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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Das Hepatoblastom

1.1.1 Epidemiologie

Das Hepatoblastom (HB) ist eine sehr selten auftretende, maligne Tumorerkrankung der
Leber mit einer Inzidenz von 1,6 Féllen pro einer Million Kinder unter 14 Jahren [1]. Al-
lerdings macht es ca. 1 % aller padiatrischer Tumorerkrankungen aus und ist der hiufigste
Lebertumor des Kindesalters [2,3]. Das Hepatoblastom betrifft iberwiegend Séuglinge und
Kleinkinder bis zum dritten Lebensjahr, womit das Hepatoblastom nach dem Neurobla-
stom und dem Nephroblastom der dritthdufigste abdominelle Tumor dieser Altersgruppe
ist [4]. Erstmals beschrieben wurde ein Kind mit einem Hepatoblastom im Jahr 1898 [5].
Obgleich es meist sporadisch auftritt, kommt es selten im Rahmen von genetischen Erkran-
kungen wie zum Beispiel dem Beckwith-Wiedemann Syndrom, dem Edward’s Syndrom
oder der familidren adenomatdsen Polyposis coli (FAP) zum Auftreten eines Hepatobla-
stoms [6/-8].

1.1.2 Histopathologische Klassifikation

Das Hepatoblastom ist ein epithelialer Tumor, welcher in fiinf Kategorien (fetal, embryo-
nal, makrotrabekulér, kleinzellig undifferenziert und cholangioblastisch) entsprechend der
unterschiedlichen Stadien der Leberentwicklung eingeteilt wird [9]. In Ausnahmefillen
kommt es zu Mischformen aus entweder mesenchymalen Derivaten und / oder teratoi-
den Zellen. Hierbei kénnen Osteoide, Skelettmuskulatur oder Knorpel, sowie Plattenepi-
thel, neuroektodermale Strukturen oder Driisengewebe Teil des Tumors sein (siehe Tabelle
. Das gut differenzierte fetale Hepatoblastom korreliert mit einer besseren Prognose.
Gleichzeitig wird spekuliert, dass das embryonale Hepatoblastom aufgrund einer hcheren
Proliferationsrate eine etwas schlechtere Prognose besitzt, was bisher nicht belegt werden

konnte [10-12]. In Einzelfllen kann es histologisch auch zu einem Mischbild aus Charakte-
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Tabelle 1.1: Histopathologische Klassifikation des Hepatoblastoms |9]

Epithelial
Fetal sgut differenziert®:. gleichférmig (10-20 pm im Durchmesser),
runder Zellkern, Strénge mit minim mitotischer Aktivitit (< 2
pro 10/400 Mikroskopfelder), extramedullare Himatopoese
Luberfillt“ oder mitotisch aktiv (>2 pro 10/400 Mikroskopfelder),
auffillige Nukleoli, weniger Glykogen
»pleomorph“ oder schlecht differenzierte, moderate Anisonukleose,
hoher N/C (Nukleusanzahl pro Zytoplasmaanteil), Nukleoli
Lanaplastisch“ Nukleusvergrofferung und Pleomorphismus, Hyper-
chromasie, abnormale Mitose
Embryonal 10-15 gm im Durchmesser, hoher N/C, abgewinkelte Nukleoli, pri-
mitive Tubuli, extramedullare Himatopoese
Makrotrabekular | epitheliales Hepatoblastom (fetal oder embryonal) wachsend in
Trabekeln von >5 Zellen Dicke (zwischen den Sinusoiden)
Kleinzellig undif- | 5-10 gm im Durchmesser, kein architektonisches Muster, minima-
ferenziert les, blasses, amphophiles Zytoplasma, runde bis ovale Nuklei mit
feinem Chromatin und unauffélligen Nukleoli, +/- Mitose, muss
von malignen, INI1-negativen Rhabdoidtumoren differenziert wer-

den
Cholangioblastisch| Gallengéinge, normalerweise in der Peripherie von epithelialen In-
seln
Gemischt
Stromale Spindelzellen, Osteoid, Skelettmuskel, Knorpel
Teratoid gemischt, primitives Endoderm, Plattenepithel, neuroektodermale
Strukturen, Melanin, Driisengewebe

ristika von Hepatoblastom und hepatozellulirem Karzinom (HCC) kommen. Diese werden
als maligne transitionelle Leberzelltumore bezeichnet. Klinisch zeigen diese Tumore ein

zum HCC &hnlich aggressives Verhalten mit Gefifiinvasion und Fernmetastasierung [13].

1.1.3 Klinik und Diagnostik

Klinisch préasentiert sich das Hepatoblastom meist durch eine asymptomatische Hepato-
megalie (siehe Abbildung [1.1]).

Weitere Symptome kéonnen Gewichtsverlust, Inappetenz, Miidigkeit, Schmerzen und Ikte-
rus sein [14]. Schon lénger ist eine Assoziation des Hepatoblastoms mit Frithgeburtlichkeit
und einem sehr niedrigen Geburtsgewicht (<1.500 g) bekannt |15,/16]. Die Diagnostik
besteht aus Blutproben und Bildgebung, wobei hier die Computertomographie und die

Magnetresonanztomographie eine Schliisselrolle spielen. Im Blut spielt vor allem der Tu-
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Abbildung 1.1: links: Patient mit Hepatoblastom bei massiver Hepatomegalie; rechts:
Hepatektomie-Préaparat

mormarker Alpha-Feto-Protein (AFP) eine wichtige Rolle als diagnostischer und progno-
stischer Marker, indem erhohte Werte >1.000.000 ng/ml oder sehr niedrige Werte <100
ng/ml eine schlechtere Prognose andeuten . Auch beta-human Chorion-Gonadotropin
(B-HCG) spielt als Tumormarker eine wichtige Rolle und ist in ca. 20 % erhoht. Zum
Ausschluss einer viralen Genese sollten im Blut Antikérper gegen Hepatitis-Viren, sowie
deren Antigene analysiert werden. Zusétzlich sollte zum Ausschluss eines Neuroblastoms
CEA, NSE sowie Katecholamine im Urin bestimmt werden . Falls bei einem Kind im
Alter zwischen sechs Monaten und drei Jahren ein Lebertumor auffillt, kann bei erhohtem
Plasma-AFP (>1.000 ng/ml und mindestens {iber der 3-fachen Altersnorm) auf eine Bi-
opsie zur Diagnosesicherung des Hepatoblastoms verzichtet werden . In anderen Féllen
kann eine Tumorbiopsie offen, laparoskopisch oder als perkutane Stanzbiopsie gewonnen

werden. Von einer Feinnadelpunktion ist allerdings abzusehen .

1.1.4 Einteilung der Tumorstadien

Es gibt weltweit vier grofie Konsortien, die an Lebererkrankungen der Kindheit forschen.
Die européische internationale ,,Society of Pediatric Oncology group* (SIOPEL), die nord-
amerikanische ,,Children’s Oncology Group® (COG) und nationale Arbeitsgruppen in
Deutschland ,,Gesellschaft fiir pédiatrische Onkologie und Hématologie “ (GPOH) und
in Japan , Japanese Study Group for Pediatric Liver Tumor“ (JPLT). Diese kooperieren
eng mit den Arbeitsgruppen IPSO (International Society of Paediatric Surgical Oncolo-
gy) und IPSA (International Pediatric Transplant Association), um die Stadieneinteilung

und Therapieentscheidungen zu treffen. Jede dieser Gruppen geht nach eigenen Stan-
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dards vor, die jedoch zunehmend zusammengelegt werden. So wurde durch SIOPEL ein
Tumorstadien-System ,, PRE-Treatment tumor EXTension* (PRETEXT) entwickelt, wel-

ches iiber die Jahre weiter verfeinert wurde.

PRETEXT | V ?

1 Sektor ist betroffen, 3 angrenzende sind frei

> P G
g

2 Sektoren sind betroffen, 2 angrenzende sind frei.
Oder 1 Sektor ist betroffen, 2 angrenzende sind frei

PRETEXT 11l

ol

3 Sektoren sind betroffen, 1 Sektor ist frei.
Oder 2 Sektoren sind betroffen, 2 nicht-angrenzende sind frei

PRETEXT IV

Alle 4 Sektoren sind betroffen

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der PRETEXT-Einteilung je nach Lage und Aus-
dehnung des Tumors. Eigene Darstellung nach Trobaugh-Lotrario et al. @

Die Stadieneinteilung des Hepatoblastoms vor einer Therapie erfolgt von Region zu Region
unterschiedlich. Die verbreitetste Methode ist nach der Gruppe SIOPEL, dessen Einteilung
mittels Blutproben, CT oder MRT erfolgt . Die PRETEXT-Klassifikation wird verwen-
det, um die Tumorausdehnung mittels CT oder MRT vor Therapiebeginn zu bestimmen

und bietet somit eine effektivere Vergleichbarkeit zwischen Studien der unterschiedlichen
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Arbeitsgruppen. Die Klassifikation zeigt eine gute Reproduzierbarkeit [21] und einen guten

prognostischen Wert bei Kindern mit Hepatoblastom [21H23]. PRETEXT wird vor allem in

von SIOPEL durchgefithrten Studien als Risikostratifizierung verwendet. Die meisten an-
deren Gruppen verwenden die Klassifikation ausschlielich fiir diagnostische Schritte und

benutzen ein anderes Einteilungs-Verfahren. Die Klassifikation unterteilt sich in vier Kate-

gorien (I-IV), welche die Anzahl der betroffenen Lebersektoren beschreibt (siche Abbildung
. Die extrahepatische Ausdehnung wird, wie in Tabelle gezeigt, mit zusétzlichen
Buchstaben beschrieben. [20,121].

Tabelle 1.2: 2005 PRETEXT Einteilung: Zusétzliche Kriterien nach Roebuck et al. [20]

der Vena cava
inferior (IVC)
und/oder der
Vv. hepaticae

oder der IVC

V1 Beteiligung einer V. hepatica, nicht IVC
V2 Beteiligung zweier Vv. hep., nicht IVC
V3 Beteiligung aller 3 Vv. hep. +/- IVC

Beteiligung C | C1 Tumor mit Beteiligung des Lobus cau- | Alle C1 Patienten
des Lobus datus sind mindestens
caudatus CO0 Alle anderen Patienten PRETEXT II
Extrahepatische] E | EQ Kein Nachweis einer abdominellen Bei Aszites
intraabdominel Tumorausbreitung (aufler M oder N) zusétzlich Suffix
-le Beteiligung E1 Direkte Ausbreitung des Tumors in be- | ,a“
nachbarte Organe oder das Zwerchfell
E2 Peritoneale Knoten
Fokalitat des F | FO Patienten mit solitdrem Tumor
Tumors F1 Patienten mit zwei oder mehr Tumoren
Tumorruptur H | HO Alle anderen Patienten
oder Blutung H1 Bildgebung oder klinische Befunde einer
intraperitonealen Blutung
Fernmetastasen| M| MO Keine Fernmetastasen Suffix je nach
M1 Alle Metastasen (auBer E und N) Lokalisation
Lymphknoten | N | NO Keine LK-Metastasen
(LK) Metas- N1 Nur abdominelle LK-Metastasen
tasen N2 Extraabdominelle LK-Metastasen
Beteiligung P | PO Keine Beteiligung Bei intravasku-
der Portalvene P1 Beteiligung von entweder des rechten | lirem Wachstum
oder linken Asts der Portalvene Suffix ,,a“
P2 Beteiligung des Hauptstamms
Beteiligung V | VO Keine Beteiligung der Venae hepaticae | Bei intravasku-

larem Wachstum
Suffix ,,a“

Die PRETEXT-Klassifikation wird auch nach zwei Zyklen neoadjuvanter Chemothera-
pie verwendet, um die Ausdehnung des Tumors zu beschreiben, was dann POSTTEXT-

Klassifikation (post-treatment extension) genannt wird [24].
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Metastasen

Hepatoblastompatienten mit hidmatogen gestreuten Metastasen werden als M1 klassifi-
ziert. Typischerweise manifestieren sich Metastasen des Hepatoblastoms in der Lunge und
stellen sich in der Computer-Tomographie als meist mehrfach auftretende, >5 mm, rund-
liche, klar begrenzte Raumforderungen dar, mit einer meist subpleuralen Lage. Metasta-
sen in weiteren Organen finden sich beim Hepatoblastom nur selten, zeigen sich jedoch
héufiger beim hepatozellulidren Karzinom. Hierbei kann es zu Hirn-, Knochen-, oder Kno-
chenmarksmetastasierung kommen. Dabei wird zusétzlich zur Bezeichnung M1 die Ka-
tegorien p (pulmonal), s (skeletal), ¢ (zentrales Nervensystem), m (Knochenmark) oder
x (weitere Lokalisationen) hinzugefiigt. Somit wird ein Hepatoblastom bei einem Kind
mit alleinigen Lungenmetastasen als M1p beschrieben. Patienten ohne Nachweise einer

h&matogenen Streuung werden als MO klassifiziert.

Lymphknotenmetastasen entlang der Vena porta hepatis sowie andere abdominelle Lymph-
knotenstationen sind selten. Die Differenzierung zwischen einer benignen Lymphknoten-
vergroflerung und einer Metastase kann nur durch eine Biopsie gestellt werden. Hierbei rét
die SIOPEL-Gruppe allerdings aufgrund der mdoglichen Komplikationen aktiv von einer
standardméfig durchgefiihrten Biopsie ab. Kinder ohne Lymphknotenmetastasen werden
als NO klassifiziert, diejenigen mit ausschlieBlich abdomineller Beteiligung (unterhalb des
Zwerchfells und oberhalb des Ligamentum inguinale) als N1 und diejenigen mit extra-

abdomineller Lymphknotenmetastasierung als N2 [20].

1.1.5 Therapie

Die Therapie des Hepatoblstoms setzt sich aus verschiedenen Bausteinen zusammen. Aus
chirurgischer Sicht ist eine Biopsie routineméflig zu empfehlen und eine priaoperative (neo-
adjuvante) Chemotherapie durchzufiihren, da es die Resektion vereinfacht. Eine primére
Resektion ist selten indiziert und nur bei kleinen solitdren Tumoren und PRETEXT I
und ggf. IT moglich [18]. Durch eine Cisplatin-haltige neoadjuvante Chemotherapie konnte
gezeigt werden, dass es bei bis zu 90 % zu einer verbesserten Resektabilitdt kommt [25].
Insgesamt kann durch dieses Verfahren der pré- und postoperativen Chemotherapie und
Operation eine durchschnittliche 5-Jahres-Uberlebensrate von knapp 80 % erreicht wer-
den [26]. Auch Lungenmetastasen sollten reseziert werden, wobei sich die Prognose der
Patienten durch die Metastasen verschlechtert [27]. Die Chemotherapie muss je nach Risi-
kostratifizierung individuell auf den Patienten abgestimmt werden und unterliegt sténdiger

Fortentwicklung [23128},29]. In seltenen, schwerwiegenden Fillen ist eine Lebertransplan-
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tation notig, falls das Hepatoblastom mehr als 3 Sektoren der Leber betrifft oder sich

zentral und in zu engem Bezug zu den grofien Venen befindet .

Risikostratifizierung, Chemotherapie und Prognose

Zur Stratifizierung welches Chemotherapieverfahren verwendet wird, werden drei Risi-
kogruppen ermittelt (siche Abbildung . Dabei werden je nach PRETEXT-Stadium

Gering Intermediar
M- o M-
PRETEXT * VPEFR — * \VPEFR +
¢ Nicht resektabel bei D * < 8 Jahre
M- M-
® < 8lJahre ® < 8lJahre
PRE:I-EXT * AFP > 100 * AFP > 100
* VPEFR — * VPEFR +
 Nicht resektabel bei D
M- M- Oder:
* < 8 Jahre * < 8lJahre >M-
* AFP > 1000 * AFP > 1000 > < 8Jahre
* VPEFR — * VPEFR + 5 AFP 101 - 1000
M-
® <3 Jahre
* AFP > 100

Abbildung 1.3: Risikostratifizierung nach Meyers et al. . AFP Grenzwerte in ng/ml, bei D
= bei Diagnose, M und VPEFR siehe Tabelle[I.2

Fernmetastasen (M), Alter, Hohe des AFP und extrahepatische Beteiligungen (VPEFR)
beriicksichtigt. Fin sehr geringes Risiko besitzen Patienten in PRETEXT Stadium I oder IT
ohne Fernmetastasen oder extrahepatischer Beteiligung und insbesondere mit einem resek-
tablen Hepatoblastom bei Diagnosestellung. Sobald Fernmetastasen (M+) vorhanden sind,
werden diese Patienten in die Hochrisikogruppe eingeteilt. Allgemein lésst sich anhand der
Risikogruppen die 5-Jahres-Uberlebensrate abschitzen. Diese betrégt in Risikogruppe 1
(sehr gering und gering): > 89 %, in Risikogruppe 2 (intermediér): 50-88 % und in Ri-
sikogruppe 3 (hoch): < 50 % . Generell werden eine Vielzahl an Chemotherapeutika
eingesetzt. Hierbei kommt meist Cisplatin zum Einsatz, welches mit Carboplatin, Doxoru-
bicin, Ifosfamid, Etoposid, Vincristin, 5-Fluorouracil und Irinotecan kombiniert wird. In
Risikogruppe 1 wird derzeit von der GPOH die Kombinationstherapie von priaoperativ 2-3x
Cisplatin und Doxorubicin (PLADO) und postoperativ 1x PLADO empfohlen [32]. Auch
eine Monotherapie von Cisplatin ist moglich . In Risikogruppe 2 ist der Standard eine
Therapie praoperativ mit einer 4-maligen Gabe von Cisplatin alternierend mit Carbopla-
tin/Doxorubicin 3-malig und postoperativ Carboplatin/Doxorubicin 2-malig alternierend
mit Cisplatin 1-malig . In Risikogruppe 3 erfolgt eine Kombination aus prédoperativ
Cisplatin/Doxorubicin 3-malig und Carboplatin/Doxorubicin 1-malig, postoperativ Car-
boplatin/Doxorubicin einmalig [35].
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Als niichste grofie internationale Studie wird aktuell an der PHITT-Studie (Paediatric
Hepatic International Tumour Trial) gearbeitet, die sowohl eine Therapieoptimierung als
auch molekulargenetische Alterationen mit prognostischer Signifikanz prospektiv priifen

soll.

1.2 Genetik des Hepatoblastoms

1.2.1 Mit dem Hepatoblastom assoziierte syndromale Erkrankungen

Obwohl viele Fille nur sporadisch auftreten, gibt es eine deutlich erhéhte Inzidenz des He-
patoblastoms in Patienten mit syndromalen Erkrankungen [36]. Die familiéire adenomatdse
Polyposis coli (FAP), eine autosomal rezessive Erkrankung, die mit einer Manifestation
von zahlreichen Kolonpolypen einhergeht und das Beckwith-Wiedemann-Syndrom (BWS),
welches sich als iiberproportionales Groflenwachstum vor allem der inneren Organe mani-
festiert, sind die zwei verbreitetsten mit dem Hepatoblastom assoziierten Syndrome. Pa-
tienten mit FAP tragen eine Keimbahnmutation des adenomatésen polyposis coli- (APC)
Tumorsupressorgens, was zur Entwicklung der Kolonpolypen und der weiteren Progressi-
on zu einem Kolonkarzinom fithren kann. Das Risiko eines Hepatoblastoms in einem Kind
mit FAP liegt bei 0,4 % [37]. Beckwith-Wiedemann-Patienten tragen meist eine Varia-
tion des kurzen Armes des Chromosoms 11. Hierbei ist zum Beispiel bei Patienten mit
der Chromosom 11p15.5 uniparentalen Isodisomie (UPD) bekannt, dass ein erhohtes Ri-
siko besteht einen embryonalen Tumor zu entwickeln [38]. An diesem Lokus, Chromosom
11p15.5, liegt das IGF2 Gen, welches bei einer Verdnderung ein fiir das BWS charakteri-
stisches Bild des Groiwuchs, Fehlbildungen und Entstehung von Tumoren hervorruft. Fiir
Patienten mit dem Beckwith-Wiedemann Syndrom ist das Risiko ein Hepatoblastom zu

bekommen 2.280-mal grofler als das gesunder Kinder [6].

1.2.2 Die Rolle somatischer Mutationen (CTNNB1, NFE2L2 und TERT)

im Hepatoblastom

Die Vermutung, dass vergleichsweise wenig genetische Verédnderungen bis zur Ausbildung
eines malignen Phéanotyps der Leberzellen nétig sind, konnte mittlerweile bestétigt werden.
Das Hepatoblastom weist mit nur drei Aberrationen pro Tumor die niedrigste Mutations-

rate bislang systematisch sequenzierter Tumorentitéten auf [39|.

