiedliche Proteinexpression in malignen und gesunden Zellen
deuten Untersuchungen hin, die bei Tumorpatienten eine T-Zell-Antwort gegen das PAX2-
Epitop beschreiben konnten. Diese war bei einer gesunden Kontroll-Gruppe nicht nachzuweisen,
weshalb PAX2 als mogliches Tumortarget diskutiert wird®. Die T-Zell-Antwort gegen das PAX2-
Epitop konnte im Gesundblut wegen nicht stattfindender Prozessierung und Présentation des
PAX2-Epitopes ausbleiben. Die fehlende Prozessierung konnte wiederum an einer
unterschiedlichen Expression der PAX2-Proteine zwischen malignen und gesunden Zellen liegen.
Wiirden in Tumorzellen die PAX2-Proteine in Zellkern und Zytoplasma exprimiert werden, in
gesunden Zellen aber vorwiegend im Zellkern, wire anzunehmen, dass die Prozessierung und
Prisentation des PAX2-Epitopes an der Zelloberfliche in gesunden Zellen ausbleibt, bzw.
geringer ausfdllt, als in Tumorzellen. Eine unterschiedliche T-Zell-Antwort zwischen
Tumorpatienten und Gesunden kdnnte so erklart werden. Die Proteinverteilung konnte durch die

Auftrennung der Proteine in eine nukledre und zytoplasmatische Fraktion gezeigt werden.

4.2 Untersuchung von Tumorzelllinien auf die Expression von WT1 und der
Splicevarianten WT1 +Exon 5 und WT1 +KTS auf mRNA-Ebene

Die WTI1-Expression unterschied sich signifikant zwischen Zelllinien solider Tumore und

Lymphome. Dieses Ergebnis entspricht dem Ergebnis einer anderen Arbeit, die zeigte, dass die
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WTI1-Expression in Lymphomen auf mRNA-Ebene sehr gering bis nicht nachweisbar austiel
(75).

Die Expression der PAX2-Exon 5-8-PCR und auch die der splicevarianten-spezifischen PAX2-
PCRs korrelierten nicht mit den Expressionsunterschieden von WTI1 zwischen den beiden
Tumorgruppen. Die unterschiedliche WT1-Expression zwischen den Zelllinien von soliden
Tumoren und Lymphomen scheint daher nicht durch einen regulatorischen Einfluss von PAX2
und seinen betrachteten Splicevarianten bedingt zu sein.

Der Expressionslevel fiir die beiden WT1-Splicevarianten +Exon 5 und +KTS unterschied sich
nicht bedeutend zwischen den Lymphom-Zelllinien und den Zelllinien solider Tumore. Uber die
genaue Funktion dieser WT1-Splicevarianten liegen unterschiedliche Erkenntnisse vor. Ein Teil
der Arbeiten zeigte in Tumoren eine Uberexpression der Exon 5-positiven Splicevarianten (110,
111). Andere Ergebnisse wiesen auf eine proliferationshemmende und apoptoseinduzierende
Funktion hin (112-114). Die WT1 +KTS-Splicevarianten scheinen mit der Prozessierung von
RNA assoziiert zu sein (115) und zeigen ebenfalls sowohl transkriptionsaktivierende als auch
transkriptionshemmende FEigenschaften (114). Menke et al. (116) vermuteten eine
Apoptoseinduktion durch die WT1 —KTS-Varianten im Zusammenhang mit transkriptioneller
Repression der EGF- und IGF1-Rezeptorgene, die sie fiir die +KTS-Splicevarianten nicht zeigen
konnten. Dies stimmt mit Ergebnissen iiberein, die zeigten, dass die +KTS-Varianten eine
geringere Affinitdt zu DNA-Zielsequenzen aufwiesen als die -KTS-Varianten (115, 117). Andere
Untersuchungen konnten aber auch fiir die +KTS-Varianten die Apoptoseinduktion nachweisen
(112). Weitere Studien sind erforderlich, um die Rolle der WT1-Splicevarianten in Tumorzellen
besser charakterisieren zu konnen. Wahrscheinlich ist, dass die WTI-Splicevarianten in
verschiedenste zelltyp-spezifische Funktionen involviert sind (116). Der resultierende
funktionelle Effekt der Splicevarianten konnte durch die relativen Expressionslevel der
Splicevarianten zueinander und durch Interaktionen der Varianten miteinander sowie mit anderen
Proteinen bedingt sein. Die Expressionslevel in Tumorzellen sind zudem moglicherweise
weniger tumorspezifisch bedingt als vielmehr ein Spiegelbild des Entwicklungsstadiums der
Zellen, aus denen die Tumore entstanden sind (110). Die hier gewonnenen Ergebnisse sind am
ehesten in einen solchen Zusammenhang zu stellen.

