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Kapitel 1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Krebs — eine Krankheit des Genoms

Der Begriff Krebs wurde vermutlich von Hippokrates (ca. 460-370 v. Chr.) als
erstes eingefuhrt. Hippokrates beschrieb in seinem Werk ein Brustgeschwiir,
das Ahnlichkeit mit den Beinen eines Krustentieres aufwies (Corpus
Hippokratikum). Der von griechischen Heilkundlern um 300 v. Chr. gepragte
Begriff fur &aulerlich sichtbares Zellwachstum ist bis ins 21. Jahrhundert
erhalten geblieben und steht weiterhin fir Erkrankungen, die mit einer
Ubermalligen Vermehrung von Zellen einhergehen. Nach dem heutigen
Verstandnis hat Krebs seinen Ursprung in einer einzigen Zelle, die die Fahigkeit
zur unbegrenzten, unkontrollierten und autonomen Vermehrung erlangt hat
(Hanahan und Weinberg, 2000; Campisi, J., 2003). Zudem sind diese Zellen in
der Lage, invasiv ins Gewebe einzudringen und reagieren auf aul3ere
wachstumshemmende Signale nicht mehr (Campisi, J., 2003). Ursache fir
dieses Wachstumsverhalten von Zellen sind Veranderungen der DNA. Sie
konnen endogen z.B. durch zuféllige Replikationsfehler wahrend der DNA-
Synthese innerhalb des Zellzyklus entstehen. Die spontane Mutationsrate im
Menschen betragt durchschnittlich 5x10™** Mutationen pro Zellteilung (Drake,
J.W., 1998). Aber auch bei dem normalen Metabolismus in der Zelle zur
Energiebereitstellung fallen Sauerstoffradikale an, die zur DNA-Schéadigung
fuhren (Burcham, P.C. 1999; Marnett und Plastaras, 2001). Exogene Noxen
(z.B. radioaktive Strahlung, UV-Strahlung, virale Infektionen) fiilhren ebenfalls
zu Mutationen in Keimzellen und somatischen Zellen (Kazakov et al., 1992;
Sarasin, A., 1999; zur Hausen, H. 1999). Ebenso kdénnen Mutationen der DNA
bereits in der Keimbahn angelegt worden sein. Es existieren ca. 100 familiare
Krebs-Syndrome, bei denen Mutationen in der Keimbahn nachgewiesen
wurden. (z.B. Familidare adenomatése Polyposis, Li-Fraumeni-Syndrom,
Neurofiboromatose) (Harrisons, Innere Medizin, 2002). Der Zusammenhang
zwischen Verédnderungen im Genom und der Kanzerogenese wurde erstmals
von Boveri 1914 postuliert (Boveri, 1914). Auf der Grundlage von Boveris
Theorie konnten drei Klassen von Genen charakterisiert werden,
die bei der Krebsentstehung involviert sind (Vogelstein, B. et al., 2000; Sherr,
C.J., 2004). Dazu gehort die Gruppe der Onkogene. Als Protoonkogene
fordern sie normales  Zellwachstum. Wird diese Gruppe von
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Genen durch Punktmutationen, Amplifikation oder Dysregulation aktiviert, kon -
vertiert sie zum Onkogen und fihrt zum unkontrollierten Zellwachstum
(Weinberg, R.A., 1989). Das GTP bindende Ras ist ein Beispiel fir ein
Onkogen, welches in vielen humanen Tumoren z.B. Pankreas-Ca, Mamma-Ca,
Kolon-Ca und Lungenkrebs aktiviert ist (Anderson et al., 1992). Eine andere
Gruppe von Genen, die zur Malignomentstehung beitragen, sind DNA-
Reparaturgene. Sie schitzen das Genom vor Mutationen (Lindahl und Wood,
1999; Campisi, J., 2003). Tumorsuppressorgene sind als dritte Gruppe von
Genen bei der Krebsentstehung involviert. Tumorsuppressorproteine kénnen
unter anderen als Wachstumsbremse fir die Zelle agieren, indem sie den
Zellzyklus Arrest initiieren, den Programmierten Zelltod (Apoptose) auslésen
oder die Teilung der Zelle verhindern (Vogelstein et al., 2000). Das
Retinoblastom Protein wurde als erstes Tumorsuppressorprotein in
Retinoblastomen identifiziert und ist bei der Regulation des Zellzyklus beteiligt
(Friend et al., 1986; Lee et al, 1987; Fung et al., 1987; Weinberg, R.A., 1995).
Knudson hat 1971 fir das Retinoblastom als Tumorsuppressorgen die ,two hit
hypothesis* eingeflihrt, die davon ausgeht, dass ein mutiertes Allel eines
Tumorsuppressorgenes nicht ausreicht fur das maligne Wachstum von Zellen.
Erst der Verlust der Heterozygotie fir das Tumorsuppressorgen (LOH) induziert
malignes Wachstum (Knudson, 1971). Allerdings lasst sich Knudsons ,two hit
hypothesis® nicht auf alle Tumorsuppressorgene anwenden. Es gibt
Tumorsuppressorgene bei denen eine Haploinsuffizienz (z.B. APC, p27<PY)
bereits zu Tumorwachstum fihrt (Paige, 2003).

Die Transformation somatischer Zellen in Tumorzellen wurde von Peter Nowell
als mehrschrittigen Prozess beschrieben (Nowell, P., 1976). 5 bis 10
Mutationen mussen im Genom akkumulieren, um malignes Wachstum von
somatischen Zellen induzieren zu kénnen (Hanahan und Weinberg, 2000).

Die Zelle verfugt grundsatzlich tGber zwei Prinzipien der Tumorsuppression
(Campisi, J., 2003). Ein Mechanismus verlauft Uber ,caretaker Proteine”, die
die Integritat des Genoms schiitzen (z.B. RECQ-like Helicase) (Karow et al.,
2000). Der andere Mechanismus benutzt sog. ,gatekeeper Proteine”, die die
Zellproliferation beeinflussen, potentielle Krebszellen eliminieren oder eine
weitere Teilung dieser Zellen unterbinden (Kinzler und Vogelstein, 1997). p53

und Rb sind wichtige Tumorsuppressorproteine, die als ,gatekeeper”, tUber die
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weitere Existenz der Zelle entscheiden (Campisi, J., 2003). Zellen kdnnen durch
Apoptose aus dem Gewebe eliminiert werden oder sie nehmen einen Ruhe -
zustand an (Seneszenz), der sie zu einer weiteren Zellteilung nicht mehr
befahigt (Reed, J.C., 1999; Campisi, J., 2001). Die Seneszenz wurde erstmals
1961 von Hayflick und Moorhead beobachtet, die mit diesem Begriff der
.Zellalterung” den terminalen Teilungsstopp bei kultivierten Fibroblasten nach
einer bestimmten Anzahl von Zellteilungen charakterisierten (Hayflick und
Moorhead, 1961). Der zugrunde liegende Mechanismus fur diese Form der
Seneszenz ist die Verkirzung der Telomeren mit jeder Zellteilung (Harley et al.,
1990).

Zellularer Stress, aktivierte Onkogene und reaktive Sauerstoffspezies
induzieren eine telomer-unabhangige Form der Seneszenz als
Tumorsuppressor-Mechanismus bei dem die Zelle weiter lebt, aber sich nicht
mehr teilen kann (Serrano et al., 1997; Wright und Shay, 2001; Campisi, J.,
2001). Die onkogen-induzierte Seneszenz ist ein wichtiger Mechanismus der
das Wachstum von pramalignen Zellen verhindert (Michaloglou et al., 2005;
Braig et al., 2005; Collado et al., 2005). Des weiteren werden seneszente,
Uberalterte Erythroyten von Makrophagen erkannt und elimiert (Ensinck et al.,
2006). Hier hat die Seneszenz eine physiologische Funktion in der

Erythrozytenphagozytose.

1.2 Der Zellzyklus und die Rb/E2F Interaktion

Die Entstehung von Krebs beginnt mit der Dysregulation des Zellzyklus, was zu
einer ungehemmten Zellvermehrung fuhrt (Vogelstein et al., 2000). Deshalb
unterliegt die Zellteilung strengen Kontrollmechanismen, um unerwinschtes
unkontrolliertes Zellwachstum, zu unterbinden. Zudem muss die Zelle in der
Lage sein, akut auf schadigende aul3ere Einflusse, die wahrend des Zellzyklus
auftreten kdnnen, zu reagieren. Irreversible DNA-Schaden kénnen dazu fuhren,
dass die Zellen an spezifischen Kontrollpunkten innerhalb des Zellzyklus
.stecken bleiben” oder die Zelle den programmierten Zelltod (Apoptose) auslost
(Kaina, B., 2003). Der Zellzyklus ist in seinem Ablauf genau festgelegt. Der
Eintritt der Zelle in die einzelnen Phasen des Zellzyklus wird durch Ubergangs-
und Kontrollpunkte initilert (Lundberg und Weinberg, 1999; Wassmann und
Benezra, 2001).
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Der Zellzyklus besteht aus vier Phasen (Pines, 1993). Nach Beendigung der
Mitose tritt die proliferierende Zelle in die G;-Phase ein (G= gap, eng. Licke). In
dieser Phase findet Zellwachstum statt, und die Zelle synthetisiert Proteine und
Bausteine als Vorbereitung auf die DNA-Replikation. Unter bestimmten
Bedingungen, z.B. Substratmangel, kénnen die Zellen von der G;i-Phase in
die Go-Phase eintreten und einige Zelltypen verharren in dieser Phase
lebenslanglich. Nach der G;-Phase folgt die S-Phase, in der die Synthese der
DNA stattfindet. Nach der S-Phase ist der Chromosomensatz der Zelle
tetraploid. Es folgt der Ubergang in die G,-Phase. Der G,-Phase schlieRt sich
die M-Phase als eigentliche Zellteilung an. Hierbei wird der tetraploide
Chromosomensatz auf zwei Zellen verteilt (Norbury und Nurse, 1992; Loffler,
Petrides, 1998).

Entscheidende Kontrollpunkte innerhalb des Zellzyklus sind beim Eintritt von
Zellen aus der Gy in die Gi-Phase, bei dem Gi/S Ubergang, bei dem G,/M
Ubergang und unmittelbar vor und nach der Mitose (Kastan und Bartek, 2004;
Shimada und Nakanishi, 2006). Eine Schlisselkomponente in der Kontrolle des
Zellzyklus ist das Retinoblastom Protein (pRb). Es gehort mit p107 und p130
zur Familie der Pocketproteine. Die Bezeichnung ,Pocketproteine” fir pRB,
pl07 und pl30 leitet sich von einer konservierten DNA Bindungsdomane
dieser Proteine ab, an die z.B Transkriptionsfaktoren (E2F) und virale
Onkoproteine binden kénnen (Whyte, P. et al., 1988; Dyson, N. et al., 1989).
pRb wird innerhalb des Zellzyklus durch Cdk/Cyclin Komplexe phosphoryliert
und kann als hyperphosphoryliertes Protein nicht mehr mit seinen
Interaktionspartnern wie z.B E2F Komplexe bilden (Weinberg, 1995; Sanchez
und Dynlacht, 1996). Wichtige biologische Funktionen von pRb sind die
Tumorsuppression und die Regulation des Zellzyklus. Uber 100 Proteine
interagieren mit dem pRb (Morris und Dyson, 2001). Die am haufigsten
untersuchten Bindungspartner von Rb sind die E2F Transkriptionsfaktoren. pRb
und der Transkriptionsfaktor E2F sind die Schlisselregulatoren bei dem G,/S-
Ubergang im Zellzyklus (Goodrich et al., 1991). Uber den Rb/E2F- Signalweg
wird die Transkription von E2F abhangigen Genen kontrolliert. Solange E2F an
pRb gebunden ist, wird die Transkription der E2F-abhéngigen Gene
unterbunden. Diese Bindung ist abhangig vom Phosphorylierungsstatus des
pRb (Chellappan et al., 1991). Wahrend der Go-Phase des Zellzyklus ist das

pRb gering phosphoryliert und liegt im Komplex mit E2F vor. In diesem
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Zustand wirkt E2F als Repressor der Transkription seiner Zielgene. In der
Gegenwart von Wachstumsfaktoren treten die Zellen zur Vorbereitung auf die
Zellteilung in den Zellzyklus ein. Gegen Ende der G;-Phase wird das pRb
hyperphosphoryliert und komplexiert nicht mehr E2F. Das ,freie®* E2F st
dann ein Transaktivator flr seine Zielgene (Rowland und Bernhards, 2006).
Mitogene Wachstumsfaktoren flihren zu einem Komplex aus Cyclin D mit
Cdk4/6. Dieser Cyclin D/Cdk4/6 aktivierte Komplex entsteht wahrend der friihen
G;-Phase und phosphoryliert pRb (Lundberg und Weinberg, 1999). Das
phosphorylierte pRb dissoziiert von E2F. Das freie E2F kann nun
transkriptionell aktiv werden und die Synthese von Zellzyklusregulatoren (z.B.
Cyclin E, Cyclin A) oder Enzyme fiur die DNA-Replikation
(Dihydrofolatreduktase, Thymidinkinase) freigeben (Trimarchi und Lees, 2001).
Die Cdk’s sind nur aktiv als Holoenzym in Komplexen mit den Cyclinen. Die
Aktivitat der Cyclin-und Cyclin E abhangigen Kinasen wird durch die ,Cip/Kip“
Familie der Cdk-Inhibitoren (CKI) reguliert (Sherr und McCormick, 2002). Zu
dieser Familie der Cdk-Inhibitoren gehéren p27P*, p21“P* und 575"? (Sherr
und Roberts, 1999). Proteine der INK4-Familie (p16™¢*?, p15™¢4 p18™NK4c ynd
p19"™K4) sind ebenfalls in der Lage die Aktivitat der Cyclin D abhangigen
Kinase zu inhibieren, und damit die Phosphorylierung der Proteine der Rb-
Familie zu unterbinden (Ruas und Peters, 1998; Roussel, 1999; Ortega et al.,
2002). In Abb. 1 wird die RDb/E2F Interaktion in Abh&ngigkeit der

Zellzyklusphasen schematisch dargestellt.

o\ UC
“ Phosphatase
(D

) T~ &
.

ﬁ{ @] @ dt

Zellzyklusphasen G1 S G2 M

Abb. 1. Regulation der E2F-Aktivitat durch die Phosphorylierung von pRb innerhalb des
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Zellzyklus. Der G4/S und der G,/M Kontrollpunkt sind mit einem roten Stern markiert.

1.2.1 Die E2F-Familie

E2F ist ein Schlusselregulator in der Progression des Zellzyklus, kann aber
auch durch Aktivierung seiner Zielgene unter bestimmten Bedingungen
Apoptose auslosen. Somit verfigt E2F Uber ,duale Funktionen“ (Adams und
Kaelin, 1996). Die apoptotische Wirkung von E2F neben der Zellzyklus-
Progression kann als Schutzsignal bei dem Vorhandensein von abnormen
Wachstumsstimuli verstanden werden.

E2F wurde als ein humanes DNA-Bindungsprotein, welches fur die E1A -
abhangige Aktivierung des E2 Promotors von Adenoviren verantwortlich ist,
entdeckt (Kovesdi | et al., 1986, Nevins, 1992). Der Name E2F steht deshalb fur
E2-Promotor Binding Factor. Mittlerweile sind acht Transkriptionsfaktoren der
E2F-Familie identifiziert worden: E2F-1 bis E2F-8. Fur die transkriptionelle
Aktivitat von E2F 1-5 ist die Heterodimerisierung mit einem weiteren Protein
notwendig. Der Dimerisierungspartner von E2F ist das DP-Protein (Girling et al.,
1993a, 1993b; Wu et al., 1995; Dyson, N. 1998). DP steht fir DNA-binding-
Protein. In Saugetieren wurden zumindest zwei Mitglieder der DP-Familie: DP-
lund DP-2, identifiziert, die Dimerisierungspartner von E2F sind. (Bandara et
al., 1994; Ormondroyd et al., 1995; Milton et al., 2006). Alle E2F und DP
Proteine, auch E2F-7 und E2F-8, verfigen uber eine konservierte DNA-
Bindungs-Domane (DBD) und eine Dimerisierungsdoméane (Dim). Die
Dimerisierungsdoméne umfasst den Leucin-Zipper und eine
Transaktivierungsdoméne, die als Marked Box bezeichnet wird (Lees et al.,
1993).

Die E2F Transkriptionsfaktoren lassen sich entsprechend ihrer funktionellen
und strukturellen Ahnlichkeiten in Subgruppen einteilen. Der schematische
Aufbau der E2F Transkriptionsfaktoren ist in Abb. 2 dargestellt. Zu der ersten
Subgruppe gehoéren: E2F-1, E2F-2 und E2F-3. Sie werden als ,aktivierende
E2F's* bezeichnet. Die ,aktivierenden E2F's“ spielen eine Rolle in der
Aktivierung ihrer Zielgene beim Ubergang der G; in die S-Phase des Zellzyklus
und in der Progression des Zellzyklus. Auf3er der DBD und der Dim mit Marked
Box besitzen diese E2F Proteine eine Cyclin A-Bindungs-Doméne (cA), eine

transkriptionelle Aktivierungsdomane, eine Rb-Bindungsstelle am C-Terminus
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und ein NLS (nuclear localization signal) (Bracken et al., 2004; Du und Pogriler,
2006). Als zweite Subgruppe werden E2F-4 und E2F-5 als repressive E2F's
eingestuft, da sie Repressoren fur ihre E2F Zielgene sind (Attwooll C. et al.,
2004; Du und Progriler 2006). Die repressiven ,E2F’s* haben die gleichen
Bindungsdoménen wie die erste Subgruppe aul3er der cA-Bindungsstelle und
dem NLS. Stattdessen sind die Transkriptionsfaktoren E2F-4 und E2F-5 mit
einem NES (nuclear export signal) ausgestattet. Die letzte Subgruppe
reprasentiert die Transkriptionsfaktoren E2F-6 bis E2F-8. Im Gegensatz zu den
beiden anderen Subgruppen haben E2F-6 bis E2F-8 keine Rb-Bindungs-
Sequenz am C-Terminus. Somit erfolgt ihre Regulation unabhangig von der Rb
Familie. E2F-1, E2F-2 und E2F-3 binden an pRb mit hoher Affinitdt. Die
Transkriptionsfaktoren E2F-4 und E2F-5 interagieren abhangig von der Zell -
zyklusphase vorwiegend mit p107 und p130 (Moberg et al., 1996; Ikeda et
al.,1996; Cress et al., 1993). E2F-4 kann zuséatzlich an das pRb binden. Die
biologischen Funktionen der E2F Transkriptionsfaktoren, ihre Interaktion mit
den entsprechenden Pocketproteinen und der Zeitpunkt ihrer Expression
innerhalb des Zellzyklus werden in Tab.1 zusammengefasst.

1.Subgruppe
NLS DBD Dim

E2F-1
E2F-2 EEEEEE B [TT 1
E2F-3

2.Subgruppe

E2F-4 } - mw T
E2F-5

3.Subgruppe

Ear-o m m e
E2F-7 (I n
E2F-8

Abb. 2 Schematischer Aufbau der humanen E2F Transkriptionsfaktoren
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Protein  Zeitpunkt Interaktion mit  Phase im Zellzyklus  NLS CyclinA/
der Expression Pocketprotein  im Komplex cdk2-
mit Pocketprotein Bindung

Aktivierende E2F’s: Proliferation, Apoptose

E2F-1  G,/S-Phase pRb GO, S, G, + +
E2F-2  G,/S-Phase pRb GO, S, G; + +
E2F-3  G4/S-Phase pRb GO, S, G, + +

Repressive E2F's: Differenzierung

E2F- 4  konstitutiv pRb, p107,p130 GO,S
E2F-5 konstitutiv pl107, p130 G0,S

E2F- 6: Entwicklung, Differenzierung

E2F-6 konstitutv =~ - e + -
E2F-7 konstitutv. =~ - e ) +
E2F-8

Tab.1: Schema der E2F Subgruppen mit ihren biologischen Funktionen und
spezifischen Bindungspartnern

1.2.2 E2F-1 induzierte Apoptose

E2F-1 kann sowohl die Proliferation beeinflussen, als auch Apoptose induzieren
(Adams und Kaelin, 1996; Bell und Ryan; 2004). In experimentellen Systemen
wurde beobachtet, dass E2F-2 und E2F-3 als aktivierende
Transkriptionsfaktoren ebenfalls in der Lage waren Apoptose aus zu losen
(Vigo et al, 1999; Bell et al.,, 2006). Die proapoptotische Aktivitat der
aktivierenden E2F Transkriptionsfaktoren kann die Antwort auf onkogenen
Stress sein, um pramaligne Zellen zu vernichten und somit ein Tumorwachstum
zu verhindern. Die Apoptoseinduktion durch E2F-1 konnte durch eine E2F-1
Uberexpression in vitro (Wu und Levine, 1994; Kowalik et al.,1998) und in vivo
(Holmberg et al., 1995; Pierce et al., 1998) beobachtet werden.

E2F-1 kann als Onkogen und zugleich als Tumorsuppressor angesehen
werden. Die onkogenen Eigenschaften von E2F-1 resultieren aus der
Regulation von Genen, die im Zellwachstum involviert sind (DeGregori et al.,
1995; Sherr, C.J. 1996). Die tumorsuppressive Funktion von E2F-1 konnte in
E2F-1" Mausen gezeigt werden. Diese haben eine hohere Resistenz

gegeniber apoptotischen Stimuli und haben eine hoéhere Inzidenz fir die
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Entwicklung von Tumoren (Yamasaki et al.,, 1996). Allerdings sind die
tumorsuppressiven bzw. die onkogenen Eigenschaften der aktivierenden E2F
Transkriptionsfaktoren immer abhangig von den gewahlten
Versuchsbedingungen (Pierce et al., 1999). So kdnnen in einem transgenen
Maus-Modell in Abh&ngigkeit von den gewahlten Versuchsbedingungen
onkogene oder tumorsuppressive Funktionen von E2F Transkriptionsfaktoren
beobachtet werden (Johnson und DeGregori, 2006).

In Zellen, die kein funktionelles p53 exprimieren, fihrte eine E2F-1
Uberexpression zu einer erhéhten Zytotoxizitat unter ionisierender Strahlung
(Pruschy et al., 1999; Meng et al., 1999). Eine Zunahme der Expression von
E2F-1 konnte als direkte Antwort der Zelle auf genotoxischen Stress, z.B. bei
der Exposition mit DNA-schadigenden Agenzien, beobachtet werden (Blattner
et al.,, 1999). Damit nimmt der Transkriptionsfaktor E2F-1 eine Funktion als
Schutzschalter ein, um bei einem Ausfall von Tumorsuppressorgenen oder in
Gegenwart von zellschadigenden Noxen eine Proliferation und malignes
Wachstum von Zellen zu unterbinden.