CTNNB1 zeigt die hochste Mutationsrate im Hepatoblastom

Es hat sich herausgestellt, dass in 50-90 % der Fille eine Mutation im Gen CTNNBI

(B-Catenin) liegt, welches eine zentralen Rolle im Wnt-Signalweg einnimmt. Dies ist eine
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der hochsten Mutationsraten, die in menschlichen Neoplasien gefunden wurde [40]. Inter-
essanterweise zeigten leberspezifische Knockout-M#use mit aktiviertem CTNNB1 Hepato-
blastom-#hnliche Tumore der Leber [41]. 5-Catenin spielt eine entscheidende Rolle in der
Zelladhésion, indem es an E-Cadherin bindet. Auflerdem beeinflusst es die Zellproliferation
durch die regulatorische Funktion im WNT-Signalweg [42]. Somatische Mutationen von
Genen, die wie zum Beispiel APC, AXIN1 und AXIN2 Teil des Abbaukomplexes sind,
wurden ebenfalls in seltenen Fillen in Hepatoblastomen gefunden [43-45]. Interessanter-
weise sind diese Genmutationen von CTNNBI1, AXINI und AXIN2 auch im adulten
hepatozelluldren Karzinomen beschrieben [44,/46], was die Rolle des aktivierten WNT-

Signalwegs in der Entstehung von Lebertumoren aller Altersgruppen unterstreicht [47].

NFEL2L Mutationen kommen im Hepatoblastom und HCC vor

Bei Whole-Exome Sequencing Analysen an Hepatoblastomen und TLCT zeigte sich die
zweitgrofite Anreicherung von Mutationen, nach den bereits bekannten CTNNBI1- Gen-
mutationen (hier 72,5 %), bei dem Transkriptionsfaktor NFE2L2/NRF2 (nuclear factor-
erythroid-2-related-factor-2) mit einer Mutationsrate von 9,8 % [39]. Dieser ist verantwort-
lich fiir die Aktivierung von Schutzmechanismen gegen oxidativen Stress und spielt damit
eine entscheidende Rolle im Prozess des zelluliren Uberlebens [48]. Allerdings wurde ge-
zeigt, dass NFE2L2 nicht nur das Uberleben gesunder Zellen férdert, sondern ebenfalls das
von Tumorzellen, da vor allem Tumorzellen oxidativen Stress ausgesetzt sind und NFE2L2
zusétzlich Schutz vor Chemotherapeutika [49] und Strahlentherapie [50] bietet. Vor allem
der Fund von Mutationen von NFFE2L2 zusammen mit CTNNBI nicht nur im Hepato-
blastom und TLCT, sondern auch in péadiatrischen HCCs [51] unterstreicht die mogliche
Relevanz der gemeinsam auftretenden Mutationen in der Entstehung padiatrischer Leber-

tumore.

Mutationen des TERT-Promoters spielen in der Transition vom Hepatoblastom
zum HCC eine Rolle

Als dritthéufigste gefundene Mutation zeigte sich in der von Eichenmiiller et al. durch-
gefiihrten Studie die Telomerase-reverse-Transkriptase (TERT) mit einer Mutationsrate
von 5,9 % [39]. Es ist bereits bekannt, dass in Lebertumoren des Erwachsenenalters Muta-
tionen des TERT-Promoters als die frithesten genetischen Verdnderungen zu finden sind,
da sie sich bereits in prikanzerdsen Lésionen zeigen und sich im Anschluss in der Regel
in ein HCC weiterentwickeln [52]. Bei Kindern lassen sich die Mutationen des TERT-
Promoters allerdings nur in den transitionellen Leberzelltumoren und nicht im Hepatobla-
stom darstellen [39]. Dies deutet darauf hin, dass Kinder im Gegensatz zu Erwachsenen

erst bei einer Tumorprogression vom Hepatoblastom in Richtung TLCT und HCC diese
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Mutation erwerben.

1.3 Transkriptionelle Regulation

1.3.1 Gegenspiel von Koaktivatoren und Korepressoren

Die allgemeine transkriptionelle Maschinerie einer Zelle hingt von zwei entscheidenden
Faktoren ab, der Aktivierung oder Deaktivierung der Genexpression durch DNA-gebundene
Aktivatoren oder Repressoren [53]. Ko-Aktivatoren oder -Repressoren interagieren mit
DNA gebundenen Transkriptionsfaktoren, um Multiproteinkomplexe zu rekrutieren. Diese
beeinflussen durch eine Verdnderung der Chromatinstruktur die Transkription des Ziel-
gens [54]. Da Korepressoren bereits auf epigenetischer Ebene die Transkription inaktivie-
ren, sind diese fiir die Tumorentstehung und dessen ungehemmtes Wachstum von ent-
scheidender Bedeutung [55]. In Tumorzellen kénnen erhshte Expressionslevel von Kore-
pressoren zu einer signifikanten Repression der Zielgenexpression fithren. Am ehesten ge-
schieht dies, wie in Abbildung gezeigt, durch die Verhinderung des positiven mRNA-
Transkriptionszyklus [55]. Allerdings konnte ebenfalls gezeigt werden, dass in Tumoren
auch eine Funktionsverlustmutation eines Korepressors fiir die Onkogenese relevant ist [56).
Deshalb nehmen Korepressoren einen immer grofier werdenden Teil der Tumorforschung

ein, da versucht wird sie als potentielle Therapieziele einzusetzen [57].

1.3.2 Die Rolle eines Korepressors

Korepressoren interagieren in Multiproteinkomplexen, um ihre Funktion wie die Bindung
der DNA, Deacetylierung der Histone und Modulierung der Methylierung iiber CpG-
bindende Proteine ausiiben zu kénnen. Derselbe Korepressor kann in unterschiedlichen
Multiproteinkomplexen auftreten und gleichzeitig agieren in einem Multiproteinkomplex
unterschiedliche Korepressoren. Die wichtigste Rolle eines Korepressors ist die Vermittlung

der Bindung des Multiproteinkomplexes an DNA-gebundene Transkriptionsfaktoren [5§].

1.3.3 Acetylierung der Histone

In der Aktivierung der Transkription spielt sowohl die Acetylierung von Histonen als auch
die Deacetylierung zur Deaktivierung der Transkription eine wichtige Rolle. Die Acetylie-
rung des Histonschwanzes sorgt fiir eine offenere Chromatinstruktur und ist somit einfa-
cher fiir Transkriptionsfaktoren erreichbar. Gegensétzlich verhindert eine Deacetylierung
die Offnung des Chromatins und sorgt somit fiir eine geringere Transkription [59,60]. Fiir
die Acetylierung und die Deacetylierung verantwortlich sind Histon-Acetyltransferasen
und Deacetylasen (HDACs). Unter den HDACs gibt es vielfédltige Subtypen und Formen,

die fiir die Katalyse verantwortlich sind [61].
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Abbildung 1.4: Model der Inaktivierung der Genexpression durch Korepressoren

Abbildung a zeigt die Balance zwischen Koaktivatoren (CoA) und Korepressoren (CoR) im nor-
malen System. Diese werden dabei im dauerhaften Wechselspiel vom Transkriptionsfaktor (TF')
rekrutiert, was in der alternierenden, hochvariablen Expression der mRNA (rechts) resultiert.
Abbildung b zeigt, dass bei einer erhéhten Aktivierung des Korepressors in beispielsweise Tumor-
zellen die Flexibilitdt der mRNA-Expression verloren geht und den Transkriptionszyklus limitiert.
Abbildung c verdeutlicht, dass bei dauerhafter Repression durch den Korepressor eine Chro-
matinumstrukturierung entsteht. Dabei wird der CpG-Methylierungs-Komplex (u.a. die DNA-
Methyltransferase (DMT)) aktiviert, der zu einer dauerhaften Stummschaltung des Gens fiihrt.
Diese ist stabil und kann genetisch vererbt werden. Eigene Darstellung nach Thorne et al. [55]

1.3.4 Eigenschaften von BCORL1 (BCL6 Corepressor Like 1)

BCORL1 (BCL6 like Corepressor 1) ist ein 1711 Aminosduren langes, auf dem X -
Chromosom liegendes Gen [62]. Als Korepressor sorgt BCoR-L1 in der Bindung an Promo-
terregionen fiir eine Repression des Zielgens. Um diese Funktion ausiiben zu kénnen, wird
BCoR-L1 iiber eine Kernlokalisierungssequenz nach intranukleér rekrutiert. Fiir BCoR-L1
konnte eine Interaktion mit den Histon Acetyltransferasen und Deacetylasen (HDACs) der
Klasse II (HDAC4, HDAC5 und HDACT) gezeigt werden. BCoR-L1 besitzt auBerdem eine
PXDLS Doméne, wodurch eine Modulierung der Repression {iber die Bindung mit dem
C-terminal binding protein (CtBP) erfolgt. Ohne diese Interaktion mit CtBP kann BCoR-
L1 seine Funktion als Korepressor nicht wahrnehmen. Uber diesen engen Bezug konnte fiir
ein bekanntes Zielgen der CtBP-Repression, E-Cadherin, eine Repression durch BCoR-L1



KAPITEL 1. EINLEITUNG 12

gezeigt werden [62]. E-Cadherin ist ein entscheidender Faktor fiir die Zelladhésion [63] und
vor allem bei invasiv wachsenden Tumoren héufig reprimiert [64,65]. Da BCoR-L1 iiber
CtBP diese Funktion iibernehmen kann, kénnte eine Verdnderung von BCORL1 das Tu-
morverhalten beeinflussen |62]. Bisher konnten Mutationen von BCORLI in zahlreichen
Tumorentitidten dargestellt werden. So wurden in myelodysplastischen Syndromen [66],
der akuten myeloischen Leukdmie [67], Mamma-Karzinomen [68] und in intrakraniellen
Keimzelltumoren [69] Mutationen von BCORL1 gefunden.

1.3.5 Die Rolle von BCOR und BCORL1

Das Gen BCOR (BCL6 Corepressor) ist genauso wie BCORLI auf dem X-Chromosom
lokalisiert. Es agiert durch Bindung weiterer Transkriptionsfaktoren als Corepressor von
BCL6 [62] und spielt wahrscheinlich eine Rolle in der frithen Embryonalentwicklung und
Hématopoese [70], sowie in mesenchymalen Stammzellfunktionen [71]. Trotz der struktu-
rellen Ahnlichkeit der beiden Corepressoren unterscheiden sie sich in wesentlichen Punk-
ten. BCoR interagiert im Gegensatz zu BCoR-L1 mit BCL6, sie besitzen unterschiedli-
che Expressionslevel in humanem Gewebe und unterscheiden sich in ihrer Lokalisation in
subnuklediren Strukturen [72]. Dies weist auf eine unterschiedliche Funktion der beiden

Corepressoren hin.

BCOR
0 250 500 750 1000 1250 1500 1755
8 Ty, W,
BBD: BCL6 binding domain @O@ 60 4—/779
AF9BD: AF9 binding domain 96)‘-5‘ &76
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Abbildung 1.5: Schematische Darstellung von BCOR (oben) und BCORLI (unten) mit den
jeweiligen funktionellen Doménen und Lédnge in Aminosduren. Eigene Darstellung nach Pagan et
al. [62]
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1.4 Generierung eines gezielten Genknockouts

Die Moglichkeit das komplexe Genom prézise modulieren zu konnen, ertffnet seit den
1990er Jahren neue Moglichkeiten in der Biologie und zeigt seither rasante Fortschrit-
te [73]. Um einen Knockout eines Gens zu erstellen, wird ein DNA-Doppelstrangbruch
durch eine zugefithrte Nuklease induziert. Da dies an einer geplanten Stelle innerhalb
des Genoms stattfinden soll, muss dieser Komplex zielgerichtet an die Lokalisation her-
angefiihrt werden. Dies erfolgt iiber die Basencodierung der DNA und der Herstellung
von gezielten Gegenstrangen, die an die gewiinschten Stellen des Genoms binden und die
Nuklease dorthin transportieren. Nach erfolgtem Transport wird der DNA-Doppelstrang
durch die Nuklease geschnitten und somit der DNA-Code unterbrochen. Durch die DNA-
Reperaturmechanismen wird die DNA durch Insertionen und Deletionen erneut zusam-
mengefiigt. Allerdings erfolgt dies meist auf Kosten des korrekten Leserasters und somit
einem Verschub des Basencodes. Dadurch kommt es zu einer fehlerhaften Transkription
und letztendlich zu einer fehlerhaften Translation mit meist einem Abbau des resultieren-

den Proteinteils.

1.4.1 Zinkfinger-Nukleasen (ZFN)

Zinkfinger-Nukleasen sind eine Fusion aus erstellten Zinkfinger-DNA-Bindedomé&nen und
einer unspezifischen Nuklease [74]. Die Zinkfinger-DNA-Bindedoménen funktionieren {iber
einen Komplex aus drei Zinkfingern, welche jeweils drei Basen erkennen. Die angehéingte
Endonuklease Fokl wird durch die DNA-bindenden Zinkfinger an eine spezifische Lokali-
sation des Genoms gefiihrt [75]. Da die FokI Schnitt-Doméne nur als Dimer aktiv ist, muss
ein zweiter Zinkfinger-Nuklease-Komplex in einer Art , Riicken-an-Riicken“ Formation an
die Zielstelle binden [76]. Die Schnittstelle erfolgt zwischen den Zinkfinger-Monomeren.
Waéhrend der Nutzung der Zinkfinger-Nukleasen wurde jedoch eine erhdhte Zytotoxizitét
festgestellt [77-79]. Dies war auf eine erhohte Rate von Nebenzielen im Genom und unge-
wollten Doppelstrangbriichen zuriickzufiihren. Da jedoch vor allem fiir einen therapeuti-
schen Einsatz der Genom-Verdnderungen eine hohe Spezifitdt und moglichst wenige Ne-

benziele bendtigt werden, zeigt sich diese Methode in der Anwendung als problematisch.

1.4.2 Transcription activator-like effector nuclease (TALEN)

Ahnlich zu den Zinkfinger-Nukleasen bestehen auch TALENS aus einer DNA-Bindedoméne
und einer kiinstlich hergestellten Endonuklease FokI. Urspriinglich in Xanthomonas pro-
teobacteria entdeckt, bestehen TALEs aus Monomeren mit variablen Sequenzwiederho-
lungen (sog. tandem repeats) [80,81], die fiir die Bindung der DNA verantwortlich sind.
Im Vergleich zu ZFNs sind TALENSs einfacher und schneller zu erstellen und besitzen eine
deutlich breitere Variabilitdt. Dadurch kénnen TALENs an fast alle Bereiche der DNA
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binden. Zusétzlich zeigt die Verwendung von TALENs deutlich weniger Nebenziele und
eine geringere Zytotoxizitéit als dies bei ZFNs bekannt ist ,.

1.4.3 CRISPR/Cas9

Clustered Regulatory Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR) sind DNA -
Abschnitte, in denen sich kurze, wiederholende Basenabfolgen befinden. Diese spielen vor
allem in Prokaryonten eine wichtige Rolle. Das erste Mal beschrieben wurden diese Se-
quenzen 1987 in E.coli Bakterien , wobei der eigentliche Name CRISPR erst 2002 durch
R. Jansen et al. geprigt wurde . Die Funktion dieser sich wiederholenden Sequenzen,

Cas9

\ rotospacer
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Abbildung 1.6: Schematische Darstellung der Bindung des Cas9 Proteins an den Zielbereich des
zu modulierenden DNA-Abschnitts mithilfe der guide RNA (Leit-RNA) und der PAM-Sequenz.
Bild: Karin Garber, Open Science - Lebenswissenschaften im Dialog (CC BY-SA 3.0 AT)

die Bakterien vor Fremd-DNA schiitzen, wurde 2005 durch FJ. Mojica beschrieben [86].
Von Phagen eingebaute DNA wird durch eine sogenannte single guide RNA zusammen
mit einem Cas9-Komplex erkannt. Durch die enzymatische Funktion der Cas9 als Endo-
nuklease kann diese gezielt einen DNA-Doppelstrangbruch erzeugen. Fiir die Aktivierung
der Cas9 ist ein PAM-Motiv (englisch protospacer adjacent motif) der Sequenz NGG not-
wendig. Anhand dieser Sequenz kann die Schnittstelle genau berechnet werden. Der DNA
Reparaturmechanismus ruft anschliefend Deletionen oder Insertionen hervor, die zu einem

Leserasterverschub und somit zu einem fritheren Stopcodon fithren kénnen.
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Aufgabenstellung

Obwohl das Hepatoblastom der h#ufigste Lebertumor des Kindesalters ist, ist trotz ei-
nes bereits vorhandenen Verstédndnisses fiir die Entstehung des Tumors der Grund von
Metastasierung oder besonders schweren Verlaufsformen weitestgehend unerforscht. Das
Hepatoblastom zeigt vergleichsweise wenige Mutationen in den Zellen eines einzelnen Tu-
mors. Deshalb wecken Genomanalysen der Hepatoblastompatienten Hoffnung, entschei-
dende Genmutationen zu identifizieren, die prognostisch und eventuell therapeutisch ge-

nutzt werden konnen.

Da in einer Whole-Exome-Sequencing Analyse von Hepatoblastomproben eine BCORLI-
Mutation auffiel, war das erste Ziel dieser Arbeit, ein erweitertes BCORL1-Mutations-
screening in Hepatoblastomfillen durchzufithren. Hierfiir sollten aus 54 Patientenproben
die Exons von BCORL1 mittels PCR amplifiziert und per Sanger-Sequenzierung auf Mu-

tationen untersucht werden.

In einem néichsten Schritt sollte die Auswirkung eines C-terminalen Verlusts des BCoR-L1
Proteins in Lebertumorzellen mittels eines durch CRISPR/Cas9 hergestellten Knock-Out-
Modells analysiert werden. Anhand dieses Modells sollten funktionelle Analysen durch-
gefiihrt, sowie RNA-Sequenzierungsdaten erhoben werden, um ein genaueres Verstindnis
des Einflusses einer BCORL1-Mutation auf die Progression des Hepatoblastoms zu be-

kommen.

Zusammenfassend sollten diese Versuche, nachdem von BCORLI eine relevante Mutati-
onsrate im Hepatoblastom nachgewiesen werden konnte, ein Modell erzeugen, in dem durch
ein funktionsunfihiges BCoR-L1-Protein neue Erkenntnisse iiber die Rolle von BCORL1-

Mutationen im Hepatoblastom gewonnen werden kénnen.

15
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Materialien

3.1 Patientenproben

Da in dieser Arbeit Hepatoblastomgewebe von Patienten der kinderchirurgischen Klinik

und Poliklinik des Dr. von Hauner’schen Kinderspitals verwendet wurde, wurde im voraus

von jedem Patienten oder ggf. deren Erziehungsberechtigten eine Einverstdndniserkléarung

unterzeichnet und das Studienprotokoll von der Ethikkommission der LMU-Miinchen ge-

nehmigt (Antragsnummer 341-11).

3.2 Verwendete Organismen

3.2.1 Eukaryotische Zelllinien

HepT1 Homo sapiens Hepatoblastom

HUHG6 Homo sapiens Hepatoblastom
HUHY Homo sapiens Hepatozelluldres Karzinom
HepG2 Homo sapiens Hepatoblastom
Hep3B Homo sapiens Hepatozelluldres Karzinom

Hek293 Homo sapiens Human Embryonic Kidney

3.2.2 Prokaryotische Zellen

Subcloning Efficiency’™ DH5a”™ Competent Cells

16

Prof. Dr. Torsten Pietsch,
Universitéat Bonn [87]

JCRB, Osaka, Japan

JCRB, Osaka, Japan

ATCC, Manassas, USA
ATCC, Manassas, USA
ATCC, Manassas, USA

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
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3.3 Zellkulturmedien

RPMI-1640 Medium (engl. Roswell Park Memorial Institute Medium)

RPMI-1640 Medium (1x) + GlutaMAXT™ T (Invitrogen GmbH, Karlsruhe) wurde fiir die
Zellkultur mit 10 % fetalem Kilberserum (FBS, Invitrogen GmbH, Karlsruhe) und 1 %
Penicillin/Streptomycin (P/S, Invitrogen GmbH, Karlsruhe) versetzt.

DMEM Medium (engl. Dulbecco’s Modified Eagle Medium)

Es wurde DMEM-Medium (1x) mit 4,5 g/1 Glukose und L-Glutamine (Invitrogen GmbH,

Karlsruhe) fiir die Zellkultur verwendet.

Einfriermedium

Das Einfriermedium wurde aus folgenden Bestandteilen hergestellt:
50 ml FBS, 40 ml DMEM Medium (mit 1 % P/S), 12,5 ml Dimethylsulfoxid (DMSO)

3.4 Medien fiir Bakterienkultur

LB-Medium (Luria/Miller)

Es wurde 25 g Trockenmedium (10 g/1 Trypton, 5 g/1 Hefeextrakt, 10 g/l NaCl, pH 7,2) in 1
1 ddH20 gelést und autoklaviert. Nach Abkiihlung auf 55°C wurde das Selektionsmedium
(100 pg/ml Ampicillin oder 50 pug/ml Kanamycin) hinzugegeben.

