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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1. Das humane LIN-9

Das humane LIN-9 wurde erstmals als ein chromatinassoziiertes und pRB interagierendes
Protein mit einem Molekulargewicht von etwa 62 kDa beschrieben (Gagrica et al., 2004). Die
Bindung an pRB erfolgt iiber den N-terminalen Bereich von LIN-9 an die Pocket-Doméne
von pRB. Der Tumorsuppressor pRB ist ein wichtiger Regulator der Zelldifferenzierung und
Zellzyklusprogression (Classon and Harlow, 2002). Eine Schliisselfunktion von pRB ist die
Inhibition des G1/S-Ubergangs, indem es mit Mitgliedern der E2F-Transkriptionsfaktoren
assoziiert und dadurch die Transkription von Genen reprimiert (Cam and Dynlacht, 2003;
Dyson, 1998). Untersuchungen zeigten, dass die Kooperation von LIN-9 und pRB keinen
Einfluss auf den pRB-vermittelten GIl-Arrest hat. Auch eine Rolle von LIN-9 in der
pRB-abhédngigen Repression und der E2F-abhdngigen Transaktivierung von Genen konnte
nicht beobachtet werden (Gagrica et al., 2004). Vielmehr lieBen die Studien von Gagrica und
Kollegen vermuten, dass LIN-9 eine Rolle in der pRB-vermittelten Differenzierung spielt. Sie
konnten zeigen, dass pRB die Anwesenheit von LIN-9 fiir eine effektive Induktion von so
genannten flat cells in Saos2-Zellen bendtigt (Gagrica et al., 2004). Die Ausbildung von
flat cells beschreibt einen Seneszenz-dhnlichen Status der Zelle, welcher mit der Expression
von Differenzierungsmarkern einhergeht (Sellers et al., 1998). Zudem wurde nachgewiesen,
dass LIN-9 zusammen mit pRB in der Transaktivierung differenzierungsspezifischer Gene
kooperiert (Gagrica et al., 2004).

Fiir LIN-9 konnte weiterhin gezeigt werden, dass es die durch RASV12 induzierte onkogene
Transformation von priméren Zellen inhibiert, wobei diese Fihigkeit von der Anwesenheit
von pRB abhingt (Gagrica et al., 2004). Dariiber hinaus kann der Verlust von pRB in der
onkogenen Transformation humaner Fibroblasten durch den Verlust von LIN-9 ersetzt
werden. Nach der Depletion von p53, bei gleichzeitiger Uberexpression von SV40 small t und
RASV12 fiihrt der zusitzliche Verlust von pRB zur Transformation immortalisierter primérer
humaner Fibroblasten (BJ-ET Zellen) (Voorhoeve and Agami, 2003). Transformierte Zellen
besitzen die Fahigkeit, sich unabhingig von der Anheftung an eine Oberfliche vermehren zu
konnen. Im Vergleich zu untransformierten Zellen, kdnnen transformierte Zellen daher in
Kultur in so genanntem Weichagar wachsen. In diesem Zellsystem fiihrte der Verlust von
LIN-9 ebenso wie der Verlust von pRB zur Transformation der Zellen. Dies zeigt, dass LIN-9
eine entscheidende Rolle im pRB-Signalweg besitz und tumorsuppressive Eigenschaften
aufweist (Gagrica et al., 2004).

LIN-9 Homologe finden sich im Tier- und Pflanzenreich in verschiedenen Spezies. Abb. 1.1.
gibt einen Uberblick iiber die in der Literatur beschriebenen LIN-9 Proteine in Vertebraten

und Invertebraten. Es ldsst sich erkennen, dass die Struktur der LIN-9 Proteine in den
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verschiedenen Spezies sehr &hnlich ist. Die groBite Homologie findet sich in zwei
konservierten Regionen, Box-1 und Box-2 (Gagrica et al., 2004; White-Cooper et al., 2000).
Eine weitere Gemeinsamkeit der verschiedenen LIN-9 Proteine ist das Fehlen von bekannten
DNA-Bindemotiven oder Proteininteraktionsdomdnen. Eine Vorhersage iiber die
biochemische und molekularbiologische Funktion der verschiedenen LIN-9 Proteine ist daher

nicht moglich.

1 542

H. sapiens: LIN-9 _ [Boxt[  [Box2] |

1 ~ 502-980

1 653
1 534

1 » 978

0. melanogaster- wraomwit [T NGO TS
[4

Abb. 1.1.: Die Familie der LIN-9 Proteine. Homologe des humanen LIN-9 Proteins finden sich
sowohl in C. elegans, als auch in der Fliege und in der Maus. In der Fliege sind 2 paraloge LIN-9
Proteine beschrieben, wobei es sich bei ALY (4/ways early) um ein testisspezifisches Protein handelt.
Die groBte Ubereinstimmung in der Aminosduresequenz findet sich in den konservierten Bereichen
der Box 1 und Box 2.

Eine Rolle von LIN-9 im pRB-Signalweg wurde bereits zuvor in C. elegans beschrieben.
Dabei wurde das Homolog von LIN-9 als Mitglied einer Gengruppe identifiziert, welches
zusammen mit dem pRB-Homolog LIN-35 im gleichen genetischen Signalweg, die
Differenzierung der Vulva kontrolliert. AuBerdem konnte gezeigt werden, dass das
Drosophila Homolog Mip130/TWIT Bestandteil eines mehrere Untereinheiten umfassenden
pRB/E2F-Komplexes ist, welcher die Expression differenzierungsspezifischer Gene reguliert.
Zum Verstindnis der dieser Arbeit zugrunde liegenden Zusammenhédnge, soll in den
folgenden Abschnitten die Rolle von pRB im Zellzyklus und in der Differenzierung, sowie
die Funktion von pRB/E2F-Komplexen in den Modellorganismen C. elegans und

D. melanogaster zusammengefasst werden.
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1.2. Die Regulation des Zellzyklus durch pRB/E2F

Jede Zelle eines Organismus durchlduft zahlreiche mitotische Teilungen um sich zu
vermehren, bevor sie schlieBlich ausdifferenziert oder stirbt. Damit sich eine Zelle vermehren
(proliferieren) kann, muss sie einen fein abgestimmten Zyklus durchlaufen, an dessen Ende
die mitotische Teilung erfolgt. Die Progression durch die einzelnen Phasen des so genannten
Zellzyklus basiert auf der oszillierenden Aktivierung und Repression zahlreicher Gene. Dies
erfordert wiederum ein prézise abgestimmtes Zusammenspiel von Transkriptionsfaktoren und
deren Regulatoren. Eine Schliisselrolle in der Regulation des Zellzyklus spielen der
Tumorsuppressor pRB und Mitglieder der E2F-Transkriptionsfaktoren (Dyson, 1998; Muller
and Helin, 2000).

Die Entdeckung des ersten Tumorsuppressors pRB durch Friend und Kollegen war ein
Meilenstein in der Krebsforschung und der Beginn zahlreicher Studien, die zu unserem
heutigen Verstidndnis der Zellzyklusregulation entscheidend beigetragen haben (Friend et al.,
1986). Das bis heute giiltige Modell der pRB/E2F-Funktion in der Zellzykluskontrolle hat
seinen Ursprung in der Erforschung der adenoviralen Infektion (Bagchi et al., 1991; Bandara
and La Thangue, 1991; Chellappan et al., 1991; Chittenden et al., 1991). Es konnte gezeigt
werden, dass pRB von einer Reihe viraler Onkoproteine wie z.B. E1A, E7 und SV 40 large
T-Antigen gebunden wird, welche die Transformation von Zellen bewirken (DeCaprio et al.,
1988; Dyson, 1998; Nevins, 1994; Whyte et al., 1988). Auch die E2F-Transkriptionsfaktoren
wurden erstmals im Zusammenhang mit Untersuchungen des Adenovirus beschrieben
(Bagchi et al., 1990; Kovesdi et al., 1986; Kovesdi et al., 1987). Eine darauf folgende Serie an
Untersuchungen fiihrte zu dem bis heute giiltigen klassischen Modell von pRB und E2F in der
Regulation des G1/S-Ubergangs, welches in vereinfachter Form in Abb. 1.2. dargestellt ist
(Dyson, 1998).

Unter normalen physiologischen Bedingungen wird die Bindung von E2F an pRB durch
dessen zellzyklusabhingige Phosphorylierung reguliert (Dyson, 1998; Grana et al., 1998). In
ruhenden Zellen (Go-Phase) und in der frithen Gl1-Phase liegt pRB in einer
hypophosphorylierten aktiven Form vor, welche die Bindung an E2F-Proteine erlaubt und
damit die Transaktivierung E2F-regulierter Gene inhibiert (Ludlow et al., 1990; Shirodkar et
al., 1992; Weintraub et al., 1992). Die Anwesenheit mitogener Wachstumsfaktoren stimuliert
die Expression von Cyclinen des Typs D und E, welche darauthin Komplexe mit ihren
zugehorigen Cyclin abhingigen Kinasen (CDKs) formen und diese dadurch aktivieren.
Wihrend des G1/S-Ubergangs katalysieren aktive Komplexe aus Cyclin D/CDK4/6 und
Cyclin E/CDK2 die Phosphorylierung von pRB (Lees et al., 1991; Lin et al., 1991; Weinberg,
1995). Dies resultiert in hyperphosphoryliertem pRB und fiihrt zur Dissoziation der E2Fs,
wodurch diese ihre Rolle als Aktivatoren in der Transkription von Genen erfiillen, welche fiir
die Progression durch die S-Phase essentiell sind (Dyson, 1998; Flemington et al., 1993;
Helin et al., 1993a).
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Abb. 1.2.: Die Regulation E2F-regulierter Gene durch pRB. Die Abbildung zeigt das stark
vereinfachte klassische Modell der zellzyklusabhédngigen Regulation von E2F durch pRB. Wéhrend
der Go-Phase bzw. in der G1-Phase des Zellzyklus liegt pRB (orange) in einer hypophosphorylierten
aktiven Form vor. Aktives pRB bindet Mitglieder der E2F-Transkriptionsfaktoren (gelb), verhindert
dadurch die Transaktivierung E2F-abhédngiger Ziel-Promotoren und reprimiert somit die Expression
E2F-regulierter Gene. Wihrend des G1/S-Ubergangs stimulieren Mitogene die Phosphorylierung von
pRB durch Cyclin/CDK Komplexe (rot). Die Hyperphosphorylierung von pRB resultiert in einer
Dissoziation der E2Fs von pRB. Freies E2F bindet an die Promotoren von Ziel-Genen und induziert
deren Expression.

Die Studien der letzten Jahrzehnte belegen, dass pRB und E2F eine zentrale Rolle in der
Regulation des Zellzyklus spielen. Verdeutlicht wird dies durch die Tatsache, dass sowohl
pRB als auch Faktoren, die den pRB-Signalweg regulieren in ca. einem Drittel aller humanen
Tumore mutiert sind (Sellers and Kaelin, 1997; Weinberg, 1995). Heute weill man, dass pRB
und E2F nicht nur eine entscheidende Rolle in der Regulation der Zellproliferation spielen,
sondern auch die Expression von Genen Regulieren welche eine Rolle in der Differenzierung,
Entwicklung und Apoptose spielen (Ishida et al., 2001; Muller et al., 2001; Ren et al., 2002).
Dass das Netzwerk aus pRB und E2F weitaus komplexer ist und sich nicht nur auf die
Regulation des G1/S-Ubergangs beschrinkt, wurde zudem durch die Entdeckung deutlich,
dass pRB und E2F Mitglieder groBerer Proteinfamilien sind, die untereinander sowohl
strukturell als auch funktionell verwandt sind (Cobrinik, 2005; Grana et al., 1998).
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1.2.1. Die Familie der Pocket Proteine

Die Proteine pl107 und p130 wurden erstmals durch ihre Bindung an virale Onkoproteine
identifiziert (Ewen et al., 1991; Hannon et al., 1993; Li et al., 1993; Mayol et al., 1993; Zhu et
al., 1993). Zusammen mit pRB werden sie aufgrund gemeinsamer struktureller und
funktioneller Merkmale in die Familie der so genannten Pocket Proteine eingeordnet.
Pocket Proteine spielen eine wichtige Rolle in der Regulation des Zellzyklus. Fiir alle 3
Mitglieder ist gezeigt, dass sie das Wachstum verschiedener Zelltypen inhibieren kdnnen
(Mayol et al., 1993). Sowohl die Uberexpression von pRB als auch von pl07 oder p130
induzieren einen Arrest der Zellen in der G1-Phase (Grana et al., 1998; Mayol et al., 1993;
Mulligan and Jacks, 1998). Die Zellzyklus-regulierende Aktivitit der Pocket Proteine hingt
von der Assoziation mit zahlreichen zelluldren Proteinen, wie z.B. Transkriptionsfaktoren und
anderen transkriptionellen Regulatoren ab. Diese Interaktionen erfolgen in der Regel iiber die
so genannte Pocket-Doméne. Diese setzt sich aus zwei hoch konservierten Bereichen, der
A-Box und der B-Box zusammen, welche iiber einen Spacer miteinander verbunden sind
(Mulligan and Jacks, 1998). Die Pocket-Doméne bindet mit hoher Affinitdt an Proteine, die
ein LXCXE-Bindemotiv aufweisen. Dieses Bindemotiv findet man z.B. in einer Reihe von
Transkriptionsfaktoren und viralen Onkoproteinen. Aber auch Proteine, die kein
LXCXE-Bindemotiv aufweisen, werden iiber die Pocket-Doméne gebunden. So zeichnen sich
alle drei Pocket Proteine durch ihre Féhigkeit aus, mit Mitgliedern der E2F-Proteinfamilie zu
interagieren (Cobrinik, 2005; Grana et al., 1998). Weiterhin vermittelt die Pocket-Domine die
Rekrutierung von Histondeacetylasen (HDACs) und tridgt somit zur Pocket Protein-
abhédngigen Repression E2F-regulierter Gene bei (Ferreira et al., 1998; Morrison et al., 2002;
Rayman et al., 2002; Takahashi et al., 2000).

Wie zuvor schon fiir pRB beschrieben, zeigen auch p107 und p130 eine zellzyklusabhéingige
Phosphorylierung durch Cyclin/CDK-Komplexe, durch welche die Assoziation mit
verschiedenen Interaktionspartnern, wie z.B. den E2Fs und HDACs reguliert wird (Grana et
al., 1998). Die Phosphorylierung an mehreren Stellen im C-terminalen Bereich und innerhalb
der Pocket-Domine, fiihrt zu intramolekularen Interaktionen und 2zu einer
Konformationsédnderung im Bereich der Pocket-Doméne (Harbour et al., 1999). Aufgrund
dieser Konformationsdnderungen ist eine Interaktion mit E2Fs und HDACs nicht mehr
moglich.

Neben der zellzyklusabhingigen Phosphorylierung trigt auch die wechselnde Verfiigbarkeit
der Pocket Proteine zur Kontrolle ihrer Funktion bei. Hier unterscheiden sich die einzelnen
Familienmitglieder jedoch deutlich voneinander. p130 wird in ruhenden Zellen (Gy) und in
G1-Zellen stark exprimiert. Mit der Progression der Zellen von der G1-Phase in die S-Phase
nehmen die Level an p130 ab. p107 verhélt sich spiegelbildlich zu p130. Wéhrend p107 kaum
bis gar nicht in ruhenden Zellen exprimiert wird, steigen die Mengen an p107 im Verlauf der
spiaten G1-Phase bis zu Beginn der Mitose dramatisch an. Im Gegensatz zu p130 und p107
andern sich die Mengen an pRB im Verlauf des Zellzyklus kaum (Grana et al., 1998).
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Die Tatsache, dass sich die Expression der einzelnen Pocket Proteine im Zellzyklus
unterscheidet 14sst vermuten, dass sie auch unterschiedliche Funktionen in der Regulation des
Zellzyklus haben. Interessant ist, dass p107 und p130 untereinander dhnlicher sind als zu
pRB. So zeigen Sequenzvergleiche, dass die Spacer-Region und die Bereiche auBlerhalb der
Pocket-Domine zwischen p107 und p130 konserviert sind (Mulligan and Jacks, 1998). Diese
Bereiche haben jedoch wenig Ahnlichkeit mit pRB. Die Spacer-Region in p107 und p130
weist eine p21-dhnliche Sequenz auf, liber welche p107 und p130 in der Lage sind mit
Cyclin A/CDK2 und Cyclin E/CDK2 zu interagieren (Adams et al., 1996; Ewen et al., 1991;
Faha et al., 1992; Hannon et al., 1993; Lacy and Whyte, 1997; Li et al., 1993; Zhu et al.,
1995). Die genaue Funktion dieser Interaktion ist noch unklar, jedoch weil man, dass die
Bindung von pl07 an die beiden Cyclin/CDK-Komplexe deren katalytische Féhigkeit

inhibiert und einen Zellzyklusarrest der Zellen vermittelt.

Wie zuvor schon erwihnt, hingt die zellzyklusinhibierende Funktion der Pocket Proteine von
ihrer Fihigkeit ab, mit einer Vielzahl von zelluldren Proteinen zu interagieren und deren
Aktivitit dadurch zu modulieren. Eine Schliisselrolle in der Kontrolle des Zellzyklus durch
Pocket Proteine, spielt die Interaktion mit Mitgliedern der E2F-Proteinfamilie. Die Arbeiten
der letzten Jahre haben gezeigt, dass Pocket Proteine einen Arrest der Zellen in der Go-Phase
vermitteln, indem sie die Expression von E2F-regulierten Genen reprimieren. Ein Unterschied
zwischen den Pocket Proteinen und ein weiterer Hinweis dafiir, dass pRB, p107 und p130
unterschiedliche Funktionen in der Zellzyklusregulation besitzen, zeigt sich auch in ihrer
Spezifitit Mitglieder der E2F-Proteinfamilie zu binden (Cobrinik, 2005; Grana et al., 1998).
Wihrend p107 und p130 ausschlieBlich so genannte ,,reprimierende E2Fs binden, interagiert

pRB sowohl mit den ,,aktivierenden®, als auch mit den ,,reprimierenden* E2Fs.

Nicht nur die Interaktion mit unterschiedlichen Proteinen, sondern auch die Rolle einzelner
Pocket Proteine in der Tumorgenese unterscheiden die einzelnen Mitglieder voneinander.
Wie zuvor bereits erwihnt, ist der Tumorsuppressor pRB hiufig in humanen Tumoren mutiert
(Sellers and Kaelin, 1997; Weinberg, 1995). Inzwischen belegen mehrere Studien, dass es
sich auch bei p107 und p130 um Tumorsuppressoren handelt (Dannenberg et al., 2004;
Scambia et al., 2006). Es konnte gezeigt werden, dass p130 in einer Reihe von humanen
Tumoren, wie z.B. im Ovarkarzinom, Kleinzelligen Lungenkarzinom und im Adenokarzinom
der Lunge mutiert ist (Scambia et al., 2006). Zudem liegt das humane RB2/p130 Gen
innerhalb der chromosomalen Region 16q12.2, welche in einigen humanen Tumoren wie z.B.
Brust-, Leber- und Prostatakrebs deletiert ist (Howard et al., 1998). Fiir p107 konnte in der
Maus eine Rolle als Tumorsuppressor in der Abwesenheit von pRB nachgewiesen werden.
Der zusitzliche Verlust von p107 in RB negativen Mausen fiihrt hier zur Entwicklung von
Retinoblastomen (Robanus-Maandag et al., 1998).
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1.2.2. Die Familie der E2F-Transkriptionsfaktoren

Die Familie der E2F-Transkriptionsfaktoren umfasst 8 Mitglieder. Eine Gemeinsamkeit, die
alle E2F-Proteine miteinander Teilen, ist das Vorhandensein einer DNA-Bindedomaéne,
welche Ahnlichkeiten mit einem winged-helix Motiv aufweiBt (Zheng et al., 1999). Uber
diese DNA-Bindedoméne binden die E2F-Transkriptionsfaktoren an die konservierte
Konsensussequenz T(c/g)CCGC(c/g). Mit Ausnahme von E2F6, E2F7 und E2F8 besitzen
E2F-Proteine zudem im carboxyterminalen Bereich eine Transaktivierungsdomaéne.
E2F-Transkriptionsfaktoren zeichnen sich weiterhin durch die Existenz einer
Dimerisierungsdoméne aus. Zwei weitere Proteine, DP1 und DP2 (DP: DRFT1-Polypeptid)
gehoren  funktionell ~zur  E2F-Proteinfamilie  und  komplexieren  iiber  die
Dimerisierungsdomine mit E2Fs. DP1 und DP2 binden ebenfalls an E2F-
Konsensussequenzen und werden fiir die Bindung der E2Fs an die DNA benétigt (Bandara et
al., 1993; Helin et al., 1993b; Krek et al., 1993) (Girling et al., 1993).

Ein strukturelles Merkmal von E2F7 und E2F8 ist das Fehlen einer Dimerisierungsdoméne, so
dass ihre Funktion unabhingig von der Bindung an DP-Proteine ist (de Bruin et al., 2003;
Maiti et al., 2005). Heterodimere Komplexe aus E2Fs und DPs kdnnen in vivo in allen
denkbaren Kombinationen auftreten, wobei die spezifische Funktion einzelner
E2F/DP-Komplexe bislang unklar ist (Bandara et al., 1993; Helin et al., 1993b; Krek et al.,
1993) (Wu et al.,, 1995). Die Vielfalt an E2F/DP-Komplexen wird durch alternative
SpleiBvarianten von DP2 und E2F3 (E2F3a und b) zusitzlich erweitert (Adams et al., 2000;
de la Luna et al., 1996).

Hinsichtlich ihrer strukturellen und funktionellen Eigenschaften werden die E2F-Proteine in 3
Gruppen unterschieden. E2F1, E2F2 und E2F3a gehoren zur Gruppe der aktivierenden E2Fs
und werden in allen sich teilenden Zellen exprimiert. Dabei tragen sie entscheidend zur
positiven Regulation des Zellzyklus bei (DeGregori et al., 1997). IThre transkriptionelle
Aktivitit wird durch die Assoziation mit pRB reguliert (Dyson, 1998; Muller and Helin,
2000). Wie eingangs schon erwéhnt, wird in der G1-Phase die transaktivierende Funktion von
E2F1 bis E2F3 durch die Bindung an hypophosphoryliertes pRB inhibiert. In der spéten
G1-Phase katalysieren Cyclin D/CDK4/6 und Cyclin E/CDK2 die Phosphorylierung von pRB
und fiihren zur Dissoziation der E2Fs. Freie E2Fs agieren als Transaktivatoren und binden an
die Promotoren von Genen, welche fiir den Ubergang von der G1-Phase in die S-Phase und
fiir die weitere Progression durch die S-Phase essentiell sind (Takahashi et al., 2000;
Trimarchi and Lees, 2002; Wells et al., 2000). Dazu gehdren u.a. Zellzyklusregulatoren wie
z.B. Cyclin E, Cyclin A, Cdc2, Cdc6 und B-MYB, aber auch Enzyme der DNA-Synthese wie
die Dihydrofolatreduktase (DHFR) und die DNA Polymerase a (Dyson, 1998; Grana et al.,
1998).
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E2F4 und E2F5 sind als Pocket Protein-abhingige Repressoren des Zellzyklus beschrieben
und binden bevorzugt an p107 und p130. Die Repression E2F-regulierter Gene durch E2F4
und E2F5 erfolgt iiber die von den Pocket Proteinen rekrutierten chromatinmodifizierenden
Enzyme (Rayman et al., 2002). Chromatin-Immunpréizipitationen (ChIP) in vivo haben
gezeigt, dass E2F4, pl107 und pl130 wdhrend der Go/Gl- Phase des Zellzyklus an die
Promotoren E2F-regulierter Gene binden und die Expression dieser Genen dadurch aktiv
inhibieren (Bartek et al., 1996; Mann and Jones, 1996; Takahashi et al., 2000; Wells et al.,
2000). Beim Ubergang von der G1-Phase in die S-Phase dissoziieren E2F4, p107 und p130
von den Promotoren und werden durch die aktivierenden E2Fs ersetzt (Abb. 1.3.) (Takahashi
et al., 2000).

E2F6, E2F7 und E2F8 unterscheiden sich sowohl strukturell als auch funktionell am meisten
von den iibrigen E2F-Transkriptionsfaktoren. Diese drei fungieren als Pocket Protein-
unabhingige Repressoren, durch die Rekrutierung von Histondeacetylasen und Korepressoren
an die Zielpromotoren (de Bruin et al., 2003; Maiti et al., 2005; Ogawa et al., 2002).

Mitogene
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Abb. 1.3.: Die Rolle von Pocket Proteinen und E2Fs in der Regulation G1/S-spezifischer Gene.
Klassische E2F Zielgene wie z.B. CCNE1 und CDC6 werden wihrend der Go-Phase und in der frithen
G1-Phase durch Repressor-Komplexe aus E2F4/5 (gelb) und pl107/p130 (orange) reprimiert.
Pocket Proteine rekrutieren Korepressoren wie z.B. HDACs (hellbraun) und vermitteln dadurch eine
aktive Repression der Zielgene. Die Phosphorylierung der Pocket Proteine in der spiten G1-Phase
durch Cyclin D CDK4/6 und Cyclin E/CDK2 (rot) fiihrt zur Dissoziation des Repressor-Komplexes.
Die Phosphorylierung fiihrt zudem zum Verlust der Interaktion mit den reprimierenden E2Fs (E2F4
und 5), welche daraufhin aus dem Kern transportiert werden. Die freiwerdenden E2F-Bindestellen
werden durch die aktivierenden E2Fs (E2F1-3) ersetzt. Diese vermitteln durch die Rekrutierung von
Histonacetylasen (HATs) (blau) eine Aktivierung der Gene. Ac: Acetylierung.
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1.2.3. Mechanismus der pRB/E2F vermittelten Genregulation

Die transaktivierenden Eigenschaften von E2F1 bis E2F3 beruhen auf der Interaktion mit
verschiedenen Histonacetylasen (HATs) liber die Transaktivierungsdomine der E2F-Proteine
(Frolov and Dyson, 2004). E2F1 bindet z.B. p300/CBP und p/CAF (Trouche et al., 1996).
Aber auch eine Assoziation von E2F1 mit Komponenten des Tip60-Komplexes konnte
gezeigt werden (Taubert et al., 2004). Die Acetylierung von Histonen bewirkt eine
Auflockerung der Chromatinstruktur und erleichtert somit weiteren Transkriptionsfaktoren

und Komponenten der Transkriptionsmaschinerie den Zugang an die Promotoren von Genen.

Bei der Pocket Protein-abhingigen Repression der E2F-vermittelten Transaktivierung
unterscheidet man zwei Mechanismen. Erstens binden Pocket Proteine innerhalb der
Transaktivierungsdoméne der E2F-Proteine und blockieren dadurch die Interaktion von E2Fs
mit Histonacetylasen (Flemington et al., 1993; Frolov and Dyson, 2004; Helin et al., 1993a).
Zum Zweiten kann die Repression durch Pocket Proteine auf aktivem Weg, durch die
Rekrutierung von chromatinmodifizierenden Enzymen erfolgen (Frolov and Dyson, 2004).
Am besten Untersucht ist hier die Interaktion von Pocket Proteinen mit Histondeacetylasen
(Brehm et al., 1998; Cobrinik, 2005; Ferreira et al., 1998; Grana et al., 1998; Luo et al., 1998;
Magnaghi-Jaulin et al., 1998). Fiir pRB konnte aulerdem gezeigt werden, dass es mit einer
Reihe weiterer chromatinmodifizierender Enzyme interagiert. So bindet es z.B. an BRG1 und
BRM, zwei Untereinheiten des SWI/SNF-Chromatin-Remodelling-Komplexes (Dunaief et
al., 1994; Singh et al., 1995). Auch eine Assoziation von pRB mit Histonmethyltransferasen
wie Suv39H1 in der Repression des Cyclin E Promotors konnte gezeigt werden (Nielsen et
al., 2001; Vandel et al., 2001). Letztendlich bewirken die Assoziationen mit den
verschiedenen chromatinmodifizierenden Enzymen eine Inhibition der Transkription, indem
sie eine Kondensation des Chromatins im Bereich der Promotoren erzielen und somit den
Zugang von Transkriptionsfaktoren an diese Promotoren blockieren (Kingston and Narlikar,
1999; Kornberg and Lorch, 1999; Wolffe and Hayes, 1999).

1.2.4. Die Kontrolle des G2/M-Ubergangs durch E2F

Wie neuere Studien zeigen, spielen die E2F-Transkriptionsfaktoren nicht nur eine Rolle in der
Regulation des G1/S-Ubergangs. Mehreren Arbeitsgruppen gelang unabhiingig voneinander
die Identifizierung von E2F-regulierten Genen, mit bereits bekannter Funktion in der Mitose.
Dazu gehoren z.B. Gene wie cyclin B1, cdc2, Bubl und cdc20 (Muller et al., 2001) (Ishida et
al., 2001). Ren und Kollegen wiesen zusitzlich eine Assoziation von E2F1 und E2F4 an die
Promotoren von Genen nach, die an der Chromosomenkondensation (smc2 und smc4) und
Chromosomensegregation (Securin) beteiligt sind, bzw. die fiir Proteine des Spindel-
Checkpoints codieren (Ren et al.,, 2002). Die Frage nach dem =zugrunde liegenden

Mechanismus blieb jedoch offen. Eine Hypothese ist, dass die G2/M-Gene unter der
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Kontrolle von Transkriptionsfaktoren stehen, deren Expression wiederum wihrend der
G1/S-Phase durch E2F-Proteine reguliert wird.

Kiirzlich konnte durch ChIP-Analysen eine direkte zellzyklusabhdngige Regulation der
Promotoren von cyclin A2, cyclin B1 und cdc2 durch E2Fs nachgewiesen werden (Zhu et al.,
2004). Dabei zeigte sich, dass in ruhenden Zellen E2F4 an die Promotoren dieser Gene bindet
und deren Repression bewirkt. Bei dem Wiedereintritt in den Zellzyklus geht diese
E2F4-Bindung verloren und aktivierende E2Fs assoziieren an die Promotoren. Fiir die
Aktivierung von cyclin A2, cyclin B1 und cdc2 durch die aktivierenden E2Fs ist zusdtzlich
die Bindung des Transkriptionsfaktors B-MYB noétig. Die Bindung von B-MYB an die
gezeigten Promotoren erfolgt in der spdten S-Phase. B-MYB selbst ist ein E2F-Zielgen,
welches in der G1/S-Phase exprimiert wird. Zur Erlangung seiner vollen Aktivitdt ist
wiederum die Phosphorylierung durch Cyclin A2/CDC2 notwendig (positive Riickkopplung)
(Sala, 2005). B-MYB stellt somit ein mogliches Bindeglied dar, welches die E2F-abhéngige

Regulation von G1/S- und G2/M-Genen miteinander verbindet.

1.3. Die Rolle von pRB und E2F in der Differenzierung

Die Rolle von Pocket Proteinen und E2Fs in vivo wurde in einer Reihe genetischer Studien an
Maiusen untersucht, welche durch gezielte homozygote Mutationen defizient fiir die einzelnen
Mitglieder der Pocket Protein- und E2F-Familie sind. Diese Arbeiten zeigen, dass die
Pocket Proteine und die Mitglieder der E2F-Transkriptionsfaktoren nicht nur eine Funktion in
der Regulation der Zellzyklusprogression haben, sondern auch eine Rolle in der Entwicklung

und Differenzierung spielen.

RB defiziente Mause z.B. sterben frith in der Embryonalentwicklung aufgrund zahlreicher
gewebespezifischer Defekte in der Entwicklung und Differenzierung (Clarke et al., 1992;
Jacks et al., 1992; Lee et al., 1992). Diese Mause weisen Defekte in der Himatopoese und
Myogenese, sowie in der Entwicklung des Zentralen Nervensystems, der Leber und der Linse
auf (Du and Pogoriler, 2006; Lipinski and Jacks, 1999). Interessant ist, dass wihrend der
Entwicklung von RB” Miusen durchaus die frithen Differenzierungsmarker exprimiert
werden, nicht jedoch die spiten (Lipinski and Jacks, 1999). So zeigen RB defiziente Miuse
z.B. eine stark verminderte Expression der spdten neuronalen Differenzierungsmarker Trk A
und B (Lee et al., 1994). Das bedeutet, dass die gewebespezifische Differenzierung in RB™
Maiusen zwar eingeleitet, aber nicht vollendet wird. Zusétzlich weisen die Zellen des
Zentralen und Peripheren Nervensystems dieser Tiere eine erhdhte Apoptose- und
Proliferationsrate auf (Lipinski and Jacks, 1999). Die Untersuchungen der Defekte RB
defizienter Mduse lieBen daher vermuten, dass pRB zu verschiedenen Zeitpunkten der
Differenzierung eine entscheidende Rolle spielt. Die Funktionen von pRB reichen dabei von

der Induktion und der Aufrechterhaltung eines post-mitotischen Zustandes (Vorraussetzung
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fiir die terminale Differenzierung von Zellen), iiber die Pravention der Apoptose bis hin zur
Expression gewebespezifischer Gene (Du and Pogoriler, 2006; Grana et al., 1998; Lipinski
and Jacks, 1999). Dabei scheinen diese Funktionen zum Teil von der Interaktion mit
Mitgliedern der E2F-Proteinfamilie abzuhdngen. So fiihrt z.B. der zusitzliche Verlust von
E2F1, E2F2 oder E2F3 zu einer Verminderung der erh6hten Apoptose- und Proliferationsrate
in RB defizienten Miuse (Du and Pogoriler, 2006; Saavedra et al., 2002; Tsai et al., 1998;
Ziebold et al., 2001). Zudem zeigen E2F4 defiziente Méiuse dhnliche Defekte in der
Erythrozytendifferenzierung wie RB™ Miuse, was eine Kooperation dieser beiden Proteine in
der Hamatopoese vermuten ldsst (Humbert et al., 2000; Rempel et al., 2000). Jedoch lassen
sich nicht alle beobachteten Defekte durch eine Deregulation der E2F-Proteine erkléren.
Weitere Studien lassen auBBerdem den Schluss zu, dass es sich bei manchen Defekten in RB
defiziente Miusen um sekundidre Effekte, als Folge einer Fehlentwicklung der Plazenta
handelt (Du and Pogoriler, 2006).

Die Funktionen von pRB in der Differenzierung sind komplex und bisher noch nicht gut
verstanden. Inzwischen weil man, dass im Zuge der Differenzierung nicht nur die Repression
E2F regulierter Gene durch pRB wichtig ist. Die Féhigkeit von pRB, die Differenzierung zu
fordern hingt oftmals auch von seiner Fihigkeit ab, unabhingig von der Bindung an E2F die
Transkription gewebespezifischer Gene zu aktivieren. So interagiert pRB mit einer Reihe
gewebespezifischer Transkriptionsfaktoren wie z.B. Myf5, MyoD, Cbfal und Mitgliedern der
C/EBP-Familie, welche Schliisselrollen in der Differenzierung von Myoblasten, Osteoblasten
und Adipozyten spielen (Chen et al., 1996; Du and Pogoriler, 2006; Gu et al., 1993; Lipinski
and Jacks, 1999; Thomas et al., 2001). Es konnte gezeigt werden, dass pRB als Koaktivator
dieser Transkriptionsfaktoren agiert und dadurch die Expression spiter gewebespezifischer
Marker induziert.
Neben der Interaktion mit gewebespezifischen Transkriptionsfaktoren, gibt es noch weitere
Hinweise, dass die Rolle von pRB in der Differenzierung nicht immer von der Interaktion mit
E2Fs abhéngt. Untersuchungen verschiedener pRB-Mutanten ergaben, dass diese trotz ihres
Unvermogens Mitglieder der E2F-Familie zu binden in der Lage sind die Expression
gewebespezifischer Gene zu induzieren (Sellers et al., 1998).
Die in vivo Studien an Mausen erginzen das urspriingliche Modell, dass pRB zusammen mit
E2F die G1/S-Progression reguliert und zeigen, dass Pocket Proteine und E2Fs weitere
Funktionen haben, die sich nicht nur auf die Regulation der Zellzyklusprogression
beschrinken. Zudem ermdoglichten neue innovative Techniken wie z.B. Chromatin-
Immunprézipitationen und Microarray-Analysen, oder die Kombination beider Techniken
(ChIP on Chip) die Identifizierung weiterer E2F und Pocket Protein regulierter Gene (Ishida
et al., 2001; Muller et al., 2001; Polager et al., 2002; Ren et al., 2002; Weinmann et al., 2001;
Weinmann et al., 2002; Young et al., 2003). Unter den identifizierten Genen befanden sich
neben den erwarteten Genen, die flir die Zellzyklusprogression essentiell sind auch solche, die
eine Rolle in der DNA-Reparatur, der Apoptose, der Differenzierung und der Entwicklung
11
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spielen. Die Tatsache, dass E2Fs und Pocket Proteine an die Promotoren von Genen binden,
deren Expression in der Differenzierung und Entwicklung eine entscheidende Rolle spielt,

unterstiitzt die Beobachtungen in Pocket Protein- und E2F-defizienten Mdusen.

