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1 EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 Krebsalsgenetische Erkrankung

Die maligne Entartung normaler Korperzellen ist das Resultat eines mehrstufigen
Prozesses, der in Veradnderungen des Erbguts seine Ursache hat. Heute ist klar, dass es sich
bei den verantwortlichen genetischen Defekten — seien dies chromosomale Aberrationen
oder Punktmutationen — um zahlreiche Ereignisse handelt, die von der
Tumorpradisposition Uber die Tumorinitiation und Progression bis hin zum malignen
Phanotyp fuhren. Zytogenetische wie molekulargenetische Daten bestétigen dieses
Konzept der Akkumulation verschiedener Veranderungen des Genoms (multi-step oder
multi-hit Konzept). Es beschreibt die Tumorgenese als klonale Evolution von Tumorzellen,
angetrieben durch Mutagenese (Nowell, 1976; Vogelstein und Kinzler, 1993). Die
Auswirkungen der Mutationen auf die Zellphysiologie sind dabei vermutlich in allen
Tumortypen dhnlich wenn nicht gar gleich. Es wird diskutiert, dass alle Tumorzellen bis
zur malignen Entartung die folgenden sechs zellphysiologischen Merkmale aufweisen: (1)
Unabhangigkeit von exogenen Wachstumssignalen, (2) Nichtansprechen auf
wachstumshemmende Signale, (3) Unterdriickung der Apoptose, (4) uneingeschrénkte
Teilungsfahigkeit, (5) Fahigkeit zur Induktion der Angiogenese und (6) Invasivitéa und
Metastasierung (Hanahan und Weinberg, 2000). Die Identifikation der durch Mutation
oder chromosomale Aberration betroffenen Gene (Kandidatengene), die fir die genannten
biologischen Endpunkte verantwortlich zeichnen, ist dabei im Fokus des Interesses der
Tumorforschung. FUr die kolorektale Karzinogenese, der molekulargenetisch zur Zeit
vermutlich bestverstandenen Tumorerkrankung des Menschen, konnte die sequenzielle
Veranderung von Kandidatengenen mit den entsprechenden Stadien der Tumorinitiation
und der Tumorprogression (lber verschiedene Adenomstadien) bis hin zum Karzinom
korreliert werden (Fearon und Vogelstein, 1990; Kinzler und Vogelstein, 1996).
Kandidatengene fur die Tumorentstehung und/oder die Tumorprogression fallen in eine
von zwel funktionellen Genklassen, deren Mitglieder sich in letzter Konsequenz auf die
Zellhomoostase eines Zellverbandes auswirken: Onkogene, die eine Vermehrung des
Zellmaterials bewirken und Tumorsuppressorgene, die die Vermehrung des Zellmaterials
verhindern bzw. die Zellzahl durch aktive Prozesse, wie z.B. die Apoptose, vermindern.
Das koordinierte Zusammenwirken der physiologischen Produkte beider Genklassen fiihrt
Zu einer augewogenen Bilanz von Zellerneuerung und Zelltod im Gewebe. Onkogene sind
Gene, deren Produkte durch funktionelle Mutation oder dysregulierte Expression eines
Protoonkogens (der funktionell normalen Variante eines Onkogens) aktiv an der malignen
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Transformation von Zellen beteiligt sind. Durch die dominante Wirkung von Onkogenen
auf die Zelphysiologie ist bereits die Verénderung eines Allels eines Protoonkogens
ausreichend, Zellen einen (weiteren) Schritt in der Tumorgenese vollziehen zu lassen. Ein
gutes Beispiel fur ein Protoonkogen ist das ERBB2-Gen, das fir einen Rezeptor des
epidermalen Wachstumsfaktors (HER2:= human epidermal growth factor receptor 2)
codiert. Seine onkogene Form kann entweder durch Punktmutationen innerhalb der
rezeptoreigenen extrazellularen Domane oder der Transmembrandomane generiert werden
(Bargmann et al., 1986; Siegel und Muller, 1996), oder aber durch Amplifikation des
genomischen Lokus und daraus resultierender Uberexpression in Tumorzellen entstehen
(Di Fiore et al., 1987; Park et al., 1989). Beide Szenarien haben zur Konsequenz, dass der
Rezeptor in Abwesenheit des Liganden EGF (epidermal growth factor) aktiv ist und die
Wachstumsfaktor-unabhéangige Proliferation der betroffenen Zelle(n) stimuliert. Die
genetische Veranderung des Protoonkogens zum Onkogen flhrt somit zu einem
Funktionsgewinn des codierten Genprodukts (gain of function).

Im Gegensatz zu den Onkogenen tragen Tumorsuppressorgene erst durch Veranderung
beider Allele zur malignen Transformation eukaryontischer Zellen bei (man spricht daher
auch von ,rezessiven Onkogenen). Diese genetischen Veranderungen bedingen bei
Tumorsuppressorgenen einen Funktionsverlust des Genproduktes (loss of function), der
zum Wegfall negativ-regulatorischer Komponenten der Proliferationskontrolle oder
positiv-regulatorischer Komponenten der Apoptose fuhrt. Ein Beispiel fur ein
Tumorsuppressorgen ist das Retinoblastomgen RB1, das neben seiner funktionellen
Inaktivierung in Retinoblastomen in verschiedenen Tumoren von Mutationen betroffen ist
(Horowitz et al., 1990). Im Zellzyklus verhindert das Genprodukt (RB) abhangig vom
Phosphorylierungszustand die Passage des sogenannten ,, Restriktionspunktes® (restriction
point, point of no return) in der spéten G1-Phase. Hier ist das Verhaltnis mitogener und
antiproliferativer Signale fur die Progression von Zellen im Zellzyklus entscheidend und
auf Ebene des RB-Proteins kommt es zur Integration der exogenen Signale. Reversible
Interaktionen von RB mit Proteinkinasen und Transkriptionsfaktoren sind es u.a., die das
kontrollierte Durchlaufen des Zellzyklus auf molekularer Ebene garantieren
(Ubersichtsartikel: Weinberg, 1995; Hanahan und Weinberg, 2000).

Etablierte Methoden der Krebsbehandlung, wie z.B. die chirurgische Entfernung,
Bestrahlung oder Chemotherapie kénnen nur lokal eingesetzt werden und/oder zeichnen
sich durch eine geringe Selektivitat und den damit verbundenen starken Nebenwirkungen
aus. Darlber hinaus weisen verschiedene Neoplasieformen eine unterschiedliche
Empfindlichkeit gegentiber bestimmten Therapieformen auf. Daher ist eine Korrelation
von molekularem Status der Krebserkrankung und entsprechender Therapie
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wunschenswert, um betroffenen Patienten die bestmdgliche Therapieform bei minimaler
Belastung zu gewaéhrleisten. Die angestrebte Gentherapie von Tumorleiden versucht u.a.,
die durch Mutation oder chromosomale Aberrationen inaktivierten Tumorsuppressorgene
durch funktionelle Kopien zu ersetzen, oder aber aktivierte Onkogene funktionell zu
inaktivieren. Eine weitere Strategie zur Behandlung von Krebserkrankungen, die
Tumorvakzinierung, nutzt die Tatsache, dass die genetischen Veranderungen, die zur
malignen Transformation fihren, in der Expression verédnderter Proteine resultiert, die
prinzipiell von Immunzellen des Korpers erkannt werden. Sind solche Tumorantigene
bekannt, eignen sie sich fur die selektive Stimulation der Anti-Tumor-Aktivitét dieser
korpereigenen Abwehrzellen. Voraussetzung sowohl fur die Optimierung der
konventionellen Behandlungsmethoden als auch fur viele Formen der Gentherapie von
Tumorerkrankungen, ist die Identifikation der tumorrelevanten Gene, ihre funktionelle
Charakteriserung im physiologischen Zellgeschehen und die Aufklarung der
Pathomechani smen nach genetischen Verénderungen im Tumorgewebe.

1.2 Nierenentwicklung und Wilmstumor genese

1.2.1 DieWilmstumorgenese als aberrante Form der Nierenentwicklung

Der Wilmstumor (WT oder Nephroblastom) ist ein solider Nierentumor des Kindesalters.
Mit einer Inzidenz von 1:10000 tritt er in den alermeisten Falen vor dem 15. Lebengahr
auf, wobel das Hauptmanifestationsalter zwischen 3 und 4 Jahren liegt (Breslow et al.,
1993). Damit stellt der WT neben dem Neuroblastom die haufigste solide
Tumorerkrankung des Kindesalters dar.

Nephroblastome treten normalerweise einseitig und sporadisch auf, bel ca. 10% der
Patienten findet man jedoch bilaterale Tumore. Dabei kdnnen zusétzliche Fehlbildungen
vorliegen, die entweder Einzelbefunde sein kénnen oder aber einen Teil spezifischer
Krankheitssyndrome darstellen (Wiener et al., 1998). Diese zusdtzlichen Fehlbildungen
betreffen zumeist den Urogenitaltrakt bzw. fihren zu somatischem Uberwuchs
(Makrosomie). Zu den haufigsten Syndromen mit erhéhtem Nephroblastomrisiko zdhlen
das WAGR-Syndrom (charakterisiert durch Wilmstumor, Aniridie, urogenitale Anomalien,
geistige Retardierung), das Denys-Drash-Syndrom (DDS), das Wiedemann-Beckwith-
Syndrom (WBS), das Frasier-Syndrom und das Simpson-Golabi-Behmel-Syndrom
(Decker und Zabel, 2000; Brining et al., 1995). Neben diesen mehrheitlich sporadisch
auftretenden WTs findet sich in ca. 2% der WT-Félle ein familidrer Hintergrund (vgl. Kap.
4.3.3 und Breslow et al., 1996).
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1972 wurde von Knudson und Strong das fir die Entstehung des Retinoblastoms 1971
aufgestellte Zwel-Treffer-Konzept auf das Nephroblastom Ubertragen. Gemal3 dieses
Konzeptes sind fur die Entwicklung der Erkrankung zwel unabhangige genetische
Veranderungen, die zur funktionellen Inaktivierung beider Allele enes
Tumorsuppressorgens fuhren, ausschlaggebend. Das Modell erklért das friihere Auftreten
bilateraler oder multifokaler Tumoren (Durchschnittsalter ca. 2,5 Jahre) durch eine erbliche
Prédisposition, die aus der kondttutionellen Inaktivierung des ersten
Tumorsuppressorgenallels hervorgeht. Wéahrend bel sporadischen (unilateralen) Tumoren
beide Inaktivierungsereignisse somatisch und in der gleichen Zelle (oder in Tochterzellen
der ersten Zelle) entstehen missen (ein statistisch eher unwahrscheinlicher Fall), besitzen
alle Korperzellen eines Individuums mit der Pradisposition lediglich ein funktionelles
Allel. Die Inaktivierung dieses Allels z.B. durch Mutation oder Deletion ist damit viel
wahrscheinlicher und fihrt sowohl zum friheren Manifestationsalter als auch zum
Auftreten mehrerer Tumore. Die genetische Heterogenitdt der Wilmstumorerkrankung, die
sich in zahlreichen chromosomalen Aberrationen in Tumorzellen ausdrtickt (s.u.), wie auch
die Beobachtung, dass gleiche genetische Veranderungen in Vorlduferldsionen wie in
Wilmstumorgewebe der selben Patienten gefunden werden (s.u.), deuten allerdings darauf
hin, dass die Tumorprogression im Fale des Nephroblastoms wesentlich komplexer
ablauft, als dass sie mit dem Zwel-Treffer-Konzept erklarbar wére. Vielmehr deutet sich
an, dass auch fir den WT en mehrstufiger Tumorgeneseprozess mit mehreren
einhergehenden  genetischen  Veréanderungen &hnlich dem Model far die
Kolorektalkarzinogenese angenommen werden muss (Beckwith, 1997; Charles et al.,
1998; Huff, 1998; Decker und Zabel, 2000).

Histologisch zeigen WTs eine ausgepragte Heterogenitdt. Sie weisen in der Regel
stromale, epitheliale und blastemische Gewebsbereiche auf, wobei die jeweiligen Anteile
am Gesamttumorgewebe von Tumor zu Tumor variieren (man spricht von einer
triphasischen Histologie von WTs; Harms und Schmidt, 1997). Die unterschiedlichen
Differenzierungsstadien der Tumorzellen sind vermutlich Ausdruck der gestorten
Induktionsprozesse zwischen metanephrogenem Blastem und Ureterknospe wahrend der
Nierenentwicklung, die zur Ausbildung von WTs fuhren (dem Zusammenhang zwischen
Nierenentwicklung und Wilmstumorgenese wird Rechnung getragen, indem die
Nierenentwicklung im folgenden Kapitel 1.2.2 ausfuhrlich dargestellt wird). Als
Vorlauferlasionen fur WTs wurden mittlerwelle persistierende Zellen des metanephrischen
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Mesenchyms im differenzierten Nierengewebe (sog. nephrogenic rests, NR) identifiziert
(Beckwith et al., 1990; Beckwith, 1998). Sie finden sich in ca. 25-40% der Nieren von
WT-Patienten, wéahrend im Nierengewebe nicht betroffener Kinder nach der 36.
Schwangerschaftswoche normalerweise keine Blastemzellinseln mehr zu beobachten sind
(Bove und McAdams, 1976; Beckwith et al., 1990).

Die erwéhnte histol ogische Heterogenitat von Nephroblastomen geht mit einer genetischen
Heterogenitdt einher. Mittels Kopplungsanalysen und der Charakterisierung
chromosomaler Aberrationen, die mit verschiedenen Tumorsyndromen assoziiert sind
(insbesondere dem WAGR-Syndrom), konnte bereits ein  Wilmstumorgen, das
Tumorsuppressorgen WT1, in der chromsomaen Region 11pl3 identifiziert und
charakterisiert werden (Call et al., 1990; Gessler et al., 1990; vgl. Kap. 1.3). Die Tatsache,
dai3 dieses Gen nur in ca. 10% der Nephroblastome M utationen aufweist (Little und Wells,
1997), sowie die Kopplung der Erkrankung mit anderen chromosomalen Loci (s.u.) legt
die Vermutung nah, dass weitere Gene von Mutationen betroffen sind und zur
Wilmstumorgenese beitragen.

Ein putatives WT-Gen, WT2, wurde - aufgrund der Assoziation von WBS und WT-
Prédisposition - in die chromosomale Region 11p15.5 kartiert (Henry et al., 1989a, 1989b;
Koufos et al., 1989). So konnte fir einen hohen Anteil von WTs aus WBS-Patienten ein
Verlust der Heterozygositét (loss of heterozygosity, LOH) polymorpher Marker in 11p15.5
in den Tumoren nachgewiesen werden (Mannens et al., 1987, Hayward et al., 1988, Little
et al., 1988, Henry et al., 1989a). Diese auf strukturellen Veranderungen basierende WT2-
Kartierung wird durch funktionelle Analysen gestitzt. So besitzen chromosomale
Fragmente aus der Region 11p15.5 eine supprimierende Wirkung auf die Proliferation
verschiedener Zelllinien, darunter auch auf die Wilmstumorzelllinie G401 (Hoovers et al.,
1995; Reid et al., 1996; Feinberg, 1996). Aufgrund molekulargenetischer Untersuchungen
konnte gezeigt werden, dass Kandidatengene fir die Pathogenese des WBS und damit auch
fir die mit ihm assoziierten Tumorerkrankungen vermutlich imprintete Gene der
Chromosomenregion 11p15.5 mit uniparentaler Expression sind (Mannens et al., 1994;
Moulton et al., 1996). Verschiedene Gene dieser Kandidatenregion fur das WBS und den
WT sind mittlerweile kloniert. Von ihnen kann aber keines den komplexen Phanotyp der
WBS-Patienten erkléren oder ist in der Mehrzahl der WBS-assoziierten Nephroblastome
von Mutationen betroffen (Ubersichtsartikel: Li et al., 1998). Lediglich in p57<'7? sind
bisher funktionell inaktivierende Mutationen im Tumorgewebe eines Teils der
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untersuchten WBS-Patienten nachgewiesen worden (Hatada et al., 1996, 1997; Lee et al.,
1997). Dies l&dt vermuten, dass das WBS und die damit assoziierte Tumorpréadisposition
durch Defekte in mehreren unabhdngigen Genen entstehen kann, oder aber dass
Ubergeordnete Regulationsvorgange betroffen sind und die ursichliche genetische
Veranderung noch nicht identifiziert wurde.

Neben WT1 und der WT2-Region sind zahlreiche weitere spezifische karyotypische
Veranderungen in Wilmstumoren im Rahmen unterschiedlicher Untersuchungen
nachgewiesen worden. So wird aufgrund struktureller chromosomaler Aberrationen und
LOH-Untersuchungen ein dritter Wilmstumorlokus (WT3) auf dem langen Arm von
Chromosom 16 vermutet. Er scheint in ca. 20% der untersuchten Nephroblastompatienten
betroffen zu sein (Maw et al., 1992; Austruy et al., 1995; Coppes et al., 1992; Grundy und
Coppes, 1996), wobel evtl. eine schlechte Prognose fir betroffene Patienten damit
gekoppelt ist (Grundy et al., 1994). Auch Mutationen im Tumorsuppressorgen P53 wurden
in WTs beschrieben. Dabei handelt es sich vornehmlich um die anaplastische Form
(Bardeesy et al., 1994, 1995) des Nephroblastoms (vgl. Abb. 1.1), die sich durch eine
erhohte Resistenz gegentber der Chemotherapie auszeichnet (Zuppan et al., 1988).
Daneben finden sich vermehrt strukturelle chromosomale Aberrationen auf dem kurzen
Arm von Chromosom 7 (Rivera et al., 1985, 1995; Miozzo et al., 1996), wobel eine
Haufung von Bruchpunkten und LOH-Ereignissen in der Region 7p15-p22 (Wilmore et
al., 1994; Lobbert et al., 1998; Powlesland et al., 2000) auffallt.

Ca. 2% der beobachteten WT-Félle sind familiér und zeigen einen autosomal dominanten
Erbgang mit unvollstandiger Penetranz (Brown et al., 1972). Mittels Kopplungsanalysen in
grofRen WT-Familien konnten WT1, WT2 und WT3 als Ursache fir die familiare Form der
Erkrankung ausgeschlossen werden (Grundy et al., 1988; Huff et al., 1988, 1992).
Viemehr werden Kandidatengene fir den familiaren Wilmstumor (FWT) in zwei
genomischen Bereichen, FWT1 in 17g12-21 (Rahman et al., 1996, 1998) und FWT2 in
19913.3-q13.4 (McDonald et al., 1998) vermutet (vgl. zum familidren WT auch Kap.
4.3.3).

Aufgrund  tumorspezifischer  chromosomaler  Verdnderungen werden  welitere
chromosomale Loci mit der Wilmstumorgenese in Verbindung gebracht, darunter distinkte
Regionen in 1p (Mannens et al., 1996). Ferner werden in einer Reihe von WTs Zugewinne
genomischen Materials der Chromosomen(bereiche) 1q, 3, 7q, 8, 12 beobachtet. So ist
Trisomie 1q eine sehr haufig auftretende Veranderung von WT-Karyotypen (Kondo et al.,
1988; Hohenfellner et al., 1988; Betts et al., 1997, 1999) und eine Trisomie von
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Chromosom 12 findet sich sehr haufig in WTs, in Einzelfdlen als einzige zytogenetisch
detektierbare Aberration (Sheng et al., 1990). Verluste genomischen Materialsin WTs sind
fur die Regionen 1p, 4q, 5p, 7p, 9p, 150, 18q, 21g und 22q beschrieben (Altura et al.,
1996; Steenman et al., 1997; Getman et al., 1998; Huff, 1998 und Referenzen dort).

Mit Hilfe ausgedehnter molekulargenetischer Untersuchungen konnte ein (bisher noch
unvollstandiges) Mehrschrittmodell fir die Pathogenese des Nephroblastoms erstellt
werden, das, ausgehend vom metanephrogenen Blastem, die Initiation und Progression des
WT bis hin zur malignen Entartung mit spezifischen genetischen Verénderungen korreliert
(vgl. Abb. 1.1 auf der folgenden Seite). Insbesondere durch vergleichende Untersuchungen
bezlglich genetischer Verdnderungen in WT-Vorlauferlasionen und WT-Gewebe konnten
erste Erkenntnisse tber eine ,, Genotyp-Phanotyp-Korrelation* der WT-Genese gewonnen
werden (Park et al., 1993a; Charles et al., 1998; Powlesland et al., 2000). Demnach sind
fur die Tumorinitiation (vereinfacht kann sie as das unphysiologische Persistieren
embryonalen Gewebes Uber die 36. Schwangerschaftswoche hinaus beschrieben werden)
vermutlich zwei genetische , Treffer” notwendig (z.B. die Inaktivierung beider Allele von
WT1, der Verlust des imprintings [loss of imprinting, LOI] in 11p15.5 oder eine paternale
uniparentale Disomie 11p [patUPD11p]; Bruening et al., 1995), die in der Folge nach
weiteren genetischen Veranderungen zu hyperplastischem Wachstum fihren. Die
Tumorprogression Uber die Entwicklung klonalen neoplastischen Wachstums ist
vermutlich mit chromosomalen Verédnderungen in den Chromosomenbereichen 1p, 16q
(Bruening et al., 1995; Charles et al., 1998; Beckwith et al., 1997) und evtl. auch 7p
gekoppelt (Park et al., 1993a; Powlesland et al., 2000).
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36.SSW
Tumorinitiation: (1.+) 2. Treffer | Tumorprogression: weitere Treffer

(WT1, patUPD11p, LOI 11p15) | (1p, 164, 7p)

Tumorpradisposition: P53

1. Treffer konstitutionell
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hyp NR neo NR P

o Ed0-0
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Abbildung 1.1: Vorlaufiges Mehrschrittmodell fir die Wilmstumor genese und involvierte genomische
Loci (ausgehend von Bruening, 1995, Beckwith et al., 1997, Charles et al., 1998, Decker und Zabel, 2000
verdndert). Friihe Ereignisse in der Tumorgenese, die zur Persistenz embryonaler Blastemzellen bis Uber die
36. Schwangerschaftswoche fuhren (nephrogene Reste, NR), betreffen haufig 11p-Loci. Vermutlich spétere
genetische Ereignisse betreffen chromosomale Regionen in 1p und 16 g und evtl. auch 7p. Die Anaplasie in
WT-Gewebe (ca. 5% der beobachteten Félle) scheint mit P53-Mutationen einher zu gehen. Die Mdglichkeit
zur spontanen Regression ergibt sich aus Beobachtungen, nach denen zurlickgebildete NRs in den Nieren von
ca. 0,4% nicht betroffener Kinder gefunden werden (Shanklin und Sotelo-Avila, 1969). Es wird auch
diskutiert, ob manche WTs direkt aus Blastemzellen ohne NR-Stadien hervorgehen (Charles et al., 1998).
hyp/neo NR= hyperplastischer/neoplastischer NR.

1.2.2  DieEntwicklung der menschlichen Niere (M etanephrogenese)

Die Nierenentwicklung vollzieht sich beim Menschen zwischen der 3. und 36.
Schwangerschaftswoche in drel raumlich und zeitlich voneinander abgrenzbaren Stufen.
Zundchst wird die Vorniere (Pronephros) angelegt, darauf folgt die Urniere
(Mesonephros), und als letztes die Nachniere/bleibende Niere (Metanephros). Alle drei
Nierenanlagen gehen aus dem intermediéren Mesoderm hervor, dessen Zellmaterial sich
von den Somiten abschnirt und die Nephrotome bildet. Die Nephrotome aller Segmente
verschmelzen miteinander und bilden den sogenannten nephrogenen Strang, der an der
dorsalen Wand der intraembryonalen Zo6lomhdhle as Urogenitaleiste das
Ausgangsgewebe der drei Nierengenerationen bildet (vgl. Abb. 1.2 auf der folgenden
Seite). Pro- und Mesonephros sind beim Menschen nur voribergehende Bildungen. Fur die
Entwicklung des Metanephros von funktioneller Bedeutung ist lediglich der auf sie
zurtickgehende Urnierengang (Wol ff’ scher Gang).
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Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der Lage
K nierenentwicklungsrelevanter Gewebe im Embryo (links im

\ Langsschnitt). Der Querschnitt oben zeigt schematisch die

4 WG Lagebeziehungen im Bereich der unteren Thoraxregion (Meso

"?\\ links). Es  bedeuten: Pro/Meso/Meta=  pro-/meso-

UK /metanephrisches Mesoderm; K= Kloake; WG= Wolff’scher
Gang; UK= Ureterknospe; UL= Urogenitaleiste; UrK=
Urnierenkanélchen; G= Glomerulus; A= Aorta; M= Myotom;
NR= Neurarohr. Einzelheiten s. Text.

Der Metanephros entwickelt sich ab der 5. Schwangerschaftswoche aus der Interaktion
zweier Gewebe: dem Epithel gewebe der Ureterknospe (sie wachst vom caudalen Abschnitt
des Wolff’schen Ganges nach dorsal und crania aus) und dem metanephrischen
Mesenchym (MM; Mesenchym= embryonales Bindegewebe) der Sakralsegmente (vgl.
Abb. 1.3 A: Induktion). Mit dem Einwachsen der Ureterknospe in die Zellen des MM
verdichten sich diese zu Zellhaufen (vgl. Abb. 1.3 B: Kondensation), die schliefdlich
charakteristisch geformte Hohlrdaume umgeben (Komma bzw. S-formige Veskel; vgl.
Abb. 1.3 C und D: Veskularisierung, Komma-formige Veskel). Dabei vollziehen die
Zellen des MM einen fur die Nierenentwicklung charakteristischen und entscheidenden
Mesenchym-Epithel-Ubergang. Mit der Fortdauer der Metanephrogenese verlangern sich
die Vesikel zu Schleifen (Tubuli; vgl. Abb. 1.3 E: Elongation). Der mit der Ureterknospe
in Kontakt stehende Schenkel der Tubuli gewinnt Anschluss an das Sammelrohrsystem der
Niere (die Sammelrohre sind Differenzierungsprodukte des Gewebes der Ureterknospe),
wahrend das proximale Ende der Tubuli die Bowman’sche Kapsel bildet. Zusammen mit
einwachsenden Blutgeféiien, die im Bereich der Bowman'schen Kapsel ein Gefaltknéuel
(Glomerulus) bilden, entsteht so die funktionelle Grundbaueinheit der Niere, das Nephron
(vgl. Abb. 1.3 F. Reifung). Es besteht aus Bowman'scher Kapsel (mit Blutgefal),
proximalem Tubulus (Tubulus proximalis), Henle' scher Schleife (Tubulus intermedius),
distalem Tubulus (Tubulus distalis) und Verbindungstubulus (Tubulus reuniens) (vgl. Abb.
1.3 G: Nephron).

Die Nephronenneubildung erfolgt beim menschlichen Embryo bis zur 36.
Schwangerschaftswoche. Wahrend des letzten Schwangerschaftsmonats werden keine
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neuen Nephrone gebildet, sondern die Nephrone differenzieren sich (Langenwachstum der
Tubulusabschnitte).

CuKE
(A) INDUKTION

8 8 PT
(C) VESIKULARISIERUNG 1

HS

BK

g 8 Hsri
(D) VESIKULARISIERUNG 2: (E) ELONGATION (F) REIFUNG
Komma- u. S-férmige Vesikel

Abbildung 1.3 (A-F): Schematische Darstellung der M etanephrogenese auf zellulérer Ebene (nach
Reddy und Licht, 1996, verandert). Auf die Darstellung der mit der Induktionsphase ebenfalls einsetzenden
Verzweigungsschritte der Ureterknospe wurde aus Griinden der Ubersichtlichkeit verzichtet. Einzelheiten
siehe Text. Abkémmlinge des MM sind in griiner Farbe, Abkdmmlinge der UK in blauer Farbe dargestellt.
Rote Pfeile symbolisieren fehlerhafte Prozesse wahrend der Metanephrogenese, die zu WTs fihren kénnen.
Dabei ist es vermutlich so, dass der Zeitpunkt, zu dem diese Fehler auftreten, mit ausschlaggebend fir die
Histologie des Nephroblastoms (vornehmlich epithelial, stromal oder blastemisch) ist (vgl. Kap. 1.2.1) Die
Abkirzungen bedeuten: UK= Ureterknospe; MM= metanephrisches Mesenchym; KM= kondensiertes
Mesenchym; V:= Veskel; KV= Komma-formiger Veskel; G= Glomerulus, SR= Sammelrohr; BK=
Bowman’ sche Kapsel; PT= proximaler Tubulus.

(G; rechts): Schematische Darstellung eines Nephrons. Die Farben zur Darstellung der Gewebeherkunft
der einzelnen Strukturen wurden beibehalten. Zusétzliche Abkirzungen sind: HS= Henle' sche Schleife; DT=
distaler Tubulus; VT= Verbindungstubulus. Einzelheiten s. Text.

1.2.3 Molekulare Aspekte der Nierenentwicklung

Einige der Gene/Genprodukte, die wahrend der wechselseitigen Induktionsprozesse der
M etanephrogenese eine Rolle spielen, wurden in der Vergangenheit identifiziert und ihre
Funktion z. T. charakterisiert (u.a. in Gewebekulturexperimenten bzw. mit Hilfe von knock
out-Mausen). Im folgenden soll ein kurzer Uberblick (ber einige der offenbar
entscheidenden Gene der Metanephrogenese gegeben werden. Ubersichtsartikel, die sich
detailliert mit den molekularen Grundlagen der Nierenentwicklung befassen, sind Vainio
und Mller (1997), Lipschutz (1998), Piscione und Rosenblum (1999) und Burrow (2000).
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Die Metanephrogenese beginnt mit der Induktion der Bildung der Ureterknospe durch das
MM. Ein Kandidat fur diesesinitiale Signal ist das Peptidnormon GDNF (glial cell derived
neurotrophic factor), das vor der Ausknospung des Ureters von Zellen des MM exprimiert
wird (Pichel et al., 1996). Der Rezeptor auf Ureterseite ist ein Heterodimer, bestehend aus
der Rezeptor-Tyrosinkinase c-RET und einem Corezeptorprotein, GFRal (GDNF-
Rezeptor al). Die essenzielle Rolle von GDNF und c-RET in der Nierenentwicklung,
insbesondere ihre Interaktion, konnte im Rahmen von knock out-Experimenten in Mausen
demonstriert werden. Hier zeigte sich eine sehr starke phanotypische Ahnlichkeit von
Gdnf- und c-Ret knock out-Mé&usen. Beide k.o.-Tiere besitzen keine Nieren, was sich
darauf zurlckfihren lasst, dass die Ureterknospe nicht auswéchst (Sanchez et al., 1996;
Schuchardt et al., 1994, 1996). Ein weiteres MM-Signa stellt vermutlich das
Transmembranprotein Integrin a8(B1 dar, das in zur auswachsenden Ureterknospe
benachbarten Zellen des MM exprimiert wird. Die wichtige Rolle dieses Integrins wird
durch eine Stérung der Ureterentwicklung in Méausen ohne funktionelles a8B1 Integrin
verdeutlicht (Mdller et al., 1997).

Nach der Induktion des Ureterepithels durch das MM erfolgt auf Seiten des Ureters
ebenfalls die Expression von Signamolekilen, die in der Folge die Proliferation,
Differenzierung bzw. Apoptose von Zellen des MM regulieren. Bleiben diese Signale aus,
so kommt es auf Seiten des MM zur Apoptose und die Metanephrogenese unterbleibt
(Koseki et al., 1992; Coles et al., 1993; Camp und Martin, 1996). Proteine, die an der
Induktion des MMs beteiligt sind, sind EGF (epidermal growth factor), FGF-2 (fibroblast
growth factor 2), BMP-7 (bone morphogenetic protein 7) LIF (leukemia inhibitory factor)
und WNT-11 (wingless-type MMTYV integration site family, member 11). Dabei scheinen
BMP-7 und FGF-2 nicht zur Induktion beizutragen, sondern vielmehr die Apoptose der
MM-Zellen zu verhindern und diese in einem ,induzierbaren Zustand* zu halten (Dudley
et al., 1999). Diese Vermutung wird duch Organkultur-Experimente bestétigt, in denen
BMP-7 und FGF-2 in synergistischer Weise die Tubuligenese (also die Vorgange in den
Phasen (C) bis (E) in Abb. 1.3) unterdriicken (Dudley et al., 1999). Auch EGF konnte
bisher nur eine Rolle als ,, Uberlebenssignal“ fur die Zellen des metanephrischen Blastems
zugewiesen werden. Seine Funktion als mitogener Stimulator des MMs bel gleichzeitiger
Reduktion der apoptotischen Vorgdnge zum Zweck der Expansion der Zahl
metanephrogener Stammzellen ist nachgewiesen (Coles et al., 1993). Die Rolle des
eigentlichen Induktors des Mesenchym-Epithel-Ubergangs kommt ihm vermutlich nicht

zu, ganz im Gegenteil zu dem IL6-dhnlichen Zytokin LIF. So konnte gezeigt werden, dass
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es von Zellen der Ureterknospe genau zu dem Zeitpunkt exprimiert wird, da sie (die
Ureterknospe) in das MM einwéachst. AuRerdem ist rekombinantes LIF in der Lage, den
Mesenchym-Epithel-Ubergang metanephrischer Blastemzellen in  Organkulturen zu
induzieren (Barasch et al., 1999). Neben LIF wohl beste Kandidat fur den Induktor der
eigentlichen Epithelialisierung und Tubuligenese des MMs ist WNT-11, dessen raumliches
und zeitliches Expressionsmuster (Expression in den Zellen der Spitze der Ureterknospe
nach deren erstem Auftreten) fUr diese Einordnung spricht (Kispert et al., 1996).
Funktionell wird diese Einordnung durch die Tatsache unterstrichen, dass die WNT-
Signaltransduktionskaskade durch Lithium aktiviert werden kann (Klein und Melton,
1996). Da Lithium as artifizieller Induktor der Epithelialiserung des MMs in
Organkulturen beschrieben ist (Davies und Garrod, 1995), besteht somit ein direkter
funktioneller Zusammenhang zwischen der WNT-Signaltransduktion und der Induktion
desMMs.

Die Induktion durch die Ureterknospe fuhrt dazu, da3 das Mesenchym in (mindestens)
zwel unterschiedliche Zellpopulationen geteilt wird (Musterbildung, engl. patterning;
Vainio und Mduller, 1997). Dabel handelt es sich um eine Population, die sich in
unmittelbarem Kontakt mit den Zellen des Ureterepithels befindet und aus deren Zellen die
Nierentubuli hervorgehen. Zellen dieser induzierten MM-Population sind es also, die den
fur die Metanephrogenese so entscheidenden Mesenchym-Epithel-Ubergang vollziehen
(molekulare Marker dieser Zellen sind PAX-2, Syndecan-1 und WNT-4). Die zweite
Population besteht aus Zellen stromaler Morphologie, die an die Zellen der spateren Tubuli
angrenzend lokalisiert sind (also das Nierenstroma bilden) und die als molekularen Marker
den Transkriptionsfaktor BF-2 exprimieren. Neben der initidlen Induktion des
metanephrischen Mesenchyms durch die Zellen der Ureterknospe sind fir die
Tubuligenese zusétzlich Signale von Zellen der ,stromalen” und der ,epithelialen®
Zellpopulation notwendig (para- und autokrine Signale). So ist die Bildung der epithelialen
Nierentubuli in M&usen mit inaktiviertem Bf-2 gestort (Hatini et al., 1996; Bard, 1996),
und in Wnt-4 knock out-M ausen bildet sich zwar die Ureterknospe, allerdings werden keine
Nierentubuli durch das metanephrische Mesenchym gebildet (Stark et al., 1994).

Reguliert wird die Expression oben genannter Signale beider Seiten durch
Transkriptionsfaktoren. Ein  Kandidat fir die frihen Regulationsprozesse auf
Transkriptionsebene (transkriptionelle Aktivierung des Signals) ist auf Seite des MMs das
WT1-Protein (vgl. hierzu auch Kap. 1.3). Wie GDNF wird WT1 schon im nicht-
induzierten MM exprimiert und seine essenzielle Rolle bei der Induktion des Auswachsens

12
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der Ureterknospe wird in WT1 k.o.-Mé&usen unterstrichen, denn dieser Prozess unterbleibt
in Tieren ohne funktionelles WT1, so dass keine Nieren angelegt werden (Kreidberg et al.,
1993). Ein Kandidat fur die frihe Transkriptionsregulation auf Seiten der Epithelzellen der
Ureterknospe ist der Transkriptionsfaktor EMX2. So kann in Emx2 k.o.-Mdausen die
Bildung der Ureterknospe und ihr Einwachsen ins MM beobachtet werden, allerdings
kommt die Metanephrogenese im Anschluss zum Stillstand, so dass keine Nieren angelegt
werden (Miyamato et al., 1997). Da diese Tiere eine normale Wtl-, Gdnf- und c-Ret-
Expression aufweisen, scheint Emx2 hier fur die Verarbeitung des induktiven Signals
(vermutl. Gdnf, s.0.) der MM-Zellen verantwortlich zu sein, das in der Folge zur
Expression des induktiven Uretersignals an die MM-Zellen fuhrt (Vainio und Miiller,
1997).

Die geschilderten Vorgénge sind in Abbildung 1.4 schematisch zusammengefasst.

uninduziertes MM (Blastem)
stromale Zellpopulation

epitheliale Zellpopulation

Ureterknospe

R: RET/GFRa
Tf: EMX2

Wolff'scher Gang

Abbildung 1.4: Molekulare Vorgange wahrend der reziproken Induktion von Ureterknospe und
metanephrischem Mesenchym. (A) Das erste Signal (Pfeil) geht vermutlich vom uninduzierten
metanephrischen Blastem (dunkelgriin) aus und bewirkt das Auswachsen der UK aus dem Wolff’ schen Gang
(blau). (B) Durch das Einwachsen der Ureterknospe in das MM wird dieses induziert und in (mindestens)
zwei Zellpopulationen, eine epitheliale (hellgrin) und eine stromale (mittelgrin), aufgeteilt. Neben den
induktiven Siganlen durch die UK sind fur die Tubuligenese zusétzlich para- und autokrine Signale (durch
Pfeile angedeutet) notwendig. Tf:= Transkriptionsfaktor; S:= Signal (sezernierte Proteine oder Proteine der
extrazelluldren Matrix); R:= Rezeptor. Einzelheiten s. Text.

1.3 DasWT1-Gen in der Urogenitalentwicklung und Wilmstumor genese

Das einzige bisher identifizierte Wilmstumorgen ist das WT1-Gen. Lokalisiert in der
chromosomalen Region 11p13 wurde es 1990 von zwei verschiedenen Gruppen im
Rahmen positioneller Klonierungsansédtze an Wilmstumor-DNA aus WAGR-Patienten
(vgl. Kap. 1.2.1 und 1.3.1) isoliert und initial charakterisiert (Call et al., 1990; Gessler et
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al., 1990). Die funktionelle Inaktivierung durch Mutationen in WTs kombiniert mit seiner
zentralen Rolle wahrend der Metanephrogenese (vgl. Kap. 1.2.2) verdeutlichen den schon
aus der WT-Histologie und WT-Pathogenese ableitbaren Zusammenhang zwischen
Nierenentwicklung und Wilmstumorgenese.

Das WT1-Gen umfasst zehn Exons (vgl. Abb. 1.5). Durch alternatives Spleif3en sind vier
verschiedene mRNA-Formen moglich, deren Mengenverhdtnis innerhalb der
verschiedenen WT1-Expressionsorte (s.u.) konstant ist (Haber et al., 1991). lhre
Dysregulation, d.h. die Verénderung des Mengenverhdltnisses der verschiedenen WT1-
Isoformen untereinander, wurde bereits mit der Bildung von WTs und der Entstehung des
Frasier-Syndromsin Verbindung gebracht (Liu et al., 1999; Barbaux et al., 1997; vgl. Kap.
1.3.1). Bel den aternativ gepleifdten Bereichen handelt es sich um Exon 5, das fur 17
Aminosduren codiert, und um eine alternative Spleil3-Donorstelle am 3'-Ende von Exon 9,
deren alternative Nutzung zur An- oder Abwesenheit von drei Aminoséuren (Lysin [K],
Threonin [T], Serin [§]) in den verschiedenen Proteinisoformen fihrt (Haber et al., 1991).
Wahrend Exon 5 bisher keine spezifische Funktion zugeschrieben werden kann, scheinen
die alternativ in den Isoformen auftretenden KTS-Aminosduren mit den verschiedenen
Funktionen der WT1-Proteine als Transkriptionsfaktor (Isoformen ohne KTS-Insertion)
bzw. als RNA-bindendes Protein (Isoformen mit KTS-Insertion) zu korrelieren (s.u.).
Abbildung 1.5 (folgende Seite) zeigt schematisch die mRNA- und Proteinstruktur von
WT1, die mdglichen Proteinisoformen und gibt einen Uberblick Uber die funktionellen
Doménen von WT1, die bisher identifiziert wurden.
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MRNA:

A'II'G

TGA
5{ 1 IIZIISII4IGII7IIBII9IF3’

Mengenverhaltnis der
alternativen Splei3formen:

8,3x + Exon 5 + KTS
2,5% + Exon 5 -KTS
3,8x -Exon 5 + KTS
1,0x - Exon 5 -KTS
Protein:
| ] I oo+
Selbstassoziation DNA- und RNA-Bindung
T ™ TransRep (Zn-Finger)
TransAkt

181 294 330 449

84 180

Abbildung 1.5: Schematische Darstellung der mRNA- und Proteinstruktur von WT1. Der obere Teil
der Abbildung zeigt die Exonstruktur der mRNA(S) von WT1. Alternativ gespleifite Exons bzw.
Exonbereiche sind grau hervorgehoben. Start- (ATG) und Stop (TGA)-Codon sind dargestellt. Durch
Kombination der verschiedenen alternativen Splei3vorgénge sind somit vier verschiedene mRNA-V arianten
von WT1 mdglich, die physiologisch immer in konstanten Mengenverhéltnissen exprimiert werden (im
Mittelteil der Abbildung dargestellt). Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurde auf die Darstellung eines
alternativen Trandationsstarts (CTG) 204 bp stromaufwaérts des eingezeichneten ATG verzichtet (Briining
und Pelletier, 1996). Gemeinsam mit einem ebenfalls in der Abbildung nicht dargestellten RNA-editing
Schritt (Davies et al., 1999) sind somit 16 verschiedene Proteinisoformen von WT1 mdglich
(Molekulargewicht zwischen 47 und 56 kDa), von denen eine im unteren Teil der Abbildung dargestellt ist.
Verschiedenen Doménen zugeordnete Funktionen von WT1 sind am unteren Bildrand eingezeichnet. Dabei
entsprechen die Ziffern der Aminosaureposition innerhalb der gezeigten WT1-1soform mit Exon 5 und mit
der KTS-Aminosaureinsertion. TransAkt: Doméane zur transkriptionellen Aktivierung; TransRep: Doméane
zur transkriptionellen Repression. Die vier Zink(Zn)-Finger vom Cys,-His,-Typ sind als schwarze Rechtecke
dargestellt. Man beachte die Verschiebung des Abstandes zwischen Zn-Finger drel und vier durch die An-
bzw. Abwesenheit der KTS-Insertion (Einzelheiten s. Text).

WT1-Transkripte finden sich im Mesonephros und im Metanephros (vgl. Kap. 1.2.3). Hier
wird WT1 schon vor den ersten Induktionsvorgangen im MM schwach exprimiert und ist
vermutlich an der transkriptionellen Regulation des initialen MM-Signals fir die Bildung
der Ureterknospe beteiligt. Nach der Induktion der Ureterknospe erfolgt die
transkriptionelle Stimulation der WT1-Expression im kondensierenden MM und in den
epithelialen Zellen der daraus entstehenden vesikuléren Strukturen, den Komma- und S
formigen Vesikeln (vgl. Abb. 1.3 in Kap. 1.2.2). Nach Abschluss der Metanephrogenese
verschwindet die WT1-Expression in den Zellen der nun ausgereiften Nephrone mit ihren
tubuléren Strukturen. Lediglich in den Filtrationszellen der Bowman’schen Kapsel, den
Podozyten, bleibt die hohe Expression erhalten (Pelletier et al., 1991; Rackley et al., 1993;
Mundlos et al., 1993; Little et al., 1999). Weitere Orte der WT1-Expression wahrend der
Embryonalentwicklung sind die Zellen der Genitdleisten im indifferenten
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Gonadenstadium (sie befinden sich im medialen Teil der Urogenitalleisten), die
epithelidlen Zellen, die die primitive Leibeshohle auskleiden (Perikard, Mesothel), die
Milz, spezielle Neurone des Rickenmarks und Zellen des Sklerotoms (das
Anlagenmaterial der Wirbel, das aus medial gelegenen Zellen der Somiten entsteht). Hier
finden sich nach Abschluss der Embryonalentwicklung WT1-Transkripte nur noch in den
Sertoli-Zellen beim Mann bzw. in den Granulosazellen und im Uterus bei der Frau
(Ubersichtsartikel: Little et al., 1999).

Die Bedeutung von WT1 fir die Entwicklung des Urogenitaltraktes von Saugern wird
besonders deutlich in WT1"-Mé&usen. So fiihrt die konstitutionelle Deletion beider Allele
dazu, dass weder Genitalien noch Nieren ausgebildet werden und die Tiere abhéngig vom
genetischen Hintergrund zwischen Tag 13 und 15 der Embryonalentwicklung (Kreidberg
et al., 1993) bzw. direkt nach der Geburt (C. Englert, personliche Mitteilung) sterben.
Dabel sind die eigentlichen Griinde fur den frihen Tod der Tiere weitgehend unklar.
Herzfehler und Zwerchfelldefekte der Tiere (resultierend aus der fehlenden WT1-
Expression in Perikard bzw. Mesothel) oder aber die fehlende Milz und damit
einhergehend eine gestorte Hamatopoese (C. Englert, personl. Mittellung) werden as
Ursache diskutiert.

Das WT1-Protein weist im Carboxylterminus vier Zink-Finger vom Cys,-His,-Typ auf
(vgl. Abb. 15). Aufgrund dieses Strukturmerkmals wird WT1 funktionell als
Transkriptionsfaktor mit DNA-bindenden Eigenschaften eingeordnet. Entsprechend dieser
Funktion als transkriptioneller Regulator (sowohl als Aktivator wie auch als Repressor,
vgl. Abb. 1.5; Wang et al., 1993) konnten im Rahmen zahlreicher Reportergenanalysen
und in vitro-Bindungsstudien und kurzlich auch Expressionsprofilanalysen mit
induzierberen WT1-Expressionskonstrukten potenzielle WT1-Zielgene identifiziert
werden. In dieser Gruppe WT1-regulierter Gene finden sich Wachstumsfaktorrezeptoren
(wie z.B. der EGF-Rezeptor), Wachstumsfaktoren (z.B. IGF2 [insuline-like growth factor
2]), Transkriptionsfaktoren (darunter PAX2 und WT1 selbst), Komponenten der
extrazelluldren Matrix (Syndecan), Zelladhasionsmolekiile (E-Cadherin) und andere Gene
(vgl. Tabelle 1.1). Die Fulle der verschiedenen putativen WT1-Zielgene zeigt die
Vernetzung der WT 1-Funktion mit unterschiedlichen physiologischen Prozessen, wie z. B.
der zelluléren Proliferation und der Differenzierung, auf unterschiedlichen Ebenen.
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Tabelle1.1: Liste putativer WT1-Zielgene (nach Little et al., 1999; aktualisiert).

Wachstumsfaktoren: Wachstumsfaktorrezeptoren:
IGF2 (Ward et al., 1995) IGF1R (Werner et al., 1994)
PDGF-A (Wang et al., 1992) EGFR (Englert et al., 1995)
TGF-31 (Dey et al., 1994) RARa (Goodyer et al., 1995)
CSF-1 (Harrington et al., 1993) Insulin R (Webster et al., 1997)
Inhibin-a (Hsu et al., 1995)
Amphiregulin (Lee et al., 1999) Zelladhasion u. extrazellulére Matrix:
Syndecan-1 (Cook et al., 1996)
Transkriptionsfaktoren: E-Cadherin (Hosono et al., 2000)
WT1 (Rupprecht et al., 1994)
EGR1 (Wang et al., 1993) andere:
PAX2 (Ryan et al., 1995) Midkine (Adachi et al., 1996)
c-MYB (McCann et al., 1995) ODC (Moshier et al., 1996)
c-MY C (Hewitt et al., 1995) NOVH (Martinerie et al., 1996)
BCL-2 (Hewitt et al., 1995) Gai-2 (Kinane et al., 1996)
MYOD (Miyagawaet al., 1998) p21 (Englert et al., 1997)
TCF2 (vgl. Kap. 3.2.5und 4.3.3) DAX-1 (Nachtigal et al., 1998)

Telomerase (Oh et al., 1999)

Aufgrund der unterschiedlichen verwendeten zellul&ren Systeme fur die
Reportergenanal ysen und wegen der zumeist selektiven Betrachtung/Uberexpression einer
bestimmten WT1-Isoform im Rahmen der Studien ist die Relevanz der beobachteten
Regulationsprozesse z. T. fraglich und ihre Interpretation schwierig. Unter den
identifizierten putativen WT1-Zielgenen sind jedoch einige, deren regulierte Expression im
Rahmen der Metanephrogenese und/oder der Genitalentwicklung in vivo nachgewiesen
wurde und die als physiologische WT1-Zielgene in Frage kommen. So ist z.B die
Represson von PAX2 durch WT1 wahrend der Metanephrogenese vermutlich
mitentscheidend fur die Differenzierungsvorgange wéhrend der Epithelialisierung des
MMs. Ferner scheint die Regulation des DAX-1 Gens durch WT1 (zusammen mit SF1
bzw. Par-4) essenziell fur die mannliche Geschlechtsentwicklung zu sein (Nachtigal et al.,
1998; Kim et al., 1999).

Neben der Funktion as transkriptioneller Regulator wird WT1 auch eine
posttranskriptionelle Regulation verschiedener Gene zugeschrieben. Fir eine solche
Einordnung von WT1 spricht die Affinitét von WT1-Isoformen mit der KTS-Insertion zu
RNA, die z.B. fur die Assoziation zwischen WT1+KTS und |GF2-Transkripten beobachtet
wurde (Caricasole et al., 1996). Dabel scheint die erhdhte Affinitdt zu RNA aus dem
Vorliegen der drel inserierten Aminosauren zu resultieren, die zu einer Veranderung des
Abstandes zwischen Zn-Finger Nr. drei und Zn-Finger Nr. vier im Carboxylterminus des
Proteins fuhrt (vgl. Abb. 1.5). Unterstitzt wird die Klassifizierung von WT1+KTS als
RNA-bindendes Protein durch die préferenzielle Lokalisation der verschiedenen Isoformen
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in bestimmten Regionen des Zellkerns. So findet man die WT1-Isoformen mit KTS-
Insertion hauptsachlich in nukledren Bereichen, die mit Splei3vorgangen assoziiert sind
(Lokalisation in speckles; Larsson et al., 1995). Im Gegensatz dazu findet man die WT1-
KTS-Varianten vornehmlich in Domanen des Kernkompartiments, in denen auch andere
Zink-Finger-Transkriptionsfaktoren, wie SP1, PAX6 und TFIIB lokalisiert sind (Larsson et
al., 1995). Dartber hinaus konnten fir die +KTS-Isoformen direkte Protein-Protein-
Wechselwirkungen mit dem Protein U2AF65, einem kongtitutiven Protein des
Spleilosoms, nachgewiesen werden (Davis et al., 1998). Neben diesen funktionellen
Beobachtungen spricht das Vorliegen eines von Xenopus laevis bis zum Menschen
konservierten RNA-Erkennungsmotivs in der aminoterminalen Hélfte des WT1-Proteins
fr die RNA-bindende Funktion zumindest einiger Proteinisoformen (Kennedy et al.,
1996).

Neben der Identifikation von WT1-Zielgenen ist die transkriptionelle Regulation der WT1-
Expression selbst entscheidend fir das Verstdndnis der Ablaufe wahrend
Nierenentwicklung und der Pathogenese des Nephroblastoms. Im Gegensatz zu klassischen
Tumorsuppressorgenen, wie z.B. dem RB- und dem P53-Gen, die eine ubiquitére
Expression aufweisen, zeigt das Expressionsmuster von WT1 eine ausgepragte Zelltyp-
bzw. Gewebespezifitét (s.0.;, Reddy und Licht, 1996). Bisherige Untersuchungen
beschranken sich vornehmlich auf Reportergenanalysen mit 5°-regulatorischen Sequenzen
des WT1-Gens, die zur Identifikation einer Reihe von Faktoren gefihrt haben, die u.a. in
Nierenentwicklung und auch Héamatopoese die Transkriptionskontrolle von WT1
Ubernehmen (konnten). Darunter befinden sich Transkriptionsfaktoren, wie das ubiquitar
exprimierte SP1-Protein (Hofmann et al., 1993; Cohen et al., 1997), die nierenspezifisch
exprimierten Transkriptionsfaktoren PAX2 und PAX8 (Dehbi et al., 1996; Dehbi und
Pelletier, 1996), das WT1-Protein selbst (Rupprecht et al., 1994), sowie auch die in der
Hamatopoese involvierten GATA-Transkriptionsfaktoren und c-MY B (Zhang et al., 1997).
Ferner wird die Regulation der WT1-Expression durch antisense-Transkription diskutiert
(Huang et al., 1990; Campbell et al., 1994). Eine ausfuhrliche Darstellung der
transkriptionellen Regulation von WT1 durch diese und weitere Faktoren findet sich im
Rahmen der Diskussion in Kapitel 4.1 dieser Arbeit.

131 WT1-Mutationen und Expression in WT1-assoziierten Erkrankungen

Chromosomale Aberrationen und Mutationen, die den WT1-Genlokus betreffen, finden
sich neben WTs in verschiedenen Krankheitssyndromen, die sich alesamt durch
Fehlbildungen des Urogenitaltraktes auszeichnen. Entsprechend weisen WAGR-Patienten
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(die Urogenitalfehlbildungen zeigen sich hier insbesondere bei mannlichen Patienten durch
Kryptorchismus [Bauchhoden] und Hypospadie [Fehimindung der Harnrohre]) den
konstitutionellen (d.h. bereits in der Keimbahn auftretenden) heterozygoten Verlust eines
WT1-Allels auf. Offensichtlich ist in diesen Patienten die WT1-Gendosis entscheidend fir
die Entstehung des Krankheitssyndroms, so dass die Expression vom verbliebenen Allel
keine normale Urogenitalentwicklung gewahrleiten kann (Haploinsuffizienz). Patienten,
die vom DDS betroffen sind, zeigen schwerwiegendere Urogenitaldefekte als WAGR-
Patienten (Nierenversagen im Kindesalter und XY Pseudohermaphroditismus bzw.
intersexuelle Genitale). Spezifische konstitutionelle Punktmutationen im WT1-Gen
betreffen in 92% der DDS-Félle die Zink-Finger-Region und fihren vermutlich zum
Verlust der DNA-bindenden Eigenschaften des WT1-Proteins unter Beibehaltung der
Fahigkeit zur Selbstassoziation (Little und Wells, 1997). Mittels in vitro-Untersuchungen
zur Definition einer Proteindoméne fur die Selbstassoziation (Reddy et al., 1995) und
durch Vergleich von WT1-Mutationen in DDS-Patienten mit konstitutionellen WT1-
Mutationen in nicht-DDS-Patienten wurde ein Modell entwickelt, das die klinisch
unterschiedlichen Manifestationen der Syndrome bei dhnlichem Genotyp (heterozygote
WT1-Inaktivierung) zu erklaren versucht. Nach diesem Modell fuhren die WT1-
Mutationen in DDS-Patienten zur Expression von funktionslosem WT1-Protein. Durch die
Interaktion mit funktionellem WT1-Protein (exprimiert vom unverdnderten WT1-Allel)
Uber die Selbsassoziationsdomane (vgl. Abb. 1.5 in Kap. 1.3) wird dieses funktionell
inaktiviert (man spricht von einem dominant-negativen Effekt des mutierten WT1) (Little
et al., 1993; Moffett et al., 1995). Somit liegt bei DDS-Patienten nicht lediglich eine
Haploinsuffizienz beziglich des WT1-Gens vor, sondern funktionell sind beide Allele von
der Mutation betroffen, was sich in einer gravierenderen phanotypischen Auspragung
manifestiert. Ein weiteres Syndrom, bel dem betroffene Patienten Trager konstitutioneller
WT1-Mutationen sind, ist das Frasier-Syndrom. Patienten mit dem Frasier-Syndrom
weisen Nierenerkrankungen auf, die spéter zu Nierenversagen fuhren kdnnen, zeigen XY -
Gonadenfehlbildungen und en erhthtes Gonadoblastomrisko. Hier konnten
Punktmutationen in Intron neun des WT1-Gens nachgewiesen werden, die funktionell zu
einer Verschiebung der normalerweise konstanten Mengenverhdtnisse der WT1-
Spleil¥formen fuhren (Barbaux et al., 1997; Klamt et al., 1998). Abbildung 1.6 (folgende
Seite) stellt Art und Position der WT1-Verénderungen in den angesprochenenen
Krankheitsbildern schematisch dar.
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Abbildung 1.6: Genotyp-Phanotyp-Korrelation von WT1-Veranderung und assoziierten
Erkrankungen. Das WT1-Genprodukt (+Exon5/+KTS-Isoform; vgl. Abb. 1.5) ist schematisch dargestellt.
Punktmutationen sind als vertikale Pfeile, die Deletion von WT1 a's horizontaler Doppelpfeil symbolisiert.
Man beachte: Die relative Lage der Punktmutationen ist fir die jeweiligen Erkrankungen charakteristisch
(Einzelheiten s. Text).

Neben WT1-Mutationen in den genannten Krankheitssyndromen finden sich Mutationen in
ca. 10% der untersuchten Wilmstumorgewebe (vgl. Kap. 1.2.1), wobe hier keine
statistische Haufung an bestimmten Stellen innerhalb des Gens, wie z.B. beim DDS oder
Frasier-Syndrom, festgestellt werden kann (vgl. Abb. 1.6; Little und Wells, 1997).
Allerdings wurde eine Korrelation von WT1-Mutationen mit dem stromalen Subtyp des
WTSs beobachtet (Schumacher et al., 1997). Weitere Malignome mit assoziierten WT1-
Mutationen sind das Mesotheliom (Park et al., 1993b), das Gonadoblastom (als Bestandteil
des Frasier-Syndroms; Klamt et al., 1998), der desmoplastische Klein/Rundzell-Tumor
(Ladanyi und Gerald, 1994) sowie die akute myeloische Leukamie (Pritchard-Jones et al.,
1994; King-Underwood et al., 1996).

Die genannten Beispiele fur WT1-Mutationen in Malignomen unterstreichen die Funktion
von WT1 als Tumorsuppressorprotein. Es werden allerdings auch Berichte gefunden, nach
denen WT1 eher eine onkogene Wirkung auf Zellen zu haben scheint. So fuhrt die
funktionelle Inaktivierung von endogenem WT1 durch antisense-Oligonukleotide in
verschiedenen Zédlllinien solider Tumoren zu einer Verminderung der Proliferation dieser
Tumorzelllinien (Oji et al., 1999). Ebenso wird in einer ganzen Reihe von WTs
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vornehmlich epithelialer und blastemischer Histologie eine starke WT1-Expression
beobachtet (Miwa et al., 1992; Dipl. Biol. G. Klemm, personliche Mitteilung). Fir diese
WT-Subtypen stellt sich allerdings die Frage, inwieweit die Hochregulation der WT1-
Expression ursachlich am Tumorgeneseprozess beteiligt ist, oder ob die erhohte
Transkriptionsrate nicht vielmehr ein Zeichen fir den Differenzierungsgrad der
Tumorzellen (induziertes, jedoch nicht ausdifferenziertes MM) darstellt (Miwa et al.,
1992; Reddy und Licht, 1996). Eine signifikante WT1-Expression ist ebenfalls fir
verschiedene Leukamieerkrankungen beschrieben (Bergmann et al., 1997 in Little 99). Mit
Hilfe von antisense-Experimenten konnte hier gezeigt werden, dass die Inaktivierung von
WT1 zur Differenzierung der Zellen bzw. zur Apoptose fuhren kann (Algar et al., 1996;
Yamagami et al., 1998), was die putative Rolle von WT1 as Onkogen - zumindest in
Malignomen des hamatopoetischen Systems - unterstreicht. Allerdings soll hier
einschrankend angemerkt werden, dass die differenzielle Expression von WT1 wahrend der
Differenzierung der promyeloischen HL60-Zelllinie in Granulozyten bzw. Monozyten
darauf hindeutet, dass WT1 evtl. auch hier ,lediglich®* eine Markerfunktion fir den
Differenzierungsstatus hdmatopoetischer Zellen Ubernimmt (Sekiya et al., 1994). Trotz
alledem haben die beobachteten Expressionsmuster in Leukamiezellen dazu gefuhrt, dass
der WT1-Expressionsquantifizierung in Leuké&miepatienten eine prognostische Relevanz
bzw. eine Markerfunktion fir die Progression der Erkrankung zugeschrieben wird
(Bergmann et al., 1997; Schmid et al., 1997; Tamaki et al., 1999).

1.4 Ziel der Arbeit

Ziel der vorliegenden Dissertation war die ldentifikation von Kandidatengenen fir die
Pathogenese des Wilmstumors (WT oder Nephroblastom), einer Tumorerkrankung der
Niere des frihen Kindesalters. Sie ist das Resultat einer fehlerhaft verlaufenden
Nierenentwicklung. Die Anayse der normalen und aberranten Nephrogenese auf
molekularer Ebene (d.h. der experimentelle Vergleich adulter und fetaler Niere
untereinander sowie mit WT-Geweben) ermoglicht somit die Identifikation
tumorrelevanter genetischer Verdnderungen, die zur Pathogenese des WT beitragen.

Da Zellen dieses genetisch wie histologisch heterogenen Malignoms in der Regel viele
verschiedene chromosomale Aberrationen aufweisen, wurde eine Strategie verfolgt, die
zunachst die Isolation differenziell  exprimierter  Transkripte wéhrend der
Nierenentwicklung und/oder der Wilmstumorgenese vorsient (Expressionsansatz,
expression candidate approach). Dabei wurde der paralele Vergleich der
Expressionsprofile mehrerer Tumor- und Referenzgewebe mit Hilfe der differential
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display-Methodik durchgefihrt (Kap. 3.2.1-2). Im Anschluss daran sollte das Potenzial der
korrespondierenden Gene, als Kandidaten fur die Wilmstumorgenese zu gelten, durch ihre
initiale Charakterisierung (Sequenzierung, Vergleich mit Eintrdgen in entsprechenden
Gendatenbanken, Zuordnung zu humanen Chromosomen) abgeschétzt werden (Kap.
3.23). Fir cDNAs mit interessanter chromosomaler Lokalisation in WT-
Kandidatenregionen sollte ene waeltefuhrende Charakterisierung wie die
Sequenzbestimmung des Gesamttranskriptes und die Ermittlung des gewebespezifischen
Expressionsmusters durchgefihrt werden (Kap. 3.2.4-7). Schliefflich war beabsichtigt
funktionelle Testsysteme in Form stabil transfizierter, Uberexprimierender Tumorzelllinien
fur weitergehende Analysen aussichtsreicher Kandidatengene, so gegebenenfals ihre
Einbindung in Signaltransduktionskaskaden oder die Identifikation regulierter Gene,
anzulegen (vgl. Kap. 3.2.4.7 und 3.2.5.4).

In einem zweiten Ansatz war die transkriptionelle Regulation des sowohl fir
Nierenentwicklung as auch Wilmstumorgenese zentrden WT1-Gens Gegenstand der
durchzufiihrenden experimentellen Arbeiten (Kandidatengenansatz, candidate gene
approach; Kap. 3.1). Dabei sollten die Methoden der Gelretardationsanalyse (Kap. 3.1.1)
und Reportergenanalyse (Kap. 3.1.2) zundchst im Labor etabliert werden, um se
gegebenenfalls in spateren Untersuchungen auf andere Kandidatengene der WT-
Pathogenese zu Ubertragen. Im Rahmen der Etablierungsarbeiten sollten, ausgehend von
der beschriebenen Promotorregion von WT1, vergleichende Promotoraktivitétsuntersu-
chungen in Zéllinien mit und ohne endogene WT1-Expression durchgefiihrt werden.
Dartberhinaus sollte anaysiert werden, inwieweit der fir andere Promotorsysteme
beschriebene funktionelle Antagonismus der Transkriptionsfaktoren SP1 und SP3 fir die
regulierte Expression von WT1 wéhrend der Epitheliaisierung des metanephrischen
Blastems mitverantwortlich sein konnte.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Herkunft der verwendeten humanen Gewebe

Fur die im Rahmen der vorliegenden Dissertation durchgefiihrten Genexpressionsunter-

suchungen wurden Nierengewebe verschiedener Herkunft verwendet. Die Bezeichnungen

der einzelnen Gewebe und eine Kurzbeschreibung (mit Histologie, falls vorhanden) sind

im folgenden aufgefhrt.

FE:
AD:
105WT:

105NN:
15IWT:

146KMN:

146NN:
128WT:

98WT:
4A3WT:

174KMN:

82KMN:

fetales Nierengewebe der 17. bis 21. Schwangerschaftswoche

adultes Nierengewebe; entnommen von Patienten ohne WT-Erkrankung
WT-Gewebe eines zweijdhrigen Patienten mit unilateralem WT. Der
Patient wurde préoperativ chemotherapiert. Histologie: Epitheliales
Nephroblastom mit multiplen Nephroblastoseherden.

Gewebeprobe des gesunden Nierengewebes desselben Patienten.
Tumorprobe einer Patientin (vier Monate) mit unilateralem WT. Es
erfolgte keine préoperative Chemotherapie. Histologie: Nephroblastom
vom Mischtyp mit Uberwiegend epithelialen Anteilen.

Tumorgewebe eines konnatalen mesoblastischen Nephroms (ein eng mit
dem WT verwandter Tumor der Niere des Kindesalters mit niedriger
Malignitét); die unilateral betroffene Patientin war drei Monate alt; keine
préoperative Chemotherapie.

Gewebeprobe des gesunden Nierengewebes desselben Patienten.

Frihe Passage einer Tumorzellkultur, angelegt vom WT-Gewebe einer
einjahrigen Patientin mit bilateralem WT (LObbert et a., 1998). Histologie:
Uberwiegend stromale Anteile.

WT-Gewebe eines dreijahrigen Patienten mit unilateralem WT.
WT-Gewebe eines einjdhrigen Patienten mit unilateralem WT ohne
praoperative chemotherapie. Histologie: Triphasisches Nephroblastom.
Tumorgewebe eines konnatalen mesoblastischen Nephroms eines
mannlichen Neugeborenen.

Tumorgewebe eines konnatalen mesoblastischen Nephroms eines
mannlichen Patienten.
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2.2 DNA und RNA Standardmethoden

221 Isolation von DNA

2211 Isolation von Plasmid- und PAC-DNA

Die Praparation kleinerer Mengen Plasmid-DNA (Mini-Prdparation) erfolgte nach der
Methode der akalischen Lyse unter Verwendung des RPM-Kits der Firma BiolOl
(Hamburg) genau nach den Angaben des Herstellers. Geméal3 dieser Methode aufgereinigte
Plasmid-DNA konnte fur verschiedenste Folgeanwendungen (u.a. Sequenzierung; vgl.
Kap. 2.2.8) verwendet werden.

