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1. Einleitung
1.1 Historischer Ruckblick: Max Wilms

Der Namensgeber des Wilms Tumors war der Pathologe und Chirurg Max Wilms (1867-
1918; Abbildung 1). Wihrend seiner Ausbildung machte er Untersuchungen iliber gemischte
Tumoren, die er in der Arbeit ,,Die Mischgeschwiilste (Wilms 1899) zusammenfasste
(Abbildung 2). Im ersten Heft ,,Die Mischgeschwiilste der Niere* beschreibt Max Wilms die
Entstehung von kindlichen Nierentumoren aus Zellen des mittleren Keimblattes und
vergleicht diese Tumorvergroflerung mit dem Wachstum eines Embryos aus undifferenzierten
Keimzellen. Nierentumorzellen sind demnach bereits im Embryo angelegt und wachsen mit
unterschiedlicher Geschwindigkeit zu morphologisch unterschiedlichen ,,Geschwiilsten der
Niere“. Einzelne Fallbeschreibungen von kindlichen Nierentumoren waren bereits zuvor
verdffentlicht worden (z.B. Rance 1814; Cohnheim 1875), jedoch fasste Max Wilms diese
Tumoren unterschiedlicher Morphologie erstmals zu einer Einheit zusammen, als deren

gemeinsame Ursache er einen embryonalen Entwicklungsfehler beschreibt.
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Abbildung 1: Max Wilms (1867-1918) Abbildung 2: Die 1899 erschienene
Arbeit ,,Die Mischgeschwiilste der
Niere* von Max Wilms



Zusitzlich zu dieser Beschreibung des kindlichen Nierentumors, der spiter nach ihm als
,.Wilms Tumor® bezeichnet wurde, ist Max Wilms als Erfinder mehrerer medizinischer
Gerdte (z.B. Quecksilbermanometer zur Liquordruckmessung (Wilms 1897) und
Operationstechniken sowie als Verfasser des ,,Lehrbuchs der Chirurgie® (Wullstein and
Wilms 1918) in die Geschichte eingegangen. Gegen Ende des ersten Weltkrieges infizierte er
sich bei einer Notoperation eines an Diphtherie erkrankten Offiziers und starb wenige Tage
spiter an einer Diphtherie-assoziierten Sepsis, sein Patient dagegen iiberlebte (Coppes-

Zantinga and Coppes 1999).

1.2 Klinik des Wilms Tumors
1.2.1 Epidemiologie

Der Wilms Tumor (Nephroblastom) ist der héufigste Nierentumor bei Kindern und
Jugendlichen mit einer Inzidenz von etwa 1: 10.000. In Deutschland treten jéhrlich etwa 100-
150 Neuerkrankungen auf, in Nordamerika sind es etwa 650. In Asien ist die Inzidenz
vergleichsweise geringer (Breslow et al. 1993).

Bezogen auf alle kindlichen Malignome (solide Tumoren und Leuk&mien) hat der Wilms
Tumor einen Anteil von etwa 6% (Kaatsch et al. 1996). Die Altersverteilung zeigt eine
Haufung zwischen dem zweiten und dritten Lebensjahr. Bilaterale Tumoren, die einen Anteil

von ca. 5% aller Wilms Tumore ausmachen, treten meist bei noch jiingeren Kindern auf.

1.2.2 Klinische Symptomatik und Diagnosestellung

Das Hauptsymptom und erste klinische Zeichen des Wilms Tumors ist hdufig die schmerzlose
Tumorschwellung (Abbildung 3). Meist beobachten die Eltern bei einem sonst unauffalligen
Kind einen vorgewdlbten und verhérteten Bauch. Ein kleinerer Anteil von Wilms Tumoren
wird im Rahmen der Vorsorgeuntersuchungen beim Kinderarzt (insbesodere U3 und U4)

entdeckt. Eine Hamaturie ist das hdufigste klinische Symptom.



Diagnosestellung Haufigkeit
durch (%)
Asymptomatische 62
Tumorschwellung
Hiamaturie
Vorsorgeuntersuchung
Obstipation
Gewichtsverlust
Harnwegsinfekt
Diarrhoe

—
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Abbildung 3: Haufigkeit verschiedener Ursachen, die zur Diagnosestellung eines Wilms
Tumors flihrten (Graf and Reinhard 2003).

Die Diagnosestellung eines Wilms-Tumors erfolgt durch bildgebende Verfahren (meist
abdomineller Ultraschall und Magnetresonanztomographie, sieche Abbildung 4). Tumormarker
sind nicht bekannt. Zur Abgrenzung von der wichtigsten Differenzialdiagnose, des
Neuroblastoms, kann eine Untersuchung des Urins auf Katecholamine erfolgen, die haufig
vom Neuroblastom gebildet und im Urin detektierbar sind. Eine primédre Tumorbiopsie ist nur
bei uneindeutiger bildgebender Diagnose bei Kindern unter sechs Monaten und Jugendlichen
iber 16 Jahren notwendig, da aufgrund des Alters andere Tumoren in Betracht gezogen
werden miissen. Die zuverlédssige Diagnosestellung ist von groer Bedeutung, da die Therapie
bei den meisten Kindern mit einer prdoperativen Chemotherapie beginnt. Daher wird meist
eine referenzradiologische Beurteilung durchgefiihrt. Die Rate einer bildgebenden
Fehldiagnose mit der Konsequenz einer nicht indizierten prdoperativen Chemotherapie liegt

bei diesem Vorgehen unter 5% (Graf and Reinhard 2003).

Abbildung 4: Magnetresonanztomographie
eines groBen Wilms Tumors.




1.2.3 Atiologie, Pathologie und Klassifikation

Als Vorstufe eines Wilms Tumors werden nephrogene Reste bzw. eine Nephroblastomatose
angesehen. Dies sind Residuen primitiven embryonalen Gewebes mit hoher mitotischer
Aktivitit. Nephrogene Reste finden sich bei etwa 40% aller Kinder mit Wilms Tumoren, sind
dagegen bei Kindern ohne Wilms Tumor sehr selten (<1%). Man nimmt an, dass diese
nephrogenen Reste maligne entarten und damit zur Entstehung eines Wilms Tumors fiihren
konnen (Abbildung 5). Das darin enthaltene embryonale Gewebe (metanephrisches Blastem)
kann in verschiedene histologische Typen differenzieren, z.B. Epithel, Stroma und Blastem.
Daher finden sich in vielen Wilms Tumoren komplexe histologische Strukturen aus
verschiedenen Gewebetypen. Meist sind alle drei Gewebetypen in einem Tumor vorhanden,
der entsprechend als triphasischer Wilms Tumor bezeichnet wird (Abbildung 6). Uberwiegt

einer der drei Gewebetypen, so wird der Tumor als epithel-, stroma- oder blastemreich

bezeichnet.

Abbildung 5: Wilms Tumor
Resektat mit zystischen Strukturen
und Einblutungen.

Abbildung 6: Triphasischer Wilms
Tumor mit tubuldr-epithelialen (A),
blastemreichen (B) und stromareichen
(C) Anteilen. Farbung mit
Héamatoxylin/Eosin (aus Kalapurakal et
al. 2004).




Der histologische Subtyp eines Wilms Tumors ist von prognostischer Bedeutung.
Entsprechend werden verschiedene Malignititsgruppen unterschieden: niedrige, intermedidre
und hochgradige Malignitét. Die meisten Tumoren gehoren in die Gruppen der intermedidren
und hochgradigen Malignitdt, die zugehdrigen histologischen Subtypen sind in Tabelle 1
zusammengefalit. Dabei wird zwischen primédr operierten und priaoperativ chemotherapierten
Tumoren unterschieden, da der histologische Typ durch die prédoperative Chemotherapie
verandert werden kann. So zdhlt der blastemreiche Wilms Tumor nach primérer Operation zur
Gruppe der intermedidren Malignitdt, wohingegen seine Einordnung nach pridoperativer
Chemotherapie bei den hochgradig malignen Tumoren erfolgt. Das iiberlebende Blastem
erwirbt scheinbar eine Resistenz gegen die Chemotherapie. Moglicherweise spielen hierbei
Selektionseffekte gegen zwei zuvor vorhandene, aber histologisch nicht unterscheidbare

Gewebetypen eine Rolle (Weirich et al. 2004).

Tabelle 1: Klassifikation der histologischen Subtypen der Wilms Tumore in Standard- und
Hochrisikogruppen in Abhangigkeit von der vorausgehenden Therapie.

Risikogruppe Nach préoperativer Chemotherapie | Nach priméarer Operation
Standardrisiko Epithelialer Typ Epithelialer Typ
Intermediére Stromareicher Typ Stromareicher Typ
Malignitat Mischtyp Blastemreicher Typ
(intermediate risk) | Regressiver Typ Mischtyp

Fokale Anaplasie Regressiver Typ
Fokale Anaplasie
Hohes Risiko Blastemreicher Typ Diffuse Anaplasie
(}111?21? ril\/iil)lgmtat Diffuse Anaplasie

Zusétzlich zur histologischen Subtypisierung (grading) wird eine operative Stadieneinteilung
vorgenommen (staging). Diese richtet sich nach der lokalen Ausbreitung des Tumors
(Tumorkapsel intakt oder durchbrochen), dem Befall von Lymphknoten sowie dem

Metastasenstatus und sieht fiinf Stadien vor (Tabelle 2).



Tabelle 2: Stadieneinteilung des Wilms Tumors (Graf and Reinhard 2003).

Stadium | Ausdehnung

I Auf Niere beschriankter Tumor, intakte Tumorkapsel

II Tumor iiberschreitet die Kapsel, kann aber vollstindig entfernt werden,
Lymphknoten negativ (Stadium Ila) oder positiv (Stadium IIb)

I Unvollstindige = Tumorentfernung, = Lymphknoten  positiv, keine
Fernmetastasen

1\ Fernmetastasen (insbesondere Lunge, Leber, Knochen, Gehirn)

\Y Bilateraler Wilms Tumor

1.2.4 Therapie

Die Therapie des Wilms Tumors erfolgt in Europa nach dem Protokoll der SIOP
(Internationale Gesellschaft fiir Padiatrische Onkologie). Demnach erhalten Kinder zwischen
sechs Monaten und 16 Jahren zunéchst eine vier- bis sechswochige Chemotherapie, bei der
Vincristin und Actinomycin die wichtigsten Medikamente darstellen. Anthrazykline werden
nur bei hoheren Stadien und hoherer Malignitit eingesetzt. Im Fall eines Rezidivs kommen
zusitzlich Etoposid, Carboplatin und Alkylantien zur Anwendung. Der Vorteil der
priaoperativen Chemotherapie liegt in einer deutlichen Tumorvolumenreduktion von
durchschnittlich 400 ml vor Beginn der Chemotherapie auf unter 200 ml nach Durchfithrung
einer vierwochigen Chemotherapie (Graf and Reinhard 2003). Damit wird zum einen der
Anteil der Patienten mit niedrigeren Tumorstadien erh6ht, zum anderen wird die Gefahr einer
intraoperativen Tumorruptur mit Aussaat der Tumorzellen im Bauchraum deutlich gesenkt.
Anschliefend erfolgt bei einseitigem Wilms Tumor eine operative Tumor- und
Nierenentfernung (Tumornephrektomie) ohne vorherige Biopsie. Intraoperativ erfolgt ein
abdominelles Staging mit Biopsie der angrenzenden Lymphknoten. Bei bilateralem Tumor
wird das Tumorgewebe moglichst vollstandig entfernt, wobei versucht wird, einen Teil des
angrenzenden Nierengewebes zu erhalten (partielle Nephrektomie), um eine
Dialysepflichtigkeit zu verhindern.

Bei Patienten mit einem Wilms Tumor vom Standardrisikotyp im Stadium I ist keine weitere
postoperative Therapie notwendig. Bei hoheren Stadien ist jedoch eine postoperative Therapie
in Form einer Strahlen- und/oder Chemotherapie indiziert. Die Dosierung dieser Therapie
richtet sich nach dem Tumorstadium und dem histologischen Subtyp des Tumors. Abbildung

7 gibt einen allgemeinen Uberblick iiber das therapeutische Vorgehen.



Diagnose Operation
90%

Chemo- Uberleben
therapie

Histologie postop. 9

Metastasen Chemo-/
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Abbildung 7: Schematischer Uberblick iiber das therapeutische Vorgehen bei der Mehrheit
der Patienten mit Wilms Tumor.

Eine primidre Operation ohne vorherige Chemotherapie wird nur bei Kindern unter sechs
Monaten und Jugendlichen liber 16 Jahren durchgefiihrt, da diese Gruppen eine hoéhere
Wahrscheinlichkeit haben, nicht an einem Wilms Tumor erkrankt zu sein. Bei Siuglingen
findet sich héufiger ein kongenitales mesoblastisches Nephrom, bei Jugendlichen ist mit
einem Adenokarzinom zu rechnen.

Die Nachsorge umfasst regelméfige klinische und bildgebende Untersuchungen (Ultraschall
und Rontgen-Thorax) zur frithzeitigen Erkennung eines Rezidivs.

Der Therapieansatz, den die NWTS (National Wilms Tumor Study) in den USA vorsieht,
unterscheidet sich vom SIOP-Protokoll in Europa: in den USA wird bei allen Kindern mit
Wilms Tumor eine primire Operation mit anschlieBender intensivierter Strahlen- und/oder

Chemotherapie durchgefiihrt.

1.2.5 Rezidiv

Rezidive des Wilms Tumors betreffen etwa 10% aller Kinder. Die meisten Rezidive treten in
einem Zeitraum von drei Jahren nach der Ersterkrankung auf. Risikofaktoren fiir das
Auftreten eines Rezidivs sind héhere Tumorstadien und hohere Malignitit. Die Therapie des
Rezidivs richtet sich nach dessen Lokalisation sowie der Art und dem Umfang der Therapie

bei der Primédrerkrankung.

1.2.6 Prognose

Verglichen mit anderen pédiatrischen Neoplasien ist die Prognose des Wilms Tumors relativ

gut. Derzeit kdnnen etwa 90% aller Kinder mit einem Wilms Tumor geheilt werden (siehe

7



auch obige Abbildung 7). Die Uberlebensrate wird jedoch von klinischen und histologischen
Parametern beeinflusst. So ist die Prognose von anaplastischen Wilms Tumoren deutlich
schlechter als von Tumoren mit anderen histologischen Subtypen (Weirich et al. 2004).
Ebenfalls ist das Auftreten eines Rezidivs mit einer schlechteren Prognose assoziiert. Ein
weniger ausgeprigter Einflul auf die Prognose wurde flir das Tumorstadium und das

Ansprechen auf die prdoperative Chemotherapie beschrieben (Weirich et al. 2004).

1.2.7 Assoziierte Syndrome

Zusitzlich zum Wilms Tumor treten bei etwa 7% aller Kinder kongenitale Fehlbildungen oder
assoziierte Syndrome auf. Am héufigsten finden sich urogenitale Anomalien, deren
Auspriagung sehr unterschiedlich sein kann und sowohl Fehlbildungen der Niere (z.B.
Doppelniere, Hufeisenniere, Nierendysplasie) als auch Genitalfehlbildungen (z.B.
Hypospadie, Kryptorchismus, Hodenaplasie) umfasst. Zu den héufigeren assoziierten
Syndromen gehdren das Denys-Drash-Syndrom sowie das WAGR-Syndrom. Einen Uberblick

tiber assoziierte Fehlbildungen und Syndrome bei Wilms Tumor Patienten gibt Tabelle 3.

Tabelle 3: Assoziierte Fehlbildungen und Syndrome bei Patienten mit Wilms Tumor.

Assoziierte Haufigkeit bei | Symptome OMIM
Fehlbildung Wilms Tumor | (zusatzlich zum Wilms Tumor)
Patienten
Urogenitale 4-7% z.B. Nierendysplasie, | -
Fehlbildungen Kryptorchismus, Hypospadie
Denys-Drash-Syndrom 2% Nephropathie, urogenitale 194080
Fehlbildungen
WAGR-Syndrom 1-2% Aniridie, urogenitale Fehlbildungen, 194072
mentale Retardierung
Aniridie 1% Komplettes oder inkomplettes Fehlen | 106210
der Iris
Frasier-Syndrom <1% Nephropathie, 136680
Pseudohermaphroditismus
masculinus
Beckwith-Wiedemann- <1% Hemihypertrophie, Makroglossie, 130650
Syndrom Exomphalus




1.3 Genetik des Wilms Tumors

Bei tiber 90% der betroffenen Kinder treten Wilms Tumore sporadisch auf, familidre Wilms
Tumore dagegen sind relativ selten. Die Vererbung des familidren Wilms Tumors erfolgt
autosomal-dominant. Da in einigen Fillen Geschwister mit einem Wilms Tumor beschrieben
wurden, deren Eltern als obligate Tridger der priddisponierenden Mutation jedoch keinen
Wilms Tumor entwickelten, ist von inkompletter Penetranz auszugehen (Matsunaga 1981,
Breslow et al. 1996; Huff et al. 1997).

Die genetischen Ursachen fiir die Entstehung von Wilms Tumoren sind heterogen. Mehrere
Gene (z.B. Wilms Tumor Gen 1 (WT1) und R-catenin) und Genorte (z.B. 11p13, 11p15, 16q)
spielen dabei eine Rolle. Die einfache ,,two-hit Hypothese* (Knudson and Strong 1972), die
fiir das Retinoblastom beschrieben wurde, kann die Entstehung des Wilms Tumors daher nur
unvollstindig erkliren.

Im Unterschied zu vielen anderen Tumorerkrankungen zeichnen sich Wilms Tumoren durch
einen héufig euploiden Chromosomensatz und eine niedrige Frequenz des Verlustes von
Heterozygotie (<5%) im Genom aus (Maw et al. 1992). Damit finden sich somatische
Verdanderungen im Wilms Tumor vergleichsweise seltener als bei anderen Tumoren.
AuBerdem wird angenommen, dass die Anzahl genetischer Verdnderungen, die zur malignen
Entartung von Zellen bendtigt wird, bei embryonalem Gewebe, aus dem der Wilms Tumor
hervorgeht, kleiner ist als bei adulten Tumoren (Huff 1998). Entsprechend haben einzelne
Verdanderungen wahrscheinlich einen stiarkeren EinfluB auf die Entstehung eines Wilms
Tumors.

Ein Verlust der Heterozygotie (loss of heterozygosity = LOH) wird am héufigsten in der
chromosomalen Region 11p gefunden. Prognostische Korrelationen wurden fiir das Auftreten
von LOH in den Regionen 11q, 16q und 22q beschrieben (Klamt et al. 1998b). Zusitzlich
wurde auch vom Verlust des Imprinting (loss of imprinting = LOI) in den chromosomalen

Regionen 11p15 und 11p13 berichtet (Huff 1998).

Die beiden oben erwdhnten Gene WT1 und [(-catenin, die bei etwa 10-15% aller Wilms

Tumore mutiert sind, sollen im Folgenden niher beschrieben werden.

1.3.1 Das Wilms Tumor Gen 1 (WT1)

WT1, das Wilms Tumor Gen 1, wurde 1990 als Tumorsuppressorgen beschrieben (Call et al.

1990; Gessler et al. 1990). WT1 ist entscheidend an der normalen urogenitalen Entwicklung



beteiligt (Pelletier et al. 1991; Kreidberg et al. 1993). Wihrend der Embryogenese wird WT1
vor allem in der Niere und den Gonaden exprimiert und persistiert postnatal in den Podozyten
der Glomeruli und in bestimmten Zellen der Gonaden.

Mittels WT1-defizienter Maiausen wurde die wichtige Rolle von WT1 bei der
Urogenitalentwicklung gezeigt. Diese Méuse sterben intrauterin und weisen schwere
Urogenitalfehlbildungen auf, so z.B. das komplette Fehlen von Nieren und Gonaden
(Kreidberg et al. 1993).

WT1 ist in der chromosomalen Bande 11p13 lokalisiert und umfasst etwa 50 kb sowie 10
Exons. Es kodiert fiir ein 449 Aminosduren langes Protein, das vier Zinkfinger enthilt. Es
sind zwei Regionen bekannt, in denen alternatives Splicing stattfindet. In Exon 5 findet sich
eine alternative Splicestelle, die fiir 17 Aminosiuren kodiert, die zweite Stelle alternativen
Splicings ist in Exon 9 lokalisiert und kodiert fiir drei Aminosduren (KTS). Entsprechend
existieren vier Isoformen des WT1 Proteins, deren ausgewogenes Verhiltnis fiir seine normale
Funktion wichtig ist (Haber et al. 1991).

Die Identifikation von WT1-Zielgenen (target genes) wurde mit unterschiedlichen Methoden
versucht. Zunichst wurden Kotransfektionsversuche durchgefiihrt, die u.a. PAX2 (Ryan et al.
1995), IGF2 (Drummond et al. 1992) und TGF-R (Dey et al. 1994) als mogliche WT1-
Zielgene aufdeckten. Mit dem Einsatz von Expressionsanalysen mittels Microarrays wurden
kiirzlich c-Myc und EGR1 als neue Zielgene von WT1 beschrieben (Udtha et al. 2003).

Ein Ausfall des WT1 Proteins durch inaktivierende Mutationen findet sich bei einigen Wilms
Tumoren, allerdings ist der Anteil von WT1 Mutationen bei Wilms Tumoren mit 10-15%
niedriger als anfangs angenommen (Gessler et al. 1994; Maiti et al. 2000). Es finden sich
sowohl grofle Deletionen der chromosomalen Bande 11p13, als auch kleine, ausschlieBlich
molekulargenetisch detektierbare intragenische Mutationen. Der Grofteil dieser WT1
Mutationen tritt sporadisch auf und findet sich daher nur in somatischen Zellen, wohingegen
ein kleiner Anteil der WT1 Mutationen die Keimbahn betrifft und hiufig mit bilateralen

Wilms Tumoren assoziiert ist.

1.3.2 [3-catenin und der Wnt Signalweg

Ein weiteres Gen, in dem Mutationen bei einigen Wilms Tumoren beschreiben wurden, ist 3-
catenin (CTNNB1). Mutationen in 3-catenin finden sich in einem dhnlichen Anteil von Wilms
Tumoren wie WT1 Mutationen (10-15%) (Koesters et al. 1999). Beide Mutationen sind haufig

miteinander assoziiert (Maiti et al. 2000).
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Bei Wilms Tumoren wurde eine spezifischer ,,Hot Spot“ fiir R-catenin Mutationen
beschrieben, dieser befindet sich im Codon 45 des Exons 3. Am haufigsten finden sich hier in
frame Deletionen eines Tripletts, das fiir Serin kodiert, oder missense Mutationen, die zum
Einbau von Phenylalanin oder Tyrosin anstelle der Aminosdure Serin fiihren (Kusafuka et al.
2002).

R-catenin Mutationen wurden jedoch nicht nur in Wilms Tumoren entdeckt, sondern auch bei
vielen anderen Tumoren, z.B. in colorektalen und hepatozelluldren Karzinomen sowie im
kindlichen Hepatoblastom (Polakis 2000).

B-catenin hat zwei verschieden Funktionen in der Zelle: zum einen bildet es einen
intrazelluldiren Komplex mit Cadherinen und vermittelt auf diese Weise die Adhédsion
zwischen benachbarten Zellen, zum anderen ist es ein wichtiges Gen im Wnt Signalweg. Die
Aktivierung des Wnt Signalwegs inhibiert die Phosphorylierung von B-catenin durch die
Glykogen Synthase Kinase 3 (GSK3). Dadurch wird B-catenin vor dem Abbau geschiitzt und
transloziert in den Zellkern, wo es einen Komplex mit Transkriptionsfaktoren der Tcf/Lef-
Familie bildet und die Transkription von verschiedenen Zielgenen reguliert (He et al. 1998;
Tetsu and McCormick 1999). Die oben beschriebenen Mutationen in Exon 3 des [-catenin
Gens fithren dazu, das [3-catenin nicht mehr phosphoryliert und abgebaut werden kann und
damit dauerhaft aktiviert im Zellkern vorliegt. Dies bedeutet eine ununterbrochene
Aktivierung der Zielgene (Rubinfeld et al. 1997; Kusafuka et al. 2002). Bisher sind tiber 40
Zielgene von R-catenin beschrieben, dazu zdhlen u.a. c-Myc, Cyclin D und PITX2.

Abbildung 8 gibt einen Uberblick iiber den B-catenin/Wnt Signalweg.
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Abbildung 8: Der Wnt/B-catenin
Signalweg mit allen beteiligten
Genen (Stand Dezember 2004;
online zugingig auf der Wnt
Homepage,

http://www.stanford.edu/~rnuss

e/Wntwindow.html).

1.4 Zielsetzung und Aufbau der Arbeit

Die vorliegende Arbeit ist im Rahmen des MD/PhD-Programms der Universitidt Wiirzburg am
Lehrstuhl fiir Physiologische Chemie I in der Gruppe von Prof. Dr. Manfred Gessler
entstanden. In den folgenden Kapiteln werden die wichtigsten Ergebnisse des MD/PhD-
Projektes zusammengefasst. Die entsprechenden Publikationen finden sich im Anhang dieser
kumulativen Arbeit.

Das zu Beginn der Arbeit definierte Ziel bestand in der Suche nach prognostisch relevanten
Genen, die bei fortgeschrittenen Wilms Tumoren differentiell exprimiert sind. Bisher sind in
der Literatur ausschlieBlich Expressionsanalysen von einzelnen Genen bei einer geringen
Anzahl von Wilms Tumoren beschrieben, die jedoch keine Aussage iiber die Prognose
zulassen. Daher stellt die vorliegende Untersuchung einer grof3en Serie von Wilms Tumoren
mit Microarrays (ca. 11.500 cDNA Klone) einen neuen Ansatz zur Identifikation prognostisch
relevanter Gene dar. Details zur Durchfithrung dieser Studie sowie deren Ergebnisse finden

sich in Kapitel 2 (und Publikation 1).
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Interessanterweise zeigte sich, dass ein Teil der prognostisch relevanten Gene bei
fortgeschrittenen Wilms Tumoren im Retinsdure Signalweg involviert ist. Daher stellte sich
die Frage, ob Retinsdure einen neuen therapeutischen Ansatz bei fortgeschrittenen Wilms
Tumoren darstellen kénnte. Um dies auch auf molekularer Ebene nachweisen zu kénnen,
wurden Expressionsanalysen mit kultivierten Wilms Tumorzellen durchgefiihrt, die mit
Retinsdure behandelt wurden. Diese Experimente sind in Kapitel 3 (und Publikation 2)
beschrieben.

Genmutationen in WT1 und -catenin spielen bei einem Teil der Wilms Tumoren eine Rolle.
In der in Kapitel 2 beschriebenen Serie von 77 Wilms Tumoren wurden bei fiinf Tumoren
WT1 Mutationen, und bei acht Tumoren B-catenin Mutationen entdeckt. Mit dem Ziel,
spezifische Zielgene von R-catenin in Wilms Tumoren zu identifizieren, wurde die Expression
von R-catenin mutierten Wilms Tumoren mit der Expression in Wilms Tumoren ohne [3-
catenin Mutation verglichen. Der Vergleich dieser genetisch unterschiedlichen Tumorgruppen
filhrte zur Beschreibung neuer Zielgene von [(-catenin in Wilms Tumoren (Kapitel 4 und
Publikation 3). Kapitel 4 enthdlt zudem eine Untersuchung des kiirzlich publizierten
Kandidatengens Chibby aus dem Wnt Signalweg (Publikation 4).

Im letzten Kapitel 5 wird eine neue WT1 Keimbahnmutation beschrieben, die in einer Familie

mit Wilms Tumor und Nierenversagen isoliert wurde (vergleiche auch Publikation 5).

Die Wilms Tumoren, die fiir die hier beschriebenen Untersuchungen verwendet wurden, sind
Teil der Wiirzburger Wilms Tumorbank. Diese enthélt derzeit etwa 350 Tumoren, die im
letzten Jahrzehnt im Rahmen der GPOH/SIOP (Gesellschaft fiir Pddiatrische Onkologie und
Hématologie/Internationale Gesellschaft flir Padiatrische Onkologie)-Studie eingesandt

wurden.
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2. Identifikation von Genen, die fir die Wilms Tumor Progression relevant sind
2.1 Expressionsanalysen bei Tumorerkrankungen (Stand der Forschung)

Expressionsanalysen gewinnen in der Tumorforschung zunehmend an Bedeutung. Mit der
Einfilhrung von Microarray-Analysen konnen in einem Experiment viele Gene gleichzeitig
untersucht werden. Mittlerweile ist die Analyse mehrerer 10.000 Gene moglich.

Zunichst stand die Identifizierung von Genen, die an der Tumorentstehung beteiligt sind, im
Vordergrund. Entsprechend wurden Expressionsprofile von Tumorgeweben mit den
zugehorigen Normalgeweben verglichen. Im Hinblick auf die klinische Anwendung von
Expressionsdaten stellte sich dann die Frage, welche Gene fiir das Fortschreiten einiger
Tumoren verantwortlich sind. Genexpressionsprofile mit prognostischer Relevanz wurden
zuerst bei Mammacarcinomen beschrieben (z.B. van 't Veer et al. 2002). Durch den Vergleich
von Tumoren unterschiedlicher Stadien konnten auch bei weiteren adulten Tumoren Gene
identifiziert werden, deren Expression mit unterschiedlichen klinischen Variablen korreliert,
so z.B. Tumorstadium, Metastasierung, histologische Malignitit und Rezidivneigung (Russo
et al. 2003). Die Pridiktion mit Expressionsprofilen gelang dabei in einigen Studien sogar
besser als mit klinisch-histologischen Parametern. Allerdings liegt der positive pradiktive
Wert bei diesen Microarray-Untersuchungen bei maximal 60%.

Bei Wilms Tumoren beschrinkten sich die Expressionsanalysen zum Zeitpunkt des Beginns
dieser Arbeit (Anfang 2002) auf einzelne Gene, deren Expression entweder
immunhistochemisch oder mittels Real Time PCR untersucht wurde. Eine prognostische
Relevanz wurde so z.B. fiir TERT (Dome et al. 1999), einige Mitglieder aus der INK4
Genfamilie (Arcellana-Panlilio et al. 2000), VEGF (Baudry et al. 2002; Ghanem et al. 2003),
TrkBfull (Eggert et al. 2001), TGFA und EGFR (Grundy et al. 1996) beschrieben. Allerdings
war die Anzahl der untersuchten Wilms Tumoren in den meisten Studien eher begrenzt.
Aullerdem bestehen Zweifel daran, ob die Untersuchung einzelner Gene einen zuverldssigen
Ansatz darstellt, zumal einzelne Gene starke Expressionsunterschiede in verschiedenen
Tumoren aufweisen konnen.

Daher ermoglicht die in diesem Kapitel beschriebene Microarray-Untersuchung mit einer
groflen Serie von Wilms Tumoren eine umfassendere Suche nach prognostisch relevanten

Genen.
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2.2 Experimentelle Durchflihrung
2.2.1 Microarray-Hybridisierungen von 77 Wilms Tumorproben

Insgesamt wurden 77 Wilms Tumoren aus der deutschen SIOP/GPOH (Internationale
Gesellschaft fiir Pédiatrische Onkologie/Gesellschaft fiir Padiatrische Onkologie und
Héamatologie) 93-01 Wilms Tumor Studie untersucht (Abbildung 9). Zu allen Tumorproben
wurden detaillierte klinische Informationen zusammengestellt. Die histologische Diagnose der
Tumoren wurde referenz-pathologisch bestétigt. Die Eltern der betroffenen Kinder hatten der

Untersuchung der Tumoren im Rahmen der vorliegenden Studie schriftlich zugestimmt.