LB-Agar (Luria/Miller)

Es wurden 40 g Agar (10 g/1 Trypton, 5 g/l Hefeextrakt und 10 g/l NaCl, 15 g/l Agar-
Agar, pH 7,2) in 1 1 ddH20 geldst und autoklaviert. Nach Abkiihlung auf 55°C wurde das
Selektionsmedium (100 pg/ml Ampicillin oder 50 pug/ml Kanamycin) hinzugegeben und

in sterile Petrischalen gegossen. Es wurde bei Raumtemperatur ausgehértet.
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3.5 Chemikalien und Reagenzien

5x First Strand Buffer

6x DNA Loading Dye

10x Buffer for T4 DNA Ligase with 10mM
ATP

10x Hot Start PCR Buffer

Agarose

Albumine Fraktion V (BSA)

Bio Rad Protein Assay

Bromphenolblau

Chloroform

Complete Protease Inhibitor Cocktail Ta-~
bletten

Dimethylsulfoxid (DMSO)

dNTPs (100 mM)

Dithiothreitol (DTT) (0,1 M)

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (D-
PBS) (1x), ohne CaCl2, MgCI2

Ethanol, absolut

Ethidiumbromid (EtBr), 10 mg/ml
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Fetales Kélberserum (FBS)

FuGENE HD Transfection Reagent
Glycerol

Glycin

Isopropanol

Magnesiumchlorid (MgCl2)

Milchpulver

MTT formazan powder
Natriumdodecylsulfat (SDS)

Novex Tris-Glycine SDS Running Buffer
(10x)

Paraformaldehyd (PFA)

Roti-Phenol

Random-Hexamere

S.0.C. Medium

Salzsdure (HCI)

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
New England Biolabs GmbH, Frankfurt

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Merck KGaA, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Promega Corporation, Madison, WI, USA
AppliChem GmbH, Darmstadt

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
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Tri Reagent RNA Isolation Reagent Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Tris (hydoxymethyl)-aminomethan Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Triton X-100 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Tween 20 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

UltraPure”™ DNase/RNase-Free Distil- Invitrogen GmbH, Karlsruhe

led Water

VectashieldR with DAPI Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA,
USA

3.6 Primer

Sequenzierungsprimer zur Mutationsanalyse

Tabelle zeigt die Bezeichnungen (Bez), die Sequenz des Vorwérts-Primers (fw) in 5-
3’-Richtung und des Riickwirts Primers (rv), die Amplikonlinge (AL) in Basenpaaren
(Amplikonldnge incl. Primer) und die Lage der Primer innerhalb der BCORLI-Exons

(Ex) an. Die Primer wurden von der Firma Eurofins, Ebersberg synthetisiert.

Targetoligonukleotide fiir CRISPR /Cas9

In Tabelle sind die Bezeichnungen, die Funktion und Sequenz in 5’-3’-Richtung aller
fir CRISPR/Cas9 verwendeter Targetoligonukleotide angegeben. Die Sequenzen CACC
(Top-Strand) und AAAC (Bottom-Strand) fungieren als sticky-ends.

Sequenzierungsprimer zur Bestitigung des erfolgreichen Frameshifts durch
CRISPR/Cas9

Tabelle zeigt die benétigten Sequenzierungsprimer, um einen erfolgreich erzeugten
Frameshift durch CRISPR/Cas9 zu bestétigen.

qPCR Expressionsprimer

In Tabelle werden die verwendeten Expressionsprimer zur Durchfiihrung der qPCR
dargestellt.

3.7 Plasmide

eSpCas9(1.1)-2A-Puro Dr. Lars Koenig (LMU Miinchen)
pEGFP-C1-BCORL1 Pagan et. al. [62]
pSpCas9(BB)-2A-GFP Addgene #48138, Cambridge, MA, USA
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Bez Sequenz AL | Lok
Li 3-1 | fw: *CGTCTTCCGAGACCTGGTT 399 | Ex3
rv: CCTGTTTGCTCATTTGGGTGT
Li 3-3 | fw: *\GACTGCTCCTGGACTCCACTC 521 | Ex3
rv: GCTGAAACTGGGACTGAAAGC
Li 3-5 | fw: *GCTTTCAGTCCCAGTTTCAGC 528 | Ex3
rv: ACAGGGAGCGTAAGAGTGGAG
Li 3-7 | fw: TTTCCTCCACTCTTACGCTCC 587 | Ex3
rv: *GCGCTGAGACCTAGACAGGAC
Li 3-8 | fw: ATCTGTCCTCCAAGTCCAACC 499 | Ex3
rv:*CGGGCTGGAGTATATCGTTTC
Li 3-10 | fw: GAAACGATATACTCCAGCCCG 528 | Ex3
rv: *CAGAGGTGGCTCTCTGATTCC
Li 3-13 | fw: GCAGGAGACACGAAGCCTAAG 594 | Ex3
rv: *\GGTCACAGGAGGTTGCTATCC
Li4 fw: ATGCCTCTAGGTCAGAAACGG 368 | Ex4
rv: *TTTCCAGAGTGAAGGAGTCAGC
Lib fw: *ACCACCTGGAAACACTCATTG 343 | Exb
rv: AAACTGCTCAACCAGATTTCG
Li6 fw: *CTCCTAGTCCAGGGCATTCAC 599 | Ex6
rv: GGCAGCTGGAGATCATAGCAC
Li7 fw: *CCCAAAGTCCTCTGATTCATCT | 593 | Ex7
rv: ACTCAAGCTAACATCCTGCCA
M13 | GTAAAACGACGGCCAGT

Tabelle 3.1: Sequenzierungsprimer zur Mutationsanalyse. Die mit * gekennzeichneten Primer
wurden jeweils um die M13-Sequenz GTAAAACGACGGCCAGT verlingert, um anschliefend den
M13 Primer zur Sequenzierung verwenden zu kénnen.

Bezeichnung

Funktion

Sequenz

BCORL1 KO Oligol_T
BCORL1 KO Oligol B
BCORL1 KO Oligo2_T
BCORL1 KO Oligo2_B

Oligo 1 Top-Strand
Oligo 1 Bottom-Strand
Oligo 2 Top-Strand
Oligo 2 Bottom-Strand

IGGAGGCGGGATATATACCAG
2CTGGTATATATCCCGCCTCC

!GTCCAAAGCCTTTACTCCGG

2CCGGAGTAAAGGCTTTGGAC

Tabelle 3.2: Auflistung aller fiir CRISPR/Cas9 verwendeter Targetoligonukleotide. An die je-
weiligen Sequenzen wurden sogenannten sticky-ends ' und ? zusétzlich hinzugefiigt. ' = CACC; ?

= AAAC

U6 Primer

fw: GAGGGCCTATTTCCCATGATTCC

BCORLI Ex4_Oligol

fw: CCCCTGGTTACCACTAACTTCA
rv: CACAGAAAATGCATACGGGTAA

BCORL1 Ex4_Oligo2

fw: AGTGCTACAGAAAAACTTGGGC
rv: TGTAGGGGCTGGAGTAAAGATG

Tabelle 3.3: CRISPR/Cas9 Sequenzierungsprimer
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Gen Sequenz
BCORL1 | fw: GGGCCAACGTGAACTGCA
rv: CCCATAGGACAGCAGGAGCC
CDH1 fw: CGAGAGCTACACGTTCACGG
rv: TTGTCGACCGGTGCAATCT
TBP fw: GCCCGAAACGCCGAATAT
rv: CCGTGGTTCGTGGCTCTCT

Tabelle 3.4: qPCR Expressionsprimer

3.8 Antikorper

Goat anti-rabbit TRITC

Goat anti-mouse TRITC

Mouse anti-EGFP Tag

Mouse anti-human S-catenin

Rabbit anti-human g-actin

Rabbit anti-human Bcorll

Rabbit anti-human E-Cadherin

Rabbit anti-human FAK

Rabbit Anti-Mouse Immunoglobulins /
HRP

Goat Anti-Rabbit Immunoglobulins /
HRP

3.9 Enzyme

Bpil (BbsI)

ExoSAP-IT

Maxima Hot Start Taq DNA-Polymerase
Proteinase K

SsoAdvanced Universal SYBR Green Su-
permix

SuperScriptR II Reverse Transkriptase
T4 DNA Ligase

T4 Polynukleotid Kinase (PNK)

Trypsin-EDTA (1x)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Biorbyt Ltd., San Francisco, CA, USA
BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA
Cell Signaling Technology, Leiden, NLD
Acris Antibodies GmbH, Herford

Cell Signaling Technology, Leiden, NLD
Biorbyt Ltd., San Francisco, CA, USA
DakoCytomotion GmbH, Hamburg

DakoCytomotion GmbH, Hamburg

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
Affymetrix, Inc., Cleveland, OH, USA
Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

New England Biolabs GmbH, Ipswitch,
MA, USA

New England Biolabs GmbH, Ipswitch,
MA, USA

PAA Laboratories GmbH, Colbe
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3.10 GroBBenstandards

Gene Ruler™ 100 bp DNA Ladder
Gene Ruler™ 1 kb DNA Ladder
Page Ruler”™™ Prestained Protein Ladder

3.11 Antibiotika

Ampicillin
Kanamycin
Penicillin/Streptomycin

Puromycin

3.12 Puffer

TBE-Puffer

89 mM TRIS, pH 8,0
2 mM EDTA

89 mM Borsidure

Proteinlysepuffer

0,5 % Triton X-100
1 mM Sodiumorthovandat in PBS

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

1 Proteaseinhibitortablette (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) pro 10 ml

Blockierungspuffer
0,1 % Tween 20 in PBS
5 % Milchpulver in PBS
STE-Puffer

10 mM TRIS, pH 8,0
0,1 M NaCl

1 % SDS

1 mM EDTA, pH 8,0

PBS-T Westernblot Waschpuffer

0,1 % Tween 20 in PBS
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MTT1 Lésung

0,5 mg/ml in PBS

MTT2 Lésung

10 % SDS mit 1 % HCL

Lysepuffer fiir Proliferationsassay

10 % SDS
1 M HCI

Laemmli Puffer

TRIS (25 mM)
Glycin (192 mM)
SDS (0,1
PFA-L6sung

3 % PFA in PBS

PBS+-Lésung

1 % BSA in PBS

PBS/Triton-Losung

0,15 % Triton X-100 in PBS

Lyse Lésung (P2 Puffer)

0.2 M NaOH
1% SDS

Neutralisierungs Puffer (P3 buffer)

3 M KOAc (pH 6.0)
Fiir 100 ml Lésung, 60 ml 5 M Kaliumacetat
11.5 ml Essigsdure und 28.5 ml H,O
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3.13 Kits

ECL Plus Western Blotting Detection Kit

PureLink”™ Genomic DNA Mini Kit
QIAGEN DNA Blood and Tissue Kit
QIAprep Spin Miniprep Kit
QIAquick Gel Extraction Kit
QIAquick PCR Purification Kit

3.14 Verbrauchsmaterialien

Biosphere Filtertips (10 pl, 100 pl, 1000
pl)

Deckglaser, rund, 12 mm

KOVA 10 Zahlkammer Raster

Kryorochrchen, Nalgene

Novex Wedge Well 4-20 % Tris-Glycine
Gel

Objekttrager

Pasteurpipette (Glas)

PCR - 96 well Platten

PCR SingleCap 8er-SoftStrips 0,1 ml
PCR Tube Strips 0,2 ml

Petrischalen (94x16 mm)

Pipettenspitzen (10 ul, 100 pl, 1000 pl)
Plastik-Reaktionsgefd (1,5 ml, 2 ml)
Plastik-Reaktionsgefdfl (15 ml, 50 ml)
Quarzkiivette QS 10 mm

Trans-Blot Turbo Transfer Pack Mini for-
mat 0,2 pm PVDF

Zellkultur Flaschen (25 cm?, 75 cm?)
Zellkultur Platten (6, 12, 24, 48, 96 well)
Zellschaber

Amersham Biosciences Corp.,
Buckinghamshire, UK

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
QIAGEN GmbH, Hilden

QIAGEN GmbH, Hilden

QIAGEN GmbH, Hilden

QIAGEN GmbH, Hilden

Sarstedt, Niimbrecht

Menzel-Gliser, Braunschweig

Hycor Biomedical Inc., Garden Grove,
CA, USA

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Menzel-Gléser, Braunschweig

BRAND GmbH und Co. KG, Wertheim
PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen
Biozym Scientific GmbH, Oldendorf
Eppendorf AG, Hamburg

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
SARSTEDT AG und Co. KG, Niimbrecht
Eppendorf AG, Hamburg

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Hellma GmbH und Co. KG, Miihlheim
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

NUNC GmbH und Co. KG, Langenselbold
NUNC GmbH und Co. KG, Langenselbold

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
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3.15 Gerite

Absaugsystem EcoVac
Autoklav DX 65

AcculJet Pro Pipette
Axiovert 40 CFL Mikroskop
Axiovert 200M Mikroskop
AxioCam MRm

Biofuge fresco

Biofuge pico
BioPhotometer
Centrifuge 5702
Centrifuge J2-21
Centrifuge LMC-3000

Chemiluminescence Detection Module
DIANA

CO2 Inkubator MCO-20AIC
Eismaschine

Feinwaage TE 1245

Gelkammer MiniR Sub Cell GT
Gelkammer Wide MiniR Sub Cell GT
GelJet Imager Version 2004

GENios Microplatreader

Heizblock Thermomixer Comfort
Heizblock Thermomixer Compact

HER Asafe Zellkulturabzug
Inkubationsschiittler Excella E 24
Inkubator

Kamera PowerShot G6

Mastercycler ep gradient S

Mastercycler personal

Micropipetten Research (10 ul, 100 pl, 1
ml)

Micropipetten Research plus (10 pl, 100
pl, 1 ml)

Mikrowelle

Schiitt Labortechnik GmbH, Go6ttingen
Systec GmbH, Wettenberg

Brand GmbH und Co. KG, Wertheim
Carl Zeiss Microscopy GmbH, Oberkochen
Carl Zeiss Microscopy GmbH, Oberkochen
Carl Zeiss Microscopy GmbH, Oberkochen
Heraeus GmbH, Hanau

Heraeus GmbH, Hanau

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Beckman Coulter GmbH, Krefeld

Kisker Biotech GmbH und Co. KG, Steinfurt
Elysia-raytest GmbH, Straubenhardt

SANYO Electric Co. Ltd., Tokio, Japan
ZIEGRA Eismaschinen GmbH, Isernhagen
Sartorius AG, Gottingen

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
INTAS Science Imaging Instruments
GmbH, Goéttingen

Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim
Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Kendro Laboratory Products GmbH, Hanau
New Brunswick Scientic Co. Inc., NY, USA
Memmert GmbH und Co. KG , Schwabach
Canon Deutschland GmbH, Krefeld
Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Panasonic Marketing Europe GmbH,
Hamburg
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Mini Centrifuge GMC-060
Mini Centrifuge MCF-2360
NanoDrop 1000 instrument
PowerPac Basic’™

Schiittler Rock-N-Roller

Schiittler Unimax 1010

LMS Co Ltd., Tokyo, Japan

LMS Co Ltd., Tokyo, Japan

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Kisker Biotech GmbH und Co. KG,
Steinfurt

Heidolph Instruments GmbH und

Co. KG, Schwabach

Kendro Laboratory Products GmbH,
Langenselbold

Air Liquide Deutschland GmbH, Kirchen
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
SANYO Electric Co. Ltd., Tokio, Japan
Scientic Industries Inc., NY, USA

Acculab Corporation, Edgewood, NY, USA
GFL Technology, Wien, Osterreich

Sicherheitswerkbank Hera Safe

Stickstofftank ARPEGE 140/170
Trans-BlotR Turbo’™ Blotting System
Ultra low Freezer (-80 °C) MDF-U55V
Vortex Genie 2

Waage Vic-1501

Wasserbad GFL 1083

3.16 Software

Chromas Version 1.45 (Conor McCarthy, Southport, QLD, Australia)

ChopCHop Version 1 [8§]

DAVID Version 6.7 (Laboratory of Human Retrovirology and Immunoinformatics,
Frederick, MD, USA)

GraphPad Prism 6 (Graph Pad Software Inc., CA, USA)

ImageJ software (NIH, Bethesda, MD, USA)

Eppendorf Mastercycler ep realplex 2 (Eppendorf AG, Hamburg)

SnapGene software (Insightful Science, San Diego, CA, USA)



Kapitel 4

Methoden

4.1 Molekulargenetische Methoden

4.1.1 DNA-Isolation aus Zellen

Die Zellen wurden wie in Abschnitt beschrieben abtrypsiniert und bei 1.200 UpM
fiir 5 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde mit PBS gewaschen und in ein 1,5 ml Tube
iiberfithrt. Nach erneutem Zentrifugieren wurde das Pellet in 1000 pul STE-Puffer resuspen-
diert und mit 50 pug/ml Proteinase K fiir 2-3 Stunden bei 55 °C inkubiert. Die Aufreinigung
erfolgte mithilfe der Phenol-Chloroform-Extraktion. Dazu wurde der Reaktionsansatz mit
500 ul Phenol mehrmals invertiert und fiir 10 min bei 3.000 UpM und 4 °C zentrifugiert.
Hierbei erfolgte die Phasentrennung. Danach wurde die wéssrige Phase in ein neues Tube
iiberfithrt und die organische Phase mit der Interphase verworfen. Um restliches Phenol aus
der Losung zu extrahieren wurde 500 ul Chloroform zugegeben und durch Invertieren des
Tubes gemischt. Die Probe wurde erneut fiir 10 min bei 3.000 UpM und 4 °C zentrifugiert
und der Uberstand in ein neues Reaktionsgefifl gegeben. Die nun gelésten Nukleinsiuren
wurden mit 1500 pl 100 % Ethanol bei -20 °C fiir mindestens 10 min inkubiert und an-
schlieflend bei 12.000 UpM und 4 °C fiir 10 min zentrifugiert. Um das Pellet nicht zu 16sen
wurde der Ethanol-Uberstand vorsichtig abgeschiittet. Das Pellet wurde mit 500 pl 70 %
Ethanol gewaschen und nochmals bei 12.000 UpM und 4 °C fiir 10 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde erneut vorsichtig abgeschiittet und das Pellet bei Raumtemperatur im
iiberkopf stehendem Tube getrocknet. Die DNA wurde mit 20 pl Nuklease freiem Wasser
bei 60 °C fiir 10 min geldst und bis zur Weiterverwendung bei -20 °C gelagert.

4.1.2 DNA-Isolation aus Gewebe

Um DNA aus Gewebe zu isolieren wurde das Genomic DNA Mini Kit nach Angaben
des Herstellers verwendet. Bei -20 °C konnte die aufgereinigte DNA iiber einen ldngeren

Zeitraum gelagert werden.

27
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4.1.3 RNA-Isolation

Zur Isolation der RNA wurden die Zellen mit PBS gewaschen und anschliefend mit 1 ml
TRIzol in ein 2 ml Tube abgeschabt. Es folgte eine Inkubation von 5 min bei Raumtem-
peratur. Nach dieser Zeit wurden 400 pl Chloroform hinzugegeben und fiir 15 s gevortext.
Nach einer Ruhezeit von 3 min bei Raumtemperatur wurden die Proben bei 4 °C fiir
15 min bei 13.000 UpM zentrifugiert. Bei diesem Prozess entstehen 3 Phasen. Die obe-
re losliche Phase enthélt die RNA, wobei sich in den beiden unteren die DNA und die
Proteine ablagern. Die obere Phase wurde vorsichtig abgenommen und die RNA mit 100
% Isopropanol gefiillt. Nach einer erneuten Zentrifugation von 15 min bei 13.000 UpM
wurde der Uberstand abgeschiittet und das Pellet mit 70 % Ethanol gewaschen. Anschlie-
Bend wurde noch einmal bei 7.500 UpM fiir 5 min zentrifugiert. Nach Abschiitten des
Uberstandes wurde das Pellet getrocknet, bis es glasig wird und bei 55 °C mit dH20
gelost. Die Lagerung der RNA-Proben erfolgte bei bei -80 °C.

4.1.4 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Die Konzentrationen von Nukleinsduren wurde mittels Photometrie im ultravioletten Licht
bestimmt. Die Nukleinséurekonzentration wurde mit Hilfe des Lambert-Beerschen Geset-
zes errechnet. Da DNA und RNA ein Absorptionsmaximum bei 260 nm (OD?%?) besitzen,
Proteine jedoch bei 280 nm, kénnen diese anhand dieser Bestimmung voneinander unter-
schieden werden. Eine zusiitzliche Messung bei 280 nm (OD?) lisst eine Aussage iiber
die Verunreinigung mit Proteinen oder Phenol zu. Dabei soll der Quotient OD?%° / QD280
in ddH5O bei reiner DNA bei 1,8 und bei reiner RNA bei 2,0 liegen.