1.4. pRB/E2F-Komplexe in verschiedenen Modellorganismen

Die Bedeutung von pRB und E2F in der Regulation zelluldrer Ereignisse, zeigt sich vor allem
darin, dass pRB/E2F-Komplexe in der Evolution vom Wurm, iiber die Fliege bis hin zum
Menschen hoch konserviert sind. Dies erleichtert die Ubertragung der Forschungserkenntnisse
von einem Modellorganismus auf einen anderen. Zahlreiche Studien in primitiveren
Organismen wie Caenorhabditis elegans oder Drosophila melanogaster haben entscheidend
zu unserem heutigen Wissenstand iiber Zellzyklusprogression, Differenzierungsprozesse und
Entwicklungsvorgédnge beigetragen. Die Signalwege in hoheren Organismen wie z.B. der
Maus, sind durch das Vorkommen von mehreren Paralogen hédufig sehr komplex, was die
Interpretation der Versuchsergebnisse erschweren kann. Auf Grund der geringeren
Redundanz innerhalb verschiedener Signalwege, eignen sich C. elegans und D. melanogaster
daher besonders gut fiir molekularbiologische und genetische Untersuchungen.

Erste Hinweise auf eine Rolle von pRB und E2F in der Entwicklung und Differenzierung
lieferten genetische Studien in C. elegans. Neuere biochemische Untersuchungen in
D. melanogaster ergénzen diese Studien und erweitern unser Wissen iiber die verschiedenen
Funktionen von pRB und E2F. Die beiden folgenden Abschnitte fassen einige der wichtigsten

Aspekte dieser Studien zusammen.

1.4.1. Der DRM-Komplex in Caenorhabditis elegans
Der pRB-Signalweg spielt in C. elegans eine wichtige Rolle in der Entwicklung der Vulva.

Die Vulva differenziert sich aus drei ektodermalen Vorlduferzellen (VPCs: vulval precursor
cells), die entlang der ventralen Mittellinie der Wurmlarve angeordnet sind (Sulston and
Horvitz, 1977). Die Differenzierung der VPCs in Vulvazellen wird durch einen konservierten
RAS/MAPK-Signalweg gesteuert, welcher durch die Bindung des von der so genannten
Ankerzelle abgesonderten EGF-dhnlichen Liganden LIN-3 an die Rezeptor-Tyrosin-Kinase
LET-23 aktiviert wird (Greenwald, 1997). Der RAS/MAPK-Signalweg flihrt schlieBlich zur
Phosphorylierung der Transkriptionsfaktoren LIN-1 und LIN-31 und damit zur Aktivierung
differenzierungsspezifischer Gene (Tan et al., 1998). Wiirmer, die eine oder mehrere
Mutationen aufweisen, die zur Inaktivierung des RAS/MAPK-Signalweges fiihren,
entwickeln keine Vulva. Dieser Phénotyp wird als ,,vulvaless* bezeichnet. Im umgekehrten
Fall, dass Mutationen die konstitutive Aktivierung des RAS/MAPK-Signalweges bewirken,
entwickeln sich in der heranwachsenden Wurmlarve mehrere Vulven. Der ausgewachsene

Wurm zeigt dann einen so genannten ,,multivulva““~-Phinotyp.
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Drei weitere ektodermale Zellen, welche direkt an die VPCs angrenzen, besitzen ebenfalls die
Vorraussetzungen in Vulvazellen zu differenzieren. In der Regel entwickeln sich diese Zellen
jedoch in hypodermale Zellen, da sie am weitesten entfernt von der Ankerzelle angeordnet
sind. Diese Zellen sind somit geringeren Mengen des LIN-3 Signals ausgesetzt und zeigen
daher lediglich eine basale Aktivitit des RAS/MAPK-Signalweges. Dieser wird im
Normalfall durch eine bestimmte Klasse von Genen, den so genannten SynMuv-Genen
(SynMuv: synthetic multivulva) inhibiert. Erst der Anstieg der RAS/MAPK-Signalaktivitét
iiber einen bestimmten Schwellenwert kann diesen inhibierenden Effekt iiberwinden.
Loss-of-function-Mutationen der SynMuv-Gene fithren daher ebenfalls wie die konstitutive
Aktivierung des Ras/MAPK-Signalweges zur Entwicklung mehrerer Vulven (SynMuv-
Phinotyp) (Fay and Han, 2000).
Die SynMuv-Gene werden in die 3 Klassen A, B und C unterschieden, welche fiir
Komponenten redundant funktionierender Signalwege in der Vulvadifferenzierung codieren
(Ceol and Horvitz, 2004; Ferguson and Horvitz, 1989). Um einen SynMuv-Phinotyp zu
erhalten, miissen Mutationen in mindestens zwei der drei Klassen auftreten, da ansonsten die
beiden intakten Signalwege fiir den Verlust kompensieren.
Da die bisherigen Erkenntnisse hauptsidchlich aus genetischen Studien stammen, ist der
genaue Mechanismus, wie der SynMuv-Signalweg die Vulvadifferenzierung inhibiert noch
unklar. Bekannt ist, dass einige der SynMuv B-Gene fiir Proteine codieren, die homolog zu
Komponenten des pRB-Signalweges im Menschen sind. Dies sind u.a. Lin-35/pRB;
Efl-1/E2F und Dpl-1/DP (Ceol and Horvitz, 2001; Ceol and Horvitz, 2004; Lu and Horvitz,
1998). Harrison und Kollegen gelang es kiirzlich einen Komplex aus C. elegans
aufzureinigen, welcher neben LIN-35/pRB, DPL-1/DP1 und LIN-53/RbAp48 vier weitere
SynMuv B-Proteine enthélt (Harrison et al., 2006). Dies sind LIN-9, LIN-37, LIN-54 und
LIN-52. Da DPL-1 Bestandteil dieses Komplexes ist wird vermutet, dass auch EFL-1 mit
diesem so genannten DRM-Komplexes assoziiert ist. Fiir weitere SynMuv B-Proteine konnte
gezeigt werden, dass sie vermutlich einen Komplex formen, welcher dem humanen NuRD
(Nucleosome Remodelling and Deacetylase)-Komplex dhnlich ist. Dazu gehoren
LIN-53/RbAp48, HDA-1/HDACI und LET-418/MI-2 (Ceol and Horvitz, 2001; Harrison et
al., 2006; Lu and Horvitz, 1998; Solari and Ahringer, 2000). Fiir den humanen
NuRD-Komplex ist bekannt, dass er durch die Rekrutierung von Histondeacetylasen an die
Promotoren von Genen, eine lokale Deacetylierung von Histonen bewirkt. Die resultiert in
einer Kondensation des Chromatins in diesem Bereich und erschwert damit die Transkription
(Kingston and Narlikar, 1999; Kornberg and Lorch, 1999; Wolffe and Hayes, 1999). Eine
Vermutung war, dass der DRM-Komplex und der NuRD-dhnliche Komplex in C. elegans als
Antagonisten des RAS/MAPK-Signalweges in den VPCs die Transkription RAS-regulierter
Gene reprimieren (Ceol and Horvitz, 2001; Harrison et al., 2006; Lu and Horvitz, 1998; Solari
and Ahringer, 2000). Neuere Studien hingegen befiirworten die Hypothese, dass der
SynMuv-Signalweg in dem die VPCs umgebenden hypodermalen Syncytium agiert und dort
die Expression von LIN-3/EGF inhibiert (Abb. 1.4.). Nach diesem Modell, resultiert die
13



Einleitung

Inaktivierung des SynMuv-Signalweges in einer zusitzlichen Expression von LIN-3/EGF in
der Hypodermis. Dadurch wird der RAS/MAPK-Signalweg in weiteren VPCs aktiviert und es
kommt zur Entwicklung mehrerer Vulven (Cui et al., 2006; Myers and Greenwald, 2005).

EGF
s N

SynMuv Klasse A,B und C — ;‘-'N'E”EGF
\_Syncytium )

|

Hypodermis Vulva Hypodermis

Abb. 1.4.: Die Vulvaentwicklung in C. elegans. Gezeigt ist das aktuelle Modell der
Differenzierung der 6 Vorlduferzellen in Vulvazellen und hypodermale Zellen. Details sind dem Text
zu entnehmen. Das durch die Ankerzelle abgesonderte LIN-3/EGF-Signal fiithrt zur Aktivierung des
RAS/MAPK-Signalweges in den Vorlduferzellen. Nach diesem Modell reprimieren die SynMuv-Gene
die Expression des LIN-3/EGF-Signals im umgebenden Syncytium, wodurch eine Aktivierung des
RAS/MAPK-Signalweges in zusitzlichen VPCs verhindert wird. Rot: Ankerzelle; orange: VPCs die
in Wildtyptieren die zukiinftige Vulva bilden; griin: VPCs die zu hypodermalen Zellen differenzieren;
rotes Rechteck: Syncytium. Die Stirke der von der Ankerzelle ausgehenden Pfeile spiegelt die
Intensitédt des LIN-3/EGF-Signals wieder.

Fiir einige der SynMuv B-Genprodukte ist neben ihrer Rolle in der Vulvadifferenzierung auch
eine Funktion in der Zellzykluskontrolle beschrieben. Bekannt ist, dass LIN-9 zusammen mit
LIN-35, EFL-1 und LIN-36 die Progression durch die Gl-Phase des Zellzyklus negativ
reguliert (Boxem and van den Heuvel, 2002). Zudem ist LIN-9 an der Entwicklung der
mannlichen Fortpflanzungsorgane und der Entwicklung der Gonaden entscheidend beteiligt
(Beitel et al., 2000). Daher sind Wiirmer mit mutiertem LIN-9 steril (Ferguson and Horvitz,
1989). Die molekulare Funktion von LIN-9 ist jedoch bislang unbekannt.
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1.4.2. Der dREAM/Myb-MuvB-Komplex in Drosophila melanogaster

Wie zuvor schon erwihnt, ist das Vorkommen von pRB/E2F-Komplexen in der Evolution
hoch konserviert. So konnten auch aus Drosophila-Embryonen unabhéngig voneinander zwei
dRb/dE2F-Komplexe aufgereinigt werden: der dREAM (Drosophila RBF, E2F and
Myb-interacting Proteins)-Komplex und der Myb-MuvB-Komplex (Korenjak et al., 2004;
Lewis et al., 2004). Beide Komplexe setzen sich aus 7 Untereinheiten zusammen, welche
homolog zu den SynMuv B-Proteinen in C. elegans sind. Dies sind im Einzelnen dE2F2,
dDP, RBF1/2, Mip120, Mip130/TWIT, Mip40 und p55/CAF1. Beide Komplexe enthalten
zudem dMYB, welches kein bekanntes Homolog in C. elegans besitzt. Bei der grofBiten
Untereinheit des Komplexes, Mip130/TWIT, handelt es sich um das Drosophila-Homolog
von LIN-9. Mit dem Myb-MuvB-Komplex konnten zusdtzlich 3  weitere
SynMuv B-Homologe, LIN-52, RPD3 und L(3)MBT aufgereinigt werden (Lewis et al.,
2004). Die Unterschiede in der Zusammensetzung der beiden Komplexe konnten auf die
unterschiedlichen Aufreinigungsstrategien zuriickzufiihren sein. Denkbar wédre auch die
Existenz eines Kernkomplexes, welcher in Abhédngigkeit vom Zellkontext mit verschiedenen
Subkomplexen assoziiert.

In vivo-Analysen haben gezeigt, dass der dREAM/Myb-MuvB-Komplex fiir die stabile
Repression E2F regulierter geschlechts- und differenzierungsspezifischer Gene verantwortlich
ist (Korenjak et al., 2004; Lewis et al., 2004). Dies korreliert mit der Assoziation dieses
Komplexes an transkriptionell inaktive Regionen polytiner Chromosomen. Die RNAi-
vermittelte Depletion einzelner Untereinheiten hat gezeigt, dass alle Komponenten des
Komplexes mit Ausnahme von dMYB fiir die stabile Repression von E2F-Zielgenen der
D- und E-Gruppe benétigt werden (Korenjak and Brehm, 2005; Korenjak et al., 2004; Lewis
et al., 2004). Diese Gene =zeigen in der Fliege eine differenzierungs- und
geschlechtsabhidngige Expression und spielen zum Teil eine Rolle wihrend der Oogenese und

Spermatogenese (Dimova et al., 2003).

Beall und Kollegen beschrieben bereits zuvor einen dMYB-Komplex, welcher die
Endoreduplikation chorionspezifischer Gene in Follikelzellen kontrolliert (Beall et al., 2002).
Die Arbeiten dieser Gruppe zeigten, dass die Replikation chorionspezifischer Gene durch
einen Komplex aktiviert wird, welcher dMYB, Mip130/TWIT, Mip40, Mipl120 und
CAF1/p55 enthiélt. Die RNAi vermittelte Depletion einzelner Komplex-Bestandteile ldsst
erkennen, dass die Stabilitit verschiedener Untereinheiten und damit die Stabilitdt des
gesamten Komplexes, von der Anwesenheit der einzelnen Untereinheiten abhédngig ist (Beall
et al., 2004; Beall et al., 2007). Dabei ist AMYB am sensitivsten gegeniiber dem Verlust
anderer Komplex-Mitglieder. So fiihrt die Depletion von Mip120, Mip130/TWIT oder
p55/CAF1 zu einer dramatischen Destabilisierung des dMY B-Proteins.
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dMYB wird in allen sich teilenden Zellen der Fliege exprimiert und hat eine bedeutende Rolle
in der Regulation verschiedener zellulirer Vorginge. So fordert dMYB z.B. die
DNA-Replikation und reguliert dadurch den G1/S-Ubergang, inhibiert jedoch die
Endoreduplikation wiahrend der Entwicklung (Fitzpatrick et al., 2002). Dass die Expression
von dMYB essentiell ist, zeigt sich darin, dass homozygote Mutationen in dMYB fiir die
Fliege letal sind (Katzen and Bishop, 1996). Im Zusammenhang mit der Charakterisierung des
dMYB-Komplexes, gelang es Beall und Kollegen, eine genetische Interaktion zwischen
dMYB und der grofiten Untereinheit des dMYB-Komplexes Mip130/TWIT nachzuweisen,
welche die Letalitit dMYB-mutierter Fliegen erkliren konnte (Beall et al., 2004). Im
Gegensatz zu dMYB-Mutanten, sind Mip130/TWIT-Mutanten lebensfdhig und zeigen eine
unregulierte Endoreplikation der DNA in Follikelzellen, wobei die chorionspezifischen Gene
nicht amplifiziert werden. Dies fiihrt zur Sterilitdit weiblicher Mip130/TWIT Mutanten.
Uberraschend war, dass dMYB-Mip130/TWIT Doppelmutanten ebenfalls lebensfihig sind.
Dies ldsst vermuten, dass die Aktivitdt von Mip130/TWIT fiir die beobachtete Letalitét der
dMYB-Mutanten verantwortlich ist. Das von Beall und Kollegen vorgeschlagenen Modell
besagt, dass Mip130/TWIT als Untereinheit des dAMYB-Komplexes, die Replikation inhibiert.
Dabei trigt AMYB nicht zur Inhibition der Replikation bei, sondern wird benétigt, um den
Repressor-Komplex in einen aktivierenden Komplex umzuwandeln, welcher die
Amplifikation der chorionspezifischen Gene induziert (Beall et al., 2004).

Lewis und Kollegen konnten spéter zeigen, dass der AMYB-Komplex eine Untereinheit des
Myb-MuvB-Komplexes ist (Lewis et al., 2004). Daher wird vermutet, dass der Myb-MuvB-
Komplex sowohl fiir die Repression differenzierungsspezifischer Gene, als auch fiir die
Kontrolle der Endoreduplikation der chorionspezifischen Gene verantwortlich ist.

Die Bindung des Komplexes an die DNA erfolgt wahrscheinlich iiber Mip120, dE2F2 und
dMYB. Alle drei Proteine besitzen DNA-Bindedoménen und fiir Mip120 und dMYB konnte
bereits gezeigt werden, dass sie an regulatorische Elemente der Replikation wie z.B. den
Orip-Locus und den ACE3-Locus binden (Beall et al., 2002).

Uber die biochemische Funktion des dREAM/Myb-MuvB-Komplexes ist bisher wenig
bekannt. Fir dE2F2, RBF, Mipl120 und Mipl30/TWIT konnte eine Lokalisation an
chromosomale Regionen festgestellt werden, die nicht transkribiert werden, was ihre Rolle als
Untereinheiten eines Repressor-Komplexes unterstreicht. Mit dem dREAM-Komplex wurden
jedoch keine chromatinmodifizierenden Enzyme aufgereinigt. Man weil3 aber, dass der
Komplex in vitro an deacetylierte Histon H4-Peptide bindet. Transkriptionell inaktives
Chromatin zeichnet sich durch einen geringen Grad an Acetylierung aus. Daher wird fiir den
dREAM-Komplex eine passive Rolle in der Repression von Genen vorgeschlagen, indem er
die Acetylierung von Histonen verhindert und somit zur Aufrechterhaltung der Repression
beitrdgt (Korenjak et al., 2004). Der Myb-MuvB-Komplex hingegen assoziiert in nicht

stochiometrischen Mengen mit der Histondeacetylase RPD3, welche homolog zu HDA-1 in
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C. elegans ist. Dies ldsst den Schluss zu, dass dieser Komplex durch die Rekrutierung von
RPD3 aktiv die Transkription inhibiert (Lewis et al., 2004).

Neben Mip130/TWIT existiert in D. melanogaster ein weiteres Protein, Always early (ALY),
welches Homolog zu LIN-9 in C. elegans und im Menschen ist (Korenjak et al., 2004; White-
Cooper et al., 2000). ALY ist ein testisspezifisches, chromatinassoziiertes Protein, welches fiir
die Differenzierung der Spermatozyten wichtig ist und eine Rolle in der
Zellzyklusprogression wihrend der miannlichen Gametogenese spielt. Dabei wird ALY fiir die
Aktivierung zellzyklus- und differenzierungsspezifischer Gene bendtigt und reguliert die
Chromatinstruktur in den heranreifenden Spermatozyten (White-Cooper et al., 2000; White-
Cooper et al., 1998). Der Verlust von ALY fiihrt auf Grund eines meiotischen Arrests der
heranreifenden Spermatozyten zur Sterilitit der Tiere.

Drei weitere Proteine Cookie montster (Comr), Matotopetli (Topi) und Tombola (Tomb) sind
ebenso wie ALY die Produkte so genannter meiotischer Arrest Gene, wobei Tomb starke
Ahnlichkeit mit Mip120 hat. Neueste Untersuchungen zeigen, dass ALY, Comr, Topi und
Tomb zusammen mit den Myb-MuvB-Untereinheiten Mip40 und CAF1/p55, einen
testisspezifischen Komplex, tMAC formen. Die Abkiirzung tMAC steht fiir ,,testis-specific
Meiotic Arrest Complex®, da der Verlust von Mip40 ebenso wie der Verlust von Aly, Comr
und Topi zu einem Arrest primérer Spermatozyten in der G2/M-Phase der Meiose fiihrt. In
Mip40 Mutanten ist zudem die Transkription von Gene reprimiert, deren Expression fiir die
Differenzierung der Spermatozyten wichtig ist. Daher wird postuliert, dass es sich bei tMAC

um einen testisspezifischen Komplex handelt, welcher paralog zum Myb-MuvB-Komplex ist.
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1.5. Zielsetzung der Arbeit

Das humane LIN-9 wurde in unserem Labor erstmals als pRB-interagierendes Protein
beschrieben. Die dieser Arbeit vorhergehenden Untersuchungen haben gezeigt, dass es sich
bei LIN-9 um einen neuen Tumorsuppressor im pRB-Signalweg handelt. Die Struktur des
LIN-9 Proteins gibt leider wenig Aufschluss iiber mdgliche biochemische und
molekularbiologische Funktionen, da LIN-9 weder bekannte DNA-Bindemotive oder
Protein-Interaktionsdoménen besitzt, noch Regionen aufweist, die auf eine enzymatische
Aktivitit hindeuten konnten. Interessant ist, dass Homologe von LIN-9 in D. melanogaster
und in C. elegans Bestandteile, in der Evolution hoch konservierter pRB/E2F-Komplexe sind,
welche die Expression von Genen regulieren. Dies ldsst den Schluss zu, dass auch im
humanen System LIN-9 einen bedeuteten Einfluss auf die transkriptionelle Regulation von
Genen haben konnte.

Priméres Ziel dieser Arbeit war daher die Identifizierung LIN-9 regulierter Gene durch
cDNA-Microarray Analysen. Da die Forschung der letzten Jahre gezeigt hat, dass die
Uberexpression von Proteinen oftmals zu verfilschten Ergebnissen fiihren kann, sollte
zunichst ein RNAi-basierendes System etabliert werden, um LIN-9 in humanen Zellen
effizient zu depletieren. Im weiteren Verlauf sollte der Einfluss von LIN-9 auf die in den
cDNA-Microarray Analysen identifizierten Zielgene in alternativen experimentellen

Versuchsansitzen verifiziert und ndher beschrieben werden.
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2 MATERIAL

2.1. Chemikalien

Sofern nicht anders angegeben, wurden sidmtliche Chemikalien mindestens in der
Qualitétsstufe ,,zur Analyse* von den Firmen AppliChem, Merck, Riedel-de-Haén, Carl Roth
und Sigma-Aldrich bezogen.

2.2. Puffer und Losungen
Sofern nicht anders angegeben wurden die Losungen in ddH,O angesetzt.
Acrylamidstammldsung 30 % (w/v) Acrylamid

0,8 % (w/v)N,N’-Methylenbisacrylamid (H,O)

National Diagnostics; Ultra Pure

lichtgeschiitzt bei 4 °C lagern

10% Ammoniumpersulfat (APS) S5¢g Ammoniumpersulfat
in50ml ddH,O

Bradford-Reagenz 50 mg Coomassie Brilliant Blue G-250
23,75 ml Ethanol
50 ml ortho-Phosphorsédure 85 %
mit ddH,O auf 500 ml auffiillen

die Losung wird 2x gefiltert und anschlieBend

lichtgeschiitzt bei 4 °C gelagert

DEPC-Wasser 0,1 % (v/v) Diethylpyrocarbonat in ddH,O

uber Nacht bei RT riihren,; autoklavieren

Ethidiumbromidldsung 10 mg/ml in ddH,O

Kinase-Assay-Puffer 50mM  TrispH 7,5
10mM  MgCl,
1 mM DTT (frisch zugeben)

LB-Agar 40¢g Luria Bertani Agar
Auf 1 1 mit H,O auffilllen und autoklavieren
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LB-Medium

Miniprep-Losung 1

Miniprep-Losung 11

Miniprep-Losung 111

PBST

Phenol/Chloroform

10x Phosphate buffered saline (PBS)

Puffer-A

Puffer-B

25 g Luria Bertani Medium

Auf 1 1 mit H,O auffiillen und autoklavieren

25mM  Tris pH 8.0
10mM  EDTA

100 pg/ml RNase A
bei 4 °C lagern

200 mM  NaOH

1% SDS

SM Kaliumacetat
2944 ¢ KAc

11,5ml  konz. Essigsiure
28,5ml  ddH,O

0,1 % Triton X-100 in 1x PBS

Phenol:Chlorofom (1:1)

137mM  NaCl

3 mM KCl

6,4 mM  Na,HPO,
,5mM KH,PO,

einstellen des pH-Wertes auf pH 7,4 mit HCI

autoklavieren

10mM  Hepes pH 7,4

10mM  NaCl

3 mM MgCl,

Proteaseinhibitor Cocktail 1:200 (frisch zugeben)

20 mM  Hepes pH 7,4
400 mM NaCl
I,5mM MgCl,
0,lmM EDTA

1% NP-40

15 % Glycerin

Poteaseinhibitor Cocktail 1:100 (frisch zugeben)
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10x TSE 0,1M Tris-HCI pH 7,5
10mM  EDTA
2M NaCl
TNN-Puffer 50mM  Tris-HCl pH 7,5
120 mM NaCl

5mM EDTA

0,5 % NP-40

10mM  Na,P,0O5

2 mM NazVO,

100 mM  NaF

einstellen des pH-Wertes auf pH 7,5 mit HCI
Proteaseinhibitor Cocktail 1:200; 1 M DTT 1:1000

(frisch zugeben)
Tris-EDTA (TE-Puffer) 10mM  TrispH 7,5
1 mM EDTA pH 8,0
autoklavieren
Trizol™-Lésung Trizol™ Gebrauchslésung (Invitrogen)
20x SSC 1753 g NaCl

882 ¢g Natriumcitrat
auf 1 1 mit ddH,O auffiillen und pH 7,0 mit NaOH

einstellen; autoklavieren

2.2.1. Enzympuffer

Alle nicht gesondert aufgefithrten Enzympuffer wurden von der jeweiligen Firma als 10x

bzw. 5x Puffer geliefert und nach Angaben des Herstellers verwendet.

Proteinase K-Puffer 1 mM CaCl,
50mM  Tris pH 8,0

RNase A-Puffer 10mM  Tris pH 7,4
150 mM NaCl
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2.2.2. Auftragspuffer
S5x DNA

3x Elektrophoreseprobenpuffer (ESB)

15 % Ficoll

0,05%  Bromphenolblau
0,05%  Xylencyanol
0,00M EDTA

in 1x TAE

300mM  Tris-HCI pH 6,8
I5SmM  Na,EDTA
150mM  DTT

12 % (w/v) SDS

15 % (w/v) Glycerol

30 mg Bromphenolblau
bei -20 °C lagern

2.2.3. Reagenzien fur die Elektrophorese

50x TAE

10x SDS-Laufpuffer

2.2.4. Puffer fiir Western Blot

Puffer fiir Nassblot (Tankblot)
5x Blotting-Puffer

Blotting-Puffer

2M Tris-Base

250 mM  Essigsdure
50mM  EDTA, pH 8,0
0,25M  TrispH 8,3
1,92M  Glycin

1 % (w/v) SDS

75 ¢ Tris-Base
282,2¢g  Glycin

mit ddH,O auf 5 | auffiillen
200 ml  5x Blotting-Puffer

150 ml Methanol
mit ddH,O auf 1 | auffiillen
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Ponceau S

20x TBS

TBST

Puffer fiir Semi-Dry-Blot
Anodenpuffer [

Anodenpuffer 11

Kathodenpuffer

0,1 %
5%

IM
3iM

0,05 %

30 mM
20 %

300 mM
20 %

25 mM
40 mM
20 %

0,01 %

Ponceau S

Essigsdure

Tris-HCI1 pH 7,4
NaCl

Triton X-100 in 1x TBS

Tris-Base
Methanol

Tris-Base
Methanol

Tris-Base
6-Aminohexansaure
Methanol

SDS

2.2.5. Puffer fiir Chromatin-Immunprazipitation (ChiP)

Lyse-Puffer

Kernlyse-Puffer

IP-Verdiinnungspuffer

Flutions-Puffer

5 mM
85 mM
0,5 %

50 mM
10 mM
1%

0,01 %
1,1 %
1,2 mM

16,7 mM

167 mM

50 mM
1%
10 mM

PIPES pH 8,0
KCl
NP-40

Tris-HCI pH 8,1
EDTA
SDS

SDS

Triton X-100
EDTA

Tris-HCI pH 8,2
NaCl

Tris-HCI pH 8,0
SDS
EDTA
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LiCl-Waschpuffer 0,25 M
0,5 %
0,5 %
I mM

10 mM

Blocking-Puffer 3ml
150 pl

30 ul

2.3. Enzyme

Restriktionsendonukleasen
T4-DNA-Ligase [400000 U/ml]
M-MLV-RT [200 U/ul]

SAWADY-Taq DNA-Polymerase [5 pg/pl]
DNasel Rnase-free [10 U/pl]

Proteinase K [10 mg/ml] in Proteinase K-Puffer;
bei —20 °C lagern

RNase A [10 mg/ml] in RNase A-Puffer;
zur Inaktivierung der DNasen 15 min bei
95 °C erhitzen; bei -20 °C lagern
RQ-RNase-free DNase Set

RiboLock™ (RNase-Inhibitor)

2.4 Antibiotika

Ampicillin [100 mg/ml]
Blasticidin [10 mg/ml]
Puromycin [10 mg/ml]

2.5. GroRenstandards

1 Kb DNA Ladder
MassRuler DNA Ladder Mix
SDS Page Ruler Mix

LiCl

NP-40

DOC

EDTA

Tris-HCI pH 8,0

[P-Verdiinnungspuffer
BSA [20 mg/ml]
ssDNA [10 mg/ml]

New England Biolabs/Invitrogen
New England Biolabs

Invitrogen

Peqlab

Roche

AppliChem

Sigma

Qiagen
Fermentas

Roth
Invivogen

Sigma

Invitrogen
Fermentas

Fermentas
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2.6. Molekularbiologische Reagenziensatze

Jetstar Gel Extraction Kit

Jetstar Plasmid Purification Midi Kit
Jetstar Plasmid Purification Maxi Kit
QIAquick PCR Purification Kit
RNeasy Mini Kit

QIAquick Miniprep Kit

qPCR Core Kit mit Sybr Green
CyScribe Post-labelling Kit

Genomed
Genomed
Genomed
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Eurogentec

Amersham Biosiences

2.7. Molekularbiologische Reagenzien

Proteaseinhibitor Cocktail

PMSF [10 mg/ml] in Isopropanol
Protein-A-Sepharose

BSA Fraktion V [20 mg/ml]

Random primer [500 pg/ml]

dNTP Set [100 mM]

Histone H1 [1mg/ml] in Kinase-Assay-Puffer
Ziegenserum

Human Cotl DNA [1 mg/ml]

Poly A [5 pg/ul]

Mounting Medium

Hoechst-Reagenz (H 33258) [ 1mg/ml]
ssDNA (aus Fischsperma; MB Grade)
Propidiumjodid [1 mg/ml]

Phototope HRP

(Western Blot Detection System)

2.8. Radioaktiv markierte Stoffe

[y*%-P]-ATP [50 pCi/pl]

Sigma

Roche

Amersham Biosiences
Sigma

Roche

Invitrogen

Roche

Sigma

Invitrogen

Dr. Michael Krause; IMT Marburg
Shandon

Sigma

Roche

Sigma

NEB

Amersham Biosiences
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2.9. Medien und Reagenzien fur die Zellkultur

DMEM (4,5 g Glukose/L-Glutamin)
Penicillin/Streptomycin [1U/pg]
Trypsin-Versene (EDTA);

0,5 g/l Trypsin; 1:250

Foetal Bovine Serum (FCS)

Serum Supreme

Hydroxyurea [100mM]
Doxorubicin [1 mg/ml]

Polybrene [4mg/ml]

Oligofectamine” Reagent

BrdU-Losung

2x HBS

Kalziumchlorid

2.10. Antikorper und Antiseren

2.10.1. Sekundarantikorper

Cambrex
Cambrex

Cambrex

GIBCO
Cambrex
Sigma
Fluka
Sigma

Invitrogen

10 mg/ml (32,5 mM) Bromodeoxyuridin
in 1x PBS
sterilfiltrieren; bei -20°C lagern

82¢g HCI

5,95g Hepes, acid

0,105 g NayPO4

auf 500 ml mit ddH,O auffillen und
pH 7.05 mit NaOH einstellen

2,5M CaCl; in ddH,O
sterilfiltrieren; bei -20°C lagern

Bezeichnung/Antigen Firma/Bestelinr. Verdiinnung
Protein-A-HRP GE-Healthcare 1:5000
Anti-mouse-HRP GE-Healthcare 1:5000
Anti-rabbit-Rhodamin | Jackson Immuno Research | 1:200
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2.10.2. Primarantikorper

Bezeichnung Firma/ Merkmal Verdiinnung Interne
/Antigen Bestellnr. Nr.
p53 (Pab 240) #SC-99 mouse monoclonal WB 1:1000 37
IgG1 [100 pg/mi]
Cyclin A (BF683) #SC-239 mouse monoclonal WB 1:1000 39
IgE [200 pg/ml]
Cyclin B1 (GNS1) | #SC-245 mouse monoclonal WB 1:1000 40
IgG1 [200 pg/mi] IP 1:100
Cyclin D1 Ab-1 Neomarkers mouse monoclonal WB 1:1000 41
(DCS-6) #MS-210-P1 | [200 pg/ml]
Cyclin E (M-20) #SC-481 rabbit polyclonal IgG | WB 1:1000 42
[200 pg/ml]
Cdc2 p34 (17) #SC-54 mouse monoclonal WB 1:1000 44
IgG2a [200 ug/ml]
p-CDC2 (Tyr 15)-R | #SC-7989-R | rabbit polyclonal IgG | WB 1:1000 45
[200 pg/ml]
Cdk2 (M-2) #SC-163 rabbit polyclonal IgG | WB 1:1000 47
[100 pg/ml]
anti-phospho- Upstate #06- | rabbit polyclonal IgG | IF 1:100 57
Histon H3 (Ser10) | 579 [200ug/200pl]
B-Myb (N-19) #SC-724 rabbit polyclonal IgG | WB 1:1000 79
[200 pg/ml] IP 1:100 in Kombination
mit H-115
B-Myb (H-115) #SC-13028 rabbit polyclonal IgG | WB 1:1000 80
[200 pg/ml] IP 1:100 in Kombination
mit N-19
lin9 (1) (His) Davids rabbit polyclonal; WB 1:1000 81
Serum 30.03.2004; IP 1:100
(Gagrica et al., 2004)
lin9 (1) (His) Davids Rabbit polyclonal; ChIP 20 pg 81
Serum 30.03.2004;
Protein-A-Sepharose
gereinigt;(Gagrica et
al., 2004)
B-Tubulin Chemicon mouse monoclonal WB (1:1000) 102
#MAB 3408
Anti-BrdU FITC Beckton mouse monoclonal FACS 20 ul pro Reaktion | ---
Dickenson
#347583
IgG Sigma 15006 | [1 mg/ml] ChlIP 8 pl 104
Survivin (BIRC5) Novus (Acris) | rabbit polyclonal WB 1:1000 124
PLK (F-8) Santa Cruz mouse monoclonal WB 1:1000 ---
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2.11. Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden, wenn nicht anders angegeben, von den Firmen Carl Roth und
Metabion bezogen. Die Konzentration der Stammldsungen wurde mit Ausnahme fiir die
siRNA Oligonukleotide auf 100 pmol/ul mit TE-Puffer eingestellt.

2.11.1. Sequenzierprimer

Name Sequenz Verwendung

SG 445 5" -TCTGGGAAATCACCATA-3" pRetroSuper-nah; 3"-Primer zur
Sequenzierung von RNAIi-
Konstrukten; bindet am 3’-Ende

des H1-Promoters

2.11.2. siRNA Oligonukleotide

Die siRNA Oligonukleotide wurden von der Firma Dharmacon bezogen und mit 1x RNAi-

Puffer (von der Firma mitgeliefert) auf 75uM eingestellt.

Name Sequenz Verwendung

siControl 5" -UAGCGACUAAACACAUCAA-3’ unspezifische siRNA

LIN9-4 5" -GGAAGAGAGAUCAGCAUUAUU-3" siRNA gegen LIN-9; Position
546-564 (Accession Nr.
NM 173083)

2.11.3. Oligonukleotide fur vektorbasierende RNAi-Anwendungen

Diese Oligonukleotide wurden nach Angaben der Firma OligoEngine designed. Die
Zielsequenzen wurden nach den Richtlinien in Reynolds et al. 2004 ermittelt. Die

Oligonukleotide wurden nach der Synthese HPLC-gereinigt.

Name Sequenz Verwendung
SG 197 5" -GATCCCCGGAGGAGACCTGAATTCCTTTCAAGA RNAi-Oligonukleotid
GAAGGAATTCAGGTCTCCTCCTTTTTGGAAA-3" (sense) gegen LIN9
Position 1438-1457
(cDNA; Accession Nr.
NM 173083);
Sequenz #2
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Name
SG 198

SG 345

SG 346

SG 558

SG 559

Sequenz
5" -AGCTTTTCCAAAAAGGAGGAGACCTGAATTCCT

TCTCTTGAAAGGAATTCAGGTCTCCTCCGGG-3"

5" -GATCCCGGAAGAGAGATCAGCATTATTCAAGAG
ATAATGCTGATCTCTCTTCCTTTTTA-3"

5" -AGCTTAAAAAGGAAGAGAGATCAGCATTATCTC
TTGAATAATGCTGATCTCTCTTCCGG-3"

5" -GATCCCGCAGAGGACAGTATCAACATTCAAGAG
ATGTTGATACTGTCCTCTGCTTTTTA-3"

5" -AGCTTAAAAAGCAGAGGACAGTATCAACATCTC
TTGAATGTTGATACTGTCCTCTGCGG-3~

Verwendung
RNAIi-Oligonukleotid
(antisense) gegen LIN9
Position 1438-1457
(cDNA; Accession Nr.
NM 173083);

Sequenz #2

RNAi-Oligonukleotid
(sense) gegen LIN9
Position 546-564
(cDNA; Accesion Nr.
NM_173083);

Sequenz #1

RNAi-Oligonukleotid
(antisense) gegen LIN9
Position 546-564
(cDNA; Accesion Nr.
NM_173083);

Sequenz #1

RNAi-Oligonukleotid
(sense) gegen B-MYB
Position 1165-1183
(cDNA; Accesion Nr.
NM_002466);

Sequenz #1

RNAi-Oligonukleotid
(antisense) gegen
B-MYB Position 1165-
1183 (cDNA;
Accesion Nr.
NM_002466)

Sequenz #1
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2.11.4. Primer fiir semiquantitative PCR-Analysen

Name Sequenz Verwendung

SG 106 5" -TGTGATGGTGGGAATGGGTCAG-3" sense Primer fiir B-Aktin
SG107 5 -TTTGATGTCACGCACGATTTCC-3" antisense Primer fiir 3-Aktin
SG 150 5" -CGGCTTATGGGAAAACCACGGAG-3" sense Primer fiir LIN-9

SG 151 5" -CCATCATGAACACCACGTAATCGTGC-3  antisense Primer fiir LIN-9

2.11.5. qRT-PCR Primer

Die Primer fiir die Real Time PCR Analysen wurden mit Hilfe des Programms Probe Library
(www.roche-applied-biosystems.com) designed.

