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1. Einleitung

1.1 Organogenese

Die Organogenese beschreibt den Prozess der Bildung der verschiedenen Organe und Gewebe in
einem Organismus. Wahrend der Embryonalentwicklung bilden sich beim Menschen am
16. Entwicklungstag die drei Keimschichten (Ektoderm, Mesoderm und Endoderm). Aus dem Ektoderm
entstehen unter anderem die Haut, das Nervensystem und die Sinnesorgane.! Aus dem Mesoderm
entstehen z.B. Muskeln, Knochen und BlutgefiaRe,? wihrend aus dem Endoderm unter anderem Darm,

Leber und Bauchspeicheldriise hervorgehen®.

Die Organogenese wird durch verschiedene Signalwege wie z.B. den Notch-, den Wnt- und den
Hedgehog-Weg, streng kontrolliert.* > Solche Signalwege regulieren die Expression bestimmter Gene,
die wiederum die Differenzierung steuern. Die Organogenese kann durch verschiedene
Umweltfaktoren gestdrt werden, z. B. durch Toxine®, Strahlung’ oder Infektionen®. Diese Faktoren
kénnen die normale Expression stéren, was zu schwerwiegenden Stérungen der Entwicklung fiihren

kann.

Die Mechanismen der Organogenese zu verstehen, ist fiir die Vorbeugung und die Behandlung von

Krankheiten, sowie fiir die Entwicklung regenerativer Therapien, wichtig.
1.2 Das Wilms-Tumorprotein (WT1)

Das Wilms-Tumorprotein (WT1) ist ein Transkriptionsfaktor, das aber auch in der post-
transkriptionellen Expressionsregulation eine Rolle spielt. WT1 hat eine wichtige Rolle wahrend der
Organogenese. Besonders gut untersucht ist seine Rolle bei der Entwicklung der Nieren und Gonaden.
Der Transkriptionsfaktor wurde nach dem Wilms-Tumor benannt, einer Form von Nierenkrebs, die mit
inaktivierenden Mutationen im WT1 Gen einhergehen kann. Aufgrund seiner méglichen Rolle in der
Tumorgenese ist WT1 als Ziel therapeutischer Interventionen Gegenstand umfangreicher

Forschungsarbeiten.

Das WT1 Protein enthalt vier Zinkfinger-Domanen, die an spezifische DNA-Sequenzen binden und so
die Expression von Zielgenen regulieren kénnen.’® WT1 bindet an ein hoch konserviertes GC-reiches
Fragment.’® 11 |n der Zinkfingerregion des WT1 lokalisierte Sequenzen vermitteln eine nukleire
Lokalisation des Transkriptionsfaktors WT1.22 WT1 kann in seiner Aktivitdt durch Phosphorylierung
reguliert werden.'®* Uber die Signalwege, die Regulation dieses vermitteln ist jedoch bisher wenig
bekannt. WT1 kann die Expression seiner Zielgene sowohl| aktivieren als auch hemmen.* > WT1
reguliert unter anderem Gene, die fir Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren®™?,
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Transkriptionsfaktoren®2, extrazelluldre Proteine?' 22 und Zellzyklusregulatoren?® kodieren.



Das WT1 Gen besteht aus 10 Exons, und weist mehrere Transkriptvarianten aufweist, die durch
alternatives SpleiBen? 2°> und der Nutzung von unterschiedlichen Promotoren entstehen?® ?’. Diese
Transktiptvarianten haben unterschiedliche Eigenschaften und Funktionen. Die haufigsten
SpleiRvarianten von WT1 sind die WT1(+KTS) und WT1(-KTS) Variante.?* Die Kiirzel +KTS und -KTS
beziehen sich auf das Vorhandensein bzw. Fehlen von drei Aminosauren (Lysin, Threonin und Serin).
Diese drei Aminosauren werden durch alternatives Spleillen von Exon 9 zwischen die Zinkfinger 3 und
4 in das Protein eingefiigt.?* Diese beiden WT1 Splicevarianten unterscheiden sich wesentlich in ihrer
DNA Bindungsaffinitat. Der Isoform WT1(-KTS) fehlt die KTS-Sequenz, und es hat sich gezeigt, dass sie
im Vergleich zu WT1(+KTS) eine deutlich héhere DNA Bindungsaffinitit aufweist.?? Die Isoform
WT1(+KTS) enthédlt die zusatzliche KTS-Aminosduresequenz. Hier wird angenommen, dass die
zusatzlichen Aminosduren KTS RNA-Bindungsspezifitat verleihen.?*3! Das Verhiltnis von WT1(+KTS) zu
WT1(-KTS) Protein, ca. 60 zu 40 %, ist zwischen den Geweben konserviert.?* 32 Eine unausgewogene
Expression der beiden Isoformen kann zu Entwicklungsanomalien fiihren.3® Weitere SpleiRvarianten
des WT1 umfassen WT1-A, WT1-B und WT1-C.?* Diese Isoformen entstehen durch alternatives
SpleiBen von Exon 5, 7 bzw. 8 (zusammengefasst in Scharnhorst et. al**). Unerwarteter Weise
verursachte die selektive Ablation der WT1-Isoformen, die Exon 5 enthalten, keinen offensichtlichen
Phanotyp bei Mausen. Dies lasst eine funktionelle Redundanz zwischen den verschiedenen WT1

Isoformen wahrend der Embryonalentwicklung vermuten.

WT1 wird wahrend der Embryonalentwicklung in einer Vielzahl von Geweben exprimiert, unter

1.3 Neben seiner Rolle in

anderem in den Nieren, Gonaden, der Leber, dem Herzen und dem Mesothe
der Entwicklung wurde die WT1 Expression auch in erwachsenen Geweben und Zellen beobachtet,
hauptsachlich in den Nieren®” und im Knochenmark®® und Fettgewebe3® %°, In normalen Geweben ist
die WT1 Expression auf bestimmte Zelltypen und Entwicklungsstadien beschrankt. Faktoren, die diese
sehr selektive Expression des WT1, in diesen wenigen Zelltypen, aktivieren sind bisher nur wenige
bekannt. Bisher konnte nur der Hypoxie-induzierbare Faktor (HIF) als aktivierender

Transkriptionsfaktor der WT1 Expression beschrieben werden, jedoch gibt es vermutlich noch weitere

regulierende Faktoren.*"*

Seine wichtige Rolle in der Embryonalentwicklung erlangt WT1 durch seinen Einfluss durch die
transkriptionelle Regulation verschiedener zellularer Prozesse, wie z. B. Zellproliferation, Apoptose
und DNA-Reparatur.®® WT1 befihigt Zellen, zwischen einem epithelialem und mesenchymalem
Zustand zu wechseln.** > Es konnte gezeigt werden, dass diese Transition in embryonalen

Zellaggregaten von WT1-Knockout-Mausen nicht mehr stattfindet.*

Mutationen im WT1-Gen werden mit verschiedenen Krankheiten in Verbindung gebracht, darunter
Wilms-Tumor?®’, Denys-Drash-¥’, Frasier-3* ¢ und WAGR-Syndrom?>. Der Wilms-Tumor ist Nierenkrebs,
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der hauptséachlich Kinder betrifft. In 5-10 % der Tumore sind inaktivierende Mutationen im WT1 Gen
fur die Tumorentwicklung verantwortlich.** Es wird angenommen, dass der Wilms-Tumor entsteht,
wenn in der Embryonalentwicklung pluripotente mesenchymale Stammzellen nicht in Glomeruli und
Tubuli differenzieren, sondern weiter proliferieren.*” 4> >0 Das Denys-Drash-Syndrom ist eine seltene
genetische Storung, die durch die Entwicklung einer Nierenerkrankung und mannlichen

Pseudohermaphroditismus gekennzeichnet ist.>!

Das Frasier-Syndrom ist eine Erkrankung, die durch
die Entwicklung von Glomerulosklerose und mannlichem Pseudohermaphroditismus gekennzeichnet
ist.>? Patienten mit WAGR Syndrom weisen schwere Entwicklungsstérungen auf, die die Entwicklung

von Wilms-Tumoren, Aniridie, genitourindre Fehlbildungen und geistiger Retardierung beinhalten.>

WT1 spielt auch bei der Entwicklung weiterer Krebsarten eine Rolle. Bei verschiedenen Krebsarten,
darunter Karzinomen der Lunge®*, des Darms>®, des Thymus®®, der Brust®’, Plattenepithelkarzinom des
Kopfes und Halses®®, als auch in Sarkomen der Knochen und Weichteile® und in Leukdmien®, wird
WT1 GbermaRig stark exprimiert, wohingegen es im Wilms-Tumor durch Mutation des WT1 zu einer
fehlenden Expression oder Funktion kommt*°. Diese Beobachtungen legen nahe, dass WT1 eine duale
Rolle als Tumorgen und als Tumorsuppressor spielt, da es die Bildung von Wilms-Tumoren verhindert
kann, jedoch unter bestimmten Bedingungen die Proliferation bosartiger Zellen férdert®!. Diese
gegensatzliche Rolle lasst sich moglicherweise dadurch erklaren, dass WT1 in einem unterschiedlichen
Zellhintergrund als Aktivator und als Suppressor eines Gens agieren kann.5% © Die gezielte Behandlung
von WT1 positiven Krebsarten mit immuntherapeutischen Ansatzen, die sich gegen das WT1 richten,
hat sich in praklinischen Studien und klinischen Versuchen als vielversprechend erwiesen.®* Die

Entwicklung wirksamer Therapien, die auf WT1 abzielen, ist jedoch noch nicht abgeschlossen.
1.3 Die Rolle des WT1 der Nephrogenese

WT1 hat sich als wichtiger Regulator der Nierenentwicklung erwiesen, der eine entscheidende Rolle
bei der Differenzierung und Erhaltung von Nierenvorliduferzellen spielt.®>* Um die Proliferation und
Differenzierung der Vorlauferzellen zu steuern, interagieren wahrend der Entwicklung der Nieren
verschiedene Zelltypen miteinander. Durch die Aktivierung unterschiedlicher Signalwege wird so die

Entwicklung verschiedener Zelltypen koordiniert.