Lambert-Beersches Gesetz: Eg4 =€ 4 -¢-d

E 4: Extinktion
¢ 4 : Extinktionskoeffizient

¢: Konzentration

d: Schichtdicke

Zur Messung der Extinktion mit Hllfe eines BioPhotometer wurde die Losung in 50fa-
cher Verdiinnung in eine Quarzkiivette pipettiert. Alternativ erfolgte die Messung direkt

mit 1 pl der Probe mittels NanoDrop.

4.1.5 Reverse Transkription von RNA in cDNA

Es wurden 2 ug der isolierten und aufgereinigten RNA zur cDNA-Synthese eingesetzt.

Diese wurden mit RNase freiem Wasser auf 7 pul Gesamtvolumen aufgefiillt und mit 5 pul
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Random Hexamere Primer (20 ng/ul) vermengt. Es folgte eine Inkubation iiber 10 min
bei 70 °C. Danach wurde eine Mischung aus 4 pl 5 x 1% strand -Puffer, 2 ul 0,1 M DTT
und 1 gl 10 mM dNTPs hinzugefiigt und fiir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
zweiminiitiger Erhitzung der Proben bei 42 °C wurde 1 pl SuperScript IT (200 U/pl) in die
Proben gegeben und iiber eine Stunde bei 42 °C inkubiert. Nach einer Erhitzung auf 70
°C fiir 10 min wurden die Proben mit dH20 auf 100 ul aufgefiillt und bei -20 © gelagert.

4.1.6 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde zur Amplifikation der einzelnen Exone des
BCORL1-Gens verwendet. Pro 20 ul Reaktionsansatz nutzten wir 50 ng genomische DNA,
je 500 nM der vorwérts und riickwarts Primer, 400 uM dNTPs, 1,2 mM MgCl, 2,0 ul Puffer
und 0,05 units/ul Hot Start Taq DNA-Polymerase. Folgendes PCR-Programm wurde, wie
in Tabelle [4.1], ausgefiihrt:

Tabelle 4.1: PCR-Programm

Erste Denaturierung Smin 95°C
35 Zyklen Denaturierung 30 s 95°C
Annealing 30 s variabel
Elongation 1min 72°C
Finale Elongation 10min 72°C
Hold bis Ende 4°C

Die Annealing Temperatur fiir die Primer Li 3-1, Li 3-3, Li 3-7, Li 3-8, Li 3-10, Li 3-13, Li
4, Li 5, Li 6 und Li 7 war 54 °C. Bei dem Primer Li 3-5 wurde die Annealing-Temperatur

von 59 °C experimentell ermittelt und fiir anschliefende Amplifikationen verwendet.

4.1.7 Sanger-Sequenzierung

Die Analyse der Sequenzen erfolgte mithilfe der Sanger-Sequenzierung. Dabei wurden be-
stimmte Exon-Bereiche mittels PCR amplifiziert und mit ExoSAP-IT (Affymetrix) auf-
gereinigt. Es wurde nach Mutationen des Gens BCORL1 in den Exons 3, 4, 5, 6 und 7
gesucht. Die Sequenzierung wurde mithilfe des M13 Primers (500 nM) mit dem ABI 3730
DNA Analyser im Sequenzier-Zentrum der LMU Miinchen durchgefiihrt. Zur Analyse der
Sequenzen wurde die Software CHROMAS v1.45 verwendet.

4.1.8 Quantitative Echtzeit PCR (qPCR)

Die quantitative Echtzeit PCR (qPCR) dient zur Quantifizierung der Genexpression von
Kandidatengenen. Hierbei wird durch die Zugabe eines Fluoreszenzfarbstoffes (SYBR



KAPITEL 4. METHODEN 30

Green) die DNA markiert, wobei die Fluoreszenz proportional mit dem anfallenden Gen-
produkt zunimmt und somit quantifiziert werden kann. Bei allen Proben wurde zusétzlich
zur Genexpression des Kandidaten die Expression des Haushaltsgens TATA-Box Binde-
Protein (TBP) gemessen, um eine Normierung der Expression erreichen zu kénnen. Nach
jeder Messung erfolgte eine Analyse der Schmelzkurven zur Testung der Spezifitdt der
Primer. Als Software wurde realplex des Mastercycler ep gradient S verwendet. Da ein
Vergleich der Kandidaten mit Normalgewebe durchgefiihrt werden sollte, wurde die re-
lative Expression mittels A ct Probe / A ct Kontrolle nach Pfaffl [89] berechnet. Jede
Probe wurde in Dupletten gemessen, um danach den Mittelwert und die Standardabwei-
chung der Paare berechnen zu kénnen. Die Ansétze enthielten je 40 ng cDNA, 500 nM
vorwérts und 500 nM riickwérts Primer und 2x Sso Universal SYBR Green Supermix. Das
Durchlaufprogramm wird in Tabelle gezeigt.

Tabelle 4.2: qPCR-Durchlaufprogramm

Erste Denaturierung 2 min 95°C
40 Zyklen Denaturierung 15s 95°C
Annealing 15s 55°C

Elongation 20 s 68°C

Schmelzkurve 15s 60°C
20 min 60 - 95 °C

15s 95 °C

Hold bis Ende 4°C

4.1.9 Proteinisolierung

Zur Isolierung von Proteinen wurden die Zellen zuerst in eine 100mm-Platte geséiht. An-
schliefend wurden bei ca. 80% Konfluenz wurden die Zellen mit Proteinlyse-Puffer von der
Platte geschabt. Die Proben wurden ab diesem Zeitpunkt zu jeder Zeit auf Eis gehalten
und alle Zentrifugationen bei 4 °C durchgefiihrt. Gelagert wurden die isolierten Lysate
bei -80 °C. Um zytoplasmatisches Zelllysat herzustellen erfolgten 4 Zyklen von jeweils 10
min Inkubation des Lysepuffers und 15 s vortexen. Danach wurden die Lysate bei 13.000
UpM fiir 30 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und in ein neues Tube
iiberfiihrt.

4.1.10 Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur photometrischen Bestimmung der Proteinkonzentration wurde der Bradford-Test ver-
wendet. Um eine Standardkurve zu bestimmen, wurde eine Verdiinnungsreihe zur Kalibrie-

rung verwendet. Nach Zugabe von 200 ul Bradford-Reagenz zu 10 pl der 1:10 verdiinnten
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Proteinlésung wurden die Proben 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieflend

erfolgte die Messung der Absorption und die Errechnung der Proteinkonzentration.

4.1.11 SDS-PAGE und Western Blot

Zur Erstellung der SDS-PAGE wurden 10-30 pg Protein, aufgefiillt auf 20 pl mit D-PBS,
mit 5 pl Laemmli Puffer vermengt und bei 99 °C fiir 10 min denaturiert. Danach wurden
die Proben in einem 5 - 20 % Tris-Glycin Gel zusammen mit dem Page Ruler”™ Prestai-
ned Protein Ladder aufgetrennt. Es wurde fiir 70 min eine Spannung von 200 V angelegt.
Der Blot erfolgte je nach Proteingrofie bei unterschiedlichen Spannungen. Hierbei wurde
das Gel der SDS-PAGE auf eine PVFD-Membran gelegt und alle Luftblasen ausgestrichen.
Das Gel mit der Membran wurde von Whatmann-Papieren ummantelt. Nach dem Transfer
der im Gel aufgetrennten Proteine auf die Membran wurden diese mit PBS-T gewaschen.
Nach Blocken der Membran mit 5 % Milch und anschlieendem erneutem Waschen wurde
die Membran iiber Nacht bei 4 °C mit dem Primé&rantikorper (Mouse anti-EGFP und Rab-
bit anti-human S-actin je 1/1000 verdiinnt) inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurde die
Membran dreimal fiir je 10 min mit PBS-T Wachpuffer gewaschen und im Anschluss mit
einem Sekundérantikorper (Rabbit Anti-Mouse Immunoglobuline/HRP und Goat Anti-
Rabbit Immunoglobuline/HRP je 1/2000 verdiinnt) fiir eine Stunde bei Raumtemperatur
inkubiert. Danach erfolgte erneut eine dreimalige Waschung fiir je 10 min mithilfe des
Waschpuffers. Die Detektion der Banden erfolgte mithilfe des ECL (enhanced chemilumi-
nescent) plus Western Blot Detection Kits. Hierfiir wurden je 1 ml der Solution A und
25 pl der Solution B vermischt und auf die Membran gegeben. Nach zwei miniitiger In-
kubationszeit bei Raumtemperatur konnten die Banden auf den Membranen mittels dem

Chemiluminescence Detection Module DIANA nachgewiesen werden.

4.1.12 Agarose-Gelelektrophorese und Gelextraktion

Die Agarose-Gelelektrophorese dient zur Auftrennung verschiedener DNA-Fragmente in
einem Gel. Dabei wurde ein 1 %iges Agarosegel (0,5 g Agarose in 50 ml 1xTBE-Puffer)
mit 0,5 pl Ethidiumbromid (EtBr 10 mg/ml) verwendet. Darin wurden anschlieend die
Proben mit 6x Loading Dye aufgetragen und bei einer Spannung von 90V iiber 40 min in
einer mit 1x TBE-Puffer gefiillten Mini®-Sub Cell GT Kammer laufen gelassen. Durch
UV-Licht wurden die Banden mithilfe des UV-Transilluminator GelJet Imager visualisiert
und die Bandenlinge anhand des GroBenstandards Gene Ruler”™ abgelesen. Um im Aga-
rose Gel aufgetrennte Banden weiter verarbeiten zu kénnen, wurde das DNA-Stiick der
gesuchten Liange unter UV-Licht mit einem Skalpell ausgeschnitten. Dabei wurde versucht,
die Dauer der UV-Einwirkung moglichst kurz zu halten, um eine Schidigung der DNA zu
verhindern. Das gewonnene Gelstiick wurde gewogen und mit Hilfe des QIAquick® Gel
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Extraction Kit aufgereinigt. Dabei wurden die Angaben des Herstellers befolgt und die
extrahierte DNA bei -20 °C bis zur Weiterverarbeitung gelagert.

4.1.13 Design der guide-RNA fiir CRISPR /Cas9

Die sogenannte ,,Guide-RNA“ dient als Zielmechanismus des CRISPR/Cas9 Komplexes
und kann eine spezifische Schnittstelle herbeifithren. Die dafiir benétigten Oligonukleotide
wurden mit dem Onlinetool ChopChop kreiert. Dabei wurde auf eine moglichst hohe
Effizienz und mdoglichst wenige Nebenziele geachtet. Sowohl an den Vorwérts-, als auch
an die Riickwirts-Oligonukleotide wurden sticky ends (siehe Tabelle angehdngt, um
diese spéter besser mit dem Plasmid ligieren zu kénnen. Um die Chance auf die erfolgreiche
Generierung von Deletionsmutanten zu erhéhen, wurden zwei verschiedene Guide-RNAs
gewdhlt. Beide lagen in Exon 4, dem ersten groflen Exon von BCORL1. Durch die Grofe
des Exons gibt es ausreichende Wahlmoglichkeiten fiir das Design der Oligonukleotide
und es befindet sich weit genug am Beginn von BCORL1, sodass ein nachfolgend verfriiht

erzeugtes Stopcodon einen Grofiteil der Funktionsbereiche des Proteins betrifft.

4.1.14 CRISPR/Cas9 Plasmidklonierung

Die mittels ChopChop bestimmten Target-Oligonukleotide (siche Tabelle wurden in
das Plasmid eSpCas9-(1.1)-2A-Puro kloniert. Dabei wurden zunichst die Oligonukleoti-
de in einem 10 ul Ansatz (siche Tabelle aneinandergelagert und phosphoryliert [90].

Dies erfolgte in einem Thermocycler bei 37 °C fiir 30 min, dann bei 95 °C fiir 5 min mit
Tabelle 4.3: Reaktionsansatz Annealing und Phosphorylierung der Target-Oligonukleotide

Materialien Menge (1)
sgRNA top (100 uM)) 1

sgRNA bottom (100 pM) 1

T4 ligation buffer 10x 1

T4 PNK 1

Nuklease freies Wasser 6

Total 10

anschliefender Abkiihlung von 1 °C/min auf Raumtemperatur. Das Produkt wurde 1:200
mit Nuklease freiem Wasser verdiinnt. Anschliefflend wurden die nun doppelstrangigen Oli-
gonukleotide in den Vektor eSPCas9-(1.1)-2a-Puro kloniert. Hierzu wurde dieser zunéchst
mittels Bbsl-Verdau in einem 20 pl Ansatz (siehe Tabelle bei 37°C fiir 4 h linearisiert
und anschlieend iiber Gelelektrophorese und QIAquick Gel Extraction Kit aufgereinigt.
Die Ligation der doppelstriangigen Oligonukleotide in den linearisierten Vektor erfolgte bei
Raumtemperatur iiber 10 min in dem in Tabelle beschriebenen Ansatz.
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Tabelle 4.4: Plasmidverdau

Materialien Menge (1)
eSpCas9-(1.1)-2A-Puro Plasmid 4 (= 2 pug)
10x G-Puffer 2

BbSI 2

Nuklease freies Wasser 13

Total 20

Tabelle 4.5: Ligation des Plasmids mit Target-Oligonukleotiden

Materialien Menge
10x T4 DNA Ligase Puffer 24l
Vektor eSpCas9-(1.1)-2A-Puro  100ng

Insert DNA (0,5uM) 2ul

T4 DNA Ligase 1ul
Nuklease freies Wasser auf 20ul
Total 20pl

4.1.15 Transformation

Die Transformation erfolgte mit chemisch kompetenten DH5«a E. coli- Zellen nach der
Hitzeschock-Methode nach Hanahan et. al. [91]. Die Bakterien wurden bei -80 °C gela-
gert. Der Ansatz erfolgte mit den in Tabelle angegebenen Materialien. Zuerst wurden
die DH5a E. coli- Zellen auf Eis aufgetaut und mit 2 pl des Ligationsansatzes vermischt.
Nach einer Inkubationszeit von 30 min wurde ein Hitzeschock bei 42 °C fiir 40 Sekunden
durchgefiihrt. Anschliefend wurde die Probe 2 min auf Eis abgekiihlt und danach mit 250
pl auf 37 °C vorgewdrmtes S.0.C. Medium vermischt. Die Probe wurde bei 37 °C {iber
eine Stunde bei 450 UpM geschiittelt. Nach dieser Inkubationszeit wurden je Probe einmal
100 pl und einmal 200 pl auf eine Agarplatte mit 100 pug/ml Ampicillin mit einem Drigals-
kispatel ausgestrichen und bei 37 °C {iber Nacht inkubiert. Durch das Selektionsmedium
Ampicillin ist sichergestellt, dass nur positiv transformierte Bakterien auf der Agarplatte
wachsen. Fiir die Isolation der Plasmid-DNA wurden Einzelkolonien mit einer sterilen 100
ul Pipettenspitze gepickt und in ein 15 ml Falcon mit 5 ml LB-Medium iiberfithrt. Um
eine Kontamination zu vermeiden, wurde das Fliissigmedium ebenfalls mit Ampicillin (100
pug/ml) versetzt. Nach Animpfung des Fliissigmediums wurden die Monokulturen bei 37
°C in einem Inkubationsschiittler bei 200-250 UpM fiir 24h kultiviert.

Tabelle 4.6: Transformationsansatz

Materialien Menge (ul)
DHb5« 50ul
Ligationsansatz 2ul

S.0.C. Medium  250u1
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4.1.16 Isolation der Plasmid-DNA

Die Isolation der Plasmid DNA erfolgte basierend auf der alkalischen Lyse (nach Birnboim
und Doly [92]) mit Hilfe des QIAprep® Spin Miniprep Kits. Die Monokulturen wurden
in 2 ml Tubes iiberfithrt und bei 12.000 UpM fiir 30 s pelletiert. Der Uberstand wurde
verworfen und die Zellen in einem alkalischen Milieu mittels der P2 Lyse-Losung lysiert.
Um storende RNA zu eliminieren, wurde zusétzlich 0,5 g RNaseA hinzugegeben. Nach 5
min Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Lysereaktion mit dem P3 Neutralisierungs-
Puffer (pH 5,2) neutralisiert. Gleichzeitig wurden Proteine und genomische DNA durch die
Verwendung von SDS ausgefillt. Um die Plasmid-DNA vollsténdig aufzureinigen wurde im
Anschluss eine Phenol-Chloroform Extraktion (sieche Abschnitt durchgefiihrt. Dabei
wurde diese Form der Extraktion im Gegensatz zu der im Kit beschriebenen Extraktion
mithilfe von Sdulen bevorzugt, da hierbei eine gréfiere Menge an DNA gewonnen werden
konnte. Nach erfolgter Extraktion und Losung der DNA in 20 pl nukleasefreiem Wasser
bei 60 °C wurden 0,5 pul RNase (1 mg/ml) hinzugegeben, um in der Probe eine moglichst

hohe Reinheit zu erzielen.

4.2 Zellbiologische Methoden

4.2.1 Eukaryotische Zelllinien

Die humanen Hepatoblastomzelllinien HepT1, HepG2 und HUHG6, sowie die humane Hepa-
tokarzinomzelllinien HUH7 und Hep3B wurden in Roswell Park Memorial Institute Medi-
um (RPMI 1640) Medium (1x), fliissig mit GlutaMAXTMT mit 10 % fetalem Kilberserum
und 1 % Penizillin/Streptomycin bei 37 °C in einem 5 % COsq Inkubator kultiviert.

4.2.2 Passagieren der Zellkulturen

Die Zellen wurden alle 2-3 Tage (bei ca. 70-90 % Konfluenz) mithilfe von Trypsin-EDTA-
Losung (0,05 %) gesplittet und mit frischem Medium versetzt. Hierzu wurde das Medium
abgesaugt und die Kulturflasche mit D-PBS gewaschen. Anschlieend wurden 500-1.000 wl
Trypsin-EDTA zum Ablésen der Zellen hinzugegeben und fiir 3-5 min bei 37 °C inkubiert.
Falls sich die Zellen im Anschluss nicht gut abgelost hatten, wurden sie mit einem Zell-
schaber vorsichtig abgelost. Das Trypsin wurde durch FBS-haltiges Medium inaktiviert.
Je nach Dichte wurden die Zellen gesplittet, mit frischem Medium versetzt und wieder

ausgesat.

4.2.3 Auszihlen eukaryotischer Zellen

Um die genaue Zellzahl bestimmen zu kénnen, wurden die Zellen abtrypsiniert und in 5

ml Medium in ein 15 ml Falkonréhrchen iiberfiithrt. 10 ul dieser Zellsuspension wurden in
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90 pl D-PBS verdiinnt und 10 pl dieser Verdiinnung in eine Z#dhlkammer pipettiert. Es
wurden 5 Groflquadrate ausgezdhlt und der Mittelwert gebildet. Mit diesem Wert wurde
die Zellzahl pro ml berechnet und daraus das fiir weitere Versuche nétige Volumen der

Zellsuspension ermittelt und in das jeweilige Format iiberfiihrt.

4.2.4 Transfektion

Am Vortag der Transfektion wurden die Zellen in eine 24-Well Platte mit einer Anzahl
von 1,3x10° Zellen in 1 ml pro Well ausgesit. Es wurde wie bei der Kultivierung der
Zellen RPMI- Medium mit einem Zusatz von 10 % fetalem Kélberserum und 1 % Penizil-
lin/Streptomycin verwendet. Nach 24 h Inkubation erreichten die Zellen die angestrebte
Konfluenz von 70 - 80 %. 15 min vor der Transfektion wurde das alte Medium abgesaugt
und 500 pl neues Medium vorsichtig an den Rand des Wells pipettiert. Die anschlieSende
Transfektion diente der Einbringung eines Plasmids in die gewiinschten Zelllinien mit-
tels Lipofektion. Hierbei wurde FuGENE nach Angaben des Herstellers mit 0,16 - 0,8 ug
Plasmid-DNA pro Well und 50 ul DMEM pro Well inkubiert um die Lipidkomplexe zu
bilden. Anschliefend wurden aus dieser Losung (bei Verwendung einer 24-Well Platte)
50 pl pro Well zu den Zellen gegeben. Nach der Transfektion mit dem eSpCas9(1.1)-2A-
Puro-Plasmid wurden die Zelllinien HUH6, HUH7 und HepG2 zur Selektion mit 2 pug/ml
Puromycin fiir drei Tage inkubiert. Bei allen Zelllinien wurde am zweiten Tag das alte
Medium abgesaugt, die Zellen vorsichtig mit PBS gewaschen und mit neuem Medium und

Antibitotikum versehen.