Name Sequenz Verwendung

SG 566 5"-TGGCATCAAAACAGAAAAATGA-3" sense Primer fiir STK-6

SG 567 5 -GGCGACCAATTTCAAAGTCT-3" antisense Primer fiir STK-6
SG 568 5"-GCCCAGTGTTTCTTCTGCTT-3" sense Primer fiir BIRCS

SG 569 5" -CCGGACGAATGCTTTTTATG-3" antisense Primer fiir BIRC5
SG 570 5" -GGAGAACGCTCTGTCAGCA-3" sense Primer fiir BUB1

SG 571 5"-TCCAAAAACTCTTCAGCATGA-3" antisense Primer fiir BUB1
SG 572 5" -GGTACTGAAGTCCGGGAACC-3" sense Primer fiir CCNA2
SG 573 5" -GAAGATCCTTAAGGGGTGCAA-3" antisense Primer fiir CCNA2
SG 574 5"-CGCCTGAGCCTATTTTGGT-3" sense Primer fiir CCNB1

SG 575 5"-GCACATCCAGATGTTTCCATT-3" antisense Primer fiir CCNBI1
SG 576 5 -TGGATCTGAAGAAATACTTGGATTCTA-3" sense Primer fiir CDC2

SG 577 5"-CAATCCCCTGTAGGATTTGG-3" antisense Primer fiir CDC2
SG 578 5" -TCAAGTTTAGGCCTTTGTCCA-3" sense Primer fiir CENP-E
SG 579 5" -CCTGGCTGAGAATCCACACT-3" antisense Primer fiir CENP-E
SG 580 5 -CCCCACCACGGTTACATTAT-3" sense Primer fiir LIN-9

SG 581 5" -CGGCGACTGTCCTAATAAAGG-3" antisense Primer fiir LIN-9
SG 590 5 -TGCCGAGCTCTGGAAAAA-3" sense Primer fiir UBCH10
SG 591 5"-AAAAGACGACACAAGGACAGG-3" antisense Primer fiir UBCH10
SG 620 5" -GGCAGACCGAGATGAATCCTCA-3" sense Primer fiir S14

SG 621 5" -CAGGTCCAGGGGTCTTGGTCC-3" antisense Primer fiir S14

SG 628 5" -TCACTGTCTTGTACCCTTGTGC-3" sense Primer fiir p21

SG629 5 -GGCGTTTGGAGTGGTAGAAA-3’ antisense Primer fiir p21
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Name Sequenz Verwendung

SG 630 5 -TCCACACTGCCCAAGTCTCT-3" sense Primer fiir B-MYB
SG 631 5 -AGCAAGCTGTTGTCTTCTTTGA-3" antisense Primer fiir B-MYB
SG 645 5" -GCCCAATACGACCAAATCC-3" sense Primer fiir GAPDH
SG 646 5" -AGCCACATCGCTCAGACAC-3" antisense Primer fiir GAPDH
SG 680 5" -AAGATCTGGAGGTGAAAATAGGG-3" sense Primer fiir PLK 1

SG 681 5" -AGGAGTCCCACACAGGGTCT-3" antisense Primer fiir PLK 1
SG 771 5" -AGGCCTTGGAACTCAAGGAT-3" sense Primer fiir p53

SG 772 5 -CCCTTTTTGGACTTCAGGTG-3" antisense Primer fiir pS3

SG 810 5 -GTGCTGGCCACAGAATCC-3" sense Primer fiir ADFP

SG 811 5"-TCTGAATCAGCCATCAACTCA-3" antisense Primer fiir ADFP
SG 812 5" -GTTAGAGGGCCACCAGAGG-3~ sense Primer fiir FLOT1

SG 813 5"-CTGAGAATTTCTGCCTGTCCTT-3" antisense Primer fiir FLOT1
SG 814 5"-GTATTACATCCAGCAGCCAGAA-3" sense Primer fiir CCT4

SG 815 5"-GGTGCCATCTCCTGCTTCTA-3" antisense Primer fiir CCT4
SG 816 5"-AAACATTGGAAAAGAAATCCTGA-3" sense Primer fiir DPYD

SG 817 5 -ACCAAGAGTCGTGTGCTTGA-3" antisense Primer fiir DPYD

2.11.6. qPCR Primer fiir ChIP-Analysen
Die Primer fiir die Real Time PCR Analysen wurden mit Hilfe des Programms Probe Library

(www.roche-applied-biosystems.com) designed.

Name Sequenz Verwendung

SG 540 5" -GGCAGCAAGAGTCACTCCA-3" sense Primer fiir GAPDH2
SG 541 5 -TGTCTCTTGAAGCACACAGGTT-3" antisense Primer fiir GAPDH2
SG 552 5 -GCCCTTTAATGGTTAGCGTTT-3" sense Primer fiir UBCH10
SG 553 5 -GCTGCCATTAACTAACGAATCC-3" antisense Primer fiir UBCH10
SG 584 5 -CGTTCTTTGAAAGCAGTCGAG-3" sense Primer fiir BIRCS

SG 585 5" -GCCGGGAGTTGTAGTCCTC-3" antisense Primer fiir BIRCS
SG 828 5" -AAAGGGGGCTCATTCTAACAG-3" sense Primer fiir p21 #3

SG 829 5 -CTTGGAGAATGAGTTGGCACT-3" antisense Primer fiir p21 #3
SG 840 5"-CCCTTCCTCACCTGAAAACA-3" sense Primer fiir p21 #1

SG 841 5 -GTGGCTCTGATTGGCTTTCTG-3" antisense Primer fiir p21 #1
SG 842 5" -ACCGGCTGGCCTGCTGGAACT-3" sense Primer fiir p21 #2

SG 843 5" -TCTGCCGCCGCTCTCTCACCT-3" antisense Primer fiir p21 #2
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2.12. Plasmide

Interne Nr.
#574

# 608

#610

# 652

# 653

# 654

#7756

#679

#7746

# 174

Bezeichnung

pSuperior-puro

pSuperior-puro-shlin9

pSuperior-puro-shin9

pMSCV-480-blasticidin

pMSCV-blast-shlin9 [1438-1457]

pMSCV-blast-shlin9 [546-564]

pMSCV-blast-shmyb [1165-1183]

pMSCV-480-blast-p53

pBabe-H2B-GFP

pcDNA3-GFP

2.13. Zelllinien

Zelllinie
BJ-ET

T98G

. E
Phoenix™*°

HelLa
Saos2

Herkunft/Beschreibung

Beschreibung

Expressionsvektor fiir RNAi
(OligoEngine)

shRNA-Expression gegen LIN-9

(SG 197/198); enthilt H1-Promotor
shRNA-Expression gegen LIN-9 enthilt
(SG 345/346); enthilt H1-Promotor
retroviraler Expressionsvektor fiir RNAi
(Voorhoeve and Agami, 2003)

retrovirale ShRNA-Expression gegen
LIN-9 (SG 197/198); (Gagrica et al., 2004)
retrovirale shRNA-Expression gegen LIN-9
(SG 345/346); (Gagrica et al., 2004)
retrovirale ShRNA-Expression gegen
B-MYB (SG 558/559)

retrovirale ShRNA-Expression gegen

p53 (Voorhoeve and Agami, 2003)
retrovirale H2B-GFP-Expression zur
Kontrolle der Transfektions- und
Infektionseftizienz

GFP-Expression zur Transfektionskontrolle

Primdre humane Fibroblasten; stabile Expression des ekotrophen

Rezeptors; immortalisiert durch hTERT (Voorhoeve and Agami, 2003)
Humanes Glioblastom; Fibroblasten (ATCC)

Verpackungszelllinie (basierend auf 293T) zur Herstellung ekotropher Viren

(Grignani et al., 1998)

Humane Zervixkarzinom-Zelllinie (ATCC)
Humane Osteosarkom-Zelllinie (ATCC)
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2.14. cDNA-Microarrays

Die cDNA-Microarrays wurden am Institut fiir Molekularbiologie und Tumorforschung der
Philipps-Universitdit Marburg (IMT), in der Arbeitsgruppe von Dr. Michael Krause
angefertigt. Auf den Microarrays befanden sich 11.552 ¢cDNA-Spots der humanen cDNA-
Library ,,Human Sequence-Verified cDNA UniGene Gene Sets gf200, gf201u and gf202*
(ResGen/Invitrogen; Katalognummer 97001.V).

Im Einzelnen wurden cDNA-Microarrays der D-Serie mit den laufenden Nummern
24 D 02/06/03 bis 35_D 02/06/03 verwendet.

2.15. Spezielle Gerate und Materialien

ABI Prism 7700 Applied Biosystems
Durchflusszytometer FACSCalibur Beckton Dickinson
Durchflusszytometer FC 500 CXP Beckman Coulter
Galaxy S CO;-Inkubator Nunc/New Brunswick
Gelelektrophorese-/Blotkammern BioRad

Hyperfilm™ ECL Amersham Biosiences
Microarrayscanner ,,Scan Array Express Perkin Elmer

und Software

NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer NanoDrop Technologies Inc.
PVDF-Membran (0,45 pm) Millipore

Real Time PCR-Gerdt Mx3000P Stratagene
Rontgenfilme Kodak

SemiDry Blotter BioRad

Sonifier W250D Branson

T1 Thermocycler Biometra

Ultraspec 2100 pro Photometer Amersham Biosiences
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3 METHODEN

3.1. Zellbiologische Methoden

3.1.1. Kultivierung eukaryotischer Zellen

Die verschieden Zelllinien wurden in den entsprechenden Vollmedien (siehe unten) in
Adhésionskultur auf Gewebekulturschalen gehalten und bei 37 °C, 5 % CO; und 100 %
relativer Luftfeuchtigkeit im Inkubator kultiviert.

Zelllinie Vollmedium

HeLa DMEM/4,5 g/l Glutamin; 10 % FCS; 1 % Penicillin/Streptomycin
Saos-2 DMEM/4,5 g/l Glutamin; 10 % FCS; 1 % Penicillin/Streptomycin
BJ-ET DMEM/4,5 g/l Glutamin; 10 % FCS; 1 % Penicillin/Streptomycin
T98G DMEM/4,5 g/l Glutamin; 10 % FCS; 1 % Penicillin/Streptomycin
Phoenix"* DMEM/4,5 g/l Glutamin; 10 % Serum Supreme;

1 % Penicillin/Streptomycin

3.1.2. Passagieren von Zellen

Die Kultivierung von Zelllinien erfordert in Abhéngigkeit vom Wachstumsverhalten, ein
regelmiBiges Passagieren der Zellen. Damit wird ein Wachstumsstopp durch
Kontaktinhibition verhindert und eine optimale Nahrstoffversorgung gewahrleistet.

Die zu 90 — 100 % konfluenten Zellen wurden zunichst mit 1x PBS gewaschen und
anschlieBend mit Trypsin von den Kulturschalen fiir max. 5 min bei 37 °C geldst. Die Menge
an Trypsin richtete sich nach der GroBe der Kulturschale (0,5 — 2 ml). Die trypsinierten Zellen
wurden mit frischem Vollmedium von der Kulturschale abgespiilt, resuspendiert und verdiinnt
auf eine neue Kulturschale ausgesit. Der Verdiinnungsgrad richtete sich dabei nach dem

Wachstumsverhalten der einzelnen Zelllinien (siche Tabelle 3.1).

Tabelle 3.1: Verdiinnung von Zelllinien

Zelllinie Verdiinnung/Hiufigkeit
HeLa 1:10 alle 2 - 3 Tage
Saos-2 1:5 alle 2 - 3 Tage
BJ-ET 1:3 alle 3 - 4 Tage
Phoenix™° 1:4-1:5 jeden 2. Tag
T98G 1:3-1:4 jeden 2. Tag
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3.1.3. Einfrieren von Zellen

Die konfluenten Zellen wurden zunichst wie unter 3.1.2. beschrieben trypsiniert, in 10 ml
frischem Vollmedium aufgenommen und fiir 5 min bei 1200 rpm pelletiert. Der Uberstand
wurde abgesaugt, das Zellpellet in 1 ml frischem Einfriermedium aufgenommen und in ein
Einfrierrdhrchen iiberfiihrt. Nach einer Inkubation von 5 bis 10 min auf Eis wurden die
Einfrierréhrchen bei -80 °C fiir 2 — 4 Tage gelagert und anschlieend in fliissigen Stickstoff
iiberfiihrt. Das im Einfriermedium enthaltene DMSO verhindert die Bildung von Eiskristallen
und ermoglicht so eine Lagerung der Zellen iiber mehrere Monate.

Einfriermedium: 10 % DMSO

im entsprechenden Vollmedium

vor dem Gebrauch Sterilfiltrieren (0,25 pm Porengrof3e)

3.1.4. Auftauen von Zellen

Um eine Schiadigung der Zellen zu vermeiden, sollte der Auftauvorgang mdoglichst schnell
erfolgen. Dazu wurden die Zellen aus dem fliissigen Stickstoff entnommen und sofort bei
37°C im Wasserbad aufgetaut. Die aufgetauten Zellen wurden in 10 ml Vollmedium
aufgenommen, fiir 5 min bei 1200 rpm pelletiert und anschlieBend in frischem Vollmedium

resuspendiert und ausgesit.

3.1.5. Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahl einer Zellsuspension wurde mit einer modifizierten Neubauer Zihlkammer unter

Berticksichtigung folgender Formel bestimmt:

Zellen [mI'] = (Zellzahl/Zahl der gezihlten GroBquadrate) x 10*

3.1.6. Erstellen von Wachstumskurven

Um das Proliferationsverhalten von Zellen in Kultur bestimmen zu kdnnen, wurden je
1x 10° Zellen in Triplikaten auf 9,6 cm®-Kulturplatten ausgesit. Uber einen Zeitraum von
12 - 15 Tagen wurden die Zellen alle 3 - 4 Tage trypsiniert, die Zellzahl bestimmt und erneut
1x 10° Zellen pro Vertiefung ausgesit. Die aus den Mittelwerten der Triplikate gebildeten
Zellzahlen wurden in einer kumulativen Darstellung gegen die Zeit (in Tagen) aufgetragen.

Ebenso wurde die Standardabweichung der Triplikate ermittelt.
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3.1.7. Synchronisation von Zellen mit Hydroxyharnstoff

Hydroxyharnstoff (HU) ist ein Inhibitor der Ribonukleotidreduktase und hemmt dadurch die
DNA-Synthese. Werden Zellen mit Hydroxyharnstoff behandelt, fiihrt dies zu einem
Zellzyklusarrest wihrend des G1/S-Ubergangs. Die Behandlung erfolgte durch direkte
Zugabe von 700 uM HU zum Medium. Nach einer Inkubation von 20 h wurden die Zellen
zweimal mit 1x PBS gewaschen und durch Zugabe von frischem Vollmedium in den
Zellzyklus entlassen. Zellen die auf diese Weise behandelt wurden, durchliefen den weiteren

Zellzyklus synchron.

3.1.8. Synchronisation von T98G-Zellen durch Serumentzug

Serum enthélt Mitogene, welche die Progression von Zellen stimulieren. Einige Zelllinien,
z.B. T98G, bieten den Vorteil, dass sie durch den Entzug von Serum in der Go-Phase des
Zellzyklus arretieren (Mayol et al., 1995). Hierzu wurden die T98G-Zellen zunédchst zweimal
mit 1x PBS gewaschen und anschlieend in Hungermedium (Medium ohne Serum mit 1 %
Penicillin/Streptomycin) weiter kultiviert. Nach 72 h wurden die Zellen durch Zugabe von

Medium mit 15 % Serum in den Zellzyklus entlassen und proliferierten synchron.

3.1.9. Behandlung von BJ-ET Zellen mit Doxorubicin

Zur Aktivierung von p53 durch DNA-Schidden wurden BJ-ET Zellen mit Doxorubicin
behandelt. Doxorubicin fiihrt zu DNA-Schidden aufgrund der Inhibition der Topoisomerase II
und der Generierung freier Radikale (Hurley, 2002; Kurz et al., 2004).

BJ-ET Zellen wurden einen Tag vor der Behandlung so ausgesit, dass sie am nédchsten Tag
eine Konfluenz von ca. 60 - 70 % erreichten. Die Behandlung erfolgte fiir 24 h durch direkte

Zugabe von 0,2 ng Doxorubicin in das Medium.

3.1.10. Transiente Transfektion eukaryotischer Zellen

Kalziumphosphat-Priizipitation

Mit Hilfe von Kalziumphosphat-Prézipitaten konnen Fremdgene in kultivierte Zellen
eingeschleust werden. Wird eine Kalziumlosung mit einer Phosphatldsung vermischt, so féllt
das Kalzium als mikroskopisch sichtbare Prézipitate aus. Durch die Zugabe von DNA zur
Kalziumlosung, féllt die DNA aufgrund ihrer Phosphatgruppen mit aus (Chen and Okayama,
1987; Wigler et al., 1979). Die Aufnahme der Prézipitate in die Zellen erfolgt durch
Phagozytose (Loyter et al., 1982).

Die Zellen wurden auf 10 cm Kulturschalen so ausgesit, dass sie am Tag der Transfektion zu
ca. 70 - 80 % konfluent waren. Die zu transfizierende DNA wurde mit ddH,O auf 450 pl
aufgefiillt und mit 50 pl einer 2,5 M Kalzium-Lésung versetzt. In einem 15 ml
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Reaktionsgefal wurden 500 ul 2x HBS vorgelegt. AnschlieBend wurde die DNA-Kalzium-
Mischung tropfenweise zugegeben. Wéhrend der Zugabe wurde mit einer Pasteurpipette Luft
in das 2x HBS geblasen, wodurch sich die beiden Losungen mit einander vermischten. Die
Zugabe des Gemisches zu den Zellen erfolgte tropfenweise nach einer Inkubation von
5 - 15 min. Nach ungefdhr 16 h wurden die Prézipitate durch ein- bis zweimaliges Waschen
mit 1x PBS entfernt und die Zellen anschliefend in frischem Vollmedium weiter kultiviert.

Zur Kontrolle der Transfektionseffizienz wurde wahlweise eine separate Kontrollschale mit
einem GFP (Green Fluorescent Protein)-Konstrukt transfiziert, oder das GFP-Konstrukt mit

der gewiinschten DNA cotransfiziert.

Transfektion von siRNA mit Oligofectamine™

Das Einschleusen von Oligonukleotiden bzw. siRNA in Zellen in Kultur erfolgte mit
Oligofectamine™ Reagenz.

Am Tag vor der Transfektion wurden je nach Zelltyp 0,75 — 1,5x 10° Zellen in Triplikaten auf
9,6 cm’-Kulturplatten ausplattiert. Fiir die Transfektion einer Vertiefung wurden 15 pl
Oligofectamine’ zunichst mit 60 ul DMEM (ohne Serum und Antibiotika) gemischt und fiir
5 min bei RT inkubiert. 4 pl einer 75 pM siRNA-Stammldsung wurden mit 250 ml DMEM
(ohne Serum und Antibiotika) gemischt und anschlieBend mit dem verdiinnten
Oligofectamine’ vereinigt. Die Zugabe dieses Transfektionsansatzes zu den Zellen erfolgte
nach einer Inkubation von 15 min bei RT. Eine signifikante Depletion der gewiinschten
mRNA wurde nach ca. 72 h erreicht.

3.1.11. Infektion von BJ-ET Zellen

Herstellung rekombinanter Retroviren

Durch Infektion von Zellen mit rekombinanten Retroviren kdnnen Fremdgene bzw. RNAi-
Konstrukte in das Genom von Zellen transferiert und stabil integriert werden. Die in dieser
Arbeit verwendeten BJ-ET Zellen exprimieren stabil den so genannten ekotrophen Rezeptor,
welcher die Infektion mit (murinen) ekotrophen Viren ermoglicht.

Zur Herstellung der rekombinanten Retroviren wurden Phoenix™ Zellen verwendet, welche
durch Transfektion eingeschleuste DNA in Viruspartikel verpacken und in das Medium

abgeben. Die Phoenix"“

Zellen wurden 1:4 ausplattiert, so dass sie am nichsten Tag eine
Konfluenz von ca. 70 - 80 % erreichten. Die Transfektion erfolgte mit Kalzium-Phosphat,
wobei pro 10 cm Kulturschale 40 pg der gewiinschten DNA transfiziert wurden. Etwa 16 h
nach der Transfektion wurden die Zellen vorsichtig mit 1x PBS gewaschen und anschlie3end
mit 6,5 ml 10 % Serum Supreme-haltigem Medium iiber Nacht kultiviert. Am néichsten
morgen wurde der Virusiiberstand abgenommen und entweder direkt fiir eine Infektion
eingesetzt, oder nach dem Schockgefrieren in fliissigem Stickstoff bei -80 °C gelagert. Fiir die
Infektion wurde der gefrorene Virusiiberstand direkt vor der Infektion bei 37 °C im

Wasserbad aufgetaut.
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Infektion

Zur Infektion von BJ-ET Zellen, wurden diese einen Tag vor der Infektion mit einer
Verdiinnung von 1:3 auf 10 cm Kulturschalen ausplattiert.

Zur Erhohung der Infektionseffizienz wurde der Virusiiberstand zundchst mit 8 pg/ml
Polybrene versetzt und anschlieend sterilfiltriert (0,45 pm Porengréf3e). Nach dem Absaugen
des Mediums von den ausplattierten BJ-ET Zellen, wurden je eine 10 cm Schale mit 6ml des
fertigen Virusiiberstandes fiir 16 h inkubiert. Danach wurde der Virusiiberstand entfernt und
die Zellen mit frischem Vollmedium weiter kultiviert.

BJ-ET Zellen wurden grundsétzlich mit DNA-Konstrukten infiziert, welche fiir Blasticidin als
Selektionsmarker codieren. Die Selektion positiver Zellen erfolgte mit 5 pg/ml Blasticidin,
48 h nach der Infektion fiir 4 Tage. In der Regel wurden die infizierten Zellen 72 h nach der
Infektion (bzw. 24 h nach Beginn der Selektion) in einem Verhéltnis von 1:2 auf 10 cm

Kulturschalen neu ausplattiert.

3.1.12. Immunfluoreszenz

Firbung von mitotischen Zellen

Entsprechend ihres Wachstumsverhaltens wurden 0,75 — 1x 10° infizierte und vollstindig
selektionierte BJ-ET Zellen auf sterilen Deckgldschen (in 9,6 cm’-Kulturplatten) in 2 ml
Vollmedium ausplattiert. Ein weiterer Selektionsdruck war nicht erforderlich. Am nichsten
Tag wurden die Zellen mit 1x PBS gewaschen und fiir 10 min in 3 % Paraformaldehyd/2 %
Glucose (in 1x PBS) fixiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit 1x PBS zweimal gespiilt
und einmal fiir 5 min gewaschen. Bei Bedarf konnten die fixierten Zellen an dieser Stelle flir
mehrere Tage bei 4 °C gelagert werden. Alle weiteren Inkubationsschritte erfolgten bei RT.
Durch die folgende Inkubation von 5 min in PBS/0,2 % Triton X-100 wurden die Zellen
permeabilisiert. Nach fiinfmaligem Waschen fiir je 5 min mit PBST wurden die Zellen fiir
mindestens 15 min in PBS/5 mM MgSO, geblockt. Als Marker fiir mitotische Zellen wurde
ein Phospho-Histon-H3 Antikorper (Ser 10) in einer Verdiinnung von 1:100 in PBS/MgSQO4
verwendet. Die Inkubation erfolgte fiir 1 h in einer lichtgeschiitzten feuchten Kammer. Durch
dreimaliges Waschen fiir je 3 min in PBST wurde der Erstantikorper entfernt. AnschlieSend
wurden die Zellen fiir weitere 30 min mit einem Rhodamin-gekoppelten Zweitantikorper
(1:200 in PBST) ebenfalls in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach erneutem Waschen
(3x 3 min) mit PBST wurden die Zellkerne fiir 5 min mit Hoechst-Reagenz (Hoechst 33258;
1:500 in PBS) geférbt. AbschlieBend wurden die Zellen mit 1x PBS einmal gespiilt und fiir
Smin gewaschen. Zum Einbetten der Deckgldschen auf Objekttriger wurde

Mounting Medium (Shandon) verwendet und mit Nagellack versiegelt.
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3.2. Durchflusszytometrie

Die Verteilung einer Zellpopulation im Zellzyklus wurde mit Hilfe der Durchflusszytometrie
(FACS-Analyse: Fluorescent-Activated-Cell-Sorting) bestimmt. Messung und Auswertung
erfolgten mit Durchflusszytometern und zugehoriger Software der Firmen Beckton Dickinson
(FACSCalibur) und Beckmann Coulter (FX 500 CXP).

3.2.1. Fixierung von Zellen zur FACS-Analyse

Dazu wurden die Zellen zunédchst mit 1x PBS gewaschen, anschlieBend mit Trypsin von den
Kulturschalen geldst und in 10 ml Vollmedium fiir 5 min bei 1200 rpm pelletiert. Der
Uberstand wurde abgesaugt und die Zellen durch gleichzeitiges Vortexen und Zutropfen von
1 ml eiskaltem 80%igen Ethanol fixiert. Zur vollstindigen Fixierung wurden die Zellen

mindestens liber Nacht bei -20 °C gelagert.

3.2.2. Bestimmung der Zellzyklusverteilung

Propidiumjodid interkaliert in die Basenpaarsequenz der DNA und fluoresziert im roten
Bereich bei einer Wellenldnge von 617 nm. Durch die Intensitét der Fluoreszenz ldsst sich mit
dem Durchflusszytometer der DNA-Gehalt einer einzelnen Zelle bestimmen. Zellen, die sich
in der G¢/G,-Phase des Zellzyklus befinden haben einen einfachen DNA-Gehalt (1n) und
fluoreszieren somit schwécher, als Zellen, deren DNA-Gehalt sich widhrend der S-Phase
verdoppelt hat (2n; G,/M-Phase). Die mit Propidiumjodid gefarbten Zellen konnen daher
anhand ihres DNA-Gehaltes einer bestimmten Phase des Zellzyklus zugeordnet werden. Die
gleichzeitige Bestimmung der Zellzahl ermdglicht somit die Quantifizierung von Zellen in
einer bestimmten Phase des Zellzyklus. Die Verteilung der gemessenen Zellen im Zellzyklus
lasst sich anhand eines Histogramms darstellen.

Fiir die Propidiumjodid-Farbung wurden die fixierten Zellen zunédchst bei 1200 rpm fiir
10 min bei 4 °C pelletiert und im Anschluss mit kaltem 1x PBS gewaschen. Nach erneuter
Zentrifugation wurde das Zellpellet in 500 pl Natriumzitrat (38 mM Stammldsung)
resuspendiert. Da die in der Zelle vorhandene RNA bei der Bestimmung des DNA-Gehaltes
stort, erfolgte eine RNase-Behandlung mit 25 pl RNase A [10 mg/ml] fiir mindestens 30 min
bei 37 °C oder iiber Nacht bei 4 °C. Vor Beginn der Messung wurde die DNA durch Zugabe
von 15 ul Propidiumjodid geférbt.

3.2.3. Messung von S-Phase-Zellen: die 2D-FACS-Analyse

Bei der Propidiumjodid-Férbung sind die Grenzen zwischen Zellen in G;- und in S-Phase
bzw. zwischen Zellen in S- und in Gy/M-Phase nur schwer festzulegen. Zur genaueren
Quantifizierung der S-Phase Zellen, werden diese daher zusitzlich mit BrdU gefarbt.
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Dazu wurden 1 h vor der Fixierung 10 uM BrdU direkt in das Zellmedium gegeben. Wahrend
der einstiindigen Inkubation im Brutschrank wurde das BrdU wéhrend der S-Phase in die sich
replizierende DNA eingebaut. Im Anschluss wurden die Zellen wie unter 3.2.1. beschrieben
fixiert. Die fixierten Zellen wurden zundchst fiir 10 min bei 1000 rpm und 4 °C sedimentiert
und das Zellpellet in 1 ml 2 M HC1/0,5 % Triton X-1000 resuspendiert. Zur Denaturierung der
DNA erfolgte eine Inkubation von 30 min bei RT. Dabei wurde die Probe alle 10 min
vorsichtig gemischt. Nach dem Zentrifugieren fiir 10 min bei 1000 rpm und RT wurde das
Zellpellet zur Neutralisation der Salzsdure in 1 ml 0,1 M Natriumborat (pH 8,5)
aufgenommen. Um BrdU-positive Zellen im Durchflusszytometer detektieren zu konnen,
wurde die Probe mit einem Fluorophor-gekoppelten (FITC) spezifischen BrdU-Antikorper
markiert. Fiir diese Markierung wurden 1x 10° Zellen in ein frisches Reaktionsgefil
iiberfiihrt, kurz zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. AnschlieBend wurden die
Zellen in 50 ul PBS/0,5 % Tween 20/1 % BSA aufgenommen und mit 20 pl Anti-BrdU-FITC
Antikérper fiir 1 h bei RT und im Dunkeln inkubiert. Zur Entfernung iiberschiissigen
Antikorpers wurden die Zellen mit 50 pul PBS/0,5 % Tween 20/1 % BSA gewaschen und im
Anschluss in 500 pl 38 mM Natriumzitrat aufgenommen. Durch Zugabe von 25 pl RNase A
[10 mg/ml] wurden RNA-Kontaminationen fiir mindestens 30 min bei 37 °C oder iiber Nacht,
entfernt. Direkt vor der Messung wurden die Zellen zusitzlich mit 15 pl Propidiumjodid
gefarbt.

3.2.4. Kinetik zum Durchlaufen eines Zellzyklus

BrdU-pulse-Assay

Um das Verhalten von Zellen wihrend des Zellzyklus besser zu studieren, wurde die
Progression BrdU-positiver Zellen wéhrend eines Zyklus verfolgt. Dazu wurden die Zellen
fir 1 h mit 10 pM BrdU inkubiert. Durch zweimaliges Waschen mit 1x PBS wurde
iiberschiissiges BrdU im Medium vollstindig entfernt. Danach wurden die Zellen zu
verschiedenen Zeitpunkten in 80%igem Ethanol fixiert (3.2.1.) und anschlieBend wie unter

3.2.3. mit einem BrdU-spezifischen Antikorper und Propidiumjodid geférbt.

Messung der Linge der S-Phase

Die Lange der S-Phase einer Zellpopulation wurde in einem BrdU-pulse-Assay nach der von
Begg (Begg et al., 1985) beschriebenen Methode bestimmt.

RM (relative movement) = (Fr-Fg1)/(Feam-Fe1)

Mit Fy: Mittelwert der Propidiumjodid-Fluoreszenz-Werte der BrdU-positiven Zellen

Fgi: Mittelwert der Propidiumjodid-Fluoreszenz-Werte der G;-Zellen
Fcam: Mittelwert der Propidiumjodid-Fluoreszenz-Werte der Gov-Zellen
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Die Zeit, die von den Zellen zur DNA-Synthese bendtigt wird, ldsst sich durch folgende

Formel berechnen:
T (DNA-Synthese-Zeit) = [0,5/(RM-0,5)] x t

Mit t: Dauer [h] von der BrdU-Entfernung bis zur Fixierung.

3.3. Molekularbiologische Methoden

3.3.1. Isolierung und Aufreinigung von Nukleinsauren

Isolierung von Plasmid-DNA im analytischen Mafstab (Miniprédparation)

Sofern nicht anders angegeben erfolgten sidmtliche Zentrifugationsschritte bei RT und
13000 rpm in einer Tischzentrifuge. Fiir die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli wurden
5 ml Ubernachtkultur eines Einzelklons angezogen. 1,5 ml dieser Kultur wurden fiir 1 min
abzentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Das Zellsediment wurde in 250 pl kalter
Losung I durch Vortexen resuspendiert. AnschlieBend wurden 250 pl der Losung II (RT)
zugegeben und die Suspension durch sechsmaliges Invertieren gemischt. Der Ansatz sollte an
dieser Stelle nicht ldnger als 5 min bei RT inkubieren. Nach der Zugabe von 250 pl
Losung IIT wurde der Ansatz erneut durch vorsichtiges Invertieren gemischt und fiir 10 min
zentrifugiert. Der Uberstand enthilt die Plasmid-DNA. Diese wurde nach Zugabe von 600 pl
Isopropanol durch Zentrifugation fiir 15 min bei 4 °C gefillt und das Prizipitat anschlieBend
mit 500 ul 70%igem Ethanol gewaschen. Der Uberstand wurde vollstindig entfernt und das
DNA-Pellet nach dem Trocknen bei RT in 20 pul ddH,O aufgenommen.

Isolierung von Plasmid-DNA im prdparativen Mafistab
Die préparative Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte mit dem Jetstar Plasmid

Purification Maxi- bzw. Midi Kit der Firma Genomed gemil3 den Angaben des Herstellers.

Isolierung von Gesamt-RNA mit T rizol™ Reagenz
Hierzu wurden die Zellen mit Hilfe eines Zellschabers in 1 ml Trizol™ Reagenz geerntet und
fiir 5 min bei RT inkubiert. An dieser Stelle konnten die Proben bei -80 °C iiber Monate
gelagert werden und wurden bei Bedarf bei 37 °C aufgetaut. Zur weiteren Isolierung der RNA
erfolgte die Zugabe von 200 pl kaltem Chloroform. Durch Vortexen von 15 sek wurden die
Proben gemischt und anschlieBend fiir 2 bis 5 min bei RT inkubiert. Die Phasentrennung
erfolgte durch Zentrifugation fiir 10 min bei 12000 x g und 4 °C. Die wissrige RNA-haltige
Phase wurde vorsichtig abgenommen, mit 500 pl Isopropanol versetzt und die RNA durch
Zentrifugieren fir 10 min bei 12000 x g und 4 °C gefillt. AnschlieBend wurde das RNA-
Pellet mit 500 pl 75%igem Ethanol (in DEPC-H,0) gewaschen. Nach dem Abnehmen des
Uberstandes und Trocknen des Pellets bei RT wurde die RNA in 25 ul DEPC-H,0 geldst.
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Isolierung von Gesamt-RNA mit dem RNeasy™ Mini Kit

Fiir manche Anwendungen (z.B. cDNA-Microarrays) wird RNA mit einer hoheren Qualitét
bendtigt. In einem solchen Fall wurde die Gesamt-RNA mit dem RNeasy™ Mini-Kit (Qiagen)
gemill den Angaben des Herstellers isoliert und aufgereinigt. Um Kontaminationen durch
DNA zu verhindern wurden die Proben zusitzlich einer DNase-Behandlung unterzogen.
Diese erfolgte mir dem RQ-DNasel-Kit (Qiagen) ebenfalls nach Angaben des Herstellers.

3.3.2. Quantifizierung von Nukleinsduren

Zur Bestimmung des DNA- oder RNA-Gehaltes einer Losung wurde die Absorption eines
verdlinnten Aliquots in einer Quarzglaskiivette bei einer Wellenldnge von 260 nm, dem

Absorptionsspektrum von Nukleinsduren, im Photometer gemessen.

1 Ajeo entspricht 50 pg/ml dsDNA
40 pg/ml ssDNA oder RNA
20 pg/ml ss Oligonukleotid

Im Photometer ldsst sich weiterhin auch der Reinheitsgrad der Nukleinsdure-Probe
bestimmen. Hierzu wurde die Absorption bei 280 nm, dem Absorptionsmaximum von
Proteinen, gemessen. Durch das Verhédltnis von Ajs zu Ajsy kann der Reinheitsgrad
abgeschdtzt werden. Saubere DNA-LOsungen weisen hier ein Verhéltnis von 1,8 auf,
RNA-L6sungen ein Verhiltnis von 2,0. Durch Kontamination mit Proteinen werden diese
Werte entsprechend kleiner.

Alternativ . wurde der DNA- bzw. RNA-Gehalt einer Ldésung mit einem NanoDrop

Spektrophotometer bestimmt. Hierzu wurde 1 pl der Losung gemessen.

3.3.3. Enzymatische Modifikation von DNA
Restriktion von Plasmid-DNA

Zur spezifischen Spaltung von DNA wurden Restriktionsendonukleasen der Klasse II
verwendet. Die Restriktionsenzyme wurden in dem vom Hersteller angegebenen
Reaktionspuffer verwendet. Manche Enzyme benétigen fiir ihre volle Aktivitit den Zusatz
von BSA (Bovines Serum Albumin). Die Inkubation der Reaktion erfolgte bei der fiir das
Enzym optimalen Temperatur (meist 37 °C) fiir 3 - 4 h oder {iber Nacht bei RT.
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Ein typischer priparativer Reaktionsansatz setzte sich wie folgt zusammen:

Plasmid-DNA 1-5 pg
10x Reaktionspuffer 1 pl
10x BSA Sul
Restriktionsenzym 5-10U
ddH,O ad 50 pl

Fiir eine analytische Restriktion wurde in der Regel 0,5-1 pg Plasmid-DNA eingesetzt und

das Endvolumen auf 20 pl reduziert.

Ligation von DNA-Fragmenten
Zur Verkniipfung von iiberhdngenden komplementdren oder glatten doppelstringigen
DNA-Fragmenten wurde die T4-DNA-Ligase verwendet. Fiir die Ligation sollte das molare

Verhiltnis von Vektor und insert etwa 1:5 betragen.