Die Nieren entwickeln sich aus dem intermedidren Mesoderm, einer Gruppe von Zellen, die sich
entlang der Mittellinie des Embryos bildet.®® Diese Zellen exprimieren auch WT1.%> Das intermediire
Mesoderm umgibt den epthelialen Wolffschen Gang, den es zum Aussprossen einer Ureterknospe
anregt. Das Mesenchym und die aussprossende Ureterknospe interagieren, was zur weiteren
Verzweigung der Ureterknospe flihrt. Diese tubulare Struktur der sich verzweigenden Ureterknospe
ist der Ursprung des sich immer weiter verzweigenden Sammelrohrsystems.®® Durch weitere

Interaktion des sich teilenden Ureters mit dem umgebenden Mesenchym kommt es zur Kondensierung
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des Mesenchyms im Bereich der Ureterspitze. Durch mesenchymaler zu epithelialer Transition in
diesem kondensierten Teil des Mesenchyms bildet sich ein Nierenbldschen. Aus dem Nierenbldschen
entwickelt sich ein S-férmiger Gang, der Ursprung des Nephrons. Der S-férmige Gang verlangert sich
und verschmilzt an einem Ende mit dem Sammelrohr.®” Am entgegengesetzten Ende bildet sich der
Glomerulus aus. Das Zwischenstiick des S-férmigen Ganges verlangert sich nochmals und wird zum

Tubulussystem mit proximalem Tubulus, Henle-Schleife und distalem Tubulus.®”

Die Expression des WT1 im Mesenchym der Nierenanlage ist flir eine ordnungsgemalie Ausbildung von
Nephronen unabdingbar.?®® In der Nierenentwicklung wird WT1 in den frilhen mesenchymalen
Vorlduferzellen der Nephrone exprimiert.® Es ist fiir die mesenchymalen zu epithelialen Transition
dieser Vorlduferzellen und damit fiir ihre Differenzierung notwendig® Die Wt1 Expression nimmt im
Laufe dieser Entwicklung im Tubulussystem der Nephrone ab®®, und in der adulten Niere wird WT1 nur
noch im Glomerulus in den Podozyten exprimiert’. Es konnte gezeigt werden, dass WT1 die Expression
von Genen reguliert, die an der Proliferation und Differenzierung des Mesenchyms und an der Bildung
des Nephrons beteiligt sind, wie z. B. Pax2'® und Wnt4°%2. Dariiber hinaus hat sich gezeigt, dass WT1 die
Expression von Genen reguliert, die an der Bildung und Funktion des Podozyten beteiligt sind, wie z.B.
Nephrin’* und Podocin’?. Mutationen im WT1-Gen werden mit verschiedenen Nierenerkrankungen in
Verbindung gebracht, darunter Wilms-Tumor3” 5% 73, fokal segmentale Glomerulosklerose’® und

nephrotisches Syndrom”.

1.4 WT1 als geschlechtsregulierender Faktor

WT1 spielt eine entscheidende Rolle bei der Ausdifferenzierung der embryonalen Gonadenanlage.?” 53

Die Gonaden von Saugetieren werden durch Gewebe gebildet, das sich aus dem intermedidren

t.”® Die Etablierung der bipotenten

Mesoderm auf beiden Seiten der embryonalen Mittellinie abgeleite
Gonadenanlage erfolgt geschlechtsunspezifisch bei XX- und XY-Individuen und ist bei Ratten und
Mizusen bis ca. 12 Tage nach der Empfingnis abgeschlossen.”® Aus Teilen des intermediiren
Mesoderms entwickelt sich das Mesonephros, die sogenannte Urniere. Hier bilden sich die
Urogenitalkandle. Zu diesem sehr friihen Zeitpunkt in der Embryonalentwicklung kénnen diese Blut
filtern und Primarharn bilden. Diese Filtrationsleistung hat jedoch keinen Einfluss auf die Entwicklung
des Embryos. Das Mesonephros verdickt sich zu einer Seite und bildet die Gonadenanlage aus. Die
primordialen Keimzellen fangen an, zwischen die bisher undifferenzierten somatischen Zellen der
Gonadenanlage einzuwandern. Die weitere Entwicklung der bipotenten Gonaden zu Testes oder Ovar
wird durch das Vorhandensein oder Fehlen des SRY-Gens auf dem Y-Chromosom bestimmt. Ist das
SRY-Gen vorhanden, leitet es die Differenzierung der Gonaden in Hoden ein.”” SRY und sein wichtigstes

Zielgen Sox9 (sex-determining region Y-box 9) fordern die Differenzierung von Sertoli-Zellen, was

wiederum eine Voraussetzung fiir die Bildung des Samenstrangs im Hoden ist.”®7° Die Hoden beginnen
4



dann, Testosteron zu produzieren, das die Entwicklung des mannlichen Fortpflanzungssystems fordert.
Fehlt das SRY-Gen, entwickeln sich die Gonaden zu Ovarien. Die Entwicklung des weiblichen
Fortpflanzungssystems wird zudem durch andere Faktoren wie das Vorhandensein des WNT4-Gens

und des RSPO1-Gens beeinflusst.?” 8!

Fur die Weiterentwicklung der bipotenten Gonadenanlage ist WT1 notwendig.®® Die Expression von
WT1 ist wihrend der Entwicklung der Gonaden stark reguliert.3> WT1 ist im Mesonephros und in der
bipotenten Gonadenanlage von Maiusen vorhanden.3? Die Expression von WT1 wird in den
somatischen Zellen nachgewiesen®” und ist entscheidend fiir die Differenzierung von Sertoli-Zellen des
Hodens und den Granulosazellen des Eierstocks. Die Expression von WT1 in den somatischen Zellen ist
auch fiir die Migration und das Uberleben der primordialen Keimzellen wichtig.®? Die Expression von
WT1 ist in den fetalen Hoden wahrend der Ausdifferenzierung der Hodenkanalchen am héchsten und
nimmt ab, wenn die Keimzellen in die Meiose eintreten.®3. Im adulten Testis ist WT1 nur noch in
Sertolizellen zu finden.?” 7% 8 & |m adulten Ovar ist die WT1 Expression auf die Granulosazellen
beschrankt.3” Bei Fehlen der WT1 Expression findet die normale Verdickung der Gonadenleiste nicht
statt, was zu einer Gonaden-Agenesie fiihrt.®> Wihrend der Hodendifferenzierung fiihrt eine
konditionale WT1-Deletion in Sertoli-Zellen zur Auflésung der Hodenkanalchen und dem Verlust von
Keimzellen.®® Diese abnorme Entwicklung der Hoden korreliert mit einem Verlust der SOX9
Expression.®® Eine gestdrte WT1-Funktion in XX-Gonaden korreliert mit reduzierter Follikelzahl und

verringerter GroRe der Eierstdcke.?’

WT1 reguliert die Expression einer Reihe von Genen, die an der Gonadenentwicklung beteiligt sind. In
den XY-Gonaden ist WT1 beispielsweise fiir die Expression des geschlechtsbestimmenden Faktors SRY
und des Anti-Miiller-Hormon-Rezeptors 2, der fir die Riickbildung der weiblichen Urogenitalkanale
entscheidend ist, erforderlich.®> 8 % |n den weiblichen Gonaden ist WT1 an der Expression von Genen

wie FOXL und FST beteiligt, die fiir die Differenzierung der Eierstdcke erforderlich sind.*®

Mutationen im WT1-Gen wurden mit einer Reihe von Stérungen der Gonadenentwicklung in
Verbindung gebracht, darunter das Denys-Drash-3’, WARG-3¥ und das Frasier-Syndrom*®. Diese
Erkrankungen zeigen Anomalien in der Gonadendifferenzierung, kénnen zur Entwicklung von
Intersexualitat flihren und haben ein einem erhéhtes Risiko fiir gonadale Tumoren. Neben seiner Rolle
bei der Entwicklung der Gonaden wurde WT1 auch mit der Entwicklung bestimmter Arten von
gonadalen Tumoren in Verbindung gebracht.®! Eine erhéhte WT1 Expression wurde zudem bei
Eierstockkrebs beschrieben.?? %3 In diesen Tumoren ist die Expression von WT1 haufig dysreguliert, was
zu einer abnormen Expression von Genen fihrt, die an der Zellproliferation und -differenzierung

beteiligt sind.