Die WTI1-Expression wurde auch im Kolonkarzinomgewebe bestimmt. Sie lag iiber der
Expression in den Lymphom-Zelllinien und entsprach dem Unterschied der Zelllinien solider
Tumore zu den Lymphom-Zelllinien. In beiden Fillen war der Unterschied hoch signifikant. Die
Expression im Tumorgewebe lag unter der Expression der Zelllinien solider Tumore, wobei hier

der Unterschied nicht signifikant war. Mogliche Griinde der niedrigeren WT1-Expression im
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Kolonkarzinomgewebe gegeniiber den Zelllinien solider Tumore konnten die gleichen sein, wie

fiir PAX2 +Exon 6 unter 4.1.3 besprochen.

4.2.1 Vergleich der Expressionslevel der WT1-Exon 1-3-PCR* mit denen der
splicevarianten-spezifischen PCRs fur WT1 +Exon 5 und WT1 +KTS

Die mediane Expression der WT1-Exon 1-3-PCR lag bei den Lymphom-Zelllinien unter der
medianen Expression der WT1 +KTS-spezifischen PCR. Der Unterschied war signifikant.
Daneben gab es Zelllinien, bei denen eine Expression der Splicevarianten im oberen
Detektionsbereich gemessen werden konnte, wihrend eine Expression mit der WT1-Exon 1-3-
PCR bei diesen Zelllinien nicht detektiert werden konnte. Ein Grund fiir die niedrigere mediane
Expression der WT1-Exon 1-3-PCR, gegeniiber der WT1 +KTS-spezifischen PCR, konnte die
hohere Effizienz der splicevarianten-spezifischen PCR sein (s. 2.2.12.3). Dies erklért jedoch nicht
die Hohe des Expressionsunterschiedes von 2 log-Stufen und auch nicht, dass fiir die WT1-
Splicevarianten eine hohe Expression nachgewiesen werden konnte, fiir das splicevarianten-
unabhéngige WT1-Transkript jedoch keine Expression detektiert werden konnte. So sind auch in
diesem Fall, wie bei der PAX2-Exon 5-8-PCR, Mutationen an den Primer- und Sonden-
Bindungsstellen der WT1-Exon 1-3-PCR denkbar, was das Phdnomen fiir die 4 betroffenen
Lymphom-Zelllinien und die beiden Zelllinien solider Tumore erklidren konnte. In der Literatur
sind bisher keine Mutationen im Bereich der Primer- und Sonden-Bindungssequenzen der WT1-
Exon 1-3-PCR (s. Abbildung 28) beschrieben (118-120). Durch die Etablierung einer neuen
WTI1-PCR, die die WT1-Expression splicevarianten-unabhéngig detektiert, sollte gepriift werden,
ob die splicevarianten-unabhingige Expression dann nicht gleich hoch oder sogar hoher liegt, als
die Expression der Splicevariante +KTS. Weiter sollte gepriift werden, ob sich der WTI-
Expressionslevel mit den neuen Primerpositionen dann noch signifikant zwischen Lymphom-

Zelllinien und Zelllinien solider Tumore unterscheidet.
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WT1 Ex 1-3 WT1 +Ex 5 WT1 +KTS
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KTS

Primer fw & rev Sonde FL Sonde LC

Abbildung 28: Position der Primer und Sonden der verwendeten WT1-PCRs. Die Doppelpfeile bezeichnen

die Anlagerung eines Primers auf einer Exon-Grenze mit Bindung in beiden beteiligten Exons.

4.2.2 ldentifikation einer funktionell relevanten Mutation im Detektions-
bereich der WT1 +KTS-PCR in WT1-Exon 9

Mit der WT1 +KTS-spezifischen PCR konnte bei zwei Lymphom-Zelllinien und einer Zelllinie
solider Tumore durch Schmelzkurvenanalyse und Sequenzierung eine, bei Patienten mit Denys-
Drash-Syndrom beschriebene, heterogene Mutation in WT1-Exon 9 (121) identifiziert werden.
Bei dieser ,,missense“-Mutation kommt es zum Austausch der Aminosdure Arginin gegen
Tryptophan in Codon 462”. Es konnte in anderen Studien gezeigt werden, dass durch diesen
Aminosdure-Austausch die Interaktion des WTI1-Proteins mit dessen DNA-Zielsequenzen, wie
EGR-1-Konsensussequenzen oder Sequenzen im PDGF-A-Gen, verhindert wurde (117). Uber
die Anbindung an die EGR-1-Konsensussequenzen im PAX2-Promotor soll die PAX2
Repression durch WT1 erfolgen (80). In Tumorzellen, die diese heterozygote Mutation tragen,
wiirde sie die Repression von PAX2 beeintrichtigen kdnnen und damit einen moglicherweise
existierenden Regelkreis zwischen beiden Genen stéren. Zumindest fiir die Zelllinie HCT116
konnte aus dem Expressionsmuster ein solcher Zusammenhang vermutet werden.
Untersuchungen einer groen Gruppe sind hier notig, um ein aussagekriftiges Ergebnis erhalten
zu konnen.