Standard-Ligationsansatz mit einem Endvolumen von 10 pl:
T4-DNA-Ligase 1U

10x Ligase-Puffer 1 pl

Vektor-DNA 50 ng

insert 5-facher molarer Uberschuss

Die Ligation erfolgte bei RT fiir min. 3 - 4 h oder iiber Nacht. Die Ligase kann durch

Inkubation fiir 10 min bei 65 °C inaktiviert werden.

3.3.4. Hitzeschocktransformation von Bakterien

Fiir Standardklonierungen wurde der E. coli-Stamm DH5«a verwendet. Die Herstellung
kompetenter DH5 « erfolgte nach dem Protokoll von Hanahan (Hanahan, 1983).

Zur Hitzeschocktransformation von Plasmiden in E. coli wurden 40 pl kompetente DHS o mit
5-10 pl Ligationsansatz gemischt und fiir 10-30 min auf Eis gekiihlt. AnschlieBend wurden
die Bakterien fiir 2 min dem Hitzeschock bei 42 °C ausgesetzt. Nach einer Inkubation von
30bis 40 min bei 37 °C in LB-Medium (ohne Antibiotika) wurden die Bakterien
abzentrifugiert (1 min 13000 rpm), das Zellpellet in 100 ul LB-Medium resuspendiert und auf
LB-Platten (mit Antibiotika) ausgestrichen. Die Inkubation der Platten erfolgte iiber Nacht bei
37 °C.
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3.3.5. Extraktion von Nukleinsauren aus Agarosegelen

Zur Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus einem Agarosegel wurde der Jetstar Gel
Extraction Kit (Genomed) verwendet. Das gewiinschte DNA-Fragment wurde mit einem
Skalpell aus dem Agarosegel ausgeschnitten und gewogen. Die Extraktion der DNA aus dem

Gelstiick erfolgt nach dem Protokoll des Herstellers.

3.3.6. Anlagern von Oligonukleotiden

Je 10 pl der beiden Oligonukleotide [100 pmol/ul] wurden mit 10 pul 10x TSE gemischt und
mit ddH,0 auf ein Endvolumen von 100 pl gebracht. In einem Wasserbad (2,5 1) wurde der
Ansatz fiir 5 min aufgekocht und anschlieend in dem sich abkiihlenden Wasserbad {iiber
Nacht inkubiert.

Fiir eine Ligation wurden 7,5ul angelagertes Oligonukleotid eingesetzt.

3.4. Expressionsanalysen

3.4.1. Reverse Transkription zur cDNA-Synthese

Die Gewinnung von cDNA aus RNA-Proben erfolgte durch Reverse Transkription mit Hilfe
der M-MLV-RT (Invitrogen). Fiir die Reaktion wurden zwischen 0,8 und 2,5 pg Gesamt-RNA
eingesetzt. Diese wurde mit 5 pl ANTP-Mix [2 mM] und 0,5 ul random primern [0,5 pg/ul]
gemischt und mit DEPC-H,0 auf 12 pul aufgefiillt. Nach einer Inkubation von 5 min bei 65 °C
und kurzem Abkiihlen auf Eis wurde der Reaktion ein Gemisch aus 4 pl 5x First Strand
Buffer, 2 ul DTT [0,1 M] und 1 ul Ribolock (RNase-Inhibitor) zugegeben und fiir weitere
10 min bei 25 °C inkubiert. AnschlieBend wurde der Reaktion 1 pl M-MLV-RT [200 U]
zugemischt. Die cDNA-Synthese erfolgte fiir 50 min bei 37 °C und folgenden 15 min bei
70 °C.

3.4.2. Semiquantitative PCR

Zur semiquantitativen Analyse von RNA wurde diese vor der Amplifikation zunichst wie
unter 3.4.1. beschrieben in cDNA umgeschrieben. Die spezifische Amplifikation der cDNA
erfolgte durch konventionelle PCR-Reaktionen. Dafiir wurden pro Ansatz standardméBig 2 ul
cDNA eingesetzt. Die Temperatur- und Reaktionsbedingungen wurden empirisch ermittelt
und an die Anforderungen der entsprechenden Oligonukleotide angepasst. Dabei war darauf
zu achten, dass die Menge des Endproduktes im linecaren Bereich lag, um eine
semiquantitative Analyse der Genexpression zu gewdhrleisten. Die PCR-Reaktionen erfolgten

in einem T1 Thermocycler.
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Reaktionsansatz:

cDNA 2 ul
10x PCR-Puffer 5 pl

50 mM MgCl, 1,5 ul
dNTP-Mix [2mM] 5 ul
5’-Primer [10 uM] 1 pl
3’-Primer [10 uM] 1 pl
Tag-Polymerase 0,5 pl
ddH,O ad 50 pl

PCR-Programm:

94 °C
94 °C
Tm-5°C
72 °C
72 °C
10 °C

2 min

30 sek

30 sek p25-30 Zyklen
1 min

10 min

o0

3.4.3. quantitative Echtzeit-PCR: Real Time PCR

Samtliche hierfiir notwendigen Reagenzien wurden mit dem gPCR Core Kit (Eurogentec)

bezogen. Die Durchfiihrung erfolgte mit dem ABI Prism 7700 (Applied Biosystems) bzw. mit

dem Mx3000 (Stratagene). Fiir die Real Time PCR wurde je nach experimentellem Ansatz
1 -2 pl cDNA (qRT-PCR) oder 1 pl immunprézipitiertes Chromatin (siehe 3.5.9.) eingesetzt.
Jede Probe wurde grundsatzlich in Triplikaten gemessen.

Ein Reaktionsansatz setzte sich standardméBig wie folgt zusammen:

Matrize 1-2 pl
10x Puffer 2,5 ul

5 mM dNTP Mix 1 pl

50 mM MgCl, 1,75 ul
SYBR® Green I 0,75 ul
5’-Primer [10 pM] 0,5 ul
3’-Primer [10 puM] 0,5 ul
Hot GoldStar Polymerase 0,125 ul
H,O ad 25 pl

PCR-Programm:
95°C 10 min

95°C 15sek
. 40 Zyklen
60°C 1 min

Die differentielle Expression eines Genes wurde mit Hilfe folgender Formel berechnet:

Aktivierung/Repression = 2Aact

AACt = ACtProbe = ACtReferenz mit ACt= CtGen - CtStandard
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Berechnung der Standardabweichung der AACt-Werte:

s= /s +5; mit  s1: Standardabweichung Gen
s2: Standardabweichung Standard (z.B. Gapdh)

Fiir die Funktion 272" wurde anschlieBend der Fehlerbereich 222t ** berechnet. Der Fehler

wurde dann folgendermallen angegeben:
Fehlel‘ — (2-AACt +S) _ (z-MCt)

Bei Chromatin-Immunprézipitationen wurde die Bindung von Proteinen an DNA in der Regel
als % des Input angegeben:

9 Ct(1% Input)-CH(IP)

% des Input = X % Input

Die Berechnung der Standardabweichung erfolgte wie oben bereits beschrieben.

3.4.4. cDNA-Microarray

Die Microarray-Technologie bietet die Moglichkeit das Expressionsmuster (Transkriptom)
von einzelnen Zellen, einer Zellpopulation, oder Gewebeproben, fiir eine Vielzahl von Genen
zu erfassen und miteinander zu vergleichen. Ein Microarray basiert auf einem Trédger (z.B. ein
Objekttrager aus Glas), auf welchem eine gro3e Anzahl von ¢cDNAs oder Oligonukleotiden
aufgebracht sind. Diese so genannten Spots werden mit Hilfe eines Roboters an definierter
Stelle auf den Tréger libertragen. Zur Erfassung des Transkriptoms, muss zunéchst aus den zu
untersuchenden Proben und aus einer Referenzprobe die Gesamt-RNA isoliert und in cDNA
umgeschrieben werden. Die cDNA der Probe und der Referenz werden anschlieBend mit zwei
verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen, z.B. Cy3 und Cy5 markiert, miteinander gemischt und
mit dem Microarray-Objekttrager hybridisiert. Mit Hilfe eines speziellen Scanners kann im
Anschluss das Fluoreszenzmuster visualisiert und dokumentiert werden. Mit einer geeigneten
Software konnen die unterschiedlichen Fluoreszenzmuster der Probe und der Referenz
quantifiziert, miteinander verglichen und statistisch ausgewertet werden. Die Intensitdt der
Fluoreszenz steigt proportional mit der Menge an Transkripten im Ausgangmaterial an. Ist
daher das Fluoreszenzsignal der Probe fiir einen bestimmten Spot stirker oder schwécher als
das der Referenzprobe, so weist dies auf eine im Vergleich zur Referenz verdnderte

Expression des entsprechenden Gens hin.
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Versuchsaufbau

Die in dieser Arbeit verwendeten cDNA-Microarrays wurden am Institut fiir
Molekularbiologie und Tumorforschung der Philipps-Universitit Marburg (MIT) in der
Arbeitsgruppe von Dr. Michael Krause angefertigt. Auf den Microarrays befanden sich
11.552 cDNA-Spots der humanen cDNA-Library ,,Human Sequence-Verified cDNA UniGene
Gene Sets gf200, gf201u and gf202* (Invitrogen).

Grundsatzlich wurde jeder Microarray als technisches Replik (Sandwich-Hybridisierung mit
zwei Objekttragern) und als Flip colour-Experiment durchgefiihrt. Bei einem Flip colour-
Experiment wurden die Probe und die Referenz jeweils mit einem der beiden
Fluoreszenzfarbstoffe markiert und die beiden Kombinationen auf getrennten Objekttragern
analysiert. Jede cDNA wurde somit 4x mit dem gleichen Spot hybridisiert. Dadurch lieen
sich Unterschiede in der Fluoreszenzintensitdt durch technische Mingel feststellen und

konnten bei der Auswertung beriicksichtigt werden.

RNA-Isolierung und Probenvorbereitung

Die Gesamt-RNA wurde mit Hilfe des RNeasy™ Mini Kit der Firma Qiagen isoliert und
zusitzlich mit RNase-freier DNase (Qiagen) von DNA-Kontaminationen befreit. Im
Anschluss wurden je 30 - 60 pg der Gesamt-RNA durch Zugabe des gleichen Volumenanteils
an 5 M Ammoniumacetats (pH 5,7) und des 4-fachen Volumenanteils an 100%igem Ethanol
bei -80 °C gefillt. Durch Zentrifugation fiir 30 min bei 13000 rpm und 4 °C wurde die RNA
pelletiert, anschlieBend mit 70%igem Ethanol (in DEPC-H,O) gewaschen und das
RNA-Pellet in 8 ul DEPC-H,0 aufgenommen.

cDNA-Synthese und Fluoreszenzmarkierung

Fiir die cDNA-Synthese und die Markierung mit den Fluoreszenzfarbstoffen Cy3 und Cy5
wurde der CyScribe cDNA Post Labelling Kit (Amersham Biosiences) verwendet. Bei dieser
Zwei-Schritt-Methode wird wihrend der cDNA-Synthese zunidchst Aminoallyl-dUTP anstelle
von dUTP in die cDNA integriert. In einem zweiten Schritt erfolgt die kovalente Bindung der
Cy-Farbstoffe an die Aminoallyl-modifizierte cDNA durch die Ausbildung von NHS-
Esterbindungen.

Dazu wurden 8 ul Gesamt-RNA-Losung zuerst mit 3 pl Oligo dT Primern gemischt und fiir
S5min bei 70 °C inkubiert. Nach weiteren 10 min bei RT wurden folgende Reagenzien

zugegeben und gut gemischt:

4 ul 5x CyScript-Puffer

2ul 0,1 MDTT

I ul 20x ANTP Mix

1 ul aadUTP

1 ul  CyScript Reverse Transkriptase
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Zur Synthese der ¢cDNA wurde der Reaktionsansatz fir 90 min bei 42 °C in einem
Thermocycler inkubiert. Die fertige cDNA wurde mit 2 pl 2,5 M NaOH fiir 15 min bei 37 °C
inkubiert (Degradation der restlichen RNA) und im Anschluss mit 10 pul 2 M HEPES (freie
Saure) neutralisiert und gut gemischt. Zur Aufreinigung der cDNA wurde der Q/4quick PCR
Purification Kit™ nach den Empfehlungen des Herstellers verwendet. Die Elution der cDNA
erfolgte mit 2x 30 pl DEPC-HO (pH 8,0).

Zur Fluoreszenzmarkierung wurde die eluierte Probe zunéchst in einer Vakuumzentrifuge auf
ein Endvolumen von je 15 pl ankonzentriert. Der lyophilisierte Cy3 bzw. Cy5 Farbstoff wurde
in 15 pl 0,1 M Natriumbikarbonat gelost und mit der konzentrierten Probe gemischt. Die
Ausbildung der Esterbindungen erfolgte lichtgeschiitzt fiir 1 h bei RT.

Die Probe wurde erneut iiber eine Siule mit dem QIdquick PCR Purification Kit™
aufgereinigt und dabei auf der Sdule mit der entsprechenden andersfarbig markierten
Referenzprobe vereinigt. Die Elution der markierten Proben erfolgte in 2x 30 ul DEPC-H,O
(pH 8,0).

Vorbereitung der Microarray-Objekttriger und Hybridisierung

Zur Denaturierung der cDNA-Spots wurden die Microarray-Objekttriger fiir 3 min in
entgastem ddH,O gekocht und anschlieend in 100 % Ethanol bei -20 °C fixiert. Durch
Zentrifugation fiir 3 min bei 1500 rpm wurden die Objekttrager getrocknet. Um unspezifische
Bindungen der markierten Proben an die Objekttriger zu vermeiden wurden diese zunéchst
fiir 20 bis 30 min bei 55 °C in warmem Blocking-Reagenz (1 % BSA/4,5x SSC/0,1 % SDS)
abgesittigt, und nach dreiminiitigem Waschen in entgastem ddH,O durch Zentrifugation
(3 min 1500 rpm) getrocknet.

Die markierten und vereinigten Proben wurden zusammen mit 20 ul human Cotl DNA
(1 mg/ml; Invitrogen) und 4 pl Poly A (5 pg/ul; Dr. Michael Krause) in einer
Vakuumzentrifuge auf 26 pl ankonzentriert. Nach der Zugabe von 10 pl 20x SSC und 4 pl
2%igem SDS wurden die Proben fiir 2 min bei 95 °C denaturiert und direkt im Anschluss auf
die geblockten und auf 55 °C vorgewéarmten Microarray-Objekttrager gegeben. Anstelle eines
Deckgléaschens, wurde ein zweiter Objekttriger verwendet (Sandwich-Hybridisierung). Zur
Inkubation wurde das ,Mircoarray-Sandwich® vorsichtig in ein vorgewidrmtes 50 ml
Reaktionsgefd3 geschoben, welches mit einem mit 3x SSC/0,1 % SDS angefeuchteten und
fusselfreien Papiertuch ausgelegt war. Die Hybridisierung erfolgte iiber Nacht bei 55 °C in
einem Ofen.

Am néchsten Tag wurden die Objekttriger von einander getrennt und 3x 5 min mit einer
Stringenz von 0,1x SSC/0,1 % SDS und 2x 5 min mit einer Stringenz von 0,1x SSC (alles in
entgastem ddH,0) gewaschen. Zum Abschluss wurden die Objekttriger kurz in entgastem
ddH,O gespiilt und durch dreiminiitige Zentrifugation bei 1500 rpm getrocknet. Die
gewaschenen und getrockneten Objekttriger konnten entweder direkt gescannt oder fiir

mehrere Wochen lichtgeschiitzt bei RT gelagert werden. Zum Einscannen und Auswerten der
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Objekttrager wurden der ScanAdrray Express und die zugehorige Software von Perkin Elmer

verwendet.

Statistische Auswertung

Jede Microarray-Analyse wurde in drei unabhingigen Experimenten als Flip colour-
Experiment und Sandwich-Hybridisierung durchgefiihrt. Die gesamte statistische Auswertung
der Microarrays erfolgte durch Dipl. Biologin Birgit Samans (IMT Marburg). Fiir jeden Spot
wurde der Median beider Fluoreszenzsignale und die entsprechende Hintergrundintensitét
ermittelt. Die auf den Hintergrund normalisierte Ratio beider Fluoreszenzintensitidten wurde
berechnet und log2 transformiert. Um Unterschiede in den Fluoreszenzeigenschaften der
beiden Farbstoffe auszugleichen und um verschiedene Objekttrager miteinander vergleichen
zu konnen wurden die Rohdaten wie in Yang et al (Yang et al., 2002) beschrieben
standardisiert. Zusétzlich wurden die Daten wie auf www.r-project.org beschrieben
normalisiert. Um differentiell exprimierte Gene heraus zu filtern wurde die SAM
(Significance Analysis of Microarrays) Statistik verwendet (Tusher et al., 2001). Samtliche
Rohdaten wurden nach den Richtlinien von MIAME (Minimal Information About a
Microarray Experiment) bei Array Express (http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/) archiviert
und der Offentlichkeit zugiinglich gemacht.

3.5. Biochemische Methoden

3.5.1. Gesamtzelllysate

Gesamtzelllysate (Proteinlysate) wurden durch Lyse der Zellen in TNN-Puffer gewonnen.
Alle Arbeitschritte erfolgten auf Eis oder bei 4°C. Die kultivierten Zellen wurden einmal mit
eiskaltem 1x PBS gewaschen, anschlieBend in 1 ml 1x PBS mit einem Zellschaber geerntet
und in 1,5 ml Reaktionsgefdfle iiberfithrt. Durch Zentrifugieren fiir 5 min bei 3000 rpm
wurden die Zellen pelletiert. Bei Bedarf konnen die Zellpellets an dieser Stelle nach dem
Schockgefrieren in fl. Stickstoff fiir langere Zeit bei -80 °C gelagert werden. Im Anschluss
wurden die Zellen im 10-fachen ihres Volumens in TNN-Puffer aufgenommen und durch
Auf- und Abpipettieren (20x) gut resuspendiert. Nach einer Inkubation von 20 min auf Eis
und folgendem kurzen Vortexen der Proben, wurden die lysierten Zellen fiir 10 min bei
14000 rpm sedimentiert. Der Uberstand (Ganzzelllysat) wurde in ein frisches Reaktionsgefi

uberfiihrt und direkt weiterverwendet.

3.5.2. Zellkernextrakte

Alle Arbeitsschritte wurden auf Eis bzw. 4°C durchgefiihrt. Um Proteinextrakte aus Nuklei zu
erhalten wurden die kultivierten Zellen zundchst mit eiskaltem 1x PBS gewaschen und

anschlieend in 1 ml 1x PBS mit einem Zellschaber in ein 1,5 ml Reaktionsgefd3 geerntet.
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Die Zellen wurden durch Zentrifugation fiir 5 min bei 3000 rpm pelletiert und anschlieBend in
1 ml Puffer A resuspendiert. Nach einer Inkubation von 20 min auf Eis wurden die Zellen mit
Hilfe eines Douncers (tight) lysiert und die Nuklei im Anschluss durch Zentrifugieren fiir
5 min bei 2800 rpm pelletiert. Die Lyse der Nuklei erfolgte in 200 — 300 pl (pro 10 cm
Kulturschale) Puffer B fiir 20 min auf Eis. Durch erneute Zentrifugation fiir 10 min bei
14000 rpm wurde der Zellkernextrakt (Uberstand) von den restlichen Zellfragmenten getrennt

und in ein frisches Reaktionsgefdl tiberfiihrt.

3.5.3. Immunprazipitation

Mit Hilfe der Immunprézipitation konnen Proteine und Proteinkomplexe aus einer
Proteinlosung aufgereinigt und nachgewiesen werden. Diese Methode dient zum spezifischen
Nachweis von Proteinen und Proteininteraktionen in vivo.

Zur Prézipitation des gewiinschten Proteins wurde das Proteinlysat (Ganzzelllysat) bzw. der
Zellkernextrakt mit 1-3 pg eines spezifischen Antikorpers gemischt und iiber Nacht bei 4 °C
auf einem Rad inkubiert. Durch Zugabe von 30 pul Protein-A bzw. Protein-G-Sepharose (1:1
slurry in 1x PBS) und erneuter Inkubation fiir 1 bis 2 h bei 4 °C wurden die Antikorper-
Protein-Komplexe an Sepharose-beads gekoppelt. Im Anschluss wurden diese 5x mit
TNN-Puffer gewaschen (I min 3000 rpm 4°C). Nach dem letzten Waschen wurde der
Uberstand mit einer Hamilton-Pipette vollstindig abgesaugt und die Sepharose-beads in
2x ESB aufgenommen. Durch Kochen der Proben fiir 5 min wurden die Antikdrper-Protein-
Komplexe von den Sepharose-beads eluiert. Die Proben konnten direkt auf einem SDS-
Polyacrylamidgel (3.5.5.) aufgetrennt und durch Western-Blot (3.5.6.) detektiert oder fiir
langere Zeit bei -20 °C gelagert werden.

Als Ladekontrollen (/nput) dienten sofern nicht anders Angegeben 10 % des eingesetzten

Lysates bzw. Extraktes.

Co-Immunprdzipitation

Co-Immunprizipitationen dienen zum spezifischen Nachweis von Protein-Protein-
Interaktionen. Die Immunprézipitation wurde zundchst wie oben beschrieben durchgefiihrt
und die Probe auf einem SDS-Polyamidacrylgel aufgetrennt. Der Nachweis des
Interaktionspartners erfolgte durch Western-Blot, indem die Membran mit einem fiir den

Interaktionspartner spezifischen Antikorper inkubiert wurde.

3.5.4. Proteinbestimmung nach Bradford

Die Bestimmung der Proteinkonzentration von Lysaten aus Zellen erfolgte mit der von
Bradford beschriebenen Methode. Anhand einer BSA-Referenzgeraden konnte der
Proteingehalt der untersuchten Proteinlosung abgelesen werden. Zur Erstellung der BSA-

Referenzgeraden wurden je 1, 2, 4, 6 und 8 pl einer 1 mg/ml konzentrierten BSA-Losung mit
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150 mM NaCl auf ein Volumen von 100 ul gebracht und anschlieend mit 1 ml Bradford-
Reagenz gemischt. Parallel wurde in der gleichen Weise mit 1 und 2 pl der zu messenden
Proteinlosung verfahren. Nach einer Inkubationszeit von ca. 10 min bei RT wurde die
Absorption der Proben bei einer Wellenldnge von 595 nm im Vergleich zu einer Leerprobe

photometrisch bestimmit.

3.5.5. SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Proteinlosungen wurden in vertikalen eindimensionalen Polyacrylamidgelen unter
denaturierenden Bedingungen nach Laemmli (1970) aufgetrennt. Die Proben passierten
zundchst ein Sammelgel mit einer grofen Polyacylamid-Porenweite von 5 %. Beim
anschlieBenden Durchlaufen des kleinporigeren Trenngels (8 - 14 %) wurden die Proteine
entsprechend ihrer Grofle aufgetrennt. Fiir eine gute Auftrennung im grofen
Molekulargewichtsbereich wurden niedrigprozentige Gele verwendet. Eine gute Auftrennung
von Proteinen mit niedrigem Molekulargewicht, wurde durch die Verwendung von hoéher

prozentigen Gelen erreicht. Beispiel fiir die Zusammensetzung eines Sammel- und Trenngels:

5 % Sammelgel 10 % Trenngel
Bis-Acrylamid 1,6 ml Bis-Acrylamid 5,0 ml
0,5M TrispH 6,8 1,4 ml 1,5M TrispH 8,8 3,7 ml
20 % SDS 50 ul 20 % SDS 75 ul
10 % APS 50 pul 10 % APS 100 pl
Temed 10 pl Temed 10 pl
ddH,O 6,9 ml ddH,O 6,1 ml

Vor dem Auftragen auf das Gel, wurden die Proteinproben in 3x SDS-Probenpuffer
aufgenommen und fiir 5 min bei 95 °C inkubiert. Die Detektion der aufgetrennten Proteine
erfolgte durch Western-Blot. Die GroBe der Proteine konnte anhand eines mit aufgetrennten

GroBenstandards abgeschitzt werden.

3.5.6. Western-Blot

Beim Western-Blot wurden die verschiedenen Komponenten einer Proteinldsung zunéchst
tiber eine SDS-PAGE (3.5.5.) elektrophoretisch getrennt und anschlieBend auf eine PVDEF-
Membran tbertragen. Der Nachweis der transferierten Proteine erfolgte mit spezifischen

Erstantikorpern und Meerrettich-Peroxidase gekoppelten Zweitantikorpern.

Elektrophoretischer Transfer auf PVDF-Membran
PVDF-Membranen besitzen eine sehr hohe Bindekapazitit flir Proteine und eigenen sich

besonders gut flir einen Nachweis durch Chemilumineszenz. Vor Gebrauch wurde die
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PVDF-Membran zunichst fiir mindestens 1 min in Methanol equilibriert. Der
elektrophoretische Transfer auf die Membran erfolgte wahlweise im Nass- oder Semi-Dry-
Verfahren. Dabei war darauf zu achten, dass sich zwischen den einzelnen Komponenten des
Blots keine Luftblasen bildeten.

Nass (Tank)-Blot

Zunichst wurde eine PVDF-Membran in der Grofle des Gels in Methanol inkubiert und
anschlieend in Blotting-Puffer gewaschen. Ebenso wurde Whatman-Papier auf die Grofie des
Gels zugeschnitten und in Blotting-Puffer kurz inkubiert. Der Aufbau des Blots erfolgte von
der Anode zur Kathode in einem Plastikrahmen in folgender Reihenfolge: 1 Schwammtuch,
1 Whatman-Papier, PVDF-Membran, Gel, 1 Whatman-Papier, 1 Schwammtuch. Der
Plastikrahmen wurde zwischen Anode und Kathode fixiert und zusammen mit einem Eisakku
(zur Kiihlung) in eine vollstindig mit Blotting-Pufter gefiillte Blor-Kammer getaucht. Der
Transfer erfolgte fiir 75 min bei 300 mA.

Semi-Dry-Blot

Beim diesem Blotting-Verfahren wurden zunéchst je drei Whatman-Papiere in der Grofle des
Gels in Anodenpuffer I, Anodenpuffer II oder Kathodenpuffer inkubiert. Die PVDF-Membran
wurde in Methanol equilibriert und anschlieend in Anodenpuffer I gewaschen. Der Aufbau
des Blots erfolgte von der Anode zur Kathode in folgender Reihenfolge:

3 Whatman-Papiere in Anodenpuffer II

3 Whatman-Papiere in Anodenpuffer I

PVDF-Membran in Anodenpuffer I

Gel

3 Whatman-Papiere in Kathodenpuffer

Der Transfer erfolgte fiir 90 min bei 25 V.

Ponceau S-Fiirbung

Zur Kontrolle des Proteintransfers wurde die PVDF-Membran nach dem Blotten mit
Ponceau S gefirbt. Die Anfirbung mit Ponceau S ist nicht permanent und daher mit dem
eigentlichen Nachweisverfahren kompatibel.

Fiir die Farbung wurde die Membran direkt nach dem Transfer kurz in Ponceau S-Ldsung
inkubiert und anschlieend mit entsalztem Wasser gewaschen. Nach der Transferkontrolle

wurde die Membran durch weiteres Waschen vollstindig entfarbt.

Nachweisreaktion

Die Detektion der transferierten Proteine erfolgte mit Chemilumineszenz-kombinierten

immunologischen Nachweisreaktionen. Um unspezifische Bindungen der

Nachweisreagenzien an die Membran zu verhindern, wurde diese zundchst in 3%igem

Milchpulver (in TBST) fiir mindestens 30 min bei RT und unter leichtem Schiitteln
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abgesittigt. Die Inkubation mit Erstantikdrper erfolgte ebenfalls in 3%igem Milchpulver und
tiber Nacht bei 4 °C unter leichtem Schiitteln. Sofern nicht anders angegeben, wurde der
Erstantikorper 1:1000 verdiinnt eingesetzt. AnschlieBend wurde die Membran durch
dreimaliges Waschen in TBST (1x 10 min, 2x 5 min) vom Erstantikorper befreit. Als
Zweitantikorper wurde standardmiBig ein Meerrettich-Peroxidase gekoppelter anti-Maus
bzw. anti-Protein-A-Antikorper 1:5000 in TBST verwendet. Nach einer Inkubation von
1 - 2 h bei RT wurde die Membran erneut 3x mit TBST gewaschen (1x 10 min, 2x 5 min) und
sofort entwickelt. Zum Entwickeln wurde die Membran fiir mindestens 1 min in frisch
angesetzter Entwicklerlosung (Phototope HRP Western Blot Detection System; Cell
Signalling) inkubiert und im Anschluss in Haushaltsfolie eingeschlagen. Die Dokumentation

der Nachweisreaktion erfolgte durch Exposition eines ECL-Films.

3.5.7. Kinase-Assay

Der Kinase-Assay wurde dazu verwendet, um die mit Cyclinen assoziierte Kinase-Aktivitat
nachzuweisen. Dazu wurde aus kultivierten Zellen zunéchst ein Gesamtzelllysat (siche 3.5.1.)
gewonnen und das zu untersuchende Cyclin immunprézipitiert (siche 3.5.3.). Die Sepharose
wurde 4x mit 200 pl TNN-Puffer und anschlieBend mit 2x 800 pl Kinase-Assay-Puffer
gewaschen (je 1 min bei 3000 rpm und 4 °C). Nach dem letzten Waschschritt wurde die
Sepharose in 35 ul Kinase-Assay-Puffer aufgenommen und mit 2 pul ATP [100 uM] und
20 nCi [y32—P]—ATP inkubiert. Zusitzlich wurden 5 pl Histone-H1 [1 mg/pul] als Substrat
zugegeben. Der Ansatz wurde fiir 15 min bei 30 °C inkubiert und die Reaktion anschlieend
durch Zugabe von 40 pul 2x ESB und Kochen fiir 5 min gestoppt. Durch Zentrifugation wurde
die Sepharose sedimentiert und 20 ul des Uberstandes auf einem 14%igen SDS-
Polyacrylamidgel (3.5.5.) aufgetrennt. Die Detektion des durch die Kinase phosphorylierten

Histon-H1 erfolgte durch die Exposition eines Rontgenfilms.

3.5.8. Native Agarose-Gelelektrophorese fiir DNA
Doppelstrangige DNA-Fragmente und Plasmid-DNA wurden sowohl zur Analyse als auch

zur praparativen Isolierung in nativen TAE-Agarosegelen elektrophoretisch aufgetrennt. Die
Konzentration an Agarose richtete sich nach der Grofe der erwarteten Fragment- bzw.
PlasmidgroBen. Zur Visualisierung der DNA wurde der erkaltenden Gelmatrix je nach
Volumen 2,5-5 pl Ethidiumbromidlésung (10 mg/ml) zugemischt. Die Dokumentation
erfolgte fotografisch nach Anregung durch UV-Licht.
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3.5.9. Chromatin-Immunprazipitation (ChiP)

Durch Chromatin-Immunprézipitation kann in vivo die Assoziation von Proteinen an
spezifische Bereiche der DNA nachgewiesen werden. Dazu werden die an die DNA
gebundenen Proteine und Proteinkomplexe zundchst mit der DNA reversibel kreuzvernetzt.
Nach der Isolierung des Chromatins wird dieses durch Ultraschallbeschallung (Sonifizieren)
fragmentiert. Durch Immunprézipitation mit einem spezifischen Antikdrper werden die
gewiinschten Proteine und die daran gebundene DNA isoliert. Der Nachweis des gebundenen
DNA-Fragments erfolgt durch PCR mit Hilfe spezifischer Primer.

Das in dieser Arbeit verwendete modifizierte Protokoll basiert auf dem in Wells und Kollegen
beschriebenen Protokoll (Wells et al., 2000). Sofern nicht anders angegeben, erfolgten
samtliche Arbeitsschritte aus Eis bzw. bei 4 °C.

Kreuzvernetzung und Chromatin-Isolierung

Zur Kreuzvernetzung von Proteinen und DNA wurde Formaldehyd verwendet, da diese Form
des cross-links reversibel ist. Dazu wurden pro 20 ml Kulturmedium tropfenweise 540 pl
Formaldehyd direkt in das Medium zu den Zellen gegeben und fiir 10 min bei RT unter
leichtem Schwenken inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 2,5 ml 1 M Glycin
gestoppt und die Zellen fiir weitere 5 min bei RT inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen
zweimal mit eiskaltem 1x PBS gewaschen und in 6 ml I1x PBS (+ PMSF) mit einem
Zellschaber von der Kulturschale geldst und in ein 15 ml Reaktionsgefdl3 tiberfiihrt. Durch
Zentrifugation fiir 5 min bei 1200 rpm wurden die Zellen pelletiert und der Uberstand
verworfen. Bei Bedarf konnten die Zellpellets an dieser Stelle nach dem Schockgefrieren in fl.
Stickstoff fiir ldingere Zeit bei -80 °C gelagert werden.

Fiir die weitere Chromatin-Isolierung wurden die Zellpellets im 10-fachen ihres Volumens in
Lyse-Puffer (+ PMSF/+ PI) resuspendiert und fiir 10 min inkubiert. Nach dem Transfer der
Suspension in ein 1,5 ml Reaktionsgefdl wurden die Zellkerne fiir 5 min bei 2800 rpm
sedimentiert. Die Zellkerne von 1x 107 (BJ-ET) bzw. 2x 10 (T98G) Zellen wurden in 800 pl
Kernlyse-Puffer (+ PMSF/+ PI) aufgenommen, fiir 10 min auf Eis inkubiert und anschlieBend
mit Ultraschall behandelt. Die Beschallung wurde in 15 ml Reaktionsgefdf3en aus Polystyrol
durchgefiihrt. Die zuvor empirisch ermittelten Sonifizierungsbedingungen richteten sich nach

dem Zelltyp. Die Bedingungen sind im Einzelnen in Tabelle 3.2 angegeben.
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Tabelle 3.2: Sonifizierungsbedingungen fiir die verschiedenen Zelltypen.

BJ-ET TISG
Mikrospitze 1/8"" (3mm) | 1/8"" ( 3mm)
Amplitude 10 % 25%
Schallzeit 6x 10 sek 12x 10 sek
Pause 45 sek 45 sek

Nach der Sonifizierung sollte die Losung klar sein. Die chromatinhaltige Losung wurde in
1,5 ml ReaktionsgefdBen fiir 15 min bei 14000 rpm zentrifugiert und der Uberstand in ein
frisches Reaktionsgefdal iiberfiihrt. AnschlieBend wurde die Chromatin-Losung 1:10 mit
[P-Verdiinnungspuffer (+ PMSF/+ PI) verdiinnt.

Zur Kontrolle der GroBe der erhaltenen Chromatinfragmente wurden 50 pl der unverdiinnten
Chromatin-Losung iiber Nacht mit 2 pl NaCl (5 M) und 1 pl RNase A bei 65 °C unter
leichtem Schiitteln inkubiert. Durch diese Behandlung wurden die Kreuzvernetzungen
zwischen DNA und Proteinen aufgehoben. Zusétzlich wurde die Losung mit Mineral6l
iiberschichtet, um eine Kondensation am GefaBldeckel zu vermeiden. Am nichsten Tag
erfolgte die Zugabe von 2 pul Proteinase K [10 mg/ml] und die Probe wurde fiir weitere 3 h bei
55 °C inkubiert. Zur Kontrolle der FragmentgroBen wurde die Probe auf einem 1,2%igem
Agarosegel aufgetrennt. Die Grofle der Chromatinfragmente sollte zwischen 500 und 1000 bp
liegen.

Preclear

Um unspezifische Bindungen von DNA und Proteinen an die Sepharose-beads zu vermeiden,
wurde die benotigte Menge an Sepharose vor dem Gebrauch abgesittigt (geblockt). Hierzu
wurden 0,125 g Protein-A-Sepharose zunichst mit 5 ml IP-Verdiinnungspuffer equilibriert
und fiir 2 min bei 1000 rpm sedimentiert. Nach dem Abnehmen des Uberstandes wurde die
Sepharose in 2,5 ml Blocking-Puffer aufgenommen und fiir mindestens 4 h oder {iber Nacht
bei 4 °C auf einem Rotator inkubiert. Durch erneute Zentrifugation fiir 2 min bei 1000 rpm
wurde die Sepharose sedimentiert und im Anschluss in 0,5 ml Blocking-Puffer aufgenommen.
Zur Lagerung iiber einen langeren Zeitraum wurden zusétzlich 10 pl Natriumazid (5%)

zugesetzt.

Durch die Prainkubation der Chromatinldsung, dem so genannten Preclear, mit geblockter
Protein-A-Sepharose wurden weitere unspezifische Bindungen abgesittigt. Dazu wurde die
verdiinnte Chromatinlosung mit 60 pl geblockter Protein-A-Sepharose pro 2ml fiir 2x 45 min
auf einem Rotator bei 4 °C inkubiert. Die Sepharose wurde durch Zentrifugation fiir I min bei

1000 rpm sedimentiert und der Uberstand in ein frisches ReaktionsgefiB iiberfiihrt.
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Immunprdzipitation und Ladekontrolle (Input)

Fiir eine Immunprézipitation wurden 2 ml der verdiinnten und geblockten Chromatin-Ldsung
eingesetzt. Die Menge an eingesetztem Antikorper variierte in der Regel zwischen 4 und 8 pg
und hing vom jeweiligen Antikdrper ab (siehe 2.10.2.). Als Ladekontrolle dienten 20 pl (1 %)
der verdiinnten und geblockten Chromatinldsung.