1.5 WT1 in der Hamatopoese

WT1 zeigt eine starke Expression in hdmatopoetischen Stammzellen und Vorliuferzellen®. Es spielt
eine wichtige Rolle bei der Bildung und Differenzierung dieser Zellen, indem es die Genexpression
wahrend der Zelldifferenzierung reguliert.* Hamatopoetische Stammzellen gehen wéihrend der
Embryonalentwicklung aus dem Mesoderm hervor. Wahrend der Hamatopoese differenzieren sich
hdamatopoetische Stammzellen in verschiedene Arten von Vorlauferzellen, die sich dann in reife
Blutzellen wie Erythrozyten, Immunzellen und Thrombozyten differenzieren. WT1 ist an der
Differenzierung bestimmter Blutzelllinien beteiligt. In der myeloischen Linie ist WT1 fir die
Differenzierung der Megakaryozyten, aus denen sich die Blutplattchen bilden, sowie fiir die Produktion
von Neutrophilen, Monozyten und Makrophagen erforderlich.®* °> Im adulten Knochenmark bleibt die
WT1 Expression in hdmatopoetischen Stammzellen und Vorlduferzellen weiterhin erhalten3®, hier
reguliert WT1 die Expression von Genen, die an der Zellproliferation, Differenzierung und dem

Uberleben beteiligt sind. In ausdifferenzierten Blutzellen wird die WT1 Expression herunterreguliert.*®

Mutationen im WT1-Gen wurden mit einer Reihe von Blutkrankheiten in Verbindung gebracht,
darunter akute myeloische Leukdmie (AML) und chronische myeloische Leukdmie (CML).%” Hier ist die
Expression von WT1 erhdht, was zu einer abnormen Genexpression und Zellproliferation fihrt. In den
meisten, jedoch nicht allen Studien, war die gesteigerte WT1 Expression mit einem verringerten
Wachstum und einer gesteigerten Apoptose von akuten myeloischen Leukdmiezellen verbunden.%® %°
Die Rolle von WT1 bei der Differenzierung von Blutzellen und seine Fehlregulierung bei Leukdamie
machen es zu einem wichtigen Ziel fiir die Entwicklung neuer Therapieansatze fiir Blutkrankheiten. So
haben sich WT1-Peptid-Impfstrategien bei myelodysplastischem Syndrom und akuter myeloischer

Leukdmie in ersten Studien als erfolgversprechend erwiesen.'® Zudem haben WT1-spezifische T-Zellen

in praklinischen Studien eine leukdmiehemmende Wirkung gezeigt.1%*

WT1 ist ein potenzieller Biomarker fiir bestimmte Krebsarten. Erhohte WT1-Konzentrationen wurden

im Blut, Urin oder Gewebe von Patienten mit verschiedenen Krebsarten, darunter Leukdamie®® 102,

Eierstockkrebs®, Brustkrebs® und Lungenkrebs®

, nachgewiesen. Die erhohte WT1 Expression bei
verschiedenen Arten von Leukdmie macht es zu einem potenziellen Biomarker fiir die Diagnose und
Uberwachung,%¢1%, So haben AML-Patienten mit hdheren WT1-Werten eine schlechtere Prognose als

Patienten mit niedrigeren Werten.®®

1.6 WT1 Deletion im Tiermodell

Durch Deletion des Wt1 Gens in Mausen wurde die Rolle von WT1 in einer Vielzahl von Geweben und
biologischen Prozessen untersucht. So haben Studien gezeigt, dass WT1 fiir die Entwicklung der Niere

essentiell ist.> %8 Der Verlust von WT1 bei Ma3usen fiihrt zu einem vollstindigen Fehlen der Nieren. In
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diesen Tieren wird das Mesenchym des intermedidaren Mesoderms apoptotisch und ein weiteres
Wachstum der Harnleiterknospe findet nach dem Aussprossen nicht statt.5> %8 Das induzierte Fehlen
der WT1 Expression in Podozyten verursacht eine Glomerulonephritis und mesangiale Sklerose.”? In
den meisten Geweben von Wtl-defizienten Mausen, die normalerweise Wt1 exprimieren wiirden, tritt
Apoptose auf. Diese These, dass WT1 den Zellverlust durch Apoptose verhindert wird auch dadurch

gestiitzt, dass BCL-2, ein wichtiges antiapoptotisches Protein, als WT1 Zielgen beschrieben wurde.%°

Abhdngig vom genetischen Hintergrund sind Mause mit einer homozygoten Deletion des WT1
zwischen dem zwélften Tag und dem Ende der Trichtigkeit letal.5> 11! Die Tiere versterben vermutlich
an Herzversagen. lhre Herzen sind deutlich verkleinert und weisen eine stark reduzierte Wanddicke
auf® %, Zudem gibt es eine verminderte Entwicklung der KoronargefiaRe.!'? Weitere Defekte wurden
im Mesothelgewebe (d.h., Zwerchfell, Peritoneum, Epikard)* ®, den Gonaden® 8% 8 den
Nebennieren® der Milz!'! dem Fettgewebe!'* und Knochen!®® beschrieben. Zudem konnte gezeigt
werden, dass WT1 auch fir die Entwicklung von neuronalen Geweben, insbesondere der Netzhaut

erforderlich ist.'*,

In einem Versuch, die molekulare Funktion des WT1(+KTS)-Proteins zu definieren, wurden transgene
Mause erzeugt, die nur das -KTS-Produkt exprimieren. Tiere mit selektivem Mangel an der WT1(+KTS)
zeigten einen Phinotyp, der an das Frasier-Syndrom beim Menschen erinnert.?? Die Fehlbildungen, d.
h. hypoplastische Nieren und Streak-Gonaden, waren bei den Wt1(-KTS)-defizienten M&usen noch

gravierender.?

Mutationen im WTI1-Gen treten bei >90 % der Patienten mit Denys- Drash-Syndrom (DDS) auf, die
durchweg eine Glomerulosklerose entwickeln. Die Einflihrung einer Trunkierung der Zinkfinger im
murinen Wt1 Gen bewirkt eine schwere Nephropathie, die der bei DDS-Patienten beobachteten

ihnelt.1?®

Die Untersuchungen zu den Folgen einer genetischen WT1 Ablation in Mausen hat wesentlich dazu

beigetragen, das Wissen Uber die Funktion von WT1 zu erweitern.



2. Zielsetzung

WT1 spielt eine wichtige Rolle bei der Entwicklung unterschiedlicher Organe und Mutationen im WT1
Gen bzw. Stérungen der normalen WT1 Expression sind mit verschiedenen Erkrankungen assoziiert. Es
ist wahrend der Embryonalentwicklung in verschiedenen Organen in spezifischen Zellen exprimiert. In
dieser Arbeit soll untersucht werden, welche Gene durch WT1 reguliert werden und wie diese

Regulation die Funktion von WT1 in der Organogenese vermittelt



3. Eigene Arbeiten

3.1 Das Wilms-Tumorprotein WT1 aktiviert die Transkription des Erythropoietin-

Rezeptors in hamatopoetischen Vorlauferzellen.

WT1 wird in verschiedenen Stadien der erythroiden Entwicklung exprimiert.® 16 und spielt eine
entscheidende Rolle bei der Regulierung der Erythropoese in den verschiedenen Stadien.’* In Wt1
Knockout-Mausen fehlt die ordnungsgemaRe Differenzierung von erythroiden Vorlauferzellen. Der
Verlust von WT1 in diesen Zellen fiihrt zu einem Riickgang der reifen Erythrozyten und zu einer Anamie.
Dieses deutet darauf hin, dass WT1 fiir das Uberleben und die Differenzierung erythroider Zellen
erforderlich ist.** Wie dieses durch WT1 vermittelt wird, war bisher unklar. In einer vorangegangenen
Studie mit meiner Beteiligung konnte gezeigt werden, dass WT1 die Expression von Erythropoetin
reguliert.’” Das Hormon, welches den letzten Schritt der Erythropoese reguliert. In der nachfolgenden
Arbeit wurde die Hypothese untersucht, dass WT1 ein direkter transkriptioneller Aktivator des

Erythropoietin-Rezeptor Gens sein kdnnte.

Kirschner KM, Hagen P, Hussels CS, Ballmaier M, Scholz H, Dame C.

The Wilms' tumor suppressor Wtl activates transcription of the erythropoietin receptor in
hematopoietic progenitor cells. FASEB J. 2008 Aug;22(8):2690-701.
https://doi.org/10.1096/fj.07-097576

Der nachfolgende Text entspricht der Gbersetzen Zusammenfassung dieser Arbeit:

»,Das Wilms-Tumorprotein WT1 ist fir die Embryonalentwicklung erforderlich und wurde mit
hamatologischen Erkrankungen in Verbindung gebracht. Da ein WT1 Mangel die Proliferation und
Differenzierung von erythroiden Vorlauferzellen beeintrachtigen kann, haben wir die mogliche Rolle
der transkriptionell aktiven WT1 Isoform, WT1(-KTS), bei der Regulierung der Expression des
Erythropoetin-Rezeptors (EpoR) untersucht. WT1 und EpoR wurden in CD117* hdamatopoetischen
Vorlauferzellen und in mehreren hamatopoetischen Zelllinien gemeinsam exprimiert. CD117* Zellen
von Wtl defizienten Mauseembryonen (Wt17) zeigten eine signifikant geringere
Proliferationsreaktion auf rekombinantes Erythropoetin als CD117* Zellen von heterozygoten (Wt1*")
und  Wildtyp-Wurfgeschwistern (Wt1*7). Die EpoR-Expression war in himatopoetischen
Vorlauferzellen (CD117*), denen Wt1 fehlte, signifikant vermindert, und die erythroide
Koloniebildungskapazitdt war in fetalen Leberzellen von Wtl-defizienten embryonalen Mausen um
mehr als 50% reduziert. WT1(-KTS) erhohte signifikant die endogenen EpoR Transkripte in
transfizierten Zellen. Der proximale EpoR Promotor von Mensch und Maus wurde durch WT1(-KTS) in
transient ko-transfizierten K562 Erythroleukdamiezellen mehr als 10-fach stimuliert. Ein
verantwortliches Cis-Element, das im EpoR Promotor von Mensch und Maus hoch konserviert ist,

wurde durch Mutationsanalyse, elektrophoretischen Mobilitatsverschiebungstest und Chromatin-

9



Immunprazipitationstest identifiziert. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Aktivierung des
EpoR Gens durch WT1 einen wichtigen Mechanismus in der normalen Hamatopoese darstellen

kénnte.” (Ubersetzung durch die Autorin)
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3.2 Wti-Haploinsuffizienz induziert die braune Differenzierung des epididymalen

Fettdepots und mildert Stoffwechselstérungen bei Mausen mit fettreicher Erndhrung.