Fir akute myeloische Leukidmien konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen WTI-

Mutationen und schlechter Prognose der Patienten hergestellt werden (76, 77). Moglicherweise

7NM 24426.3, Nukleotide 1580-1582
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haben Mutationen in soliden Tumoren und Lymphomen dhnlichen Einfluss auf die Prognose der

Patienten.

4.3 Interaktion zwischen PAX2 und WTL1 sowie den Splicevarianten in
Tumorzellen

In Untersuchungen zur Nierenentwicklung wurde festgestellt, dass PAX2 einerseits den WT1-
Promotor aktivieren kann, und auf der anderen Seite bei hoher WT1-Expression die PAX2-
Expression vermindert war (82, 83). Daneben zeigten andere Arbeiten eine positive Korrelation
der Expression von PAX2 und WTI1 in Brustkrebszelllinien und -gewebe, Prostatakarzinom-
zelllinien und -gewebe sowie in einem Teil von akuten Leukdmien (22, 28, 39). Dies lieB
vermuten, dass die fiir die embryonale Niere beschriebene Interaktion zwischen PAX2 und WTI
auch in Tumorzellen vorliegen konnte.

In dieser Arbeit wurde der mRNA-Expressionslevel der beiden Gene und der untersuchten
Splicevarianten auf lineare Korrelation berechnet. Es sollte gepriift werden, ob es Hinweise fiir
ein generelles Regulationsprinzip in Tumorzellen sowie fiir eine splicevarianten-spezifische
Interaktion geben konnte. Dies konnte nur fiir das splicevarianten-unabhingige PAX2-Transkript
und das Exon 5-positive WTI1-Transkript gezeigt werden. Eine funktionelle Relevanz miisste
durch expressionsmodulierende Versuche, wie RNA-Interferenz-Versuche, gezeigt werden.

Eine zur ibersichtlichen Visualisierung des Expressionsmusters der untersuchten Zelllinien
durchgefiihrte Cluster-Analyse konnte keine deutliche Gruppenbildung anhand des
Expressionsmusters identifizieren, und lisst dadurch keinen Schluss auf in Tumorzellen generell
vorhandene Regulationsmechanismen zwischen PAX2 und WT1 zu. Nur fiir einzelne Zelllinien
lieB sich eine Interaktion zwischen den beiden Genen vermuten. Einige Zelllinien zeigten sowohl
fiir PAX2 als auch fiir WT1, bzw. deren Splicevarianten, eine Uberexpression. Dies konnte als
ein transaktivierender Effekt von PAX2 auf WT1 angesehen werden. In anderen Zelllinien war
WTI1 iiberexprimiert und PAX2 unterdurchschnittlich exprimiert. Ein repressorischer Einfluss
von WT1 auf PAX2 wire hier einerseits denkbar, andererseits fraglich, da die PAX2-Expression
in diesen Fillen nicht niedriger war als in Zelllinien mit unterdurchschnittlicher WT1-Expression.
Eine mogliche regulatorische Funktion der Splicevarianten liel3 sich nicht erkennen.

Viele Zelllinien zeigten gleichzeitig eine unterdurchschnittliche PAX2- und WTI1-Expression.
Die niedrigere WT1-Expression konnte durch die fehlende PAX2-Transaktivierung entstehen.

Diese Konstellation koénnte aber auch darauf hinweisen, dass zwischen den beiden Genen,
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zumindest in diesen Zelllinien, keine Interaktion stattfindet. Eine erh6hte PAX2-Expression bei
unterdurchschnittlicher WT1-Expression in manchen Zelllinien bekriftigte diesen Eindruck.

In den betrachteten Kolonkarzinomgewebeproben konnte in keinem der 12 Félle eine WTI1-
Uberexpression und eine unterdurchschnittliche PAX2-Expression gesehen werden. Dies konnte
ein Hinweis darauf sein, dass im Tumorgewebe keine WT1-vermittelte PAX2-Inhibition vor-
liegen konnte. Die anderen beobachteten Konstellationen entsprachen denen in den Zelllinien.
Die von Silberstein et al. und Khoubehi et al. in der Mehrzahl der untersuchten Fille gezeigte
Korrelation der PAX2- und WT1-Expression bei Brust- bzw. Prostatakrebs (28, 39) konnte in
dieser Arbeit nicht als allgemeines Regulationsprinzip in verschiedenen Tumorentitdten
nachvollzogen werden.