In vielen Tumoren des Menschen (SCLC, Ovarialkarzinom, Nierenzell-
Karzinom, Blasen-Karzinom, Sarkome, Retinoblastome) ist der
Tumorsuppressor Rb inaktiv (Horowitz et al., 1990; Ishikawa et al, 1991,
Gouyer, et al.,, 1998). Die Rb Inaktivitat fuhrt zur Dysregulation der E2F-1-
Aktivitat, da Rb die Aktivitat von E2F kontrolliert. (Johnson und DeGregori,
2006). Genetische Alterationen in E2F Genen wurden in verschiedenen
Tumoren (Blasen-Ca, Prostata-Ca, Retinoblastom) identifiziert (Feber et al.,
2004; Orlic et al., 2006; Olsson et al., 2007). In Kolon- und Blasentumoren, die
einen aggressiven Krankheitsverlauf zeigten, wurde eine reduzierte E2F1
Expression festgestellt (Zacharatos et al., 2004).

Der E2F-1 vermittelte Zelltod kann Uber die Aktivierung von proapoptotischen
Zielgenen erfolgen (Ginsberg, D. 2002; Hershko und Ginsberg, 2003). E2F-1
kann direkt an den Promotor von Genen der proapoptotischen BH3-only
Proteinfamilie binden und deren Genexpression induzieren. Zu dieser Gruppe
gehdren PUMA, Noxa, Bim und Hrk/DP5. Die verstarkte E2F-1 Expression
mundet in die Akkumulation der Caspase-2, Caspase-3, Caspase-7, Caspase-
8 und Caspase-9 durch direkte transkriptionelle Mechanismen (Nahle et al.,
2002). E2F-1 kann aber auch tber p53 abhéngige Signale die Kaskade der

Caspasen aktivieren (Wu und Levine, 1994). Das Wissen Uber die duale Rolle
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von E2F-1, als Initiator der Zellzyklus-Progression und der Apoptose, kdnnte
zur Entwicklung von molekularen Therapeutika beitragen. In klinischen Studien
werden bereits anti-apoptostische EZ2F-1 regulierte Zielgene der Bcl-2 Familie
als Angriffspunkt in der Tumortherapie eingesetzt. Zum Beispiel werden Bcl-2
Antisense Oligonukleotide in einer Phase Il Studie bei Patienten mit multiplem
Myelom angewendet (Bradros et al, 2005). Die Inhibition des anti-apoptotischen
Bcl-2 fuhrt zur Aktivierung der mitochondrial gesteuerten Apoptose und kann
eine Therapieoption fur Tumoren sein, die auf keine Chemotherapie
ansprechen. Ebenso ware bei neurodegenerativen Erkrankungen, die zum
Verlust von Zellen flihren, eine Inhibierung von proapoptotischen E2F
Zielstrukturen denkbar, um Apoptose von Neuronen zu verhindern. Auch auf
diesem Gebiet wird an einer in vivo Gentherapie gearbeitet (Mochizuki et al.,
2002). Die Therapie muss allerdings so konstruiert werden, dass selektiv
krankes Gewebe erfasst wird, wahrend gesundes Gewebe von der Therapie

nicht beeinflusst wird.

1.3 Die FoxO Transkriptionsfaktoren als Ziel von E2F-1

1.3.1 Die FoxO Familie der Forkhead Transkriptionsfaktoren

Die FoxO Transkriptionsfaktoren gehdren zur Familie der ,Forkhead Proteine*.
1989 wurde das erste Mitglied der FoxO Transkriptionsfaktoren in der
Embryonalentwicklung von Drosophila melanogaster identifiziert (Weigel et
al.,1989). Die FoxO Transkriptionsfaktoren zeichnen sich durch eine
charakteristische DNA-Bindungsdomane aus, die als ,Forkhead box*
bezeichnet wird (Weigel und Jackle, 1990; Kaestner et al., 2000). Diese 100
Aminosauren lange, monomerische DNA-Bindungsdoméne besteht aus 3 o—
Helices mit zwei charakteristischen ,loops* (eng. Schleife) zur Bindung an die
DNA. Daher leitet sich die Bezeichnung ,winged helix factors” fur die Forkhead
Transkriptionsfaktoren ab (Kaestner et al., 2000). Vertreter der Forkhead
Familie existieren in allen eukaryontischen Zellen. Beim Menschen sind bis jetzt
39 Mitglieder der Forkhead Transkriptionsfaktoren identifiziert worden, die in 19
Subgruppen von A bis S eingeteilt werden. Der Name FoxO setzt sich aus der
Forkhead box und der Subgruppe O zusammen. Zu den humanen FoxO

Transkriptionsfaktoren der Subgruppe O gehdren: FoxOl (FKHR), FoxO3
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(FKHRL1) und FoxO4 (AFX) und FoxO6. Die humanen FoxO
Transkriptionsfaktoren wurden erstmals in chromosomalen Translokationen
menschlicher Tumoren identifiziert (Galili et al., 1993, Davis et al, 1994, Parry
et al., 1994, Borkhardt et al., 1997, Hillion et al., 1997). Aufgrund der Tatsache,
dass die FoxO Familie an chromosomalen Translokationen in Tumoren beteiligt
ist, scheint sie auch bei der Entstehung von malignen Tumoren mitzuwirken.
Die FoxO Transkriptionsfaktoren sind involviert bei den Kontrollpunkten
innerhalb des Zellzyklus, bei DNA-Reparaturmechanismen, bei Schutz vor
oxidativem Stress und die FoxO Transkriptionsfaktoren initiieren Apoptose Uber
die transkriptionelle Aktivierung proapoptotischer Zielgene.

Gerade Systeme der Zellzykluskontrolle, DNA-Reparaturmechanismen und die
Reaktion auf oxidativen Stress werden bei der Krebserkrankung bis hin zur
Funktionsunfahigkeit dysreguliert, was zu unkontrolliertem Zellwachstum und
Akkumulierung von DNA Schaden fuhrt. Eine Dysregulation der FoxO
Transkriptionsfaktoren konnte in einigen Tumorarten wie z.B. bei Brustkrebs,
Prostatakrebs, CML, Rhabdomyosarkomen und Leuk&mien nachgewiesen
werden (Arden, K.C., 2006).

Die FoxO Transkriptionsfaktoren erfillen, wie E2F, viele Funktionen eines
Tumorsuppressors und bieten somit einen Angriffspunkt far die
Tumorentstehung. FoxO1 defiziente Mause zeigten eine abnormale
Angiogenese in der Embryonalentwicklung, die mit einer Letalitat einher geht
(Furuyama et al., 2004; Hosaka et al., 2004). Um die Rolle von FoxO in der
Tumorentwicklung zu untersuchen, wurde von DePinho ein konditionelles
Mausmodell entwickelt, mit dem bei adulten Mausen FoxO1, FoxO3 und FoxO4
deletiert werden konnen (Paik et al., 2007). Bei gleichzeitiger Inaktivierung aller
drei FOXO Gene konnten Lymphome des Thymus und H&mangiome in
bestimmten Organsystemen (Leber) beobachtet werden. Diese Arbeit belegt
eindeutig eine Rolle von FoxO in der Tumorsuppression. Allerdings beschrankt
sich die Tumorentstehung in den FoxO-defizienten Mausen auf bestimmte
Zelllinien und Organsysteme, wahrend ein Ausfall des Pten/PI3K Signalweges
in einem breiten Spektrum von Tumoren vertreten ist (Paik et al., 2007, Arden,
2008).
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1.3.2 Posttranslationelle Regulation der FoxO-Proteine

Die transkriptionelle Aktivitdit der FoxO Transkriptionsfaktoren wird unter
anderem gesteuert durch ihren Phosphorylierungsstatus. Die Phosphorylierung
der FoxO Transkriptionsfaktoren geschieht in Abhangigkeit von extrazellularen
Signalen wie Wachstumsfaktoren, Insulin oder intrazellularen Stimuli z.B.
oxidativem Stress (Brunet et al., 1999, 2001; Burgering und Medema 2003; van
der Heide et al.,2004). Die posttranslationelle Regulation der FoxO-Proteine ist
ein Signalweg, der in Wurmern, Fliegen und Saugetieren vorhanden ist
(Henderson und Johnson, 2001; Lin et al., 2001; Essers et al., 2004).

In der Gegenwart von Wachstumsfaktoren oder Insulin wird FoxO direkt von der
Proteinkinase Akt (PKB) phosphoryliert (Kops et al.,1999; Tang et al., 1999;
Rena et al.,, 1999). Akt phosphoryliert drei der vier humanen FoxO
Transkriptionsfaktoren (FoxO1, FoxO3 und FoxO4) an einem Threoninrest und
zwei Serinresten. Diese regulatorischen Phosphorylierungsstellen bestimmen in
Abhangigkeit des Phosphorylierungsstatus die subzellulare Lokalisation der
FoxO Transkriptionsfaktoren (Biggs Il et al., 1999; Takaishi et al., 1999). In
Anwesenheit von Wachstumsfaktoren oder Insulin werden die FoxO
Transkriptionsfaktoren tGber den PI3K-Akt/SGK Signalweg phosphoryliert, was
zum Transport der FoxO Proteine aus dem Zellkern und damit zur Inaktivierung
der Proteine fuhrt. Am Export der FoxO Transkriptionsfaktoren aus dem
Zellkern sind die Proteine 14-3-3 und CRML1 beteiligt (Brownawell, A.M., 2001,
van der Heide, L.P. et al., 2004, Obsil und Obsilova, 2008). In Abwesenheit von
Wachstumssignalen befinden sich die FoxO Transkriptionsfaktoren im Zellkern
und sind transkriptionell aktiv. Die Aktivitat der PI3K wird reguliert durch das
Tumorsuppressorprotein Pten. Pten dephosphoryliert PIP2 und PIP3 und flihrt
damit zur Inaktivierung der Signaltransduktion Uber den Akt-Signalweg. Die
SGK (serum and glucocorticoid-induced Kinase) wird ebenfalls durch
extrazellulare Stimuli aktiviert und phosphoryliert die FoxO
Transkriptionsfaktoren an den gleichen Phosphorylierungsstellen wie die Akt
(Brunet et al.,2001). Weitere Kinasen, die die Aktivitat von FoxO Uber eine
Phosphorylierung regulieren koénnen, sind die CK1 (Casein kinase 1) und die
DYRK1la Kinase (dual-specifity tyrosine phosphorylated regulated kinase 1a).
Die DYRK1a Kinase wurde als Mitglied der MAPK (mitogen-activated protein

kinase) Familie identifiziert. In vitro fihrte die Phosphorylierung von FoxO1l an
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S** durch die DYRKl1a Kinase zum Transport von FoxO in den Nukleus
(Woods et al., 2001). Oxidativer Stress, Hitze Schock oder UV-Strahlung
induzieren die Phosphorylierung der FoxO Transkriptionsfaktoren. JNK, ein
weiteres Mitglied der MAPK Familie wird aktiviert unter Stress Stimuli und
phosphoryliert FoxO4 an Thr 447 und Thr 451 (Essers, M.A. et al., 2004). Diese
Phosphorylierung von FoxO4 durch die JNK resultiert in der Translokation von
FoxO4 aus dem Zytoplasma in den Nukleus. Die Uber JNK regulierte
transkriptionelle Aktivitat von FoxO4 scheint den lebensverlangernden Effekt
der FoxO Transkriptionsfaktoren in Wirmern und Fliegen zu begiinstigen (Oh et
al., 2005; Wang et al., 2003, 2005). Neben der Regulation von FoxO durch
Phosphorylierung, was im nuklearen-zytoplasmatischen Shuttling von den FoxO
Transkriptionsfaktoren resultiert, spielt die Acetylierung und Deacetylierung der
FoxO Transkriptionsfaktoren fur ihre transkriptionelle Aktivitat ebenfalls eine
Rolle. SIRT1 gehort zu der Sir2 Familie der NAD" abhangigen Deacetylasen.
SIRT1 katalysiert als Antwort auf oxidativen Stress die Deacetylierung von
FoxO Transkriptionsfaktoren (Calnan und Brunet, 2008). Die SIRT1/FoxO
Interaktion beeinflusst wiederum die Expression von Genen, die an DNA-
Reparaturmechanismen (GADD45), und Zellzyklusarrest (p274*%) und bei der
Antwort auf oxidativen Stress (MnSOD) beteiligt sind (Brunet et al., 2004;
Giannakou und Patridge, 2004). Diese SIRT1/FoxO Interaktion fuhrt zur
Resistenz gegenuber Stress Stimuli in der Zelle und hat somit einen Einfluss
auf die Verlangerung der Lebensspanne. Die posttranslationelle Regulation der
FoxO Transkriptionsfaktoren wurde bereits intensiv erforscht. Dagegen ist Uber
die Regulation der Transkription der FOXO Gene nichts bekannt. Im Rahmen
der vorliegenden Arbeit soll deshalb die transkriptionelle Regulation der FOXO

Gene untersucht werden.
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In der Gegenwart von
Wachstumsfaktoren

Insulin/Growth Factors

Zellmembran

PI(3,4.5)P; Cytoplasma

PI(4,5)P,
In der Gegenwart

@ von Stress Stimuli

Nukleus

Abb. 3: Regulation und die subzellulare Lokalisation von FoxO Transkriptionsfaktoren.

In Abwesenheit von Wachstumssignalen sind die FoxO Transkriptionsfaktoren im Kern
lokalisiert und transkriptionell aktiv. In der Gegenwart von Wachstumssignalen werden die
Kinasen aktiviert, die die FoxO Transkriptionsfaktoren phosphorylieren. Phosphoryliertes FoxO
bindet an 14-3-3 und verlasst CRM1-vermittelt den Zellkern. Dadurch wird die Transkription
FOXO-abhéngiger Gene inhibiert. In der Antwort auf Stress phosphoryliert JNK 14-3-3
Proteine, die ihre Bindung zu FoxO verlieren. Ebenso phosphoryliert die JNK FoxO
Transkriptionsfaktoren, die darauf hin im Zellkern die Transkription von Genen als Antwort auf

den Stress vorantreiben.

1.3.3 Die Funktionen von FoxO im Organismus

Die FoxO Transkriptionsfaktoren binden die DNA Uber die Forkhead box mit der
Sequenz GTAAA(C/T)A. Diese Bindungssequenz erhielt den Namen DBE
(DAF-16 family member-binding element) (Furuyama et al.,2000; Weigelt et al.,
2001). Durch bioinformatische Analysen wurde eine Vielzahl von Genen
entdeckt, die Bindungsstellen (DBE) fur FoxO Transkriptionsfaktoren in ihren

Promotoren  enthalten (Xuan und Zhang, 2005). Die FoxO
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Transkriptionsfaktoren sind an einer Vielzahl unterschiedlicher Prozesse im
Organismus beteiligt. Dazu gehdren die Zellzyklusprogression, die oxidative
Entgiftung, die Apoptose, der Glukosemetabolismus und die Zellalterung
Sedding, 2008). Im folgenden Abschnitt werden die fur die vorliegende Arbeit
relevanten Funktionen von FoxO kurz erlautert.

1.) FoxO und die Zellzyklusregulation:

In  Zellkulturexperimenten  konnte  gezeigt werden, dass FoxO
Transkriptionsfaktoren die Genexpression des Cdk-Inhibitors p27X** induzieren
konnen (Medema et al., 2000; Nakamura et al., 2000). Die Steigerung der p27-
Produktion fuhrt zu einem Arrest des Zellzyklus in der Go/G;-Phase durch die
Inhibition der Cyclin/Cdk-Komplexe, die zum Eintritt in die S-Phase des
Zellzyklus notwendig sind. Ein anderer Regulationsmechanismus innerhalb der
Zellzyklusprogression konnte fur FoxO1l gezeigt werden. Experimentell wurde
nachgewiesen, dass aktives FoxOl die Expression von Cyclin D1 und D2
hemmt (Ramaswamy, S. et al., 2000; Schmidt, M. et al., 2002). Durch
Hemmung der D-Typ Cycline kdnnen die fir den Eintritt in die S-Phase
notwendigen Cyclin/Cdk-Komplexe fur die Inaktivierung des pRb nicht
aufgebaut werden. Von besonderer Bedeutung ist ebenfalls der Ubergang von
der G; zur S-Phase und der G,-M-Phasen Ubergang (Tran, H. et al. 2002). Die
FoxO Transkriptionsfaktoren haben somit eine wichtige Funktion an den
Kontrollpunkten fur die Zellzyklusprogression (Ho et al., 2008).

2.) FoxO in der Antwort auf oxidativen Stress und DNA-Reparatur:

Die FoxO Transkriptionsfaktoren regulieren die Expression von Genen, die den
Organismus vor oxidativem Stress schitzen. Dazu gehdren Gene, wie z.B. die
MnSOD (Kops,G.J. et al., 2002) und die Katalase (Nemoto und Finkel, 2002).
Die MnSOD ist in den Mitochondrien lokalisiert und katalysiert die Reduktion
von O, zu H,0,. Das entstehende H,O, wird dann von der Katalase zu H,O
und O, umgesetzt. FOXO3A beeinflusst die Expression von GADD45, einem
Gen, das in der Antwort auf zellularen Stress am G,-M Kontrollpunkt innerhalb
des Zellzyklus und an DNA-Reparaturmechanismen beteiligt ist (Tran et al.,
2002). Die Mdoglichkeit der Zelle, adaquat auf zellularen Stress mit DNA-
Reparaturmechanismen zu reagieren, korreliert im Nematoden C.elegans mit
Langlebigkeit (Kirkwood und Austad, 2000).

3.) FoxO als ,,Anti-Ageing-Protein®
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Das Alter ist assoziiert mit einer Zunahme von Krebserkrankungen. Die FoxO
Transkriptionsfaktoren stehen an der Schnittstelle des gemeinsamen Pfades
zwischen Langlebigkeit und der altersabhangigen Krebsentstehung, da sie die
Langlebigkeit von Organismen férdern und zur Tumorsuppression beitragen
(Greer und Brunet, 2005; 2008).

Der Alterungsprozess aller Organismen steht unter genetischer Kontrolle und
beinhaltet den durch Wachstumsfaktoren gesteuerten PI3K-Akt-FoxO
Signalweg (Velasco-Miguel, S. et al., 1999; Guarente und Kenyon, 2000;
Holzensberger et al., 2003; Bluher M. et al.,, 2003). In dem Nematoden C.
elegans fuhrten Mutationen des Insulin - Rezeptors oder der PI3K, zu einer
zwei- bis dreifach langeren Lebensspanne durch die veranderte FoxO Aktivitat
(Morris, J.Z. et al., 1996; Kenyon, C., 1993). Auch das DAF-16 selbst, als das
Homologe des humanen FoxO, steuert in C.elegans die Lebensdauer
(Furuyama et al., 2000). DAF-16 verfugt wie die humanen FoxO
Transkriptionsfaktoren Uber drei potentielle Phosphorylierungsstellen fur Akt.
DAF-16 ist ein direktes Ziel der Akt und bringt den Nematoden unter
bestimmten Bedingungen wie z.B. in Abwesenheit von Nahrung in ein
Uberdauerungs-Larvenstadium (Ogg et al., 1997; Braeckman, B.P. et al., 2001).
In diesem Tiermodell geht man davon aus, dass oxidativer Stress mit
Zellalterung korreliert (Honda und Honda, 2002). Beckman und Ames
entwickelten 1998 die Hypothese, dass die Entstehung von freien Radikalen fur
den Alterungsprozess ausschlaggebend ist (Beckman, K.B und Ames, B.N.,
1998). Die FoxO Transkriptionsfaktoren induzieren die Expression von Genen,
die fur die Neutralisierung von ROS (reactive oxygen species) direkt
verantwortlich sind z.B. MnSOD, Katalase und GADDA45.

Ebenfalls haben FoxO  Transkription einen  Einfluss auf den
Glukosemetabolismus, Fettstoffwechsel und sind bei der Entstehung von Krebs
involviert (Zhang et al., 2006, van der Vos und Coffer, 2008). In
epidemiologischen Studien wurde nachgewiesen, dass Ubergewichtige
Menschen eine hohere Mortalitit an Krebserkrankungen zeigen als
normalgewichtige (Calle et al., 2003). Adipositas zeichnet sich durch eine
gestorte insulin-abhangige  Signaltransduktion und einen  gestbrten
Glukosemetabolismus aus (Kadowaki et al., 2003). Uber Insulin wird der
PI3K/Akt/FoxO Signalweg gesteuert zur Aufrechterhaltung der metabolischen

Homeostase (Imae et al., 2003). Bestimmte Polymorphismen der FOXO Gene
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sind mit einem erhéhten Body mass index (BMI) assoziiert (Kim et al., 2006).
Hier stellt sich die Frage, ob die Adipositas und die Tumorentstehung
unter Adipositas eine gemeinsame Dysregulation des PI3K-Akt-FoxO

Signalweges als Ursache haben.

4.) Die FoxO induzierte Apoptose:

Der FoxO-induzierte programmierte Zelltod scheint tGber die transkriptionelle
Aktivierung von Zielgenen der FoxO Transkriptionsfaktoren zu verlaufen. Das
Todeszytokin Fas Ligand (FasL) wurde als ein Mediator der FoxO-induzierten
Apoptose identifiziert (Brunet, A. et al., 1999; Barthelemy, C., 2004). Der Fas L

Promotor enthélt drei Bindungsstellen fir Forkhead Transkriptionsfaktoren
(Holtz-Heppelmann et al., 1998). In Neuronen fuhrte die Transkription des Fas
Liganden in Abwesenheit von Wachstumsfaktoren zur Apoptose (Le Niculescu,
H. et al., 1999). Die FoxO vermittelte Apoptose kann durch die Induktion von
Todeszytokinen Uber die extrinsische Apoptose verlaufen, aber auch durch die
Induktion von proapoptotischen Mitgliedern der Bcl-2 Familie (BH3-only
Proteine) die Apoptose Uber den intrinsischen Signalweg initiieren. In
hamatopoetischen Zellen wird in Abwesenheit von Zytokinen Uber FoxO
Transkriptionsfaktoren die Expression von BIM als proapoptotischem Mitglied
der Bcl-2 Familie induziert (Stahl, M., 2002; Dijkers, P.F., 2000; 2002). Der BIM
Promotor verfugt Uber =zwei konservierte Bindungsstellen fir FoxO
Transkriptionsfaktoren. Durch den Entzug von NGF konnte in sympathischen
Neuronen die durch FoxO3a vermittelte Apoptose ausgelost werden (Gilley, J.
at al., 2003). Ebenso konnte in Neuroblastomzellen durch ein mit 4-OHT
aktivierbares FoxO3a Fusionsprotein tber die Expression von Noxa und BIM
Apoptose induziert werden (Obexer et al., 2006).