Referenz- \ 14
RNA WT

RNA Amplifikation
Cy Labeling

Cy3-cDNA

cDNA Microarray
11.500 Klone

je zwei Hybridisierungen
als ,,Sandwich**

Expression im Tumor @ hoch

(im Vergleich zur Referenz) niedrig 154 Microarrays
O unverandert

Abbildung 9: Durchfilhrung der Microarray-Experimente (genaue Beschreibung im
nachfolgenden Textabschnitt).

Zunichst wurde die RNA aus allen bei -80°C tiefgefrorenen Wilms Tumorproben isoliert,
aufgereinigt und mit DNase behandelt. Die Qualitit der RNA wurde anhand einer
Gelelektrophorese iiberpriift. Da die Menge der extrahierten RNA fiir eine Microarray-
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Hybridisierung nicht ausreichend war, wurde die mRNA aus allen RNA-Proben amplifiziert.
Diese Methode umfalit die reverse Transkription mit einem Oligo (dT) Primer, der einen T7
Promotor enthilt, und die anschlieBende in vitro Transkription der entstandenen cDNA mit
einer T7 RNA Polymerase. Die amplifizierte mRNA wurde aufgereinigt und revers
transkribiert, wobei modifiziertes Amino-Allyl-dUTP eingebaut wurde, und anschlieBend mit
Cy5 markiert. Als Referenz diente ein RNA-Pool aus 14 Wilms Tumoren unterschiedlichen
klinischen Verlaufs, der mit Cy3 markiert wurde. Die Hybridisierungen erfolgten mit jeweils
einer Cy5 markierten Tumorprobe und der Cy3 markierten Referenz-Probe. Verwendet
wurden Microarrays, die 11.500 Sequenz-verifizierte cDNA Klone tragen (human sequence-

verified UniGene cDNA sets gf200, gf201 und gf202 (http://resgen.com)). Alle

Hybridisierungen erfolgten als sog. ,,Sandwich-Hybridisierungen®, wobei die Proben
zwischen zwei Microarrays hybridisiert wurden. Auf diese Weise wurden unter vollig
tibereinstimmenden Hybridisierungsverhéltnissen jeweils zwei Messwerte erhalten, die eine
Qualititskontrolle erlaubten. Nach 16-stiindiger Inkubation wurden die Microarrays
gewaschen, getrocknet und anschlieend fiir beide Cy Farbstoffe separat gescannt. Die
Intensititen der einzelnen cDNA Klone wurden mit einer speziellen Microarray Software
(ImaGene 3.0) eingelesen und verarbeitet. Dabei wurde eine Korrektur der Hintergrund-

Signale durchgefiihrt.

2.2.2 Statistische Auswertung der Expressionsdaten

Die statistische Auswertung der Expressionsdaten (154 Microarrays mit jeweils ca. 11.500
Einzeldaten) wurde von zwei Mitarbeitern des Instituts fiir Medizinische Statistik und
Biometrie der Universitit Marburg durchgefiihrt. Kurzgefalit erfolgten dabei Intensitéts-
abhingige Standardisierungen (entsprechend der Publikation von Yang et al. 2002), der
AusschluBB von schlecht reproduzierbaren Einzelmessungen (1,3%) und die Berechnung von
logarithmierten Expressionswerten (fold changes).

67 der 77 Wilms Tumoren erhielten eine praoperative Chemotherapie entsprechend des SIOP-
Protokolls. Um Expressionsunterschiede aufgrund von unterschiedlichen Vorbehandlungen
(primdre Operation oder prdoperative Chemotherapie) zu vermeiden, wurden ausschlielich
die 67 Tumoren nach priaoperativer Chemotherapie in die Endauswertung miteinbezogen.

Die Expressionswerte der replizierten Messungen (,,Sandwich Hybridiesierungen®) waren
insgesamt sehr gut reproduzierbar. Vier Hybridisierungen zeigten jedoch Unterschiede
zwischen den beiden Einzelmessungen und wurden daher nicht in die Endauswertung

miteinbezogen. In die Endauswertung wurden insgesamt 11.552 standardisierte und aus zwei
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Einzelmessungen gemittelte Expressionsmessungen von 63 einheitlich vortherapierten Wilms
Tumoren eingeschlossen. Alle Expressions-Rohdaten sind bei MIAMExpress zugingig
(Submission A-MEXP-221; http://www.ebi.ac.uk/miamexpress).

Die Expressiondaten wurden nach verschiedenen klinischen und histologischen Kriterien
stratifiziert, z.B. histologische Malignitit (Standard/hoch), Rezidiv (ja/nein), Uberleben
(ja/nein), Metastasierung (ja/nein). Als Qualitdtskontrolle bei diesen multiplen Tests wurden
die False Discovery Rate (FDR) (sie gibt an, wieviel Prozent der selektierten Gene falsch
positiv sind) und die Familywise Error Rate (FWER) berechnet (nach Callow et al (2000)). Es
wurden Kandidatengenlisten erstellt, die alle Gene mit einem T-Statistik Wert >1,96 und
mindestens zweifachen Expressionsunterschieden enthalten. Fiir die beiden Kriterien mit
groBter prognostischer Relevanz (histologische Malignitdt und Rezidiv) wurden mit dem
Programm Genesis (Sturn et al. 2002) hierarchische (supervised) Clusterbilder erstellt, die

auf dem T-Statistik Ranking basieren.

2.2.3 Verifizierung der Expressionsdaten mittels Real Time PCR

Die Expression einiger Gene wurde anschlieBend mittels quantitativer Real Time PCR unter
Verwendung der fiir die Microarray-Hybridisierungen eingesetzten RNAs verifiziert. Neun
Gene mit  unterschiedlichen  biologischen = Funktionen @ und  ausgeprigten
Expressionsunterschieden zwischen rezidivierten und Rezidiv-freien Tumoren wurden in
diese Real Time PCR Analyse eingeschlossen.

Die Standardisierung erfolgte durch Messungen des Haushaltsgens HPRT.

2.2.4 Analyse von Uberreprasentierten Genen und Gengruppen mittels EASE

EASE (Expression Analysis Systematic Explorer) ist eine Software, mit der biologisch
wichtige Gene und Gengruppen innerhalb von Genlisten ermittelt werden konnen. Hierbei
wird untersucht, welche Gene und Gengruppen im Verhéltnis zur Gesamtzahl der analysierten
Gene und Gengruppen in einer gegebenen Genliste iiberdurchschnittlich hdufig vertreten, d.h.
{iberreprisentiert sind. Das statistische Mass fiir eine Uberreprisentation ist der sog. ,,EASE
score®, der bei Werten < 0.05 eine statistisch signifikante Uberrepriisentation von Genen oder

Gengruppen anzeigt (Hosack et al. 2003).
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2.3 Ergebnisse und Diskussion
2.3.1 Genexpressionsunterschiede bei verschiedenen klinischen Variablen

Die Expressionsdaten von 63 einheitlich mit einer Chemotherapie vorbehandelten Wilms
Tumoren wurden nach verschiedenen klinischen Stratifizierungen ausgewertet, um die
entsprechenden Kandidatengene fiir diese klinischen Kriterien zu identifizieren. Tabelle 4 gibt
einen Uberblick iiber die Anzahl der jeweils differentiell regulierten Gene mit der
zugehorigen False Discovery Rate. Die Suche nach biologisch interessanten Kandidatengenen
stellte das primire Ziel der vorliegenden Arbeit dar. Die berechneten False Discovery Rates
und adjustierten p-Werte haben daher eher deskriptiven Charakter und dienen nicht dem
Nachweis einer statistischen Signifikanz.

Am ausgeprigtesten waren Expressionsunterschiede bei den ausgewerteten Kriterien
histologische Malignitét und Rezidiv. Kandidatengenlisten fiir diese beiden Kriterien sowie
fiir das Uberleben und Metastasierung finden sich in Tabelle 5. Fiir einige der getesteten
klinischen Kriterien ergaben sich keine statistisch signifikanten Expressionsunterschiede. Dies
geht mit groBer Wahrscheinlichkeit auf eine der folgenden Ursachen zuriick: (1) histologische
Heterogenitit der einzelnen Tumorproben, (2) zahlenméBig kleine Tumorgruppen bei einigen
Auswertungen, (3) das Fehlen einer genetischen Basis bei einigen klinischen
Gruppenbildungen.

Fiir das Kriterium Rezidiv wurde die Deregulation von insgesamt neun Genen mittels Real
Time PCR verifiziert (Abbildung 10). Dabei zeigte sich eine gute Ubereinstimmung zwischen
Microarray- und Real Time PCR-Analyse fiir die beiden Tumorgruppen (rezidivierte versus
Rezidiv-freie Tumoren). Diese gute Ubereinstimmung war ebenfalls auf der Ebene von

Expressionsmessungen in einzelnen Tumoren vorhanden (keine Abbildung).
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Tabelle 4: Stratifizierung der Wilms Tumore nach verschiedenen klinischen Kriterien mit
jeweiliger Anzahl differentiell regulierter Gene und ihrer ,,False discovery rate®.

Klinisches Kriterium Anzahl der Wilms Anzahl differentiell False
Tumore regulierter Gene discovery
Gruope | Gruppe (adjustierter p-Wert rate
r P | bzw. FWER <0.9)

Malignitat (Risikogruppe) 52 8 20 27.5%

1= Standard, 2= hoch

Rezidiv * _ 27 10 22 25.6%

1= nein (>3y), 2=ja

Uberleben ** 27 5 12 31.5%

1= Rezidiv-frei (>3y), 2=Tod

Metastasen 54 12 7 50.5%

1= nein, 2=ja

Ansprechen auf .

Chemotherapie *** 38 19 6 67.5%

1= gut, 2= schlecht

* Falls Rezidive auftreten, so meistens innerhalb der ersten drei Jahre. Daher wurden in die
Gruppe der Rezidiv-freien Tumoren nur solche Tumoren eingeschlossen, bei denen nach
einem Follow-up von mindestens drei Jahren kein Rezidiv aufgetreten ist.
** Es wurde die gleiche Gruppe von rezidiv-freien Tumoren wie beim Kriterium Rezidiv

eingesetzt.

*#* Eine Reduktion des Tumorvolumens durch die praoperative Chemotherapie um mehr als
50% entspricht einem guten Ansprechen, eine Reduktion von weniger als 50% oder die
Zunahme des Tumorvolumens wurde als schlechtes Ansprechen definiert.
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Tabelle 5: Kandidatengene fiir verschiedene klinische Kriterien mit mindestens zweifachen
Expressionsunterschieden und T-Statistik Werten > 1,96. Fiir das Kriterium Rezidiv sind die
ersten 40 Gene mit den hochsten T-Statistik Werten aufgelistet. Die Deregulierung mehrerer
Gene (fettgedruckt) wurden mittels Real Time PCR verifiziert (Abbildung 10). Fiir die drei
Kriterien histologische Malignitit, Uberleben und Metastasierung sind die jeweils ersten 10
Gene aufgelistet. Die kompletten Genlisten sind als online Anhang zu Publikation 1

einsehbar.
Fold GenBank
T+ fc t-Statisitik  change* Jaccession Gensymbol
Rezidiv 5,19 2,40 AA488336 DRG1
(ja/nein) 5,11 2,02 H09614 CTPS
5,06 2,34 AA480995 MTHFD2
4,79 2,23 T59641 PBX2
4,63 2,11 AA449762 ILF3
-4,47 -2,15 N70734 TNNT2
4,46 2,14 W96224 NDUFV3
-3,84 -2,22 T66180 THRA
-3,81 -2,82 AA047039 EIF1AY
-3,81 -2,33 AA083478 TRIM22
3,71 2,13 AA598610 MEST
-3,70 -2,49 N51278 CX3CR1
3,65 2,42 N53057 CHEK1
3,58 2,02 R00884 DHFR
3,54 2,13 H56918 EIF4A1
-3,53 -2,14 AA099369 CUL5
3,50 2,35 H59204 CDC6
-3,43 -2,40 AA046700 FBX032
-3,42 -2,47 AA046679
3,40 2,22 AA430744 EZH2
-3,38 -2,23 H11453
3,36 2,17 N70010 CDCA5
-3,27 -2,03 AA192166
-3,27 -2,66 T70352 OLFML2A
3,23 2,64 AA446462 BUB1
-3,22 -2,05 AA458965 NK4
-3,22 -2,34 AA427947
-3,20 -2,68 R34224 MGC16121
3,17 2,40 R06900 RAMP
3,15 2,32 AA968443
-3,14 -2,15 R91916 CXCR6
-3,11 -2,17 W84612 YPEL3
3,10 2,21 H25560 DGAT2
-3,09 -2,35 AA291749 ESR1
-3,02 -2,00 W47350 RARRES3
3,01 2,34 T66935 DKFZp762E1312
2,96 2,70 AA701455 CENPF
-2,92 -2,64 T53298 IGFBP7
-2,92 -2,31 H73914 LDB2
-2,89 -2,19 H09111 13CDNA73
Hist. Malignitat -6,19 -2,21 R01167 FLJ23467
(hoch/Standard) -6,15 -2,26 AA126862 LOC92689
-5,89 -2,75 N30615
-5,79 -3,28 AA046700 FBX0O32
-5,75 -2,77 AA464711 C3AR1
-5,61 -2,63 AA099369 CUL5
-5,45 -2,52 R42713 IDI2
-5,38 -2,68 N71028 MS4A6A
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-5,21 -2,22 AA035455 BACH

-5,15 -2,29 AA701545 RNASEG6
Uberleben 7,96 2,79 AA480995 MTHFD2
(nein/ja) 7,48 2,88 AA488336 DRG1

6,62 2,62 T59641 PBX2

-6,22 -3,45 N30615

5,84 2,04 AA186605 SLC5A6

5,60 2,71 N53057 CHEK1

-5,13 -2,57 N30436

5,12 2,36 AA278749 NCBP1

5,11 2,14 H09614 CTPS

-5,03 -2,16 W47179 CTSB
Metastasierung 4,68 2,32 AA489246 ST14
(ia/nein) 3,40 2,89 AA401441 BF

3,29 2,95 AA664406 C4A

3,26 2,16 AA129777 SLC16A3

3,12 2,05 AA424584 LTBP2

2,90 2,06 AA430625 DPYD

2,77 2,03 N93686

2,68 2,45 N30986

-2,61 -2,22 W68220 KIAA0101

2,53 2,89 AA485867 MARCO

* Die Genregulation bezieht sich auf die unterstrichene Gruppe in Spalte 1.

Abbildung 10: Vergleich der differentiellen Regulation nach Microarray- und Real Time

PCR-Analyse. Die dargestellten Gene waren in rezidivierten Wilms Tumoren bei der
Microarray-Analyse dereguliert und wurden anschliefend fiir dieselben Tumorgruppen
mittels Real Time PCR untersucht. Die dargestellten Sdulen entsprechen jeweils der mittleren
Genregulation. Die Reihenfolge der Gene folgt absteigenden T-Statistik Werten (vergleiche

Tabelle 5).
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Fir die beiden prognostisch relevanten Stratifizierungen (histologische Malignitdt und
Auftreten eines Rezidivs) wurden zusitzlich Clusterbilder erstellt:

Bei der Auswertung des Kriteriums Malignitdit konnten Wilms Tumoren mit
Standardmalignitdt (52 Tumoren) deutlich von den acht hochmalignen Tumoren
unterschieden werden. Diese histologische Stratifizierung wurde entsprechend der
iiberarbeiteten Stockholm-Klassifikation (Vujanic et al. 2002) durchgefiihrt. Anhand des
Expressionsmusters dieser Gene war eine molekulargenetische Unterscheidung der beiden
Tumorgruppen mdglich (Abbildung 11). In der Gruppe der 52 Wilms Tumoren mit
Standardmalignitét ist teilweise ein zusdtzliches Clustering erkennbar, so sind z.B. regressive
Tumoren von den iibrigen Tumoren der Standardgruppe abgrenzbar. AuBlerdem ist zu
bedenken, dass sich viele Wilms Tumoren durch eine Mischung unterschiedlicher
histologischer Subtypen auszeichnen. So machen Tumoren vom ,klassischen® triphasischen
Typ, der stromareiche, epitheliale und blastemreiche Anteile enthilt, etwa die Hilfte der
Wilms Tumoren mit Standardmalignitit aus. Diese histologische Heterogenitit ist teilweise
entsprechend am angedeuteten Zusatzclustering zu erkennen. Da Wilms Tumoren aus
embryonalen Vorlduferzellen gebildet werden, wird vermutet, dass die histologische
Heterogenitdt bei Wilms Tumoren einer Differenzierung in ein weites Spektrum der

nierenspezifischen Gewebetypen entspricht, wobei meist ein histologischer Anteil {iberwiegt.

Das Clusterbild der zweiten prognostisch relevanten Stratifizierung in nicht rezidivierte und
rezidivierte Tumoren erlaubte eine &dhnlich deutliche Unterscheidung anhand des
Expressionsmusters (Abbildung 12). Rezidive treten meistens innerhalb der ersten drei Jahre
nach der Erstdiagnose auf. Entsprechend wurden in die Gruppe der nicht rezidivierten
Tumoren nur die Primédrtumoren von Kindern eingeschlossen, die in den ersten drei Jahren
nach der Erstdiagnose regelmifBig nachuntersucht wurden und kein Rezidiv entwickelten.
Daher ist die Anzahl der eingeschlossenen Tumoren etwas geringer als beim Clusterbild fiir

die unterschiedliche Malignitét.
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Abbildung 11: Hierarchische Clusteranalyse fiir Wilms Tumoren unterschiedlicher Malignitét.
Verglichen wurden 52 Wilms Tumoren der Standardrisikogruppe (regressive, stromareiche,
epitheliale und triphasische Tumoren) mit acht Wilms Tumoren der Hochrisikogruppe (vier
anaplastische und vier blastemreiche Tumoren). Die einzelnen Tumoren sind in den vertikalen
Spalten dargestellt, wobei das dariiber liegende Cluster detailierte Information iiber den
histologischen Subtyp gibt. 74 differentiell regulierte Gene (mit niedrigsten adjustierten p-
Werten (FWER)) sind mit Gensymbol und zugehoriger Accession number zeilenweise
angeordnet. Griine Késtchen bedeuten, dass das entsprechende Gen in einem Tumor weniger
stark exprimiert wird, rote Késtchen reprisentieren liberexprimierte Gene, grau bedeutet, dass
das entsprechende Gen zwischen den Einzelmessungen der beiden ,,Sandwich-
Hybridisierungen® nicht ausreichend reproduzierbar war. Innerhalb der Standardrisikogruppe
sind zusitzliche Subcluster angedeutet.
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Abbildung 12: Hierarchische Clusteranalyse von Wilms Tumoren fiir das klinische Kriterium
Rezidiv. Verglichen wurden primidre Wilms Tumoren, die anschlieBend rezidivierten, mit
solchen Tumoren, die im Zeitraum von drei Jahren nach der Erstdiagnose kein Rezidiv
entwickelten. Entsprechend ist die Anzahl der dargestellten Tumoren reduziert, da Tumoren
von Kindern mit einem Follow-up von unter drei Jahren nicht eingeschlossen wurden. 77
differentiell regulierte Gene (mit niedrigsten adjustierten p-Werten (FWER)) sind mit
Gensymbol und zugehoriger Accession number zeilenweise angeordnet. Griine Késtchen
bedeuten, dass das entsprechende Gen in einem Tumor weniger exprimiert wird, rote
Kistchen reprisentieren iiberexprimierte Gene, grau bedeutet, dass das entsprechende Gen
zwischen den Einzelmessungen der beiden ,,Sandwich-Hybridisierungen® nicht ausreichend
reproduzierbar war.

Nur vier der zehn rezidivierten Wilms Tumoren gehorten zur Gruppe der Tumoren mit hoher
histologischer Malignitéit (ws89, ws128, ws144, ws199).
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Bei der Auswertung des Kriteriums Uberleben (ja/nein) wurden viele iibereinstimmende Gene
(ca. 50%) mit der Auswertung des Rezidivs gefunden. Dies liegt an der Uberschneidung der
eingeschlossenen Tumoren, da die meisten Todesfdlle einem zuvor aufgetretenen Rezidiv
folgten. Zudem wurde als Vergleichsgruppe dieselbe Gruppe von Tumoren, die mindestens
drei Jahre nicht rezidiviert waren, eingesetzt. Allerdings ist die Gruppe der Tumoren mit
Rezidiv groBer als die Gruppe der Tumoren von verstorbenen Kindern. Dies bedingt
wahrscheinlich in der erstgenannten Auswertung eine hhere Anzahl von selektierten Genen
mit niedrigerer ,,False discovery rate®.

Eine Assoziation zwischen Expressionsmuster und Prognose konnte bereits bei einigen
anderen Tumorerkrankungen nachgewiesen werden (siche Kapitel 2.1). Die vorliegende
Arbeit beschreibt eine derartige Assoziation erstmals auch bei Wilms Tumoren. Bisher wurde
das Risiko fiir das Auftreten eines Rezidivs aufgrund der klinischen und histologischen
Ausprigung des Primidrtumors abgeschitzt und entsprechend wurde iiber die Art und
Intensitdt der postoperativen Behandlung entschieden. Allerdings sind diese klinischen
Kriterien bei der Abschédtzung der Prognose relativ unzuverldssig. Von den in diese Studie
eingeschlossenen zehn Tumoren, die anschlieBend rezidivierten, wiesen nur vier einen
Hochrisikotyp bei der histologischen Klassifizierung auf. Die Mehrzahl der Rezidive trat
somit bei Primirtumoren von Standardrisikotyp auf. Die vorliegende Arbeit gibt erste
Hinweise darauf, dass das Expressionsmuster bei Wilms Tumoren prognostische Relevanz
haben konnte. Gerade bei solchen Tumoren, deren klinischer Verlauf nicht auf eine schlechte
Prognose hindeutet, kann das Expressionsmuster wichtige prognostische Informationen
geben. Die Anzahl der untersuchten Tumoren ist bisher jedoch zu gering, um iibergeordnete
Pradiktionsraten zu berechnen.

Die Expressionsunterschiede zwischen metastasierten und lokal begrenzten Tumoren waren
weniger ausgepriagt. Wahrscheinlich geht der Prozess der Metastasierung nur von einigen
Tumorzellen aus, deren Expressionsmuster durch das umgebende Tumorgewebe liberlagert
wird und dadurch an Deutlichkeit verliert.

Beim Vergleich von Tumoren, die gut auf die Chemotherapie angesprochen haben (> 50%ige
Tumorvolumenreduktion) und solchen Tumoren, die nur eine geringe (< 50%) oder keine
Abnahme des Tumorvolumens nach der Chemotherapie gezeigt haben, zeigten sich
erstaunlicherweise ebenfalls nur geringe Expressionsunterschiede. Gut auf die Chemotherapie
ansprechende Tumoren sollten mit stirkerer Apoptose und einer Verdnderung der
Zellpopulation reagieren als solche Tumoren, die ihr Wachstumsverhalten trotz

Chemotherapie kaum #ndern. Es ist allerdings mdglich, dass das Ansprechen auf die
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Chemotherapie von nur wenigen Genen abhéngig ist, die auf den eingesetzten Microarrays

nur teilweise vertreten waren.

2.3.2 Kandidatengene fur die Tumorprogression

Bis zum Abschluss dieser Arbeit (Ende 2005) fanden sich in der Literatur sechs Publikationen
tiber Expressionsanalysen bei Wilms Tumoren (Rigolet et al. 2001; Li et al. 2002 und 2005;
Takahashi et al. 2002; Takahashi et al. 2003; Williams et al. 2004). Diese Studien basieren
iiberwiegend auf einer beschriankten Anzahl untersuchter Tumoren und beschéftigen sich mit
Expressionsunterschieden zwischen Wilms Tumoren und gesundem Vergleichsgewebe, z.B.
der fetalen Niere. Nur in zwei dieser Studien wird ein Bezug des Expressionsmusters zu
klinischen Kriterien erwihnt. In der Studie von Williams et al. (2004) werden 27 Wilms
Tumoren untersucht, von denen etwa die Halfte anschlieBend rezidivierte. Beim Vergleich
beider Gruppen (rezidivierte versus Rezidiv-freie Tumoren) fanden sich differentiell
regulierte Gene, die nach Aussage der Autoren biologisch interessante Targets darstellen,
jedoch keine prognostische Bedeutung haben. Im Vergleich zu unseren Auswertungen finden
sich fast keine Ubereinstimmungen an deregulierten Genen. Dies geht wahrscheinlich auf die
unterschiedliche Vorbehandlung der Tumoren zuriick, Williams et al. (2004) untersuchten
ausschlieflich primér operierte Tumoren entsprechend des amerikanischen NWTS Protokolls.
Bei der zweiten Studie von Li et al. (2005) fanden sich vier deregulierte Gene, die ebenfalls in
unseren Auswertungen dereguliert waren: CENPF, CCNA1, CDC2 und EZH2. Diese Gene
sind scheinbar unabhédngig vom therapeutischen Vorgehen dereguliert, da auch Li et al.
(2005) ausschlieBlich primdr operierte Tumoren untersuchten, wohingegen unsere
Untersuchungen ausschlieBlich Tumoren nach préoperativer Chemotherapie entsprechend des
europdischen SIOP Protokolls einbezichen.

Der hier beschriebene experimentelle Ansatz vergleicht die Expressionsmuster zwischen einer
groen Anzahl von Wilms Tumoren in unterschiedlich fortgeschrittenen Stadien.
Entsprechend wird insbesondere die Identifikation von Genen, die an der Tumorprogression
beteiligt sind, ermdglicht. Hierzu wurde auch eine EASE (Expression Analysis Systematic
Explorer)- Analyse durchgefiihrt. In rezidivierten Wilms Tumoren waren dabei insbesondere
Gene signifikant liberreprisentiert (EASE score < 0,05), die im Zellzyklus und an der Mitose
beteiligt sind, z.B. BUB1, CENPF, CENPE, CDC6, CKS2, CUL5, ESR1, UBE2C, MAD2L1,
MAD2, CHEK1 und STKG6. In Tumoren mit hoher histologischer Malignitit zeigte sich eine
signifikante Uberreprisentation von Genen, die bei der Immunantwort eine Rolle spielen, z.B.

C3AR1, TREM2, CSF1R, BF, IL16, HLA-C und IL1R1.
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2.3.3 Beteiligung des Retinsaure- und des E2F-Signalwegs an der Tumorprogression
Interessanterweise zeigte sich, dass insbesondere Gene aus zwei verschiedenen Signalwegen
eine starke differentielle Regulation aufwiesen. Dies waren der Retinsdure und der RB-E2F
Signalweg.

Gene aus dem Retinsdure Signalweg, wie z.B. RARRES2, RARRES3, CTGF, NK4, RAMP und
ENPP2/ATX, waren in fortgeschrittenen im Vergleich zu Tumoren in weniger
fortgeschrittenen Stadien iiberwiegend herunterreguliert. Dies entspricht den Beobachtungen
in Zellkulturexperimenten, dass umgekehrt der angeschaltete Retinsdure Signalweg zu
Zelldifferenzierung und Inhibition des Zellwachstums fiihrt (Niles 2004).

Der RB-E2F Signalweg reguliert die Transkription einer Reihe von Genen, die fiir die
Progression des Zellzyklus und damit fiir die Zellteilung verantwortlich sind (Muller et al.
2001). E2F bezeichnet eine Familie von Transkriptionsfaktoren, die wichtige Zielgene des RB
Signalwegs darstellen. Gene des RB-E2F Signalwegs, z.B. EZH2, CDC6, CDC2, MYCN,
DHFR, waren in fortgeschrittenen Wilms Tumoren entsprechend des gesteigerten
Zellwachstums tiiberwiegend hochreguliert. Insbesondere fiir EZH2 wurde bereits eine
Beteiligung am Tumorwachstum in Wilms Tumoren (Li et al. 2005; Takahashi et al. 2002)

sowie in verschiedenen anderen Tumoren (z.B. Bracken et al. 2003) vorbeschrieben.

Zusammenfassend wurden in der hier beschricbenen Studie Gene identifiziert, die in
fortgeschrittenen (insbesondere hochmalignen und spéter rezidivierenden) Wilms Tumoren
dereguliert waren. Dabei ergaben sich erste Hinweise darauf, dass anhand der Genexpression
auch prognostische Informationen gewonnen werden konnten. Insbesondere die
Risikoabschitzung fiir das spétere Auftreten eines Rezidivs ist von groBer klinischer
Bedeutung, da diese die Entscheidung {iber die postoperative Chemotherapie beeinflufit. Die
entsprechenden Gene konnen nun in prospektive Studien einbezogen werden. Das Ziel
weiterer Untersuchungen sollte die Definition einer bestimmten Anzahl von Genen sein,
deren Regulation bei der Risikoabschitzung fiir das Auftreten eines Rezidivs miteingesetzt
werden kann. Somit konnten Patienten identifiziert werden, die ein erhohtes Risiko fiir ein
spiteres Rezidiv haben und von einer intensivierten Uberwachung oder einer zusitzlichen

Chemotherapie profitieren wiirden.
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3. Retinsaurebehandlung von Wilms Tumorzellen
3.1 Einsatz von all-trans Retinsaure in der Tumorbehandlung

All-trans Retinsdure (ATRA) ist ein Vitamin A Derivat und fiihrt iber Bindung an spezifische
Retinsdure-Rezeptoren zur Aktivierung von Zielgenen. Der Retinsdure Signalweg spielt bei
der Progression vieler Tumoren eine grofle Rolle. In vitro Untersuchungen mit Retinséure an
normalen Zellen und Tumorzellen zeigten, dass Retinsdure sowohl das Zellwachstum hemmt
als auch zur Ausdifferenzierung von Zellen fiihrt (Ross et al. 2000). Beide Effekte sind bei der
Behandlung von Tumoren gewiinscht. Daher wurden verschiedene klinische Studien
durchgefiihrt, die die in vitro Effekte von Retinsdure auch in vivo nachweisen konnten (Niles
2004). Seit einigen Jahren wird all-trans Retinséure in einer Kombinationstherapie bei einer
Form der adulten Leukédmie (APL, akute promyelozytische Leukdmie) eingesetzt und fiihrt in
vielen Fillen zu kompletter Remission und Heilung (Freemantle et al. 2003). Bei
padiatrischen Tumoren laufen derzeit Phase III Studien mit Retinsdure bei fortgeschrittenen

Neuroblastomen (Reynolds et al. 2003).

3.2 Retinsaure als neue Therapie bei fortgeschrittenen Wilms Tumoren?

Die in Kapitel 2 beschriebene Expressionsstudie an einer groen Serie von Wilms Tumoren
fiihrte zur Identifizierung von Genen, die mit der Tumorprogression assoziiert sind und zum
Retinsdure Signalweg gehoren. Daher stellte sich die Frage, ob Kinder mit fortgeschrittenen
Wilms Tumoren von einer Retinsdure-Therapie profitieren. Im Falle eines positiven
Ansprechens auf Retinsdure sollte sich die Expression dieser Gene, die mit einer schlechten
Prognose assoziiert sind, umkehren lassen. Zudem sollte herausgefunden werden, welche

weiteren Gene durch eine Retinsdurebehandlung in Wilms Tumoren dereguliert werden.