Siehl et al. (22) konnten in akuten Leukdmien fiir ungefdhr 25 % der untersuchten Fille eine
Korrelation zwischen PAX2 und WT1 nachweisen. Dies weist zusammen mit den Ergebnissen
dieser Arbeit darauf hin, dass fiir die Regulation der beiden Gene innerhalb, aber auch zwischen
verschiedenen Tumorentititen, weitere Faktoren von Bedeutung sind. Moglicherweise sind die in
der embryonalen Niere bekannten wechselseitigen Regulationen in Tumoren nicht vorhanden und
die in fritheren Arbeiten vermuteten Interaktionen von WT1 und PAX2 bestehen nur zufillig.
Andererseits konnten die fehlenden Anhaltspunkte fiir eine Interaktion bei den meisten in dieser
Arbeit untersuchten Zelllinien durch die eingeschrinkte Aussagekraft der splicevarianten-
unabhingigen PAX2- und WT1-PCR (4.1.1 und 4.2.1) mit bedingt sein. Des weiteren konnte
eine an sich vorhandene Interaktion moduliert und deshalb erschwert an Hand der
Expressionslevel in Tumorzellen nachzuweisen sein. Modulatoren konnten funktionell
beeintrichtigende Mutationen (4.2.2), bzw. epigenetische Verdnderungen oder ein
unterschiedliches Expressionsmuster der Splicevarianten in den Zelllinien sein. Fiir die WT1
+KTS-Splicevarianten konnte im Vergleich zu den —KTS-Varianten eine deutlich geringere
Affinitdt zu den Zielsequenzen festgestellt werden, unter anderem EGR-1-Konsensussequenzen
(117), die als WT1-Zielsequenz fiir eine PAX2-Repression in Frage kommen kénnten (80). Bei
einigen der hier untersuchten Zelllinien konnte, relativ zum Transkript der splicevarianten-
unabhédngigen WT1-PCR, eine hohe mediane WT1 +KTS-Expression gezeigt werden, die eine
mogliche PAX2-Repression beeintrichtigen konnte. Die in dieser Arbeit bei verschiedenen
Zelllinien festgestellte und als funktionell beeintrachtigend beschriebene Mutation in WT1-Exon
9 (117) fithrt zum Affinititsverlust an die WT1-Zielsequenzen, was bei den betroffenen Zellen
auch einen regulatorischen Einfluss der -KTS-Varianten stéren konnte.

Konnte prinzipiell gezeigt werden, dass PAX2 WTI in Tumorzellen positiv reguliert, wire dies

ein Umstand, der die hohe Expression von WT1 in Tumorzellen, im Vergleich zu Gesundblut
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(62) und gesundem Gewebe (61, 63), mit erkldren konnte. Ein Grund fiir die PAX2-Expression
in Tumorzellen kénnte eine nicht vorhandene oder defekte Riickkopplung durch WT1 sein (82).
Im Gesundblut scheint dieser Regulationsmechanismus nicht zu bestehen und konnte einen
Unterschied in der Zellregulation zwischen gesunden und malignen Zellen darstellen. Sowohl in
dieser Arbeit als auch in vorhergehenden Untersuchungen in unserer Arbeitsgruppe (22), konnte
festgestellt werden, dass die PAX2-Expression in Gesundblutproben dem Expressionslevel in
Tumorzelllinien, bzw. dem in Tumorproben entsprach. Eine geringe WTI1-Expression im
gesunden Blut (22) bietet bei hoher PAX2-Expression keinen Hinweis fiir einen aktivierenden
Einfluss von PAX2 auf WTI. Die niedrige WT1-Expression im Gesundblut konnte auBerdem
durch die fehlende Riickkopplung fiir die hohe PAX2-Expression mitverantwortlich sein.

Gehorten beide Gene gemeinsamen Signalwegen der Tumorzellregulation an, wiirde sich die
Maglichkeit bieten, die Expression von zwei am Uberleben von Tumorzellen beteiligten Genen
durch Inhibition eines der Interaktionspartner zu unterbinden. Durch die Identifikation von
Regulatoren der Expression von PAX2 und WT1 konnte die Kaskade der Tumorzellregulation
weiter aufgeschliisselt und das Verstindnis der Ursache der malignen Entartung vertieft werden.
In der Folge konnten diese Erkenntnisse zur therapeutischen Intervention an frithen Stellen der
Signalkaskade genutzt werden. Je zentraler die Intervention in einem Signalweg erfolgen wiirde,
umso weniger alternative Signalwege konnten nach der Blockade eines Signals aktiviert und ein

Uberleben der Tumorzellen kénnte so eventuell verhindert werden.