Besonders in Systemen, die einen hohen Zellumsatz haben wie z.B. das
hamatopoetische System, fuhrt die stress-induzierte Aktivierung der FoxO
Transkriptionsfaktoren zum programmierten Zelltod. Bei Organsystemen, die
nicht einer permanenten Zellproduktion unterliegen, fuhrt die stress-induzierte
FoxO Aktivitat eher zum Zellzyklusarrest und zum Uberleben der Zelle. Die
Effekte der FoxO Transkriptionsfaktoren sind auch abhangig vom zellularen
Kontext und der Reaktion der Zelle auf Signale von aul3en (z.B.
Nahrstoffangebot). In Abbildung 4 werden die beschriebenen Funktionen der

FoxO Transkriptionsfaktoren zusammengefasst.
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Abb. 4: Einige Zielgene von FoxO und ihre zellulare Funktion

p21, cyclin-dependent kinase inhibitor 1A; p27, cyclin-dependent kinaseinhibitor 1B; GADD45,
growth arrest and DNA damage-inducible protein 45; FasL, Fas ligand; DDB1, damage-specific
DNA-binding protein 1; MnSOD, manganese superoxid dismutase, G6Pase, Glucose-6-
phosphatase; PEPCK, phosphoenolpyruvate carboxykinase; DBE, DAF-16 family member-

binding element

1.4 Das Neuroblastom

Das Neuroblastom ist ein maligner Tumor, der sich aus primitiven
sympathischen Neuroblasten des sympathischen Nervensystems ableitet
und im Saugling- und Kleinkindalter auftritt. Mit einer relativen Haufigkeit von
8,3% gehort das Neuroblastom zu den haufigsten soliden Tumoren bei Kindern.
Der Primartumor befindet sich im Bereich der Nebennieren oder liegt
paravertebral im Thorax oder Abdomen. Die 10-Jahres-Uberlebensrate liegt bei
ca. 61%. Nach dem Internationalen Neuroblastoma Staging System wurden in
Abhéngigkeit der  TumorgroRe und dem  Lymphknotenbefall vier
Tumorstadien und zusatzlich das 4S-Stadium bei Sauglingen definiert (Henry et
al., 2005). Das Neuroblastom ist charakterisiert durch eine grof3e klinische und
biologische Heterogenitat.

Die Prognose fur die Patienten ist von klinischen Parametern, wie dem

Alter des Patienten bei Diagnosestellung und dem Tumorstadium abhangig
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(Brodeur et al., 1988). Zu den molekularbiologischen Parametern, die ebenfalls
die Prognose beeinflussen zahlen, z.B. die MYCN Onkogen Amplifikation
(Seeger et al., 1985) und Chromosomenaberrationen z.B. am Chromosom 1
(Christiansen und Lampert, 1988; Caron et al.,, 1996) und Chromosom 17
(Brinkschmidt et al., 1998; Caron, H. 1995). Ebenso ist die Heterogenitat der
Histopathologie der Neuroblastome von prognostischer Bedeutung. Nicht nur
das biologische Verhalten der Neuroblastome ist von groRer Heterogenitét
gepragt, sondern auch der Krankheitsverlauf kann von einer progressiv
aggressiven Form bis zur spontanen Remission gehen. Dies erschwert die
Therapie zusatzlich. Denn es besteht die Gefahr, dass Patienten leicht
Ubertherapiert werden. Deshalb sind genaue Kenntnisse Uber das
Tumorverhalten des Neuroblastoms notwendig, um den betroffenen Patienten
gemalR ihrer Erkrankung eine individuelle, mafgeschneiderte Therapie
zukommen zulassen (Schramm et al., 2005).

In Neuroblastomen wurde das MYCN Gen als direktes Zielgen von E2F-1
identifiziert (Strieder, V. und Lutz, W., 2003; Kramps et al. 2004). Die
Uberexpression von MYCN ist ein molekularer Marker fiur eine aggressive
Verlaufsform der Erkrankung, die mit einer schlechten Prognose fir die
betroffenen Patienten einhergeht (Brodeur, 1984). Allerdings erreicht der MYCN
Status nur eine pradiktive Genauigkeit fur den progressiven Krankheitsverlauf
von 64% (Schramm et al., 2005). Somit sind weitere molekularprognostische
Parameter notig, um eine Aussage Uber Therapie und Prognose machen zu
konnen. Ein anderes E2F- reguliertes Gen ist MAD2. Auch MAD2 erfullt die
Funktion eines molekularen Markers, dessen Uberexpression ebenfalls mit
einer schlechten Prognose fur betroffene Patienten korreliert (Hermando, E. et
al., 2004). Die MAD2 Expression ist in Neuroblastomen assoziiert mit der
MYCN Uberexpression oder Amplifikation (Hermando, E. et al., 2004).
Anscheinend ist der progressive Krankheitsverlauf der Patienten mit
Neuroblastom mit einer erhdhten E2F-Aktivitat und einer verstarkten Expression
von E2F Zielgenen verbunden. In transgenen Mausen, die eine dysregulierte
E2F-Aktivitdt zeigen, konnte die Entstehung von primaren neuroektodermalen
Tumoren, zu denen auch das Neuroblastom zahlt, nachgewiesen werden
(Olson, M.V. et al., 2007). In diesem Zusammenhang ist es sinnvoll weitere
direkte Zielgene von E2F-1 in neuroendokrinen Zellen zu identifizieren, um

weitere genetische Marker zu haben, die fur die Prognose und Therapie von
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Bedeutung sein konnten. Die Suche nach Zielgenen ist durch die Entwicklung
von cDNA-Mikroarrays in den 90ziger Jahren, die die Gesamtheit der Gene als
Expressionsprofil wiedergeben, sehr einfach geworden. So erhélt man mittels
einem Genchip den ,molekularen Fingerabdruck” der untersuchten Zellen, der
zeigt welche Gene aktiv sind und wie stark.

1.5 Fragestellung und Ziel der Arbeit:
Regulation der FOXO-Gene durch E2F-1

Zur ldentifizierung weiterer E2F Zielgene in Neuroblastomzellen, wurde in der
Arbeitsgruppe von PD Dr. Werner Lutz ein cDNA-Microarray mit
Neuroblastomzellen, die Uber ein reversibel aktivierbares E2F-1-ER
Fusionsprotein verfiigen, durchgefuhrt (Nowak et al., 2006). In Abhangigkeit
des aktivierten EZ2F-1-ER Fusionsproteins konnte unter vielen Genen unter
anderem eine differentielle = Genexpression von FOXO1l und FOXO3A
nachgewiesen werden. Eine quantitative RT-PCR bestatigte die E2F-1
abhangige Induktion von FOXO. Aufgrund der regulatorischen Funktionen von
FoxO fur das Zellwachstum, die Apoptose und die Antwort auf oxidativen Stress
konnte die E2F-1 regulierte Genexpression von FOXO eine Bedeutung fir die
Entstehung von Neuroblastomen haben.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, FOXO1 als ein Zielgen von E2F-1 zu

verifizieren.

1.6 Die induzierbare systemische Rekombination eines konditionellen
Allels in der Maus

1.6.1 Der Einsatz konditioneller verso konventioneller Mausmodelle

Die Moglichkeit, Mause mit genomischen Alterationen, die z.B. zur Inaktivierung
eines spezifischen Genes fuhren (Knock-out), herzustellen, war die
Voraussetzung um molekulare und zellulare Aspekte in vivo beim gesunden
Organismus und in Krankheitsprozessen untersuchen zu koénnen. Es zeigte
sich, dass Gene derselben Gen-Familie oder desselben Signalwegs funktionell
redundant sein koénnen und oft multiple Funktionen in der

Embryonalentwicklung und spater beim erwachsenen Organismus haben. Die
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konventionellen Knock-out- Systeme haben bereits die Veranderung des
Genoms in ihrer Keimbahn angelegt. Keimbahnmutationen kénnen
kompensatorische Faktoren oder Signalwege wahrend der Embryogenese
aktivieren. Dies ist ein schwerwiegender Nachteil der konventionellen
Mausmodelle. Bei Genen die einen frihen letalen Phanotyp haben, stof3en
konventionelle Knock-out-Systeme an ihre Grenzen, da die Analyse der Gen-
Funktion beim erwachsenen Organismus durch die Letalitat in der
Embryonalentwicklung unmdglich ist. Krebserkrankungen beruhen auf einer
Inaktivierung von Tumorsuppressorproteinen z.B. bei kolorektalen Karzinomen,
Mamma Adenokarzinomen). Keimzellmutationen von Tumorsuppressorgenen
sind haufig mit einer Letalitat in der Embryonalentwicklung assoziiert (Apc,
Brca2) (Jonkers und Berns, 2002). Dadurch ist die Funktionsanalyse von
Tumorsuppressorproteinen im Rahmen der sporadischen Krebsentstehung am
konventionellen Mausmodell ebenfalls nicht maoglich. Die sporadische
Krebsentstehung beim Menschen ist die Folge der Akkumulation von
Mutationen im Genom von einzelnen somatischen Zellen, (Hanahan und
Weinberg, 2000). Die meisten epithelialen Krebserkrankungen, wie z.B. das
kolorektale Karzinom, entstehen durch sporadische Mutationen. Nur 10% der
am kolorektalen Karzinom Erkrankten haben eine Keimbahnmutation
(autosomal-dominant), die zu einem familiaren Krebs-Syndrom (z.B. FAP) fihrt,
das sich bereits in der Jugend manifestiert (Herold, 2003). Deshalb muss das
ideale Mausmodell mit der sporadischen Tumorentstehung beim Menschen
vergleichbar sein, um Ergebnisse des Mausmodells auf den Menschen
Ubertragen zu kdnnen. Um die menschliche Krebsentstehung im Mausmodell
nachahmen zu konnen, missen die Mutationen gewebe-spezifisch und zu
flexibel gewahlten Zeitpunkten am erwachsenen Organismus induzierbar sein.
Diese Mdoglichkeit bieten die konditionellen Mausmodelle. In diesen Modellen
kann liganden-abhangig die Cre-Rekombinase Aktivitat induziert werden, die
eine Rekombination im Genom auslost und damit Gene aktivieren oder
inaktivieren kann. Das erste konditionelle Knock-out Experiment entstand 1994
(Gu et al., 1994). Mittlerweile existieren Uber 900 Publikationen, in denen mit
Cre-Rekombinase transgenen Mausen gearbeitet wurde (Schmidt-Supprian und
Rajewsky, 2007).

1.6.2 Die Tamoxifen induzierbare Cre-Rekombinase
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Die Cre-Rekombinase ist ein prokaryontisches Enzym des Bakteriophagen P1
und gehoért zu einer Familie von Integrasen. Das 38 kD grof3e Protein katalysiert
eine Rekombination zwischen zwei Erkennungsstellen die als loxP-Stellen
bezeichnet werden (Hamilton und Abremski, 1984). Das loxP-Element besteht
aus einer DNA-Sequenz mit 34 bp. Die 8 bp grof3e Kern-Sequenz des loxP-
Elementes wird an den Seiten von jeweils 13 bp umfassenden palindromischen
Sequenzen umgeben. Wenn loxP-Elemente, in gleicher Orientierung eine DNA-
Sequenz im Genom flankieren, kann die Cre-Rekombinase des Bakteriophagen
P1 in E.coli die entsprechende DNA zwischen den loxP Elementen
herausschneiden. Ein mit loxP-Sequenzen flankiertes Gen wird als gefloxtes
Gen bezeichnet (Mattaei, 2007).

Um mit Hilfe der Cre-Aktivitat in Zellkulturen und Saugetieren Verdnderungen
im Genom induzieren zu koénnen, wurden liganden-abhangige Cre-
Rekombinasen entwickelt. Die Cre-Rekombinase wurde mit einer mutierten
Ligandenbindungsstelle des humanen Ostrogenrezeptors fusioniert (Cre-ER')
(Feil et al., 1997; Indra et al., 1999). Das CreER' Fusionsprotein kann nur
durch Tamoxifen bzw. seinen Metaboliten 4-OHT, nicht aber durch den
endogenen Liganden (17-B3-estradiol) in physiologischen Konzentrationen
aktiviert werden (Danielian et al.,1993; Fawell et al., 1990; Littlewood et al.,
1995). Erst die Bindung von 4-OHT an das CreER' Fusionsprotein fiihrt zur
Dissoziation von Hsp 90 und bringt das Cre-ER" Fusionsprotein in den Nukleus,
wo daraufhin die Rekombination initiiert wird (Picard, 1994). Gewebespezifisch
und zu gewahlten Zeitpunkten kann das CreER' in den M&usen aktiviert werden
und Veranderungen im Genom induzieren.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein RERTNn-Cre Mausstamm von
Mariano Barbacid verwendet, der eine Tamoxifen induzierbare Cre-
Rekombinase ubiquitar exprimiert (Guerra et al., 2003). Die in den RERTn
M&ausen vorhandene CreER™ Rekombinase mit der Trippelmutation
G400V/M543A/L544A wurde in Experimenten mit transgenen Mausen 10fach
sensitiver im Vergleich zur CreER" Rekombinase eingestuft (Indra et al., 1999).
Die moglichst sensitive effektive Bindung von 4-OHT an die Cre-Rekombinase

ist die Voraussetzung fur eine effiziente Rekombination in den Mausen.

1.6.3 Pharmakokinetik und — dynamik von Tamoxifen
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Tamoxifen gehort zur Gruppe der selektiven Estrogen Rezeptor Modulatoren
(SERM) und wurde als eine synthetische, antiostrogene Substanz, die in der
Therapie von Mammakarzinomen als kompetitiver Ostrogenrezeptor-
Antagonist eingesetzt wird (Lee et al., 2008).

Fur die liganden-abhangige Induktion der Cre-Rekombinase wurden
Fusionsproteine der Cre-Rekombinase mit einer mutierten humanen
Ostrogenrezeptor Liganden-Bindungs-Domanen (LBD) hergestellt, die mit einer
hohen Sensitivitat 4-OHT (Tamoxifen-Metabolit) binden (Feil et al., 1996). Das
kationisch-amphiphile Tamoxifen wird nach Aufnahme in den Organismus in
Phase | und Phase Il Reaktionen in der Leber metabolisiert (Fachinformation
Tamoxifen, Firma CT). In der Phase | Reaktion konvertiert Cytochrom P450
Tamoxifen zu den Metaboliten: a-Hydroxytamoxifen, N-Desmethyltamoxifen
(N-desTAM) und 4-Hydroxytamoxifen (4-OHT). Die bei der Phase |
entstehenden Hauptmetaboliten sind N-desTAM und 4-OHT. Der 4-OHT-
Metabolit des Tamoxifens wird fir die Induktion der CreER'™ Rekombinase
bendtigt. Tamoxifen und seine Metaboliten sind zu 98% an Plasmaproteine
gebunden (Fachinformation Tamoxifen, Firma CT). Nur freie Metaboliten
konnen an Rezeptoren bzw. CreER'™ binden. In der Phase Il Reaktion der
Leber werden die Tamoxifen-Metabolite mit Glucuronsaure konjugiert, um sie
als wasserlosliche Produkte uber die Galle und den Stuhl auszuscheiden.
Tamoxifen wird sehr gut Uber den Darm resorbiert und kann deswegen zur
Induktion der Cre-Rekombinase Aktivitat als Tamoxifen-Citrat mit dem Futter
Uber einem vierwdchigen Zeitraum oral gegeben werden (Casanova et al.,
2002; Kiermayer et al., 2007). Tamoxifen als freie Base kann in Pflanzendl
geldst ebenfalls durch eine i.p. Injektion appliziert werden (Hayashi und
McMahon, 2002).

1.7 Die Aktivierung eines mutierten Gens (p300”°) durch die

Tamoxifen induzierbare systemische Rekombination in der Maus

1.7.1 Die Acetyltransferase p300 - ein potentieller Tumorsuppressor

Das 300-kD grofRRe Protein (p300) wurde als Interaktionspartner des E1A
Proteins von Adenoviren entdeckt (Eckner et al., 1994). p300 und das

strukturell und funktionell verwandte CBP regulieren die Genexpression durch
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die Interaktion mit nukleédren Proteinen und sind bei der Zellzyklus-Regulation,
der Differenzierung und Apoptose beteiligt (Goodman und Smolik, 2000; lyer et
al., 2007; Yang und Seto, 2007). Gemeinsam mit dem paralogen CBP ist p300
ein transkriptioneller Koaktivator mit einer Acetyltransferase-Aktivitat (Bannister
und Kouzarides, 1996; Ogryzko et al., 1996). p300 acetyliert die Histone der
DNA und verandert somit die Chromatinstruktur. Aber auch Nicht-Histon-
Proteine, wie z.B. Transkriptionsfaktoren, Rb und p53, werden von p300
acetyliert (Gu und Roeder, 1997; Liu et al, 1999; Martinez-Balbas et al., 2000;
Chan und La Thangue, 2001). p300 und CBP sind Tumorsuppressorproteine
und koénnen somit durch einen Funktionsverlust an der Entstehung von
Tumoren beteiligt sein (Chan und La Thangue, 2001). p300 und CBP sind
ebenfalls wie das klassische Tumorsuppressorprotein pRb Ziel von onkoviralen
Proteinen (z.B Adenovirus und Papilomavirus) (Hottinger und Nabel, 2000). Des
weiteren ist p300 bei der Regulation des Tumorsuppressors p53, PTEN und Rb
involviert. Z.B. wird bei der Antwort auf zellularem Stress p53 von p300
acetyliert, was in der Stabilisierung von p53 resultiert (Ito, 2001). Somatische
Mutationen im p300 Gen konnten in epithelialen Tumoren nachgewiesen
werden (Muraoka et al., 1996; Kishimoto et al., 2005). Die somatischen
Mutationen des p300 Gens sind mit dem Verlust der Heterozygotie des zweiten
Allels verbunden (LOH). Der Verlust der LOH ist charakteristisch fur die
Tumorsuppressorfunktion. Allerdings sind somatische p300 Mutationen in
Tumoren sehr selten (Gayther et al.,, 2000). Nach diesen Beobachtungen
verhalt sich p300 wie ein klassisches Tumorsuppressorgen, das im Rahmen der
mehrstufigen Karzinogenese der epithelialen Tumoren (z.B kolorekales
Karzinom) beteiligt sein kbnnte (Nowell, 1976).

1.7.2 Die induzierbare systemische Derepression des p300”S-Allels

Um die Frage beantworten zu konnen, ob die Acetyltransferse-Aktivitat von
p300 in vivo eine Tumorsuppressor-Funktion in den unterschiedlichen
Organsystemen hat und somit bei der somatischen Krebsentstehung
epithelialer Tumoren eine Rolle spielt, eignet sich sehr gut der Einsatz eines
konditionellen Knock-in Mausmodells. Mause, die tber eine p300 Mutation in

+/ASneo

ihrem Genom verfiigen (p300 ) wurden mit RERTn M&usen gekreuzt, die

ubiquitdr Uber eine Tamoxifen induzierbare Cre-Rekombinase verfiigen
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(CreER™) (Guerra et al., 2003). Bei dem mutierten p300*™°-Allel wurde durch
den Austausch von zwei benachbarten Aminosauren in der HAT-Domaéane des
p300 Proteins [WY(1466-1467)AS] die Acetyltransferase-Funktion von p300
inaktiviert (Shikama et al., 2003). Die Anwesenheit eines neo-Gens in einem
Intron des mutierten Allels fuhrt zur vollstindigen Repression des mutierten
p300"5™°_Allels. Die durch Tamoxifen induzierbare Cre-Rekombinase
(CreER'™) schneidet die von loxP-Sequenzen flankierte neo-Kassette heraus,
was zur Derepression des mutierten p300”°-Allels fithrt. Durch das Kreuzen von
heterozygoten Mausen fir das p300*45"°-Allel mit M&usen, die ubiquitar die
Cre-Rekombinase (CreER'™) exprimieren, entstehen doppelt heterozygote
Méause fur p300*AS"®°:CreER*™, In diesen Mausen kann durch die Gabe von
Tamoxifen die Herstellung des mutierten p300 Proteins (p300”°) induziert
werden, welches eine dominant negative Wirkung hat. Die dominant negative
Wirkung des p300*"°—Allels zeigt sich darin, dass Mause, die heterozygot fiir
ein Null-Allel von p300 sind, keiner bzw. nur mit einer geringen Penetranz einer
embryonalen Letalitdt unterliegen, wahrend Mause mit dem mutierten
p300*ASeo_plle| bereits in der Embryonalentwicklung oder perinatal sterben
(Yao et al., 1998; Shikama, 2003). In Abb. 5 ist der Ansatz der Kreuzung der
p3007AS™° Mausen mit den RERTn Méausen und der Aufbau des mutierten

p300*ASee_plels schematisch dargestellt.
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ASneo

Abb. 5: Tamoxifen induzierte systemische Depression des mutierten p300 -Allels in

ASneo

der Maus. Das dereprimierte p300 -Allel verflgt Gber keine Acetylase-Aktivitdt mehr und hat

gegeniber dem p300 Wildtyp Protein eine dominant negative Wirkung.

1.7.3 Ziel der Arbeit: Die induzierbare systemische Rekombination eines

konditionellen Allels in der Maus

p3007/A5"° Mause wurden mit RERTn Mausen gekreuzt. Durch das Ansetzen
dieser Kreuzung wurden doppelt heterozygote Mause fir p300*/45"°; CreER™
erhalten. Das Ziel der Arbeit bestand darin zu messen, wie effizient in einem
Mausstamm, der ubiquitar ein CreER™ Fusionsprotein exprimiert, nach

0”° Gens

Tamoxifen Gabe, die Rekombination des konditionellen mutierten p30
stattfindet. Dazu sollte in erwachsenen Mausen, die doppelt heterozygot fur
p300*/*S"°:CreER™ sind, durch eine mehrtagige, tagliche i.p. Injektionen von
Tamoxifen die Cre-Rekombinase aktiviert werden, um die Rekombination des
mutierten dominant negativen p300 zu induzieren. Nach der Induktion der Cre-
Rekombinase Aktivitat sollte zu verschiedenen Zeitpunkten die Derepression
des mutierten gefloxten p300”°-Allels in unterschiedlichen Geweben in Mausen

mit Hilfe einer allel-spezifischen gRT-PCR Uberpruft werden.
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2 Materialien

2.1 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden in Analysenqualitdt von den Firmen
Merck, Roth, Sigma und Riedel-de Hahn bezogen. Chemikalien und Material,
das von anderen Firmen geliefert wurde, wird in Klammern nach dem jeweiligen

aufgefuhrten Material genannt.