Sollte im Zuge von Klonierungsexperimenten die isolierte DNA lediglich mittels
Restriktionsendonuklease-Verdau nachfolgend analysiert werden, so wurde die Methode
der Lyse durch Kochen angewandt (Sambrook et al., 1989). Dazu wurden 1,5 ml
Bakterienkultur abzentrifugiert und der erhaltene Niederschlag in 300 pl STET-L Puffer
resuspendiert. Die Bakteriensuspension wurde anschlief3end fur ca. 1 min in kochendem
Wasser inkubiert und danach bel maximaler Geschwindigkleit zentrifugiert. Nach
Entfernen des pelletierten bakteriellen Lysats wurde die freigesetzte Plasmid-DNA durch
Zugabe von 220 pl Isopropanol, Mischen und Zentrifugation (10 min bei maximaler
Geschwindigkeit) gefdlt und anschliefend mit 70%igem EtOH gewaschen. Nach
Trocknung wurde die geféllte DNA in 30 pl RNaseA-haltigem Wasser (50 pug/pl) gelost.
Die Praparation grof3erer Mengen Plasmid-DNA (Midi- bzw. Maxi-Praparation) wurde mit
Hilfe des Nucleobond AX-Kits (Fa. Macherey und Nagel, Diren) gemal3 den Angaben des
Herstellers durchgefihrt. Dementsprechend kamen fir die Isolation von bis zu 100 pg
Plasmid-DNA aus 50-100 ml Bakterienkultur AX100-Saulen, fur die Isolation bis zu 500
png Plasmid-DNA (250-300 ml Bakterienkultur) AX500-Saulen zur Anwendung. Das
gewaschene DNA-Pellet wurde luftgetrocknet und in 50-500 pl Wasser bzw. 1/4x TE-
Puffer gelost. Anschlief3end wurde die DNA-Konzentration photometrisch bestimmt (vgl.
Kap. 2.2.3).

Die Praparation von PAC-DNA erfolgte mit Hilfe des Nucleobond AX-Kits (Fa. Macherey
und Nagel, Diren) entsprechend den Angaben des Herstellers fur die Préparation von
PAC-DNA. Dabei betrug das Volumen der fir die Préparation eingesetzten Bakterien-
Ubernachtkultur 300-400 ml, deren DNA (ber AX500-Saulen aufgereinigt wurde. In der
Regel wurde so prdparierte DNA in 50-100ul 1/4x TE gelost und anschlieffend die
Konzentration photometrisch bestimmt (vgl. Kap. 2.2.3).
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2.2.1.2 Isolation genomischer DNA aus Zellkulturen

Sollte DNA aus Zellkulturen gewonnen werden, wurden die eukaryotischen Zellen aus ein
bis zwel T150 Zellkulturflaschen trypsiniert, in 30 ml PBS gewaschen und nach
Zentrifugation in 4 ml Lysepuffer resuspendiert. Nach Zugabe von 200 ul Proteinase K-
Losung (20mg/ml) wurde das Gemisch Uber Nacht bei 37°C inkubiert und anschlief3end
mit  zwei  Phenol/Chloroform/lsoamylalkohol  (25:24:1)-Extraktionen und ener
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1)-Extraktion aufgereinigt. Das so erhaltene DNA/RNA
Gemisch wurde mit RNaseA mit einer Konzentration von 100 pg/ml fir 1 h bei 37 °C
verdaut. Hieran schlossen sich zwel weitere Phenol/Chloroform/lsoamylalkohol- und eine
Chloroform/Isoamyla kohol extraktion an, nach denen die DNA dann mit 0,1 Volumen 3 M
Natriumacetat (pH 5,2) und 2 Volumen Ethanol ausgefallt, mit 70 % Ethanol gewaschen
und anschlieffend in TE Gber mehrere Tage bel 4°C gel0st wurde.

2.2.1.3 Isolation von Phagen-DNA

Die Isolation von DNA aus Phagen erfolgte nach einem modifizierten Protokoll von
Marzluff (unveréffentlicht). Ein Phagenplague (vgl. Kap. 2.7.3) wurde aus dem NZYDT-
Agar grol3zigig ausgestochen und in 50 ml LB-Medium (mit 10 mM MgCl,) bel 37°C im
Schittler bis zur Lyse der Bakterien (in der Regel tUber Nacht) inkubiert. Zur T6tung nicht
lysierter Bakterien wurden 500 pl Chloroform zugesetzt und die Kultur fir weitere 15 min
bei 37°C im Schittler inkubiert. Nach Pelletieren der Bakterientrimmer (durch
Zentrifugation fur 15 min, 3100 upm, RT) wurde der Uberstand (er enthét die
Phagenpartikel) in ein neues 50 ml-Gefal3 Gberfuhrt und es wurden jewells 50 pg RNaseA
und 50 pg DNasel zugegeben (Entfernung bakterieller RNA und DNA). Der
anschlief¥enden Inkubation bel 37°C fur 30 min folgte die Zerstérung der Phagenhtlle
mittels Proteinase K-Verdau (unter gleichzeitiger Zerstorung der DNasel und der
RNaseA). Zu diesem Zweck wurden 5 ml 10x Proteinase K-Puffer und 300 pl Proteinase
K (10 mg/ml) zum Ansatz gegeben und fur 1 h bel 50°C inkubiert. Danach wurde die
Phagen-DNA durch Zugabe von 0,6 Volumen Isopropanol, Inkubation auf Eis (10 min)
und anschlief3ende Zentrifugation (3000 upm, 20 min, RT) gefdlt. Nach Lésen des
Niederschlags in 300 pl 1/4xTE wurden Proteine durch sequenzielle Phenol- (1-2x),
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol- (4-6x) und Chloroform/lsoamylalkohol-Extraktionen
(1-2x) von der DNA getrennt. Die Fallung der Phagen-DNA erfolgte durch
Natriumacetat/Isopropanolfallung. Der gewaschene und getrocknete DNA-Niederschlag
wurde schliefdlich in 250 pl 1/4x TE aufgenommen und tGber mehrere Tage bei 4°C gel6st.
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2.2.2 Isolation von RNA und Entfernung genomischer DNA

Die Prgparation von Gesamt-RNA aus tiefgefrorenem menschlichen Gewebe und aus
eukaryontischer Zellkultur erfolgte je nach benttigter Ausbeute mit dem QIAGEN RNeasy
Mini oder Midi Kit (Fa. Qiagen, Hilden). Die Pr8parationen wurden genau nach den
Vorschriften des Herstellers durchgefiihrt. Die Konzentrationsbestimmung der isolierten
RNA efolgte photometrisch (vgl. Kap. 2.2.3). Die Integritit der RNA wurde
gel elektrophoretisch Gberprift (vgl. Kap. 2.2.6).

Zur Entfernung genomischer DNA wurde die isolierte RNA einem DNasel-Verdau
unterzogen (Sambrook et al., 1989). Zu diesem Zweck wurde die RNA in einem
Gesamtvolumen von 150-300 pl (1x TE, 10 mM MgCl,, 0,1 M DTT, 40 U RNase
Inhibitor) mit 100-150 U RNase freier DNasel (Fa. Boehringer, Mannheim) fur 2 h bei
37°C inkubiert. Die anschlief?ende Aufreinigung erfolgte nach dem RNeasy protocol for
RNA clean-up genau nach Angaben des Hestellers (Fa. Qiagen, Hilden). Die RNA wurde
in einer geeigneten Menge DEPC-behandelten Wassers eluiert und die RNA-
Konzentration des Eluats photometrisch bestimmt (vgl. Kap. 2.2.3). Im Anschluf® wurde
die RNA-Integritdt mittels Agarosegelelektrophorese dberpruft (vgl. Kap. 2.2.6).
Zusétzlich wurden RNAS, die fur eine Untersuchung mittels differential display (vgl. Kap.
2.9) vorgesehen waren, durch eine Standard-PCR (vgl. Kap. 2.4) auf verbliebene
Kontaminationen mit genomischer DNA hin untersucht. Dies erfolgte unter Verwendung
von 500 ng RNA as, Matritze" und den Oligonukleotiden local-5 und local-3 als primer in
der PCR.

2.2.3  Quantifizierung von Nukleinsauren
Konzentrationsbestimmungen von Nukleinsduren erfolgten spektrophotometrisch unter

Verwendung von Quarzkuvetten. Bei einer Wellenldnge von A= 260 nm entspricht

OD=1 50 pg/ml doppelstrangiger DNA,
40 pg/mi RNA,
37 pg/ml einzelstrangiger DNA.

224 Fdlung von DNA

Im Regelfall wurde DNA durch Zugabe von 1/10 Volumen 3M Natriumacetat (pH 5,2)
und 3 Volumen EtOH gefallt und nach Waschen mit 70%igem EtOH in einem geeigneten
Volumen destillierten Wassers oder 1/4x TE-Puffer aufgenommen.
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PCR-Produkte, die fur die spatere Sequenzierung (vgl. Kap. 2.2.8) vorgesehen waren,
wurden durch Zugabe von 1 Volumen 4 M Ammoniumacetat und 2 Volumen (frisch
abgefilltem) Isopropanol gefdlt. Dies ermoglicht die selektive Entfernung der aus der
PCR stammenden Oligonukleotide und kleiner (<80 bp) DNA-Fragmente. Nach
Prézipitation (Zenrifugation bei maximaler Geschwindigkeit, 30 min, RT) und
anschlieffendem Waschen der Proben mit 70%igem EtOH wurde die gefélite DNA in
einem geeigneten Volumen (i. d. Regel 10 ul) Wasser oder 1/4xTE aufgenommen.

2.25 Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Der Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen erfolgte entsprechend den Angaben
des jeweiligen Enzymherstellers und unter Benutzung der mitgelieferten oder empfohlenen
Puffer. Die eingesetzte Enzymmenge und die Dauer der Restriktion wurde dabel auf die
DNA-Quantitét abgestimmt. Routinemal3ig wurde fir analytische Restriktionsansétze eine
Menge von 100-500 ng Plasmid-DNA eingesetzt. Préparative Ansédtze enthielten in der
Regel 2-10 pug Plasmid-DNA.

2.2.6  Agarose-Gelelektrophorese

DNA-Fragmente zwischen 75 bp und 20 kbp Groéf3e wurden auf horizontalen 0,8-2%igen
Agarosegelen (4-6 mm dick) gelelektrophoretisch aufgetrennt, wobei 0,5x TBE als
Puffersystem verwendet wurde. Aufzutrennende DNA wurde vor der Elektrophorese mit
1/6 Volumen 6x DNA-Probenpuffer versetzt und in Abhangigkeit von der Gelgroli3e bei
Spannungen von 60-100 V aufgetrennt. Als Molekulargewichtsstandard wurden Hindll|
restringierte A-DNA (Fa. Pharmacia, Frelburg), sowie 123 bp oder 100 bp-Leiter (Fa
GibcoBRL, Eggenstein) verwendet. Zur Darstellung der DNA wurden die Gele nach dem
Lauf 5-10 min im Ethidiumbromidbad geféarbt (5 pg/ml) und im Anschluss daran 15-20
min in Wasser entfarbt. Es folgte die Betrachtung der entférbten Gele unter UV-Licht (A=
312 nm) und die Dokumentation mit dem E.A.S.Y. Videosystem (Fa. Herolab, Wiesloch).
RNA wurde zur Kontrolle ihrer Integritdt auf horizontalen 1%igen Agarosegelen (4-6 mm
dick) gelelektrophoretisch aufgetrennt. Vor der Elektrophorese wurden ca. 100-500 ng
RNA mit /10 Volumen 10x RNA-Probenpuffer versetzt und neben einem 18528S rRNA-
Marker (Fa. Pharmacia, Freiburg) aufgetragen. Der Gellauf erfolgte in 1x MOPS-Puffer
bei 80-100 V. Darstellung und Dokumentation der RNAs wurden wie fur DNA
beschrieben durchgefihrt.
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2.2.7  Wiedergewinnung von DNA aus Agarosegelen

Nach gelelektrophoretischer Auftrennung wurden ausgewahite DNA-Banden unter UV-
Licht mit einem Skalpell aus dem Agarosegel ausgeschnitten. Die Aufreinigung der DNA
erfolgte mit dem QIAquick Gel Extraction Kit (Fa. Qiagen, Hilden) gemal3 den Angaben
des Herstellers. Die Konzentrationsabschatzung der isolierten DNA erfolgte photometrisch
(vgl. Kap. 2.2.3) oder durch Agarosegelelektrophorese im Vergleich mit DNA bekannter
Konzentration.

2.2.8  Sequenzierung von DNA

Die routinemal3ig angewendete DNA-Sequenzierung beruht auf der 1977 von Sanger et al.
beschriebenen Kettenabbruchmethode, die von Lee et al. (1992) durch Verwendung
fluoreszierender Didesoxynukleotide modifiziert wurde. Die Sequenzierung erfolgte mit
dem PRISV Ready Reaction Dye Deoxy Terminator Cycle Sequencing Kit (Fa. Applied
Biosystems, Weiterstadt) in einer linearen PCR-Reaktion mit verschiedenen Programmen
je nach verwendeter Matrizen-DNA (s.u.). Fur einen 20 ul Sequenzierungsansatz wurden
50-100 ng PCR-Produkt, 0,5-1 pug Plasmid-DNA bzw. 5-10 pug PAC-DNA as Matrize
eingesetzt. Ferner enthielt ein solcher Ansatz 5-10 pmol eines spezifischen primers und 8
Ml premix (dieser enthdlt Reaktionspuffer, Nukleotide und das Enzym). Die Produkte der
Sequenzierungsreaktion wurden anschlief3end durch eine Natriumacetat/EtOH-Fallung
préazipitiert, mit 70%igem EtOH gewaschen und nach Vakuumtrocknung in 2-3 pl
deionisiertem Formamid/50 mM EDTA (5:1) gelést. Die anschlieffende
Polyacrylamidgelelektrophorese, die Detektion der Fluoreszenzsignale sowie deren
automatische Auswertung erfolgten genau nach den Angaben des Herstellers der
automatischen 373A- bzw. 377-Sequenziergeréte (Fa. Applied Biosystems, Welterstadt).

V erwendete Sequenzierprogramme:

fur PCR-Produkte und Plasmide:

1min/96°C
25-30 Zyklen & 15 sek / 96°C, 15 sek / 50°C, 4 min / 60°C
fur PAC-DNA:
4min 96°C
30-35 Zyklen a 30 sek / 96°C, 5 sek / 50°C, 4 min/ 60°C
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2.3 Klonierung von DNA-Fragmenten in Plasmidvektoren

2.3.1 Vektorvorbereitung

Fur Standardklonierungen (Klonierung restringierter  DNA-Fragmente) wurde der
Phagemidvektor pBlueskript Il SK+ (Fa. Stratagene, Heidelberg) verwendet, der eine
blau/wei3-Selektion transformierter Bakterien erlaubt. Dabel wurde die Plasmid-DNA mit
geeigneten Restriktionsendonukleasen in der Polyklonierungsstelle linearisiert und das
gewlnschte DNA-Fragment anschlieRend durch Ligation (vgl. Kap. 2.3.2) und
Transformation in E. coli (vgl. Kap. 2.3.4) kloniert.

Das Expressionsplasmid pcDNA3 (Fa. Invitrogen, USA), das Reporterplasmidsystem
pGL2 (Fa. Promega, Mannheim) und das Fusionsprotein-Expressionssystem pGEX-4T
(Fa. Pharmacia, Freiburg) bietet nicht die Moglichkeit der blau/weil3-Selektion
rekombinanter Bakterien. Um das Auftreten von Bakterienklonen mit nichtrekombinantem
Plasmid zu minimieren, wurden die Enden der lineariserten Plasmid-DNA vor der
Ligation dephosphoryliert. Dies geschah durch die Behandlung restringierter DNA mit
alkalischer Phosphatase (Fa. Boehringer, Mannheim). Dabei wurden im mitgelieferten
Dephosphorylierungspuffer oder direkt im Restriktionspuffer in einem Gesamtvolumen
von 20-30 pl 1-2 pg Plasmid-DNA mit 1 ul alkalischer Phosphatase fur 15 min bei 37°C
und anschlieffend fir 15 min bei 56°C inkubiert. Danach wurde die Reaktion fur 1 min auf
Eis abgekihlt, emneut 1 pl akalische Phosphatase hinzugegeben und die
Inkubationsschritte wurden wiederholt. Daraufhin wurde der Reaktionsansatz auf 200 pl
mit TE aufgeflllt und die Plasmid-DNA zweima mit Phenol/Chloroform/Isoamylakohol
und einmal mit Chloroform/lsoamylalkohol ausgeschiittelt. Der Ethanolféllung folgte die
Auftrennung der DNA Uber ein Agarosegel (vgl. Kap. 2.2.6) und die anschlief3ende
Extraktion (vgl. Kap. 2.2.7).

Speziell fur die Subklonierung von PCR-Produkten wurden 3 pug EcoRV-restringierter
Plasmidvektor pBluescript |1 SK(Fa. Stratagene, USA) nach der Methode von Marchuck et
al. (1990) mit 25 mM dTTP und 10 U Tag DNA-Polymerase bei 75°C fur 2-3 Stunden
inkubiert und anschliefRend Uber eine Phenol/Chloroform-Extraktion aufgereinigt. Der so
entstandene T-Vektor enthdlt ein einzelnes 3'-liberhangendes Thymin-Desoxynukleotid
und kann sich so besser an die 3'-Ulberhdngenden Desoxyadenosine der PCR-Produkte
anlagern, was die Klonierungseffizienz wesentlich erhoht.

23.2 Ligaton
Ligationsreaktionen wurden in der Regel mit der T4 DNA Ligase (high concentrated) der
Firma GibcoBRL (Eggenstein) im mitgelieferten Puffersystem gemal den Angaben des
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Herstellers mit leichter Modifikation durchgefiihrt. Dabei wurde fur die Ligation von PCR-
Produkten in T-Vektor (vgl. Kap. 2.3.1) das Protokoll fur die Ligation von DNA-
Fragmenten mit stumpfen Enden (sog. blunt-end Ligationen) angewendet. Eine
Abwandlung der angegebenen Ligationsprotokolle wurde in Bezug auf die pro Reaktion
verwendete Menge an Ligase eingefihrt. So wurden fir die Ligation von DNA-
Fragmenten mit Gberhdngenden Enden (sog. sticky-end Ligation) 0,5 U, fir eine blunt-end
Ligation 1 U T4 DNA-Ligase eingesetzt. Blunt-end Ligationsreaktionen wurden generell
bei 16°C Uber Nacht, sticky-end Ligationen bel 16°C Uber Nacht oder bei Raumtemperatur
fir 1-4 h durchgefthrt. Vom Ligationsansatz wurden in der Regel 5-10 pl fir die
Transformation kompetenter E. coli-Bakterien des Stammes DH5a (vgl. Kap. 2.3.4)
eingesetzt.

2.3.3 Herstellung kompetenter Bakterien nach Hanahan

Die Herstellung kompetenter Bakterien des Stammes E.coli DH5a fir die Transformation
erfolgte nach einer modifizierten Methode von Hanahan (1985). Hierbel wurden 100 ml
SOB- oder LB-Medium mit einer Ubernachtkultur von DH5a auf eine ODssp von 0,05
beimpft und bei 37°C schittelnd inkubiert, bis die Bakteriensuspension eine ODsgp von 0,5
erreicht hatte. Die Bakteriensuspension wurde dann zentrifugiert (1200g, 10 min, 4°C) und
das Bakterienpellet in 30 ml eiskaltem Tfb I-Puffer resuspendiert. Die Bakterien wurden
far 30 min auf Eis inkubiert und erneut zentrifugiert (800g, 6 min, 4°C). Der bakterielle
Niederschlag wurde anschliefiend vorsichtig in 4 ml Tfb |1-Puffer resuspendiert, as 200
pl-Aliquotsin flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -70°C gelagert

234  Transformation und Selektion positiver Klone

Fir die Transformation wurden 50-100 pl kompetenter DH5a-Bakterien vorsichtig mit der
zu transformierenden DNA gemischt und 30 Minuten auf Eis inkubiert. Nach einem
Hitzeschock bei 42°C fur 1 min wurde der Ansatz mit 1 ml LB-Medium versetzt und bei
37 °C fur 1 h geschiittelt. In der Regel wurden 10-300 pl des Transformationsansatzes auf
LB-Agarplatten (mit 100 pg/ml Ampicillin, 40 pg/ml X-Gal und 50 pg/ml IPTG)
ausgestrichen und fur 16-20 Stunden bei 37°C bebr(tet.

Durchschnittlich wurden 2-12 weil3e, rekombinante Kolonien in 3ml ampicillinhaltiges
LB-Medium Uberimpft und Uber Nacht bei 37°C im Schittler inkubiert. Im Anschluss
daran erfolgte eine Charakterisierung der Plasmidintegrate durch DNA-Isolation und
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anschlief3enden Restriktionsverdau (vgl. Kap. 2.2.1.1 und 2.2.5) oder durch spezifische
PCR-Reaktionen (vgl. Kap. 2.4).

Im Falle der Klonierung von differential display-Fragmenten (aus Kap. 2.9.4) wurden 12-
24 rekombinante, weil3e Kolonien pro cDNA-Fragment in 96-Loch-Mikrotiterplatten mit
ampicillinhaltigem LB-Medium gepickt und tber Nacht bei 37°C inkubiert. Diese Platten
konnten nach Zugabe von 1 Volumen 2x FM-Medium bel -70°C gelagert werden

235 Herstelung von E. coli-Dauerkulturen

Dauerkulturen von Bakterien mit relevanten Plasmiden wurden durch Mischen von 500 pl
frischer Bakterienkultur (in LB-Medium) mit 500 pl 2x FM-Medium in Kryorohrchen (Fa.
Nalgene, USA) und Aufbewahrung bei —70°C hergestel|t.

2.4  Polymerase-K ettenr eaktion (PCR)

Die Amplifikation linearer DNA Fragmente wurde mit Hilfe der PCR (Saiki et al., 1988)
in Ansdtzen mit einem Gesamtvolumen von 25-50 ul durchgefiihrt. Ein Standard PCR-
Ansatz enthielt dabel 50-100 ng DNA, 50 mM KCI, 10 mM Tris/HCI (pH 8,3), 0,1 mg/ml
Gelatine, 1,5 mM MgCl,, 40 pmol jedes primers, je 200 uM der vier dNTPs und 1U Taq
DNA-Polymerase (Fa. Boehringer, Mannheim). Einer ersten Denaturierung von 3 Minuten
bei 94°C folgten in der Regel 35 Amplifikationszyklen (1 min 94°C Denaturierung, 1 min
54-60°C annealing der primer, 1 min [pro zu amplifizierendem kbp] 72°C Elongation).
Daran schloss sich eine 7-minttige Inkubation bei 72°C an. Das Standardprogramm wurde
je nach verwendeten primern und DNA-Matrizen entsprechend veréndert. Die
Amplifikation erfolgte entweder in einem TC-1 DNA-Thermal Cycler (Fa. Perkin-Elmer,
Weliterstadt) oder in eéinem PTC-100 oder PTC-200 Thermal Cycler (Fa. MJ-Research,
USA). Bei PCR Amplifikationen im TC1-Gerdt wurden die Einzelreaktionen mit einem
Tropfen Mineral6l Uberschichtet. Zur Bestimmung der Grofden subklonierter differential
display-Fragmente wurde eine Standard-PCR mit den Oligonukleotiden T3 und T7 als
primer in hitzestabilen 96-Loch Mikrotiterplatten durchgefihrt. In diesen Fallen erfolgte
die Amplifikation im Gerdt PTC-100 Thermal Cycler (Fa. MJ-Research, USA). Nach
erfolgter Amplifikation wurde in der Regel 1/10 des Gesamtvolumens eines PCR-Ansatzes
auf einem 1-2 %igen Agarosegel elektrophoretisch tberprift (vgl. Kap. 2.2.6).
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2.5 ReverseTranskriptions-PCR (RT-PCR)

251 Erststrang cDNA-Synthese (reverse Transkription)

Dabel wurden 4ug Gesamt-RNA in einem Volumen von 15,9 ul DEPC-Wasser fir 10 min
bei 70°C denaturiert und danach fur ca. 1 min auf Eis abgekihlt. Nach Zugabe von 24,1 pl
cDNA-Synthesemix (s.u.) erfolgte die Erststrang-Synthese in einem Gesamtvolumen von
40 pl for 90 min bei 37°C und anschlief3end die Inaktivierung der reversen Transkriptase
durch eine Inkubation des Reaktionsansatzes bei 95°C fir 10 min.

cDNA-Synthesemix:

50ul Oligo (dT)6 (50 uM)

3,6 Wl dNTP-Gemisch (10 mM je dNTP)

2,0yl RNase Inhibitor (20 U/ul; Fa. MBI Fermentas, USA)

8,0 ul  5x 1st strand buffer (Fa. GibcoBRL, Eggenstein)

40u DTT (0,1 M; Fa. GibcoBRL, Eggenstein)

15u MMLV-Reverse Transkriptase (200 U/ul; Fa. GibcoBRL, Eggenstein)

Zur Herstellung von Negativkontrollen wurde generell pro revers transkribierter RNA ein
Ansatz ohne Enzym (Volumen durch DEPC-Wasser ersetzt) erstellt und bel gleichen
Bedingungen inkubiert.

25.2  Standard RT-PCR und semiquantitative RT-PCR

Die Herstellung von cDNA-Fragmenten (z.B. zur Analyse transkribierter Sequenzen oder
als Ausgangsprodukt fir die Generierung von Sonden fiir die Northern-Analyse) erfolgte
mittels der RT-PCR. Gleichzeitig kann die Methode verwendet werden, um die
Genexpression auf der Stufe der RNA zu untersuchen (Wang et al., 1989). Verwendet man
von zu vergleichenden RNA-Populationen gleiche Ausgangsmengen an cDNA, so lassen
sich nach einer anschlieffenden PCR Aussagen Uber die relativen Mengen der untersuchten
cDNA treffen. Dabel ist wichtig, dass die PCR-Amplifikation zu einem Zeitpunkt gestoppt
wird, an dem sich die Amplifikation in der exponentiellen Phase befindet. Aus diesem
Grund wurde fur jedes Uber semiquantitative RT-PCR untersuchte Gen diese Zyklenzahl
bestimmt und die PCR-Reaktion fur die ermittelte Zyklenzahl durchgefiihrt. Als Matrize
flr die PCR wurden 1-2 pl Reaktionsl6sung der reversen Transkription (aus Kap. 2.5.1) in
einem 50 pl Reaktionsansatz eingesetzt, der in seiner sonstigen Zusammensetzung dem der
Standard-PCR glich (vgl. Kap. 2.4). Die Anayse der Amplifikate erfolgte durch
Auftrennung von jeweils 5 ul der Reaktionsansdtze mittels Agarosegel el ektrophorese (vgl.
Kap. 2.2.6).
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253 Quantitative RT-PCR

Quantitative PCR-Reaktionen wurden in einem Volumen von 50 pl durchgefihrt. Die
Ansdtze entsprachen dabel denen der Standard-PCR (vgl. Kap. 2.4), wobel zusétzlich 1l
a[**P]dCTP (1 pCi/ul) zu den Reaktionsansitzen zugegeben wurde. Nach Uberschichtung
mit leichtem Mineral¢l (Fa. Sigma, Deisenhofen) wurden die Reaktionen in einem TC-1
DNA-Thermal Cycler (Fa. Perkin-Elmer, Weiterstadt) durchgeftihrt. Wahrend der Phase
der exponentiellen Amplifikation wurde das PCR-Programm nach der 1-minttigen
Elongationsreaktion bel 72°C unterbrochen und die Proben fir 1 min auf Eis abgekuhit.
Fur die spatere Auswertung wurden dann aus jedem Reaktionsansatz 5 pl enthnommen und
das PCR-Programm fortgesetzt. Die Probenentnahme wurde 1-2x in darauffolgenden
Zyklen wiederholt.

Die quantitative Auswertung erfolgte nach Auftrennung der Proben auf einem 5%igen
Polyacrylamidgel (Zugabe von 1 pl DNA-Probenpuffer zu den enthommenen 5 pl Probe;
4 pl dieses Gemisches wurden auf dem Gel analysiert). Dabei wurden die
Bandenintensitdten des getrockneten Gels autoradiographisch unter Verwendung eines
Phosphoimagers (Fa. Molecular Dynamics, Krefeld) quantifiziert.

2.6 Radioaktive und nichtradioaktive M arkierungstechniken

2.6.1 Oligonukleotid-labelling

DNA-Fragmente wurden nach der von Feinberg und Vogelstein (1983) beschriebenen
Methode des random primed oligolabelling radioaktiv markiert. Dabel wurden 10-50 ng
der zu markierenden DNA-Sonde hitzedenaturiert und in einem 30 pl Ansatz mit 30 uCi
[a-P]dCTP (Fa Amersham, Braunschweig), 6 pl Oligolabellingpuffer (OLB), 60 g
BSA und 3 U Klenow DNA-Polymerase (Fa. NEB, USA oder Fa. Boehringer, Mannheim)
fir 1-2 h bei 37°C oder Uber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Die Abtrennung nicht
eingebauter Nukleotide erfolgte mittels Sephadex G50 Nick Spin-Columns (Fa. Pharmacia,
Freiburg) genau nach den Angaben des Herstellers. 1 pl des Eluats wurde im
Szintillationszéhler auf die Effektivitdt der Markierung Uberprift. Bel der Markierung von
PCR-Produkten wurden die Hexanukleotide des OLB durch je 10 pmol
produktspezifischer primer ersetzt.

2.6.2 Herstellung einer komplexen cDNA-Sonde
Zur Herstellung einer komplexen, radioaktiv markierten cDNA-Sonde aus gesamtzel lulérer
RNA fir die Reverse Northern-Hybridisierung (vgl. Kap. 2.7.5) wurden 30 pg DNasel-
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verdaute RNA (vgl. Kap. 2.2.2) eingesetzt. Zu diesem Zweck wurde die RNA in einem
Volumen von 12 pl Wasser aufgenommen und es wurden 2 pl einer 50 UM oligo dT6-
Losung zugesetzt. Der Denaturierung bei 70°C fir 6 min folgte eine einminttige
Inkubation auf Eis und im Anschluss die Zugabe von 26 pl Markierungsmix:

Markierungsmix: 8,0 ul 5x 1st strand buffer (Fa. GibcoBRL, Eggenstein)
40pul 0,1 M DTT (Fa. GibcoBRL, Eggenstein)
1,0 pl RNase Inhibitor (Fa. MBI Fermentas, USA)
4,0 pl dNTP-Gemisch ohne dCTP (10 mM je Nukleotid)
2,0 ul dCTP (0,12 mM)
5,0 pl [a-*P]dCTP (10 pCi/ul; Fa. Amersham, Braunschweig)
2,0 ul MMLV-Reverse Transkriptase
(200 U/pl; Fa. GibcoBRL, Eggenstein)

Die reverse Transkription erfolgte bei 37°C fur 1 h, woraufhin die RT durch eine
7mindtige Inkubation bei 94°C inaktiviert wurde. Der Ansatz wurde im Anschluss daran
kurz auf Eis abgekihlt und eswurden 3 ul 0,5M EDTA zugegeben. Die Aufreinigung der
cDNA wurde mit Hilfe des Nucleotide Removal Kit (Fa. Qiagen, Hilden) gemald den
Angaben des Herstellers fur die Aufreinigung von PCR-Produkten durchgefiihrt und die
nun radioaktiv markierte cONA in zweimal 100 pl Elutionspuffer eluiert. 2 pl des Eluats
wurden im Szintillationszahler auf die Effektivitét der Markierung Uberpruft.

2.6.3 Markierung durch Polynukleotidkinase

Die radioaktive Markierung von Oligonukleotiden bzw. von DNA-Fragmenten des WT1-
Promotors (kloniert in pBlueskript) erfolgte durch Polynukleotidkinase. Typische
Markierungsansétze sahen wie folgt aus:

1,0 pg Oligonukleotid bzw. 10ug DNA (mit dephosphorylierten Enden)
2,0 ul 10x PNK-Puffer

5,0 ul V[**P]ATP (1000 Ci/mmol; Fa. Amersham, Braunschweig)

1,0 pl Polynukleotidkinase (Fa. NEB, USA)

ad 20 pl Wasser

Nach Mischen wurde ein Markierungsansatz 1-2 h bei 37°C inkubiert. Anschlief3end
erfolgte die Abtrennung nicht eingebauter radioaktiver Nukleotide im Falle der Markierung
eines Oligonukleotids Uber Sephadex G25 NAP-Saulen (Fa. Pharmacia, Freiburg) oder im
Fale der Markierung grofRerer DNA-Fragmente Uber Sephadex G50 Nick Spin Columns
(Fa. Pharmacia, Freiburg) genau nach den Angaben des Herstellers. 10 pl (Oligonukleotid)
bzw. 1 pul (DNA) des Eluats wurde im Szintillationszahler auf die Effektivitdt der
Markierung tberprift.
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2.6.4  Markierung durch nick-Trandation

Die nichtradioaktive Markierung von PAC-DNA zur Generierung von Sonden fur die
Fluoreszenz in situ-Hybridisierung (vgl. Kap. 2.8) wurde mit Hilfe der nick-Trandation
nach MacGregor und Mizuno (1976) durchgefuhrt. Dabei wurden 0,5-2 pg Pstl-
restringierte DNA mit Hilfe des Nick-Trandlation Kits (Fa. GibcoBRL, Eggenstein) gemal3
den Angaben des Herstellers mit Digoxigenin-11-dUTP (Boehringer, Mannheim) markiert.
Nach Abstoppen der Reaktion durch Inkubation auf Eis wurde 1/10 des
Markierungsansatzes mittels Agarosegelelektrophorese (vgl. Kap. 2.2.6) Uberprift (bel
erfolgreicher nick-Trandation befindet sich die Mehrheit der entstandenen DNA-
Fragmente zwischen 200 und 500 bp).

2.7 Hybridisierungstechniken auf Filtern

2.7.1 DNA-DNA Hybridisierung nach Southern

DNA-Fragmente aus Agarosegelen wurden mit der von Southern (1975) beschriebenen
Methode auf Nylonmembranen (Hybond N+; Fa. Amersham, Braunschweig) transferiert,
wobei ein unidirektionaler Aufbau (Sambrook et al., 1989) verwendet wurde. Als
Transferpuffer diente 10x SSC. Dabei wurden 15 pg zu untersuchender genomischer DNA
mit geeigneten Restriktionsendonukleasen verdaut (vgl. Kap. 2.2.5) und nach Abtrennung
der Proteine mittels Phenol/Chloroform- und Chloroform/lsoamyla kohol-Extraktion und
Ethanolfallung Uber ein 1%iges Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt (vgl. Kap. 2.2.6).
Die Postion der Banden des Langenstandards wurden nach Farbung im
Ethidiumbromidbad und anschlief3ender Entfarbung mit einem Spatel durchstochen.
Danach wurde das Gel zunédchst fir 30 min in DNA-Denaturierungslésung und
anschlief3end fur 30 min in DNA-Neutralisierungsl 6sung inkubiert. Der Transfer der DNA-
Fragmente erfolgte fir 16-48 h. Nach Abschluss des Transfers wurde die Nylonmembran
kurz in 2x SSC gewaschen. Die Fixierung der DNA auf dem Filter erfolgte durch
Bestrahlung des Filters mit UV-Licht (1200 kJ) in einem UV Sratalinker 1800 (Fa.
Stratagene, USA). Sowohl die Synthese und die Hybridisierung der radioaktiv markierten
Sonde, als auch das Waschen der Filter und die autoradiografische Dokumentation erfolgte
genau wie fur die Northern-Hybridisierung beschrieben (vgl. Kap. 2.7.4).

2.7.2 Koloniefilterhybridisierung
Die Identifizierung rekombinanter Bakterienklone erfolgte nach der Methode von
Grunstein  und Wallis (1979). Hierzu wurden Bakterienklone den 96-Loch-
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Mikrotiterplatten mit einem 96er Stempel (Fa. Sigma, Deisenhofen) auf Hybond N+
Membranen (Fa. Amersham, Braunschweig) Ubertragen und auf ampicillin- oder
kanamycinhaltigen LB-Agarplatten Gber Nacht bei 37°C inkubiert. Am darauffolgenden
Tag wurden die Koloniefilter nach der in Sambrook et al. (1989) beschriebenen Methode
prozessiert. Hierbei wurden die Bakterien durch Inkubation der Koloniefilter auf 10%iger
SDS-Losung lysiert, die freigesetzte DNA fur 10 min mit DNA-Denaturierungsl ésung
denaturiert und dann 10 min mit DNA-Neutralisierungsldsung neutralisiert. Die Fixierung
der DNA erfolgte durch Inkubation der Filter fir 2h bei 80°C. Danach wurden die Filter in
100 mM NaHPO4/1% SDS-Losung fur 30 min bei 65°C gewaschen und Bakterienreste
vorsichtig mit einem fusselfreien Tuch entfernt. Die Prahybridisierung der Koloniefilter
erfolgte fUr 4-16h bei 65°C in Church-Hybridisierungspuffer (Church und Gilbert, 1983).
Anschlief?end wurden die Filter in frischem Church-Puffer mit der denaturierten Sonde
(vgl. Kap. 2.6.1) in einer Konzentration von 1-2x 10° cpm/ml fir 16-20 h bei 65°C
hybridisiert. Unspezifisch gebundenes Sondenmaterial wurde durch Waschen in
NaHPO4/1% SDS-Losungen absteigender Konzentration (200mM, 100 mM, 50 mM
NaHPO,) bei Temperaturen zwischen 50°C und 65°C entfernt. Die Signal detektion wurde
wiein Kapitel 2.7.4 beschrieben durchgefhrt.

2.7.3  Plaguefilterhybridisierung

A-Klone aus einer cDNA-Bibliothek wurden nach der von Benton und Davis (1977)
beschriebenen Methode der Plaguefilterhybridiserung isoliert. Dazu wurde eine
Verdinnungsreihe einer Agt10-Phagensuspension in SM-Medium angelegt und jeweils 10
pl der verschiedenen Phagenverdinnungen mit 600 pl kompetenten E. coli-Bakterien
(Stamm C600hfl; eingestellt auf eine ODgy von 0,5 in 10mM MgSO,) gemischt. Der
Préaadsorption der Phagenpartikel durch Inkubation der Lésung bel 37°C fur 15 min folgte
das Ausplattieren der Suspension. Zu diesem Zweck wurde die Bakterien/Phagen-
Suspension mit 10 ml vorgewarmtem Top-Agar (NZY DT-Medium/0,7% Agarose) versetzt
und sofort auf vorgewéarmten NZY DT-Agarplatten verteilt. Die erkalteten Platten wurden
fur 5-6 h bei 37°C und danach Uiber Nacht bei 4°C inkubiert. Die Ubertragung der Phagen
auf Filter (im Duplikat) erfolgte durch Auflegen von Hybond N+ Membranen auf die
kalten Agarplatten (1 min fir den ersten Filter, 3 min fur das Duplikat). Nach 1 min
Denaturierung (mit DNA-Denaturierungslosung), 2x 3 min Neutralisierung (mit DNA-
Neutralisierungsl6sung) und 3 min Aquilibrierung (mit 2x SSC) wurden die Plaquefilter
fur 30 min bei Raumtemperatur getrocknet. Die Filter wurden zur Fixierung der DNA fir 2
Stunden bei 80°C gebacken und dann wie in Kapitel 2.7.2 geschildert mit einer radioaktiv
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markierten Sonde hybridisiert, gewaschen und anschlief3end autoradiografiert. Plaque-
Regionen, deren Signale im Duplikat vorhanden waren, wurden aus dem Weichagar
ausgestochen und in 500 pl SM-Medium mit 50 pl Chloroform Uberfihrt und konnten so
bei 4°C fur mehrere Monate aufbewahrt werden. Entsprach diese Region keinem
Einzelplaque, so wurde ein Aliquot des isolierten phagenhaltigen Bereichs auf einem
geeigneten Bakterienrasen ausplattiert und damit eine zweite Plaguefilterhybridisierung
durchgefuihrt. Auf diese Weise konnten positive Einzelplagues isoliert werden. Von diesen
Einzelplague-Phagensuspensionen wurde jeweils ein Aliquot mit DMSO in einer
Endkonzentration von 7% versetzt und als Dauerkultur bei -70°C gelagert.

2.74 DNA-RNA Hybridisierung (Northern-Hybridis erung)

Fir Northern-Hybridisierungen an gelelektrophoretisch aufgetrennter und an einem Filter
immobilisierter RNA wurden 10-20 pg Gesamt-RNA (isoliert aus Zellkultur oder Gewebe;
vgl. Kap. 2.2.2) vakuumgetrocknet und in 10 pl 3x RNA-Ladepuffer geldst. Nach Zugabe
von 20 ul 1,5x RNA-Probenpuffer und einer 10 mindtigen Inkubation bel 65°C wurden die
Proben auf Eis abgekihlt und 1 pl einer 1:5 verdiunnten Ethidiumbromid-Stamml6sung (10
mg/ml) zugesetzt. Dann erfolgte die gelelektrophoretische Auftrennung Uber ein 1%iges
Agarosegel mit 6,5% Formaldehyd (Laufpuffer 1x MOPS) bel 80-100 V fur 4 h. Als
Molekulargewichtsstandard auf RNA-Gelen wurde die RNA-ladder der Firma GibcoBRL
(Eggenstein) verwendet. Nach erfolgter Auftrennung wurde das Gel in RNA-
Hydrolyseldsung inkubiert (40 min) und anschlief?end in RNA-Neutralisierungsldsung
Uberfihrt (2x 20 min). Der Transfer der RNA auf Hybond N+ Filter (Fa. Amersham,
Braunschweig) erfolgte kapillarelektrophoretisch fir 24-72 h mit 10x SSC as
Transferpuffer nach der von Mason et al. 1993 beschriebenen Methode.

Das Aufbringen kleinerer Mengen Gesamt-RNA, die nicht gelelektrophoretisch
aufgetrennt wurde, erfolgte mit dem dlot blot-Verfahren. Dieses Verfahren erméglicht die
Fixierung der RNA auf einer relativ kleinen Flache und wurde insbesondere fur das
Aufbringen von RNA aus Gewebeproben verwendet. Zu diesem Zweck wurden 2 pg der
RNA in 50 pl Puffer (50% Formamid, 6% Formaldehyd, 1x MOPS) aufgenommen, 10 min
bei 65°C denaturiert, auf Eis abgekihlt und mit 1 Volumen eiskaltem 20x SSC gemischt.
Im Anschluss daran wurde der Reaktionsansatz mit Hilfe einer slot blot Vakuum-
Apparatur (Hybri-Sot manifold, Fa. BRL, USA) auf eine mit 10x SSC angefeuchtete
Hybond N+ Membran (Fa. Amersham, Braunschweig) aufgebracht. Die Fixierung der
RNA auf dem Filter erfolgte durch Bestrahlung des Filters mit UV-Licht (2x 1200 kJ) in
einem UV Stratalinker 1800 (Fa. Stratagene, USA).
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Die Prahybridisierung von RNA-Filtern erfolgte in 10 ml ExpressHyb-Losung (Fa
Clontech, Heidelberg) fur 30-60 min bei 65°C. Zur Hybridisierung einer radioaktiv
markierten cDNA-Sonde (vgl. Kap. 2.6.1) wurde diese hitzedenaturiert und 2 min auf Eis
abgekuhlt. Im Anschluss daran wurde die Sonde mit 5-10 ml frischem, vorgewarmtem
ExpressHyb (Fa. Clontech, Heidelberg) gemischt (Endkonzentration der Sonde: 1-2x 10°
cpm/ml) und zusammen mit dem RNA-Filter fir 2-3 h unter sténdiger Rotation bei 65°C
inkubiert. Das Waschen der Filter erfolgte genau nach den Angaben des Herstellers fir
ExpressHyb-Ldsung (Fa. Clontech, Heidelberg).

Wurden kommerzielle RNA-Filter der Fa Clontech (Heidelberg) verwendet
(Human/Mouse Multiple Tissue Northern Blot I, Human/Mouse RNA Master Blot), so
wurden Prahybridisierung, Sondenhybridisierung und Waschen der Filter genau nach
Angaben des Herstellers durchgefihrt.

Zur Signaldetektion wurde die noch feuchte Membran in Haushaltsfolie gewickelt, und in
eing mit Verstarkerfolie ausgekleideten Kassette (Quantalll, Cronex-Kassette, Fa.
DuPont, USA) fur 2 h - 8 Tage bel -80° C autoradiografiert (X-Omat AR, Fa. Kodak, USA
oder RPN 9, Fa. Amersham, Braunschweig). Sollte eine erneute Hybridisierung
durchgefuhrt werden, wurde die Membran nach Anfertigung einer Autoradiografie fur 15-
30 Minuten in 90-100°C heif3er 0,5 %iger SDS-Losung (w/v) von hybridisierter Sonde
gereinigt.

2.75 Reverse Northern-Hybridisierung

Die Reverse Northern-Hybridisierung dient der parallelen Hybridisierung einer grof3en
Anzahl von cDNA-Proben mit einer komplexen, radioaktiv markierten cDNA-Sonde (vgl.
Kap. 2.6.2). Ein Teil der subklonierten cDNA-Fragmente der differential display-
Experimente wurde mit Hilfe dieser Technik hinsichtlich seiner differenziellen Expression
untersucht.

Die Integrat-DNA der zu untersuchenden cDNA-Klone wurde mit Hilfe von T3/T7-PCRs
im 96-Loch Mikrotiterplattenformat amplifiziert (als Matrize dienten dabel die E. coli-
Dauerkulturen mit den subklonierten differential display cDNA-Fragmenten), mit
Ammoniumacetat/I sopropanol geféllt und der gewaschene Niederschlag in je 18 pl Wasser
gelost. Im Anschluf? daran wurde die DNA durch Zugabe von 18 pl 0,6 M NaOH fur 10
min denaturiert und danach auf Eis inkubiert (2 min). Danach folgte die Neutralisierung
durch Zugabe von 36 pl eiskaltem 2 M Ammoniumacetat. Das Aufbringen auf positiv
geladene Nylonmembranen, die zuvor in 2x SSC angefeuchtet wurden, erfolgte ebenfalls
im 96-Loch Format mit einer slot blot-Apparatur, wobei jeweils die Héfte der DNA-
haltigen Losung fir eine Membran verwendet wurde (Duplikatfilter). Die kovalente
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Bindung der DNA an die Membran erfolgte nach 30 mindtiger Lufttrocknung durch UV-
Behandlung (1200 kJ).

Die Préhybridisierung der Filter erfolgte in ca. 15-20 ml Dig Easy Hyb-Losung (Fa.
Boehringer, Mannheim) fir 1-2 h bei 42°C. Danach wurde die denaturierte cDNA-Sonde
in 15-20 ml frischer Dig Easy Hyb-L 6sung aufgenommen und Uber Nacht bei 42°C unter
standiger Rotation mit der Membran inkubiert. Das Entfernen unspezifischer
Hybridisierungssignale erfolgte durch zweimaliges je 15 miniltiges Waschen in
Waschpuffer 1 (2x SSC/0,1 % SDS/50 mM Na&HPO,) bei Raumtemperatur und
zweimaliges je 10 mindtiges Waschen in vorgewdrmtem (65°C) Waschpuffer 2 (0,1x
SSC/0,1 % SDS/4 mM NaxHPO,).

Die Detektion der Signale erfolgte durch Autoradiografie bzw. durch die Verwendung
eines Phosphorimagers (Modell Storm 840; Fa. Molecular Dynamics, Krefeld). Die
vergleichende Quantifizierung wurde durch die parallele Analyse mitfgefuhrter Filter mit
kovalent gebundener GAPDH  (Glycerinaldehy-3-Phosphat-Dehydrogenase)-cDNA
ermadglicht.

2.8 Fluoreszenzin situ-Hybridisierung (FI SH) auf M etaphasechr omosomen

M etaphasen menschlicher Lymphozyten wurden wie von Lemieux et al. (1992) geschildert
prapariert. Eine Sonde wurde generiert, indem der zu lokalisierende PAC-Klon mit Pstl
restringiert und nach einer Phenol/Chloroform-Aufreinigung mit DIG 11-dUTP (Fa
Boehringer, Mannheim) mit Hilfe der nick-Trandation (vgl. Kap. 2.6.4) markiert wurde.
Die markierte DNA wurde in Gegenwart von Cot-1 DNA (GibcoBRL, Eggenstein) und
einzelstrangiger Lachssperma-DNA (Fa. Stratagene, USA) mit EtOH gefdlt und in 50%
Formamid, 2x SSC, 10% Dextransulfat gelost. Zur Abséttigung repetitiver Sequenzen
wurde die Sonde fur 10 min bel 75°C denaturiert und anschlief3end fir 15 min bei 37°C
inkubiert. 0,25-1 ug der so vorbereiteten Sonde wurde pro Objekttrager auf nach Klever et
al. (1981) denaturierten Chromosomenpraparate gegeben und fur 16 h bel 37°C mit einem
Deckglas eingedeckelt in einer feuchten Kammer hybridisiert. Danach wurden die
Objekttrager 3x 5 min bel 42°C in 50% Formamid/1x SSC und 3x 5 min in 0,3x SSC
gewaschen und fur 15 min in 4x SSC/0,1% Tween 20/ BSA inkubiert. Die Detektion der
Sonde erfolgte wie von Lichter et al. (1988) beschrieben mit monoklonalen Maus anti-Dig
IgG1-Antikorpern, TRITC-markierten Ziege-anti-Maus-1gG-Antikorpern bzw. TRITC-
markierten Ziege-anti-Kaninchen-1gG-Antikoérpern (alle Antikorper von Fa  Sigma,
Deisenhofen). Anschliefend wurden die Chromosomen mit DAPI (Fa. Boehringer,
Mannheim) gegengefarbt und die fertigen Préparate in Vectashield Mounting Medium (Fa.
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Vector Laboratories, USA) eingebettet. Die Bildanalyse wurde mit enem DMRBE
Mikroskop der Firma Leica (Bensheim) mit einem 100x/1.30 PC Fluotar Olimmersions-
Objektiv durchgefuhrt und mit einer CCD-Kamera und einem assoziierten Computer-
Softwarepaket (Fa. Applied Imaging, USA) dokumentiert.

2.9 Differential display

Die Methode des differential display (Liang und Pardee, 1992) basiert auf der Technik der
RT-PCR, bei der nach einer Erststrangsynthese die Amplifikation von DNA-Fragmenten
mittels der Polymerase-K ettenreaktion erreicht wird. Dabei zeichnet sich die differential
display-Technik dadurch aus, dass fur die Erststrangsynthese verankerte oligo(dT)-primer
(sie gewdhrleisten den Start der reversen Transkription direkt am Beginn des poly-A-
Schwanzes von mRNASs und teilen die Gesamtheit der zelluldren polyA™-RNAS in drei
Teile auf) verwendet werden. Aulserdem werden in der anschlief3enden PCR willkirlich
gewdhlte Dekamer-Oligonukletide als primer eingesetzt, deren komplementére Sequenz
mit einer bestimmten statistischen Wahrscheinlichkeit innerhalb eines Teils der
Transkripte/cDNAs auftritt. Durch Verwendung unterschiedlicher Primerkombinationen in
der PCR liefern die Amplifikationsreaktionen en statistisch verteiltes Muster
doppelstrangiger cDNA-Fragmente, die in der verwendeten RNA-Population
entsprechende Transkripte représentieren. Dadurch, dass innerhalb der PCR-Reaktion ein
radioaktives Nukleotid zugesetzt wird, ist es moglich, die entstehenden PCR-Produkte
nach Auftrennung Uber ein Polyacrylamidgel durch Autoradiografie zu detektieren.
Differenziell auftretende Banden (die unterschiedlich exprimierten Genen entsprechen
sollten) konnen im Anschluss aus dem Gel ausgeschnitten, eluiert und in einer zweiten
PCR amplifiziert werden. Die so gewonnenen cDNA-Fragmente konnen danach
subkloniert werden und stehen fir weitere Untersuchungen, v.a. aber fir eine Verifikation
der differenziellen Expression des entsprechenden Gens, zur Verfigung. Eine
schematische Darstellung der Methode mit ihren Einzelschritten ist in Abbildung 2.1
gezeigt.
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GAAAAAAAAAAAAA-AN
AAAAAAAAAAAAA-AN
TAAAAAAAAAAAAA-AN
1. Erststrangsynthese l
AAAAAAAAAAAAA-AN
4 CTTTTTTTTTTTT
2. Amplifikation l

TGAACTGGAC

CTTTTTTTTTTTT

TGAACTGGAC
CTTTTTTTTTTTT

TGAACTGGAC
CTTTTTTTTTTTT

TGAACTGGAC
CTTTTTTTTTTTT

3. Denaturierende
PAA-Gelelektrophorese

RNA 1 RNA 2

Abbildung 2.1: Dar stellung des
Versuchsablaufs beim differential display
(nach Liang und Pardee, 1995). Der
Erststrangsynthese (1) mit einem einfach
verankerten oligo(dT)-primer (hier: T11C) folgt
die Bildung des komplementédren Stranges. Er
entsteht durch Verlangerung eines willkirlich
gewahlten Dekamer-Oligonuklectids, das in der
radioaktiven PCR (2) as primer fungiert. Die
entstehenden PCR-Produkte sind radioaktiv
markiert (angedeutet durch die graue Farbe) und
kénnen nach denaturierender Polyacrylamidgel-
elektrophorese (3) autoradiografisch detektiert
werden. So entstehen cDNA-Bandenmuster, die
einen Tell der untersuchten RNA-Population
reprasentieren. Ein Vergleich der Bandenmuster
verschiedener RNA-Populationen erméglicht die
Isolation und Charakterisierung differenziell
auftretender cDNA-Fragmente (durch Pfeil
angedeutet).

29.1  Erststrang-Synthese (reverse Transkription)
Die aus den zu untersuchenden Nierengeweben isolierten und DNA-freien RNAs (vgl.

Kap. 2.2.2) wurden mit Hilfe der reversen Transkriptase (RT) in cDNA umgeschrieben.

Durch die Verwendung einfach verankerter oligo(dT)-primer (mdgliche Varianten: Ty;-A,
T11-G, T11-C) erfolgte dabei eine Aufteilung der Gesamt-RNAs in drel Populationen. Nach
Optimierung der Methodik wurden fur die Erststrangsynthese beim differential display 0,5

Mg RNA der zu untersuchenden Gewebe in 7,5 ul DEPC-Wasser eingesetzt. Nach einer
initialen Denaturierung der RNA fur 10 min bel 70°C wurden die Reaktionsansétze auf Eis
far 1 min abgekuhlt und 11 pl eines cDNA-Synthesemix ohne RT (s.u.) zugegeben. Durch
die Zugabe von 15 pl RT bzw. 1,5 pl Wasser (Negativkontrollen) wurde die
Erststrangsynthese gestartet und fir 1 h bei 37°C inkubiert. Die anschlief3ende
Inaktivierung der RT erfolgte durch Inkubation der Ansédtze bel 94°C fur 10 min. Die so
behandelten Reaktionsansitze wurden bis zur Weiterbearbeitung bei —20°C aufbewahrt.
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cDNA-Synthesemix (differential display):

4,0 Ul 5x 1st strand buffer (Fa. GibcoBRL, Eggenstein)
20 DTT (0,1 M; Fa. GibcoBRL, Eggenstein)

1,0yl RNase Inhibitor (20 U/pl; Fa. MBI Fermentas, USA)
2,0l oligo(dT)ys-N (25 uM;N= A, G oder C))

2,0yl dNTP-Gemisch (200 uM je dNTP).

Zur frihzeitigen Detektion falsch positiver Signale (vgl. Kap. 4.2) wurden mit jedem
untersuchten Gewebe zwei genau gleich behandelte Erststrangsynthesen durchgefihrt, die
beide den folgenden Reaktionsschritten unterworfen wurden.

29.2  Amplifikation der cDNA mittels radioaktiver PCR

Die Amplifikation transkriptspezifischer cDNA-Fragmente erfolgte mittels PCR unter
Einbau eines radioaktiven Nukleotids. Dabei unterscheiden sich die Reaktionsansétze beim
differential display von der Standard-(RT-)PCR (vgl. Kap. 2.4 bzw. 2.5) vor alem durch
die geringere Konzentration von Nukleotiden, die aus Grinden der Spezifitdt und
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse innerhalb der differential display-PCR (DD-PCR)
moglichst niedrig gehalten werden sollte (Liang und Pardee, 1992). Nach Optimierung der
Methode wurde eine Konzentration von 2 uM je Nukleotid im Reaktionsansatz gewahit.
Welitere Unterschiede zwischen DD-PCR und Standard-PCR sind die Verwendung von
Dekamer-Oligonukleotiden und oligo(dT):1-N Oligonukleotiden (N= A, G oder C) as
primer, sowie die aus deren niedriger Schmelztemperatur resultierende niedrige
Hybridisierungstemperatur. Insgesamt enthielt ein DD-PCR Ansatz die folgenden

Komponenten:
2,0ul cDNA (aus2.9.1)
2,0u 10x PCR-Puffer (mit MgCl,; Fa. Boehringer, Mannheim)
1,0l Dekamer Oligonukleotid (10 uM)
20ul oligo(dT)12-N (20 uM; N= A, G oder C entsprechend
der cDNA)
2,0ul dNTP-Gemisch (20uM je Nukleotid)
1,0 pl a[**P]dCTP (2/3 uCi/ul; Fa. Amersham, Braunschweig)
0,25 ul Tagq DNA-Polymerase (5 U/pl; Fa. Boehringer, Mannheim)

ad 20,0 pl Wasser.

Nach Uberschichtung mit einem Tropfen Mineraldl (Fa. Sigma, Deisenhofen) wurde die
Reaktion in einem TC-1 DNA-Thermal Cycler (Fa. Perkin-Elmer, Weiterstadt)
durchgeftiihrt. Das dabei verwendete Programm umfasste einen initiden
Denaturierungsschritt von 4 min bel 94°C, dem 40 Zyklen eines Hauptprogramms (45
sek/94°C, 2 min/40°C, 1 min/72°C) und eine finale Inkubation fur 7 min bei 72°C folgten.
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2.9.3  Auftrennung der radioaktiv markierten PCR-Podukte mittels
denaturierender Polyacrylamidgel elektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte aus Kap. 2.9.2 erfolgte unter
denaturierenden Bedingungen Uber ein vertikales 6%iges Polyacrylamidgel (ca. 0,2 mm
dick) mit 7M Harnstoff unter Verwendung von 1x TBE als Laufpuffer. Zu diesem Zweck
wurden 100 ml einer Gellésung bestehend aus 7M Harnstoff (Fa. Roth, Karlsruhe), 6%
Acrylamid (Stamml6sung 30% Acrylamid/0,8% Bisacrylamid; Fa. Roth, Rarlsruhe) und 1x
TBE vorgelegt und die Polymerisation durch Zugabe von 80 ul TEMED und 500 ul einer
10%igen Ammoniumpersulfatliosung gestartet. Die Gelldsung wurde anschlief3end
zwischen zwel Glasscheiben (eine mit Thermofolie beschichtete Glasscheibe zur
Gewadhrleistung einer gleichmaliigen Temperaturverteilung, eine mit Dichlordimethylsilan
behandelte Glasscheibe) gegossen und die Polymerisation abgewartet. Vor dem Auftragen
der Proben wurden je 2,0 ul der Ansétze aus 2.9.2 mit 3 pl Formamidpuffer versetzt, 5 min
hitzedenaturiert, danach sofort auf Eis inkubiert und auf das Gel aufgetragen. Die
Auftrennung der DD-PCR-Produkte wurde bei 40 Watt in einer Zeit von ca 4 h
vorgenommen. Danach wurde die mit Dichlordimethylsilan behandelte Glasplatte
abgehoben und das Gel mit Hilfe von einseitig polyethylenbeschichtetem Papier (Polytrap
296 FE; Fa. Schleicher & Schuell, Dassel) von der Spiegelplatte abgezogen. Das einseitig
in Klarsichtfolie gehillte Gel wurde anschlief3end in einer Autoradiografiekassette 16-24 h
bei 4°C auf einem Rontgenfilm inkubiert und der Film danach entwickelt.

2.9.4  Fragmentgewinnung und Reamplifikation differenziell exprimierter cONAs

Im Autoradiogramm differenziell auftretende Banden wurden unter Zuhilfenahme des
Rontgenfilms aus dem Polyacrylamidgel ausgeschnitten und fir 16-20 h bei
Raumtemperatur in 200 pl 1/4x TE in ein Reaktionsgefald gegeben. Dieser Schritt dient
dazu, einen Teil der DNA durch Diffusion aus dem PAA-Gelstick zu eluieren. Nach
Uberfiihren der 200 pl Elutionslésung in ein neues Reaktionsgefal? wurde die DNA einer
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol- und einer Chloroform/Isoamylakohol-Extraktion
unterzogen, mit EtOH und Natriumacetat gefalt (vgl. Kap. 2.2.4) und in 10 pl Wasser
aufgenommen. Die so extrahierten DNA-Fragmente wurden anschlief3end in zwel
aufeinanderfolgenden PCR-Reaktionen reamplifiziert. Zu diesem Zweck wurden 5 pl des
DNA-haltigen Eluats in einem Gesamtvolumen von 50 pl unter Anwesenheit von je
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125 pmol der entsprechenden primer, 200 uM dNTP-Gemisch und 1 U Tag DNA-
Polymerase (Fa. Boehringer, Mannheim) dem folgenden Programm unterzogen:

4min/94°C
352Zyklena  45sek/94°C, 2min/ 40°C, 1 min/ 72°C
7min/72°C.

Die zweite Reamplifikation erfolgte unter gleichen Bedingen mit 10 pl der ersten
Reamplifikationsansédtze als Matrizee Der Erfolg der  Extraktionss und
Reamplifikationsschritte wurde durch anschlief3ende Agarosegelelektrophorese (vgl. Kap.
2.2.6) von 5pl der zweiten Reamplifikationsreaktion Gberprift.

2.10 Untersuchung von Protein/DNA-Inter aktionen

2.10.1 Herstellung von Proteinextrakten aus Zellkernen

Fir Gelretardationsexperimente wurden Gesamtzellextrakte von WCCS1- und 293-Zellen,
die in T25-Kulturflaschen ausgesét worden waren, hergestellt. War der Zellrasen zu 70-
80% konfluent wurde das Medium entfernt und die Zellen mit PBS gewaschen. Danach
wurden die Zellen mit einem Gummispatel in ca. 1 ml PBS abgeschabt und die erhaltene
Zellsuspension fur 10 sek bei 13000 rpm und Raumtemperatur in einer Tischzentrifuge
pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und der Zellniederschlag in 400 pl Puffer 1 (10
mM HEPES/KOH, pH 7,9; 1,5 mM MgCl,; 10mM KCI; 0,5 mM DTT; 0,2 mM PMSF)
resuspendiert (DTT und PMSF wurden erst kurz vor Gebrauch zugesetzt). Nach 10 min
Inkubation auf Eis wurden die Zellen kurz und heftig aufgeschiittelt und anschlief3end fir
10 sek unter den oben beschriebenen Bedingungen zentrifugiert. Der Uberstand wurde
erneut verworfen und der zelluldre Niederschlag wurde je nach Volumen in 20-50 pl
Puffer 2 (20 mM HEPES/KOH, pH 7,9; 1,5 mM MgCl;; 420 mM NaCl; 0,2 mM EDTA,;
25% Glycerin; 0,5 mM DTT; 0,2 mM PMSF) aufgenommen. Nach 20 min Inkubation auf
Eis wurde die Zelsuspension fur 2 min bei 13000 rpm und 4°C in einer Tischzentrifuge
zentrifugiert. Der erhaltene Uberstand wurde auf Eis aliquotiert und bei —70°C aufbewahrt.

2.10.2 Gelretardationsexperimente (band shift/EM SA)

Die Gdretardationsanalyse (Fried und Crothers, 1981) beruht auf der Tatsache, dal3 sich
das Laufverhaten eines DNA-Fragments in einem nativen Polyacrylamidgel éndert, wenn
Proteine an das DNA-Fragment binden. So wandert freie, ungebundene DNA in einer
Elektrophorese schneller durch die Gelmatrix, als mit Proteinen komplexierte DNA. Durch
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radioaktive Markierung der auf Proteinbindung zu untersuchenden DNA kann im
Anschluss die Detektion von DNA-Protein-Komplexen durch Autoradiografie erfolgen.
Die Unterscheidung spezifischer und unspezifischer Protein-DNA-Wechselwirkungen wird
durch Einbringen von nicht radioaktiv markierter DNA in die Bindungsreaktion
bewerkstelligt (Kompetitionsexperimente). Dabel unterscheidet man die unspezifische
Kompetition von der spezifischen. Im Falle der unspezifischen Kompetition wird
unmarkierte, unspezifische DNA (z.B. poly[dldC]-DNA) im Uberschuss dem
Bindungsansatz zugesetzt. Dies hat zur Folge, dass aus unspezifischen Protein-DNA-
Wechselwirkung resultierende retardierte Banden verschwinden, wahrend eine durch
gpezifische Bindung eines Proteins an die DNA zustandekommende Bande die
Kompetition Uberstent und in der Autoradiografie sichtbar bleibt. Mit Hilfe der
spezifischen Kompetition lassen sich aus spezifischen Protein-DNA-Wechselwirkungen
resultierende Banden nachweisen. Banden, die aus einer spezifischen Bindung von Protein
an DNA entstehen, verschwinden bei Zugabe unmarkierter DNA mit der fur die Bindung
relevanten Nukleotidsequenz, wahrend unspezifische Bindungen kaum anféllig fir einen
spezifischen Kompetitor sind. Im Falle einer Quantifizierung lassen sich auch Aussagen
Uber die Affinitét einer solchen Wechselwirkung machen. Die Identitdt des bindenden
Proteins innerhalb eines Protein-DNA-Komplexes kann — aul3er durch die Art der
kontaktierten Nukleotidsequenz - mit Hilfe sogenannter super shift-Experimente erfolgen.
Dabel wird durch Zugabe eines gegen das bindende Protein gerichteten Antikorpers die
DNA-Bindung ausgel scht (Bande verschwindet) oder aber (wie im Falle der verwendeten
aSP1- und aSP3-Antikorper; Dennig et al., 1995) die retardierte Bande wird zusétzlich in
ihrer Mobilitdt eingeschrankt (die Bande verschwindet und es taucht eine neue Bande
weiter oben im Gel auf).

Fur alle DNA-Bindungsanalysen wurden die folgenden Reaktionsbedingungen pro
Reaktionsansatz eingehalten:

Gesamtvolumen 15-20pl:  10.000-30.000 cpm markierte DNA (vgl. Kap. 2.6.3)
1 pg poly (didC)-DNA
100 ng Kalbsthymus-DNA
0,1-5 ul  Proteinextrakt (aus 2.10.1)
ad 15(-20) Wil EMSA-Bindungspuffer

Die Inkubation von DNA und Proteinen erfolgte fur 10-15 min auf Eis nach getrenntem
Einpipettieren der jeweiligen Komponenten (ohne die radioaktiv markierte DNA) in 1,5 ml
Eppendorff-Reaktionsgefélie und vorsichtigem Mischen durch Auf- und Abpipettieren der
Proben. Nach dieser Prainkubation wurde die zu untersuchende DNA zugegeben, es wurde
erneut vorsichtig gemischt und die entstandenen Ansétze fir weitere 10-15 min auf Eis
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inkubiert. Danach wurden die Ansédtze zusammen mit je 0,5 pl DNA-Probenpuffer auf
einem nativen Polyacrylamidgel (5% PAA; 30:0,8 AA:BisAA) mit 1x TBE als Laufpuffer
bei 80-120 V fir ca. 5h aufgetrennt. Der anschlief3enden Trocknung folgte die Darstellung
der Banden in einer Autoradiogrefie.