Der Transkriptionsfaktor WT1 wird spezifisch in Vorlduferzellen des viszeralen, nicht aber des
subkutanen weiRen Fettgewebes exprimiert.3¥ 40 (Zusammenfassende Darstellung in Kirschner et
al.1®) Abhingig von seiner anatomischen Lage wird das weiRe Fettgewebe in subkutane und viszerale
Depots unterteilt, die sich sowohl in ihrer Funktion als auch in ihrem Entwicklungsursprung
unterscheiden.'® 2% Einer zweiten Art von Fettgewebe, dem braunen Fettgewebe, werden positive
Stoffwechseleigenschaften zugeschrieben, da es in der Lage ist, iberschiissige Nahrstoffenergie in
einem als Thermogenese bezeichneten Prozess abzubauen.'?! Braune Fettzellen kommen in zwei
Varianten vor, d. h. entweder in den klassischen braunen Fettdepots oder verteilt in den weiRen
Fettdepots. Im weillen Fettdepot reifen die braunen Fettzellen durch Transdifferenzierung aus weifsen
Fettzellen, die als Reaktion auf Kéiltereize rekrutiert werden.?® Aufgrund ihrer verstreuten
anatomischen Lage wird diese letztere Art von braunen Adipozyten auch als beige oder brite (braun-
weil) Fettzellen bezeichnet. Die subkutane Adipositas ist mit einem glinstigeren Stoffwechselprofil
verbunden als die viszerale Adipositas. Fettleibigkeit und dysfunktionales Fettgewebe sind maRgeblich
an der Entwicklung des metabolischen Syndroms beteiligt. Interessanterweise verursachte die
Induktion eines ubiquitaren Wt1 Knockouts in adulten Mausen innerhalb von ungefdhr acht Tagen eine
signifikante Abnahme sowohl der abdominalen weillen als auch der interscapularen braunen
Fettdepots.!'® Weiterhin wurde bei diesen Tieren eine geringe Reduktion des Vorlduferpools in einigen
viszeralen Fettpolstern festgestellt.?* Mause mit induzierten generalisiertem Wt1 Knockout versterben
innerhalb von 10-14 Tagen an einem Multiorganversagen. In der nachfolgenden Arbeit wurde die

Hypothese untersucht, dass das WT1 ein thermogenes Programm in weilRen Fettzellen unterdriickt.

Kirschner KM, Foryst-Ludwig A, Gohlke S, Li C, Flores RE, Kintscher U, Schupp M, Schulz TJ, Scholz H.
Wt1 haploinsufficiency induces browning of epididymal fat and alleviates metabolic dysfunction in
mice on high-fat diet. Diabetologia. 2022 Mar;65(3):528-540.
https://doi.org/10.1007/s00125-021-05621-1

Der nachfolgende Text entspricht der Gbersetzen Zusammenfassung dieser Arbeit:

»Ziele/Hypothese

Trotz einer dhnlichen Fettspeicherfunktion ist viszerales (intraabdominales) weilRes Fettgewebe (WAT)
schadlich, wahrend subkutanes WAT als Schutz vor Stoffwechselerkrankungen gilt. Neuere
Erkenntnisse deuten darauf hin, dass thermogene Gene, die im braunen Fettgewebe (BAT) exprimiert
werden, vor allem im subkutanen WAT induziert werden kénnen. Hier untersuchen wir die Hypothese,

dass das Produkt des Wilms-Tumor-Gens (WT1), das im intraabdominalen WAT, nicht aber im
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subkutanen WAT und BAT exprimiert wird, ein thermogenes Programm in weilRen Fettzellen

unterdriickt.

Methoden

Heterozygote Wt1 Knockout-Mause und ihre Wildtyp-Wurfgeschwister wurden im Hinblick auf die
thermogene und adipozytenselektive Genexpression untersucht. Die Glukosetoleranz und die
hepatische Lipidakkumulation wurden bei diesen Mausen unter normalen Futter- und fettreichen
Diatbedingungen untersucht. Aus der stromalen vaskuldren Fraktion der BAT isolierte Praadipozyten
wurden mit einem Wt1 exprimierenden Retrovirus transduziert, zur Differenzierung veranlasst und auf

die Expression von thermogenen und adipozytenselektiven Genen untersucht.

Ergebnisse

Die Expression der thermogenen Gene Cpt1b und Tmem26 war erhdht, und die Transkription von Ucp1
war im epididymalen WAT von heterozygoten Wt1 Knockout-Mdausen im Vergleich zu Wildtyp Mausen
im Durchschnitt um mebhr als das Zehnfache erhoht. Wt1 Heterozygotie reduzierte die epididymale
WAT-Masse, verbesserte die Ganzkorper-Glukosetoleranz und milderte die schwere Lebersteatose bei
didtetisch induzierter Fettleibigkeit bei Mausen. Die retrovirale Expression von WT1 in braunen
Praadipozyten, denen endogenes WT1 fehlt, reduzierte die mRNA-Spiegel von Ucp1, Ppargcla, Cidea,
Prdm16 und Cptlb bei der in-vitro-Differenzierung um 60-90 %. Die Ausschaltung von WT1 in
epididymalen Praadipozyten senkte die Transkripte von Aldhlal und Zfp423, zwei wichtigen
Suppressoren des thermogenen Programms, erheblich. Umgekehrt wurden die mRNA-Spiegel von
Aldhlal und Zfp423 durch die retrovirale Expression von WT1 in braunen Praadipozyten um das

Funffache bzw. Dreifache erhoht.

Schlussfolgerung/Interpretation

WT1 fungiert als Bestimmungsfaktor fiir weile Adipozyten in epididymalem WAT, indem es
thermogene Gene unterdriickt. Die Verringerung der Wt1 Expression in diesem und anderen
intraabdominalen Fettdepots kdnnte eine neue Behandlungsstrategie fiir Stoffwechselerkrankungen

darstellen.” (Ubersetzung durch die Autorin)
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3.3 Die Transkriptionsregulierung durch das Wilms-Tumorprotein WT1 deutet auf eine
Rolle der Metalloproteinase ADAMTS16 bei der Entwicklung des Urogenitalsystems der
Maus hin.

WT1 reguliert mehrere Schritte der Gonadenentwicklung. Fehlt bei Mausen die WT1 Expression, dann
wird die Gonadenbildung, sowohl bei Mannchen als auch bei Weibchen, zwar eingeleitet, jedoch
degeneriert das Gewebe aufgrund von Apoptose. Dieses fiihrt zu einer Gonaden-Agenesie.®> Der
geschlechtsbestimmende Faktor SRY und der Anti-Mdller-Hormonrezeptor 2, der fiir die Riickbildung
der weiblichen Urogenitalgdange entscheidend ist, gehdren zu den Genen, die durch WT1 reguliert

8, 8  (Ubereinstimmend wurden bei XY-Patienten mit heterozygoten WT1-

werden.
Keimbahnmutationen eine mannlich zu weiblicher Geschlechtsumwandlung oder Anomalien des
Genitaltrakts beobachtet.?” Eigene Arbeiten konnten bisher dazu beitragen, zu verstehen, iiber welche
Zielgene WT1 die Entwicklung der Gonade reguliert.!?* 13 |n der nachfolgenden Arbeit wurde die
Hypothese untersucht, dass WT1 ein direkter transkriptioneller Aktivator des Adamts16 Gens ist und

wie sich diese Aktivierung auf die Entwicklung der Gonade auswirkt.

Jacobi CL, Rudigier LJ, Scholz H, Kirschner KM.

Transcriptional regulation by the Wilms tumor protein, Wt1, suggests a role of the metalloproteinase
Adamts16 in murine genitourinary development. J Biol Chem. 2013 Jun 28;288(26):18811-24.
https://doi.org/10.1074/jbc.M113.464644

Der nachfolgende Text entspricht der ibersetzen Zusammenfassung dieser Arbeit:

,ADAMTS16 (eine Desintegrin- und Metalloproteinase mit Thrombospondin-Motiven) ist eine
sezernierte Saugetier-Metalloproteinase mit unbekannter Funktion. Wir berichten, dass Adamts16 in
der Maus zusammen mit dem Wilms-Tumorprotein WT1 in den sich entwickelnden Glomeruli der
embryonalen Niere exprimiert wird. Die Adamts16 mRNA-Konzentration wurde durch die Transfektion
embryonaler Mausenieren-Explantate mit Wt1 Antisense-Vivo-Morpholinos deutlich reduziert. Der
Antisense-Knockdown von ADAMTS16 hemmte die Verzweigungsmorphogenese in Nierenorgan-
Kulturen. ADAMTS16 wurde durch in situ mRNA-Hybridisierung und/oder Immunhistochemie auch in
embryonalen Gonaden sowie in Spermatiden und Granulosazellen adulter Hoden und Eierstécke
nachgewiesen. Die Ablation von WT1 durch Transfektion mit Antisense-vivo-Morpholinos erhéhte die
Adamts16 mRNA in kultivierten embryonalen XY-Gonaden (11,5 und 12,5 Tage nach der Empfangnis)
signifikant und reduzierte die Adamts16 Transkripte in XX-Gonaden (12,5 und 13,5 Tage nach der
Empfangnis). Drei vorhergesagte WT1 Konsensmotive konnten im Promotor und in der
5’-untranslatierten Region des murinen Adamts16 Gens identifiziert werden. Die Bindung des WT1-
Proteins an diese Elemente wurde durch EMSA und ChIP Uberpriift. Ein Glihwirmchen-Luciferase-
Reportergen unter Kontrolle des ADAMTS16 Promotors wurde durch transiente Co-Transfektion

menschlicher Granulosazellen mit einem WT1-Expressionskonstrukt rund 8-fach aktiviert. Eine
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schrittweise Verkirzung der 5'-flankierenden Sequenz reduzierte sukzessive die Aktivierung des
ADAMTS16 Promotors durch WT1 und hob sie schlieRlich auf. Diese Ergebnisse zeigen, dass WT1 das
ADAMTS16 Gen in XX- und XY-embryonalen Keimdriisen unterschiedlich reguliert. Es wird vermutet,
dass ADAMTS16 wahrend der urogenitalen Entwicklung der Maus unmittelbar WT1 nachgeschaltet
wirkt. Wir vermuten, dass ADAMTS16 an der Verzweigungsmorphogenese der Nieren bei Mausen

beteiligt ist.“ (Ubersetzung durch die Autorin)
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3.4 Die kupferhaltige Aminoxidase 1 (AOC1) ist ein nachgeschaltetes Zielgen des Wilms-

Tumorproteins WT1 wahrend der Nierenentwicklung.