4.2.5 Einzelzell-Klonierung

Um Einzel-Klone der mit Plasmid eSpCas9(1.1)-2A-Puro transfizierten und mit Puromycin
selektierten Zellen zu erhalten, wurden die Zellen aus dem 6-Well Format in eine 96-Well
Platte ausgesét. Dabei wurden die Zellen zuerst gezéhlt und in einem Falkonrohrchen auf
0,75 Zellen pro Well verdiinnt. Anschliefend wurden je 150ul der Medium-Zelllésung in
die einzelnen Wells gegeben und fiir eine Woche inkubiert. Danach wurden die Wells nach
einzelnen, kreisférmigen Kolonien abgesucht und markiert. Sobald die Einzel-Klone eine
ausreichende Zellzahl erreicht hatten, wurden sie in eine 12-Well Platte iiberfithrt und
anschlieflend wieder bis zu einer Dichte von ca. 80 % aufgezogen. Der Nachweis der durch
CRISPR/Cas9 modulierten DNA erfolgte mit Hilfe der Sanger-Sequenzierung [4.1.7 Dabei

konnte die Klonalitat der Zellen sowie die Mutation bestimmt werden.

4.2.6 MTT - Test

Zur Messung der Proliferation verschiedener Zelllinien wurde der MTT (3-(4,5- Dimethyl-
thiazol- 2-yl) -2,5-diphenyltetrazoliumbromid) -Test verwendet. Hierbei wurden je 5.000
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Zellen pro Well in 24-Well-Platten ausgeséit und iiber Nacht angesiedelt. Dabei wurden aus
der selben Zellverdiinnung insgesamt 6 Platten ausgesét, um iiber eine Zeitspanne von 10
Tagen jeden zweiten Tag eine Messung durchfithren zu kénnen. Die Messung erfolgte jedes
Mal zur selben Tageszeit. Acht Stunden vor jeder Messung wurde die MTT 1 Losung mit
einem Volumen von 10 % des Zellmediums zu den Zellen gegeben. Die Losung integriert
sich in jede lebende, proliferierende Zelle und wird dort umgesetzt. Vier Stunden vor der
Messung wurde die MTT 2 Losung zu den Zellen gegeben, um diese aufzulésen. Gemessen
wurde die Absorption jedes Wells bei einer Wellenldnge von 630nm mithilfe des GENios

Microplatereader.

4.2.7 Immunhistochemische Fiarbung

Die immunhistochemische Farbung der Zellen erfolgte in einem 12-Well Format. Vorbe-
reitend wurden die Zellen auf 18 mm groflen Deckgléser, liegend in einer 12-Well-Platte,
ausgesit und abgewartet bis ca. 80 % Konfluenz erreicht wurde. Anschlieend wurden
die Zellen mit 1 ml PBS gewaschen und zur Fixierung iiber 15 min bei Raumtemperatur
mit PFA-Losung inkubiert. Nach Entfernung der PFA-Losung erfolgte die Permeabili-
sierung mit PBS/Triton-Lésung je 3x fiir je 5 min bei Raumtemperatur. Danach wurde
mit PBST-Losung fiir 3x 10 min geblockt. Die Primé#rantikérper (Mouse anti-human -
Catenin und Rabbit anti-human E-Cadherin) wurden in PBS*-Lésung 1/2000 verdiinnt
und 80 ul vorsichtig auf die 18 mm Deckgléser mit Zellbesiedelung gegeben. Die Inkubati-
on erfolgte bei 4 °C {iber Nacht in einer feuchten Kammer. Am néchsten Tag wurden die
Zellen fiir 5 min bei Raumtemperatur mit PBS gewaschen und im Anschluss fiir 10 min
mit PBS/Triton-Losung inkubiert. Nach erneutem Waschen fiir 5 min mit PBS wurden
die Zellen mit PBS*-Losung fiir 7 min blockiert. Anschliefend wurden 80 pl der Se-
kundirantikérperlosung (Goat anti rabbit/ mouse TRITC 1:400 verdiinnt) wurde auf die
Deckgléser gegeben und fiir 45 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Deckglidser wur-
den mit Hilfe einer Pinzette aus den Wells genommen und mit der Zellseite nach unten
auf einen Vectashield-Tropfen gesetzt. Die Fixierung des Deckglases auf dem Objekttriger

erfolgte mit klarem Nagellack. Die Praparate wurden bei 4 °C im Dunkeln gelagert.
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Ergebnisse

5.1 Mutationsscreening auf BCORL1-Mutationen in Hepa-

toblastompatienten

In einem Whole-Exome-Sequencing Projekt an 15 Hepatoblastomen wurde in einem Tu-
mor (T528) eine erste BCORLI1-Mutation beschrieben (p.Lys1421Serfs*29) [39]. Ein an-
schlieBendes Mutationsscreening auf BCORL1-Mutationen erfolgte innerhalb eines Pilot-
projekts an einem Kollektiv von insgesamt 29 weiteren Hepatoblastompatienten (durch-
gefiihrt von Dr. Alexander Beck). Hierbei wurden erneut 3 Mutationen gefunden, einer
Mutationsrate von 9,9 % entsprechend. Alle Proben zeigten Mutationen nahe dem 3’-Ende
von BCORLI (siche Abbildung [5.1)).

Am C-Terminus befinden sich bei BCoR-L1 vor allem Aminosiuresequenzen, die fiir die
Kernlokalisierung und fiir die Funktion als Corepressor verantwortlich sind. Deshalb lisst
sich bei Mutationen, die vor diesen Sequenzen liegen und ein Leserasterverschub erzeu-
gen, ein Funktionsverlust von BCoR-L1 vermuten. Da diese Mutationsrate fiir das He-
patoblastom auflergewthnlich hoch ist, sollte zunéchst das Kollektiv an Patientenpro-
ben erweitert werden. Dabei wurden weitere 25 Hepatoblastomproben analysiert. In je-
der Probe wurden elf Bereiche, verteilt auf die Exons 3 - 7, mittels PCR amplifiziert
und per Sanger-Sequenzierung auf Mutationen abgesucht. Hierbei bestétigten sich die
im Pilotprojekt ermittelten 3 Mutationen (T6 ¢.3001-3001delC p.GIn1001Argfs*49; T4
¢.3607G>A p.Gly1203Ser; HepT1 ¢.3765_3767delAGA p.Glul257del; T528 ¢.4262_4262del
p.Lys1421Serfs*29) (gezeigt in Abbildung[5.2). In dem neu untersuchten Kollektiv zeigten
sich keine weiteren Mutationen von BCORLI1. Insgesamt ergibt sich mit den drei gefun-
denen Mutationen aus den Patientenproben (T4, T6 und T528) und der Mutation der
Hepatoblastom-Zelllinie HepT1 eine Mutationsrate von 5,8 %. Diese Mutationsrate macht
BCORL1 zur viert hdufigsten bekannten Mutation im Hepatoblastom. Der Verschub des

37
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T6 T4

HepT1 T528
¢.3001_3001delC c.3607 G>A c.3765_3767delAGA c.4262_4262del
p.GIn1001Argfs*49 p.Gly1203Ser p.Glu1257del p.Lys1421Serfs*29
BCORL1
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Abbildung 5.1: unten: BCoR-L1 Protein mit dessen funktionellen Bereichen und den vier gefun-
denen Mutationen (in rot Mutationen mit Leserasterverschub); oben: Klonierung der Mutationen
und Expression in HEK293-Zellen. Die T6-Mutante zeigt hierbei eine fehlerhafte Lokalisierung von
BCoR-L1 im Zytoplasma. Die Mutanten T4, HepT1 und T528 zeigen eine regelrechte intranukleéire
Expression (Bilder zur Verfiigung gestellt von Dr. Alexander Beck)

Leserasters der Mutation T6 ¢.3001_3001delC p.GIn1001Argfs*49 ergab einen friihzeitigen
Abbruch der Translation nach 1.000 Aminosduren und somit einer nicht mehr vorhandenen
Kernlokalisierungssequenz. Dies fiihrt zu einem Funktionsverlust von BCoR-L1, da es als
Corepressor seine Funktion intranukledr ausiibt. Um diese Fehllokalisierung des mutierten
BCor-L1-Proteins darzustellen, erfolgte die Klonierung der Mutationen in ein Plasmid und
die Expression in HEK293-Zellen (durchgefiihrt von Dr. Alexander Beck). Abbildung
zeigt deutlich, dass die exprimierte T6-1001fs Mutante eine fehlerhafte Lokalisierung des
BCoR-L1-Proteins im Zytoplasma besitzt. Da die T4-1203S und HepT1-1253del Mutan-
ten keine Mutationen mit Leserasterverschub sind, bleibt die Kernlokalisierungssequenz
intakt und BCoR-L1 wird weiterhin intranukleir exprimiert. Die T528-1421fs Mutation
liegt ndher am 5’-Ende als die Kernlokalisierungssequenz, sodass trotz eines Leseraster-
verschubs BCoR-L1 intranukledr nachgewiesen werden konnte. Ein Funktionsverlust l&sst
sich trotzdem vermuten, da viele funktionelle Dom&nen nahe dem C-Terminus liegen und

durch den Leserasterverschub betroffen sind (siehe Abbildung [5.1)).
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c.3001_3001delC
p.GIn1001fs
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WT
T4:
c.3607G>A

p.Gly1203Ser

T4

WT

HepT1:
¢.3765_3767delGAA
p.Glul253del

HepTl

WT

Abbildung 5.2: Sanger-Sequenz der T6-, T4- und HepT1-BCORL1 Mutationen (oben) im Ver-
gleich zum Wildtyp (WT) (unten). Rot markiert ist die jeweilige Normalsequenz, die aufgrund der
Mutantion fehlt. Die Mutante T528 wurde mittels Whole-Exom-Sequencing ermittelt und ist hier
nicht dargestellt 39



KAPITEL 5. ERGEBNISSE 40

5.2 Expression von BCORL1 und CDH1 in den Zelllinien
HUH7, HUH6, HepG2 und Hep3B

Aufgrund der relevanten Mutationsrate bestimmten wir die BCORL1-Expression in ver-
schiedenen Lebetumorzelllinien, die von uns zur weiteren Analyse von BCORLI geplant
waren. Zusétzlich untersuchten wir die Expression von E-Cadherin (CDH1), da CDHI
als Zielgen von BCoR-L1 identifiziert wurde [62]. Die Messung erfolgte mittels qPCR in
den verwendetetn Zelllinien HUH7, HUH6, HepG2 und Hep3B. Wie in Abbildung
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Abbildung 5.3: Relative Expression von BCORL1 und CDHI in den Zelllinien HUH7, HUHG,
HepG2 und Hep3B (normalisiert zum Haushaltsgen TBP)

dargestellt, zeigen alle 4 Zelllinien eine BCORL1 Expression und eigneten sich dadurch
fiir weitere Experimente. Weiterhin zeigte sich eine signifikante Korrelation zwischen der
Expression von CDHI und BCORLI mit einem Korrelationskoeffizienten (r) von 0,95 und
einem p-Wert von 0,02.

5.3 BCORL1 Uberexpression

Es konnte in allen Zelllinien eine BCORL1-Expression nachgewiesen werden. Sie eigneten
sich damit fiir die weiteren Experimente. Um den Einfluss von BCoR-L1 auf das Zellver-
halten genauer verstehen zu kénnen, erfolgt anschlieBend die Uberexpression des Proteins
in den zuvor getesteten Lebetumorzelllinien. Da E-Cadherin eine wichtige Rolle bei Zell-

Zellkontakten spielt, untersuchten wir, ob eine Uberexpression von BCORL1 iiber dieses
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Zielgen einen Einfluss auf die Zellstruktur und Zelladhésion hat. Mithilfe eines eGFP-C1-
BCORLI1 Expressionsplasmids wurde BCORLI in den 4 Lebertumor-Zelllinien HUH?7,
HUHG6, HepG2 und Hep3B {iberexprimiert. Die exogene BCORL1 Expression wurde mit-
tels quantitativer PCR und Westernblot verifiziert. Anschliefflend wurde das Wachstum
der Wildtypzellen und der Uberexpressionszellen beobachtet.

5.3.1 Ermittlung der Transfektionsrate

Die Erfolgskontrolle der Transfektion und die Ermittlung der Transfektionsrate erfolgte
mittels Fluoreszenzmikroskopie. Hierbei wurde der an das BCoR-L1-Protein fusionier-
te eGFP-Tag des Expressionsplasmids genutzt, um die Kernlokalisation und somit die
Bestétigung der erfolgreichen Expression von BCORL1 zusammen mit GFP nachzuwei-
sen. Die Transfektionsrate (dargestellt in Abbildung war in allen Zellinien niedrig

BCORL1 - GFP Durchlicht GFP + Durchlicht

HUH6

HUH7

Hep3B

HepG2

Abbildung 5.4: Fluoreszenzmikroskopie der BCORLI1-GFP transfizierten Zelllinien HUH?,
HUHG6, HepG2 und Hep3B. Dargestellt sind die fluoreszierenden Zellkerne (griin) der erfolgreich
transfizierten Zellen im Vergleich zu den nicht transfizierten Zellen (keine Fluoreszenz).
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bei ca. 5-10 %, was wahrscheinlich auf die Gréfie des BCORL1-GFP-Plasmids (9,8 kb)
zuriickzufithren ist. Dennoch zeigte sich in allen Zelllinien ein intranukleéires Signal, was
auf ein intaktes BCoR-L1 Protein hinweist, weswegen wir weitere Analysen mittels qPCR
und Westernblot durchfiihrten.

5.3.2 Quantitative Bestimmung der exogenen Expression und Nachweis

des Fusionsproteins im Western Blot

Um nach den qualitativen Analysen der Transfektionsrate mittels Fluoreszenzmikroskopie
quantitative Aussagen treffen zu kénnen, wurden die vier Zelllinien (HUH7, HUH6, HepG2
und Hep3B) mittels gPCR und Westernblot untersucht.

150001 BCORLL transfiziert
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12500- Il Kontrolle 12.077.2
5
@ 10000+
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S 75004 817,
w
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50 57 =
OT 3.4 . 06
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B-Actin S e a———— 1 kD2
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Abbildung 5.5: Messung der exogenen Expression von BCORL1 mittels qPCR und Nachweis
der Expression des eGFP - BCoR-L1 Fusionsproteins im Western Blot

Abbildung zeigt die Expression von BCORLI1 der mit dem eGFP-BCORL1 Expres-
sionsplasmid transfizierten Zellen im Vergleich zu Kontroll-Zellen. Die Ergebnisse zeigten
eine bis zu 10.000 - fache Uberexpression von BCORL1 im Vergleich zu der Kontrolle.
Dies wurde durch einen Westernblot mit Nachweis des eGFP-BCoR-L1-Proteins in den

transfizierten Zellen bestétigt.

5.3.3 Zellmorphologie der BCoR-L1 iiberexprimierten Zelllinie HUH7

In einem nichsten Schritt beobachtete wir die Zellmorphologie der BCoR-L1 Uberexpress-
ions-Zelllinien. Abbildung zeigt keine morphologischen Verénderungen zwischen den
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Zellen der Uberexpression, den Kontrolltransfizierten- und den Wildtypzellen.

HUH7 Wildtyp HUH7 GFP- HUH7 BCORL1-
kontrolltransfiziert Uberexpression

Abbildung 5.6: Zellmorphologie der HUH7 Wildtypzellen im Vergleich zu eGFP-
kontrolltransfizierten Zellen und zur BCoR-L1-Uberexpressions-Zelllinie

Das Wachstum auch der positiv transfizierten Zellen zeigte sich weiterhin adhérent und
planar. In den HUH7 GFP-kontrolltransfizierten Zellen zeigt sich die Fluoreszenz im ge-
samten Zytoplasma, in den HUH7 BCORL1 transfizierten Zellen allerdings nur im Zell-
kern. Dies liegt daran, dass das GFP-BCoR-L1 Fusionsprotein durch die Kernlokalisie-
rungssequenz von BCoR-L1 nach intranukledr transportiert wird. In allen Ergebnissen zur
Uberexpression von BCoR-L1 muss die transiente Transfektion und die geringe Transfek-

tionsrate der Uberexpressionszellen beriicksichtigt werden.

5.4 Etablierung eines BCORL1-Knockouts mithilfe des
CRISPR/Cas9-Systems

Die Uberexpression von BCORL1 fithrte zu keiner Verinderung des Zellwachstums oder
der Zellmorphologie. Im Gegensatz dazu und insbesondere zur in vitro Simulation ei-
ner BCORLI1-Mutation erzeugten wir nachfolgend einen Funktionsverlust von BCoR-L1
in allen vier getesteten Lebertumorzelllinien (HUH7, HUH6, Hep3B und HepG2). Die-
se BCORL1-mutierten Lebertumorzellen sollten mithilfe des CRISPR/Cas9-Systems neu

generiert werden.

5.4.1 Beschreibung des Transfektionsplasmids

Fiir die Herstellung des Knockouts wurd das Plasmid eSpCas9(1.1)-2A-Puro (dargestellt
in Abbildung verwendet.

Das Plasmid enthilt eine eSpCas9-Sequenz, die intrazelluldr fiir die Translation der fiir

den Doppelstrangbruch zusténdigen Endonuklease sorgt. Uber die Schnittstelle BbSI kann
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Abbildung 5.7: Darstellung der Struktur des Plasmids eSpCas9(1.1)-2A-Puro mit den wichtig-
sten Funktionseinheiten

die Ziel-RNA (gRNA) in das Plasmid kloniert werden. Diese dienen als Wegweiser fiir den
Cas9-Komplex und sorgen fiir die Bindung an der richtigen Stelle der DNA.

Zusétzlich zeigt das Plasmid zwei Resistenzen. Die Ampicillin-Resistenz sorgt bei der
Transformation fiir eine mogliche Selektion transformierter gegeniiber nicht transformier-
ter Bakterien. Die Puromycin-Resistenz hilft nach Transfektion bei der spéteren Zell-
Selektion. Komplementéir zum U6 Promoter konnte ein Primer erstellt werden, mit dem

eine erfolgreiche Klonierung iiberpriift wurde.

5.4.2 Ermittlung der Puromycinkonzentration zur Selektion positiv trans-

fizierter Zellen

Die Selektion positiv-transfizierter Zellen erfolgte mit Puromycin. Hierbei wurden zunéchst
die Wildtypzellen ausgeséit und unter unterschiedlichen Konzentrationen von Puromycin
inkubiert. Da die Selektion nach drei Tagen gestoppt werden sollte, wurde die geringst
mogliche Konzentration ermittelt unter der keine Wildtypzelle {iberlebt. Bei allen Zelllini-
en wurde am zweiten Tag das verbrauchte Medium entfernt, die Zellen vorsichtig mit PBS
gewaschen und mit neuem Medium und Puromycin versehen. Die Zellkulturen wurden

taglich fotodokumentiert und am dritten Tag ausgewertet.

Das in Abbildung dargestellte Ergebnis zeigt, dass nach einer Inkubation von drei
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HuH7 0 1 2 4 pg/ml

Tag 0

Tag 3

HuH6 0 1 2 4 ug/ml

Tag 0

Tag 3

Tag 0

Tag 3

Abbildung 5.8: Ermittlung der Puromycinkonzentration zur Selektion positiv-transfizierter Zel-
len mit unterschiedlichen Konzentrationen an Tag 0 und Tag 3 dargestellt.

Tagen bei einer Konzentration von 2 pg / ml Puromycin keine vitalen Zellen vorhanden
sind. Somit konnten nur Zellen die mit dem Plasmid eSpCas9(1.1)-2A-Puro transfiziert
wurden durch die vorhandene Puromycinresistenz iiberleben und untransfizierte Zellen
abgetotet werden. Nach erfolgter Selektion wurden die Zellen mit PBS gewaschen und
mit neuem Medium fiir einen weiteren Tag inkubiert, um ein Absterben durch eine zu

frithe Vereinzelung zu vermeiden. AnschlieBend wurden die Zellen vereinzelt und in eine
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96-Well-Platte ausgesit. Dies erfolgte wie in Kapitel beschrieben durch Verdiinnung.
Die Platten wurde im Anschluss auf kreisférmige, einzelne Kolonien abgesucht. Um si-
cherzustellen, dass sich die Kolonien aus Einzelzellklonen bildeten, wurde die DNA mittels

Sanger Sequenzierung analysiert.

5.4.3 Design der Schnittstellen der DN A und Effizienz des Knockouts

Abbildung zeigt eine schematische Ubersicht iiber das Design der Schnittstellen von
BCORLI1. Als Target des CRISPR/Cas9 Komplexes waren Sequenzen innerhalb des Exons
4 am vielversprechendsten, da es dort moglich war, die wenigsten Off-Targets zu erzeugen
und gleichzeitig von einem sicheren Funktionsverlust (Abbruch der Transkription nahe
dem N-Terminus) von BCoR-L1 ausgehen zu kénnen.

!

Primer-2 fw. gRNA-2 Bindestelle Primer-2 rv. 5740 Primer-1 fw. gRNA-1 Bindestelle Primer-1 rv.