2.11 Immunologischer Proteinnachweis

211.1 Auf Gewebeschnitten (Immunhistochemie)

Die zelltypspezifische Expresson von TCF2 im fetaen Nierengewebe wurde mit
Antikérpern, die gegen den NHx-Terminus des Proteins gerichtet sind, durchgefihrt
(#sc-6550, HNF1R [N-19]; Fa. Santa Cruz, USA). Fir die immunhistochemische
Proteindetektion wurde das zu untersuchende Gewebe so frisch und so steril wie mdglich
entnommen und bel -70°C bis zum Gebrauch ohne weitere Fixierung gelagert. Von dem so
vorbereiteten Gewebe wurden in gewinschter Orientierung 7-10 um dicke Schnitte am
Kryostat angefertigt, auf Objekttrager Ubertragen und Uber Nacht (6-16 h) bei -20°C in
Methanol/EGTA fixiert. Danach wurde die gewebeinterne endogene Peroxidase durch ein
Gemisch von 59,5% PBS/40% Methanol/0,5% H,O, fur 30 min bel Raumtemperatur
blockiert. Nach zwei Waschschritten von je 10 min in H,O und 1x PBS und einem 30
mindtigen Pufferschritt in PBS/Schafserum (10:1) wurde der Antikorper gegen das zu
lokalisierende Protein in einer Konzentration von 1:100 bzw. 1:200 in PBS fir eine Stunde
bei Raumtemperatur auf den Objekttragern in einer feuchten Kammer inkubiert.
Anschlief3end wurden die Gewebeschnitte 3x5 min in PBS gespuilt und dann fir 30 min mit
einem biotinylierten polyklonalen anti-Ziege-Antikorper (Fa. Sigma, Deisenhofen) in der
Konzentration von 1:100 in PBS verdunnt Uberschichtet. Nach erneutem Waschen der
Objekttrager in PBS wurden die gebundenen Antikorper in 1%iger Losung AB (ABC-Kit
der Fa. Vector Laboratories, USA) in PBS mit einer Peroxidase fir 20 Minuten
komplexiert. Nach kurzem Spulen (in PBS) erfolgte der Nachweis spezifisch gebundener
Antikérper durch eine 30 sek-4 min Inkubation in Diaminobenzidin (DAB)-Farbel 6sung.
Im Anschluss daran wurde die Farbreaktion durch kurzes Waschen der Objekttréger in 1x
TE-Puffer abgestoppt und die hybridisierten Gewebeschnitte nach kurzem Wéssern in HE
gegengefarbt. Das Eindeckeln der gefarbten Schnitte erfolgte nach Durchlaufen einer
aufsteigenden Ethanolreihe (70%, 90%, 100%) mit Vectrashield Mounting Medium (Fa.
Vector Laboratories, USA).
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211.2 Im Western blot

2.11.2.1 Denaturierende diskontinuierliche Polyacrylamidgel el ektrophorese

Die SDS-Gelelektrophorese (Laemmli, U. K, 1970) bietet die Mdglichkeit zur Trenung
von Proteinen aufgrund ihrer relativen Molekllmasse. Natriumdodecylsulfat (SDS) in
Gelmatrix und Probenpuffer fihrt dabel zu einer Denaturierung der aufzutrennenden
Proteine unter gleichzeitiger Einfihrung vieler negativer Ladungen. Die Konsequenz ist,
dass weder die native Form der Proteine noch deren Eigenladung, sondern lediglich ihr
Molekulargewicht die Wanderungsgeschwindigkeit durch die Gelmatrix bestimmt. Die
Verwendung diskontinuierlicher Gele fuhrt durch einen Fokussierungseffekt zu einer
Konzentration des anfanglich aufgetragenen Proteingemisches in einer scharfen Zone, so
dass alle Proteine gleichzeitig in die trennende Gelmatrix einlaufen.

Fur Proteingelel ektrophoresen wurden Minigel apparaturen der Fa. BioRad (Minchen) mit
1 mm dicken Abstandhaltern verwendet. Zunéchst wurde das Trenngel (10-15% PAA)
gegossen und mit 1 ml wassergeséttigtem Butanol Uberschichtet. Nach der Polymerisation
wurde das Butanol entfernt und das Sammelgel, welches die Auftragstaschen enthdlt, auf
das Trenngel gegossen. Die Trenn- und Sammelgel zusammensetzungen waren dabei wie
folgt:

Trenngel (10% PAA): 5,7 ml  30% Acrylamidstamml 6sung
3,75ml  4x Tris-HCI/SDS, pH 8,8
3,75ml  Wasser

Sammelgel (4% PAA): 0,65 ml  30% Acrylamidstamml 6sung
1,25ml  4x TrissHCI/SDS, pH 6,8
3,15ml Wasser

Die Proteinproben wurden mit 6x SDS-Probenpuffer (zu einer Endkonzentration von 1x)
versetzt und vor dem Auftragen auf das Gel durch Kochen fir 5-10 min denaturiert. Als
Grofenstandard dienten 10 pl eines Gemisches angefarbter Proteine (broad range
molecular weight marker, Fa. NEB, USA), die ebenfalls durch Kochen denaturiert wurden.
Die Elektrophorese erfolgte bei 10-30 mA fur 2-3 hin 1x SDS-Laufpuffer.

Zum Férben der Proteinbanden im Gel wurde dieses fir ca. 1 h in einer Petrischale mit
Proteinfarbel bsung (coomassie brilliant blue) unter leichtem Schwenken inkubiert. Das
Entférben der Gelmatrix erfolgte in einer Entféarbel 6sung (10% Essigsaure/10% M ethanol)
bis sich die Proteinbanden gut vom Hintergrund abhoben. Anschlief3end wurde das Gel bis
zum Fotografieren in Wasser aufbewahrt.
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2.11.2.2 Transfer gelelektrophoretisch aufgetrennter Proteine auf Membranen und
immunologischer Nachwels
Der Transfer von Proteinen aus einem SDS-PAA-Gel (vgl. Kap. 2.11.1) auf eine
Nitrozellulosemembran (O 0,45 um, Fa. Schleicher& Schuell, Dassel) erfolgte in einer
Tank Blot-Apparatur der Firma BioRad (Munchen) unter Verwendung des Towbin
Puffersystems. Zu diesem Zweck wurden zunéchst zwei Whatman 3MM-Papiere sowie die
Nitrozellulosemembran auf die Gréfde des Trenngels zurechtgeschnitten. Danach erfolgte
der Aufbau des blots auf der Kathodenseite des Gelhalters in der Reihenfolge 3MM-Papier
(in Towbin-Puffer angefeuchtet), Proteingel, Nitrozellulosemembran (beide ca. 15 min in
Towbin-Puffer inkubiert), 3MM-Papier (in Towbin-Puffer angefeuchtet). Der so
aufgebaute blot wurde zwischen zwel Schaumgummimatten im Gelhalter fixiert und in die
Transferapparatur eingesetzt. Nach Auffillen der Apparatur mit Towbin-Puffer erfolgte die
Gelelektrophorese entweder fur 16-20 h (Uber Nacht) bei konstant 100 V oder fur 3 h bei
konstant 300 V jeweils bei Raumtemperatur. Zur gleichmal3igen Temperaturverteilung im
Transferpuffer wurde dieser standig durch Rihren vermischt. Der Erfolg des Transfers
wurde durch Kontrolle des angefarbten Protein-Grofdenmarkers beurteilt.
Zum immunologischen Nachweis der Proteine erfolgte ene Inkubation der
Nitrozellulosemembran zunéchst fur 2-20 h in PBS/0,1% Tween/5% Magermilchpulver
(PBS/T/M) auf einem Kippschittler bei Raumtemperatur. Danach wurde der 1:100-1:1000
in PBS/T/M verdinnte Erstantikorper zugegeben (zur Verringerung des bendtigten
Flissigkeitsvolumens wurde die Membran samt Antikorper-Lésung in eine Plastiktite
eingeschweilt), und es wurde fur weitere 2 h bel Raumtemperatur unter Schwenken
inkubiert. Hieran schlossen sich 6 Waschschritte in PBS/0,1% Tween (PBS/T) an
(Gesamtwaschzeit 30 min), worauf die Bindung des Zweitantikorpers (Maus-anti-
Kaninchen-1gG-POD, 1:1000 verdinnt in PBS/T/M; Fa. Boehringer, Mannheim) fir 1 h
bei Raumtemperatur folgte. Im Anschluss daran wurde die Membran 6x 5 min mit PBS/T
und 2x 5 min mit PBS gewaschen. Die Farbreaktion wurde durch Zugabe von 50 ml DAB-
Farbelbsung gestartet und nach einem geeigneten Zeitraum (1-2 min) durch Wasser
abgestoppt. So behandelte Nitrozellulosefilter wurden luftgetrocknet und bis zur
Dokumentation dunkel aufbewahrt.

2.12 Expression und I solation rekombinanter Proteinein Bakterien

Ein Plasmid zur Expresson des GST-TM7-Fusionsproteins (pGST-TM7; vgl. Kap.
3.2.4.8) wurde mit Hilfe von Standard-Klonierungstechniken (vgl. Kap. 2.3) synthetisiert.
Kompetente E. coli-Bakterien vom Stamm DH5a wurden mit 1-2 ng Plasmid transformiert
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und ein positiver Klon isoliert. Zur Expression und Reinigung des rekombinanten Proteins
wurde eine 1 | Kultur in LB-Medium (mit Ampicillin) angesetzt und diese bei 37°C bis zu
einer OD (600nm) von 0,4-0,5 unter Schitteln inkubiert. Es folgte die Induktion der
Proteinexpression durch die Zugabe von IPTG zu einer Endkonzentration von 0,01% (w/v)
und eine weitere Inkubation bei 37°C fur 4 h. Danach wurden die Bakterien durch
Zentrifugation bei 3000 upm und 4°C fur 10 min pelletiert. Der bakterielle Niederschlag
wurde in 10 ml 50 mM Tris-HCI/50 mM EDTA/15% Sucrose (pH 8,0) resuspendiert und
die Suspension in ein 50 ml Reaktionsgefald Uberfihrt. Nach Zugabe von Lysozym (zu
einer Endkonzentration von 1 mg/ml) wurde die Suspension fur 30 min auf Eis inkubiert.
Im Anschluss wurden 20 ml einer Lésung bestehend aus 0,2% Triton X-100 (v/v)/0,5 mM
PMSF zugefigt und die Bakteriensuspension stark geschuttelt. Ein weitergehender
Zelaufschluss erfolgte durch sequenzielles Aufziehen des Lysats durch 20-, 22-, und 26
Gauge-Kanulen. AnschliefRend wurde das Bakterienlysat mit DTT (Endkonzentration 1
mM) und 2,5 ml Glutathion-Agarose (Fa. Sigma, Deisenhofen) Uber Nacht bel 4°C in
einem Rotationsschiittler inkubiert. Die Agarose wurde danach abzentrifugiert und dreimal
in eiskaltem Puffer A gewaschen. In der Folge wurde die Agarose in eine 5 ml-Spritze
Uberfuhrt, deren Boden mit silikonisierter Glaswolle bedeckt war, woraufhin nochmals mit
50-100 ml eiskaltem Puffer A gewaschen wurde. Die Elution des gebundenen
Fusionsproteins erfolgte mit 10 ml eiskaltem Puffer A, dem Glutathion zu einer
Endkonzentration von 25 mM zugesetzt worden war. Wahrend der Elution wurden 1 ml-
Fraktionen gesammelt, von denen jeweils 20 pl im Rahmen einer SDS-Gelelektrophorese
(vgl. Kap. 2.11.2.1) auf ihren Proteingehalt hin untersucht wurden. Die proteinhaltigen
Fraktionen wurden fir nachfolgende Untersuchungen vereinigt.

Sollte der GST-Anteil des Fusionsproteins abgespalten werden, so wurde die zu
verdauende Menge gegen 20 mM Hepes/150 mM NaCl/2,5 mM CaCl (pH 8,0) Uber Nacht
bei 4°C dialysiert. Danach wurden 10 ml des GST-TM 7-Fusionsproteins (0,5 mg/ml) mit 3
U Thrombin fiar 6 h bei 37°C inkubiert. Nach Zugabe von PMSF (zu einer
Endkonzentration von 2 mM) wurde die erhatene Losung gegen 20 mM Hepes/150 mM
NaCl/0,2 mM EDTA (pH 8,0) Uber Nacht bel 4°C diaysiert und bei —70°C eingefroren.
Zur Herstellung von Antikorpern gegen den extrazelluldren Anteil von TM7SF1 in
Kaninchen wurden etwa 0,7 mg des GST-TM7-Fusionsproteins (in Puffer A mit
Glutathion) gegen 20 mM Ammoniumacetat (pH 7,4) bei 4°C Uber Nacht dialysiert und
anschlief?end, nach Zugabe von 1% Sucrose gefriergetrocknet. Das so erhatene
gefriergetrocknete Fusionsprotein wurde im Rahmen einer bel der Firma Eurogentec
(Belgien) in  Auftrag gegebenen Immunisierung zweier Kaninchen eingesetzt.
Préimmunserum und polyklonales Antiserum, das nach Téten der Tiere gewonnen wurde,
wurden dann in Western-Blot Experimenten (vgl. Kap. 2.11.2) auf das Vorhandensein
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spezifischer Antikbrper gegen das zur Immunisierung eingesetzte GST-TM7-
Fusionsprotein, speziell gegen den TM7SF1-Antell des Fusionsproteins, getestet.

2.13 Zedlkultur

2131 Vewendete Zelllinien

Bel den im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten Zelllinien handelt es sich um
293 Zélen (humane embryonale Nierenzellen, transformiert mit Adenovirus 5 DNA;
ATCC #CRL-1573) und die Zélllinie WCCS1 (humane Wilmstumorzelllinie; Talts et al.,
1993).

2.13.2 Kultivierung

Die verwendeten Sdugerzellen wurden in T-Flaschen be 37°C und 5% CO, in
wassergeséttigter Atmosphére kultiviert. Als Nahrmedium diente DMEM (Fa. Sigma,
Deisenhofen), dem 10% hitzeinaktiviertes fetales Kélberserum (FCS, Fa. Sigma,
Deisenhofen), die Antibiotika Penicillin und Streptomyzin (Endkonzentration 0,1 mg/ml;
Fa Sigma, Deisenhofen) sowie L-Glutamin (Endkonzentration 2 mM; Fa. Sigma,
Deisenhofen) zugesetzt wurden. Zur Passagierung wurden die Zellen etwa alle drel Tage
zunéchst mit PBS und anschliefzend mit 1-3 ml Trypsin/EDTA-L6sung (Fa. Sigma,
Deisenhofen) gewaschen. Einer anschlief3enden Inkubation fur 1-3 min bei 37°C folgte das
Absptilen der Zellen in frischem DMEM und die mechanische Vereinzelung. Anschlief3end
wurde ca. ein Funftel der Zellsuspension in frischem DMEM ausplattiert.

2.13.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Sollten Zellen Uber l1angere Zeit gelagert werden, so wurden sie nach Abldsen fir 8 min bei
1200 upm abzentrifugiert und in DMEM/10% DM SO aufgenommen. Die Zellsuspension
wurde anschliefdend in 1 ml Kryoréhrchen (Fa. Nalgene, USA) gegeben, danach zunéchst
fir 2 Tage bei —70°C und anschlief3end in flissigem Stickstoff eingefroren und dort
aufbewahrt. Generell wurden so aus den Zellen einer 70-90% konfluenten T25-
Kulturflasche ein Aliquot, aus den Zellen einer 70-90% konfluenten T75-Kulturflasche
drei Aliguots Zellen hergestellt. Zum Auftauen wurden ein Aliquot eingefrorener Zellen
kurz bei 37°C inkubiert und dann in T25-Kulturflaschen, in denen ca. 8 ml DMEM-
Medium vorgelegt war, Gberfihrt.
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2.13.4 Transiente Transfektion

Fir die transiente Transfektion von 293- bzw. WCCS1-Zellen wurden 8x10*-1,2x10°
Zéellen pro Vertiefung (well) einer 24 well-Schale in je 800 ul DMEM ausplattiert und 24 h
unter Routinekulturbedingungen kultiviert. Zur Transfektion wurden 2-3 pg Plasmid-DNA
(ein  Gemisch  der  verschiedenen  Reporter- und  Expressionsplasmide;
Gesamtplasmidmenge konstant innerhalb zu vergleichender Transfektionsansétze) unter
Verwendung des FUGENE 6 Transfection Reagent (Fa. Boehringer, Mannheim) in die
ausplattierten Zellen gebracht. Dazu wurden je geplantem Transfektionsansatz 4,0 ul der
FUGENE-Transfektiondosung in 96 pl DMEM (ohne FCS) in 1,5 ml Eppendorf-
Reaktionsgefal3e pipettiert und fur 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlief3end
wurden 100 pl dieser Losung tropfenweise zu in einem weiteren Eppendorf-
Reaktionsgefald vorgelegten 2,5 ug DNA pipettiert und durch vorsichtiges Antippen des
Reaktionsgefal3es gemischt. Der 15 mindtigen Inkubation bei Raumtemperatur folgte das
tropfenweise Zugeben der DNA/FUGENE-L6sung zu den in einer 24 well-Platte
ausplattierten Zellen (800 pl Medium pro well). Die Messung der Reportergenexpression
erfolgte wie in Kapitel 2.13.6 beschrieben nach 24-48 h Inkubation unter
Routinekul turbedingungen.

2.13.5 Stabile Transfektion und Generierung stabil transfizierter Zellklone

Die stabile Transfektion eukaryontischer Zellen erfolgte mit der Methode der
Elektroporation. Pro zu transfizierendem Expressionsplasmid wurden 5x10° Zellen
(WCCS1- oder 293-Zellen) zweima mit PBS gewaschen und in 500 pl DMEM ohne
jegliche Zusétze aufgenommen. Diese Zellsuspension wurde mit 10 pg linearisierter (im
Fale von pCMV- und pCMV-TCF2A) oder nicht linearisierter (im Fale von pCMV-
TM7SF1L) Plasmid-DNA (in 100 upl PBS gelost) gemischt und in ene
Elektroporationskiivette (Elektrodenabstand 4 mm; Fa. BioRad, Minchen) Gberfihrt. Nach
der Elektroporation mit einem Gene Pulser-Gerdt mit Kapazitatserweiterung (Fa. BioRad,
Munchen) bei 300 Volt und 960 pFd (WCCS1-Zellen) bzw. bei 350 Volt und 960 puFd
(293-Z€ellen) wurde die Zeélsuspenson in 8 ml vorgewarmtem DMEM
(Routinekulturmedium mit allen Zusdtzen) auf 10 cm-Schalen ausplattiert und fur 1-2 Tage
im Zellkulturinkubator inkubiert. Danach erfolgte die Selektion stabil transfizierter Zellen
durch Zugabe von G418 zu einer Endkonzentration von 500 pg/ml (WCCS1-Zellen) bzw.
1,2 mg/ml (293-Zellen) zum Kulturmedium (diese Endkonzentrationen von G418 im
Kulturmedium wurden zuvor in einer Toxizitésanalyse als jeweilige Konzentration
ermittelt, bei der nach 14 Tagen ale nichttransfizierten Zellen tot sind). Diese
Selektionsbedingungen wurden fortan 14 bis 21 Tage aufrechterhalten (Mediumwechsel
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ale 2-3 Tage). Sobald Zellklone makroskopisch sichtbar wurden (Kolonien von 0,5-1 mm
Durchmesser) erfolgte die Vereinzelung durch Aufnahme dieser Klone mit einer sterilen
Pipette und Uberfiihren in einzelne Vertiefungen einer 96 well-Platte. Die Zellen wurden
durch Passagieren und Uberfuhren in jeweils groRere ZellkulturgefaRe unter
Sel ektionsbedingungen expandiert und, sobald genligend Zellen eines Klons (T75-Schale)
erreicht wurden, as Dauerkultur tiefgefroren (vgl. Kap. 2.13.3). Im Falle der stabil mit
dem Expressionskonstrukt pCMV- bzw pCMV-TM7SF1L transfizierten 293-Zellen
wurden, ausgehend von der initial angelegten 10 cm-Kulturschale, alle stabil transfizierten
Zéellen vereinigt (gepoolt) und als Zellpool expandiert und dauergelagert. Die Detektion der
Transgen-Expression erfolgte mit Hilfe von Northern-Analysen (vgl. Kap. 2.7.4) bzw. RT-
PCR-Experimenten (vgl. Kap. 2.5.2).

2.13.6 Reportergenanalysen (Luciferase-Assays)

Reportergenanalysen wurden unter Zuhilfenahme des Dual Luciferase Reporter Assay
System bzw. des Luciferase Assay System-Kits (beide Fa. Promega, Mannheim)
durchgeftihrt. Dabei wurden 100ul-Zelllysate mit den entsprechenden Puffern der Kits
gemal3 den Angaben des Herstellers angelegt, von denen 5-20 ul fir die Quantifizierung
im Luminometer (Lumat LB9507; Fa Berthold, Wildbad) eingesetzt wurden. Die
Normalisierung der einzelnen Transfektionsansétze auf die Transfektionseffizienz erfolgte
durch denin allen Ansétzen einer Transfektionsreihe in konstanter Menge eingesetzten (ca.
10 ng) Renilla-Luciferase Expressionsvektor mit Thymidinkinase-Promotor (Fa. Promega,
Mannheim) oder einen RSV-3Gal Expressionsvektor (dann unter Zuhilfenahme des (3
Galactosidase Enzyme Assay System-Kits; Fa. Promega, Mannheim).

2.14 Computergestiitzte Analyse von DNA- und Proteinsequenzen

DNA Sequenzdaten wurden in der Regel mit Hilfe der Sequencher 3.0 Software (Fa. Gene
Codes, USA) computergestiitzt editiert.

Uberlappende Sequenzdaten wurden mit Hilfe des Sequencher-Programmes nach
auszuwzhlenden Uberlappungskriterien angeordnet. In der Regel wurde eine 90%ige
Ubereinstimmung Uberlappender Bereiche bei einer Mindestiiberlappung von 20 bp as
Kriterium gesetzt. Das Program ermdglichte sowohl die grafische Darstellung so erhaltener
Uberlappungen, wie auch die Generierung der entsprechenden DNA Sequenz als
zusammenhangende Basenabfolge.
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Homologievergleiche zu analysierender Nukleotidsequenzen mit offentlichen Datenbanken
(nicht redundante Gendatenbank, EST-Datenbank, SwissProt Proteindatenbank, high
throughput genomic sequence [htgs]-Datenbank; alle Uber Internet zuganglich unter
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) wurden mit den Programmen BLASTN (Vergleich von
Nukleotidsequenzen mit Eintrégen von Nukleotidsequenzdatenbanken) und BLASTX
(Ubersetzung einer Nukleotidsequenz in alle sechs méglichen Aminosaurekodierungen und
anschlief3ender Vergleich mit Eintragen in Protein-Datenbanken) (Altschul et al., 1990,
1997) durchgefiihrt. Die Erweiterung bekannter Nukleotidsequenzinformation erfolgte
entweder durch sequenzielle BLASTN-Analysen der EST-Datenbank, oder aber durch
Homologievergleiche mit Eintragen der Unigene-Datenbank (im Internet zuganglich unter
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/unigene).

Proteinvorhersagen (putativer) Genprodukte basierend auf Nukleotid-Sequenzen wurden
ebenfalls Uber das Internet durchgefihrt. Hierzu wurde der " EXPASy-proteomics-server”
(Expert Protein Analysis System) des Schweizer Instituts fur Bioinformatik genutzt
(verfUgbar im Internet unter http://www.expasy.ch). Diese Adresse stellt Algorithmen zur
Verfigung, die sowohl die in silico-Trandation von Nukleotidsequenzen, wie auch die
weitere Charakteriserung und Analyse der abgeleiteten Proteine (z.B. Struktur-,
Lokalisations-, Gewichtsvorhersagen, bzw. die Erkennung funktionell bekannter
Aminosauremotive) ermoglichen.

2.15 Reagenzien und Materialien

2.15.1 Puffer, Lésungen und Kulturmedien

Alle Lésungen wurden mit deionisiertem, Millipore”-gereinigtem Wasser angesetzt und
anschlief3end autoklaviert. Thermolabile Losungen wurden sterilfiltriert (Sterilfilter 0,22
pum; Fa. Schleicher& Schuell, Dassel).

Agarplatten 15 g Agar-Agar
ad 11 LB- bzw. NZYDT-Medium

Antibiotika Ampicillin
Stamml 6sung: 50 mg/ml in H,O
Endkonzentration: 50-100 pg/ml
Kanamycin
Stamml ésung: 25 mg/ml in H,O
Endkonzentration: 25 pg/ml

Church-Hybridisierungspuffer 1mM EDTA
0,5M NaHPQO,, pH 7,2
7% SDS
1% BSA
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DAB-Féarbel 6sung

DNA-Denaturierungsl sung

DNA-Neutralisierungsl dsung

DNA-Probenpuffer (6x)

DTM

EM SA-Bindungspuffer

2X FM-Medium

Formamidpuffer

LB-Medium

Lysepuffer (5x)

MOPS (10X)

NZYDT-Medium

OL

oLB

0,05 M Tris-HCI pH 7,4
1 mg/ml DAB
0,01%H,0;

1,5M NaCl
0,5M NaOH

0,5M Tris-HCI, pH 7,0
1,5M NaCl

0,25 % Bromphenolblau
0,25 % Xylencyanol
40 % Sucrose

je 100 uM dATP, dGTP, dTTPin
250 mM TrisCl
25 mM MgCl,
50 mM R3-Mercaptoethanal; (pH 7,0)

25 mM HEPES, pH 7,5

1 mM EDTA, pH 8,0

10 % (v/v) Glycerol

150 mM NaCl

5uM ZnSO,

0,5mM PMSF (frisch zugeben)
5mM DTT (frisch zugeben)

65 % Glycerin
0,1 M MgSO,
0,025 M Tris Cl (pH 8,0)

10 mg Xylen Cyanol FF

10 mg Bromphenolblau

10 mM EDTA, pH 8,0

ad 10 ml Formamid (deionisiert)

10 g Trypton
5 g Hefeextrakt
10 g NaCl
ad 11 Wasser (pH 7,5)

62,5mM EDTA
2,5% SDS

0,2 M 3(N-morpholin)-Propan-Sulfonsaure
0,05 M Na-Acetat
0,01 M EDTA,; (pH 7,0)

21,1 g NZYDT-Pulver
ad 1| Wasser

90 OD U 5'-pd(Ne)/ml TE

1M HEPES/DTM/OL (25:25:7)
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PBS

Proteinase K-Puffer (10x)

Puffer A

RNA-Hydrolysel 6sung

RNA-Ladepuffer (10x)

RNA-Neutralisierungsl ésung

RNA-Probenpuffer (1,5x)

6x SDS-Probenpuffer

SM-Medium

SOB-Medium

SSC-Puffer (10x)

STET L-Puffer

120 mM NaCl
2,7 mM KCl
10 mM K-Phosphatpuffer; (pH 7,4)

3 M NaCl
0,5M EDTA
1M TrisCl, pH 8,0

20 mM Hepes

100 mM KClI

0,2mM EDTA

1mM DTT

0,5mM PMSF

20% Glycerin (v/v); (pH 7,5)

50 mM NaOH
10 mM NaCl

500 pl Formamid (deionisiert)
100 pl 10x MOPS-Puffer
150 pl Formaldehyd (37 %)

10x SSC
0,2M TrissHCl pH 7,4

61 ul Formaldehyd

150 pl Formamid (deionisiert)
37,5 ul 10x MOPS-Puffer

1,5 pl Wasser

4x Tris-HCI/SDS, pH 6,8
3,0 ml Glycerol

1gSDS

093gDTT

1,2 mg Bromphenolblau
ad 10 ml Wasser

0,1 M NaCl

50 mM Tris-HCI, pH 7,5
8 mM MgSO,

0,1 % Gelatine

20 g Trypton

5 g Hefeextrakt

0,58 g NaCl

0,16 g KClI

ad 11 Wasser; (pH 7,0)

1,5M NaCl
0,15 M Natriumcitrat; (pH 7,0)

50 mM Tris, pH 8,0
50 mM EDTA

5% Triton X-100
8% Sucrose
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1XTBE-Puffer

TE-Puffer (10x)

Tib

Tib 1l

Towbin-Puffer

4x TrissHCI/SDS, pH 6,8/ 8,8

2x YT-Medium

2.15.2 Enzyme

Alkalische Phosphatase
DNasel (RNasefrei)
Klenow DNA-Polymerase
M-MLV Reverse Transkriptase
Proteinase K
Restriktionsendonukleasen
Ribonuclease Inhibitor
RNase A

T4 DNA-Ligase

T4 Polynukleotidkinase
Taq DNA-Polymerase

2.15.3 GroRenstandards

100 bp DNA-ladder
123-ladder
ADNA/HindllI-Fragments
RNA-ladder

broad range prestained protein marker

90 mM Tris
90 mM Borsaure
1,25 mM NaEDTA; (pH 8,3)

100 mM Tris-HCI; (pH 7,0-8,0)
10 mM EDTA (pH 8,0)

30 mM K Acetat

50 mM MnCl,

100 mM KClI

10 mM CaCl,

15 % Glycerin; (pH 5,8 mit Essigsaure)

10 mM NaMOPS, pH 7,0
75 mM CaCl,

10 mM KCI

15 % Glycerin

3,039 Tris

14,4 g Glycin
200 ml Methanol
ad 1| Wasser

0,5M Tris-HCI
0,4 % SDS; (pH 6,8 bzw. pH 8,8)

10 g NaCl

10 g Hefeextrakt
16 g Trypton

ad 1| Wasser

Fa. Boehringer (Mannheim)
Fa. Boehringer (Mannheim)
Fa. NEB (USA)

Fa. GibcoBRL (Eggenstein)
Fa. Boehringer (Manheim)
alle Fa. NEB (USA)

Fa. MBI Fermentas (USA)
Fa. Boehringer (Mannheim)
Fa. GibcoBRL (Eggenstein)
Fa. NEB (USA)

Fa. Boehringer (Mannheim)

Fa GibcoBRL (Eggenstein)
Fa. GibcoBRL (Eggenstein)
Fa. GibcoBRL (Eggenstein)
Fa. GibcoBRL (Eggenstein)
Fa. NEB (USA)
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2.15.4 Bakterienstamme
DH5a

C600hfl

2.15.5 Radioisotope

a[**P]dCTP (3000 Ci/mmol)
V[¥P]ATP (1000 Ci/mmol)

2.156 Chemikalien

F, supE44, hsdR17, recA, AlacU169,
(¢680lacZAM15), endA1, gyrA96,
thi-1, relAl

hflA150 [chr::Tn10], lacY 1, leuB6,
mcrA’, supE44, the-1, thr-1, tonA21

Fa. Amersham (Braunschweig)
Fa. Amersham (Braunschweig)

Alle verwendeten Chemikalien besal3en den Reinheitsgrad ,, reinst” oder ,, pA*.

Acrylamid
Agar-Agar
Agarose
Ampicillin
DMEM

EDTA

Ethanol
Ethidiumbromid
Glutathionagarose
Harnstoff
Hefeextrakt

IPTG

Kanamycin

Phenol
Phenol/Chloroform
SDS

Trypton

Tris

Tris-HCI

X-Gal

Fa. Roth (Karlsruhe)

Fa. Difco (USA)

Fa. Eurogentec (Belgien)
Fa. Ratiopharm (UIm)

Fa. Sigma (Deisenhofen)
Fa. Boehringer (Mannheim)
Fa Riedel-de-Haen (Seelze)
Fa. Oncor (USA)

Fa. Sigma (Deisenhofen)
Fa Roth (Karlsruhe)

Fa. Difco (USA)

Fa. Boehringer (Mannheim)
Fa. Ratiopharm (UIm)

Fa. Roth (Karlsruhe)

Fa. Roth (Karlsruhe)

Fa ICN (USA)

Fa Difco (USA)

Fa. Roth (Karlsruhe)

Fa Gerbu (Gaiberg)

Fa. Eurogentec (Belgien)

Alle nicht hier aufgefihrten Chemikalien wurden von den Firmen Merck (Darmstadt),

Roth (Karlsruhe), Serva Feinbiochemika (Heidelberg) oder Sigma (Deisenhofen) bezogen.

2.15.7 Geréte
Agarosegel el ektrophorese

Bakterieninkubatoren

DNA-Sequenziergerét

Elektroporationsanlage

Easy-Cast electrophoresis sytem (versch. Grof3en);
Fa. Owl Scientific (USA)
Typ B5042; Fa. Heraeus (Hanau)
Schiittelinkubator Lab-Therm; Fa. Kihner (Schweiz)
ABI Prism ™ 377: Fa. Applied Biosystems (Weiterstadit)
Software: DNA-AnaysisV2.1.2
Rechner: Power Macintosh 7200/90; Fa. Apple (USA)
Gene Pulser; Fa. BioRad (MUnchen)
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Geldokumentation
Heizblock
Hybridisierungsofen
Luminometer
PCR-Gerdte
Phosphoimager
Photometer
Spannungsgeréte
Sterilbanke
Szintillationszahler
V akuumtrockner

Wasserbader

Z¢€llkulturinkubator

Zentrifugen

E.A.S.Y. System; Fa. Herolab (Wiedoch)
MR2002; Fa. Heidolph (Schwabach)
Hybridiser HB-2; Fa. Techne (GB)
Lumat LB-9507; Fa. Berthold (Wildbad)

TC-1 DNA-Thermal Cycler; Fa. Perkin Elmer (Weiterstadt)

PTC 200 und PTC 100; Fa. MJ Research (USA)
Storm 840; Fa. Molecular Dynamics (Krefeld)

Ultrospec I11; Fa. Pharmacia (Freiburg)

LKB-GPS 200/400; Fa. Pharmacia (Freibung)

2297 Macrodrive 5; Fa. LKB Bromma (USA)
DLF/BSS-6; Fa. Cleanair (Deutschland)
Antair BSK
Liquid Scintilations Counter Wallace-1410;
Fa. Pharmacia (Freiburg)
Univapo 100H, Refrigerated Aspirator;
Fa. Uni-Equip (Martinsried)
2219 Multitempll; Fa. LKB Bromma (USA)
F10; Fa. Julabo (USA)
Certomat WR; Fa. Braun (Melsungen)
IR 1500 Automatic CO, Inkubator;
Fa. Flow Laboratories(USA)
Biofuge A; Fa. Heraeus (Hanau)
Zentrifuge 5415C; Fa. Eppendorf (Hamburg)

K Uhlzentrifuge 5804R; Fa. Eppendorf (Hamburg)

Zentrifuge EBA12P; Fa. Hettich (Tuttlingen)
Zentrifuge 3K 12; Fa. Sigma (Deisenhofen)

Sorvall RT 6000D und RC5C; Fa. Du Pont (USA)

2.15.8 Verwendete Oligonukleotide (primer und band shift-oligos)

Vektorprimer:
T3

T7
Agt10-1
Agt10-11

Primer differential display:

T11A
T11G
T11C
10-1
10-2
10-3
10-4
10-5
10-6
10-7
10-8
10-9
10-10
10-11

5-ATT AAC CCT CACTAA AGG G-3
5-AAT ACG ACT CACTAT AGG G-3
5-AGC AAGTTCAGCCTGGTT AAGT-3
5-TTATGA GTATTT CTT CCA GGG-3

STTTTTTTTT TTA-3
STTTTTTTTTTTG-3
STTTTTTTTTTTC-3
5-AAT CGT CCAT-3
5-GGT AACTTT A-3
5-TGA CGC TAA G-3
5-CTT GAT TGC C-3
5-CTGATCCAT G-3
5-TGA ACT GGA C-3
5-CAG AACACCA-3
5-GAA ATG GCT G-3
5-TGG CAA TCT G-3
5-AAG GAG GAA G-3
5-GGG AGG GAG G-3

Primer zur Weiterbearbeitung der DD-Fragmente:

FE7A2-L
FE7A2-R
FE7A3-L
FE7A3-R
FE7AS5-L

5-ACA TGA CGA GAG GAA GCA AG-3
5-GAC GTG CAA ACATAT CTCCC-3
5-AGG ACA GAG GGA ACCAAG AC-3
5-GGA GAA GGA AAA GGA GAT GC-3
5-TAC CCC CAT ATA CAG GGT CC-3
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FE7A5-R
FE7AG-L
FE7AG-R
FE10A2-L
FE10A2-R
FE10A3-L
FE10A3-R
105N6A1-L
105N6A1-R
105N10C2-L
105N10C2-R
146TUGA2-L
146TUBA2-R
151TU6BC2-L
151TU6C2-R

Primer fir RT-PCR:

T16
Aktin-A3
Aktin-A5
GAPDH-1
GAPDH-2

Primer TM7SF1 und Tm/7sf1:

gst-eco2
gst-sal
TM7-For
TM7-Rev
local-5
local-3
local-x
local-y
Phage-R
1AAIR
5'For
5'Rev
MTM7-F1
MTM7-S
MTM7-AS
MVER-1
MVER-2

Primer TCF2:

vHNF-L
vHNF-R
vHNF-R1
VHNF-EX3
VHNF-Ex4
VHNF-Eco
VHNF-Xba
TCF2EXx1v-F
TCF2EXx1v-R
TCF2Ex1h-F
TCF2Ex1h-R
TCF2EXx2-F
TCF2EXx2-R
TCF2EX3-F
TCF2EX3-R
TCF2Ex4-F
TCF2Ex4-R
TCF2EX5-F
TCF2EX5-R

5-AGA AGA GGA GGA CAT CCC AT-3
5-AGA ATG AAG GGA GCT GGG AAT-3
5-CAG AAG AGG ACCAAGATGAACA-3
5-AGG AAG GAC GCA CAA ACAC3
5-GTT GCC AGA CCT GTC GAG-3
5-AGG GAC AGA AGT AGA CAG GGA-3
5-CCA CAT AGC GAG TAA ATG GC-3
5-AGT GTCTAG CACATGATG GG-3
5-AACCACCAG GGG TAGATT AG-3
5-GAA CAGGGCCCT TTCCAATG-3
5-ACA CGA GTCCCCTAAATGTC-3
5-TGC TAT GAG GGT GTCATT GCT-3
5-AAT TTGTGA GCT TGC CTG AC-3
5-ACT GGA CAT GAG GGA AA GG-3
5-CTGGTCTGG GACCAT TCA TC-3

STTTTTTTTTTTTTTITT-3

5-GAA GCA TTT GCG GTG GAC GAT-3
5-TCC TGT GGC ATC CAC GAA ACT-3
5-CGT CTT CAC CAC CAT GGA GA-3
5-CGG CCA TCA CGC CACAGT TT-3

5-CGG AAT TCC CCG GCC GCG CGG CAT-3
5-GTA GTC GAC GGT GTA GAC GAC GGT GA-3
5-GTG AGC CCC GAT GAG GC-3

5-GAG GAA TCG TCC ATA AAA CTG-3
5-CGA TTC TGA GTG CCA CAT TG-3

5-TAG CGC CCT ACT GAA AGG AA-3
5TTGCCCCTCTACCTGGCCT-3

5-TGT AGA GAC AGA TGG AGA G-3

5-CTT CTGGCT GCT CTACTG C-3

5-ATA CGT ATC CAG CAT CTC-3
5-AAGCTGTTAGTT TGT TGT CCCC-3
5-GGT ACA ATG TAT CAGACCAGGC-3
5-GAA GTC CCT GAG GGG CAATG-3
5-TGA CAG TGA TGA TGA CCT TG-3
5-ATA CCC ACT GAA ATA GCCAG-3
5-CGA TGA AGC TCG AGC AGC-3

5-GCC ACG AAG TCT CGG AAG-3

5-CAG CCCGAA GCCCAGTTT CC-3

5-CAG GGA TCC AGA GGT GTGTC-3
5-GTGCTT GGG AGG TGT TGA-3

5-CCA GAG TTC AGT CAA CAG-3

5-GAG CTA TAG GCG TCCATG-3

5-CACCGA ATT CTCTCG CAC CCA CCCAC-3
5-CCT TTC TAG AGC GCA CGA AGT AAGTGG TG-3
5-CTCCCCACCATCATT TGCAT-3
5-ACCAGCACCTCCTTGGTGAC-3

5-GTC CAA GCT CACGTCGCT-3

5-AAA CGG GCT TGG CGA GTG-3

5-AGA AAA AGA ATGTTT CTCCCC A-3
5-GTG AGA GGG CAA AGGTCACTT C-3
5-AAA GGT GTCTTCGTCCGT TGT C-3
5-GAG GGT TCCTGG GTCTGT GTA C-3

5-TTT TTG GCC AAG CAC CAA-3

5-AGT GAG CCC TCA CAG GGC-3

5-GAC CCT GGT GGC ACT AATGT TC-3
5-TGCCTCTTATCT TAT CAGCTCC-3
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TCF2EXx6-F
TCF2EX6-R
TCF2EX7-F
TCF2EX7-R
TCF2EX8-F
TCF2Ex8-R
TCF2EX8N-F
TCF2Ex8N-R
TCF2EX9-F
TCF2EX9-R

Primer CDT151.:

CDT151-3'L
CDT151-3'R
CDT151IN-R1
CDT151IN-R2
CDT151IN-R3
CDT151IN-L5
CDT151IN-L1
R34650-L
CDT151.12
CDT151.13
CDT151-6A1R
CDT151-6A1L

5-TTG GAA ACT GCT CTT TGT GGT C-3
5-TAATTT GCT TCCCAT TCT TCT T-3
5-CCA CCT CTCCTT ATC CCA GG-3
5-GAA AGT GGT TGG CCA CTG AG-3
5-GGG GGC TCT GTA CCT GTGTC-3
5-ACATCCATGGCCTTA GTCAC-3
5-TGA GAA ATC CCCACT ATA ACCA-3
5-AAA CAA CAG CGA GCCTCA GAA G-3
5-GAG AAG CAA GAA AGC CGT A-3
5-TTT ACA GCC ATT GGA CAA AT-3

5-GGA AGG GAA AAA GTT ACC CA-3
5-TTGGACGTT ATT CAT TGG CT-3
5-ATG AAG AGG TAATCCCAG-3
5-CACAGT TTT AGCTCT TGA CAC-3
5-TCA TAC CAA ATG GCC AGA CAC-3
5-GAC GACGAATCGGACCCCTTC-3
5-ACA TCG TGT CAA GTGAAGTAG-3
5-TGGCAGCTGATGTTT CAGTG-3
5-TGA AGC AGG CGC TCT TGG C-3
S-TCTTTCTTA AGC GCC ACG GG-3
5-GTCACA GGCTGA ACTTTGCT-3
5-CCCTGG GAT TACCTCTTCAT-3

Primer GLI3, PTCH, SMOH, IGF2:

GLI3-L
GLI3-R
HPTC1
HPTC2
HSMO1
HSMO2
IGF2L
IGF2R

Band shift-oligos:

CTC-up
CTC-lo
RCE5-up
RCES5-lo
RCES3-up
RCE3-lo
GC-up
GC-lo

5-CACCCT CCT CATCTT TTCCC-3
5-CTG CTG ATG CAT GTG GAG AG-3
5-TTT CCA AGG GGA AGG CTA CT-3
5-TCC CAG ACT GTA ATT TCG CC-3
5-CTGTGT GCCGTA TACATGCC-3
5-GCA CGC ATT GAC GTA GAA GA-3
5-TGG CAT CGT TGA GGA GTG CT-3
5-TGG GTA GAG CAA TCA GGG GA-3

5-GAG CCT CCT GGC TCCTCCTCT TCC CCG CGC-3
5-GCG CGG GGA AGA GGA GGA GCCAGG AGGCTC-3
5-CAA CTC CCG GCC ACC CAA CTGAGG G-3

5-CCC TCA GTT GGG TGG CCG GGA GTT G-3

5-GGA ACC CAC AAA GGG CCA CCT CTT TCC-3
5-GGA AAGAGGTGGCCCTTT GTG GGT TCC-3
5-AGC TTC CGT TGG GGC GGG GCT TCA CGT CGA-3
5-TCG ACG TGA AGC CCC GCC CCA ACG GAA GCT-3
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Projekte zur Identifikation von Kandidatengenen fur das Nephroblastom fuhrten in der
Vergangenheit zur Klonierung des WT1-Gens und zur Beschreibung weiterer Gene bzw.
Genloci, die bei Mutation oder genomischer Aberration zum klinischen Krankheitshild
beitragen (vgl. Kap. 1.2). Die Initiation, Manifestation und Progression dieses
embryonalen Tumors ist durch die bisher beschriebenen Gene jedoch nicht ausreichend
erklarbar, und die Suche nach weiteren Genen, die mit der Tumorgenese assoziiert sind, ist
notwendig. Im Gegensatz zu den klassischen Ansétzen des positionellen Klonierens von
Kandidatengenen sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit ein funktionelles Merkmal al's
Kriterium fur Kandidaten im Vordergrund stehen: die differenzielle Genexpression
wéhrend der Nierenentwicklung und Wilmstumorgenese. Solche Kandidatengene sollten
mit Hilfe von zwel Strategien identifiziert werden. Erstens sollte durch Analyse der
transkriptionellen Regulation des WT1-Gens Faktoren bzw. Bindungsstellen identifiziert
werden, die an der Transkriptionskontrolle dieses fur die Nierenentwicklung essenziellen
Gens betelligt sind. Die zu diesem Zweck durchgefihrten Protein-DNA-Bindungsstudien
(Gelretardationsanalysen) und Transfektionsexperimente sind in Kapitel 3.1 dargestellt.
Die Experimente dienten der Etablierung der verwendeten Techniken im Labor, um sie
gegebenenfalls auch auf andere Kandidatengene Ubertragen zu konnen. Zweitens wurden
mit Hilfe der differential display-Technik die Genexpressionsprofile wahrend der
Nierenentwicklung und der Wilmstumorgenese vergleichend analysiert (vgl. Kap. 3.2).
Dabei wurde der differential display-Technik der Vorzug gegentiber anderen Methoden zur
Klonierung differenziell exprimierter Sequenzen (wie z.B. subtraktive Hybridisierung,
SAGE, cDNA-Microarrays) gegeben, da nur sie es erlaubt, paralel mehr als zwei
Expressionsprofile zu untersuchen. Der Vergleich verschiedener Gewebe und die
Fokussierung auf musterhaft differenziell auftretende Transkripte erschien dabei
insbesondere aufgrund der genetischen und histol ogischen Heterogenitdt des Wilmstumors
essenziell.

3.1 Transkriptionelle Regulation des WT1-Gens

Das WT1-Genprodukt ist auf molekularer Ebene ein entscheidender Vermittler der
Induktionsvorgange, die im Zuge der Metanephrogenese ablaufen. Das diesem Zinkfinger-
Transkriptionsfaktor zugrundeliegende Gen ist das einzige bisher identifizierte
Kandidatengen fur die Wilmstumorgenese. Im Gegensatz zur Regulation anderer
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Tumorsuppressorgene (z.B. RB und P53), die eine eher ubiquitdre Expression ohne
Gewebespezifitdt aufweisen, ist die Expresson von WT1 réaumlich und zeitlich sehr
stringent reguliert. Das Verstandnis der transkriptionellen Regulation des WT1-Gens,
dessen Genprodukt vermutlich wichtige Gene der Metanephrogenese direkt reguliert, ist
entscheidend fir das Verstandnis der Differenzierungsvorgange wahrend der Entwicklung
der bleibenden Niere des Menschen. Durch seine zentrale Rolle - auch in der
Wilmstumorgenese — ist die Identifikation von Faktoren, die die transkriptionelle
Regulation von WT1 bewirken, gleichbedeutend mit der Identifikation neuer
Kandidatengene fir die Erkrankung (vgl. Kap. 1.2 und 1.3).

Die transkriptionelle Regulation der WT1-Expression durch Mitglieder der SP-
Proteinfamilie (SP1 und SP3) wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersucht. Dies
geschah im Zuge der Etablierung von Gelretardationsanalysen (,,band shift*; vgl. Kap.
2.10) und Reportergenanalysen (Luciferaseassays, vgl. Kap. 2.13.6) im Labor. Die
Verflgbarkeit solcher Methoden zusammen mit Kopplungs- und M utationsuntersuchungen
ermoglicht eine umfassende Charakteriserung von Kandidatengenen fir genetisch
bedingte Krankheiten. Die Ergebnisse der Gelretardationsexperimente sind in Kapitel 3.1.1
beschrieben. Die Darstellung und Auswertung der Reportergenanalysen finden sich in
Kapitel 3.1.2. Sie wurden mit einer fur diesen Zweck klonierten Deletionsreihe des WT1-
Promotors in einem Luciferase-Reportergenvektor durchgefiihrt (die Sequenz der
chromosomalen Region 11p13, in der WT1 lokalisiert ist, ist in der Gendatenbank abgel egt
unter der Zugangsnummer NT_002677).

3.1.1 Geretardationsanalysen

Die Bindung der Transkriptionsfaktoren SP1 und SP3 an den WT1-Promotor wurde mit
Hilfe von Gelretardationsanalysen demonstriert. Dabel stand die Darstellung der Bindung
von SP3 an funktionell relevante SP1-Bindungsstellen im Vordergrund, da bereits
mehrfach gezeigt wurde, dass SP3 die SP1-vermittelte Transaktivierung von Zielgenen
reprimieren kann (Dennig et al., 1995; Apt et al., 1996). Der Nachweis der Bindung von
SP3 sollte einen ersten Hinweis fur einen funktionellen Antagonismus (SP1 aktiviert vs.
SP3 reprimiert) dieser Transkriptionsfaktoren am WT1-Promotor liefern.

Bel den untersuchten Bereichen handelt es sich um zwei Regionen des Promotors von
WT1, die bereits beschriebene, funktionelle SP1-Bindungsstellen besitzen (Xbal/Tagl-
Fragment von nt -511 bis —341 des WT1-Promotors; Eagl-Fragment von nt -89 bis +186
des WT1-Promotors), und um einen Bereich, der gemal einer Analyse mit dem factor-
Algorithmus des Programmpakets HUSAR (EMBL Heidelberg) zwei sog. GT-Boxen
(Pvul/Xbal-Fragment von —660 bis —-511) aufweist. Abbildung 3.1 zeigt die Lage der drei
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untersuchten Regionen relativ. zum WT1-Promotor und zeigt die benhalteten
Konsensuselemente, diein der vorliegenden Dissertation ndher analysiert wurden.

Abbildung 3.1: Ubersicht iiber die in den Gelretardations-

Pvul_su analysen verwendeten WT1-Promotorfragmente. Die Lage der

0 Xbal verschiedenen SP-K onsensuselemente relativ zum WT1-Promotor

Xbal Eagl ist angedeutet. GC= GC-Box; CTC= CTC-repeat; GT= GT-Box.

. - - Der Haupttranskriptionsstart (+1) ist durch einen Pfeil

Tagl P gekennzeichnet. Seine  Lokalisation entspricht der des

|jl> Transkriptionsstarts in Cohen et al., 1997. Weiter stromaufwaérts

— =D gelegene adternative Transkriptionsstarts von WT1 sind aus
GT GC CTC Griinden der Ubersichtlichkeit nicht eingezeichnet.

Nachdem die Spezifitdt der Bindung von SP-Faktoren an die drei verwendeten
Promotorfragmente demonstriert wurde (Daten nicht abgebildet), erfolgte zundchst die
Anayse, inwieweit SP3 die fur die WT1-Expression funktionell relevante CTC-
Sequenzwiederholung nahe des Haupttranskriptionsstartpunktes (vgl. Cohen et al., 1997
und Abb. 3.1) binden kann. Abbildung 3.2A zeigt die Ergebnisse der Bindungsexperimente
in der Promotorregion von —89 bis +186 des WT1-Gens (Eagl-Fragment). Sie enthalt
mehrere potenzielle SP-Bindungselemente (Uber dem Autoradiogramm abgebildet), von
denen offensichtlich mindestens eine mit SP-Faktoren interagiert (am rechten Rand der
Abbildung bezeichnete Banden in Spur 3). Die Identitét der retardierten Komplexe in Spur
3 wurde dabei durch spezifische Kompetition (GC-Oligo, Spur 4) und durch supershift-
Analysen (weitere Mobilitatseinschrankung der Protein-DNA-Komplexe durch Bindung
spezifischer Antikorper; Spuren 5 und 6) aufgekléart: Wahrend der starke Komplex durch
Inkubation des Bindungsansatzes mit einem SP1-spezifischen Antikdrper ausgel dscht
wird, verschwinden der darliber und der darunter lokalisierte Komplex bei Inkubation mit
dem SP3-spezifischen Antikorper. Der Nachwels, dass es sich bel der von SP1 bzw.
insbesondere auch von SP3 gebundenen Sequenz innerhalb des Eagl-Fragments um die
CTC-Sequenzwiederholung (3x CTC nt -71 bis —62) handelt, wurde durch das in
Abbildung 3.2B gezeigte Experiment erbracht. So ist ein unmarkiertes Oligonukleotid, das
die CTC-Sequenzwiederholung trégt (CTC-Oligo; nt —81 bis -52), in der Lage, die SP3-
(und SP1-) spezifischen Protein-DNA-Komplexe zu kompetieren (vgl. Spur 3 in Abb.
3.2B). Ausserdem kann auch eine spezifische Bindung von SP3 (und SP1) an das CTC-
Oligo nachgewiesen werden (retardierte Komplexe in Spur 5; ausléschbar durch
spezifische Kompetition mit GC-Oligo [Spur 6]; supershift der Komplexe mit SP1-
[Spur7] und SP3- [Spur 8] spezifischen Antikorper).
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A B
cTC GC GT CcTC GT GC GT
-89 C : +186 -89 : : +186
Yy >
> £ Q> &
Antikdrper: 06 06 Antikdrper: @ c?
Kompetitor: GC Kompetitor: CTC GC
Kernextrakt: + + + + Kernextrakt: - + + + + + o+
= — T
|
Spl
B sp1 spa . ' sp1
- Sp3
- - Sp3

v L

freie DNA
(Eagl-Fragment)

- freie DNA
(cTc-0ligo)

1 2 3 4 5 6 7 8

Abb. 3.2: Bindung von SP-Faktoren an die CT C-Sequenzwieder holung im WT21-Promotor. Das fir das
jeweilige Experiment verwendete Promotorfragment ist tUber den Gelbildern schematisch gezeigt (inkl. SP-
Konsensuselementen). Das in A gezeigte Experiment demonstriert die Bindung von SP-Faktoren an das
Eagl-Fragment des WT1-Promotors (Nachweis der ldentitdt der bindenden Proteine durch spezifische
Kompetition [GC-Oligo; Spur 4] und durch supershift [Spuren 5 und 6]). Die Kompetition dieser Komplexe
durch ein unmarkiertes Oligonukleotid, das die CTC-Sequenzwiederholung tragt (Spur 3 in B), zeigt, dass
dieser Teil spezifisch durch SP-Faktoren gebunden wird. Die direkte Bindung an das CTC-Oligo wird in den
Spuren 4 bis 8 in B demonstriert. Auch hier wurde die Identitét der Komplexe durch supershifts aufgeklart.
Die Lage der verschiedenen Protein-DNA-Komplexe ist mit Pfeilen am rechten Rand der Abbildungen
gezeigt. Das Signal der freien, ungebundenen DNA ist im unteren Teil der Autoradiogramme zu erkennen.

Dartberhinaus wurde die Funktionalitédt zwei weiterer SP-Bindungsstellen im WT1-
Promotor untersucht. Bei diesen Sequenzen handelt es sich um zwei mit Hilfe des factor-
Algorithmus (enthalten im Programmpaket HUSAR des EMBL in Heidelberg)
identifizierte GT-Boxen im Bereich —620 bis —615 (,RCE5") und im Bereich 564 bis
-559 (,RCE3*) des WT1-Promotors. Sie
Promotorsequenzen, die eine Regulation der Transkription nachgeschalteter Gene durch

zeigen  Sequenzhomologien  zu

das Retinoblastomprotein (RB) in Kombination mit SP-Proteinen vermitteln (vgl. Kap.
3.1.2 und 4.1, sowie Raobbins et al., 1990 und Udvadia et al., 1995). Als Teil des
Promotorfragments Pvul/Xbal (vgl. Abb. 3.1) wurden sie auf ihre Fahigkeit untersucht,
SP1 bzw. SP3 eine spezifische Bindung zu ermdglichen. Die Ergebnisse sind in Abbildung
3.3A gezeigt. Eine spezifische Bindung von SP3 und SP1 an das Promotorfragment kann
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direkt durch die abgebildeten Kompetitions- und supershift-Experimente nachgewiesen
werden. Dass es sich bei der von den SP-Faktoren kontaktierten Sequenz um die mit RCE3
bezeichnete GT-Box handelt, wurde durch Kompetitionsexperimente im Rahmen von
Gelretardationsanalysen mit radioaktiv markiertem RCE3-Oligo gezeigt, deren Ergebnisse
in Abbildung 3.3B dargestellt sind.

A GT GT B GT GT
e — e —

-660 RCES RCE3 511 660 RCES RCE3 -511

N oo NS

< < . Q7R

Antikérper: £ & Antikérper: &£ &£

] — RCE3 RCE5
Kompetitor: GC Kompetitor: GC el

Kernextrakt: - - + + + + Kernextrakt: - + + + + + + + +

5 Sp_
- unspez. - “ - * Komplexe

Spl

Sp3

"
"

- freie DNA

- freie DNA

Abb. 3.3: Bindung von SP-Faktoren an eine GT-Box im Pvul/Xbal -Fragment des WT1-Promotors. In
A wurde der Nachweis der spezifischen Bindung von SP-Proteinen an das Pvul/Xbal-Fragment des WT1-
Promotors erbracht. So lassen sich die am rechten Rand des Autoradiogramms markierten Protein-DNA-
Komplexe in Spur 3 durch Kompetition mit unmarkiertem GC-Box-Oligo ausléschen (Spur 4), bzw. durch
entsprechende Antikdrper in ihrer gelelektrophoretischen Mobilitét weiter vermindern (Spuren 5 und 6). In B
ist die selektive Bindung der SP-Faktoren an die mit RCE3 bezeichnete GT-Box gezeigt. Die mit SP-
Komplex bezeichnete Bande (Spur 2) lasst sich durch ein GC-Box-Oligo kompetieren (Spur 3) und
verschwindet bei Zugabe ansteigender Mengen von unmarkiertem RCE3-Oligo (Spuren 4 und 5). Die
Abnahme der Bandenintensitét ist deutlich schwacher bel Zugabe von unmarkiertem RCE5-Oligo (Spuren 6
und 7). Die superhiftsin den Spuren 8 und 9 zeigen direkt die Bindung von SP1 und SP3 an das RCE3-Oligo
an. Das fur die Bindungsuntersuchungen verwendete Promotorfragment (Pvul/Xbal) samt der beinhalteten
SP-K onsensuselemente ist schematisch Gber den Autoradiogrammen abgebildet.

Ein weiterer Beweis dafur, dass RCE3 die Nukleotide beinhaltet, die von SP1 und SP3
gebunden werden, war die Kompetition der Bindung dieser Faktoren an das Pvul/Xbal-
Promotorfragment mit dem unmarkierten RCE3-Oligo. Die Zugabe von unmarkiertem
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RCE5-0ligo zum Bindungsansatz fuhrte nicht zum Verschwinden der SP-Protein/DNA-
Komplexe (Daten nicht abgebildet).

Die Regulation des WT1-Promotors durch Transkriptionsfaktoren der Pax-Familie (paired
box-Proteine Pax-2 und Pax-8; Dehbi et al., 1996; Dehbi und Pelletier, 1996) wurde bereits
demonstriert. Da die fur die Vermittlung der Transkriptionsregulation relevanten Pax-
Bindungsstellen jeweils mit GC-Boxen (Bindungsstellen fir SP-Proteine) Uberlappen,
wurde die direkte Bindung von SP1 und insbesondere auch SP3 an diese GC-Boxen (sie
befinden sich innerhalb des Xbal/Tagl-Promotorfragments; Positionen —420 bis 415 und
-396 bis —391; vgl. Abb. 3.1) untersucht. Die Ergebnisse der entsprechenden
Gelretardationsexperimente, in denen die Bindung der Faktoren an diesen Teil des WT1-
Promotors nachgewiesen werden konnte, sind in Abbildung 3.4 zusammengefal3t.

GC

—IX_

511 GC -341

> &
Antikorper: £ &
Kompetitor: GC

Kernextrakt: - - + + + o+

- - lspl
Sp3

Abb. 3.4: Bindung von SP1 und SP3 an die GC-
Boxen des Xbal/Taql- Promotorfragments. Die
Identitdt der durch Zugabe von Proteinextrakt
entstehenden Protein-DNA-Komplexe in Spur 3 ist
am rechten Rand der Autoradiografie markiert. Die
Kompetition mit unmarkiertem GC-Box-
Oligonukleotid (Spur 4), sowie die supershifts mit
SP1- bzw. mit SP3-spezifischem Antikorper (Spuren
5 und 6) weisen die Bindung der SP-Proteine an das
Promotorfragment, vermutlich an die gezeigten GC-
T Boxen, eindeutig nach. Das verwendete DNA-
: Fragment sowie die Lage der GC-Boxen ist

schematisch Uber dem Autoradiogramm dargestellt. In
- freie DNA grau sind die Uberlappenden Pax-Konsensuselemente
12 3 4 5 6 eingezeichnet.

Eine Mengenabschdizung von SP1- und SP3-Protein in Proteinextrakten WT1-
exprimierender (293-Zellen; vgl. Kap. 2.13.1) und nicht-exprimierender Zelllinien
(WCCS1-Zdllen; vgl. Kap. 2.13.1) wurde durch vergleichende Gelretardationsanalysen
durchgefuihrt. Dabel wurde das Auftreten SP1- bzw. SP3-spezifischer Protein/DNA-
Komplexe nach der Inkubation von Proteinextrakten aus 293-Zellen und WCCS1-Zellen
mit dem Pvul/Xbal-Promotorfragment untersucht. Das in Abbildung 3.5 dargestellte
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Autoradiogramm zeigt, dass bel einer vergleichbaren Menge an zu beobachtender SP1-
Bindungaktivitdt die SP3-Bindungsaktivitat im WCCSL1-Proteinextrakt deutlich erhdht ist
(vgl. Spuren 3 und 5 bzw. 4 und 6).

293 WCCS1

[ 1 ]
) | A
1Sp1
.t Sp3
1 2 3 4 5 6 7

Abb. 3.5: Quantifizierung der SP1- und SP3-Menge in 293- und WCCS1-Zellen. Dargestellt ist der
Ausschnitt einer Autoradiografie, der die retardierten Protein-DNA-Komplexe zeigt. Die SP1- bzw. SP3-
Bindungsaktivitét (markiert rechts neben der Autoradiografie) in unterschiedlichen Mengen Proteinextraktes
aus 293- (Spuren 3 und 4) bzw. WCCS1-Zellen (Spuren 5-7) kann direkt verglichen werden. Man erkennt
deutlich, dass bei vergleichbaren Mengen an SP1-Bindungsaktivitét (z.B. in den Spuren 3 und 5 bzw. 4 und
6) die SP3-gpezifischen Banden im WCCS1-Extrakt starker ausfallen.

Kernextrakt:

Zusammengenommen ergeben die Bindungsanalysen, dass der als transkriptioneller
Repressor beschriebene Transkriptionsfaktor SP3 in der Lage ist, SP-Konsensuselemente
des WT1-Promotors zu binden. Dabel wurde seine direkte Bindung an die funktionell
relevanten GC-Boxen des Xbal/Tagl-Promotorfragments und an die CTC-
Sequenzwiederholung des Eagl-Fragments nachgewiesen. Zusétzlich wurden zwei weitere
putative Bindungsstellen fur SP1 und SP3 identifiziert (RCE3 und RCES5), von denen
RCES als tatsachlich kontaktiertes Promotorelement bestétigt wurde. Schliefdlich wurde
gezeigt, dass das Auftreten von SP1- und SP3-Bindungsaktivitét in Proteinextrakten direkt
mit dem in den entsprechenden Zelllinien vorliegenden WT1-Expressionsstatus korreliert
werden kann. So ist der Quotient SP1:SP3 in den WT1-exprimierenden 293-Zellen grofder
alsin den WT1 nicht exprimierenden WCCS1-Zéllen.

Die Diskussion der im Rahmen der Gelretardationsanalysen erzielten Ergebnisse findet
sich in Kapitel 4.1. Sie berlcksichtigt auch die im folgenden Kapitel beschriebenen
Ergebnisse der funktionellen Untersuchungen zur transkriptionellen Regulation des WT1-
Promotors durch SP1 und SP3.

3.1.2 Reportergenanal ysen (Luciferaseassays)
Die funktionelle Relevanz der Bindung von SP1 und insbesondere von SP3 an die
identifizierten und durch Bindungsstudien analysierten Bereiche des WT1-Promotors
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wurde anhand von Luciferaseassays untersucht. Dabel standen drei Fragestellungen im
Vordergrund: [1] Inwieweit unterscheidet sich die Reportergenaktivitét der verschiedenen
Promotorkonstrukte (s.u.) in der WT1l-exprimierenden Zelllinie 293 von der
Reportergenaktivitét in Zelllinie WCCS1 (keine WT1-Expression)? [2] Bewirkt die in
Kapitel 3.1.1 beobachtete Bindung von SP3 an SP1-Konsensusstellen des WT1-Promotors
eine Repression der SP1-vermittelten Stimulation des WT1-Promotors? [3] Fir das
Retinoblastomprotein (RB) wurde gezeigt, dass es Zielgene auf transkriptioneller Ebene
Uber sog. , retinoblastoma control elements* (RCEs) reguliert (vgl. Kap. 3.1.1 und Robbins
et al., 1990), die die Sequenz von GT-Boxen aufweisen. Lasst sich am WT1-Promotor eine
RB-vermittelte Regulation, evtl. Gber die (neu identifizierten) GT-Boxen feststellen?

Um diese Fragestellungen zu beantworten wurde eine Deletionsreihe des WT1-Promotors
in dem Reportergenplasmid pGL2-basic kloniert (vgl. Abb. 3.6). Durch das sequenzielle
Abtrennen von Teilen des 5°-Promotorbereichs in den verschiedenen Plasmiden kdnnen so
essenzielle Transkriptionsfaktorbindungsstellen identifiziert werden. Ausserdem kann
durch Vergleich der beobachteten Luciferaseaktivitéten gleicher Promotorkonstrukte in
den verschiedenen Zdllinien abgeschatzt werden, inwieweit eine zelltypspezifische
Aktivierung oder Repression am WT1-Promotor auftritt. Durch Vergleich mit dem
endogenen Wt1-Expressionsstatus sollten SO evtl. Repressor- oder
Aktivatorbindungsstellen identifiziert werden (vgl. Fragestellung [1] oben).

Pstl =D C +1! Pstl
-2,4 kBp GT G&C CTc  *isep

Pstl

24¥Bp Luciferase

Xhol

e Luciferase

Sacl

1Tep — Luciferase
vu -
s Luciferase
XS?'Bp Luciferase
“ & —Luciferase
Pvull -
o
Abbildung 3.6: Ubersicht (iber die klonierten Deletionskonstr ukte des WT1-Promotors in pGL 2-basic.
Die Lage der auch in Gelretardationsanalysen untersuchten SP-Protein Konsensuselemente ist oben
angegeben. Dabei bedeuten GT= GT-box, GC= GC-box, CTC= CTC-Sequenzwiederholung. Der Pfeil
markiert den Haupttranskriptionsstartpunkt. Die fir die Subklonierung der Deletionsreihe im Plasmid pGL 2-

basic verwendeten Restriktionsenzyme (sie sind im folgenden namensgebend fir die entsprechenden
Promotorfragmente) sowie deren Position relativ zum Transkriptionsstart sind angegeben.

68



3 ERGEBNISSE

Die Untersuchung des WT1-Promotors auf zelltypspezifische Transkriptionsfaktor-
Bindungsstellen, die essenziell fur die WT1-Transkriptionskontrolle sind, wurde durch
Analyse der gesamten Deletionsreihe des WT1-Promotors in 293- bzw. WCCS1-Z€llen
erreicht. Abbildung 3.7 zeigt das Ergebnis der Luciferaseassays nach Transfektion der
einzelnen Promotorkonstrukte in 293- bzw. WCCS1-Zellen. Man erkennt deutlich, dass
sich die Deletionskonstrukte in den zwel verschiedenen Zellen dhnlich, jedoch nicht gleich
verhaten. In beiden Zelllinien zeigt das Xbal-Fragment die stérkste Promotoraktivitét
(WCCS1: 7,0-fache Luciferaseaktivitdt des Pvull-Fragments, 293: 19,8-fache
Luciferaseaktivitét des Pvull-Fragments), die bei weiterer Verklrzung der
Promotorsequenz abnimmt (Eagl- und Pvull-Konstrukt). Dabei ist der Aktivitatsverlust in
beiden Zellinien bei der Reduktion der Promotorsequenzen zwischen der Eagl- und der
Pvull-Schnittstelle am signifikantesten (WCCSL: 81% Aktivitétsverlust; 293: 91%
Aktivitétsverlust). Die stromaufwarts der Xbal-Schnittstelle gel egenen Promotorsequenzen
wirken inhibitorisch auf die Transkription am WT1-Promotor, denn in beiden Zélllinien ist
die durch diese Konstrukte vermittelte Luciferaseaktivitdt niedriger, as die des Xbal-
Promotorkonstruktes. Betrachtet man dabei das Verhalten der Promotorkonstrukte im
einzelnen, so ergeben sich doch signifikante Unterschiede zwischen beiden Zelllinien. In
der WCCSL1-Zdllinie sind die deutlichsten Steigerungen der Promotoraktivitét bei
Entfernung der Sequenzen zwischen der Xhol- und Sacl-Schnittstelle (58%), bzw.
zwischen der Pvul- und der Xbal-Schnittstelle (36%) zu beobachten. In der 293-Zédlllinie
haben alle Konstrukte mit Promotorsequenzen zwischen der Pstl- und der Xbal-
Schnittstelle eine vergleichbare Promotoraktivitdt. Sie entspricht etwa der Aktivitét des
Sacl- und des Pvul-Promotorfragmentes in der WCCS1-Zédlllinie. Erst bei Entfernung der
Sequenzen zwischen der Pvul- und der Xbal-Schnittstelle zeigt sich eine deutliche
Steigerung der gemessenen Luciferaseaktivitat um 58%.
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Abbildung 3.7: Luciferaseaktivitét der Promotor-Deletionsreihein WCCS1- (hellgrau) und 293-Zellen
(dunkelgrau). Aufgetragen ist die Luciferaseaktivitét (in relativen Einheiten) in Abhangigkeit vom
transfizierten Promotorkonstrukt. Jeweils 2,5 g des links angegebenen Reporterplasmids wurden in 293-
bzw. WCCS1-Zédllen transient transfiziert, und die Luciferaseaktivitét der Zelllysate nach 48h bestimmt. In
beiden Zelllinien zeigt das Xbal-Promotorfragment die stérkste, das Pvull-Promotorfragment die schwéchste
Promotoraktivitdt (Einzelheiten s. Text). Promotorsequenzen stromaufwarts der Xbal-Schnittstelle scheinen
einen inhibitorischen Einfluss auf die Promotoraktivitdt in beiden Zelllinien zu haben. Der Ausgleich evtl

unterschiedlicher Transfektionseffizienzen (Normalisierung) der verschiedenen Promotorkonstrukte erfolgte
durch Kotransfektion eines Renillaluciferase-Expressionsvektors (pRL-TK; Fa. Promega, Mannheim).