WT1 wird in der Embryonalentwicklung zunachst im kondensierenden Mesenchym der
metanephrischen Niereanlage exprimiert. Es ist notwendig daflir, dass das Mesenchym die
Harnleiterknospe zum weiteren Verzweigen anregt. In Abwesenheit von WT1 werden die Zellen der
metanephrischen Nierenanlage apoptotisch, die Harnleiterknospe verzweigt sich nicht weiter in das
umgebende Mesenchym, und die Epithelialisierung findet nicht statt.®® In-vitro-
Organkulturexperimenten konnten nachweisen, dass WT1 nicht nur fiir die frihen induktiven
Ereignisse, sondern auch fir die spateren Phasen der Nierenbildung, d.h. der Differenzierung und
Reifung von Nephronen notwendig ist.? In eigenen Arbeiten konnte beschrieben werden, iber welche
Zielgene WT1 auf die Nierenentwicklung Einfluss nimmt.%* 124128 |n der nachfolgenden Arbeit wurde
untersucht, ob WT1 (ber die Regulation des Polyaminsystems Einfluss auf die Nierenentwicklung

nimmt.

Kirschner KM, Braun JF, Jacobi CL, Rudigier LJ, Persson AB, Scholz H.

Amine oxidase copper-containing 1 (AOC1) is a downstream target gene of the Wilms tumor protein,
WT1, during kidney development. J Biol Chem. 2014 Aug 29;289(35):24452-62.
https://doi.org/10.1074/jbc.M114.564336

Der nachfolgende Text entspricht der Gbersetzen Zusammenfassung dieser Arbeit:

,Die kupferhaltige Aminoxidase 1 (AOC1; friher bekannt als Amilorid-bindendes Protein 1) ist ein
sekretiertes Glykoprotein, das den Abbau von Putrescin und Histamin katalysiert. Polyamine und ihr
Diaminvorlaufer Putrescin sind in allen Organismen allgegenwartig und erfiillen zentrale Funktionen
bei Zellwachstum und -vermehrung. Trotz der Bedeutung von AOC1 bei der Regulierung des
Polyaminabbaus ist nur sehr wenig liber die molekularen Mechanismen bekannt, die seine Expression
steuern. Wir berichten hier, dass das Wilms-Tumorprotein WT1, das fiir eine normale
Nierenentwicklung notwendig ist, die Transkription des AOC1 Gens aktiviert. Die Expression eines
Glihwirmchen-Luciferase-Reporters unter Kontrolle des proximalen AOCI Promotors wurde durch
die Co-Transfektion eines WT1 Expressionskonstrukts deutlich verstarkt. Die Bindung des WT1 Proteins
an ein cis-regulatorisches Element im AOC1 Promotor wurde durch einen elektrophoretischen
Mobilitatsverschiebungstest und eine Chromatin-Immunprazipitation bestatigt. Die Antisense-
Hemmung der Translation des WT1 Proteins reduzierte die Aocl Transkripte in kultivierten
embryonalen Nieren und Gonaden von Mausen stark. Die Aocl mRNA-Spiegel korrelierten in
mehreren Zelllinien mit dem WT1 Protein. Eine doppelte Immunfluoreszenzfarbung zeigte eine Ko-
expression von WT1 und AOC1 Proteinen im sich entwickelnden Urogenitalsystem von Mausen und

Ratten. Auffallend ist, dass die induzierten Veranderungen in der Polyamin-Homoostase die
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Verzweigungsmorphogenese kultivierter embryonaler Mausenieren in einer
entwicklungsstadienspezifischen Weise beeinflussen. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die
WT1-abhdngige Kontrolle des Polyaminabbaus, die durch Veranderungen der AOC1 Expression

vermittelt wird, eine Rolle bei der Nierenorganogenese spielt.” (Ubersetzung durch die Autorin)
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3.5 Auffallend konservierte ~ Veranderungen der  Genexpression  von
polyaminregulierenden Enzymen bei verschiedenen Formen von akuter und

chronischer Nierenschadigung.

Die Rolle des Putrescin degradierenden Enzyms AOC1 in der adulten Niere wurde mit der
nachfolgenden Arbeit weiterverfolgt. Hier wurde untersucht, welche Rolle das Polyaminsytem und

speziell das AOC1 in der Nierenschadigung spielt.

Sieckmann T, Schley G, Ogel N, Kelterborn S, Boivin FJ, Fihling M, Ashraf MI, Reichelt M, Vigolo E,
Hartner A, Lichtenberger FB, Breiderhoff T, Knauf F, Rosenberger C, Aigner F, Schmidt-Ott KM,
Scholz H, and Kirschner KM.

Strikingly conserved gene expression changes of polyamine regulating enzymes among various
forms of acute and chronic kidney injury. Kidney Int. 2023 Apr 28;50085-2538(23)00310-1.
https://doi.org/10.1016/j.kint.2023.04.005

Der nachfolgende Text entspricht der Gbersetzen Zusammenfassung dieser Arbeit:

,Die Polyamine Spermidin und Spermin und ihr gemeinsames Vorlaufermolekl Putrescin sind an der
Verletzung und Reparatur von Gewebe beteiligt. Hier testen wir die Hypothese, dass eine gestorte
Polyamin-Homoostase zu verschiedenen Nierenpathologien bei Mausen im Rahmen experimenteller
Modelle fir Ischamie-Reperfusion, Transplantation, Rhabdomyolyse, Cyclosporin-Behandlung,
arterielle Hypertonie, Diabetes, einseitige Harnleiterobstruktion, Flitterung mit hohem Oxalatgehalt
und Adenin-induzierte Verletzungen beitragt. Wir fanden ein bemerkenswert ahnliches Muster bei den
meisten Nierenpathologien mit einer verringerten Expression von Enzymen, die an der
Polyaminsynthese beteiligt sind, zusammen mit einer erhéhten Expression von Polyamin-abbauenden
Enzymen. Die Expression der kupferhaltigen Aminoxidase 1 (Aocl), ein Enzym, das den Abbau von
Putrescin katalysiert, war in gesunden Nieren durch in situ mRNA-Hybridisierung kaum nachweisbar.
Bei verschiedenen experimentellen Nierenschadigungen wurde Aocl in hohem MaRe exprimiert, was
zu einer erheblichen Verringerung des Putrescin-Gehalts der Niere flihrte. Der Gehalt an Spermin in
der Niere war ebenfalls deutlich reduziert, wahrend Spermidin als Reaktion auf eine Ischamie-
Reperfusionsschadigung erhoht war. Die erhdhte Aocl Expression in geschadigten Nieren war
hauptsachlich auf eine Aocl Isoform zurlickzufiihren, die 22 zusatzliche Aminosduren an ihrem N-
Terminus aufweist und eine erhohte Sekretion zeigt. Mause mit Keimbahndeletion von Aocl und
geschadigten Nieren zeigten keine Abnahme des Putrescin-Gehalts der Nieren. Obwohl sie keinen
offensichtlichen Phanotyp aufwiesen, hatten sie weniger tubuldre Ablagerungen nach Ischdamie-
Reperfusionsschadigung. Hyperosmotischer Stress stimulierte die AOC1 Expression auf der
Transkriptions- und Posttranskriptionsebene in metanephrischen Explantaten und Nierenzelllinien. Die

AOC1-Expression war auch nach einer Nierentransplantation beim Menschen deutlich erhoht. Diese
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Daten zeigen, dass die Nieren auf verschiedene Formen von Verletzungen mit einer
Herunterregulierung der Polyaminsynthese und einer Aktivierung des Polyaminabbaus reagieren. Ein
Ungleichgewicht bei den Nierenpolyaminen kann somit zu verschiedenen Ursachen von

Nierenschiden beitragen.” (Ubersetzung durch die Autorin)
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4. Diskussion

4.1 Der Erytropoetin-Rezeptor als WT1 Zielgen

Durch die in Abschnitt 3.1 gezeigte Studie'®® konnte die Rolle von WT1 in der Himatopoiese
tiefgreifender verstanden werden. Diese Studie beschreibt WT1 als neuartigen Transkriptionsaktivator
des EpoR Gens.'? Sie komplementiert eine meiner vorausgegangenen Untersuchungen, die zeigt, dass
WT1 auch fiir die normale Expression von Erythropoetin in der fotalen Leber der Maus erforderlich
ist.117. Somit wirkt WT1 synergistisch auf die Erythropoiese, indem es die Expression des Erythropoetin
Rezeptors in hamatopoetischen Vorlauferzellen aktiviert und die Erythropoietinexpression stimuliert.
Friihere Arbeiten zeigten bereits, dass WT1 unterschiedliche Auswirkungen auf die linienspezifische
Differenzierung von hamatopoetischen Vorliuferzellen haben kann.**°? Eine wichtige neue Erkenntnis
dieser hier vorgestellten Studie ist, dass die reduzierte Proliferation von rhEpo behandelten
hamatopoetischen Vorlauferzellen aus homozygoten Wt1 Knockout-Mausen mit einer geringeren
Expressionsrate des EpoR verbunden ist.!?° Fetale Leberzellen aus homozygoten Wtl1 Knockout-
Mausen hatten ein signifikant geringeres Potenzial zur Koloniebildung unter rhEpo Behandlung. Zudem
wiesen sie auch eine geringere Anzahl von Hamoglobin-positiven Zellen auf als Leberzellen, die aus
heterozygoten Wt1Knockout-Mausen und Wildtypmausen isoliert wurden.'?