4.4 RNA-Interferenz

Da eine Interaktion zwischen PAX2 und WTI in Tumorzellen bisher nicht eindeutig funktionell
nachgewiesen wurde, sollte in einem letzten Abschnitt dieser Arbeit die Expression eines der
beiden Gene spezifisch inhibiert werden, um den moglichen Effekt auf die Expression des
anderen Gens beurteilen zu konnen. Es sollte dabei die Effizienz der beiden verbreiteten Formen
der RNA-Interferenz, siRNA- und miRNA-vermittelte Inhibition, verglichen werden. Fiir die
siRNA-Versuche gegen PAX2 wurde vektorunabhidngige doppelstrangige siRNA verwendet.
Nachteilig dabei ist die relativ kurze Persistenz der siRNA im Zytoplasma von wenigen Tagen
(122). Deshalb wurden von verschiedenen Arbeitsgruppen vektorgebundene siRNA-Systeme,
wie shRNA, entwickelt. Diese Vektorsysteme enthalten in der Regel in allen Zelltypen
exprimierte Polymerase Ill-abhidngige Promotoren (123-125), die zu sehr effizienter
Expressionsreduktion fiihrten. Eine sehr starke shRNA-Expression wird aber wiederum als

nachteilig betrachtet, da diese die Wahrscheinlichkeit einer unspezifischen Reduktion der
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Genexpression in den Zellen und unerwiinschter Effekte, wie Induktion des Interferonsystems
und Zytotoxizitit, erhdhen soll (126, 127).

Fiir die miRNA-Versuche gegen PAX2 und WT1 wurden DNA-Vektoren verwendet, die fiir
spezifische einzelstrangige miRNA-Sequenzen kodieren. Die hier verwendeten miRNA-Vektoren
tragen einen RNA-Polymerase II-abhdngigen humanen CMV-Promotor. Die Transkription durch
Polymerase II entspricht der Transkription endogener miRNA (94). Mit diesem System sollten
die kurze Wirkungsdauer der vektorunabhingigen siRNA -einerseits und die angefiihrten
Nachteile eines Polymerase I1I-abhidngigen Promotors andererseits ausgeglichen werden.

Da eine erfolgreiche Reduzierung der Genexpression weder mit siRNA noch mit miRNA erzielt
wurde, konnte die Effizienz beider Systeme in dieser Arbeit nicht verglichen und der Nachweis

einer Interaktion von PAX2 und WT1 in Tumorzellen nicht erbracht werden.

4.4.1 Ursachen fur ineffiziente RNA-Interferenz

Im Folgenden werden wesentliche Faktoren besprochen, die fiir das Gelingen der RNA-
Interferenz von Bedeutung sind. Damit sollen Ursachen fiir die nicht nachweisbare

Expressionsreduktion von PAX2 und WT1 herausgearbeitet werden.

4.4.1.1 Transfektionseffizienz

Ein wesentliches Kriterium fiir das Gelingen von Transfektionsversuchen ist die Effizienz, mit
der die Zellen transfiziert werden (128). Die Transfektionseffizienz ist von mehreren Faktoren
abhingig:

1. Von der verwendeten Zelllinie, deren Passage und Wachstumsdichte.

Verschiedene Zelllinien sind unterschiedlich schwer zu transfizieren (129). Es wurden Zelllinien
verwendet, bei denen die Transfektionseffizienz in den Versuchsoptimierungen mindestens 60 %
betrug, und die einen Expressionslevel von WT1 und PAX2 im mittleren Detektionsbereich
(2.2.12.2) aufwiesen, da ein niedriger Expressionslevel des Zielgens die Effizienz der RNA-
Interferenz mindert (130, 131). Mit zunehmender Passage konnen sich die Eigenschaften von
Zellen, einschlieBlich ihres Expressionsprofiles, verdndern (132). Es wurden deshalb Zellkulturen
niedriger Passage oder frisch kultivierte Zellen, verwendet. Fiir die mit dem Nucleofector® von
Amaxa transfizierten Suspensionszellen (2.2.21.1) wurde eine Zelldichte von 1-10°-2-10°/Ansatz
gewihlt. Dies liegt in dem vom Hersteller empfohlenen Bereich von 2:10°-2-10° Zellen/Ansatz.

Die Zellzahl der mit RNAiFect® von Qiagen transfizierten adhdrenten Zellen (2.2.22.1) wurde so



Diskussion 99

bemessen, dass die Zellen zum Zeitpunkt der Transfektion eine vom Hersteller empfohlene
Konfluenz von 70-80 % aufwiesen. Eine zu geringe Zellzahl mindert die Transfektionseffizienz
und erhoht die transfektionsbedingte Toxizitit.(129).

2. Von der Reinheit der verwendeten siRNA und miRNA.

Durch unsaubere Aufarbeitung der miRNA-Vektoren aus den Bakterien, oder durch DNA-
Kontamination der miRNA, bzw. siRNA, kann die Transfektionseffizienz stark beeinflusst
werden (133). Eine Verunreinigung ist bei der in dieser Arbeit verwendeten miRNA und siRNA
unwahrscheinlich. Die Losungen wiesen eine hohe spektrophotometrisch bestimmte Reinheit auf.
3. Von der Transfektionsmethode (129, 134).