2.2 Zellkultur

2.2.1 Vollmedien
500 ml DMEN (Bio Whittaker) fir U20S-Zellen
500 ml RPMI-1640-Medium (PAA Laboratories) fur

Neuroblastomzelllinien

50 ml FCS (fetales Kalberserum) (Sigma), warmeinaktiviert ( 30 min. bei
56°C)

5 ml Penicillin-Streptomycin (Streptomycin 10.000 U/ml,

Penicillin 10 mg/ml; Gibco)

5 ml L-Glutamin (200mM; Gibco)

2.2.2 Einfriermedium
70% RPMI-1640-Vollmedium (PAA Laboratories)
2% FCS (fetales Kéalberserum) (Sigma)
10% DMSO (Dimethylsulfoxid), (Merck)

2.2.3 Trypsin-EDTA (Gibco)

2.2.4. Selektionsantibiotikum

G418-Sulfat (Neomycinderivat; (Sigma)
200 mg/ml in Wasser, verwendete Endkonzentration 200 pug/ml

2.2.5. PBS (Phosphate Buffered Saline)
137 nM NaCl
3 mM KClI
6,4 mM Na;HPO4
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pH 7,4 (HCI eingestellt)

2.2.6 Zelllinien
1A3: Derivat der Neuroblastomzelllinie SK-N-SH-EP. In die Zellen wurde
ein mit 4-OHT aktivierbares E2F-1-ER Fusionsprotein eingebracht
(C. Kramps et al., 2004).

U20S: humane Osteosarkomzelllinie

Die Zelllinien wurden von PD Dr. Werner Lutz zur Verfiigung gestellt.

2.2.7 4-Hydroxy-Tamoxifen (4-OHT, Sigma)

Stammlésung 1mM in Ethanol, verwendete Endkonzentration: 200nM,

2.2.8 Zellkulturschalen

Petrischalen und andere Einwegartikel fur die Zellkultur wurden von den Firmen

Greiner und Nunc bezogen.

2.2.9 Inkubator
Heraeus BBD 6220, 37°C, CO,-Gehalt 5%, relative Luftfeuchtigkeit 96%

2.2.10 Sterile Arbeitsbank

Heraeus Instruments Hera Safe

2.3 Transfektionen und Luciferase-Reportergen-Assays

2.3.1 Opti-MEM® (Gibco)

2.3.2 Lipofectin Transfection Reagent ® (Invitrogen)

2.3.3 Plasmide

Expressionsplasmide in CMV-Promotor basierten Vektoren
§ pCMV-DP-1: humane DP-1-cDNA (Jooss et al., 1995)
§ pCMV-E2F-1: humane E2F-1-cDNA (Helin et al., 1993)
§ pCMV-E2F-2: humane E2F-2-cDNA ( Lees et al., 1993)
§ pCMV-E2F-HA-3: humane E2F-3-cDNA (Krek et al., 1994)
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pCMV-E2F-HA-4: humane E2F-4-cDNA (Ginsberg et. al., 1994)
pCMV-E2F-HA-5: humane E2F-5-cDNA (Lindeman et al.,1997)
pCMV-HA-ER-E2F-1 (Kramps et al., 2004)

pCMV-eGFP

pCMV-lacZz

pcDNA3-Flag FKHR (Tang et al., 1999)
pcDNA3-Flag FKHR;AAA (Tang et al. 1999)

Luciferase Reportergenkonstrukte:

FOXO1luc: humaner FOXO1 Promotor kloniert in die Bglll und
Hindlll Seite des pGL3 Vektors (s. Kap. 4.3.1)

FOXO1mutluc: Mutante des oben genannten Vektors

(s. Kap.4.3.3)

pGL3-FasL: FasL Promotor, mit Bindungsstelle fur Forkhead
Transkriptionsfaktoren, in einen pGL3 Vektor in die Bglll und
Hindlll Seite kloniert (Nakamura et al., 2000)

3x IRS-luc: drei Tandem Kopien des IGFBP-1 IRS Promotors in
einem pGL2 Vektor in die Kpnl und Xbal Seite ligiert (Tang et al.,
1999)

BIMluc: humaner BIM Promotor in einem pGL-Basic Luciferase
Reporter in die Sacl Seite ligiert (Bouillet et al., 2001)

GFP-Fusionsproteine

pPcDNA3-GFP-FKHR: Das Insert von pcDNA3-Flag-FKHR wurde
mit den Restriktionsenzymen BamHI und Xbal ausgeschnitten
und in ein pcDNA3-GFP Plasmid eingesetzt (Nakamura et al.,
2000)

pcDNA3-GFP-FKHR;AAA: Die konstitutiv aktive Mutante wurde
ebenfalls mit BAMHI und Xbal aus dem pcDNA3-Flag-
FKHR ;AAA ausgeschnitten und in ein pcDNA3-GFP Plasmid
eingesetzt (Nakamura et al., 2000)

Leervektoren:

pPcDNAS3 : Eukaryontischer Expressionsvektor mit CMV(Cytomegalie-

Virus)- und T7-Promotor (Invitrogene)

pCMV
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Die Plasmide pcDNA3-FKHR, pcDNA3-FKHR;AAA sowie die pcDNA3-GFP
Fusionsproteine sind ein Geschenk von William Sellers an die AG Lutz. Alle
anderen benutzten Plasmide wurden von PD Dr. Werner Lutz zur Verfiigung

gestellt.

2.3.4 Transiente Assays

Lysepuffer zur Herstellung von Zelllysaten :
100 mM K3POQOg4, pH 7,8/ ImM DTT

Luciferase-Reportergen-Assay:
Reaktionspuffer: 25 mM Gly-Gly, pH 7,8 (Sigma)
10 mM MgSO,
2 mM ATP, pH 7,5 (Sigma)

Luciferin-Substrat-Lésung: 0,2 D-(-)-Luciferin-Natriumsalz (Sigma)
25 mM Gly-Gly, pH 7,8
Luminat (EG&G Berthold Lumat LB9507)

Probengefal3e (Falcon)

Proteinbestimmung nach Bradford:

Bradford-Reagenzlosung: 0,01% (w/v) Coomassie Brilliant Blue G-25
(Sigma)

4,75% (v/v) Ethanol

10% (v/v) Ortho-Phosphorsaure in H,O

filtriert, lichtgeschutzte Lagerung

bovines Serum-Albumin (Fraktion V, Applichem)

Plastikkuvetten

Inkubator, 37°C , Heraeus

Spektralphotometer

R-Galaktosidase-Reportergen-Assay:

R-Galaktosidase —Puffer
§ 60 mM Na,HPO,
§ 1 mM MgSO,
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§ 10 mM HCI
§ 50 mM R-Mercaptoethanol

ONPG-L6sung: o-Nitrophenyl-3-D-galaktopyranoside (Sigma)
6 mg/ml in H,O

Plastikkuvetten

Inkubator, 37°C, Heraeus

Spektralphotometer

2.4 Herstellung von Praparaten zur Fluoreszenzmikroskopie von
GFP- Proteinen
Deckglaschen u. Objekttrager (Leica)
PBS pH7,45s.2.25
0,1% NP-40 in PBS, pH 7,4
0,1 Glycinin PBS, pH 7,4
2% Paraformaldehyd in PBS pH 7,4
Hoechst
H.O
Mounting Medium
§ 70% Glycerin
§ 0,1% Na-Azid in PBS (pH 7,4)

2.5 Analyse der Genexpression auf RNA-Ebene
2.5.1 Isolierung zytoplasmatischer RNA

TRIzol Reagent © (Invitrogene)

Chloroform

Isopropanol

75% Ethanol in DEPC-Wasser

DEPC-H,0 (Diethylpyrocarbonate, Sigma)

Autoklavierte Pipettenspitzen und 1,5 ml Eppendorfgefalie
Eppendorf-Zentrifuge

Nanodrop (UV-Spektralphotometer)
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2.5.2 cDNA-Synthese mit Random primern

2 ug RNA

DEPC-H,0

Mastermix:

§ 5x First strand buffer (Gibco)

0,1 MDTT
2,5 mM dNTP’s ( 2"Desoxynukleosidtriphosphat)-
Mischung, (Roche Diagnostics),
RNAsin (Gibco)

Random primer (Roche)

w w W W W

§ MoMuLV Reverse Transcriptase
PCR-Cycler (MWG Biotech)
PCR Probengefalie 0,2 ml, autoklaviert

2.5.3 RT-PCR (Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction)

gqPCR ™ Core Kit for Sybr ™ Green | (Eurogentec)
§ Komponenten: 10x Reaktionspuffer

50 mM MgCl, Lésung

5 mM dNTP L6ésung

Hot Goldstar enzyme

SYBR Green | 1:2000 in DMSO
EB Puffer (10 mM Tris-Cl, pH 8,5 ( QIAGEN)
Template
RT-PCR Cycler: ABI prism 7000
Reaktionsgefalle fur RT-PCR

2.5.4 Primer
Sequenzen der Primer, die mit dem gPCR ™ Core Kit for Sybr ™ Green |
(Eurogentec) und dem ABI 7000 Cycler verwendet wurden:

FoxO1 for: 5°-TGG TCA AGA GCG TGC CCT ACT-3
rev: 5-CCC GCT CTT GCC ACC CTC TG-3’
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BMI 1 for: 5-ATT TAG TTC CAG GGC TTT TCA A -3
rev: 5-CTT CAT CTG CAA CCT CTC CTC TAT -3

CCNE 1 for: 5- AGA CGG GGA GCT CAAAAC TG -3
rev: 5-TCG TCC ACC AGG GCACCAT -3

S14 for: 5°- GGC AGA CCG AGA TGA ATC CTC -3
rev: 5°- CAG GTC CAG GGG TCT TGG TCC -3°

FoxO 1 A ChlIP for: 5"- GCG GCG GAC CCC GAG GAG -3
rev: 5°- GGC GCG GAG TGG AGG -3
Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma MWG Biotech in
Ebersberg bezogen. Die lyophilisierten Primer wurden in EB-Puffer (Qiagen) in

einer Konzentration von 100 pmol/ul gelést.

2.6 Analyse der Genexpression auf Proteinebene
2.6.1 Puffer zur Herstellung von Zelllysaten

50 mM Tris (pH 8)

150 mM NacCl

1% Triton X-100

I1mMDTT

Proteaseinhibitoren:
§ Aprotinin 5 mg/mlin PBS pH 7,4 (Roche Biochemica)
§ Leupetin 5 mg/ml in aqua dest. (Roche Biochemica)
§ Pepstatin A 1 mg/ml in Methanol (Roche Biochemica)
§ Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) 0,2 M in Ethanol (Sigma)

2.6.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Sammelgelpuffer
§ 0,5M Tris/HCI pH 6,8
Trenngelpuffer
§ 1,5M Tris/HCI pH 8,8
0,4% (w/v) SDS (Sodium-dodecylphosphate)
Ammoniumpersulfat APS 10% (w/v) in H,O



Kapitel 2

Material 34

TEMED Tetramethylethyldiamin (Gibco)
30% (w/v) Acrylamid 4K-LOosung (AppliChem)

Aqua bidest.

Laufpuffer pH 8,3

§
§
§

25 mM Tris
0,2 M Glycin
0,1% (w/v) SDS

3x SDS Probenpuffer

§

w w W wWw

§

7,5 ml 3-Mercaptoethanol

15 ml Glycerol

3 g SDS, SDS -Losung 2% (w/v) Endkonzentration
18,75 ml 0,5 M Tris pH 6,8

50 mg Bromphenolblau (Sigma)

ad 11,75 ml H,O

Molekulargewichtsmarker Full Range Rainbowmarker RPN 800

(Amersham)

2.6.3 Western-Blotting

10x Blotpuffer (1I)
§ 30 g Tris Base
§ 112,9 g Glycin
8§ 30 ml 10% SDS
§ adllHO

Einfach-Blotpuffer

§ 10% 10fach-Blotpuffer
§ 2% Methanol

§ ad1lH,0

10x TBS (Tris buffered saline) 1 |
§ 24,2 g Tris-Base
§ 80 g NacCl
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§ mit HCI den pH-Wert auf 7,6 einstellen

Waschpuffer (TBS-T)
§ 1fach TBS
§ 0,1% Tween-20-Losung (Fluka)

Blockierlosung:
§ 1fach TBS
§ 0,1% Tween-20
§8 5% (w/v) Magermilchpulver

Puffer zur Inkubation mit dem Erstantikorper
§ 1fach TBS
§ 0,1% Tween-20
§ 5% (w/v) Magermilchpulver
§ 5% BSA
Methanol 100%
PVDF (Polyvinyldifluorid)- Membran (Millipore Immobilon-P,
Transfermembran)
Whatman-3M Papier
Entwicklerlésung ECL (enhanced chemiluminesence) plus
Western Blotting Detektionssystem (Amersham)
Film (Amersham Pharmacia Hyperfilm ECL)
Antikorper:
§8 Phospho-FKHR (Thr24)/FKHRL1 (Thr32) Antikérper (1:1000)
(Cell Signaling)
§ Sekundarantikorper
a-rabbit antibody, (Amersham), (1:3000)
conjugated to horseradish peroxidase
§ a-Cdk2 (Santa Cruz, sc-163)
Elektrophorese-Apparatur (Biorad)
Tank-Blot-System (Biorad)
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2.7 Durchflusszytometrie (Fluorescence Activated Cell Sorting)
15 ml Polysterolgefal3e (Falcon)
1fach PBS
Trypsin
Zellschaber (Greiner)
70% Ethanol
RNase A
Stocklésung: 10 mg/ml, Endkonzentration 0,2 mg/ml in PBS
Propidiumjodid
Stocklésung: 1 mg/mi
FACS-Analysen-Rdhrchen (Falcon)
Zentrifuge Eppendorf
Zentrifuge Heraeus
FACS-Gerat:
FACS Calibur von BD Bioscience

2.8 Materialien zur Klonierung von Plasmiden

2.8.1 Vektor: pGL3-Basic (Luciferase kodierender Vektor)

2.8.2 Primer fur die Amplifikation genomischer DNA
FoxolaBGL2/2 for: 5"-GAA GAT CTC GCC GGC GCC
TCC ACG CTG GTT-3
§ Foxola HIND3/2 rev: 5-ACC CAA GCT TGA CGC GGG
CCG CTT GCT CT-3

2.8.3 Genomische DNA aus Neuroblastomzelllinien

Zelllinie Kelly
Zelllinie NB-12

2.8.4 PCR zur Amplifikation von genomischer DNA

Red Taqg -Polymerase, 1 U/ul (Sigma)
Red Tag-10fach Reaktionspuffer (Sigma)
10 mM dNTP (Roche Diagnostics)

PCR Probengefal3e (Eppendorf)
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PCR-Cycler (MWG Biotech)

DMSO

autoklaviertes H,O

2.8.5 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten

1 kb DNA ladder (1 pg/pl) (Gibco)
DNA loading buffer 6x:

§

w w W W

20 g Sucrose (40%)

0,1 g Bromphenol blue (0,2)

0,1 g Xylene cyanol (0,2)

1 ml (0,5 M) EDTA pH 8,0 (10 mM)
Aqua dest. ad 50 ml

praparative Agarose (Sigma)
Ethidiumbromid (1% Ldsung, Roth)

steriles Skalpell

Eppendorf Probengefalle
TAE Puffer pH 8,0 (Tris/EDTA)

§
§

40 mM Tris-Acetat
1 mM EDTA

Gelelektophorese-Apparatur (Biorad)

Mikrowelle

Der zur Klonierung verwendete Vektor und die genomische DNA der

Neuroblastomzelllinien wurden von PD Dr. Werner Lutz zur Verfigung gestellt.

2.8.6 Restriktionsverdau von DNA-Fragmenten

Restriktionsenzyme

§
§
§

Bglll (Gibco)
Xhol (Gibco)
Hindlll (Gibco)

10fach Puffer: React 2 (10x) (Gibco)
0,1% BSA
RNAse A

autoklaviertes H,O



Kapitel 2

Material

38

Warmeschrank Heraeus

2.8.7 Aufreinigung von DNA-Fragmenten

QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN)
QIAgick PCR Purifikation Kit (QIAGEN)
100% Ethanol

Isopropanol

QIAqick Saule

EB Puffer (10 mM Tris-Cl, pH 8,5) (QIAGEN)
Zentrifuge Eppendorf

2.8.8 Ligation

T4 DNA Ligase (Roche Applied Science)

10x Ligations-Puffer mit ATP (Roche Applied Science)

autoklaviertes H,O
4°C Kuhlraum

2.8.9 Nahrmedien zur Bakterienkultur

LB-Medium (pH 7,0)
10 g Trypton10g

5 g Hefeextrakt
5 g NaCl
3 g Glucosel0 g

LB-Ampicillin Agar (1 1)
10 g NaCl

§
§
§
§
§
§

10 g Trypton
5 g Hefeextrakt
20 g Agar
ad 11H,0
pH auf 7,0 einstellen mit 5N NaOH

autoklavieren, abkiihlen auf 55°C

10 ml (10 mg/ml) steril-filtriertes Ampicillin
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2.8.10 Materialien zur Bakterienkultur

Einweg-Plastikartikel (Petrischalen, Plastikrohrchen) (Greiner)
Inkubator, 37°C (Heraeus)
Wasserbad, 42°C

2.8.11 Selektionsantibiotika
Ampicillin 100 pg/ml Endkonzentration (Stockldsung:

Kanamycin 100 pg/ml Endkonzentration (Stocklésung: 10 mg/ml)

2.8.12 Bakterienstamm zur Transformation

E.coli Bakterienstamm: DH5aQ,
E.coli F®80dlacZAM15 A(lacZYAaegF)U169 DeoR recAl endAl
hsdR17 (r«', m«")phoAsupE44Athi-1 gyrA96 r

2.8.13 Plasmid-Aufreiniqung

JET star Purifikation System Mini Midi Maxi (Genomed)
Isopropanol

70% Ethanol

UV-Spektrometer (Nanodrop)

Speed-Vac

10 mM Tris-HCI, pH 7,4

Zentrifuge, Heraeus

2.8.14 Miniprep (Boiling Method)
STET-LOsung
8% Sucrose
50 mM EDTA
50 mM Tris pH 8

Autoklavieren, danach 5% Triton zufligen

Lysozym : Stocklésung 50 mg/ml, Endkonzentration 0,5 mg/mi
70% Ethanol
TE-Puffer (pH 8,0) (Tris/EDTA)

§ 10 mM Tris/HCI pH 8,0
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§ 100 mM NacCl

§ 1mMEDTA
Zentrifuge Eppendorf
Heizblock 95°C

2.9 Mutagenese
QuikChange XL Site-Directed Mutageneses Kit (Stratagene)
§ Pfu Turbo DNA polymerase (2,5 U/pul)
§ pWhitescript ™ 4,5 kb control plasmid (5 ng/pl)
Quiksolution
§ dNTP
§ Dpnl Restriktionsenzym (10 U/ul)
§ XL10- Gold ultrakompetente Bakterien
Genotyp: Tet'’A(m crA) 183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173
endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac The
[F proAB laclZ AM15 Tn10 (Tet) Amy Cam']
§ XL10-R3-Mercaptoethanol
§ PUC18 control plasmid (0,1 ng/ul in TE Puffer)
Primer:
§ FoxO1lE2Fmut for5- GCG GGC GGG GGG CGG TTC
TAG ATC CCG TAA GTC G-3

§ FoxO1lE2Fmut rev5- CGA CTT ACG GGA TCT AGA ACC
GCC CCC CGC CCG C-¥
Die verwendeten Primer fur die Mutagenese wurden, HPLC aufgereinigt, von
der Firma MWG Biotech in Ebersberg bezogen. Das Lyophilisat wurde in aqua

dest. in einer Konzentration von 100 pmol/ul gelost.

PCR-Cycler MWG Biotech
PCR-Reaktionsgefalle 0,2 ml (Eppendorf)

autoklaviertes H,O
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2.10 Material fur tierexperimentelle Arbeiten

2.10.1 Mausstamme

p300 #°"° (Shikama et al., 2003)
Rertn-Cre ' (Guerra et al., 2003)
p300*AS"e°; RERTN

Die Rertn-Cre Mause sind ein Geschenk von M. Barbacid an die AG Lutz.

2.10.2 Injektion

1 ml Spritzen (BD)

B-d Microlance 25 G 05x16 mm Kanulen orange (BD)
Tamoxifen free Base (Sigma), 40 mg/ml Olivendl
Abs. Alkohol

Olivendl (neuco)

36°C Wasserbad

2.10.3 Organentnahme

sterile Skalpelle (BD)

Pinzetten anatomisch, chirurgisch (Firma Kobe, Marburg)
Scheren (Firma Kobe, Marburg)

1ml Insulin-Spritzen mit Kantle (BD)

10 ml Spritzen (Braun Melsungen)

sterile Petrischalen (Nunc)

Kryo-Gefalie fur Biopsien (Nunc)

eiskaltes PBS

Heraeus Zentrifuge

Eis und Flussigstickstoff

Die verwendeten Instrumente wurden bei 180°C sterilisiert

2.10.4 Homogenisierung von Gewebe
DEPC- H,O
70% Ethanol in DEPC- H,O

50 ml Probengefalie (Falcon)
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Dispergierstab Ultra-Turrax T25 (Janke + Kunkel, IKA® Laobortechnik)

2.10.5 RNA-Isolierung mit TRIzol ® (s. 2.5.1)
Glykogen (Invitrogen)

2.10.6 gRT-PCR (s. 2.5.3)

Primer:
§ p300 wtscreen:5 -TGT CAAGCATCTTTT TGT ACCA -3
§ p300 mut screen: 5-TGT CAAGCATCT TTT TGC TAG C-3

wn

p300 mutex 5: 5°- GTG TTC ATT TCT TCC GTC CTA-3’
S16 for: 5°- AGG GCG GAT TTG CTG GTG TG -3°
§ S16rev:5-GCT ACC AGG GCC TTT GAG AT-3

wn

Die verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma MWG Biotech in
Ebersberg bezogen. Die lyophilisierten Primer wurden in EB-Puffer (Qiagen) in

einer Konzentration von 100 pmol/ul gelést.
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3 Methoden

3.1 Zellkultur

3.1.1 Zellkulturbedingungen

Die Neuroblastomzelllinien und die U20S-Zellen wurden in einem Brutschrank
bei einer Temperatur von 37°C, mit einem CO,-Gehalt von 5% und mit einer
relativen Luftfeuchtigkeit von 96% kultiviert. Als Vollmedium fir die
Neuroblastomzellen wurde RPMI-1640 mit dem Zusatz von 10% FCS (fetales
Kalberserum), 1% Penicillin-Streptomycin und 1% L-Glutamin benutzt. Der
Zellklon der Neuroblastomzelllinie 1A3  erhielt  zusatzlich das
Selektionsantibiotikum G418-Sulfat in der Konzentration 200 pg/ml. Fir die
Kultur der U20S —Zellen wurde DMEM als Vollmedium verwendet, ebenfalls mit
dem Zusatz von 10% FCS, 1% Penicillin-Streptomycin und 1% L-Glutamin. Die
Arbeiten mit den Zelllinien wurden unter einer sterilen Arbeitsbank durchgefuhrt.