Es konnte gezeigt werden, dass es auch bei kompletter Abwesenheit von WT1 noch eine basale EpoR
Expression gibt. Die EpoR Transkripte sind jedoch in hamatopoetischen Vorldauferzellen von
homozygoten WT1 Knockout-Mdusen um etwa 40% reduziert.'”® Dementsprechend entwickeln
Mauseembryonen mit gezielter Inaktivierung des Wt1 Gens weniger schwere Defekte im
hamatopoetischen System als Mause mit homozygotem Knockout des EpoR.13%132 Dije
Transkriptionskontrolle der EpoR Expression zeigt eine funktionelle Redundanz, andere
Transkriptionsfaktoren kdnnen das Fehlen von WT1 in einem gewissen Umfang kompensieren. Dieses
ist nicht verwunderlich, da mit SP1 und GATA1, bereits zwei weitere Transkriptionsaktivatoren des

133135 Fine Uberpriifung der Expression dieser beiden

EpoR Gens beschrieben wurden.
Transkriptionsfaktoren in CD117* Zellen isoliert aus WT1 homozygoten, heterozygoten Knockout- und
Wildtypma&usen zeigte keine Verinderung.!®®

9 zeigen in Kombination mit anderen

Die Ergebnisse, die in Abschnitt 3.1 vorgestellt wurden,?
Studien®® 1% dass eine gestérte Himatopoese mit einer erhéhten WT1-Expression verbunden ist. Dies
deutet darauf hin, dass eine ausgeglichene WT1-Konzentration fiir die normale Differenzierung von
erythroiden Vorlauferzellen unentbehrlich ist. Eine solche dosisabhangige Wirkung ist auch fiir andere
an der Himatopoese beteiligte Transkriptionsfaktoren bekannt, so z.B. fiir GATA3.13%13% Mit dem EpoR

Gen wurde zum ersten Mal ein Mitglied aus der Superfamilie der hdmatopoetischen Zytokinrezeptoren

als transkriptionales Ziel von WT1 beschrieben. Diese Aktivierung des EpoR Gens durch WT1 kdnnte
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ein wichtiger Mechanismus in der normalen Hamatopoese der Maus sein. Darliber hinaus kénnten
jedoch auch weitere WT1 regulierte Gene zu der verringerten Erythropoetin vermittelten Proliferation
von Wt1 defizienten hamatopoetischen Vorlauferzellen beitragen. Genomweite Expressionsanalysen

und WT1 Chromatin Bindungsstudien kdnnen hier weitere Erkenntnisse liefern.

4.2 WT1 unterdriickt die braune Differenzierung der Adipozyten

Die unter Abschnitt 3.2 dargestellte Studie'* zeigt, dass die Haploinsuffizienz von Wt1 ein genetisches
Programm fiir braune Adipozyten im epididymalen weiRem Fettgewebe von Mausen aktiviert. Damit
zeigt sie eine bisher unbekannte Funktion fiir das WT1 auf. Die Daten aus der Veroffentlichung unter
Abschnitt 3.2 deuten darauf hin, dass WT1 ein direkter oder indirekter Repressor der braunen
Differenzierung des weillen Fettgewebes ist. Das viszerale Fettgewebe von Mdausen, zu dem auch das
epididymale weille Fettgewebe gehort, ist normalerweise weniger empfanglich fiir die braune
Differenzierung als das subkutane weiRe Fettgewebe.*" 142 |n der Studie unter Abschnitt 3.2'% wurde
in vivo gezeigt, dass die Aktivierung thermogener Gene im epididymalen weillen Fettgewebe mit der
verringerten WT1 Expression in heterozygoten Wt1 Knockout-Mausen einhergeht. Durch eine
Stimulation der PB3-adrenergen Rezeptoren wurden diese Unterschiede in der Expression von
warmeregulierenden Genen zwischen Wildtyp- und heterozygoten Wt1 Knockout-Mausen beseitigt.
Dies deutet darauf hin, dass die repressive Aktivitdit von WT1 auf die braune Differenzierung des
weillen Fettgewebes durch die Wirkung eines starken B3-adrenergen Stimulus aufgehoben werden
kann. Diese Daten lassen den Schluss zu, dass WT1 die allgemeine Kapazitat zur braunen
Differenzierung des epididymalen weiRen Fettgewebes nicht einschrankt. Es sieht vielmehr so aus,
dass WT1 zur Aufrechterhaltung der weillen Ausdifferenzierung unter unbelasteten Bedingungen, d.h.
in Abwesenheit eines starken Braunungsauslosers, beitragt. Dieses wird auch durch den Befund
bestarkt, dass WT1 die Expression von Aldhlal und Zfp423 in epididymalen Praadipozyten
stimuliert.2® Aus friihere Studien ist bereits bekannt, dass die Deletion von Aldhlal und Zfp423 die
Expression von thermogene Genen in viszeralen Fettdepots induziert.**1%> Zudem konnten in einer
genomweiten ChlIP-Sequenzierungsanalyse in embryonalen Nieren der Maus regulatorische
Sequenzen des Zfp423 Gens gefunden werden, die durch WT1 gebunden sind.'* Diese Befunde deuten
auf eine direkte Interaktion zwischen WT1 und dem Zfp423 Gen hin. Diese Ergebnisse legen somit
nahe, dass WT1 die braune Differenzierung der Adipozyten unterdriickt. Die Konsequenzen, die sich
hieraus im epididymalen Fett von heterozygoten Wt1 Knockout-Mausen ergeben, wurden in der unter
Abschnitt 3.2 angegebenen Studie weiter untersucht.’*® Hier zeigte sich, dass Mause mit einem
heterozygoten Wt1 Gen eine verbesserte Glukosetoleranz und eine weniger starke Auspragung der

diatbedingten Fettleber aufweisen. Die verbesserte Glukosetoleranz steht im Einklang mit dem
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héheren Grundumsatz, der fiir diese heterozygoten Wt1 Miuse gezeigt wurde.’* Es ist bekannt, dass
die Aktivierung der klassischen braunen Fettdepots und die braune Differenzierung der weillen
Fettdepots mit einem giinstigen Stoffwechselstatus verbunden sind. 1710 Diese ldsst den Schluss zu,
dass die braune Differenzierung des epididymalen weiBen Fetts zur Verringerung der
ernahrungsbedingten Lebersteatose und zur Erhéhung der Glukosetoleranz bei Mausen mit nur einem
intakten Wt1 Allel beitragt. Somit konnte sich WT1 als ein potenzielles therapeutisches Ziel bei

Stoffwechselstérungen darstellen.
4.3 WT1 im Urogenitalsystem wahrend der Embryonalentwicklung

ADAMTS16 ist eine Metalloproteinase die in Saugetieren vorkommt. Bisher war ihre Funktion
weitgehend unbekannt. Die in Abschnitt 3.3'%7 gezeigte Arbeit zeigt, dass die Transkription von
Adamts16 durch den Transkriptionsfaktor WT1 reguliert wird. Um ein genaueres Bild Uber die
Auswirkungen dieser Regulation zu bekommen, wurde daher weiterfihrend auch die Funktion des
ADAMTS16 in der Nieren- und Gonadenentwicklung untersucht.!?” Metalloproteinasen spielen eine
wichtige Rolle in der Modulation der mesenchymal-epithelialen Interaktion in der embryonalen Niere
und anderen Geweben.®**** Die Expression von mehreren Matrix-Metalloproteinasen und ihrer
Inhibitoren (MMP-2, MT1-MMP und TIMP-2) wird in der sich entwickelnden Niere rdumlich und zeitlich
sehr streng reguliert.’>> Die Ergebnisse der in Abschnitt 3.3 gezeigte Arbeit!?” konnten in kultivierten
embryonalen Mausenieren zeigen, dass eine reduzierte ADAMTS16 Expression die
Verzweigungsmorphogenese erheblich beeintrachtigt. Dieses sind erste Hinweise, dass ADAMTS16 an
der Nephrogenese beteiligt ist. Wie Adamts16 hier wirkt, konnte bisher nicht geklart werden. Die
Transkriptionskontrolle von Adamts16 durch WT1 kdnnte bei verschiedenen biologischen Prozessen
im embryonalen und adulten Organismus eine Rolle spielen. Die Ablation von WT1 in kultivierten
embryonalen Nieren reduzierte die Adamtsl6 Expression signifikant.'¥” Die Nierenbildung bei
Saugetieren hangt von der wechselseitigen Interaktion zwischen dem metanephrischen Mesenchym
und der einsprossenden, sich verzweigenden Harnleiterknospe ab.®®* WT1 férdert den Ubergang von
Mesenchym zu Epithel in den frithen Stadien der Nierenentwicklung.®> 1°6 Interessant wire eine
weitergehende Analyse ob ADAMTS16 in der epithelialen zur mesenchymalen Differenzierung eine
Rolle spielt. Es gibt erste Hinweise, dass ADAMTS16 nicht nur im embryonalen, sondern auch im
adulten Organismus eine Rolle spielt. Der Knockout des Adamts16 Gens bei Salz-sensitiven Dahl-Ratten
flhrte zu einer Aufspaltung und Verdickung der glomeruldren Kapillaren. Weiterhin konnte eine

deutlichen Senkung des arteriellen Blutdrucks beobachtet werden.*>’

Die Regulation des Adamts16 Gen durch den Transkriptionsfaktors WT1 spielt nicht nur eine Rolle bei
der Nierenentwicklung, sondern konnte auch in der Entwicklung der Gonaden beobachtet werden. Die