Das Chromatin-Antikdrper-Gemisch wurde iiber Nacht bei 4 °C auf einem Rotator und am
nichsten Tag fiir weitere 1 bis 2 h mit 40 ul geblockter Protein-A-Sepharose inkubiert. Durch
Zentrifugation fiir 1 min bei 3000 rpm wurde die Sepharose sedimentiert und 7x mit je 1 ml
LiCl-Waschpuffer (+ PMSF/+ PI) gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurde der
Uberstand mit einer Hamilton-Pipette vollstindig abgenommen. Zur Elution der
immunprézipitierten Chromatin-Protein-Komplexe wurde die Sepharose in 120 pl
Elutionspuffer (+ PMSF/+ PI) aufgenommen und fiir 15 min bei RT unter starkem Schiitteln
inkubiert. Durch Zentrifugieren fiir 1 min bei 13000 rpm wurde das Eluat von der Sepharose
separiert und 100 pl davon in ein frisches 1,5 ml Reaktionsgefal tiberfiihrt. Die Elution wurde
mit weiteren 150 pl Elutionspuffer wiederholt, 150 pul abgenommen und mit dem ersten Eluat
kombiniert (Endvolumen 250 pl).

Reverser Crosslink und Aufreinigung der Chromatinfragmente

Zur Auflosung der Kreuzvernetzungen zwischen Chromatin (reverser Crosslink) und
Proteinen wurden 250 pl des Eluats mit 10 pl 5 M NaCl gemischt. Die Input-Probe wurde
zunichst mit Elutions-Puffer auf 250 pl aufgefiillt und dann ebenfalls mit 10 ul 5 M NaCl
versetzt. Nach dem Uberschichten mit Mineraldl, wurden die Proben iiber Nacht bei 65 °C
unter leichtem Schiitteln inkubiert. Nach der Zugabe von je 2 pl Proteinase K [10 mg/ml]
wurden die Proben fiir weitere 3 h bei 55 °C inkubiert.

Zur Aufreinigung wurden die Proben zundchst einer Phenol/Chloroform-Behandlung
unterzogen. Dazu wurden 230 pl in ein neues Reaktionsgefdl3 liberfiihrt und mit 230 pl
Phenol/Chloroform 15 sek durch Vortexen gemischt. Nach der Zentrifugation fiir 5 min bei
14000 rpm wurden 200 pl der wéssrigen Phase in ein neues Reaktionsgefal} {iberfithrt und im
Anschluss mit Hilfe des QIlAquick PCR Purification Kits (Qiagen) ein weiteres Mal
aufgereinigt. Die Aufreinigung iiber die Sdulen erfolgte nach dem Herstellerprotokoll. Durch
die Elution mit Puffer EB (Qiagen), wurden 50 pl immunprézipitierte DNA-Fragmente
erhalten.

Nachweis spezifischer DNA-Fragmente

Der Nachweis spezifischer DNA-Fragmente erfolgte durch quantitative Real Time PCR unter
Verwendung promotorspezifischer Primer. Die Durchfiihrung der PCR erfolgte wie unter
3.4.3. beschrieben. Als Matrize wurde grundsitzlich 1 pl der von der Sédule eluierten Probe

eingesetzt.
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4 ERGEBNISSE

4.1. Identifizierung LIN-9 regulierter Gene

Die Struktur des LIN-9 Proteins gab wenig Aufschluss liber eine mogliche Funktion von
LIN-9. So verfiigt LIN-9 z.B. iiber keine bekannten DNA-Bindedoménen, oder {iber Motive,
die eine enzymatische Aktivitit von LIN-9 vermuten lieBen. Aus einer vorhergehenden Arbeit
war jedoch bekannt, das LIN-9 zusammen mit dem Tumorsuppressor pRB bei der
Transaktivierung bestimmter Gene kooperiert. Zudem weill man, dass LIN-9 im Zellkern
lokalisiert ist und an Chromatin assoziiert (Gagrica et al., 2004). Die LIN-9 Homologe in
D. melanogaster und C. elegans sind Bestandteile von pRB/E2F-Komplexen, fiir welche
kiirzlich eine Rolle in der Regulation der Expression bestimmter Gene beschrieben wurde
(siche Einleitung). Dies ldsst eine Funktion von LIN-9 in der Genregulation vermuten.
Primires Ziel dieser Arbeit war daher die Identifizierung LIN-9 regulierter Gene, um so
Anhaltspunkte iiber mogliche Funktionen von LIN-9 zu erhalten. Dazu sollten die
Genexpressionsmuster LIN-9 defizienter Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen in

cDNA-Microarray-Analysen verglichen werden.

Die Wahl des Zellsystems

Fiir LIN-9 konnte gezeigt werden, dass es in BJ-ET Zellen, dabei handelt es sich um
hTERT-immortalisierte primdre humane Fibroblasten (Voorhoeve and Agami, 2003), einen
Tumorsuppressor-Phénotyp und eine damit assoziierte Rolle im pRB-Signalweg aufweist
(Gagrica et al., 2004). Daher eignete sich dieses Zellsystem besonders gut zur Suche nach
LIN-9 regulierten Genen, um so moglicherweise die tumorsuppressiven Eigenschaften von
LIN-9 erkldren zu kénnen.

Ein weiterer Vorteil dieses Zellsystems ist, dass diese primdren Zellen aufgrund der
Expression der Reversen-Transkriptase Untereinheit der Telomerase (hTERT) in Kultur
unbegrenzt proliferieren koénnen und dabei ihre phénotypischen und funktionellen
Charakteristika beibehalten. Weiterhin exprimieren diese Zellen stabil den so genannten
ekotrophen Rezeptor (Eco"). Dadurch lassen sich die Zellen durch retrovirale Infektion mit

murinen Viren genetisch manipulieren.

4.1.1. Depletion von LIN-9 in humanen Zellen durch RNA-Interferenz

Die RNA-Interferenz (RNAi) beschreibt einen im Tier- und Pflanzenreich natiirlich
vorkommenden Mechanismus, bei dem das Einschleusen doppelstrangiger RNA (dsRNA) zu
einer sequenzspezifischen posttranskriptionellen Genrepression fiihrt (Sharp, 1999). Die
dsRNA, welche homolog zu der Sequenz des reprimierten Gens ist, wird durch den

RISC-Komplex erkannt und in kleinere RNA-Molekiile mit einer Lénge von 21-22
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Nukleotiden gespalten. Diese so genannten siRNAs (small interfering RNAs) vermitteln eine
effiziente und sequenzspezifische Degradation der Ziel-mRNA durch den RISC-Komplex
(Elbashir et al., 2001a; Elbashir et al., 2001b; Elbashir et al., 2001c).

Fiir den Laborbedarf ist das Einschleusen dsRNA weniger geeignet, da dies oft zu
zytotoxischen Reaktionen fiihrt (Hunter et al., 1975). Um dies zu umgehen werden daher
anstelle dsSRNA kleine synthetische siRNAs (21-22 Nukleotide) in die Zellen eingeschleust
(Elbashir et al., 2001a; Elbashir et al., 2001b; Elbashir et al., 2001c). Diese exogen
eingebrachten siRNAs werden in Sdugerzellen jedoch nicht amplifiziert und kénnen daher
nicht an die Tochterzellen weitergegeben werden. Dadurch bleibt die durch exogene siRNAs
vermittelte Genrepression transient und auf die entsprechende Zelle beschrinkt. Fiir viele
Untersuchungen ist aber eine stabile Reduktion der Genexpression liber einen langeren
Zeitraum noétig. In den letzten Jahren wurden daher vektorbasierende RNAi-Systeme
entwickelt, welche die stabile Expression von so genannten shRNAs (short hairpin RNAs)
ermOglichen (Brummelkamp et al., 2002a; Brummelkamp et al., 2002b). Diese shRNAs
werden in der Zelle sofort in funktionelle siRNA-Molekiile gespalten. Die Plasmide pSuper
und pSuperior (OligoEngine) bilden die Basis eines solchen RNAi-Systems und wurden auch

in dieser Arbeit verwendet.

Konstruktion eines LIN-9-spezifischen shRNA-Plasmids zur retroviralen Infektion

Eine fiir humanes LIN-9 spezifische shRNA-Sequenz wurde nach den von Reynolds
(Reynolds, 2004) beschriebenen Kriterien und mit Hilfe eines siRNA-Selektionsprogramms
(Yuan, 2004) bestimmt. Diese Sequenz ist komplementér zur Position 902 — 924 in humanem
LIN-9 (NCBI Accession Nr. BC045625). Im Folgenden wird diese Sequenz als Sequenz #1
zitiert. Zur Kontrolle wurde eine bereits publizierte shRNA-Sequenz (Sequenz #2; (Gagrica et
al., 2004)) mitgefiihrt. Diese Sequenz ist komplementér zur Position 1794 — 1816 in humanem
LIN-9 (NCBI Accession Nr. BC045625).

In Vorversuchen wurden HelLa und Saos-2 Zellen mit den verschiedenen gegen LIN-9
gerichteten shRNA-Konstrukten bzw. mit den entsprechenden Kontrollvektoren transfiziert.
Nach 3 Tagen Selektion mit je 1 pg/ul Puromycin wurde die Gesamt-RNA aus den Zellen
isoliert und die Expression von lin-9 in RT-PCRs analysiert. Wie in Abb. 4.1. A zu erkennen,
fiihren beide shRNA-Sequenzen zu einer spezifischen Reduktion der lin-9 Expression in
HeLa und Saos-2 Zellen. Die Expression des Haushaltsgens B-Aktin wurde dadurch nicht
beeinflusst. Die Kombination beider Sequenzen fiihrte zu keiner weiteren Verstirkung des
Effekts. Um zu iiberpriifen, ob die shRNA-vermittelte Reduktion der lin-9 Expression auch zu
einer Abnahme der LIN-9 Proteinmenge fiihrt, wurden aus transfizierten und selektionierten
HeLa Zellen Gesamtzelllysate gewonnen. Aus diesen wurde LIN-9 mit einem spezifischen
Antikdrper immunprézipitiert und anschlieBend im Western Blot detektiert (Abb. 4.1. B).
Dabei zeigte sich, dass beide shRNA-Sequenzen im Vergleich zu Kontrollzellen, zu einer

signifikanten Abnahme der LIN-9 Proteinmenge fiihrten.
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Die Vorversuche zeigten, dass Sequenz #1 sowohl auf mRNA- als auch auf Protein-Ebene zu
einer stirkeren Repression der LIN-9 Expression als Sequenz #2 fiihrte. Daher wurde fiir die
weiteren Versuche in BJ-ET Zellen standardmifBig Sequenz #1 verwendet.

A Hela Saos-2

Superior-Puro
pSuperior-Puro shRNA -

ShRNA
Kl #1  #2 Kt #1+#2' UKt #1e#2
_ 3 lin-9 lin-9
— p-Aktin | | B-Aktin

RT-PCR

B HelLa

pSuperior-Puro  pMSCV-Blast
shRNA shRNA

Ktrl. #2 #1 ' Ktl #2 #1 ' wB:

e D < — LIN-9

- ¢ *

——— | —— s [— B-Tubulin

IP-Western Blot

Abb. 4.1.: Depletion von LIN-9 in verschiedenen humane Zelllinien. Hel.a bzw. Saos-2 Zellen
wurden mit Hilfe der Kalziumphosphat-Prézipitation mit den verschiedenen shRNA-Konstrukten bzw.
den entsprechenden Kontrollen transfiziert. 72 h nach der Transfektion wurde die Gesamt-RNA
isoliert bzw. Gesamtzelllysate gewonnen. (A) Fiir die RT-PCR wurden 2,5 pg Gesamt-RNA eingesetzt
und die cDNA im Anschluss mit 1in-9 bzw. B-Aktin spezifischen Primern amplifiziert. Die Proben
wurden auf einem 1%igen Agarosegel aufgetrennt. (B) Der Nachweis von LIN-9 auf Protein-Ebene
erfolgte mit IP-Western Blot. Zur Kontrolle wurde die Expression von B-Tubulin im direkten Western
Blot analysiert. *: schwere Kette des Antikdrpers.
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4.1.2. Genexpressionsanalyse LIN-9 defizienter Zellen

Das Genexpressionsmuster LIN-9 defizienter Zellen wurde mit Hilfe von cDNA-Microarrays
analysiert (sieche 3.4.4.). Dabei wurde das Expressionsmuster von LIN-9 depletierten BJ-ET
Zellen mit dem Kontroll-infizierter BJ-ET Zellen verglichen. Dafiir wurden die Zellen mit der
gegen LIN-9 gerichteten shRNA-Sequenz #1 bzw. mit einem Kontrollvirus infiziert und im
Anschluss fiir 4 Tage mit 5 pg/ul Blasticidin selektioniert (siche 3.1.11.). Die Effizienz der
LIN-9 Depletion wurde sowohl auf RNA als auch auf Proteinebene iiberpriift. Dazu wurde
aus den selektionierten Zellen die Gesamt-RNA isoliert bzw. Gesamtzelllysate gewonnen.
Der Nachweis der LIN-9 Depletion auf RNA-Ebene erfolgte durch quantitative RT-PCR
Analysen (qQRT-PCR; siche 3.4.1. und 3.4.3.) unter Verwendung LIN-9 spezifischer Primer,
wobei die Expression von LIN-9 auf die Expression des Haushaltsgens S14 normalisiert
wurde. Wie in Abb. 4.2. A zu erkennen, wurde durch die Infektion mit der shRNA #1 eine
starke Repression der 1in-9 Expression erzielt. Immunprizipitationen aus Gesamtzelllysaten
LIN-9 depletierter Zellen und Kontrollzellen zeigten im Western Blot, dass mit dieser

Methode auch eine effiziente Reduktion der endogenen LIN-9 Proteinexpression erzielt
wurde (Abb. 4.2. B).

A B
1,2-
=
» pMSCV-Blast
« 0,81 Ktrl.
53 u ShRNA
(73]
£ %5 06 [ LIN-9 kd. #1 - LIN-Q #1 |
a v
58 o4 -_— —LIN9
[]
£ 02
S — 3-Tubulin
0

LIN-9

Abb. 4.2.: Depletion von LIN-9 in BJ-ET Zellen durch retrovirale Infektion. BJ-ET Zellen
wurden mit einem retroviralen shRNA-Vektor (Sequenz #1) bzw. mit einem Kontrollvektor infiziert
und im Anschluss firr 4 Tage mit 5 pg/ul Blasticidin selektioniert. (A) Aus den selektionierten Zellen
wurde die Gesamt-RNA isoliert und 2,5 pg RNA in cDNA umgeschrieben. Der Nachweis der LIN-9
Expression mit Hilfe von qRT-PCRs erfolgte in Triplikaten mit Hilfe sequenzspezifischer Primer. Die
Expression von LIN-9 wurde auf die Expression von S14 normalisiert. Fehlerbalken geben die
Standardabweichung der Triplikate wieder. (B) Aus den infizierten Zellen wurden Gesamtzelllysate
gewonnen und LIN-9 mit Hilfe eines LIN-9 spezifischen Antikdrpers immunprézipitiert. Die
Detektion von immunprizipitiertem LIN-9 erfolge im Western-Blot. Zur Kontrolle wurde die
Expression von -Tubulin im direkten Western Blot analysiert.
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Fir den cDNA-Microarray wurde die RNA von LIN-9 depletierten Zellen bzw.
Kontrollzellen direkt im Anschluss an die Selektion (4 Tage mit Spg/ul Blasticidin) mit Hilfe
des RNeasy Kits (Qiagen) isoliert, anschlieBend in ¢cDNA umgeschrieben und mit den
Fluoreszenzfabstoffen Cy3 und Cy5 markiert (siche 3.4.4.). Abbildung 4.3. zeigt einen
schematischen Uberblick des Versuchsaufbaus. Auf den Microarray-Trigern, waren jeweils
11.552 humane cDNAs der cDNA-Library ,, Human Sequence-Verified cDNA UniGene Set;
Gene Sets gf200, gf201u and gf202“ der Firma Invitrogen fixiert. Der Microarray wurde
sowohl als technisches Replik (Hybridisierung von zwei Objekttragern mit der gleichen
Probe) als auch als so genanntes Flip colour-Experiment (Umkehrung der Farbmarkierung
von Probe und Referenz) durchgefiihrt und in drei voneinander unabhéngigen Experimenten
(biologische Replika) wiederholt. Damit wurden insgesamt 12 Hybridisierungen
durchgefiihrt.

Kontrolle LIN-9 #1 k.d.
RNA-Isolierung RNA-Isolierung
Cy3

\ >/

2x 11.552 humane cDNAs .Flip colour* 2x 11.552 humane cDNAs

Sandwich- Sandwich-
Hybridisierung Hybridisierung

Abb. 4.3.: Versuchsaufbau zur cDNA-Microarray-Analyse LIN-9 depletierter Zellen. BJ-ET
Zellen wurden mit einem gegen LIN-9 gerichteten shRNA-codierenden Virus (shRNA #1) bzw. mit
einem Kontroll-Virus infiziert. Aus den vollstindig selektionierten Zellen wurde die Gesamt-RNA
isoliert, in cDNA umgeschrieben und mit Cy3- bzw. Cy5-Farbstoffen markiert. Die Hybridisierungen
erfolgten als Flip colour und Sandwich-Hybridisierung. Auf den Microarray-Trigern waren jeweils
11.552 humane cDNAs fixiert. k.d.: knock down.
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Die statistische Auswertung der Daten erfolgte durch Dipl. Biol. Birgit Samans (IMT;
Philipps-Universitdt Marburg).

Fiir jede fixierte cDNA wurde die mittlere Signalintensitdt des Cy3 und des Cy5 Signals
bestimmt, auf die zugehdrige Hintergrundintensitit abgeglichen und anschlieBend zur Basis 2
logarithmiert (M-Wert). Die Sandwich-Hybridisierungen und Flip colour-Experimente
dienten als Qualitdtskontrolle und zur Minimierung der Fehler durch technische Méngel. Jede
cDNA wurde pro Experiment 4x mit der gleichen Probe hybridisiert. War das Verhéltnis
zwischen der Cy3-Signalintensitdt und der Cy5-Signalintensitédt nicht reproduzierbar, wurde
diese cDNA aus der Auswertung ausgeschlossen. Um die Fluoreszenzintensititen der beiden
Farbstoffe auf einander abzugleichen und um die 3 unabhingigen Experimente miteinander
vergleichen zu konnen, wurden die Daten nach dem von Yang und Kollegen beschriebenen
Prinzip normalisiert ((Yang et al., 2002) http://www.r-project.org/). Die Expressionsdnderung
eines Gens (X-fache Anderung) wurde durch Delogarithmierung des M-Wertes der cDNA
berechnet.

Durch die Anwendung der SAM-Statistik (Significance Analysis of Microarrays) wurden
differenziell exprimierte Gene identifiziert (Tusher et al., 2001). Bei dieser Signifikanz-
Analyse wird jeder cDNA ein Wert zugeordnet, welcher definiert ist, als die
Expressionsdnderung im Verhéltnis zur Standardabweichung des fiir jede cDNA berechneten
Mittelwertes dieser Expressionsdnderungen. Aus diesen Werten wird anhand eines
Permutationsverfahrens die Fehlerwahrscheinlichkeit (FDR: False Discovery Rate) ermittelt
(Benjamini and Hochberg, 1995). Die FDR ist der erwartete prozentuale Anteil an zufillig
signifikanten cDNAs. Der daraus abgeleitete q-Wert [%] beschreibt die minimale FDR unter
welcher eine ¢cDNA als signifikant eingeordnet wird. Als differentiell exprimierte Gene
wurden cDNAs betrachtet, welche einen M-Wert > + 0,5, einen A-Wert > 7, und einen
q-Wert > 5 % aufweisen. Ein M-Wert von > + 0,5 entspricht einer mindestens + 1,41-fachen
Anderung der Genexpression im Vergleich zur Referenz.

Das Genexpressionsprofil im Vergleich zur Referenz wird als so genannter MA-Plot
dargestellt. Dabei werden die M-Werte jeder cDNA gegen die A-Werte aufgetragen, welche
als arithmetisches Mittel der Intensititen des Cy3 und des CyS5 Signals eines jeden Punktes
definiert werden (Abb. 4.4.).
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Abb. 4.4.: Genexpressionsprofil LIN-9 depletierter Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen
(MA-Plot). Jeder Punkt im Streudiagramm entspricht einer der 11.552 fixierten ¢cDNAs auf dem
Microarray. Auf der x-Achse sind die A-Werte aufgetragen, welche als arithmetisches Mittel der
Intensitdten des Cy3 und des Cy5 Signals eines jeden Punktes definiert werden. Der M-Wert (log2
Ratio) ist das auf den Hintergrund korrigierte Verhéltnis der Intensitidtswerte des Cy3 und des Cy5
Signals und wird auf der y-Achse aufgetragen. Als differentiell exprimierte Gene wurden cDNAs
betrachtet, welche einen M-Wert > + 0,5, einen A-Wert > 7, und einen gq-Wert > 5 % aufweisen (rote
Punkte). Negatives Vorzeichen: herunterreguliert in LIN-9 depletierten Zellen; Positives Vorzeichen:
hochreguliert in LIN-9 depletierten Zellen.

Nach der Depletion von LIN-9 zeigten insgesamt 103 Gene eine schwach, aber signifikant
verdnderte Expression um mindestens das 1,41-fache im Vergleich zur Referenz (Abb. 4.4.).
Davon wiesen 67 Gene nach dem Verlust von LIN-9 eine erhohte Expression auf (siche
Anhang Tabelle A2), wohingegen 36 Gene eine Abnahme der Expression zeigten (siche
Anhang Tabelle Al). Jedes Gen wurde zudem gemél seiner Funktion in eine bestimmte
Gengruppe eingeordnet. Gene mit bislang unbekannter Funktion wurden zusammen in eine
Gruppe geordnet. Eine Beschreibung der einzelnen Genfunktionen wurde iiber das
Suchwerkzeug Source der Stanford MicroArray Datenbank erhalten (Birgit Samans) und bei
Bedarf durch Literaturrecherchen erginzt.

Aus der Liste der herrunterregulierten Gene konnten 33 % der Gene als solche klassifiziert
werden, die ihr Expressionsmaximum in der G2- und M-Phase des Zellzyklus besitzen bzw.
fiir welche eine Rolle in der Mitose belegt ist. Abbildung 4.5. fasst die Array-Daten
zusammen und gibt einen Uberblick iiber die potenziellen G2/M-Zielgene. Fiir Cyclin A2,
Cyclin B1, CDC2 und PLK1 z.B. ist bekannt, dass sie fiir den Ubergang von der G2-Phase in
die Mitose essentiell sind (Fung and Poon, 2005; van Vugt and Medema, 2005; Xie et al.,
2005). BUBI1, CENP-E, PLK1, Aurora A und BIRCS (Survivin) sind wichtige Bestandteile
des mitotischen Spindel-Checkpoints (Andrews et al., 2003; Lens et al., 2003; Meraldi and
Sorger, 2005; van Vugt and Medema, 2005; Wheatley and McNeish, 2005; Xie et al., 2005;
Yen et al., 1991). UBCH10, BIRCS und PLK1 regulieren den Austritt aus der Mitose (Lens et
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al., 2006; Townsley et al., 1997; van Vugt and Medema, 2005). Weitere 17 % der
herrunterregulierten Gene konnten in die Gruppe differenzierungs-spezifischer Gene

eingeordnet werden und 19 % der Gene kodierten fiir Proteine mit ganz unterschiedlichen

Funktionen.

A
[ unbekannt
[ Differenzierung
|:]Diverse
[]G2M

mehr als 1,41-fach runterregulierte Gene

B

Unigene ID | Symbol Bezeichnung X-fache Expression | Funktion
Anderung

Hs.93002 UBCH10 | Ubiquitin-conjugating enzyme E2C -2,09 G2/IM Austritt aus der Mitose
Hs.514527 BIRC5S Baculoviral IAP repreat-containing 5 (Survivin) -1,99 G2/M Mitotischer Checkpoint
Hs.334562 cDC2 Cell division cycle 2 -1,93 G2/M Eintritt in die Mitose
Hs.14559 Cep55 Centrosomal protein, 55 kDa -1,88 G2/IM Zytokinese
Hs.58974 CCNA2 Cyclin A2 -1,74 SIG2/IM Eintritt in S- und M-Phase
Hs.23960 CCNBA1 Cyclin B1 -1,72 G2/M Eintritt in die Mitose
Hs.11355 LAP2 Lamin associated polypeptide 2 -1,56 unbekannt Mitotische Kernarchitektur
Hs.75573 CENPE Centromere Protein E -1,65 G2iM Mitotische Spindel/Checkpoint
Hs.469649 BUB1 Budding uninhibited by benzimidazoles 1 -1,49 G2/M Spindel-Checkpoint
Hs.77695 DLG7 Disc, large 7 homolog 7 -1,49 G2/M Unbekannt
Hs.250822 AURKA Serine/threonine kinase 6; Aurora A -1,47 G2/M Mitotische Spindel
Hs.592049 PLK1 Polo-like kinase 1 -1,47 G2/M Eintritt in die Mitose

Abb. 4.5.: Ubersicht und Zusammenfassung iiber die durch LIN-9 differentiell exprimierten
Gene. (A) Einteilung der nach LIN-9 Depletion herrunterregulierten Gene in funktionelle Gruppen.
(B) Liste der potentiellen G2/M-spezifischen LIN-9 Zielgene. X-fache Anderung: gibt die Anderung
der Genexpression in LIN-9 depletierten Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen wieder.

Bei der Liste der hochregulierten Gene, handelte es sich um Gene mit sehr heterogener
Funktion. Fiir einen Teil der Gene ist eine Rolle in der Differenzierung und Entwicklung
bekannt. Dennoch war keine signifikante Anhdufung von Genen in einer bestimmten
funktionellen Gruppe zu erkennen.

Die aus den cDNA-Microarray-Analysen erhaltenen Daten wurden in der offentlich
zuginglichen Datenbank ,,4ArrayExpress unter Zuhilfenahme der Internet-Software MIAME
(Minimal Information About An Microarray Experiment) gespeichert (sieche Anhang
Abb. Al). Sdmtliche Details iiber Versuchsaufbau, Durchfiihrung und Auswertung, sowie die
Rohdaten aller drei Arrays sind mit dem Zugangscode ,,E-MEXP-752* {iber die Internetseite

http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/ abrufbar.
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4.1.3. LIN-9 reguliert die Expression bestimmter G2/M-spezifischer Gene

Gesamtheitlich betrachtet, lieferten die cDNA-Microarray-Analysen einen ersten Hinwesis,
dass LIN-9 einen Einfluss auf die Expression G2/M-spezifischer Gene hat. Zur Validierung
wurde mit alternativen Methoden die Expression dieser potenziellen Zielgene nach Verlust
von LIN-9 iiberpriift. Quantitative RT-PCR-Analysen (qRT-PCR) bestdtigten, dass die
Depletion von LIN-9 zu einer verminderten Expression der untersuchten Gene fiihrt
(Abb. 4.6. A). Dabei traten die stirksten Effekte bei Cyclin A2 (CCNAZ2), Cyclin Bl
(CCNBI), PLK1 und UBCHI10 auf. Auch mit der zweiten unabhangigen shRNA-Sequenz #2
gegen LIN-9 konnte der Effekt beobachtet werden (Abb. 4.6. B). Die qRT-PCR-Analysen
bestdtigten die Array-Daten und belegten, dass LIN-9 die Expression einer bestimmten

Gruppe von G2/M-spezifischen Genen reguliert.
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Abb. 4.6.: Validierung der Array-Daten durch qRT-PCR. Aus LIN-9 depletierten BJ-ET Zellen
bzw. aus Kontrollzellen wurde die Gesamt-RNA isoliert und 2,5 g RNA in ¢cDNA umgeschrieben.
Fiir die qRT-PCR wurde 1 pl der cDNA als Matrize eingesetzt. Die Expression der Zielgene wurde
auf die Expression des Haushaltsgens S14 normalisiert. Fehlerbalken geben die Standardabweichung
der in Triplikaten ausgefiihrten PCR-Reaktionen wieder. (A) Expression von Zielgenen nach
Depletion von LIN-9 durch Sequenz #1. (B) Expression von Cyclin A2 nach Depletion von LIN-9
durch Sequenz #2. k.d.: knock down.
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Nicht nur die Transkriptmengen der LIN-9 Zielgene nahmen ab. Auch im Western Blot war
eine Abnahme der entsprechenden Proteinmengen zu beobachten (Abb. 4.7.). Wéhrend die
Proteinmenge an Cyclin A, Cyclin B, PLK1 und BIRCS nach LIN-9 Depletion stark abnahm,
war fiir CDC2 nur ein geringer Effekt zu beobachten. Die Expression von Proteinen die eine
wichtige Rolle beim G1/S-Ubergang spielen, wie z.B. Cyclin E, Cyclin D1 und CDK2 wurde
hingegen nicht durch den Verlust von LIN-9 beeinflusst. Ebenso blieb die Menge an
-Tubulin konstant.

shRNA: shRNA:
1 1
Kirl. LIN-9 Ktrl. LIN-9
IP: LIN-O | s — LIN-9 S s | — CDK?2

: ‘ — Cyclin A S w— | — Cyclin E
-_— — Cyclin B S| - Cyclin D1
— CDC2 S e — 3-Tubulin

G2/M

— PLK1

— BIRCS

Abb. 4.7.: Validierung der Array-Daten durch Western-Blot. Aus LIN-9 depletierten Zellen bzw.
aus Kontroll-infizierten Zellen wurden Gesamtzelllysate gewonnen. Der Nachweis der untersuchten
Proteine erfolgte durch Western Blot unter Verwendung spezifischer Erstantikdrper. LIN-9 wurde
zundchst mit einem spezifischen Antikérper immunprézipitiert und anschlieBend im Western Blot
detektiert.

4.2. Die Repression von G2/M-Genen nach LIN-9 Verlust ist p53-
unabhangig

Interessanterweise war der CDK-Inhibitor p21 in der Liste der nach Verlust von LIN-9
hochregulierten Gene zu finden (sieche Anhang Tabelle A2). Die Hochregulation von p21 nach
Verlust von LIN-9 konnte auch in unabhidngigen Experimenten mit qRT-PCR nachgewiesen
werden (Abb. 4.8.).
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Abb. 4.8.: Der Verlust von LIN-9 fiihrt zu einer verstirkten Expression von p21. Die Depletion
von LIN-9 in BJ-ET Zellen erfolgte durch virale Infektion mit einer fiir LIN-9 spezifischen shRNA
(shRNA #1). Nach der Selektion wurde die Gesamt-RNA isoliert und die Expression von p21 im
Vergleich zu Kontroll-infizierten Zellen verglichen. Dabei wurden die Expressionslevel auf S14
normalisiert. Fehlerbalken geben die Standardabweichung der in Triplikaten ausgefiihrten PCR-
Reaktionen wieder.

Bei p21 handelt es sich um ein bekanntes p53-Zielgen. Als zelluldre Antwort auf Stress wie
z.B. DNA-Schéden reagiert die Zellen mit einer erhdhten Expression bzw. Aktivierung von
p53 und es kommt zur Induktion von Apoptose, DNA-Reparatur und dem Arrest der Zellen in
G1 (Hinds and Weinberg, 1994). Der p53-abhéingige G1-Arrest wird u.a. durch die erhohte
Synthese an CDK-Inhibitoren wie z.B. p21 stimuliert. Inzwischen weifl man, dass die durch
DNA-Schiden induzierte Aktivierung von p53 auch zu einer starken Repression G2/M-
spezifischer Gene und zu einem Arrest der Zellen in G2/M fiihren kann (Agarwal et al., 1995;
Badie et al., 2000; Crawford and Piwnica-Worms, 2001; Jackson et al., 2005).

Um zu testen, ob die transkriptionelle Repression von G2/M-Genen nach LIN-9 Verlust
p53-abhingig ist sollte liberpriift werden, ob der Verlust von p53 in LIN-9 depletierten Zellen
zu einer Derepression der G2/M-Gene fiihrt.

BJ-ET Zellen wurden zunédchst mit einem p53-spezifischen retroviralen shRNA-Konstrukt
bzw. mit einem Kontrollvirus infiziert und fiir 4 Tage mit 5 ug/ul Blasticidin selektioniert.
Um zu priifen, ob die verwendete shRNA zu einer effizienten Depletion von p53 in BJ-ET
Zellen fiihrt, wurden die Zellen im Anschluss an die Selektion fiir 24 h mit Doxorubicin
behandelt. Doxorubicin fiihrt zu DNA-Schiden auf Grund der Inhibition der Topoisomerase
IT und der Generierung von freien Radikalen und induziert somit die Aktivierung von p53
(Hurley, 2002; Kurz et al., 2004). Die Gesamt-RNA Doxorubicin behandelter bzw.
unbehandelter Zellen wurde isoliert und die Expression von p53 und p21 mit Hilfe der
gRT-PCR analysiert (Abb. 4.9.).

Die Behandlung mit Doxorubicin fiihrte zu einer schwachen Induktion der p53 Expression in
den Kontroll-infizierten Zellen. Wie erwartet fiihrte die Doxorubicin-Behandlung zu einer
starken Zunahme der p21-Expression. Die Infektion mit der shARNA bewirkte eine effiziente

Repression der p53-Expression, wodurch auch die Expression von p21 stark abnahm. Die
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zusitzliche Behandlung mit Doxorubicin hatte keinen Effekt auf die p53 Expression, fiihrte
jedoch zu einer signifikanten Induktion der p2l1-Expression. Die Infektion mit der
p53-spezifischen shRNA fiihrte zwar zu einer starken aber nicht zu einer vollstindigen
Repression des p53-Gens. Die verbleibende Menge an p53 in diesen Zellen reicht vermutlich
aus, um die Expression von p21 nach Doxorubicin Behandlung zu induzieren. Die Infektion
mit der verwendeten shRNA fithrte demnach zu einer starken Repression der pS3 Expression,

jedoch nicht zu einem vollstdndigen funktionellen knock down von p53.
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Abb. 4.9.: Depletion von p53 durch retrovirale Infektion und Induktion von DNA-Schiden
durch Doxorubicin-Behandlung. Die Depletion von p53 erfolgte durch retrovirale Infektion mit
einer spezifischen shRNA bzw. mit einem Kontrollvirus in BJ-ET Zellen. Wenn angegeben, wurden
die Zellen nach der Selektion fiir 24 h mit Doxorubicin behandelt. Im Anschluss wurde die
Gesamt-RNA isoliert und die Expression von p53 und p21 mit Hilfe der qRT-PCR analysiert. Dabei
wurden die Expressionslevel auf Gapdh normalisiert. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung
der in Triplikaten ausgefiihrten PCR-Reaktionen wieder.

Fiir den weiteren Versuch wurden Kontrollzellen und p53-depletierte BJ-ET Zellen mit einem
Kontroll-Oligonukleotid bzw. mit einem LIN-9 spezifischen RNAi-Oligonukleotid transfiziert
(sieche 3.1.10.). 72 h nach der Transfektion wurde die Gesamt-RNA isoliert und die
Expression verschiedener Gene mit Hilfe der qRT-PCR ermittelt.
Wie der oben beschriebene Vorversuch bereits gezeigt hatte, gelang durch virale Infektion der
spezifischen shRNA eine effiziente Depletion von p53 (Abb. 4.10.). Auch die anschlieende
Depletion von LIN-9 durch Transfektion von spezifischen RNAi-Oligonukleotiden war
erfolgreich. Wie zu erwarten fiihrte der Verlust von p53 zu einer stark verminderten
Expression von p2l (A). Der =zusitzliche Verlust von LIN-9 hingegen liel das
Expressionslevel von p21 wieder schwach ansteigen. Dies ldsst vermuten, dass die
Hochregulation von p21 in LIN-9 defizienten Zellen, nicht durch p53 induziert wird.
Betrachtet man die Expressions-Level von LIN-9 Zielgenen wie z.B. Cyclin A2 und
Cyclin B1, so erkennt man, dass der zusitzliche Verlust von p53 zu keiner Reaktivierung der
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G2/M-Gene in LIN-9 defizienten Zellen fiihrte (Abb. 4.10. B). Zwar nahm die Expression von
Cyclin A2 und Cyclin B1 in diesen Zellen geringfiigig zu, dies konnte jedoch auf die, in
p53 defizienten Zellen, etwas schwichere LIN-9 Depletion zuriickzufiihren sein. Diese
Beobachtungen konnten in zwei weiteren unabhdngigen Experimenten bestétigt werden.

Aufgrund der gezeigten Daten, lie sich ausschlieBen, dass es sich bei der durch Depletion
von LIN-9 induzierten Repression der G2/M-Gene, um einen p53-abhéngigen Mechanismus
handelt. Weiterhin war daraus ersichtlich, dass fiir die Repression der G2/M-Zielgene keine

erhohte Expression von p21 nétig ist.
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p53 p21 LIN-9 Cyclin A2 Cyclin B1

Abb. 4.10.: Die Depletion von LIN-9 fiihrt nicht zu einer p53-abhingigen Repression der
G2/M-Gene. BJ-ET Zellen wurden mit einer p53-spezifischen shRNA bzw. mit einem Kontrollvirus
infiziert. Im Anschluss wurden die selektionierten Zellen mit einem Kontroll-Oligonukleotid bzw.
einem LIN-9 spezifischen RNAi-Oligonukleotid transfiziert. Die Gesamt-RNA wurde 72 h nach der
Transfektion isoliert und die Expression der angegebenen Gene in Triplikaten durch qRT-PCR
bestimmt. Gezeigt ist jeweils ein repridsentatives Experiment. Die Fehlerbalken geben die
Standardabweichung der PCR-Triplikate wieder. (A) Expressionslevel von p53 und p2l1 nach
gleichzeitigem knock down von p53 und LIN-9. (B) Expressionslevel von LIN-9 und LIN-9
regulierten Genen nach knock down von p53 und LIN-9.