Die Stimulierbarkeit des WT1-Promotors durch die Transkriptionsfaktoren SP1 bzw. SP3
wurde durch Kotransfektionsexperimente untersucht (vgl. Fragestellung [2] am Anfang
dieses Kapitels). Die geschah durch Messung der Luciferaseaktivitét der
Promotorkonstrukte bei Anwesenheit von SP1 oder SP3 im Vergleich mit der
Luciferaseaktivitét der entsprechenden Reportergenplasmide ohne kotransfiziertes SP-
Expressionskonstrukt. Abbildung 3.8 zeigt die Ergebnisse der entsprechend durchgefiihrten
K otransfektionsexperimente.
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Abbildung 3.8: Stimulierbarkeit des WT1-Promotors durch SP-Faktoren. Im linken Teil der Abbildung
ist die gemessene Luciferaseaktivitdt in 293-Zellen in Abhangigkeit vom Promotorkonstrukt (linke
Beschriftung) gezeigt. Dabel entsprechen die mittelgrauen Balken der Luciferaseaktivitdt bei Kotransfektion
von leerem Expressionsplasmid, die dunkelgrauen Balken der Aktivitét bei Kotransfektion von SP1-
Expressionsplasmid, und die wei3en Balken der Promotoraktivitdt bei Kotransfektion von SP3-
Expressionsplasmid. Wéahrend alle Promotorfragmente durch SP1 deutlich aktiviert werden, zeigt die
Kotransfektion von SP3 keinen (bzw. nur sehr schwache) Effekt auf die Aktivitét des WT1-Promotors. Das
Ausmald der SP-Faktor vermittelten Stimulation der einzelnen WT1-Promotorkonstrukte (Quotient aus
Luciferaseaktivitdt bei SP1- (dunkelgrau) bzw. SP3-Kotransfektion (weiss) und Luciferaseaktivitét bei
Kotransfektion des leeren Expressionsvektors) ist rechts dargestellt. Die an den Balken angegebenen Zahlen
entsprechen der X-fachen Luciferaseaktivitat mit SP-Expressionskonstrukt im Vergleich zur Situation mit
leerem Expressionsvektor.

Die analysierten Zellen wurden mit 1,5 ug DNA der entsprechenden Promotorkonstrukte und 1 ug DNA der
Expressionsvektoren pcDNA3 (mittelgraue Balken), pCMV-SP1 (dunkelgraue Balken) oder pCMV-SP3
(weile Balken) transfiziert. Die Normalisierung erfolgte durch Bestimmung der Proteinkonzentration der fur
die Luciferaseassays verwendeten Zelllysate.

Die durchgefihrten Experimente zeigen wie erwartet, dass der WT1-Promotor durch den
Transkriptionsfaktor SP1 reguliert wird. Die Koexpression von SP1 fuhrt generell zu einer
Aktivierung der Reportergenaktivitét. Dabel fdlt auf, dass sich die SPl-vermittelte
Stimulation bel Deletion der Sequenzen zwischen der Pstl- und der Eagl-Schnittstelle nur
unwesentlich a@ndert (konstant zwischen 4,3- und 5,5-fach). Der Anstieg der SP1-
vermittelten Aktivierung des WT1-Promotors von 5,5-fach auf 12,8-fach bei Deletion der
Sequenzen zwischen der Eagl- und der Pvull-Schnittstelle ist Uberraschend. In diesem
Bereich ist die als funktionell relevant von Cohen und Mitarbeitern (1997) charakterisierte
SP1-Bindungsstelle (CTC-Sequenzwiederholung) lokalisiert. Die von der Arbeitsgruppe
gemachte Beobachtung, dass die Deletion dieser Bindungsstelle eine 5 bis 10-fache
Reduktion der Promotoraktivitdt (je nach verwendeter Zelllinie) zur Folge hat, kann
innerhalb der vorliegenden Arbeit nicht bestétigt werden. Vielmehr zeigt auch das kleinste
Promotorfragment (Pvull) eine Stimulierbarkeit durch SP1, die sogar Uber der der l&angeren
Promotorfragmente  liegt. Ein  entsprechendes Verhadten konnte auch in
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Reportergenanalysen mit der Zelllinie WCCS1 beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).
Auch dort konnte eine anhaltende Stimulierbarkeit der untersuchten Promotorfragmente
inklusive des Pvull-Fragments festgestellt werden. Allerdings war die gemessene SP1-
Stimulation am Pvull-Fragment mit 8,2-fach &hnlich hoch, wie die SP1-Stimulation am
Pstl-Fragment (9,1-fach).

Dartiberhinaus wird deutlich, dass die Kotransfektion von SP3 keine nennenswerte
Regulation der WT1-Promotoraktivitét zur Folge hat. Die gemessenen Werte fur die
Luciferaseaktivitdt bei SP3-Uberexpression sind annzhernd gleich den Werten bei
Kotransfektion des leeren Expressionsvektors (vgl. Abb. 3.8).

Der Frage, inwieweit SP3 die SPl-vermittelte Transaktivierung des WT1-Promotors
reprimieren kann, wurde durch gleichzeitige Kotransfektion von SP1- und SP3-
Expressionsplasmiden mit einem WT1-Reporterkonstrukt (Pstl-Fragment; vgl. Abb. 3.6)
nachgegangen. Ist ein funktioneller Antagonismus von SP1 und SP3 am WT1-Promotor zu
beobachten, so kdnnte das Mengenverhdtnis von SP1 und SP3, wie schon an anderen
Promotorsystemen funktionell gezeigt, eine essenzielle Bedeutung fur die WT1-Expression
besitzen (vgl. hierzu auch Kap. 4.1). Dafur spricht auch die Korrelation zwischen dem
Expressionsstatus von WT1 und den relativen Mengen von SP1- und SP3-
Bindungsaktivitdt in nukledren Proteinextrakten der untersuchten Zelllinien (vgl. Abb.
3.5). Abbildung 3.9 zeigt die Ergebnisse der Kotransfektionsexperimente. Darin wird klar,
dass die durch SP1 vermittelte Stimulation des verwendeten Promotorkonstrukts durch
steigende Mengen SP3 deutlich reduziert wird (um 75% [1ug CMV-SP1+1ug CMV-SP3]
auf eine Luciferaseaktivitdt vergleichbar der Situation ohne Kkotransfiziertes SP1-
Expressionsplasmid [CMV-]). Es kann aso funktionell demonstriert werden, dass SP3
auch am WT1-Promotor in der Lage ist, die SPl-vermittelte Transaktivierung zu
reprimieren.
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Abbildung 3.9: Wirkung von SP3 auf die SP1-vermittelte Transaktivierung am WT1-Promotor.
Darstellung der Luciferaseaktivitét des WT1-Promotors (Pstl-Fragment) bei Kotransfektion von leerem
Expressionsvektor (CMV-), SP1- und/oder SP3-Expressionsvektor. Die Abbildung zeigt, dass SP3 die SP1-
vermittelte Aktivierung des WT 1-Promotors (CMV-SP1) reprimieren kann (CMV-SP1+CMV-SP3). Die fir
die Kotransfektionen verwendeten Mengen an SP-Expressionskonstrukt sind am linken Rand der Abbildung
angegeben. Die Normalisierung erfolgte durch Bestimmung der Proteinkonzentration der verwendeten
Zdllysate.

Um zu untersuchen, inwieweit die identifizierten GT-Boxen im Bereich -620 bis —615
(RCED5) und -564 bis 559 (RCE3) des WT1-Promotors eine Regulation der Transkription
durch das Retinoblastomprotein (pRB) vermitteln (vgl. Fragestellung [3] am Anfang dieses
Kapitels), wurden Kotransfektionsexperimente mit einem Expressionsvektor fur humanes
RB (pCMV-hRB; zur Verfligung gestellt von Dipl. Humbiol. H. Karsunky, IFZ,
Universitdt Essen) durchgefiihrt. Als Promotorfragment wurde das Pstl-Fragment des
WT1-Promotors in pGL2-basic verwendet (vgl. Abb. 3.6). In der Abbildung 3.10 sind die
Ergebnisse der mit der Zelllinie WCCSL durchgefiinrten Transfektionsexperimente
dargestellt. Unter den gewahlten Bedingungen wurde eine starke synergistische Wirkung
von SP1 und RB festgestellt (ca. 5,9-fache Aktivierung der Reportergenaktivitét gegeniber
1,8- bzw. 1,6-facher Aktivierung, wenn nur CMV-SP1 bzw. nur CMV-hRB transfiziert
wurde). Die Tatsache, dass jedoch auch der pGL2-basic Ausgangsvektor (er enthdlt keine
Promotorsequenzen) ca. 5-fach in seiner Reportergenaktivitat induziert wird, legt den
Schluss nah, dass es sich bel den beobachteten Effekten nicht um promotorspezifische
Effekte handelt.
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0 1 2 3 4 5 6 7

pPCMV/-
x
s
% pCMV/SP1
£
%]
c
o
: OpGL2-Pstl
. pCMV/hRb EpGL2-basic
i
pCMV/SP1 + 5.92
pCMV/hRb 5.05

Abbildung 3.10: Effekt des Retinoblastom-Genprodukts auf den WT1-Promotor. Dargestellt ist der
Einflul von SP1 und RB auf die Luciferaseaktivitét des WT1-Promotors (Pstl-Fragment) in WCCS1-Zellen
(eine Stimulation der Promotoraktivitdt von 1-fach entspricht der Luciferaseaktivitdt des Pstl-
Promotorfragments ohne kotransfiziertes Expressionskonstrukt). Es wird deutlich, dass unter den gewéhiten
Transfektionsbedingen (je Expressionskonstrukt wurden 1pug DNA verwendet) eine synergistische
Aktivierung der Luciferaseaktivitdt in den mit WT1-Promotorkonstrukt transfizierten Zellen auftritt
(hellgraue Balken; ca. 6-fache Aktivierung der Luciferaseaktivitdt bei Kotransfektion beider
Expressionsplasmide im Vergleich zur 1,8- bzw. 1,6-fachen Aktivierung bei Transfektion eines der beiden
Expressionsplasmide). Da dieser Effekt alerdings auch bei Kotransfektion des leeren Reportergenvektors
(pGL2-basic, dunkelgraue Balken) auftritt (ca. 5-fache Stimulation bei Kotransfektion beider
Expressionskonstrukte im Vergleich zu 1,3- bzw. 1,2-facher Stimulation bei Verwendung eines der
Expressionskonstrukte), ist die beobachtete synergistische Wirkung jedoch nicht promotorspezifisch. Die
Normalisierung erfolgte durch die Quantifizierung der in den Zelllysaten enthaltenen Proteinmenge. Somit ist
sichergestellt, dass die erhthten Luciferaseaktivitédten der Zellen, die mit beiden Expressionsvektoren
transfiziert wurden (verstérkte Proliferation; vgl. Text), nicht durch eine erhéhte Proteinmenge im Lysat
zustande kommen.

Bel genauerer Beobachtung konnte im Rahmen der geschilderten Untersuchungen
festgestellt werden, dass prinzipiell die Zelen, die mit CMV-SP1 und CMV-hRB
kotransfiziert worden waren, deutlich stérker proliferierten. Vor diesem Hintergrund ist
nicht anzunehmen, dass eine der GT-Boxen (insbesondere die als RCE3 bezeichnete GT-
Box an Position -564 bis —559 [RCE3] des WT1-Promotors; vgl. Bindungsstudien in Kap.
3.1.1) ene transkriptionelle Regulation des WT1-Gens durch das RB-Genprodukt
vermittelt.  Nichtsdestotrotz ist die Beobachtung bemerkenswert, dass ene
Wilmstumorzelllinie bei gleichzeitiger SP1- und RB-Uberexpression starker als zuvor
proliferiert.

Die Diskussion der Ergebnisse der Reportergenanalysen unter Einbeziehung der
Bindungsstudien findet sich in Kapitel 4.1.
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3.2 Differenzielle Genexpressionsanalyse mit der Methode
desdifferential display

321 Darstellung und Anayse differenzieller Genexpression

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurde die Methode des differential display
(Liang und Pardee, 1992) im Labor etabliert. Dabel gat es zundchst, die fur die
Einzel schritte gewéhlten Bedingungen so zu standardisieren, dass mit einer Minimalmenge
an Gesamt-RNA aus begrenzt zur Verfigung stehendem Nierengewebe die initialen
differential display-Experimente durchzufihren waren. Ferner sollte durch Titration der in
der radioaktiven PCR (DD-PCR) eingesetzten Nukleotidmenge ein Maximum an
Reproduzierbarkeit der Methodik in vergleichbaren Ansétzen erreicht werden (vgl. Kap.
2.9).

Die Ergebnisse der entsprechenden Experimente zur Bestimmung der minimal in der
reversen Transkriptionsreaktion einsetzbaren RNA-Menge und zur Ermittlung der
optimalen Konzenzentration an dNTPs in den DD-PCR-Reaktionen sind nicht abgebildet.
Sie lieferten die detailliert im Methodenteil (vgl. Kapitel 2.9) beschriebene Menge an
einzusetzender Gesamt-RNA (500 ng pro reversem Transkriptionsansatz) und die fur die
DD-PCR optimierte dNTP-Konzentration (2uM).

Die Untersuchung der im Rahmen der vorliegenden Arbeit bearbeiteten Nierengewebe
geschah genau wie im Methodenteil unter Kapitel 2.9 beschrieben. Das in Abbildung 3.11
exemplarisch dargestellte Autoradiogramm eines denaturierenden Polyacrylamidgels zeigt
die typischen Bandenmuster, die durch Auftrennung der radioaktiv markierten cDNA-
Produkte einer DD-PCR entstehen.
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(105NN). Banden der Analyseansitze auf
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analysiert (einzelheiten s. Text).

3.2.2 Auswahl differenziell auftretender cDNA-Fragmente

Im Verlauf der Arbeit wurden zunéchst vergleichend adultes und fetales Nierengewebe
mittels der differential display-Technik untersucht. Spéter wurden, im Rahmen der
Betreuung der Diplomarbeit von Frau Jutta Tribenbach (1998), zusétzlich noch
verschiedene Tumorgewebe in die Analysen miteinbezogen (insgesamt wurden drei adulte
Nierengewebe, ein fetales Nierengewebe und vier Wilmstumorgewebe parallel analysiert;
vgl. Abb. 3.11). Die Abbildung 3.12 zeigt schematisch die beiden Projektteile, im Rahmen
derer die differential display-Experimente durchgefthrt wurden, die anschlief3enden
Verifikationsstrategien und benennt die Fragmente, die letztlich ndher im Rahmen der
vorliegenden Arbeit charakterisiert wurden. Insgesamt kamen neben den drei in der
reversen Transkription eingesetzten T11-N-Oligonukleotiden (vgl. Kap. 2.9.1 und 2.15.8)
elf verschiedene 5°'-Dekamer-Oligonukleotide (10-1 — 10-11; vgl. Kap. 2.9.2 und 2.15.8)
zur Anwendung. lhr Einsatz in verschiedenen DD-PCR-Reaktionen (vgl. Abb. 3.12)
resultierte in der initialen Isolation, Reamplifikation und Subklonierung von 107 cDNA-
Fragmenten.
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Abbildung 3.12: Schematische Darstellung des Verlaufs der durchgefiihrten differential display-
Analysen. Nach der Etablierung und Optimierung der Versuchsbedingungen sind zwei Projektteile (A und
B) zu unterscheiden, im Rahmen derer die Genexpression in verschiedenen Geweben analysiert wurden.
Innerhalb dieser zwei Projektteile kamen unterschiedliche Dekamer-primer im DD zur Anwendung und die
differenzielle Expression der subklonierten DD-cDNA-Fragmente wurden durch verschiedene Strategien
verifiziert (,Verifikation"). cDNA-Fragmente, deren differenzielle Genexpression bestétigt werden konnte,
sind aufgefuhrt. Dabei sind digjenigen namentlich genannt, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit
weiterfiihrend charakterisiert wurden (, cCDNA-Fragmente [Genel”).

Die Auswahl differenziell auftretender cDNA-Fragmente erfolgte durch Vergleich der im
Autoradiogramm auftretenden Bandenmuster. Innerhalb von Projekttell B wurden
insbesondere solche Fragmente als interessant eingestuft, die entweder nur in adultem oder
fetalem Nierengewebe auftraten, solche, die deutlich in einem der untersuchten
Tumorgewebe hervortraten oder fehlten, bzw. es wurden cDNA-Fragmente isoliert, die nur
in Tumorgewebe oder nur in den ,, Normalnierengeweben” (adult und fetal) zu detektieren
waren. Dabel wurden auch Banden beriicksichtigt, die zwar in verschiedenen Geweben
auftraten, deren Intensitétsunterschiede aber einem der oben geschilderten Muster
entsprachen.
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3.2.3 Verifikation differenziell auftretender cONA-Fragmente und deren

weitere Charakterisierung
Ein wesentlicher Punkt beim differential display ist die Anfélligkeit der Methode fur falsch
positive cDNA-Fragmente (vgl. Kap. 4.2). Dabel handelt es sich um Fragmente, die zwar
auf dem vergleichenden Sequenzgel differenziell erscheinen, deren differenzielle
Expression in anschlief3enden Untersuchungen nicht bestatigt werden kann.
Zur frohen Detektion falsch positiver Signale diente sowohl die Anfertigung von
Negativkontrollen der DD-PCR (nicht revers transkribierte RNA as Matrize fur die
radioaktive PCR), als auch das Anfertigen der eigentlichen DD-PCR-Reaktionen im
Duplikat. So wurden keine Banden berlicksichtigt, die zwar differenziell in den
verschiedenen Geweben, die aber auch in einer Spur einer Negativkontrolle auftraten.
Ferner wurden Banden von den weiteren Untersuchungen ausgeschlossen, die deutliche
I ntensitatsunterschiede zwischen den Duplikatansétzen aufwiesen.
Da falsch positive Signale (trotz Anwendung der beschriebenen ,,V orsichtsmal3nahmen®)
innerhalb der differential display-Methodik zu erwarten sind, ist es generell notwendig, die
differenzielle Expression initial isolierter cDNA-Fragmente mit einer zweiten Methode zu
verifizieren. Im Rahmen der vorliegenden Dissertation kamen verschiedene Techniken, die
der Verifikation dienten, zur Anwendung. Neben der Verifikation durch die Northern-
Hybridisierung (vgl. Kap. 2.7.4), wurden Gruppen klonierter cDNA-Fragmente entweder
durch semiquantitative RT-PCR-Experimente (vgl. Kap. 2.5.2 ) bzw. mittels reverse
Northern-Hybridisierungen (vgl. Kap. 2.7.5) beziglich ihrer tatsachlichen differenziellen
Genexpression untersucht.

Die im Zuge vergleichender Genexpressionsuntersuchungen von adultem und fetalem
Nierengewebe, sowie spater zusdatzlich mit RNA aus ener Primérzelllinie ohne
funktionelles WT1-Protein (WT128; Lobbert et al., 1998) isolierten und subklonierten
cDNA-Fragmente (Projektteil A in Abb. 3.12) wurden zunédchst mittels der reverse
Northern-Technik untersucht. Dabei wurden gleiche Mengen von Produkten einer T3/T7-
PCR auf den Fragmentklonen nach Fallung und chemischer Denaturierung unter
Verwendung einer 96-Loch Sot blot-Apparatur auf zwei Hybond N+ Filter im Duplikat
aufgebracht (vgl. Kap. 2.7.5). Die Hybridisierung einer komplexen cDNA-Sonde aus
adulter bzw. fetaler Niere an die integratspezifischen PCR-Produkte erfolgte analog der in
Kapitel 2.7.5 beschriebenen Vorgehensweise. Zum Abgleich der Markierungseffizienzen
far die beiden in den Hybridisierungen verwendeten komplexen Sonden wurden bei jeder
Hybridisierung Nylonmembranen mit aufgebrachter GAPDH (Glycerinadehyd-3-
Phosphat-Dehydrogenase)-spezifischer cDNA mitgefihrt. Der quantitative Vergleich der
Hybridisierungsintensitdten an der DNA dieses (konstitutiv exprimierten) ,, Haushaltsgens®
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3 ERGEBNISSE

wurde al's Grundlage fir eine Normalisierung der beobachteten Hybridisierungsintensitéten
an den integratspezifischen PCR-Produkten verwendet. Abbildung 3.13 zeigt beispielhaft
das Autoradiogramm einer vergleichenden reverse Northern-Hybridisierung.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Sonde: ad

B
C gapdh
D . B 8 - ] L -
E W E L ]
- B &~ | (v @
c «[e &
H

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
g Sonde: fet
B
C gapdh
D " L] L -
E i &
F D »| | LR ]

Abbildung 3.13: Reverse Northern-Hybridisierung von cDNA-Fragmentfiltern mit komplexen cDNA-
Sonden aus adulter (ad; oben)- und fetaler (fet) Nieren-cDNA. Die Abbildung zeigt beispielhaft die
Autoradiogramme zweier cDNA-Fragmentfilter (PCR-Amplifikate der DD-Fragmente von Platte 23; im
96well-Mikrotiterplattenformat aufgebracht). Jeweils rechts daneben finden sich die Autoradiogramme der
paralel hybridisierten GAPDH-cDNAS, die zur Normalisierung verwendet wurden (Einzelheiten s. Text).
Jewells drei verschiedene Mengen GAPDH-spezifischer cDNA wurden auf den Membranen immobilisiert.
Rot umrandet sind cDNAs, die bei Hybridiserung mit fetaler cDNA deutlich starkere Signale im
Autoradiogramm liefern (Positionen F2-5, F8-10, F11-12, G2-4). Es handelt sich dabei um die cDNA des
DD-Fragments 3CFES.

Die durch Exposition und Auslesen auf einem Phosphorimager gewonnenen Daten tber
die Hybridisierungsintensitdten der ,adulten* und ,fetalen® Sonde an die verschiedenen
Klon-DNAs wurden im Anschlu® mit Hilfe der Excel-Software verglichen. Mit dieser
Methodik konnten 4 cDNA-Fragmente aus urspriinglich 73 isolierten und subklonierten
Banden im differential display bestétigt werden (ca. 5,5%). Es handelt sich dabel um die
Fragmente 1AA1, FE3C3, FE4G1, Z5CA4.
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3 ERGEBNISSE

Die im Zuge der vergleichenden Genexpressionsuntersuchungen von adultem, fetalem und
tumorosem Nierengewebe isolierten und subklonierten cDNA-Fragmente wurden zun&chst
durch semiquantitative RT-PCR verifiziert (Projektteil B in Abb. 3.12). Zu diesem Zweck
wurde zunédchst die Integrat-DNA der verschiedenen Bakterienklone unter Verwendung
der Oligonukleotide T3 und T7 als primer in einer PCR amplifiziert (im 96-Loch
Mikrotiterplattenformat), und die erhaltenen Produkte auf einem Agarosegel analysiert.
Dies wurde nétig, da es sich bei den initial isolierten und reamplifizierten DNAs z. T. um
Fragmentgemische handelte. Der GroRenvergleich der aus der T3/T7-PCR resultierenden
cDNA-Produkte erméglichte eine Abschétzung der Heterogenitdt des Fragmentgemischs.
Von den Fragmentklonen mit Integraten gleicher Lange wurden zwel bis drel Einzelklone
fr elne nachfolgende Sequenzierung ausgewahlt und die erhaltenen Sequenzen verglichen.
Zeigte die T3/T7-PCR, dass die Fragmentklone Integrate unterschiedlicher Lange trugen,
so wurden aus jedem Léangenbereich zwei Klone fur die nachfolgende Sequenzierung mit
dem T3-Oligonukleotid ausgewahlt. Entsprachen die Integratldngen der Fragmentklone
Uberwiegend einer bestimmten Grof3e, so wurden zwei Klone mit mehrheitlich auftretender
Integratlénge zur Sequenzierung ausgewdhlt. Die erhaltenen Sequenzen wurden as
Grundlage fur die Generierung spezifischer primer verwendet. Mit deren Hilfe wurde im
Anschluss die differenzielle Expression des korrespondierenden Transkripts im Zuge
semiquantitativer RT-PCR-Experimente Uberprift (vgl. Kap. 2.5.2).

Die Abbildung 3.14 zeigt exemplarisch die Ergebnisse mehrerer solcher semiquantitativer
RT-PCR-Experimente mit integratspezifischen primern. Die deutlich unterschiedliche
Bandenintensitét der spezifischen RT-PCR-Produkte in den verschiedenen Geweben
bestétigt die urspringlich innerhalb des differential display beobachtete differenzielle
Expression der zugrundeliegenden Gene.

80



3 ERGEBNISSE

FE 7A2

FE 7A3

FE 10A3

105NN 10C2

105NN 6A1

146TU 6A2

GAPDH

Abbildung 3.14: Ergebnisse semiquantitativer RT-PCR-Experimente zur Verifikation differenziell
exprimierter cDNA-Fragmente. Exemplarisch sind hier die Ergebnisse fir die cDNA-Fragmente FE7A2,
FE7AS3, FE10A3, 105NN10C2, 105NN6A1 und 146TUBA2 gezeigt. Aufgetragen und aufgetrennt wurden je 5
pl der PCR-Reaktionen. Die zugrundeliegenden RNAs wurden aus den folgenden Geweben prépariert:
105NN (Spur 1), 146NN (2), adultes Nierengewebe (3), fetales Nierengewebe (4), 105WT (5), 128WT (6),
151WT (7). Die Probenentnahme erfolgte fur das Fragment FE7A3 (primer FE7A3-R/-L) nach 28
Amplifikationszyklen, fir die Ubrigen Fragmente (FE7A2 [primer FE7A2-R/-L], FE10A3 [primer FE10A3-
R/-L], 105NN10C2 [primer 105NN10C2-R/-L], 105NN6A1 [primer 105NN6A1-R/-L], 146TUGA2 [primer
146TUBA2-R/-L]) nach 35 Amplifikationszyklen. Die fir die PCR-Reaktionen eingesetzten cDNA-Mengen
entsprachen genau denjenigen, die fir die im unteren Bildteil dargestellten, GAPDH-spezifischen RT-PCR-
Reaktionen verwendet wurden (Probenentnahme nach 20 Amplifikationszyklen; primer GAPDH-1/-2). Die
Abbildung verdeutlicht die differenzielle Expression der untersuchten cDNA-Fragmente in in den Geweben
(zur Auswertung s. Tab. 3.1). Parallel durchgefiihrte Negativkontrollen (PCR auf nicht revers transkribierter
RNA bzw. Wasser) zeigten keine Amplifikate (Daten nicht abgebildet).

Mit dieser Vorgehensweise konnten 13 cDNA-Fragmente aus urspringlich 34 isolierten
und subklonierten Banden im differential display bestétigt werden (ca. 38%).

Insgesamt konnten innerhalb der vorliegenden Dissertation 17 cDNA-Fragmente der
differential display-Experimente as differenziell exprimiert bestétigt werden. Dies
entspricht einem Anteil von ca. 16% an den insgesamt 107 isolierten und klonierten
cDNA-Fragmenten. Eine  Diskussion der  Effektivitdt der  verschiedenen
Verifikationsstrategien, sowie ein Vergleich der differential display-Methodik mit anderen
Techniken zur Identifikation differenziell exprimierter Gene findet sich in Kapitel 4.2).
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Die Nukleotidsequenzen aller verifizierten DD-cDNA-Sequenzen sind nachfolgend
angegeben (Dekamersequenzen der DD-PCR sind unterstrichen; Sequenzen von cDNA-
Fragmenten aus Projektteil A (vgl. Abb. 3.12) sind mit [*] markiert; im Rahmen der
vorliegenden Dissertation weiterfihrend charakterisierte cDNA-Fragmente sind grau
unterlegt).

1AAL[*] (TM7SF1; val. Kap. 3.2.4)

AATCGTCCATTCCTTTGATTATGACTGGTACAATGTATCAGACCAGGCAGATTTGAAGAATCAGCTGGGAGATGCTGGAT
ACGTATTATTTGGAGTGGTGTTATTTGTTTGGGAACTCTTACCTACCACCTTAGTCGTTTATTTCTTCCGAGTTAGAAATCC
TACAAAGGACCTTACCAACCCTGGAATGGTCCCCAGCCATGGATTCAGTCCCAGATCTTATTTCTTTGACAACCCTCGAAG
ATATGACAGTGATGATGACCTTGCCTGGAACATTGCCCCTCAGGGACTTCAGGGAGGTTTTGCTCCAGATTACTATGATTG
GGGACAACAAACTAACAGCTTCCTGGCACAAGCAGGAACTTTGCAAGACTCAACTTTGGATCCTGACAAACCAAGCCTTG
GGTAGCATCAGTTAACAGTTTTATGGACGATT

Fe7Al (TCF2; vgl. Kap. 3.2.5)

CAGAAGAGGAAGCAAGAAAGCCGTACTGTCTATGTTGTGATCCTTCATCGAACAAACTGATGCGAAAACTTGAATCTGTT
ACTGAAATGAGGAGAGAAGGACATGTGCTATTGAACTGAGCCAAACACACTGTAAATATCCACAGACTCCCTCCCCTGCC
CCCATCCCAAATGATCTTGAGATTTCTTTTAAAGAAGTAAATTTGTCCAATGGCTGTAAACTATAAACTACTGTAATTACG
TGCAATTTCCCCTCTGTGICCTCTTCTG

151WT6AL (CDT151; vgl. Kap. 3.2.6)

TGAACTGGACCATAGTAATTAAATGATTTATCAATATCATTTGCAAGATAATTGTCAGGTTGAGTTAATAGTAAGTGGCA
GCTTCCCAGAAATTTGGGTTATTTGGCCTAGGCTGTGCCCTGGGATTACCTCTTCATCTTCCTTGACTTTTAAGTTCAAATT
TGGAGGTTATGTGAAGTGATTGAAATAAATCTTTCAGGCTGAGGAAGTCGGTAATTTCAAGAATATAGTGAAAACAAGGT
TGTAATCTAAACATGAGAAGCTTAAGTTTAGGAAATGGTTAGAATATAAATTGCTAAAGCCATCATGATTTTGGCCACAG
ATGAAAATATGAACACTGGAAATGAGCGCCATTTAAATGAGATGCTGTATGTAAGCCAGGGGTCAGCAAAGTTCAGCCT
GTGACCTGGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTCCAGTTCA

146WT10A1 (GLI3; vgl. Kap. 3.2.7)

AAGGAGGAAGGGGACAAAGATGAAAGCAAACAGGAGCCTGAAGTCATCTATGAGACAAACTGCCACTGGGAAGGCTGC
GCGAGGGAGTTCGACACCCAAGAGCAGCTTGTGCACGACTTCCGCCTTATCTAGTAGCCCTACGTATCCGGACCTGCCCT
TCATTAGGATCTCCCCACACCGGAACCCCGCTGCTGCTTCCTCCTT

FE3C3 [*]

TGACGCTAAGGAGTGTGTAACAACTCACCTGCCGAATCAACTAGCCCTGAAAATGGATGGCGCTGGAGCGTCGGGCCCA
TACCCGGCCGTCGCCGGCAGTCGAGGCATTGAGGCAGCCAGCGCAGGGGCTTCTGCTGAGGGGGCAGGCGGAGCTTGAG
GAAACCGCAGATAAGTTTTTTTCTCTTTGAAAGATAGAGATTAATACAACTACTTAAAAAATATAGTCAATAGGTTACTA
AGATATTGCTTAGCGTCA

FE4G1[*]

CTTGATTGCCCAGGGTCACAAAACAGCAAGAGTGGATCCAAGTAACTACTGCATTAGACTGCCCTTCGCTACACTATAAA
TTCTCAGTCTGTTGGTTTAAGCTATCGTATGAAGATGACTAGTCACAATGATTTTTCTGCCCCAGTAACTGATAGATTGTC
TGCAAAGATCTCTTCACCATCTTTCCTGGGCACTGGAGTTGCTTGGGAGCTATCTTGTTCCTTGAGAGCCAGTTGTTATCA
CCCAGGGTATTGTTGAGACTTTGAGAGTAAGATCATATTTCCTCAGAATACCTTCATTATGAATTTCATTCATTTCTGGCC
ATAAGCCTTGCTCTGTTGACACAAGAATGATATACGTTAAATTTTGGTTAGTAGCTACCTGTTGGAAAGTAGAAAGATGA
AAGGTGTTGAAGATAGGTAAACAGGAAGCTTCCACTCATTGGTTCTGGGTTTGGTTTGTTTGTACTTGTGTTGTTTGTTCTT
TTTTTAAGGTTGGAATTTGTTAGATTTTACTTTCGTTATATTATTTTTATTTGTCTTCAAAATAATTCCCAATTTTAAAAATT
TAAGGAAAGTAAAATAGAACTGGATGTATAGGCAATCAAG

FE7A2

CAGAAGAGGAGCCAGCATATTACATGACGAGAGGAAGCAAGAGAGATACCAGGCTCTTTTAAGCAACCAGTTCTCATGT
GAACGCATTGCTACTGAGAAAGTGCCAAACCATTCACGAGGGATCCACTACCTAGACCCAAACACCTCCCCCTAGGCCCC
GTCTCCAACAGCGGGGATCATATTTCAACATGAGACTTCGAGGAGACAAATATCCAAACCATATCGCCCACGTTTAGGAA
TGTCTCTCCATGGTAGATGATTTGCAAATAGACGGTGGTATACCCATTCCATGGAAGCAGGGAAATATGTTTGCACGTCTT
TGGTTAGICCTCTTCTG
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FE7A3

CAGAAGAGGAGAAGGAAAAGGAGATGCTGTTGGCACCGTTAAACATGCCTCTTAATGTCAACGGCTGGCAAATGCAAAA
GGGCTTAAAATCAGCGATATAATTTTGTGCCGGAAAAGCACAGAACGGCTCTGCAGCTTAAAACTTTCATTCTCTTCATTT
CTCCGGATGGATGTTCTTCTTGACATTTTTTTCCTCTTTCGCTCTATTTGTATTTTTTGTCTTTCAGAGTCTTGGTTCCCTCTG
TCCTCTTCTG

FE7A5

CAGAAGAGGACACAAACAAAATGGTCAGCTGTCACTTTCTTCTTAGCAGATGAAAGTTCATCATAAATACTCAGAACTTT
GGTTAAAATACCCCCATATACAGGGTCCTTATGTTTTGGATACAAATGGGGTAAAGTGAAAATAGCAAACCTGCAAGTCT
GGGCTCTGGAGCTTCTGCTGCCCCACCACGCTGGGCAGGAGTAGCCGCATGGGATGTCCTCCTCTTCTG

FE7A6

CAGAAGAGGAGGGCATCCAGAGAATAGGCACCTAGTGGGACGGAAGCAGCCACGAGTTTTCATTAGCGTGTTTTACAGA
GAGATGAAGGGAGCTGGGAATCCAGACAAAGAGCTTCTATTATACATATAACTCCACATTGGAATTGTTTAAAAGTTGCT
TTCCTTTTTGTTTTAATTAGCTTCTACTTCCCTATTCTAGAGTCCATTCTATTTGTTCATCTTGGTCCTCTTCTG

FE10A3

AAGGAGGAAGGGACAGAAGTAGACAGGGACCAGCCTTCTCTAGAGAGCAAGAGGCCTTGACCACCTAATGCTTCCAGAG
TAAGGACAAAATCTCCAGGGTTTAAAGAAAGAACAGAAACACTACCAACTGTGAGCTTTAATTACATCATAGATGTTAG
ATCAAATTATGTTTCATTTCTTGGAGACCAGTAGAAAAAAAAATATTAGCTGAGCCATTTACTCGCTATGTGGTAGTAAC
AGCTACCATAATGAGCTGCAATTAGATATCTGTGCTTCCTCCTT

105N6AL

TGAACTGGACTACTATGAGGACAGACAATTATATCTATCAAAGTATTGGTAGTAGTGTCTAGCACATGATGGGCATTCCA
TTAATGACAAATATTACTGTAATTCTCAAAATAACATCTGAGATGCGAATAACTCTCTAATGCCTCATGAACTTCAAAGTT
TGCTTGTTTGTATGAGGGGAAAATGAAATAAACTTGGAAAATATCTCTAGAATAATGTTTTCCTCAGAATGTTCTATGGA
ATACAAATGTCCAATAGATGTTCATTAATCAGACTTCTGGGCAAGGATAATCTCTTTGGGACTAATCTCCCCTGGTGGTTT
TCCCTGCGTCCAGTTCA

105N10C2

AAGGAGGAAGCCGAACAGGGCCCTTTCCAATGAATCTGCCGGAAAGGAACCAATCTTTCAGTGGCAGCTGATTTTACAA
ATAATGTTGAGATACGAATAGCAAGGTGCTTCCCTCCCATCTTTCTACCTGGTAAGAAAAATTTAGGATTTTAACTCCCCT
AAATGACATTTAGGGGACTCGTGTTATGCCTAATTCTTCTTCCTCCTT

146N10C1

TGGAGAAGTCATTTCCTTTTCTGGTCCTGAGAGCAGCAGGCTGCTCTATCCACAATGACTGTCCAGTGGTAGGAGCCAGA
AGCAGGGGATCACGGGCTGTGGAGAGGCAGACAGAGAAGGAACAGAGATTCCTGGGGTGGAAAAGCTGCTGCCTGAGG
ACTGGGGAGAGTGAGGTGGGTGATGGATGGGTATTGCCTGGTGCCCATGGTTGCATGCCTGAGCGCCTTGCCCAGCCAGC
CATAGGTGTGTGCTGGGCAAGAGGGCTCACTTGTGAAACTGAGTGTCTCCTTTCAAGAAGTGTCTAGGTGCAAATCTCCC
CTCACCCAAGACAAAGGCCCGGGTCCCACAAAGGGCTTTTGTTTTCTGCGCCGAAGTGGGAGGCTAATCTCTGGGTCTGG
GGCACCCCTGGAGACGGGGGTCCCGGGCACACACAGCATACACACACGTGAAGGCGTGCGCACTCATATGCCTGCTTCCT
CCTT

146WT6A2

TGAACTGGACCCACAGGTATCAGTATAAACTCATGATTTATATGTATACACATGCACTGATAGGTAAATATGGACATAAA
TATAGATATGTGTACAGATGTGGATAGATGTTAATGAACTTACATACATTTCCTAGCTGTGTAAATACAGACGTGTATAG
ATGTGGGTAGGTGTTAATAAACTTACACACATTTCCTAGCTCTATCTACTGAGAAGACCTAAAAGCAATGACACCCTCAT
AGCAATAAACACACCTACTGTCCAGTTCA

15IWT6C2

TGAACTGGACATGAGGGAAATGGAGTGACCTTCAGAAAGTACACCATTTGTAAGTGAACATTCTACAGATAATACACAA
ACTTACATGCTAGAAATACGTACATTTGATCACAACAGAGATGCATAAGGATATCAGGGAGGGATGAATGGTCCCAGAC
CAGAATCAAACTTAAGGGAAGCTATTAACATTTCTGAAGAGAGGTGGTGGTGGGTCCAGTTCA

Z5C4 [*]
CTGATCCATGTGAAGTACAAGACATTTGAGATTCCAGTTATAAAAATTGAAAGTTTTGTGGTGGAGGATATTGCAACTGG
AGTTCAGACACTGTACTCGAAGTGGAAGGACTTTCATTTTGAGAAGATACCATTTGATCCAGCAGAAATGTCCAAATGAT

ATCAGGTCCTCAATCTTCAGCTACAGGGAATGAGTAACTTTGAGTGGAGAAGAAACAAACATAGTGGGTATAATCATGG
ATCAG

Eine erste Charakterisierung der als tatséchlich differenziell exprimiert bestdtigten cDNA-
Fragmente erfolgte durch Homologievergleiche mit Eintragen in den offentlichen
Datenbanken (vgl. Kap. 2.14). Durch solche Analysen konnte sich ein Bild dartiber
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verschafft werden, inwieweit es sich beim isolierten Genfragment um den Teil eines
bereits bekannten Gens, um ein neues Gen, das bereits als exprimiert bestédtigte Sequenz
vorliegt (ein sog. ,expressed sequence tag“ [EST]), oder aber um eine unbekannte
Sequenz handelt. Bei Vorliegen einer eindeutigen Homologie zu Eintrégen der EST-
Datenbank wurde die bekannte Sequenzinformation des cDNA-Fragments durch
Uberlappende cDNA-Klonsequenzen der Datenbanken in silico erweitert. Mittels dieser
Vorgehensweise konnten auch teillweise bereits Aussagen Uber die chromosomale
Lokalisation des zugrundeliegenden Gens im Humangenom gemacht werden. Als Beispiel
ist das cDNA-Fragment FE7ALl zu nennen, dessen Identitdt mit Sequenzen des
Transkriptionsfaktors TCF2 zur Ermittlung der chromosomalen Lokalisation in 17cen-
17921 fuhrte. Ferner erfolgte fur die Mehrzahl der cDNA-Fragmente eine weiterfihrende
Charakterisierung durch Zuordnung der cDNA zu einem humanen Chromosom. Dies
geschah durch genomische PCR unter Verwendung eines Einzel chromosom-Hybridzell sets
(Mensch/Nager; freundlich zur Verfigung gestellt von Dr. Sue Naylor, Univ. of Texas,
San Antonio, USA) (Daten nicht gezeigt). Die so ermittelte Lokalisation ermdglichte
danach eine Abschétzung, inwieweit das zugrundeliegende Gen im Bereich einer bereits
bekannten Kandidatenregion fur das Nephroblastom platziert ist.

In Tabelle 3.1 sind die fur die verschiedenen cDNA-Fragmente ermittelten zusétzlichen
Informationen bezlglich evtl. vorhandener Homologien auf Nukleotidebene und die
Ergebnisse der chromosomalen Lokalisations-PCRs dargestellt. In dieser Tabelle sind die
Fragmente FE7Al (TCF2), 146TU10A1 (GLI3), 151IWT6A1 (CDT151) und 1AAl
(TM7SF1) nicht aufgefihrt, da sie in weiterfiihrenden Experimenten néher charakterisiert
wurden. Die Ergebnisse fur diese Fragmente (bzw. die korrespondierenden
Gene/Genprodukte) finden sich in den Kapiteln 3.2.4-7.



Tab. 3.1: Ubersicht (iber differenzielle Expression, vorliegende Homologien zu Datenbankeintr agen und chromosomale L okalisation der verifizierten cDNA-
Fragmente. Die Ergebnisse von Homologievergleichen (auf Nukleotidebene) mit Sequenzen der EST- (,BLASTN [dbEST]“) und der nicht redundanten
Gendatenbank (,BLASTN [nr]*) sind dargestellt (angegeben sind Zugangsnummer und der Grad der Nukleotididentitdt in Prozent). Falls die identifizierten cDNAs
Teil eines unigene clusters sind, so ist dessen Zugangsnummer ebenfalls angegeben (,unigene cluster*). Die chromosomalen Lokalisationen der verschiedenen
Fragmente sind die Ergebnisse der Lokalisations-PCRs auf Einzelchromosom-Zellhybriden (s.0.). Fir das cDNA-Fragment FE7A3 ist die anhand eindeutiger
Sequenzhomologien zu Eintrégen der htgs-Datenbank ermittelte chromosomale Lokalisation ebenfalls aufgefiihrt. In der Spalte ,differenz. Expression” ist der
Gewebetyp mit vorherrschender Expression der entsprechenden cDNA angegeben. Bei schwacher Expression in einem weiteren Gewebetyp ist dieser in Klammern
hinzugeflgt. n.b.:= nicht bestimmt; mit [*] markierte cDNA-Fragmente stammen aus Projektteil A der differential display-Experimente, alle anderen aus Projektteil B
(vgl. Abb. 3.12).

cDNA- differenz. Expression BLASTN (dbEST) BLASTN (nr) unigene chrom.
Fragment cluster L okalisation
FE7A2 fetal (Normal gewebe) EST zw93d04.r1 Homo sapiens nicht signifikant - Chr. 2
240/240 (100%)
EST ug839g10.y1 Mus musculus
334/335 (99%)
FE7A3 fetal (Normal gewebe) EST 0k56d04.s1 Homo sapiens AB037821 Homo sapiens mRNA for Hs. 146858 Chr. 4,10, 15
166/166 (100%) KIAA1400 protein, partial cds (db htgs: Chr.4)
239/247 (96%)
FE7AS fetal (Tumorgewebe) EST zf62b08.r1 Homo sapiens nicht signifikant Hs. 155575 Chr. 1
77177 (100%)
EST #AW402519 Ul-HF-BK 0-aas-e-05-0-
Ul.r1 NIH_MGC_36 Homo sapiens
77/77 (100%)
FE7A6 Normalgewebe nicht signifikant nicht signifikant - Chr. 1
FE10A3 fetal (Normal gewebe) nicht signifikant nicht signifikant - Chr. 2
105N6A1 adult nicht signifikant nicht signifikant - Chr. 10
105N10C2 | Normalgewebe EST xs46d04.x1 Homo sapiens nicht signifikant Hs. 134417 Chr.1,2
204/207 (98%)
146N10C1 | adult EST wc26f09.x1 Homo sapiens nicht signifikant - n.b.
257/262 (98%)
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Fortsetzung Tabelle 3.1.

cDNA- differenz. Expression BLASTN (dbEST) BLASTN (nr) unigene chrom.
Fragment cluster L okalisation
146TUGA2 | WT146 (Normalgewebe) | nicht signifikant nicht signifikant - Chr. 1
151TU6C2 | (Tumorgewebe) nicht signifikant nicht signifikant - Chr. 12
Z5C4 [*] adult (ZelllinieWT128) |- NM_014314.1| Homo sapiens RNA - Chr. 9p12
helicase (RIG-1), MRNA (db nr)
237/239 (99%)
FE3C3[*] |fetd - Homo sapiens alpha gene sequence Hs. 180532 11913
152/152 (100%) (db nr)
Human heart mMRNA for heat shock protein
90, partial cds
139/139 (100%)
FEAG1[*] |fetd MR4-BT0358-090300-004-h12 BT0358 Homo | Homo sapiens chromosome 8 clone - 8g24.1
sapiens cDNA HPAC24 map 8qg24.1, compl ete sequence (db nr)
585/598 (97%) 604/604 (98%)
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3.24 DasGen TM7SF1

Im Rahmen der differential display-Experimente konnte unter Verwendung der
Primerkombination T11A und 10-1 (vgl. Kapitel 2.14.8) ein cDNA-Fragment isoliert
werden, das durch seine bevorzugte Expression in adultem Nierengewebe auffiel. Die
Reamplifikation, Sequenzierung und Klonierung ergaben ein DNA-Fragment von 436bp
Lange, das im Verlauf as 1AA1 bezeichnet wird. Wie im folgenden beschrieben konnte
anschlief3end die bekannte Sequenz erweitert und ein offener Leserahmen identifiziert
werden. Das zugrundeliegende Gen wurde aufgrund von Strukturvorhersagen (s.u.)
TM7SF1 (fur transmembrane 7 superfamily member 1) genannt (Zugangsnummer der
Gendatenbank: AF027826).

3241 DieTM7SF1cDNA

Datenbankanalysen mit der ermittelten Nukleotidsequenz des 1AA1 cDNA-Fragments
ergaben keine signifikanten Homologien mit Eintrdgen der nicht redundanten
Sequenzdatenbank, lieferten jedoch verschiedene tberlappende Klone der EST-Datenbank
as Sequenzen mit signifikanter Homologie. Diese Klone zeichneten sich alle dadurch aus,
dass sie die Sequenzinformation um ca. 800 bp 3'-waérts erweiterten. Einer dieser Klone
(IMAGp998P011414; im folgenden as ESI32 bezeichnet) wurde beim
Ressourcenzentrum des deutschen Humangenomprojekts (RZPD) bestellt und im Rahmen
der vorliegenden Arbeit sequenziert. Eine 100%ige Sequenzidentitdt im
Uberlappungsbereich mit 1AA1 bestétigte die zuvor durchgefiihrten Datenbankanal ysen.
Um die bekannte Sequenz im 5'-Bereich von 1AAl zu verlangern, wurde eine aus
humanem, adultem Nierengewebe gewonnene cDNA-Bank (Bell et al., 1986) mit Hilfe
einer radioaktiv markierten 1AAl-spezifischen Sonde untersucht. Dabei konnten zwel
positive Phagenklone (c1AA1A und c1AA1B) isoliert werden. Die Sequenzanalyse der
Phagenintegrate zeigten eine 100%ige Sequenzidentitét untereinander. Ein Vergleich mit
der Sequenz des 1AA1-Fragments lieferte einen Uberlappungsbereich von 300 bp und eine
Erweiterung der bekannten cDNA-Sequenz um 842 bp. Mit der durch c1AA1A erhatenen
neuen Sequenzinformation wurden erneut Datenbank-Homologievergleiche durchgefihrt.
Sie ergaben Sequenzibereinstimmungen mit weiteren EST-Klonen, welche die bereits
bekannte Sequenz am 5'-Ende jedoch nicht erweiterten. Aufféllig war jedoch das
Vorliegen verschiedener EST-Sequenzen mit zusétzlichen Nukleotiden innerhalb der in
silico aus 3'-EST32-1AA1-c1AAL1A-5 zusammengesetzten cDNA-Sequenz (s.u.).

Das Vorhandensein entsprechender Transkripte wurde mit Hilfe von RT-PCR Analysen
verifiziert. Dabei zeigte sich, dass bei Verwendung der Oligonukleotide Phage-R und
5'For as primer fur die PCR neben einem Hauptprodukt mit einer Lénge von 575 bp ein
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um ca. 200 bp verlangertes und ein um 120 bp verklrztes Produkt entstanden (Daten nicht
gezeigt). Deren Klonierung und Sequenzanalyse bestétigte die Insertion von 223 bp ab
Position nt 517 bzw. die Deletion von 125 bp ab Position nt 1018 im Vergleich zur in silico
ermittelten cDNA-Sequenz. Die eindeutig vorherrschende Produktgrof3e der RT-PCR
Experimente entsprach dabel der |angstmoglichen cDNA-Variante von insgesamt 1998 bp.
Das Auftreten verschiedener Transkriptgrofden l&sst ein aternatives Spleif3en der TM7SF1
MRNA vermuten.

Die Lage der verschiedenen cDNA-Fragmente relativ zur gesamten bekannten Sequenz,
die Position der alternativ gespleiften Exons, sowie die Lokalisation der verschiedenen als
primer verwendeten Oligonukleotide sind in Abbildung 3.15 schematisch dargestel|t.

Phage-R 1AALIR
> <
390-408 911-28
5'Rev 5'For

> <
869-90 1166-87
517 739 1018

1 W 1142 1998

EST32
1AA1

Abbildung 3.15: Schematische Darstellung der TM7SF1-cDNA. Die Lage der verschiedenen cDNA-
Klone, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit generiert und sequenziert wurden (diinne horizontale Linien)
relativ zur bekannten cDNA-Sequenz (obere fette horizontale Lini€) ist dargestellt. Die grauen Bereiche der
cDNA symbolisieren alternativ gespleifite Exons (die Zahlen oberhalb bzw. unterhalb der aternativ
gespleifdten Exons geben deren Anfangs- bzw. Endnukleotid innerhalb der Gesamt-cDNA an). Das erste
aternativ gespleifte Exon (nt517-nt739) ist im Phagen-cDNA-Klon c1AA1A nicht enthalten, wurde
allerdingsim Rahmen verschiedener RT-PCR-Produkte (u. a. mit den Oligonukleotiden Phage-R und 1AA1R
als primer) nachgewiesen und ist Bestandteil der vorherrschenden Transkriptisoform (Daten nicht
abgebildet). Lage und Orientierung verschiedener als primer verwendeter Oligonukleotide sind im oberen
Bereich der Grafik dargestellt.

Die aus doppelstrangiger Sequenzierung der verschiedenen cDNA-Klone und RT-PCR-
Produkte erhaltenen cDNA-Sequenzen, sowie die aus den verschiedenen ORFs
abgeleiteten Aminosaureabfolgen fur TM7SF1-L, -1 und -S (entsprechend der cDNA- und
Proteingrofen steht L for long, , 1 fur intermediate, ,S* fur short) sind in Abbildung
3.16 gezeigt.
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1 cggcgegat gcgcggagaccccecgegggggeggeggeggecgegagecccg

52 ATGAGGCCCGAGCGT CCCCCECCECECEECAGCGCCCCCCECCCGAT GGAGACCCCGCCG
M RPERZPRPRGSAPGPMETPP

112 TGGGACCCAGCCCGCAACGACT CGCT GCCGCCCACGCT GACCCCGGCCGT GCCCCCCTAC
wWDPARNDSLUPPTLTWPAYVPPY

172 GTGAAGCTTGGCCTCACCGT CGTCTACACCGTGT TCTACGCGCTGCTCTTCGIGT TCATC
VKL GLTVVYTVFYALILTFVF.I

232  TACGTGCAGCTCTGGCTGGTGCTGCGT TACCGCCACAAGCGGCT CAGCTACCAGAGCGTC
Y VQLWLVLRYRHKRLSYQSYV

292 TTCCTCTTTCTCTGCCTCTTCTGGGCCTCCCTGCGGACCGTCCTCTTCTCCTTCTACTTC
FLFLCLFWASLIRTUVILFSUFYF

352 AAAGACT TCGT GGCGECCAAT TCGCTCAGCCCCTTCGTCTTCTGECTGCTCTACTGCTTC
K DF VAANSIL SPFVFWLLYCF

412  CCTGTGTGCCTGCAGTTTTTCACCCTCACGCTGATGAACTTGTACTTCACGCAGGTGATT
PV CLQFFTLTLMNLYFTOQUVI

472 TTCAAAGCCAAGT CAAAATATTCTCCAGAATTACTCAAATACCGGT TGCCCCTCTACCTG
FKAKSKYSPELILIKYRLUPLYL

532 GCCTCCCTCTTCATCAGCCTTGITTTCCTGITGGTGAATTTAACCTGTGCTGTGCTGGTA
A S L FI SLVFLILVNLTT CAVLYV

592  AAGACGGGAAAT TGCGAGAGGAAGGT TATCGT CTCTGT GCGAGT GGCCATTAATGACACG
K T GNWERIKVI VSVRVAI NDT

652  CTCTTCGTGCTGTGTGCCGTCTCTCTCTCCATCTGTCTCTACAAAATCTCTAAGATGTCC
L FVLCAVSLSI CLYIKI s KMS

712 TTAGCCAACATTTACT TGGAGT CCAAGGGCT CCTCCGT GT GT CAAGT GACT GCCATCGGT

L ANI YL ESK K GSSVCQVTAI G

A P P C V Kstp TM/SF1-S
772 GTCACCGTGATACTGCTTTACACCTCTCGGGCCTGCTACAACCTGT TCATCCTGTCATTT
v T vI LLYTSRACYNTWL FI L SF

832  TCTCAGAACAAGAGCGTCCATTCCTTTGATTATGACT GGTACAATGTATCAGACCAGGCA
S QNK SV HSFDYDWYNVSDAOQA

892 GATTTGAAGAAT CAGCT GGGAGATGCTGGATACGTATTATTTGGAGIGGTGI TATTTGI T
DLKNOQQLGDAGYVLFGVVLFYV

952 TGGGAACTCTTACCTACCACCTTAGTCGT TTATTTCTTCCGAGI TAGAAATCCTACAAAG
WEULULWPTTULVVYFFRVRNPT K

1012 GACCTTACCAACCCTGEAATGGT CCOCAGCCAT CGATTCAGT COCAGATCTTATTTCTTT
DLTNPGMVZPSHGEFSPRSYFF

1072 GACAACCCTCGAAGATATGACAGT GATGATGACCT TGCCT GGAACATTGCCCCT CAGGGA
DNPRRYDSDUDUDLAWNI APQG
1132 CTTCAGGGAGGTTTTGCTCCAGATTACTATGAT TGGGGACAACAAACTAACAGCTTCCTG
L QG GFAPDYYDWGOQQTNSF L
F C S R L L stp TM/SF1- 1

1192 GCACAAGCAGGAACT TTGCAAGACTCAACT TTGGATCCTGACAAACCAAGCCTTGGGTAG
AAQAGTULOQQDSTULUDU®PUDIKP S L Gstp

1252 catcagttaacagttttatggacgattcctcagat gaaaagcttcagaaaagcat agt ga
1312 cagctgaatttttagggcacttttccttaagaaatagaacttgatttttatttgttacag
1372 gtttccaat ggccccat aggaat aagcaat aat gt agact gat aaacccttattttagta
1432 ctaaagagggagccttgctatttcagt gggt ataatttaaactttttaaagaaaatctgt
1492 acttttataaagatgtattttgtataacttaaataataatgctaaagtatactagggttt
1552 ttttttcttgagaatgttactgcaatcatgttgtagtttgcacagacttttatgcataat
1612 tcactttaaaaatatagaatatatggtctaatagttttttaaagcttttggactaaagta
1672 ttccacaaatcttacctctttaggtcactgatggtcactccgattctgagtgccacattg
1732 gtagactcctaaaat acagttgacaacttagccaattgcaact ccagtgttgataattaa
1792 aat gaaat ggt aaagcagcagact gt aaggt ctttagagatttttttttaaggttcaggce
1852 cgtaggttcctcaaggaatctcttaagttttgcccaaagactggtacttcctttcagtag
1912 ggcgct aat gt at acacat t aat gat aagt t gat aacat t aaaaat gt agct gacttatc
1972 ctattaaacctcctctgctatgttcac

Abbildung 3.16: cDNA- und abgeleitete Aminosauresequenz von TM7SF1. Nukleotide des offenen
Leserahmens sind in GroRbuchstaben hervorgehoben, Kleinbuchstaben stehen fir flankierende nicht
kodierende Sequenzen (5'- und 3'-UTR). Die aus der Sequenz des offenen Leserahmens ermittelte
Aminosduresequenz ist unter den korrespondierenden Basentriplets angegeben. Das in frame Stop-Codon im
5'-UTR ist durchgestrichen dargestellt. Die beiden alternativ verwendeten Exons sind einfach bzw. doppelt
unterstrichen. Die durch ihre Aussparung resultierenden Verénderungen der Aminosauresequenz
(Verschiebung des Leserahmens) ist in Fettdruck unter den korrespondierenden Basentripletts angegeben.
stp:= Stop-Codon am Ende des jeweiligen ORF.

Dass es sich bei den verkirzten Transkripten TM7SF1-1 und =S nicht um PCR-Artefakte
sondern um Produkte alternativen Spleif3ens handelt, wurde mittels Sequenzierung der
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entsprechenden genomischen Bereiche gezeigt. Zu diesem Zweck wurde der PAC-Klon
43C3 aus einer hierarchisch angeordneten humanen PAC-Bank (loannou et al., 1994) mit
Hilfe einer TM7SF1-spezifischen PCR-Reaktion (verwendete primer: local-5/1ocal-3) und
anschliefender Koloniefilterhybridisierung isoliert, und die Exon-Intron-Ubergénge im
Bereich der (wahrscheinlich) alternativ gespleiften Exons sequenziert (verwendete
Oligonukleotide: local-5/-3 und local-x/-y). Abbildung 3.17 zeigt die genomische Sequenz
an den entsprechenden Exon-Intron-Grenzen. Das Vorliegen der konservierten,
exonflankierenden GT und AG-Nukleotide spricht dafiir, dass die beiden angesprochenen
Exonsvon TM7SF1 alternativ transkribiert werden.

5 -ccttccagGITGCCCCTCTACCTGECCTCCCTCTTCATCAGCCTTGTTTTCCTGITGGTGAATTTAACCTGTGCTGIG
CTGGTAAAGACGGGAAAT TGGGAGAGGAAGGT TATCGT CT CT GT GCGAGT GGCCATTAATGACACGCTCTTCGT GCTGT GT
GCCGTCTCTCTCTCCATCTGTI CTCTACAAAATCTCTAAGATGT CCTTAGCCAACATTTACTTGGAGT CCAAGYt aggt gg- 3°

5' -ctttct agACCAACCCT GGAATGGTCCCCAGCCATGGATTCAGT CCCAGATCTTATTTCTTTGACAACCCTCGAAGAT
ATGACAGT GATGATGACCTTGCCTGGAACAT TGCCCCT CAGCGACTTCAGEGAGCt aagacc- 3

Abbildung 3.17: Exon-Intron-Grenzen der alternativ gespleiBten Exons. Der obere Teil zeigt den fir
TM7SF1-S, der untere Teill der Grafik den fur TM7SF1-1 verantwortlichen alternativen Spleils.
Exonsequenzen sind a's Grof3buchstaben, Intronsequenzen als Kleinbuchstaben dargestellt. Die konservierten
AG und GT-Nukleotide der Introngrenzen sind fett hervorgehoben.

Die tatsachliche TranskriptgroRe von TM7SF1 wurde mit Hilfe von Northern Blot
Experimenten untersucht. Zu diesem Zweck wurde das radioaktiv markierte 1AA1 cDNA-
Fragment in einer Northern-Hybridisierung mit RNA aus humaner adulter bzw. fetaler
Niere untersucht. Die Abbildung 3.18 zeigt das Auftreten einer ca. 2,4 kbp grol3en Bande
in RNA aus adultem Nierengewebe. Dieses Hybridisierungssignal entspricht
wahrscheinlich der langsten TM7SF1-1soform (TM7SF1-L), da auch schon in RT-PCR-
Experimenten das entsprechende Produkt generell am stérksten amplifiziert wurde (s.0.).

ad fet

Abbildung  3.18: Northern-Hybridisierung  TM7SF1
049 » | (Transkriptgroie und differenzielle Expression). Gezeigt ist
7 .46 » das Autoradiogramm eines Northern blots mit RNA aus adulter
(ad) und fetaler (fet) Niere, der mit dem radioaktiv markierten
44» | 1AA1 cDNA-Fragment hybridisiert wurde. Die Position des
: TM7SF1-spezifischen Signalsist mit einem Pfeil rechts markiert.
237> Q - Die GroRenangaben am linken Rand der Autoradiografie sind in
1.35» ’ der Dimension , kbp“.

5 ‘ Der fur die Verifikation der differenziellen Expression von
TM7SF1  notwendige Abgleich des blots durch die
Hybridisierung mit einer GAPDH-spezifischen Sonde ist im
ol GAPDH unteren Teil der Abbildung gezeigt.
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Da zwischen im Northern blot beobachteter Transkriptgrof3e und der klonierten cDNA eine
Diskrepanz von ca. 400 bp besteht, wurden 5'-RACE-Experimente (RACE= rapid
amplification of cDNA ends) mit fir den bekannten 5'-Bereich spezifischen primern
durchgefuhrt. Die isolierten Amplifikate dieser Experimente verlangerten die
Nukleotidsequenz im 5'-Bereich von TM7SF1 nicht (Daten nicht abgebildet). Da der 5°-
Bereich der TM7SF1-cDNA enen sehr hohen GC-Gehat aufweist, ist ein moglicher
Grund fur die negativen Ergebnisse der RACE-Experimente die Bildung stabiler
Sekundarstrukturen wahrend der Erststrangsynthese. Diese konnten eine effektive reverse
Transkription verhindern und zu einem verfrihten Abbruch der DNA-Polymerisation
fuhren. Alternativ kann es sich bei Nukleotid eins der TM7SF1-cDNA auch um den
tatséchlichen Transkriptionsstart handeln. Die beobachtete GréfRendiskrepanz wéare dann
durch eine entsprechende Anzahl an Adenin-Nukleotiden im Poly-A-Schwanz des
Transkripts zu erklaren.

3.2.4.2 Untersuchungen zur differenziellen und gewebespezifischen Expression

Neben der TranskriptgroRe verifiziert das Ergebnis des Northern blot-Experiments
(Abbildung 3.18; Kapitel 3.2.4.1) die bereits im differential display beobachtete
differenzielle Expression von TM7SF1: Das Auftreten einer intensiveren Bande in RNA
aus adulter Niere im Vergleich zu fetaler Niere beweist eine ansteigende Expression von
TM7SF1 im Zuge der Nierenentwicklung.

Zur Analyse der gewebespezifischen Expression wurden Multiple Tissue Northern Blots
(Fa. Clontech, Heidelberg) mit einer TM7SF1-spezifischen Sonde hybridisiert. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 3.19 dargestelit.
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Abbildung 3.19: Northern blot-Experimente zur Untersuchung der gewebespezifischen Expression von
TM7SF1. In A ist die Hybridisierung einer TM7SF1-spezifischen Sonde (3'-UTR; Sequenz zwischen den
Oligonuklectiden local-5 und local-3) auf einem Human Multiple Tissue Northern Blot | (Fa. Clontech,
Heidelberg) gezeigt. Die Position der spezifischen Signale in den Spuren mit RNA aus Herz, Niere, Gehirn,
Plazenta (2 pug poly A*-RNA je Gewebe/Spur) ist am linken Bildrand durch einen Pfeil markiert. Die
Positionen der Banden eines RNA-GroRBenmarkers sind rechts (in kbp) vermerkt. B zeigt das
Autoradiogramm einer Hybridisierung der gleichen Sonde auf einem Human Multiple Tissue RNA Master
Blot (Fa. Clontech; Heidelberg). Die Gewebeherkunft der RNA-spots mit den stérksten Signalen (Nucleus
Caudatus, Putamen, Riickenmark, Niere, E. coli-DNA) kann aus dem Schema rechts entnommen werden.

Deutlich zu erkennen ist das Auftreten der 24 kbp grof3en Bande in den Spuren mit RNA
aus Niere und Herz (Abb. 3.19A). Schwéachere Signale konnten nach langerer Exposition
in RNAs der Plazenta und Gehirn detektiert werden. Das in Abbildung 3.19B gezeigte
Autoradiogramm einer Hybridisierung der gleichen Sonde auf einem Human Multiple
Tissue RNA Master Blot zeigt neben den sehr schwachen Signalen in nahezu alen
Geweben starke Signale in RNA aus adulter Niere, Herz, Nucleus Caudatus, Putamen und
Rickenmark. Der Grund fir die starke Hybridisierung der Sonde mit DNA aus E. coli ist
unklar. Da das komplette Genom von E. coli sequenziert und in offentlichen Datenbanken
zuganglich ist, musste eine auf hoher Homologie basi erende Hybridisierung der Sonde mit
E. coli-Sequenzen in Datenbanksuchen angezeigt werden. Dies war jedoch nicht der Fall.
Da die im Labor fur die PCR verwendete Tag-Polymerase aus Bakterien isoliert wurde,
konnte es sich beim beobachteten Signal um eine Hybridisierung mit ,, verunreinigender”
E. coli DNA handeln. Diese wére dann im Rahmen der radioaktiven Markierung des
TM7SF1-cDNA-Fragments auch markiert worden.
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3.24.3 Insilico-Analyse des offenen Leserahmens

Da auf Nukleotidebene keine signifikante Homologie von TM7SF1 zu bereits bekannten
Genen festgestellt werden konnte, wurde die TM7SF1-cDNA auf das Vorliegen eines
offenen Leserahmens (ORF) hin untersucht. Dabel zeigte sich, dass sowohl die langste
(TM7SF1-L) ds auch die mittlere SpleiRvariante von TM7SF1 (TM7SF1-1) einen
vollstandigen ORF von 1198 bp (399 Aminosauren; TM7SF1-L) bzw. 987 bp (329
Aminosauren; TM7SF1-1) beinhalten, die sich lediglich im auRRersten 3'-Bereich durch den
aternativen Spleil3 unterscheiden. Der ORF beider Transkripte wird unmittelbar vor dem
putativen Start-Codon (ATG) durch ein in frame-Stop-Codon (TGA; vgl. Abb. 3.16 in
Kap. 3.2.4.1) flankiert.