Ergebnisse der in Abschnitt 3.3 gezeigte Arbeit!?’ lassen erkennen, dass WT1 die Adamts16 Expression
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in den sich entwickelnden Gonaden zeitabhangig und geschlechtsspezifisch steuert. In kultivierten
XY-Gonadenanlagen aus E11,5 und E12,5 Embryonen erhoht sich nach Ablation der WT1 Expression
die Adamts16 Expression signifikant. In XX-Gonaden ergibt sich ein gegensatzliches Bild. Hier konnte
gezeigt werden, dass die Expression von Adamts16 in XX-Gonadenanlagen zum Entwicklungszeitpunkt
E12,5 und E13,5 durch WT1 Ablation signifikant reduziert wird.?” Somit konnte gezeigt werden, dass
WT1 die Adamts16 Expression in XY-Gonaden wahrend der friihen Entwicklungsstadien hemmt, und
dass es die Adamtsl6 Expression in XX-Gonadenanlagen zu spateren Entwicklungszeitpunkten
stimuliert. Diese Erkenntnis steht im Einklang mit der Tatsache, dass beide Proteine nicht in den selben
Zellen der XY-Gonade zusammen lokalisiert werden konnten. In der in Abschnitt 3.3 gezeigten Arbeit'?’
konnte ein entwicklungsabhangiger Anstieg von Adamts16 nachgewiesen werden. Die Stimulation der
Adamts16 Expression durch WT1 kdnnte hierzu beitragen. Die gegensatzliche Regulation der
Adamts16 Expression durch WT1 in XX- und XY- Gonaden ist nicht Gberraschend, sondern wurde schon
fiir andere Zielgene des WT1 beschrieben. Hier wurde gezeigt, das WT1 in unterschiedlichen Geweben
ein Zielgen sowohl aktivieren als auch reprimieren kann.®* ® Dieses kdnnte mit der physischen
Interaktion von WT1 mit anderen Proteinen bei der Kontrolle der Gentranskription
zusammenhangen.’>® Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass die Transkription des Adamts16
durch das WT1 geschlechts- und gewebespezifisch reguliert wird. Welche Auswirkungen diese
regulatorische Verbindung fiir die Gonaden Entwicklung hat, muss in weiterfiihrenden Studien geklart

werden.

4.4 Die Rolle des durch WT1 regulierten Enzyms AOC1 in der Nierenentwicklung und der

Nierenschadigung

Die Niere von Saugetieren entwickelt sich durch Verzweigung des Ureters im Mesenchym und der
Ausdifferenzierung der tubuldren Strukturen. In-vitro-Experimente an Organkulturen haben gezeigt,
dass WT1 fir die frithen induktiven Prozesse, wie der Verzweigung des Ureters essentiell ist.5® 1% |n
der unter Abschnitt 3.4 gezeigten Studie'® konnte eine signifikante Verringerung der Anzahl der
Ureterverzweigungen nach WT1 Knockdown nicht nur in sehr frithen Stadien der Nierenentwicklung,
sondern auch zu spateren Entwicklungsstadien nachgewiesen werden. Dieser Einfluss von WT1 auf die
Ureteverzweigung wird durch seine Zielgene vermittelt. In der in Abschnitt 2.3 dargestellten Studie?®°
konnte bereits ADAMTS16 als ein Zielgen von WT1 ermittelt werden, welches diese Funktion des WT1
in der Nierenentwicklung vermitteln kénnte. Die Ergebnisse der unter 2.4 beschriebenen Studie!®
deuten darauf hin, dass die transkriptionelle Aktivierung des Aocl Gens durch WT1 ebenfalls zur
Morphogenese der Niere beitragen kdonnte. AOC1 ist eine Aminoxidase, die das Diamin Putrescin
abbaut. In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass das Aocl Gen direkt durch WT1 aktiviert wird.26°

Die Auswirkungen dieser Regulation auf die Nierenentwicklung wurden an embryonalen
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Nierenkulturen untersucht. Die Verabreichung von rekombinant hergestellten AOC1 reduzierte
signifikant die Verzweigung der Harnleiterknospen in embryonalen Nierenexplantaten der Maus zum
Entwicklungszeitpunkt E11,5.2° Demgegeniiber stimulierte die Hemmung der endogenem AOC1
Enzymaktivitdt mit Aminoguanidin die in-vitro-Nephrogenese zu diesem Entwicklungsstadium.® In
Ubereinstimmung mit dieser Beobachtung wurde bereits friiher gezeigt, dass die Hemmung von ODC1,
dem Putrescin synthetisierenden Enzym, die Zellproliferation und die Bildung von
Ureterverzweigungen in Nierenexplantaten von Mausen zum Entwicklungszeitpunkt E11,0
reduziert.’® Somit scheint eine Verinderung der Putrescinmenge einen Einfluss auf die
Ureterverzweigung zu haben. Der genaue Mechanismus, wie Putrescin hier in die Nierenentwicklung
eingreift, ist nicht bekannt. Eine Moglichkeit ware, dass durch Polyamine wie das Putrescin die
Kommunikation zwischen Mesenchym und Epithel beeinflusst wird. Zudem gibt es moglicherweise
eine indirekte Wirkweise durch das AOC1, da beim Abbau von Putrescin durch AOC1 H,0, entsteht.
Dieses konnte durchaus in den embryonalen Nieren eine toxische Wirkung entfalten. Fir diese
Sichtweise spricht, dass die verminderte Verzweigung der Harnleiterknospen, als Reaktion auf
externes AOC1, durch die gleichzeitige Verabreichung von Putrescin noch verstarkt wurde. Darliber
hinaus verhinderte die Gabe von Vitamin C als Radikalfanger die hemmende Wirkung von AOC1 auf
die Verzweigung des Ureters.’®® Da bereits bekannt ist, dass WT1 die Expression von ODC1, dem
Schliisselenzym fiir die Polyaminsynthese reguliert,'®? wurde dieses in der unter Abschnitt 3.4
genannte Arbeit’® (iberpriift. Es wurde eine signifikante Abnahme der Odcl Transkripte in
Nierenorgan-Kulturen nach WT1 Knockdown beobachtet. Dieses kénnte darauf hindeuten, dass WT1
die Odcl Expression in der sich entwickelnden Niere stimuliert. Diese Stimulation der beiden Gene in
der embryonalen Niere durch WT1 wirft in Anbetracht der antagonistischen Funktionen von ODC1 und
AOC1 im Polyaminstoffwechsel die Frage nach der physiologischen Bedeutung auf. In diesem
Zusammenhang ist zu bedenken, dass verschiedene Zellpopulationen in der embryonalen Niere
wahrend der aufeinanderfolgenden Differenzierungsphasen einen spezifischen und variablen Bedarf
an Polyaminen aufweisen kdnnen. Es wurde gezeigt, dass die Zellen der Harnleiterknospe eine hohe
Expression von Odc1 aufweisen.!! Dieses deutet darauf hin, dass die Verzweigung des Harnleiters eine
aktive Polyaminsynthese erfordert. Darlber hinaus ist zu beachten, dass Polyamine sezernierte
Molekiile sind. Diese sezernierten Polyamine koénnen von benachbarten Zellen {ber
Membrantransporter aufgenommen werden.!®? Die ins Mesenchym aussprossende Harnleiterknospe
koénnte Putrescin in den Extrazelluldrraum abgeben und dieses knnte hemmend auf das Mesenchym
wirken, was zu einer verminderten Nephrondifferenzierung fihrt. Diese Hypothese wurde in der in
Abschnitt 3.4 gezeigten Studie'® durch Zugabe von Putrescin zu embryonalen Nierenkulturen
Uberprift. Die Inkubation von embryonalen Nierenexplantaten der Maus in Gegenwart von Putrescin

reduzierte die Ureterverzweigung zum Entwicklungszeitpunkt E13,5 signifikant. Die Stimulierung der

95



Aocl Expression durch WT1 kdnnte somit den Zweck erfiillen, den Polyamingehalt rdaumlich und
zeitlich aufeinander abzustimmen. Diese Hypothese wird durch die gemeinsame Expression von WT1
und AOC1 Proteinen in den sich entwickelnden Glomeruli der embryonalen Nieren unterstitzt. In der
in Abschnitt 3.4 beschriebenen Arbeit'®® konnte somit gezeigt werden, das die Regulation des
Polyaminhaushalts durch WT1 ein wichtiger Mechanismus bei der Funktionsausibung des WT1 ist.
Eine Herabregulierung von AOC1 aufgrund eines Knockdowns von WT1 diirfte das empfindliche

Gleichgewicht zwischen wachstumsférdernden und differenzierungsférdernden Signalen storen.