3.1.2 Passagieren von Zellen

In Abhangigkeit von der Proliferationsrate der Zelllinien, wurden die Zellen zwei
bis dreimal wochentlich zwischen 1:2 bis 1:20 verdinnt und in sterilen
Petrischalen mit frischem Medium kultiviert unter den oben genannten
Bedingungen. Fur die Anlage einer neuen Zellkultur wurde das alte Medium von
den Kulturschalen entfernt, und die Kulturgefaf3e mit 1fach PBS gewaschen, um
Medienrickstdnde zu entfernen. Anschlielend wurden die Kulturschalen mit
der Protease Trypsin (Trypsin-EDTA-L6sung) behandelt und ca. drei Minuten
bei 37°C inkubiert. Nach wenigen Minuten losten sich die Zellen unter leichtem
Klopfen vollstandig ab. Zur Inaktivierung des Trypsins wurden die abgeltsten
Zellen in frischem Medium resuspendiert und auf sterile KulturgefalRe in den
entsprechenden Verdinnungen verteilt.

3.1.3 Aktivierung des E2F-1-ER Fusionsprotein in 1A3-Zellen

Der Zellklon 1A3 der humanen Neuroblastomzelllinie SK-N-SH-EP exprimiert
ein E2F-1-ER Fusionsprotein, welches durch Zugabe von 200 nM 4 - OHT
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aktiviert wurde. Nach etwa 16 h setzte die E2F-1 induzierte Apoptose ein.

Deshalb wurden die Zellen nach 12-stiindiger Behandlung mit 4-OHT geerntet.

3.1.4 Auftauen von Zellen

Fur die langfristige Lagerung der Zelllinien, wurden die Zellen eingefroren und
dauerhaft in flissigen Stickstoff bei -196°C gelagert. Die gefrorene
Zellsuspension wurde in einem 37°C warmen Wasserbad aufgetaut und in ein
15 ml Plastikrohrchen (Falcon), in dem 10 ml kaltes Medium vorgelegt wurde
Uberfuhrt. Die Zellsuspension wurde bei 1000 Umdrehungen pro Minute bei 4°C
fur 5 min. zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der DMSO-haltige
Uberstand verworfen und das Zellpellet in frischen Medium resuspendiert und in
entsprechende Zellkulturgefal3e gegeben.

3.1.5 Einfrieren von Zellen

Fur die langfristige Lagerung von Zellen eignet sich Flissigstickstoff, der eine
Temperatur von - 196°C hat. Zum Einfrieren der Zellpopulationen wurde ein
Einfriermedium verwendet, das 2 Teile FCS, 2 Teile Kulturmedium und 1 Teil
DMSO enthielt. Die Zellen wurden in dieses Einfriermedium udberfihrt und
stufenweise auf die Lagerungstemperatur abgekuhlt. Dazu wurden 2
Petrischalen (10 cm Durchmesser) mit Zellen, die zu 90% konfluent waren, wie
unter 3.1.2 beschrieben, mit Trypsin behandelt und anschlieend mit Medium
aufgenommen und bei 1000 Umdrehungen pro Minute bei 4°C 5 Minuten lang
zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen und das
im Rohrchen verbliebene Pellet mit 3 ml Kulturmedium versetzt. Die
Zellsuspension wurde dann fir 10 Minuten auf Eis gestellt. Nach 10 Minuten
wurde die Zellsuspension mit 3ml Einfriermedium vermischt. Jeweils 1ml der
Zellsuspension wurde in beschriftete und vorgekihlte Kryo-Rdhrchen gegeben.
Die Kryo-Rohrchen wurden zunachst fur 30 Minuten bei -20°C gelagert und
dann Uber 24 h bei -80°C gelagert. Zur langfristigen Lagerung wurden die ge-

frorenen Zellen in Flussigstickstoff gelagert.

3.1.6 Bestimmung der Zellzahl
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Die Bestimmung der Zellzahl wurde mit der Neubauer-Zahlkammer
durchgefthrt. Hierzu wurde zunéchst ein angefeuchtetes Deckglaschen auf die
Zahlkammer fest aufgelegt, so dass ,Newton-Ringe“ sichtbar waren. Die zu
zahlende Zellsuspension wurde in einem definierten Volumen aufgenommen
und mit Hilfe einer Pipette in die Zahlkammer eingebracht. Die Zellen wurden
unter  dem Mikroskop bei 200facher  Vergrof3erung gezahlt.
Es wurden die Zellen in den GroRRquadraten der Zahlkammer ausgezahlt. Die
erhaltene Zellzahl wurde durch die Anzahl der Grof3quadrate dividiert, und um

die Anzahl der Zellen pro ml zu erhalten mit 10* multipliziert.

3.2 Transfektionen und Luciferase-Reportergen-Assays

3.2.1 Transiente Transfektionen mit Lipofectin Reagent® (Invitrogen)

Fur die Analyse von Interaktionen zwischen intrazellular translatierten
Transkriptionsfaktoren mit transfizierten synthetischen Promotoren wurden
transiente Assays durchgefuhrt. Dazu wurden cDNA-haltige
Expressionsplasmide mit Luciferase Reportergenkonstrukten in die Zellen
kotransfiziert. Die erfolgreiche Bindung der transfizierten Transkriptionsfaktoren
an den Promotor des Reportergens wurde durch die messbare Luciferase-
Aktivitat sichtbar.

Die Durchfuhrung der transienten Transfektionen erfolgte mit Lipofectin
Reagent ® nach den Angaben des Protokolls vom Hersteller. Die Zellen wurden
am Tag vor der Transfektion in Petrischalen ausplattiert und in den
entsprechenden Vollmedien (siehe 3.1) kultiviert. Die Neuroblastomzelllinie 1A3
wurde unmittelbar vor der Transfektion ohne Selektionsmarker G418 kultiviert.
Auf Petrischalen mit 6 cm Durchmesser wurden ca. 150.000 Zellen
ausplattiert. Auf 10 cm Schalen, die nach der Transfektion gesplittet wurden,
wurden ca. 1 Mio. Zellen ausplattiert. Die einzelnen Bedingungen des
Luciferase Reportergen-Assays wurden jeweils als Triplikate angesetzt, um
spater den Mittelwert und die Standardabweichung der Luciferase-Aktivitat
bestimmen zu kénnen. Vor der Transfektion wurde das Medium von den Zell-
kulturschalen entfernt und die Zellen mit 5 -10 ml PBS gewaschen, um Serum -

und Mediumriickstande komplett zu entfernen. Anschliel3end wurden die Zellen
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mit Opti-MEM® (iberschichtet. Die Versuchsbedingungen, die verwendeten
Plasmide und die Lipofectinmenge sind in Tabelle 2 aufgefuhrt. Fir eine 6 cm
Zellkulturschale wurden 20 pl Lipofectin® mit 180 pl Opti-MEM® fiir 45 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Transfektion von 10 cm Zellkulturschalen
wurden 60 pl Lipofectin® mit 540 pl Opti-MEM® fiir 45 Minuten inkubiert.

Zur Transfektion wurden insgesamt fur eine 6 cm Zellkulturschale 5 pg Plasmid-
DNA in 195 pl Opti-MEM® und fiir eine 10 cm Zellkulturschale 15 pug DNA in
585 pl Opti-MEM® eingesetzt. Der Plasmid-DNA Mix enthielt jeweils das
Luciferase Reportergenkonstrukt, Expressionsplasmide und zur Kontrolle der
Transfektionseffizienz ein eGFP Plasmid. Zusatzlich wurde ein pCMV-3-Gal
(Lacz) Plasmid kotransfiziert, welches in  Abhangigkeit der Anzahl
transfizierter Zellen Galaktosidase exprimiert. Anhand der photometrisch
gemessenen Galaktosidase-Aktivitat konnten die Luciferase Werte normalisiert
werden. Allerdings beeinflussen die Expressionplasmide der E2F
Transkriptionsfaktoren die Galaktosidase-Aktivitat, so dass eine Normalisierung
der gemessenen Luciferase Werte nicht immer mdglich war. In diesen Féllen
wurde die Normalisierung anhand der Proteinbestimmung nach Bradford
durchgefiihrt. Nach 45 Minuten wurde die Lipofectin-Opti-MEM®-Lésung mit der
Plasmid-DNA gemischt und fir 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieRend wurde das Lipofectin-Opti-MEM®-Plasmid-Gemisch vorsichtig auf
die, mit Opti-MEM® uberschichteten, Zellen pipettiert. 12 h nach der
Transfektion wurde das Opti-MEM®-Plasmid-Gemisch von den Zellen entfernt
und die Zellkulturschalen mit 5-10 ml 1fach PBS gewaschen. Die 6 cm
Zellkulturschalen mit den transfizierten Zellen wurden mit 5 ml Vollmedium
weiter kultiviert. Die 10 cm Zellkulturschalen mit den transfizierten Zellen
wurden in 10 ml Vollmedium in Kultur genommen. Die Transfektionseffizienz
wurde nach 24 h fluoreszenzmikroskopisch Uber die Expression des eGFP
Plasmides abgeschatzt. Zellen, die eGFP herstellten, leuchteten griinlich unter
UV-Licht.
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Luciferase-Reportergen-Assays

Reportergenkonstrukt Expressionsplasmide ug pCMV-eGFP ug 3-Gal ug Kulturschale Lipofectin Zellzahl Zelllinie
FOXO1-luc 2 pg pCMV-E2F-1 bis E2F-5 1 g lpgg - 6cm 20 ul 150.000 1A3
pCMV-DP-1 1pg
Leervektor pCMV 2 ug
FOXO1mut-luc 2 pg pCMV-E2F-1 bis E2F-5 1 pug lpg 6cm 20ul 150.000 1A3
pCMV-DP-1 1ug
Leervektor pCMV 2 ug
3x IRS-luc 2pug pcDNA3-FKHR 1pg 0,5 ug 0,5 ug 6cm 20ul 200.000 U20S
pcDNA3-FKHR;AAA 1ug
pCMV-HA-ER-E2F-1 1pg
Leervektor pcDNA3 1ug
pGL3-FasL 6,5pug pcDNA3-FKHR 6,5 ug 1 pg 1lpg 10 cm 60 pl 1 Mio. 1A3

pcDNA3-FKHR;AAA 6,5 ug
Leervektor pcDNA3 6,5 ug

Bim-luc 6,5 pg pcDNA3-FKHR 3 Mg 1ug 1lpg 10 cm 60 pl 1,5 Mio. 1A3
pcDNAS3-FKHR;AAA 3 Mg
pcCMVEZ2F-1 3 ug
Leervektor pcDNA 3 Mg

Tab. 2: Zusammenstellung der durchgefuhrten Luciferase-Reportergen-Assays.

Diese Tabelle beinhaltet die verwendeten Plasmide und deren Menge. Weiterhin gibt die Zusammenstellung die, zur Transfektion, verwendete Lipofectinmenge und die
Zellkulturen an.

FOXO1-luc: humaner FOXO1 Promotor tber Bglll, Hindlll in pGL3-Basic kloniert

FOXO1mut-luc: Mutante des humanen FOXO1 Promotors in pGL3-Basic

3x IRS-luc : 3Tandem Kopien des IGFBP-1IRS Promotors ligiert in die Kpnl und Xbal Schnittstellen des pGL2 Vektors

pGL3-FasL: forkhead Seite des Fasl Promotors in die Bglll, Nhel Schnittstelle des pGL3-promotors eingesetzt, der zusatzlich Giber einen SV40

Promotor verfugt.

BIM-luc: humaner BIM Promotor Uber die Sacl Seite in einen pGL-Basic Vektor ligiert
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3.2.2 Herstellung von Zelllysaten

36 h nach der Transfektion wurden aus den Zellen Lysate zur Messung der
Luciferase-Aktivitat hergestellt. Die Herstellung der Zelllysate fir die
Reportergen-Assays erfolgte nach der Methode des schnellen Einfrierens und
Auftauens (,freeze and thaw”). Hierzu wurden zunachst die transfizierten Zellen
zweimal mit eiskalten PBS, zur vollstandigen Entfernung von Mediumresten
abgewaschen. Auf die Zellen wurde anschlieBRend 200 pl 100 mM
Kaliumphosphat -Puffer (pH 7,8, DTT-haltig) gegeben. AnschlielRend wurden
die Zellen mit einem Zellschaber abgekratzt und in 1,5 ml Eppendorfgefalie
Uberfahrt. Die Zellsuspension wurde unmittelobar nach der Ernte in
Flissigstickstoff schockgefroren. Danach erfolgte ein dreimaliges Einfrieren in
Flussigstickstoff und ein Auftauen im 37°C warmen Wasserbad. Nach dem
ofreeze and thaw" Prozess wurden die Zellen 10 Minuten lang bei 14000 rpm
und 4°C (Eppendorf Zentrifuge) zentrifugiert. Der Zelliberstand wurde fur die
Messung der Luciferase-Aktivitat, fur den R-Galaktosidase-Assay und die

Proteinbestimmung nach Bradford eingesetzt.

3.2.3 Messung der Luciferase-Aktivitat

Es wurden Luciferase Reportergenkonstrukte in die Zellen transfiziert, die Uber
eine Gensequenz des Enzyms Luciferase verfugen. Die Expression fur die
Luciferase wird durch Promotoren auf den Reportergenkonstrukten gestartet.
Zusatzlich zu den Reportengenkonstrukten wurden Expressionsplasmide, die
Transkriptionsfaktoren kodieren, transfiziert. Die in den Zellen exprimierten
Transkriptionsfaktoren binden an den Promotor des Reportergenkonstruktes
und induzieren auf diese Weise die Bildung der Luciferase. Die Luciferase
Photinus-luciferin 4-monooxygenase ist ein 62 kD grof3es Enzym, welches aus
der Glihwirmchenart Photinus pyralis stammt und fir die biologische
Leuchtreaktion der Glihwirmchen verantwortlich ist. Das Enzym Luciferase
katalysiert die Oxidation des Substrates D-Luciferin. Die bei dieser Reaktion
entstehende Lichtemission im Spektralbereich zwischen 390 und 620 nm wird
mit Hilfe eines Luminometers gemessen und als relative Lichteinheiten (RLU:

relative light units) angegeben.
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Die entstehende Biolumineszenz wird fur die Aktivitaitsmessung der
Reportergene im transienten Assay ausgenutzt, da die Lichtemission der
Michaelis-Menten-Kinetik folgt. Somit ist die Lichtemission proportional zur
Luciferasemenge in der Probe.

Zur Messung der Luciferase-Aktivitat wurden 50 pl Zelllysat und 350 pl
Reaktions-Puffer eingesetzt. Jeweils 100 pl Substrat D-Luciferin pro Probe fur
die Luciferase-Reaktion werden vom Gerat automatisch injiziert, und die
Intensitat der Lumineszenz wird vom Geréat innerhalb von 20 sec gemessen und

die gemessene RLU aufgezeichnet.

3.2.4 Bestimmung der R-Galaktosidase-Aktivitat

Um Zellproben mit einer unterschiedlichen Transfektionseffizienz miteinander
vergleichen zu konnen, wurde die [R-Galaktosidase bestimmt. Fur die
Bestimmung der Galaktosidase-Aktivitat in den Zellen wurde ein pCMV-3-Gal
(LacZ) Expressionsplasmid in die Zellen transfiziert. Die R-Galaktosidase-
Aktivitdt wird Uber eine Farbreaktion bestimmt, die photometrisch quantifiziert
werden kann. Fur die Messung wurde 50 ul Zelllysat und 750 pl 3-Gal -Reak-
tionspuffer in eine Halbmikro-Einmalkivette vorgelegt. AnschlieRend wurden
100 pl ONPG (o-Nitrophenyl-3-D-Galaktopyranosid) Substrat-Losung zu den
Ansatzen hinzugefigt. Nach dem Durchmischen der Proben wurden die
Kivetten fir 1-8 h in einem 37°C warmen Warmeschrank inkubiert. Die
Inkubation der Proben erfolgte solange bis eine Gelbfarbung auftrat. Die
Messung der Absorption des entstandenen gelbgefarbten Produktes erfolgte

mit einem Spektralphotometer bei 420 nm.

3.2.5 Proteinbestimmung nach Bradford (M.M. Bradford 1976)

Zusatzlich zu der Normalisierung Uber die Bestimmung der R3-Galaktosidase-
Aktivitdt wurde die Proteinbestimmung nach Bradford durchgefiihrt. Der
Proteingehalt der Lysate verhélt sich proportional zur Anzahl der transfizierten
Zellen, solange sich diese in ihrer exponentiellen Wachstumsphase befinden
und noch keine Kontaktinhibition vorliegt.

Die Proteinbestimmung nach Bradford ist eine photometrische Bestimmung, die
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darauf beruht, dass Coomassie-Brilliant Blau G250 in saurer Losung Komplexe
mit den kationischen und hydrophoben Seitenketten von Proteinen bildet. Durch
die  Komplexbildung mit den  Proteinen verschiebt sich das
Absorptionsmaximum von 470 nm ohne Proteinbildung zu 595 nm mit
Proteinbindung. Zur Erstellung einer Eichkurve wurde Rinderserumalbumin
(BSA) verwendet. Hierfur wurden 1 ug, 2 pg, 3 ug, 4 pg, 5 ug, 6 pg und 8 ug
BSA (Stocklésung 1 mg/ml) eingesetzt, und jeweils auf 800 pl H,O gebracht
und mit 200 pl Bradford-Reagenzlésung vermischt. Zur Bestimmung der
Proteinkonzentration in Zelllysaten wurden 2-5 pl Lysat eingesetzt. Die
Absorption der Referenzldsungen und der Proben wurde nach Zugabe der
Bradford-Reagenz -Loésung bei einer Wellenlange von 595 nm photometrisch
bestimmt. Anhand einer Eichgerade konnten die Proteinkonzentrationen der

Lysate bestimmt werden.

3.3 Transfektion von GFP- Fusionsproteinen

3.3.1 Transfektion der GFP-Fusionsproteine mit Lipofectin Reagent®

Zur Untersuchung der Lokalisation eines bestimmten Proteins in der Zelle,
wurden in Neuroblastomzellen GFP-Fusionsproteine transient transfiziert. Vor
der Transfektion erfolgte die Aussaat der zu transfizierenden Zellen auf
Deckglaschen (13 mm Durchmesser) in 6 cm Petrischalen. Auf eine 6 cm
Schale wurden ca. 150.000 Zellen ausplattiert. Fur die Transfektion der 6 cm
Schale am nachsten Tag, wurden 3 pg des jeweiligen GFP-Fusionsproteins
eingesetzt und 2 pug des Leervektors pcDNA3. Die Transfektion wurde wie unter
3.2.1 beschrieben am nachsten Tag durchgefihrt. 12 h nach der Transfektion
wurde das Transfektionsgemisch entfernt, die Zellen mit 5 ml 1fach-PBS
gewaschen und in 5 ml Medium fur ca. 24 h weiter kultiviert. Nach 24 h wurde
durch Zugabe von 4-OHT fur weitere 12 h das E2F-1-ER Fusionsprotein
aktiviert. 36 h nach der Transfektion wurden die Zellen fir die Herstellung von

Mikroskopie -Praparaten fixiert.

3.3.2 Fixierung und Herstellung von Préaparaten zur Mikroskopie
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Die Fixierung der Zellen erfolgte mit 2%igem Paraformaldehyd in PBS fur 15
Minuten bei Raumtemperatur. Die Zellen auf den Deckglaschen wurden zwei
mal mit PBS / 0,1% NP-40 gewaschen. Danach wurde eine Kernfarbung mit
Hoechst (1: 8000) durchgefuhrt. Nach einer Inkubationszeit von 10 Minuten bei
Raumtemperatur wurden die Deckglaschen dreimal mit PBS/0,1% NP-40
gewaschen, um die Uberflissige Reagenzlbésung zu entfernen. Vor dem
Eindecken der Deckglaschen auf Objekttrager wurden diese kurz in PBS und
H,O getaucht. AnschlieBend wurde die Flussigkeit von den Deckglaschen
abgetropft. Die Einbettung der Praparate erfolgte mit wasserldslichen Mounting
Medium. Zur Auswertung und Dokumentation wurde ein Leica DMIRB
Mikroskop mit Kamera (Kappa CF 1/8 FMC CCD) benutzt.

3.4. Analyse der Genexpression auf RNA-Ebene

3.4.1. RNA-Isolierung

Die Gewinnung zytoplasmatischer RNA aus den kultivierten Zellen wurde mit
TRIzol Reagent® (Invitrogen) durchgefiihrt. Zellpellets, die von einer 10 cm
Zellkulturschale geerntet wurden, wurden mit 1 ml TRIzol® versetzt. Es erfolgte
eine 5-minutige Inkubation bei Raumtemperatur, anschlielend wurden 0,2 ml
Chloroform dazu gegeben. Nach 2-3minttigem Schitteln wurde die wassrige
Phase von der organischen Phase durch eine Zentrifugation bei 10.500 rpm fur
15 Minuten bei 4°C getrennt. AnschlieRend erfolgte aus dem wassrigen RNA-
haltigen Uberstand die Prazipitation der RNA mit 0,5 ml Isopropanol. Nach einer
Inkubationszeit von 10 Minuten bei Raumtemperatur wurde ein RNA-Pellet
durch 10minitige Zentrifugation bei 10.000 rpm bei 4°C gewonnen. Das RNA-
Pellet wurde mit 1 ml 75%igem Ethanol in DEPC-H,O gewaschen. Danach
wurde die RNA nochmals bei 6.000 rpm bei 4°C fur 5 Minuten zentrifugiert. Fur
die sich anschlielende cDNA-Synthese wurde das RNA-Pellet in DEPC-H,0O
geldst. Die Konzentration der RNA wurde mit einem Spektralphotometer (Nano
drop) bei der Wellenlange von 260 nm bestimmt. Die Reinheit der
Nukleinsdurepréparation wurde mit Hilfe des OD,g0/OD2go Quotienten Uberpruft.
Zur c-DNA-Synthese wurden nur Proben verwendet, deren Quotient grofRer als

1,8 war.
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3.4.2 cDNA-Synthese mit random primer

Fur die cDNA-Synthese wurden 2 pg RNA eingesetzt. Mit DEPC-H,O wurde die
RNA in ein Gesamtvolumen von 10 pl aufgenommen, und fir 1 Minute bei 65°C
inkubiert und abgekunhlt. Ein Ansatz enthielt jeweils 10 pl 5x First strand Bulffer,
5ul DTT, 5 ul 2,5 mM dNTP’s, 0,2 pl RNAsin, 2 pl random primer und 1pl Mo-
MuLV Reverse Transkriptase. Das Gesamtvolumen eines Reaktionsansatzes
wurde mit 16,8 pl RNAse-freien H,O auf 40 ul gebracht. Die zuvor bei 65°C fur
1 min. denaturierte RNA wurde mit dem Reaktionsansatz vermischt, 10 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine 50minttige
Inkubation bei 37°C und eine weitere Inkubation bei 70°C fir 15 Minuten. Die
Synthese der cDNA wurde in 0,2 ml PCR-GefalRen durchgefuhrt. Die
Inkubationszeiten fanden in einem programmierten PCR-Cycler statt. Die
langfristige Lagerung der hergestellten cDNA erfolgte bei — 20 °C.