3.3 Durchfiuihrung der Experimente und Ergebnisse

Um das Ansprechen von Wilms Tumoren auf all-trans Retinsdure (ATRA) zu untersuchen,
wurden zwei verschiedene Typen von Wilms Tumorzellen eingesetzt: (1) MZ 128 wurde von
einem stromareichen Wilms Tumor kultiviert, der sowohl eine WT1 Mutation als auch eine
zytogenetisch erfassbare de novo 7/12 Chromosomen-Translokation aufwies (Lobbert et al.
1998); (2) WS 427 sind primir kultivierte Wilms Tumorzellen von einem triphasischen
Tumor ohne WT1 Mutation. Beide Typen von Wilms Tumorzellen wurden zundchst mit

verschiedenen Konzentrationen von all-trans Retinsdure (100nM, 10uM and 1mM) iiber 24
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Stunden behandelt (Abbildung 13). AnschlieBend wurde die Expression verschiedener
Retinsdure-abhingiger Gene mittels Real Time PCR untersucht. Dabei wurden insbesondere
solche Gene ausgewdhlt, die zuvor in fortgeschrittenen Wilms Tumoren stark dereguliert

waren.

ImM

\ 100'}1M |
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Y '
Kontrolle ATRA

24h ATRA
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cDNA Synthese mmp Genexpressionsanalyse

(gPCR)

Abbildung 13: Schematische Darstellung der Experimente mit zwei verschiedenen Typen von
Wilms Tumorzellen (MZ 128 und WS 427), die mit all-trans Retinsdure (100nM, 10uM and
ImM) iiber 24 Stunden behandelt wurden.

Die Expressionsdnderungen werden in Abbildung 14 an einigen Beispielen dargestellt. Dabei
sind folgende Aspekte hervorzuheben: (1) ATRA konnte sowohl zur Uberexpression (z.B.
RARRES3) als auch zur Herunterregulation (z.B. ENPP2/ATX) oder zu keiner Verdnderung
der Expression (z.B. RARRES?2) fiihren. (2) Das Ausmal der differentiellen Regulation war in
beiden Zelltypen relativ dhnlich. (3) ATRA Konzentrationen von 100nM hatten nur einen
geringen Effekt auf die differentielle Genregulation, wohingegen 10uM und 1mM zu starken
Anderungen der Expression fiihrten. Dabei lieB sich der Effekt von 10uM Retinséure durch

die Anwendung von 1mM nicht wesentlich weiter verstarken.
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Abbildung 14: Quantitative Real Time PCR Analyse der differentiellen Genregulation in
beiden Typen von Wilms Tumorzellen (MZ 128 und WS 427) nach Exposition mit
verschiedenen ATRA-Konzentrationen. Beispielhaft sind sechs Gene dargestellt, von denen
vier Gene durch ATRA in ihrer Expression induziert wurden (RARRES1, RARRESS,
CRABP2, IGFBP3), wohingegen ENPP2/ATX durch ATRA herunterreguliert wurde.
RARRES2 wird nicht differentiell reguliert. Die Fold change Anderungen beziehen sich auf
eine unbehandelte Kontrolle von Wilms Tumorzellen (Fold change = 1). Alle Versuche
wurden zweimal zeitlich unabhingig voneinander durchgefiihrt, wobei jeweils zwei qPCR
Messungen vorgenommen wurden.

Um zu untersuchen, wie das Zellwachstum durch eine kontinuierliche Behandlung mit
Retinsdure beeinflult wird, wurden beide Wilms Tumor Zelltypen zusétzlich mit den drei
oben genannten ATRA-Konzentrationen iiber fiinf Tage behandelt. Das Zellwachstum blieb
bei einer Konzentration von 100nM ATRA fast unverdndert, wohingegen hdhere
Konzentrationen zu einer starken Hemmung der Zellproliferation fiihrten. Eine vollstindige
Hemmung des Zellwachstums wurde bei ImM ATRA beobachtet.

Zuletzt wurden Microarray-Experimente durchgefiihrt, um weitere Retinséure-regulierte
Kandidatengene in Wilms Tumoren zu identifizieren. Beide Typen von Wilms Tumorzellen
wurden dazu mit 10uM Retinsdure iiber 24 Stunden behandelt. Diese Konzentration wurde
gewihlt, da sie in den zuvor durchgefiihrten Real Time PCR Experimenten einen starken
regulatorischen Effekt hatte und auch in anderen in vitro Studien eingesetzt wurde (Reynolds

et al. 1991). Die 30 Gene mit der stirksten differentiellen Regulation in beiden Zelltypen
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finden sich in Tabelle 6. Alle Gene, die bei beiden Zelltypen iiberschneidend selektiert
wurden, waren {ibereinstimmend in positive oder negative Richtung reguliert. Einige
differentiell regulierte Gene stellen auch bekannte Retinsdure Zielgene dar, z.B. IGFBP3 and
CTGF/IGFBP8 (Freemantle et al. 2002), und ihre Regulation erfolgte in Ubereinstimmung

mit der Literatur.

3.4 Diskussion
3.4.1 Inverse Genregulation nach Retinsaure-Behandlung

Interessanterweise zeigte sich beim Vergleich der Expression der Gene, die sowohl in
fortgeschrittenen Wilms Tumoren als auch in Folge der Retinsidure-Behandlung differentiell
reguliert waren, dass sich die Richtung der Regulation durch die Retinsdure-Behandlung bei
vielen Genen umkehren liel. Zum Beispiel waren die Gene RARRES1 und RARRESS in
hochmalignen und rezidivierenden Wilms Tumoren im Vergleich zu niedrig/mittelgradig
malignen und nicht rezidivierenden Tumoren héufig herunterreguliert, wohingegen ihre
Expression nach der Behandlung mit Retinsdure meist gesteigert war (Tabelle 7). Diese
inverse Expression gibt einen ersten molekularen Hinweis auf einen eventuell positiven

therapeutischen Effekt von Retinsdure in Wilms Tumoren.

Tabelle 6: 30 Kandidatengene mit starkster diffentieller Regulation in beiden Typen von
Wilms Tumorzellen. Eine Expressionsanalyse mittels cDNA-Microarrays wurde nach 24
stiindiger Behandlung mit 10uM all-trans Retinsdure durchgefiihrt. Die angegebenen
Expressionsdnderungen (Fold changes) entsprechen jeweils den aus den Sandwich-
Hybridisierungen gemittelten log2 Expressionsunterschieden zwischen behandelten und
unbehandelten Tumorzellen.
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Typ der Gensymbol Genname fold Koregulation in
Tumorzellen change | anderem Zelltyp
MZ 128 DHRS3 Dehydrogenase/reductase (SDR family) member 3 13,6 4,6
TLR5 toll-like receptor 5 -7,6
TAL1 T-cell acute lymphocytic leukemia 1 6,0 2,2
RARB retinoic acid receptor, beta 53 2,3
RARB retinoic acid receptor, beta 51 2,0
RARRES1 retinoic acid receptor responder (tazarotene induced) 1 3,4
FLJ20344 hypothetical protein FLJ20344 -3,2
ITGA1 integrin, alpha 1 3,0
SMAD3 SMAD, mothers against DPP homolog 3 (Drosophila) 29
AQP1 Aguaporin 1 (channel-forming integral protein, 28kDa) -2,7
CLDN11 claudin 11 (oligodendrocyte transmembrane protein) 2,6
TYSND1 trypsin domain containing 1 -2,6
ETV1 ets variant gene 1 25
GARP glycoprotein A repetitions predominant 2,4
UPAR plasminogen activator, urokinase receptor 2,4 3,2
CAPN7 calpain 7 2,4
v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogene
KIT homolog 2,4
SFRS2IP splicing factor, arginine/serine-rich 2, interacting protein -2,3
NAV2 neuron navigator 2 2,3
DLC1 deleted in liver cancer 1 2,2
PDGFRA platelet-derived growth factor receptor, alpha polypeptide 2,2
AKAP12 A kinase (PRKA) anchor protein (gravin) 12 2,2 2,0
ZNF133 zinc finger protein 133 (clone pHZ-13) 2,2
MIR16 Membrane interacting protein of RGS16 2,2
FLJ10081 hypothetical protein FLJ10081 2,1
IGFBP6 insulin-like growth factor binding protein 6 2,1 1,4
SNX8 sorting nexin 8 2,1
COTL1 coactosin-like 1 (Dictyostelium) 2,1
ECE1 Endothelin converting enzyme 1 -2,1
IGFBP3 insulin-like growth factor binding protein 3 2,1
WS 427 EFG1 mitochondrial elongation factor G1 54
DHRS3 Dehydrogenase/reductase (SDR family) member 3 4,6 13,6
UPAR plasminogen activator, urokinase receptor 3,2 2,4
PLGL plasminogen-like 31
MGC35048 hypothetical protein MGC35048 25
LAMA4 laminin, alpha 4 2,4
RARB retinoic acid receptor, beta 2,3 53
RARRES3 retinoic acid receptor responder (tazarotene induced) 3 2,3
TAL1 T-cell acute lymphocytic leukemia 1 2,2 6,0
PLK2 polo-like kinase 2 (Drosophila) 2,2
C3AR1 complement component 3a receptor 1 -2,2
PLAC2 placenta-specific 2 2,1
CCL2 Chemokine (C-C motif) ligand 2 2,1
FLJ13710 hypothetical protein FLJ13710 2,1
NID2 nidogen 2 (osteonidogen) 2,1
AKAP12 A kinase (PRKA) anchor protein (gravin) 12 2,0 2,2
RARB retinoic acid receptor, beta 2,0 51
CLTC clathrin, heavy polypeptide (Hc) -2,0
SLCO2A1 solute carrier organic anion transporter family, member 2A1 1,9
VMP1 likely ortholog of rat vacuole membrane protein 1 1,9
GREM1 gremlin 1 homolog, cysteine knot superfamily (Xenopus laevis) -1,8 -1,9
FLJ38507 colon carcinoma related protein 1,8
TARSH target of Nesh-SH3 -1,7
SLC38A2 solute carrier family 38, member 2 1,6
RARG retinoic acid receptor, gamma 1,6
GREM1 gremlin 1 homolog, cysteine knot superfamily (Xenopus laevis) -1,6 -1,9
CTGF Connective tissue growth factor 1,6
PFEN1 profilin 1 -1,5
SLC38A2 solute carrier family 38, member 2 1,5
P2RY2 Purinergic receptor P2Y, G-protein coupled, 2 -1,5
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Tabelle 7: Differentielle Genregulation in Wilms Tumoren der Hochrisikogruppe und in
rezidivierten Wilms Tumoren (linke Spalten) im Vergleich zur Regulation derselben Gene in
ATRA-behandelten Wilms Tumorzellen (rechte Spalten). Rot hinterlegte Zellen enthalten
iiberexprimierte Gene, griine Zellen herunterregulierte Gene. Graue Zellen entsprechen
fehlenden oder nicht ausreichend reproduzierbaren Expressionsmessungen.

Regulation (fold change) in

Wilms tumors with RA treated cells

high risk relapse MZ 128 WS 427

CCNA2
UBE2C
CKS2
RARRES3
RARRES1
C3AR1
CCL2
CTGF
ITM2B
IGFBP3
AQP1

3.4.2 Der Retinsaure Signalweg in Wilms Tumoren

Der Retinsdure Signalweg ist sowohl an normalen Entwicklungsprozessen, z.B. der
Nierenentwicklung (Burrow 2000), als auch an der Entstehung verschiedener Tumoren
beteiligt (Freemantle et al. 2003). Der Retinsdure Signalweg schliet zwei Familien von
nukledren Rezeptoren ein, die Retinoid Rezeptoren RARA, RARB und RARG sowie die
Retinoid X Rezeptoren RXRA, RXRB und RXRG, die als RAR/RXR Heterodimere wirken
(Kastner et al. 1997). All-trans Retinsdure aktiviert ausschlieBlich RARS, wohingegen 9-cis
Retinsdure RARs und RXRs stimuliert. Die Uberexpression von RARS durch ATRA wurde
bereits beschrieben (Farias et al. 2002; Reynolds et al. 2003).

In Wilms Tumorzellen wurden die Retinoid Rezeptoren RARB and RARG als Folge der
Retinsdure-Behandlung hochreguliert (sieche Tabelle 6), wohingegen RARA in beiden

Zelltypen nicht differentiell reguliert wurde. Zudem wurde die Expression der Tumor

33



Suppressor Gene RARRES1 and RARRES3 (retinoic acid receptor responders 1 und 3) durch
Retinsdure induziert.

Die Expression der vier Gene RARB, RARG, RARRES1 and RARRESS fiihrt zu reduziertem
Zellwachstum und zur Differenzierung. In verschiedenen anderen Tumoren wurden
entsprechend reduzierte mRNA Konzentrationen dieser Gene gefunden (Freemantle et al.
2003; Shyu et al. 2003; Sriuranpong et al. 2004).

RARB and RARRES3 haben zudem prognostische Bedeutung bei Neuroblastomen (Cheung et
al. 1998) und B-Zell Lymphomen (Casanova et al. 2001). Auch bei der in Kapitel 2
beschriebenen Expressionsuntersuchung waren RARRES1 and RARRES3 in hochmalignen
und rezidivierenden Wilms Tumoren herunterreguliert. Die Uberexpression dieser Gene nach
Behandlung mit Retinsdure zeigt daher ein positives Ansprechen der Wilms Tumorzellen auf
Retinsédure an.

Ein weiteres Gen, das in beiden Zelltypen eine ausgeprigte differentielle Regulation (13,6-
und 4,6-fache Uberexpression) auf Retinsiure zeigte, war DHRS3 (dehydrogenase/reductase
SDR family member 3; auch als PSDR1 oder retSDR1 (prostate and retinal short chain
dehydrogenase/reductase) bezeichnet). DHRS3 ist ein bekanntes Retinsdure-abhingiges Gen
(Cerignoli et al. 2002) und kodiert eine Retinal Reduktase, ein Schliisselenzym des Retinsdure
Metabolismus (Kedishvili et al. 2002). DHRS3 wird in vielen Geweben exprimiert und fiihrt
zur Regeneration von Retinol. Die Aktivitdit von DHRS3 ist dabei von CRABP2 (cellular
retinoic acid binding protein 2) abhdngig (Cerignoli et al. 2002), das in Retinsdure-

behandelten Wilms Tumorzellen ebenfalls hochreguliert wurde.

3.4.3 EinfluR der Retinsaure Behandlung auf andere Signalwege

Zusitzlich zum oben beschriebenen Retinsdure Signalweg wurden auch andere Signalwege
durch die Retinsdure Behandlung aktiviert, die ebenfalls Auswirkungen auf Zellwachstum
und —differenzierung haben. Insbesondere waren mehrere Gene aus dem Smad/TGFR
Signalweg differentiell reguliert.

Der TGFR (transforming growth factor ) Signalweg {ibt einen starken inhibitorischen Einfluf3
auf den Zellzyklus aus. SMAD Proteine libermitteln diese Wachstumshemmung in direkter
Interaktion mit RARG (Pendaries et al. 2003). In ATRA-behandelten Wilms Tumorzellen fand
sich eine Uberexpression von SMAD3, welches den TGFR Signalweg aktivieren und somit das
Tumorwachstum hemmen konnte. Diese Annahme wird auch durch die Beobachtung

unterstiitzt, dass umgekehrt die Inaktivierung von SMADS in einigen anderen Tumoren mit
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einer schlechten Prognose assoziiert war, z. B. in Brustkarzinomen und Colorektalen
Karzinomen (Xie et al. 2002; Xie et al. 2003).

Aber auch Gene aus dem IGF (insulin growth factor) Signalweg interagieren mit dem TGFR
Signalweg. So libermitteln u.a. die Gene IGFBP3 and CTGF/IGFBPS, die ebenfalls in Wilms
Tumorzellen hochreguliert waren, die antiproliferativen Effekte des TGFR Signalwegs
(Kansra et al. 2000; Koliopanos et al. 2002). Weiterhin sind die in Wilms Tumorzellen
regulierten Gene PDGFRA (platelet-derived growth factor receptor alpha) and UPAR
(plasminogen activator urokinase receptor) am TGFR Signalweg beteiligt.

Insgesamt zeigen diese Expressionsuntersuchungen an Retinséure-behandelten Wilms
Tumorzellen, dass zusidtzlich zum Retinsdure Signalweg weitere Signalkaskaden involviert

sind, wobei der SMAD/TGFR Signalweg scheinbar eine wichtige Rolle spielt.

3.4.4. Konsequenzen dieser Experimente fur die potentielle klinische Anwendung von
Retinsaure bei fortgeschrittenen Wilms Tumoren

Die in diesem Kapitel beschriebenen Experimente fiihrten zur Identifikation neuer
Kandidatengene von Retinsdure in Wilms Tumoren. Mehrere dieser Gene waren in
fortgeschrittenen Wilms Tumoren differentiell exprimiert und zeigten nach Behandlung mit
Retinsdure eine inverse Regulation. Somit lieferten diese Experimente den ersten molekularen
Hinweis auf einen potentiellen Nutzen einer Retinsduregabe bei Wilms Tumoren.
Insbesondere Kinder mit Chemotherapie-resistenten Tumoren kénnten von einer alternativen
oder zusétzlichen Retinsdure-Therapie profitieren.

Sicherlich werden weitere Studien bendtigt, um diese Wirkung von Retinséure zu bestétigen.
All-trans Retinsdure miiite zudem mit anderen Retinoiden, wie 13-cis Retinsdure und dem
synthetischen Fenretinide verglichen werden, und die pharmakokinetischen Eigenschaften
wiren eingehender zu untersuchen. Bei fortgeschrittenen Neuroblastomen erwies sich eine
hochdosierte Pulstherapie, bei der im Rahmen einer Phase III Studie alle 24 Stunden
infundiert wurde, als besonders effektiv (Reynolds et al. 2003).

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass ATRA-Konzentrationen von 10uM
das Zellwachstum hemmen und zur Verinderung der Expression fithren. Dieselben
Wirkungen von Retinséure zeigten sich auch bei Konzentrationen zwischen 1 und 10uM in
anderen Studien mit Tumorzellen (Freemantle et al. 2003). Ahnliche Konzentrationen kénnen

nebenwirkungsarm ebenfalls in in vivo Zielgeweben erreicht werden (Reynolds et al. 2003).
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Zusammenfassend weist die vorliegende Studie erstmals darauf hin, dass die Gabe von
Retinsdure einen sinnvollen ergdnzenden Ansatz bei der Therapie des Wilms Tumors

darstellen konnte.
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4. Wilms Tumoren und der Wnt Signalweg

Der Wnt/B-catenin Signalweg ist an der Entstehung verschiedener Tumoren beteiligt. 3-
catenin nimmt dabei eine Schliisselrolle ein. Zum einen bildet es einen Komplex mit
Cadherinen und vermittelt dadurch die Adhédsion zwischen verschiedenen Zellen, zum
anderen bildet es eine zentrale Schaltstelle im Wnt Signalweg. Die Aktivierung dieser
Signalkaskade fiihrt iiber die Bindung an Tcf Faktoren zur vermehrten Expression
verschiedener Gene, z.B. c-myc und cyclin D aus dem Zellzyklus. Normalweise wird [3-
catenin durch GSK3 phosporyliert und anschlieBend abgebaut. Bei Mutationen im [-catenin
Gen kann dieser Abbau nicht mehr stattfinden, so dass der Wnt Signalweg kontinuiertlich
aktiviert wird.

Die Haufigkeit, Art und Lokalisation der [R-catenin Mutationen variiert in verschiedenen
Tumoren (Polakis 2000). Bei Wilms Tumoren lassen sich Mutationen des [3-catenin Gens in
etwa 10-15% aller Tumoren nachweisen (Huff 1998), wobei eine ,,Hot Spot* Mutationsstelle
im Codon 45 (Serin) von Exon 3 des B-catenin Gens besteht (Kusafuka et al. 2002). Dort
finden sich zum einen Deletionen des Serin-Codons, aber auch Missense Mutationen, die zur
Substitution von Serin durch Phenylalanin oder Cystein fiihren.

In diesem Kapitel werden zwei Untersuchungen beschrieben, die sich mit dem Wnt Signalweg
in Wilms Tumoren beschéftigen. Kapitel 4.1 enthélt eine Studie, deren Ziel die Identifizierung
von Kandidatengenen war, die spezifisch in Wilms Tumoren dereguliert sind. Kapitel 4.2 fal3t
die Untersuchung des kiirzlich entdeckten Gens Chibby, einem neuen Antagonisten des Wnt

Signalweges, in Wilms Tumoren zusammen.

4.1 Identifizierung neuer Kandidatengene aus dem Wnt/-catenin Signalweg in Wilms
Tumoren

Die differentielle Regulation von Genen des Wnt Signalweg kann als Folge von Mutationen in

verschiedenen Genen der Wnt Signalkaskade eintreten, z.B. B-catenin, APC oder Axin. Bei

den hiufigeren adulten Tumoren mit entsprechenden Mutationen, wie z.B. Brust- und

Koloncarcinomen, wurden bereits einige Zielgene beschrieben. Dazu gehdren u.a. c-myc,

cyclin D, PITX2 und E-cadherin (vergleiche Wnt Homepage,

http://www.stanford.edu/~rnusse/Wntwindow.html).

Mutationen im [-catenin Gen treten in etwa 10-15% aller Wilms Tumore auf, deregulierte
Zielgene des Wnt/B-catenin Signalwegs sind jedoch bisher nicht in Wilms Tumoren
beschrieben worden. Daher wurde in einem Teilprojekt dieser PhD-Arbeit eine grof3e Anzahl

von Wilms Tumore auf [-catenin Mutationen untersucht. Der Vergleich der
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Expressionsmuster beider Tumorgruppen (mit und ohne [-catenin Mutation) diente der
Identifikation von Zielgenen des Wnt/R-catenin Signalwegs, die spezifisch in Wilms Tumoren

mit aktivierenden [-catenin Mutationen dereguliert sind.

4.1.1 Experimentelle Durchfiihrung
4.1.1.1 Mutationsanalyse und Microarray Experimente

73 primire Wilms Tumore der deutschen SIOP/GPOH 93-01 Studie wurden auf Mutationen
und Deletionen im Exon 3 des [3-catenin Gens untersucht. Dazu wurden die Exons 2 bis 4 mit
den Primern b-catenin-ex2 (TGAAAATCCAGCGTGGACAATG) and b-catenin-ex4r
(GATTGCACGTGTGGCAAGTTCT) amplifiziert und gelelektrophoretisch auf verkiirzte
Fragmente untersucht. Exon 3 wurde anschlieBend mit dem Primer b-catenin-in3r
(TCTGACTTTCAGTAAGGCAATGAA) sequenziert (Beckman CEQ2000 Sequenzierer).
Zusétzlich wurde das WT1 Gen in 64 dieser Wilms Tumore untersucht. Dazu wurden sowohl
SSCP (single strand confirmation polymorphism) als auch DHPLC (denaturing high-
performance liquid chromatography) eingesetzt. Exons mit abweichenden SSCP oder DHPLC
Profilen wurden anschlie8end sequenziert.

Die Durchfilhrung der Microarray Expressionsanalysen wurde bereits in Kapitel 2.2
beschrieben. Nach Normalisierung und Qualitdtskontrolle standen 11.552 replizierte
Expressionsmessungen von 73 Wilms Tumoren zur Verfligung. Diese Expressionsdaten
wurden beziiglich der beiden Tumorgruppen (mit und ohne [R-catenin Mutation) mit T-
Statistik und Fold change Analyse ausgewertet.

Zur Verifizierung der Expressionsdaten wurden Real Time PCR Analysen mit allen Wilms
Tumor Proben mit -catenin Mutation und 60 von 65 Tumoren ohne [-catenin Mutation
durchgefiihrt (vergleiche Kapitel 2.2.3).

Zur Untersuchung, ob bestimmte Gene oder Gengruppen innerhalb der Kandidatengenlisten
im Verhéltnis zur Gesamtzahl der analysierten Gene iiberrepréisentiert sind, wurde auch eine
EASE (Expression Analysis Systematic Explorer)-Analyse durchgefiihrt (vergleiche Kapitel
2.2.4). Das statistische Mass fiir eine Uberreprisentation ist der sog. ,,EASE score®, der bei
Werten < 0.05 eine statistisch signifikante Uberreprisentation von Genen oder Gengruppen

anzeigt (Hosack et al. 2003).
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4.1.1.2 Immunhistochemische Untersuchungen

B-catenin Farbungen wurden an 47 von 73 Wilms Tumoren durchgefiihrt, deren
Expressionsprofil durch Microarrays analysiert wurde. Hierzu wurden Schnitte aus Formalin-
fixiertem und Paraffin-eingebettetem Tumorgewebe entparaffinisiert und mit einem
monoklonalen anti-3-catenin Antikdrper gefdrbt. Die Farbungen wurden separat fiir
verschiedene histologische Zelltypen (blastemreiche, stromareiche, epitheliale und myogene
Zellen) und unterschiedliche Zellkompartimente (membrandse, nukledre und

cytoplasmatische Farbung) ausgewertet.

4.1.2 Ergebnisse und Diskussion

R-catenin Mutationen wurden in acht von 73 primdren Wilms Tumoren gefunden. Alle
Mutationen betrafen Codon 45, das eine spezifische Mutationsstelle fiir 3-catenin Mutationen
in Wilms Tumoren darstellt (Kusafuka et al. 2002). In vier Tumoren war Codon 45 (Serin)
deletiert, in den anderen vier Tumoren traten Missense Mutationen mit Substitution des Serins
durch Phenylalanin oder Cystein auf. Sechs von acht Tumoren mit 3-catenin Mutation zeigten

einen stromareichen Histotyp, zwei weitere Tumoren waren triphasisch (Tabelle 8).

Tabelle 8: Mutationen in 3-catenin und WT1. B-catenin wurde in allen 73 Wilms Tumoren
untersucht, WT1 in 64 Tumoren (inklusive aller Tumoren mit 3-catenin Mutation).

3-catenin Art der

Tumor Mutation | Allel Status | WT1 Mutation Mutation Allel Status | Histologie

WS-195 S45F Heterozygot | Nein Triphasisch

WS-230 S45del Heterozygot | Nein Stromareich

WS-246 S45del Heterozygot | Nein Stromareich

WS-275 | S45F Heterozygot | Nein Triphasisch

WS-300 S45C Heterozygot | Nein Stromareich
946-1G>T (exon | Splice site

WS-31 S45del Homozygot | 3) Mutation Homozygot | Stromareich
1373 _1391dupl9

WS-208 S45del Heterozygot | nt (exon 7) Frameshift Heterozygot | Stromareich

WS 258 S45F Heterozygot | 548delG (exon 1) | Frameshift Heterozygot | Stromareich
Q298Stop (exon | Trunkierende

WS-104 Nein 6) Mutation Heterozygot | Regressiv
1677_1678delCG

WS-197 Nein (exon 10) Frameshift Heterozygot | Stromareich

Anschlieend wurden die Expressionsdaten von Wilms Tumoren mit 3-catenin Mutation mit
den Daten von nicht-mutierten Tumoren verglichen. Bei der Erstellung von

Kandidatengenlisten wurden sowohl T-Statistik Werte (>1.96) als auch Fold change
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Unterschiede (> 2-fold) beriicksichtigt. Insgesamt wurden 136 differentiell regulierte Gene
identifiziert. Diese waren in Tumoren mit R-catenin Mutationen tiberwiegend hochreguliert.
Tabelle 9 enthélt die ersten vierzig deregulierten Gene in Wilms Tumoren mit B-catenin
Mutation.

R-catenin Mutationen in Wilms Tumoren sind hdufig mit WT1 Mutationen assoziiert (Maiti et
al. 2000). Um auszuschlieBen, dass die Expressionsunterschiede in Tumoren mit [3-catenin
Mutationen durch zusitzliche WT1 Mutationen in dieser Gruppe beeinflusst werden, wurde
WT1 in allen Tumoren mit B-catenin Mutationen und der Mehrheit der Tumoren ohne [3-
catenin Mutation (56 von 65) auf Mutationen untersucht. Dabei wurden fiinf WT1 Mutationen
identifiziert, die aber sowohl in der Gruppe der Tumoren mit B-catenin Mutationen (drei WT1
Mutationen) als auch in der Vergleichsgruppe der Tumoren ohne R-catenin Mutation (zwei
WT1 Mutationen). Udtha et al. (2003) analysierten Expressionsunterschiede zwischen Wilms
Tumoren mit und ohne WT1 Mutation. Es fanden sich jedoch keine Uberschneidungen mit
differentiell regulierten Genen in Tumoren mit [3-catenin Mutation. Insbesondere fiir die in
WT1-mutierten Tumoren deregulierten Gene CMYC und EGR1 zeigten sich keine
Expressionsunterschiede bei den nach unterschiedlichem R-catenin Status analysierten
Tumoren (jeweils minimale Herunterregulation von 1,13 und 1,02 in Tumoren mit [3-catenin
Mutation). Demnach werden die hier beschriebenen Expressionsunterschiede in Wilms
Tumoren mit [R-catenin Mutationen wahrscheinlich nicht stark durch zusétzliche WT1

Mutationen beeinflufit.
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Tabelle 9: Differentiell regulierte Gene in Wilms Tumoren mit B-catenin Mutationen. Die
Tabelle enthélt die ersten 40 von insgesamt 136 Genen mit einem Fold change > 2 und einem
T-Statistik (Absolut)Wert (abs(T)) von > 1,96. Schwarz hinterlegte Gene entsprechend bereits
bekannten Zielgenen des Wnt/3-catenin Signalwegs.

Zusitzlich wurden alle Gene auf eine Muskel-spezifische Uberexpression untersucht. Hierzu
wurde die Expressions-Datenbank SymAtlas v1.0.1 (http://symatlas.gnf.org/SymAtlas/)
genutzt (++ sehr hohe, + relativ hohe, 0 keine Muskel-spezifische Regulation; n.a. nicht
verfligbar in der SymAtlas Datenbank). Die Regulation der Gene MYL2, MB, DPT, CASQ2
und PITX2 wurden durch Real Time PCR Analyse verifiziert (vergleiche Abbildung 1 in
Publikation 3).

Fold GNF

Gensymbol|Beschreibung change| abs (T)|SymAtlas
IMYL2 myosin, light polypeptide 2, regulatory, cardiac, slow 21,18 3,23 ++
IMB Myoglobin 12,53 3,56 ++
ZDHHC2 Zinc finger, DHHC domain containing 2 12,17 3,64 0
SMPX small muscle protein, X-linked 11,53 3,04 ++
IMYH1 myosin, heavy polypeptide 1, skeletal muscle, adult 8,84 3,06 ++
DPT Dermatopontin 8,50 4,16 0
STS steroid sulfatase (microsomal), arylsulfatase C, isozyme S 8,40 3,76 0
IMYL3 myosin, light polypeptide 3, alkali; ventricular, skeletal, slow 8,07 3,63 Sials
TNNI1 troponin |, skeletal, slow 8,00 3,50 ++
TPM1 tropomyosin 1 (alpha) 7,42 3,17 Sials
CASQ2 calsequestrin 2 (cardiac muscle) 6,59 2,99 ++
CKMT2 creatine kinase, mitochondrial 2 (sarcomeric) 5,96 4,20 ++
LOC92346 LOC92346 5,78 3,36 0
S - -like homeodomain transcription factor 2 5,38 3,31 0

hypothetical protein MGC2744 5,07 3,19

Iikely ortholog of mouse fibronectin type Ill repeat containing protein 2| 4,83 3,11 n.a.
SGCA sarcoglycan, alpha (50kDa dystrophin-associated glycoprotein) 4,81 2,89 ++
ZNF207 Zinc finger protein 207 4,81 4,13 +
H1l protein kinase H11 4,74 2,96
AMPD1 adenosine monophosphate deaminase 1 (isoform M) 4,50 2,55 Sl
TNNI2 troponin |, skeletal, fast 4,48 3,10 ++
FABP7 Fatty acid binding protein 7, brain 4,47 2,36 0
P T inhibitory factor 1 441 | 368 0
FLJ12921 hypothetical protein FLJ12921 4,36 2,86 ++
NNAT Neuronatin 4,31 2,75 0
KLK6 kallikrein 6 (neurosin, zyme) -4,25 3,56 0
IMLC1SA myosin light chain 1 slow a 4,08 3,75 +
CYP2J2 Cytochrome P450, family 2, subfamily J, polypeptide 2 4,05 3,74 +
HSA243396 voltage-gated sodium channel beta-3 subunit (scn3b gene) 3,92 2,55 0
IMEG3 maternally expressed 3 3,89 2,52 0
MGC2628 hypothetical protein MGC2628 3,88 3,72 +

adenomatosis polyposis coli down-regulated 1 3,78 2,50 0

T-box 15 3,67 2,04 +

lendothelin 3 3,60 3,93 0
ITGB1BP2 integrin beta 1 binding protein (melusin) 2 3,59 2,83 ++

chemokine (C-C moitif) ligand 18 (pulmonary and activation-
CCL18 regulated) -3,44 2,48 0
CACNB1 calcium channel, voltage-dependent, beta 1 subunit 3,43 3,10 Sl
HSA243396 voltage-gated sodium channel beta-3 subunit (scn3b gene) 3,27 2,42 0
ITM2A integral membrane protein 2° 3,22 2,39 0
ACTG2 actin, gamma 2, smooth muscle, enteric 3,22 3,09 0
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4.1.2.1 Deregulierte Gene des Wnt Signalwegs in Wilms Tumoren

Interessanterweise fanden sich in Wilms Tumoren mit B-catenin Mutationen sowohl stark
deregulierte Zielgene des Wnt Signalweges als auch in der Wnt Signalkaskade vorgeschaltete
deregulierte Gene. Im Folgenden sollen einige dieser Gene diskutiert werden (vergleiche

Abbildung 15).