In Anbetracht dieser Ergebnisse wurde die Rolle der AOC1-Expression und des Polyaminstoffwechsels
in den Nieren von adulten M&usen in der in Abschnitt 3.5 gezeigten Studie!® genauer untersucht. Diese
Studie zeigte eine verringerte Expression von Polyamin synthetisierenden Enzymen in
Nierenschadigungen mit sehr heterogenen Ursachen. Eine verringerte ODC1-Expression und -Aktivitat
in Nieren nach ischdmischen Reperfusionsschaden wurde bereits frither gezeigt.?®* 1% Der Knockdown
von Odcl verschlimmerte die Nierenschidigung.’®® 7 Daher ist davon auszugehen, dass eine
Verringerung der Odcl Expression die Schadigung der Niere eher férdert, als dass hierdurch
Reparaturmechanismen aktiviert werden. Ein weiteres wichtiges Ergebnis der in Abschnitt 3.5

gezeigten Studie?®?

ist die erhohte Expression von Polyamin abbauenden Enzymen als Reaktion auf
eine Nierenschadigung. Es konnte gezeigt werden, dass die Expression von Aocl in gesunden Nieren
der Maus kaum vorhanden ist. Nach verschiedenen Arten von Nierenschadigung steigt die Expression
von Aocl sehr stark an.!®® Die Lokalisation dieser Aocl Expression liegt im Schadigungsmodell der
ischamischen Reperfusion in den proximalen Tubuli und im Model des nierenspezifischen Cind10
Knockouts in der Medulla der Niere. 1% Hier ist interessant, dass die Schadigung der Niere bei
ischamischer Reperfusion vor allem die proximalen Tubuli betrifft und im nierenspezifischen CInd10
Knockouts die distalen Segmente des Nephrons. Die starke Korrelation zwischen der Aoc1 Expression
und der Expression von Markern der Nierenschadigung deutet darauf hin, dass die Aocl Expression
mit dem Schweregrad der Nierenschadigung korreliert. Die Plasmakonzentration von AOC1 kann bei
Hepatitis-B-Leberversagen zur Vorhersage der Sterblichkeit verwendet werden.®® Dariiber hinaus
wurden die kombinierten Plasmaspiegel von AOC1 und Citrullin als Diagnoseinstrument fiir akute

mesenteriale Ischamie vorgeschlagen.'®® Daher wire interessant, die Méglichkeit zu testen, die AOC1

auch als Marker fir die Diagnose von ischamisch bedingten Nierenerkrankungen zu nutzen.

Die erhdhte Expression von Sat1 in Nieren nach Rhabdomyolyse und von Smox bei Hypertonie!®® steht
im Einklang mit friiheren Studien, die eine erh6éhte Expression dieser Polyamin abbauenden Enzyme
kurz nach ischamischer Reperfusionsschadigung und Endotoxin-induzierter Nierenschadigung (Sat1)
zeigen.1> 170171 |n der in Abschnitt 3.5 gezeigten Studie!®® konnten 21 Tage nach Ischimie in den

Nieren verringerte Putrescin- und Sperminwerte und erhdhte Spermidinwerte festgestellt werden.
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Diese Veranderungen konnten sich durch die Hochregulierung der Aocl Expression und die
Herunterregulierung von Odc1 nach der Nierenschadigung erklaren. Um die Funktion der AOC1 in der
Nierenschadigung besser zu verstehen, wurde eine Mauslinie mit AOC1 Deletion etabliert. Der
Knockout von Aocl fihrte 21 Tage nach der Nierenschadigung zu einer vollstandigen
Wiederherstellung der Putrescinwerte.®® Die intrarenalen Spermidin- und Sperminwerte veranderten
sich jedoch nicht. Eine Untersuchung der Polyaminwerte im Blut ergab erhohte Plasmaspiegel aller
drei Polyamine 21 Tage nach ischamischer Nierenschadigung. Dies steht im Einklang mit den
beobachteten erhdhten Putrescin-Plasmaspiegeln bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizenz.”?
Erhohte Serum-Polyaminspiegel konnten auf eine verminderte Ausscheidungsfunktion der Nieren
zurlickzuflihren sein, die sich auch in einem Anstieg des Serumkreatinins zeigt. In der in Abschnitt 3.5

gezeigten Studie!®?

wiesen adulte Aoc1-KO-Mause 21 Tage nach der ischamischen Nierenschadigung
eine geringere Anzahl von Proteinablagerungen in den Nierentubuli auf. Dieses lasst auf eine geringere
Ablosung von Tubulusepithelzellen als bei Wildtyp Mausen schlieRen. Die Expression von Lcn2 ist bei
Aocl KO-Mausen nach ischamischer Nierenschadigung vermindert. Zudem wurde festgestellt, dass
mehr ungespleiRtes Xbp1 in den Nieren der Aocl KO-Mause vorliegt. Dieses ungespleiRte Xbp1 kann
auf verringerten ER-Stress hindeuten.”® Das maRig verbesserte Erscheinungsbild der Aoc1 KO-Mé&use

nach ischamischer Nierenschadigung hangt moglicherweise mit den wiederhergestellten

Putrescinwerten in der geschadigten Niere zusammen.

In der in Abschnitt 3.5 gezeigten Studiel®®* konnte eine anhaltende Herabregulierung des
Polyaminsystems im Mausmodel der ischamischer Nierenschadigung fiir mindestens 21 Tage
beobachtet werden. In genomweiten Sequenzierdaten von menschlichen Nierentransplantaten zeigte
sich diese Herabregulierung anhaltend tiber 12 Monate nach der Transplantation.!6* 174 Dies kénnte
unterstreichen, dass die langfristigen Verdnderungen im Polyaminsystem ein Teil des Ubergangs von
einer akuten zu einer chronischen Nierenschadigung sind. Eine noch offene Frage ist weiterhin, ob die
veranderten Polyaminewerte die Ursache oder die Folge dieser Veranderungen sind. Die funktionellen
Konsequenzen, die sich aus den beobachteten Expressionsverdanderungen in Polyamin regulierenden
Enzymen ergeben, und die Nutzbarkeit des Polyaminsystems als potenzielles Ziel fir die

Nierenprotektion miissen in zukiinftigen Studien noch genauer untersucht werden.
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6. Zusammenfassung

Die Organogenese beschreibt den Prozess der Bildung der verschiedenen Organe und Gewebe in
einem  Organismus und wird durch verschiedene Signalwege streng kontrolliert.
Transkriptionsfaktoren spielen hier fir die Regulation der Genexpression eine wichtige Rolle. Die
Mechanismen der Organogenese zu verstehen, ist fir die Vorbeugung und die Behandlung von
Krankheiten, sowie fir die Entwicklung regenerativer Therapien, wichtig. Wilms-Tumorprotein (WT1)
ist ein Transkriptionsfaktor, der in der Organogenese eine wichtige Rolle einnimmt. WT1 kontrolliert
unter anderem die Expression von Genen, die fir Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren,
Transkriptionsfaktoren, extrazelluldre Proteine und Zellzyklusregulatoren kodieren. WT1 wird
wahrend der Embryonalentwicklung in einer Vielzahl von Geweben exprimiert, unter anderem in den
Nieren, Gonaden, der Leber, dem Herzen und dem Mesothel. Mutationen im WT1-Gen werden mit
verschiedenen Krankheiten in Verbindung gebracht, darunter Wilms-Tumor, Denys-Drash-, Frasier-
und WAGR-Syndrom. Neben seiner Rolle in der Entwicklung wurde die WT1 Expression auch in
erwachsenen Geweben und Zellen beobachtet, hauptsachlich in den Nieren und im Knochenmark.
Aufgrund seiner moglichen Rolle in der Tumorgenese ist WT1 als Ziel therapeutischer Interventionen

Gegenstand umfangreicher Forschungsarbeiten.

WT1 wird spezifisch in Vorlauferzellen des viszeralen, nicht aber des subkutanen weilRen Fettgewebes
exprimiert. Neuere Erkenntnisse deuten darauf hin, dass thermogene Gene, die im braunen
Fettgewebe exprimiert werden, vor allem im subkutanen weilen Fettgewebe induziert werden
kénnen. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass WT1 dieses thermogene Programm in weillen
Fettzellen unterdriickt. WT1 zeigt eine starke Expression in hamatopoetischen Stammzellen und
Vorlauferzellen. Es spielt eine wichtige Rolle bei der Bildung und Differenzierung dieser Zellen, indem
es die Genexpression wahrend der Zelldifferenzierung reguliert. Mutationen im WT1-Gen wurden mit
einer Reihe von Blutkrankheiten in Verbindung gebracht, darunter akute und chronische myeloische
Leukdamie. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass WT1 ein direkter transkriptioneller Aktivator
des Erythropoietin-Rezeptor Gens ist und hierdurch die Erythropoese beeinflusst. WT1 reguliert
mehrere Schritte der Gonadenentwicklung. Fehlt bei Mausen die WT1 Expression, dann wird die
Gonadenbildung eingeleitet, jedoch degeneriert das Gewebe aufgrund von Apoptose. In dieser Arbeit
konnte gezeigt werden, dass WT1 ein direkter transkriptioneller Aktivator des A Disintegrin-Like And
Metalloprotease With Thrombospondin Type 1 Motif 16 (Adamts16) Gens ist und wie sich diese
Aktivierung auf die Entwicklung der Gonade auswirkt. WT1 hat sich als wichtiger Regulator der
Nierenentwicklung erwiesen, der eine entscheidende Rolle bei der Differenzierung und Erhaltung von

Nierenvorlauferzellen spielt. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass WT1 ein transkriptioneller
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Regulator der kupferhaltigen Aminoxidase 1 (Aocl) ist. AOC1 ist ein Regulator des Polyaminsystems,
so dass WT1 lber die Regulation des Polyaminsystems Einfluss auf die Nierenentwicklung nimmt.
Zudem konnte gezeigt werden, dass Aocl bei verschiedenen experimentellen Nierenschadigungen
Aocl in hohem MakRe verstarkt exprimiert wird, was zu einer erheblichen Verringerung des Putrescin-
Gehalts der Niere fiihrte. Zudem konnte eine bemerkenswert dhnliche Veranderung der Polyamin
regulierenden Enzyme in den meisten Nierenpathologien festgestellt werden. Hier zeigte sich eine
verringerte Expression von Enzymen, die an der Polyaminsynthese beteiligt sind, zusammen mit einer

erhohten Expression von Polyamin-abbauenden Enzymen.

In dieser Arbeit wurden wichtige Erkenntnisse (iber die Rolle von WT1 bei der Regulation von Genen
gewonnen, die fir die Entwicklung verschiedener Gewebe und Organe von Bedeutung sind. Die
Ergebnisse dieser Studie konnen dazu beitragen, die Grundlagen der Organogenese besser zu
verstehen und neue Ansatze zur Behandlung von Erkrankungen zu entwickeln, die mit Mutationen im

WT1 Gen in Verbindung gebracht werden.
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