Die abgeleiteten Aminosauresequenzen wurden anschlief3end mit Hilfe verschiedener
Strukturvorhersageprogramme anaysiert. Dabei wurde deutlich, dass verschiedenste
Transmembrandomanen-V orhersageprogramme sieben helikale Transmembrandomanen
(TMD) innerhalb von TM7SF1 anzeigten. Je nach verwendetem V orhersageal gorithmus
schwankte dabel die Anzahl der TMDs nicht, ihre relative Lage und Lénge nur um wenige
Aminosauren. Exemplarisch fur eine Strukturvorhersage fur TM7SF1-L und -1 ist in der
Abbildung 3.20 das Ergebnis des ,, DAS Transmembrane Prediction Algorithm* dargestellt.
Dieser Algorithmus stellt in seiner Ergebnisgrafik die Wahrscheinlichkeit des Vorliegens
einer helikalen TMD (in relativen Einheiten) in Abhangigkeit von der Aminosauresequenz
dar. Zu Erkennen ist das Vorliegen von sieben deutlich Uber den Signifikanzschwellen
liegenden Maxima der Funktion sowohl fur TM7SF1-L as auch fur TM7SF1-l. Die
TM7SF1-1-cDNA endet dabel direkt hinter der letzten vorhergesagten TMD.

TM7SF1-L TM7SF1-|

Wahrscheinlichkeit fiir die Lokalisation innerhalb
einer helikalen Transmembrandoméne [U]

T T T T T T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350 430 450 qQ 50 100 i50 200 250 3c0 350

Aminoséureposition Aminosdureposition

Abbildung 3.20: Sekundarstrukturvorhersage fir TM 7SF1 mit dem DAS Transmembrane Prediction
Algorithm. Die Wahrscheinlichkeit mit der sich eine Aminosdure innerhalb einer helikalen TMD befindet, ist
als Funktion ihrer Position dargestellt. Sieben Maxima (entsprechen sieben TMDs) sind auszumachen. Ein
strikter (durchgezogene Linie) und ein weniger strikter (gestrichelte Linie) Signifikanz-Schwellenwert sind
eingezeichnet. Alle Maxima Uibersteigen diese Werte deutlich.
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Sieben helikale Transmembrandoménen sind charakteristisch fur die Familie der G
Protein-gekoppelten Rezeptorproteine. Inwieweit es sich bei TM7SF1 um einen G Protein-
gekoppelten Rezeptor handelt, kann nicht abschlief3end festgestellt werden. Die Mitglieder
dieser Familie zeichnen sich nicht durch eine hohe Konservierung ihrer Primérstruktur
(Aminosduresequenz) aus. Vielmehr ist eine charakteristische Sekundar- und
Tertiarstruktur der Familienmitglieder beschrieben.

Die Diskussion Uber eine mogliche Zugehorigkeit von TM7SF1 (-L und —l) zur
Proteinfamilie der G Protein-gekoppelten Rezeptoren findet sich in Kapitel 4.3.2.

Weitere Analysen des putativen Proteins hinsichtlich seiner Lokalisierung innerhalb der
Zelle (PSORT-Algorithmensammlung; Ergebnis. vermutlich in der Plasmamembran),
Orientierung innerhalb der Zellmembran und potenzieller posttrang ational er
Modifikationen (PROSITE-Datenbank) konnten zu einem Modell fir das Aussehen der
putativen TM7SF1-L und I Genprodukte zusammengetragen werden, das in Abbildung
3.21 gezeigt ist und die verschiedenen Eigenschaften zusammenfasst.

HzN
2 Abbildung 3.21: Schematische Darstellung der TM7SF1-

Struktur (Modell). TM7SF1 as Protein der Zellmembran mit

EXT dseben helikalen Transmembrandomanen (graue Rechtecke).
Der Aminoterminus (H,N) des Proteins wird als extrazellular

gelegen (EXT), der Carboxyterminus (COOH) als intrazellulér

gelegen (INT) vorhergesagt. Schwarze Vierecke symbolisieren
potenzielle N-gekoppelte Glykosylierungsstellen (Asn26).

INT Putative Phosphorylierungsstellen fir Tyrosinkinasen (Y;

Y ® Tyr154), und Serin/Threoninkinasen (Proteinkinase C, Ser334,
schwarzer Kreis, Casein Kinase 2, Ser348/Thr385/Ser389,

offene Kreise) sind hervorgehoben. Der in der I-Version von

TM7SF1 fehlende, putativ zytoplasmatische ,Schwanz” des

COOH Proteinsist grau dargestellt.

3.2.4.4 Chromosomale Lokalisierung mittels Fluoreszenz in situ-Hybridisierung (FISH)
Die Pathogenese des Nephroblastoms wurde mit verschiedenen genomischen Loci in
Verbindung gebracht (vgl. Kapitel 1.2.1). Um zu Uberprifen, ob TM7SF1 an einem mit der
Erkrankung gekoppelten chromosomalen Locus liegt, wurden FISH-Experimente mit
TM7SF1-enthaltenden PAC-Klonen durchgefiihrt. Mittels genspezifischer PCR auf DNA
somatischer Zellhybride konnte TM7SF1 zuvor auf Chromosom 1 lokalisiert werden
(Daten nicht gezeigt).

Abbildung 3.22 zeigt das Ergebnis einer Hybridisierung des PAC-Klons 43C3 auf
humanen Metaphasechromosomen. Die Hybridisierung der fluoreszenzmarkierten PAC-
DNA auf dem langen Arm beider Chromosomen 1 in der Region g42-43ist deutlich zu
erkennen.
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Abbildung 3.22: Fluoreszenz in situ-
Hybridisierung des PAC-Klons 43C3 auf
humanen M etaphasechromo-somen. Die
Hybridisierungen der PAC-DNA sind als
rote Punkte auf allen vier Chromatiden der
langen Arme beider Chromosomen 1 zu
erkennen. Die schematische Darstellung
unten rechts ermdglicht die Lokalisierung
der PAC-DNA (und damit die Platzierung
von TM7SF1) in die chromosomale Region
1g42-43.

3.2.4.5 Isolation und Charakterisierung des homologen Gens der Maus (Tm7sf1)
Funktionelle Analysen von Genen bzw. von Genprodukten werden vornehmlich in
M odellorganismen durchgefihrt. Um eine Untersuchung von TM7SF1 im Maussystem zu
ermdglichen wurde das homologe Gen der Maus isoliert und charakterisiert (Spangenberg
et al., 1999; Spangenberg et al., Manuskript in Vorbereitung).

Datenbankanalysen mit der Nukleotidsequenz der humanen cDNA lieferten verschiedene
Maus spezifische EST-Klone, die vom Ressourcenzentrum des Deutschen
Humangenomprojektes bestellt und doppel stréngig sequenziert wurden. Aus der erhaltenen
Sequenz wurden anschlief3end Oligonukleotide abgeleitet, die im Rahmen von RT-PCR
Experimenten auf revers transkribierter Maus Nieren-RNA (von Mé&usen des Stammes
Japanese Fancy 1) as primer eingesetzt wurden. Die aus doppelstréangiger Sequenzierung
dieser Produkte erhaltene Sequenzinformation bestdtigten die zuvor mittels
Datenbankanalysen bzw. die auf Grundlage der EST-Klone ermittelte cDNA-Sequenz von
Tm7sf1l (die cDNA-Sequenz von Tm7sfl ist in der Gendatenbank (GenBank) unter der
Zugriffsnummer AF154337 abgelegt). Primer, die auf Maus-cDNA die entsprechenden
Bereiche der beim humanen Gen alternativ gespleif3ten Exons amplifizierten, lieferten
keine den humanen Spleil¥formen entsprechenden Produkte. Vielmehr wurden jeweils nur
cDNA-Produkte amplifiziert, die der langsten humanen Form (TM7SF1-L) entsprechen
(Daten nicht abgebildet). Unterschiedliche cDNA-Varianten von Tm7sf1 konnten lediglich
im 3'-UTR der Maus-cDNA (PCR mit den Oligonukleotiden MTM7-Sund MTM7-AS as
primer) beobachtet werden. Die doppelstrangige Sequenzierung der subklonierten
Produkte ergab als Ursache fir die Langenunterschiede die verschieden haufige
Wiederholung des Trinukleotids CAG (ab nt 1795) in diesem Bereich der cDNA.
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Um Aussagen Uber die Transkriptgrofde von Tm7sf1 machen zu kénnen, wurden Northern
Analysen durchgefihrt. Die Abbildung 3.23 zeigt die Hybridisierungsergebnisse zwel
verschiedener Sonden mit unterschiedlicher Lage innerhalb der Tm7sf1-cDNA.
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Abbildung 3.23: Northern blot-Experimente (1) zur Untersuchung der TranskriptgréBe und
gewebespezifischen Expression von Tm7sfl. Die Ergebnisse der Hybridisierung zwei verschiedener
Tm7sf1-spezifischer Sonden auf einem Mouse Multiple Tissue Northern Blot | (Fa. Clontech, Heidelberg) ist
gezeigt. Die Lage der fur die Hybridisierungen verwendeten Sonden ist unterhalb der Autoradiogramme
skizziert (das offene Rechteck symbolisiert dabei den ORF; die dicke Linie darunter zeigt die Lage der
verwendeten Sonde relativ zur Tm7sf1-cDNA). Wéhrend fur die links gezeigte Hybridisierung eine Sonde,
die groRe Teile des ORF abdeckt, verwendet wurde (Nukleotide 68 bis 1133; generiert mit den
Oligonukleotiden MVER-1/MTM7-F1), liegt die Sonde des rechts dargestellten
Hybridisierungsexperimentes im Ubergangsbereich von ORF und 3'-UTR (Nukleotide 1087 bis 1463;
generiert mit den Oligonukleotiden MTM7-SIMTM7-AS). Die Positionen der in der Autoradiografie
auftretenden Banden sind am jeweiligen rechten Rand der Abbildungen durch Pfeilspitzen markiert. Die
Herkunft der RNAs aus den entsprechenden Geweben (jeweils 2,0 pg poly A™-RNA pro Spur) sind (iber den
korrespondierenden Spuren, die Positionen und Grof3en des verwendeten Langenstandards (in kbp) sind am
linken Bildrand angegeben.

Wie aus den Autoradiogrammen zu entnehmen ist, detektieren die verwendeten Sonden
mehrere Transkripte unterschiedlicher Grofe in RNAs der Gewebe Niere (starke
Expression) und Gehirn (schwache Expression). Wahrend die grof’e Teile des ORF
abdeckende Sonde funf spezifische Banden der Grofen 1,4 kbp, 2,2 kbp, 3,2 kbp, 3,8 kbp
und 5,2 kbp liefert (vgl. Abb. 3.23 links), fehlt im rechten Autoradiogramm die kleinste
Bande. Die Diskussion tUber mégliche Ursachen fir diese Beobachtung (Redundanz oder
alternative Polyadenylierung) findet sich in Kapitel 4.3.2.

Das Ergebnis der Hybridisierung eines Mouse RNA Master Blot lieferte das in Abbildung
3.24 gezeigte Autoradiogramm.
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Abbildung 3.24: Northern blot-Experiment (1) zur Untersuchung der gewebespezifischen Expression
von Tm7sfl. Die Abbildung zeigt das Ergebnis der Hybridisierung einer Tm7sfl-spezifischen Sonde
(entsprechend Abb. 3.23 links) auf einem Mouse Multiple Tissue RNA Master Blot (Fa. Clontech,
Heidelberg). Die Gewebeherkunft der RNA-spots mit den stérksten Hybridisierungssignalen (Niere, E. coli-
DNA) kann aus dem Schema rechts enthommen werden. Das starke Signal in E. coli-DNA ist wahrscheinlich
bedingt durch parallel mit der cDNA-Sonde radioaktiv markierte E. coli-DNA (vgl. hierzu Kap. 3.2.4.2).

Die chromosomale Lokalisation von Tm7sfl innerhalb des Mausgenoms wurde mit Hilfe
des T31 mouse radiation hybrid panel (Fa. Research Genetics, Inc., USA) ermittelt. Zu
diesem Zweck wurden DNASs der 100 Maus/Hamster-Hybridzelllinien mit Hilfe der PCR
unter Verwendung der Oligonukleotide MVER-1 und MVER-2 as primer untersucht.
Anhand der An- oder Abwesenheit von Tm7sfl-Sequenzen in den DNAs der
verschiedenen Hybridzelllinien kann durch ein solches Experiment die genomische
Lokalisation des Gens experimentell bestimmt werden. Die Ergebnisse zweier unabhangig
voneinander  durchgefihrter  PCR-Untersuchungen  wurden mit  Hilfe  des
Radiation Hybrid Data Submisson Web Interface des Jackson Laboratory
(http://www.jax.org/resources/documents/cmdata/rhmap/rhsubmit.html) in eine
genomische Lokalisation umgesetzt. Dabel wurden nur solche PCR-Ergebnisse a's positiv
gewertet, in denen beide durchgefihrten PCRs das entsprechende Tm7sf1-Produkt
lieferten. Wie aus Abbildung 3.25 hervorgeht ist Tm7sf1 23 cR distal des Chromosom 13-
spezifischen Markers D13Mit173 (LOD score: 15,6) lokalisiert. Der proximale Bereich
von Mauschromosom 13 ist homolog zum auf3ersten distalen Bereich des langen Arms
von Chromosom 1 des Menschen. Dieser Schluss kann aus der Beobachtung gezogen
werden, dass sich eine Syntaniegruppe von Genen aus 1q distal (Mensch) als
Syntaniegruppe auf Chromosom 13 proximal (Maus) befindet
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Homology/). Bel den Genen handelt es sich neben TM7SF1
um NID, RYR2 und LYST.
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Abbildung 3.25: Chromosomale L okalisation von Tm7sf1 im Mausgenom. Ein Teil von Mauschromosom
13 ist as horizontale Linie mit links gelegenem Centromer (cen) schematisch dargestellt. Auf ihr ist die Lage
verschiedener chromosomaler Marker skizziert. Die Abstande zwischen den Markern (in centi Ray 3000)
sind unten angegeben. Tm7sfl ist in fetter Schreibweise hervorgehoben und mit einer Pfeilspitze markiert.
Das synténe Nid-Gen ist ebenfalls verzeichnet.

Die Diskussion Uber die Bedeutung der dargestellten Ergebnisse findet sich in Kapitel
4.3.2.

3.24.6 Interspeziesvergleich auf Nukleotid- und Aminosaureebene

Die Isolation und Charakterisierung homologer Gene verschiedener Spezies erlaubt einen
direkten Vergleich der Gene und Genprodukte hinsichtlich ihrer Nukleotid- und
Aminosauresequenzen, sowie beziglich der fir sie analysierten Strukturmerkmale.
Abbildung 3.26 zeigt den Homologievergleich TM7SF1/Tm7sf1 auf Nukleotidebene. Dabe
wurden die verschiedenen funktionellen Abschnitte (5°-UTR, ORF, 3'-UTR) getrennt
voneinander analysiert. Es ergeben sich Sequenzidentitdten von 50,5% fur den 5'-UTR,
89,8% fur den ORF und 75,6% fur den 3'-UTR. Ein Vergleich der Homologiewerte
untereinander zeigt, dass der Bereich des ORF am stérksten konserviert ist und dass die
Konservierung vor und hinter dem ORF deutlich abfallt.
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5'-UTR (50,5% Sequenzidentitét):

ht n7_5utr CGGCGCGATG CGCGGAGACC CCOGCGEGEEG CGECGECGEC CGTGAGCCCC GATGAGGCCC GAGCGT. . . C CCOGECCGECG CGGCAGCGCC CCCGECCCGATG
mao ooo 000 0 m@MmM 0O maom 0d 0O oo o 0 mm 0O 00 mm Om m O
mnv7_5Sutr . ..GGCTAGG CTCTGGAGGC GCGGGCGOGG CG. CGATGCG CGGGTACCCG GGGAGCGAAC GGCTGCAAGC CCCGATGAAG CTCGAGCAGC CCCAGCCTGATG

ORF (89,8% Sequenzidentitat):

ht n7_or f ATGAGGCCCG AGCGTCCCCG GCCGCECEEC AGCGCCCCCG GCCCGATGGA GACCCCGCCG TGGGACCCAG CCCGCAACGA CTCGCTGCCG CCCACGCTGA
[ 000 m [m m O [ [ [ [ [T
NNV _Orf e e ATGGA GGCGCCTCCG TGGGAGCCGG TGCGCAATGA CTCCCTGCCT CCCACGCTGA
ht n7_or f CCCCGECCGT GCCCCCCTAC GTGAAGCTTG GCCTCACCGT CGTCTACACC GTGITCTACG CGCTGCTCTT CGTGITCATC TACGTGCAGC TCTGGCTGGT
I [ [ [ [ [ 0 [ [ [ [ [m [ [T M 0O mm [T
nt n7_or f GCCCCBCGGT GCCBCCCTAC GTGAAGCTCG GCCTCACCGC GGTCTACACC GICTTCTACG CGCTCCTCTT CGTGTTCATC TATGCGCAGC TCTGGCTGGT
ht n7_or f GCTGCGTTAC CGCCACAAGC GGCTCAGCTA CCAGAGCGTC TTCCTC C TCTGCCTCTT CTGGECCTCC CTGCGGACCG TCCTCTTCTC CTTCTACTTC
[ [ @ [ [T [T [ 0 0 [mmm [ [ [m [J [ [ [
nt n7_or f GCTGCGCTAC CGTCACAAGC GGCTCAGCTA CCAGAGCGTC TTCCTCTTCC TTTGCCTCTT CTGGGCCTCG CTGCGTACCG TGCTCTTCTC C ACTTC
ht n7_or f AAAGACTTCG TGGCGGCCAA TTCGCTCAGC CCCTTCGTCT TCTGGCTGCT CTACTGCTTC CCTGTGTGCC TGCAG CACCCTCACG CTGATGAACT
[ [ [ [ [ [T [T [T [ [ 0 0 mm [ [ [ [
nt n7_or f CGAGACTTCG TGGBCAGCCAA CTCGTTCAGC CCCTTCGICT TCTGGCTGCT CTACTGCTTC CCCGTGTGTC TACAGITCTT CACCCTCACG CTCATGAACT
ht n7_or f TGTACTTCAC GCAGGTGATT TTCAAAGCCA AGTCAAAATA TTCTCCAGAA TTACTCAAAT ACCGGTTGCC CCTCTACCTG GCCTCCCTCT TCATCAGCCT
[T [ [ [ [ [ [T [ [ (T [ M [ [
nt n7_or f TGTACTTCAC GCAGGTGATT TTCAAGGCCA AGTCAAAATA TTCTCCAGAG CTACTCAAAT ACCGGTTACC CCTCTACCTG GCCTCACTTT TCATCAGCCT
ht n7_or f TG CCTG TTGGTGAATT TAACCTGTGC TGTGCTGGTA AAGACGGGAA ATTGGGAGAG GAAGGTTATC GTCTCTGTGC GAGTGGCCAT TAATGACACG
[ [ 0 [ [ [T 0 [mm [ [ [ [T [
nt n7_or f CGITTTCCTG TTGGTGAATC TGACCTGTGC TGTGCTGGTG AAGACGGGAG ACTGGGACAG GAAGGTTATC GTCTCTGTGA GAGTGGCCAT CAATGACACA
ht n7_or f CTCTTCGTGC TGTGTGCCGT CTCTCTCTCC ATCTGICTCT ACAAAATCTC TAAGATGTCC TTAGCCAACA TTTACTTGGA GTCCAAGEEC TCCTCCGTGT
[ [[m [ [0 [ [ [ [ [T 00 Om 0O [Ommm [ [ @ [ [
nt n7_or f CTCTTTGTGC TGTGTGCTAT CTCTCTCTCC ATCTGCCTCT ACAAAATCTC CAAGATGTCC CTGGCGAACA TCTACTTGGA GTCAAAGGEC TCATCAGTGT
ht n7_or f GTCAAGTGAC TGCCATCGGT GTCACCGTGA TACTGC ‘A CACCTCTCGG GCCTGCTACA ACCTGTTCAT CCTGTCATTT TCTCAGAACA AGAGCGTCCA
0N [ [ [0Om [0 [ 00 o @ O [ [T [T [J [ [ [ [ [
nt n7_or f GTCAGGTAAC TGCCATTGGT GTCACCGTCA TCTTGCTCTA CGCCTCTCGG GCCTGCTACA ACCTGITCAT CTTGTCATTT TCTCAGATCA AGAACGTCCA
ht n7_or f TTCC GAT TATGACTGGT ACAATGTATC AGACCAGGCA GATTTGAAGA ATCAGCTGGG AGATGCTGGA TACGTATTAT TTGGAGTGGT GITATTTGIT
[T [ [T [ [ [ (i} [ [ [ 0 0 [ [ 00m m
nt n7_or f TTCC GAT TATGACTGGT ACAATGTATC CGACCAGGCA GATCTGAAGA GCCAGCTGGG TGATGCCGGC TACGTAGTGT TTGGCGTGGT GC CGTG
ht n7_or f TGGGAACTCT TACCTACCAC CTTAGTCGIT TATTTCTTCC GAGTTAGAAA TCCTACAAAG GACCTTACCA ACCCTGGAAT GGTCCCCAGC CATGGATTCA
m [m 0 W 0 @ 0 [ 00N [Om O D [0 [0 [0l 0 [mm [ [ [T
nt n7_or f TGGGAGCTCC TACCCACCAC CTTGGTGGIT TATTTC C GAGTCAGAAA TCCCACGAAG GATCTTACCA ATCCTGGGAT GGTCCCCAGC CATGGATTCA
ht n7_or f GTCCCAGATC TTATTTC GACAACCCTC GAAGATATGA CAGTGATGAT GACCTTGCCT GGAACATTGC CCCTCAGGGA CTTCAGGGAG G GCTCC
[T [ [ [ [0 [ [T [T [T [T [ [T
nt n7_or f GTCCCAGATC TTACTTC GACAACCCCC GAAGATATGA CAGTGATGAT GACCTTGCCT GGAACATTGC CCCTCAGGGA CTTCAGGGAA G GCTCC
ht n7_or f AGATTACTAT GATTGGGGAC AACAAACTAA CAGCTTCCTG GCACAAGCAG GAAC GCA ...AGACTCA AC GGATC CTGACAAACC
[ [ O [ [ [0 [ [T [T [ [T 0 [mm O
nt n7_or f AGACTACTGT GATTGGGGAC AACAAAATAA CAGCTTCCTG GCACAAGCAG GAAC GCA TCAAGACTCC AC GGATC CAGACAAAGC
ht n7_or f AAGCCTTGGG TAG
[ m
nt n7_or f AAGCCAAGGG TAG
3'-UTR (75,6% Sequenzidentitét):
ht n7_3utr TAGCATCAGT TAACA..GIT TTATGGACGA TTCCTCAGAT GAAAAGCTTC AGAAAAGCAT A. ... GTGAC AGCTGAATTT TTAGGGCACT TTTCCTTAAG
mm @m oOom O [m [m 00O 0O0m om m 0 m 0O [m [ m O W O [ O
ntnv7_3utr TAGCAGCAGC TGACACAGCC CTATGGAAGA GITCTCTGIT GAAAGCCTTC AGCCAGACAG ACCGGATGAC AGCTGAGITG CTAAGGCAGT TTTCCTTAGG
ht n7_3utr AAATAGAACT TGA AT TTGTTACAGG TTTCCAATGG CCCCATAGGA ATAAGCAATA ATGTAGACTG ATA AACCCT TA ‘AGTA CTAAAGAGGGA
[ [ 0 m 0 [ m m [ 0 [ O [ [ I m m m m m m
ntnv7_3utr AAACAGAACT CTAGITT... T TTGCTATAGC TTTCTCATGG CTCCACAGGG CTAAGCAATA ATTTAGAGCA ATA AACTCT . ... TTAGTA CTAGC. AGAGA
ht n7_3utr GCCTTGCTAT TTCAGTGGGT ATAATTTAAA C AAAG AAAATCTGTA C ATAAA GATGTA GTATAACTTA AATAATAATG CTAAAGTATA
[ [ [T [T m omn O [ [T [T [T [m [ [T
ntnv7_3utr ATCTGGCTAT TTCAGTGGGT ATAATTTAAA CTTATAAAAG AGGTTCTGTA C ATAAA GATGTA ATATAACTTA AATACTAATG CTAAAGTATA
htnv_3utr CTAGGGTITTT CTTGA GAATGITACT GCAATCATGT TGTAG GC ACAGAC ATGCATAATT CAC AAAA . ATATAGAAT ATATGGTCTA
[ [[m m [m [m O O [ [ [ [T [T (i} 0 [
ntnv_3utr CTAGG CCTTGATTGT TAATTGCAAC G ... TATGT TGTAG GC ACAGAC C ATGCATAATT CAC ‘AAAA CGTATAGAAT ACGTGGTCTA
htnv_3utr ATAG AAAGC G GACTAAAGTA TTCCACAAAT CTTACCTCTT TAGGTCACTG ATGGTCACTC CGATTCTGAG TG htnv_3utr: +275nts
i [T oo [ [T [T [ m Oom oo oo oo o
ntnv_3utr ATAG ... AAACC GG GG . AAAGT. TTCCACAAAT CTTACCTCTG AAGGTCCCTC CTTGTGAGTG CCACGTGGTG GG

Abbildung 3.26: Nukleotidsequenzvergleich von TM7SF1 und Tm7sf1. Der Sequenzvergleich wurde fur
die drei cDNA-Bereiche 5'-UTR (oben), ORF (Mitte) und 3'-UTR (unten) getrennt durchgefiihrt. Nukleotide
der humanen cDNA sind mit htm?7, Nukleotide der murinen cDNA sind mit mtm7 gekennzeichnet. Vertikale
Linien zeigen identische Nukleotide an der entsprechenden Position an.
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Der hohe Grad der Konservierung zeigt sich auch beim Vergleich der aus den ORFs
abgeleiteten Aminosauresequenzen in Abbildung 3.27.

TN SF1 CecgatgA CcgatgG
Tmi7stl CcgatgG
TNV SF1 1 NRPERPRPRGSAPGPNETPPWDP, LPPTLTPAVPP GLTWYTVEYALLFVFI
Tnvsfl 1 MEAXPPW\EPVXRNISLPPTL)%PAVPP LGLTQVYTVFYALLFVFH
TN SF1 61 [YVQLWLVLRYRHKRLSYQSVFLFLCLFWASLRTVLFSFEYF| FV
Tn7sfl 46 [YAQLWL LRYRHKRLSY@VFLFLCLFMSLRTVLFSFYFX FVAANISES VEWLLYC

Tyr-kin
TMISF1 121 PVCLQFFTLTLNNLYFTQVE FKAKSKYEPEEEKY& PLYLASLFI SLVFLLVNLTCAVL
Tr7stl 106 PVCLQFFTLTLNNLYFTQVIFKAKSKYSPELLKYRLPLYLASLFISLVFLLVNLTCAVL

TMISF1 181 KmesvammLﬁvavsnsnCLYKILSKMSLAMYLESK@SSV

Tavstl 166 KT VD IIVSVFNAIINDTLFVLCAESLSECLYKESKMSLANI[YLESKGSSV ALG
n-glyc

TNISF1 241 VIVILLYTSRACYNLFILLSFE SVHSEDY DWW NVSDQADLKNQL GIAGYVLEGWLE

Tavstl 226 VTVILLLYI;-(&SRACYNLFILLSF KQNHSFDYMNNSD@A&K}%Q_G\NL :

PKC CK2
TNFSF1 301 WELLPTTLVVYFERVRNPTKDLTNPGWPSHGESPRSYFEDNPRRYDSDDDL AWKIL APQG
Trv7stl 286 MELLPTTLVWYFERVRNPTKDLTNPGNVPSHGFSPRSYFFDNPRRYDSDDDLAWKI APQG

CK2
TMISF1 361 LQGGFAPDYYDWEQUTNSFLAQAGTL-QDSTLDPDKPSLG 399
Trvsfl 346 L@?FAPWWWFLA@&GTL;@STLDPWQS@ 385

Abbildung 3.27: Aminosauresequenzvergleich von TM7SF1(-L) und Tm7sfl. Unterschiedliche
Aminosduren zwischen den Spezies sind durch ein x unterhalb der Sequenzen dargestellt. Die vorhergesagten
Transmembrandoménen sind eingerahmt; putative posttransationale Modifikationsstellen sind durch einen
horizontalen Balken oberhalb der K onsensussequenz dargestellt (nglyc:= N-gekoppelte Glykosylierung; Tyr-
kin:= Tyrosinkinase-Phosphorylierungsstelle; CK2 bzw. PKC:= Phosphorylierungsstelle fur Casein Kinase 2
bzw. Proteinkinase C). Die von Kozak (1996) as relevant fir die Trandationsinitiation beschriebenen
Nukleotide, die das ATG Start-Codon umgeben, sind im aminoterminalen Bereich Uber der Sequenz
angedeutet (fett und in GroRbuchstaben hervorgehoben sind die entscheidenden Nukleotidpositionen +4 und
—-3). Dabei entspricht die Nukleotidsequenz im Bereich des zwischen humaner und muriner cDNA
konservierten ATG einer der angegebenen Literatursequenzen (YNNatgG, mit Y:= Pyrmidinbase; vgl.
Kozak et a., 1996), die Nukleotidsequenz im Bereich des nur in der humanen cDNA auftretenden ATG-
Basentripletts hingegen nicht.

Abbildung 3.27 zeigt, dass sich Uber eine Lange von 385 Aminosauren nur 21 zwischen
den Spezies unterschiedliche Aminosduren befinden. Dies entspricht ener
Aminosaureidentitét der Genprodukte beider Spezies von 94,5%. Die Lage der sieben
Transmembrandoménen und auch die Sequenz im Bereich putativer posttranslationaler
Modifikationsstellen ist nahezu identisch. Als Hauptunterschied zwischen TM7SF1-L und
Tm7sf1 falt der unterschiedliche Trandationsstart auf. Das erste ATG des menschlichen
Gens ist in der Maus-cDNA nicht konserviert. Ein Vergleich der Kozaksequenz dieses
Codons mit der beschriebenen Konsensussequenz (Kozak et al., 1996) zeigt jedoch, dass
dort vermutlich keine effektive Trand ationsinitiation stattfinden kann.
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3.24.7 Generierung TM7SF1-L Uberexprimierender Zelllinien

Um fir weitere Untersuchungen ein System zu generieren, das funktionelle Studien von
TM7SF1(-L) ermdglicht, wurden Zdllinien etabliert, die TM7SF1-L stabil
Uberexprimieren. Als Zelllinien wurden die humanen Tumorzelllinien 293 und WCCS1
verwendet. Das fur die Transfektion der Zellen verwendete Expressionsplasmid beinhaltet
de cDNA im Beeich des TM7SF1-L ORF, die in entsprechende
Restriktionsendonuklease-Schnittstellen des eukaryontischen Expressionsvektors pcDNA3
(Fa. Clontech, Heidelberg) eingefligt wurde. Zu diesem Zweck wurde der fur den ORF
codierende cDNA-Bereich mittels RT-PCR mit den Oligonukleotiden TM7-For (nt 42-59
der TM7SF1-cDNA) und TM7-Rev2 (nt 1282-1262 der TM7S-1-cDNA) synthetisiert und
Uber verschiedene Subklonierungsschritte in den pcDNA3-Expressionsvektor ligiert.
Abbildung 3.28 zeigt schematisch das synthetisierte Expressionskonstrukt CMV-
TM7SFIL, das eine starke Expression von TM7SF1-L unter der Kontrolle des viraen
CMV-Promotorsin eukaryontischen Zellen gewahrleistet.

Abbildung 3.28: Das Expressionsplasmid CMV-TM7SF1L. Die
Grafik zeigt die wichtigsten Charakteristika des Plasmids, das eine
starke Expression von TM7SF1 (Isoform L) in eukaryontischen
Zellen gewahrleistet. Nach Klonierung der TM7SF1L-cDNA im
Plasmid pBlueskript wurde sie (ber die flankierenden
CMV-TMTSFIL 00, Restriktionsendonukleaseschnittstellen Xhol und Xbal in das

6640 bps e be Plasmid pcDNA3 eingefiigt. Es bedeuten: AmpR:i= ORF R-
Lactamase, NeoR:= ORF Aminoglykosid-Phosphotransferase,
BGH poly A:= Nukleotidsequenz fur Polyadenylierungssignal (aus
[3-Globingen), TM7SF1L:= Nukleotide im Bereich des ORF von
TM7SF1-L, CMV:= CMV-Promotor.

BGH poly A

Nach Transfektion, Selektion, Vereinzelung (im Falle der 293 Transfektanten wurden die
Zellklone vereinigt und als sog. pools verwendet) und Expansion der stabil transfizierten
Zellklone wurde die Expression der TM7SF1-L mRNA in Northern blot-Experimenten
Uberprift. Abbildung 3.29 zeigt das Ergebnis der Hybridiserung einer TM7SF1-
spezifischen Sonde auf Gesamtzell-RNASs verschiedener transgener WCCS1-Klone und
des pools transgener 293-Zellen. Die Uberexpression der TM7SF1-L cDNA in den
entsprechendenen Zellklonen bzw. -poolsist deutlich zu erkennen.
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Abbildung 3.29: Hybridisierung einer TM7SF1-spezifischen Sonde auf Gesamtzell-RNA stabil
transfizierter 293- und WCCS1-Zellen. Geblottet wurde RNA von Zellen, die nur mit dem leeren
pcDNA3-Vektor (Spuren 1 und 3) oder mit CMV-TM7SF1L stabil transfiziert wurden (Spuren 2, 4-7). Bei
den transgenen 293 Zellen handelt es sich um Zellpools, wéhrend die fur die RNA-Préparation verwendeten
transgenen WCCSL Zellen auf Einzelkolonien zuriickgehen. Das spezifische Hybridisierungssignal ist am
rechten Bildrand markiert. Die Hybridisierung einer 3-Aktin Sonde auf dem gleichen blot zeigt die
Autoradiografie im unteren Bildteil.

3.2.4.8 Expression desextrazellularen NH,-Terminus von TM7SF1 in E. coli

Zur Generierung spezifisch gegen TM7SF1 gerichteter Antikdrper wurde ein bakterielles
Plasmid synthetisiert, das die Expression des wahrscheinlich extrazelluldr lokalisierten
Aminoterminus von TM7SF1 (und zwar die Aminosauren 6 bis 50) als Fusionsprotein mit
der Glutathion-S-Transferase (GST) gewéhrleistet. Ein solches Konstrukt ermdglicht die
gpatere Aufreinigung des rekombinanten Proteins Uber die Affinitdt des GST-Antells zu
Glutathion. Zu diesem Zweck wurde das pGEX-4T-Plasmidsystem der Firma Pharmacia
(Freiburg) verwendet, das verschiedene Ausgangsplasmide (pGEX-4T-1/-2/-3), die eine
multiple Klonierungsstelle hinter der cDNA fir den ORF von GST besitzen, beinhaltet.
Nach der Wahl geeigneter primer (gst-eco2, gst-sal) mit Restriktionsendonuklease-
schnittstellen fur die Amplifikation und spétere Subklonierung in pGEX-4T-2 wurden
Teile des Aminoterminus von TM7SF1 in ener PCR amplifiziert (mit den
Oligonukleotiden gst-eco2 und gst-sal als primer) und das entstehende Produkt nach
Restriktion in den entsprechend vorbereiteten pGEX-4T-2-Vektor ligiert. Ein positiver
Klon wurde nach Uberpriifung der Integratsequenz durch doppelstréangige Sequenzierung
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far die weiteren Versuche verwendet. Abbildung 3.30 zeigt das Expressionskonstrukt
GST-TM7.

Abbildung 3.30: Das Expressionsplasmid GST-TM7.
Die Grafik zeigt die wichtigsten Charakteristika des
Plasmids, das eine IPTG-induzierbare Expression von
sal GST-TM7 (Aminosduren 6-50 von TM7SF1 als
Fusionsprotein mit GST; grauer Pfeil) in Bakterien
gewahrleistet. Nach Amplifikation des entsprechenden
Bereichs der TM7SF1-cDNA durch PCR (primer gst-
eco2/gst-sal) wurde das Produkt Uber die flankierenden
Restriktionsendonukleaseschnittstellen EcoRIl und Sall in
das Plasmid pGEX-4T-2 eingefiigt (Einzelheiten s. Text).

GST-TM7

GST-TM7
~5100 bp

Wie in Kapitel 2.12 beschrieben wurde anschlief3end das rekombinante GST-TM7SF1-
Fusionsprotein in E. coli exprimiert und Uber eine Glutathionagarosesaule aufgereinigt.
Der Test auf tatsachlich vorliegendes GST-TM7SF1-Fusionsprotein erfolgte anschlief3end
durch SDS-PAGE (Daten nicht gezeigt). Das rekombinante Protein wurde nach Dialyse
gefriergetrocknet und es wurden ca. 0,7 mg fir die Immunisierung zweier Kaninchen
durch die Firma Eurogentech (Belgien) verwendet. Dabel sollte, da es sich beim TM7SF1-
Antell des Fusionsproteins nur um 45 Aminosauren handelt die evtl. nicht immunogen
sind, das gesamte Fusionsprotein zur Immunisierung verwendet werden. Das entstehende
Antiserum musste dadurch allerdings im Rahmen von Western blots auf Antikorper
getestet werden, die auch spezifisch nur den TM7SF1-Anteil des Fusionsproteins binden.

3.24.9 Test 2weier Kaninchenseren auf aTM7SF1-Antikor per

Der Test der Antiseren auf TM7SF1-spezifische Antikorper wurde mit Hilfe von Western
blots und anschliefender Immunféarbung durchgefihrt. Zu diesem Zweck wurde
rekombinantes Fusionsprotein und mit Thrombin verdautes Fusionsprotein tUber SDS-
PAGE aufgetrennt und auf Nitrozellulosemembranen Ubertragen. Der Nachweis der
Proteine erfolgte im Anschluf® durch Inkubation der Membranen mit unterschiedlichen
Konzentrationen der verschiedenen polyklonalen Antiseren (bzw. mit den jeweiligen
Préimmunseren in den Negativkontrollen; Daten nicht abgebildet). Abbildung 3.31 zeigt
die Ergebnisse dieser Experimente. Dort ist deutlich zu erkennen, dass das Antiserum 5539
(PAS5539) sowohl das Fusionsprotein GST-TM7, als auch den durch Thrombinverdau
abgetrennten TM7SF1-Anteil alein bindet (linker Bildteil; analoges gilt fir das Antiserum
5538 [Daten nicht abgebildet]). In rechten Teil der Abbildung ist das Ergebnis eines
Immunoblots, bei dem affinitétsaufgereinigtes Antiserum 5539 (agPASH539) fur die
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Detektion der rekombinanten Proteine verwendet wurde, abgebildet. Die Reduktion der
Hintergrundbanden im Vergleich zum nativen Antiserum ist deutlich auszumachen.
Allerdings muss angemerkt werden, dass die Affinitatsaufreinigung des Antiserums mit
einer deutlichen Titerreduktion verbunden war (der in der Abbildung links gezeigte blot
entstand bei einer Verwendung des Antiserums in einer Verdinnung von 1:1000, wahrend
fur die in der Abbildung rechts gezeigten blots das affinitétsaufgereinigte Antiserum in
Verdunnungen von 1:200 bzw. 1:50 verwendet wurde).

£ c c
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= Se = SE S SE
= =o = =o = =2
ey c Ny
b Do % T
o} ox M O ox o} ox
83 -
— .re o
325 - E— o < GST-TM7
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PAS 5539 agPAS 5539 agPAS 5539
(1:1000) (1:200) (1:50)

Abbildung 3.31: Immunoblots mit Antiserum 5539. Detektion von GST-TM7- und mit Thrombin
verdautem GST-TM7-Fusionsprotein mit nativem (PAS; links) bzw. affinitétsgereinigtem (agPAS; rechts)
Antiserum 5539. Die eingesetzte Verdinnung des Antiserums ist unter den jeweiligen Bildausschnitten
angegeben. Bei Verwendung des Préimmunserums wurden keine spezifischen Proteinbanden detektiert
(Daten nicht abgebildet). Die Pfeil spitzen am rechten Rand markieren die Position des Fusionsproteins (GST-
TM7; Molekulargewicht ~32 kDa), der Glutathion-S-Transferase (GST; Molekulargewicht 26 kDa) bzw. des
durch Thrombinverdau freigesetzten Aminoterminus von TM7SF1 (TM7; Molekulargewicht ~6,3 kDa) auf
der Membran. Die Markerspur ist mit M bezeichnet. Die Molekulargewichte (in kDa) der verschiedenen
Markerproteine sind angegeben.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Immunisierung beider Kaninchen
erfolgreich in der Generierung polyklonaler Antiseren mit gegen den Aminoterminus von
TM7SF1 gerichteten Antikorpern resultierte. Diese Antiseren stehen fir weitere Analysen
(vgl. Diskussion in Kap. 4.3.2) zur Verfugung.

3.25 DasGen TCF2 (HNF1i3, vHNF1, LFB3)

Im Rahmen der differential display-Experimente konnte unter Verwendung der
Primerkombination T11A und 10-7 ein cDNA-Fragment isoliert werden, das durch seine
verminderte Expression in Wilmstumorgewebe auffiel. Die Reamplifikation, Klonierung
und Sequenzierung ergaben ein cDNA-Fragment von 270 bp Lange, das identisch mit
Teilen der cDNA-Sequenz des Gens TCF2 ist (Zugangsnummer in der Gendatenbank:
NM_000458). Fur die im folgenden Abschnitt beschriebenen Untersuchungen zur
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Expression von TCF2 wurden aus dem 3'-UTR primer abgeleitet, die im Rahmen
semiquantitativer RT-PCR-Experimente bzw. Northern blot-Experimente eingesetzt
wurden. Ferner wurde die TCF2-Expression in embryonalen Nierenzellen mit
induzierbarer WT1-Expression untersucht (vgl. Kap. 3.2.5.2). durchgefiihrt. Neben der
Untersuchung der Expression des TCF2-Proteins in Nierengewebe (vgl. Kap. 3.2.5.3)
wurden im Rahmen der Betreuung der Dissertation von cand. med. S. Kos
Mutationsanalysen auf DNA von Patienten mit familiarem Wilmstumor durchgefihrt.
Aufgrund der genomischen Lokalisation von TCF2 (17cen-g21.3), die mit dem Intervall
des familidren Wilmstumors (FWT1)-Lokus tberlappt (17912-g21; Rahman et al., 1996),
schien eine solche Mutationsanal yse vielversprechend.

3.25.1 Expression von TCF2 in verschiedenen Geweben

Die Expression von TCF2 in verschiedenen WT- und Normalnierengeweben wurde durch
semiquantitative RT-PCR-Experimente (sgRT-PCR) und durch Northern blot-Experimente
bestimmt. Zu diesem Zweck wurden die Oligonukleotide VHNF-L und vVHNF-R aus dem
3'-UTR von TCF2 as primer in der sqRT-PCR bzw. das entstehende Produkt als Sonde in
Northern-Hybridisierungen verwendet. Abbildung 3.32 zeigt das Ergebnis einer sgRT-
PCR auf revers transkribierter RNA, die aus adultem Nierengewebe, fetalem
Nierengewebe bzw. aus verschiedenen WT-Geweben isoliert wurde.

Abbildung 3.32: Vergleich der TCF2-

Expression verschiedener Normalnieren-

und WT-Gewebe. Gelelektrophoretische

M Auftrennung der sq RT-PCR-Produkte mit
dem Oligonukleotidpaar VHNF-L/-R als

primer (Probenentnahme nach 21 PCR-

Zyklen). Die verminderte Expression von

TCF2 in den Tumorgeweben (105WT,

128WT, 146WT, 151WT) im Vergleich zu

den adulten (105NN, 146NN, 5027NN)

<TCF2 bzw. fetalen Nierengeweben (fetal) wird
deutlich. Das TCF2-spezifische Produkt ist

mit einer Pfeilspitze am rechten Bildrand

markiert. Der untere Bildausschnitt zeigt das

spezifische GAPDH-Produkt, das in sqRT-
PCR-Reaktionen vergleichbaren cDNA-
Probenvolumina derselben RT-Reaktionen

als Matrize entstand (Probenentnahme nach

m GAPDH 20 PCR-zZyklen). Dieses Experiment soll
verdeutlichen, dass fur die Experimente
gleiche RNA-Mengen a's Ausgangsmaterial

eingesetzt wurden.

5027NN
fetal
105WT
128WT
146WT
151WT
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= =
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Eine grofere Anzahl von Tumorgeweben wurde mit Hilfe von Northern-Experimenten
hinsichtlich der Expressionsstarke von TCF2 untersucht. Dies geschah in Zusammenarbeit
mit Dipl. Biologin G. Klemm, die die Hybridisierungsexperimente auf einem von ihr
hergestellten Wilmstumor RNA-array durchfuihrte. Als Sonde diente dabei das im
modifizierten Plasmidvektor pBlueskript (T-Vektor) subklonierte RT-PCR-Produkt der
primer VHNF-L/-R. Die Auswertung der Hybridisierung auf einem Phosphoimager
(Modell Storm 840; Fa. Molecular Dynamics, Krefeld) wurde dazu verwendet, um die
TCF2-Expressionsstérken in den untersuchten Geweben miteinander zu vergleichen.
Derselbe blot wurde anschliefzend mit einer 28SrRNA-spezifischen Sonde hybridisiert, um
Unterschiede in der aufgetragenen RNA-Menge in den verschiedenen Positionen des blots
Zu detektieren und innerhalb der Quantifizierungen zu berlicksichtigen (Normalisierung).
Die Abbildung 3.33 zeigt die Autoradiogramme der Hybridisierungsexperimente und die
grafische Darstellung der relativen Expressionsstarke von TCF2 in den enzelnen
Geweben.
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Abbildung 3.33: Quantifizierung der TCF2-Expression durch Northern Hybridiserung eines RNA-
Arrays. In den Positionen 1-47 wurden 2 pg RNA verschiedener Wilmstumorgewebe aufgebracht. In
Position 48 befinden sich 2 ug RNA fetaler, in den Positionen 49-52 jeweils 2 ug RNA adulter Niere.
(A) Autoradiogramm der Hybridisierung mit dem radioaktiv. markierten VHNF-L/-R-Produkt.
(B) Autoradiogramm der Hybridisierung desselben blots mit einer radioaktiv markierten 28SrRNA-Sonde.
(C) Grafische Darstellung der relativen Expressionsstérke von TCF2 in den verschiedenen Geweben (nach
Normalisierung auf vergleichbare RNA-Menge in den Positionen durch Auswertung der 28SrRNA-
Signalstérken). Eine Expressionsstérke von 0 entspricht dabel der gemittelten Expressionsstérke von TCF2 in
adultem Nierengewebe. Die verminderte Expression von TCF2 in der Uberwiegenden Mehrzahl der
untersuchten Wilmstumorgewebe (43 von 47 [ca. 91,5 %]) wird deutlich.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die verschiedenen zur Quantifizierung
der TCF2-Expression durchgefiihrten Ergebnisse den initialen Befund des differential
display (keine detektierbare bis sehr schwache Expression in Tumorgewebe) bestétigen.

3.25.2 Untersuchungen zur TCF2-Expression in einer Zelllinie mit induzierbarer
WT1-Expression

Die signifikant verminderte Expression eines Gens in einer grof3en Zahl verschiedener

Wilmstumorgewebe ist ein interessanter Befund. Eine direkte VerknUpfung von

Wilmstumorgenese und dem Gen TCF2 wurde erreicht, indem die mRNA-Expression in

Zellen mit induzierbarer WT1-Expression getestet wurde. Dabei handelt es sich um

Zdllinien, die von Prof. Dr. Jerry Pelletier (McGill Cancer Center, Montreal, Kanada)
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hergestellt und freundlicherweise fir Genexpressionsanalysen zur Verfligung gestellt
wurden. Diese Zellen sind stabil mit Expressionskonstrukten fur den tetrazyklinabhéngigen
Transaktivator (tTA) und eine Spleil¥form des murinen Wt1-Gens (-Exon5/-KTS [vgl. Kap.
1.3]; Bezeichnung 293tetWT1) bzw. mit einem leeren Expressionsvektor (Bezeichnung
293tetCTL) transfiziert (eine genaue Beschreibung der verwendeten Zellen findet sich in
Kim et al., 1999). Durch gezielte Zugabe bzw. Entzug von Doxizyklin (Dox; en
Tetrazyklinderivat) zum Kulturmedium der Zellen besteht somit die Mdglichkeit, die
Expression des WT1-Transgens in den Zellen exogen zu steuern (+Dox: transgenische
WT1-Expression aus; -Dox: transgenische WT1-Expression an).

Mit Hilfe dieses Systems wurde der Einflul der WT1-Expression auf die TCF2-Expression
untersucht. Zu diesem Zweck wurde RNA aus 293tetCTL- und 293tetWT1-Zellen, diein
Abwesenheit von Dox bzw. bel einer Konzentration von 3 pg/ml Dox im Kulturmedium
kultiviert worden waren in Northern blot-Experimenten auf die induzierbare Expression
der transgenischen WT1 mRNA untersucht. Abbildung 3.34 zeigt das Autoradiogramm der
Hybridisierung der entsprechenden RNAs mit einer WT1-spezifischen Sonde. Die starke
Induktion des transgenischen WT1 (t-WT1) in den 293tetWT1-Zellen, die ohne Doxizyklin
kultiviert wurden, ist deutlich zu erkennen.
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Abbildung 3.34: Kontrolle der WT1-
" Expression in 293tetCTL- bzw. 293tetWT1-
Zellen. Autoradiogramm der Hybridisierung von
20pg Gesamtzell-RNA (isoliert aus den Uber den
Spuren angegebenen Zellen) mit einer WT1-
spezifischen Sonde. Die Positionen der Banden
fur endogenes WT1-Transkript (e-WT1) bzw.
transgenisches WT1-Transkript (t-WT1) sind am
0.24- rechten Rand der Autoradiografie angegeben.

Dem Nachweis, dass vergleichbare RNA-
Mengen in den Spuren aufgetragen wurden

m 3-Aktin diente die Hybridisierung desselben blots mit
einer B-Aktin-spezifischen Sonde (unten).

Nachdem die induzierbare WT1-Expression nachgewiesen worden war, wurde untersucht,
inwieweit die Expression TCF2-spezifischer Transkripte mit der An- oder Abwesenheit
von WT1 Korreliert. Zu diesem Zweck wurden sgRT-PCR-Experimente auf
Erststrangsynthesen der verschiedenen 293tet-RNASs durchgefuhrt. Als primer fir die PCR
dienten dabel die Oligonukleotide vVHNF-Ex3 und VHNF-R1, die in Exon3 bzw. Exon2 der
TCF2-cDNA lokalisiert sind und auf genomischer DNA kein Produkt amplifizieren. Die
Abbildung 3.35A zeigt das Ergebnis einer solchen Untersuchung. Deutlich ist auf dem
Gelfoto zu erkennen, dass bei Anwesenheit von transgenisch exprimiertem WT1
(293tetWT1/-Dox) kein TCF2-spezifisches cDNA-Produkt amplifiziert werden konnte.
Auch konnte reproduzierbar eine schwéchere TCF2-Expression in den Zellen mit
ausgeschalteter Expression des WT1-Transgens (293tetWT1/+Dox) beobachtet werden. Sie
korreliert mit der offensichtlich auch bei Anwesenheit von Dox im Kulturmedium
auftretenden schwachen Expression des WT1-Transgens (vgl. Abb. 3.35B).
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Abbildung 3.35: Abhéangigkeit der TCF2-Transkription von WT1. In A ist die gelelektrophoretische
Auftrennung der sqRT-PCR-Produkte mit den primern vHNF-Ex3 und vVHNF-R1. Als Matrize fir die PCR
(45 Zyklen) dienten dabel RTs der Uber den Spuren angegebenen RNAs. Deutlich zu erkennen ist die
Abwesenheit von TCF2-Transkripten in der Zelllinie mit induzierter WT1-Expression (kein Produkt in der
Spur 3 [293tetWT1/-Dox]). Als Grolenmarker (Spur M) wurde 100bp-Leiter verwendet. Die [-Aktin
spezifische RT-PCR auf gleichen Mengen cDNA lieferte Produkte in allen Ansdtzen (Daten nicht
abgebildet). Die Kontrollen auf genomische DNA-Kontamination der RNA-Préparationen zeigten keine
Produkte (Daten nicht abgebildet). Das in B dargestellte Autoradiogramm liefert den Nachweis, dass das
transgenische WT1 (t-WT1) auch bei Anwesenheit von Dox im Kulturmedium (schwach) exprimiert wird.
Das Autoradiogramm zeigt das Ergebnis einer Hybridisierung von 15ug Gesamtzell-RNA (isoliert aus den
Uber den Spuren angegebenen Zellen, die in Gegenwart von Dox kultiviert wurden) mit einer WT1-
spezifischen Sonde. Die Positionen der Banden fir endogenes WT1-Transkript (e-WT1) bzw. transgenisches
WT1-Transkript (t-WT1) sind am rechten Rand der Autoradiografie angegeben. Trotz Dox-Anwesenheit im
Kulturmedium sind vom Transgen exprimierte WT1-Transkripte in der Spur 293tetWT1 nachzuweisen. Dies
liefert moglicherweise den Grund fir die reproduzierbar schwéchere TCF2-Expression in den
293tetWT1/+Dox-Ansdtzen (Spur 4 in A) im Vergleich zur Kontrollzelllinie (Spur 2in A).

Diese Ergebnisse sprechen fir eine Rolle von WT1 als Repressor der TCF2-Expression,
womit TCF2 direkt oder indirekt im Signaltransduktionsweg des einzigen bisher
beschriebenen Wilmstumorgens — WT1 — einzuordnen wére. Die Diskussion Uber eine
mogliche Rolle von TCF2 in der Wilmstumorgenese unter Berticksichtigung der hier
beschriebenen Ergebnisse findet sich in Kapitel 4.3.3.

3.25.3 Analyseder zelltypspezifischen Expression des TCF2-Proteins
Das Auftreten TCF2-spezifischer Transkripte im Zuge der Mausentwicklung wurde von
Lazzaro und Mitarbeitern bereits untersucht (Lazzaro et al., 1992). Um Aussagen Uber die
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Expression des TCF2-Proteins in der menschlichen Niere machen zu koénnen, wurden
immunhistochemische Experimente mit TCF2-spezifischen Antikorpern durchgefihrt. Sie
sollten zeigen, inwieweit eine Expression des Proteins in der sich differenzierenden
menschlichen Niere ebenfalls auf die epithelialen Strukturen beschrénkt ist. Da der
Mesenchym-Epithel-Ubergang der Zellen des metanephrogenen Gewebes einen
entscheidenden Schritt bel der Nierenentwicklung und vermutlich auch be der
Wilmstumorgenese darstellt (vgl. Kap. 1.2), wurde fetales Nierengewebe der 22.
Schwangerschaftswoche untersucht. Auf Gewebeschnitten dieses Entwicklungsstadiums
sind die charakteristischen Strukturen der Niere, wie z.B. Glomerulus und Bowman'’ sche
Kapsel, Nierentubuli und Sammelrohre, erkennbar. Das Ergebnis eines solchen
immunhistochemischen Experiments zeigt Abbildung 3.36. Die vorherrschende Expression
des TCF2-Proteins in den Epithelzellen der Nierentubuli und auch der Sammelrohre ist auf
ihr zu erkennen.

Abbildung 3.36: Immunhistochemischer Nachweis der TCF2-Expression auf Gewebeschnitten
humaner Niere (22. SSW). Signale erscheinen in brauner Farbe auf den mit HE gegengeférbten Préparaten.
In A ist die Negativkontrolle der immunhiostochemischen Férbung gezeigt (Weglassen des TCF2-
spezifischen Erstantikorpers bei ansonsten gleicher VVorgehensweise, die zu den Abb. B-C fihrte). B zeigt die
TCF2-spezifischen Signale (z.T. mit Pfeilen markiert) in den Epithelzellen der Nierentubuli im Nierencortex
(200fache VergrofRerung). In C sind die spezifischen Signale in den Epithelzellen der angeschnittenen
Sammelrohre bzw. Tubulusabschnitte im Nierenmark (Pfeile) deutlich zu erkennen (VergrofRerung 400fach).
In D ist der in B markierte Ausschnitt des Nierencortex bei 400facher VergrofRerung dargestellt. Pfeile
markieren TCF2-positive Epithelzellen quergeschnittener Nierentubuli (Tu). TCF2-positive Tubuli im
Langsschnitt sind im rechten oberen und rechten unteren Teil von D zu erkennen. G:= Glomerulus.
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3.25.4 Generierung einer Wilmstumor zelllinie mit stabiler TCF2-Uberexpression

Um fir weitere Untersuchungen ein System zu erzeugen, das funktionelle Studien von
TCF2 ermdglicht, wurden Zéelllinien etabliert, die TCF2 stabil Gberexprimieren. Bei der
Parentalzelllinie handelt es sich um die humane Wilmstumorzelllinie WCCS1, in der
endogen keine TCF2-Expression nachgewiesen werden kann (Daten nicht gezeigt). Das fur
die Transfektion der Zellen verwendeten Konstrukt wurde durch verschiedene
Klonierungsschritte wie in Kapitel 2.3 beschrieben synthetisiert. Es handelt sich dabei um
die cDNA des TCF2-ORF (SpleiRvariante A; vgl. hierzu Abb. 4.8 in Kap. 4.3.3), die, nach
Synthese mittels RT-PCR (primer: vVHNF-Eco und VHNF-Xba), in den eukaryontischen
Expressionsvektors pcDNA3 (Fa. Clontech, Heidelberg) eingefiigt wurde. Bei der
Generierung dieses Expressionskonstruktes wurde dabei vergleichbar der Synthese des
TM7SF1-Expressionsplasmids vorgegangen. Abbildung 3.37 zeigt schematisch den
Aufbau des Expressionskonstrukts CMV-TCF2A, das fur die stabile Transfektion von
WCCSI-Zellen verwendet wurde.

Abbildung 3.37: Das Expressionsplasmid CMV-TCF2A. Die
Grafik zeigt die wichtigsten Charakteristika des Plasmids, das eine
starke Expression von TCF2 (Isoform A) in eukaryontischen
Zellen gewdhrleistet. Nach PCR-Amplifikation der TCF2A-cDNA
mit den Oligonukleotiden VHNF-Eco und VHNF-Xba wurde sie
TCF2A Uber die flankierenden Restriktionsendonukleaseschnittstellen
7144 bps 112 be EcoRI und Xbal in das Plasmid pcDNA3 eingefiigt. Es bedeuten:
AmpR:= ORF R-Lactamase, NeoR:= ORF Aminoglykosid-
Phosphotransferase, BGH poly A:= Nukleotidsequenz fir
Polyadenylierungssignal (aus 3-Globingen), TCF2A:= Nukleotide
im Bereich des ORF von TCF2A, CMV:= CMV-Promotor.

CMV-TCF2A

BCH poly A

Neomyzinresistente Einzelklone wurden nach Expansion mittels RT-PCR und Northern
blot (nicht abgebildet) auf die Expression von TCF2-Transkripten Gberprift. In Abbildung
338 ist das Ergebnis der RT-PCR auf RNAs, die aus verschiedenen
antibiotikumresistenten Zelllinien isoliert wurden, dargestellt. Die Expression spezifischer
Transkripte in den CMV-TCR2A-transfizierten Zelllinien wird durch die spezifischen
PCR-Produkte nachgewiesen. Hingegen lasst sich in der mit leerem pcDNA3-Vektor
transfizierten WCCS1-Zélllinie keine TCF2-Expression nachweisen.
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Abbildung 3.38: Test der stabil transfizierten WCCS1-Zellklone auf TCF2-Expression. Die
gelelektrophoretische Auftrennung der RT-PCR-Produkte mit den primern vVHNF-Ex3 und vVHNF-Ex4 liefert
Produkte in alen getesteten Zelllinien, die mit dem CMV-TCF2A-Expressionskonstrukt transfiziert wurden
(aufgetragen in den mit WC-CMV-TCF2/K1-K5 bezeichneten Spuren). Die aus Transfektion mit leerem
pcDNAS3-Vektor resultierende Zelllinie (WCCS-CMV-) zeigt (analog der Parentalzelllinie WCCSL [Daten
nicht abgebildet]) keine TCF2-Expression. Die Position des TCF2-spezifischen RT-PCR-Produktes ist am
rechten Rand des Gelfotos markiert. In den parallel durchgefiihrten Negativkontrollen der RT-Reaktionen
(Test auf verunreinigende genomische DNA) waren keine Produkte zu beobachten (Daten nicht gezeigt). Der
Nachweis auf gleiche Mengen vorliegender cDNA in alen Reaktionsansdtzen wurde durch eine GAPDH-
spezifische RT-PCR-Reaktion gezeigt, die unten abgebildet ist (Probenentnahme nach 15
Amplifikationsrunden). Als GroRenmarker (mit M markierte Spuren) wurde 100bp-Leiter verwendet.

3.25.5 Mutationsanalyse des proteincodierenden Bereichs von TCF2

Aufgrund der genomischen Lokalisation von TCF2 (17cen-g21.3) in einem
chromosomalen Bereich, der mit einer familiaren Form des WT in Verbindung gebracht
wird (FWT1-Lokusin 17g12-g21; Rahman et al., 1996), wurde eine Mutationsanalyse des
codierenden Bereichs von TCF2 in FWT 1-Patienten durchgeftihrt. Sie erfolgte im Rahmen
der Betreuung der Doktorarbeit von cand. med. Sebastian Kos.

Die Exon-Intron-Struktur des TCF2-Gens wurde durch Sequenziberlappung der in der
Gendatenbank abgel egten Nukleotidsequenz fir TCF2 (Zugangsnummer X58840) und fur
den DNA aus Chromosom 17 enthaltenden PAC-Klon hPRC.986_F 12 (Zugangsnummer
ACO004132) in silico ermittelt. Um solche Exons, die proteincodierende Bereiche von
TCF2 aufweisen (Exons 1-9) zu amplifizieren und anschlief3end zu sequenzieren, wurden
Oligonukleotide aus exonflankierenden Intronbereichen abgeleitet (vgl. TCF2-
Sequenzierungsprimer in Kap. 2.15.8). Sie wurden in PCR-Reaktionen auf DNA von zwei
FWT1-Patienten und zwei nicht betroffenen Familienmitgliedern verwendet und
anschlief3end in doppel stréngigen Sequenzierungen der jeweiligen Produkte eingesetzt (alle
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DNAs wurden von Dr. Jerry Pelletier, McGill Cancer Center, Kanada, zur Verfligung
gestellt).

Die Sequenzierung ergab keine Abweichungen von der publizierten Nukleotidsequenz im
codierenden Bereich von TCF2 (Daten nicht gezeigt). Die enzige beobachtete
Auffélligkeit war bei zwei der DNA-Proben das reproduzierbare Fehlen des
Amplifikationsproduktes bel Verwendung der primer TCF2Ex8-F/-R. Aus diesem Grund
wurden neue primer in grofRerer Entfernung der Exon-Intron-Grenzen von Exon 8 generiert
(TCF2Ex8N-F/-R), die PCR fur alle DNA-Proben wiederholt und die entstehenden
Produkte wurden ebenfalls doppelstréngig sequenziert. Die Sequenzierung ergab eine
homozygot auftretende T -G Transversion (verglichen mit der Nukleotidsequenz des
Datenbankeintrages fir hPRC.986 F 12; s.0.) an Nukleotidposition -46, d. h. 46
Nukleotide stromaufwarts des Beginns von Exon 8 (Daten nicht gezeigt). Sie liegt damit
im Bereich der Bindungsstelle des zunéchst fur die Amplifikation von Exon 8 verwendeten
5'-primers und ist damit verantwortlich fur die fehlende Amplifikation entsprechender
DNA-Produkte in den DNA-Proben mit Transversion.

Bel dieser Nukleotidposition handelt es sich um eine Stelle, die in der Nahe des fir den
SpleiRvorgang wichtigen ,,Verzwe gungs-Adeninnukleotids® (branch site; hier vermutlich
Position —26) gelegen ist. FUr andere Gene, so z. B. fir FBN1 und FBN2 (Fibrillin-1 bzw.
—2) konnte gezeigt werden, dass bestimmte Mutationen in der Néhe einer Spleil3-
Verzweigungsstelle zu Krankheiten, wie dem Marfan-Syndrom (FBN1) bzw. der
kongenitalen kontrakturellen Arachnodaktylie (FBN2) fihren (Maslen et al., 1997; Liu et
al., 1997). Daher wurden 60 DNA-Proben nicht betroffener Personen mit den beiden
Oligonukleotidpaaren bezliglich des Auftretens der oben beschriebenen Transversion in
Intron 7 von TCF2 analysiert. Zu diesem Zweck wurde zundchst das Primerpaar
TCF2EXx8-F/-R fur die Amplifikation verwendet. Hier zeigten sich spezifische DNA-
Produkte bei 32% (19 von 60) der untersuchten DNAs (Daten nicht gezeigt). Anschlief3end
wurden vier zufalig ausgewahlte DNA-Proben, bei denen keine Amplifikationsprodukte in
der ersten PCR entstanden waren, einer PCR mit den Oligonukleotiden TCF2Ex8N-F/-R
unterzogen. Hier konnten entsprechende Amplifikationsprodukte in alen Proben
beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Diese Produkte wurden doppelstrangig
sequenziert und wiesen adle die oben beschriebene TG Transversion in
Nukleotidposition —46 (relativ zum Start von Exon 8) auf (Daten nicht gezeigt).

Die Ergebnisse legen nah, dass es sich bei der in zwel der analysierten DNA-Proben
identifizierten Transversion nicht um eine funktionelle Mutation handelt, die den
SpleiRvorgang beeinflusst. Vielmehr wurde wahrscheinlich ein Polymorphismus
identifiziert.

114



3 ERGEBNISSE

326 DasGenCDT151

Im Rahmen der differential display-Experimente konnte unter Verwendung der
Primerkombination T11A und 10-6 ein cDNA-Fragment isoliert werden (151WT6AL), das
durch seine verstarkte Expression im Wilmstumor 151 (151WT) auffiel. Die Verifikation
der differenziellen Expression, eine initiale Charakterisierung des cDNA-Fragmentes,
sowie die Erweiterung der bekannten Sequenzinformation durch Untersuchen einer cDNA -
Bank aus adulter Nieren-RNA wurde im Rahmen der Betreuung der Diplomarbeit von
Jutta TrUbenbach (Tribenbach, 1998) durchgefthrt. Aufgrund seiner verstérkten
Expression in WT151 wurde das zugrundeliegende Gen vorlaufig mit CDT151 bezeichnet.
Die Ermittlung der Transkriptgrofde von CDT151 ergab eine Lange von ca. 6,5 kbp. Starke
Signale waren dabei in RNAs der Gewebe Herz und Skelettmuskel, schwéchere Signale in
RNAs der Gewebe Niere und Pankreas zu finden. Sehr schwache Signale zeigten RNAs
aus Gehirn, Plazenta, Lunge und Leber. Die zytogenetische Bestimmung der
chromosomalen Lokalisation von CDT151 mittels FISH ergab eine Position in 1p31-32
(vgl. zum gesamten Abschnitt: Tribenbach, 1998 und Zabel et al., 1998).