Unter den Zielgenen des Wnt Signalweges, also den Genen die dem durch Mutation
aktivierten (3-catenin Gen nachgeschaltet sind, war PITX2 mit 5,4-facher Regulation am
starksten {iberexprimiert. PITX2 ist ein bekanntes direktes Zielgen des Wnt/B-catenin
Signalwegs und wirkt als Transkriptionsfaktor (Lin et al. 1999). Es spielt eine entscheidende
Rolle in Entwicklungsprozessen, indem es vor allem die Zellproliferation fordert (Kioussi et
al. 2002). APCDD1 ist ein weiteres iiberexprimiertes direktes Zielgen des Wnt/3-catenin
Signalwegs. Es wurde urspriinglich als APC induzierbares Gen in Koloncarcinom-Zellen
isoliert (Kioussi et al. 2002). Die Uberexpression von APCDD1 ist mit Tumorprogression in
vitro und in vivo assoziiert (Kioussi et al. 2002). Diese Proliferations-fordernde Wirkung von
PITX2 und APCDD1 kénnte auch in Wilms Tumoren mit 3-catenin Mutation vorhanden sein
und zum Tumorwachstum beitragen. Weitere Gene, die zur Proliferation von Wilms Tumoren
mit 3-catenin Mutationen betragen konnten, finden sich in Abbildung 15.

Ebenfalls fanden sich deregulierte Gene, die in der Wnt/R-catenin Signalkaskade der R-catenin

Mutation vorgeschaltet sind. Die am stdrksten iiberexprimierten Gene waren WIF1 und

PRDC, die beide als Wnt Antagonisten wirken und der SFRP (secreted Frizzled-related
protein) Familie zugeordnet werden. Beide Gene spielen eine direkte Rolle in der
Tumorigenese. Die Expression von WIF1 (Wnt inhibitory factor 1) ist in verschiedenen
Tumorarten vermindert, z.B. in Prostata-, Brust- oder Lungentumoren (Wissmann et al. 2003).
Allerdings fand sich keine Korrelation zum Tumorstadium, so dass angenommen wird, dass
der Verlust von WIF1 und damit eine Aktivierung der Wnt Signalkaskade in einem relativ
friihen Stadium der Tumorentstehung eintritt. Die Uberexpression von WIF1 wurde kiirzlich
auch in Wilms Tumoren mit WT1 Mutationen beschrieben, wobei etwa die Hélfte der
Tumoren gleichzeitig auch eine R-catenin Mutation aufwies (Li et al. 2004). PRDC ist eine
starker ~Antagonist von sog. Bone Morphogenetic Proteins (BMPs), die in
Proliferationsprozesse wihrend der Embryogenese und Carcinogenese involviert sind (Sudo
et al. 2004). Umgekehrt hemmt die Uberexpression von PRDC die Proliferation von
Tumorzellen (Chen et al. 2002). Da die Gene WIF1 und PRDC in Wilms Tumoren mit [3-
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catenin Mutationen {iberexprimiert waren, wirken sie somit der durch die R-catenin Mutation

verursachten starken Aktivierung der Wnt Signalkaskade entgegen.

negativer Feedback

PRDC

Zelladhasion

RA Signalweg

ATX/ENPP2
IGFBP3, IGFBP5
ITGB1

EDN34 RIS1
EDNRA! RAB9B

Ras Signalweg

Cr,

i

APCDD14

Zellproliferation

Abbildung 15: Deregulierte Wnt Zielgene in Wilms Tumoren mit 3-catenin Mutationen.
Mutiertes 3-catenin kann nicht mehr abgebaut werden, was entsprechend zu einer dauerhaften
und unregulierten Aktivierung von B-catenin Zielgenen, wie z.B. PITX2 und APCDD1, fiihrt.
Als Reaktion auf die Daueraktivierung des Wnt Signalweges werden Wnt Inhibitoren wie
WIF1 und PRDC iiberexprimiert, wobei dieser negative Feedback Mechanismus aufgrund der
R-catenin Mutation ineffektiv bleibt.

Das Expressionmuster in [3-catenin mutierten Wilms Tumoren gibt ebenfalls Hinweise auf
eine Regulation von Genen, die an der interzelluldren Adhédsion beteiligt sind. AuBerdem
werden auch andere Signalkaskaden wie der Retinsdure und der Ras Signalweg im Sinne
eines ,,Crosstalks beeinfluf3t.

Zusammenfassend finden sich also zwei Gruppen von iiberexprimierten Genen in Wilms
Tumoren mit B-catenin Mutation: zum einen nachgeschaltete Zielgene wie z.B. PITX2 und
APCDD1, zum anderen der R-catenin Mutation vorgeschaltete Gene wie WIF1 und PRDC.

Die erste Gruppe dieser Gene vermittelt eine Aktivierung der Wnt Signalkaskade, wohingegen
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die zweite Gruppe hemmende Wirkung auf den dauerhaft aktivierten Wnt Signalweg austibt.
Somit scheint die Uberexpression von Wnt Antagonisten als Folge der unkontrollierten Wnt
Aktivierung aufzutreten und einen negativen, aber ineffektiven Feedback Mechanismus
darzustellen.

Weitere Komponenten des WNT/-catenin Signalwegs waren jedoch nicht dereguliert. Die
differentielle Expression der Gene APC, CCND1-3, DVL2 und 3, FZD1,4 und 8, GSK3B,
JUN, V-MYC, PSEN1, ROCK1, SMADZ2 und 3, WNT2,4 und 5B lag dabei jeweils unter einem
Wert von 1,2-facher Regulation. Auch bei der EASE-Analyse waren Gene des WNT/R-catenin
Signalwegs nicht signifikant in der Liste der deregulierten Gene liberreprisentiert (EASE
score > 0.05). Dementsprechend scheint eine spezifische und ausgepragte Dysregulation einer
relativ begrenzten Anzahl von WNT/R-catenin Signalweg-abhingigen Genen in Wilms

Tumoren mit B-catenin Mutationen vorzuliegen.

4.1.2.2 Differentielle Regulation Muskel-spezifischer Gene in Wilms Tumoren mit R-
catenin Mutationen

Auffalligerweise fanden sich unter den stark regulierten Genen in Wilms Tumoren mit [3-
catenin Mutationen viele Muskel-spezifische Gene wie z.B. Myoglobin oder die leichten und
schweren Ketten von Myosin (vergleiche Tabelle 9). Um zu untersuchen, ob diese Expression
mit histologischen oder immunhistochemischen Kriterien korreliert, wurden [-catenin
Farbungen an den meisten Tumoren vorgenommen. Dabei zeigte sich, dass stromareiche
Tumoren einen groen Anteil myogen differenzierter Areale aufwiesen, und zwar unabhéngig
vom Mutationsstatus des 3-catenin Gens. Dementsprechend hat die Deregulation von Muskel-
spezifischen Genen ein histologisches Korrelat im  Vorhandensein myogener
Zelldifferenzierung in Wilms Tumoren mit B-catenin Mutationen.

Das Vorkommen myogener Anteile wurde zuvor nur beim fetalen rhabdomyomatdsen
Nephroblastom beschrieben (Maes et al. 1999). Dies ist eine Wilms Tumor Variante mit einer
hiufigen Chemotherapie-Resistenz, aber einer vergleichsweise guten Prognose. Diese
Parameter verhielten sich in unseren Wilms Tumoren mit B-catenin dhnlich: Im Vergleich zu
anderen Wilms Tumoren war das Ansprechen auf die Chemotherapie deutlich schlechter,
wohingegen keiner der Tumoren mit 3-catenin Mutation rezidivierte.

In Wilms Tumoren ohne [-catenin Mutation entsprach die priadominierende [3-catenin
Fiarbung dem jeweils pradominanten Zelltyp. Bei der subzelluldren 3-catenin Farbung fand
sich folgendes Muster: (1) epitheliale und blastemale Zelltypen zeigten eine ausgeprigte

zytoplasmatische und membrandse, aber keine nukledre Fiarbung; (2) stromale und myogene
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Zelltypen wurden cytoplasmatisch und nukledr geférbt, aber nicht membrands. Daher scheint
R-catenin in diesen unterschiedlich differenzierten Tumoren unterschiedliche Aufgaben
einzunehmen: (1) in epithelialen und blastemalen Zellen ist es eher in Adhésionsprozesse
involviert, wohingegen (2) in stromalen und myogenen Zellen die Aktivierung des Wnt
Signalweges im Vordergrund zu stehen scheint. Dieser Hypothese entsprechend findet sich in
Wilms Tumoren mit B-catenin Mutationen hiufig eine Translokation von B-catenin vom

Cytoplasma in den Nukleus (Koesters et al. 2003).

Zusammenfassend wurden in diesem Teilprojekt Gene identifiziert, die spezifisch in Wilms
Tumoren mit B-catenin Mutationen dereguliert waren. Dabei tragen deregulierte Zielgene von
B-catenin wahrscheinlich zur vermehrten Zellproliferation bei. Die ebenfalls {iberexprimierten
und vorgeschalteten Inhibitoren des Wnt Signalwegs deuten auf einen negativen Feedback
Mechanismus hin, der allerdings im Fall einer vorliegenden [3-catenin Mutation (und dadurch
bewirkten Daueraktivierung des Wnt Signalwegs) unwirksam wire.

Der grofle Anteil Muskel-spezifischer Gene unter den am stdrksten regulierten Genen
entspricht der histologischen Beobachtung von vermehrter myogener Differenzierung in

diesen Tumoren und einer stirkeren B-catenin Farbung.

4.2 Untersuchung von Chibby, einem neuen Antagonisten des Wnt Signalweges

Das Gen Chibby (C220RF2) wurde kiirzlich als ein neuer Antagonist des Wnt Signalwegs
entdeckt (Takemaru et al. 2003). Chibby ist in der chromosomalen Bande 22q13 lokalisiert.
Es kodiert fiir ein ,,coiled coil“ Protein, das mit dem Transkriptionsfaktor Lef-1 um die
Bindung an 3-catenin konkurriert und somit die transkriptionelle Aktivierung von Zielgenen
des Wnt Signalwegs hemmt. Eine differentielle Regulation von Chibby wurde in Uterus- und
Schilddriisencarcinomen gezeigt (Greaves 2003).

Analysen zur subzelluldren Verteilung des R-catenin Proteins zeigten, dass Mutationen im 3-
catenin Gen mit einer verstirkten intranukledren Ansammlung von B-catenin in Wilms
Tumorzellen einhergehen (Koesters et al. 2003). Allerdings konnte eine entsprechende
intranukledre R-catenin Farbung auch in einigen Wilms Tumoren ohne B-catenin Mutation
beobachtet werden. Dies deutete darauf hin, dass der Wnt Signalweg auch in Tumoren ohne [3-
catenin Mutation aktiviert sein kann, und eine Mutation anderer beteiligter Gene in diesen

Tumoren wahrscheinlich ist.
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4.2.1 Durchfiihrung der Experimente

Um eine mogliche Rolle von Chibby in Wilms Tumoren zu untersuchen, wurden zwei
experimentelle Strategien angewandt:

Zum einen wurde die Expression von Chibby in 142 Wilms Tumoren der deutschen
SIOP/GPOH 93-01 Studie analysiert. Dazu wurde RNA isoliert, cDNA synthetisiert und eine
quantitative Real Time PCR Untersuchung durchgefiihrt. Zur Standardisierung wurde
gleichzeitig die Expression des Haushaltsgens HPRT ermittelt. Die Expressionsdaten wurden
nach verschiedenen klinischen und histologischen Kriterien analysiert. Die klinischen
Kriterien waren das Vorliegen von Metastasen (ja/nein), das spétere Auftreten eines Rezidivs
(ja/nein) und das Ansprechen auf die prdoperative Chemotherapie (Tumorvolumenreduktion
nach prioperativer Chemotherapie >/< 50%). Bei der Stratifizierung der Tumorhistologie
wurden mittelgradig maligne Tumoren (Standardrisiko: triphasische, regressive, stromareiche
und epitheliale Tumoren) mit hochmalignen Tumoren (blastemreiche und anaplastische
Tumoren) verglichen. Zusétzlich wurde der Mutationsstatus von WT1 und R-catenin ermittelt
und zur Stratifizierung der Expressionsdaten von Chibby eingesetzt. WT1 wurde durch SSCP
oder DHPLC untersucht, wobei Exons mit auffilligem Profil anschlieBend sequenziert
wurden. B-catenin wurde direkt sequenziert.

Die zweite Strategie bestand in einer cDNA-Mutationsanalyse von Chibby bei einer Auswahl
von 21 der 142 Wilms Tumoren. Hierbei wurden Tumoren mit einer erhdhten
Wahrscheinlichkeit einer Chibby Mutation eingeschlossen: dazu zdhlten (1) stromareiche
Tumoren und Tumoren mit (2) WT1 Mutation und/oder (3) 3-catenin Mutation. Die Tumor
cDNAs wurden amplifiziert und aufgereinigt. AnschlieBend wurde der gesamte kodierende

Bereich sequenziert.

4.2.2 Ergebnisse und Diskussion

Bei der Stratifizierung der Expressionsdaten von Chibby ergaben sich bei keinem der
angewandten Kriterien (Metastasen, Rezidiv, prdoperative Chemotherapie, WT1 und B-
catenin Mutationsstatus) signifikante Expressionsunterschiede (Abbildung 16).

Ebenfalls bei der Sequenzanalyse von Chibby konnten keine Mutationen im kodierenden
Bereich festgestellt werden. Die einzige relevante Verdnderung war eine bisher nicht
beschriebene Splicevariante, die in allen Wilms Tumoren geringgradig ausgeprégt vorlag. Bei
dieser Splicevariante in Chibby wird das Exon 4 bei der Translation iibersprungen, und eine in

Exon 5 auftretende Verschiebung des Leserasters flihrt zu einem verkiirzten Protein. Es stellte
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sich die Frage, ob diese Splicevariante auch in anderen Geweben vorliegt. Entsprechend
wurden fetale Gewebeproben aus Niere, Leber, Milz, Gehirn und Lunge untersucht, wobei die
Splicevariante in allen Geweben auf einem niedrigen Level vorlag. Entsprechend ist eine

pathologische Bedeutung dieser neuen Splicevariante unwahrscheinlich.

Metastasen Rezidiv Chemoth. Ansprechen Malignitat [-cat Mut WT1 Mut
[] nein [] nein [] nein [] gut [] standard [] nein [] nein
H ia [ E! [ E! [ schlecht ] hoch B ia N E!
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c
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>
N
x
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a - ——
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19
n=108 17 84 17 18 110 47 35 62 15 47 13 86 6

Abbildung 16: Expression von Chibby in 142 Wilms Tumoren, die nach verschiedenen
klinischen und histologischen Kriterien sowie dem Mutationsstatus statifiziert wurden.
Dargestellt sind die medianen Zyklusdifferenzen der Real Time RT-PCR Analyse mit den
zugehorigen Standardabweichungen. Die Anzahl der Tumoren in einzelnen Gruppen ist
unterhalb der Sdulen angegeben. Die Gruppe der rezidiv-freien Tumoren enthélt
ausschlieflich Tumoren von Kindern mit einem rezidiv-freien Follow-up von mindestens drei
Jahren. Eine Tumorvolumenreduktion von > 50% nach prioperativer Chemotherapie wurde
als gutes Ansprechen definiert, entsprechend wurden Tumoren mit einer Volumenreduktion <
50% oder einer Volumenzunahme der Gruppe mit schlechtem Ansprechen zugeordnet. Die
Risikogruppen beziehen sich auf die histologische Subtypisierung. Die Standardrisikogruppe
enthdlt 32 triphasische, 15 regressive, 7 stromareiche und 8 epitheliale Tumoren, die
Hochrisikogruppe besteht aus 11 blastemreichen und 4 anaplastischen Tumoren.

AuBlerdem wurde in zehn der analysierten Wilms Tumoren ein (stiller) Polymorphismus
(435T/C) in der Chibby Exon Sequenz entdeckt, der bei sicben Tumoren in heterozygoter
Form und bei drei Tumoren in homozygoter Form vorlag. Dieser Polymorphismus wurde
bereits beschrieben (snp 3747174; http://www.ensembl.org/Homo _sapiens/genesnpview?db=
&gene=ENSG00000100211). Die Haufigkeit seines Auftretens stimmt bei den untersuchten

Tumoren mit der vorbeschriebenen Haufigkeit iiberein (ca. 40-50%).
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Zusammenfassend wurde die Bedeutung von Chibby, einem neuen Antagonisten des Wnt
Signalwegs, bei der Entstehung von Wilms Tumoren untersucht. Es konnten weder
Mutationen noch Expressionsunterschiede bei verschiedenen Wilms Tumoren festgestellt
werden, obwohl eine differentielle Regulation von Chibby in anderen Tumoren
vorbeschrieben war. Daher scheint Chibby nicht an der Entstehung von Wilms Tumoren

beteiligt zu sein.
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5. Neue Keimbahn WT1 Mutation in einer Familie mit Wilms Tumor und Nephropathie

Das Wilms Tumor Gen 1 (WT1) spielt eine Schliisselrolle bei der Entwicklung der Nieren und
der Gonaden. Urspriinglich wurde es als Tumor Suppressorgen in Wilms Tumoren isoliert
(Call et al. 1990; Gessler et al. 1990).

Wie in Kapitel 1.3.1 beschrieben, finden sich in etwa 10-15% aller sporadischen Wilms
Tumore somatische Mutationen in WT1. Bei etwa vier Prozent aller Kinder treten Wilms
Tumor-assoziierte Syndrome auf, z.B. das Denys-Drash, das Frasier oder das WAGR
Syndrom. Bei diesen Kindern ist der Anteil der WT1-Mutationen mit etwa 90% wesentlich
hoher, allerdings handelt es sich um Keimbahn-Mutationen.

Die Mutationsmechanismen unterscheiden sich bei den drei genannten Syndromen: (1) Beim
Denys-Drash Syndrom liegen hdufig Missense Mutationen in den Exons 8 und 9 vor, die die
fiir die DNA-Bindung wichtigen Zink-Finger Doménen verdndern (Royer-Pokora et al. 2004).
(2) Das Frasier Syndrom wird dagegen durch eine spezifische WT1-Mutation in der
Splicestelle des Intron 9 verursacht. Dadurch verschiebt sich das Gleichgewicht zwischen
zwel Splicevarianten (Barbaux et al. 1997; Klamt et al. 1998a). (3) Beim WAGR Syndrom
finden sich zytogenetisch sichtbare Deletionen in der Chromosomenbande 11p13, die zum
Ausfall mehrerer Gene fiithren. In den Wilms Tumoren von WAGR Patienten tragt das zweite
WT1-Allel eine somatische Mutation (Huff 1998).

Vermutlich sind diese verschiedenen Mutationsmechanismen auch fiir die verschiedenen
klinischen Symptome bei diesen Syndromen verantwortlich. Zusitzlich zum Wilms Tumor
finden sich beim Denys-Drash Syndrom eine Nephropathie (meist eine diffuse mesangiale
Sklerose, die zu frilhem Nierenversagen fiihrt) und eine Gonadendysgenesie (meist
ménnlicher Hermaphroditismus). Die Nephropathie beim Frasier Syndrom ist eher fokal und
segmental ausgeprdgt und tritt spéter auf als beim Denys-Drash Syndrom. Die klinischen
Symptome beim WAGR Syndrom (Aniridie, urogenitale Malformationen und geistige
Retardierung) entsprechen der Ausdehnung der Deletion, wobei am hiufigsten die Gene WT1
und PAX6 deletiert sind.

Nachfolgend wird die Entdeckung einer WT1 Mutation in einer Familie mit Nephropathie und

Wilms Tumor beschrieben, bei der ein neuer Mutationsmechanismus (Read-through) vorliegt.

5.1 Fallbeschreibung und methodische Durchfiihrung

Die Indexpatientin entwickelte im Alter von neun Jahren einen unilateralen Wilms Tumor und

wurde entsprechend des SIOP-Protokolls mit einer prédoperativen Chemotherapie und einer
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Tumornephrektomie behandelt. Die entfernte Niere zeigte eine Doppelanlage von Pyelon und
Ureter. Da der Tumor dem Stadium III entsprach, wurde eine postoperative Strahlen- und
Chemotherapie angeschlossen. Zusitzlich wurden eine Hypertrophie sowie eine Nephropathie
der verbleibenden Niere festgestellt, die langsam progredient verliefen. Mehrere
therapeutische Versuche mit Corticosteroiden und Antihypertensiva blieben erfolglos. Die
Patientin ist derzeit 22 Jahre alt und wird aufgrund des fast vollstdndigen Nierenversagens in
einem Dialysezentrum betreut.

Die Mutter der Indexpatientin entwickelte ebenfalls eine Nierensymptomatik mit Proteinurie
und nephrotischem Syndrom, allerdings erst wéhrend ihrer zweiten Schwangerschaft mit 24
Jahren. Die Nephropathie war wie bei ihrer Tochter langsam progredient und fiihrte zu
Bluthochdruck und einer Lipidstoffwechselstorung. In der Nierenbiopsie zeigte sich eine
fortgeschrittene Glomerulonephritis mit interstitieller Fibrose. Nach ebenfalls erfolgloser
Corticosteroid-Therapie begann die Mutter der Indexpatientin eine Dialyse im 46. Lebensjahr.
Der jiingere Bruder der Indexpatientin leidet unter starker Adipositas und Bluthochdruck,

seine Nierenfunktion ist aber normal. Eine weitere Schwester und der Vater sind gesund.

Aus dem Blut aller Familienmitglieder wurde DNA extrahiert. Die WT1 Exons 7-10 (bei der
Indexpatientin ebenfalls die Exons 1-6) wurden amplifiziert und sequenziert. Die extrahierte
DNA aus dem (mehr als zehn Jahre alten) Tumor der Indexpatientin war leider von schlechter

Qualitit, so dass sich WT1 im Tumor nicht zuverldssig untersuchen lieB3.

5.2 Ergebnisse und Diskussion

Die klinischen Symptome der Indexpatientin (Wilms Tumor und Nephropathie) und ihrer
Mutter (Nephropathie) legten zundchst die Diagnose eines Denys-Drash Syndroms nahe.
Jedoch wurde bei der molekularen Analyse keine der typischen Mutationen, z.B. in Exon 9
(R394W/Q/L) gefunden (Review von Royer-Pokora et al. 2004). Stattdessen konnte eine neue
WT1 Mutation im Exon 10 detektiert werden. Diese heterozygote Punktmutation (1730A/G)
ist im Stop Codon des Exons 10 lokalisiert (X450W) und fiihrt zu einer Verldngerung des
WT1 Proteins um 22 Aminosduren. Zunéchst lie3 sich diese Mutation bei der Indexpatientin
nachweisen und konnte anschliefend ebenfalls bei ihrer Mutter und dem Bruder isoliert

werden (siehe Abbildung 17).
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Abbildung 17: Familienstammbaum mit WT1 Sequenzen (des Stop Codons in Exon 10 mit
angrenzenden Tripletts) und klinischen Informationen zu allen Familienmitgliedern.

Die WT1 Keimbahn-Mutation im Stop Codon des Exon 10 (1730A/G; X450W) fiihrt zu
einem “Read-through” sowie einem dadurch verlingerten Protein und wurde bei drei
Familienmitgliedern gefunden (1.2, 11.2, I1.3). Als klinische Manifestationen traten ein Wilms
Tumor und eine Nephropathie bei einer Tochter (II.2) und eine Nephropathie bei der Mutter
(I.2) auf. I1.3 hatte eine normale Nierenfunktion.

Der Mechanismus dieser sog. Read-through Mutation ist bisher nicht bei Wilms Tumoren
beschrieben worden. Allerdings ist der Mechanismus als Ausloser anderer Erkrankungen
bekannt. So wird z.B. eine Form der a-Thalassdmie durch eine Mutation im Stop Codon des
Globin Gens verursacht (Clegg et al. 1971).

Die hier beschriebene WT1 Read-through Mutation war mit einem vergleichsweise spiten
Auftreten des Wilms Tumors bei der Indexpatientin und der Nephropathie bei ihr und ihrer

Mutter assoziiert. Dies konnte dadurch erkldrt werden, dass die Mutation zwar zu einem
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verlangerten, aber sonst unverdnderten Protein fithrt. Der Mutationstyp kdnnte auch erkldren,
warum die klinischen Symptome nicht genau mit den Symptomen anderer bekannter Wilms
Tumor-assoziierter Syndrome (Denys-Drash, Frasier und WAGR Syndrom) iibereinstimmen.
Das frithere Auftreten der Nephropathie bei der Indexpatientin im Vergleich zu ihrer Mutter
konnte durch eine Schidigung ihrer verbleibenden Niere durch die Chemotherapie erklart
werden.

Urogenitale Fehlbildungen bei Wilms Tumor-assoziierten Syndromen betreffen wesentlich
héufiger das médnnliche Geschlecht. Die hier beschriebene Indexpatientin hatte ebenfalls eine
Nierenfehlbildung (Doppelanlage von Pyelon und Ureter), die ein Beispiel fiir eher
geringgradig ausgepragte Fehlbildungen beim weiblichen Geschlecht darstellen konnte.

Der 17-jahrige Bruder der Indexpatientin, der ebenfalls die WT1 Mutation trégt, hat bisher
keine Einschrankung der Nierenfunktion und sein Bluthochdruck geht wahrscheinlich auf
ausgeprigtes Ubergewicht zuriick. Da die Mutter jedoch mit 17 Jahren auch noch
symptomfrei war, wird die Nierenfunktion des Bruders nun regelmiBig tiberpriift, um
gegebenenfalls frithzeitig therapeutisch einzugreifen.

Zusammenfassend stellt diese erstmals beschriecbene WT1 Mutation einen neuen
Mutationsmechanismus (Read-through) dar, der mit einem relativ spiten Auftreten von

Wilms Tumor und Nephropathie assoziiert war.
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6. Zusammenfassung

Das Nephroblastom, auch Wilms Tumor genannt, ist der haufigste bdsartige Nierentumor bei
Kindern und betrifft etwa eins von 10.000 Kindern. Bei 10-15% aller Wilms Tumoren finden
sich Mutationen in WT1 (Wilms Tumor Gen 1) und/oder R-catenin, wohingegen die
molekulargenetischen Ursachen, die zur Entstehung der Mehrheit der Wilms Tumoren fiihren,
noch unbekannt sind. Ebenfalls unerforscht sind Faktoren, die eine schlechte Prognose der
Erkrankung vorhersagen.

Mittels cDNA-Microarray Expressionanalysen von 63 einheitlich therapierten Wilms
Tumoren wurden Gene identifiziert, deren differentielle Regulation mit Tumorprogression
und dem spéteren Auftreten eines Rezidivs assoziert ist. Bei der Clusteranalyse zeigten sich
ausgepragte Expressionsunterschiede besonders zwischen Rezidiv-freien und spéter
rezidivierten Tumoren sowie zwischen Tumoren der histologischen Standardgruppe und der
Hochrisikogruppe. Dabei waren mehrere differentiell regulierte Gene, wie z.B. TRIM22,
CENPF, MYCN, CTGF, RARRES3 und EZH2, mit Tumorprogression assoziiert. Die
Expression dieser Gene wurde an denselben Tumoren mittels Real Time PCR bestétigt.
Einige der Gene, die in Wilms Tumoren mit hoher Malignitdt und in rezidivierten Tumoren
differentiell reguliert sind, gehdren zum Retinsdure Signalweg. All-trans Retinsdure (ATRA)
wird bereits bei einer Form der Leukdmie (APL) und einigen pédiatrischen Tumoren
therapeutisch eingesetzt. Daher stellte sich die Frage, ob auch Kinder mit fortgeschrittenen
Wilms Tumoren von einer Retinsdure-Therapie profitieren.

Zur Beantwortung dieser Frage wurden Primédrkulturen von Wilms Tumorzellen mit
unterschiedlichen Konzentrationen von all-trans Retinsdure behandelt. AnschlieBend wurde
erneut die Genexpression mittels cDNA Microarrays und Real Time PCR untersucht. Viele
Gene, die zuvor in fortgeschrittenen und rezidivierten Wilms Tumoren differentiell reguliert
waren, zeigten nach der Behandlung mit Retinsdure eine entgegengesetzte Regulation.
Zusitzlich zum aktivierten Retinsdure Signalweg wurden insbesondere Gene aus dem TGFR
(tumor growth factor ) Signalweg stark reguliert. Sowohl der Retinsdure Signalweg als auch
der TGFR Signalweg hemmen das Zellwachstum und stoppen daher das Fortschreiten einer
Tumorerkrankung. Somit konnte auch auf molekularer Ebene nachgewiesen werden, dass
Retinsdure eine neue Therapie bei Wilms Tumoren darstellen konnte.

Weiterhin wurden die Genexpressionsprofile von Wilms Tumoren mit und ohne Mutation in
R-catenin (CTNNB1) untersucht, um spezifische Zielgene des Wnt/[3-catenin Signalwegs in
Wilms Tumoren zu identifizieren. Durch den Vergleich dieser sich genetisch

unterscheidenden Tumorgruppen konnten mehrere spezifisch in B3-catenin mutierten Wilms

53



Tumoren deregulierte Gene beschrieben werden. Aber auch iibergeordnete (d.h. in der Wnt
Kaskade iiber dem R-catenin stehende) Gene waren dereguliert. Die Uberexpression dieser
Inhibitoren des Wnt Signalwegs konnte einen negativen (aber ineffektiven) Feedback-
Mechanismus in Tumoren mit unkontrollierter Wnt Aktivierung darstellten. Zusitzlich fanden
sich deregulierte Gene aus dem Retinsdure und dem Ras Signalweg, so dass eine Interaktion
zwischen diesen Signalwegen und der Wnt Kaskade anzunehmen ist. Auffillig im
Expressionsmuster von Wilms Tumoren mit 3-catenin Mutationen war ein hoher Anteil von
Muskel-spezifischen Genen. Passend dazu zeigte sich bei B-catenin Antikorper Féarbungen
von Wilms Tumor Gewebeschnitten ein hoher Anteil von myogen differenzierten Zellen in 3-
catenin mutierten Tumoren.