3.4.3 Quantitative RT-PCR

Die quantitative RT-PCR eignet sich aufgrund der hohen Sensitivitat und
Spezifitat besonders gut fur die Messung von Proben mit geringer mRNA
Expression. Zur relativen Quantifizierung der mRNA Expression wurde die
komparative Ct-Methode angewendet (Winer et al, 1999; Livak und
Schmittgen, 2001). In der real-time PCR wird nicht ein akkumuliertes PCR-
Produkt am Ende der Amplifikation dargestellt, sondern die Zykluszahl als cycle
threshold (Ct) angegeben. Zur Detektion des amplifizierten RT-PCR-Produktes
wurde SYBR Green | verwendet. SYBR Green | ist ein Cyaninfluoreszenz-
Farbstoff der mit einer hohen Spezifitat mit doppelstrangiger DNA interkaliert
und ein Fluoreszenzsignal bei 520 nm emittiert. (Vitzthum et al., 1999, Zipper et
al., 2004). Die Starke des Fluoreszenzsignals korreliert mit der amplifizierten
DNA Menge. Primerdimere und andere Artefakte kdnnen zu einem
unspezifischen Anstieg des Fluoreszenzsignals fiihren. Deshalb schiel3t sich
nach der Amplifikation eine Schmelzpunktanalyse an, bei der die Temperatur
des Reaktionsgemisches in 1°C Schritten von 50°C auf 95°C erhdht wird. Bei
der Temperatur, bei der die doppelstrangige DNA schmilzt und der DNA-

interkalierende Fluoreszenzfarbstoff von der DNA dissoziiert, kommt es zum
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Abfall des Fluoreszenzsignals. Der entstandene Schmelzpunktpeak
reprasentiert das spezifisch amplifizierte DNA-Produkt. Das Vorhandensein
mehrerer Schmelzpunkte zeigt, dass mehrere unspezifische PCR-Produkte
amplifiziert worden sind.
Je groRRer die Menge an mRNA bzw. durch reverse Transkription umgesetzte
cDNA ist, umso kleiner ist der Ct-Wert. Der Ct-Wert gibt die Anzahl von PCR-
Zyklen an, die zum Erreichen einer bestimmten Fluoreszenzschwelle notwendig
sind. An der definierten Fluoreszenzschwelle ist die neu synthetisierte Menge
an DNA in allen Reaktionsgefal3en gleich. Mit jedem Zyklus verdoppelt sich die
DNA-Menge im Reaktionsgefald, wenn von einer 100%igen Effizienz der PCR-
Reaktion ausgegangen wird. Das bedeutet, dass ein Unterschied von einem Ct-
Wert weniger der doppelten Menge an DNA in der Probe entspricht. Die Ct-
Werte liegen in der exponentiellen Phase der Amplifikation. Um die relative
Expression fur das zu analysierende Zielgen berechnen zu kdénnen, wird die
Expression des Zielgens zundchst zu der Expression eines endogenen
Referenzgens normalisiert (ACt-Wert). Der auf diese Weise ermittelte ACt-Wert
wird dann vom ACt-Wert vom Kalibrator wie z.B. einer Probe mit unbehandelten
Zellen subtrahiert. Durch die Subtraktion beider ACt-Werte wird der AACt-Wert
ermittelt. Der relative Expressionsunterschied zwischen der Probe von
behandelten Zellen zu mit unbehandelten Zellen (Kalibrator) wird mit der
arithmetischen Formel: 222“' berechnet (Pfaffl, 2004). Diese Berechnungsweise
geht von einer 100%igen real-time Effizienz aus, bei der mit jeden Zyklus die
DNA Menge verdoppelt wird.
Die RT-PCR wurde in 25 ul Anséatzen durchgefuhrt. Fur eine Reaktion wurde
1pl cDNA eingesetzt. Die weiteren Reagenzien wurden aus dem Kit: gPCR™
Core Kit for Sybr™ Green | von Eurogentec verwendet.
Der Reaktionsmix fir eine RT-PCR-Reaktion enthielt:

1 pl cDNA

2,5 pl 10x Reaktionspuffer

1,75 pul 50mM MgCl,L6sung

1 ul 5 mM dNTP -Lésung

0,5 pl Forward Primer (10 pmol/pl)

0,5 pl Reverse Primer (10 pmol/ul)

0,125 pl Hot Goldstar enzyme
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0,75 pl SYBR Green (1:2000 in DMSO)
18 ul EB-Puffer (QIAGEN)
Zur Durchfuhrung der Amplifikation wurde das Gerat ABI prism 7000 mit
folgendem Programm benutzt: einmaliger Hotstart bei 95°C fur 10 Min.
40 Zyklen: 95°C fur 15 Sekunden
60°C fur 60 Sekunden.
Die Auswertung der RT-PCR wurde nach der komparativen Ct-Methode
(Applied Biosystems User Bulletin # 2) durchgefuhrt. Zur Berechnung der AACt-
Werte von humaner cDNA wurde das S14 Gen als Kalibrator benutzt. Das S14

Gen kodiert eine kleine Ribosomen-Untereinheit.

3.5 Analyse der Genexpression auf Proteinebene

3.5.1 Lysatpraparation fir die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

(SDS-PAGE)

Die Herstellung der Lysate erfolgte nach der Methode des schnellen Einfrierens
und Auftauens (,freeze-and-thaw”). Zunachst wurden die Zellen auf 10 cm
Zellkulturschalen zweimal mit kalten PBS gespult. In 1 ml kalten PBS wurden
die Zellen mit Hilfe eines Zellschabers abgekratzt und in einem 1,5 ml
Eppendorf-Probengefald gesammelt. Durch die sich anschlieRende
Zentrifugation bei 2000 rpm fur 5 min. bei 4°C wurden
Zellpellets gewonnen. Nach dem Absaugen des Uberstandes wurden die
Zellpellets in 50 ul Lysepuffer resuspendiert und fur 10 min. auf Eis inkubiert. Zu
dem Lysepuffer wurde unmittelbar vor Gebrauch Protease-Inhibitoren und DTT
zugefugt. Nach der Inkubation auf Eis wurden die Proben in Flissigstickstoff
schockgefroren und bei 37°C aufgetaut. Der Prozess des Auftauens und
Einfrierens wurde insgesamt dreimal durchgefuihrt. AnschlieRend erfolgte eine
Zentrifugation bei 14.000 rpm, 4°C fur 5 min. Der auf diese Weise gewonnene
Uberstand enthalt die Proteine. Fur die Auftrennung der Proteine in den
Zelllysaten mittels SDS-PAGE wurden 50 ug des Lysates eingesetzt. Die Be -
stimmung der Proteinmenge erfolgte nach der Bradford Methode (siehe 3.2.5).

3.5.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
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Die Auftrennung von Zelllysaten wurde mit der diskontinuierlichen SDS-Gel-
elektrophorese durchgefuhrt (Laemmli, 1970). SDS (Sodium dodecylsultate) ist
ein Tensid, das die Proteine denaturiert. Dabei entstehen Protein-SDS-
Komplexe, die nach aul3en, durch den hydrophilen Teil des SDS, negativ
geladen sind. 1 g Protein wird von 1,4 g SDS gebunden (Michow, 1995).
Dadurch erhalten die Proteine eine konstante Zahl von elektrischen Ladungen
pro Masse. Die Eigenladungen der Proteine werden von den SDS Molekilen
Uberdeckt. Die negativ geladenen Proteine wandern zur Anode. Dabei ist die
Wanderungsgeschwindigkeit abh&ngig von der Dichte der Matrix und dem
Molekulargewicht der Proteine. Kleine Proteine wandern schneller durch die
Maschen des Gels, wahrend grofR3e Proteine zurliickgehalten werden. Auf diese
Weise erhélt man eine Trennung der Proteine nach ihrer GroRe. Als Matrix
wurden Polyacrylamid-Gele verwendet. Das Gel entsteht durch die radikalische
Polymerisation von  Acrylamid und N,N’-Methylenbisacrylamid. Als
Radikalstarter fur die Polymerisationsreaktion wurde 10%iges APS benutzt, als
Polymerisationskatalysator TEMED (Tetramethylendiamin) (Michow, Budin,
1996). Das Gel setzte sich aus einem Sammelgel und einem 15 %igem
Trenngel zusammen. Das Trenngel wurde zuerst gegossen und bis zum
Abschluss der vollstandigen Auspolymerisation des Acrylamids mit Isopropanol
Uberschichtet, um eine glatte, luftblasenfreie Ebene zu erhalten. Nach Abnahme
des Isopropanols wurde auf das Trenngel das Sammelgel gegossen.

Die Proteinproben wurden in einem 3fach SDS-Probenpuffer aufgenommen
und fir 5 Minuten bei 95°C erhitzt, um die Sekund&r-und Tertiarstrukturen der
Proteine zu zerstoren. Der Probenpuffer enthielt zusatzlich 3-Mercaptoethanol,
das zur Reduktion der Disulfidbriickenbindungen der Proteine diente. Zusatzlich
zu den Proben wurde ein Proteinmarker mit auf das Gel aufgetragen. Dieser
enthdlt ein Protein-Gemisch mit  bekannten ProteingroRen. Anhand des
Markers wurde die Grof3e der Proteine in der Probe bestimmt. Die Auftrennung
der Proteine erfolgte bei 120 V Uber 1,5 Stunden. Als Elektrolyt-L6sung, um
den Stromfluss zu ermdglichen, wurde ein SDS - haltiger Tris-Glycin Puffer ein-

gesetzt.

3.5.3 Western-Blotting
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Die mit Hilfe des Gels aufgetrennten Proteine wurden anschlie3end auf eine
PVDF-Membran Ubertragen. Fur den elektrophoretischen Transfer auf die
Membran wurde ein Tankblotsystem der Firma Biorad benutzt. Dazu wurde die
PDVF-Membran zuerst mit Methanol und anschlieBend mit Transfer-Puffer
angefeuchtet, auf das Polyacraylamidgel mit den aufgetrennten Proteinen
gelegt, mit Whatman-3M Papier abgedeckt und in die Tank-Blot-Apparatur
eingespannt. Die Elektrophorese wurde konstant bei 120 V bei einer maximalen
Stromstarke von 400 mA 30 Minuten lang durchgefiihrt. Der Transferpuffer
enthielt Tris-Base, Glycin, 10% SDS und 20% Methanol.

3.5.4 Detektion der aufgetrennten Proteine

Nach dem Transfer der Proteine auf die PDVF-Membran erfolgte die
Identifizierung der aufgetrennten Proteine Uber die Bindung von spezifischen
Antikérpern. Unspezifisch gebundene Antikérper wurden durch Waschen mit
Waschpuffern, die Detergenzien enthalten, entfernt. Zunachst wurden freie
Bindungsstellen der Membran, an denen unspezifische Antikorper binden
konnen, blockiert. Dieses wurde mit 5%iger Magermilch in TBS-T fur 2 h bei
Raumtemperatur durchgefuhrt. Zum Blockieren der freien Bindungsstellen auf
der Membran wird ein Protein benutzt, das von dem Antikérper nicht erkannt
wird, wie z.B. in Magermilch enthaltene Proteine.

Anschlie3end wurde die Membran bei 4°C Uber Nacht auf einem Schuttler mit
dem Priméarantikorper inkubiert. Der Priméarantikorper wurde 1:1000 in einer
1fach TBS-Losung, die zudem 5% BSA und 0,1% Tween-20 enthielt, verdinnt.
Schwacher haftende unspezifische Bindungen mit dem Priméarantikorper
wurden mit mehrmaligen Waschen in TBST-LOsung am néchsten Tag entfernt.
Es erfolgte anschlie3end eine einstiindige Inkubation bei Raumtemperatur, auf
dem Schittler, mit dem Sekundarantikorper. Der Sekundarantikérper wurde in
einer 1:3000 Verdunnung in der Blockierlosung eingesetzt und richtet sich
gegen die Fc-Bereiche des Primérantikdrpers. An den Sekundarantikkdrper ist
eine HRP-horseradishperoxidase (Peroxidase von Meerrettich) gekoppelt, die
Luminol unter Entstehung einer Lumineszenz umsetzt, was zur Schwérzung
eines Filmes fuhrt. Die Detektion der Banden wurde mit Hilfe der Peroxidase -

Reaktion mit dem ECL plus Westernblotting Detection System (Amersham)
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nach dem Protokoll des Herstellers durchgefuhrt.

3.6 Quantitative PCR zur Quantifizierung von

Chromatin-Immunopréazipitationen

Eine Methode, um die direkte Bindung von Proteinen z.B. von
Transkriptionsfaktoren an die DNA in vivo nachweisen zu koénnen, ist die
Chromatin-Immunoprazipitation (ChIP). Das Prinzip der ChIP beruht darauf,
dass zu einem bestimmten Zeitpunkt eine bestehende Protein-DNA-Bindung in
der Zelle durch eine Fixierung festgehalten wird. Anschliel3end kbnnen aus dem
Chromatin der Zelle durch eine Sonifizierung Protein-DNA-Fragmente
gewonnen werden, die mit einem fir das gewlnschte Protein spezifischen
Antik6rper prazipitiert werden. Die durch Prazipitation erhaltenen DNA-
Fragmente konnen mit Hilfe von spezifischen Primern fir die vermutete DNA-
Region Uber eine PCR nachgewiesen werden.

Im Rahmen der Doktorarbeit wurden mit bereits von PD Dr. Werner Lutz
isolierten Chromatinprazipitaten quantitative PCR’s durchgefuhrt. Mit Hilfe der
gPCR konnte die Bindung von bestimmten Transkriptionsfaktoren an die durch
die Primer definierte DNA-Region nachgewiesen werden.

Fur Durchfihrung der quantitativen PCR mit den DNA-Prazipitaten wurde
gPCR™ Core Kit for Sybr'™ Green | von Eurogentec nach dem
Pippettierschema unter 3.4.3 benutzt. Zur Amplifikation der DNA wurde das ABI
7000 Gerat mit in 3.4.3 aufgefihrtem Programm verwendet. Die quantitative
PCR nach der komparativen Ct-Methode ausgewertet. Zur Ermittlung der ACt-
Werte wurde der Input als endogene Referenz verwendet. Die Berechnung der
AACt -Werte erfolgte mit der Probe ohne Antikorper (Kalibrator).

3.7 FACS Analyse (Fluorescence Activated Cell Sorting)

3.7.1 Prinzip der FACS-Analyse

Zellzyklus-Analysen  einer  Zellpopulation  wurden mit Hilfe der
Durchflusszytometrie durchgefuihrt. Hierbei wurden die Zellen mit Propidium -

jodid (PI), einem DNA - interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff, gefarbt und im
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Durchflusszytometer gemessen.

Bei dieser Messmethode wird eine Einzelzellsuspension an einem Laserstrahl,
mit geeigneter Wellenlange, vorbei geleitet. Durch hydrodynamische
Fokosierung werden die Zellen einzeln in einem definierten Abstand an
Photonendetektoren vorbei geleitet. Die Elektronen des Fluoreszenzfarbstoffes
werden durch den Laser auf ein hdheres Energieniveau angehoben und fallen
unter Abgabe von Energie, in Photonen, auf ihr urspriingliches Energieniveau
zuriick. Die auf diese Weise entstehenden Photonen werden von einem
Photonendetektor registriert. Die Menge an registrierten Photonen verhalt sich
proportional zum DNA-Gehalt von Pl gefarbten Zellen. Zusatzlich ergeben sich
durch die Lichtbeugung, Lichtstreuung und die Dauer der Passage am Detektor
Informationen Uber die GroRRe der Zellen und die Granularitat des Zytoplasmas
der Zellen. In Histogrammen wurde die gemessene Fluoreszenz der Zellen
dargestellt. So wurde die prozentuale Verteilung der Zellpopulation in die
verschiedenen Zellzyklusphasen sichtbar. Um die Berechnung von
Mittelwerten und der Standardabweichung zu ermdglichen, wurde der Versuch

in Triplikaten durchgefihrt.

3.7.2 Fixierung und Farbung der Zellen mit Propidiumjodid

Die Zellen von 10cm Zellkulturschalen wurden mit 2 ml Trypsin von den
KulturgefaRen abgeldst und bei 1000 rpm fir 5 Minuten bei 4°C zentrifugiert.
AnschlieRend wurde der Uberstand abgenommen und das Zellpellet in 10 ml
PBS gewaschen und nochmals bei 1000 rpm fur 5 Minuten bei 4°C zentrifugiert.
Nach Abnahme des Uberstandes wurde das Zellpellet in 200 pl 1fach PBS-
Puffer gelost. Tropfenweise unter Vortexen erfolgte die Zugabe von 3 ml
70%iger Ethanollésung zu der Zellsuspension. Durch diese Fixierung entstand
die, far die Messung mittels der Durchflusszytometrie notwendige,
Einzellsuspension. Die mit Ethanol fixierten Proben wurden bei 4°C gelagert bis
zur Farbung mit PI.

Zur Vorbereitung der Zellen auf die Farbung, wurden diese bei 3000 rpm fir 5
Minuten bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Zellpellet in 300 ul 1fach PBS-Puffer resuspendiert. Die in den Zellen noch vor -
handene RNA wurde vor der Pl-Farbung durch Zugabe von 5 ul RNAse A bei
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einer 30mindtigen Inkubation bei 37°C verdaut. AnschlieRend wurden die
Proben in spezielle Gefal3e fur die FACS-Analyse uberfuhrt und 15 pl PI
(Stammlésung 1mg/ml) hinzugefiigt. Die Proben wurden bis zur Messung im
Dunkeln bei 4°C gelagert.

Fur die Messung wurde ein FACS Calibur Gerat von BD Bioscience mit einem
488 nm Argonlaser benutzt. Zwischen 300 und 600 Zellen pro Sekunde wurden
detektiert. Um statistisch auswertbare Ergebnisse zu erhalten, wurden von jeder
Probe insgesamt 50.000 Zellen gezéhlt und fur die Auswertung im Histogramm

dargestellt.

3.8 Klonierung, Restriktionsverdau und Ligation von DNA-Fragmenten

3.8.1 Klonierung eines FOXO1-Promotor-abhéngigen

Reportergenkonstruktes

Zur Durchfuhrung eines Luciferase Reportergen-Assays sollte ein Luciferase
Reportergenkonstrukt, welches den humanen FOXO1 Promotor mit seinen drei
Bindungsstellen fur E2F Transkriptionsfaktoren enthélt in einem pGL3 Vektor
kloniert werden.

Die Vektoren, die zum Klonieren benutzt werden, stammen von bakteriellen
Plasmiden ab. Der Vektor enthalt drei wesentliche Bestandteile, zunachst den
Replikationsursprung (ori), der fur die Vermehrung der Vektoren in den
Bakterien Voraussetzung ist. Zuséatzlich besitzt der Vektor ein Resistenzgen,
dessen Produkt ein Antibiotikum unwirksam macht, um selektiv den Vektor in
Bakterien vermehren zu kénnen. Der zur Klonierung des humanen FOXO1
Luciferase Reportergens (FOXO1-luc) verwendete pGL3 Vektor enthélt ein
Resistenzgen fir Ampicillin. Als dritten wesentlichen Bestandteil besitzt der
Vektor eine multiple Klonierungsstelle, die aus einem Sequenzbereich von
aufeinander folgenden Restriktionsschnittstellen besteht, die auf dem Vektor
nur einmal vorhanden sind. In diesem Bereich wird die Fremd-DNA als Insert in
den Vektor eingefihrt. Als Insert wurde eine 428 bp umfassende Gensequenz
des humanen FOXO1 Promotors tber eine Bglll; Hindlll Schnittstelle in den
pGL3 Vektor eingefigt. Der pGL3 Vektor kodiert zusatzlich das Enzym

Luciferase. Die Luciferase wird in Abhangigkeit einer erfolgreichen Aktivierung
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des FOXO1 Promotors hergestellt. Der pGL3 Vektor ist eine Weiterentwicklung
des pGL2 Vektors der Firma Promega, dessen Luciferase im Vergleich zum

pGL2 Vektor ein 10fach starkeres Lumineszenz-Signal abgibt.

Synthetic poly
(A)signal/transcriptional

pause site

(for background reduktion)

Bglll

SV 40 late humaner FOX01
P_oly(A) e Promotor
signal for 428bp
luc
reporter :

Hindlll

Luc +

Abb. 6: pGL3 Vektor ligiert mit dem amplifizierten 428 bp umfassenden humanen FOXO1
Promotor. Vektor und Insert wurden einem Restriktionsverdau mit den Endonukleasen Bglll

und Hindlll unterzogen und mit einer T4-Ligase in den pGL3 Vektor ligiert.

3.8.2 PCR zur Amplifikation des Inserts mit genomischer DNA

Das humane FOXO1-Gen wurde mit einer PCR aus genomischer DNA aus
Neuroblastomzelllinien amplifiziert. Die PCR wurde mit einem Cycler der Firma
WMG Biotech durchgefihrt.

Der PCR-Ansatz enthielt: 1 pl genomische DNA
1 pl Forward Primer (10 pM/pl)
1 pl Reverse Primer (10 pM/ul)
5 ul 10x Red-Taqg-Reaktionspuffer
1 ul dNTP
2,5 ul DMSO

1 pl RedTag-Polymerase

37,5 pl Wasser
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Die PCR wurde mit folgendem Programm durchgefihrt:
Hotstart bei 95°C tur 4 Minuten
33 Zyklen: 95°C fur 45 Sekunden
67°C fur 45 Sekunden
72°C fur 90 Sekunden
72°C fur 5 Minuten
Abklhlung und Lagerung bei 4°C

3.8.3 Gelelektrophorese von PCR-Produkten und Vektoren

PCR-Produkte und Plasmide wurden gelelektrophoretisch mit einem 1%igen
bis 2%igen TAE-Agarosegel aufgetrennt. Zu 100 ml TAE-Agarosegel wurde im
flissigen Zustand 4 pl einer 1%igen Ethidiumbromidlésung zugefiigt. Die
Auftrennung erfolgte in einem 1fach TAE-Puffer bei einer Spannung von 130 V.
Um die GroRe der DNA -Fragmente abschatzen zu kodnnen, wurde ein
entsprechender Marker mit aufgetragen. Die Proben selbst wurden in einem
6fach DNA-Probenpuffer aufgenommen, um die Beladung des Gel zu
erleichtern und die Proben wahrend der Auftrennung sichtbar zu machen.
Anschlieend wurden die aufgetrennten DNA-Fragmente Uber das DNA-

interkalierende Ethidiumbromid unter UV-Licht detektiert.

3.8.4 Gelextraktion und Aufreinigung

PCR-Banden und Plasmide wurden mit einem Skalpell unter UV-Licht
ausgeschnitten und mit dem Qiaquick Gel Extraktionskit (QIAGEN) nach dem

Protokoll des Herstellers extrahiert und aufgereinigt.