Fir die jeweilige Zelllinie wurde die nach unseren Erfahrungen effizienteste
Transfektionsmethode verwendet, um in den Zellen einen maximalen Effekt der RNA-Interferenz
zu ermoglichen. Wir verwendeten zwei verschiedene Prinzipien der Transfektion: Die
Nukleofektion (2.2.21.1) und die Lipofektion (2.2.22).

Der Nucleofector® von Amaxa arbeitet nach einer speziellen Form der Elektroporation. Er bietet
gerade fiir DNA-Vektoren, wie es bei den miRNA-Vektoren der Fall ist, den Vorteil, diese direkt
in den Zellkern zu schleusen. Durch den unmittelbaren nukledren Transport der Nukleinséuren ist
diese Transfektionsmethode vom Zellzyklus unabhéngig. Ein Effekt von transfizierter DNA auf
die Genexpression kann somit schneller als mit anderen Methoden erwartet werden.

Das zweite angewandte Verfahren war die Lipofektion mit RNAiFect® von Qiagen (2.2.22). Die
Lipofektion ermdoglicht keinen direkten Transport in den Zellkern, wodurch der nukledre
Transport zellzyklus-abhéngig ist. Ein Effekt nach der Transfektion mit DNA-Vektoren ist im
Vergleich zur Nukleofektion spédter zu erwarten. Dieser Faktor wirkte sich bei den siRNA-
Versuchen nicht aus, da siRNA-Molekiile transfiziert wurden, die nicht von Vektoren im
Zellkern exprimiert werden und deren Wirkungsbereich im Zytoplasma ist (135).

Mit der Lipofektion lag die Transfektionseffizienz der fluoreszenzmarkierten siRNA zwischen

50 % und 95 %. Mit der Nukleofektion wurde mit den GFP-markierten miRNA-Vektoren eine
Effizienz zwischen 35 % und 65 % erreicht. Fiir das pmaxGFP-Kontroll-Plasmid lag die
Effizienz zwischen 75 % und 80 %. Eine geringere GFP-Expression mit den miRNA-Vektoren
wird vom Hersteller durch Abbau von GFP angegeben. Die tatsdchliche Effizienz soll demnach
iiber der detektierten Effizienz liegen.

Die geringe Transfektionseffizienz bei einem Teil der Versuche wird in diesen Féllen als
Hauptgrund fiir die ineffiziente RNA-Interferenz angesehen.

Uberpriift werden kann die Effizienz mit Hilfe von vektorgebundenen Reportergenen, wie z.B.

dem GFP-Gen, dessen Produkt nach erfolgreicher Transfektion in den Zellen nachgewiesen
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werden kann. Daneben gibt es fiir die vektorungebundenen siRNA die Moglichkeit, sie direkt mit
Fluoreszenzfarbstoffen zu markieren. Die Messung der Fluoreszenz mit Hilfe der
Durchflusszytometrie, wie es in dieser Arbeit durchgefiihrt wurde, ermdglicht jedoch nur eine
nidherungsweise Aussage iiber die Transfektionseffizienz in den einzelnen Ansdtzen. Das
Ergebnis der Messung kann nur eine exakte Aussage iiber die Transfektionseffizienz im
untersuchten Kontrollansatz treffen. Fiir die anderen Ansdtze wird eine dhnliche Effizienz
angenommen, da sie unter gleichen Bedingungen wie der Kontrollansatz hergestellt wurden. Eine
Messung aller Ansétze mit der Durchflusszytometrie ist nicht mdglich, da die Zellen durch die
Messung geschéddigt und danach in einem Sammeltank aufgefangen werden.

Eine Aussage tliber den Erfolg der RNA-Interferenz ldsst sich mit dem Nachweis der
Transfektionseffizienz nicht machen. Sie gibt lediglich an, wie gut die Molekiile in die Zellen

eingedrungen sind.