3.26.1 DieCDT151 cDNA

Durch die Arbeiten von Jutta Tribenbach konnte die Sequenzinformation des zunéchst im
differential display isolierten cDNA-Fragments auf eine Lange von 2895 bp erweitert
werden. Abbildung 3.39 zeigt schematisch die zu diesem Zeitpunkt bestétigte cDNA fir
CDT151 mit den verschiedenen Strukturmerkmalen. Die Lage des differential display-
Fragmentes und die Position verschiedener im Rahmen von RT-PCR-Experimenten
verwendeter primer sind in der Abbildung angedeutet.

CDT15IN-R1
<

R34650-L 6AL-L BAL-R CDT151/3'R
> > < 1494 1719 <
1 1277 2895
151WTG6A1

Abbildung 3.39: Schematische Darstellung der CDT151-cDNA (vor Sequenzerweiterung). Die im
Rahmen der Diplomarbeit von J. Tribenbach ermittelte Sequenzinformation von CDT151 ist als fette
horizontale Linie dargestellt. Die Position des initia isolierten differential display-Fragments (151WT6AL),
die Lage eines putativ alternativ gespleifiten Exons (grau), sowie die Position einer polymorphen TG-
Sequenzwiederholung (schwarzes Viereck) sind angedeutet. Die Lage und Orientierung von primern, die fir
die Generierung Uberlappender cDNA-Klone im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendet wurden, sind
als schwarze Dreiecke eingezeichnet. Die offene Pfellspitze markiert das Oligonukleotid, mit dem die
Klonierung des auRersten 5'-Endes der cDNA im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrt wurde
(CDT151N-R1).
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Da die von Frau Tribenbach ermittelte Sequenzinformation von CDT151 deutlich kirzer
als dieim Northern blot angezei gte Transkriptgrofe war, wurde die cODNA im Rahmen der
vorliegenden Dissertation erweitert. Dies geschah auch in der Hoffnung, in der noch
fehlenden Sequenz einen ORF zu identifizieren, der dann anhand von Strukturanalysen
weiter charakterisiert werden sollte. Zu diesem Zweck wurden Datenbankanal ysen mit der
Nukleotidsequenz der bekannten CDT151-cDNA durchgefiihrt. Sie ergaben signifikante
Homologien zu Eintréagen Uberlappender EST- und cDNA-Klone der entsprechenden
Datenbanken. Die Sequenzen wurden in silico zu einem contig zusammengetragen, und
aus der Konsensussequenz wurden primer fur eine Verifikation der ermittelten Sequenz
durch RT-PCR-Experimente (Daten nicht abgebildet) abgeleitet. Da es sich bei der
Verlangerung der bekannten Sequenz um ca. 3,5 kbp handelte, wurde ein EST-Klon
(IMAGE: 2244581; Zugangsnummer A1656832; im folgenden als EST65 bezeichnet), der
das putative 5'-Ende der cDNA enthélt, beim RZPD in Berlin bestellt und doppelstrangig
sequenziert. Abbildung 3.40 zeigt schematisch die zur Verifikation klonierten RT-PCR-
Produkte, sowie den cDNA-Klon EST65 im Bereich des aufRersten 5'-Bereichs von
CDT151.

CDT15IN-R1
<

CDT15IN-L5 R34650-L 6A1-L 6A1-R CDT151/3"-R
> > > < <
1 6639
EST65(377bp) CDT151-Mu232 bp)
, CDT151-3"(1s20 bp)
CDT151-54s02 bp) 15TWT6A1
(465 bp)

Abbildung 3.40: Schematische Darstellung der cDNA-Klonierungsstrategie von CDT151. Die
horizontal e fettgedruckte Linie symbolisiert die CDT151-cDNA (Gesamtlange 6639 bp). Dabei entspricht der
graue Bereich der durch Dipl. Biol. Jutta Triibenbach (1998) charakterisierten Anteile, wahrend in schwarz
die im Rahmen der vorliegenden Dissertation zusétzlich identifizierten und charakterisierten Abschnitte der
CDT151-cDNA dargestellt sind. Lage und Orientierung wichtiger primer fir die Generierung der
dargestellten cDNA-KIone durch RT-PCR und anschlief3ende Subklonierung sind durch schwarze Dreiecke
angedeutet. Der mit EST65 bezeichnete Klon wurde als cDNA-Klon vom RZPD in Berlin bezogen und
ebenfalls doppelstréngig sequenziert.

Die aus doppelstrangiger Sequenzierung der Uberlappenden cDNA-Klone erhaltene
Nukleotidsequenz, sowie die Aminosduresequenz im Bereich des identifizierten ORF ist in
Abbildung 3.41 gezeigt.
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1 gaggtgaagcaggcgcet ct t ggct ggecgeggeccgcet geaat ccgt ggaggaacgegecgecgagecaccat ¢

74 ATGCCTGGGCACT TACAGGAAGGCT TCGGCT GCGT GGT CACCAACCGAT TCGACCAGT TATTTGACGACGAAT CGGACCCCT TCGAGGT G
1 M P GHL QEGFGCVVTNRTFUDAOQLFDUDESUDUPTFEV
164 CTGAAGGCAGCAGAGAACAAGAAAAAAGAAGCCGECGEEEECEECGT TGEEEECCCT GGGECCAAGAGCGCAGCT CAGGCCGCGGCCCAG
31 L K AAENJIKJKIKEAGGGG GV GGPGAKSAAQAAADQQ
254 ACCAACT CCAACGCGECAGGECAAACAGCT GCGCAAGGAGT CCCAGAAAGACCGCAAGAACCCGCT GCCCCCCAGCGT TGECGTGGTTGAC
61 T NS NAAGKI QLR RIKESQKIDRIKNZPLPPSV GV VD
344 AAGAAAGAGGAGACGCAGCCGCCCGT GEGCGCT TAAGAAAGAAGGAAT AAGACGAGT TGGAAGAAGACCT GATCAACAACT TCAGGGT GAA
91 K K EETQPPVAL K KEU GI RRVY GRRPDI QQL Q GE
434 GGGAAAATAAT TGAT AGAAGACCAGAAAGGCGACCACCT CGT GAACGAAGAT TCGAAAAGCCACT TGAAGAAAAGGGT GAAGGAGGCGAA
121 G KIlI I DRRPEIRIRPPREIRRTFEI KUPLETEIKG GEGGE
524 TTTTCAGT TGATAGACCGAT TATTGACCGACCTATTCGAGGT CGT GGT GGT CT TGGAAGAGGT CGAGGGEGEGECCGT GGACGT GGAATGGGC
151 FSVDRPI I DRPI RGRGGLGRU GRG GGRG GRGMG

614 CGAGGAGATGGATTTGATTCTCGT GGCAAACGT GAATTTGATAGGCATAGT GGAAGT GATAGAT CT GGCCT GAAGCACGAGGACAAACGT
181 R GDGFD SR GKRETFUDRMHSGSDR RS GLKMHETDKR

704 GGAGGTAGCGGAT CTCACAACT GGGGAACT GT CAAAGACGAAT TAACT GACT TGGAT CAAT CAAAT GT GACT GAGGAAACACCT GAAGGT
211 G GSGSHNWGTV KDELTDLDQSNVTETETPE G

794  GAAGAACATCATCCAGT GGCAGACACT GAAAAT AAGGAGAAT GAAGT TGAAGAGGT AAAAGAGGAGGGT CCAAAAGAGAT GACT TTGGAT
241 EEHHPVADTENIKENEVETEVKETEGPIKEWMMTILD

884 GAGT GGAAGGCTATTCAAAAT AAGGACCGGGCAAAAGT AGAAT TTAATAT CCGAAAACCAAAT GAAGGT GCTGATGGGCAGT GGAAGAAG
271 EWKAI QNKDRAKVETFNI RKPNEG GADGAQ QWK K

974 GGATTTGI TCTTCATAAAT CAAAGAGT GAAGAGGCT CATGCTGAAGAT TCGGT TATGGACCAT CATTTCCGGAAGCCAGCAAATGATATA
301 GFVLHKSIKSEEAHAEDSVMDMHMHEFRIKPAND.I

1064 ACGTCTCAGCTGGAGATCAATTTTGGAGACCT TGECCGCCCAGGACGT GGCGGECAGGEGAGGACGAGGT GGACGT GGGECGT GGTGGECGC
321 T S QL EI NFGDLGRPG GRS GGRG GGRG GGRGRGGHR

1154 CCAAACCGT GGCAGCAGGACCGACAAGT CAAGT GCTTCTGCTCCTGATGTGGAT GACCCAGAGGCATTCCCAGCTCTGGCTTAA
361 P NR GSRTDIKSSASAPDVDTUDUZPEAFZPA AL Astp

1238 ctggat gccat aagacaaccctggttcctttgtgaacccttctgttcaaagettttgeatgettaaggattccaaacgact aagaaattaaaaaaaaaag
1338 actgtcattcataccattcacacctaaagactgaattttatctgttttaaaaatgaacttctcccgetacacagaagtaacaaat at ggtagtcagtttt
1438 gtatttagaaatgtattggtagcagggatgttttcataattttcagagattatgcattcttcatgaatacttttgtattgctgcttgcaaatatgeattt
1538 ccaaacttggaat at aggt gt gaacagt gt gt accagtttaaagctttcacttcatttgtgttttttaattaaggatttagaagttcccccaattacaaa
1638 ctggttttaaatattggacatactggttttaatacctgctttgcatattcacacatggtcaactgggacatgttaaactttgatttgtcaaattttatge
1738 tgtgtggaatactaactatatgtattttaacttagttttaatattttcatttttggggaaaaatcttttttcacttctcatgatagctgttatatatata
1838 tgctaaatctttatatacagaaatatcagtacttgaacaaattcaaagcacatttggtttattaacccttgetccttgeatggctcattaggttcaaatt
1938 ataactgatttacattttcagctatatttactttttaaatgcttgagtttcccattttaaaatctaaactagacatcttaattggtgaaagttgtttaaa
2038 ctacttattgttggtaggcacatcgtgtcaagtgaagtagttttataggtatgggttttttctcccccttcaccagggt gggt ggaataagttgatttgg
2138 ccaatgtgtaatatttaaactgttctgtaaaataagtgtctggccatttggtatgatttctgtgtgtgaaaggtcccaaaat caaaat ggtacatccata
2238 atcagccaccatttaacccttccttgttctaaaacaaaaaccaaagggcgct ggttggt agggt gaggt gggggagtattttaatttttggaatttggga
2338 agcagacagctttactttgtaaggttggaacagcagcact at acat gaaat at aaaccaaaaacctttactgtttctaaatttcctagattgctattatt
2438 tggttgtaagttgagtattccacagaaagtggtaattatctcttctctcttcctccattagaaaattaggtaaataatggattcctataatgggagcatc
2538 accacttattaaaacacacat agaat gat gaattaaaaaagttttctaggattgtcttttattctgccacatttattgataaacagtgaaggaattttta
2638 aaaaatttttaagaattgtttgtcacgtcatttttagaaatgttctacctgtatatggtaatgtccagttttaaaaatattggacatcttcaatcttaaa
2738 catttctatttagctgattggttctcacatatacttctaaaagaaacttttatgttataagagttactttttggataagatttattaatctcagttacct
2838 actattctgacattttaggaaggaggtaattgtttttaatgatggataaacttgtgetggtgttttggatcttatgatgetgageatgttctgceactggt
2938 gctaatgtctaatataattttatatttacacacatacgtgctacccagagattaatttagtccatatgaactattgacccattgttcattgagacagcaa
3038 catacgcactcctaaatcagtgtgtttagacttttcaagtatctaactcatttccaaacatgtaccatgttttataaacctcttgatttccagcaacata
3138 ctatagaaaacacct gct act caaaacacaact t ct cagt gt cat ccatt gct gt cgt gagagacaacat agcaat at ct ggt at gt t gcaagct tt caa
3238 gatagcctgaacttaaaaagttggtgcattagttgtatctgatggatataaatttgectcctagttcactttgtgtcaagagcet aaaact gt gaacctaa
3338 ctttctcttattggtgggtaataactgaaaataaagatttattttcatgctcacttcttaaaagtcataaaaacaatcaaataggatcatgtttattgtc
3438 atgtgtttcctggtttctgacctgtgtgcacaccectgtgtgtttataatttttaaattgaattttatatggggtttttatttgetaaaaaccagget gt
3538 tgaatcacatttgggaagggtacttatcttaatgactaatgacttaattgggaaagttgaattcttgtaaaatacaaaatccaaggacttcttggattta
3638 atctgattgtcacttcttagcagatcacttttttgataatgaaagttaagcatactgaatgctacttttgattgacaaactggctataatagtctagggg
3738 aaaaat ccctaaacagat aaagatt cct aaagt aat ggt ggcagct gat gttt cagt gaacttttatcttgat gcgtttaaat ggaagt aat gccagacc
3838 tgagatttttaaggcatttttacagcttgtattgaaatgattggagacatggtttctttattagetattttgagacctgtggagttaagcaagactttta
3938 aaaattggcaccatatacatctagttagttcctttactcttatttttttaaataaaagtagtacacatcatttccagggttgtaaatatatttggggett
4038 gtttttggtatggatttaaaaggaggatattaagtattcattctaattttgttatttttctagttgccagagat ggttgcact gaaat agaacagggagt
4138 tgcatacaaagcctaaat gt gtattggatttcgaaaatactaggttggtgcaattggttttgtaccaacctaacatgtctttaggaaagtaccatcatgt
4238 ggaaggaaacaacaggt gtt aaaaggtt caaaggaat gagaaat aggaagtt act agaacct aact gat gt t gacct t agaggt aagat t at t caggt at
4338 attagtggacctccagtccaat ggt at agcaaat t ccagggat ct caggt gcat gcaattttactttctaaagt aaacactt agaaaat agatt at aacc
4438 cagacgttttggattatact gagacaaat at gt aaat aagttttagcaagt ct gaacat gt accagcgagat ctt caggt t aact aagaaaagcccagaa
4538 acttcattatttactgtgctttgtatggcataactggtaacaaggcagt aaaat gatacatatttgaactggaccatagtaattaaatgatttatcaata
4638 tcatttgcaRgataattgtcagRitgagttaatagtaagtggcagcttcccagaaatttgggttatttggectaagcetgtgeecctgggattacctcttca
4738 tcttccttgacttttaagttcaaatttggaggttat gt gaagtgattgaaataaatctttcaggct gaggaagt cggt aatttcaagaat at agt gaaaa
4838 caaggtt gt aatctaaacat gagRagcttaagtttaggaaat ggttagaat at aaatt gct aaagcYat cat gatttt ggccacaaat gaaaat at gaac
4938 act ggaaat gagcgccat t t aaat gagat gct gt at gt aagccaggggt cagcaaagtt cagcct gt gacct ggt gt gt gt gt gt gt gt gt gt gt gt gt g
5038 tgtgtgtgtgtgtgtgtgtcegtgtccctgagttaagaatggtttttaggettgtataggattaaaaaaaaaaaaaacccacagaaaaat gt aggcagcec
5138 cagcat aagat accgcctttcacagaaat gtttgct gaccccggaact gt cactctcgggttacaagagtttgtttctttgaaacagtctggetctgtca
5238 cccaggct ggagt gcagt ggcat gat ct caggt cact gcagcct ccacct cccgggt t caagcaat t ct gcct cagect cct gagt aget gggat t acag
5338 gtgtgcaccaccacagacagct aattttacaggt gt acaccaccacacccaagaat cacttgaacccgggaggt gggggt t gcagt gagccaagat cat a
5438 gcact gt act ccagt ct gggt gacacact gt ct gaaaaat aaaagtttagttct aggt acaaat t aagt ggt ct acccaacaggaagct gt gaaat t aga
5538 agtaattttaaagcatactttacacctctatataat caaagt aagggcaagat aaaacttgttagtaaaacatgttttattattttttagataggtagcc
5638 tgcaacataaaatatattttgaaagctgttaaggggt gt ataatctgttaaaaaataccatgattagtatttcacatttagtgactcagatccctttgtg
5738 taagtcctttgcgttgtgcaaagaggtttttctatgagat gagaattat gaacacttcatat aggtaaattccataggttgagct ggggcagaaat t aat
5838 ggctcctggagattgecatctttttttttttttttttgagcttagaattcccatttggacagaatttagettttgtgetgttgattacttctgtactaaac
5938 tggtagccaattgttcacttctaaat ggaagggaaaaagttacccacacaagttagaaaatgatttaccgaattatttttttgagttagtatgtatatac
6038 tgttttaaatcagtaatgtttgttccttttgetgeccatttgggagtatgtggcaattcctagtgetcttgtatgacattactcttcttgagacttgtat
6138 atgcaagaaagt at at at aaaagat gcct ggt ggt aactttgtatctgagttctgattcattatggacttttagaaatctatttagataattggttcata
6238 ctaggtgctcaattactctgaccttgtgtggcttaatccttaaatagttgetttaggtgttactgggtggaagcat ggaaagt gaagggct aat att aag
6338 gatttttatgtattactgagtagggaaagt gggaagtagcttatctttggacagttgtattactttgcactaaccaccttgtttgecagttgtagetgatt
6438 cagttctagattttaggaccaaaaagatctctaatttaaagaaacagtttttatatacctagaatgaagattctgtttaaagcggttttggttaacttgg
6538 ttcttgacatttgcctaaaattttgttggattgggactaaaatgttctattagccaatgaataacgtccaagtaaatttttgttttattttgggaaaaaa
6638 aa

Abbildung 3.41: cDNA- und abgeleitete Aminosauresequenz von CDT151. Nukleotide des ORF sind in
Grof¥puchstaben hervorgehoben, Kleinbuchstaben stehen fur flankierende, nicht kodierende Sequenzen
(5- und 3-UTR). Die aus der Sequenz des ORF abgeleitete Aminosauresequenz ist unter den
korrespondierenden Basentriplets angegeben. Das in frame Stop-Codon im 5-UTR ist durchgestrichen
dargestellt. SNPs (single nucleotide polymorphisms) sind mit Y (C oder T) bzw. R (A oder G) in fetter
Schreibwei se bezeichnet (nt 4647 [R], nt 4660 [R], nt 4861 [R], nt 4904 [Y]).
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Wie aus der Abbildung deutlich wird, konnte durch Verléangerung der bekannten cDNA-
Sequenz von CDT151 in 5 -Richtung ein ORF identifiziert werden, der 1161 Nukleotide
Uberspannt und potenziell fur 387 Aminosauren codiert. Die Lange des verbleibenden 5'-
UTR betrégt damit 73 Nukleotide, die Lange des 3'-UTR 5405 Nukleotide. Mit einer
Gesamtlange von insgesamt 6639 bp liegt die Grolde der bekannten Sequenz damit im
Bereich der durch Northern blot-Experimente identifizierten Transkriptgrofie von CDT151
(ca. 6,5 kb; Tribenbach, 1998).

3.2.6.2 Homologievergleiche

Mit der Sequenz der CDT151-cDNA im Bereich des ORF wurden
Homologieuntersuchungen durchgefihrt (vgl. Kap. 2.14). Im folgenden Abschnitt sind die
Datenbankeintrage mit signifikanter Sequenzhomologie aufgefihrt, die zur initialen
funktionellen Charakterisierung von CDT151 beigetragen haben (vgl. hierzu auch die
Diskussion in Kap. 4.3.4).

Die cDNA-Klone, deren Sequenz as Grundlage fur die Verlangerung der CDT151-
Sequenz verwendet wurde, zeigen (wie erwartet) eine 100%ige Homologie auf Nukleotid-
(und auch Protein-)ebene zu CDT151. Es handelt sich dabel im wesentlichen um den
cDNA-Klon mit der Zugriffsnummer AL080119 (Homo sapiens mRNA; cDNA
DKFZp564M2423) der nicht redundanten Datenbank. Ein weiterer Datenbankeintrag, der
nahezu Sequenzidentitdt sowohl auf Nukleotid- als auch auf Proteinebene aufweist,
représentiert den cDNA-Klon mit der Zugriffsnummer AF151813 (Homo sapiens CGI-55
protein mMRNA, complete cds.). Im Bereich des ORF ist der einzige Unterschied zwischen
der abgeleiteten Proteinsequenz dieses Klones und der von CDT151 abgeleiteten
Proteinsequenz das Fehlen von 18 Nukleotiden (bzw. 6 Aminosduren) auf Seiten von CGI-
55. Interessanterweise ist dieser Datenbankeintrag mit dem Vermerk annotiert, dass der
dem CGI-55 Protein zugrundeliegende ORF durch komparative Klonierung (Vorlage: C.
elegans Proteom) identifiziert wurde. Abbildung 3.42 zeigt einen Ausschnitt des Eintrages
von CGI-55 in der Gendatenbank und darunter den Aminosauresequenzvergleich von CGI-
55 und CDT151.
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LOCUS AF151813 2099 bp mRNA PRI 18- MAY- 2000
DEFI NI TION  Honp sapi ens CG -55 protein nRNA, conpl ete cds.
ACCESSI ON  AF151813
VERS| ON AF151813.1 G :4929578
AUTHORS  Lai,C. -H., Chou,C-Y., Ch'ang,L.-Y., Liu,C-S and Lin,W-C
TI TLE Identification of Novel Human Genes Evol utionarily Conserved in
Caenor habditis el egans by Conparative Proteon cs
JOURNAL  Genome Res. 10 (5), 703-713 (2000)

>ref | NP_057089. 1] CG -55 protein
gb| AAD34050. 1| AF151813_1 (AF151813) CG -55 protein [Honp sapi ens]
Length = 393

Score = 797 bits (2035), Expect = 0.0
ldentities = 385/393 (97%, Positives = 385/393 (97%, Gaps = 6/393 (1%

CDT151: 1 MPGHL QEGFGCVVTNRFDQL FDDESDPFEVL KAAENKKKEAGGGGVGGPGAKSAAQAAAQ 60
MPGHL QEGFGCVVTNRFDQL FDDESDPFEVL KAAENKKKEAGGGGVGGPGAKSA QAAAQ

CG 55: 1 MPGHL QEGFGCVVTNRFDQL FDDESDPFEVL KAAENKKKEAGGGGVGGPGAKSATQAAAQ 60

CDT151: 61 TNSNAAGKQL RKESQKDRKNPL PPSVGVVDKKEETQPPVALKKEG RRVGRRPDQQLQGE 120
TNSNAAGKQL RKESQKDRKNPL PPSVGVVDKKEETQPPVA KKEG RRVGRRPDQQLQGE

CG 55: 61 TNSNAAGKQL RKESQKDRKNPL PPSVGVVDKKEET QPPVAFKKEG RRVGRRPDQQLQGE 120

CDT151: 121 GKI | DRRPERRPPRERRFEKPL EEKGEGGEFSVDRPI | DRPI RGRGGL GRGRGGRGRGMG 180
GKI | DRRPERRPPRERRFEKPL EEKGEGGEFSVDRPI | DRPI RGRGGL GRGRGGRGRGMG

CGE 55: 121 GKI | DRRPERRPPRERRFEKPL EEKGEGGEFSVDRPI | DRPI RGRGGL GRGRGGRGRGMG 180

CDT151: 181 RGDGFDSRGKREFDRHSGSDR- - - - - - SGLKHEDKRGGSGSHNWGTVKDEL TDLDQSNVT 234
RGDGFDSRGKREFDRHSGSDR SGLKHEDKRGGSGSHNWGT VKDEL TDL DQSNVT

CE 55: 181 RGDGFDSRGKREFDRHSGSDRSSFSHYSGL KHEDKRGGSGSHNWGTVKDEL TDLDQSNVT 240

CDT151: 235 EETPEGEEHHPVADT ENKENEVEEVKEEGPKEMT L DEVIKAI QNKDRAKVEFNI RKPNEGA 294
EETPEGEEHHPVADT ENKENEVEEVKEEGPKEMT L DEVIKAI QNKDRAKVEFNI RKPNEGA

CE 55: 241 EETPEGEEHHPVADT ENKENEVEEVKEEGPKEMT L DEVIKAI QNKDRAKVEFNI RKPNEGA 300

CDT151: 295 DGVKKGFVL HKSKSEEAHAEDSVMVDHHFRKPANDI TSQLEI NFGDL GRPGRGGRGGRGG 354
DGOWKKGFVL HKSKSEEAHAEDSVNVDHHFRKPANDI TSQLEI NFGDL GRPGRGGRGERGG

CaE55: 301 DGVKKGFVL HKSKSEEAHAEDSVMVDHHFRKPANDI TSQLEI NFGDL GRPGRGGRGGRGG 360

CDT151: 355 RGRGGRPNRGSRTDKSSASAPDVDDPEAFPALA 387

RGRGGRPNRGSRTDKSSASAPDVDDPEAFPALA
CE55: 361  RGRGGRPNRGSRTDKSSASAPDVDDPEAFPALA 393

Abbildung 3.42: Vergleich der Aminosduresequenzen von CDT151 und CGI-55. Ein Ausschnitt des in
der Gendatenbank eingetragenen Vermerks fur CGI-55 ist im oberen Teil der Abbildung gezeigt. Der
Aminosdurevergleich der beiden Proteine (BLASTP) ist darunter dargestellt.

Durch die Datenbankanalysen konnten noch weitere interessante Genprodukte bzw.
cDNAs mit signifikanter Homologie identifiziert werden. Dabei handelt es sich um das
intrazelluldre Hyaluronsaure bindende Protein (Zugangsnummer AF241831; die Sequenz
ist Uber groRe Bereiche identisch mit der des intrazellularen Antigens Ki-1/57
[Zugangsnummer U77327; Kobarg et al., 1997]), eine aus proliferierenden Epithelzellen
der Ratte isolierte cDNA (Zugangsnummer U21718), den Transkriptionsfaktor ARF6 der
Maus (Zugangsnummer S53748), und verschiedene nicht naher charakterisierte
Gene/Genprodukte. Die ausfuhrlichen Sequenzvergleiche (bzw. Ausziige davon) einiger
dieser Datenbankeintrage mit der CDT151-Aminosaure- bzw. Nukleotidsequenz sind in
Abildung 3.43 dargestellt.
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>gb| AAF62546. 1| AF241831_1 ( AF241831) intracellul ar hyal uronan-bi ndi ng protein [ Honmp sapi ens]
Length = 413

Score = 259 bits (654), Expect = 4e-68

ldentities = 177/412 (42%, Positives = 226/412 (53%, Gaps = 43/412 (10%

CDT151: 5 LQEGFGCVVTNRFDQLFDDESDPFEVLKAAENKKKE- - - - - - - - - - AGGGGVGGPGAKSA 54
+QE FGCW NRF QL DDESDPF++L+ AE ++++ A GG G+S
Shj ct: 16 MQESFGCVVANRFHQLLDDESDPFDI L REAERRRQQQL QRKRRDEAAAAAGAGPRGGRSP 75

CDT151: 55 AQAAAQTNSNAAGKQL RKESQKDRKNPLPPSVGVVDKKEETQPPVALKKEG RRVGRRPD 114
A A+ + AG R+ESQK+RK+ LP V P L+ G+R RR +
Shj ct: 76 AGASG - - - HRAGAGGRRESQKERKS- LPAPVA- - - - HRPDSPGGGL QAPGOKRTPRRGE 126

CDT151: 115 QQLQGEGKI | DRRPERRPPRERRFEKPLEEKGEGG - - - - - - - EFSVDRPI | DRPI RGRG 166
QQ ++ + ER R R +PE + + E DR DRP+RGRG
Shjct: 127 QQGNNDSRGPEGMLERAERRSYREYRPYETERQADFTAEKFPDEKPGDRFDRDRPLRGRG 186

CDT151: 167 GLGRGRGCRGRGVERG: - - - DGFDSRGKREFDRHSGSDRSGL KHEDKRGGSGSHNWGTVK 222
G G CGRGRGGG D FD RGKREF+R+ G+D+ ++ ED GG G WG+ K
Shjct: 187 GPRGAVRGRGRG GPGNRVFDAFDQRGKREFERYGGNDKI AVRTEDNMGGCGVRTWGSGK 245

CDT151: 223 DELTDLDQSNVTEETPEGEEHHPVADTEN- - KENEVEEVKEEGPKEMT L DEVKAI QNKDR 280
D +D++ + EE EE + B+ K E+E +E +EMILDEWK +Q + R
Shjct: 246 DT- SDVEPTAPMEEPTVVEESQGTPEEESPAKVPEL EVEEETQVQEMTLDEVKNLQEQTR 304

CDT151: 281 AKVEFNI RKPNEGADGOWKKGFVLHKSKSEEAHAEDSVVD- - HHFRKPANDI TSQLEI NF 338
K EFNI RKP K V+HKSK + +D D H FRKPANDI TSQLEI NF
Shjct: 305 PKPEFNI RKPESTVPS- - - KAWI HKSKYRDDWKDDYEDDSHVFRKPANDI TSQLEI NF 361

CDT151: 339 GDLGRPGRGGRGG RGGRGRGGR- PNRGSRTDKSSAS- APDVDDPEAFPALA 387
GtL RPGRG RGG RGGRGR R N R + AP+ DDPE FPAL+
Shjct: 362 GNLPRPGRGARGGTRGGRGRI RRAENNYPRAEVVMQDVAPNPDDPEDFPALS 413

>pir|| S53748 transcription factor ARF6 chain B - npuse
Length =

Score = 69.1 bits (166), Expect = 8e-11

Identities = 30/30 (100%, Positives = 30/30 (100%
Frame = +1

CDT151: 4 PGHLQEGFGCVVTNRFDQLFDDESDPFEVL 93
PGHL QEGFGCVVTNRFDQL FDDESDPFEVL
Shjct: 36 PGHLQEGFGCVVWTNRFDQLFDDESDPFEVL 65

>gb| U21718. 1| RNU21718 Rattus norvegi cus cl one C426 intestinal epitheliumproliferating
cel | -associ at ed mRNA sequence
Length = 975
Score = 609 bits (307), Expect = e-171
Identities = 498/553 (90%, Gaps = 9/553 (1%
Strand = Plus / Plus

CDT151: 755 ttggatcaatcaaat gt gact gaggaaacacct gaaggt gaagaacat cat ccagt ggca 814
FEEEE TEEEEerrr e eer tee e e e e e e e e e e e

Shj ct: 390 ttggagcaat caaat gt gact agggaaacacct gaaggt gaagagcacc- - - cagt ggca 446

CDT151: 815 aaat aaggagaat gaagt t gaagaggt aaaagaggagggt ccaaaagagatg 874
IIIIIIIIIIIIIIIIIIII FEEEEEEEEEErer v ee P er e e

Shj ct: 447 act gaaaat aaggagaacgaagt t gaagaggt t aaggaagagggt ccaaaagagat g 506

CDT151: 875 actttggatgagtggaaggct attcaaaat aaggaccgggcaaaagt agaatttaatatc 934
IIIIIIIIIIIIIIIII FEEEEEEEEEEerer trree teer e e e eerrrrn

Shj ct: 507 actttggat gagt ggaaagct att caaaat aaagaccgagcaaaagt aga-tttaatatc 565

CDT151: 935 gaaggt gct gat gggcagt ggaagaagggatttgttctt cat aaat ca 994
) |||||||||||||||||||||||||| CE PP CEEEEEEE e e Cererren

Shj ct: 566 at gaaggt gct gat ggacaat ggaaaaagggattt gtt ct gcat aaat ca 625

CDT151: 995 aagagtgaagaggct cat gct gaagattcggttatggaccatcatttccggaagccagca 1054
) FE PEEEEEE e Feee e e e e e e e e e

Shj ct: 626 aaagttgaagaggct cat gcggaagattcagttat ggaccatcatttccggaagccagaa 685

CDT151: 1055 ctggagat caattt-tggagaccttggccgcccaggacgt gg 1113
[EEEEREEEErrrer  Perrr e Ceerr e e ey
ct ggagat caat t t ggggagacct aggccgcccaggacgttg 745

aat gat g
[T
aat gat

L
- ——
L
L
O — 0
Q—Q
- —
O —O0
- —
oO—O0
L —

Shj ct: 686 al

CDT151: 1114 cggcag- gggaggacgaggt ggacgt gggcgt ggt gggcgeccaaaccgt ggcagcagga 1172

R e e B O R A A A NN
Shj ct : 746 tgggagagagaggacgt cgt ggacgt ggccgt ggt ggt cgt cct aat cgt ggcagcagga 805

CDT151: 1173 ccgacaagt caagtgc-ttctgctcctgat gt ggat - gacccagaggcatt - cccagetc 1229

. RN NN e e NN N A
Shj ct : 806 ctgataagtcaagtgctttctgcetcct gat gt agat ggccccagaggceattcceccegetc 865
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CDT151: 1230 tggcttaactggatgccataagacaaccctggttcctttgtgaacccttctgttcaaage 1289
) FEEETEEEEEEEE e Ceeer Ceeer e e ceeer Feerrrrr

Shj ct: 866 tggcctaactggatgccataatacaacactggttcctttgtggaccctcctgttcaaage 925

CDT151: 1290 ttttgcatgctta 1302

AR RRRAAN

Shj ct: 926 ttttgcatgctta 938

Score = 516 bits (260), Expect = e-143

ldentities = 320/ 340 (94%

Strand = Plus / Plus

CDT151: 411 gaaaat aat t gat agaagaccagaaaggcgaccac 470

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII I|I|I|I|I|I|I|I|I FEEEEETEEEEEErrrey

Shj ct: 1 gggt gat gggaaaat aat t gat aggagaccagaaaggcgaccac 60

CDT151: 471 ctcgtgaacgaagattcgaaaagccactt gaagaaaagggt gaaggaggcgaattttcag 530
) CEVEEEEE CEEErr e PErr e e e e e e e e teer ey

Shj ct: 61 ctcgtgaaagaagatttgaaaagccacttgaagaaaaaggt gaaggaggtgaattttcag 120

CDT151: 531 ttgatagaccgattattgaccgacctattcgaggtcgtggtggtcttggaagaggtcgag 590
) FEVEEEEETErr e e e e e tere e b e e e e ferrrn

Shjct: 121 ttgatagaccgatcatcgaacggcctatccgaggccgaggt ggtcttggaaggggtcgag 180

CDT151: 591 ggggccgt ggacgt ggaat gggccgaggagat ggat ttgattct cgt ggcaaacgt gaat 650
) PR e e e e e e e e e e e Ferren

Shjct: 181 gtggccgtggccgtggaat gggccgaggt gat ggatttgattctcgt ggcaagegt gaat 240

CDT151: 651 at agt ggaagt gat agat ct ggcct gaagcacgaggacaaacgt ggaggta 710

FEEEEEEEEEEErEr e e e e P rrrrr
at agt ggaagt gat agat ct ggcct gaagcat gaggacaaacgt ggaggt a 300

- —
- —
Q—aQ
Qo
- —
[ ]
Q—aQ
Q—Q
oO—O0

Shjct: 241

CDT151: 711 gcggat ct cacaact ggggaact gt caaagacgaattaac 750

FEEEEEEEEEErErrr e e e eer FEEreree
Shjct: 301 gcggatctcacaactggggaact gt caaagat gaattaac 340

Score = 54.0 bits (27), Expect = 7e-04
ldentities = 33/35 (94%
Strand = Plus / Plus

CDT151: 1289 cttttgcatgcttaaggattccaaacgactaagaa 1323
FECEPEEEETEE e eererr terrren

Shj ct : 939 cttttgcatgcttaaggat cccaaacaact aagaa 973

Abbildung 3.43: Ergebnisse der Datenbankrecherchen mit der cDNA- bzw. der abgeleiteten
Aminosaur esequenz von CDT151. Die Abbildung zeigt einen Teil der Ergebnisse, die Sequenzvergleiche
von CDT151 mit Eintrdgen in der nicht redundanten Datenbank und der Proteindatenbank , Swissprot*
ergaben. Neben Homologien zu dem bereits teilweise charakterisierten humanen Protein (ganz oben) finden
sich signifikante Homologien zu Proteinen bzw. cDNAS verschiedener Spezies (Maus, Ratte).

Die gezeigten Ergebnisse der Datenbankanalysen stellen nur enen Tel der
Proteine/cDNAs mit signifikanter Homologie zu CDT151 dar. Die Diskussion Uber die
Ergebnisse der Homologievergleiche und eine mogliche Funktion von CDT151 findet sich
in Kapitel 4.3.4.

3.2.6.3 Insilico-Analyse des offenen Leserahmens

Die initiale Charakterisierung des identifizierten ORF von CDT151 erfolgte durch die
Untersuchung der abgeleiteten Aminosauresequenz mit  Hilfe des PSORT I
Algorithmuspakets (Nakai und Kanehisa, 1992). Im Zuge dieser Untersuchung konnte ein
Kernlokalisationssignal (NLS) im Bereich der Aminosauren 132-139 identifiziert werden
(im Einbuchstaben-Code: P**PRERRFE). Diese Beobachtung deckt sich mit der nuklesren
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3 ERGEBNISSE

Lokalisation einiger der identifizierten Gene/Proteine mit signifikanter Homologie zu
CDT151 (vgl. Kap. 3.2.6.2). Weiterhin konnten mehrere potenzielle ATP-Bindungsmotive
in CDT151 identifiziert werden. Die Konsensussequenz fir ATP-Bindungsmotive wird mit
[G-X-G-X-X-G-(X13.22)-K] angegeben (Wierenga und Hol, 1983). Ubereinstimmungen mit
dieser Konsensussequenz finden sich innerhalb von drel Blocken in der putativen
Aminosauresequenz von CDT151 (cluster 1: G*-G*-G-G*-V-G-G-P-G-(X17)-K®-(X3)-
K cluster 2: G*-R-G-G-L-G*-R-G'-R-G-G-R-G-(X13)-K*®; cluster 3: G**-R-G-
G*®-R-G-G®1-R-G-G-R-G-(X 12)-K**; der Anfang eines putativen ATP-Bindungsmotivs
ist durch Angabe der Aminosdureposition des entsprechenden Glycinrests und fette
Schreibweise markiert). Die Lage der beschriebenen Strukturmotive innerhalb der
Aminosauresequenz von CDT151 kann aus Abbildung 3.44 entnommen werden.

ARF6
NLS o AP
P*PRERRF inaung

G-X-G-XX-G~(X 5 ,,)-K

Abbildung 3.44: Schematische Darstellung der aus den Homologievergleichen und
Strukturvorhersagen abgeleiteten Proteinmotive von CDT151 (M odell). Die ATP-Bindungsmotive sind
als graue Rechtecke, das Kernlokalisationssigna als weil3er Kreis dargestellt. Der Bereich der
Aminosdureidentitdt von CDT151 mit dem Transkriptionsfaktor ARF6 der Maus ist links oben
eingezei chnet.

3.2.6.4 Verifikation der chromosomalen Lokalisierung

Die von Jutta Tribenbach im Rahmen ihrer Diplomarbeit durchgefihrten Untersuchungen
zur genomischen Lokalisation von CDT151 ergaben eine Platzierung des Gens in 1p31-32
(Tribenbach, 1998). Dass es sich bel der zun&chst in silico angeordneten und spéter durch
RT-PCR bestétigten cDNA-Sequenz tatsachlich um ein Transkript handelt, und nicht etwa
ein artifizielles (weil chiméres) RT-PCR-Produkt, wurde durch genomische PCR-Analysen
auf DNA aus Mensch/Nager-Zellhybriden und auf PAC-DNA gezeigt. Dies wurde nétig,
da die Datenbanken insbesondere fir die Nukleotide des ORF widerspriichliche
Kartierungsinformationen aufweisen. So wird fur den Klon AF131807, der im mittleren
Bereich der CDT151-cDNA gelegen ist, eine chromosomale Lokalisation auf dem kurzen
Arm von Chromosom 1 (zwischen den Markern D1S203 und D1S2865) angegeben. Im
Gegensatz dazu weist die Gendatenbank fir den Klon AL080119 (s.0.), dessen abgel eitetes
Protein identisch mit den Aminosduren des ORF von CDT151 ist, Positionen auf
Chromosom 1, 3 und 5 auf. Ferner ist die Lokalisation des nahezu identischen CGI-55
Proteins (vgl. Abb. 3.42 in Kap. 3.2.6.2) ebenfalls mit Chromosom 3 angegeben.
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3 ERGEBNISSE

Die Abbildung 3.45 zeigt die verschiedenen PCRs mit entsprechenden CDT151-
spezifischen primern auf humangenomischer DNA der Einzelchromosom-Zellhybride und
den notwendigen Kontrollreaktionen.

M1 2 3 .. 15 M hu M 12 3.. 15M hu

2122 X Y M - humoraha M

2122 X Y M - humo ra ha

M 12 3. 15 M hu D

P24H6

NU 1 pgg M

E

CDT151-3U-3R  CDTI5IN-L1-R2 CDT151.12/.1:
o ©

3
©
-
S
N
a

P3H1!
P24H
P3H19
P24H6!

M

..... 2122 X Y M - humora ha

(®

Abbildung 3.45: Genomische PCRs zur Verifikation der chromosomalen Lokalisation von CDT151.
Jedes Gel zeigt die elektrophoretisch aufgetrennten Produkte von PCR-Reaktionen mit definiertem Material
humangenomischer DNA als Matrize. Pfeilspitzen markieren die Position der entstandenen spezifischen
Produkte (Spuren im Falle der Lokalisations-PCRs in A bis C mit rotem Punkt markiert). Als Marker (M)
wurde die 100 bp-Leiter verwendet. Die Art der als Matrize verwendeten genomischen DNA ist Uber bzw.
unter den jeweiligen Spuren angegeben (1= humanes Chromosom 1, 2= humanes Chromosom 2, usw., X=
humanes Chromosom X, hu= gesamtgenomische humane DNA, mo= gesamtgenomische Maus-DNA, ra=
gesamtgenomische Ratten-DNA, ha= gesamtgenomische Hamster-DNA, P3H19/P24H6= PAC-DNA mit
Chromosom 1-spezifischem Integrat, -= Negativkontrolle [H,O]). Die Lage des jeweiligen PCR-Produkts
relativ zur CDT151-cDNA ist Uber den Teilabbildungen schematisch angedeutet. (E) zeigt die Produkte von
PCR-Reaktionen auf den PAC-Klonen 3H19 und 24H6 mit den fir Chromosom 1 spezifischen primern aus
(A) (Spuren 1-3), (B) (Spuren 4-6) und (D) (Spuren 7-9). Verwendete Oligonuklectide: (A) CDT151-3'R/-
3'L, (B) CDT151N-R2/-N-L1, (C) CDT151N-R3/-N-L1, (D) CDT151.12/-.13.
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Zusammengenommen ergeben die genomischen Lokalisations-Experimente, dass sich die
gesamte bekannte Nukleotidsequenz von CDT151 auf dem kurzen Arm von Chromosom 1
des Menschen befindet. Dies wird deutlich durch die in verschiedenen Bereichen von
CDT151 amplifizierten cDNA-Produkte auf Chromosom 1 enthaltender Hybridzell-DNA
bzw. auf den fUr die zytogenetischen Lokalisationsexperimente verwendeten PAC-Klone
(PAC 3H19 bzw. PAC 24H6). Die Verwendung eines Paares von Oligonukleotiden als
primer, die ein kurzes cDNA-Fragment amplifizieren (vgl. Abb. 3.45C), macht deutlich,
dass dhnliche Sequenzabschnitte auf anderen Chromosomen (z.B. auf Chromosom 3) zu
finden sind. Die widersprichlichen Kartierungsergebnisse der oben aufgefthrten cDNA-
Klone (z.B. fur CGI-55) konnten in entsprechenden Kartierungsexperimenten mit
unspezifischen PCR-Amplifikaten generiert worden sein. Die in der Gendatenbank fir das
unigene cluster Hs. 165998 (es enthdlt verschiedene ESTs mit Sequenzidentitdt zur
CDT151-cDNA) gefundene Lokalisation zwischen den Markern D1S203 und D1S2865
entspricht einer Lage des Gens in der Bande 1p21-22.3 und kann damit als chromosomale
Position von CDT151 angenommen werden.

327 DasGenGLI3

Im Rahmen der differential display-Experimente konnte unter Verwendung der
Primerkombination T11A und 10-10 ein cDNA-Fragment isoliert werden, das durch seine
stark erh6hte Expression in Gewebe eines konnatalen mesoblastischen Nephroms (KMN)
auffiel. Auch in einigen weiteren untersuchten WT-Geweben und in fetalem Nierengewebe
konnte eine im Vergleich zu adultem Nierengewebe erhohte Expression nachgewiesen
werden. Die Reamplifikation, Klonierung und Sequenzierung ergab ein DNA-Fragment
von 204bp Lange, das identisch mit Teilen der cDNA-Sequenz des Gens GLI3 ist. Fir die
im folgenden Abschnitt beschriebenen Untersuchungen zur Expression von GLI3 wurden
primer abgeleitet, die im Rahmen semiquantitativer und quantitativer RT-PCR-
Experimente eingesetzt wurden. Neben der Untersuchung der GLI3-Expression in
verschiedenen Normalnieren- (adult und fetal), KMN- und WT-Geweben (vgl. Kap.
3.2.7.1) wurde die Expression weiterer Gene der Signaltransduktionskaskade, in die GLI3
eingebettet ist, auf RNA-Ebene quantifiziert (vgl. Kap. 3.2.7.2).

3.2.7.1 Expression von GLI3 in verschiedenen Nierengeweben

Im Rahmen der Betreuung der Diplomarbeit von J. Tribenbach konnte die differenzielle
Expression von GLI3 mit Hilfe semiquantitativer RT-PCR-Experimente verifiziert werden.
Dabel stand die reine Beschreibung der GLI3-Expression in den fir die Untersuchungen
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ausgewahlten Geweben im Vordergrund. Eine Multiplex-PCR lieferte das in Abbildung
3.46 dargestellte Ergebnis und zeigt eindeutig die verstérkte Expression von GLI3 in den
Tumorgeweben und in fetaler Niere im Vergleich zum adulten Nierengewebe.

Abbildung 3.46: Vergleichende
Untersuchung der GLI3-Expression in
verschiedenen Normalnieren- und Tu-
mor geweben mittels sqRT-PCR
M (Multiplex-PCR). Aufgetragen wurden die
PCR-Reaktionen auf cDNA der Uber den
Spuren angegebenen Gewebe (Probenent-
nahme nach 35 Amplifikationszyklen). Die
PCR-Reaktion wurde dabei zunéchst fir 10
Zyklen nur mit den GLI3-spezifischen
primern GLI3-L/-R durchgeftihrt und da-
<GLI3 nach kurz auf Eis inkubiert. Daraufhin wur-
den je 20 pmol GAPDH-spezifischer
primer (GAPDH-1/-2) zu jedem Reaktions-
ansatz zugegeben und die Amplifikation
fortgesetzt (Multiplex-PCR). Das Gelhild
< GAPDH verdeutlicht die verstérkte Expression von
GLI3 in fetalem Nierengewebe und in den
Tumorgeweben (insbesondere KMN146).
Parallel durchgefiihrte Negativkontrollen
zeigten keine Amplifikate (Daten nicht
abgebildet).

105WT
146KMN
151WT

= =
=z =
o ©O
o <
—

fetal

Um genauere Aussagen Uber die GLI3-Expresson machen zu koénnen, und um zu
untersuchen, inwieweit die stark erhthte Expression im KMN spezifisch fur diesen
Tumortyp ist, wurden quantitative RT-PCR-Experimente durchgefihrt. Dabel wurden
RNAs zweier weiterer KMNs und zweier zusétzlicher WTs in die Untersuchungen mit
einbezogen. Nach Normalisierung der eingesetzten RNA-Mengen Uber die Quantifizierung
der [>Aktin-Expressionsstérke in den Geweben, wurde die cDNA einer quantitativen
Untersuchung hinsichtlich der GLI3-Expression unterzogen. Abbildung 3.47 zeigt das
Autoradiogramm der gelelektrophoretisch (auf einem Polyacrylamidgel) aufgetrennten,
radioaktiven [3-Aktin- (oben) und GLI3-spezifischen PCR-Produkte bei gleicher Menge
eingesetzter cONA as Matrize.
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1 2 3 4 5 6 7 8
— R-Aktin s zyen)
- P GLI3 2 zyken)

Abbildung 3.47: Autoradiogramm gelelektrophoretisch aufgetrennter Produkte radioaktiver RT-
PCR-Reaktionen zur Quantifizierung der relativen Expressionsstérke von GLI3. Im oberen Teil der
Abbildung sind die R-Aktin-spezifischen Produkte gezeigt. Die Probenentnahme erfolgte nach 15
Amplifikationszyklen. In der mit einem ,.“ markierten Spur 7 wurde zur Kontrolle der Methodik die
doppelte Menge (im Vergleich zu den PCR-Reaktionen der anderen Spuren) der Erststrangsynthese in der
PCR eingesetzt (Einzelheiten s. Text). Im unteren Tell der Abbildung ist das Ergebnis einer analog
durchgefiihrten PCR-Reaktion mit GLI3-spezifischen Oligonukleotiden as primer gezeigt (die
Probenentnahme erfolgte hier nach 22 Zyklen). Als template wurden die gleichen cDNA-Mengen derselben
Erststrangsynthesen wie fir R-Aktin eingesetzt (auch hier betrug die cONA-Menge im PCR-Ansatz von Spur
7 das doppelte gegentiber den tibrigen PCR-Reaktionsansdtzen [,,-“]). Die stark erhdhte Expression von GLI3
im KMN146 (Signal in Spur 3) relativ zum adulten (Signal in Spur 1) und auch fetalen Nierengewebe (Spur
2) wird deutlich und bestétigt das Ergebnis der sqRT-PCR (Abb. 3.46). Die verstérkte Transkription in der
Mehrzahl der Tumorgewebe (Spuren 3-5 und 7) im Vergleich zum adulten Nierengewebe ist erkennbar (vgl.
hierzu auch die quantitative Auswertung in Abb. 3.48). In den Spuren wurden RT-PCR-Produkte der
folgenden Gewebe aufgetrennt: Spur 1= adultes Nierengewebe; 2= fetales Nierengewebe; 3= 146KMN; Spur
4= 43WT; Spur 5= 98WT; Spur 6= 105WT; Spur 7= 82KMN; Spur 8= 174KMN.

Die Signalstérken der [-Aktin-spezifischen RT-PCR-Produkte im oberen Teil der
Abbildung zeigen eine gleichméadige Vertellung. Noch immer bestehende, leichte
Unterschiede in den Signalstdrken zwischen den einzelnen [3-Aktin-spezifischen PCR-
Reaktionen wurden durch Berechnung eines Normalisierungsfaktors relativ zur Probe der
fetalen Niere ausgeglichen. Er ergibt sich aus dem Quotienten der ermittelten [3-Aktin-
Bandenintensitét eines jeden Gewebes und der R-Aktin-Bandenintensitét des fetalen
Gewebes. Die Ergebnisse aler folgenden Quantifizierungen wurden mit diesem
Normalisierungsfaktor multipliziert.

In der PCR-Reaktion der in Spur 7 (mit ,+* markiert) aufgetragenen Probe wurde,
verglichen mit den PCR-Reaktionen der tbrigen Spuren, die doppelte Menge an cDNA as
template eingesetzt. Dieses Vorgehen sollte die Tauglichkeit der angewandten Methode fir
die Generierung quantitativer Aussagen Uber die Expressionsverhdtnisse verdeutlichen.
Die Quantifizierung des Signals dieser Spur ergab eine 2,02-fache Intensitét im Vergleich
zum Signal in Spur 2 (bzw. eine 1,99-fache Intensitdt im Vergleich zum Mittelwert der
Signalstérken aller anderen Spuren [Spuren 1-6 und 8]). Diese geringe Abweichung bei
den Quantifizierungsexperimenten (1% bzw. 2%) macht die Aussagekraft der Ergebnisse
aus den Quantifizierungsexperimenten deutlich.

Abbildung 3.48 zeigt die Auswertung der GLI3-Expressionsanalyse. Zur Ermittlung der
Expressionsstarken wurden die Signalintensitéten des im unteren Teil von Abbildung 3.47
gezeigten Experimentes mit einem Phosphoimager bestimmt. In der Abbildung ist die
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relative Expressionsstdrke von GLI3 im Verhdtnis zur Expression in fetalem
Nierengewebe (relative Expression= 1, Gewebe Nr. 2) eingetragen.

relative Expression [U]

Gewebe

Abbildung 3.48: Grafische Darstellung der relativen Expressionsstéarke von GLI3 in den untersuchten
Geweben. Im Diagramm sind die Signalintensitéten der in den entsprechenden Spuren in Abb. 3.47
auftretenden Banden dargestellt. Die Dimension der Y-Achse (relative Expression [U]) gibt dabei die
Intensitét der Bande einer Spur relativ zur Bandenintensitdt von Spur 2 an (entsprechend ist ihr Wert im
Diagramm =1). Da die Bandenintensitét direkt proportional zur Expressionsstérke von GLI3 ist, 183t sich so
die GLI3-Transkription in den untersuchten Geweben direkt vergleichen. Die stark erhdhte Expression in
KMN146 (Spur 3) bestétigt die Ergebnisse der in Abbildung 3.46 gezeigneten sgRT-PCR-Experimente. Vier
der sechs untersuchten Tumorgewebe (KMNs in den Spuren 3 und 7; WTs in den Spuren 4 und 5) zeigen
eine gegeniber adultem Nierengewebe erhdhte GLI3-Expression. Einzelheiten s. Text. Die Nummerierung
der Gewebe entspricht derjenigen fur Abb. 3.47.

Man ekennt die schon im Autoradiogramm sichtbare Vertellung der GLI3-
Expressionsstéarken in den einzelnen Geweben. Im Vergleich zur fetalen Niere ist die
Expression im KMN von Patient 146 (Spur 3) um das 2,7-fache erhoht. Dies entspricht
etwa dem 4,5-fachen Wert der GLI3-Expression in adultem Nierengewebe (Spur 1).
Betrachtet man die beiden anderen KMN-Gewebe (in Spur 7 [KMN82] und Spur 8
[KMN174]), so wird deutlich, dass die GLI3-Expressionstarke nicht mit dem Auftreten
von KMNs direkt korreliert werden kann: Wahrend das KMN von Patient 82 (Spur 7)
ebenfalls eine gegentiber fetalem Gewebe erhthte GLI3-Expression aufweist (1,7-fach),
zeigt KMN 174 (Spur 8) eine verminderte Expression von GLI3 relativ zu fetalem
Nierengewebe (0,7-fach). Diese Expressionsstérke ist vergleichbar der in adultem
Nierengewebe (Spur 1). Auch in den untersuchten WT-Geweben (Gewebe 4-6) zeigt sich
kein einheitliches Bild der GLI3-Transkription: Zwei der Wilmstumorgewebe (WT43
[Spur 4] und WT98 [Spur 5]) zeigen eine leicht erhdhte, eines hingegen (WT2105 [Spur 6])
eine verminderte GLI3-Expression im Vergleich zu fetalem Nierengewebe. Der direkte
Vergleich von Tumorgeweben und adultem Nierengewebe macht deutlich, dass hier in
66% der Félle (in 4 von 6 Tumorgeweben) eine erhohte GLI3-Expression festzustellen ist.
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3.2.7.2 Untersuchungen zur Expression von Mitgliedern der sonic hedgehog (SHH)
Sgnaltransduktionskaskade

Zusammen mit den Proteinen GLI1 und GLI2 bildet GLI3 eine Familie von Zinkfinger-
Transkriptionsfaktoren, die eine groRe Ubereinstimmung in ihrer DNA-Bindungsdoméane
aufweisen (vgl. Kap. 4.3.5). GLI1 wurde 1987 von Kinzler und Mitarbeitern als stark
exprimiertes Gen in einem Glioblastom identifiziert und kloniert. In der Literatur sind
GLI1 und GLI3 as mdgliche Onkogene beschrieben (Ruiz i Altaba, 1999). Funktionell
werden die GLI-Genprodukte in die SHH-Signaltransduktionskaskade als
Transkriptionsfaktoren eingebunden. Die Tatsache, dass Mutationen in anderen Genen
dieser Signaltransduktionskaskade, SMOH und PTCH, as ursachlich fir das
Basalzellkarzinom identifiziert wurden, legt eine Analyse der Expression verschiedener
Gene des SHH-Signaltransduktionswegs in WT-Geweben nah. Zu diesem Zweck wurden
die auf ihre GLI3-Expression untersuchten Gewebe auf die Expressionsstérke der Gene
patched (PTCH), smoothened (SMOH) und insuline-like growth factor 2 (IGF2) (vgl. Abb.
410 in Kap. 4.3.5) untersucht. Abbildung 3.49 zeigt die Autoradiogramme der
gelelektrophoretisch aufgetrennten Produkte quantitativer RT-PCR-Experimente.

S m— . PTCH (22 Zyklen)
n— SMOH (22 Zyklen)

IG F2 (19 Zyklen)

Abbildung 3.49: Autoradiogramme gelelektrophoretisch aufgetrennter Produkte radioaktiver RT-
PCR-Reaktionen zur Quantifizierung der relativen Expressionsstarke von PTCH, SMOH, |GF2. Die
Probenentnahme erfol gte nach der rechts fir die verschiedenen Gene angegebenen Amplifikationszyklen. Als
template fur die radioaktive PCR wurden jeweils gleiche cDNA-Volumina derselben Erststrangsynthese-
Reaktionsansdtze wie fur 3-Aktin und GLI3 verwendet. Die IGF2-Signale (unterer Abbildungsteil) der
Tumorproben sind (bis auf WT105 in Spur 6) deutlich stérker as die Signale fur adultes (Spur 1) und auch
fetales Nierengewebe (Spur 2). Fir die Gene PTCH (oben) und SMOH (Mitte) kann keine
Gewebekorrelation der Expression festgestellt werden. In den Spuren wurden RT-PCR-Produkte der
folgenden Gewebe aufgetrennt: Spur 1= adultes Nierengewebe; 2= fetales Nierengewebe; 3= 146KMN; Spur
4= 43WT; Spur 5= 98WT; Spur 6= 105WT; Spur 7= 82KMN; Spur 8= 174KMN.

Die Quantifizierung der Expression von PTCH, SMOH und IGF2 lieferte die in Abbildung
3.50 dargestellten Ergebnisse.
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Abbildung 3.50: Grafische Darstellung der Expressionsgquantifizierung von PTCH, SMOH und |GF2.
Die Expressionsstérke der verschiedenen Gene in den untersuchten Geweben (relativ zur Expression in
fetalem Nierengewebe; Gewebe Nr. 2) ist gezeigt. Eine gewebespezifische Expressionsstarke der Gene
PTCH und SMOH ist nicht zu beobachten. IGF2 (links unten) hingegen zeigt in 5 von 6 Tumorgeweben eine
2.T. stark erhéhte Expression (bis zu 4-fach [Gewebe 5; 105WT]) im Vergleich zum fetalen Nierengewebe.
Einzelheiten s. Text. Die Nummerierung der Gewebe entspricht derjenigen in Abb. 3.49.

Der Vergleich der Expressionsprofile der untersuchten Gene zeigt keine generelle
Gewebespezifitdt fur die Hoch- oder Herunterregulation. Greift man sich jedoch einzelne
Gewebe/Gene heraus, so finden sich doch evtl. interessante Expressionsverhaltnisse.

So zeigt sich, dass alle Tumorgewebe, die eine dem fetalen Nierengewebe vergleichbare
oder eine starkere GLI3-Expression aufweisen, auch eine deutlich erhohte 1GF2-
Expression (doppelt bis viermal so hoch wie in fetaler Niere) besitzen (Tumorgewebe 3, 4,
5, 8). AulRerdem ist festzustellen, dass in den Geweben, in denen eine nennenswerte
Expression von PTCH oder SMOH nachzuweisen ist (einer der beiden relativen
Expressionswerte >= 0,25; Gewebe 1-5, 8), die Menge an IGF2-mRNA mit dem
Quotienten aus relativer SVIOH-Expression zu relativer PTCH-Expression (SPQ)
korrelierbar ist: Ist dieser Wert grofRer 1 (d.h. SMOH > PTCH; dies gilt fur die Gewebe 3,
4, 5 und 9), so ist auch eine gegentber fetalem Gewebe erhdhte |GF2-Expression zu
beobachten. Dabel zeigen die Gewebe 5 und 9, die einen relativ grofRen SMOH:PTCH-
Quotienten von ca. 6 aufweisen, auch die starkste | GF2-Expression. Gewebe 3 und 4, die
einen nur leicht Uber eins liegenden Wert fir SPQ besitzen, zeigen ebenfals eine
gegentiber fetalem Nierengewebe gesteigerte | GF2-Transkriptmenge, die aber lediglich im
Bereich von Faktor zwei zu finden ist. In adultem Nierengewebe (Gewebe 1) Uberwiegt die

129



3 ERGEBNISSE

relative PTCH-Expression die relative SMMIOH-Expression (SPQ< 1). Dementsprechend ist
IGF2 in adultem Nierengewebe kaum detektierbar.

Prinzipiell zeigt sich, dass ein Vergleich der Genexpressionprofile aller Gewebe schwierig
ist. Eine eindeutige gewebespezifische Vertellung (z.B. WT-Gewebe vs. KMN) der
Expression der untersuchten Gene kann nicht festgestellt werden. Fir einzelne Tumoren ist
es jedoch moglich, anhand bereits aufgeklarter Funktionsbeziehungen von Genprodukten
zueinander (z.B. SMOH und PTCH als direkt interagierende postitive bzw. negative
Mediatoren des SHH-Signaltransduktionsweges,; vgl. Abb. 4.10 in Kap. 4.3.5) deren
Wirkung (z.B. die Aktivierung eines Zielgenes, wie IGF2) zu untersuchen bzw. zu
interpretieren. Eine Diskusson Uber die mdogliche Betelligung des SHH-
Signaltransduktionswegs an der Pathogenese von Nephroblastomen (oder konnataler
mesoblastischer Nephrome) unter Einbeziehung der hier dargestellten Ergebnisse findet
sich in Kapitel 4.3.5.
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4 DiIsKUSSION

Durch zahlreiche molekular- und zytogenetische Analysen wurden in den vergangenen
Jahren verschiedene chromosomale Loci identifiziert, die mit der Wilmstumorgenese
gekoppelt sind. Dabel gelang 1990 die Klonierung des bisher einzigen Wilmstumorgens,
WT1 (Call et al., 1990; Gesdler et al., 1990). Neben diesem in 11p13 lokalisierten und in
Tumorpatienten von Mutationen betroffenen Gen konnten weitere mit der Erkrankung
gekoppelte Chromosomen bzw. chromosomale Regionen ausgemacht werden. Dabel
handelt es sich um die chromosomalen Bereiche 11p15 (WT2), 1p, 19, 39, 49, 59, 7p, 7q,
9, 9q, 11q, 12p, 12q, 16q, 179, 199, 20p (Altura et al., 1996; Mitelman et al., 1997,
Mertens et al., 1997, Little und Wells, 1997; Lobbert et al., 1998; vgl. Kap. 1.2.1). Die
Fulle der betroffenen chromosomalen Loci mit signifikanter Assoziation zum
Nephroblastom legt nah, dass eine rein positionelle Klonierungsstrategie fur die
Identifikation von Wilmstumor Kandidatengenen schwierig zu realisieren ist. Tumorzellen
dieses genetisch wie histologisch heterogenen Malignoms weisen haufig viele
verschiedene chromosomale Aberrationen auf. Aus diesem Grund wurde in der
vorliegenden Dissertation eine Strategie verfolgt, die zunachst die Isolation differenziell
exprimierter Transkripte wahrend der Nierenentwicklung und/oder der Wilmstumorgenese
vorsieht. Ihr Potenzial, al's Kandidatengen zu gelten, wurde im Anschluss durch Zuordnung
zu chromosomalen Bereichen abgeschétzt (adso eine Art ,reverser positioneller
Kandidatengenansatz* oder ,expression candidate approach®). Neben der Identifikation
neuer differenziell exprimierter Gene wurde die transkriptionelle Regulation des WT1-
Gens genauer untersucht. Dabei stand (neben der Etablierung der angewandten Techniken
Gelretardationsanalyse und Reportergenanalyse) die Untersuchung der zelltypspezifischen
Transkriptionsregulation von WT1 in Nierenzelllinien im Vordergrund.

4.1 Untersuchungen zur transkriptionellen Regulation des WT1-Gens

Die transkriptionelle Regulation des WT1-Gens ist von entscheidender Bedeutung fir das
Verstehen - zumindest eines Tells - der Wilmstumorgenese. Als einziges bisher
beschriebenes Kandidatengen fur die Entwicklung eines Nephroblastoms ist seine
transkriptionelle Regulation, aber auch die Identifikation von WT1-Zielgenen, von
besonderem Interesse. So ist zu vermuten, dass WT1-regulierende und WT1-regulierte
Gene fur die normale sowie fur die pathologisch ablaufende Nierenentwicklung wichtig
sind und damit als potenzielle Kandidatengene fir den Wilmstumor angesehen werden
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koénnen (vgl. Kap. 1.2.1 und 1.3). Durch seine Assoziation mit verschiedenen Leukamien
wird WT1 mittlerweile auch als prognostischer Marker in hamatologischen Erkrankungen
verwendet (Inoue et al., 1994; Tamaki et al., 1999; vgl. Kap. 1.3.1).

Die 5'-regulatorische Region des murinen Wt1-Gens wurde 1991 erstmals beschrieben
(Pelletier et al., 1991). Dies geschah im Rahmen der Expressionsanalysen von Wt1 im
murinen Urogenitalsystem. Die Promotorsequenz ist GC-reich und weist keine der
klassischen TATA- oder CAAT-Boxen auf, die in der 5'-regulatorischen Region der
Mehrzahl der bekannten Gene gefunden wird. Stattdessen wurden mehrere
Konsensuselemente fir die Bindung von SP-Faktoren identifiziert, fir die neben einer
Rolle bei der Transaktivierung auch eine funktionelle Bedeutung fir die Positionierung des
Transkriptionsinitiationskomplexes an TATA-losen Promotoren demonstriert wurde
(Blake et al., 1990). Neben der generellen Stimulierbarkeit des Promotors durch SP1
(Hofmann et al., 1993) wurde von Cohen und Mitarbeitern (1997) die besondere
Wichtigkeit einer CTC-Sequenzwiederholung im Bereich —72 bis —64 des WT1-Promotors
fur die Stimulation durch SP1 demonstriert.

Zahlreiche Untersuchungen zur gewebe- und entwicklungsspezifischen Expression haben
dazu beigetragen, die transkriptionelle Regulation von WT1 aufzukléren. Durch
Transfektionsanalysen konnten sowohl neue cis-Elemente a's auch neue in trans wirkende
Faktoren identifiziert werden, die an der komplexen Transkriptionsregulation mitwirken.
So konnten ein stromabwaérts des WT1-Genlokus lokalisierter enhancer (Fraizer et al.,
1994) und ein in Intron drel gelegener enhancer identifiziert werden (Zhang et al., 1997).
Beide fir die transkriptionelle Regulation von WT1 wichtigen Regionen werden fir die
spezifische Expression in hdmatopoetischen Zellen verantwortlich gemacht, wofir auch
das Vorliegen von Bindungsstellen fur die Transkriptionsfaktoren GATA-1 und c-Myb
(Transkriptionsfaktoren, die eine Rolle in der Hamatopoese spielen; Pevny et al., 1995;
Shen-Ong, G. L. C., 1990) spricht.

Uber die WT1-Expression wahrend der Entwicklung des Urogenitalsystems konnten
wichtige Befunde beziglich der transkriptionellen Regulation von WT1 aus
Promotoranalysen gewonnen werden. So wurde nachgewiesen, dass der Promotor vom
Genprodukt selbst gebunden werden kann und dass diese Bindung zu einer Repression des
WT1-Promotors fihrt (Autoregulation der WT1-Expression). Dieser negative
Ruckkopplungsmechanismus wird u.a. fur die Herunterregulation der WT1-Expression im
differenzierten Nephron verantwortlich gemacht (Rupprecht et al., 1994).
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Desweiteren sind die entwicklungsspezifisch exprimierten Mitglieder der paired box-
Transkriptionsfaktorfamilie PAX-2 und PAX-8 as Regulatoren der WT1-Transkription
beschrieben (Dehbi et al., 1996; Dehbi und Pelletier, 1996). Zusammen mit Ergebnissen
aus vergleichenden Analysen der Expression von PAX-2, PAX-8 und WT1 wéahrend der
Nierenentwicklung und in Wilmstumoren (Eccles et al., 1995) wurde ein Modell
entwickelt, nach dem PAX-2 und PAX-8 die WT1-Expression beim Mesenchym-Epithel-
Ubergang des metanephrischen Blastems induzieren. Wahrend WT1 in den Zellen der
charakteristischen S- und kommaférmigen Strukturen PAX-2 wieder herunterreguliert,
scheint in diesem Stadium PAX-8 auschlaggebend fur die Aufrechterhaltung der WT1-
Expression zu sein. Die zeitlich spatere Herunterregulation der WT1-Expression in den
Zellen der reifen Glomeruli ist — nach diesem Modell - auf eine abnehmende PAX-8
Expression zurtckzufihren, so dass in dieser Phase die Repression der eigenen
Transkription durch WT1 selbst dominiert (vgl. Abb. 4.1).