Da eine nukledre R-catenin Farbung auch in Wilms Tumoren ohne B-catenin Mutation
beschrieben wurde, sind wahrscheinlich weitere Gene an der Pathogenese des Wilms Tumors
beteiligt. Chibby (C220RF2) wurde kiirzlich als ein neuer Antagonist in der Wnt
Signalkaskade beschrieben, der die Transkriptionsaktivierung durch 3-catenin hemmt. Die
Expression von Chibby wurde in 142 Wilms Tumoren untersucht. Dabei ergaben sich jedoch
keine signifikanten Expressionsunterschiede zwischen verschiedenen Tumorgruppen, die
nach klinischen und histologischen Kriterien und dem Mutationsstatus stratifiziert wurden.
AuBlerdem fanden sich keine Mutationen von Chibby in Wilms Tumoren. Eine Splice
Variante, die zum Fehlen von Exon 4 in Wilms Tumoren fiihrt, wurde ebenfalls in fetalen
Normalgeweben entdeckt. Zudem wurde ein Polymorphismus in Exon 4 (435T/C)
beschrieben. Zusammenfassend ergibt sich also kein Anhalt fiir eine Beteiligung von Chibby
an der Entstehung von Wilms Tumoren.

Zuletzt wurde eine neue familidre WT1 Mutation im Stop Codon des Exon 10 (1730A/G;
X450W) beschrieben, die mit dem Auftreten eines Wilms Tumors und einer Nephropathie in
zwel Generationen assoziiert war. Es handelt sich um einen neuen Mutationstyp (Read-
through), der in einem verldngerten aber sonst unverinderten WT1 Protein resultiert.
Entsprechend fiihrte diese Mutation zu inkompletter Penetranz und einem relativ spiten

Auftreten von Wilms Tumor und Nephropathie in der beschriebenen Familie.
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Summary

Among pediatric malignancies, Wilms tumor is one of the most frequent solid tumors
affecting one in 10,000 children. It arises from embryonal blastema and most frequently
presents as unilateral and sporadic tumor. Gene mutations in WT1 and [3-catenin are known to
be involved in a subset of Wilms tumors (10-15%, respectively), whereas in the majority of
Wilms tumors the genetic etiology of tumorigenesis is still unclear.

cDNA microarray experiments using 63 concordantly treated primary Wilms tumors were
performed with the aim of detecting new candidate genes associated with malignancy grade
and tumor progression. The stratification of expression data according to clinical criteria
allowed a rather clear distinction between different subsets of Wilms tumors. Clear-cut
differences in expression patterns were discovered between relapse-free as opposed to
relapsed tumors and intermediate risk as opposed to high risk tumors. Several differentially
expressed genes, e.g. TRIM22, CENPF, MYCN, CTGF, RARRES3 and EZH2, were associated
with Wilms tumor progression. For a subset of differentially expressed genes microarray data
were confirmed by real time RT-PCR on the original set of tumors. Interestingly, the retinoic
acid pathway was found to be deregulated at different levels in advanced tumors.

To investigate whether retinoic acid could be employed as a novel therapeutic agent in these
tumors, cultured Wilms tumor cells were treated with different concentrations of all-trans
retinoic acid (ATRA) and gene expression changes were assessed by real time RT-PCR as
well as microarray analysis. Several genes that were previously found to be deregulated in
advanced tumors exhibited opposite expression changes after ATRA treatment. In addition to
enhanced retinoid signalling, the TGFR pathway was strongly activated by ATRA treatment
of Wilms tumor cells. Both the retinoic acid and the TGFR pathway mediate inhibition of cell
growth. These findings represent the first molecular evidence of a potential benefit from
ATRA treatment in Wilms tumors.

Furthermore, to identify putative target genes of the Wnt/B-catenin pathway in Wilms tumors,
gene expression profiles in Wilms tumors with and without mutations in 3-catenin (CTNNBL1)
were compared. The comparison of these genetically distinct sets of tumors revealed several
target genes specifically deregulated in [-catenin mutated Wilms tumors. In addition to
overexpressed downstream target genes, several upstream inhibitors of Wnt/R-catenin
signalling were also strongly upregulated and may represent a negative feedback mechanism
in tumors with uncontrolled Wnt signalling. Moreover, deregulated genes in both the retinoic

acid and the Ras pathway were identified, suggesting an association between these two
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pathways and that of Wnt. Finally, the strong representation of muscle-related genes in the
expression profile of R-catenin mutated Wilms tumors corresponded to histologically
detectable areas of myomatous cells in these tumors which displayed intense R-catenin
antibody staining.

Nuclear immunoreactivity for -catenin has been described even in the absence of detectable
R-catenin mutations. This suggested that other components of the Wnt pathway may be
involved in the pathogenesis of a subgroup of Wilms tumors. Chibby (C220RF2) is a recently
identified antagonistic component of the Wnt pathway that inhibits the transcriptional activity
of R-catenin. The expression of Chibby was analysed by real time RT-PCR in 142 Wilms
tumors, but there was no significant expression difference in any group of tumors stratified
according to clinical, histological and mutational criteria. Furthermore, mutation analysis did
not reveal any mutations of the coding sequence. However, a constitutive splice variant
leading to the absence of exon 4 in all Wilms tumors as well as in normal tissues and a
frequent silent polymorphism in the Chibby exon 4 sequence (435T/C) were detected. These
data strongly suggest that despite its attractive function as a modulator of B-catenin activity
Chibby is not involved in Wilms tumorigenesis.

Finally, a novel familial WT1 point mutation in the stop codon of exon 10 (1730A/G;
X450W) is reported that was associated with Wilms tumor and slow progressive nephropathy.
The type of mutation (read-through), which leads to an elongated but otherwise unchanged
WT1 protein, may be associated with incomplete penetrance and a relatively late onset of both

Wilms tumor and nephropathy in the family described.
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Expression profiling of Wilms tumors reveals new candidate genes for different

clinical parameters
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Wilms tumor is the most frequent renal neoplasm in children,
but our understanding of its genetic basis is still limited. We per-
formed cDNA microarray experiments using 63 primary Wilms
tumors with the aim of detecting new candidate genes associated
with malignancy grade and tumor progression. All tumors had
received preoperative chemotherapy as mandated by the SIOP
protocol, which sets this study apart from related approaches in
the Unites States that are based on untreated samples. The strati-
fication of expression data according to clinical criteria allowed a
rather clear distinction between different subsets of Wilms
tumors. Clear-cut differences in expression patterns were discov-
ered between relapse-free as opposed to relapsed tumors and
tumors with intermediate risk as opposed to high risk histology.
Several differentially expressed genes, e.g. TRIM22, CENPF,
MYCN, CTGF,RARRES3 and EZH?2, were associated with Wilms
tumor progression. For a subset of differentially expressed genes,
microarray data were confirmed by real-time RT-PCR on the
original set of tumors. Interestingly, we found the retinoic acid
pathway to be deregulated at different levels in advanced tumors
suggesting that treatment of these tumors with retinoic acid may
represent a promising novel therapeutic approach.

© 2005 Wiley-Liss, Inc.

Key words: Wilms tumor; nephroblastoma; retinoic acid; microarray;
E2F

Wilms tumor or nephroblastoma is one of the most common
solid tumors in childhood, with an incidence of 1:10,000 live
births. It arises from embryonic kidney cells and most frequently
presents as a unilateral (95%) and sporadic (98%) tumor. Accord-
ing to the SIOP (International Society of Pediatric Oncology) pro-
tocol, the treatment of children over the age of 6 months is initi-
ated with preoperative chemotherapy comprising actinomycin-D
and vincristin for 4 weeks. Postoperative treatment after tumor
nephrectomy depends on tumor histology, detection of metastases
and local tumor stage. The overall 5-year-survival rate is approxi-
mately 90%."

For most Wilms tumors, the molecular pathogenesis is still
unclear. Mutations in WT, a tumor suppressor gene at 11p13% and
in B-catenin (CTNNBI),? a component of the Wnt signaling path-
way, are known to be involved in Wilms tumorigenesis. Both
mutations are frequently associated with each other,* but account
for only 10-15% of Wilms tumors.” However, they do not have a
predictive value. Furthermore, p53 mutations frequently occur in
anaplastic Wilms tumors, which belong to the group of tumors
with high-risk histology.®

Allele loss studies and comparative genomic hybridization have
identified several chromosomal regions that are frequently deleted.
Alterations in some of these chromosomal regions are associated
with poor outcome, e.g. chromosomes 1 and 16q.” Nevertheless, it
has not been possible up to now to delineate individual genes
within these regions that initiate or promote Wilms tumor growth.

With the aim of detecting novel candidate genes important for
malignancy grade and tumor progression, we performed cDNA
microarray experiments based on 11,500 clones, using 63 primary
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Wilms tumors treated with preoperative chemotherapy, the largest
cohort analyzed to date.

Materials and methods
Wilms tumors

Primary tumor tissue was initially obtained from 77 Wilms
tumors from the German SIOP/GPOH 93-01 Wilms tumor study.
Detailed clinical data were collected for all samples. Sixty-seven
of 77 tumors received preoperative chemotherapy as mandated by
the SIOP protocol. To exclude expression differences due to the
therapeutic approach (preoperative chemotherapy vs. primary
operation), we included only those 67 tumors that were preopera-
tively treated in our final analysis. In most cases, histological diag-
nosis was available from both local and reference pathologists.
Informed consent for biological studies had been obtained before

surgery.

Isolation and amplification of RNA

Total RNA was isolated from frozen tumor tissue, using the
RNA/DNA Midi Kit (Qiagen, Germany) or Trizol reagent (Life
Technologies). RNA was treated with 30 U DNase, again purified
(RNeasy Kit, Qiagen) and stored in water at —80°C. The reference
sample for array hybridizations consists of an RNA pool from 14
Wilms tumors with different clinical data.

Since the amount of extracted RNA was not sufficient for array
hybridization in most cases, we amplified mRNA from all total
RNA samples using the MessageAmp aRNA Kit (Ambion, Hun-
tingdon, UK). Briefly, the procedure consists of reverse transcrip-
tion with an oligo(dT) primer bearing a T7 promoter and in vitro
transcription of the resulting cDNA with T7 RNA polymerase to
generate multiple copies of each mRNA. After one round of in
vitro transcription starting with 1 pg of total RNA, the yield of
amplified mRNA ranged between 10 and 50 pg.

c¢DNA labeling

Hybridization probes were generated by indirect labeling with
Cy3 and CyS dyes, using the CyScribe cDNA Post Labeling Kit
(Amersham Biosciences Europe, Freiburg, Germany). Three
micrograms of amplified tumor and reference RNA, respectively,
were reverse transcribed with nonamer primers, incorporating
modified amino-allyl-dUTP. The RNA template was then
degraded with 2 pl NaOH (2.5 N) at 37°C for 15 min, followed by
neutralization with 10 pl HEPES (2 M). The cDNA was purified

This article contains supplementary material available via the Internet at
http://www.interscience.wiley.com/jpages/0020-7136/suppmat.
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(PCR Purification Kit, Qiagen, Hilden, Germany) and labeled with
Cy5 (tumor samples) and Cy3 (reference samples). Labeled tumor
and reference samples were then combined and again purified to
remove unbound Cy dyes.

Microarray experiments

Microarrays were generated as previously described® using a
GMS 417 arrayer (MWG Biotech, Ebersberg, Germany). The
chips contained 11,500 clones from the human sequence-verified
UniGene cDNA sets gf200, gf201 and gf202 (http://www.resgen.
com). Each experiment was performed as sandwich hybridization,
i.e. instead of a cover slip, a second microarray slide was used.
This provides a replicated measurement for each hybridization,
which can be used for quality control and for reduction of techni-
cal variability.

Arrays were prehybridized for 30 min at 55°C with a blocking
solution containing 1% bovine serum albumin, 3X SSC and 0.1%
SDS. After washing with water, arrays were dried by brief centri-
fugation. To reduce unspecific background signals, Cotl DNA and
polyA were added to the labeled cDNAs. The addition of 10 pl
SSC (20X) and 4 pl SDS (2%) resulted in a final volume of
100 pl. Hybridization samples were boiled for 2 min immediately
before sandwich hybridization. After incubation in a humid cham-
ber at 55°C for 16 hr, arrays were separated again and 4 washing
steps were carried out, twice with 0.1 X SSC/0.1% SDS and twice
with 0.1 X SSC. Finally, the arrays were washed in water and dried
by centrifugation.

Standardization and quality control

Arrays were scanned separately for both Cy dyes, using a GMS
418 microarray scanner (MWG Biotech, Ebersberg, Germany). Spot
intensities were extracted from a scanned image with ImaGene 3.0
software (BioDiscovery Inc., Marina Del Rey, USA). Software
parameters such as ‘‘signal range’” or ‘‘spot detection threshold”
were optimized for maximum reproducibility prior to image analysis
(not shown). For each spot, median signal and background inten-
sities were obtained for both channels. To account for spot differen-
ces, the background was corrected and the ratio of the two channels
was calculated and log,-transformed.

In order to balance fluorescence intensities for the two dyes and
to allow for comparison of expression levels across experiments,
the raw data were standardized. The first step consisted of a spatial-
and intensity-dependent standardization similar to that in Ref. 9 to
correct for inherent bias on each chip. As each gene was measured
twice in the sandwich hybridization, mean log-ratios M were calcu-
lated from replicates. When gene replicates differed more than the
maximum of 3-fold and 75% of the calculated average log-ratio or
when background intensity was higher than signal intensity, the
spot was excluded from that array. In total, 1.3% (~150 spots per
chip) of all spots had to be flagged and filtered out.

Sandwich hybridizations were highly reproducible. Only 4
hybridizations (5%) were excluded because of inconsistencies
between replicated measurements. In 1 tumor sample, one of the
sandwich slides showed strong spatial effects; therefore only 1
measurement from this tumor was used in the final data analysis.
Ten tumors were excluded from further analysis because they
were primarily operated and did not receive preoperative chemo-
therapy as the majority of tumors did. The final data matrix con-
sisted of 11,552 standardized gene expression measurements
(logy-ratios) from 63 individual tumors.

Statistical methods

To compare expression profiles between two independent
groups, the 2-sample Welch 7-statistic was used for ranking the
genes. To account for multiple testing, we estimated the false dis-
covery rate (FDR), a procedure introduced by Benjamini and
Hochberg.'® The FDR is based on permutation p-values and it
estimates the proportion of false discoveries within a given set of
genes. As a second method, to correct for multiple testing, we cal-
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culated the familywise error rate (FWER). This method has
already been applied to microarrays by Callow et al.'' It repre-
sents a step-down permutation algorithm - that takes the correla-
tion of the variables into account. The procedure does not rely
upon a normality assumption. For example, evaluating all genes
with an adjusted p-value of less than 5% means that the probabil-
ity of having one or more false positive genes within the whole list
is less than 5%. Because of the small sample size for most groups,
in combination with the pronounced heterogeneity typically seen
in Wilms tumors, the usual selection criteria (FWER or FDR
< 0.05) were inappropriate to show differences in marker list
quality between the different clinical questions. Therefore, higher
adjusted p-values were used as cut-off criteria to generate lists of
potentially interesting genes and the quality of the resulting lists
was then further evaluated using FDR.

Both methods are implemented in the multtest package of the
Bioconductor project (http://www.bioconductor.org).'> The open
source project Bioconductor provides a collection of statistical
tools developed for the analysis of microarray data.

To avoid losing interesting candidate genes with large fold
change differences, we generated additional lists with candidate
genes in an exploratory manner by selecting only genes with a fold
change difference of at least 2 and an absolute value of the 7-statis-
tic of more than 1.96. Because of the ad hoc selection procedure,
p-values or FDRs were not calculated for these lists.

Note that the primary goal of this study was to screen for differ-
entially expressed genes for further analysis. FDRs and adjusted
p-values were therefore only composed for descriptive purposes,
not to prove statistical significance. The cut off used for compari-
son of the different clinical criteria was derived from estimated
adjusted p-values (FWER).

Cluster analysis

Prior to cluster analysis, the expression profile of each gene was
centered by subtracting the mean observed value. Average linkage
hierarchical clustering was then performed for genes as well as for
chips, using the Euclidean distance metric as implemented in the
program Genesis."*

Analysis of over-represented genes and themes within
gene lists by EASE

EASE (Expression Analysis Systematic Explorer) is a software
application that automates the process of biological theme deter-
mination. EASE calculates over-representation of certain genes in
a given list of deregulated genes with respect to the total number
of genes assayed. Statistical measure of over-representation is the
““EASE score,”” which was shown to reliably identify most robust
catg%(;r)ieig of differentially regulated groups of genes (EASE score
< 0. .

Real time RT-PCR

Real-time PCR reactions were performed on all original Wilms
tumor samples. About 0.5 pg of the amplified RNA was used for
cDNA synthesis with the RevertAid First Strand cDNA Synthesis
Kit, respectively (MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Germany). For
RNA degradation, each reaction mix was then incubated with
1.25 U of RNaseH at 37°C for 30 min. Finally, water was added to
a final volume of 200 pl.

Real-time PCR was conducted in the iCycler (Bio-Rad, Munich,
Germany). The standard PCR reactions (22 pl) contained 2 pl
c¢DNA, 0.13 pmol FITC (Bio-Rad, Munich, Germany) and 0.75 pl
SybrGreen (1:20,000 diluted, Eurogentec, Seraing, Belgium) for
detection. PCR conditions were 40 cycles of denaturation at 95°C
for 15 sec, followed by annealing and elongation at 60°C for
1 min. Finally, melt curves were established (50-93°C) in order to
check the accuracy of the amplification. Real-time PCR reactions
with the housekeeping gene HPRT were performed with the aim
of equalizing concentration differences between the tumor sam-
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TABLE I - STRATIFICATION OF WILMS TUMORS AND NUMBER OF DIFFERENTIALLY EXPRESSED GENES
SELECTED BASED ON -STATISTIC RANKING AND FALSE DISCOVERY ESTIMATES

No. of Wilms tumors

No. of differentially

Clinical criteria expressed genes with disl:c;:)lse;ry
Group 1 Group 2 adjuste(dl:@\glll{l.;e <09 rate (%)
Histological risk grade 52 8 20 27.5
(1 = intermediate, 2 = high)
Relapse' (1 =no (>3 yr), 2 = yes) 27 10 22 25.6
Survival” (1 = relapse-free 27 5 12 31.5
(>3 yr), 2 = death)
Metastasis (I = no, 2 = yes) 54 12 7 50.5
Response to chemotherapy® 38 19 6 67.5

(1 = good, 2 = poor)

'As nearly all relapses occur within three years after therapy, this timeframe was used for definition of
relapse-free tumors.— The same group of relapse-free tumors was used as for comparison of relapsed
tumors.— Tumor reduction of more than 50% after chemotherapy was defined as good response, tumor
reduction of less than 50% or increase of tumor volume was defined as poor response.

ples. All primer sequences are available in the online supplemen-
tary Table 1.

Results
Evaluation of expression data according to clinical criteria

A collection of Wilms tumors from the SIOP/GPOH 93-01
Wilms tumor study was used to isolate RNA and to hybridize
cDNA microarrays with 2-color labeling as described. Microarray
hybridizations of primarily operated tumors were excluded from
further analysis. Expression data of 63 Wilms tumors that had
received preoperative chemotherapy were finally evaluated for the
following clinical criteria: metastasis, response to chemotherapy,
histological risk grade (malignancy), relapse and survival. All
these clinical criteria allowed stratification into two separate
groups. The respective criteria, the number of tumors categorized
in those groups and the number of genes selected as differentially
expressed by FWER for every clinical criterion are summarized in
Table I. Complete raw data are available as MIAMExpress sub-
mission A-MEXP-221 (http://www.ebi.ac.uk/miamexpress). As
expected, the resulting differences in expression were not statisti-
cally significant for several of the clinical criteria tested, which
may be due to heterogeneity within tumor subpopulations, small
sample sizes for individual groups or the fact that some of the clin-
ically observed differences just have no genetic basis. Strongest
differences in expression were detected for different histological
risk groups and for relapse. However, the gene lists generated con-
tain a number of potentially interesting genes that can now be used
for further analysis.

Cluster analysis

On the basis of genes selected by lowest adjusted p-values for
histological risk grade (intermediate/high risk) and for relapse
(yes/no), we performed hierarchical clustering to visualize the dis-
criminative potential of these genes. The Euclidean distance met-
ric was used after centering the expression profile of each gene by
subtracting the mean value.

In Figure 1a, intermediate risk histology is compared with high
risk histology, using 74 differentially expressed genes with lowest
adjusted p-values. There is a rather good separation between these
two groups. Even within the intermediate risk group tumors with
predominantly regressive changes are well separated. On the other
hand, additional subclusters that are visually apparent do not cor-
relate with either the indicated histological subtypes or with other
clinical variables. Figure 15 shows the cluster analysis of relapsed
tumors in comparison to all tumors with a relapse-free follow-up
of at least 3 years (thus reducing the number of included tumors).
In order to evaluate the potential predictive power of microarray
analysis, we analyzed which tumors with high risk histology had
relapsed later. High risk histology, i.e. blastemal predominant or

anaplastic subtype, is the currently best criterion to predict out-
come in affected children. Only 4 of the 10 relapsed Wilms tumors
had been diagnosed with a high risk histotype. In contrast, the
other 6 Wilms tumors that actually relapsed belong to the inter-
mediate risk group, but they are recognizable by similar differen-
tial gene expression.

“Top candidate’’ genes

With the intention of finding additional candidate genes with
large fold change differences that may be more readily scorable in
a diagnostic setting, we established further gene lists on the basis
of combined selection criteria considering z-statistics and fold
change differences. In this exploratory approach, genes with
expression differences of at least 2-fold and an absolute z-statistics
value of more than 1.96 were selected. Because of the ad hoc
selection procedure, p-values and FDRs were not calculated for
these lists. Since the comparison of relapsed and relapse-free
tumors is of particular interest, the first 40 genes with highest
t-statistic value are summarized in Table II. This table also con-
tains the 10 “‘top candidates’’ of further lists for the histological
risk, metastasis and survival. Complete lists are available as online
supplementary Table 2.

Analysis of over-represented genes in relapsed and
high risk tumors

EASE was applied to calculate over-representation of certain
genes in our two lists of deregulated genes in relapsed and high
risk tumors with respect to the total number of genes assayed.
Genes involved in cell cycle progression and mitosis are signifi-
cantly over-represented in relapsed tumors. In contrast, we found
a significant over-representation of defense and immune response
genes in high risk tumors. Complete lists of over-represented
genes of different categories (EASE score < 0.05) are provided as
supplementary Table 3.

Validation of array data by gPCR

A subset of array data was validated by real-time or quantitative
RT-PCR (qPCR) on the original set of tumors. We designed pri-
mers for 9 genes with diverse biological functions and strong fold
changes that had been selected in the relapsed vs. relapse-free
tumor comparison. Expression levels were standardized with the
housekeeping gene HPRT. Median cycle differences were calcu-
lated for the same groups of relapsed and relapse-free tumors that
had been used for array data stratification (Fig. 2). Genes are listed
according to their 7-statistic values, i.e. in the order of Table 2 and
online supplementary Table 2. Three of the validated genes are
also included in Figure 1b (CTPS, TRIM22, THRA).

There was an overall good or even excellent correspondence
between qPCR median values and array data. Even at the level of
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FiGure 1 — Hierarchical cluster analysis of intermediate vs. high risk and relapse-free vs. relapsed Wilms tumors. Individual tumors are repre-
sented by vertical columns with additional histological or clinical information denoted by black squares. For each of the genes accession num-
bers and gene symbols (where available) are listed on the right. Green squares designate downregulation of a gene in a given tumor; red designa-
tes upregulation relative to the mean. Gray spots indicate missing or poorly reproducible data between replicated measurements of a given
tumor. (@) Cluster analysis of 52 intermediate risk (predominantly regressive, stromal and epithelial as well as triphasic tumors) and 8 high-risk
(anaplastic and blastemal) tumors using 74 differentially expressed genes with lowest adjusted p-values (FWER). Numbers in front of ws
(Wilms tumor) numbers indicate intermediate-risk tumors (1) and high-risk tumors (2) Histological subtypes are given behind ws numbers (5 =
triphasic, 4, 6 = epithelial, 7 = blastemal, 8§ = stromal, 9 = regressive, 10 = anaplastic) and are additionally visualized as cluster below ws
numbers. Additional subgroups of tumors become apparent especially among the intermediate risk group. (b) For the cluster of relapse-free (>3
years, group 1 as indicated before ws number) versus relapsed (group 2 as indicated before ws number) Wilms tumors 77 differentially
expressed genes with lowest adjusted p-values (FWER) were used. The total number of tumors is reduced since tumors with a follow-up of less
than 3 years had to be excluded. Note that only 4 of the 10 relapses occurred in Wilms tumors with histologically defined high risk (ws89,
ws128, ws144, ws199).
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FIGURE 1 — CONTINUED.

individual tumor samples, there was a good agreement between
array and qPCR data (data not shown).

Discussion

We performed cDNA microarray experiments in 77 primary
Wilms tumor samples and selected putative candidate genes
according to different clinical stratifications. The final analysis
contained 63 Wilms tumors all of which had undergone preopera-
tive chemotherapy as mandated by the SIOP protocol.

Malignancy grade

Cluster analysis for histological risk grade clearly distinguishes
between Wilms tumors of intermediate and high risk histology

(Fig. la). The stratification was performed according to the
revised Stockholm—Working-Classification.'® It should be stressed
that therapeutic regimens in the European SIOP study mandate
preoperative chemotherapy in most cases, which is different from
the American NWTS study. It has been well documented that this
leads to a quite different distribution of histological subtypes of
Wilms tumor and concomitantly altered clinical course.'” Thus, it
will remain open as to what extent the expression changes found
in our patient cohort are different from those in the North Ameri-
can study.

The high risk tumor group comprises four predominantly blaste-
mal and four anaplastic tumors. Despite histological differences
between these high risk tumors they seem to have a common
molecular basis that sets them apart from the intermediate risk
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TABLE II - ““TOP CANDIDATE GENES’’ FOR DIFFERENT CLINICAL CRITERIA WITH EXPRESSION DIFFERENCES OF AT LEAST 2-FOLD
AND -STATISTIC VALUES OF MORE THAN 1.96

t+ fc t-Stat Fold change® GenBank accession Gene symbol
Relapse (yes/no) 5.19 2.40 AA488336 DRGI
5.11 2.02 H09614 CTPS
5.06 2.34 AA480995 MTHFD?2
4.79 2.23 T59641 PBX2
4.63 2.11 AA449762 ILF3
—4.47 —2.15 N70734 TNNT2
4.46 2.14 W96224 NDUFV3
—3.84 —2.22 T66180 THRA
—3.81 —2.82 AA047039 EIFIAY
—3.81 —2.33 AA083478 TRIM?22
3.71 2.13 AA598610 MEST
—3.70 —2.49 N51278 CX3CRI
3.65 242 N53057 CHEKI
3.58 2.02 R00884 DHFR
3.54 2.13 H56918 EIF4Al
—3.53 —2.14 AA099369 CULS
3.50 2.35 H59204 CDC6
—3.43 —2.40 AA046700 FBX032
—3.42 —2.47 AA046679
3.40 222 AA430744 EZH2
—3.38 —2.23 H11453
3.36 2.17 N70010 CDCAS
—3.27 —2.03 AA192166
—3.27 —2.66 T70352 OLFML2A
3.23 2.64 AA446462 BUBI
—3.22 —2.05 AA458965 NK4
—3.22 —2.34 AA427947
—3.20 —2.68 R34224 MGC16121
3.17 2.40 R06900 RAMP
3.15 2.32 AA968443
—3.14 —2.15 R91916 CXCR6
—3.11 —-2.17 W84612 YPEL3
3.10 221 H25560 DGAT2
—3.09 —2.35 AA291749 ESRI
—3.02 —2.00 W47350 RARRES3
3.01 2.34 T66935 DKFZp762E1312
2.96 2.70 AA701455 CENPF
—2.92 —2.64 T53298 IGFBP7
—-2.92 —2.31 H73914 LDB2
—2.89 —2.19 HO09111 13CDNA73
Histological risk —6.19 —2.21 RO1167 FLJ23467
(high/standard) —6.15 —2.26 AA126862 LOC92689
—5.89 —=2.75 N30615
—5.79 —3.28 AA046700 FBX032
—=5.75 —=2.77 AA464711 C3ARI
—5.61 —2.63 AA099369 CULS
—5.45 —2.52 R42713 IDI2
—5.38 —2.68 N71028 MS4A6A
—5.21 —2.22 AA035455 BACH
=5.15 —2.29 AAT01545 RNASE6
Survival (no/yes) 7.96 2.79 AA480995 MTHFD?2
7.48 2.88 AA488336 DRG1
6.62 2.62 T59641 PBX2
—6.22 —3.45 N30615
5.84 2.04 AA186605 SLC5A6
5.60 2.71 N53057 CHEKI
—5.13 —2.57 N30436
5.12 2.36 AA278749 NCBPI1
5.11 2.14 H09614 CTPS
—5.03 —2.16 W47179 CTSB
Metastasis (yes/no) 4.68 232 AA489246 ST14
3.40 2.89 AA401441 BF
3.29 2.95 AA664406 C4A
3.26 2.16 AA129777 SLC16A3
3.12 2.05 AA424584 LTBP2
2.90 2.06 AA430625 DPYD
2.77 2.03 N93686
2.68 2.45 N30986
—2.61 —2.22 W68220 KIAA0101
2.53 2.89 AA485867 MARCO

"For relapsed tumors, the 40 genes with highest -statistic values are shown. Genes whose deregulation was validated by real time gPCR on
the original set of tumors (see Fig. 2) are given in boldface. For the clinical criteria high risk histology, survival and metastasis, the first 10 genes
are given. Complete lists are available as online supplementary Table 2.—The regulation refers to the group in italic of tumors in column 1.
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group. The intermediate risk group comprises 52 Wilms tumors.
Half of these were ‘‘classic’’ triphasic Wilms tumors presenting
with a mixture of epithelial, stromal and blastemal cell types. The
other half consists of predominantly stromal or epithelial and of
regressive tumors. A partial clustering of histological subtypes can
be seen, especially for regressive Wilms tumors in the left third of
the cluster picture. Nevertheless, the separation of intermediate
risk histologies into several subclusters lacks a clear clinicomor-
phologic correlate. This suggests that there may be additional
underlying factors that are not covered by current diagnostic
means. Part of this may also be due to the fact that the tumors gen-
erally display histological heterogeneity to different degrees, and
thus, rather represent a continuum of histological subtypes with
one often being predominant.

Relapse and survival

The cluster comparison between relapse-free tumors and those
that later relapsed is based on 77 genes with lowest adjusted p-val-
ues. These genes clearly distinguished between the two groups
(Fig. 1b). Only tumors with a relapse-free follow-up of at least
3 years were included in the first group. Expression data for sur-
vival overlap with those for relapse because most deaths in chil-
dren with Wilms tumor occur as a consequence of relapse. More
than half of the genes selected for survival were concurrently
selected for relapsed tumors. In relapsed Wilms tumors, more
genes with a lower FDR were selected due to the larger tumor
cohort available in comparison to the stratification for survival.