4.4.1.2 Von der Transfektionseffizienz unabhangige Einflussfaktoren auf die
RNA-Interferenz

1. Die Sequenzen der siRNA- und miRNA-Molekiile.

Verschiedene siRNA-, bzw. miRNA-Sequenzen zeigen eine unterschiedliche Effizienz die Ziel-
mRNA abzubauen (122). Sequenzen anderer Gene mit einer partiellen Homologie zur
Zielsequenz konnen auBlerdem durch die siRNA-, bzw. die miRNA erkannt werden, was zu
unspezifischer Expressionsminderung anderer Gene (off-target-Effekt) und zur ineffektiven
Expressionsminderung des Zielgens fiihren kann (135). Deshalb wurden zur Optimierung
mehrere Sequenzen fiir ein Zielgen ausgetestet. Diejenige Sequenz mit der besten spezifischen
Expressionsreduktion des Zielgens, in Verbindung mit den geringsten unspezifischen Effekten,
sollte ausgewdhlt werden. Unspezifische Effekte auf die Genexpression sollten durch
Expressionsdnderungen des Haushaltsgens PBGD festgestellt werden. Der PBGD-
Expressionslevel zeigte bei allen Versuchen eine gleichbleibend hohe Expression im Bereich von
1-10"". Unspezifische Effekte auf die Genexpression der Zellen sind somit hier unwahrscheinlich.
Eine Punktmutation in der Ziel-mRNA im Hybridisierungsbereich von siRNA, bzw. miRNA,
kann einen Abbau der mRNA durch RISC verhindern (89). Die Sequenzierung der siRNA- und
miRNA-Zielsequenzen in den verwendeten Zelllinien konnte zeigen, ob Mutationen mit ein

Grund fur die ineffiziente RNA-Interferenz sein konnten.
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2. Die mRNA-Sekundarstruktur

Die Sekundirstruktur der Ziel-mRNA beeinflusst die mRNA-Prozessierung und wirkt sich
dadurch auf die Effizienz der RNA-Interferenz aus (136). Bei entsprechender Faltung der mRNA
konnte ein Angreifen der in RISC eingebundenen siRNA- bzw. miRNA an die spezifischen
Sequenzen gestort und so eine Degradierung der PAX2-, bzw. WT1-mRNA erschwert worden
sein.

3. Der im Plasmid eingebundene Promotor

Bei Vektorsystemen, wie den miRNA-Vektoren, ist es mdglich, dass der Promotor in der
verwendeten Zelllinie auf Grund epigenetischer Modifizierungen wie Methylierung inaktiv ist
(137), und die miRNA-Sequenz nicht transkribiert werden kann.

4. Expressionsreduktion essentieller Gene.

Bei RNAI gegen diese beiden fiir das Uberleben von Tumorzellen essentiellen Gene (21, 37, 40,
63) ist denkbar, dass diejenigen Zellen absterben, die erfolgreich transfiziert wurden, wenn die
Expression des Zielgens unter einen fiir das Uberleben der Zelle notwendigen Level reduziert
wurde. Ein Effekt auf mRNA-Ebene wire dann nicht nachzuweisen, da die RNA der
abgestorbenen Zellen zwischenzeitlich abgebaut worden wére. So konnte man annehmen, dass
nur die Zellen tliberleben, die nicht bzw. nicht effizient genug transfiziert wurden und nur deren
mRNA gemessen werden konnte. Damit konnte eine stattgefundene reduzierte Expression des
essentiellen Gens nicht nachgewiesen werden.

Es ist zu vermuten, dass ein Zusammenspiel mehrerer der hier besprochenen Faktoren fiir die

ineffektiven RN A-Interferenz-Versuche verantwortlich ist.
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5 Zusammenfassung

Das PAX2-Gen kodiert einen Transkriptionsfaktor, der eine bedeutende Funktion bei der
Entwicklung vieler Organe wihrend der Embryogenese einnimmt. Die Expression nimmt nach
Abschluss der Zelldifferenzierung ab. Demgegeniiber konnte in zahlreichen humanen
Neoplasien eine Uberexpression von PAX2 beobachtet werden, die wichtig fiir das Uberleben
und Wachstum von Tumorzellen zu sein scheint.

In dieser Arbeit wurde die Expression von PAX2 und zwei der vier bekannten Splicevarianten
(+Exon 6 und +Exon 10) sowie die Expression der in unserer Arbeitsgruppe neu entdeckten
Intron 9-positiven Splicevariante in Zelllinien solider Tumore und Lymphome auf mRNA-Ebene
(quantitative Real-Time-PCR, LightCycler®-Prinzip) und Proteinebene (Western-Blot)
untersucht. Zwischen den Zelllinien solider Tumore und Lymphome konnte kein Unterschied
des Expressionsmusters und des Expressionslevels von PAX2 sowie der untersuchten
Splicevarianten auf mRNA- und Proteinebene festgestellt werden. Thre Expression konnte somit
nicht spezifisch hdmatologischen bzw. soliden Tumorzelllinien zugeordnet werden. PAX2 und
die drei Splicevarianten konnten auch in Gesundblutproben nachgewiesen werden. Die medianen
Expressionslevel lagen hier auf mRNA-Ebene stets iiber denen der Zelllinien. Der Nachweis von
PAX2-(Splicevarianten) mRNA im Blut ist folglich nicht tumorspezifisch und kann somit nicht
als MRD-Marker herangezogen werden. Auf Proteinebene konnte PAX2 ebenfalls im
Gesundblut nachgewiesen werden. Ob es einen Unterschied zwischen gesunden und malignen
Zellen hinsichtlich der Lokalisation und der Funktion des PAX2 Proteins (Zytoplasma/ Nukleus)
gibt, muss in weiteren Untersuchungen gezeigt werden. Zusétzlich konnten alle Splicevarianten
im Kolonkarzinomgewebe detektiert werden. Insbesondere hier, aber auch in einigen Zelllinien,
fiel auf, dass fiir die Splicevarianten, vor allem fiir die Variante +Intron 9, eine hohe Expression
detektiert werden konnte, wihrend mit der das PAX2-Transkript splicevarianten-unabhéngig
detektierenden PCR in diesen Proben keine Expression gemessen werden konnte. Dies ldsst
annehmen, dass im Detektionsbereich dieser PCR Verdnderungen wie Mutationen oder
unbekannte Splicevarianten im Sinne des Intron 9 vorliegen. Die Verdnderungen scheinen
hdufiger in malignen Zellen aufzutreten, da das Phinomen im Gesundblut nur in einem von 11
Féllen beobachtet werden konnte.