3.8.5 Verdau mit Restriktionsenzymen

Um das amplifizierte PCR-Produkt als Insert den pGL3 Vektor einfiigen zu
kénnen, wurde das Insert, welches in den Vektor eingefiigt werden soll, und der

Vektor mit den gleichen Restriktionsenzymen (Bglll;Hindlll) geschnitten.
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Der Ansatz des Restriktionsverdaues war folgendermalen aufgebaut:

Insert Vektor
FOXO1 Promotor pGL3 Vektor
50 pl Insert (27,3 ng/pl) |3 pl Vektor
6 pl React Il (10x) 2 pl React Il (10x)
2 ul Bglil 2 pl Bglll
2 ul Hindlll 2 ul Hindlll

Der Restriktionsverdau wurde fiir 3 h bei 37°C inkubiert.

3.8.6 Ligation

Die Ligation von dem geschnittenen Insert und dem Vektor wurde mit einer T4-
Ligase mit folgendem Ansatz durchgefihrt:

1 pl Vektor

2 pl Insert

1 pl 10x T4-Ligase Puffer mit ATP

1 pl T4-Ligase

5 ul H,O
Die Ligation wurde fir 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und

anschlie3end Gber Nacht bei 4°C gelagert.

3.8.7 Transformation in Bakterien

Nach der 16stiindigen Inkubation des Ligationsansatzes bei 4°C erfolgte die
Transformation des klonierten Vektors in Bakterien. Hierzu wurden zu dem
Ligationsansatz 90 ul aufgetaute kompetente E.coli Bakterien gegeben. Die
Bakterien wurden mit dem Ligationsansatz fir 20 Minuten auf Eis gestellt. Der
Transformationsansatz wurde anschlie3end fir 1.30 min. in ein 42°C warmes
Wasserbad gestellt und  danach wieder kurz auf das Eis gebracht.
Anschliel3end wurde zu dem Transformationsansatz 1 ml LB-Medium gegeben
und die Bakterien fir 45 Minuten bei 37°C auf einem Schiittler kultiviert. Nach
der 45mindtigen Inkubationszeit wurden die Bakterien kurz zentrifugiert. Das

enthaltene Bakterien-Pellet wurde mit ca. 50 pl LB - Medium auf die Ampicillin -
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haltige Agarplatten ausplattiert und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Nach etwa
18 h wurden die gewachsenen Bakterienkolonien in 5 ml Ampicillin-haltigen LB-

Medium gegeben und Uber Nacht bei 37°C auf einem Schuttler weiterkultiviert.

3.8.8 Mini-Prep (Boiling Method)

Aus den Ubernachtkulturen im LB-Medium wurden die Plasmide nach der
Boiling Methode isoliert. Dazu wurden die Bakterien abzentrigugiert (1200 rpm,
4°C, 5 min.) und das Pellet in 110 pl STET-Puffer mit 0,5 mg/ml Lysozym
aufgenommen. Anschliel3end wurde die Bakteriensuspension fur 5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert und danach fir 1 Minute bei 95°C erhitzt.
Anschlieend wurden die lysierten Bakterien 15 Minuten bei 13.000 rpm bei
4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde mit Hilfe von Pipettenspitzen aus dem
Probengefa entfernt. Zu dem Uberstand wurde zum Ausfallen der Plasmid -
DNA 110 pl Isopropanol gegeben. Die ausgefallene DNA wurde bei 13.000 rpm
15 Minuten lang bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
DNA-Pellet mit 1 ml 70%igen Ethanol gewaschen. Nach dem Waschen wurde
das Pellet erneut abzentrifugiert und in 20 ul TE gel6st.

3.8.9 Restriktionsverdau zur Identifizierung der Plasmide

Die mittels Mini-Prep isolierten Plasmide wurden anschlieRend einem
Restriktionsverdau unterzogen, um nachzuweisen, ob das richtige Plasmid in
die Bakterien aufgenommen wurde. Dazu wurden die isolierten Plasmide mit
den Restriktionsenzymen Xhol ,Hindlll verdaut, und es wurde ein zusatzlicher
Restriktionsverdau mit den Restriktionsenzymen Bglll,Hindlll durchgefihrt. Far
den Restriktionsverdau wurden 10 pl der Mini-prep, jeweils 1pl der beiden
Endonukleasen und 0,5 pl RNAseA eingesetzt. In Gegenwart des 10x Reactll
Puffers fand die Reaktion bei 37°C fir ca. 2-3 h statt.

Beim positiven Ausfall des Restriktionsverdaues mit Hindlll und Bglll wurde der
428 bp umfassende FOXO1 Promotor erhalten. Der Kontrollverdau Hindlll und
Xhol ergab ein 350 bp grofes DNA-Fragment. Klone, die im Restriktionsverdau
die entsprechenden DNA-Fragmente aufwiesen, wurden mit einer Maxi-Prep

vermehrt. Die Richtigkeit der Gensequenz der klonierten Plasmide wurde mit



Kapitel 3 Methoden 64

Hilfe einer Sequenzanalyse durch die Firma Seglab (Géttingen) Uberprft.

3.8.10 Maxi-Prep

Um grolRere Mengen von Plasmiden mit grol3er Reinheit zu erhalten wurden,
Maxi-Prep’s mit dem JETstar Kit der Firma Genomed nach dem Protokoll des
Herstellers durchgefiihrt. Die Plasmide wurden nach der Isolierung in 10 mM
Tris-Cl Puffer mit einem pH-Wert von 7,0 gelést. Die DNA-Konzentration der
Plasmide wurde mit einem Spektralphotometer (Nanodrop) bei einer Absorption

von 260 nm gemessen.

3.9. Mutagenese

Zum Einfugen von Punktmutationen in eine Gensequenz wurde das
QuickChange XL Site — Directed Mutagenesis Kit von der Firma Stratagene
benutzt. Als Primer fur die Mutagenese wurde ein 34-mer Primerpaar
konstruiert, welches die gewlnschte Punktmutation von vier Basen beinhaltete
und eine Schmelztemperatur von 78°C aufwies. Die PCR wurde unter

folgenden Bedingungen durchgefiuhrt:

Segment | Zyklen Temperatur| Zeit
1 1 95°C 1 min
2 18 95°C 50 sec
60°C 50 sec
68°C 6 min
3 1 68°C 7 min

Das DNA-Template, welches fur die Mutagenese eingesetzt wurde, war das
zuvor klonierte FOXO1-luc Luciferase Reportergenkonstrukt.
Die PCR wurde mit folgenden Reagenzien durchgefuhrt:

5 ul 10x Reaktionspuffer

1 pl Template (17 ng)

1 pl Forward Primer 140 ng (HPLC gereinigt)

1 pl Reverse Primer 140 ng (HPLC gereinigt)

1yl dNTP
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3 ul Quick solution
37 pl autoklaviertes Wasser
1 pl Pfu Turbo DNA Polymerase (2,5 U/ul)

Die PCR wurde mit der Pfu Turbo DNA-Polymerase durchgefihrt, die beide
Plasmidstrange repliziert. Somit wurde die durch die Primer festgelegte
Punktmutation ebenfalls repliziert. Der dadurch entstandene doppelstrangige
Vektor wurde anschlie3end einem Restriktionsverdau mit Dpnl unterzogen. Die
nicht mutierte Plasmid-DNA wird aufgrund ihrer spezifischen dam-Methylierung,
der in E.coli amplifizierten Plasmide, von der Dpnl Endonuklease erkannt und
verdaut. Somit wird das von den E.coli stammende parentale, nichtmutierte
Template vollstandig entfernt. Nur die mutierte Plasmid-DNA bleibt nach dem
Restriktionsverdau erhalten.

Nach dem Verdau wurde das PCR-Produkt in XL-10-Gold ultrakompetente
Bakterien nach dem Protokoll des Herstellers transformiert. Die transformierten
Bakterien wurden auf Ampicillin-haltige Agarplatten ausplattiert und Uber Nacht
bei 37°C im Brutschrank kultiviert. Gewachsene Klone wurden anschlie3end in
Ubernachtkulturen weiterkultiviert (siehe 3.7.6) und zur Isolierung der
Plasmiden genutzt (siehe 3.7.7). Um zu Uberpriufen, ob die klonierten Vektoren
auch die komplette DNA-Sequenz erhalten haben, wurde eine Sequenzierung
mit Hilfe der Firma Seqglab in Gottingen durchgefuhrt. Dazu wurden die
Plasmide in 10 mM Tris-Cl pH 7,0 gel6st und in einer Konzentration von 1ug/ul

zur Sequenzierung eingeschickt.

3.10 Tierexperimentelle Methoden

3.10.1 Tierhaltung

Fur die Versuche wurden erwachsene weibliche und mannliche Mause doppelt
heterozygote Mause des Mausstammes p300°°"°:Rertn-Cre verwendet. Die
Tiere wurden in konventioneller Haltung in Gruppen (Weibchen u. Mannchen
getrennt) bis zu 6 Tieren in durchsichtigen Polycarbonatkéfigen
(Makrolonkafigen Typ 3, 810 cm?) gehalten. Als Kafigeinstreu wurde staubfreies
Weichholzgranulat benutzt. Die Raumtemperatur betrug 22 + 2°C und die

relative Luftfeuchtigkeit 55 + 5% unter Einhaltung eines Tag - Nacht -Rhythmus.
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Die M&ause erhielten pelletiertes Alleinfutter und Leitungswasser ad libitum.

3.10.2 Induktion der Cre-Aktivitat durch Tamoxifen

Die Induktion der Cre-Recombinase Aktivitat erfolgte in ab acht Wochen alten
doppelt heterozygoten p300°°"°:Rertn-Cre Mausen durch eine Tamoxifen
Injektion i.p. An vier aufeinander folgenden Tagen jeweils zur gleichen Uhrzeit
wurden 4 mg Tamoxifen in einem Injektionsvolumen von 100 pl Olivendl i.p. den

Mausen injiziert.

3.10.3 T6tung von Versuchstieren, Organentnahme und Gewebeasservation

Nach 10 Tagen (d), 3 Monaten und 6 Monaten wurden die injizierten Tiere
durch Cervikaldislokation getdtet, um eine Organentnahme durchfiihren zu
konnen. Der sofortige Eintritt des Todes wurde am Tier durch das Fehlen von
Atmung, das Fehlen des Zwischenzehenreflexes und die fehlende Reaktion auf
Schmerzreize vor Beginn der Organentnahme uberpruft. 23 verschiedene
Gewebe/Organe wurden im Rahmen der Organentnahme asserviert und spater
zur RNA-Isolierung eingesetzt. Da RNA aus den unterschiedlichen Geweben
isoliert wurde, wurde die Organentnahme sehr ziigig durchgefinhrt.
Gewonnenes Probenmaterial wurde unmittelbar nach der Entnahme in
Flissigstickstoff eingefroren oder in sterilen eiskalten PBS kurzfristig gelagert.
Die Organentnahme wurde folgendermaf3en durchgefuhrt:

1.) Hautschnitt entlang der Linea alba mit einer grof3en stumpfen Schere vom
Os pubis bis zum Unterkiefer.

2.) Stumpfes Abpraparieren der Haut von Peritoneum mit seitlichen
Entlastungsschnittem

3.) Er6ffnung des Peritoneums und des Thorax.

4.) Beurteilung des Situs auf Organverdnderungen.

5.) Entnahme des ersten Organpaketes im Thorax: Thymus, Herz, Lunge,
Schilddrise. Die Organe wurden in ihrer Gesamtheit durch Abtrennen der
Aorta oberhalb und unterhalb des Herzens entnommen.

6.) Enthnahme des Verdauungstraktes: Zunge, Speicheldriisen, Leber,

Magen, Pankreas, Duodenum, Kolon.
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Der Darminhalt wurde mit ca. 10 ml eiskalten PBS ausgesplilt.
7.) Entnahme des Urogenitaltraktes: Niere und Nebenniere, Blase, Uterus (9),
Ovar (?), Hoden (&), Samenblase (3).
8.) Entnahme des Gehirns: Grof3hirn und Kleinhirn.
9.) Entnahme der blutbildenden Organe: Milz, Knochenmark aus dem Femur.
10.) Zur Gewinnung des Knochenmarks wurde der Femur genommen.
Zunachst wurde die Oberschenkelmuskulatur vom Femur abprapariert.
Anschliel3end wurden beidseits mit einem Skalpell die Epiphysen des Femurs
abgetrennt und somit das Knochenmark eréffnet. Das Knochenmark wurde mit
einer sterilen Insulinspritze, sowie sterilem eiskalten PBS aus dem Femur
gespult und in einer sterilen Petrischale gesammelt. Anschlielend wurde das
Knochenmark bei 1200 rpm bei 4°C 5 min. lang zentrifugiert. Nach der
Zentrifugation wurde das Pellet sofort mit 1ml TRIzol Reagent versetzt und zur
RNA-Isolierung (s. 3.4.1) eingesetzt.
11.) Die bei der Isolierung des Femurs durchtrennte und abpréparierte
quergestreifte Muskulatur des Oberschenkels wurde ebenfalls als Probe in
Flissigstickstoff asserviert.
12.) Als Hautanhangsgebilde wurde die auf3ere Ohrmuschel als Probe
gewonnen.
Die GewebegroRe der Proben betrug etwa 50 -100 mg. Die enthommenen
Gewebe wurden spater komplett zur RNA-Isolierung mit TRIzol © eingesetzt.
Die Proben wurden nach dem Schockgefrieren in Flussigstickstoff bis zur
Durchfihrung der RNA-Isolierung bis zu einer Woche bei -80°C in einer

Kahltruhe gelagert.

3.10.4 RNA-Isolierung aus Gewebe mit TRIzol ® und cDNA-Synthese

Die gefrorenen, bei -80°C gelagerten, Organproben wurden zur RNA-Isolierung
in den Kryo-GefaRen leicht angetaut und in einen 50 ml Falcon mit 1 ml TRIzol®
Uberfihrt. Das Gewebe wurde mit einem Ultra-Turrax T25 30 sec. bei
Raumtemperatur homogenisiert. Zwischen den einzelnen Proben wurde der
Dispergierstab jeweils fur 30 sec. mit DEPC - H,O, anschlieBend mit 70 %
Ethanol in DEPC-H,O und nochmals mit DEPC-H,O gereinigt. Um Haare und

nicht vollstandig homogenisiertes Gewebe voneinander zu trennen, wurden die
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Proben nach dem Homogenisieren bei 10.000 rpm bei 4°C 8 min. lang
zentrifugiert. Das auf diese Weise gewonne Pellet enthielt extrazellulare
Membranen, Polysaccharide und hochmolekulare DNA und wurde verworfen.
Der Uberstand enthielt die RNA und wurde weiter verarbeitet. Fett, das sich an
der Oberflaiche des RNA-Uberstandes sammelte, wurde ebenfalls vorsichtig mit
einer Pipette abgenommen. Nach dem Homogenisieren wurden die Proben in
TRIzol® fir 5 min. bei Raumtemperatur inkubiert. Das Ausféllen der RNA in
Isopropanol und das Waschen des RNA-Pellets erfolgte nach demselben
Protokoll wie unter 3.4.1 beschrieben. Lediglich 1ul RNA freies Glykogen
wurde pro Probe dem Isopropanol zugefiigt, um die ausgefallene RNA
nach der Zentrifugation sichtbar zu machen. Die isolierte RNA wurde in DEPC-
H,O geldst und anschliel3end sofort zur cDNA-Synthese eingesetzt. Der RNA-
Gehalt wurde mit dem Spektralphotometer Nano drop bei der Wellenlange von
260 nm bestimmt. Die Reinheit der Nukleinsdurepréaparation wurde Uber die
Bestimmung des ODy0/OD2gp Quotienten Uberprift. Zur c-DNA-Synthese
wurden nur Proben verwendet, deren Quotient gro3er als 1,8 war. Die cDNA-

Synthese wurde wie bereits unter 3.4.2 beschrieben durchgefuhrt.

3.10.5 Allel-spezifische gRT-PCR und die relative Quantifizierung

nach der komparativen Ct-Methode

Die allel-spezifische real-time PCR wurde in 25 pl Ansatzen mit Reagenzien
aus dem gPCR™Core Kit for Sybr™Green | von der Firma Eurogentic mit den
PCR-Bedingungen, die unter 3.4.3 aufgefiuhrt wurden, durchgefihrt.

Mit Hilfe der komparativen Ct-Methode wurde die relative mRNA Expression
des mutierten p300 Allels (p300*°) im Vergleich zum p300 Wildtyp-Allel in den
entnommenen 23 verschiedenen Geweben berechnet. Der Vorteil der
komparativen Ct-Methode ist, dass die mMRNA Expression der mutierten p300
Ziel-mRNA direkt mit der mRNA Expression des p300 Wildtyps verglichen
werden kann, ohne das eine Standardkurve erstellt werden muss. Zur
Ermittlung der ACt-Werte wurden die Ct-Werte des p300 Wildtyp-Allels von dem
mutierten p300”°5-Allel subtrahiert und zur Berechnung der Ratio eingesetzt.
Als endogene Referenz wurde die Expression des S16 Gens mitbestimmt.
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4 Ergebnisse

4.1 E2F-1 induziert die Genexpression von FOXO1 und FOXO3A

Ziel der Arbeit war es, FOXO1 und FOXO3a als potentielle Zielgene von E2F-1
in Neuroblastomzellen zu verifizieren. Deshalb wurde zunachst auf RNA-Ebene
mit Hilfe einer quantitativen RT-PCR die E2F-1 abhangige Induktion von
FOXO1 und FOXO3A nachgewiesen. Zuséatzlich wurde auf Proteinebene mit
Hilfe eines Western-Blots die E2F-1 abh&ngige Proteinzunahme von FoxO3A
analysiert. Die cDNA zur Durchfiihrung der RT-PCR und die Lysate fur den
Western Blot stammen von der humanen Neuroblastomzelllinie 1A3. Diese
Neuroblastomzelllinie ist ein Zellklon der humanen Neuroblastomzelllinie SK-N-
SH-EP, in der ein konstitutiv ein E2F-1-ER Fusionsprotein exprimiert wird,
welches durch die Anwesenheit von 4-OHT aktiviert wird (Kramps C. et al.,
2004).

Die Aktivierung des E2F-1-ER Fusionsproteins in 1A3 Zellen durch 4-OHT
erhohte die RNA-Menge von FOXOL1 etwa 17-fach und von FOXO3A ca. um
das 13fache (Abbildung 7). Fir FoxO3A wurde die Induktion durch das
aktivierte E2F-1-ER Fusionsprotein in 1A3 Zellen auch auf Proteinebene
gezeigt (Abbildung 8).
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Abb. 7: E2F-1-ER induziert die Genexpression von FOXO1 und FOXO3A. 1A3-Zellen, die
Uber ein mit 4-OHT induzierbares E2F1-ER-Fusionsprotein verfigen, wurden fur 12 h mit 200
nM 4-OHT behandelt. Aus unbehandelten und mit 4-OHT behandelten Zellen wurde RNA

isoliert und durch reverse Transkription in cDNA umgesetzt. Mit der cDNA dieser Zellen wurde
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eine gRT-PCR durchgefiihrt. Die gRT-PCR wurde nach der komparativen Ct-Methode ausge-
wertet. Als Kalibrator wurde das humane S14 Gen eingesetzt.

- 4-OHT +4-OHT

Cdk2

Abb. 8: E2F-1-ER fuhrt zur Zunahme der Proteinmenge von FoxO3. Aus 1A3-Zellen, bei
denen durch die 12-stiindige Gabe von 4-OHT das E2F-1-ER Fusionsprotein aktiviert wurde,
wurden Lysate hergestellt. Mittels Immunoblotting konnte ein Anstieg der Proteinmenge von
FoxO3A nachgewiesen werden. Als Ladungskontrolle fir den Western-Blot wurde Cdk2

verwendet.

4.2 FOX0O1 und FOXO3A sind direkte Zielgene von E2F-1

Um zu untersuchen, ob die Expression von FOXO1 und FOXO3A direkt von
E2F-1 initiert wird oder ob die Induktion Zwischenschritte der
Proteinbiosynthese  benétigt, wurden  Neuroblastomzellen mit dem
Proteinbiosynthese Inhibitor Cycloheximid (CHX) behandelt. Die Genexpression
von FOXO1l und FOXO3A  wurde anschlieBend in mit Cycloheximid
behandelten Zellen und unbehandelten Zellen mit einer gRT-PCR
nachgewiesen. Cycloheximid verhindert die Translation in eukaryontischen
Zellen, da die zur Translation notwendige Peptidyltransferase inhibiert wird. In
1A3-Zellen, die ein mit 4-OHT induzierbares E2F-1-ER Fusionsprotein
besitzen, wurde Uber die Zugabe von 4-OHT das E2F-1-ER Fusionsprotein
aktiviert  (s. 3.1.3). Zuséatzlich wurden die  Neuroblastomzellen mit
Cycloheximid behandelt. Aus unbehandelten, mit 4-OHT behandelten, mit
Cycloheximid behandelten Zellen und aus Zellen, die mit beiden Reagenzien
behandelt wurden, wurde RNA isoliert, die zur cDNA-Synthese eingesetzt
wurde. (Die cDNA wurde von PD Dr. Werner Lutz zur Durchfuhrung der qRT-
PCR zur Verfiigung gestellt). In Abb.9 ist das Ergebnis der RT-PCR dargestellt.
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Abb. 9: FOXO1 und FOXOS3A sind direkte Zielgene von E2F-1. Die Induktion von FOXO1
und FOXO3A in Abhéangigkeit des E2F-1-ER Fusionsproteins bendtigt keine
Proteinbiosynthese. Das E2F-1-ER Fusionsprotein in 1A3-Zellen wurde durch die 12-stiindige
Gabe von 4-OHT aktiviert. Zusétzlich wurden die Zellen mit Cycloheximid behandelt. Die aus
der isolierten RNA durch reverse Transkription hergestellte cDNA der Zellen wurde fiir die RT-
PCR eingesetzt. Die Auswertung der RT-PCR erfolgte nach der komparativen Ct-Methode. Die
endogene Referenz ist die Probe ohne Cycloheximid und 4-OHT. Als Kalibrator wurde das
humane S14 Gen benutzt. Im Diagramm dargestellt ist die berechnete mMRNA Expression im

Vergleich zu den unbehandelten Zellen.

Die qRT-PCR zeigte, dass die Genexpression von FOXO1 in Anwesenheit des
aktivierten E2F-1-ER Fusionsproteins 34-fach starker war als in der Probe ohne
4-OHT. In Gegenwart des aktivierten E2F-1-ER Fusionsprotein zeigte sich mit
dem FOXO3A-Primer eine 12-fache starkere Expression im Vergleich zur
Kontrolle. Allerdings fuhrte die alleinige Zugabe von Cycloheximid zu einer 6-
fach hoheren Expression im Vergleich zur Kontrollprobe. Cycloheximid erhdht
alleine ebenfalls die Expression beider FOXO-Gene. Eine mogliche Erklarung
hierfir ware, dass durch die Blockierung der Proteinbiosynthese die Bildung
eines Repressors von FOXO1 und FOXO3A unterdrickt wird.