An association between gene expression and prediction of out-
come has recently been described in several other human can-
cers.'® Studies on breast cancer have delivered the most extensive
and informative prognostic profiles.'” These studies suggest that
the predictive power of microarray approaches may be even
greater than that of other known predictive markers. However, the
overall positive prediction of tumors rarely exceeded 60%. Here,
we show that in Wilms tumors expression analysis may also help
to predict tumor recurrence and outcome in future. Up to now, the
risk for relapse in Wilms tumors is estimated from clinical and his-
tological parameters and this stratifies the extent of postoperative
therapy.'® Only 4 of the 10 relapsed tumors had high risk histol-
ogy, whereas the majority of relapses occurred in tumors with
intermediate risk histology. The stratification based on microarray
data for relapsed vs. relapse-free Wilms tumors (Fig. 1) points at
a potential predictive value of expression data, in addition to his-
tology. At this point, the number of analyzed Wilms tumors is def-
initely too small to calculate overall prediction rates. Prediction
studies need both larger training and validation groups. However,
expression profiling appears to deliver additional prognostic infor-
mation, which may help to guide future research and to further
optimize treatment of affected children.
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FI1GURE 2 — Comparison of the magnitude of gene
expression changes between relapsed as opposed to
nonrelapsed Wilms tumors as measured by microar-
ray analysis and qPCR on the same set of tumors.
The genes selected were differentially expressed by
microarray analysis and were then assessed by qPCR
for the same stratified tumor groups. Bars represent
median values in each case. Genes are shown in their
order of decreasing z-statistic values (cf. Table 2 and
online supplementary Table 2).

Evaluation of other clinical features

Interestingly, cluster analysis for the stratification of tumors
with and without metastasis was not unequivocal. The propensity
of tumor cells to spread and colonize more distant sites is not
easily identifiable in our tumor set. It may well be that the meta-
static potential of individual subclones of tumor cells may get lost
in a global analysis that is based on a comparatively large piece of
tumor tissue. This is supported by the fact that in the literature
metastasis-associated gene expression profiles are only available
for comparisons between cell lines with different metastatic poten-
tial or genuine comparisons of primary tumor and metastases.

For the stratification of the clinical criterion response to chemo-
therapy, almost no expression difference could be detected.
Response to preoperative chemotherapy was determined by meas-
uring pre- and postchemotherapeutic tumor volumes. Tumor
reduction of more than 50% was defined as good response (38
children), whereas tumor reduction of less than 50% or increase of
tumor volume despite preoperative chemotherapy was defined as
poor response (19 children). The lack of clear differentiating
expression patterns was somewhat surprising in this case. Strongly
hit tumors with massive apoptosis and large numbers of secondary
cell types should be quite different from tumors that continue to
grow almost unaffected by chemotherapy. However, it is possible
that response to chemotherapy is controlled by relatively few
genes that may not be represented on our microarrays.

Candidate genes for Wilms tumor development and progression

To date, 6 publications reported on microarray expression
screening in Wilms tumors.2%-25 The aim of several of these stud-
ies, most of which are based on rather small numbers of Wilms
tumor samples, was to identify genes differentially regulated in
Wilms tumors compared to normal kidney tissue. Two recent stud-
ies sought to correlate expression profiles to clinical features. The
study by Williams et a/.??> compares 27 Wilms tumors with favor-
able histology, half of which later relapsed. The authors identified
genes with potential biological interest, but state that their data are
not useful for prediction. Probably due to the fact that they used
prechemotherapy samples, there is only little overlap in genes
associated with relapse compared to our study. The second recent
study by Li er al.2! compares anaplastic tumors to tumors with
favorable histology and additionally contains an overall compari-
son of Wilms tumors to normal kidney. Compared to our study,
several genes were concordantly identified: CENPF, CCNAI,
CDC2 (anaplastic vs. favorable histology) and EZH2 (Wilms
tumor vs. fetal kidney). The first group of genes deregulated in
advanced Wilms tumors is involved in cell cycle progression. The
only difference between samples included in our study and that of
Li et al. is the therapeutic approach: Wilms tumors analyzed by Li
et al. were all primarily operated according to the American
NWTS protocol, whereas tumor samples included in our study
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were derived from children who were treated with preoperative
chemotherapy according to the European SIOP protocol. Since
these genes were concordantly deregulated in both studies, they
seem to be involved in tumor progression independent of the ther-
apeutic approach.

Compared to previous expression studies on Wilms tumors, we
analyzed a much larger set of 63 preoperatively treated tumors
and considered several clinical criteria for the evaluation of
expression data. The aim of our study was to assess relative
expression differences between these tumors and to search for
genes affecting tumor progression. To investigate whether certain
groups of genes may be over-represented among differentially
regulated genes, we performed EASE analysis of different gene
lists. Among genes that were deregulated in relapsed tumors, those
involved in cell cycle progression and mitosis were significantly
over-represented. BUBI, CENPF, CENPE, CDC6, CKS2, CULS,
ESRI, UBE2C, MAD2LI1, MAD2, CHEKI and STK6 are examples
of significantly (EASE score < 0.05) over-represented mitosis-
associated genes in relapsed Wilms tumors. In tumors with high-
risk histology that were compared to standard-risk tumors, we
found a slightly different picture with significant over-representa-
tion of defense and immune response genes, e.g. C3ARI, TREM?2,
CSFIR,BF,IL16, HLA-C, ILIRI, and genes coding for extracellu-
lar region proteins, e.g. COLI5AI, ELN, MMP2, NID2, SFRP4
and OSF2. Although high-risk histology is the best predictor for
later relapse, it is intriguing that these two criteria appear to be
characterized by rather different sets of biological processes, i.e.
mitosis vs. defense.

Previous studies have proposed further genes with prognostic
relevance in Wilms tumors, e.g. members of the INK4 falmily,26
TERT?’ VEGF and its receptor FLT1,**?*° DKKI*® TrkBfull,’'
TGFA and EGFR.** In our study, however, no significant regula-
tion of these genes could be found in any stratification of clinical
features in Wilms tumors. The expression differences reported
before may be due to the small number of tumors included in most
of these studies. Furthermore, it may generally be rather difficult
to predict outcome in Wilms tumors by the assessment of single
genes. The range of single gene expression values measured by
microarray and qPCR approaches in relapsed tumors also supports
this assumption (data not shown). We therefore speculate that only
a combination of expression data from a set of different genes
may represent a reliable new approach for prediction of outcome
in Wilms tumors.

The retinoic acid and E2F pathways as potential new targets

Interestingly, our analysis identified several retinol-related
genes belonging to the retinoic acid receptor responder family.
RARRES?2 was found to be 2.2-fold downregulated in high malig-
nant tumors, while RARRES3 was 2-fold downregulated in relapsed
tumors and in tumors that led to death of the affected children.

Another retinoic acid induced gene, CTGF (connective tissue
growth factor; also known as IGFBPS), has been identified in a
screen for WTI-induced genes.** Compared to normal kidney
tissue, CTGF was overexpressed in a subset of Wilms tumors.
We found CTGF to be downregulated in the evaluation of relapse
and survival (2.9- and 3.8-fold downregulation, respectively),
which represent important criteria for the prediction of progno-
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sis. It is conceivable that CTGF is activated in nephrogenesis and
early tumorigenesis, while its expression decreases with tumor
progression.

Additionally, NK4 (natural killer cell transcript 4), RAMP (RA-
regulated nuclear matrix-associated protein) and ENPP2 (Auto-
taxin) represent genes regulated by retinoic acid,>**> and they
were also found to be strongly deregulated in relapsed Wilms
tumors. Therefore, it appears that the retinoic acid pathway can be
deregulated at different levels. We have since tested whether reti-
noic acid could be employed as a novel therapeutic agent in
Wilms tumors by exposing cultured tumor cells.”™ Our data sug-
gest that retinoic acid may represent a novel therapeutic approach
to treat tumors with evidence for impaired retinoic acid signaling.

Another pathway potentially involved in Wilms tumor progres-
sion is the RB-E2F pathway. Members of the E2F transcription
factor family are important targets of the retinoblastoma (RB)
pathway and they regulate transcription of a number of genes that
control cell cycle progression.®” EZH2 (enhancer of zeste homolog
2) is a direct target of E2F transcription factors.” Overexpression
of EZH?2 and involvement in tumor progression was shown in dif-
ferent human cancers, e.g. breast cancer.>® Takahashi et al.”® and
Li e al.*! found EZH2 overexpressed in Wilms tumors with favor-
able histology compared to normal kidney tissue. Our results con-
firm the involvement of EZH2 in Wilms tumorigenesis and addi-
tionally imply that EZH2 acts as a tumor progression factor since
its expression is upregulated in recurrent Wilms tumors. In addi-
tion to EZH2, several other genes are known to be controlled by
E2F* and 4 of these were highly overexpressed in recurrent vs.
nonrecurrent Wilms tumors (CDC6, CDC2, MYCN, DHFR).
These results suggest an important role of the RB-E2F pathway in
Wilms tumor formation and progression.

In summary, we identified several candidate genes involved in
Wilms tumor development and progression. Since expression
profiling harbors the potential to predict prognosis, which has
already been shown in several other cancer types, the genes identi-
fied in relapsed Wilms tumors are of special interest. These differ-
entially expressed candidate genes can now be screened in
extended tumor cohorts to corroborate our findings. Our goal is to
select a minimal set of genes whose expression can be used to iden-
tify patients at risk for relapse who may benefit from intensified
therapeutic regimens or enhanced surveillance. Such screening pro-
cedures could be implemented in future study protocols as prospec-
tive prognostic studies. From a basic science perspective it will be
very interesting to identify gene expression in individual cell types
by mRNA in situ hybridization or antibody staining to better char-
acterize their individual contribution to Wilms tumor development.
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Wilms tumor is one of the most frequent neoplasias in
children. Our previous microarray screening in a large
series of Wilms tumors revealed several candidate genes
that are deregulated in advanced tumors and are part of
the retinoic acid signaling pathway. To investigate
whether retinoic acid could be employed as a novel
therapeutic agent in these tumors, we treated cultured
Wilms tumor cells with different concentrations of all-
trans retinoic acid (ATRA) and assessed gene expression
changes by real-time RT-PCR as well as microarray
analysis. Several genes like RARRESI, RARRESS3,
CTGF, CKS2, CCNA2, IGFBP3, UBE2C, CCL2 or
ITM?2B that were previously found to be deregulated in
advanced tumors exhibited opposite expression changes
after ATRA treatment. In addition to enhanced retinoid
signaling, the transforming growth factor-beta (TGFp)
pathway was strongly activated by ATRA treatment of
Wilms tumor cells. Both the retinoic acid and the TGFf
pathway mediate inhibition of cell growth. These findings
represent the first molecular evidence of a potential benefit
from ATRA treatment in Wilms tumors.

Oncogene (2005) 24, 5246-5251. doi:10.1038/sj.onc.1208725;
published online 9 May 2005

Keywords: Wilms tumor; nephroblastoma; retinoic acid;
ATRA; TGFp

Wilms tumor or nephroblastoma is a malignant kidney
tumor that affects one in 10 000 children. Only a minority
of Wilms tumors (10-15%) carries mutations in WTI, the
Wilms tumor gene 1, and/or f-catenin (CTNNBI),
whereas the molecular basis of Wilms tumorigenesis
remains unclear in most cases. With the aim of detecting
new candidate genes associated with malignancy grade
and tumor progression, we recently performed cDNA
microarray experiments using a large series of 77 primary
Wilms tumors (Zirn et al., 2005). Several differentially
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expressed genes, for example, RARRES3, CTGF and
CRABP2, were not only associated with disease progres-
sion but are also part of the retinoic acid signaling
pathway. We therefore speculated that retinoic acid
treatment may represent a novel therapeutic approach
in advanced tumors. Expression of these previously
identified retinoic acid-regulated genes that are deregu-
lated in advanced Wilms tumors should then be reversed
after treatment with retinoic acid. Additionally, we aimed
at the identification of novel retinoic acid-dependent
genes in Wilms tumors through expression profiling of
treated cells (See Supplementary Material).

All-trans retinoic acid (ATRA) is a vitamin A
derivative capable of inhibiting cell proliferation and
inducing cell differentiation (Ross et al., 2000). These
regulatory effects have been demonstrated in normal
cells as well as in several types of cancer cells. A direct
consequence of these experimental data has been the use
of ATRA in the induction treatment of acute promye-
locytic leukemia leading to high rates of complete
remission and cure in combination with chemotherapy
(for a review see Freemantle er al., 2003). In several
other cancer types, clinical trials with retinoic acid are
currently performed, for example, in advanced neuro-
blastoma (Reynolds et al., 2003).

To investigate the response of Wilms tumors to
ATRA, we used two different sources of Wilms tumor
cells: (1) MZ 128 are derived from a tumor with
predominantly stromal histology, a WT1 mutation, and
a cytogenetically detectable de novo chromosome 7/12
translocation (Lobbert et al., 1998); (2) WS 427 are
primary cells from a triphasic tumor without WTI
mutation, where the majority of cells grew in a
cobblestone-like pattern during short-term culture. Both
types of cells were initially treated with different
concentrations of ATRA (100nM, 10uM and 1mM)
for 24 h. Gene expression was then assayed by real-time
gqPCR for a series of RA-regulated genes, especially ones
that had shown differential regulation in advanced
Wilms tumors in our previous microarray study.
Altogether 11 genes were studied by qPCR: RARRES],
RARRES3, CRABP2, IGFBP3, RARB, RARG and
TRIM22 were upregulated by ATRA treatment,
whereas ENPP2 was downregulated. RARRES?2, IGF?2



Retinoic acid treatment of Wilms tumor cells

B Zirn et al
5247
RARRES1 RARRES2 RARRES3
140 6 50
120 1 |mMZ128 5_____IMZ128 EMZ128
° mWS 427 Y mWS 427 o 40 —mws427
c 100 = -4
5] = 4 H
S 80 S < 30
= 23 %
o
z % - % 20
& a0 g 4
14
20
i ol 0 i u L
Control 100nM  10pM 1mm Contrel 100nM  10pM 1mm Control 100nM  10pM  1mM
CRABP2 IGFBP3 42 ENPP2/ATX
6 I 8 '
& mMZ128 5 L mMZ128 14 EMZ128 | |
o 5 T mws 427 ) mWS 427 g mWs 427
s 54 5 0.8 -
< 4 = .
[T Ty =}
= o = ]
= T 3 3 0.6
23 8 S
o
o 2 K2 S 0.4
£ H s
14 1 4 0.2
0 - 0 - 0
Control 100nM  10pM  1mM Control 100nM  10uM  1mM Control 100nM  10pM  1mM
Figure 1 Examples of differential gene expression in both types of Wilms tumor cells after exposure to various concentrations of

ATRA (Sigma, Taufkirchen, Germany) for 24 h. After RNA extraction with Trizol Reagent (Invitrogen, Karlsruhe, Germany), cDNA
synthesis and real-time PCR were performed as described previously (Zirn et al., 2005). qPCR fold changes refer to untreated control
cells (fold change=1). Four genes were induced by ATRA (RARRESI, RARRES3, CRABP2, IGFBP3), whereas ENPP2/ATX
represents an example of a downregulated gene. RARRES? is not differentially regulated in a consistent manner

and RARA remained unchanged. The latter three genes
also remained unchanged in advanced Wilms tumors.
Data for six of these genes are shown in Figure 1. It is
important to note that differential gene expression
occurred concordantly in both types of cells. ATRA
concentrations of 100 nM had little effect, whereas 10 um
and 1 mM strongly altered gene regulation. Compared to
10 uM, application of 1mM ATRA did not further
enhance differential gene regulation.

To investigate how cell growth is influenced by
continuous ATRA treatment, we additionally exposed
both types of cells to ATRA for 5 days. The ATRA-
containing medium was changed once in between.
Whereas cell growth was almost unchanged at a
concentration of 100nM ATRA as compared to
untreated cells, higher concentrations markedly inhib-
ited cell proliferation. Cell growth was completely
stopped when a concentration of 1mM ATRA was
applied for 5 days (data not shown).

To assess global gene expression changes and to
identify additional retinoic acid-regulated candidate
genes in Wilms tumors, we performed microarray
analysis of both cell lines after 24h ATRA treatment.
In these experiments, an ATRA concentration of 10 uM
was chosen for two reasons: firstly, it exerted a strong
regulatory effect in qPCR (compare Figure 1), and
secondly, previous experiments suggested similar con-
centrations to be effective in vivo (Reynolds et al., 1991).
For quality control, each experiment was performed as
sandwich hybridization, that is, instead of a coverslip, a

second microarray slide was used. The mean log-ratios
M were calculated from replicates. Only gene replicates
with optimal reproducibility, that is, difference of less
than 75% of the calculated average log-ratio and signal
intensity that was higher than background intensity
were included in the final analysis.

For both types of cells, the 30 candidate genes with
highest fold changes due to ATRA treatment are listed
in Table 1. Several of the genes identified are known
ATRA targets, for example, IGFBP3 and CTGF/
IGFBPS (Freemantle et al., 2002), and their regulation
was in accordance with the literature. All overlapping
genes were concordantly regulated, that is, in the same
direction.

We then performed hierarchical clustering of those
genes that (1) were differentially regulated in advanced
tumors and (2) changed their expression in ATRA-
treated tumor cells. Hierarchical clustering of these
genes revealed a frequent coregulation in individual
tumors from our previous study, despite the hetero-
geneity of that collection (Figure 2). Additionally, most
genes exhibited opposite regulation after ATRA treat-
ment as compared to their overall regulation in high risk
and relapsed Wilms tumors. For example, the genes
RARRES] and RARRES3 had been frequently down-
regulated in high-risk and relapsed tumors, whereas
their expression was increased after ATRA treatment.
This ATRA-induced inverse expression of genes asso-
ciated with disease progression is an important finding
since it represents the first molecular evidence of a

Oncogene
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Table 1 Top 30 candidate genes from both types of Wilms tumor cells with highest fold changes in microarray analysis after exposure to 10 uM

ATRA for 24h

Gene symbol Gene name Fold change in MZ 128 Coregulation in WS 427
DHRS3 Dehydrogenase/reductase (SDR family) member 3 13.6 4.6
TLRS Toll-like receptor 5 -7.6

TALI T-cell acute lymphocytic leukemia 1 6.0 2.2
RARB Retinoic acid receptor, beta 5.3 2.3
RARB Retinoic acid receptor, beta 5.1 2.0
RARRESI Retinoic acid receptor responder (tazarotene induced) 1 34

FLJ20344 Hypothetical protein FLJ20344 -3.2

ITGAI Integrin, alpha 1 3.0

SMAD3 SMAD, mothers against DPP homolog 3 (Drosophila) 2.9

AQPI Aquaporin 1 (channel-forming integral protein, 28 kDa) 2.7

CLDNI1 Claudin 11 (oligodendrocyte transmembrane protein) 2.6

TYSNDI Trypsin domain containing 1 -2.6

ETVI Ets variant gene 1 2.5

GARP Glycoprotein A repetitions predominant 2.4

uPAR Plasminogen activator, urokinase receptor 2.4 32
CAPN7 Calpain 7 2.4

KIT v-Kit Hardy—Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogene homolog 2.4

SFRS2IP Splicing factor, arginine/serine-rich 2, interacting protein -23

NAV2 Neuron navigator 2 2.3

DLCI Deleted in liver cancer 1 2.2

PDGFRA Platelet-derived growth factor receptor, alpha polypeptide 2.2

AKAPI2 A kinase (PRKA) anchor protein (gravin) 12 2.2 2.0
ZNFI133 Zinc-finger protein 133 (clone pHZ-13) 2.2

MIRI6 Membrane-interacting protein of RGS16 2.2

FLJ10081 Hypothetical protein FLJ10081 2.1

IGFBP6 Insulin-like growth factor binding protein 6 2.1 1.4
SNXS8 Sorting nexin 8 2.1

COTLI Coactosin-like 1 (Dictyostelium) 2.1

ECEI Endothelin-converting enzyme 1 -2.1

IGFBP3 Insulin-like growth factor binding protein 3 2.1

Fold change in WS 427 Coregulation in MZ 128

EFG1 Mitochondrial elongation factor G1 5.4

DHRS3 Dehydrogenase/reductase (SDR family) member 3 4.6 13.6
uPAR Plasminogen activator, urokinase receptor 3.2 2.4
PLGL Plasminogen-like 3.1

MGC35048 Hypothetical protein MGC35048 2.5

LAMA4 Laminin, alpha 4 2.4

RARB Retinoic acid receptor, beta 2.3 5.3
RARRES3 Retinoic acid receptor responder (tazarotene induced) 3 2.3

TALI T-cell acute lymphocytic leukemia 1 2.2 6.0
PLK2 Polo-like kinase 2 (Drosophila) 2.2

C3ARI Complement component 3a receptor 1 —-2.2

PLAC2 Placenta-specific 2 2.1

CcCL2 Chemokine (C—C motif) ligand 2 2.1

FLJ13710 Hypothetical protein FLJ13710 2.1

NID2 Nidogen 2 (osteonidogen) 2.1

AKAPI2 A kinase (PRKA) anchor protein (gravin) 12 2.0 2.2
RARB Retinoic acid receptor, beta 2.0 5.1
CLTC Clathrin, heavy polypeptide (Hc) -2.0

SLCO2A41 Solute carrier organic anion transporter family, member 2A1 1.9

VMPI Likely ortholog of rat vacuole membrane protein 1 1.9

GREM1 Gremlin 1 homolog, cysteine knot superfamily (Xenopus laevis) —-1.8 -1.9
FLJ38507 Colon carcinoma-related protein 1.8

TARSH Target of Nesh-SH3 —-1.7

SLC3842 Solute carrier family 38, member 2 1.6

RARG Retinoic acid receptor, gamma 1.6

GREM1 Gremlin 1 homolog, cysteine knot superfamily (Xenopus laevis) -1.6 -1.9
CTGF Connective tissue growth factor 1.6

PFNI Profilin 1 -1.5

SLC3842 Solute carrier family 38, member 2 1.5

P2RY2 Purinergic receptor P2Y, G-protein-coupled, 2 -1.5

cDNA microarray experiments were performed as sandwich hybridizations and standardized as described previously (Zirn et al., 2005). To
compare expression profiles, the difference of the mean log 2-ratios between ATRA-treated cells and control was calculated, respectively, based on
replicated measurements

Oncogene
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Figure 2 Hierarchical clustering of several genes regulated by ATRA and associated with disease progression in our previous analysis
of Wilms tumors (Zirn et al., in press). Individual tumors are represented by vertical columns. High-risk and relapsed tumors are
denoted by black squares in the middle bar. Gene symbols are listed on the right. The table below the red-green cluster lists the overall
fold changes of these genes in high-risk (as opposed to intermediate risk) and relapsed (as opposed to 3-year relapse-free) tumors from
our previous study. On the right side, the mean fold changes in both types of cells after ATRA treatment are displayed. In both, the
microarray cluster and the table, green squares designate downregulation of a gene and red squares designate upregulation. Gray
squares indicate missing or poorly reproducible data between replicated measurements

potential benefit of retinoic acid treatment in Wilms
tumors.

Retinoid signaling

The retinoid signal is transduced by two families of nuclear
receptors, the retinoic acid receptors (RARs) (RARA,
RARB and RARG) and the retinoid X receptors (RXRA,
RXRB and RXRG), which cooperate as RAR/RXR
heterodimers (Kastner et al,, 1997). ATRA exclusively
activates RARs, whereas 9-cis RA stimulates both RARs
and RXRs. The upregulation of the RARs by ATRA has
been described previously (Farias et al., 2002; Reynolds
et al., 2003). As a consequence of ATRA exposure in
Wilms tumor cells, we found the RARs RARB and RARG
to be upregulated (Table 1), whereas RARA remained
unchanged in both types of ATRA-treated Wilms tumor
cells. RARB was represented in two different clones on the
array, which were both independently upregulated in
replicated measurements in both cell types. RARG was
only upregulated in WS 427.

Additionally, the RAR responders RARRES! and
RARRES3, which represent retinoid-inducible tumor
suppressor genes, were induced by ATRA treatment.

For both genes, replicated gene expression measure-
ments on the array resulted in strong upregulation in
one cell type, but minor changes or poor reproducibility
in the other (Figure 2). We therefore analysed both
genes by real-time RT-PCR and found a strong and
reproducible upregulation of both genes in both cell
types (Figure 1).

The expression of RARB, RARG, RARRESI and
RARRES3 strongly inhibits cellular proliferation and
mediates differentiation of normal and cancer tissues.
Correspondingly, RARB, RARRES] and RARRES3
mRNA levels were found to be repressed in many
different tumors (Freemantle et al., 2003; Shyu et al.,
2003; Sriuranpong et al., 2004). Moreover, downregula-
tion of RARB and RARRES3 could be associated with
disease progression in neuroblastoma (Cheung et al.,
1998) and B-cell lymphocytic leukemia (Casanova et al.,
2001), respectively. In our previous microarray analysis
of 77 Wilms tumors, RARRESI and RARRES3 were
also downregulated in advanced tumors. Therefore, we
interpret the inverse expression of RARRES! and
RARRES3 following ATRA treatment as a positive
response to ATRA. Together with RARB and RARG,
these genes may be involved in differentiation processes
in ATRA-treated Wilms tumor cells. During normal
kidney development, retinoic acid is one of the
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important factors involved in primary pattern formation
and this may in part be recapitulated in these tumor cells
(Burrow, 2000).

DHRS3 (dehydrogenase/reductase SDR family mem-
ber 3) also known as PSDRI or retSDRI (prostate and
retinal short chain dehydrogenase/reductase) was also
found to be strongly upregulated in both cell lines (13.6-
and 4.6-fold). DHRS3 is a known retinoic acid-inducible
gene (Cerignoli et al., 2002) that encodes a retinal
reductase (Kedishvili ez al., 2002). Retinol regeneration
by DHRS3 depends on the presence of the cellular
retinoic acid binding protein CRABP2 (Cerignoli et al.,
2002), a gene that was concordantly upregulated in
ATRA-treated Wilms tumor cells. In addition to classical
RA signaling, further pathways appear to be affected by
ATRA treatment that may mediate effects on growth
control and differentiation as discussed below.

Smad/transforming growth factor-beta (TGFf) signaling

The activation of the TGFf pathway strongly inhibits
cell cycle progression at the Gl phase with SMAD
proteins as the principal intracellular transducers. Their
capacity to activate TGFp target genes is enhanced by a
direct interaction with RARG (Pendaries et al., 2003).
The upregulation of SMAD3 and RARG, which we
found in ATRA-treated Wilms tumor cells, may
contribute to enhanced TGFp signaling and may thereby
counteract disease progression. This is consistent with
the observation that inactivation of SMADs was
associated with poor outcome in several cancer types,
for example, breast and colorectal cancer (Xie et al.,
2002; Xie et al., 2003).

Interestingly, the ATRA-induced IGFBP6, IGFBP3
and CTGF/IGFBPS genes are also thought to exhibit
antiproliferative activities in vivo since upregulation,
especially of the latter two, was inversely associated with
tumor progression in several cancer types (Petridou et al.,
2001; Xie et al., 2004). These factors were further shown
to mediate directly the antiproliferative and proapoptotic
effects of TGFp (Kansra et al., 2000; Koliopanos et al.,
2002). Additionally, PDGF (platelet-derived growth
factor) and plasminogen activators have been described
as mediators of TGFp signaling (Battegay et al., 1990;
Imai et al., 1997). We found the receptors PDGFRA and
uPAR (plasminogen activator urokinase receptor) to be
upregulated in ATRA exposed Wilms tumor cells. Of
note, overexpression of uPAR has been associated with
longer survival in children with neuroblastoma (Li ef al.,
2004). Taken together, this combination of differentially
expressed genes strongly hints at a connection between
retinoic acid and other signaling systems in tumor
progression, of which the SMAD/TGFf pathway may
play the most prominent role.

Genes involved in cell proliferation and matrix remodeling

Several genes differentially expressed as a consequence
of ATRA exposure in Wilms tumors have previously

Oncogene

described functions in cell proliferation: these are the
upregulated genes DLCI1, AKAPI12/gravin and ITM2B,
as well as the downregulated genes CKS2 and CCNA2.
DLCI and AKAPI2/gravin were reported to be either
deleted or downregulated in human cancer, whereas
restoration of their expression induced apoptosis (Yuan
et al., 2003; Choi et al., 2004). ITM2B is a known
regulator of cell death that promotes apoptosis and
interacts with BCL2 (Fleischer et al., 2002). Therefore,
upregulation of these genes may contribute to growth
inhibition in ATRA-treated Wilms tumor cells. CCNA2
and CKS2 are well-known cell cycle checkpoint genes
whose overexpression was linked to cell proliferation
and tumor progression (Urbanowicz-Kachnowicz et al.,
1999; Bahnassy et al., 2004). Hence, downregulation of
these genes in Wilms tumors may convey antiprolifera-
tive effects.

The removal or modification of cell adhesion is a
prerequisite of both tumor growth or spreading and
tumor angiogenesis. Several integrins are involved in
these processes and they not only mediate cellular
adhesion to extracellular matrix proteins but also
transduce intracellular signals that promote the attach-
ment and migration of cells on the surrounding
extracellular matrix (for a review see Jin and Varner,
2004). We found the expression of ITGBI (fibronectin
receptor) and ITGAI to be altered by ATRA. In
addition, several components of the basement mem-
brane that interact with integrins were differentially
expressed after ATRA exposure, for example, laminin o4
(Gonzalez et al., 2002), nidogen-2 (Salmivirta et al.,
2002) and CTGF/IGFBPS (Chang et al., 2004). There-
fore, matrix remodeling may also contribute to inhibi-
tion of cell growth in Wilms tumor cells.

Consequences for the potential clinical application of
ATRA in advanced wilms tumors

The current study has identified a variety of regulatory
genes that are candidate targets of ATRA in Wilms
tumors. Several genes that had previously been asso-
ciated with Wilms tumor progression were inversely
regulated after ATRA treatment. This provides the first
molecular evidence of a potential benefit of retinoic acid
treatment in Wilms tumors. Especially in those tumors
that resist conventional therapy, ATRA-induced growth
inhibition may provide an alternative or additional
therapeutic approach.

Further biological studies are clearly needed to
confirm these positive effects of ATRA in Wilms tumors
before first clinical trials with retinoids in advanced
tumors could be envisaged. ATRA needs to be
compared to other retinoids such as 13-cis RA and
fenretinide that exhibit partially different pharmacolo-
gical effects. Moreover, the mode of administration
(continuous versus pulse therapy) influences pharmaco-
kinetic properties and thereby impacts on the effective-
ness of retinoid therapy. For example, in high-risk
neuroblastoma, a phase III trial with high-dose pulse



therapy significantly improved event-free survival (Rey-
nolds et al., 2003). Pulse therapy may be of advantage
since continuous ATRA application was shown to
induce its own metabolism, thus reducing peak levels
of the drug (Adamson et al., 1997).