In einem weiteren Teil der Arbeit wurde die Expression des Transkriptionsfaktors WT1 sowie
die der Exon 5- und KTS-positiven WT1-Splicevarianten in den gleichen Zelllinien auf mRNA-
Ebene untersucht. WT1 spielt eine bedeutende Rolle bei der Entwicklung der Niere und des

Urogenitaltraktes. Dariiber hinaus konnte eine Uberexpression in vielen Tumorerkrankungen
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gefunden werden, die analog zu PAX2 fiir das Uberleben und Wachstum der Tumorzellen
bedeutend zu sein scheint. Eine in der embryonalen Niere gezeigte, wechselseitige Interaktion
der beiden Gene, bei der PAX2 den WTI1-Promotor aktiviert und WT1 zur PAX2-
Expressionsreduktion fiihrt, wird auf Grund korrelierender Expressionsmuster auch in mehreren
Tumorentititen vermutet.

Die Lymphom-Zelllinien zeigten hier, im Vergleich zu den Zelllinien solider Tumore, eine
bedeutend niedrigere Expression, was mit Ergebnissen anderer Arbeiten {ibereinstimmt. Fiir die
untersuchten WT1-Splicevarianten konnte hier kein Unterschied zwischen beiden Tumorgruppen
gezeigt werden. So wie auch fiir PAX2 beobachtet, konnte fiir WT1 in einigen Zelllinien, vor
allem von Lymphomen, eine Splicevarianten-Expression auf mRNA-Ebene detektiert werden,
nicht aber das Transkript der splicevarianten-unabhidngigen WT1-PCR. Dies ldsst auch hier das
Vorliegen von Veridnderungen im Detektionsbereich dieser PCR annehmen und kdnnte mit am
Expressionsunterschied zwischen den Zelllinien solider Tumore und Lymphome beteiligt sein.
Zur Priifung der vermuteten Interaktion wurden die Expressionslevel von PAX2 und WT1 sowie
der betrachteten Splicevarianten korreliert. Nur fiir das splicevarianten-unabhingige PAX2-
Transkript und WT1 +Exon 5 ergab sich bei den Lymphom-Zelllinien eine signifikante lineare
Korrelation. Fiir die anderen Gréflen konnte nur bei einem Teil der Zelllinien eine Interaktion
vermutet werden. Ein allgemeines, bzw. splicevarianten-spezifisches Regulationsprinzip fiir
PAX2 und WTI1 in verschiedenen Tumorentititen konnte daher nicht gezeigt werden.
Moglicherweise sind die in der embryonalen Niere bekannten wechselseitigen Regulationen in
Tumoren nicht vorhanden, und die in fritheren Arbeiten angenommenen Interaktionen von WT1
und PAX2 bestehen nur zuféllig. Andererseits konnten die fehlenden Anhaltspunkte fiir eine
Interaktion durch die eingeschrinkte Aussagekraft der splicevarianten-unabhéngigen PAX2- und
WTI1-PCR mit bedingt, oder sie konnten Hinweise auf Modulatoren sein, die eine potentiell
vorhandene Interaktion beeintrachtigen. Dabei mag es sich um unterschiedliche Splicevarianten-
Expressionsmuster in den Zelllinien, epigenetische Verdnderungen oder Mutationen handeln, wie
die hier in einigen Zelllinien festgestellte Mutation in WT1-Exon 9, die zum Affinitatsverlust zu
WTI1-Zielsequenzen fiihrt.

Funktionell konnte die Interaktion der beiden Gene hier nicht gezeigt werden und muss in
weiteren Studien gepriift werden. Waren PAX2 und WT1 in gemeinsame Signalwege integriert,
konnte die Fortleitung von Aktivierungssignalen in mehrere untergeordnete Signalwege an
dieser Schnittstelle unterbunden werden. Der Nachweis einer Interaktion konnte somit neue
therapeutische Interventionsmoglichkeiten erdffnen und das Verstindnis der Tumorzell-

regulation vertiefen.
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