Pax-8
-~
\
® Wil />©
.
Pax-2 ®/ / @
<
undifferenziertes  kondensierendes o . . .
Mesenchym Mesenchym Vesikularisierung ~ S-formige Kérperchen  reife Glomeruli

Abbildung 4.1: Zeitliches Expressionsprofil der Proteine Pax-2, Pax-8 und Wt1l wahrend der
M etanephr ogenese (nach Dehbi und Pelletier, 1996). Die Expressionsstérke des jeweiligen Proteins wird
durch die Stérke des entsprechenden Striches symbolisiert. Pfeile markieren die Wirkungen der Proteine auf
die Transkription des jeweiligen Zielgens (+:= transkriptionelle Aktivierung; -:= transkriptionelle
Repression). Die Phasen der Nierenentwicklung, in denen die jeweilige Expression beobachtet werden kann,
sind am unteren Bildrand angedeutet (Einzel heiten s. Text).

Neben diesen Transkriptionsfaktoren gibt es Daten zur Regulation von WT1 durch das
NFkB-Genprodukt (es aktiviert den WT1-Promotor; Dehbi et al., 1998) und einen
weiteren, nicht ndher charakterisierten Faktor (der vermutlich als Transaktivator wirkt;
Discenzaet al., 1997).

Interessanterweise Uberlappen viele Bindungsstellen der as kritisch fur die WT1-

Regulation beschriebenen Transkriptionsfaktoren mit Bindungsstellen fur SP-Proteine
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(Dynan und Tjian, 1983; Kadonaga et al., 1987; Hagen et al., 1992; Kingsley und Winoto,
1992). Dieser Uberlappung mit den entsprechenden Faktorbindungsstellen konnte zum Teil
eine funktionelle Relevanz fur die WT1-Expressionsregulation zugewiesen werden
(Discenza et al., 1997). Die Regulation verschiedener Promotoren durch eine
synergistische Wirkung von SP1 mit zahlreichen anderen Transkriptionsfaktoren wurde
bereits beschrieben (Perkins et al., 1993 in Dehbi 1998; Lin et al., 1996; Karlseder et al.,
1996; Mukhopadhyay et al., 1997).

Der Frage der Regulierbarkeit des WT1-Promotors durch SP-Faktoren wurde in der
vorliegenden Dissertation durch Kotransfektionsexperimente  von ~ WT1-
Promotorkonstrukten und SP-Expressionsplasmiden nachgegangen (vgl. Kap. 3.1.2, Abb.
3.8). Dabei konnte festgestellt werden, dass SP1 die Transkription am WT1-Promotor stark
stimuliert (zwischen 4,3-fach und 12,8-fach; Abb. 3.8). Diese Beobachtung deckt sich mit
den zuvor gemachten Befunden anderer Arbeitsgruppen (Hofmann et al., 1993 und Cohen
et al.,, 1997). Die Frage, inwieweit SP3, ein anderes Familienmitglied der SP-
Proteinfamilie mit reprimierenden Eigenschaften (Hagen et al., 1994; De Luca et al.,
1996), den WT1-Promotor beeinflusst, wurde durch Kotransfektionsstudien der gleichen
Promotorkonstrukte mit einem SP3-Expressionsplasmid angegangen. Hier zeigte sich, dass
SP3 die transkriptionelle Aktivitét der verwendeten Promotorkonstrukte nicht bzw. kaum
beinflusst (transkriptionelle Stimulation zwischen 1,1- und 1,5-fach [vgl. Abb. 3.8] bei
nachgewiesener Bindung von SP3 an entsprechende Konsensuselemente des WT1-
Promotors [vgl. Kap. 3.1.1]). In weiterfUhrenden Experimenten konnte erstmals
demonstriert werden, dass SP3 in der Lage ist, die SP1-vermittelte Aktivierung des WT1-
Promotors zu reprimieren (SP3-bedingte Reduktion der SP1-vermittelten Stimulation des
WT1-Promotors um 75%; vgl. Abb. 3.9 in Kap. 3.1.2). Diese Ergebnisse sind im Einklang
mit den ebenfadls im Rahmen der vorliegenden Dissertation durchgefihrten
Bindungsanalysen von SP1 und SP3 (vgl. Kap. 3.1.1). Hier konnte eine eindeutige
Korrelation zwischen SP1- und SP3-Bindungsaktivitdt in Kernextrakten von WT1-
exprimierenden und nicht-exprimierenden Zelllinien festgestellt werden (vgl. Abb. 3.5 in
Kap. 3.1.1): Kernextrakte von 293-Zellen (sie exprimieren WT1) enthalten bei
vergleichbarer SP1-Bindungsaktivitét deutlich weniger SP3-Bindungsaktivitét as
Kernextrakte von WCCS1-Zellen (sie exprimieren kein WT1). Zusammengenommen sind
die vergleichenden Untersuchungen der SP1- und SP3-Rolle am WT1-Promotor von

funktioneller Bedeutung, legen sie doch die Vermutung nah, dass das Mengenverhéltnis
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von SP1 und SP3 entscheidend fur die transkriptionelle Aktivitét des WT1-Promotors ist.
Fur die epitheliale Differenzierung konnte in anderen experimentellen Systemen gezeigt
werden, dass das SP1:SP3-Mengenverhdltnis charakteristischen Verdnderungen
unterworfen ist, was wiederum funktionelle Konsequenzen fur SP-Faktor regulierte
Promotoren hat, so z. B. fur den E6-Promotor des humanen Papillomvirus 16 (HPV16).
Fur dessen Expression wird angenommen, dass die Aktivierung der HPV-Transkription in
den differenzierten Epithelzellen der Oesophagusschleimhaut auf das hohe SP1:SP3-
Mengenverhdltnis in diesen Zellen zurtickzufihren ist (Apt et al., 1996). Dieses Verhalten,
das einen funktionellen Antagonismus von SP1 (transkriptionelle Aktivierung von
Zielgenen) und SP3 (transkriptionelle Repression von Zielgenen) widerspiegelt, wird auf
die Kompetition zwischen den beiden Familienmitgliedern SP1 und SP3 zurlckgefihrt
(Hagen et al., 1994; Dennig et al., 1995, 1996). Inwieweit der SP1-SP3-Antagonismus
funktionell fir die WT1-Expression im Rahmen der Nierenentwicklung eine Rolle spielt,
muss noch naher untersucht werden. Die Quantifizierung der SP1- und SP3-
Bindungsaktivitdt in Proteinextrakten prapariert aus fetalem und adultem Nierengewebe
konnte néhere Aufschltisse Uber die Relevanz der ermittelten Ergebnisse geben.

Neben der dlen fir die SP-Faktoren aufgezeigten Bedeutung fur die
Transkriptionskontrolle des WT1-Promotors sind auch weiterfihrende Experimente
bezliglich einer Kooperativitdt von SP-Faktoren und bereits beschriebenen WT1-
Regulatoren (s.0.) denkbar. Da SP1 in verschiedenen Experimenten zuvor trotz seiner
ubiquitéaren Expression eine wichtige Funktion bei der signalinduzierbaren und bel der
zellzyklusspezifischen Transkriptionskontrolle nachgewiesen werden konnte (Robbins et
al., 1990; Datto et al., 1995; Nakano et al., 1997; Li et al., 1995; Lin et al., 1996), sind
Experimente, die einer solchen Fragestellung bezlglich der WT1-Expressionsregulation
nachgehen, sinnvoll. Erste Voruntersuchungen wurden im Rahmen der beschriebenen
Promotionsarbeit bereits durchgefihrt. So wurde der Einflul3 von TGF31 auf die Aktivitat
des WT1-Promotors in transient transfizierten 293-Zellen untersucht (Daten nicht gezeigt).
Da Mitglieder der TGF(-Familie als wichtige Signamolekile bei Prozessen der
Metanephrogenese identifiziert wurden (Vukicevic et al., 1996), erschien ein solcher
Versuchsansatz sinnvoll, es konnten alerdings keine Effekte von TGF31 auf die WT1-
Promotoraktivitét unter den gewdahlten Bedingungen festgestellt werden.

Im Rahmen der in Kapitel 3.1.1 beschriebenen Gelretardationsanal ysen konnte eine neue,
bisher noch nicht identifizierte SP1/SP3-Bindungsstelle identifiziert werden, die eine
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GT-Box-dhnliche Nukleotidsequenz aufweist (vgl. Abb. 3.1 und 3.3 in Kap. 3.1.1).
Vergleichbare Promotorelemente wurden in verschiedenen Promotoren (z.B. von cMYC
und cFOS) gefunden, die einer transkriptionellen Regulation durch das
Retinoblastomprotein  (pRB) unterliegen (man bezeichnet sie daher auch als
retinoblastoma control element, RCE; Robbins et al., 1990; Pietenpol et al., 1990). Den
RCEs dieser Promotoren wird die Vermittlung einer zelltypabhéngigen Aktivierung oder
Repression der nachgeschalteten Proteine zugeschrieben (Kim et al., 1991). Neben RB
erkennen und binden die Proteine SP1 und SP3 die RCE-Sequenzen (Udvadia et al., 1992,
1993, 1995). Dabei kommt es zu einem as , Superaktivierung” bezeichneten Phanomen,
das die transkriptionelle Stimulation der SP-Faktor-vermittelten Transaktivierung durch
RB beschreibt (Chen et al., 1994; Kim et al., 1992; Udvadia et al., 1993). Da der WT1-
Promotor eine starke Regulation durch SP-Faktoren erféhrt (s.0.) wurde in der
vorliegenden Arbeit der Frage nachgegangen, inwieweit auch die WT1-Expression durch
RB reguliert ist. Ein funktioneller Zusammenhang zwischen WT1 und dem
Retinoblastomgenprodukt wére von besonderem Interesse, da Struktur und Funktion von
RB gut untersucht sind und konkrete Wirkmechanismen fir RB in der Tumorgenese
beschrieben wurden (Ubersichtsartikel: Weinberg, 1995; Hanahan und Weinberg, 2000).
Um eine mogliche Regulation von WT1 durch RB zu untersuchen, wurden
Reportergenanalysen am WT1-Promotor bel gleichzeitiger Kotransfektion von SP1-
und/oder RB-Expressionsplasmiden in WCCS1-Zellen durchgefuhrt (vgl. Kap. 3.1.2). Sie
zeigten eine starke synergistische Aktivierung der Luciferaseaktivitat durch SP1 und RB
(ca. 6-fache Stimulation der Promotoraktivitdat durch SP1 und RB gegeniber einer 1,8-
bzw. 1,6-fachen Stimulation bei Kotransfektion gleicher Mengen von SP1 bzw. RB alein;
vgl. Abb. 3.10 in Kap. 3.1.2). Allerdings wurde der gleiche Effekt auch am Luciferase-
Reportergenvektor ohne WT1-Promotorsequenzen beobachtet. Daher kann en
promotorspezifischer Effekt ausgeschlossen werden. Zusammen mit der Beobachtung, dass
die mit SP1 und RB kotransfizierten Zellen sehr stark proliferierten, sprechen die Daten
eher fUr einen globalen Effekt auf die transfizierten Zellen. Dieser Effekt kénnte von der
Stimulation der endogenen RB-regulierten Protoonkogene cFOS und cMYC herriihren
(Robbins et al., 1990; Pietenpol et al., 1990). In den Originalpublikationen ist ein solcher
globaler Effekt auf die Proliferation der transfizierten Zellen alerdings nicht beschrieben.
Damit wére es sicherlich interessant zu untersuchen, inwieweit die beobachtete Induktion
der zelluléren Proliferation spezifisch fur die verwendete WT-Zelllinie WCCSL it.

Die zelltypspezifische Aktivierung des WT1-Promotors wurde durch komparative
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Reportergenanaysen der angefertigten Deletionsreithe des WT1-Promotors (vgl. Abb. 3.6
in Kap. 3.1.2) in WT1-exprimierenden (293-Zellen) und nicht-exprimierenden Zellen
(WCCS1-Zéllen) untersucht. Innerhalb dieser Experimente konnte nachgewiesen werden,
dass die Deletion von WT1-Promotorsequenzen stromaufwarts der Xbal-Schnittstelle zu
einer reproduzierbar auftretenden Verstdrkung der Promotoraktivitdt in  beiden
untersuchten Zellinien fohrt (vgl. Abb. 3.7 in Kap. 3.1.2). Dabei war die signifikante
Steigerung der Promotoraktivitét in den WT1-exprimierenden 293-Zellen bei Deletion der
Nukleotide zwischen nt —660 (Pvul-Fragment) und nt -511 (Xbal-Fragment) zu
beobachten. Im Gegensatz dazu verlief die Steigerung zur maximalen Promotoraktivitét in
der WCCS1-Zdllinie Uber zwel Aktivitdtsstufen: Eine den 293-Zellen vergleichbare
Aktivitét wurde bel Deletion der Promotorsequenzen zwischen der Xhol- (-1,8 kbp) und
der Sacl-Schnittstelle (-1,1 kbp) erreicht. Der zweite Promotoraktivitdtssprung erfolgte,
wie auch in den 293-Zellen, nach Deletion der Sequenzen zwischen der Pvul- und der
Xbal-Schnittstelle. Grinde fir die beobachteten Luciferaseaktivitétssteigerungen bel
Deletion von Promotorsequenzen konnen Bindungsstellen reprimierend wirkender
Transkriptionsfaktoren in den entsprechenden Regionen sein. Da diese Effekte
reproduzierbar auftraten und auch in den Publikationen anderer Arbeitgruppen gefunden
werden (Campbell et al., 1994; Dehbi und Pelletier, 1996; Dehbi et al., 1996), stellt sich
die Frage, inwieweit Repressoren der WT1-Transkription, die diese Abschnitte des WT1-
Promotors binden, in den verschiedenen Zelllinien zu finden sind. Die durch Transfektion
in WCCS1-Zdllen ermittelten Daten sprechen fur zwel relevante Bereiche des WT1-
Promotors, die eine Repression vermitteln kénnen. In Abbildung 4.2 sind die Ergebnisse

der angesprochenen komparativen Promotoraktivitétsanal ysen schematisch dargestellt.

WIT1 WT1
2400} : k3 k2 L {+186

Pstl Xhol sacl Pvul  Xbal EaglPvull  Pstl

Abbildung 4.2: Schematische Darstellung des WT1-Promotors (Deletionsreithe) und
Aktivitatsverteilung. Der WT1-Promotor ist as horizontale schwarze Linie dargestellt. Die
Restriktionsschnittstellen, die zur Generierung der Deletionsreihe des WT1-Promotors verwendet wurden,
sind eingezeichnet. Pfeile markieren die Transkriptionsstarts von WT1 und dem in antisense-Orientierung
transkribierten Gen WIT1 (Positionen aus Campbell et al., 1994). Die Promotorsequenzen stromaufwarts der
Xbal-Schnittstelle, die bei  Transfektion in Nierenzelllinien offensichtlich inhibitorisch auf die
Promotoraktivitdt wirken, sind rot dargestellt. Die unterschiedlich ausgepragte reprimierende Aktivitét dieser
Sequenzen in den verschiedenen Zelllinien (293-Zellen bzw. WCCS1-Zellen) ist durch die Farbabstufung
angedeutet. Einzelheiten s. Text.
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Eine aternative Interpretation der geschilderten Kotransfektionsexperimente in den
Z€llinien wird durch die Einbeziehung der antisense-Transkription, die am WT1-Promotor
von verschiedenen Arbeitsgruppen untersucht und beschrieben wurde, erméglicht (Huang
et al., 1990; Hofmann et al., 1993; Campbell et al., 1994; Eccles et al., 1994; Hewitt et al.,
1996). So konnte gezeigt werden, dass Telle des WT1-Promotors bidirektional wirken und
vermutlich die Transkription eines a's WIT-1 bezeichneten Gens (centromerwarts von WT1
innerhalb von 1kb lokalisiert; Transkriptionsrichtung Tel - Cen, d.h. in antisense-
Orientierung zum WT1-Gen; vgl. Abb. 4.2) regulieren. Eine gekoppelte Regulation von
WT1 auf transkriptioneller (bidirektional wirksamer Promotor) wie auch auf
trandationeller Basis (Uberlappende antisense-Transkripte im Bereich von WT1 Exon 1)
durch WIT-1 wird diskutiert (Eccles et al., 1994; Campbell et al., 1994). Diese Effekte sind
als Ursache fir die schwachere Aktivitét der langen WT1-Promotorkonstrukte denkbar. Die
stufenweise Deletion des 5'-Bereichs konnte dabei sukzessive zum Wegfall von selektiv
fur die WIT-1-Transkriptionskontrolle verantwortlichen Transkriptionsfaktorbindungs-
stellen flhren, was sich dann in einer verstarkten Transkription in WT1-Richtung (Cen -
Tel; in den Versuchen in Kapitel 3.1.2 gemessen als Luciferaseaktivitéat) ausdriicken
wurde. Verschiedene Transkriptionsinitiationsstellen von WIT-1 sind beschrieben, wobei
eine davon genau in die relevante Region des WT1-Promotors zwischen die Pvul- und die
Xbal-Schnittstelle kartiert wurden (vgl. Campbell et al., 1994, darin Abb. 1 A; Abb. 4.2).

4.2 Differential display als M ethode zur Unter suchung
differenzieller Genaktivitat

Mit der Beendigung des internationalen Humangenomprojekts (HGP) wird eine
physikalische Karte des Humangenoms mit der genauen Lokalisation und Struktur seiner
ca. 80.000 bis 100.000 Gene angefertigt werden kénnen. Uberlappend mit dieser Phase der
»Strukturellen Genomik®, die die komplette Sequenzierung der menschlichen DNA
verfolgt, tritt mehr und mehr die funktionelle Analyse der codierten Gene (,,funktionelle
Genomik“) bzw. ihrer Genprodukte (,Proteomik“) in den Vordergrund des
wissenschaftlichen (und kommerziellen) Interesses (zur Einordnung der Begriffe
»funktionelle Genomik® und ,strukturelle Genomik®: Hieter und Boguski, 1997). Die
Basis solch funktioneller Analysen ist sicherlich die Aufklérung der zeitlichen (z.B. der
entwicklungsspezifischen) und réumlichen (z.B. der gewebespezifischen) Expression der
im Rahmen des HGP identifizierten Gene (Strachan et al., 1997). Neben Erkenntnissen
Uber die physiologische Funktion der codierten Genprodukte kann die komparative
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Untersuchung von Genexpressionsmustern auch Aufschluss Gber die Ursachen
pathol ogischer Prozesse bel genetisch bedingten Erkrankungen, wie z.B. Krebs, liefern. Im
Rahmen der vorliegenden Dissertation wurde die menschliche Nierenentwicklung in ihrer
normal und ener aberrant verlaufenden Form, dem Wilmstumor, hinsichtlich
differenzieller Genexpressionsprozesse untersucht. Die dazu verwendete Methodik des
differential display wird im folgenden kurz vorgestellt, mit anderen Methoden zur
differenziellen Expressionsanalyse verglichen und ihre Vor- und Nachteile diskutiert.

Die von Liang und Pardee (1992) entwickelte Methode, die ausfihrlich in Kapitel 2.9
beschrieben ist, basiert auf dem Vergleich reprasentativer cDNA-Fragmentgemische
verschiedener RNA-Populationen auf denaturierenden Polyacrylamidgelen. Die cDNA-
Fragmentgemische werden dabel durch aufeinanderfolgende Schritte von reverser
Transkription (RT) und PCR generiert, wobei die Verwendung radioaktiv markierter
Desoxynukleotide den Vergleich der entstehenden Bandenmuster im Anschluld an die
Polyacrylamidgel el ektrophorese und Autoradiografie erméglicht. Durch die Verwendung
verankerter Oligo-dT-Oligonukleotide in der RT-Reaktion und zusétzlich willkurlich
gewdhiter Dekamer-Oligonukleotide als primer wird die Gesamtheit der untersuchten
RNAs in Subpopulationen unterteilt, was zu einer Uberschaubaren Anzahl von cDNA-
Banden auf den Autoradiografien fuhrt. Der Isolation, Reamplifikation und Subklonierung
der as differenziell exprimiert eingestuften cDNA-Fragmente folgt im Anschluss ihre
strukturelle wie funktionelle Charakterisierung (z.B. durch Sequenzierung, Vergleich mit
Eintrégen der offentlichen Sequenzdatenbanken, etc.). Die Methode fihrte bereits haufig
erfolgreich zur Klonierung von Genen, die an unterschiedlichsten biologischen Prozessen
beteiligt sind. Als Beispiele fur die erfolgreiche Anwendung der Technik seien hier, neben
den in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Genen (u.a. TM7SF1; Spangenberg et al.,
1998), die Gene PTI-1 (ein mit Prostatakarzinom assoziiertes Onkogen; Shen et al., 1997),
Smad6 und Smad7 (zwel Mitglieder der MAD-Familie, die in Endothelzellen exprimiert
sind; Topper et al., 1997), sowie HK2 (ein Kinesin-dhnliches Protein; Debernardi et al.,
1997) genannt.

Andere Methoden, die der Identifikation differenziell exprimierter Gene dienen, sind die
EST-Sequenzierung, die Klonierung nach subtraktiver Hybridisierung von mRNA-
Populationen, die SAGE (serial analysis of gene expression)-Technik und die cDNA-
Microarray-Hybridisierung (eine ausfuhrliche Beschreibung der Methoden inklusive der
Gegenuberstellung von Vor- und Nachteilen findet sich in Carulli et al., 1998).

Das Konzept der EST-Sequenzierung wurde erstmals 1991 beschrieben (Adams et al.,
1991). Es basiert auf der Generierung gewebespezifischer cDNA-Bibliotheken und der
einzelstrangigen Sequenzierung einer moglichst grofden Anzahl von cDNA-Klonen. Dies
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liefert eine durchschnittlich 300 Nukleotide umfassende Sequenzinformation fir jeden
analysierten Klon, die jewells ein entsprechendes Transkript der fur die Herstellung der
cDNA-Bibliothek verwendeten RNA-Population as EST (expressed sequence tag)
représentiert. Anhand der Frequenz, mit der solche ESTs in den verschiedenen cDNA-
Bibliotheken vorkommen, kann so eine Aussage Uber die regulierte Expression in den
untersuchten Geweben getroffen werden.

Die Methode der Subtraktionshybridisierung bedient sich der selektiven Anreicherung von
Transkripten, die nur in einer von zwei zu untersuchenden RNA-Populationen vorhanden
sind. Dabei 16st die Einfuhrung von PCR-Techniken zur spezifischen Amplifikation
solcher Transkripte im Rahmen der representational difference analysis-Technik oder der
suppression subtractive hybridization-Methode das der klassischen subtraktiven
Hybridisierung innewohnende Problem der bendtigten grof3en RNA-Mengen.

Die von Velculescu und Mitarbeitern (1995) entwickelte SAGE-Technik basiert auf der
Generierung von Bibliotheken kurzer Sequenzabschnitte aus dem 3'-Bereich von mRNAS
(sogenannte tags). Durch Konkatemerisierung und Klonierung in Plasmiden kdnnen mit
relativ geringem Sequenzieraufwand eine grof3e Zahl dieser tags analysiert werden. Da ein
tag ein Transkript der untersuchten RNA-Population reprasentiert, entspricht die relative
Haufigkeit eines tags innerhalb einer SAGE-Bibliothek der Expressionsstérke des ihm
zugrundeliegenden  Transkriptes. Durch  Vergleich der  tag-Zusammensetzung
unterschiedlicher SAGE-Bibliotheken kénnen Aussagen Uber das Vorliegen differenziell
exprimierter Transkripte gemacht werden.

Bei der cDNA-Microarray-Hybridisierung werden eine grof3e Anzahl bekannter cDNAS
(oder Oligonukleotide) auf einem Tragermaterial (z.B. Glas) immobilisiert und im
Anschluss mit komplexen cDNA-Sonden verschiedener RNA-Populationen hybridisiert.
Die quantitative Auswertung der Hybridisierungssignale ermoglicht die Identifikation
differenziell in den untersuchten RNAs auftretender Transkripte, sofern sie in der Gruppe
der immobilisierten cDNAs enthalten sind.

Wie aus den Beschreibungen deutlich wird unterscheiden sich alle Methoden zur Isolation
differenziell exprimierter Sequenzen in einem Punkt grundlegend von der Technik des
differential display: Sie alle bieten innerhalb eines Experimentes lediglich die Moglichkeit,
bis zu zwei RNA-Populationen miteinander zu vergleichen, wahrend im Rahmen eines
differential display-Projektes mehrere RNA-Populationen gleichzeitig miteinander
verglichen werden koénnen (EST-Projekte liefern gar nur einen Uberblick Uber den
Expressionsstatus einer  RNA-Population und erst der Vergleich der Ergebnisse
verschiedener EST-Projekte miteinander ermoglicht die Identifikation differenziell
exprimierter Transkripte). Dieser grundlegende Unterschied war entscheidend fir die
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Auswahl dieser Methode zur vergleichenden Expressionsanalyse im Rahmen der
vorliegenden Arbeit. Die Mdglichkeit, mehrere verschiedene RNA -Popul ationen und damit
mehrere Normalnieren- und Nephroblastomgewebe paralel zu vergleichen, ist besonders
entscheidend fur den Erfolg der vorgestellten Strategie. Bei der direkten Isolation von
RNA aus Gewebeproben ist prinzipiell von einer Heterogenitét des Gewebes hinsichtlich
seiner histologischen Zusammensetzung auszugehen, die sich auf die Reprasentanz
verschiedener Transkripte in den verschiedenen RNAs auswirken wird. Methoden, die
lediglich zwel Gewebe miteinander vergleichen, kdnnen also nicht zwischen der
differenziellen Genexpression bedingt durch die regionale Herkunft der Gewebeprobe und
der differenziellen Genexpression bedingt durch entwicklungsspezifische oder relevante
pathologische Prozesse diskriminieren. Eine solche Selektivitat kann natirlich auch nicht
zu 100% mit der differential display-Methode gewéhrleistet werden. Allerdings l&sst sie,
durch den direkten Vergleich mehrerer Proben, ein gewisses Mal3 an ,, Normalisierung” zu,
insbesondere wenn bevorzugt solche cDNA-Fragmente isoliert und weiter bearbeitet
werden, die spezifische Expressionsmuster zeigen (vgl. Kap. 3.2.2). Neben diesem
entscheidenden Vorteil fur die Beantwortung der der Arbeit zugrundeliegenden
Fragestellungen zeichnet sich die Methode weiterhin dadurch aus, dass sowohl
experimenteller Aufwand als auch Anforderungen an die Laborausstattung gegentiber der
Mehrzahl der erwéhnten Methoden (insbesondere der cDNA-Microarray-Hybridisierung
und der SAGE-Technik) relativ gering ist. Ferner kann aufgrund der hohen Sensitivitét der
Methode jeweils von geringen RNA-Mengen ausgegangen werden, was vor dem
Hintergrund von begrenzt zur Verfigung stehendem Tumor- und fetalem Nierengewebe
einen essenziellen Vorteil gegentiber den Ubrigen Methoden darstellt.

Die hohe Sengitivitdt der Methode geht einher mit einem grof3en Nachteil, der Generierung
falsch positiver Signae (d.h. das differenzielle Auftreten von Banden in der
Autoradiografie, die aber nicht differenziell exprimierten Transkripten entsprechen). Zur
Minimierung dieser falsch positiven Signale wurden verschiedene ,,V orsichtsmal3nahmen*
vorgeschlagen, die weitgehend bel der Etablierung der Methode im Labor beriicksichtigt
wurden (Liang et al., 1993, 1994; Liang und Pardee, 1992, 1995). So wurde die RNA
prinzipiell mittels DNase I-Verdau von genomischer DNA-Kontamination befreit und das
Vorliegen DNA-freier RNA durch eine PCR mit auf genomischer DNA amplifizierenden
primern bestétigt (Liang et al., 1993; Liang und Pardee, 1995). Zusétzlich wurde fir jedes
der untersuchten Gewebe pro Primerkombination eine Negativkontrolle (d.h. PCR auf
einer nicht revers transkribierten RNA-Probe; vgl. Kap. 2.9.1) angefertigt. Obwohl Banden
in den Negativkontrollen nicht zwangsl aufig auf eine DNA-K ontamination zuriickzufthren
sind (Mou et al., 1994) wurden Banden der Positivkontrollen, die in identischer Hohe mit

141



4 DISKUSSION

Banden in den Negativkontrollen waren, generell nicht berlicksichtigt. Eine weitere
Steigerung der Spezifitdt zur Vermeidung der Isolation falsch positiver cONA-Fragmente
wurde erreicht, indem pro zu untersuchender RNA-Population zwei reverse
Transkriptionsreaktionen durchgefiihrt wurden, die im Anschluss der radioaktiven PCR
unterzogen wurden (vgl. Kap. 2.9.1; Liang et al., 1993). In der Regel wurde eine
gleichméaldige Intensitét der Banden in den Duplikatansétzen beobachtet. Banden mit
gleicher Laufeigenschaft im Gel aber stark unterschiedlicher Intensitdt wurden fir weitere
Analysen nicht beriicksichtigt. Da gezeigt werden konnte, dass die Spezifitét der DNA-
Amplifikation im PCR-Schritt des differential display mit abnehmender Menge
eingesetzter RNA und eingesetzten dNTPs steigt (Liang und Pardee, 1992), wurde im
Rahmen eines Optimierungsversuchs zu Beginn der Arbeit die minima maogliche Menge
von RNA und dNTPs, die noch zu einer sinnvollen Anzahl von cDNA-Banden fihrt,
ermittelt (Daten nicht abgebildet). Mit 500ng Gesamtzell-RNA im RT-Ansatz und einer
Nukleotidkonzentration von 2uM in der radioaktiven PCR wurden in den eigentlichen
Experimenten Mengen eingesetzt, die im unteren Bereich der von den Autoren
vorgeschlagenen Werte (2ug bis 20ng Gesamtzel-RNA, 2uM dNTP-Konzentration) liegen
und damit eine moglichst hohe Spezifitdt der Methodik gewdahrleisten. Neben diesen
technischen Kriterien wurde der Vortell der differential display-Methode, mehrere Gewebe
(bzw. deren RNA-Populationen) zu vergleichen (s.0.), fur die Auswahl von cDNA-
Fragmenten ausgenutzt, indem vornehmlich die Isolation von Fragmenten mit spezifischen
Expressionsmustern in Korrelation zum untersuchten Gewebetyp (d.h. die Isolation von
Banden mit verstérkter oder ausschliefdlicher Expression in mehreren Tumorgeweben oder
mehreren Normalnierengeweben; vgl. Kap. 3.2.2) betricben wurde. Eine solche
Vorgehensweise ermdglicht schon im Autoradiogramm die Detektion solcher cDNA-
Fragmente, deren differenzielle Amplifikation durch leicht unterschiedliche
Reaktionsbedingungen in den einzelnen Ansédtzen hervorgerufen wird.

Trotz der genannten Methoden zur Vermeidung falsch positiver Signale innerhalb der
initialen differential display-Experimente ist mit dem Auftreten solcher Signale zu
rechnen. Daraus ergibt sich zwangslaufig, dass eine Verifikation der als differenziell
exprimiert isolierten cODNA-Fragmente (bzw. der zugrundeliegenden Gene) erfolgen muf3.
Die konventionelle Methode dafiir ist nach wie vor die Northern blot-Hybridisierung, fir
deren Durchfuihrung jedoch eine relativ grof’e RNA-Menge (10-20ug Gesamtzell-RNA;
vgl. Kap. 2.7.4) benttigt wird. Ferner ist eine mehrfache Hybridisierung solcher blots mit
radioaktiv markierten cDNA-Sonden trotz standiger Verbesserung der Qualitéat der im blot
eingesetzten Membranen (Sambrook et al., 1989; Kenneth et al., 1990) limitiert, so dass
nach mehrfacher Verwendung einer Membran keine Hybridisierungssignale mehr zu
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erwarten sind. Die Bestdtigung der differenziellen Genexpression mittels Northern-
Hybridisierung erfolgte fur die cONA-Fragmente 1AAL (das im Rahmen der vorliegenden
Arbeit zur Isolation und Charakterisierung des Gens TM7SF1 fihrte; vgl. Spangenberg et
al., 1998; Kap. 3.2.4), FE7AL (das als Teil des TCF2-Gens identifiziert und im Rahmen
der vorliegenden Dissertation weiter charakterisiert wurde; vgl. Zabel et al., 1998; Kap.
3.2.5) und 146TU10A1 (das als cDNA-Fragment des GLI3-Gens identifiziert und weiter
charakterisiert wurde; Kap. 3.2.7).

Vor dem Hintergrund der grof3en Menge isolierter cDNA-Fragmente und der Tatsache,
dass nur begrenzte Mengen an Tumormaterial und fetalem Nierengewebe (und damit auch
die entsprechenden RNAS) fur die Analysen zur Verfigung standen, konnte die Mehrzahl
der Fragmente nicht mit dieser Methode verifiziert werden. Aus diesem Grund wurden als
Alternativen die Methode der reverse Northern-Hybridisierung (vgl. Kap. 2.7.5) und die
Methode der semiquantitativen RT-PCR (vgl. Kap. 2.5.2) angewendet, die bereits
erfolgreich zur Bestdtigung differenziell exprimierter Transkripte verwendet wurden
(Zhang et al., 1996, 1997; Martin et al., 1998; Nordqvist und Tohonen, 1997).

Fir die reverse Northern-Hybridisierung konnte ein experimentelles Protokoll entwickelt
werden, dass die gleichzeitige Untersuchung vieler cDNA-Fragmente mit relativ wenig
RNA (30 ug je untersuchtem Gewebe) erlaubt. Insgesamt wurden 73 klonierte cDNA-
Fragmente, die im Zuge der vergleichenden Genexpressionsuntersuchungen von adultem
und fetalem Nierengewebe, sowie spater zusdtzlich mit RNA aus einer Primérzelllinie
ohne funktionelles WT1-Protein (WT128; Lobbert et al., 1998) isolierten worden waren,
mit dieser Technik untersucht (Projektteil A in Abb. 3.12 in Kap. 3.2.2). Dabel konnte die
differenzielle Expression von 4 cDNA-Fragmenten (1AAl, FE3C3, FE4G1, Z5C4; vgl.
Kap. 3.2.3) bestétigt werden. Dies entspricht einem Anteil von 5,5% an der Gesamtzahl der
innerhalb dieses Projektteils klonierten cDNA-Fragmente.

Mit Hilfe der Technik der semiquantitativen RT-PCR (sgRT-PCR) wurden die im Rahmen
der vergleichenden Genexpressionsuntersuchungen von adultem, fetalem und tumorésem
Nierengewebe isolierten cDNA-Fragmente analysiert (Projektteil B in Abb. 3.12 in Kap.
3.2.2). Dies betraf 19 cDNA-Fragmente, die aus der Gruppe von insgesamt 34 klonierten
und sequenzierten cDNA-Fragmenten aufgrund ihrer Homologie zu bekannten Genen bzw.
zu exprimierten Sequenzen oder aber aufgrund ihres Expressionsmusters fur die weiteren
Analysen ausgewdahlt wurden. Von diesen konnten mittels sgRT-PCR-Experimente 13
cDNA-Fragmente als differenziell exprimiert bestdtigt werden (vgl. Kap. 3.2.3). Dies
entspricht einem Anteil von ca. 38% an der Gruppe der innerhalb dieses Projektteiles der
differential display-Untersuchungen klonierten cDNA-Fragmente.

Beim Vergleich der Anteile der mit den zwe verschiedenen Methoden verifizierten
cDNA-Fragmente an der jeweiligen Gesamtmenge der bearbeiteten Fragmente fallt der mit

143



4 DISKUSSION

38% deutlich hohere Wert bei der sgRT-PCR gegentiber der reverse Northern-Technik
(5,5%) auf. Er ist ua dadurch zu begrinden, dass die sgRT-PCR aufgrund der
Amplifikation, eine deutlich sensitivere Methode darstellt. Innerhalb der reverse Northern-
Hybridisierung konnten sicherlich schwach exprimierte Transkripte nicht untersucht
werden, was auch durch die beobachtete hohe Zahl von cDNA-Fragmenten mit niedriger
Signalintensitdt in beiden Hybridisierungsansédtzen deutlich wurde (Daten nicht
abgebildet). Ferner ist zu berlicksichtigen, dass die mit sgQRT-PCR bestétigten cDNA-
Fragmente innerhalb vergleichender Genexpressionsuntersuchungen an acht Geweben
(drei adulte Nierengewebe, ein fetales Nierengewebe und vier Tumorgewebe; vgl. Kap.
3.2.2) isoliert wurden. Teile der oben diskutierten Punkte fur die Erkennung falsch
positiver Signale durch Vergleich mehrerer Reaktionen konnten in diesen Experimenten
angewendet werden, wahrend dies in den adultes und fetales Nierengewebe vergleichenden
Experimenten nicht mdglich war. Diese Erkenntnis macht deutlich, dass der grundlegende
Vortell der differential display-Technik gegeniber den dbrigen Methoden zur
vergleichenden Genexpressionsanalyse, namlich die parallele Anayse vider Gewebe
innerhalb eines Experiments (s.0.), unbedingt ausgenutzt werden sollte.

Die Entscheidung, welche der oben beschriebenen Methoden zur Identifikation
differenziell exprimierter Gene angewendet wird, ist somit stark von der Art der
untersuchten Fragestellung abhéngig: Soll, wie im vorliegenden Fall, der
Genexpressionsstatus mehrerer (heterogener) Gewebe verglichen werden, so ist der Einsatz
der differential display-Methode sicherlich indiziert. Ein Vergleich der Genexpression z.B.
von nur zwei RNA-Populationen (isoliert aus zwei Zelllinien oder zwel Geweben) ist, v.a.
vor dem Hintergrund des auch im Rahmen der vorliegenden Arbeit beobachteten relativ
grofRen Anteils falsch positiver cDNA-Fragmente (90 von 107 oder 84%), mit anderen
Methoden vermutlich effizienter auszufiihren. In der Zukunft wird sich die cDNA-
Microarray-Hybridisierung als Hochdurchsatzmethode fir die Erstellung von
Expressionsprofilen  auch  for  vergleichende  Fragestellungen  durchsetzen
(Ubersichtsartikel: Greenfield, 2000). Dies auch insbesondere deswegen, weil zur Zeit
vorhandene Nachteile, wie z.B. ihre Sensitivitdt oder die maximale Klondichte pro
»CDNA-Chip“ mehr und mehr in den Hintergrund treten.

4.3 Mittelsdifferential display identifizierte Geneund cDNASs
Mit Hilfe des in der vorliegenden Dissertation verfolgten Ansatzes zur Identifikation
differenziell wahrend der Nierenentwicklung und/oder der Wilmstumorgenese exprimierter
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cDNA-Sequenzen konnten insgesamt 17 cDNA-Fragmente isoliert und als differenziell
exprimiert bestétigt werden (vgl. Kap. 3.2.3 und 4.2). Die doppelstrangige Sequenzierung
und anschlielfende Datenbankanalyse lieferte Ergebnisse Uber das Vorhandensein
identischer Sequenzen in einer der 6ffentlich zuganglichen Datenbanken (vgl. hierzu Tab.
3.1linKap. 3.2.3).

Neben cDNA-Fragmenten, die Telle bereits bekannter Gene reprasentieren, wurden auch
cDNA-Fragmente isoliert, fir die zwar homologe Sequenzen in der nicht-redundanten
Gendatenbank oder der EST-Datenbank existieren, die funktionell aber nicht naher
charakterisiert sind. Ein Teil dieser cDNA-Fragmente konnte durch die Uberlappung mit
EST-Klonen zu verschiedenen EST-Gruppen zugeordnet werden (sog. unigene cluster)
(vgl. Tab. 3.1 in Kap. 3.2.3). Ferner wurden cDNA-Fragmente (FE7A6, FE10A3,
105N6A1, 146TUBGA2, 151TUGC?2) isoliert, zu deren Sequenz keinerlel homologe Eintrége
in einer der Datenbanken zu finden waren (vgl. Tab. 3.1 in Kap. 3.2.3). Bei diesen cDNA-
Fragmenten handelt es sich vermutlich um Telle neuer, bisher noch nicht im Rahmen der
grof3en EST-Projekte identifizierter Transkripte.

Bis auf eine cDNA konnten alle in Tab. 3.1 aufgefiihrten Fragmente einem humanen
Chromosom zugeordnet werden. Anhand signifikanter Homologien zu Eintragen in der
htgs- (htgs:= high throughput genomic sequence; diese Datenbank enthadlt vorab
vertffentlichte Eintrage unvollstandig sequenzierter humangenomischer Sequenzen), der
nicht redundanten - oder der unigene Datenbank konnte die experimentell ermittelte
Lokalisation einiger Fragmente verfeinert und spezifiziert werden. Mit einer Lokalisation
auf Chromosom 1 (FE7A5, FE7A6, 105N10C2, 146TU6A2), Chromosom 4 (FE7A3; mit
Hilfe des STS WI-15717 lokalisiert in 4026 [GB4-Karte] bzw. 4931.1-31.2 [G3-Karte])
bzw. Chromosom 12 (151TU6C2; mit Hilfe des STS 12-RM96 lokalisiert in 12g13-15)
konnte diesen Fragmenten die Lage auf einem in Wilmstumor signifikant von
Aberrationen betroffenen Chromosom zugeordnet werden (vgl. Kap. 1.2.1).

Fur zwei der in Tabelle 3.1 aufgeftihrten cDNA-Fragmente (FE7A3 und FE7A5), die keine
signifikanten Homologien zu funktionell charakterisierten Genen besitzen, konnte die
bekannte Sequenzinformation anhand ihrer Homologie zu Sequenzen in der Datenbank so
weit verlangert werden, dass Homologievergleiche und Strukturanalysen auf Proteine
durchgefuihrt werden konnten. Eine kurze Darstellung dieser Ergebnisse (die Uber die
zusammenfassende Darstellung in Tabelle 3.1 hinausgehen) findet sich im Rahmen der
Diskussion im folgenden Kapitel (4.3.1).

Da die cDNA-Fragmente 1AA1 (TM7SF1), FE7AL (TCF2), 151WT6A1 (CDT151) und
146TU10A1L (GLI3) im Rahmen der experimentellen Arbeiten genauer charakterisiert und
im Hinblick auf ihre Rolle in der Nierenentwicklung und Wilmstumorgenese néher
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untersucht wurden, findet sich eine gesonderte Diskussion der erhaltenen Ergebnisse in den
Kapiteln 4.3.2-5.

4.3.1 Homologievergleiche der Fragmente FE7A3 und FE7A5

Fur die Fragmente FE7A3 und FE7A5 konnten durch die Homologievergleiche
Uberlappungen mit EST- bzw. cDNA-Klonen identifiziert werden, die ihre Zuordnung zu
unigene EST-Gruppen ermdglichte (vgl. Tab. 3.1). Die daraus resultierenden Erkenntnisse
Uber eine mogliche Funktion der den Fragmenten zugrundeliegenden Gene bzw. der
entsprechenden Proteine werden im folgenden kurz aufgezeigt und diskutiert.

Aufgrund der Datenbanksuchen konnte das cDNA-Fragment FE7A3 eindeutig als Teil
eines 4554 Nukleotide umfassenden Datenbankeintrages in der nicht redundanten
Sequenzdatenbank identifiziert werden (Zugangsnummer ABO037821: Homo sapiens
MRNA des KIAA1400 Protein, partielle cDNA). Dabei befindet sich das im differential
display isolierte cDNA-Fragment im putativen 5°-UTR der Datenbank-cDNA (Position
132 bis 389; Daten nicht abgebildet). Laut Annotation wurde die KIAA1400-cDNA im
Rahmen einer Charakterisierung von im Gehirn exprimierten cDNA-Klonen isoliert und
charakterisiert (Nagase et al., 2000). Die Sequenzanal yse des Datenbankeintrages zeigt das
Vorliegen eines langen ORF mit stromaufwérts gelegenem in frame-Stopcodon (Daten
nicht abgebildet). Seine Trandation fuhrt zu einem putativen Protein mit 1040
Aminosduren. Die in silico-Strukturanalyse mit verschiedenen Programmen zur
Identifikation bekannter Proteinmotive, Transmembrandoménen, posttranslationaler
Modifikationsstellen ergab, dass es sich bel KIAA1400 vermutlich um ein Mitglied der
Cadherin-Proteinfamilie handelt. Dafur spricht das Vorliegen von sechs Cadherin-
Sequenzwiederholungen (eine Konsensussequenz fir Cadherin-Sequenzwiederholungen ist
in der PROSITE-Datenbank unter der Zugriffsnummer PS00232 abgelegt) in der
aminoterminalen Hélfte des putativen Proteins, die charakteristisch fir Mitglieder dieser
Proteinfamilie sind (identifiziert mit dem SMART-Programm [Schultz et al., 1998; Schultz
et al., 2000]). Zusétzlich befindet sich gemal? dieser Strukturvorhersagen carboxyterminal
der Cadherin-repeats eine Transmembrandoméane (Aminosduren 716-736), der ein
(vermutlich) zytoplasmatischer Anteil des Proteins von ca. 300 Aminosduren folgt.
Abbildung 4.3 zeigt schematisch die vorausgesagte Struktur des aus dem identifizierten
ORF abgeleiteten Proteins.
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1 ™ 1040
HN— CA1 H CA2 H CA3 H CA4 H{ CA5 H CA6 —~ COOH

34-120 144-248 272-356 380-461 485-572 603-686 716-736

Abbildung 4.3: Schematische Darstellung des aus FE7A3 abgeleiteten putativen Proteins. Die 1040
Aminosduren des ORF sind als horizontale schwarze Linie dargestellt. Extrazellulér gelegene Cadherin-
Sequenzwiederholungen (CA 1-6) sind als hellgraue Rechtecke dargestellt (ihre Aminosdurepositionen
finden sich jeweils unterhalb der Doméne). Die vorhergesagte Transmembrandoméne (TM an Position 716
bis 736) ist as dunkelgraues Rechteck gezeigt. Ein Signalpeptid (Aminosduren 1 bis 15) ist nicht gesondert
markiert.

Die Identifikation eines zur Cadherinfamilie zugehorigen Gens in der vorliegenden Arbeit
ist ein interessanter Befund. Mitglieder dieser Proteinfamilie sind verantwortlich fir die
selektive Kalzium-abhangige Zell-Zell-Adhasion (Ubersichtsartikel: Takeichi 1990). Die
Signaltransduktion Uber Cadherine spielt eine wichtige Rolle bel der Kontrolle der
zelluldren Proliferation und Differenzierung. Insbesondere bel der Tumorprogression, so
z.B. be der Invason und Metastasierung in umliegende Gewebe, die sequenzielle
Veranderungen der adhasiven Eigenschaften von Tumorzellen voraussetzt, verandert sich
das Expressionsmuster von Cadherinen und anderen Komponenten der Zelladh&sion
(Ubersichtsartikel: Glukhova et al., 1995). So korreliert z.B. die fehlende oder sehr
schwache Expression von E-Cadherin (epitheliales Cadherin) in Tumorzelllinien mit ihrer
Fahigkeit zum invasiven Wachstum und zur Metastasierung (Takeichi 1993; Birchmeier
und Behrens, 1994). Zusdtzlich konnte dem E-Cadherin (und auch anderen
Zelladhdsionsmolekillen) eine wichtige Funktion bel der Epithelialisierung des
metanephrischen Mesenchyms wahrend der Nierenentwicklung zugewiesen werden
(Ekblom et al., 1986; Klein et al., 1988). Die Tatsache, dass E-Cadherin von WT1 direkt
reguliert wird (Hosono et al., 2000) demonstriert die vermutlich mitentscheidende Rolle
dieses Zelladhésionsproteins bel der normaen  Nierenentwicklung und  der
Wilmstumorgenese. In Wilmstumoren, wie auch in Karzinomen von Gebarmutterhals,
Prostata, Brust, Leberzellen und Dickdarm konnte fir E-Cadherin ein Verlust der
Heterozygotie (LOH) nachgewiesen werden (Maw et al., 1992; Tsuda et al., 1990; Sato et
al., 1990). Fur einige dieser Tumortypen wurden Punktmutationen im proteincodierenden
Bereich von E-Cadherin beschrieben (Becker et al., 1994; Oda et al., 1994; Risinger et al.,
1994; Pierceall et al., 1995; Jankowski et al., 1997), so dass das E-Cadheringen als
Tumorsuppressorgen klassifiziert wird.

E-Cadherin gehort zu den klassischen Cadherinen, die durch finf extrazelluldre Cadherin-
Sequenzwiederholungen und einen hochkonservierten zytoplasmatischen
Carboxylterminus charakterisiert sind. lhre zytoplasmatische Doméane interagiert mit dem
Protoonkogen [3-Catenin, das die Cadherinmolekile Gber a-Catenin mit dem Zytoskelett
verbindet (Aberle et al., 1996; vgl. Abb. 4.4). Neben den klassischen Cadherinen werden
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Protocadherine und sog. cadherin-related neuronal receptor-Proteine (CNR) zur Cadherin-
Proteinfamilie gezéhlt (Kohmura et al., 1998). Diese Proteine besitzen sechs bis sieben
extrazelluldre Cadherin-Sequenzwiederholungen und zeigen nicht den konservierten
zytoplasmatischen Carboxylterminus klassischer Cadherine. Fir die CNRs ist eine
spezifische Wechselwirkung mit der zytoplasmatischen Proteinkinase FYN beschrieben
(Kohmura et al., 1998; vgl. Abb. 4.4). Interaktionspartner der zytoplasmatischen Doméane
der Protocadherine sind bisher noch nicht bekannt. Unterschiede zwischen den Gruppen
der Cadherinfamilienmitgliedern finden sich auch in der genomischen Organisation der
verschiedenen Gene. So werden die einzelnen extrazelluldren Cadherindoménen
klassischer Cadherine in verschiedenen Exons codiert, wéhrend Protocadheringene ein
Exon besitzen, das die gesamte codierende Region aller Cadherindomanen beinhaltet
(Strehl et al., 1998; Wu und Maniatis, 1999). Abbildung 4.4 zeigt die verschiedenen
Strukturmerkmale von Mitgliedern der Cadherin-Proteinfamilie, sowie (falls bekannt)
deren Interaktionspartner.

Abb. 4.4: Mitglieder der Cadherin-Proteinfamilie.
Klassische Cadherine (ganz links), z.B. E-Cadherin,
interagieren Uber die zytoplasmatischen Proteine a- und [3-
catenin mit dem Zytoskelett. Fir CNRs (Mitte) wurde
beschrieben, dass sie mit ihrer zytoplasmatischen
Proteinanteilen mit der Proteinkinase Fyn (ein Mitglied der
Src-Proteinkinasefamilie) interagieren. Hingegen sind bislang
keine zytoplasmati schen Interaktionspartner fur Mitglieder der
Protocadherin-Subfamilie (rechts) beschrieben. Man beachte
die unterschiedliche Zahl extrazelluldrer Cadherin-Doménen
(CDs) von Mitgliedern der jeweiligen Subfamilie. Die
zwischen den  Subfamilien  ebenfalls  variierenden
zytoplasmatischen Proteinanteile sind durch verschiedene
Formen angedeutet.

1
-cat |
a-cat

Die Anwesenheit von sechs Cadherin-Sequenzwiederholungen in der aminoterminalen
Halfte des putativen Proteins (vgl. Abb. 4.3) und das Fehlen signifikanter Homologien der
zytoplasmatischen Doméne zu den klassischen Cadherinen (Daten nicht gezeigt) macht
deutlich, dass das FE7A3-Fragment wahrscheinlich Tell eines Protocadheringens ist. Eine
solche Einordnung wird durch das Vorliegen einer durchgangigen Sequenzidentitét im fur
den extrazelluléaren Bereich des Proteins codierenden cDNA-Abschnitt von KIAA1400
unterstiitzt (Daten nicht abgebildet). Kirzlich konnte eine grof3e Zahl humaner CNRs als
Gengruppe auf Chromosom 5 (Bande 5g31) kartiert werden (Wu und Maniatis, 1999). Im
Rahmen dieser Arbeiten wurde deutlich, dass die codierten Proteine unterschiedliche
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aminoterminale, extrazelluldre Cadherindomdnen und konstante zytoplasmatische
Carboxyltermini  besitzen. Eine solche Organisation verwandter Gene mit
unterschiedlichen adhésiven Eigenschaften (vermittelt durch die verschiedenen Cadherin-
Sequenzwiederholungen) bei dhnlicher Signatransduktion ins Zytoplasma (vermittelt
durch die identischen zytoplasmatischen Proteinanteile) legt ihre koordinierte Expression
im Zuge der Entwicklung nah. Inwieweit das dem cDNA-Fragment FE7A3
zugrundeliegende Gen ebenfalls Bestandtell einer solch grofien Gruppe von Genen auf
Chromosom 4 ist, kann erst nach vollstéandiger Sequenzierung von PAC-Klonen aus dieser
genomischen Region im Zuge des Humangenomproj ekts beurteilt werden.

Die verringerte Expression in Tumorgewebe (vgl. Abbildung 3.14 in Kapitel 3.2.3), die
Lokalisation auf dem langen Arm von Chromosom 4 (s.0) in einer Region, die in
verschiedenen Wilmstumoren mit familidrem Hintergrund als deletiert beschrieben wurde
(Altura et al., 1996), sowie die signifikante Homologie zu Mitgliedern der Cadherin-
Proteinfamilie macht FE7A3 bzw. das korrespondierende Genprodukt zu einem
exzellenten Kandidaten fur die Wilmstumorgenese. Ein weiterer interessanter Aspekt, der
die Relevanz von FE7AS3 fur die Wilmstumorgenese verdeutlicht, ist die im Rahmen der
vorliegenden Dissertation gemachte Beobachtung, dass FE7A3 vermutlich von WT1
induziert wird (Daten nicht abgebildet). Die daraus ableitbare transkriptionelle Regulation
von FE7A3 durch WT1 wird gestiitzt von der Beobachtung, dass keine FE7A3-Transkripte
in der Wilmstumorzelllinie WT128 (Ldbbert et al., 1998) detektiert werden kbnnen, die
endogen kein funktionelles WT1 exprimiert (vgl. Abbildung 3.14 in Kap. 3.2.3).

Die mit der Nukleotidsequenz des cDNA-Fragments FE7A5 durchgefuhrten
Homologiesuchen fuhrten zur Identifikation einer Gruppe von ESTs, die als unigene
cluster Hs. 155575 in der unigene-Datenbank abgelegt sind (vgl. Tab. 3.1 in Kap. 3.2.3).
Mittels Homologievergleichen mit Eintrégen der EST-Datenbank konnte gezeigt werden,
dass das FE7A5-Fragment Uber einen Bereich von 77 Nukleotiden identisch mit der
Sequenz verschiedener ESTs innerhalb dieser Gruppe ist (Daten nicht abgebildet). Wie die
Abbildung 4.5 erkennen lasst, zeigen die Mitglieder dieses unigene-clusters signifikante
Homologien (auf  Proteinebene) zu verschiedenen  Zinkfinger-Genprodukten
unterschiedlicher Spezies.
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Hs.155575 Homo sapiens
ESTs, Weakly similar to zinc finger protein 3 [H.sapiens]

SELECTED MODEL ORGANISM PROTEIN SIMILARITIES

H. sapiens: P1D:g4894364 - zinc finger protein 3
51 % /63 aa
M. musculus: SP:Q07230 - ZINC FINGER PROTEIN ZFP-29
50 % / 63 aa
R. norvegicus SP:Q02975 — RENAL TRANSCRIPTION FACTOR KID-1
41 % /96 aa
D. melanogaster: PID:g4104683 - zinc finger motif protein
35% /63 aa

Abbildung 4.5: Ausschnitt ausder Annotation zum unigene-Datenbankeintrag Hs. 155575.

Besonders hervorzuheben ist hier die Homologie zum Zinkfingerprotein der Ratte, KID-1.
Dabel handelt es sich um ein Protein, dessen mMRNA vorherrschend in Nierengewebe
exprimiert wird (Witzgall et al., 1993). Fur dieses Gen konnte gezeigt werden, dass seine
Expression im Zuge der Nierenentwicklung stimuliert wird. Das aus dem ORF abgeleitete
Protein beinhaltet 13 Cys,-His,-Zinkfinger im Carboxyterminalen Bereich und eine KRAB
A- und eine KRAB B-Domaéne (Krueppel-associated box) im aminoterminalen Bereich
(Witzgall et al., 1994). Die nierenentwicklungsspezifische Expression und initiade
funktionelle Charakterisierungen ergaben fir das KID-1-Protein eine mogliche Rolle bei
der Nierenzelldifferenzierung und/oder bei der Regulation der Proliferation wahrend der
Nierenentwicklung (Witzgall et al., 1993). Inwieweit es sich beim FE7A5 cDNA-Fragment
um den Tell eines ebenfalls nierenentwicklungsspezifisch exprimierten Gens handelt, muss
noch geklért werden. Es ist jedoch klar, dass FE7A5 nicht Teil des zu KID-1 homologen
Gens beim Menschen darstellt, da dieses Gen (TCF17) bereits 1997 beschrieben wurde
(Omori et al., 1997). Mit seiner Lokalisation in 5g35.3 ist TCF17 in einer chromosomalen
Bande lokalisiert, die mit Nierenzellkarzinomen in Verbindung gebracht wurde (Omori et
al., 1997).

Die verstérkte Expression von FE7AS in fetalen Geweben (und Tumorgewebe; vgl. Kap.
3.2.3) zusammen mit seiner Lokalisation auf Chromosom 1 im Humangenom legt die
welterfuhrende Charakterisierung des zugrundeliegenden Gens nah. Vor dem Hintergrund,
dass die Vermehrung von Material des langen Arms von Chromosom 1 eine der haufigsten
chromosomalen Aberrationen in Wilmstumoren ist (Mertens et al., 1997), wird ein die
zellulére Proliferation stimulierendes Protoonkogen dort vermutet. Inwiefern es sich bei
der FE7A5-cDNA um einen Teil dieses postulierten Protoonkogens handeln konnte, kann
nicht abschlief3end beantwortet werden. Die Homologie zu Proteinen, die Uber ihre
Zinkfingerdomdne DNA binden und evtl. als Transkriptionsfaktor (im Fale von KID-1
sogar a's nierenentwicklungsspezifischer Transkriptionsfaktor) wirken kénnen, rechtfertigt
unbedingt weiterfihrende Charakterisierungen von FE7AS.
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432 TM7SF1

Innerhalb der vorliegenden Dissertation wurden grof3e Teile des humanen Gens TM7SF1
charakterisiert, das im differential display aufgrund seiner verstérkten Expression in
adultem Nierengewebe isoliert worden war (vgl. Kap. 3.2.4 und Spangenberg et al., 1998).
Neben der Identifikation und Charakterisierung aternativer Spleil3formen von TM7S-1,
die bei Trandation zu den Proteinen TM7SF1-L (L fdr long), TM7SF1-1 (I far
intermediate) und TM7SF1-S (S fur short) fuhren (vgl. Abb. 3.16 in Kap. 3.2.4.1), wurde
auch das murine Homologe, Tm7sf1, in der vorliegenden Arbeit kloniert (vgl. Kap. 3.2.4.5)
und mit dem humanen Gen verglichen (vgl. Kap. 3.2.4.6 und Diskussion weiter unten in
diesem Kapitel).

Strukturanalysen des aus dem langsten identifizierten ORF der humanen cDNA
abgeleiteten Proteins zeigen die Présenz sieben helikaler Transmembrandoméanen
(HTMDs). Diese wurden aufgrund verschiedener Strukturvorhersageprogramme
identifiziert, die unterschiedliche Algorithmen/Kriterien zur Identifikation helikaler
Transmembrandomanen (HTMDs) in Aminosduresequenzen anwenden. Neben dem
Programm DAS (Cserzo et al., 1994), das die in Abbildung 3.20 (Kap. 3.2.4.3) gezeigten
Ergebnisse zur Lokalisation der Transmembrandomanen liefert, wurden die Programme
MOMENT, TOPPRED2 (von Heijne, 1992), PHDhtm, PSA (Stultz et al., 1993; White et
al., 1994) und PSORT (Nakai und Kanehisa, 1992; Klein et al. 1985) zur Strukturanalyse
von TM7SF1 verwendet. All diese Programme lokalisieren die HTMDs in den Bereich von
TM7SF1 zwischen Aminosaureposition 40 und 313 mit marginalen Unterschieden
hinsichtlich ihrer Lange und ihrer Position. Zusammen mit der Tatsache, dass solche
Strukturvorhersageprogramme statistisch rund 90-95% der HTMDs korrekt voraussagen
(von Heljne, 1992), zeigen die konsistenten Vorhersagen, dass TM7SF1 mit alergrof3ter
Wahrscheinlichkeit sieben solcher HTMDs innerhalb der proteincodierenden Region
aufweist. Abbildung 4.6 zeigt das aus den Vorhersagen abgeleitete Strukturmodell fur
TM7SFL.
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H2N Abbildung 4.6: Schematische Darstellung der TM7SF1-
Struktur (Modell). TM7SF1 ads Protein der Zellmembran mit
ExT Seben helikalen Transmembrandomanen (graue Rechtecke). Der
Aminoterminus (H,N) des Proteins wird als extrazelluldr gelegen
(EXT), der Carboxyterminus (COOH) als intrazelluldr gelegen
(INT) vorhergesagt. Schwarze Vierecke symbolisieren potenzielle
N-gekoppelte  Glykosylierungsstellen ~ (Asn26). Putative
v INT  Phosphorylierungsstellen fir Tyrosinkinasen (Y; Tyrl54), und
4 Serin/Threoninkinasen (Proteinkinase C, Ser334, schwarzer Kreis;
Casein Kinase 2, Ser348/Thr385/Ser389, offene Kreise) sind
hervorgehoben. Der in der I-Verson von TM7SF1 fehlende
COOH zytoplasmatische Aminoterminus des Proteins ist grau dargestel|t.

Das Vorliegen sieben helikaler Transmembrandoménen ist ein charakteristisches
Strukturmerkmal G Protein-gekoppelter Rezeptoren (GPCRs; Ubersichtsartikel: Strader et
al., 1994), so dass TM7SF1 moglicherweise zu dieser Proteinfamilie gezdhlt werden kann.
Nach extrazelluldrer Ligandenbindung tibertragen GPCRs Signale vom AufReren der Zelle
ins Zytoplasma. Dabel kommt es zu ligandenabhangigen Interaktionen mit trimeren
Guaninnukleotid-bindenden Proteinen (G Proteinen). Nach Bindung des spezifischen
Liganden und einer daraus resultierenden Konformationsdnderung der GPCRs fihren
Wechselwirkungen mit G Proteinen auf der zytoplasmatischen Seite der Plasmamembran
zum Austausch gebundenen Guanosindiphosphats (GDP) gegen das entsprechende
Triphosphat (GTP) und zur Dissoziation des trimeren G Proteins in die monomere a-
Untereinheit (sie bindet das GTP) und ein Dimer aus den Py-Untereinheiten. Die
dissoziierten G Protein-Untereinheiten sind es schliedlich, die durch ihre
Wechselwirkungen mit membranstandigen Effektorproteinen (zu ihnen gehdren
lonenkanale fir K und Ca’™, Adenylatzyklase, Guanylatzyklase, Phospholipase C und A2)
die zdluléare Konzentration von second messenger-Molekilen veréndern und damit die
Zellantwort auf das gegebene Signal vermitteln (vgl. Abb. 4.7; Ubersichtsartikel tber die
Signaltransduktion via GPCRs und heterotrimere G Proteine: Strader et al., 1994; Neer,
1995; Bourne, 1997).
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Abbildung 4.7: Funktionsprinzip G Protein-gekoppelter Rezeptoren. Ein GPCR ist schematisch als zick-
zack-Linie mit sieben Membrandurchgéngen durch die Plasmamembran (doppelte horizontale Linie)
dargestellt. Bei Abwesenheit eines extrazelluldren Signals (linke Halfte der Abbildung) liegt das G-Protein
als Heterotrimer, bestehend aus a-, B-, und y-Untereinheit, vor. Dabei bindet die a-Untereinheit GDP. Der
rechte Teil der Abbildung zeigt schematisch die Vorgénge bei der Transduktion externer Signale ins
Zytoplasma. Die Bindung des Liganden an den GPCR (1) fuhrt durch Konformationsénderung intrazellulérer
Anteile des Rezeptors dazu, dass das GDP der a-Untereinheit gegen GTP ausgetauscht wird. Es kommt zur
Dissoziation des G Proteins, wobei die a-Untereinheit (mit gebundenem GTP) und das By-Heterodimer
funktionelle Einheiten bilden (2). Sowohl a-(3a), als auch By-Untereinheit (3b) werden dadurch in die Lage
versetzt, mit membransténdigen Effektorproteinen (z.B. lonenkandle, Adenylatzyklase, Guanylatzyklase,
Phospholipase C) zu interagieren. Abhangig von der Art der interagierenden G Protein-Untereinheit kommt
es zur Aktivierung oder Inaktivierung des Effektorproteins, was zur Verdnderung der intrazelluldren
Konzentration sog. 2™ messenger-Molekille (z.B. Ca’-lonen, cAMP, cGMP, Inositoltriphosphat,
Diacylglycerol) fuhrt (4). Sie ihrerseits bewirken die Steuernung zellulérer Prozesse entweder direkt oder
tber die Beeinflussung der Aktivitat von 2™ messenger-Kinasen (z.B. Proteinkinase C, Proteinkinase A). Die
Abschaltung dieser Kaskade erfolgt entweder durch Wegfall des exogenen Signals und/oder durch die
Aktivitdt von gspeziellen G Protein-gekoppelten Rezeptorkinasen (GRKs; s.u.), die durch die
Phosphorylierung des Rezeptorproteins die Wechselwirkung zwischen Rezeptor und G Protein unterbinden
(5). In beiden Fallen kommt es durch die GTPase-Aktivitét der a-Untereinheit zur Hydrolyse von GTP und
nachfolgend zur Bildung des inaktiven Heterotrimers aus a- (mit gebundenem GTP), [3- und y-Untereinheit
(Zustand links).

Verschiedene weitere Strukturmerkmale sprechen fur eine Funktion von TM7SF1 as
GPCR. So befindet sich im extrazelluldr gelegenen Aminoterminus des Proteins eine
Aminosaureabfolge, die der Konsensussequenz fir die N-gekoppelte Glykosylierung
entspricht (N*DS; vgl. Abb. 4.6). Eine solche posttransationale Modifikation durch
Asparagin-gekoppelte Glykosylierung ist in allen bisher identifizierten GPCRs
nachgewiesen worden. Zusédtzlich finden sich Konsensussequenzen fur die
Phosphorylierung von Serin- und Threoninresten im intrazelluléren Carboxylterminus von
TM7SF1-L. Fir andere Mitglieder der GPCR-Proteinamilie konnte gezeigt werden, dass
die Phosphorylierung durch Ser/Thr-Proteinkinasen, wie z.B. Proteinkinase A und C und
durch spezifische GPCR-Kinasen (GRKs), funktionell von Bedeutung fur die Modulation
der Signallibertragung durch GPCRs ist (Ubersichtsartikel: Lefkowitz, 1993). Die durch
GRK's phosphorylierten Serin- und Threoninreste liegen dabei (wie auch diein TM7SF1-L
identifizierten putativen Phosphorylierungsstellen; vgl. Abb. 4.6) haufig im
carboxyterminalen, zytoplasmatischen Bereich der jewelligen GPCRs und sind vermehrt
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von sauren Aminosauren umgeben (Haga et al., 1994). Die Folge der Phosphorylierung
von GPCRs durch die entsprechenden Proteinkinasen ist die Attenuation oder Inhibition
der Signallbertragung. Gegenwaértig wird davon ausgegangen, dass die Phosphorylierung
zytoplasmatischer Rezeptorbereiche die Bindung weiterer Proteine an den Rezeptor zur
Folge hat, was dann vermutlich in einer sterischen Behinderung der Interaktion von GPCR
und G Protein fuhrt (Lefkowitz, 1993). Fir den 3 adrenergen Rezeptor (BAR, ein GPCR)
wurde nach Phosphorylierung durch die BAR-Kinasel (BARK1, eine GRK) die Bindung
eines B-Arrestin Molekils nachgewiesen, das fur die Attenuation der rezeptorvermittelten
Signaltransduktion verantwortlich ist (Lohse et al., 1990, 1992). Da es sich be den
verantwortlichen Proteinkinasen z.T. selbst um second messenger-regulierte Kinasen
handelt, stellt diese Art der Regulation einen negativen Rickkopplungsmechanismus dar.
Sie verhindert eine Uberschielfende zelluldre Reaktion auf einen exogenen Stimulus und ist
fur den generell bei GPCR-abhangigen Signaltransduktionssystemen auftretenden Effekt
der Adaption (auch als Toleranz bezeichnet) verantwortlich (Lefkowitz, 1993).