Our study suggests that an ATRA concentration of
10 uM effectively inhibits cell growth and induces gene
regulation. Drug levels between 1 and 10 uM were also
reported to lead to growth inhibition in other in vitro
studies in cancer cells and were suggested to be
effectively reached in target tissues in vivo (Reynolds
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et al., 2003). These are only some of the practical issues
that would have to be addressed before retinoids could
be clinically applied in advanced Wilms tumors, but our
data suggest that it may be well worth the effort.
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Target Genes of the WNT/pB-Catenin Pathway in
Wilms Tumors
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The WNT/B-catenin pathway is involved in numerous human cancers. Mutations of the CTNNB/ (3-catenin) gene have also
been detected in a subset of pediatric Wilms tumors, but the target genes of the deregulated WNT/[3-catenin pathway in these
tumors have yet to be identified. To compare gene expression profiles of Wilms tumors with and without mutations of
CTNNB/, we used | 1.5-k cDNA microarrays. Most of the tumors (86%) had received preoperative chemotherapy as mandated
by the European SIOP protocol. The comparison between Wilms tumors with and without CTNNB/ mutations revealed sev-
eral target genes specifically deregulated in CTNNB/-mutated Wilms tumors. Among these, PITX2, APCDD |, and two members
of the endothelin axis (EDN3 and EDNRA) are directly activated downstream targets of the WNT/3-catenin pathway that may
enhance proliferation of these tumor cells. In addition, several upstream inhibitors of WNT/3-catenin signaling like WIFI and
PRDC were also strongly up-regulated in the CTNNB/-mutated Wilms tumors. This overexpression may be a negative feedback
mechanism in tumors with uncontrolled WNT signaling. Moreover, we identified deregulated genes in both the retinoic acid
and the RAS pathways, such as ATX/ENPP2 and RIS/, suggesting an association between these two pathways with that of WNT.
In addition, the strong representation of muscle-related genes in the expression profile of CTNNB/-mutated Wilms tumors
corresponded to histologically detectable areas of myomatous cells in these tumors that displayed intense and preferential nu-
clear B-catenin antibody staining. This article contains Supplementary Material available at http://www.interscience.wiley.com/

jpages/1045-2257/suppmat.  © 2006 Wiley-Liss, Inc.
INTRODUCTION

Wilms tumor is one of the most frequent pediat-
ric solid tumor malignancies, affecting 1 in 10,000
children. It arises from an embryonal blastema and
most frequently presents as a unilateral and spo-
radic tumor. Mutations of the W77 and CTNNBI
genes are known to be involved in a subset of
Wilms tumors, but in most cases the genetic etiol-
ogy is still unclear.

The Wilms tumor gene 1 (W77) is essential for
normal genitourinary development (Kreidberg et al.,
1993). Inactivating W77 mutations have been ob-
served in only 10-15% of Wilms tumors (Gessler
et al., 1994; Huff, 1998), however. Approximately
the same percentage of Wilms tumors harbors muta-
tions in CTNNBI, and both types of mutations often
occur in combination (Koesters et al., 1999; Maiti
etal., 2000).

B-Catenin is involved both in intercellular adhe-
sion by forming a complex with cadherins and in
WN'T signal transduction to the nucleus. Activation
of the WN'T pathway inhibits B-catenin phospho-
rylation by GSK3. Nonphosphorylated B-catenin is
protected from degradation and translocates to the

© 2006 Wiley-Liss, Inc.

nucleus, where it forms a complex with transcrip-
tion factors of the TCF/LEF family to regulate
transcription of target genes (He et al., 1998; Tetsu
and McCormick, 1999). Mutations, especially of
exon 3 of the CTNNB/1 gene, render the protein re-
fractory to phosphorylation and subsequent tar-
geted degradation, resulting in accumulation in the
nucleus and the inappropriate activation of down-
stream target genes (Morin et al., 1997; Rubinfeld
et al., 1997). The list of putative target genes of
WN'T/B-catenin signaling through TCF binding
sites comprises more than 40 genes including MYC,
CCND, PITX2, and ECAD (see WNT Web site, http://
www.stanford.edu/~rnusse/Wntwindow.html).
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The aim of our study was to identify the puta-
tive targets of WN'T'/B-catenin signaling that are
specifically deregulated in Wilms tumors with acti-
vating CTNNBI mutations. We used cDNA micro-
arrays to compare expression profiles of Wilms
tumors with and without C7NNB/ mutations, and
we identified several strongly deregulated genes
involved in WN'T/B-catenin signaling.

MATERIALS AND METHODS

CTNNBI and WTI Mutation Analysis

The CTNNB1 gene was assessed for deletions or
mutations of exon 3 in 73 primary Wilms tumors
from the German SIOP/GPOH 93-01 Wilms tumor
study. The majority of these tumors had been
treated by chemotherapy before surgery (all tcumors
with CTNNB1 mutation and 54 of 64 tumors with-
out CTNNBI mutation). The entire region from
exons 2 to 4 was amplified using primers b-catenin-ex2
(TGAAAATCCAGCGTGGACAATG) and b-catenin-
ex4r (GATTGCACGTGTGGCAAGTTCT) and was
assayed for shortened fragments on agarose gels. Exon 3
was directly sequenced on a Beckman CEQ2000
system with primer b-catenin-in3r (TCTGACTT'T=
CAGTAAGGCAATGAA). WTT mutation analyses
were conducted in 64 Wilms tumors using either
single-strand conformational polymorphism (SSCP)
or denaturing high-performance liquid chromatography
(DHPLC), followed by sequencing of the exons,
yielding variant SSCP or DHPLC profiles as de-
scribed previously (Zirn et al., 2004). At least 8 of 10
exons could be evaluated in most of these tumors.

Microarray Expression Analysis

RNA isolation and amplification, cDNA synthe-
sis and labeling, and hybridization of the cDNA
microarrays were performed as described previ-
ously (Zirn et al., 2005a). All the raw data are avail-
able as MIAMExpress submission A-MEXP-221
(htep://www.ebi.ac.uk/miamexpress). The standardi-
zation and quality control procedures are also de-
tailed in Zirn et al. (2005a). Briefly, spatial, inten-
sity-dependent standardization was carried out, and
mean log ratios were calculated from replicates. The
final data matrix consisted of 11,552 expression
measurements (log, ratios) for 73 primary Wilms
tumors. To compare the expression profiles of the
two independent groups (tumors with and without
CTNNBI mutations), the two-sample Welch 7 statis-
tic was used. In addition, fold change analysis of the
tumors according to CTNNBI mutation status was
performed in order to rank the genes.

Genes, Chromosomes & Cancer DOI 10.1002/gcc

Real-Time RT-PCR

Real-time PCR reactions were performed on all
original Wilms tumor samples with C7NNB ] muta-
tions and on 60 of 65 samples without C7TNNRB/
mutations, applying protocols previously described
(Zirn et al., 2005b).

Analysis of Overrepresented Genes and Gene
Categories on Gene Lists by EASE

EASE (Expression Analysis Systematic Explorer)
is a software application that automates the process
of determining biological themes. EASE calculates
overrepresentation of certain genes in a given list of
deregulated genes relative to the total number of
genes assayed. The statistical measure of overrepre-
sentation is the EASE score, which has been shown
to reliably identify most robust categories of differ-
entially regulated groups of genes (EASE score <
0.05; Hosack et al., 2003).

Immunohistochemistry

B-Catenin staining was performed in 47 of 73
Wilms tumors that had been assessed by expres-
sion profiling as previously described (Koch et al,,
1999). Briefly, sections from formalin-fixed, paraf-
fin-embedded tumor tissue were deparaffinized,
incubated in a blocking solution, and stained with
a monoclonal anti-B-catenin antibody. Staining was
separately evaluated for different histological cell
types (blastemal, stromal, epithelial, and myoma-
tous cells) as well as for different cell compartments
(membranous, nuclear, and cytoplasmic staining).
"Tumor samples were classified according to percent-
age of stained cells into one of four categories: (1) no
staining; (2) low-grade staining: < 20%; (3) me-
dium-grade staining: 20-60%; (4) high-grade stain-
ing: > 60%.

RESULTS AND DISCUSSION

CTNNB1 mutations were detected in 8 of 73 pri-
mary Wilms tumors. All eight mutations occurred
in codon 45 of the CTNNBI gene, which has been
described as a highly specific target site (Kusafuka
et al., 2002). Of the eight mutations, four were de-
letions of the serine codon, and four led to missense
mutations by substitution of serine by phenyl-
alanine or cysteine in position 45 of the CTNNBI
gene (Table 1).

To search for new target genes of the WN'T
pathway specifically deregulated in Wilms tumors
with CTNNBI mutations, we compared expression
profiles of these tumors with expression in tumors
without CTNNB mutations. We established candi-
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TABLE |. Mutations in CTNNB/| and WT|

CTNNBI

Tumor sample mutation Allele status WT | mutation Mutation type Allele status Histology

WS-195 S45F Heterozygous no Triphasic

WS-230 S45del Heterozygous no Stromal

WS-246 S45del Heterozygous no Stromal

WS-275 S45F Heterozygous no Triphasic

WS-300 S45C Heterozygous no Stromal

WS-31 S45del Homozygous 946-1G>T Splice site Homozygous Stromal
(exon 3) mutation

WS-208 S45del Heterozygous 1373_1391dup19nt Frameshift Heterozygous Stromal
(exon 7)

WS-258 S45F Heterozygous 548delG (exon I) Frameshift Heterozygous Stromal

WS-104 No Q298Stop (exon 6) Truncating Heterozygous Regressive

mutation
WS-197 No 1677_1678delCG Frameshift Heterozygous Stromal

(exon 10)

All 73 Wilms tumors were assessed for mutations in CTNNB/I. WT| was analyzed in 64 tumors (including all tumors with CTNNB/| mutation).

date gene lists on the basis of combined selection
criteria considering 7 statistics (> 1.96) and the mag-
nitude of differences in expression (> 2-fold). Alto-
gether, 136 genes were selected by this exploratory
approach (Table 2). Most of the identified target
genes were up-regulated (90%), a fact that cannot
be explained at the moment. When these results
were replicated by real-time RT-PCR for five genes,
all differences in expression were even greater than
those calculated from the microarray data, which is
likely a result of methodological differences and a
higher dynamic range in the RT-PCR analysis. (Fig. 1).
CTNNBI mutations in Wilms tumors are fre-
quently associated with mutations in the W77 gene
(Maiti et al., 2000). To evaluate whether the ex-
pression pattern seen in CTNNBI-mutated Wilms
tumors may be influenced by an accumulation of
additional W77 mutations in this group, we ana-
lyzed the W77 gene in all the CTNNB/-mutated
tumors and in most of the tumors without C7NNB1
mutation (56 of 65). W77 gene mutations were
found in five Wilms tumors (Table 1). These be-
longed to both the CTNNBI-mutated group (three
WT1I mutations) and the group of tumors without
CTNNBI mutation (two W77 mutations). Udtha
et al. (2003) analyzed differences in expression
between Wilms tumors with and without W77
mutations. There was no overlap between the can-
didate genes in the W7'7-mutated tumors identified
by these authors and those on our candidate gene
list in CTNNBI-mutated tumors. Specifically, there
was no differential expression of the two proposed
WT1-deregulated candidate genes, MYC and
EGRI, in CTNNBI-mutated tumors (minimal down-
regulation of 1.13 and 1.02, respectively). The dif-
ferentially regulated genes detected in CTNNBI-

mutated Wilms tumors were therefore most prob-
ably not strongly influenced by concurrent W77
mutations.

Downstream Targets of Disrupted WNT Signaling
in Wilms Tumorigenesis

Several of the identified genes specifically de-
regulated in Wilms tumors with CTNNBI muta-
tions are either putative direct targets of WN'T/B-
catenin signaling or have a known interaction with
the B-catenin/cadherin complex in cell adhesion.
Strong differential regulation in CTNNB/-mutated
Wilms tumors was detected for the transcription
factor PITX2 (5.4-fold up-regulation), which repre-
sents a direct target gene of the WN'T'/B-catenin
pathway (Lin et al., 1999). PITX2 was shown to be
expressed in several tissues that are developmen-
tally regulated by the WN'T/B-catenin pathway, for
example, kidney (Schubert et al., 2004), pituitary,
and cardiac cells (Kioussi et al., 2002). It was sug-
gested that PITX2 induces cell-type-specific prolif-
eration in WN'I-dependent developmental pro-
cesses (Kioussi et al., 2002), which may also apply
to Wilms tumors with CTNNB1 mutations.

APCDD1 is another direct target of the WNT/B-
catenin signaling pathway that was strongly overex-
pressed in CTNNBI-mutated Wilms tumors (3.8-
fold up-regulation). APCDD1 was first identified in a
screen for APC-inducible genes in colon cancer cells
("Takahashi et al., 2002) and was shown to enhance
proliferation of colon cancer cells in vitro. In addi-
tion, APCDD]1 is specifically up-regulated with pro-
gression of colon cancer in vivo (Takahashi et al.,
2002). Its up-regulation in Wilms tumors with CTNNB/
mutations may therefore also contribute to cell pro-
liferation in these tumors.

Genes, Chromosomes & Cancer DOI 10.1002/gcc
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TABLE 2. Differentially Regulated Genes in CTNNB/-Mutated Wilms Tumors

Symbol Description Fold change up/down abs (T) GNF SymAtlas*
MYL2 myosin, light chain 2, regulatory, cardiac, slow 21.18 up 3.23 ++
MB myoglobin 12.53 up 3.56 ++
ZDHHC2 zinc finger, DHHC domain containing 2 12.17 up 3.64 0
SMPX small muscle protein, X-linked 11.53 up 3.04 ++
MYHI myosin heavy chain |, skeletal muscle, adult 8.84 up 3.06 ++
DPT dermatopontin 8.50 up 4.16 0
STS steroid sulfatase, arylsulfatase C, isozyme S 8.40 up 3.76 0
MYL3 myosin, light chain 3, alkali; ventricular, 8.07 up 3.63 ++
skeletal, slow
TNNII troponin |, skeletal, slow 8.00 up 3.50 ++
TPMI tropomyosin | (alpha) 742 up 3.17 ++
CASQ2 calsequestrin 2 (cardiac muscle) 6.59 up 2.99 ++
CKMT2 creatine kinase, mitochondrial 2 (sarcomeric) 5.96 up 4.20 ++
LOC92346 LOC92346 5.78 up 3.36 0
PITX2 paired-like homeodomain transcription factor 2 5.38 up 331 0
MGC2744 hypothetical protein MGC2744 5.07 up 3.19 0
FRCP2 fibronectin type Ill repeat containing protein 2 483 up 3.1 n.a.
SGCA sarcoglycan, alpha 4.8l up 2.89 ++
ZNF207 zinc finger protein 207 4.8l up 4.13 +
HIl protein kinase H1 | 4.74 up 2.96 +
AMPD adenosine monophosphate deaminase | 4.50 up 2.55 ++
TNNI2 troponin |, skeletal, fast 4.48 up 3.10 ++
FABP7 fatty acid binding protein 7, brain 4.47 up 2.36 0
WIFI WNT inhibitory factor | 441 up 3.68 0
FLJ12921 hypothetical protein FLJ12921 4.36 up 2.86 ++
NNAT neuronatin 431 up 2.75 0
KLKé kallikrein 6 (neurosin, zyme) 425 down 3.56 0
MLCISA myosin light chain | slow a 4.08 up 3.75 +
CYP2)2 cytochrome P450 family 4.05 up 3.74 +
HSA243396 voltage-gated sodium channel beta-3 subunit 3.92 up 2.55 0
MEG3 maternally expressed 3 3.89 up 2.52 0
MGC2628 hypothetical protein MGC2628 3.88 up 3.72 +
APCDDI adenomatosis polyposis coli down-regulated | 3.78 up 2.50 0
TBXI5 T-box 15 3.67 up 2.04 +
EDN3 endothelin 3 3.60 up 3.93 0
ITGBIBP2 integrin beta |-binding protein (melusin) 2 3.59 up 2.83 ++
CCLI8 chemokine (C—C motif) ligand 18 3.44 down 2.48 0
CACNBI calcium channel, voltage-dependent, beta | 343 up 3.10 ++
HSA243396 voltage-gated sodium channel beta-3 subunit 3.27 up 242 0
ITM2A integral membrane protein 2A 3.22 up 2.39 0
ACTG2 actin, gamma 2, smooth muscle, enteric 3.22 up 3.09 0
HSPB2 heat shock 27kDa protein 2 322 up 3.57 ++
MBNLI muscleblind-like (Drosophila) 3.21 up 3.16 n.a.
T40668 ya08c|0.s| Stratagene placenta 3.18 up 2.10 n.a.
N30117 EST 3.16 up 4.15 n.a.
CAPN6 calpain 6 3.3 up 343 0
N73916 za62g06.s| Soares fetal liver spleen INFLS 3.10 up 2.8l n.a.
AAI176491 zp33d12.s| Stratagene muscle 3.08 up 322 na.
MGC29643 hypothetical protein MGC29643 2.98 down 3.06 0
AL137588 hypothetical protein DKFZp434K 1210 298 up 3.27 0
R25665 EST 297 up 2.23 n.a.
LMo07 LIM domain only 7 2.96 up 4.31 +
FHLI1 four and a half LIM domains | 2.96 up 2.55 ++
COLI5AI collagen, type XV, alpha | 291 up 2.86 0
SLC25AI solute carrier family 25, member | 2.85 up 2.27 0
NDUFB6 NADH dehydrogenase | beta subcomplex, 6 2.83 up 2.48 0
CRYM crystallin, mu 2.80 up 3.39 +
NRAP nebulin-related anchoring protein 2.80 up 2.44 +
SC4MOL sterol-C4-methyl oxidase-like 2.79 up 3.35 0
NOPE likely ortholog of mouse neighbor of Punc El | 2.73 up 2.04 0
(Continued)
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TABLE 2. Differentially Regulated Genes in CTNNB/-Mutated Wilms Tumors (Continued)

Symbol Description Fold change up/down abs (T) GNF SymAtlas*
STE sulfotransferase, estrogen-preferring 2.71 up 4.34 ++
BINI bridging integrator | 2.70 up 3.06 +
EDNRA endothelin receptor type A 2.67 up 2.6l 0
EMP2 epithelial membrane protein 2 2.66 up 3.08 0
NEOI neogenin homolog | (chicken) 2.66 up 342 0
H17038 Homo sapiens cDNA FLJ25076 fis 2.63 up 3.69 n.a.
EGFL6 EGF-like-domain, multiple 6 2.62 up 2.44 0
COLIA2 collagen, type |, alpha 2 2.60 up 1.98 +
PRDC protein related to DAN and cerberus 2.55 up 3.29 +
ADRA2A adrenergic, alpha-2A-, receptor 2.55 up 5.40 0
TMA4SF2 transmembrane 4 superfamily member 2 2.49 up 3.69 0
ENPP2 ectonucleotide pyrophosphatase/ 2.49 up 6.23 0
phosphodiesterase 2 (autotaxin)
TREM2 triggering receptor expr. on myeloid cells 2 2.48 down 6.07 0
SPARCLI SPARC:-like | (mast9, hevin) 2.48 up 2.55 0
P29 GCIP-interacting protein p29 2.48 up 3.74 0
T57920 Homo sapiens mRNA from 5q31-33 region 2.46 up 2.63 n.a.
AA400047 EST 245 down 5.16 na.
LOC51760 B/K protein 2.45 up 3.32 0
N92646 yz80b09.s| Soares_multiple_sclerosis_2NbHMSP 2.44 down 3.58 n.a.
AA404293 zv63g08.s| Soares_total_fetus_Nb2HF8_9w 2.43 up 3.29 n.a.
H24359 EST 243 up 3.75 na.
FABP3 fatty acid—binding protein 3, muscle and heart 2.40 up 3.09 ++
CPA3 carboxypeptidase A3 (mast cell) 2.39 up 2.97 0
ALI17562 DKFZP566C 134 protein 2.38 up 2.67 0
LOC221143 hypothetical protein LOC221143 2.38 up 2.06 0
PAX8 paired box gene 8 2.38 down 2.27 0
IGFBP3 insulin-like growth factor binding protein 3 2.36 up 4.13 +
FBLNI fibulin | 233 up 3.95 0
LOCI115286 hypothetical protein LOCI 15286 2.32 up 2.30 n.a.
WO02677 EST 2.31 up 2.06 n.a.
N31901 EST 228 up 2.63 na.
F10 coagulation factor X 2.28 up 5.00 0
PRKCQ protein kinase C, theta 2.27 up 3.59 0
SRPX sushi-repeat-containing protein 2.23 up 2.55 ++
ELN elastin 2.23 up 2.14 0
CACNGI calcium channel, voltage-dependent, gamma | 2.20 up 2.11 ++
NRNI neuritin | 2.19 up 3.34 0
BCMPI brain cell membrane protein | 2.19 up 2.86 0
TNNT2 troponin T2, cardiac 2.18 up 223 ++
KIAAI913 KIAA1913 protein 2.18 up 3.64 n.a.
Céorf37 chromosome 6 open reading frame 37 2.18 up 6.73 0
Ells| hypothetical protein Ells| 2.18 up 3.29 0
ALDHIAI aldehyde dehydrogenase | family, member Al 2.18 up 2.53 0
P37NB 37 kDa leucine-rich repeat (LRR) protein 2.17 up 2.17 ++
FBXO32 F-box only protein 32 2.16 up 243 +
GPMéB glycoprotein M6B 2.14 up 453 0
COL9A3 collagen, type IX, alpha 3 2.14 up 2.71 0
CDC20 CDC20 cell division cycle 20 homolog 2.13 up 2.34 0
SEMA6C semaphorin 6C 2.13 up 2.44 0
AA041482 EST 2.13 up 2.26 n.a.
ARPC2 actin-related protein 2/3 complex, subunit 2 2.12 down 2.90 0
AA056013 zf22e03.s| Soares_fetal_heart_ NbHHI19W 2.12 up 2.07 n.a.
SNCA synuclein, alpha 2.11 down 3.60 0
GSTTI glutathione S-transferase theta | 2.10 up 3.0l 0
HISTIHIC histone I, Hlc 2.09 up 2.36 0
IRX3 iroquois homeobox protein 3 2.09 up 3.19 0
H16733 ESTs 2.08 up 223 na.
ZD52F10 hypothetical gene ZD52F10 2.08 down 2.46 0
PGAM2 phosphoglycerate mutase 2 (muscle) 2.08 up 3.17 ++
(Continued)
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TABLE 2. Differentially Regulated Genes in CTNNB/-Mutated Wilms Tumors (Continued)

Symbol Description Fold change up/down abs (T) GNF SymAtlas*
CCL4 chemokine (C—C motif) ligand 4 2.07 down 2.10 0
RISI Ras-induced senescence | 2.06 up 2.17 0
RAB9B RAB9B, member RAS oncogene family 2.06 up 243 n.a.
CRYAB crystallin, alpha B 2.06 up 2.96 ++
AA504891 Homo sapiens cDNA FLJ37412 fis 2.06 up 2.94 n.a.
PLA2G7 phospholipase A2, group VII 2.05 down 3.56 0
MATN2 matrilin 2 2.05 up 3.07 n.a.
AAQ13244 EST 2.04 up 2.28 na.
Céorf37 chromosome 6 open-reading frame 37 2.04 up 5.45 0
Clorfl7 chromosome | open-reading frame 17 2.04 up 2.58 0
CDH2 cadherin 2, type |, N-cadherin (neuronal) 2.04 down 4.00 ++
MGC23937 hypothetical protein MGC23937 2.03 up 248 0
HI17336 Homo sapiens mRNA; cDNA DKFZp586C1723 2.02 up 2.99 n.a.
IGFBP5 insulin-like growth factor binding protein 5 2.02 up 3.67 0
HIST2H2BE histone 2, H2be 2.02 up 2.75 0
AKRICI aldo-keto reductase family |, member Cl 2.01 up 3.48 0
CTSB cathepsin B 2.01 down 4.16 0
FMOI flavin-containing monooxygenase | 2.00 up 3.53 0

Selected were 136 genes with a fold change > 2 and an absolute value of the t statistic [abs(T)] > 1.96. Genes previously described as targets of WNT/

{3-catenin signaling are highlighted in bold type.

*All genes were analyzed for muscle-specific overexpression using the SymAtlas v1.0.1 (http://symatlas.gnf.org/SymAtlas/) expression database (++ very
high; + relatively high; 0, no muscle-specific expression; n.a., not available in SymAtlas database).
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Figure I.  Comparison of changes in the magnitude of gene expres- PCR analysis was available for all eight tumors with CTNNB/ mutations

sion between Wilms tumors with and without CTNNBI mutations as
measured by real-time RT-PCR analysis. The genes selected were differ-
entially expressed by microarray analysis and were then assessed by
quantitative PCR in the same tumors. Genes are shown in order of
decreasing magnitude of change as listed in Table 2. RNA for real-time

Furthermore, EDN3 (endothelin 3) and its recep-
tor, KDNRA, were up-regulated in CTNNB-mutated
Wilms tumors. £DN3 promotes cell proliferation
and invasion in melanoma and Kaposi’s sarcoma. In
ovarian carcinoma, /£DN3 has been identified in a
screen for WN'T/B-catenin-induced genes. In addi-
tion, EDNRA plays a major role in cancer progres-

Genes, Chromosomes & Cancer DOI 10.1002/gcc

and for 60 of 65 tumors without CTNNB| mutation. Every tumor is rep-
resented by a single dot, and expression is graphed in PCR cycles (ct val-
ues) when reactions reached threshold levels. All expression levels were
normalized on the basis of values obtained for the housekeeping gene
HPRT. Median expression in each group is indicated by a horizontal line.

sion and has therefore been proposed as a novel tar-
get for anticancer therapy (Carducci et al., 2003).

In addition to its role in the WN'T signaling
pathway, B-catenin also interacts with members of
the cadherin family and thereby stabilizes intercel-
lular adhesion. We found N-cadherin (CDH?Z2) to be
down-regulated in CTNNBI-mutated Wilms tumors
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compared to in tumors without mutations, suggest-
ing that CTNNBI mutations may also alter cellular
adhesion properties.

Taken together, we identified several known
WN'T target genes specifically up-regulated in Wilms
tumors with C7NNBI mutations. These genes may
synergistically contribute to cell proliferation in tu-
morigenesis in Wilms tumors with activated WN'T/
B-catenin signaling.

Secreted Upstream Antagonists of the WNT
Signaling Pathway

WN'T antagonists can be divided into two func-
tional classes: the SFRP class and the Dickkopf
class. Members of the SEFRP class, which include
the SFRP (secreted Frizzled-related protein) fam-
ily, WIF1 (WN'T inhibitory factor 1), and CER
(Cerberus), directly bind to WN'T proteins and
thereby prevent their activating the WN'T' pathway.
Members of the Dickkopf class antagonize WNT
signaling by direct interaction with the WN'T recep-
tor complex (Kawano and Kypta, 2003).

DKK1 (Dickkopf-1) was previously shown to be
expressed in Wilms tumors of unknown ('7TNNRB/
mutation status (Wirths et al., 2003), but our study
did not indicate a specific differential expression in
Wilms tumors with CTNNBI mutation. In contrast,
two members of the SFRP class were found to be
differentially regulated in our CTNNB/-mutated
Wilms tumors: W/F1 and PRDC.

Both genes have previously been directly impli-
cated in tumorigenesis: WIF/ was found to be
down-regulated in several cancer types, for example,
prostate, breast and lung cancer (Wissmann et al.,
2003), whereas overexpression of PRDC was shown
to inhibit tumorigenesis (Chen et al., 2002). Inter-
estingly, both genes were up-regulated in Wilms
tumors with (7NNBI mutations and thereby may
counteract WN'T signaling.

WIF1 was also found to be overexpressed in a se-
ries of Wilms tumors with W77 mutations, more
than half of which carried concomitant CTNNB1
mutations (Li et al., 2004). In addition, several other
genes were concordantly identified in both our study
and a study by Li et al. (2004): overexpression in
CTNNBI-mutated tumors was found for COL9A3,
whereas KILK6 and PAXS were underexpressed in
both studies. The differential regulation of these
genes occurred independently of the difference in
treatment of tumors—preoperative chemotherapy in
our study and primary surgery in the Li et al. (2004)
study. However, the difference in treatment proto-
cols between Europe and North America may also

account for other deregulated genes being found in
only one of the studies.

In summary, two groups of genes are overex-
pressed in (TNNBI-mutated Wilms tumors: first,
downstream target genes of B-catenin, for example,
PITX2, APCDDI1, EDN3 and EDNRA, and, second,
upstream components of the WN'T pathway, for
example, WIF7 and PRDC. The first group of acti-
vated target genes conveys enhanced WN'T signal-
ing, whereas the second group of secreted antago-
nists inhibits the WN'T' pathway. Overexpression
of the latter may be a consequence of uncontrolled
WN'T signaling and represent a negative (but inef-
fective) feedback mechanism in Wilms tumors
with activating CTNNB1 mutations (Fig. 2).

Interestingly, several prominent components of
the WN'T/B-catenin cascade were not differen-
tially expressed. We specifically analyzed differen-
ces in expression in APC, CCNDI-3, DVL2 and 3,
FZD1,4 and 8, GSK3B, JUN, V-MYC, PSENI,
ROCK1, SMAD2 and 3, and WNT2,4 and 5B but
found none (there was less than a 1.2-fold change
in the up- or down-regulation of all genes). EASE
analysis showed that the genes of the WN'T/B-cate-
nin pathway were not significantly overrepresented
on our candidate list (EASE score > 0.05). However,
11 genes on our list of 136 deregulated genes had
been previously described as targets of the WN'T/B-
catenin pathway (Table 2). Assuming there are
about 50 known WN'T/B-catenin targets, not all of
which were on our 11.5-k microarray, the 11 WN'T/
B-catenin candidates detected would be a rather
high proportion of all deregulated genes.

Crosstalk with Other Signaling Pathways

There is increasing evidence that the WN'T/(3-
catenin signaling pathway also interacts with other
signaling systems. A mode of cross regulation was
revealed by the discovery that retinoids inhibit B-
catenin-dependent gene transcription (Easwaran
et al., 1999). Tice et al. (2002) searched for genes
selectively up-regulated by a combination of both
the WN'T'/B-catenin and the retinoic acid path-
ways. ATX/ENPPZ2, which had been identified with
this approach, was also 5.6-fold up-regulated in the
CTNNB I-mutated Wilms tumors. ATX/ENPP2 is a
secreted tumor motility-promoting factor with lyso-
phospholipase D activity whose overexpression is
closely linked to the invasiveness of cancer cells
(Moolenaar et al., 2004). In our previous microarray
screening for genes associated with Wilms tumor
progression, ATX/ENPPZ was up-regulated in those
tumors that later relapsed. In addition, several other
genes induced by retinoic acid signaling overlapped

Genes, Chromosomes & Cancer DOI 10.1002/gcc
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with differentially regulated genes in the CTNNBI-
mutated Wilms tumors, for example, /GFBP3 and
IGFBPS5 (Zirm et al., 2005b).

Furthermore, interaction between the WN'T/B-
catenin and the RAS pathways was recently de-
scribed (Zhang et al., 2001). Involvement of RAS
signaling may also occur in Wilms tumors with acti-
vating C(I’NNBI mutations because two members
of the Ras superfamily, RABY9B and RISI, were
found to be up-regulated. RIS! (Ras-induced se-
nescence 1) was recently isolated in a screen for
genes specifically up-regulated in Ras-senescent
human fibroblasts (Barradas et al., 2002). It has
been proposed that this is a tumor-suppressor gene.
The function of RAB9B has not been specifically
analyzed to date.

Differential Regulation of Muscle-Related Genes
in CTNNBI-Mutated Wilms Tumors

Muscle-related genes, for example, myoglobin
or myosin light and heavy chains, were predomi-
nant among the candidate genes with the highest
differential regulation in the CTNNBI/-mutated
Wilms tumors (compare Table 2). This was even
more pronounced when differential expression was
verified by real-time RT-PCR (Fig. 1). Although
there was no strict separation of mutated tumors,
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cell adhesion

Figure 2. Putative deregulated
WNT target genes in CTNNB/-mu-
tated Wilms tumors. Mutated (-
catenin is refractory to degradation
and inappropriately activates down-
stream target genes such as PITX2,
APCDD, and members of the endo-
thelin axis. The putative upstream
regulatory genes WIF| and PRDC
may be induced by uncontrolled
WNT signaling and represent a neg-

RA pathway

ATX/ENPP2
IGFBP3, IGFBP5
ITGB1

R!s‘l ative feedback mechanism in Wilms

RABSB
RAS pathway

tumors with activating CTNNB/ muta-
tions. Several differentially regulated
genes, for example, CDH2 and FRCP2,
are involved in intercellular adhesion.
There is additional evidence for
crosstalk between the WNT/B-cat-
enin pathway and other signaling
cascades, for example, the retinoic
acid and the RAS pathways.

nevertheless, in some cases, median expression dif-
fered by orders of magnitude. Li et al. (2004) also
found a number of muscle-related genes up-regu-
lated in CTNNBI/WTI-mutated Wilms tumors.
Interestingly, the genes identified in their study,
MEOX2, LBXI, and HOX7, encode myogenic tran-
scription factors with rather early functions in mus-
cle differentiation. In contrast, the genes identified
as deregulated in our study, troponins and myosins,
are involved in the later stages of muscle differen-
tiation and function. These differences in the pre-
dominant stage of muscle differentiation may be
related to the difference in the treatment protocols
used in North America (primary surgery) and Europe
(chemotherapy before surgery). We hypothesize that
preoperative chemotherapy may promote terminal
differentiation processes of muscle tissue, thus lead-
ing to a high proportion of differentially regulated
genes involved in later stages of muscle develop-
ment and function.