- s oy - - N
PAM-SGQUGHZ/ Schnittstelle PAM-Sequenz  Schnittstelle
EEECTGGTATATATCCCGCCTCC BEECCAGAGTAAAGGCTTTGGAC
Linie klonale Muts WT nicht klonal Linie klonale Muts WT nicht klonal
HUH7 1 0 0 HUH7 4 1 0
p. A157fs p. L449fs
p. L449fs
HUH6 2 1 2 p. A303fs
p. C154fs p. A303fs
p. A157fs
HUH6 0 0 0
Hep3B 2 0 3
p. A157fs Hep3B 2 0 1
p. A157fs p. L449fs
p. L449fs
HepG2 0 0 1
HepG2 2 0 0
p. L449fs
p. A303fs

Abbildung 5.9: Im oberen Teil der Grafik wird die Lokalisation der Schnittstellen von beiden de-
signten CRISPR/Cas9-Komplexen (gRNA 1 und 2) in Exon 4 dargestellt. In den Tabellen darunter
wird die Anzahl der herangeziichteten Einzelzellkolonien und deren jeweilige Sequenzverdnderung
gezeigt. (,Linie“: Verwendete Zelllinie. ,klonale Muts“: Anzahl und in rot Bezeichnung der klonalen
Mutationen. ,,WT*: Anzahl der Einzelkolonien mit Wildtypsequenz, entsprechend fiir eine fehler-
hafte Selektion. ,nicht klonal“: Anzahl der nicht klonal aufgeziichteten Kolonien, entsprechend fiir
fehlerhafte Vereinzelung)

Um einen Einfluss durch Nebenziele einer Zielsequenz auszuschlieen, wurden zwei unter-
schiedliche Zielsequenzen gewéhlt. Die erste mit der Sequenz (5-3’) GTCCAAAGCCTT-
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TACTCCGG (komplementir dazu gRNA-1 CCGGAGTAAAGGCTTTGGAC) mit keinen
gefundenen Nebenzielen. Die zweite mit der Sequenz (5-3’) GGAGGCGGGATATATAC-
CAG (komplementir dazu gRNA-2 CTGGTATATATCCCGCCTCC) mit einem gefun-
denen Nebenziel der Sequenz CTGGcATATtTCCCcCCTCC. Dabei zeigen sich bei drei
Basen des Nebenziels keine Ubereinstimmung mit der Zielsequenz und die Lage des Ne-
benziels an Stelle chr20:25164047 ohne bekannte Bedeutung. Beide gRNAs (Guide RNA)
wurden jeweils in das Plasmid eSpCas9(1.1)-2A-Puro (siehe Abbildung kloniert. Die
Tabellen in Abbildung zeigen die verwendeten Zelllinien, die Einzelklone mit erfolgrei-
chen klonalen Mutationen, die fehlerhaft isolierten Zellen mit Wildtypsequenz und nicht
klonal isolierte Kulturen. Unter den isolierten Einzelklonen zeigen sich unterschiedliche
Mutationen, da der DNA-Reparaturmechanismus der Zellen zufillig die voneinander ge-
trennten DNA-Fragmente ligiert. Dies geschieht unter Hinzufiigen oder Herausschneiden
weiterer Basenpaare. Allerdings erfolgt in allen klonalen Mutationen ein Verschub des
Leserasters und somit ein frither eintretendes Stopcodon, wodurch BCoR-L1 seine funk-

tionellen Doménen verliert.

Insgesamt konnte in allen vier verwendeten Zelllinien eine erfolgreiche Knockout-Mutation
von BCORL1 durch das CRISPR/Cas9-System kreiert werden und aus den 22 analysier-
ten Zellkulturen 13 Kulturen mit klonaler Mutation etabliert werden. Dies entspricht einer
Erfolgsrate von 59 %. In der HUH7-Zelllinie wurden insgesamt fiinf klonale BCORLI-
Knockout-Zelllinien isoliert und eine Einzelkolonie mit Wildtypsequenz. Die fiinf Einzel-
kolonien der HUHG6-Zelllinie zeigten zwei unterschiedliche klonale BCORL1-Mutationen,
eine Wildtypsequenz und zwei nicht klonale Sequenzen. Die Hep3B Zelllinie zeigte nach
Heranwachsen der Einzelkolonien vier Kolonien mit klonalen Mutationen und vier Kolo-
nien mit nicht klonalen Mutationen. Die geringste Anzahl an Einzelzellkolonien konnten
in der Zelllinie HepG2 herangeziichtet werden. Davon zeigten zwei Kolonien eine klonale

Mutation und eine Kolonie eine nicht klonale Mutation.

5.4.4 Kontrolle der Einzellzellklone auf einen klonalen Knockout

Die Kontrolle eines erfolgreichen Knockouts und klonaler Selektion erfolgte mittels Sanger-
Sequenzierung. Hierbei wurde die DNA der Einzelklone isoliert und der Zielbereich mittels
der hergestellten CRISPR-Sequenzierungsprimer amplifiziert. Nach erfolgter Sequenzie-
rung wurde die Wildtypsequenz mit der isolierten Sequenz verglichen und Verénderungen
dokumentiert (siehe Abbildung[5.10). Anschliefend wurde der Verschub der Sequenz ana-
lysiert und nach einem verfrithten Stopcodon abgesucht. Ein dadurch frither eintretendes

Ende der Translation fand bei allen 13 isolierten klonalen Mutationen statt.

Abbildung zeigt ein Beispiel zweier unterschiedlichen Zelllinien (HUH7 und HUHG6)
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Abbildung 5.10: Darstellung zweier beispielhafter durch CRISPR/Cas9 erzeugter Mutationen
mithilfe der Sanger-Sequenzierung. Oben eine Deletion eines einzelnen Guanins. Unten eine Inser-
tion von 49 Basenpaaren. WT = Wildtyp, KO = Knockout

und der zwei unterschiedlichen Schnittstellen der Ziel-RNAs. Die oberen beiden Sequenzen
zeigen die Deletion einer einzelnen Base (Guanin). Somit entsteht ein Verschub des Le-
serasters nach 669 Basenpaaren mit fritherem Stopcodon nach weiteren 21 Aminosduren.
Die beiden unteren Ausschnitte zeigen eine grofiere Insertion, die zu einem Verschub des
Leserasters nach 471 Basenpaaren fiihrt, mit einer verinderten Translation nach insgesamt
158 Aminosduren und einem Stopcodon nach einer weiteren Aminosiure. Somit wird in
der HUH6 O2.2 Mutante nur 9 % des BCoR-L1 Gesamtproteins translatiert.
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5.5 Analysen des BCORL1-Knockouts

5.5.1 Phinotyp der HUH7-Knockout-Zelllinie

Interessanterweise konnte in zwei der HUH7 Knockout-Zelllinien mit unterschiedlichen
BCORL1-Mutationen (HUH7 O1.1 und HUH7 02.33) ein verdnderter Phénotyp in Form
eines verinderten Wachstumsverhaltens beobachtet werden. Dieses Wachstum &duflerste
sich in einer kumulierten, dreidimensionalen, koloniebildenden Form, wie es in Abbildung
dargestellt ist. Das Wachstum der Wildtypzellen zeigt sich im Gegensatz dazu in
HUH7 CRISP

HUH7 CRISPR 01.1 R02.33

HUH7 Wildtyp

10x

Abbildung 5.11: Darstellung des neuen Phénotyps der HUH7 Knockout-Zelllinie (HUH7
CRISPR O1.1 und HUH7 CRISPR 02.33) in verschiedenen VergréBerungen (10- und 20- fach)
im Vergleich zu den HUH7 Wildtypzellen

einer adhirent und planaren Form. Dieser Phéinotyp konnte erstmals zwei Monate nach
Vereinzelung der transfizierten und selektierten Zellen gefunden werden und zeigte sich
anschlieBend iiber die gesamte Kultivierungszeit von einem Monat sowie nach mehreren
Passagen stabil. Dieses verédnderte Wachstumsverhalten konnte aktuell nur in Knockout-
Zellen der Linie HUH7 beobachtet werden. Die restlichen Zelllinien HUH6, Hep3B und
HepG2 zeigten im Vergleich zum Wildtyp ein weiterhin &hnliches Wachstum, zumindest

fiir den Kultivierungszeitraum von einem Monat.

5.5.2 Proliferationsanalysen mittles MTT-Tests

Da sich bereits makroskopisch ein verdndertes Wachstumsverhalten der Knockoutzellen
zeigte, schlossen wir weitere funktionelle Analysen mittels MTT-Test und immunhistoche-

mischen Férbungen an. Abbildung [5.12] zeigt Proliferationsanalysen mittels MTT-Test,
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die iiber 10 Tage mit allen vier Zelllinien durchgefiihrt wurden. Hierbei wurde stets der
Wildtyp mit zwei unterschiedlichen Knockout Linien (HUH7: WT, 02.33, O1.1; Hep3B:
WT, 02.5, O1.1; HUH6: WT, 02.2, 02.1; HepG2: WT, 01.2, O1.1) verglichen.
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Abbildung 5.12: Wachstumsanalysen mittles MTT-Assays der Zelllinien HUH7, HUH6, HepG2
und Hep3B. (WT: Wildtypzellen. O1.X und O2.X: BCORL1-Knockoutzellen)

Das Ergebnis zeigt eine signifikant langsamere Proliferation der HUH7 Knockout-Zelllinien
im Vergleich zum HUH7 Wildtyp. Dies stellt sich ab Tag 4 ein und bleibt konstant bis
Tag 10. In den anderen Zelllinien HUH6, Hep3B und HepG2 konnte diese verlangsamte

Proliferation der Knockout Linien nicht signifikant gezeigt werden.
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5.5.3 Immunhistochemische Farbungen auf die Zelladhisionsmarker (-
Catenin und E-Cadherin

Aufgrund des vermuteten Einflusses von BCoR-L1 auf zelladhésions-vermittelnde Proteine
wurden immunhistochemische Farbungen der HUH7 Wildtyp- und Knockout-Zelllinien

auf die Addsionsmarker E-Cadherin und 8-Catenin durchgefiihrt. In beiden Experimenten

B-Catenin DAPI B -Catenin + DAPI
) .
HUH7
01.1
HUH7
02.33

Abbildung 5.13: Immunhistochemische Férbungen der HUH7 Wildtypzellen und HUH7-
BCORL1-Knockoutzellen O1.1 und 02.33 auf [-Catenin. Die linke Spalte zeigt die alleinige
Féarbung des Zelladhésionsmarkers, die mittlere Spalte die alleinige Farbung der mittels DAPI
angefirbten Zellkerne und die rechte Spate beide Féarbungen kombiniert.

erscheint die jeweilige Farbung von E-cadherin und -Catenin in den Knockoutzelllinien
gegeniiber den Wildtypzellen intensiver (sieche Abbildung und [5.14)). Die Anfirbung
mittels 4’,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) zeigt dabei eine gleich starke Firbung der
Zellkerne.
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Abbildung 5.14: Immunhistochemische Fédrbungen der HUH7 Wildtypzellen und HUHT7-
BCORL1-Knockoutzellen O1.1 und 02.33 auf E-cadherin. Die linke Spalte zeigt die alleinige

Féarbung des Zelladhésionsmarkers, die mittlere Spalte die alleinige Farbung der mittels DAPI
angefirbten Zellkerne und die rechte Spate beide Féarbungen kombiniert.

5.6 RNA-Sequenzierungsdaten der BCORL1 - Knockout-

zellen

Aufgrund des deutlichen funktionellen Unterschiedes zwischen Knockout- und Wildtyp-
zellen erhoben wir zum Vergleich der Transkription RNA-Sequenzierungsdaten, die uns
auf mogliche Zielgene von BCORL1 hinweisen sollten. Aus den Zellinien HUH6, HUH7
und HepG2 wurde sowohl aus den Wildtypzellen, als auch aus den Knockout Zellen RNA
isoliert. Diese wurde anschlieflend sequenziert, um potenzielle Zielgene von BCoR-L1 zu
identifizieren. Da BCoR-L1 als Corepressor fungiert, wurden in den Knockout Zellen nur
die hochregulierten Genaktivititen im Vergleich zu den Wildtypzellen beriicksichtigt. Da-
bei zeigte sich fiir HUH6 und HUH7 je 1.658 und fiir HepG2 1.527 Kandidatengene mit P
> 0.3. Anschlieflend wurde ein Venn-Diagramm (Abb. mit der Schnittmengen aller
Gene zwischen den drei Zelllinien erstellt. Hierbei zeigte sich eine Schnittmenge aller Zellli-
nien von 26 Genen. Analysen der Gen-Ontologie dieser 26 Gene deuten auf eine verénderte
Zell-Migration hin, welche vor allem durch die Gene ATPase Phospholipid Transporting
8A1 (ATP8A1) und Spermatogenesis Associated 13 (SPATA13) innerhalb dieser Schnitt-

menge zustande kommt. Insgesamt lésst sich bei dieser Schnittmenge jedoch keine grofie
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Gene aus der Schnittmenge
der 3 Zelllinien:

BN o\ sk ccpc150

Abbildung 5.15: Venn-Diagramm der Schnittmenge aller hochregulierten Gene ( P > 0.3) der
Knockoutlinien aus HUH6, HUH7 und HepG2 im Vergleich zu deren Wildtyp. Darstellung der
Anzahl der Gene in jeder Schnittmenge (links) und Auflistung aller 26 Gene der gemeinsamen
Schnittmenge (rechts)

funktionelle Ubereinstimmung feststellen. Am ehesten ist dies durch ein wildtyp-ihnliches
Expressionsniveau der Knockout-Zellen der Linie HUH6 und HepG2 zu erkldren. Die-
se Vermutung stiitzt sich auf einen zu kurzen Zeitraum zwischen BCORL1-Knockout
und RNA-Extraktion nach einem Monat in diesen Zellen. Die Knockout-Zellen der Linie
HUH6 und HepG2 zeigten zum Zeitpunkt der RNA-Extraktion keine Verinderungen des
Wachstumverhaltens oder der Proliferation. Da sich dieses Verhalten der HUH7 BCORLI -
Knockout-Zellen erst nach ca. 2 Monaten einstellte, ist von einer langsamen Umstellung des
Expressionsniveaus der Knockout-Zellen auszugehen. Erst bei voll ausgepriagtem Phénotyp

aller Knockout-Zellen kann ein valider Vergleich aller drei Zelllinien erfolgen.

RNA-Sequenzierungsdaten der Knockout-Linie HUH7

Anhand der Vermutung, dass das Expressionsniveau der Knockout-Zellen der Linie HUH6
und HepG2 noch nicht final angepasst ist, ist die singuldre Analyse der HUH7-RNA-
Sequenzierungsdaten die wahrscheinlich aussagekréftigste. Deshalb wurden in der Gen-
Analyse-Software ,,DAVID* ein funktionelles Annotation Clustering aus allen 1.658 hoch-
regulierten Kandidatengenen der BCORLI-Knockout-Zelllinien erstellt. Dies erzeugt einen
besseren Uberblick iiber die funktionellen Gruppen dieser Gene. Zusammengefasst zeigt
sich die Funktion der hochregulierten Gene der BCORL1-Knockout Zelllinie HUH7 vor
allem im Bereich der Zellmembran (siehe Abbildung |5.16)). Die funktionellen Annotati-
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Annotation Cluster 1 Enrichment Score: 8.48 i Count : P_Value : Benjamini
Pleckstrin homology-like domain RT - 70 1.2E-10 2.1E-7
Pleckstrin homology domain RT - 51 4.5E-10 4.1E-7
PH T - 51 1.8E-8 7.2E-6
domain:PH RT - 42 1387 B8.7E5

Annotation Cluster 2 Enrichment Score: 7.09 | Count |P_value | Benjamini
626 1.6E-10 1.9E-8

Membrane RT ——

Glycoprotein RT — 405 1.4E-9  1.4E-7
glycosylation site:N-linked (GIcNAc...) RT — 383  3.569 7.0E-6
topological domain:Cytoplasmic RT — 218 2.7E-8 3.6E-5
Transmembrane RT ———— 476 5.0E-8 4.0E-6
Transmembrane helix RT — 474 7.8E-8 4.7E-6
transmembrane region RT — 432 3.1E-7 1.8E-4
topological domain:Extracellular RT [e— 248 1.7E-5 7.0E-3
integral component of membrane RT Me—— 426 3.38-4 3.7E-2

Annotation Cluster 6 Enrichment Score: 3.33 | Count | P_Value | Benjamini

Cell junction RT - 79 3.8E-6 1.2E-4
cell junction RT - 50 3.4E-3 1.8E-1
Synapse RT - s 7.86-3 7.5E-2

Annotation Cluster 33 Enrichment Score: 1.49

L1l
. =
o

Cadherin conserved site RT 1.4E-2 4.9E-1
Cadherin RT = 16 2:1E s OF
domain:Cadherin 2 RT s 15 2.3E-2  7.3E-1
domain:Cadherin 4 RT " 35 2.3E-2  7.3E-1

adherin-like RT = 16 2.4E-2 5.5E-1
domain: Cadherin & RT N 12 2.88-2 7.7E-1
domain: Cadherin 1 RT M 15 2.86-2 7.7E-1
domain:Cadherin 2 RT " 15 2.8E-2 7.7E-1
domain: Cadherin 5 RT " 14 3.0E-2 7.8E-1
cA RT = 16 S.4E-2 5.9E-1
s el stz guems o 1 o2 s7es
Cadherin,_N-terminal RT 5 8 1.8E-1 9.6E-1

Abbildung 5.16: Clusteranalyse funktioneller Gen-Annotations der RNA-Sequenzierungsdaten
der HUH7-BCORL1-Knockoutzellen mittels DAVID

on Cluster helfen zu verstehen, welche Bereiche des zelluliren Mechanismus nach einem
BCORL1-Knockout betroffen sind. Ein hoher Anreicherungswert an Genen innerhalb ei-
nes Clusters bedeutet, dass viele Gene innerhalb einer Signalkaskade oder funktionellen
Doméne durch den BCORLI-Knockout betroffen sind. Damit lassen sich Schliisse auf
die Funktion potenzieller Kandidatengene von BCoR-L1 ziehen und beeintréchtigte Re-
gelkreisldufe in Tumorzellen mit einer BCORLI-Mutation identifizieren. Die hichste An-
reicherung zeigt sich in der Pleckstrin homology like domain. In dieser Kategorie finden
sich 70 hochregulierte Gene, die als Rekrutierungswerkzeug der Zelle von Proteinen an
unterschiedliche Membranen dienen. Die zweithtchste Anreicherung zeigte sich an Genen,
die die Zellmembran beeinflussen. Hierbei fanden sich 626 Gene, zum Beispiel G-Protein
gekoppelte Rezeptoren oder Transmembranproteine. Zusétzlich zeigen sich in dem Cluster
79 Gene die in der Zell-Zell-Verbindung eine Rolle spielen (siehe Abbildung und
16 Gene, die der Cadherin-Doméne angehoren. Aufgrund dieser Analyse ist zu vermu-
ten, dass der verinderte Phanotyp der HUH7-Knockout Zelllinien durch eine verdnderte

Zell-Zell-Interaktion und eine Umgestaltung der Zellmembran entsteht.
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Annotation Cluster 6

Enrichment Score: 3.33

| Count | P_Value | Benjamini

OFFICIAL_GENE_SYMBOL

ASHIL
CXCR4
CTBP2
CHRFAM7A
DLGAP3
DMXL2
F1IR

FER
LIMAL
Lpp
MARVELD2
MARVELD3
NOX4
ARHGEFS5
SRGAP2
ACHE
AMOT
ANK2
ANK3
CHRNA3
CHRNAS
CHRNB2
CLDN11
CLDN9
CNTNAP4
CRB3
CYFIP2
DLL1
DSG3
DLG2
DUOX2
DSTYK
EMB
ESAM
EPCAM
FLRT2
GABRB2
GABBR1
GIB2
GIc1

Abbildung

~=" Cell junction

s cell junction

Synapse

3.8E-6 1.2E-4
3.4E-3 1.8E-1
7.863 7.5E2

ASH like histone lysine methyltransferase(ASHIL)
C-X-C motif chemokine receptor 4(CXCR4)
C-terminal binding protein 2(CTBP2)

DLG associated protein 3(DLGAP3)
D like 2(DMXL2)
E11 receptor(F11R)
FER tyrosine kinase(FER)
IM domain and actin binding 1(LIMAL)
LIM domain containing preferred translocation partner in lipoma(LPP),
MARVEL domain containing 2(MARVELD2)
MARVEL domain containing_3(MARVELD3)
NADPH oxidase 4(NOX4)
Rho guanine nucleotide exchange factor S(ARHGEFS)
SLIT-ROBO Rho GTPase activating protein 2(SRGAP2)
acetylcholinesterase (Cartwright blood groun)(ACHE)
angiomotin(AMOT)
ankyrin 2(ANK2)
ankyrin 3(ANK3)

cholinergic receptor nicotinic alpha 5 subunit(CHRNAS)
cholinergic receptor nicotinic beta 2 subunit(CHRNB2)
daudin 11(CLDN11)
claudin 9(CLDN9)
‘contactin associated protein like 4(CNTNAP4)
crumbs 3, cell polarity complex RB3)

ic FMR1 i ing_protein 2(CYFIP2)
delta like canonical Notch ligand 1(DLL1)
desmoglein 3(DSG3)
discs large MAGUK scaffold protein 2(DLG2)
dual oxidase 2(DUOX2)
dual serine/threonine and tyrosine protein kinase(DSTYK)
embigin(EMB),
endothelial cell adhesion molecule(ESAM)
epithelial cell adhesion molecule(EPCAM).