Zellen die auf Stress wie DNA-Schidden reagieren, zeigen eine Reihe typischer Kennzeichen.
Hierzu gehort z.B. eine Stabilisierung des p53 Proteins (Weinberg, 2007) und ein Anstieg der
Phosphorylierung von CDC2 an Tyrosin 15 (O'Connell et al., 1997). Wie Abb. 4.11. zeigt,
war nach Verlust von LIN-9 weder eine Zunahme der p53 Proteinmenge noch eine Zunahme
der Phosphorylierung von CDC2 an Tyrosin 15 zu erkennen. Auch dies war ein Indiz dafiir,
dass der Verlust von LIN-9 zu keiner Stressantwort der Zelle fiihrte, die eine transkriptionelle
Repression der G2/M-Gene hétte hervorrufen konnen.
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Abb. 4.11.: p53 Proteinexpression und Phosphorylierung von CDC2 an Tyrosin 15 nach LIN-9
Depletion. BJ-ET Zellen wurden mit der LIN-9 spezifischen shRNA #1 bzw. mit einem Kontrollvirus
infiziert und fiir 4 Tage mit 5 pg/pl Blasticidin selektioniert. Aus den Zellen wurden Gesamtzelllysate
gewonnen und (A) p53 bzw. (B) an Tyrosin 15-phosphoryliertes CDC2 (p-CDC2 Tyr 15) im Western
Blot detektiert. B-Tubulin diente als Kontrolle.

4.3. Direkte und indirekte Regulation von LIN-9 Zielgenen

4.3.1. LIN-9 bindet an die Promotoren der identifizierten G2/M-Gene

Die Microarray-Analysen ergaben, dass der Verlust von LIN-9 zu einer Repression der
identifizierten G2/M-Gene fiihrt. Daher lag der Schluss nahe, dass LIN-9 in normal
wachsenden Zellen fiir die Aktivierung dieser Gene wichtig ist. Aus den zuvor beschriebenen
Versuchsansétzen war jedoch nicht ersichtlich, ob es sich dabei um eine direkte oder indirekte
Aktivierung durch LIN-9 handelt. Daher wurden in unserem Labor parallel zu dieser Arbeit
Chromatin-Immunprézipitationen (ChIP-Analysen) durchgefiihrt (durchgefiihrt von Bjorn von
EyB). Da die LIN-9 Zielgene ihre Expressionsmaxima in der S/G2/M-Phase des Zellzyklus
haben, wurde fiir die ChIP-Analysen (siche 3.5.9.) Chromatin aus BJ-ET Zellen verwendet,
welche zuvor durch Behandlung mit Hydroxyharnstoff in der S/G2/M-Phase synchronisiert
wurden (siehe 3.1.7.). Der Nachweis von gebundenem LIN-9 an die Promotoren der einzelnen
G2/M-Gene erfolgte mit Hilfe spezifischer Primer in qPCRs. Die ChIP-Analysen ergaben,
dass LIN-9 an die Promotoren der untersuchten Gene, wie z.B. CCNA2, CCNBI1, Bub 1 und
Ubch10 bindet (Abb. 4.12.) und lieBen vermuten, dass die in den Microarray-Analysen
identifizierten G2/M-Gene direkt durch LIN-9 reguliert werden konnten.

70



Ergebnisse

40 -

OJ_i_I IIi_.T._

Bub1 CyclinA2 Pk1 Cyclin B1 Ubch10 Cdc2 Cdc2 Gapdh2
-6kb

[\
[ ]

ra
o
1

-
o
1

Anreicherung von LIN-9 (realtiv zu IgG)
@ =
1 1

Abb. 4.12.: LIN-9 bindet an die Promotoren G2/M-spezifischer Gene. Der Nachweis von
gebundenem LIN-9 an die Promotoren der angegebenen Gene erfolgte durch ChIP-Analysen. Dazu
wurde Chromatin S/G2/M-synchronisierter BJ-ET Zellen mit einem LIN-9 Antikérper bzw. mit einem
unspezifischen IgG Antikdrper als Kontrolle immunprézipitiert. Der Nachweis der gebundenen
Chromatinfragmente erfolgte durch qPCR unter Verwendung spezifischer Primer. Primer fiir Gapdh2
und fiir einen 6 kb stromabwirts gelegenen Bereich des Cdc2-Promotors dienten als Kontrollen.
Angegeben ist die X-fache Anreicherung von LIN-9 gegeniiber der Input-DNA. Durchgefiihrt von
Bjorn von EyB. Abbildung entnommen aus (Osterloh et al., 2007) und modifiziert.

4.3.2. Die Regulation von p21 durch LIN-9 erfolgt indirekt
In den Microarray-Analysen konnte p21 ebenfalls als LIN-9 reguliertes Gen identifiziert

werden. Davon unabhingige Expressionsanalysen mit Hilfe der qRT-PCR konnten eine
Hochregulation von p21 nach LIN-9 Verlust bestitigen (siche Abb. 4.8.) und lielen vermuten,
dass die Regulation von p21 durch LIN-9 p53-unabhdngig ist (siche Abschnitt 4.2.).
ChIP-Analysen hatten ergeben, dass LIN-9 die Expression G2/M-spezifischer Gene durch die
direkte Bindung an die Promotoren regulieren konnte. Es wére daher moglich, dass LIN-9
ebenfalls direkt zur Expressionsregulation von p21 durch die Bindung an dessen Promotor
beitrdgt. Ob LIN-9 an den Promotor von p2l bindet, wurde durch Chromatin-
Immunprézipitation (siehe 3.5.9.) in BJ-ET Zellen analysiert. Auf eine vorhergehende
Synchronisation der Zellen wurde verzichtet, da die Expression von p2l1 nicht
zellzyklusreguliert ist.

Der Nachweis von LIN-9 gebundenem Chromatin erfolgte durch qPCR (siehe 3.4.3.). Zum
einen wurden drei verschiedene Primer-Paare verwendet, welche unterschiedliche ca.
200 - 300 bp grof3e Bereiche des p21 Promotors amplifizierten (Abb. 4.13. A). Zur Kontrolle
unspezifischer Bindung an DNA, dienten Primer fiir die Promotorregion des Haushaltsgens
Gapdh2. Spezifische Primer-Paare fiir den UbchlO- und Birc5-Promotor wurden als
Positivkontrollen mitgefiihrt.

Abbildung 4.13. B zeigt eine Zusammenfassung der ChIP-Analysen. Angegeben ist die
Bindung von LIN-9 bzw. IgG in % des Inputs. Die zuvor nachgewiesene Bindung von LIN-9
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an die Promotoren von Ubchl0 und Birc5 konnte bestdtigt werden (zum Vergleich siche
Abb. 4.12.). Fiir den p21-Promotor konnte bei allen 3 Amplikons keine spezifische Bindung
von LIN-9 gegeniiber IgG nachgewiesen werden. Sowohl die fiir IgG als auch fiir LIN-9
erhaltenen Werte lagen in etwa in dem fiir den Gapdh2-Promotor (Negativkontrolle)
ermittelten Bereich. Die unter Verwendung von Primer-Paar II schwache Anreicherung von
LIN-9 in einem der parallelen Ansdtze konnte in einem weiteren Experiment nicht bestatigt
werden. Mit den in diesem Versuch verwendeten Primer-Paaren war daher keine Bindung von
LIN-9 an den p21-Promotor nachweisbar. Es lésst sich jedoch nicht ausschlieBen, dass LIN-9
in dem ca. 1,8kb groen Bereich des Promotors bindet, der nicht durch die drei

verschiedenen Primer-Paare abgedeckt wird.
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Abb. 4.13.: Keine Bindung von LIN-9 an den p21-Promotor. (A) Schematische Darstellung der
p21 Promotorregion. p53-Bindestellen sind als schwarze Balken dargestellt. Die roten Balken
kennzeichnen die Amplikons der drei verschiedenen p21 spezifischen Primer-Paare. (B) Der Nachweis
von gebundenem LIN-9 an den p21 -Promotor erfolgte durch ChIP-Analysen. Dazu wurde Chromatin
asynchron wachsender BJ-ET Zellen mit einem LIN-9 Antikorper bzw. mit einem unspezifischen IgG
Antikorper als Kontrolle immunprézipitiert. Der Nachweis der gebundenen Chromatinfragmente
erfolgte durch qPCR in Triplikaten unter Verwendung spezifischer Primer. Primer fiir Gapdh2,
Ubch10 und Birc5 dienten als Kontrollen. Angegeben ist die Bindung von LIN-9 als % des Inputs. Die
ChIP-Analysen wurden als Duplikate (I und II) durchgefiihrt. Gezeigt ist ein reprédsentatives
Experiment. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung der PCR-Triplikate wieder.
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4.4. Charakterisierung LIN-9 und B-MYB defizienter Fibroblasten

Unwahrscheinlich ist, dass LIN-9 direkt an die DNA in den Promotorregionen der
G2/M-Gene bindet, da LIN-9 selbst iiber keine DNA-Bindedoménen verfiigt. Bei genauerer
Betrachtung der einzelnen G2/M-Promotorregionen fiel auf, dass diese sowohl Bindestellen
fiir die Familie der E2F-Transkriptionsfaktoren enthielten, als auch Bindestellen fiir den
Transkriptionsfaktor B-MYB (Abb. 4.14.).
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Abb. 4.14.: Schematische Darstellung der Promotorregionen der LIN-9 regulierten G2/M-
Zielgene. Angegeben sind die potenziellen Bindestellen fiir die Transkriptionsfaktoren E2F und
B-MYB, sowie CAAT-Boxen, CDE/CHR- und einzelne CHR-Elemente. Die Angaben basieren auf
bereits publizierten Daten und auf Sequenzvergleichen mit den bekannten Konsensussequenzen.

Dariiber hinaus sind CCNA2, CCNB1 und Cdc2 in der Literatur bereits als B-MYB regulierte
Gene beschrieben (Zhu et al., 2004). Untersuchungen in der humanen Glioblastom Zelllinie
T98G zeigten, dass der RNAi-vermittelte Verlust von B-MYB zu einer verminderten
Expression dieser Gene fiihrt.

Daher lag die Vermutung nahe, dass LIN-9 indirekt iiber B-MYB an die Promotoren der
identifizierten Zielgene bindet. Erste Evidenz dafiir war die Arbeit von Michael Korenjak und

Kollegen (Korenjak et al., 2004). Diese konnten in D. melanogaster die Homologe von LIN-9
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und B-MYB zusammen, als Bestandteile eines groBen mehrere Untereinheiten umfassenden
RB/E2F-Komplexes aufreinigen. Entscheidend war jedoch die Tatsache, dass es in unserem
Labor gelang, eine Interaktion von B-MYB und LIN-9 in vivo nachzuweisen (durchgefiihrt
von Bjorn von EyB3).

Die Tatsache, dass LIN-9 eine Reihe von Genen reguliert, die fiir den ordnungsgeméifen
Ablauf des Zellzyklus essentiell sind lieB vermuten, dass der Verlust von LIN-9 eine
Deregulation des Zellzyklus zur Folge haben konnte. Daher sollten LIN-9 defiziente BJ-ET
Fibroblasten hinsichtlich ihres Zellzyklusverhaltens genauer untersucht werden. Wenn LIN-9
und B-MYB tatsichlich zusammen fiir die Aktivierung der identifizierten G2/M-Gene
benétigt werden, sollte der Verlust von B-MYB zu einem analogen Phénotyp fithren wie der
Verlust von LIN-9. Zur Uberpriifung dieser Hypothese sollte daher parallel zur
Charakterisierung der LIN-9 defizienten Zellen, der Phénotyp B-MYB depletierter BJ-ET
Fibroblasten dokumentiert werden.

4.4.1. Die Proliferation LIN-9 und B-MYB defizienter Fibroblasten ist
verlangsamt

Zunichst wurde das Proliferationsverhalten LIN-9 bzw. B-MYB defizienter Zellen im
Vergleich zu Kontrollzellen analysiert. Dazu wurden BJ-ET Zellen entweder mit dem gegen
LIN-9 gerichteten shRNA-Konstrukt #1, oder mit einer B-MYB spezifischen shRNA
(gerichtet gegen Position 1165-1183 in der cDNA von humanem B-MYB; NCBI Accesion
Nr. NM _002466) bzw. mit dem entsprechenden Leervektor als Kontrolle infiziert. Die
Effizienz der Depletion von LIN-9 und B-MYB wurde in qRT-PCR Analysen tberpriift
(Abb. 4.15. A und B). Nach der Selektion wurden je 1x 10° Zellen in Triplikaten auf
9,6 cm’-Platten ausgesit. Uber einen Zeitraum von 16 Tagen wurden die Zellen alle 4 Tage
von den Platten geldst, die Zellzahl bestimmt und nach jeder Zihlung erneut 1x 10° Zellen
ausgesit (sieche 3.1.6.). Die aus den Triplikaten gebildeten Mittelwerte der Zellzahl wurden in
einer kumulativen Darstellung gegen die Zeit aufgetragen (Abb. 4.15.). Daraus war
ersichtlich, dass sowohl LIN-9 (A) als auch B-MYB (B) depletierte Zellen im Vergleich zu
den Kontrollzellen deutlich langsamer proliferierten.
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Abb. 4.15.: LIN-9 bzw. B-MYB depletierte BJ-ET Zellen sind in der Proliferation retardiert.
Die Expression von LIN-9 und B-MYB nach Infektion mit spezifischen shRNA-Konstrukten bzw. mit
einem Kontrollvirus, wurde mit Hilfe der qRT-PCR ermittelt. LIN-9 (A) oder B-MYB (B) depletierte
Zellen bzw. Kontrollzellen wurden in Triplikaten nach einem 3T3-Protokoll passagiert. Nach jeder
Passage wurde die Zellzahl bestimmt, die Zunahme der Zellzahl ermittelt und als kumulative Zellzahl
gegeniiber der Zeit aufgetragen. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung der Triplikate zum
jeweiligen Zeitpunkt wieder. k.d.: knock down.

4.4.2. Der Verlust von LIN-9 oder B-MYB fuihrt zu einer Akkumulation der
Zellen in der G2/M-Phase

Um das Proliferationsverhalten LIN-9 bzw. B-MYB defizienter Zellen genauer zu
untersuchen, wurde die Verteilung dieser Zellen in den verschiedenen Zellzyklusphasen im
Durchflusszytometer analysiert (FACS-Analyse). Fiir die FACS-Analyse wurden die
shRNA-infizierten Zellen bzw. Kontroll-infizierte Zellen nach 4 Tagen Selektion mit 5 pg/ul
Blasticidin mit Ethanol fixiert und die DNA mit Propidiumjodid gefarbt (siehe 3.2.1. und
3.2.2)). Im Anschluss wurden die Zellen direkt im Durchflusszytometer analysiert. Die
Zellzyklusprofile LIN-9 depletierter Zellen wiesen im Vergleich zu Kontrollzellen eine
abnormale Verteilung der Zellen in den verschiedenen Zellzyklusphasen auf. Diese war
gekennzeichnet durch eine verminderte Anzahl von Zellen in der G1-Phase (2n) und eine
deutliche Akkumulation von Zellen in der G2/M-Phase (4n). Der Anteil an Zellen in der
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G2/M-Phase stieg dabei ungefdhr um das Zweifache an. Abbildung 4.16. A zeigt ein
reprisentatives Experiment.

Die Zellzyklusprofile B-MYB depletierter Zellen zeigten einen #hnlichen Phinotyp wie
LIN-9 depletierte Zellen. Im Vergleich zu den Kontrollzellen nahm die Anzahl an Zellen in
der G2/M-Phase (4n) zu (Abb. 4.16. B). Jedoch war die Akkumulation B-MYB defizienter
Zellen in der G2/M-Phase weniger deutlich zu erkennen, als in LIN-9 depletierten Zellen.
Zudem fiihrte der Verlust von B-MYB zu keiner starken Abnahme an G1-Zellen (2n).
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Abb. 4.16.: LIN-9 bzw. B-MYB depletierte Zellen akkumulieren in der G2/M-Phase. BJ-ET
Zellen wurden entweder mit der LIN-9 spezifischen shRNA #1 (A) bzw. mit einer B-MYB
spezifischen shRNA (B) oder mit einem Kontrollvirus infiziert. Nach der Selektion wurden die Zellen
fixiert, mit Propidiumjodid gefdrbt und der DNA-Gehalt in einem Durchflusszytometer gemessen. 2n:
Zellen mit einfachem DNA-Gehalt/G1-Phase. 4n: Zellen mit doppeltem DNA-Gehalt/G2/M-Phase.

Um den beobachteten Zellzyklusdefekt LIN-9 und B-MYB defizienter Zellen genauer zu
analysieren, wurden als nichstes 2D-FACS-Profile erstellt. Mit dieser Methode ldsst sich die
Verteilung der Zellen im Zellzyklus genauer auflosen und erlaubt daher eine quantitative
Auswertung der FACS-Daten. Zu diesem Zweck wurden LIN-9 bzw. B-MYB depletierte
Zellen und Kontrollzellen vor der Fixierung fiir 1 Stunde mit 10 uM BrdU behandelt, welches
wihrend der S-Phase in die sich replizierende DNA eingebaut wird (siehe 3.2.3.). Nach der
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Fixierung wurde die DNA der Zellen wie gewohnt mit Propidiumjodid gefarbt. Durch die
zusitzliche Verwendung eines gegen BrdU gerichteten Fluoreszenzmarkierten Antikorpers
konnen im Durchflusszytometer die S-Phase Zellen von den G1- und G2/M-Phase Zellen
eindeutig unterschieden werden. Die Ergebnisse aus jeweils 3 voneinander unabhdngigen
Experimenten sind in Abb. 4.17. dargestellt. Wie zuvor schon beobachtet, nahm die Anzahl
an Zellen in der G2/M-Phase nach LIN-9 (A) oder B-MYB (B) Depletion von ca. 10 % auf
ca. 22% zu. Weiterhin lieB sich in beiden Fillen eine starke Abnahme an S-Phase Zellen von
ca. 21 % auf ca. 6 % erkennen. Bei dem Vergleich mit den in Abb. 4.16. gezeigten
Zellzyklusprofilen, war in diesem Fall fir B-MYB ein deutlich stirkerer Effekt zu
beobachten. Hier nahm im Vergleich zu den Kontrollzellen die Zahl an G2/M-Zellen um ca.
das 2,5-fache zu. Als Grund hierfiir konnte ein starkerer knock down von B-MYB in Frage
kommen. Im Gegensatz zu LIN-9 depletierten Zellen war auch in der 2D-FACS Analyse
keine reduzierte Zahl an B-MYB depletierten Zellen in der G1-Phase zu erkennen. Dies

stimmte mit den zuvor erstellten Zellzyklusprofilen (Abb. 4.16.) iiberein.
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Abb. 4.17.: Reduzierte Anzahl von Zellen in der S-Phase nach LIN-9 bzw. B-MYB Depletion.
Kontroll- und LIN-9 (A) bzw. B-MYB (B) defiziente BJ-ET Zellen wurden fiir 1h mit 10 uM BrdU
gefirbt und anschlieBend fixiert. Im FACS wurde die Anzahl an Zellen in den verschiedenen Phasen
des Zellzyklus analysiert. Die Angaben fassen die Ergebnisse von jeweils drei unabhingigen
Experimenten zusammen.
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4.4.3. LIN-9 und B-MYB defiziente Zellen arretieren bereits in der
G2-Phase

Wie die FACS-Analysen zeigten, war die verlangsamte Proliferation LIN-9 bzw. B-MYB
depletierter Zellen offensichtlich auf eine Akkumulation der Zellen in der G2/M-Phase des
Zellzyklus zurlickzufiihren. Immunfluoreszenz-Farbungen mit einem mitotischen Marker
sollten Aufschluss geben, ob die Zellen bereits in der G2-Phase, oder erst spiter in der Mitose
arretierten. Als Marker fiir mitotische Zellen wurde ein Antikdrper verwendet, mit welchem
sich spezifisch an Serin 10 phosphoryliertes Histon H3 nachweisen ldsst. Histon H3 wird
wihrend der spiaten G2-Phase und zu Beginn der Mitose an Serin 10 phosphoryliert. Mit
Beginn der Anaphase wird Histon H3 wieder dephosphoryliert (Hendzel et al., 1997). Sind
die Zellen am Durchlaufen der Mitose gehindert, kommt es zu einer Anhdufung von
mitotischen Zellen und damit zu einem Anstieg Phospho-Histon H3 positiver Zellen. Findet
der Arrest hingegen vor der spiten G2-Phase statt, erwartet man eine verminderte
Phosphorylierung von Histon H3 (Ser 10).

LIN-9 bzw. B-MYB depletierte Zellen, sowie Kontrollzellen wurden auf Deckgldschen
ausgesit, am nédchsten Tag fixiert und mit dem Phospho-Histon H3 spezifischen Antikdrper
geféarbt (siehe 3.1.12.). Der Nachweis der mitotischen Zellen erfolgte mit einem Rhodamin-
gekoppelten Zweitantikorper. Zusdtzlich wurden die Zellkerne mit Hoechst-Reagenz
(Hoechst 33258) angefirbt. Mit Hilfe eines Immunfluoreszenz-Mikroskops wurden in jeweils
3 unabhingigen Experimenten mindestens je 500 Zellkerne gezdhlt und die Anzahl
Phospho-Histon H3 positiver Zellen bestimmt.

Im Kontrollansatz befanden sich 11,1 + 1,1 % Phospho-Histon H3 positive Zellen,
wohingegen in LIN-9 defizienten Zellen nur 2,2 + 1,1 % Phospho-Histon H3 positive Zellen
nachzuweisen waren (Abb. 4.18. A). Die Depletion von LIN-9 fiihrte somit zu einer
deutlichen Abnahme an Phospho-Histon H3 positiven Zellen. Ebenfalls war mit 3,2 + 1,17 %
die Anzahl an Phospho-Histon H3 positiven Zellen nach B-MYB Depletion deutlich geringer
als im entsprechenden Kontrollansatz (9,2 + 1,93 %) (Abb. 4.18. B). Dies deutete darauf hin,
dass LIN-9 bzw. B-MYB defiziente Zellen bereits vor dem Eintritt in die Mitose im
Zellzyklus arretierten.
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Abb. 4.18.: LIN-9 (A) und B-MYB (B) defiziente BJ-ET Zellen arretieren vor dem Eintritt in
die Mitose. Als Marker fiir mitotische Zellen wurde ein Phospho-Histon H3 (Ser 10) spezifischer
Antikorper verwendet. Die Detektion Phospho-Histon H3 positiver Zellen erfolgte durch
Immunfiarbung mit einem Rhodamin-gekoppelten Zweitantikorper. Die Zellkerne wurden mit
Hoechst 33258 gegengefarbt. Es wurden je 500 Zellkerne von Kontrollzellen und LIN-9 bzw. B-MYB
depletierten BJ-ET Zellen gezéhlt und die Anzahl an Phospho-Histon H3 positiven Zellen ermittelt.
Angegeben sind die Ergebnisse aus 3 unabhingigen Experimenten. (Fotos in (A): Denise Hiibner).

Um zu kléren, an welcher Stelle der Zellzyklus in LIN-9 bzw. B-MYB depletierten Zellen
tatsdchlich blockiert war, wurde die Kinetik dieser Zellen beim Durchlaufen eines Zellzyklus
im Vergleich zu Kontrollzellen analysiert. In BrdU-pulse-Assays (siehe 3.2.4.) wurde die
Progression BrdU-positiver Zellen durch den Zellzyklus beobachtet. Dafiir wurden die
infizierten Zellen zunichst 1 Stunde mit 10 uM BrdU gefarbt. Im Anschluss wurden die
Zellen zweimal mit 1x PBS gewaschen und nach 9 h mit Ethanol fixiert. BrdU-positive Zellen
wurden mit einem FITC-gekoppelten BrdU-spezifischen Antikdrper nachgewiesen.
Abbildung 4.19. zeigt je eine reprdsentative Darstellung von Kontroll- und LIN-9 bzw.
B-MYB depletierten Zellen zum Zeitpunkt 9h. Die angegebenen Daten stammen aus jeweils
drei unabhéngig voneinander durchgefiihrten Experimenten.

In den Kontrollansidtzen befanden sich nach 9 h ca. 30 % der BrdU-positiven Zellen in der
nichsten G1-Phase (A). Innerhalb der gleichen Zeitspanne hatten in den LIN-9 depletierten
Zellen hingegen nur ca. 12 % der BrdU-positiven Zellen die ndchste G1-Phase erreicht. Die
Progression LIN-9 defizienter Zellen von der S-Phase in die nédchste G1-Phase war also
deutlich verlangsamt. Auch B-MYB defiziente Zellen lielen eine dhnlich verdnderte Kinetik
erkennen (B). Wihrend nach 9 h ca. 35 % der BrdU-positiven Kontrollzellen die nichste G1-
Phase erreichten, waren im gleichen Zeitraum in B-MYB depletierten Zellen nur ca. 15 %

BrdU-positive Zellen in der ndchsten G1-Phase nachweisbar.
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Abb. 4.19.: Verlangsamte Zellzyklusprogression LIN-9 bzw. B-MYB defizienter Zellen.
Kontroll- infizierte sowie LIN-9 (A) bzw. B-MYB (B) depletierte Zellen wurden fiir 1 h mit 10 uM
BrdU markiert und anschlieBend gewaschen. Nach 9h wurden die Zellen fixiert und die Progression
BrdU-positiver Zellen durch den Zellzyklus im Durchflusszytometer verfolgt. Die Daten stammen
jeweils aus 3 voneinander unabhingigen Experimenten.

Eine Akkumulation in der friihen Mitose konnte durch die zuvor gezeigten Immunfarbungen
weitgehend ausgeschlossen werden. Daher musste gekliart werden, ob die verlangsamte
Zellzyklusprogression LIN-9 bzw. B-MYB defizienter Zellen auf eine verldngerte S-Phase
oder auf einen Defekt in der G2-Phase zuriickzufiihren war. Eine von Begg und Kollegen
1985 beschriebene Methode ermdglicht die Berechnung der S-Phasen-Lénge -einer
Zellpopulation anhand der Werte einer Einzelmessung (Begg et al., 1985). Die in BrdU-pulse-
Assays erstellten Kinetiken dienten dabei als Grundlage (siehe 3.2.4). Zunéchst wurden die
mittleren Propidiumjodid-Fluoreszenz-Werte von BrdU-positiven Zellen (Fp), G1-Zellen
(Fg1) und G2/M-Zellen (Fgonv) mit Hilfe der FACS-Software ermittelt (sieche Abb. 4.20. A
und B). Daraus ldsst sich das Relative Movement RM von S-Phase Zellen, also die Bewegung
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BrdU-positiver Zellen relativ zur Position von G1- und G2/M-Zellen im FACS-Profil, nach
folgender Formel berechnen:

RM = (Fr-Fc1)/(Fcam-Fai)

Die von den Zellen benétigte Zeit zur DNA-Synthese Ts ergibt sich aus folgendem

Zusammenhang:

Ts = [0,5/(RM-0,5)] x Zeitspanne von der BrdU-Entfernung bis zur Fixierung [h]

In Abbildung 4.20. C sind die S-Phase-Lingen von Kontroll- und LIN-9 bzw. B-MYB
depletierten Zellen als Mittelwert aus je drei unabhdngigen Experimenten dargestellt.

Mit 13,4 h war die S-Phase LIN-9 depletierter Zellen nur geringfiigig gegeniiber
Kontrollzellen (11,7 h) verlédngert. Die stark verzogerte Progression LIN-9 defizienter Zellen
lieB sich daher durch eine Verldngerung der S-Phase nicht erkldren. In den B-MYB
defizienten Zellen war dies sogar noch deutlicher zu erkennen. Hier betrug die Lénge der
S-Phase 12,6 h, im Vergleich zu den Kontrollzellen mit 11,8 h. Eine verldngerte S-Phase
schied somit fiir LIN-9 bzw. B-MYB defiziente Zellen als Ursache fiir den verzogerten
Wiedereintritt in die G1-Phase aus.

Zusammenfassend konnte man aus den oben gezeigten Untersuchungen schliefen, dass die
Ursache fiir die verlangsamte Zellzyklusprogression nach Depletion von LIN-9 bzw. B-MYB

eine Verzogerung in der G2-Phase ist.
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Abb. 4.20.: Linge der S-Phase nach LIN-9 bzw. B-MYB Depletion. (A) Beispiel zur Bestimmung
der mittleren Propidiumjodid-Fluoreszenzintensititen aus einem 2D-FACS-Profil. (B) Ubersicht iiber
die fiir Kontrollzellen und LIN-9 bzw. B-MYB depletierte Zellen ermittelten Fluoreszenzwerte. Die
Lange der S-Phase wurde nach der von Begg et al (Begg et al., 1985) beschriebenen Methode aus den
in BrdU-pulse-Assays erstellten Kinetiken berechnet. (C) Die Linge der S-Phase ist in LIN-9 bzw.
B-MYB depletierten Zellen nur geringfiigig verldngert. Die Daten geben jeweils den Mittelwert aus
drei unabhéngigen Experimenten wieder. Fr: mittlere Propidiumjodid-Fluoreszenz BrdU positiver
Zellen; Fg;: mittlere Propidiumjodid-Fluoreszenz von Gl-Zellen; Fgyym: mittlere Propidiumjodid-
Fluoreszenz von G2/M-Zellen; RM: relative Movement; t: Zeitspanne von der BrdU-Entfernung bis
zur Fixierung; Ts: Lange der S-Phase.
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4.4.4. Abnahme der Cyclin B1 assoziierten Kinaseaktiviat nach Verlust
von LIN-9

Der Ubergang von der G2-Phase in die Mitose wird durch Cyclin B/CDK1 (CDC2) gesteuert.
In der Metaphase phosphoryliert dieser Komplex u.a. den so genannten Anaphase-promoting-
complex (APC), welcher den Ubergang in die Anaphase reguliert.

Wie die bisherigen Experimente zeigten, reguliert LIN-9 sowohl die Expression von Cyclin B
als auch von CDC2. Da Cyclin B und die zugehorige Kinase CDC2 die entscheidenden
Regulatoren beim G2/M-Ubergang sind, lag die Vermutung nahe, dass deren verminderte
Expression in LIN-9 defizienten Zellen maBBgeblich zum Arrest der Zellen in der G2-Phase
beitrigt.

In Kinase-Assays (siche 3.5.7.) wurde daher der Status der Cyclin B-assoziierten
Kinase-Aktivitdit in Lysaten aus LIN-9 depletierten BJ-ET Zellen und Kontrollzellen
verglichen (Abb. 4.21.). Als Substrat diente Histon H1. Es ist deutlich zu erkennen, dass der
Verlust von LIN-9 zu einer starken Abnahme an phosphoryliertem Histon H1 fiihrte. Ob dies
auf einen direkten Einfluss von LIN-9 auf die Kinase-Aktivitit zuriickzufiihren war, konnte
mit diesem Versuchansatz nicht gekldrt werden. Da aber die Proteinmenge an CDC2 nach
Verlust von LIN-9 nur geringfiigig abnahm (Abb. 4.7.), ist es wahrscheinlich, dass die
Abnahme der Kinase-Aktivitat auf die Reduktion von Cyclin B zuriickzufiihren ist.

pMSCV-Blast
shRNA:
I I
Ktrl.  LIN-9
IP: Cyclin B | — *P-Histon H1
INPUL | S s | — B-Tubulin

Abb. 4.21.: Abnahme der Cyclin B-assoziierten Kinase Aktivitit nach Depletion von LIN-9.
Cyclin B wurde aus Lysaten von Kontrollzellen und LIN-9 depletierten BJ-ET Zellen
immunprizipitiert und anschlieBend mit Histon H1 als Substrat und y**-P-ATP als Donor inkubiert.
Die Detektion von phosphoryliertem Histon H1 erfolgte durch Autoradiographie. Zur Kontrolle wurde
B-Tubulin aus den gleichen Lysaten im direkten Western Blot nachgewiesen. IP: Immunprézipitation.
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4.4.5. Der beobachtete Zellzyklusdefekt ist spezifisch fiur die Depletion
von LIN-9

In vielen Fillen sind die durch das Einschleusen der siRNA zu beobachtenden Effekte nicht
auf den Abbau der entsprechenden Ziel-mRNA zuriickzufiihren. Solche Effekte bezeichnet
man als off-target-Effekte. Um Auszuschlieen, dass der beobachtete Zellzyklusdefekt LIN-9
defizienter Zellen auf einem solchen off-target-Effekt beruht, wurde LIN-9 in BJ-ET Zellen
unter Verwendung einer zweiten unabhdngigen shRNA-Sequenz (#2) depletiert. Wie zuvor
schon beobachtet (siche Abb. 4.1.), fiihrte die shRNA-Sequenz #2 zu einer signifikanten, aber
im Vergleich zu Sequenz #1 schwécheren Depletion des LIN-9 Proteins (Abb. 4.22. A). Auch
in diesem Fall proliferierten LIN-9 defiziente Zellen deutlich langsamer als die Kontrollzellen
(B). Die FACS-Profile lieBen nach Depletion von LIN-9 mit Sequenz #2 eine Zunahme an
Zellen in der G2/M-Phase erkennen (C). Wie auch fiir Sequenz #1 beobachtet, stieg die Zahl
an Zellen mit einem 4n DNA-Gehalt ungefdhr auf das 2-fache an. Auch in BrdU-pulse-Assays
zeigten die mit Sequenz #2 infizierten BJ-ET Zellen den gleichen Phédnotyp wie nach
Infektion mit Sequenz #1 (D).

Da beide shRNA-Sequenzen in unabhédngigen Versuchen zu dem gleichen Phénotyp fiihrten,
ist ein off-target-Effekt unwahrscheinlich. Der beobachtete Zellzyklusdefekt ist demnach
spezifisch fiir den Verlust von LIN-9.

84



Ergebnisse

pMSCV-Blast
LIN-9 shRNA:

Kirl.  #2 #1

- = LIN-9

S — 3-Tubulin

—e— Kirl.
—= - LIN-9#2 kd.

Kumulatives Wachstum
Anzahl der Zellen (x 1x1045)

0 2 4 6 8 10

Tage
C
Kontrolle LIN-9 shRNA ##2
2n
700 ; 7007
2n: 793 % 560 2n: 65,0 %
560 ]
= 4n: 16,8 % = 2n 4n: 29,0 %
8 420 8 4204
N 2801 g 280
140 4n 140 | 4n
0 - . ' 0 : - -
o 200 400 DD 800 1000 o 200 400 600 800 1000
Propidiumjodid Propidiumjodid
D
Kontrolle LIN-9 shRNA #2
2 2

Anteil BrdU-positiver Zellen

Anteil BrdU-positiver Zellen
" in G1: 20,08 %

v inG1:6,38 %

|:| %
% .‘":'-);\1:5
{5 =

o 200 400 600 800 1000 0 200 ' 400 600 200 1000
Propidiumjodid-Intensitéat Propidiumjodid-Intensitat

102
108

10!

BrdU-FITC-Intensitat
10! 0

BrdU-FITC-Intensitat
10

100
100

Abb. 4.22.: Die Depletion von LIN-9 mit einer zweiten shRNA-Sequenz fiihrt zum gleichen
Phinotyp. (A) Depletion von LIN-9 in BJ-ET Zellen mit zwei verschiedenen shRNA-Sequenzen.
BJ-ET Zellen wurden entweder mit einem shRNA-Virus oder mit einem Kontrollvirus infiziert. Nach
der Selektion wurden Gesamtzelllysate préapariert und LIN-9 in einem IP-Western Blot nachgewiesen.
B-Tubulin wurde in einem direkten Western Blot analysiert. (B) LIN-9 defiziente Zellen sind im
Wachstum retardiert. LIN-9 depletierte Zellen (Sequenz #2) bzw. Kontrollzellen wurden in Triplikaten
nach einem 3T3-Protokoll passagiert. Nach jeder Passage wurde die Zellzahl bestimmt, die Zunahme
der Zellzahl ermittelt und als kumulatives Wachstum gegeniiber der Zeit aufgetragen. Die
Fehlerbalken geben die Standardabweichung der Triplikate zum jeweiligen Zeitpunkt wieder.
(C) Zellzyklusprofile von LIN-9 depletierten Zellen vs. Kontrollzellen. BJ-ET Zellen wurden mit der
ShRNA #2 bzw. mit einem Kontrollvirus infiziert. Nach der Selektion wurden die Zellen fixiert, mit
Propidiumjodid gefdrbt und der DNA-Gehalt in einem Durchflusszytometer gemessen. (D) BrdU-
pulse-Assay mit LIN-9 depletierten Zellen und Kontrollzellen. Die infizierten Zellen wurden fiir 1 h
mit 10 pM BrdU markiert und im Anschluss mehrmals gewaschen. Nach 9 h wurden die Zellen fixiert
und die Progression BrdU-positiver Zellen im Durchflusszytometer verfolgt. Ein représentatives
Experiment ist gezeigt.
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4.5. LIN-9 und B-MYB regulieren gemeinsam die Expression von
G2/M-Genen

Aus der Tatsache, dass der Verlust von B-MYB den analogen Phénotyp LIN-9 defizienter
Zellen hervorruft, konnte man spekulieren, dass LIN-9 und B-MYB zusammen die
Expression der in den Microarray-Analysen identifizierten G2/M-Gene regulieren. Interessant
ist, dass in D. melanogaster die Abwesenheit des LIN-9 Homologs, Mip130, zu einer
dramatischen Destabilisierung des MYB-Proteins fiihrt (Beall et al., 2004). Daher sollte
untersucht werden, ob die beobachteten Effekte auf die G2/M-Gene nach LIN-9 Depletion auf
eine verminderte Menge an B-MYB Protein zuriickzufiihren sind.