We performed 3-catenin staining in 47 of 73 Wilms
tumors to explore whether this expression pattern
corresponds to histological and immunohistochem-
ical parameters. These 47 tumors included 41 of
65 tumors without ¢7NNBI mutation and 6 of 8
CTNNB-mutated Wilms tumors. Examples are shown
in Supplementary Figure 1 (Supplementary material
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for this article can be found at http://www.interscience.
wiley.com/jpages/1045-2257/suppmat). Interestingly,
tumors with predominantly stromal histology dis-
played a high proportion of areas with myomatous
differentiation and medium- or high-grade staining
for nuclear B-catenin. This pattern was seen not
only in CTNNBI-mutated Wilms tumors but also in
all three stromal tumors without CTNNBI mutation.
Therefore, the presence of myomatous areas may be
related to stromal histology independent of CTNNB1
mutation status. However, up-regulation of muscle-
related genes was stronger in stromal tumors with
CTNNRBI mutation than in tumors without C7TNNB1
mutation.

Predominance of areas with skeletal muscle dif-
ferentiation also was described in a variant of
Wilms tumors classified as fetal rhabdomyomatous
nephroblastoma (FRN; Maes et al., 1999). This tu-
mor entity has an overall good prognosis, although
FRNs are frequently resistant to chemotherapy.
Similar features were also observed in the Wilms
tumors included in our study. Among tumors with
CTNNBI mutation and myomatous differentiation,
63% (5 of 8) responded poorly to chemotherapy,
with just a minor reduction in tumor volume (maxi-
mum decrease of 17%) or even an increase, whereas
only 28% of tumors without (7NNBI mutation were
poor responders (defined as reduction in tumor vol-
ume of < 50% after chemotherapy). Of the three
stromal tumors without C¢7TNNBI mutation, two
responded well (> 50%), and one had a reduction of
tumor volume of 39%. Moreover, all children with
CTNNBI-mutated tumors survived and did not have
tumor recurrence (compared to overall relapse and
death rates of 18% and 11%, respectively). An asso-
ciation between stromal histology and myomatous
differentiation has also been described in Wilms
tumors with W77 mutations (Miyagawa et al., 1998;
Schumacher et al., 2003). It will be interesting in
the future to analyze larger cohorts to determine
which of the interrelated features, CTNNBI/WT1
mutations, stromal histology, or corresponding ex-
pression signatures are best suited to predict favor-
able outcome.

In summary, our study was a first attempt to
detect genes specifically deregulated in CTNNB1-
mutated Wilms tumors. In addition to putative
downstream target genes that mainly aid cell prolif-
eration, we also identified overexpressed upstream
inhibitors of WN'T signaling, indicative of a putative
negative feedback mechanism in Wilms tumors with
enhanced WN'T/B-catenin signaling. There was
additional evidence for crosstalk of the WN'T'/B-cat-
enin cascade with other signaling systems such as

the retinoic acid and the RAS pathways. The strong
dysregulation of muscle-specific genes corresponded
to a high proportion of areas with myomatous differ-
entiation and medium- or high-grade staining for
B-catenin.
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Abstract

Deregulation of the Wnr signalling pathway is a key event in the development of a broad spectrum of human malignancies
and mutations in §-catenin (CTNNBI), a central component of the Wnt pathway, have been detected in 10-15% of Wilms
tumors (nephroblastoma). Furthermore, nuclear immunoreactivity for §-catenin has been described even in the absence of
detectable (-catenin mutations. This suggests that other components of the Wnr pathway may be involved in the pathogenesis of
a subgroup of Wilms tumors. Chibby (C220RF?2) is a recently identified antagonistic component of the Wnt pathway that
inhibits the transcriptional activity of (-catenin. Our study addresses the question whether mutation or down-regulation of
Chibby is involved in Wilms tumorigenesis. We analysed the expression of Chibby by real time RT-PCR in 142 Wilms tumors,
but there was no significant expression difference in any group of tumors stratified according to clinical, histological and
mutational criteria. Mutation analysis of a smaller cohort did not reveal any mutations of the coding sequence. We only detected
a constitutive splice variant leading to the absence of exon 4 in all Wilms tumors as well as in normal tissues. In addition, we
detected a frequent silent polymorphism in the Chibby exon 4 sequence (435T/C). These data strongly suggest that despite its
attractive function as a modulator of B-catenin activity, Chibby is not involved in Wilms tumorigenesis.
© 2004 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

Keywords: Wilms tumor; Nephroblastoma; §-catenin; Wnt pathway; Chibby; Expression analysis

1. Introduction and most frequently presents as a unilateral (95%)
and sporadic (98%) tumor. The overall 5-year-

Wilms tumor or nephroblastoma is one of the most survival rate after preoperative chemotherapy and
common solid tumors in childhood (1:10,000 live tumor nephrectomy is approximately 90%. In most
births). It arises from embryonic kidney cells Wilms tumors the molecular pathogenesis is still

unclear. Two gene mutations are known to be

involved in Wilms tumorigenesis: these are mutations

388 7038 in WTI and in B-catenin. Both mutations are
E-mail address: gessler@biozentrum.uni-wuerzburg.de frequently associated with each other, but account
(M. Gessler). for only 10-15% of Wilms tumors, respectively [1-3].
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WTI has been identified as a tumor suppressor gene
on chromosome band 11p13 [4,5]. It encodes a zinc
finger transcription factor that plays an essential role
in genitourinary development [6].

B-catenin is involved in both Wnr signalling and
intercellular adhesion. Activation of the Wnr pathway
inhibits (-catenin phosphorylation by GSK3. Non-
phosphorylated (-catenin is protected from degra-
dation and translocates to the nucleus, where it forms
a complex with transcription factors of the Tcf/Lef
family to regulate transcription of target genes, e.g.
MYC and Cyclin DI [7,8]. Mutations especially of
exon 3 of the (-catenin gene render the protein
refractory to phosphorylation and subsequent targeted
degradation, resulting in its nuclear accumulation and
inappropriate activation of downstream target genes
[9,10].

B-catenin is found to be mutated in a variety of
human cancers (for review, see Ref. [11]) and the
identification of B-catenin mutations in about 15% of
Wilms tumors [12] implies that alteration of the Wnt
pathway also plays an important role in the develop-
ment of at least a subgroup of Wilms tumors.
Mutations in (-catenin lead to an intranuclear
accumulation of the (-catenin protein in a fraction
of tumor cells [13]. Interestingly, a subset of Wilms
tumors without detectable (§-catenin mutations shows
similar intranuclear accumulation of the (-catenin
protein. Therefore, other genes of the Wnt pathway
may be affected in these tumors.

Recently, a new antagonistic component of the Wnt
signalling pathway has been identified. A screening
for proteins that directly interact with the transcription
activation domain of (-catenin revealed the protein
Chibby as a novel antagonist of the Wnt pathway [14].
Chibby (C220RF?2) is located in chromosome band
22q13 and encodes a small nuclear coiled coil protein
that inhibits the transcriptional activity of (-catenin
by competing with the transcription factor Lef-1 for
binding to (-catenin. Up- and down-regulation of
Chibby was shown to directly influence the expression
of targets such as Cyclin DI. Downregulation of
Chibby was shown in uterine and thyroid cancers [15].

The aim of our study was to assess whether Chibby
is also involved in Wilms tumorigenesis. We analysed
the expression of Chibby in 142 Wilms tumors and
screened selected tumors for mutations of the coding
sequence.

2. Materials and methods
2.1. Wilms tumor samples

Primary tumor tissue was obtained from 142
Wilms tumors of the German SIOP/GPOH 93-01
Wilms tumor study. Detailed clinical data were
available for all samples. Informed consent for
biological studies had been obtained before surgery.

2.2. RNA isolation and cDNA synthesis

Total RNA was isolated from frozen tumor tissue
using the RNA/DNA Midi Kit (Qiagen, Hilden,
Germany) or Trizol reagent (Life Technologies) for
simultaneous RNA/DNA extraction. RNA concen-
tration was measured by absorbance at 260 nm and
the samples were stored in water at —80 °C. 2.5 pg of
total RNA were used for cDNA synthesis with the
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (MBI
Fermentas, St.Leon-Rot, Germany). After initial RNA
denaturation at 70 °C for 10 min, the ¢cDNA was
synthesized at 42 °C for 60 min, followed by termin-
ation of the reaction at 70 °C for 10 min. RNA was
degraded by incubating with 1.25 U of RNase H at
37 °C for 30 min. Finally, water was added to a final
volume of 200 pl.

2.3. Real time PCR

Real time PCR was conducted in the iCycler (Bio-
Rad, Munich, Germany). Standard PCR reactions
(22 pl) contained 2 pl cDNA, 7.5 pmol primers
(Chibby_forward: GTCAGGAGAAGGGAGCACTG
and Chibby_reverse: GGGTTGATCGATCCAAA-
GAA), 0.13 pmol FITC (Bio-Rad, Munich, Germany)
and 0.75 pl Sybr Green (1:20,000 diluted, Eurogentec,
Seraing, Belgium) for detection. PCR conditions
were: 40 cycles of denaturation at 95 °C for 15s,
followed by annealing and elongation at 60 °C for
1 min. Finally, melt curves were established
(50-93 °C) in order to check the accuracy of
amplification products. RT-PCRs were performed in
two microtiter plates with additional control cDNAs
for standardization. RT-PCR reactions with the
housekeeping gene HPRT (hHPRTI1: TGACACTGG-
CAAAACAATGCA; hHPRT2: GGTCCTTTTCAC-
CAGCAAGCT) were performed with the aim of
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equalizing concentration differences between the
tumor samples.

2.4. WT1/B-catenin mutation analysis and allele
loss studies

WT1 mutation analyses were conducted in 92
Wilms tumors using either single strand confirmation
polymorphism (SSCP) or denaturing high-perform-
ance liquid chromatography (DHPLC), followed by
sequencing of exons yielding variant SSCP or
DHPLC profiles.

For SSCP analysis, WTI exons were amplified
from genomic DNA and labelled by *?P-dCTP
incorporation. PCR products were separated as
single-stranded molecules by electrophoresis in non-
denaturing polyacrylamide gel as described in Gessler
et al. [1].

For DHPLC mutation screening, WTI/ exons
were similarly amplified. To also detect homo-
zygous mutations, equal volumes of PCR products
from tumor samples were mixed with control
products generated from sequenced normal cosmid
clones, denatured at 95°C for 5min and then
incubated at 65 °C for 15 min in order to obtain
heteroduplices. Mutation analysis was then per-
formed on both the original and mixed PCR
products using the Transgenomic WAVE™ DNA
Fragment Analysis System. DHPLC conditions
were optimized using positive controls with
known mutation status. Samples showing an
abnormal peak pattern were then sequenced on a
Beckman CEQ2000 system.

The (-catenin gene was assessed for deletions or
mutations of exon 3. The entire region from exons 2 to
4 was amplified using primers b-catenin-ex2
(TGAAAATCCAGCGTGGACAATG) and b-cate-
nin-ex4r (GATTGCACGTGTGGCAAGTTCT) and
assayed for shortened fragments on agarose gels.
Exon 3 was directly sequenced with primer b-catenin-
in3r (TCTGACTTTCAGTAAGGCAATGAA).

Allele loss studies with microsatellite markers
were carried out as described in Klamt et al. [16].

2.5. Chibby mutation analysis

For Chibby mutation analysis tumor cDNAs were
amplified with the primers Chibby_forward

(GTCAGGAGAAGGGAGCACTG) and Chibby_re-
verse (GGGTTGATCGATCCAAAGAA). The PCR
product encompassing the entire coding region was
purified (Nucleospin, BD Biosciences, Heidelberg,
Germany) and sequenced using the forward primer on
a Beckman CEQ2000.

3. Results and discussion

Our study addresses the question whether
Chibby (C220RF2), a novel antagonist of the Wnt
pathway in Drosophila [14] that directly interacts
with the transcription activation domain of (-cate-
catenin, is also involved in Wilms tumorigenesis.
We selected two experimental approaches. First, we
performed a broad expression screening of Chibby
in 142 Wilms tumors from the German SIOP/
GPOH 93-01 study and secondly, we examined a
subset of 21 tumors for cDNA mutations in the
coding sequence.

Expression of Chibby mRNA in Wilms tumors
was quantified by real time RT-PCR using HPRT
transcripts levels as a baseline for standardization.
Different clinical, histological and mutational cri-
teria were then applied for stratification of the
expression results (Fig. 1). Clinical criteria were
metastasis (yes/no), relapse (yes/no), preoperative
therapy (none versus chemotherapy) and response to
chemotherapy (greater or less than 50% reduction in
volume). Histological diagnosis classified 62 Wilms
tumors as standard risk (32 triphasic, 15 regressive,
7 stromal and 8 epithelial tumors), high risk was
diagnosed in 15 tumors (11 blastemal and 4
anaplastic tumors). There was no discernible
expression difference between the respective sub-
groups of tumors.

Mutational data for WTI and (-catenin were
available for 92 and 60 of these tumors, respectively.
As there is a known association of stromal histology
with WT'I mutations and of WTI and (-catenin
mutations, we also selected tumors positive for any
of these features. Significant expression differences
could not be detected in any stratified tumor group.
Finally, we grouped tumors with allele loss on
chromosome 22, the genomic location of the Chibby
gene (22q13). This chromosome shows allele loss in
up to 10% of Wilms tumors, but again there was no
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Fig. 1. Expression of Chibby in 142 Wilms tumors stratified for different clinical, histological and mutational criteria. Median cycle differences
measured by real time RT-PCR (y-axis) and standard deviations are indicated for these stratifications. The number of tumors in every group is
shown below each column. As nearly all relapses occur within three years after therapy, this timeframe was used for definition of relapse-free
tumors. Tumor reduction of greater than 50% after chemotherapy was defined as good response, tumor reduction of less than 50% or increase of
tumor volume was defined as poor response. The definition of risk refers to the histological diagnosis. The standard risk group comprises 32
triphasic, 15 regressive, 7 stromal and 8 epithelial tumors, the high risk group consists of 11 blastemal and 4 anaplastic tumors.

alteration in Chibby expression levels in this sub-
group. Thus, the expression of Chibby is stable and
independent of the clinical, mutational or histological
background in Wilms tumors. Expression data of
Chibby cannot be used for prediction of outcome in
Wilms tumors.

Mutation analysis of Chibby was performed on a
subgroup of all Wilms tumors analysed by real
time RT-PCR with the highest probability of
having alterations in Wnt signal transduction.
Again, stromal histology, mutation in WTI, loss
of heterozygosity at chromosome band 11p13 and
mutations of (-catenin were used as inclusion
criteria. Corresponding mutational and histological
data are summarized in Table 1. Complete
sequencing of the entire Chibby coding region
did not reveal a mutation in any of the tumor
cDNAs.

The only relevant alteration detected was a splice
variant present at low levels in all of the tumors
analysed, which had not been described before.
Exon 4 of Chibby is skipped, leading to a frameshift
in exon 5, which is terminated by a stop codon after
nine amino acids. The truncated protein comprises
71 amino acids, the first 61 of which are identical to

the full-length protein consisting of 126 amino
acids. In order to clarify whether this splice variant
is ubiquitously found, we analysed fetal tissue
samples of kidney, liver, spleen, brain and lung as
well as normal kidney tissue. The splice variant was
present in all of these tissues at similarly low levels,
arguing against a pathological significance. Several
studies suggest that up to 40% of all genes have
alternative splice forms [17]. However, the biologi-
cal function of alternative splicing remains to be
clarified in most genes.

In ten of the analysed Wilms tumors a silent
polymorphism (435T/C) in the Chibby exon sequence
was detected in heterozygous (n=7) or homozygous
form (n=3). This silent polymorphism has already
been described as a regular polymorphism (snp
3747174; http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/
genesnpview?db = &gene =ENSG00000100211).
The frequency of this polymorphism in our cohort is
in good accordance with the overall frequency of
heterozygosity of 46%.

In summary, we were the first to study the role of
Chibby, a novel antagonist of the Wnt pathway, in
human Wilms tumorigenesis. Although Chibby was
reported to be downregulated in uterine and thyroid
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Table 1

Mutation analysis of Chibby in 21 Wilms tumors in comparison with §-catenin and WT status, histology and 11p13 LOH data

Sample Chibby B-catenin WT1 # Histology LOH
435T/C Exon 3 Mutation Exon Mutation type lpl3
polymorphism mutation type (nucleotide change)

status

19 wt het ASer45 Stromal Yes

23 wt nd 2 (het) MI182V (924A>G) Triphasic No

29 het nd nd Blastemal Yes

31 het hom ASer45 3 (het) Splice site mutation Stromal Yes

(946-1G>T)

37 hom wt Anaplastic Yes

60 wt nd Triphasic Yes

61 wt wt Triphasic Yes

62 hom wt nd Triphasic Yes

64 wt wt 2 (hom) H162S > 179Stop Triphasic Yes

(863_864insT)

69 wt hom ASer45 Triphasic No

104 wt nd 6 (het) Q298Stop Regressive No

121 wt het S45F Clear cell nd

sarcoma

122 het wt Blastemal Yes

195 het het S45F Triphasic No

197 het wt 10 (het) Frameshift Stromal No

(1677_1678delCG)
208 wt het ASer45 7 (het) Frameshift Stromal No
(1373_1391dup19nt)

230 wt het ASer45 Stromal No

246 het het ASer45 Stromal Yes

248 wt wt Epithelial Yes

252 het wt unknown No

258 hom het ASer45 Stromal Yes

nt, not done; wt, wild-type; het, heterozygous; hom, homozygous.
# Markers used: D11S1392, D11S239, D11S935, WT1-(CA)n.

cancer, we neither detected mutations nor expression
differences of Chibby in tumors stratified for
different clinical, histological or mutational criteria.
It can therefore be concluded that despite its
attractive function as a modulator of Q-catenin
activity, Chibby is most likely not involved in
Wilms tumorigenesis.
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Novel Familial WT'1 Read-Through Mutation Associated With Wilms
Tumor and Slow Progressive Nephropathy

Birgit Zirn, MD, Stefanie Wittmann, MSc, and Manfred Gessler, MD

o Wilms tumor gene 1 (WT7) is essential for normal urogenital development. Mutations in WT7 are involved in
Wilms tumorigenesis and several associated syndromes, such as Denys-Drash, Frasier, or Wilms tumor, aniridia,
genitourinary anomalies, and mental retardation syndrome. We report a novel familial WT1 point mutation in the
stop codon of exon 10 (1730A/G; X450W) in 3 members of 1 family. The index patient is a 22-year-old woman in
whom Wilms tumor and ureter duplex were diagnosed at the age of 9 years and who subsequently developed slow
progressive nephropathy. Her mother also had late-onset nephropathy that led to end-stage renal failure, whereas
renal function in 1 brother of the index patient was not impaired. We hypothesize that this type of mutation
(read-through), which leads to an elongated, but otherwise unchanged, WT7 protein, may be associated with
incomplete penetrance and a relatively late onset of both Wilms tumor and nephropathy in this family. Am J Kidney

Dis 45:1100-1104.
© 2005 by the National Kidney Foundation, Inc.

INDEX WORDS: Wilms tumor; Wilms tumor gene 1 (WT7) mutation; nephropathy.

ILMS TUMOR GENE 1 (WT1) has a key

role in kidney and gonad development

and subsequent normal renal function. It consists

of 10 exons that encode a 449—amino acid pro-

tein that contains 4 zinc fingers and a transactiva-

tion domain. Alternative splicing occurs at exon

5 (£17 amino acids) and exon 9 (*3 amino

acids; KTS, ie, Lys-Thr-Ser). The correct ratio of

the resulting isoforms is required for normal
gene function.

WT1I originally was isolated as a tumor sup-
pressor gene in patients with Wilms tumors.'~
Wilms tumor, or nephroblastoma, is a malignant
kidney tumor that affects approximately 1 in
10,000 children. It arises from embryonic renal
precursor cells and most frequently presents as a
unilateral and sporadic tumor. In approximately
4% of patients with Wilms tumor, Denys-Drash
Syndrome (DDS) or Wilms tumor, aniridia, geni-
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tourinary anomalies, and mental retardation
(WAGR) syndrome is additionally diagnosed.’*
The frequency of WT'I mutations in patients with
sporadic Wilms tumors is 10% to 15%.° Con-
versely, children with syndrome-associated Wilms
tumors frequently show germline W7/ muta-
tions.

In patients with DDS, the most frequent consti-
tutional WT'1 mutations are missense mutations
in exon 9 affecting the zinc-finger region of
WTI, which is responsible for DNA binding.®
WTI mutations in patients with DDS show domi-
nant-negative activity, and it is assumed that
self-association between wild-type and mutant
WT1I protein prevents normal WT! gene func-
tion. DDS typically involves nephropathy (dif-
fuse mesangial sclerosis with early childhood
renal failure), gonadal dysgenesis (male
pseudohermaphrodism), and a strong predisposi-
tion toward Wilms tumors.

Frasier syndrome is caused by specific muta-
tions of the donor splice site in intron 9 of the
WT1 gene, leading to reduced expression of the
usually more abundant + KT isoform.”® In con-
trast to DDS, nephropathy presents as focal and
segmental glomerular sclerosis and appears later
during adolescence, with slower progression.
Wilms tumors are almost never seen, probably
because only isoform ratios are perturbed. Even
with a loss of the wild-type allele, the WT'I-KTS
isoform would still be present. Affected males
show complete 46,XY gonadal dysgenesis, with
gonadoblastoma frequently arising in streak go-
nads.
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Clinical symptoms in patients with WAGR
syndrome are caused by large deletions and hap-
loinsufficiency of the chromosomal region 11p13,
which includes WTI and the paired box gene
PAX6. Genitourinary anomalies mostly present
as hypospadias and cryptorchidism. In Wilms
tumors in patients with WAGR syndrome, the
remaining allele typically acquires an additional
somatic WT'1 mutation.”*

Taken together, germline W71 mutations may
act through several genetic mechanisms and lead
to different clinical manifestations, as seen in
DDS, Frasier, and WAGR syndromes. Here, we
describe a family with a novel W71 mutation
type (read-through) associated with Wilms tu-
mor and slow progressive nephropathy that may
further broaden the spectrum of WT/-induced
disease states.

CASE REPORT

A unilateral Wilms tumor in the right kidney was diag-
nosed in the patient (IL.2 in Fig 1) at the age of 9 years.
Tumor nephrectomy was performed after preoperative che-
motherapy and showed a mixed-type (triphasic) stage III
Wilms tumor according to the International Society of Pedi-
atric Oncology classification. The affected kidney showed
malformation of the ureter and renal pelvis, which were both
duplicated. The patient subsequently underwent postopera-
tive chemotherapy and radiotherapy. She developed polyneu-
ropathy of the feet, probably as a side effect of chemo-
therapy with vincristine.

Nephropathy and hypertrophy of the remaining left kid-
ney were diagnosed at the same age. Proteinuria worsened
until the age of 15 years, when a brief improvement in renal
function was noticed. Subsequently, the patient’s renal func-
tion deteriorated further, accompanied by hypertension. Sev-
eral therapeutic approaches with antihypertensive medica-
tion remained unsuccessful. The patient currently is 22 years
old and is followed up in a dialysis clinic because she is
approaching end-stage renal failure.

The mother (1.2) of the index patient developed protein-
uria and nephrotic syndrome during her second pregnancy at
the age of 24 years. Subsequent biopsy of the left kidney
showed minimal change nephropathy. Renal function dete-
riorated slowly, followed by hypertension, secondary hyper-
parathyroidism, and hyperlipidemia. A second renal biopsy
at the age of 43 years showed advanced glomerulonephritis
with severe tubular atrophy and interstitial fibrosis. After
unsuccessful immunosuppressive therapy with corticoste-
roids, she recently began dialysis therapy at the age of 46
years.

The younger brother of patient 1.2 (IL.3), currently 17
years old, has marked overweight (body mass index > 40
kg/m?) and hypertension, but normal renal function, tested
by means of 24-hour urine analysis (no proteinuria, hematu-
ria, or leukocytes and normal pH) and blood analysis (nor-
mal serum creatinine and electrolyte levels, normal serum
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electrophoresis results, no antinuclear antibodies, and nor-
mal blood cell count). Moreover, he has no genitourinary
malformation. The elder sister (II.1) and father (I.1) are
healthy.

DNA Sequence Analysis of WT1

DNA was extracted from blood samples of all family
members, and WT'/ exons 7 to 10 were amplified by means
of polymerase chain reaction using primers as previously
described.” Polymerase chain reaction products were se-
quenced on a Beckman CEQ2000 system (Beckman Coulter,
Krefeld, Germany), with forward and reverse primers.

In patient II.2, who presented with nephropathy and
Wilms tumor, exons 1 to 6 also were sequenced. We in-
tended to analyze WT1I status in the original Wilms tumor
sample. However, DNA could not be extracted reliably from
the tumor, which had been embedded in paraffin for more
than 10 years.

DISCUSSION

Here, we describe a family with proteinuria,
nephropathy, and Wilms tumor. The index pa-
tient, a 22-year-old woman, presented with slow
progressive nephropathy and a history of Wilms
tumor at the age of 9 years. Proteinuria and
nephropathy had been diagnosed in the patient’s
mother during her second pregnancy at the age of
24 years. The mother’s renal function slowly
deteriorated until she reached end-stage renal
failure at the age of 46 years. This combination
of symptoms in 2 generations was suggestive of
a WTI germline mutation. Sequence analysis of
WT1 was performed in all members of the family
(Fig 1). We did not find any of the common
mutations in DDS,’ but detected a novel germ-
line WT'I mutation in exon 10. This heterozygous
point mutation (1730A/G) is localized in the stop
codon of exon 10 (X450W) and represents a
read-through mutation leading to protein elonga-
tion of 22 amino acids. The mutation was identi-
fied first in the index patient (II.2; Fig 1) and then
also detected in her mother (I.2) and unaffected
brother (I1.3). Exons 7 to 9 were unchanged in all
family members. Additionally, no mutation was
found in exons 1 to 6 of the index patient.

WT1 mutations occur in only 10% to 15% of
patients with sporadic Wilms tumors,” whereas
more than 90% of patients with Wilms tumor and
such associated syndromes as DDS and WAGR
show WTI mutations.'® DDS and Frasier syn-
drome are caused by dominant intragenic muta-
tions in WTI, whereas patients with WAGR
syndrome show haploinsufficiency caused by
cytogenetically detectable deletions in chromo-
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Fig 1. Pedigree of the family. WT1 sequences of the stop codon of exon 10, the neighboring triplets, and clinical
status are indicated for all family members. The germline WT7 mutation in the stop codon of exon 10 (1730A/G;
X450W), which leads to a read-through and protein elongation, was found in 3 members of this family (1.2, 1.2, and
11.3). Clinical manifestations were Wilms tumor and nephropathy in 1 daughter (I1.2) and late-onset nephropathy in

her mother (1.2). 11.3 has normal renal function.

somal band 11p13. Hot-spot mutations in pa-
tients with DDS are WT'I missense mutations in
exon 9 (R394W/Q/L). Exons 1 to 8 are mutated
less frequently, whereas mutations in exon 10
have not been described to date.” In patients with
Frasier syndrome, only mutations of the alterna-
tive splice site in intron 9 are found, which lead
to altered ratios of otherwise normal WT/ iso-
forms.”"®

We identified a new familial WT'/ mutation in
the stop codon of exon 10 that results in elon-
gated WTI protein. This type of mutation (read-
through) and its localization in exon 10 have not
been described in patients with Wilms tumor
before. However, read-through mutations are
known to cause other diseases. For example,
hemoglobin constant spring, which appears in a
severe form of human «-thalassemia, is caused
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by a mutation in the stop codon of the a,-globin
gene."' Another example is the gridlock muta-
tion in zebrafish, which also leads to an elon-
gated, but otherwise unaltered, protein. The grid-
lock phenotype consists of aortic malformation
and severely impaired blood circulation.'> How-
ever, it is unclear whether the gridlock mutation
leads to reduced stability or partial functional
impairment of the messenger RNA or protein.

The read-through mutation in WTI that we
describe here was associated with relatively late
onset of Wilms tumor in the daughter, as well as
a slow progressive type of nephropathy in both
mother and daughter (age of onset of Wilms
tumor was 9 years compared with a median of
12.5 months in children with WTI germline
mutations”). These late clinical manifestations
may be related to the mutation type, which
results in an elongated, but otherwise unchanged,
protein. Such protein functions as DNA binding
therefore may be altered less severely than with
other types of WT'/ mutations, such as trunca-
tions or missense mutations, which can lead to
nonfunctional and dominant-negative acting pro-
teins.

The mutation type also may be the reason that
clinical manifestations in this family are difficult
to classify as one of the common WT/-associated
syndromes (DDS, Frasier, or WAGR syndrome).
Compared with the mother, the earlier onset of
proteinuria in the daughter may be caused by the
preoperative and postoperative chemotherapy she
underwent for her Wilms tumor. The cumulative
risk for renal failure at 20 years from Wilms
tumor has been calculated as 62% and 38% in
patients with DDS and WAGR syndromes, re-
spectively, whereas the risk was less than 1% in
patients with unilateral Wilms tumor without
genitourinary anomalies.'® Patients with DDS
mostly develop renal failure before the age of 9
years, whereas affected patients with WAGR
syndrome have a median age of onset of 14.6
years. The patient described here developed re-
nal failure later than patients with DDS. In the
mother, the course of disease was even more
delayed, and histological findings did not exactly
match those of classic DDS, suggesting that type
of mutation strongly influenced clinical presenta-
tion.

Genital tract anomalies mainly affect male
patients with WAGR, DDS, or Frasier syndrome.
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In patients with DDS, the underlying molecular
mechanism was suggested to be incomplete trans-
activation of SRY, the sex-determining gene on
the Y chromosome, by mutated WT1.'* The
woman (II.2) described here showed malforma-
tion of the ureter and renal pelvis, which were
both duplicated. This malformation may repre-
sent an example of minor genitourinary anoma-
lies, which infrequently occur in female patients
with WTI mutations. The 17-year-old brother
(I.3), who also carries the WT'I mutation, has
normal renal function to date, and his hyperten-
sion may be caused by severe obesity. Moreover,
he has no genitourinary malformation, although
his carrier sister does. This is in contrast to what
is usually observed in germline W7/ mutation
carriers, in whom genitourinary malformations
are found more frequently in males. Because his
mother also showed no symptoms at his age,
regular screening of his renal function is per-
formed.

In summary, we describe a novel germline
WTI mutation in a family with Wilms tumor and
slow progressive renal failure. The type of muta-
tion (read-through) may account for the rela-
tively late onset of tumorigenesis and nephropa-
thy in the affected individuals and possibly
incomplete penetrance.
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