leucine rich tr protein 2(FLRT2)

gamma-aminobutyric acid type B receptor subunit 1(GABBR1)
0an junction protein beta 2(GIB2)
0an junction protein gamma 1(GIC1)

BCORLI1-Knockoutzelllinie HUH7

Gencluster der Knockout-Linie HUHT7

GRIA2
HMCN1
HOMER2
IGSFO
ITGA3
mGe4
1TGB6
ICAL
MPP7
MISP
MYZAP
NLGN3
OCLN
OLFM3
PPL
PCLO
PKP4
PSD3
PLEKHA7
PLXDC1
KCND2
PCDH1
PEAK1
RIMS3

5.17: Liste transkriptionell verinderter Gene

glutamate ionotropic receptor AMPA type subunit 2(GRIA2)
hemicentin 1(HMCN1)
homer scaffolding protein 2(HOMER2)
imm in superfamily member 9(IGSFQ)
inteqgrin subunit alpha 3(ITGA3)
integrin subunit beta 4(ITGB4)
integrin subunit beta 6(ITGBS)
islet cell autoantigen 1(ICA1)
protein 7(MPP7)

mitotic spindle positioning(MISP)
myocardial zonula adherens protein(MYZAR)
neuroligin 3(NLGN3)
occludin(OCLN)
olfactomedin 3(OLFM3)
periplakin(PPL)
piccolo presynaptic cytomatrix protein(PCLO)
plakophilin 4(PKP4)
pleckstrin and Sec7 domain containing 3(PSD3)
pleckstrin homology domain containing A7(PLEKHAZ)
plexin domain containing 1(PLXDC1)
potassium voltage-gated channel subfamily D member 2(KCND2)
protocadherin 1(PCDHL)

enriched atypical kinase 1(PEAK1)
regulating synaptic membrane exocytosis 3(RIMS3)
scinderin(SCIN)
septin 3(SEPT3)
shroom family member 3(SHROOM3)
solute carrier family 17 member 7(SLC1747)
solute carrier family 30 member 3(SLC3043)
‘spectrin repeat containing nuclear envelope protein 2(SYNE2)

synaptophysin(SYP)

synaptotagmin 11(SYT11)

synaptotagmin 6(SYT6)

transmembrane protein 163(TMEM163)
ubiquitin specific peptidase 53(USPS3)
utrophin(UTRN)

zinc and ring finger 2(ZNRF2)

zine finger protein 185 (LIM domain)(ZNF185),

der Zell-Zell-Verbindung in der

Zusétzlich wurde anhand der verédnderten Genexpression ein sogenanntes Heatmap-Cluster
der BCORLI-Knockoutzelllinie HUH7 mit den 100 jeweils am signifikantest differenzier-
ten Genen zwischen Wildtyp und Knockout erstellt (Abbildung. In der linken Spalte
zeigt sich die Expression im Wildtyp, in der rechten Spalte die der Knockout-Zellen. Da-

bei sind vor allen die im Vergleich zum Wildtyp induzierten Gene der Knockout-Zellen

interessant, da diese durch die wegfallende Repression durch BCoR-L1 mogliche direkte

Zielgene darstellen. Diese werden in Gruppe 1 und 3 der Heatmap gezeigt. Auffallend
ist, dass sich in Gruppe 1 Zytokeratin 19 und Zytokeratin 15 (KRT19 und KRT15) in

einem fast gleichem Mafle induziert zeigen. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass

BCoR-L1 als Korepressor eine Rolle in der Regulation der Expression beider Zytokeratine

spielt. Insgesamt lésst sich durch diese Heatmap verdeutlichen, dass das Expressionspro-
fil der BCORL1-Knockoutzelllinie HUH7 im Vergleich zu den HUH7-Wildtypzellen klare

Verdnderungen zeigt.
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Abbildung 5.18: Heatmap der 100 Genen mit der gréfiten Abweichung der Expression zwischen
HUH7 Wildtyp- (linke Spalte) und Knockout-Zellen (rechte Spalte). Die Expression wird dabei
mithilfe der Farbskala hellgriin (geringe Expression) bis hellrot (starke Expression) verdeutlicht.
Rechts sind die Gennamen aufgefiihrt. Links zeigt sich ein Stammbaum der in Bezug zueinander
stehenden Gene, aufgeteilt in 4 Hauptgruppen.



Kapitel 6

Diskussion

6.1 Im Hepatobalstom treten gehiduft BCORL1-Mutationen

auf

In dieser Arbeit sollte ein im Hepatoblastom noch unbekanntes Gen - BCORLI - genauer
erforscht werden. Die Funktion des Proteins ist, katalytische Multiproteinkomplexe mit
DNA-gebundenen Repressoren zu koppeln, um zusammen die Chromatinstruktur und da-
durch die Transkription der Gene zu regulieren. Bislang konnte nur CDH! (E-Cadherin)
als ein von BCoR-L1 reprimiertes Zielgen gezeigt werden, welches bei der Zelladhésion

eine zentrale Rolle spielt [62].

Wir fanden in einem Kollektiv aus 69 Hepatoblastomproben vier Falle mit BCORLI-
Mutationen, entsprechend einer Mutationsrate von 5,8 %. Diese Mutationsrate ist ver-
gleichbar zu den bereits vorher beschriebenen Mutationsraten von BCORLI in anderen
Malignitéiten. Beispielsweise wird in einer Studie aus 62 Patientendaten mit intrakraniel-
len Keimzelltumoren beschrieben, dass in sechs Fiéllen eine BCORLI1-Mutation zu finden
war und in fiinf davon eine Leserasterverschubsmutation vorlag [69]. Hierbei lieff sich
also eine im Vergleich zum Hepatoblastom etwas hohere Mutationsrate von 9,7 % dar-
stellen. Weiterhin wurde in einer Studie mit 173 erwachsenen AML- (akut myeloische
Leukémie) Patienten eine Mutationsrate von BCORL1 von 5,8 % beschrieben. Darunter
waren die meisten Mutationen nonsense-Mutationen, Mutationen mit Leserasterverschub
oder Spleifl-Mutationen [67]. In einer Studie mit padiatrischen AML-Patienten konnte al-
lerdings nur eine Mutation aus 83 Fillen mit resultierendem Stopcodon identifiziert werden
(Mutationsrate von 1,2 %) [10]. Somit zeigt sich die Mutationsrate von BCORL1 variabel
zwischen 1-10 %. Vor allem in pédiatrischen Tumoren zeigt sich, im Vergleich zur AML,
im Hepatoblastom eine deutlich hohere Mutationsrate von BCORLI.

o7
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Aus den vier von uns gefundenen Mutationen resultierten zwei Mutationen in einem
Leserasterverschub (Q1001fs und K1421fs), eine in einer Deletion eines Basentripletts
(E1253del) und eine in einem Austausch einer Base (G1203S) (siehe Abbildung [5.1). Da
aktuell die exakten Funktionsbereiche von BCoR-L1 noch nicht ausreichend beschrieben
sind [62], ldsst sich nicht sicher sagen ob alle Mutationen einen Funktionsverlust her-
beifiihren. Trotz fehlender Reprimierung der BCORL1-mRNA-Level von Tumorzellen mit
BCORL1-Mutation wird vermutet, dass bei den fehlerhaft dekodierten Proteinen die C-
terminal liegende NR~ (nuclear receptor) Box fehlt und somit ein Funktionsverlust ent-
steht [6769]. Dieses C-terminal liegende Motif LXXLL (NR-Box 1 und 2) (sieche Abbildung
ist fiir die hormonell bedingte Bindung zwischen Kernrezeptoren und Koaktivatoren,
bezichungsweise Korepressoren, verantwortlich [93,94]. Beide der von uns gefundenen Mu-
tationen mit Leserasterverschub liegen vor den NR-Boxen 1 und 2, was bei beiden fiir

einen Funktionsverlust von BCoR-L1 spricht.

Da das Hepatoblastom mit nur drei Aberrationen pro Tumor die niedrigste Mutationsrate
bislang systematisch sequenzierter Tumorentititen aufweist, ist das Auftreten einer Mu-
tation von BCORLI bei 5,8 % von 69 genotypisierten Hepatoblastomproben besonders
interessant. Auch ist diese Mutationsrate nach CTNNB1, NFEL2L und TERT die viert

h#ufigste der im Hepatoblastom gefundenen Mutationen.

6.2 Expression von BCoR-L1 in unterschiedlichen Zelllinien

Da das Mutationsscreening bei BCORL1 eine fiir das Hepatoblastom hohe Mutationsrate
zeigte, testeten wir anschlieend die BCoR-L1-Expression in verschiedenen Leberzelllinien.
Fiir diese Versuche wurden unter anderem die zwei Hepatoblastom-Zelllinien (HUH6 und
HepG2), sowie zwei HCC-Zelllinien (HUH7 und Hep3B) verwendet. Die Hepatoblastom-
zelllinie HepT1 wurde aufgrund der gefundenen BCORLI-Mutation hierfiir nicht verwen-
det. Zusétzlich untersuchten wir die Expression von E-Cadherin (CDH1), da BCoR-L1 als

Corepressor dessen Expression reguliert [62].

Wie bereits durch Pagan et. al beschrieben, zeigte sich die Expression von BCoR-L1
vor allem in hormonsensiblen Geweben wie Hoden und Prostata hoher exprimiert als
in Gewebe des Gastrointestinaltrakts, beispielsweise Kolon [62]. Dies passt zu den von uns
gefundenen niedrigen Expressionslevel der Leber-Zelllinien (siehe Abbildung . Auch
E-Cadherin wird in allen von uns untersuchten Zelllinien exprimiert. Die von Pagan et
al. [62] beschriebene mogliche inverse Korrelation zwischen der Expression von BCoR-L1
und E-Cadherin wurde in den Wildtypzellen nicht festgestellt, sondern vielmehr eine signi-
fikant direkte Korrelation. CtBP interagiert mit dem CDH1 Promoter und fiihrt zu dessen
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Repression. Umgekehrt kann bei einer Repression von CtBP die Transkription von CDH1
gesteigert werden und selbst in Geweben, die normalerweise kein E-Cadherin exprimie-
ren, kann danach eine Expression von E-Cadherin nachgewiesen werden [95-97]. Dies ldsst
vermuten, dass erst bei einer verdnderten BCoR-L1-Expression und somit beeinflusster
CtBP-Funktion eine Verédnderung der E-Cadherin-Expression auftritt [62].

6.3 Funktionalitit des CRISPR/Cas9-Systems zur Generie-

rung eines Knockouts

6.3.1 Vorteile des CRISPR/Cas9-Systems

Wie bereits in der Einleitung (Kapitel beschrieben, gibt es unterschiedliche Metho-
den der Genom-Verinderung. Dabei besitzt das CRISPR/Cas9 System klare Vorteile
gegeniiber den bisher {iblichen Methoden wie Zinkfinger-Nukleasen und Transkriptions-
Aktivator &hnliche Effektor-Nukleasen (TALEN). Zinkfinger-Nukleasen und TALEN wur-
den eingesetzt, da zuvor keine Moglichkeit bestand, spezifische DNA-Bereiche mit Nuklea-
sen zu erreichen [79,98]. Allerdings zeigen sich bei der Verwendung beider Methoden einige
Schwierigkeiten. Aufgrund einer nicht ausreichenden Bibliothek der Zinkfinger-Nukleasen
sind die Zielbereiche der DNA nur begrenzt wéhlbar. TALEN sind teuer, aufwéndig zu
konstruieren und schwierig zu testen. Zusétzlich erschwert im Anschluss die Gréfie der TA-
LEN den Transport nach intrazelluldr. Diese Probleme konnten durch die Entdeckung des
CRISPR/Cas9-Systems eliminiert werden und grofitenteils bestehende Methoden genutzt
werden, um CRISPR/Cas9 zu etablieren [99]. In dieser Arbeit konnten zwei passende Ziel-

regionen von BCORL1 identifiziert und an diesen Stellen ein Knockout erzeugt werden

(siehe Kapitel [5.4.3]).

6.3.2 Hindernisse des CRISPR /Cas9-Systems

Das CRISPR/Cas9-System zeigt ein grofles Potential zur Generierung funktioneller Kock-
outmodelle. Allerdings sind einige wichtige Punkte der Genomveréinderung wie Nebenmu-
tationen und Nebeneffekte durch die Einbring-Methode des CRISPR/Cas9 Systems in die

Zelle zu beachten.

Nebenmutationen

Nebenmutationen sind bei Methoden der Genomverdnderung eine groe Problematik. Vor
allem ist bei der Nutzung des CRISPR/Cas9-Systems, verglichen mit der Verwendung
anderen Methoden wie Zinkfinger oder TALEN, eine relativ hohe Auftretenswahrschein-

lichkeit von Nebenmutationen zu beobachten [100]. Nebenmutationen entstehen durch
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eine Gleichheit oder starke Ahnlichkeit anderer DNA-Abschnitte zum eigentlichen Zielab-
schnitt der DNA. Das CRISPR/Cas9-System schneidet hierbei, durch filschliche Bindung
der Ziel-RNA (gRNA), ebenfalls diese gleichen oder dhnlichen Abschnitte. Diese werden im
Anschluss durch den DNA-Reparaturmechanismus filschlich zusammengesetzt, wodurch
in DN A-Bereichen fern des Zielabschnitts ebenfalls Mutationen entstehen. Um dieses Ri-
siko zu minimieren, wurde in dieser Arbeit das Programm ChopChop verwendet, welches
die Zielsequenzen direkt auf mogliche Nebenziele untersucht und die Zielsequenzen an-
hand dessen in einer Rangfolge sortiert [88]. Dabei wird auch beachtet, dass an Position
20 der gRNA ein Guanin steht, was fiir eine hohere Spezifitéit sorgt [101]. Bei Zielsequen-
zen mit dem gleichen Rang wird diejenige bevorzugt, die dem 5’-Ende n&her ist, da bei der
Veranderung eines Exons am 5’-Ende die Wahrscheinlichkeit eines Funktionsverlusts des
translatierten Proteins hoher ist [90]. In dieser Arbeit wurden zwei Zielsequenzen inner-
halb des Exons 4 erstellt. Zielsequenz 1 mit gRNA-1 zeigte den von ChopChop ermittelten
besten Rang, ohne Nebenziele und einer Effizienz von 61,52. Zielsequenz 2 mit gRNA-2
zeigte den zehnten Rang, mit einem Nebenziel (siehe Kapitel , allerdings der hichsten
Effizienz mit einem Wert von 77,17. Beide Zielsequenzen befinden sich frith im Exon 4 von
BCROL1 und erfiillen somit das Kriterium der Lage Nahe dem 5-Ende.

Da in der Zelllinie HUH7 nach BCORL1-Knockout der Effekt des verdnderten Phénotyps
und der verlangsamten Proliferation bei beiden verwendeten Zielsequenzen (Zielsequenz
1: HUH7 CRISPR O1.1 und Zielsequenz 2: HUH7 CRISPR 02.33) auftrat, ist ein Einfluss
von Nebenmutationen unwahrscheinlich und die fehlerhafte Funktion von BCoR-L1 als
Ausldser des veréinderten Verhaltens anzunehmen (siehe Kapitel [5.5)). Ein sicherer Aus-
schluss von Nebenmutationen ist allerdings nur iiber eine Genomsequenzierung moglich,

die innerhalb dieser Arbeit nicht durchgefiihrt wurde.

Wahl der Einbring-Methode des CRISPR/Cas9-Systems in die Zelle

Eine weitere Fehlerquelle bietet die gewihlte Methode mit der man das CRISPR/Cas9-
System nach intrazelluldr transportiert. Hierbei stehen Verfahren wie die Transfektion
eines Plasmids mit folgender intrazelluldrer Expression von Cas9 und der gRNA [102]
oder die Injektion einzelner CRISPR-Komponenten als RNA [103,/104] zur Verfiigung.
Die Effizienz der gewéhlten Methode ist abhéingig von den gewéhlten Zellen und Gewebe,
weshalb robustere Verfahren mit einer hohen Transfektionsrate gefordert werden [90]. In
dieser Arbeit wurde ein Plasmid erzeugt (siche Kapitel , welches in die Zielzellen
transfiziert wurde und eine Puromycinresistenz zur anschlielenden positiv-Selektion der
transfizierten Zellen triagt. Durch die Selektion der Zellen wird eine mogliche niedrige

Transfektionsrate kompensiert, da im Anschluss nur transfizierte Zellen iiberleben.
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6.3.3 Effizienz der Etablierung eines Knockouts von BCORL1 in Leber-
tumorzellen mithilfe des CRISPR /Cas9-Systems

Anhand der Abbildung ldsst sich die Effizienz der gewihlten Methodik des durch
CRISPR/Cas9 modulierten Knockouts von BCORL1 in den verschiedenen Zelllinien (HUH?7,
HUHG6, Hep3B und HepG2) erkennen. Die transfizierten Zellen wurden nach der Selekti-
on und Einzelzellklonierung mittels Sanger-Sequenzierung untersucht. Dabei zeigte sich,
dass bei auftretenden Wildtypsequenzen teilweise untransfizierte Zellen durch die Selektion
nicht abgettet wurden oder es in transfizierten Zellen zu keinem CRISPR/Cas9 induzier-
ten DNA-Strangbruch an der Zielsequenz kam. Da dies bei 22 analysierten Zellkulturen
allerdings nur zweimal vorkam, ist von einer hohen Effektivitit des CRISPR/Cas9-Systems

und einer ausreichenden Selektionsstérke auszugehen.

Nicht klonale Sequenzen wurden bei Zellkulturen gefunden, die nach der Selektion nicht
ausreichend vereinzelt wurden. Dies zeigte sich in sieben Féllen, was moglicherweise durch
einen erhohten Verdiinnungsfaktor von 0,5 Zellen pro Well weiter verbessert werden kénnte
(siehe Kapitel. In diesem Fall lag durch die X-chromosomale Lage von BCORLI und
die Verwendung ménnlicher Zelllinien ein begiinstigender Faktor vor. Bei Verwendung ei-
nes Genlokus auf einem der homologen Chromosomenpaare wére es moglich gewesen, dass

die Anzahl der nicht-klonalen Sequenzen deutlich héher ausfillt.

Insgesamt wurden aus den 22 analysierten Zellkulturen 13 Kulturen mit klonaler Mu-
tation identifiziert. Dies entspricht einer Erfolgsrate von 59 %. Zusitzlich funktionierte
die Methode in allen verwendeten Zelllinien und fithrte bei mindestens einer der beiden
verwendeten Zielsequenz-Loci zu einer Leserasterverschubs-Mutation. Bei den Zelllinien
HUHY und Hep3B konnten sogar bei beiden Zielsequenzen, 1 und 2, unterschiedliche Mu-
tationen erzeugt werden. Insgesamt ist die Verwendung des CRISPR/Cas9-Systems zur
Etablierung eines BCORL1-Knockouts in den getesteten Leberzelllinien als Erfolg zu wer-

ten.

6.4 Verdnderungen des tumorbiologischen Zellverhaltens
nach einem BCORL1-Knockout

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden zelluldre Verinderungen bei BCORL1-Uberexpression
und -Knockout in Leberzelllinien untersucht und auf tumorbiologisches Verhalten gete-
stet. Lediglich der Knockout von BCORL1 zeigte Verdnderungen der Morphologie und
des Wachstums der Tumorzellen. Dabei waren bei zwei der Knockout-Zelllinien (HUH7
CRISPR O1.1 und HUH7 CRISPR 02.33) ein verandertes Wachstumsverhalten erkennbar.
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AufBlerdem konnte eine signifikante, langsamere Proliferation dieser HUH7 Knockout-Linien
im Vergleich zum HUH7 Wildtyp mittels MTT-Test nachgewiesen werden.