LIN-9 wird wihrend des gesamten Zellzyklus exprimiert, wobei das Expressionsmaximum in
der S-Phase liegt. B-MYB hingegen wird in der spdten G1-Phase und in der S-Phase
exprimiert. Eine Interaktion von LIN-9 und B-MYB ist daher vor allem in der S-Phase zu
erwarten. Aus diesem Grund sollten fiir das Experiment in der S-Phase synchronisierte Zellen
verwendet werden. Da sich BJ-ET Zellen jedoch nicht vollstindig durch Serumentzug im
Zellzyklus arretieren liefen, wurde der Versuch in der humanen Glioblastomzelllinie T98G
durchgefiihrt. Diese Zellen lassen sich durch Serumentzug in der Go-Phase arretieren. Nach
der Zugabe von Serum treten diese Zellen erneut in den Zellzyklus ein und proliferieren
synchron (Mayol et al., 1995).

Um T98G Zellen in der Gy-Phase zu arretieren wurden die Zellen zunichst durch zweimaliges
Waschen vom serumbhaltigen Medium befreit und fiir drei Tage in Hungermedium (0 %
Serum) weiterkultiviert (siche 3.1.8.). Nach 72 h wurden die gehungerten T98G Zellen mit
Hilfe von Oligofectamine mit einem LIN-9 spezifischen RNAi-Oligonukleotid bzw. mit
einem Kontroll-Oligonukleotid transfiziert (siehe 3.1.10.). Weitere 48 h nach der Transfektion
wurden die gehungerten Zellen durch Zugabe von serumhaltigem Medium (15 % FCS) in den
Zellzyklus entlassen. 20 h nach der Serumzugabe wurden aus den transfizierten Zellen
Zellkernextrakte (sieche 3.5.2.) gewonnen. Zu diesem Zeitpunkt befinden sich ca. 70 % der
Zellen in der S-Phase (Allen et al., 1997). Der Nachweis von B-MYB und LIN-9 erfolgte
durch IP-Western Blot. Wie in Abb. 4.23. zu schen, fiihrte die Transfektion des
RNAi-Oligonukleotids zu einer Depletion des LIN-9 Proteins. Die Proteinmenge an B-MYB
blieb dabei unverdndert. Die nach Depletion von LIN-9 beobachteten Effekte auf die
Expression der G2/M-Gene sind folglich nicht auf eine Destabilisierung des B-MYB Proteins

zurickzufiihren.
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Abb. 4.23.: Expression von B-MYB und LIN-9 auf Proteinebene nach LIN-9 Depletion. Serum-
gehungerte T98G Zellen wurden mit einem LIN-9 spezifischen RNAi-Oligonukleotid bzw. mit einem
Kontroll-Oligonukleotid transfiziert und ca. 48 h spéter durch Serumzugabe in den Zellzyklus
entlassen. Nach 20 h (S-Phase) wurden aus den Zellen Zellkernextrakte gewonnen. Der Nachweis von
B-MYB und LIN-9 erfolgte durch Immunprézipitation und anschlieBendem Western Blot unter
Verwendung von spezifischen Antikorpern. Als Kontrolle wurde B-Tubulin im direkten Western Blot
detektiert. *: Schwere Kette des Antikorpers.

4.6. LIN-9 regulierte Gene werden nicht immer durch B-MYB
koreguliert

Die in den vorherigen Abschnitten gezeigten Versuchsergebnisse zeigten, dass fiir den
G2/M-Ubergang sowohl LIN-9 als auch B-MYB benétigt wird. Eine Frage, die sich daher bei
der Betrachtung der Gesamtliste LIN-9 regulierter Gene ergab war, ob LIN-9 fiir die
transkriptionelle Regulation dieser Gene immer B-MYB bendtigt, oder ob die beobachtete
Koregulation exklusiv fiir die Aktivierung der untersuchten G2/M-spezifischen Gene noétig ist.
Um diese Frage zu beantworten, wurden die Expressionslevel weiterer LIN-9 Zielgene
untersucht, fiir welche bisher keine Rolle in der G2/M-Phase bekannt ist.

Hierzu wurde LIN-9 bzw. B-MYB in BJ-ET Zellen durch virale Infektion mit den
entsprechenden shRNAs depletiert und im Anschluss an die Selektion (4 Tage mit 5 pg/ul
Blasticidin) die Gesamt-RNA isoliert. In qRT-PCRs wurden die Expressionslevel
verschiedener LIN-9 Zielgene im Vergleich zu Kontrollzellen bestimmt. Wie erwartet kam es
nach dem Verlust von LIN-9 zu einer stark verminderten Expression von Cyclin A2
(Abb. 4.24. A). Eine signifikante etwas schwichere Herunterregulation von Cyclin A2 konnte
auch nach Depletion von B-MYB beobachtet werden (B). Fiir die Gene CCT4, DPYD und
FLOT]1 ist in der Literatur keine G2/M-spezifische Funktion beschrieben. Diese Gene waren
nach der Depletion von LIN-9 herunterreguliert (siche Anhang Tabelle A1 und Abb. 4.24 A).
Die Depletion von B-MYB hingegen fiihrte zur keiner signifikanten Expressionsdnderung von
DPYD und FLOT1 und zu einer schwachen Aktivierung der CCT4-Expression
(Abb. 4.24. B).
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Die Expression von ADFP und p21 ist in LIN-9 defizienten Zellen hochreguliert (siche
Anhang Tabelle A2 und Abb. 4.24. A). Diese Gene spielen eine Rolle in der Differenzierung
bzw. in der Zellzykluskontrolle, besitzen jedoch keine nachweisbare G2/M-spezifische
Funktion. Im Fall von ADFP fiihrte der Verlust von B-MYB zu keiner signifikanten
Expressionsdnderung. p21 hingegen zeigte eine schwache Abnahme der Expression.

Anhand der vorliegenden Ergebnisse ist es sehr wahrscheinlich, dass nicht alle LIN-9
Zielgene durch B-MYB koreguliert werden. Eine Koregulation von LIN-9 und B-MYB

konnte nur in Bezug auf die Aktivierung G2/M-spezifischer Gene festgestellt werden.
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Abb. 4.24.: Nicht alle LIN-9 regulierten Gene werden gleichzeitig durch B-MYB koreguliert.
Die Expression der angegebenen Gene aus LIN-9 (A) bzw. B-MYB (B) depletierten Zellen im
Vergleich zu Kontroll-infizierten Zellen wurde in qRT-PCR Analysen untersucht. Gezeigt ist ein
reprasentatives Experiment. Die Expression jedes Gens in den verschiedenen Ansdtzen wurde in
Triplikaten bestimmt und auf Gapdh normalisiert. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung
der Triplikate wieder.
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5.DISKUSSION

Das humane LIN-9 wurde zuerst als ein neues pRB-interagierendes Protein beschrieben,
welches im Kontext des pRB-Signalweges als Tumorsuppressor fungiert. Doch die exakte
Funktion von LIN-9 ist bisher unverstanden. Von den LIN-9 Homologen in D. melanogaster
(Mip130/TWIT und ALY) und C. elegans ist bekannt, dass sie als Untereinheiten, in der
Evolution hoch konservierter RB/E2F-Komplexe, an der transkriptionellen Regulation von
Genen beteiligt sind. Fiir das humane LIN-9 konnte gezeigt werden, dass es mit pRB in der
transkriptionellen Aktivierung differenzierungsspezifischer Gene kooperiert. Dies war ein
erster Hinweis darauf, dass LIN-9 auch im humanen System eine Rolle in der
transkriptionellen Regulation der Genexpression spielt. Daher sollten weitere Gene
identifiziert werden, welche in Abhédngigkeit von LIN-9 reguliert werden. Daflir wurde
zundchst ein RNAi-basierendes System etabliert, mit welchem es gelang die
posttranskriptionelle Expression von LIN-9 in primdren humanen Fibroblasten (BJ-ET Zellen)
effizient zu reprimieren. Mit Hilfe von cDNA-Microarray Analysen wurde das
Genexpressionsprofil LIN-9 depletierter BJ-ET Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen
untersucht. Davon ausgehende Analysen sollten Aufschluss iiber die genaue Funktion von

LIN-9 in der Regulation dieser Gene geben.

5.1 LIN-9 reguliert die Expression G2/M-spezifischer Gene

Die Liste der nach LIN-9 Depletion differentiell exprimierten Gene umfasst insgesamt 103
Gene, wovon 67 Gene nach LIN-9 Verlust verstirkt und 36 vermindert exprimiert werden.
Ordnet man diese Gene anhand ihrer Funktion in verschiedene Subgruppen ein, ist
offensichtlich, dass LIN-9 einen Einfluss auf die Expression von Genen hat, deren Produkte
eine Funktion in der G2/M-Phase besitzen. Diese bilden innerhalb der Liste der nach LIN-9
Depletion herunterregulierten Gene, mit einem Anteil von 33 %, die grofte funktionelle
Gruppe. Die RNAi-vermittelte Depletion von LIN-9 in primdren humanen Fibroblasten hat
gezeigt, dass der Verlust von LIN-9 zu einer Expressionsabnahme bestimmter
G2/M-spezifischer Gene wie z.B. Cyclin A2, Cyclin B1, CDC2, PLK1 und UBCHI10 fiihrt.
Damit konnte in dieser Arbeit erstmals gezeigt werden, dass LIN-9 eine entscheidende Rolle

in der Aktivierung zellzyklusspezifischer Gene spielt.

In qRT-PCR und Western Blot Analysen war zwar zu sehen, dass der Verlust von LIN-9 zwar
zu einer starken, nicht jedoch zu einer vollstindigen Repression der G2/M-Gene fiihrt. Dies
ist zum einen vermutlich darauf zuriickzufiihren dass LIN-9 durch RNA1 nicht vollstindig aus
der Zelle entfernt werden konnte. Zudem ist es sehr wahrscheinlich, dass auch andere
Faktoren zur Expression dieser Gene in LIN-9 depletierten Zellen beitragen. Bekannt ist, dass
z.B. die Transkriptionsfaktoren FOXM1 und CBF/NF-Y fiir die Aktivierung einer
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iiberlappenden Gruppe an Genen wie z.B. Cyclin B1, Cyclin A2, CDC2, PLK1 und Aurora A
bendtigt werden (Fung and Poon, 2005; Hu et al., 2006; Laoukili et al., 2005).

Fir 6 der LIN-9 regulierten G2/M-Gene ist zudem in verschiedenen Organismen eine
Regulation durch den Transkriptionsfaktor B-MYB nachgewiesen (Anhang Tabelle Al). Zhu
und Kollegen konnten bereits zeigen, dass die RNAi-vermittelte Depletion von B-MYB zu
einer verminderten Expression der G2/M-Gene Cyclin A2, Cyclin B1 und CDC2 fiihrt (Zhu et
al., 2004).Ein signifikanter Uberlapp zwischen LIN-9 Zielgenen und B-MYB regulierten
Genen findet sich auch im Zebrafisch. cDNA-Microarray Analysen der loss-of-function-
Mutante crash&burn (crb), welche auf eine Mutation in bmyb zurlickzufiihren ist ergaben,
dass B-MYB u.a. fiir die Transaktivierung von Cyclin B, CDC2, BIRCS, Cep55 und DLG7
bendtigt wird (Shepard et al., 2005)(siche Anhang Tabelle Al). Untersuchungen in dem
Modellorganismus D. melanogaster haben gezeigt, dass die Homologe von LIN-9 und B-
MYB zusammen an der transkriptionellen Regulation von Genen beteiligt sind (Korenjak et
al., 2004; Lewis et al.,, 2004). Eine Vermutung war, dass LIN-9 und B-MYB auch im

humanen System gemeinsam die Expression von Genen regulieren.

5.2. LIN-9 und B-MYB regulieren den Eintritt in die Mitose

Die Produkte der in Abhéngigkeit von LIN-9 regulierten Gene Cyclin A2, Cyclin B1 und
CDC?2 triggern maBgeblich den Ubergang von der G2-Phase in die Mitose (Murray, 2004;
Nigg, 2001; Pines, 1999; Sanchez and Dynlacht, 2005). PLK1, dessen Expression in der
spiaten G2-Phase ebenfalls durch LIN-9 aktiviert wird, ist eine Serin/Threonin Kinase und
begiinstigt den Eintritt in die Mitose indem es die Aktivierung von Cyclin B/CDC2 fordert
(Takai et al., 2005; van Vugt and Medema, 2005). Weitere Produkte von LIN-9 regulierten
Zielgenen, deren Expressionsmaximum in der G2/M-Phase liegt, haben eine bereits bekannte
Funktion in der Kontrolle der Mitose. Beispielsweise sind Survivin (BIRCS), CENP-E,
Aurora A und BUBI Bestandteile des mitotischen Spindel-Checkpoints (Andrews et al.,
2003; Carvalho et al., 2003; Lengauer and Wang, 2004; Lens and Medema, 2003; Meraldi et
al., 2004; Meraldi and Sorger, 2005; Weaver et al., 2003; Yang et al., 2004).

Da LIN-9 und B-MYB fiir die Aktivierung von zellzyklusfordernden Genen benétigt werden,
war zu vermuten, dass sich der Verlust von LIN-9 oder B-MYB negativ auf die Proliferation
von Zellen auswirken konnte. Tatséchlich proliferieren LIN-9 bzw. B-MYB defiziente
Fibroblasten deutlich langsamer. Die Zellzyklusprofile zeigen zudem eine signifikante
Akkumulation dieser Zellen in der G2/M-Phase. Eine genauere Analyse ergab, dass die
Progression LIN-9 bzw. B-MYB depletierter Fibroblasten von der S-Phase durch die
G2/M-Phase und in die nidchste GIl-Phase deutlich verzogert ist. Die verlangsamte
Zellzyklusprogression und die Akkumulation der Zellen in der G2/M-Phase, erkléart die
verminderte Proliferation LIN-9 bzw. B-MYB defizienter Zellen.
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Immunfluoreszenzfirbungen lieBen eine Abnahme an Phospho-Histon H3 positiven Zellen
nach LIN-9 bzw. B-MYB Depletion erkennen. Phosphoryliertes Histon H3 ist ein Marker fiir
mitotische Zellen (Hendzel et al., 1997). Histon H3 wird wihrend der spiten G2-Phase und zu
Beginn der Mitose an Serin 10 phosphoryliert. Mit Beginn der Anaphase erfolgt die
Dephosphorylierung von Histon H3. Die verminderte Anzahl an Phospho-Histon H3
positiven Zellen nach LIN-9 bzw. B-MYB Depletion ist demzufolge ein Indiz dafiir, dass
diese Zellen bereits vor Eintritt in die Mitose arretieren. Wahrscheinlicher ist daher, dass die
verlangsamte Zellzyklusprogression LIN-9 bzw. B-MYB defizienter Zellen auf einen Defekt
in der S-Phase oder in der G2-Phase zuriickzufiihren ist.

In humanen Megakaryozyten konnte gezeigt werden, dass B-MYB fiir den ordnungsgeméfen
Ablauf der S-Phase essentiell ist (Garcia and Frampton, 2006). B-MYB depletierte
Megakaryozyten durchlaufen die S-Phase im Vergleich zu Kontrollzellen deutlich langsamer.
Eine é&hnliche Funktion in der Aktivierung der DNA-Replikation wurde auch in
D. melanogaster fiir AIMYB nachgewiesen (Fitzpatrick et al., 2002; Manak et al., 2002). In der
vorliegenden Arbeit konnte weder fiir LIN-9 noch fiir B-MYB depletierte Zellen eine
signifikant verdnderte Léinge der S-Phase nachgewiesen werden. Daher ist es
unwahrscheinlich, dass die verlangsamte Zellzyklusprogression nach LIN-9 bzw. B-MYB
Verlust, auf einen Defekt in der S-Phase zuriickzufiihren ist. Die Daten zeigen vielmehr, dass
die verlangsamte Progression LIN-9 bzw. B-MYB depletierter Zellen, auf einen Defekt der
Zellen in der spdten G2-Phase und auf einen, daraus resultierenden verzdgerten Eintritt in die

Mitose zuriickzufiihren ist.

Die Beobachtung, dass der Verlust von B-MYB offensichtlich zu einem Defekt in der
G2-Phase fiihrt, deckt sich zum Teil mit bereits publizierten Daten. Darin zeigen Santilli und
Kollegen, dass die RNAi-vermittelte Depletion von B-MYB in Wi38-Zellen (primédre humane
Fibroblasten) zu einem partiellen Arrest der Zellen in der G2-Phase fiihrt (Santilli et al.,
2005). Auch in D. melanogaster konnte gezeigt werden, dass der Verlust von dMYB zu
einem Arrest von Fliigelzellen in der G2/M-Phase fiihrt, welcher durch die Uberexpression
von CDC2 aufgehoben wird (Katzen et al., 1998). Dies steht jedoch im Widerspruch zu
Studien in D. melanogaster, im Zebrafisch und in humanen Proerythrozyten (HEL-Zellen).
Hier konnte gezeigt werden, dass MY B-defiziente Zellen die G2-Phase normal durchlaufen
und erst in der Mitose arretieren (Fung et al., 2002; Garcia and Frampton, 2006; Okada et al.,
2002; Shepard et al., 2005). Eine Moglichkeit, die diese gegensitzlichen Aussagen
miteinander vereinbaren konnte ist, dass es vom Zelltyp abhédngt, ob der Verlust von B-MYB

zu einem Arrest der Zellen in der spdten G2-Phase oder in der Mitose fiihrt.

Die Tatsache, dass LIN-9 die Expression einer ganzen Gruppe von G2/M-Genen reguliert,
macht es unwahrscheinlich, dass es nur ein kritisches LIN-9 Zielgen gibt, welches fiir den
beobachteten Zellzyklusdefekt verantwortlich ist. Dennoch ldsst die bedeutende Rolle von
Cyclin Bl als regulatorische Untereinheit der Kinase CDC2, welche malgeblich den
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Ubergang von der G2- in die M-Phase triggert vermuten, dass die verminderte Expression von
Cyclin Bl in LIN-9 depletierten Fibroblasten hauptsdchlich zu dem beobachteten G2-Arrest
der Zellen beitrdagt. Dafiir spricht auch die Tatsache, dass die verminderte Cyclin Bl
Expression mit einer starken Reduktion der Cyclin Bl assoziierten Kinase Aktivitit
einhergeht. Es konnte jedoch keine Aussage dariiber getroffen werden, ob diese Reduktion
auf einem direkt Einfluss von LIN-9 auf die Kinase Aktivitit von CDC2, oder auf die
verminderte Menge an Cyclin B1 zuriickzufiihren ist. Es wére interessant zu untersuchen, ob
die Reexpression von Cyclin Bl in LIN-9 defizienten Zellen den Arrest der Zellen in der
G2/M-Phase aufheben kann.

5.3. Mechanismus der LIN-9 vermittelten Genregulation

Eine Frage die sich stellte war, ob LIN-9 die Expression der G2/M-Gene direkt oder indirekt
reguliert. ChIP-Analysen haben gezeigt, dass LIN-9 wihrend der S/G2/M-Phase an die
Promotoren der untersuchten Gene assoziiert (durchgefiihrt von Bjoérn von Eyf). Dies war
eine erste Evidenz dafiir, dass die Regulation der G2/M-Gene durch LIN-9 direkt erfolgen
konnte. LIN-9 besitzt keine bekannten DNA-Bindedoménen. Es ist daher unwahrscheinlich,
dass LIN-9 direkt an die Promotoren bindet. Eine Vermutung war, dass LIN-9 indirekt, durch
die Interaktion mit anderen Proteinen, wie z.B. Transkriptionsfaktoren, an die Promotoren der
G2/M-Gene rekrutiert wird. Als potenzieller Interaktionspartner kam B-MYB in Frage, da
bekannt war, dass 6 der LIN-9 regulierten G2/M-Gene ebenfalls durch B-MYB aktiviert
werden.

Erste Evidenz fiir eine mogliche biochemische und funktionelle Interaktion von LIN-9 und
B-MYB, lieferten Untersuchungen in D. melanogaster. In diesem Modellorganismus konnte
gezeigt werden, dass die Homologe von LIN-9 und B-MYB Untereinheiten eines groferen
RB/E2F-Komplexes sind, welcher die Transkription von Genen reguliert (Korenjak et al.,
2004; Lewis et al., 2004). Die Hypothese ist, dass LIN-9 durch die Interaktion mit B-MYB
die Expression der G2/M-Gene reguliert. Diese wird durch Co-Immunprizipitationen
unterstiitzt, die eine molekulare Interaktion von LIN-9 und B-MYB in verschiedenen
humanen Zelllinien belegen (durchgefiihrt von Bjorn von EyB). Zudem weisen
ChIP-Analysen die Bindung von B-MYB wihrend der S/G2/M-Phase an die Promotoren der
LIN-9 regulierten G2/M-Gene nach (Bjorn von EyB). Demzufolge ist es wahrscheinlich, dass
LIN-9 indirekt durch die Assoziation mit B-MYB an die Promotoren der G2/M-Gene

rekrutiert wird.

Eine Frage die sich stellt ist, welcher genaue Mechanismus der LIN-9 und B-MYB
vermittelten Genregulation zugrunde liegt. Dass LIN-9 und B-MYB sehr wahrscheinlich als
Komplex an die G2/M-Promotoren binden schliefit nicht aus, dass auch weitere Proteine an

der Regulation dieser Promotoren durch LIN-9 und B-MYB beteiligt sind. Von den insgesamt
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12 G2/M-Genen, die durch LIN-9 reguliert werden, sind bisher 9 als E2F-regulierte Gene in
der Literatur beschrieben (Anhang Tabelle Al). Zhu und Kollegen zeigten zudem, dass die
Aktivierung der Cyclin A2, Cyclin B1 und CDC2 Genexpression durch B-MYB von einer
intakten E2F-Bindestelle abhingig ist (Zhu et al., 2004). Demzufolge ist es wahrscheinlich,
dass fiir die Regulation der untersuchten G2/M-Promotoren durch LIN-9 und B-MYB auch
die Bindung von E2F bendétigt wird. In D. melanogaster wurden Mip130/LIN-9 und dAMYB
gemeinsam mit E2F als Untereinheiten des dREAM/Myb-MuvB-Komplexes beschrieben
(Korenjak et al., 2004; Lewis et al., 2004). Eine Uberlegung ist, dass ein dhnlicher Komplex
mit LIN-9 und B-MYB als Untereinheiten, auch in Vertebraten existiert und fiir die
Aktivierung der in dieser Arbeit gezeigten G2/M-spezifischen Gene verantwortlich ist. Der
dREAM/Myb-MuvB-Komplex ist bis jetzt nur als Repressor-Komplex E2F-abhingiger
differenzierungs- und geschlechtsspezifischer Gene beschrieben (Korenjak and Brehm, 2005;
Lewis et al., 2004). Jedoch wurde bisher nicht lberpriift, ob dieser Komplex auch ein
breiteres Spektrum an Genen reguliert. Die Rolle eines humanen dREAM/Myb-MuvB-
dhnlichen Komplexes in der Aktivierung der LIN-9 abhdngigen G2/M-Gene ist daher nicht
auszuschliefen.

Hier stellt sich die Frage, welche molekulare Funktion LIN-9 innerhalb eines solchen
Komplexes tibernimmt und wie diese Funktion die Regulation der G2/M-Gene durch B-MYB
beeinflusst. Verschiedene Modelle sind denkbar, wobei diese sich nicht gegenseitig

ausschlieflen wiirden:

Hat LIN-9 einen Einfluss auf die Stabilitit von B-MYB?
Pilkinton und Kollegen zeigten kiirzlich, dass der Verlust von LIN-9 zu einer
posttranskriptionellen Repression von B-MYB fiihrt und in einer Abnahme der Cyclin A und
Cyclin B Expression resultiert (Pilkinton et al., 2007). Cyclin A und Cyclin B werden wie
zuvor schon beschrieben, u.a. durch B-MYB aktiviert. Die Hypothese von Pilkinton ist, dass
LIN-9 die Expression von Cyclin A und Cyclin B nicht direkt férdert, sondern indirekt, indem
LIN-9 fiir die Stabilisierung des B-MYB Proteins notwendig ist. Eine solche Abhingigkeit
zwischen LIN-9 und B-MYB wurde bereits zuvor fiir den dAREAM/Myb-MuvB-Komplex in
D. melanogaster beschrieben (Beall et al., 2004). Hier konnte gezeigt werden, dass der
Verlust einzelner Untereinheiten, in einer Destabilisierung anderer Komplex-Bestandteile
resultiert und der Komplex dadurch vermutlich an Integritit verliert. Insbesondere die
Abwesenheit des LIN-9 Homologs Mipl30/TWIT fiihrt zu einer dramatischen
Destabilisierung des dM Y B-Proteins.
In dem in dieser Arbeit verwendeten System konnte jedoch kein Effekt von LIN-9 auf die
Expression von B-MYB beobachtet werden. Die Proteinmenge von B-MYB blieb nach
Depletion von LIN-9 unverdndert. LIN-9 scheint daher in primdren humanen Fibroblasten
weder einen Einfluss auf die B-MYB Expression, noch auf die Stabilitit des B-MYB Proteins
zu haben. Wahrscheinlicher ist, dass LIN-9 eine direktere Rolle in der B-MYB vermittelten
Transaktivierung der G2/M-Gene spielt.
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Vermittelt LIN-9 die Rekrutierung von Koaktivatoren an B-MYB?

Fir B-MYB ist beschrieben, dass es zur Erlangung seiner vollen transaktivierenden
Eigenschaften u.a. die Interaktion mit Koaktivatoren wie z.B. CBP/p300, Cyclin D1, PARPI
und p107 bendtigt (Sala, 2005). Eine Mdglichkeit wire daher, dass LIN-9 die Interaktion von
Koaktivatoren mit B-MYB vermittelt und somit die Aktivierung von Genen durch B-MYB
fordert. Dies wiirde implizieren, dass B-MYB auch in der Abwesenheit von LIN-9 an die

Promotoren bindet, jedoch nicht in der Lage ist, die Expression dieser Gene zu aktivieren.

Induziert LIN-9 Anderungen in der Chromatinstruktur?

Das testisspezifische LIN-9 Homolog in D. melanogaster, ALY, ist ein chromatinassoziiertes
Protein. ALY ist ein transkriptioneller Aktivator von differenzierungsspezifischen Genen
wihrend der Spermatogenese (White-Cooper et al., 2000). Es konnte gezeigt werden, dass die
Abwesenheit von ALY zur partiellen Kondensierung von Chromosomen in priméren
Spermatozyten fiihrt (Lin et al., 1996). Es wird daher vermutet, dass ALY die Transkription
der Differenzierungsgene durch die Regulation der Chromatinstruktur kontrolliert.
Demzufolge wire es moglich, dass LIN-9 eine Auflockerung der Chromatinstruktur im
Bereich der Promotoren induziert und dadurch die Transaktivierung der nachgeschalteten
Gene durch B-MYB fordert.

Vermitteln LIN-9 und B-MYB den Wechsel von einem Repressor-Komplex in einen
Aktivator-Komplex?

Wie zuvor schon erwihnt, ist fiir einen Grossteil der LIN-9 regulierten G2/M-Gene eine
Regulation in Abhédngigkeit von E2F-Transkriptionsfaktoren beschrieben. Fiir einige der
E2F-regulierten G2/M-Gene konnte gezeigt werden, dass sie in der Gy-Phase durch einen
E2F4/p130-Komplex reprimiert werden. In der S- und G2/M-Phase hingegen erfolgt eine
Aktivierung durch E2F1-E2F3. Durch ChIP-Analysen gelang es zu zeigen, dass LIN-9 nicht
nur wihrend der S/G2/M-Phase, sondern bereits in der Gy-Phase, zusammen mit E2F4/p130
an die Promotoren der G2/M-Gene lokalisiert ist. In der S-Phase hingegen dissoziieren
E2F4/p130 wie erwartet von den Promotoren und anstelle dessen bindet B-MYB
(durchgefiihrt von Fabienne Schmit). Daher kann man annehmen, dass LIN-9 in der Go-Phase
durch einen reprimierenden E2F4/p130-Komplex an die Promotoren rekrutiert wird. Wahrend
des Wiedereintritts in den Zellzyklus hingegen bindet LIN-9 iiber einen aktivierenden

B-MYB-Komplex an die Promotoren.

Ein &dhnliches Repressor/Aktivator-Modell wurde bereits in D. melanogaster fiir
Mip130/LIN-9 und dMYB in der Regulation der Replikation vorgeschlagen. Hier konnte
gezeigt werden, dass Mipl30/LIN-9 Bestandteil des, die Replikation inhibierenden
Myb-MuvB-Komplexes ist. dAMYB wird hier nicht fiir die Repression der Replikation
bendtigt, sondern um den Repressor-Komplex in einen, die Replikation aktivierenden
Komplex umzuwandeln (Beall et al., 2004). Unterstiitzt wird dieses Modell durch genetische
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Studien die zeigen, dass die Mutation von Mipl130/LIN-9 den letalen Phénotyp von
dMYB-Mutanten suppremiert. Daraus lisst sich schlieBen, dass die Repressoraktivitidt von
Mip130/LIN-9 fiir die Letalitit der AMYB-Mutanten verantwortlich ist (Beall et al., 2004).

Inzwischen ist es gelungen, die Existenz eines humanen Komplexes (LINC fiir LIN-Complex)
nachzuweisen, welcher in seiner Zusammensetzung dem dREAM/Myb-MuvB-Komplex und
dem DRM-Komplex in Invertebraten sehr dhnlich ist (Fabienne Schmit und Stefan Gaubatz,
unverdffentlicht). LIN-9 ist neben 4 weiteren SynMuv B-homologen Proteinen, LIN-37,
LIN-52, LIN-54 und RbAp48, fester Bestandteil des LINC-Kernkomplexes. Die
RNAi-vermittelte Depletion der LINC-Untereinheiten LIN-9, LIN-52 oder LIN-54 zeigen,
dass LINC die Expression G2/M-spezifischer Gene aktiviert und bestdtigen die in der
vorliegenden Arbeit nachgewiesene Rolle von LIN-9 als positiver Regulator
G2/M-spezifischer Gene.

Im Gegensatz zur Situation in D. melanogaster, gehoren E2F und Pocket Proteine nicht zum
stabilen Kernkomplex. An Stelle dessen interagiert der LINC-Kernkomplex in Abhéngigkeit
vom Zellzyklus mit weiteren Subkomplexen, die entweder E2F4/p130 oder B-MYB/p107
enthalten. Schmit und Kollegen zeigen, dass LINC in ruhenden Zellen (Go-Phase) mit
E2F4/p130 assoziiert und an die Promotoren E2F-regulierter Gene bindet. In der S-Phase geht
die Assoziation mit E2F4/p130 verloren. Stattdessen bindet LINC zusammen mit
B-MYB/p107 an die Promotoren B-MYB und LIN-9 regulierter G2/M-Gene. Eine weitere
Uberlegung ist daher, dass LIN-9 als eine Art Adapter fungiert, welcher die Assoziation des
LINC-Kernkomplexes mit E2F4/p130 bzw. B-MYB/pl107 vermittelt. In einem solchen
Modell wiirden LIN-9 und B-MYB benétigt werden, um E2F4/p130 von den Promotoren zu
verdrangen und LINC von der reprimierenden Form in die aktivierende Form zu tiberfiihren.
Bei einem Verlust von LIN-9 konnte keine Inaktivierung von E2F4/p130 erfolgen und die
G2/M-Gene bleiben reprimiert. Zudem wére es durchaus moglich, dass sich der Verlust von
LIN-9 auf die Stabilitit anderer LINC-Untereinheiten und damit auf die Integritdt des

Komplexes auswirken kdnnte.

Die Aufreinigung des LINC-Komplexes bestdtigt die Vermutung, dass LIN-9 und B-MYB als
Untereinheiten eines dREAM/Myb-MuvB-dhnlichen Komplexes die Expression
G2/M-spezifischer Gene regulieren. Daraus geht jedoch nicht hervor, ob und welche der
zuvor genannten Hypothesen, fiir die molekulare Funktion von LIN-9 innerhalb des
LINC-Komplexes zutreffen. Hier wéren Co-Immunprizipitationen und ChIP-Analysen in
LIN-9 depletierten Zellen sinnvoll. Diese konnten Aufschluss dariiber geben, ob und in
welcher Form sich die Zusammensetzung des LINC-Komplexes und dessen Bindung an die

Promotoren durch den Verlust von LIN-9 dndert.

Aufgrund der Tatsache, dass LINC wihrend der Go-Phase iiber E2F4/p130 an die Promotoren
E2F-regulierter Gene bindet, iiberrascht es, dass die Depletion einzelner Untereinheiten wie
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z.B. LIN-9, LIN-52 oder LIN-54, keinen Einfluss auf die Repression dieser Gene zu haben
scheint (Fabienne Schmit und Stefan Gaubatz, unverdffentlicht). Eine mdgliche Erkldrung
wire, dass die Repression dieser Gene, das Zusammenwirken von LINC mit weiteren
Repressor-Komplexen oder chromatinmodifizierenden Komplexen erfordert. In einem
solchen Fall, wiirde die Depletion einzelner LINC-Untereinheiten vermutlich nicht
ausreichen, um einen Effekt auf die Repression der Gene beobachten zu konnen. Hinweise,
die ein solches Modell unterstiitzen, liefern Untersuchungen in C. elegans. Hier konnte
gezeigt werden, dass mindestens 3 der SynMuvB-Genprodukte einen Komplex formen,
welcher Ahnlichkeit zum NuRD (Nucleosome Remodelling and Deacetylase)-Komplex in
Sdugetieren aufweist (Harrison et al., 2006). Es wird vermutet, dass der DRM-Komplex und
der NuRD-dhnliche Komplex gemeinsam fiir die Repression differenzierungsspezifischer

Gene wihrend der Vulvaentwicklung verantwortlich sind.

5.4. LIN-9 Zielgene: eine allgemeine Betrachtung

5.4.1. LIN-9 abhangige nicht G2/M-spezifische Gene

Betrachtet man sich die Gesamtliste der nach LIN-9 Verlust differentiell exprimierten Gene,
stellen die G2/M-Gene mit ca. 11 % nur einen kleinen Anteil der moglichen LIN-9 Zielgene
dar. Daher wurden auch weitere Gene der Gesamtliste hinsichtlich ihrer Regulation durch
LIN-9 untersucht. Fiir die Gene CCT4, DPYD, FLOTI1, ADFP und p21, welche keine
nachweisbare G2/M-spezifische Expression oder Funktion besitzen, konnte die Regulation
durch LIN-9 bestdtigt werden. Unklar ist, ob es sich bei diesen Genen um direkte LIN-9
Zielgene handelt und wie diese durch LIN-9 reguliert werden konnten. Eine Koregulation
durch B-MYB konnte fiir CCT4, DPYD, FLOT1, ADFP und p21 nicht nachgewiesen werden.
Es ist daher wahrscheinlich, dass die Kooperation von LIN-9 und B-MYB in der

Genregulation exklusiv fiir die Aktivierung von G2/M-Genen ist.

Fiir 17 % der nach LIN-9 Verlust herunterregulierten Gene ist beschrieben, dass sie eine
Funktion in der Differenzierung und Entwicklung erfiillen. Vorhergehende Untersuchungen
haben bereits gezeigt, dass LIN-9 zusammen mit pRB in der Aktivierung
differenzierungsspezifischer Gene kooperiert (Gagrica et al., 2004). Und auch in
D. melanogaster ~ kontrolliert ~Mip130/LIN-9 die  Expression  geschlechts- und
differenzierungsspezifischer Gene (Korenjak et al., 2004; Lewis et al.,, 2004). Eine
weiterfithrende Untersuchung dieser potenziellen LIN-9 Zielgene erscheint daher sinnvoll und
konnte dazu beitragen, die Funktion von LIN-9 in der Zelldifferenzierung besser zu verstehen.
Wobei zu iiberpriifen wére, ob es sich hierbei um primére oder sekundére Effekte von LIN-9
auf die Expression dieser Gene handelt und ob diese Regulation tatsidchlich in Kooperation

mit pRB erfolgt.
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Ein interessanter Kandidat flir weitere Untersuchungen ist auch das bekannte p53-Zielgen
p21, welches nach Depletion von LIN-9 verstérkt exprimiert wird. Unwahrscheinlich ist, dass
LIN-9 die Expression von p21 direkt reguliert, da unter den gewihlten Versuchsbedingungen
keine Bindung von LIN-9 an den p21 Promotor beobachtet werden konnte. Eine wichtige
Funktion ist der durch p53 und p21 induzierte G1-Arrest nach DNA-Schiadigung (Agarwal et
al., 1995; Sherr and Roberts, 1995; Vogelstein et al., 2000). Bekannt ist, dass eine
p53-induzierte Stressantwort auch in einer starken Repression von G2/M-Genen resultieren
kann (Agarwal et al., 1995; Badie et al., 2000; Crawford and Piwnica-Worms, 2001; Jackson
et al., 2005). Gegen eine solche Stressantwort der Zellen nach LIN-9 Depletion spricht die
Beobachtung, dass der zusédtzliche Verlust von p53 zu keiner Derepression der untersuchten
G2/M-Gene fiihrt. Die gleichzeitige Depletion von LIN-9 und p53 hat zudem gezeigt, dass fiir
die Repression der G2/M-Gene keine erhdhte Expression an p21 noétig ist. AuBBerdem lieBen
die Analysen LIN-9 defizienter Fibroblasten weder eine Zunahme der p53-Proteinmenge noch
einen Anstieg der Phosphorylierung von CDC2 an Tyrosin 15 erkennen. Dies sind zwei
typische Kennzeichen fiir Zellen, die auf DNA-Schédden reagieren. Daher kann weitgehend
ausgeschlossen werden, dass die Repression der G2/M-Gene nach Verlust von LIN-9 durch
eine indirekte p53-vermittelte Stressantwort induziert wird. Die gleichzeitige Depletion von
LIN-9 und p53 zeigte ferner, dass die Hochregulation von p21 nach Verlust von LIN-9
vermutlich nicht durch p53 aktiviert wird. Dies ldsst vermuten, dass die Regulation von p21
durch LIN-9 in keinem Zusammenhang mit einer durch DNA-Schdden induzierten
Stressantwort steht.

p21 ist ein multifunktionelles Protein und spielt u.a. auch eine Rolle in der Apoptose,
DNA-Reparatur, Zellalterung und Differenzierung (Dotto, 2000). Die Untersuchung, ob die
Repression von p21 durch LIN-9 eine Rolle in einem dieser Prozesse spielt wire durchaus

interessant und konnte moglicherweise neue Funktionen von LIN-9 offenbaren.