Fur TM7SF1 konnte in der vorliegenden Dissertation gezeigt werden, dass alternativ
gespleildte Transkripte vorliegen, deren Trandation vermutlich zu verkirzten Proteinen
fahrt. Dabei ist die I-Form des putativen Proteins strukturell wie funktionell besonders
interessant. Durch den aternativen Splei3 im 3'-Bereich des ORF fehlt TM7SF1-1 der
komplette zytoplasmatische Carboxyterminus von TM7SF1-L (vgl. Abb. 3.20 in Kap.
3243 wund Abb. 46) mitsamt seinen vermutlich regulatorisch wichtigen
Phosphorylierungsstellen  (s.0.). Alternatives Spleifen ist bei Mitgliedern der
Proteinfamilie der GPCRs ebenfalls beschrieben. So zeigen die Rezeptoren fur MCP-1
(monocyte chemoattractant protein 1), Prostaglandin E und Substanz P (auch as
Neurokinin-1 Rezeptor bezeichnet), analog zu den geschilderten Ergebnissen fur TM7SF1-
L und -, Proteinisoformen mit alternativ gespleifdten zytoplasmatischen C-Termini (Fong
et al., 1991; Namba et al., 1993; Charo et al., 1994). Fur den Prostaglandin E-Rezeptor
konnte weiterhin gezeigt werden, dass die aus den aternativen Spleil3formen
hervorgehenden Rezeptorproteine unterschiedliche zelluldre second messenger-Systeme
aktivieren (Nambaet al., 1993). Eine differenzielle zellulére Antwort auf Ligandenbindung
wurde fir die adternativen Spleilfformen des Neurokinin-1 Rezeptors in
el ektrophysiol ogischen Experimenten an Xenopus laevis-Oozyten beobachtet (Fong et al.,
1991). Inwieweit die aus alternativem Spleil3en resultierenden Proteinformen von TM7SF1
ebenfalls eine unterschiedliche Kopplungsspezifitdt zu zelluldren Proteinen besitzen, oder
ob die Entfernung grof3er Bereiche des zytoplasmatischen Carboxyterminus in der I-Form
das Protein unabhdngig von der negativen Regulation durch GRKs und andere
Proteinkinasen macht, muss in funktionellen Anaysen des Genproduktes untersucht
werden. Insbesondere im Hinblick auf die Rolle von TM7SF1 in der Wilmstumorgenese ist
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die im Zuge der vorliegenden Arbeit gemachte Beobachtung interessant, dass fetales
Nierengewebe und die Mehrheit der Wilmstumorgewebe eine schwéchere Expression der
L-Form im Vehdtnis zur TM7SF1-I-Form aufweisen (Daten nicht gezeigt). Bei
unterschiedlicher Kopplungsspezifitét der verschiedenen putativen Rezeptorproteine bzw.
im Falle einer veranderten Regulation von Effektorproteinen durch die L- und I-Form
konnte dieses Verhdltnis der Proteine verantwortlich fur Differenzierungsvorgange
wahrend der Nierenentwicklung und/oder der Wilmstumorgenese sein. Ein Projekt
(durchgefiihrt von Dipl. Biol. Stephan Fees im Rahmen seiner Promotion am Fachbereich
Biologie der JoGu-Universitdt Mainz), das die Identifikaiton von Proteinen, die mit dem
Carboxyterminus von TM7SF1-L interagieren, zum Ziel hat, sollte erste Anhaltspunkte fir
die Beantwortung dieser Fragestellung liefern.

Obwohl die aufgefihrten strukturellen Charakteristika for Mitglieder der GPCR-
Proteinfamilie von TM7SF1 erfullt werden, ist eine eindeutige Aussage Uber die
Zugehorigkeit zu dieser interessanten Familie von Signalmolekilen anhand der
vorliegenden Daten noch nicht moglich. Neben der strukturellen Voraussetzung (sieben
helikale Transmembrandoménen als Charakteristikum) muss fur ein Protein, soll es als
GPCR klassifiziert werden, der funktionelle Nachweis einer Stimulation des GTP/GDP-
Austauschs an Ga-Untereinheiten von G Proteinen in  Abhangigkeit einer
Ligandenbindung erbracht werden (vgl. hierzu auch die ,Einfiihrung in die G Protein-
gekoppelten Rezeptorfamilien® unter http://receptor.mgh.harvard.edu/FAMINTRO.html).
Ein Vergleich der TM7SF1-Aminosauresequenz mit Eintragen in der GPCR-Datenbank
(unter http://mwww.gcrdb.uthscsa.edu; Kolakowski, 1994) ergab lediglich schwache
Homologien zu verschiedenen as GPCR klassifizierten Proteinen (beste Homologie:
20,7% Aminosaureidentitdt mit dem Secretinrezeptor der Ratte), so dass eine
Einschétzung, Uber welches G Protein TM7SF1 eine Signaltransduktionskaskade initiieren
kénnte, schwierig ist. Schwache Sequenzhomologien zwischen Mitgliedern der GPCR-
Familie sind jedoch charakteristisch fir diese Rezeptorproteine und insofern kein
Ausschlusskriterium fur TM7SF1 (vgl. Strader et al., 1994).

In der Vergangenheit wurde die Signaltransduktion Uber GPCRs mehr oder minder isoliert
von der Signaltransduktion Uber die prominenten Proteinkinasekaskaden (z.B. den MAP-
Kinase Signalweg) oder die Signaltransduktion via Steroidhormonrezeptoren gesehen. Die
immer genauere Aufklarung der einzelnen Routen, die ein extrazelluldres Signal auf
seinem Weg zum Zellkern ads zentralem Verarbeitungsort nimmt, zeigt, dass viele
Signaltransduktionskaskaden  miteinander wechselwirken und sich  gegenseitig
beeinflussen. So ist auch die Aktivierung des Ras’M AP(mitogen-activated protein)-Kinase
Signalwegs durch GPCRs beschrieben (Crespo et al., 1994; Ubersichtsartikel: Gutkind,
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1998; Dikic und Blaukat, 1999). Diese Signatransduktionskaskade ist wohl der
prominenteste und am besten untersuchte Signaweg fir die Verarbeitung mitogener
Signale (Herskowitz, 1995). Sie vermittelt die zellulare Proliferation as Reaktion auf die
extrazelluldre Wachstumsfaktorsituation. Die Tatsache, dass GPCRs die mitogene
Signalibertragung stimulieren und Prozesse wie DNA-Synthese und Proliferation
modulieren konnen, macht Mitglieder der GPCR-Proteinfamilie zu interessanten
Kandidaten fur die zellulare Transformation (Allen et al., 1991; Ubersichtsartikel: van
Biesen et al., 1996; Dhanasekaran et al., 1995). Im Falle der Kapos Sarkom-Erkrankung
konnte gezeigt werden, dass ein GPCR des Kaposi Sarkom-assoziierten Herpesvirus as
virales Onkogen wirkt und ursachlich fir die Tumorgenese verantwortlich ist (Bais et al.,
1998). Inwieweit TM7SF1 als GPCR auf die Proliferation bzw. die Differenzierung der
Zellen des metanephrischen Mesenchyms im Zuge der Nierenentwicklung wirkt, bleibt
offen. Seine regulierte Expression wahrend der Metanephrogenese legen eine genauere
Untersuchung der Rolle, die das Genprodukt wdahrend der wechselseitigen
Induktionsprozesse zwischen Ureterknospe und Blastem spielt, nah. Daflr spricht auch
seine Lokalisation in 1g42-43, einer chromosomaen Region, die in verschiedenen
Wilmstumoren von Aberrationen betroffen ist (vgl. Kap. 1.2.1). Interessante Erkenntnisse,
insbesondere auch hinsichtlich der durch TM7SF1 regulierten zelluléren Prozesse, kénnen
mit den in der vorliegenden Arbeit generierten zelluldren Systemen mit TM7SF1-L
Uberexpression gewonnen werden (vgl. Kap. 3.2.4.7). Die komparative Hybridisierung
von cDNA aus TM7SF1-L sabil exprimierenden Zellen und entsprechenden
Kontrollzellen auf cDNA-Microarrays konnte Aufschluss Uber die Zielgene einer
potenziellen TM7SF1-Signaltransduktionskaskade geben. Ein Vergleich solcher
Untersuchungsergebnisse mit den Ergebnissen der Protein-Protein-Interaktionsstudien im
oben geschilderten Two Hybrid-Assay wird die Einordnung von TM7SF1 in bestehende
oder evtl. in neue Signaltransduktionskaskaden erméglichen und eine potenzielle Funktion
in der mitogenen Signaltransduktion aufdecken. Die Generierung TM7SF1-spezifischer
Antikérper (vgl. Kap. 3.2.4.8-9) ermdglicht ferner auch die Untersuchung der gewebe- und
zelltypspezifischen Expression des Proteins in immunhistochemischen Experimenten.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde auch das homologe Gen der Maus, Tm7sf1,
identifiziert und charakterisiert (Spangenberg et al., 1999; vgl. Kap. 3.2.4.5). Die
Nukleotid- und die aus dem identifizierten ORF abgeleitete Aminosduresequenz wurde
ermittelt und mit den vorliegenden humanen Sequenzen verglichen (vgl. Kap. 3.2.4.6). Die
hohe Konservierung der cDNA-Sequenz des ORF (89,8%; vgl. Abb. 3.26 in Kap. 3.2.4.6),
sowie die Aminosdureidentitdt der abgeleiteten Proteine von 945% (21
Aminosaureaustausche Uber eine Léange von 385 Aminosduren; vgl. Abb. 3.27 in
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Kap. 3.2.4.6) lassen eindeutig den Schluss zu, dass es sich bel der identifizierten Maus-
cDNA tatsachlich um das murine Homolog handelt. Diese Beobachtung wird durch die
chromosomale Lokalisation des murinen Gens (23 cR3000 distal des Chromosom 13-
spezifischen Markers D13Mit173; LOD score: 15,6; vgl. Abb. 3.25 in Kap. 3.2.4.5)
unterstiitzt, da sich TM7SF1 auf Chromosom 1 innerhalb einer Gruppe synténer Gene
befindet, deren Homologe as Synténiegruppe auf dem proximalen Chromosom 13 der
Maus gefunden werden. Die Tatsache, dass der Grad der Konservierung auf
Nukleotidebene zwischen Maus und Mensch im Bereich des ORF mit 89,8% sehr hoch i,
und in den Regionen von 3'- und 5'-UTR stark abfallt (5'-UTR: 50,5%; 3'-UTR: 75,6%;
vgl. Abb. 3.26 in Kap. 3.2.4.6), spricht eindeutig fur die Trandation des identifizierten
ORF in der oben beschriebenen Form. Die identische Lage der Transmembrandoméanen
und die Konservierung der in Abbildung 3.27 (Kap. 3.2.4.6) angedeuteten
Konsensusstellen fur N-gekoppelte Glykosylierungen und Phosphorylierungen durch
verschiedene Ser/Thr-Kinasen und Tyrosinkinasen, bestétigen den ORF und unterstreichen
die Bedeutung der identifizierten Proteinmodifikationen fir die diskutierte Funktion der
Proteine.

Die mit Hilfe der Northern-Experimente gewonnenen Expressionsdaten fur Tm7sfl
stimmen hinsichtlich des gewebespezifischen Auftretens von Tm7sf1-Transkripten gut mit
den Ergebnissen fir das humane Gen Uberein. In beiden Spezies konnte die Expression in
Niere und Gehirn nachgewiesen werden (vgl. Abb. 3.19 in Kap. 3.2.4.2 [TM7SF1] und
Abb. 3.24 in Kap. 3.2.4.5 [Tm7sfl]). Allerdings muss hier einschréankend angemerkt
werden, dass in muriner RNA kein dem menschlichen Organismus ahnliches aternatives
SpleiRen beobachtet werden konnte. Stattdessen traten mehrere Banden im Northern blot
mit muriner RNA auf (vgl. Abb. 3.23 in Kap. 3.2.4.5). Die Detektion mehrerer Transkripte
unterschiedlicher Grof3e in Maus-RNA konnten aus Kreuzhybridisierungen der Sonde mit
Transkripten hoher Sequenzhomologie zu Tm7sfl resultieren. Daflr spricht auch der
Verlust einer Bande bei Verwendung einer 3'-UTR-spezifischen Sonde. Alternativ kann es
sich dabel aber auch um ein Indiz fir die Verwendung verschiedener 3'-UTRs bzw.
aternativer Polyadenylierungsstellen bei ansonsten gleichen cDNAs von Tm7sf1 handeln.
Inwiefern die Genprodukte as putative GPCRs im Rahmen der Entwicklung
exprimierender Gewebe/Organe (z.B. Niere, Gehirn) fur die zelluldre Kommunikation und
Differenzierung verantwortlich sind, kann anhand der vorliegenden Daten nicht
beantwortet werden. RNA in situ-Hybridisierungsexperimente zur Detektion von Tm7sf1
in Gewebeschnitten von Niere und Gehirn sollten Aussagen Uber die gewebe- und
zelltypspezifische Expression des Gens ermoglichen. Mit zwei verschiedenen Tm7sfl1-
spezifischen Sonden wurden solche Experimente bereits begonnen, waren jedoch bisher
ohne Befund.
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Angeregt durch den Interspeziesvergleich wurde die Identitdt des zur Tranglationsinitiation
verwendeten Startcodons beim Menschen genauer untersucht. Da innerhalb der Maus-
cDNA lediglich das dem zweiten menschlichen ATG entsprechende Start-Codon
konserviert ist, stellt sich die Frage, inwieweit die Trandation der menschlichen mRNA
tatséchlich an Position nt 52 beginnt (vgl. Abb. 3.16 in Kap. 3.2.4.1). Ein Vergleich der
Nukleotidsequenz im Bereich des ersten und zweiten ATG von TM7SF1 mit der
Konsensussequenz fUr Trandationsinitiationsstellen macht deutlich, dass eine effektive
Trandationsinitiation vermutlich nur am zweiten, in der Maus konservierten ATG
stattfindet (vgl. Kozak, 1996 und Abb. 3.27 in Kap. 3.2.4.6). Eine eindeutige Aussage
bezlglich des korrekten Translationsinitiationsortes kann im Falle des humanen Gens nicht
getroffen werden. In vitro-Tranglationsexperimente (z.B. unter Verwendung des innerhalb
der vorliegenden Dissertation vorgestellten Expressionskonstrukts CMV-TM7SF1L)
kénnen hier Aufschluss Uber das tatsachlich verwendete Start-Codon geben.

Zusammenfassend bleibt festzustellen, dass mit TM7SF1 ein fir die Nierenentwicklung
und Wilmstumorgenese interessantes Gen im Zuge der vorliegenden Arbeit identifiziert
wurde. Die beschriebenen Charakterisierungen lassen den Schluss zu, dass es sich bei dem
von ihm codierten Protein vermutlich um einen G Protein-gekoppelten Rezeptor handelt.
Die regulierte Expresson von TM7SF1 wéhrend der Metanephrogenese (und in
verschiedenen spezifischen Bereichen des Zentralnervensystems) und die Identifikation
funktionell moglicherweise relevanter aternativer Proteinisoformen rechtfertigen seine
weitere Charakterisierung, insbesondere in Hinblick auf die Regulation zellulérer Prozesse
wahrend der Nierenentwicklung. Durch die Generierung zellulérer Systeme mit stabiler
Uberexpression und die Synthese spezifisch gegen TM7SF1 gerichteter Antikorper wurden
wichtige Voraussetzungen fur die notwendigen Untersuchungen geschaffen. Die
Charakterisierung das homologen Gens der Maus erdffnet die Mdoglichkeit, Tm7sfl in
einem Modellorganismus funktionell genauer zu studieren.

433 TCF2und familigrer Wilmstumor

Im Zuge der Untersuchungen zur differenziellen Genexpresson waéahrend der
Nierenentwicklung und Wilmstumorgenese konnte ein cDNA-Fragment (FE7AL) isoliert
werden, dass Teile des 3'-UTR des Gens TCF2 (transcription factor 2, hepatic)
représentiert (vgl. Kap. 3.2.5 und Diplomarbeit von Jutta Tribenbach, 1998). Die Prasenz
von TCF2-Transkripten in RNA aus normalem Nierengewebe (adulte sowie fetale Niere),
diein den initial analysierten Tumorgeweben nicht nachgewiesen werden konnte, lief3 eine
weitere Charakterisierung dieses entwicklungsspezifisch exprimierten
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Transkriptionsfaktors ~ sinnvoll  erscheinen.  Die  Ausdehnung der  TCF2-
Expressionsanalysen auf eine grof3e Zahl histologisch charakterisierter Tumorgewebe
ergab die signifikante Herunterregulation TCF2-spezifischer Transkripte in mehr als 90%
der untersuchten Tumorgewebe (43 von 47; vgl. Abb. 3.33 in Kap. 3.2.5.1).

Durch Kopplungsanaysen konnten sowohl das bereits identifizierte Wilmstumorgen WT1
as auch andere Genorte, in denen weitere Kandidatengene fur die Wilmstumorgenese
lokalisiert sind (11p15.5 und 16q), as ursachlich fur die familiare Form des
Nephroblastoms ausgeschlossen werden (Huff et al., 1988, 1992; Grundy et al., 1988;
Schwartz et al., 1991). Stattdessen wurden zwei familidre Wilmstumorloci, FWTL1 in
17912-g21 (Rahman et al., 1996) und FWT2 in 19913.3-913.4 (Huff et al., 1997,
McDonald et al., 1998) im Rahmen von Kopplungsanalysen in grof3en Familien mit
multiplen WT-Féllen ohne weitere phanotypische Auffélligkeiten der Patienten
identifiziert. Zusatzlich konnte durch CGH-Analysen (CGH:= comparative genomic
hybridisation) in Patienten mit familiér auftretendem Nephroblastom gezeigt werden, dass
Deletionen der chromosomalen Regionen 3q12-21, 4g21-qter, 9p21-pter und 20p vermehrt
auftreten (Alturaet al., 1996).

Die zur ldentifikation des FWT1-Lokus durchgefiihrten Kopplungsanalysen in zwei
grofRen Familien (MON 480 und K1104 in Rahman et al., 1998) ergaben einen 14 cM
umfassenden, zwischen den Markern D17S927 und D17S1820 gelegenen Bereich als
Lokalisation fur das Kandidatengen des familiaren Wilmstumors FWTL1. In verschiedenen
Patienten der Familie MON 480 wurden Experimente zur Identifikation eines Verlustes der
Heterozygotie (LOH) in der FWT1-Region durchgefiihrt (Rahman et al., 1997). Darin
konnte gezeigt werden, dass in 3 von 4 Patienten kein tumorspezifischer LOH
stattgefunden hat und dass der im Tumorgewebe von Patient 4 beobachtete LOH auf
Chromosom 17 zum Verlust desin MON 480 mit der Erkrankung gekoppelten Haplotyps
fUhrte (Rahman et al., 1997). Die Tatsache, dass in der Mehrzahl der Tumorgewebe kein
LOH in der Kandidatenregion festgestellt werden kann wirft die Frage auf, inwiefern es
sich bei FWT1 um ein Tumorsuppressorgen handelt. Normalerweise miissen solche Gene,
aufgrund des rezessiven Wirkmechanismus der Mutation, durch zwel genetische Ereignisse
(Mutation, chromosomale Aberration) funktionell inaktiviert werden. In familidren Féllen
passiert dies durch Vererbung eines mutierten Allels und die Inaktivierung des
verbliebenen Wildtypallels durch eine somatische Mutation (vgl. Kap. 1.1 und Knudson,
1971). Diese somatische Inaktivierung kann in der Regel durch einen LOH polymorpher
Marker im Bereich des betroffenen Gens detektiert werden (Knudson, 1993). Fir familidre
Falle von Retinoblastomen, Mammakarzinomen, Neurofibrosarkomen und anderer
Malignome konnte dieses Prinzip nachgewiesen werden (Cavenee et al., 1985; Smith et
al., 1992; Collins et al., 1995; Legius et al., 1993). Eine mdgliche Erklarung fir die
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erhaltene Heterozygotie in den FWT1-assoziierten Tumorgeweben ist, dass das FWT1
Wildtypallel in diesen Fallen durch sehr kleine, regional begrenzte genetische
Aberrationen (z.B. Punktmutationen) inaktiviert wird, was dann nicht durch LOH-
Untersuchungen benachbarter polymorpher Marker detektiert werden kénnte. Der Erhalt
der Heterozygotie kann aber auch durch die Annahme erkléart werden, dass FWTL1 in der
Tat kein klassisches Tumorsuppressorgen sondern ein Protoonkogen darstellt und dass das
Vorliegen einer aktivierenden Mutation eines Allels von FWT1 ausreicht, durch
Funktionsgewinn des resultierenden FWT1-Proteins betroffene Individuen fiur die
Entwicklung eines Wilmstumors zu pradisponieren. Ein analoges Verhalten zeigt das
Protoonkogen RET, das fur eine Rezeptortyrosinkinase codiert. Mutationen im RET-Gen
konnten in der Keimbahn verschiedener Patienten mit multipler endokriner Neoplasie
(multiple endocrine neoplasia, MEN) 2A und 2B sowie in Patienten mit der familiéren
Form von Schilddrisenkrebs (familial medullary thyroid cancer, FMTC) nachgewiesen
werden (Carlson et al., 1994; Donis Keller et al., 1993; Eng et al., 1995; Hofstra et al.,
1994). LOH in der chromosomalen Region 10g11.2, in der RET lokalisiert ist, wurde in
den entsprechenden Tumorgeweben jedoch nicht nachgewiesen.

Der Verlust des tumorgekoppelten Allels von FWT1 im Tumorgewebe eines
Wilmstumorpatienten (#12 in Rahman et al., 1997) deutet an, dass die familiare Form des
Nephroblastoms in der Familie durch eine FWT1-Mutation initiiert wird und dass diese
Mutation spéter nicht mehr fir die Aufrechterhaltung des neoplastischen Phanotyps und
die Progression der Tumorzellen benttigt wird (der von den Autoren Rahman et al., 1997
gepragte Begriff , hit-and-run® oncogenesis beschreibt dieses Phdnomen treffend).
Spekuliert man Uber die funktionellen Voraussetzungen, die ein solches Gen erflillen
musste, so kommt entweder ein Gen in Frage, dessen Produkt fir die genomische Stabilitét
von Zelen verantwortlich zeichnet, oder aber das codierte Protein ist mit der
Proliferationskontrolle von Zellen in Verbindung zu bringen (vgl. hierzu auch die
Diskussion in Rahman et al., 1997).

TCF2 (in der Literatur auch bezeichnet als LFB3, HNF2, vHNF1 und HNF1R) ist ein
Mitglied der HNF1 Transkriptionsfaktorfamilie. Das Gen wurde aufgrund seiner grof3en
Homologie zu dem bereits zuvor identifizierten und charakterisierten HNF1-Gen
(hepatocyte nuclear factor 1) isoliert (Abbott et al., 1990). Wie HNF1 besitzt TCF2 in
seiner aminoterminalen Halfte eine DNA-Bindungsdomane, wahrend der C-Terminus des
Proteins fur die Transaktivierung verantwortliche Aminosduren beinhaltet (Cereghini,
1996). Die DNA-Bindungsdomane kann in einen fir die Dimerisierung relevanten Bereich
(A-Domane), eine sog. B-Domane, die fur die Sequenzspezifitét der DNA-Bindung
verantwortlich ist und in eine Homéodoméne unterteilt werden (vgl. Abb. 4.8).
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1 2 3 4

HNFL-A NI -C
Abbildung 4.8: Schematische Darstellung der
HNF1-B N-E E-c Isoformen von HNF1 und TCF2 (nach Bach
c NI B mmc und Yaniv, 1993). Die verschiedenen
HNFL- i i Proteinisoformen entstehen durch alternatives

Spleilen der pr&mRNA. Die verschiedenen
Proteinisoformen unterscheiden sich hauptséch-

TCF2-A N BN | |-C lich in ihrer C-terminalen Transaktivierungs-
domane.

TCF2-B N--:i\\ \ -C 1: Dimerisierungsdoméne; 2: B-Doméane/DNA-
Bindung; 3: Homdodoméne; 4: Transaktivier-

TCF2-C N'-:-:I:-'C ungsdomé_ne_

Im Bereich der DNA-Bindungsdomane findet sich die stérkste Konservierung zwischen
HNF1 und TCF2 (zwischen 75% und 98% auf Proteinebene). Aufgrund der starken
Konservierung der DNA-Bindungsdomane erkennen und binden HNF1 und TCF2 die
gleichen  Nukleotide in  Promotoren von  Zielgenen  (Konsensussegquenz:
GGTTAATNATTAACIA/C]; eine Hafte des Paindroms ist dabei immer stark
konserviert, die andere Héfte kann degeneriert sein; Tronche und Yaniv, 1992). Die
Bindung an DNA erfolgt as Dimer, wobei TCF2 und HNF1 Homo- und Heterodimere
bilden konnen (Mendel et al., 1991a). Reguliert wird ihre Dimerisierung durch das Protein
DCoH (dimerization cofactor of HNF1), das selbst as Dimer vorliegt (Mendel et al.,
1991b). Bekannte Zielgene von HNF1 und TCF2 sind u.a die entwicklungsspezifisch
regulierten Gene al-Antitrypsin, a-Fetoprotein und IGFBPL1 (insulin-like growth factor
binding protein 1) (Cereghini, 1996). Sowohl von HNF1 als auch von TCF2 sind drei
Isoformen bekannt (HNF1-A, -B, -C; TCF2-A, -B, C; vgl. Abb. 4.8), die durch aternatives
Spleiffen einer gemeinsamen pr&mRNA entstehen (Ringeisen et al., 1993; Bach und
Yaniv, 1993). Die codierten Proteine unterscheiden sich dabel in ihrer C-terminalen
Transaktivierungsdomane (auf3er: der aternative Spleild in TCF2-A fuhrt zu einem Einbau
von 26 AS zwischen der B-Doméne und der HomOodoméne im Bereich der DNA-
Bindungsregion von TCF2-B). Wie gezeigt werden konnte hat dies funktionelle
Konsequenzen, da die verschiedenen Isoformen unterschiedliche
Transaktivierungsei genschaften besitzen (Bach und Yaniv, 1993; Ringeisen et al., 1993).
Zusammen mit der Fahigkeit zur Homo- und Heterodimerisierung ermoglicht diese
Vielfat von HNF1- und TCF2-1soformen eine hohe Komplexitédt in Bezug auf auf die
Regulation ihrer Zielgene im Zuge der Organogenese (vgl. hierzu auch Cereghini et al.,
1996).

Die Expression von HNF1 und TCF2 ist entwicklungsspezifisch reguliert. Im adulten
Organismus finden sich Transkripte beider Gene u.a. in Niere, Leber, Dinndarm und
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Pankreas, wobei der Hauptort der TCF2-Expression das Nierengewebe ist (De Simone et
al., 1991). Fir die Organogenese konnte in Mausen gezeigt werden, dass die Expression
von TCF2 prinzipiell der HNF1-Expression vorausgeht (Lazzaro et al., 1992). Aus diesen
Erkenntnissen wurde die Hypothese abgeleitet, dass TCF2 fir die Einleitung zellulérer
Differenzierungsvorgange wéhrend der Organogenese (u.a. der Metanephrogenese)
verantwortlich ist, wéhrend HNF1 zur Aufrechterhaltung des differenzierten zelluléren
Phanotyps benétigt wird (Cereghini et al., 1992). Die Beobachtung, dass TCF2-Transkripte
in der Maus direkt nach der Initiation des Mesenchym-Epithel-Ubergangs in den Zellen
des metanephrischen Mesenchyms auftreten, legt eine funktionelle Bedeutung von TCF2
insbesondere bei der M etanephrogenese nah (De Simone et al., 1991; Lazzaro et al., 1992).
Beide Gene, HNF1 und TCF2, sind im Humangenom Kkartiert. Mit einer
Lokalisation in der chromosomalen Region 17cen-g21 Uberlappt der fur TCF2 ermittelte
Genort mit dem Intervall des von Rahman und Mitarbeitern (1996) beschriebenen FWT1-
Lokus in 17g12-g21 (s.0.). Seine offensichtlich grof3e Bedeutung fiir die Differenzierung
der Zellen des metanephrischen Mesenchyms wahrend der Metanephrogenese zusammen
mit den in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Erkenntnissen Uber die tumorspezifische
Herunterregulation der Transkription machen TCF2 zu einem aussichtsreichen
Kandidatengen fur die familiare, FWT1-gekoppelte Wilmstumorgenese. Die Tatsache,
dass die TCF2-Expression (direkt oder indirekt) durch WT1 reguliert ist (vgl. Abb. 3.35in
Kap. 3.2.5.2)), verknipft das Gen dartber hinaus mit dem einzigen bisher klonierten
Wilmstumorgen und unterstreicht seine Rolle als Kandidatengen fur die familigre Form
des Wilmstumors.
Aufgrund dieser Anhaltspunkte wurde eine Mutationsanalyse im codierenden Bereich des
TCF2-Gens durchgefuihrt. Analysiert wurde genomische DNA aus Blut von vier
Angehorigen (eine betroffene Person, ein obligater Tréger der FWT1-Mutation, zwei nicht
betroffene Personen) der in Rahman et al. (1996) beschriebenen Familie MON 480 mit
Kopplung zum FWT1-Lokus (vgl. Kap. 3.2.5.5). Die durchgefuhrte PCR-Amplifikation
der proteincodierenden Exons und ihre anschlief3ende direkte Sequenzierung zeigten
jedoch keine Mutation in einer der DNAS. Es besteht jedoch die M6glichkeit, dass in den
Patienten der beschriebenen Familie Mutationen im Bereich des Promotors von TCF2 zu
finden sind. Da innerhalb der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte, dass die
Expression von TCF2 (direkt oder indirekt) von WT1 reguliert (und zwar reprimiert) wird,
konnte eine Mutation innerhalb einer (putativen) WT 1-Bindungsstelle (oder innerhalb der
Bindungsstelle eines von WT1 regulierten Transkriptionsfaktors, der fur die
transkriptionelle Regulation von TCF2 entscheidend ist) zur dysregulierten Expression von
TCF2 wéahrend der Metanephrogenese fuhren. Aufgrund der strikt regulierten
Transkription von TCF2 wahrend der normalen Nierenentwicklung und durch seine
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funktionelle Relevanz fir die Differenzierung epithelialer Strukturen der Niere wére eine
solche Dysregulation der TCF2-Expresson denkbar as Ursache fir die
Wilmstumorgenese.

Mutationen im codierenden Bereich von TCF2 wurden in der Literatur bereits beschrieben.
So konnte gezeigt werden, dass Patienten mit einer als MODY 5 (maturity onset diabetes
of the young, Typ 5) bezeichneten Krankheit eine heterozygote nonsense-Mutation in
Codon 177 (CGA [Arg] - TGA [Stp]) von TCF2 aufweisen (Horikawa et al., 1997). Bel
dieser Form des Diabetes handelt es sich um eine autosomal-dominant vererbte,
monogenische Erkrankung, die durch die fehlerhafte Insulinsekretion hervorgerufen wird.
Neben der Préadisposition fur MODY 5 wurde bei den von der R177X-Mutation
betroffenen Patienten auch eine renale Dysfunktion (Nephropathie) beobachtet.
Daruberhinaus konnte in einer norwegischen Familie mit einer milden Form von Diabetes,
fortschreitenden,  Diabetes-unabhéngigen  Nierenfehlfunktionen und  schweren
Geschlechtsfehlbildungen eine heterozygot vorliegende, 75 bp umfassende Deletion in
Exon 2 von TCF2 (del nt 409-483) nachgewiesen werden (Lindner et al., 1999). Dabei
wurde gezeigt, dass das resultierende aberrante Protein, wie auch das durch die R177X-
Mutation entstehende Protein in den MODY 5-Patienten, Bindungsstellen in Promotor-
DNA nicht mehr kontaktieren kann und in transienten Transfektionsanalysen keine
Reportergenaktivitét nachzuweisen ist. Die phanotypischen Unterschiede zwischen den
MODY 5-Patienten und der norwegischen Familie konnten durch unterschiedliche
Auswirkungen der Mutationen auf das TCF2-Protein erklart werden. Wahrend die R177X-
Mutation zu einem stark verkirzten Protein ohne Transaktivierungsdomane fuhrt, erhalt
die 75 bp-Deletion die C-terminale Transaktivierungsdomane des Proteins. Die Fahigkeit
zur  Interaktion mit anderen  Transkriptionsfaktoren bzw. dem  basden
Transkriptionsapparat bliebe dieser verdnderten TCF2-Isoform also erhalten, was die
phanotypische Variation, insbesondere die Geschlechtsfehlbildungen erklaren kénnte.

In Bezug auf eine Beteiligung von TCF2 an der Wilmstumorgenese (insbesondere in
familidren Falen) bedeutet die Tatsache, dass Mutationen im Gen zu MODY 5 und
anderen Stoffwechselerkrankungen fuihrt, nicht, dass TCF2 damit als Kandidat fir FWT1
ausscheidet. Die unterschiedlich stark ausfallenden phanotypischen Ausprégungen der
beschriebenen Mutationen sprechen dafiir, dass die Art der funktionellen Inaktivierung von
TCF2 zu verschiedenen Krankheitsbildern fuhren kann. Auch fir andere Gene bzw.
Genprodukte, wie z.B. den Rezeptor fur den Fibroblastenwachstumsfaktorrezeptor 3
(FGFR3) konnte gezeigt werden, dass Mutationen zu Wachstumsstérungen, aber auch zur
malignen Entartung von Zellen fihren kénnen (Cappellen et al., 1999). Das Auftreten
genitaler Fehlbildungen in Mitgliedern der von Lindner et al. (1999) beschriebenen
norwegischen Familie vor dem Hintergrund einer Assoziation von Wilmstumoren mit
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urogenitalen Fehlbildungen der betroffenen Patienten (vgl. Kap. 1.2.1 und 1.3.1)
unterstreicht die Rolle von TCF2 as Kandidatengen fur den familidren Wilmstumor
zusétzlich.

Fir TCF2 as FWT1-Gen musste gefordert werden, dass die aberrante Expression des
Wildtypproteins (es wurden keine Mutationen im ORF detektiert; s.0.) innerhalb eines
bestimmten Zeitfensters wahrend der Nierenentwicklung, ausgeldst durch eine
regulatorische Mutation, dazu fihrt, dass der Mesenchym-Epithel-Ubergang des
Nierenblastems oder andere wichtige Differenzierungsvorgdnge wahrend der
Nierenentwicklung nicht (korrekt) stattfindet. Diese Population falsch bzw. nicht
differenzierter Zellen des metanephrischen Mesenchyms kdnnte dann der Ausgangspunkt
fur die Progression zu Tumorzellen darstellen.

Einen Hinweis auf die Beteiligung von TCF2 bel dem Prozess der malignen
Transformation von Zellen gibt eine 1997 erschienene Publikation von Martel und
Mitarbeitern. Die Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass die Uberexpression von SV40 T-
Antigen in MDCK-Zellen (Madin Darby canine kidney, Zellen mit epitheliaer
Morphologie) zur Dedifferenzierung der Zellen (transfizierte Zellen weisen eine
fibroblastendhnliche Morphologie auf) und zu einer Induktion der Invasivitét der Zellen
fuhrt. Dabel wurde beobachtet, dass mit der Dedifferenzierung ene starke
Herunterregulation von TCF2-Transkripten einhergeht. Inwieweit die Repression der
TCF2-Expression mitverantwortlich fir den Prozess der Dedifferenzierung ist, oder ob es
sich bei der Beobachtung lediglich um eine Koinzidenz der Ereignisse handelt, bleibt
offen.

Um die Rolle von TCF2 in der Wilmstumorgenese weiter zu untersuchen, wurden in der
vorliegenden Arbeit Wilmstumorzelllinien etabliert, die TCF2 stabil Uberexprimieren (vgl.
Kap. 3.2.5.4). Die Identifikation von Zielgenen von TCF2, die mit Hilfe dieser Zdlllinien
ermoglicht wird (z.B. durch einen differential display-Ansatz oder durch Microarray-
Hybridisierungen), sollte eine Aufklarung der Funktion von TCF2 in der normalen (und
aberranten) Nierenentwicklung ermdglichen. Ferner wurden grol3e Teile der
Promotorregion von TCF2 im Rahmen der vorliegenden Arbeit kloniert (Daten nicht
gezeigt) und stehen im Kontext von Reportergenvektoren fur die Identifikation der
Promotorbereiche, die die transkriptionelle Regulation durch WT1 vermitteln, zur
Verfligung.

434 CDT151
In der vorliegenden Dissertation wurde die cDNA-Sequenz des neuen Gens CDT151
erweitert und die strukturellen Merkmale des abgel eiteten putativen Proteins analysiert und
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charakterisiert. Isoliert wurde CDT151 aufgrund seiner verstarkten Expression in
Wilmstumorgeweben im Rahmen der Betreuung der Diplomarbeit von Jutta Tribenbach.
Dabel konnten erste Sequenzerweiterungen durch Analyse einer cDNA-Bank (Erweiterung
auf 3012 bp), eine chromosomale Lokalisierung mittels FISH (1p31-p32) und die
Bestimmung der Transkriptgrofde (ca. 6,5 kbp) sowie der gewebespezifischen Expression
durchgefiihrt werden (Trlbenbach, 1998; Zabel et al.,, 1998). Mit Hilfe von
Datenbankanalysen und RT-PCR-Experimenten wurde die bekannte cDNA-Sequenz von
CDT151 wie in Kapitel 3.2.6 beschrieben auf 6639 bp erweitert und das Vorliegen
durchgehender Transkripte mit der identifizierten Nukleotidsequenz verifiziert. Durch die
Erweiterung der bekannten Sequenzinformation in 5'-Richtung konnte ein offener
Leserahmen von 1161 Nukleotiden Lénge identifiziert werden, der das Potenzia hat, fur
ein Protein mit 387 Aminosduren zu codieren (vgl. Abb. 3.41 in Kap. 3.2.6.1). Die
Verlangerung der cDNA-Sequenz von CDT151 um ca. 3,5 kbp nach den initialen
Charakteriserungen und ,klassischen® Anaysen von cDNA-Banken mittels
Hybridiserung macht deutlich, wie hilfreich Homologievergleiche be der
Charakterisierung von Transkripten sein konnen. Durch die grof3en EST-Projekte, die der
Identifikation exprimierter Sequenzen durch Sequenzierung von Klonen verschiedener
cDNA-Banken dienen (Adams et al., 1991), kann mit relativ geringem Aufwand
ausgehend von kurzen cDNA-Fragmenten haufig nahezu die vollstéandige Sequenz eines
Transkriptes ermittelt werden.

Mit Hilfe der Homologievergleiche zu Datenbankeintragen konnte nicht nur die bekannte
Sequenzinformation von CDT151 erweitert werden, sondern anhand der identifizierten
Gene/Genprodukte mit signifikanter Homologie kdnnen Schitisse Uber die Funktion von
CDT151 gezogen werden. Die Tatsache, dass sich signifikante Homologien auf
Proteinebene zu Proteinen u.a. aus Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans und
Rattus norvegicus (vgl. Abb. 3.42 und 3.43 in Kap. 3.2.6.2) zeigen, spricht dafir, dass es
sich bel CDT151 um ein evolutiv konserviertes Gen, vermutlich mit wichtiger Funktion fur
den Organismus handelt. Die hohe Homologie zum Gen/Genprodukt Ki-1/57 legen die
Vermutung nah, dass das CDT151-Protein funktionell &hnlich diesem partiell
charakterisierten Protein ist. Ki-1/57 wurde durch die Kreuzreaktivitét des monoklonalen,
gegen das CD30-Antigen gerichteten Antikorpers Ki-1, identifiziert (Hansen et al., 1989).
Bel CD30 handelt es sich um ein membranstandiges Glykoprotein der Zelloberflache, das
auf aktivierten B- und T-Zellen (auch auf Hodgkin- und Sternberg-Reed-Zellen von
Patienten mit Hodgkin-Lymphom) exprimiert wird (Schwab et al., 1982; Froese et al.,
1987). Mit Hilfe biochemischer und molekularbiologischer Methoden konnte das Ki-1/57-
Antigen strukturell und funktionell charakterisiert werden. Dabei zeigte sich, dass es sich
um ein intrazelluldres Protein handelt, das spezifisch in aktivierten Leukozyten exprimiert
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wird (Hansen et al., 1990) und das im nichtphosphorylierten Zustand im Zellkern dieser
Zellen zu finden ist. DarUberhinaus konnte Ki-1/57 Proteinkinaseaktivitdt zugeschrieben
werden (Kobarg et al., 1997). Mittels Strukturanalysen von Ki-1/57 konnten zwel putative
ATP-Bindungsmotive identifiziert werden, die eine mdgliche Rolle als Proteinkinase
unterstreichen (Kobarg et al., 1997; Wierenga und Hol, 1983). Wie Ki-1/57 besitzt das aus
dem ORF von CDT151 abgeleitete Protein solche putativen ATP-Bindungsmotive, die in
drei Gruppen von je drel Einzelmotiven Uber das Protein vertellt sind (vgl. Abb. 4.9 und
Kap. 3.2.6.3). Ferner finden sich in CDT151, analog den in Ki-1/57 identifizierten Resten,
verschiedene Konsensusstellen fur die Phosphorylierung durch Proteinkinase C und
Caseinkinase 2 an Serin- bzw. Threoninresten (Daten nicht abgebildet). Dass es sich bel
CDT151 ebenfalls um ein (transient) nukledres Protein handeln konnte, wird durch die
Identifikation eines Kernlokalisationssignals innerhalb der Aminosauresequenz
unterstrichen (vgl. Abb. 4.9 und Kap. 3.2.6.3). AulRerdem spricht fir eine mogliche
Funktion als Transkriptionsfaktor im Zellkern die Aminosdureidentitét zwischen dem
absoluten Aminoterminus von CDT151 und der B-Kette des Transkriptionsfaktors ARF6
der Maus (Uber einen Bereich von 30 Aminosauren; vgl. Abb. 4.9 und Kap. 3.2.6.3).

Abbildung 4.9: Schematische Darstellung der aus
den Homologiee und  Strukturvorhersagen
ARF6 abgeleiteten Proteinmotive von CDT151. Die ATP-
Bindungsmotive sind as graue Rechtecke, das

1 e N e e W 387 Kernlokalisationssignal als weiRer Kreis dargestellt.

NS Bindlung Der Bereich der Aminosdureidentitdt von CDT151
P PRERRF GX-GXX-G-(Xy5.5)K mit dem Transkriptionsfaktor ARF6 der Mausiist tiber
dem als horizontale Linie dargestellten CDT151-ORF

markiert.

Ein interessanter Aspekt, insbesondere in Bezug auf eine mogliche Beteiligung von
CDT151 in der Nierenentwicklung und Wilmstumorgenese, ist die Assoziation der Ki-
1/57-Expression mit der zelluléren Proliferation. Die Identifikation eines cONA-Klons der
Ratte (Zugangsnummer U21718; Klon C426 in Sykes und Weiser, 1992), der Uber weite
Bereiche signifikante Homologien auf Nukleotidebene zeigt (zwischen 90% und 94%; vgl.
Abb. 3.43 inKap. 3.2.6.2), spricht dafir, dass auch CDT151 mit der Proliferation assoziiert
sein konnte. Die cDNA C426, die aufgrund der hohen Sequenziibereinstimmungen
vermutlich das zu CDT151 homologe, zumindest aber ein mit CDT151 sehr eng
verwandtes Gen der Ratte darstellt, wurde wegen ihrer differenziellen Expression im
Darmepithel der Ratte isoliert (Sykes und Weiser, 1992). Im Rahmen dieser Studie wurde
sie als verstarkt in den Zellen der Krypten des Dinndarms exprimiert beschrieben. Da die
Krypten der lamina epithelialis der Dunndarmmucosa die Stammzellen beherbergen, die
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durch Proliferation das Zellmaterial des Dunndarmepithels produzieren (die Tochterzellen
der Stammzellen differenzieren entlang ihrer Wanderung von der Krypte zur Spitze der
Dunndarmzotten zu Enterozyten), ist von einer funktionellen Bedeutung von C426 (und
damit moglicherweise auch von CDT151) fiur die Proliferation und/oder die
Differenzierung von Zellen auszugehen.

Neben der beschriebenen Verbindung von CDT151 zur zelluldren Proliferation und
Differenzierung Uber die Sequenzhomologien ist das Gen auch durch seine chromosomale
Lokalisation interessant fur die Tumorgenese. Die im Zuge der vorliegenden Arbeit
ermittelte Lokalisation in 1p21-p22.3 (zwischen den Markern D1S203 und D1S2865) liegt
innerhalb eines Intervalls, das in verschiedenen Neoplasien spezifisch durch Verlust
chromosomalen Materials betroffen ist (Schwab et al., 1996; Mertens et al., 1997;
Douglass et al., 1985). Untersuchungen Uber chromosomale Verdnderungen in
Wilmstumoren haben gezeigt, dass distinkte Bereiche auf dem kurzen Arm von
Chromosom 1 haufig deletiert sind. So beschreiben Steenman und Mitarbeiter (1997) den
spezifischen Verlust chromosomalen Materials aus 1p as ein vermutlich frihes Ereignis
im Rahmen der Wilmstumorgenese und auch in Sheng et al. (1990) wird der Verlust
chromosomalen Materials von 1p as eine der haufigsten Veranderungen im Karyotyp der
von ihnen untersuchten Tumoren beschrieben. In einer von Mannens et al. (1996)
durchgefihrten Wilmstumorstudie wurden mit Hilfe von LOH- und CGH-Untersuchungen
zwel Regionen auf Chromosom 1 identifiziert, die mit der Wilmstumorgenese in
Verbindung gebracht werden (dabei handelt es sich um die Regionen 1p35-p36 und lcen-
p32). interessanterweise Uberlappt die zweite Region zu grof3en Teilen mit der in Douglass
et al. (1985) identifizierten, haufig in soliden Tumoren des Kindesalters von
Chromosomenbrichen betroffenen Region 1cen-1p22, was ihre Relevanz fir das
Nephroblastom unterstreicht.

Inwieweit CDT151 von den entsprechenden Veranderungen in Wilmstumoren betroffen ist
und ob das Gen eines der auf dem kurzen Arm von Chromosom 1 postulierten
tumorrelevanten Gene darstellt, bleibt offen. Seine Assoziation mit der zelluléren
Proliferation und/oder der Differenzierung von Zellen (evtl. as Transkriptionsfaktor)
machen CDT151 zu einem interessanten Kandidaten fir weitergehende Untersuchungen
bezlglich seiner Rolle innerhalb der Tumorgenese.

435  GLI3 (und ausgewdhlte Mitglieder der SHH-Signaltransduktionskaskade)

Im Rahmen der vergleichenden Genexpressionsuntersuchungen in adultem und fetalem
Nierengewebe sowie in Wilmstumorgeweben wurde ein Teil des 3'-UTR des GLI3-Gens
identifiziert. Die Quantifizierung der Expressionsstérke in verschiedenen Nierengeweben
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ergab eine starke Uberexpression von GLI3 in zwei von drei untersuchten konnatalen
Mesoblastischen Nephromgeweben gegentiber adultem Nierengewebe (ca. 2,5- bzw. 4,5
fach erhoht; vgl. Abb. 3.48 in Kap. 3.2.7.1). Beim konnatalen mesoblastischen Nephrom
(KMN) handelt es sich um einen benignen Nierentumor des frihen Kindesalters, der mit
dem Wilmstumor verwandt ist und friher u.a aufgrund von KMN-Fdllen mit 11p-
Involvierung (Roberts et al., 1993) zur Gruppe der Wilmstumoren gerechnet wurde.
Anhand zytogenetischer und molekul arbiol ogischer Befunde werden KMNSs heute eher mit
konnatalen Fibrosarkomen (KFS) verglichen. Identische Translokationen t(12;15) in
beiden Neoplasien, die zur Expression eines Fusionsproteins bestehend aus der
Dimerisierungsdoméane des ETS-Transkriptionsfaktors ETV6 und der
Proteintyrosinkinasedoméane des TRKC-Genproduktes fihren, unterstreichen eine solche
Klassifizierung der KMNSs (Sawyer et al., 1996; Rubin et al., 1998). Die GLI3-Expression
in den untersuchten Wilmstumorgeweben war in zwel der drei untersuchten Proben
ebenfalls gegeniiber dem adulten Nierengewebe erhdht, mit einem Faktor von ca. 2-fach
jedoch nicht in dem Mal3e, wiein den KMNs (vgl. Abb. 3.48in Kap. 3.2.7.1).

Eine Korrelation konnte sowohl zwischen der Expression von GLI3 und IGF2, als auch
zwischen dem Verhdtnis der SMOH-/PTCH-Expression und der IGF2-Expression
beobachtet werden (vgl. Abb. 3.48 in Kap. 3.2.7.1 [GLI3] und Abb. 3.50 in Kap. 3.2.7.2
[PTCH, SMOH, IGF2]). Diese Ergebnisse unterstiitzen eine Einordnung von IGF2 in die
SHH-Signaltransduktionskaskade (s.u. und Zhan und Helman, 1998; Hahn et al., 1998).
Zum besseren Verstdndnis und zur Erlauterung der bereits aufgeklarten
Funktionsbeziehungen wird auf die GLI-Proteine und ihre Rolle innerhalb der SHH-
Signaltransduktionskaskade im folgenden naher eingegangen.

Zusammen mit den Genen GLI1 und GLI2 bildet GLI3 die Familie der GLI-Kruppel-
Genfamilie, deren Mitglieder aufgrund ihrer finf C,-H,-Zinkfinger im Protein als
Transkriptionsfaktoren angesehen werden. Innerhalb dieser DNA-Bindungsdoméne weisen
die Proteine untereinander auch die hochste Aminosduresequenzibereinstimmung auf
(Ruppert et al., 1988). Bekannte homologe Proteine in Invertebraten sind das
Segmentpolaritétsgen Cubitus interruptus (Ci) in D. melanogaster und das
geschlechtsdeterminierende Gen tra-1 in C. elegans (Orenic et al., 1990; Zarkower und
Hodgkin, 1992). GLI3 wurde aufgrund seiner hohen Homologie zum GLI1-Gen
identifiziert (Ruppert et al., 1990). Die erste Beschreibung von GLI1 erfolgte 1987 als
amplifiziertes und stark Gberexprimiertes Gen in Glioblastomgewebe (Kinzler et al., 1987).
Vergleichbare Befunde in anderen Tumoren, wie z.B in Rhabdomyosarkomen und
Liposarkomen (Roberts et al., 1989), sowie in epidermalen Tumoren (Dahmane et al.,
1997) unterstreichen die Rolle von GLI1 as Protoonkogen. Eine Rolle von GLI2 und GLI3
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in der Tumorgenese wurde bisher noch nicht beschrieben, allerdings gibt es Hinweise, dass
auch diese beiden Mitglieder der GLI-Kruppel-Transkriptionsfaktorfamilie onkogenes
Potenzial besitzen (Ruiz i Altaba, 1999).

Mit Hilfe von in situ-Hybridisierungen wurde fur die Maus gezeigt, dass ale Mitglieder
der Gli-Familie bereits wahrend der Gastrulation im Ektoderm und Mesoderm exprimiert
werden. lhre Expressionsstarke nimmt wahrend der Mausentwicklung sukzessiv ab, so
dass Transkripte hauptsachlich in ektodermal bzw. mesodermal abgeleiteten Geweben
wéahrend des Prozesses der Organogenese gefunden werden. Dabei kann eine klare
Korrelation zwischen dem Proliferationsstatus der Zellen und dem Expressionsstatus der
Gli-Gene (d.h. proliferierende Zellen sind Gli-positiv) beobachtet werden. In adulten
Geweben, nach Beendigung der Organogenese, finden sich kaum noch Transkripte (Hui et
al., 1994).

Funktionell ~werden die GLI-Proteine in die sonic hedgehog (SHH)
Signaltransduktionskaskade eingeordnet, in der sie as Transkriptionsfaktoren die zelluldre
Verarbeitung des exogenen Signals (SHH) durch die transkriptionelle Kontrolle von
Zielgenen bewirken (Marigo et al., 1996; Zhan und Helman, 1998; Yoon et al., 1998;
Ubersichtsartikel: Johnson und Scott, 1997; Aza-Blanc und Kornberg, 1999). Erkenntnisse
Uber die Zusammensetzung dieser Signaltransduktionskaskade und die Interaktionen der in
ihr mitwirkenden Proteine stammen vornehmlich aus den Untersuchungen der hedgehog
(Hh) Signaltransduktionskaskade in D. melanogaster (vgl. Abb. 4.10). Sie ist an vielen
verschiedenen Prozessen bei der Entwicklung der Fruchtfliege, so z.B. bei der Ausbildung
der Segmentierung, der Entwicklung von Flugeln, Beinen, Augen und Regionen des
Gehirns, beteiligt (Ingham, 1998; McMahon, 2000).
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Abbildung 4.10: Schematische Darstellung der HH-Signaltransduktionskaskade (veréndert nach
Kalderon, 1997; Ingham, 1998). (A) In Abwesenheit des Hedgehog-Signals (Hh) reprimiert der Hh-Rezeptor
Patched (Ptc) das fur die intrazelluléare Signalweiterleitung verantwortliche Smoothened-Protein (Smo;
vermutlich ein G Protein-gekoppelter Rezeptor). Dadurch bleibt der Cubitus interruptus (Ci)-Fused (Fu)-
Costal2 (Cos2)-Komplex mit den Mikrotubuli assoziiert. Die Folge ist die proteolytische Spaltung der 155
kDa-Form von Ci. Das verkizte Protein (Ci;s) trandociert in den Zellkern und wirkt dort as
transkriptioneller Repressor der Hh-Zielgene (z.B. decapentaplegic, wingless, patched).

(B) Die Bindung von Hh an seinen Rezeptor (Ptc) hebt die inhibitorische Wirkung von Ptc auf Smo auf.
Aktiviertes Smo kann daraufhin zur intrazelluldren Signalweiterleitung (vermutlich Uber ein G Protein)
beitragen, was zur Ablosung des Ci-Fu-Cos2-Komplexes vom Zytoskelett (dies geht mit der
Phosphorylierung von Fu und Cos2 einher) fihrt. Der daraus resultierende Wegfall der proteolytischen
Spaltung von Ciss fihrt dazu, dass die 155 kDa-Form von Ci im Zellkern zusammen mit dem
Coaktivatorprotein CBP (CAMP-responsive element (CRE)-binding protein) die transkriptionelle Aktivierung
der Hh-Zielgene bewirkt.

Nukleus Zielgene

Zielgene

Die SHH-Signaltransduktionskaskade spielt in Zielgeweben bei der Weiterleitung von
Signalen embryonaler Organisationszentren eine wesentliche Rolle. So ist sie z.B. en
zentraler Tell der Prozesse, die zur Regulation der anterioren-posterioren
Achsensymmetrie bei der Bildung von Gliedmal3en in Vertebraten beitragen. Ferner
reguliert sie die Morphogenese verschiedener Organe, darunter Auge und Lunge. Das
Signal, SHH, wirkt dabel as Morphogen und bewirkt, z.T. Uber das Vorliegen von
Konzentrationsgradienten, die unterschiedliche Differenzierung von Zielzellen
(Ubersichtsartikel: McMahon, 2000).

Mutationen im GLI3-Gen sind in Patienten mit Greig-Cephal opolysyndaktyliesyndrom
(GCPS), Pallister-Hall-Syndrom (PHS) und postaxialer Polysyndakylie Typ A (PAP-A)
beschrieben (Vortkamp et al., 1991; Kang et al., 1997; Radhakrishna et al., 1997). Nach
einem von Biesecker (1997) aufgestellten Modell fuhren die mit den Syndromen
assoziierten  GLI3-Mutationen zur  Bildung mehr oder weniger verkUrzter
Proteinisoformen. Gemal3 diesem Modell bestimmen die verbliebenen funktionellen
Doménen der mutanten Proteinisoformen deren Fahigkeit, mit DNA und/oder anderen
Proteinen (z.B. analog Ci mit dem Zytoskelett, vgl. Abb. 4.10) in Wechselwirkung zu
treten. Daraus resultiert eine Dysregulation der Zielgene von GLI3, die, je nach Ausmal3,
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zu den unterschiedlich schweren phanotypischen Auswikungen der drei genannten
Krankheitsbilder fuhrt.

Neben der Rolle bel der Steuerung von Entwicklungs- und Differenzierungsprozessen tritt
die SHH-Signaltransduktionskaskade zunehmend in den Vordergrund des Interesses der
Krebsforschung (Dean, 1998). Der Befund, dass verschiedene an der Signalweiterleitung
beteiligte Proteine tumorsupprimierend bzw. onkogen wirken kdnnen, machen sie zu
Kandidaten fur Neoplasien. So konnte gezeigt werden, dass das humane Homolog des
Drosophila patched Gens, PTCH, ein Tumorsuppressorgen ist, finden sich doch
Keimbahnmutationen im PTCH-Gen in Gorlin-Syndrom-Patienten, die u.a. von
Basal zellkarzinomen der Haut, Medulloblastomen und Fibrosarkomen des Ovars betroffen
sind (OMIM 109400; Hahn et al., 1996; Johnson et al., 1996; Chidambaram et al., 1996
ale in Dean 1998). Daneben finden sich auch in sporadischen Basalzellkarzinomen
Mutationen im PTCH-Gen (Gailani et al., 1996). Die Rolle von PTCH als
Tumorsuppressorgen wird durch ein Mausmodell fur das Gorlin-Syndrom unterstrichen:
Die Méuse, die heterozygot fur eine Mutation in Ptch sind, entwickeln neben den oben
genannten Neoplasien auch Rhabdomyosarkome, in denen das Wildtypallel ebenfalls
mutiert vorliegt. In diesen Tumoren findet man weitere Mitglieder der Shh-
Signaltransduktionskaskade, Glil und Igf2, verstérkt exprimiert (Hahn et al., 1998).
SMOH, ein weiteres Mitglied der SHH-Signaltransduktionskaskade und der eigentliche
SHH-Rezeptor (vgl. Abb. 4.10), wird dagegen as Protoonkogen beschrieben. So finden
sich in einer Gruppe sporadischer Basalzellkarzinome Mutationen im SMOH-Gen, die
funktionell vermutlich zu einer konstitutiven Aktivierung des SHH-Signalweges im
Tumorgewebe fuhrt (Xie et al., 1998). Die Untersuchung des onkogenen Potenzials der
mutanten Form von SMOH ergaben, dass es sich bei SMOH tatsachlich um ein
Protoonkogen handelt, das in der mutierten Form zusammen mit dem Adenovirus E1A-
Proteinin der Lageist, Zellen zu transformieren (Xieet al., 1998).

Die beschriebenen funktionellen Zusammenhénge machen deutlich, dass enige
Komponenten der SHH-Signaltransduktionskaskade wichtige Einflisse auf die zellulare
Proliferationskontrolle ausiiben. Der Befund, dass GLI3 als ein zentraler Vermittler SHH-
Signals in verschiedenen KMNs und WTs Uberexprimiert ist (vgl. Abb. 3.48 in Kap.
3.2.7.1; Zabd et al., 1998; G. Klemm, personliche Mitteilung), macht es zu einem
aussichtsreichen Kandidatengen fur die Wilmstumorgenese. Mit seiner Lokalisation in
7p13 befindet sich das Gen in einer chromosomalen Region, die zuvor in einem
Wilmstumorfall mit einer Translokation t(7;7)(p13;g13) als einziger zytogenetischer
Aberration identifiziert wurde (Sawyer et al., 1993). Das Gen PTCH wurde in die
chromosomale Bande 9¢22.3 kartiert. Auch diese Region ist in verschiedenen
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Wilmstumoren von spezifischen Aberrationen betroffen (Mitelman et al., 1997), womit
sich ein weiteres Gen der SHH-Signaltransduktionskaskade in einer Kandidatenregion fur
das Nephroblastom findet.

4.4  Ausblick

Der Wilmstumor ermdglicht die Anwendung verschiedenster Strategien, die zur
Aufklarung seiner komplexen Genese evtl. aber auch weiterer Tumorgeneseprozesse
fUhren konnen. Da es sich beim Nephroblastom um einen embryonalen Tumor handelt,
dessen Ursachen in einer fehlerhaft ablaufenden Entwicklung der menschlichen Niere zu
suchen sind, ist hier die besondere Situation gegeben, dass die normale Nierenentwicklung
as Referenzsystem fir die molekulare Untersuchung seiner Pathogenesemechanismen
herangezogen werden kann. Die Identifikation von Kandidatengenen fir das Malignom
kann somit, neben der Klonierung der von chromosomalen Aberrationen betroffenen
Genloci  (genomischer  Ansatz), durch  Expressionsansdtze (u. a  mit
entwicklungsbiologischem Hintergrund; vgl. vorliegende Dissertation) ergéanzt werden.
Darliber hinaus ist es méglich, durch die Einordnung identifizierter Kandidatengene in
bereits bekannte Signaltransduktionskaskaden, die Anzahl der Kandidatengene um die
entsprechend involvierten Proteine zu erweitern (,pathway-Ansatz*). Durch deren
Assoziation mit physiologischen Prozessen, im Idedfall aber auch mit anderen
Tumorerkrankungen, konnen so moglicherweise zusétzlich Erkenntnisse Uber die
molekularen und zellularen Mechanismen der Pathogenese gewonnen werden. Dies konnte
in der vorliegenden Arbeit (ansatzweise) durch das identifizierte GLI3-Gen und dessen
Einbettung in den SHH-Signalweg erreicht werden. Anhand der weiteren
Charakterisierung des einzigen bisher klonierten Kandidatengens fir das Nephroblastom,
WT1, so z.B. die Identifikation WT1-regulierender Proteine (Transkriptionsfaktoren bzw.
Interaktionspartner) und WT1-regulierter Gene (Zielgene) in vitro und in Tiermodellen,
kann die Gruppe der Kandidatengene fur den WT weiter erganzt werden (, WT1-Ansatz").
Zu diesem Zweck eignen sich besonders die im Rahmen der vorliegenden Arbeit generierte
Deletionsreihe des WT1-Promotors in Reportergenplasmiden sowie die vorgestellte
Zéellinie mit induzierbarer WT1-Expression. Ferner arbeitet die Gruppe an einer
konditionalen Wt1-k.0.-Maus. Zusammen mit Kandidaten, die sich aus funktionellen Tests
der initial isolierten Kandidatengene ergeben (,funktionelle Ansédize"; Beispiele waren
Proteininteraktionspartner von TM7SF1 oder Zielgene von TM7SF1 bzw. TCF2), sollte
sich so das Bild von den molekularen Zusammenhangen der Metanephrogenese wie auch
der Wilmstumorgenese vervollstandigen lassen. Eine Mdoglichkeit, die identifizierten
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Kandidatengene miteinander in Beziehung zu setzen bzw. deren Bedeutung fir die WT-
Pathogenese zu testen ist sicherlich die paralele Analyse ihrer Expression und/oder der
genomischen Situation in WT-Geweben nach Aufbringen auf DNA-Microarrays. Sollte
ein solches Vorgehen an definiertem Tumormaterial zu signifikanten Korrelationen von
Expressions- oder genomischem Profil mit bestimmten Tumorsubtypen fihren, so ist die
Anwendung dieser ,DNA-Chips‘ in der Diagnostik, z.B. fir die Optimierung
therapeutischer Ansétze, denkbar.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Dissertation wurden verschiedene Kandidatengene fir den
Wilmstumor (WT), eine Tumorerkrankung der Niere, identifiziert und charakterisiert.
Dieses fruhkindliche Malignom resultiert aus einer inkorrekt ablaufenden
M etanephrogenese.

Aus diesem Grund wurde in einem Expressionsansatz die Isolation differenziell wéhrend
der Nierenentwicklung und/oder der Wilmstumorgenese exprimierter Transkripte verfolgt.
Zu diesem Zweck wurden die Genexpressionsmuster verschiedener humaner Wilmstumor-
und Normal nierengewebe (adulte sowie fetale Niere) mit Hilfe der Technik des differential
display verglichen und die als differenziell exprimiert identifizierten Gene kloniert und
charakterisiert. Bei TM7SF1 handelt es sich um ein neues Gen, dessen Transkription im
Zuge der Metanephrogenese angeschaltet wird. Das von ihm codierte putative Protein kann
aufgrund von Strukturvorhersagen vermutlich zur Familie G Protein-gekoppelter
Rezeptoren gezahlt werden. Die daraus ableitbare Funktion as Signalmolekil der
Nierenentwicklung, sowie seine Lokalisation in einem WT-Lokus (1g42-g43) machen
TM7SF1 zu einem aussichtsreichen Kandidatengen fur den WT. Dariliber hinaus konnten
im Zuge der vorliegenden Dissertation die V oraussetzungen fur funktionelle Tests, die eine
weitere Charakterisierung von TM7SF1 erlauben, geschaffen werden (Identifikation und
Klonierung des murinen Homologen, stabil Uberexprimierende WT-Zelllinien, Antikorper
gegen den Aminoterminus des putativen Proteins). Mit TCF2 wurde ein Gen identifiziert,
dessen Produkt in Prozessen der Metanephrogenese eine Rolle spielt. Die signifikante
Herunterregulation der TCF2-Expression in der grof3en Mehrzahl der untersuchten WTS,
die innerhalb der vorliegenden Arbeit gezeigte Regulation durch das WT1-Genprodukt,
sowie seine genomische Lokalisation in einem Intervall fur die familidre Form des WT
(FWT1in 17g12-921) zeigen das Potenzial von TCF2, as Kandidatengen fur den FWT zu
gelten. DarUber hinaus wurde mit GLI3 ein in verschiedenen WTSs stark exprimiertes Gen
identifiziert. Sein Produkt ist eine Komponente des entwicklungsbiol ogisch relevanten und
in verschiedene Tumorerkrankungen involvierten sonic hedgehog-
Signaltransduktionsweges. Insofern erfullt GLI3 die an ein WT-Kandidatengen zu
stellenden Anforderungen — ,, Entwicklungsgen“ mit onkogenem Potenzial — sehr gut. Mit
FE7A3 und CDT151 konnten zwei differenziell exprimierte cDNAS identifiziert werden,
die Teile neuer Gene darstellen, und die in WT-Loci kartiert werden konnten. Aufgrund
von Homologievergleichen im Bereich der identifizierten offenen Leserahmen konnte eine
mogliche Bedeutung der Gene bzw. der putativen Genprodukte fur die WT-Pathogenese
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as Zeladhasionsmolekil (FE7A3) bzw. ads mit der Proliferation assoziiertem
Transkriptionsfaktor (CDT151) herausgearbeitet werden.

Neben den komparativen Genexpressionsuntersuchungen wurde in eéinem zweiten Ansatz
die transkriptionelle Regulation des einzigen bisher klonierten Wilmstumorgens (WT1)
anadysiert. Mit Hilfe vergleichender Reportergenanalysen (Deletionsreihe des WT1-
Promotors in Luciferase-Reportergenvektoren) in WT1-exprimierenden und nicht-
exprimierenden Zelllinien konnten neue fur die transkriptionelle Regulation von WT1
relevante Bereiche identifiziert werden. Dartber hinaus wurde der fur die
Transkriptionsfaktoren SP1 und SP3 an anderen Promotoren beschriebene funktionelle
Antagonismus fur die WT1-Expression untersucht und in Gelretardationsanalysen mit dem
WT1-Expressionsstatus von Zelllinien korreliert.
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