6.4.1 Einstellung eines makroskopisch verdnderten Wachstumsverhal-
tens in HUH7-Zellen nach BCORL1-Knockout

Die Einstellung eines neuen Phénotyps einer Tumorzelllinie nach Verdnderung der Genetik
oder Behandlung mit Wirkstoffen ist nur selten beschrieben. Provoziert wurde dies in einer
Studie zur epithelialen-mesenchymalen Transistion (EMT) von Zellen des Oropharynxkar-
zinom durch die Therapie mit BMP-4 (bone morphogenic protein-4). Hierbei sollte ein Mo-
dell entwickelt werden, um Tumorstammzellen (CSCs) nach der Behandlung mit BMP-
4 und der EMT zu identifizieren. Interessanterweise konnte dabei gezeigt werden, dass
sich das Wachstum der verwendeten Tca8113-Zellen von einem plattenformigen zu einem
spindelformigen Aussehen verédnderte. Dies ist typisch fiir eine epitheliale-mesenchymale
Transistion. Diese Verdnderung stellte sich nach einer Kultivierungsdauer der Zellen von
2 Wochen ein. Zusétzlich wurden in den behandelten Zellen eine erh6hte Expression von
CD44 nachgewiesen, was fiir Tumorstammzellen charakteristisch ist [105]. Es ist bereits
bekannt, dass die Uberexpression von EMT-Transkriptionsfaktoren nicht nur einen mesen-
chymalen Phénotyp erzeugt, sondern ebenfalls die tumorbildenden Fahigkeiten von Zell-
linien und somit die Entwicklung in Richtung Tumorstammzellen fordern kann [106-108].
Tumorstammzellen zeigen sich in diesem Zusammenhang deshalb interessant, da deren
Wachstum in Zellkulturen als sphérozytér beschrieben wird [109,/110]. Dies kénnte #hnlich
zu dem Wachstum der in dieser Arbeit etablierten BCORL1-Knockout-Zelllinien - HUH7
CRISPR O1.1 und HUH7 CRISPR 02.33 - sein.

FEin verdndertes Wachstumsverhalten von Tumorzellen nach einem Knockout an einem
Tumorsupressorgen durch CRISPR/Cas9 konnte ebenfalls in einer Studie durch Hegge
et al. in Glioblastomzellen gezeigt werden [111]. Hierbei wurde ein Knockout von PAX6
erzeugt und nach 16 Tagen Kultivierungszeitraum eine verédnderte, kopfsteinpflasterartige
Zellmorphologie mit dem Wachstum in engeren Kolonien gesehen. Diese Knockout-Zellen
waren im Anschluss resistenter gegeniiber oxidativem Stress und medikamentoser The-
rapie. Auffillig ist, dass die BCORL1-Knockout-Zelllinien - HUH7 CRISPR O1.1 und
HUH7 CRISPR 02.33 - ein #hnlich verdndertes Wachstumsverhalten zeigen und beide
Gene - PAX6 und BCORL1 - fiir die Gen-Repression verantwortlich sind. Deshalb sollten
in den BCORL1-Knockout-Zelllinien weitere Studien beziiglich der Resistenz gegeniiber

oxidativem Stress und Chemotherapeutika durchgefiihrt werden.
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Vergleich des Wachstumsverhaltens der BCORL1-Knockout-Zelllinien - HUH7
CRISPR 0O1.1 und HUH7 CRISPR 02.33 - mit sich entwickelnden Tumor-

stammzellen

Das verdnderte Wachstumsverhalten der BCORL1-Knockout-Zelllinien - HUH7 CRISPR
01.1 und HUH7 CRISPR 02.33 - duferte sich nach einem Kultivierungszeitraum von zwei
Monaten in einer kumulierten, dreidimensionalen, koloniebildenden Form (siehe Kapitel
. Das verzogerte Auftreten des Phénotyps zeigte sich auch in der zuvor beschriebenen
Verdnderung des Wachstumsverhaltens der Tca8113-Zellen nach BMP-4 Behandlung, be-
ginnend nach zwei Wochen [105]. Der in dieser Arbeit gesehene etwas ldngere Zeitraum
von zwei Monaten ist darauf zuriickzufiihren, dass die Zellen zuvor aus Einzelzell-Kolonien
wachsen mussten und deshalb mehr Zeit benttigen als bereits bestehende Zellkulturen, die
ihr Wachstumsverhalten veréindern. Zusétzlich wurde in dieser Arbeit bis zur vollen Aus-
pragung des makroskopischen Phénotyps abgewartet, wohingegen in der Studie von Bin
Qiao et al. nach zwei Wochen nur erste Anzeichen dieser Verinderung makroskopisch zu

sechen waren [105].

In der Literatur sind nur wenige Studien zu Wachstumsformen von Tumorstammzell-
Kolonien in zweidimensionalen Kulturen zu finden. Dies liegt an der erschwerten Kul-
tivierungsmoglichkeit alleiniger Tumorstammzellen, weshalb spezielle Verfahren wie die
Sphéroidzellkultur entwickelt wurden. Sphéroidzellkulturen werden zur Isolierung von Tu-
morstammzellen benutzt, indem serumfreies Medium und nonadhérente Platten verwen-
det werden [112]. Dieses Umfeld bietet Tumorzellen ein erschwertes Wachstum und fiihrt
meist zu deren Apoptose, wohingegen Tumorstammzellen iiberleben und wachsen kénnen.
Dadurch entstehen dreidimensionale Tumorstammzell-Sphéiren, die makroskopisch dem
dreidimensionalen Wachstum der Zelllinien HUH7 CRISPR O1.1 und HUH7 CRISPR
02.33 in zweidimensional angelegten Kulturen &hneln. Des Weiteren konnte gezeigt wer-
den, dass in Lungenkarzinomzellen nach einer Sortierung auf CD44+ und EPCAM+ in
niedrig-adhérenten Platten ein sphérozytéres, dreidimensionales Wachstum zu sehen ist.
In der initialen Sortierung auf CD44+ und EPCAM+ sollten Zellen isoliert werden, die tu-
morstammzelldhnliche Charakteristika besitzen [113]. In einer weiteren Studie wurde nach
einer Sortierung von SW480 Zellen auf CD133+ und CD133- die Féhigkeit von Einzel-
zellen getestet, Kolonien zu bilden. Dies weist auf stammzelldhnliche Eigenschaften einer
Tumorzellen hin. Dabei konnte gezeigt werden, dass CD133 positive Zellen in zweidimen-
sionalen und dreidimensionalen Kulturen signifikant mehr kugelférmige Kolonien bildeten
als CD133 negative [114]. Hierbei zeigen, wie oben beschrieben, CD 133+ Zellen einen
Zusammenhang mit Tumorstammzellen. Dies konnte eine Korrelation zwischen einem ko-

lonieformigen, rundlichen Wachstum in zweidimensionalen Zellkulturen, wie es in dieser
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Arbeit beit HUH7 CRISPR O1.1 und HUH7 CRISPR 02.33 beobachtet wurde, und einem
sparozytarem Wachstum in dreidimensionalen Zellkulturen, wie es Tumorstammzellen zei-

gen, andeuten.

Unklar bleibt, ob es sich bei diesem sphéren-ahnlichen Wachstum der BCORL1-Knockout-
Zelllinien - HUH7 CRISPR O1.1 und HUH7 CRISPR 02.33 - tatséchlich um eine Entwick-
lung in Richtung Tumorstammzellen handelt. Es fehlen weitere Studien wie die Messung
der Expression von CD44 und CD133. Auch wire das Wachstumsverhalten der Knockout-
Zelllinien in einer Sphéroidzellkultur interessant. Aktuell kann auBerdem nicht ausge-
schlossen werden, dass das verdnderte Wachstum nicht durch den Knockout von BCORL1
entstanden ist, sondern durch die Manipulation der Zellen wihrend der CRISPR/Cas9-
Methode. Hierbei kénnte vor allem die Aussaat der selektierten Zellen in Einzelzell-Kolonien
eine Ursache fiir das verédnderte Wachstumsverhalten darstellen, da ein koloniebildendes
Wachstum einen Uberlebensvorteil bietet. Um dies zu iiberpriifen, miissen im Verlauf so-
genannte Rescue-Versuche durchgefithrt werden, indem das intakte BCORL1 erneut in
die Knockout-Zelllinien transfiziert wird. Falls sich im Anschluss das Wachstumsverhalten
dieser Zellen dem der HUH7-Wildtypzellen angleicht, kann der Einfluss des BCORLI-
Knockouts auf ein kolonieférmiges, sphéirozytires Wachstumsverhalten bewiesen werden.
Dass der Funktionsverlust einzelner Transktiptionsfaktoren zu einer Transition von Tu-
morzellen zu einem tumorstammzelldhnlichen Verhalten fithren kann, ist beispielsweise in
der akut lymphatischen Leukémie bereits beschrieben [115]. Weitere Studien zu BCORL1
werden bestétigen miissen, ob auch eine Mutation von BCORLI1 eine solche Transition

initiieren kann.

6.4.2 Langsamere Proliferation der BCORL1-Knockout-Zelllinien im
Vergleich zu HUH7-Wildtypzellen

Mittels MTT-Test wurde in dieser Arbeit eine signifikant langsamere Proliferation der
BCORL1-Knockout-Zelllinien HUH7 CRISPR O1.1 und HUH7 CRISPR 02.33 gegeniiber
HUH7 Wildtypzellen gezeigt (siehe Kapitel [5.5)). Es ist bereits bekannt, dass in der Regel
nach einem Knockout eines Tumorsupressorgens die Zellproliferation ansteigt [111,/116)
117]. Allerdings war dies nach Knockout des Korepressors BCORLI in dieser Arbeit nicht
der Fall.

Tumorzellen mit einer langsamerern Proliferation konnten als Subpopulationen bereits in
verschiedenen Tumorentitéten nachgewiesen und untersucht werden [118-120]. In diesen
Studien zeigt sich ein homogenes Bild, dass diese langsam proliferierenden Zellen fiir das
persistierende Tumorwachstum verantwortlich [118], gegeniiber Chemotherapie resistenter

sind und vermehrt stammzelldhnliche Eigenschaften besitzen [119}/120]. Ein Zusammen-
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hang zwischen langsam proliferierenden Tumorzellen und Tumorstammzellen wird aktuell
noch diskutiert [120]. Somit zeigt auch dieses Ergebnis, dass Lebertumorzellen nach einem
Knockout von BCORL1 Eigenschaften entwickeln koénnten, die mit einem schlechteren
Ansprechen auf die Therapie und einer schlechteren Prognose korrelieren. Eine Transition
von HUH7 CRISPR O1.1 und HUH7 CRISPR 02.33 in Richtung Tumorstammzellen lésst
sich mit der langsameren Proliferation ebenfalls nicht beweisen; jedoch zeigt sich damit

ein weiteres Indiz.

6.4.3 Moglicher Zusammenhang eines BCORL1-Knockouts mit der Re-

differenzierung zu Tumorstammzellen

Insgesamt wiére die Transition der HUH7-Wildtypzellen durch einen BCORL1-Knockout
zu einem tumorstammzell-dhnlichen Wachstumsverhalten denkbar. Auch wére die Ent-
wicklung von Tumorstammzellen aufgrund von bisher unbeschriebenen Mutationen im
Hepatoblastom eine Erklarung fiir Hepatoblastomfille mit schlechtem Verlauf, Rezidiven
und schlechterem Ansprechen auf Chemotherapie. Weitere Forschung in diesem Feld an
BCORL1 und weiteren Genmutationen wird diese Theorie untersuchen miissen und kann
moglicherweise fiir ein neues Versténdnis fiir den schlechteren Verlauf mancher Hepato-

blastomfélle sorgen.

6.5 Verdnderungen der Genexpressionslevel in Lebertumor-
zellen nach einem BCORL1-Knockout

6.5.1 RNA-Sequenzierungsdaten der HUH7 Knockout-Zelllinie zeigen
eine veridnderte Expression von Genen der Zelladhision und der

Zellverbindung

Die bisherigen Daten der BCORLI-Knockout-Zelllinien HUH6 und HepG2 zeigen keinen
verdnderten Phénotyp und keine verdnderte Proliferationsrate im Vergleich zu deren Wild-
typzelllinien. Die Einstellung dieser Veréinderung zu einem spéteren Zeitpunkt ist jedoch
denkbar. Deshalb ist zu vermuteten, dass auch die aktuell erhobenen Expressionsdaten der
BCORL1-Knockout-Zelllinien HUH6 und HepG2 wenig aussagekréftig sind und im Ver-
lauf, nach veréindertem Wachstum und Proliferation, die RNA-Sequenzierung nochmals
durchgefiihrt werden sollte. Deswegen sind vor allem die isolierten Sequenzierungsdaten
der Knockout-Zelllinie HUH7 interessant. Der sich nach dem Knockout von BCORL1 ein-
gestellte Phanotyp, zusammen mit der verdnderten Zellviabilitidt weisen auf ein deutlich
verindertes Expressionsprofil dieser Zelllinien hin und konnten Zielgene von BCoR-L1
andeuten. Die beschriebenen hochregulierten Gene der Zell-Zell-Verbindung nach einem

BCORL1-Knockout, sind hierbei besonders interessant, da in neuen Studien gezeigt wer-
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den konnte, dass eine Reihe an Zelladhdsionsmechanismen und eine intakte epitheliale
Struktur die kollektive Invasion von Tumorzellen unterstiitzt [121]. Die kollektive Invasion
von Tumorzellen wird im Gegensatz zu Einzelzell-Invasion als klinisch relevantere Art der
Tumorzell-Migration angesehen und verdeutlicht die Bedeutung der intakten epithelialen
Eigenschaften [122]. Die verstidrkte Anreicherung der Zelladhésionsproteine E-Cadherin
und S-Catenin nach einem BCORL1-Knockout konnte in dieser Arbeit durch immunhi-
stochemische Farbungen gezeigt werden. Zusammengefasst zeigt sich die Kombination aus
verdnderten Genfunktionen der Zelladhésion (v.a. CDH1) und der Zell-Zell-Verbindungen
interessant, da BCoR-L1 somit eine wichtige Rolle in der Regulation der kollektiven Zell-
Invasion und -Migration darstellen kénnte. Durch Mutationen von BCORLI koénnten
Tumorzellen die benétigten Verbindungen schaffen, um als Kollektiv in andere Gewebe

migrieren zu kénnen und somit Metastasen zu bilden.

Einfluss einer veridnderten E-Cadherin-Funktion auf Metastasenbildung

Durch Pagan et al. beschrieben ist CDHI eines der Zielgene von BCoR-L1 und wird durch
dessen Bindung reprimiert [62]. Deshalb ist es interessant, dass Cadherin-Catenin Kom-
plexe eine grofie Rolle in Karzinomen vieler verschiedener Gewebe spielen [63]. Die Rolle
von E-cadherin ist bei der Metastasenbildung jedoch umstritten. In der Vergangenheit
ging man davon aus, dass eine verminderte Funktion von E-Cadherin forderlich fiir die
Metastasenbildung eines Karzinoms sei [123-128]. Neuere Studien haben zunéchst fiir das
Pankreaskarzinom gezeigt, dass eine stabile E-Cadherin-Expression die Metastasenbildung
in die Leber beschleunigt [129]. Zusétzlich konnte ebenfalls bei Brustkrebs gezeigt werden,
dass E-Cadherin oxidativen Stress und die Apoptose metastasierender Zellen hemmt [130].
Somit stellt E-Cadherin einen Uberlebensfaktor fiir Tumorzellen dar, die dadurch den me-
chanischen Stress der Migration in ein anderes Gewebe leichter {iberstehen. Durch einen
Funktionsverlust von BCoR-L1 entsteht eine geringere Repression der CDH1-Expression.
Eine vermehrte Anreicherung von E-Cadherin in der Zellmembran konnte in dieser Arbeit
durch eine immunhistochemische Farbung der BCORL1-Knockout-Zelllinien gezeigt wer-
den. Diese erhohte Expression von E-Cadherin kénnte, wie oben beschrieben, ein Vorteil
fiir Hepatoblastomzellen in Uberleben und Metastasierung sein und gleichzeitig ein Indiz
dafiir sein, dass BCORLI-Mutationen mit einer erhohten Metastasenbildung und somit

einem schlechteren Verlauf korrelieren konnten.

6.5.2 Ein BCORL1-Funktionsverlust induziert die Expression von KRT
19 und KRT 15

Das Hepatoblastom ist ein Tumor, der wahrend der fetalen Leberdifferenzierung ent-

steht [13]. Um den Zeitpunkt der Entstehung des Hepatoblastoms weiter klassifizieren zu
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konnen, erfolgte durch Cairo et al. eine Einteilung mittels einer 16-Gen Signatur, die das
Hepatoblastom in zwei Subklassen, C1 und C2, gruppiert [131]. Diese Einteilung anhand
der Genprofile zeigt, dass eine Entwicklung des Hepatoblastoms in einer frithen fetalen
Phase (C2-Gruppe) mit einer hoheren Proliferationsrate, einem fortgeschrittenem Tumor-
stadium und einem schlechterem Verlauf der Erkrankung korreliert. Die C1-Gruppe zeigt
hingegen Genmarker eines spéteren, fetalen oder postnatalen Leberentwicklungsstadiums
und korreliert mit einem besseren Verlauf. Analysen der Genprofile der C2-Gruppe zeigt
eine Expression von Genen, die hepatischen Stammzellen &hneln |131]. Dass Tumore im
Kindesalter stammzelldhnliche Genprofile besitzen, ist beispielsweise auch fiir das Nephro-
blastom [132] und fiir das Medulloblastom [133] bekannt.

In der Cluster-Analyse der BCORL1-Knockout-Zelllinien fallen bei KRT19 und KRT15
eine dhnlich starke Induktion auf. Diese beiden Gene sind Stammzellmarker und kénnten
somit Hinweise fiir eine Redifferenzierung zu stammzelldhnlichen Tumorzellen durch den
BCORL1-Knockout sein, was eine schlechtere Prognose fiir das Hepatoblastom darstellen
wiirde |134,/135]. Vor allem KRT19 zihlt charakteristisch zu den fetalen und stammzellzu-
gehorigen Genen in Hepatozyten |136]. Die schlechte Prognose durch eine erhohte Aktivitét
von KRT 19 konnte bereits im hepatozelluldren Karzinom gezeigt werden, indem es die
Progression des Tumors durch eine erhohte Invasion und Angiogenese foérdert [137]. Eine
Uberexpression von KRT 19 stellt einen wichtigen Marker in der Unterscheidung zwischen
der C1 - und C2 - Subklasse des Hepatoblastoms dar und spricht fiir einen friiheren,
schlechteren Verlauf der Hepatoblastomerkrankung [131]. Ein BCORL1 Knockout kénnte
durch die Uberexpression der beiden Gene KRT 19 und KRT 15 erkliren, wieso manche
Hepatoblastomfille diesen schlechteren Verlauf der Tumorerkrankung zeigen und weist auf
ein weiteres Indiz fiir eine Redifferenzierung in Richtung Tumorstammzellen hin. Zusétzlich
wurde gezeigt, dass die Uberexpression von KRT 19 mit einer langsameren Proliferation
von Tumorzellen einhergeht [135]. Dies ist ebenfalls stimmig zu der in den BCORLI-
Knockout-Zelllinien gesehenen langsameren Proliferation von HUH7 CRISPR O1.1 und
HUH7 CRISPR 02.33 im Vergleich zu HUH7-Wildtypzellen.



Kapitel 7
Zusammenfassung

Obwohl das Hepatoblastom der hiufigste Lebertumor im Kindesalter ist, ist trotz ei-
nes bereits vorhandenen Verstédndnisses fiir die Entstehung des Tumors der Grund von
Metastasierung oder besonders schweren Verlaufsformen weitestgehend unerforscht. Des-
halb wecken Genomanalysen der Hepatoblastompatienten Hoffnung, entscheidende Gen-
mutationen zu identifizieren, die prognostisch und eventuell therapeutisch genutzt werden

konnen.

Da das Hepatoblastom mit nur drei Aberrationen pro Tumor die niedrigste Mutationsrate
bislang systematisch sequenzierter Tumorentititen aufweist, ist das Auftreten einer Mu-
tation von BCORL1 bei 5,8 % von 69 genotypisierten Hepatoblastomproben besonders
interessant. Diese Arbeit zeigt, wie mithilfe des CRISPR/Cas9-Systems ein BCORLI-
Knockout in verschiedenen Lebertumor-Zelllinien erzeugt und somit ein Modell entwickelt
werden konnte, in welchem die Auswirkung eines Funktionsverlusts von BCORLI unter-
sucht werden kann. In funktionellen Analysen der Knockout-Zelllinien zeigte sich die Ein-
stellung eines makroskopisch verénderten Wachstumsverhaltens in HUH7-Zellen nach ei-
nem BCORL1-Knockout, eine langsamere Proliferation der BCORL1-Knockout-Zelllinien
im Vergleich zu HUH7-Wildtypzellen und ein veréndertes Expressionsprofil, insbesondere
eine gesteigerte Expression von KRT 19 und KRT 15. Damit ergeben sich einige Hinweise
auf eine Redifferenzierung der Tumorzellen in Richtung Tumorstammzellen. Um diese Ver-
mutung bestéitigen zu konnen, werden weitere Versuche, wie die Analyse der Co-Expression
von CD44 und CD133 oder das Wachstum in einer 3-dimensionalen Zellkultur, nétig sein.
Die experimentellen Befunde unterstiitzen die Hypothese, dass BCORL1 einen Marker
fiir eine gering differenzierte Manifestation des Hepatoblastoms darstellt und eventuell fiir

Therapieanséitze genutzt werden kénnte.
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