5.4.2. Nach LIN-9 Verlust verstarkt exprimierte Gene
Aus der Liste der nach LIN-9 Verlust hochregulierten Gene konnten in dieser Arbeit ADFP

und p21 als LIN-9 Zielgene verifiziert werden. Wobei es nach wie vor unklar ist, ob es sich
hier um direkte Zielgene handelt. Der Versuch weitere Gene dieser Liste zu validieren, stellte
sich als problematisch heraus. In qRT-PCR Analysen wurde die Expression der zufillig aus
der Liste ausgewihlten Gene FBX032, CITED2, TDG, IGFBP3 und GREMI1 hinsichtlich
threr Expression nach LIN-9 Depletion untersucht (Daten nicht gezeigt). In einigen
Experimenten nahm die Expression dieser Gene nach Depletion von LIN-9 wie erwartet zu.
In anderen Versuchsansitzen hingegen hatte der Verlust von LIN-9 keine Verdnderung der
Expression oder eine Expressionsabnahme zur Folge. Auf Grund der starken Varianz
zwischen den einzelnen Experimenten ist es sehr wahrscheinlich, dass es sich bei diesen

Genen um falsch positive Zielgene handelt.
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Bei der Auswertung des cDNA-Microarrays wurden solche Gene als differentiell exprimiert
betrachtet, welche einen M-Wert > + 0,5, einen A-Wert von > 7 und einen q-Wert>5 %
aufweisen (fiir eine detaillierte Erkldrung der statistischen Auswertung wird an dieser Stelle
auf Abschnitt 4.1.2. auf Seite 62 verwiesen). Betrachtet man sich das Genexpressionsprofil
LIN-9 depletierter Zellen im MA-Plot genauer (siche Abb. 4.4. auf Seite 63), erkennt man,
dass viele der verstirkt exprimierten Gene zwar die M-Wert und A-Wert Kriterien erfiillen,
jedoch auf Grund eines q-Wertes >5 % als nicht signifikant erachtet werden konnen.
Innerhalb der nach LIN-9 Depletion verstirkt exprimierten Gene, findet sich demnach ein
starker Hintergrund an falsch positiven Genen.

Unklar ist, wodurch diese starke Streuung zustande kommt. Die durch den cDNA-Microarray
erhaltene Genliste ist das Ergebnis aus 3 voneinander unabhéngigen Experimenten. Neben
diesen biologischen Replika wurden in jedem der 3 Microarray-Experimente
Sandwich-Hybridisierungen und Flip colour-Experimente zur Qualititskontrolle und zur
Minimierung der Fehler durch technische Mingel durchgefiihrt (zum Vergleich siche
Abb. 4.3. auf Seite 61). Zur Auswertung des cDNA-Microarrays konnten daher insgesamt
12 Hybridisierungen herangezogen werden, wobei jede cDNA pro Experiment viermal mit
der gleichen Probe hybridisiert wurde. War das Verhéltnis zwischen der Cy3-Signalintensitét
und der Cy5-Signalintensitét fiir eine cDNA nicht reproduzierbar, wurde diese cDNA aus der
Auswertung ausgeschlossen. Es ist daher unwahrscheinlich aber nicht vollstindig
auszuschlieBen, dass technische oder qualitative Méngel bei der Durchfiihrung der einzelnen
Microarray-Analysen als Ursache fiir den beobachteten Hintergrund in Frage kommen. Ein
weiteres Set an Microarrays konnte hier zur Klarheit verhelfen.

Technische oder qualitative Méangel erkldren jedoch nicht, weshalb der Hintergrund nur fiir
die nach LIN-9 Depletion verstérkt exprimierten Gene zu beobachten ist. Hier miissen auch
biologische Ursachen in Betracht gezogen werden. Eine Moglichkeit wire, dass die Selektion
der infizierten Zellen mit Blasticidin, eine stressbedingte Hochregulation von Genen zur
Folge haben konnte.

Bei der zur Gesamtauswertung der cDNA-Microarrays angewandten SAM-Statistik handelt es
sich um ein weniger konservatives statistisches Verfahren (Tusher et al., 2001). Daher ist
nicht auszuschlieBen, dass sich noch weitere Gene als Artefakte herausstellen. Hier wiirde
z.B. das Festlegen eines geringeren q-Wertes die Stringenz der Auswertung erhohen. Ein
Risiko dabei ist, dass dadurch tatséchlich positive Gene in der Auswertung verloren gehen
konnten.

Die hier dargestellte Problematik macht deutlich, dass derartige Genexpressionsanalysen
zundchst unter Vorbehalt betrachtet werden sollten und eine sorgfiltige Validierung durch

alternative Versuchsansitze erfordern.
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5.5. Das humane LIN-9: Onkogen und Tumorsuppressor?

Innerhalb des pRB-Signalweges besitzt LIN-9 eine nachweisbare Funktion als
Tumorsuppressor (Gagrica et al., 2004). Es ist daher zu vermuten, dass der Verlust oder die
Inaktivierung von LIN-9 entscheidend zur Entstehung von Tumoren beitragen konnte. Auch
die Lokalisation des LIN-9 Genes auf Chromosom 1qg42 ldsst auf tumorsuppressive
Eigenschaften von LIN-9 schlieBen. Literatur- und Datenbankrecherchen zeigen eine haufig
auftretende Deletion dieser Chromosomenregion in Mamma- und Adenokarzinomen sowie
beim Non-Hodgekin-Lymphom (Pandis et al., 1995)(http://www.cgap.nci.nih.gov). Aufgrund
der nachgewiesenen tumorsuppressiven Eigenschaften von LIN-9 iiberrascht es, dass LIN-9
eine entscheidende Rolle in der Proliferation und Aktivierung von Zellzyklusgenen spielt.
Diese Funktion ldsst vermuten, dass die deregulierte Expression von LIN-9 eine positive
Rolle in der Tumorgenese spielen konnte. Es wire zu iiberpriifen, ob die Uberexpression von
LIN-9 die Proliferation der Zellen beschleunigt.

Eine plausible Erkldrung fiir die mogliche Ambivalenz der LIN-9 Eigenschaften wire, dass
LIN-9, wie z.B. E2F1, KLF4 und TGFp, zu einer Gruppe von Proteinen gehort, welche in
Abhingigkeit vom genetischen und zelluliren Kontext sowohl tumorsuppressive als auch

onkogene Eigenschaften besitzen (Rowland and Peeper, 2006).

Interessant ist, dass einige der von LIN-9 aktivierten G2/M-Gene fiir Proteine codieren,
welche bedeutend fiir die Aufrechterhaltung der Euploidie und chromosomalen Stabilitét sind.
So fordert z.B. PLK1 nicht nur den Ubergang von der G2-Phase in die Mitose, indem es die
Aktivitdit von Cyclin B/CDC2 reguliert, sondern ist zudem wichtig fiir den korrekten
Zusammenbau der bipolaren mitotischen Spindel, fiir die ordnungsgeméfe Segregation der
Schwesterchromatiden und fiir den Ablauf der Zytokinese (Lane and Nigg, 1996; Takai et al.,
2005; van Vugt and Medema, 2005). Survivin (BIRCS), CENP-E, Aurora A und BUBI sind
Bestandteile des mitotischen Spindel-Checkpoints. Dieser iiberpriift wihrend der Metaphase
die Anheftung der Chromosomen an die mitotische Spindel und stellt somit sicher, dass die
Schwesterchromatiden wihrend der Anaphase ordnungsgemil getrennt werden. (Andrews et
al., 2003; Carvalho et al., 2003; Lengauer and Wang, 2004; Lens and Medema, 2003; Meraldi
et al., 2004; Meraldi and Sorger, 2005; Tanudji et al., 2004; Weaver et al., 2003; Yang et al.,
2004).

Da der Verlust von LIN-9 u.a. zu einer Expressionsabnahme von Survivin, CENP-E, PLK1,
BUBI und Aurora A fiihrt, konnte dies einen Defekt des Spindel-Checkpoints zur Folge
haben. Dies konnte in einer fehlerhaften Segregation der Chromosomen resultieren und wiirde
zu einer Fehlverteilung der Chromosomen und damit zur Aneuploidie der Tochterzellen
fithren. Gezielte Untersuchungen, ob LIN-9 fiir den Erhalt der Euploidie wichtig ist, wurden

in dieser Arbeit nicht durchgefiihrt. In einzelnen Versuchsansédtzen waren jedoch schwache
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Anzeichen fiir das Auftreten von Aneuploidie nach Verlust von LIN-9 zu erkennen (Daten
nicht gezeigt). So lief sich z.B. in FACS-Analysen beobachten, dass die Depletion von LIN-9
zu einem geringfligigen Anstieg an Zellen mit einem DNA-Gehalt > 4n fiihrte. Zudem lieen
sich in Fluoreszenzfiarbungen mit Hoechst-Reagenz, in LIN-9 defizienten BJ-ET Zellen,
vereinzelt so genannte Anaphasebriicken erkennen. Anaphasebriicken konnen entstehen,
wenn ein Chromosom zwei oder mehrere Zentrosomen besitzt (Lengauer, 2001). In einem
solchen Fall kann es vorkommen, dass das Chromosom wéhrend der Anaphase, gleichzeitig
an die beiden entgegengesetzten Pole gezogen wird. Dadurch bildet das betroffene
Chromosom eine Art Briicke zwischen den beiden Polen. Normalerweise werden solche
Chromosomen auf keine der beiden Tochterzellen {ibertragen, was in einer unnormalen
Chromosomenanzahl dieser Zellen resultiert.

Die geschilderten Beobachtungen sind noch kein eindeutiger Beweis dafiir, dass der Verlust
von LIN-9 tatsdchlich zur Aneuploidie der Zellen fiihren kann. Weiterfithrende
Untersuchungen, zur Bestimmung der Chromosomenzahl und der Uberpriifung der
Funktionalitdt des mitotischen Checkpoints in LIN-9 Depletierten Zellen, erscheinen daher

sinnvoll.

Die Frage, ob der Verlust von LIN-9 tatsichlich zur Aneuploidie beitrdgt ist deshalb
interessant, da das Vorkommen von Aneuploidie ein verbreitetes Phdnomen in Tumorzellen
ist. Aneuploidie kann zur Anhdufung von Neumutationen und zur chromosomalen Instabilitét
filhren, was wiederum die Tumorgenese fordert (Kops et al., 2005; Rajagopalan and
Lengauer, 2004; Weaver et al., 2007). Es wire daher denkbar, dass es eine Anhdufung von
zusétzlichen Mutationen nach LIN-9 Verlust den Zellen ermdglicht, dem beobachteten
Wachstumsdefekt zu entkommen und verankerungsunabhingig zu wachsen. Demzufolge
wiirde die Funktion von LIN-9 in der Regulation der G2/M-Gene nicht nur eine Rolle als
Onkogen befiirworten, sondern konnte auch die tumorsuppressiven Eigenschaften von LIN-9
erklaren (sieche Abb. 5.1.). Um diese Hypothese zu iiberpriifen wire es hilfreich, die
Expression der G2/M-Gene nach LIN-9 Depletion in dem BJ-ET Zellsystem (Depletion von
LIN-9 und p53, bei gleichzeitiger Uberexpression von SV40 small t und RASV12) zu
untersuchen, indem der Tumorsuppressor-Phénotyp von LIN-9 zu erkennen ist. In diesem
Zusammenhang ldsst sich dariiber spekulieren, ob die von Gagrica und Kollegen im
BJ-Zellsystem beobachteten tumorsuppressiven Eigenschaften von LIN-9 tatsichlich auf die

Interaktion mit pRB zuriickzufiihren oder (teilweise) davon unabhéngig sind.
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ERHALT DER EUPLOIDIE:
Aktivierung von mitotischen Checkpointgenen

ZELLZYKLUS:
Aktivierung von G2/M-Genen

/

pRB —— > DIFFERENZIERUNG/TRANSFORMATION:
Tumorsuppressor  ativierung von differenzierungsspezifischen Genen
? Inhibition der Zelltransformation

Abb. 5.1.: Modell fiir die Rolle von LIN-9 als Tumorsuppressor und Onkogen. Durch die
Interaktion mit B-MYB besitzt LIN-9 sowohl tumorsuppressive, als auch onkogene Eigenschaften.
Onkogen: LIN-9 aktiviert zusammen mit B-MYB die Expression G2/M-spezifischer Gene und fordert
dadurch die Zellproliferation. Tumorsuppressor: LIN-9 aktiviert die Expression mitotischer
Checkpointgene und fordert dadurch den Erhalt der Euploidie und chromosomalen Stabilitit.
Unabhéngig von diesen Funktionen, interagiert LIN-9 mit pRB und kooperiert mit diesem in der
Aktivierung differenzierungsspezifischer Gene und in der Inhibition der Zelltransformation. Es wére
jedoch moglich, dass der in BJ-ET Zellen beobachtete Tumorsuppressor-Phénotyp unabhéngig von der
Interaktion mit pRB ist und auf der Aktivierung der mitotischen Checkpointgene beruht (Details siche
Text).

Um zu kldren, ob und welche Rolle LIN-9 in der Tumorgenese spielt, erscheint es sinnvoll,
die Expression von LIN-9 in verschiedenen humanen Tumoren zu untersuchen. Es gibt erste
Hinweise die zeigen, dass in 40 — 50 % der Fille LIN-9 in Ovar- und Uterustumoren
iberexprimiert ist, was die Rolle von LIN-9 als Onkogen unterstreicht (durchgefiihrt von
Prof. Dr. Stefan Gaubatz). Ein besser geeignetes Modellsystem zur Untersuchung der
biologischen Funktion von LIN-9 in der Tumorgenese, aber auch in Hinblick auf seine Rolle
in der Differenzierung und Entwicklung stellen Untersuchungen an Tiermodellen dar. Die
weitere Erforschung der biologischen und molekularbiologischen Funktionen von LIN-9
konnte neue interessante Erkenntnisse iiber die Regulation verschiedener zelluldrer Prozesse

offenbaren.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

6.1. Deutsche Zusammenfassung

Das humane LIN-9 wurde zuerst als pRB-interagierendes Protein beschrieben und spielt eine
Rolle als Tumorsuppressor im Kontext des pRB-Signalweges. Uber die molekulare Funktion
von LIN-9 ist jedoch wenig bekannt. Die Homologe von LIN-9 in D. melanogaster und in
C. elegans, sind an der transkriptionellen Regulation verschiedener Genen beteiligt. Dies und
die Tatsache, dass LIN-9 mit pRB in der Aktivierung differenzierungspezifischer Gene
kooperiert, lieB vermuten, dass humanes LIN-9 einen bedeutenden Einfluss auf die
transkriptionelle Regulation von Genen haben konnte. Priméres Ziel dieser Arbeit war daher
die Identifizierung LIN-9 regulierter Gene. Dazu sollte mit Hilfe von cDNA-Microarray
Analysen, das Genexpressionsprofil LIN-9 depletierter primérer humaner Fibroblasten
(BJ-ET Zellen) im Vergleich zu Kontrollzellen untersucht werden. Hierfiir wurde zunéchst
ein RNAi-basierendes System etabliert, um die posttranskriptionelle Expression von LIN-9 in
BJ-ET Zellen effizient zu reprimieren. Auf dem Ergebnis der cDNA-Microarray Analysen
aufbauende Untersuchungen sollten Aufschluss iiber die molekularbiologische Funktion von
LIN-9 geben.

In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass der Verlust von LIN-9 zu einer
verminderten Expression einer Gruppe G2/M-spezifischer Gene fiihrt, deren Produkte fiir den
Eintritt in die Mitose benotigt werden. Bekannt war, dass ein Teil dieser Gene durch den
Transkriptionsfaktor B-MYB koreguliert wird. Zudem konnten Untersuchungen in unserem
Labor eine Interaktion von LIN-9 und B-MYB auf Proteinebene, sowie die Bindung beider
Proteine an die Promotoren der LIN-9 regulierten G2/M-Gene nachweisen. Dies lésst
vermuten, dass LIN-9 und B-MYB gemeinsam die Expression der G2/M-Gene kontrollieren.

Die verminderte Expression von G2/M-Genen in LIN-9 bzw. B-MYB depletierten Zellen geht
mit einer Reihe phénotypischer Verdnderungen einher, wie einer deutlich verlangsamten
Proliferation und einer Akkumulation der Zellen in der G2/M-Phase. Mit Hilfe eines
Durchflusszytometers erstellte Zellzykluskinetiken ergaben, dass die Progression LIN-9 bzw.
B-MYB depletierter Fibroblasten von der S-Phase durch die G2/M-Phase und in die nichste
G1-Phase deutlich verzdgert ist. Es konnte weder ein Arrest dieser Zellen in der Mitose noch
eine veridnderte Lange der S-Phase nach LIN-9 oder B-MYB Depletion festgestellt werden.
Daher ist die verlangsamte Zellzyklusprogression nach LIN-9 bzw. B-MYB Verlust
hochstwahrscheinlich auf einen Defekt in der spdten G2-Phase zuriickzufithren, welcher in

einem verzogerten Eintritt in die Mitose resultiert.
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Diskussion

In D. melanogaster und in C. elegans sind die Homologe von LIN-9 und B-MYB zusammen,
als Bestandteile hoch konservierter RB/E2F-Komplexe, an der Regulation von Genen
entscheidend beteiligt. Daher liegt es nahe, dass im humanen System LIN-9 und B-MYB
ebenfalls Bestandteile eines dhnlichen Komplexes sind und dadurch die Aktivierung der
LIN-9 abhingigen G2/M-Gene vermitteln.

Die Tatsache, dass LIN-9 sowohl als Tumorsuppressor, als auch als positiver Regulator des
Zellzyklus fungiert, ldsst vermuten, dass LIN-9 zu einer stetig grofler werdenden Gruppe von
Proteinen gehort, welche in Abhédngigkeit vom zelluldren und genetischen Kontext sowohl

tumorsuppressive als auch onkogene Funktionen besitzen.

Schliisselworter: LIN-9; B-MYB; Zellzyklus; G2/M-Ubergang; Mitose; Transkription
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Diskussion

6.2. English Summary

The human LIN-9 Protein was first identified as a novel pRB-interacting Protein which acts
as a tumorsuppressor in context of the pRB-pathway. But the molecular function of LIN-9 is
poorly unterstood. The homologs of LIN-9 in D. melanogaster and C. elegans are required for
the transcriptional regulation of different genes. This and the fact, that LIN-9 cooperates with
pRB in the activation of differentiation specific genes let to the hypothesis, that human LIN-9
could play an important role in the transcriptional regulation of genes. Thus, the primary goal
of this thesis was to identify genes which are regulated by LIN-9. For that purpose, the
genexpression profiles of LIN-9 depelted primary human fibroblasts (BJ-ET cells) in
comparison to control cells should be analyzed by a cDNA-microarray approach. Therefor an
RNAi-based system was established, that efficiently represses the posttranscriptional
expression of LIN-9 in BJ-ET cells. Based on the outcome of the cDNA-microarray analysis,

further studies should provide more informations about the molecular function of LIN-9.

It was possible to show, that the loss of LIN-9 leads to a reduced expression of a cluster of
G2/M-specific genes, whose products are required for timely entry into mitosis. It was known,
that some of these genes are coregulated by the transcriptionfactor B-MYB. Moreover, studies
in our lab account for the interaction of LIN-9 and B-MYB on protein level and the binding of
both proteins to the promotors of LIN-9 regulated G2/M-genes.

The reduced expression of these genes is accompanied by phenotypically changes, such as
strongly impaired proliferation and an accumulation of these cells in the G2/M-Phase. Cell
cycle kinetics generated by flowcytometry revealed that the progression of LIN-9 or B-MYB
depleted cells from S-phase to G2/M-phase and into the next G1-Phase is significantly
delayed. Depletion of LIN-9 or B-MYB results neither in an arrest in mitosis nor in a
significantly changed S-phase length of these cells. This indicates that the slowed progression
is most likely due to a defect in the late G2-phase, which results in a delayed entry into

mitosis.

The homologs of LIN-9 and B-MYB in D. melanogaster and C. elegans act together as
subunits of highly conserved RB/E2F-complexes in the regulation of genes. This let to the
suggestion, that LIN-9 and B-MYB are also components of a similar complex in humans and
thereby mediate the activation of LIN-9 regulated G2/M-genes.

Because LIN-9 acts as a tumorsuppressor in the pRB-pathway as well as an positive regulator
of the cell cycle, it seems that LIN-9 belongs to an increasing group of proteins, which

function as context dependent tumorsuppressors and oncogenes.

Keywords: LIN-9; B-MYB; cell cylce; G2/M-transition; mitosis; transcription
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7 ANHANG

Tabelle Al: Liste der nach LIN-9 Depletion vermindert exprimierten Gene. Angegeben sind alle
Gene, die nach Verlust von LIN-9 im Vergleich zu Kontrollzellen um mindestens das 1,41-fache
herrunterreguliert waren (X-fache Anderung der Expression in LIN-9 depletierten BJ-ET Zellen im
Vergleich zu Kontrollzellen). E2F bzw. B-MYB Zielgene und B-MYB regulierte Gene im Zebrafisch
sind als solche gekennzeichnet.

Symbol Unigene X-fache Genname Funktion E2F B-MYB | Zebrafisch
ID Anderung Zielgen | Zielgen B-MYB
Zielgen
UBE2C Hs.93002 -2,09 Ubiquitin-conjugating enzyme E2C Mitose Ja1)2)
BIRC5 Hs.514527 -1,99 Baculoviral IAP repreat-containing 5 (survivin) Mitotischer Checkpoint | Ja 3) 4) Ja 5)
FLOT1 Hs.179986 -1,93 Flotilin 1 Differenzierung
CDC2 Hs.334562 -1,93 Cell division cycle 2, G1to Sand G2to M Mitose Ja 3) 6) Ja9) Ja 5)
7)8)9)
Cep55 Hs.14559 -1,88 Centrosomal protein, 55 kDa Zytokinese Ja 5)
CCNA2 Hs.58974 -1,74 Cyclin A2 S/G2 Ja 3) 8) Ja9)
9)
CCNB1 Hs.23960 -1,72 Cyclin B1 Eintritt in die Mitose Ja 3) 6) Ja9) Ja 5)
7)9)
HMMR Hs.72550 -1,66 Hyaluronan-mediated motility receptor (RHAMM) | Extrazellulare Matrix
CCT4 Hs.421509 -1,66 Chaperonin containing TCP1, subunit 4 (delta) Stress/Protein Faltung
DPYD Hs.335034 -1,63 Dihydropyrimidine dehydrogenase Nukleotidmetabolismus
H2AFX Hs.477879 -1,60 H2A histone family, member X DNA-Schaden
KIAA0101 Hs.81892 -1,57 KIAA0101 unbekannt
LAP2 Hs.11355 -1,56 Lamin associated polypeptide 2 Mitose Ja 10)
TRIM59 Hs.212957 -1,55 Tripartite motif-containing 59 Unbekannt
CENPE Hs.75573 -1,55 Centromere protein E, 312 kDa Mitose Ja1)3)
SSX2IP Hs.22587 -1,54 Synovial sarcoma, X breakpoint 2 interacting | Unbekannt
protein
GNA11 Hs.73797 -1,53 Guanine nucleotide binding protein alpha 11 Entwicklung
MPO Hs.458272 -1,52 Myeloperoxidase Differenzierung
EBPL Hs.433278 -1,50 Emopamil binding protein-like Unbekannt
RPL22L1 Hs.380933 -1,50 Ribosomal protein L22-like1 Unbekannt
EST Hs.597712 -1,50 Transcribed locus Unbekannt
BUB1 Hs.469649 -1,49 BUB1 budding uninhibited by benzimidazoles 1 | Mitotischer Checkpoint Ja 3) 6) Ja 5)
homolog
EST Hs.45091 -1,49 Transcribed locus unbekannt
DLG7 Hs.77695 -1,49 Discs, large homolog 7 (Drosophila) unbekannt Ja 5)
IGFBP6 Hs.274313 -1,49 Insulin-like growth factor binding protein 6 Wachstum/Proliferation
RAP2C Hs.119889 -1,49 RAP2C, member of RAS oncogene familiy Signaltransduktion
TMSB4XX Hs.522584 -1,48 Thymosin, beta4, X-linked Differenzierung
AURKA Hs.250822 -1,47 Serin/Threonin kinase 6/Aurora A Mitose
PLK1 Hs.592049 -1,47 Polo-like kinase 1 (Drosophila) Eintritt in die Mitose Ja1)
11)
ARPC3 Hs.524741 -1,46 Actin related protein2/3 complex, subunit 3, 31 | Zellorganisation
kDa
FBN2 Hs.519294 -1,45 Fibrillin 2 Differenzierung
TMSB4Y Hs.159201 -1,44 Thymosin, beta4, X-linked Differenzierung
FEZ2 Hs.258563 -1,44 Fasciculation and elongation protein zeta 2 | Differenzierung
(zygin II)
EST Hs.597480 -1,42 Transcribed locus Unbekannt
EST Hs.597144 -1,42 Transcribed locus Unbekannt
cDNA Hs.3353 -1,42 cDNA clone CSODL0O05YA15 Unbekannt
Literatur:

1) Ren, B., Cam, H., Takahashi, Y., Volkert, T., Terragni, J., Young, R.A. and Dynlacht, B.D.
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checkpoints. Genes Dev, 16, 245-256.
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Tabelle A2: Liste der nach LIN-9 Depletion verstirkt exprimierten Gene. Angegeben sind alle
Gene, die nach Verlust von LIN-9 im Vergleich zu Kontrollzellen um mindestens das 1,41-fache
hochreguliert waren (X-fache Anderung der Expression in LIN-9 depletierten BJ-ET Zellen im
Vergleich zu Kontrollzellen).

Symbol Unigene ID Fold change Genname Funktion

ADFP Hs.3416 2,59 Adipose differentiation-related protein Differenzierung

PIK3R4 Hs.149032 2,05 Phosphoinositide-3-kinase, regulatory subunit 4, p150 Untereinheit des PI3K Komplex; Membrantransport

CDK6 Hs.119882 2,04 Cyclin-dependent kinase 6 Zellzyklus

IGFBP3 Hs.450230 1,99 Insulin-like growth factor binding protein 3 Wachstum/Proliferation

PPP3CC Hs.583906 1,91 Protein phosphatase 3, catalytic subunit, gamma isoform Differenzierung

SLC3A2 Hs.502769 1,90 Solute carrier family 3, member 2 T-Zell Aktivierung

GREM1 Hs.40098 1,87 Gremlin 1, cysteine knot superfamily, homolog (Xenopus laevis) Entwicklung

CDKN1A Hs.370771 1,86 Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21, Cip1) Zellzyklus

ANGPTL4 Hs.9613 1,83 Angiopoietin-like 4 Angiogenese

INSIG1 Hs.520819 1,78 Insulin induced gene 1 Cholesterol Stoffwechsel

EIF4A1 Hs.129673 1,77 Eukaryotic translation initiation factor 4A, isoform 1 Translation

PAPPA Hs.494928 1,77 Pregnancy-associated plasma protein A, pappalysin 1 Proliferation/Wundheilung/Knochenumbau

GTF3C4 Hs.22302 1,73 General transcriptionfactor IIIC, polypeptide 4 Transkription

TEX264 Hs.517864 1,69 Testis expressed sequence 264 Unbekannt

SCD Hs.558396 1,67 Stearoyl-CoA desaturase (delta-9-desaturase) Fettsaure-Stoffwechsel

YIF1A Hs.446445 1,67 Yip1 interacting factor homolog A (S. cerevisiae) Unbekannt

SLC38A2 Hs.221847 1,65 Solute carrier family 38, member 2 Aminoséaure Transport

CYP1B1 Hs.154654 1,60 Cytochrome P450, family 1, subfamily B, polypeptide 1 Stoffwechsel/Entwicklung

MFAP2 Hs.519702 1,60 Microfibrillar-associated protein 2 Extrazellulare Matrix

CYFIP2 Hs.519702 1,59 Cytoplasmic FMR1 interacting protein 2 Unbekannt

FBX032 Hs.403933 1,57 F-box protein 32 Degradation wahrend Skelettmuskel Athrophie

ATP2B4 Hs.343522 1,57 ATPase, Ca++ transporting, plasma membrane 4 Ca "Transport

TDG Hs.584809 1,67 Thymine-DNA glycosylase DNA-Reparatur

FAF1 Hs.530402 1,56 Fas (TNFRSF6) associated factor 1 Transkription

COL3A1 Hs.443625 1,56 Collagen, type lll, alpha 1 Extrazellulare Matrix/Cardiovasculare Entwicklung

CITED2 Hs.82071 1,55 Cbp/p300-interacting transactivator, with Glu/Asp-rich carboxy- | Transkriptionsfaktor/Hypoxie/Entwicklung
terminal domain, 2

IER3 Hs.591785 1,55 Immediate early response 3 Antiapoptotisch/Cardiovasculare Entwicklung

JOSD3 Hs.355750 1,54 Josephin domain containing 3 Unbekannt

FAS Hs.244139 1,53 Fas (TNF receptor superfamily, member 6) Signalweg

FDPS Hs.335918 1,52 Farnesyl diphosphate synthase Stoffwechsel

SEPT4 Hs.287518 1,51 Septin 4 Strukturprotein/Signalweg

ERP29 Hs.75841 1,51 Endoplasmic reticulum protein 29 Stress/Transport

LRRC56 Hs.567655 1,51 Leucine rich repeat containing 56 Unbekannt

SERPINA5 Hs.510334 1,50 Serpin peptidase inhibitor, clade A, member 5 Unbekannt

RCC2 Hs.380857 1,50 Regulator of chromosome condensation 2 Mitose/Zytokinese

SERPINE2 Hs.38449 1,49 Serpine peptidase inhibitor, clade E Entwicklung

IFRD1 Hs.7879 1,49 Interferon-related developmental regulator 1 Muskelentwicklung/Differenzierung

CUL5 Hs.440320 1,49 Cullin 5 Zellzyklus, G1/S-Ubergang

PPM2C Hs.22265 1,49 Proteinphosphatase 2C, magnesium dependent, catalytic subunit Stoffwechsel

C8orf4 Hs.591849 1,49 Chromosome 8 open reading frame 4 Differenzierung/Wachstum

PSPC1 Hs.213198 1,48 Paraspeckle component 1 Unbekannt

TBX3 Hs.129895 1,46 T-Box 3 Transkription/Entwicklung

BHLHB3 Hs.177841 1,46 Basic helix-loop-helix domain containing, class B, 3 Differenzierung/Hypoxie

WDRS81 Hs.234572 1,46 WD repeat domain 81 Unbekannt

TROVE2 Hs.288178 1,46 TROVE domain family, member 2 RNA Stabilisierung

ERVWE1 Hs.567490 1,45 Endogenous retroviral family W, env(C7), member 1 (syncytin) Embryogenese

WNT5A Hs.561260 1,45 Wingless-type MMTV integration site family, member 5A Entwicklung

ZNF532 Hs.529023 1,45 Zinc finger protein 532 Transkription

unbekannt Hs.597273 1,45 Transcribed locus Unbekannt

COX6A1 Hs.497118 1,45 Cytochrome c oxidase subunit Vla polypeptide 1 Elektronentransport

cDNA Hs.28792 1,45 CDNA FLJ11041 fis, clone PLACE1004405 Unbekannt

BTG1 Hs.255935 1,44 B-cell translocation gene 1, anti-proliferative Proliferation

RXRB Hs.388034 1,44 Retinoid X receptor, beta Transkription

DDB2 Hs.446564 1,44 Damage-specific DNA binding protein 2, 48kDa DNA-Reparatur

FAM46A Hs.10784 1,44 Family with sequence similarity 46, member A Unbekannt

MKLN1 Hs.44693 1,44 Muskelin 1, intracellular mediator containing kelch motifs Cell spreading

STOM Hs.253903 1,44 Stomatin Strukturprotein

EST Hs.634275 1,44 Transcribed locus Unbekannt

EST Hs.596676 1,43 Transcribed locus Unbekannt

ACADSB Hs.81934 1,43 Acyl-Coenzyme A dehydrogenase, short/branched chain Fettsdure/Aminosaure-Stoffwechsel

MRPS18B Hs.274417 1,43 Mitochondrial ribosomal protein S18B Translation

ZFR Hs.591749 1,43 Zinc finger RNA binding protein Unbekannt

HBEGF Hs.799 1,43 Heparin-binding EGF-like growth factor Proliferation/Entwicklung

NDST2 Hs.65135 1,42 N-deacetylase/N-sulfotransferase (heparan glucosaminyl) 2 Unbekannt

PRO0149 Hs.221497 1,42 PRO0149 protein Unbekannt

ZNF205 Hs.592088 1,42 Zinc finger protein 205 Transkription

DYRK3 Hs.164267 1,42 Dual-specificity tyrosine-(Y)-phosphorylation regulated kinase 3 Wachstum/Entwicklung
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Schematische Darstellung der
Datensiitze. Gezeigt sind alle 12 Hybridisierungen aus den 3 unabhéngigen cDNA-Microarray-

Analysen (Details siehe Kapitel 4.1.2.). Sdmtliche Details tiber Versuchsaufbau, Durchfiihrung und
Auswertung, sowie die Rohdaten aller 3 Microarrays sind mit dem Zugangscode ,,E-MEXP-752% iiber

Abb. A1

die Internetseite http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/ abrufbar.
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Abkiirzungen

8 ABKURZUNGEN

°C Grad Celsius

" mikro

In einfacher DNA-Gehalt

2D zweidimensional

2n zweifacher DNA-Gehalt

A Absorption

aadUTP Aminoallyl Desoxyribouridintriphosphat
Abb. Abbildung

ad auffiillen auf

APS Ammoniumpersulfat

bp Basenpaare

BrdU Bromodesoxyuridin

BSA Rinderserumalbumin (bovine serum albumine)
cDNA copy DNA

CDK Cyclin abhingige Kinase

ChIP Chromatin-Immunprézipitation
Ci Curie

dATP Desoxyriboadenosintriphosphat
ddH20 bidestilliertes Wasser

DEPC Diethylpyrocarbonat

DMEM Dubelcco’s Modified Eagel Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure

dNTP Desoxyribonukleotidtriphosphat
DOC Natrium-Deoxycholat

ds doppelstrangig

DTT Dithiothreitol

Eco ekotropher Rezeptor

EDTA Ethylen-Diamin-Tetraacetat
ESB Elektrophoreseprobenpuffer

et al. und andere (et altera)

FACS Fluorescent Activated Cell Sorting
FCS Foetal Bovine Serum

FDR False Discovery Rate

g Gramm

g Gravitationskonstante

GFP Green Fluorescent Protein

h Stunde

HAT Histonacetylase

HDAC Histondeacetylase

HRP Horse radish peroxydase

HU Hydroxyurea

1P Immunpréizipitation
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nm
PBS

PCR

PI

pmol
PMSF
qPCR
gRT-PCR

RNA
RNAI
RNase

RT
SAM
SDS
sek

Ser
shRNA
siRNA
ss
SynMuv
TAE
TE

Tris

uv
v/iv
VPCs
WB

w/v

Kilo

knock down

Kilobasenpaare

Kilodalton

Kontrolle

Liter

Losung

milli

Molar (mol/1)

Minimal Information about a Microarray Experiment
Minute

messenger RNA

nano

Nanometer

Phosphate Buffered Saline
Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
Proteaseinhibitor Cocktail

Picomol
Phenyl-Methan-Sulphonyl-Fluorid
quantitative PCR

quantitative reverse Echtzeit PCR
Relative Movement
Ribonukleinséure

RNA Interferenz

Ribonuklease

Umdrehung pro Minute (revolutions per minute)
Raumtemperatur

Significance Analysis of Microarrays
Natriumdodecylsulfat

Sekunden

Serin

short hairpin RNA

small interfering RNA
einzelstringig

Synthetic Multivulva
Tris-Acetat-EDTA-Puffer
Tris-EDTA
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Einheit (unit)

Ultraviolett
Volumen/-Volumenverhéltnis

Vulva Precursor Cells

Western Blot

Gewichts/-Volumenverhéltnis
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