Dies ist ein Hinweis darauf, dass die Genexpression von FOXO1 und FOXO3A
direkt durch E2F-1 initiiert wird, ohne dass andere Proteine, deren Synthese

erst durch E2F-1 eingeleitet wird, n6tig waren.
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4.3 Aktivierung des FOXO1 Promotors durch E2F

4.3.1 Der humane FOXO1 Promotor enthalt potentielle E2F-Bindungsstellen

Der humane FOXO1 Promotor enthélt drei potentielle Bindungsstellen fur E2F
Transkriptionsfaktoren. Eine E2F-Bindungsstelle liegt in unmittelbarer N&he
zum Transkriptionsstart des FOXO1 Promotors, eine weitere auf dem
komplementdren DNA-Strang bei - 65, vom Startpunkt der Transkription aus
gerechnet. Eine dritte potentielle Bindungsstelle fur E2F befindet sich, vom
Transkriptionsstart aus gesehen, bei -135 (Abb. 10).

Um die Aktivierung des FOXO1 Promotors durch E2F in Neuroblastomzellen
analysieren zu konnen, wurde ein Luciferase Reportergenkonstrukt kloniert,
welches die Gensequenz des humanen FOXO1 Promotors enthalt. Dazu wurde
eine durch Primer festgelegte, 428 Basenpaare umfassende Gensequenz des
humanen FOXO1 Promotors aus genomischer DNA der
Neuroblastomzelllinien Kelly und NB-12 mit Hilfe einer PCR amplifiziert und
als Insert in die Bglll/ Hindlll Schnittstelle eines pGL3-Vektors ligiert (Kapitel
3.7.1, Abb.6). Die folgenden Experimente wurden mit dem klonierten FOXO1lluc
Reportergenkonstrukt durchgefuhrt, welches den amplifizierten FOXO1
Promotor der Neuroblastomzelllinie Kelly beinhaltete. Das amplifizierte FOXO1

Promotorfragment ist in beiden Zelllinien gleich.

5'- TGCCGC 3’ 5'- TGCCGC 3’

E3

- 371 -135 - 65 +1 + 56 '3

/N

3’-CGCCGTCT-5

Abb. 10: Promotor des humanen FOXO1 Gens mit drei potentiellen Bindungsstellen fir
E2F. Die Pfeile markieren Transkriptionsstartpunkte. Das FOXO1 Gen verfugt Gber mehrere
Transkriptionsstartpunkte von denen zwei der aktivsten eingezeichnet sind. (Davis et al., 1995).
Der als Insert 428 bp grof3e humane FOXO1 Promotor umfasst die Sequenz von — 371 bis + 56

relativ zum Haupttranskriptionsstartpunkt.
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4.3.2 E2F aktiviert den humanen FOXO1 Promotor im transienten Assay

Um die Aktivierung des FOXO1 Promotors durch E2F zu untersuchen, wurde
mit dem klonierten FOXO1 Luciferase Reportergen (FOXO1-luc) ein transienter
Assay durchgefihrt. Die Transkriptionsfaktoren E2F-1 bis E2F-5 und der E2F-
Dimerisierungspartner DP-1 wurden als Expressionsplasmide zusammen mit
dem FOXO1l-luc Reportergenkonstrukt in die Neuroblastom-Zelllinie 1A3
kotransfiziert. 48 h nach der Transfektion wurde die Luciferase-Aktivitat in den
Zelllysaten gemessen.

Die Transkriptionsfaktoren E2F-1, E2F-2 und E2F-3 aktivierten den humanen
FOXO1 Promotor, wahrend E2F-4 und E2F-5 nicht in der Lage waren, das
FOXO1luc Reportergenkonstrukt zu aktivieren (Abb. 10).

Durch Uberexpression von E2F-1 kam es zu einer 7-fachen Aktivierung des
FOXO1-Promotors. E2F-2 und E2F-3 zeigten jeweils eine 6-fache Aktivierung
des FOXO1 Gens. Bei E2F-4 und E2F-5 erreichte die Luciferase-Aktivitat
lediglich das Niveau des pCMV-Leervektors.
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Abb. 11: E2F aktiviert den humanen FOXO1 Promotor. 1A3-Zellen wurden mit einem
humanen FOXO1-Luciferase Reportergen (FOXO1-luc), Expressionsplasmiden fur E2F-1 bis
E2F-5 und dem E2F-Dimerisierungspartner DP-1 kotransfiziert. Fur die Transfektion wurden je
1 ug der Expressionsplasmide fir E2F-1 und DP-1, 2 ug des FOXO1-luc Reportergens und 1
Mg eGFP eingesetzt. Als Kontrolle diente ein pCMV-Leervektor. Nach 24 h wurde die
Transfektionseffizienz anhand der eGFP Expression abgeschétzt. Ca. 20% der Zellen zeigten
eine GFP- Expression bei Mikroskopie unter UV-Licht. Aus den Zellen wurden nach 48 h Lysate
hergestellt und die Luciferase-Aktivitdit gemessen. Auf dem Diagramm ist die mit einer
Proteinbestimmung nach Bradford normalisierte relative Aktivierung der FOXO1 Promotors in

Relation zu dem pCMV-Leervektor dargestellt.

4.3.3 Mutagenese einer E2F-Bindungstelle im FOX0O1 Promotor

Nachdem die Bindung der aktivierenden E2F Transkriptionsfaktoren an den
FOXO1 Promotor des FOXO1lluc Reportergenkontruktes nachgewiesen werden
konnte, sollte im folgenden Versuch analysiert werden, ob die E2F-Bindung an
den FOXO1 Promotor abhangig ist von den potentiellen E2F-Bindungsstellen
im FOXO1 Promotor. Deshalb wurde eine der E2F-Bindungsstelle des FOXO1
Promotors, die Bindungsstelle an Position -65, durch das Einfligen von
Punktmutationen in ihrer Funktion zerstért. Diese Bindungsstelle wurde
ausgewahlt, weil ihnre Sequenz am besten mit der Sequenz der Konsensus E2F-
Bindungsstelle tbereinstimmt. Uber eine Mutagenese wurden im FOXO1-luc
Wildtyp Reportergenkonstrukt vier aufeinander folgende Basen in dieser

potentiellen E2F - Bindungsstelle ausgetauscht (Abbildung 12).
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5-TGCCGC-3" 5-TGCCGC-3°
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3-CAAGATCT-5"

Abb. 12: FOXO1 Promotor mit mutierter E2F Bindungsstelle (FOXO1lmut-luc). Die vier rot
markierten Basen der potentiellen E2F Bindungsstelle in 3"- Richtung bei — 65 zeigen die vier
ausgetauschten Basen. Durch Einfiihrung einer Mutation wurde die urspriingliche Sequenz
bei -65 von 3-GCCG-5" zu 3-AAGA-5" verandert. Dies fuhrt zum Verlust der E2F -

Bindungsstelle.

4.3.4 E2F aktiviert mutierten FOXO1 Promotor im transienten Assay

Mit dem mutierten Luciferase Reportergenkonstrukt (FOXO1mut-luc) wurde ein
transienter Reporter-Assay durchgefuhrt. Die Transkriptionsfaktoren E2F-1 bis
E2F-5 wurden als Expressionsplasmide zusammen mit dem E2F-
Dimerisierungspartner DP-1 mit jeweils 1 pg kotransfiziert. Zur Kontrolle der
Transfektionseffizienz wurde zusétzlich ein eGFP Plasmid in die Zellen
transfiziert. 20% der transfizierten Zellen konnten nach 24 h als GFP-positiv
eingestuft werden. Zwei Tage nach der Transfektion wurden Lysate gewonnen,
die zur Messung der Luciferase-Aktivitat eingsetzt wurden.
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Abb.13: E2F aktiviert das FOXO1lmut-luc Reportergenkonstrukt. In 1A3-Zellen wurden das
FOXOl1mut-luc Luciferase Reportergen, die Expressionsplasmide E2F-1 bis E2F-5, der E2F -
Dimerisierungspartner DP-1 und ein eGFP Plasmid transfiziert.

Das FOXO1mut-luc Reportergen kodiert den humanen FOXO1 Promotor, bei dem eine E2F-
Bindungsstelle durch den Austausch von vier Basen nicht mehr funktionsfahig ist. Als Kontrolle
wurde ein pCMV-Leervektor transfiziert. 48 h nach der Transfektion wurden die RLU-Werte der
Luciferase-Aktivitat gemessen. In der Abbildung sind die, mit Hilfe der Proteinbestimmung nach
Bradford, normalisierten RLU-Werte im Verhaltnis zur Basalaktivitat des Reportergens als
Balkendiagramm dargestellt. Im Experiment wurden Triplikate der einzelnen Bedingungen

verwendet, um die statistische Auswertung durchzufiihren.

Der mutierte FOXO1 Promotor wurde von E2F-1, E2F-2 und E2F-3 um das 10-
fache, 5,3-fache bzw. 3,7-fache aktiviert (Abb. 13). Die Ansatze mit E2F-4
und E2F-5 entsprachen der Basalaktivitit ~des  eingesetzten
Reportergenkonstruktes.

Somit fuhrt das Fehlen von nur einer der drei moglichen E2F Bindungsstellen
im Kontext eines Reporterkonstrukts nicht zu einer verminderten Aktivierung
des Promotors durch E2F-Proteine. Auf eine weitere Mutagenese der beiden
anderen Bindungsstellen im FOXO1 Promotor wurde verzichtet, da eine E2F
Bindungsstelle sich im Bereich des Transkriptionsstartpunktes befindet und eine
Mutation dieser Bindungsstelle wiirde den Transkriptionsstart beeinflussen und
damit u.U. die Transkription des FOXO1l Gens in E2F-unabhangiger Weise
beeintrachtigen. Ein Rickschluf? auf die Rolle dieser Bindungsstelle fur die

Aktivierung durch E2F-1 ware dann nicht mehr moglich.
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4.4 E2F bindet den FOXO1 Promotor in vivo

4.4.1 E2F-1-ER bindet den FOXO1 Promotor in vivo

In dem vorausgegangenen Reportergen-Assay konnte mit dem klonierten
FOXO1-luc Reporterkonstrukt bereits die Bindung von E2F an den FOXO1
Promotor im Kontext eines Reporterassays nachgewiesen werden. Fur den
Nachweis der Bindung von E2F an den FOXO1l Promotor in vivo wurde eine
Chromatin-Immunoprazipitation (ChlP) mit einem fur E2F-1 spezifischen
Antikdrper mit der Neuroblastomzelllinie 1A3 durchgefuhrt. Mit der DNA, die aus
dem isolierten E2F-DNA-Komplex stammte, wurde zur relativen Quantifizierung
der Bindung von E2F-1 an den FOXO1l Promotor eine quantitative PCR
durchgefthrt. Die zur ChIP verwendeten Primer amplifizieren einen Bereich des
FOXO1 Promotors, der den Transkriptionsstart beinhaltet. Die DNA der
isolierten Chromatinpréazipitate wurde von PD Dr. Werner Lutz zur Durchflihrung

der PCR zur Verfigung gestellt.
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Abb.14: E2F-1-ER bindet den FOXO1 Promotor in vivo. Das in den 1A3-Zellen durch 4-OHT
aktivierte E2F-1-ER Fusionsprotein bindet an den FOXO1 Promotor. Chromatin wurde von 4-
OHT behandelten und unbehandelten Zellen isoliert und mit einem E2F-1 spezifischen
Antikdrper (a-E2F-1) und einen Kontroll-Antikdrper prézipitiert. 1 pl des Prazipitates wurde
alsTemplate fur die quantitative PCR eingesetzt und mit einem Primerpaar, das einen Bereich
des FOXO1 Promotors reprasentiert, amplifiziert. Die Auswertung der PCR erfolgte mit der
komparativen ACt-Methode. Der Input wurde als endogene Referenz benutzt, die Proben ohne
Antikdrper als Kalibrator. In der Abbildung ist die Amplifikation des FOXO1 Promotors in den

Proben ohne Antikérper als 1 gesetzt.
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In Gegenwart des aktivierten E2F-1-ER Fusionsproteins erfolgte eine 36-fach
starkere Amplifikation des FOXO1 Promotors im Vergleich zu der Probe ohne
Antikdrper und dem Kontroll-Antikdrper (Abb. 14). Dagegen zeigte die DNA, des
mit dem a-E2F-1 Antikérper gewonnenen Prazipitates, der unbehandelten
Zellen lediglich eine 2,6fache Amplifikation des FOXO1 Promotors im Vergleich
zu der Probe ohne Antikdrper und mit dem Kontroll-Antikbrper. Demnach bindet
das durch 4-OHT aktivierte E2F-1-ER Fusionsprotein an den Promotor des
FOXO1-Gens. Somit ist in Neuroblastomzellen Uberexprimiertes E2F-1 in der
Lage direkt den FOXO1 Promotor zu binden.

4.4.2 Endogenes E2F bindet den FOXO1 Promotor in vivo

Nachdem in vivo die Bindung von uberexprimierten E2F-1 an den FOXO1
Promotor in 1A3-Zellen gezeigt wurde, sollte im folgenden Versuch die Bindung
von den endogenen E2F Transkriptionsfaktoren (E2F-1 bis E2F-4) an den
FOXO1 Promotor untersucht werden. Dazu wurde eine Chromatin-
Immunoprazipitation mit IMR-32 Zellen, einer humanen Neuroblastomzelllinie,
durchgeftihrt. Chromatin von IMR-32 Zellen wurde mit gegen E2F-1, E2F-2,
E2F-3 und E2F-4 gerichteten spezifischen Antikorper, sowie mit einem
Kontrollantikbrper prazipitiert. (Die als Template fir die PCR eingesetzten
Prazipitate der IMR-32 Zellen wurden von PD Dr. Werner Lutz zur Verfigung

gestellt).
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Abb.15: Endogenes E2F bindet den FOXO1 Promotor in vivo. Aus IMR-32 Neuroblastom -
zellen wurde Chromatin isoliert und mit spezifischen Antikdrpern fir die Transkriptionsfaktoren
E2F-1 bis E2F-4 und einem Kontrollantikbrper prazipitiert. Die zur quantitativen PCR
verwendete Kontrolle enthielt keinen Antikérper. Mit den Prazipitaten aus IMR-32 Zellen wurde
mit Hilfe der PCR eine Region des FOXO1 Promotors inkl. des Transkriptionsstarts amplifiziert.
Die PCR wurde nach der nach der komparativen Ct-Methode ausgewertet. Zur Ermittlung der
ACt-Werte wurde der Input als endogene Referenz verwendet. Die Berechnung der AACt -
Werte erfolgte mit der Probe ohne Antikdrper (Kalibrator). Auf dem Diagramm ist die

Amplifikation des FOXO1 Promotors in Relation zu der Probe ohne Antikérper dargestellt.

Die DNA-Fragmente, die mit dem fur E2F-1, E2F-2 und E2F-3 spezifischen
Antikdrper prazipitiert wurden, zeigten eine drei- bis flunffache Anreicherung
des FOXO1 Promotors im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 15). Die Starke der
Amplifikation der a-E2F-4 Probe entspricht etwa der Probe ohne Antikérper.
Demnach binden in den untersuchten IMR-32 Zellen spezifisch die
.aktivierenden E2F-Transkriptionsfaktoren* E2F-1, E2F-2 und E2F-3 an den
FOXO1 Promotor.

4.4.3 E2F-1 abhangige Acetylierung der Histone H3 und H4
am FOXO1 Promotor

Die Transkription von Genen wird reguliert durch Modifikationen am N-
terminalen Schwanz der Histone (Roth et al., 2001). Eine Hyperacetylierung der

Histone korreliert mit transkriptioneller Aktivitat, wahrend die Deacetylierung
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der Histone zur Repression fuhrt. Die Acetylierung und Deacetylierung werden
von Histon-Acetyltransferasen (HATs) bzw. Histon Deacetylasen (HDACS)
katalysiert, die von Transkriptionsfaktoren zu Zielpromotoren rekrutiert werden.
Die ,aktivierenden E2F's* rekrutieren die Histonacetyltransferase Tip 60
(Taubert et al., 2004). Entsprechend weisen Promotoren, die E2F-1, E2F-2
und E2F-3 gebunden haben, in der spaten G;- und S-Phase des Zellzyklus
hyperacetylierte Histone auf (Takahashi et al, 2000). Auch die Aktivierung des
E2F Zielgenes BMI1 durch ein 4-OHT aktivierbares E2F-1-ER Fusionsprotein
fuhrt zur Acetylierung des Histons H4 am BMI1 Promotor (Nowak et al. 2006).
Mit dem folgenden Experiment sollte nachgewiesen werden, ob die E2F
Bindung an den FOXO1 Promotor zur Acetylierung der Histone H3 und H4 am
FOXO1 Promotor fuhrt.

Dazu wurde in der Neuroblastomzelllinie 1A3 durch 16-stiindige Zugabe von 4-
OHT, das EZ2F-1-ER Fusionsprotein aktiviert, welches an den FOXO1 Promotor
bindet. Aus mit 4-OHT behandelten und unbehandelten 1A3-Zellen wurde
Chromatin aus fixierten Zellen isoliert und mit einem spezifischen Antikorper
gegen die acetylierten Histone H3 und H4 prazipitiert (Kramps et al., 2004). Die
erhaltenen DNA-Prazipitate wurden wiederum als Template fur die
Durchfihrung einer quantitativen PCR mit einem Primerpaar eingesetzt, das
den FOXO1 Promotor amplifiziert (4.4.1, 4.4.2). Die fur die PCR verwendeten

Templates wurden von PD Dr. Werner Lutz zur Verfigung gestellt.



Kapitel 4 Ergebnisse 81

50
2 40
S S
25
= g 30
=
o
E 20 -
38
20 10-
E LL
23 o
©
4 o v Q
< 3 & & < 5 < &
0} = ) < [0} = o] <
e 5 I I £ & I z
o ¥ ] o ) N o -]
unbehandelte Zellen mit 4-OHT behandelte Zellen

Abb. 16: E2F-1-ER fuhrt zur Acetylierung der Histone H3 und H4 am FOXO1 Promotor. In
1A3-Zellen wurde durch Gabe von 4-OHT das E2F-1-ER Fusionsprotein aktiviert. Aus unbe-
handelten Zellen und aus mit 4-OHT behandelten Zellen wurden Chromatinprazipitate
gewonnen. Die Prazipitation der DNA erfolgte mit einem fur die acetylierten Histone H3 (a-
H3ac) und H4 (a-H4ac) spezifischen Antikdrper. Mit den Chromatinprazipitaten wurde eine
guantitative PCR durchgefuhrt, die mit Hilfe der AACt-Methode ausgewertet wurde. Als
Referenz wurde der Input verwendet; als Kalibrator die Probe ohne Antikdrper. In dem
Balkendiagramm wurde die relative Amplifikation der FOXO1 Promotorsequenz der
Chromatinpréazipitate mit a-H3Ac und a-H4Ac in Relation zu der Kontrolle ohne Antikérper

dargestellit.

Die DNA, welche mit Antikorper gegen das acetylierte Histon H3 prazipitiert
wurde, zeigte in Relation zur Kontrolle ohne Antikérper eine 46,6-fach starkere
Amplifikation (Abb. 16). Das Prazipitat, das mit dem Antikbrper gegen das
acetylierte Histon H4 gewonnen wurde, zeigte im Vergleich zur Kontrolle eine
36,8fach starkere Amplifikation. Bei den unbehandelten Zellen konnte keine
starke Amplifikation des FOXO1 Genes nachgewiesen werden. Lediglich die
DNA der unbehandelten Zellen, die mit dem Antikorper fur acetyliertes H3
prazipitiert wurde, zeigte eine 10fach hoéhere Amplifikation des FOXO1
Promotors im Vergleich zur Kontrollprobe. In den untersuchten
Neuroblastomzellen liegt somit bereits vor Aktivierung des E2F-1-ER
Fusionsproteins eine Acetylierung des Histons H3 am FOXO1 Promotor vor.
Durch die Aktivierung des Fusionsproteins wird die Acetylierung von H3 jedoch
weiter erhoht. Zugleich kommt es zu einer starken Acetylierung des Histons H4.

Dies spricht fur eine transkriptionelle Aktivierung des FOXO1 Promotors und
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eine Acetylierung von Histonen am FOXO Promotor durch Gberexprimiertes

E2F-1 in Neuroblastomzellen.
4.5 FOXO01 wird unabhangig vom Zellzyklus reguliert

Die E2F Transkriptionsfaktoren spielen bei der Proliferation und fir die
Progression des Zellzyklus eine wichtige Rolle. Somit werden viele E2F-
Zielgene in Abhangigkeit der Zellzyklusphasen reguliert. Klassische E2F-
Zielgene, die innerhalb des Zellzyklus reguliert werden, sind z.B. bei der DNA-
Replikation wahrend der S-Phase involviert. In der spaten G;-Phase werden sie
in den Zellen exprimiert, um die DNA-Replikation und die sich anschlieRende
Zellteilung zu initiieren (DeGregori et al., 1995; Ohtani et al., 1995; Vigo et al.,
1999; Wu et al., 2001; Polager et al., 2002).

Mit dem folgenden Experiment sollte untersucht werden, ob sich FOXO wie ein
klassisches E2F-1 Zielgen verhalt und ebenfalls in Abhangigkeit von
bestimmten Stadien innerhalb des Zellzyklus exprimiert wird. Dazu wurden 1A3-
Zellen fur 48 h in serum-freiem Medium Kkultiviert. Durch den Entzug der
Wachstumsfaktoren arretieren die Zellen im Zellzyklus. AnschlieRend wurden
die quieszenten Zellen durch Gabe von FCS zum synchronen Wiedereintritt in
den Zellzyklus angeregt. Zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Stimulation
mit Serum wurden die Zellen zur Durchfiihrung einer FACS-Analyse fixiert.
Zeitgleich mit der Probengewinnung fir die FACS-Analyse wurde RNA aus den
Zellen isoliert und zur cDNA-Synthese eingesetzt. Mit Hilfe der quantitativen
RT-PCR wurde zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Probenentnahme die
Genexpression von FOXO1 analysiert. Als positive Kontrolle fur ein E2F-
reguliertes Zielgen, welches in Abhangigkeit von Zellzyklusstadien reguliert
wird, wurde die Genexpression von CCNE1 (Cyklin E1) benutzt. Mit einem
weiteren E2F-regulierten Gen, BMI1, das nicht in Abhangigkeit des Zellzyklus
reguliert wird, wurde ebenfalls eine RT-PCR durchgefuhrt (Nowak et al, 2006).
Die FACS Analyse zeigte zum Zeitpunkt O, direkt nach der 48-stiindigen
serumfreien Phase, dass sich 66,63% der 1A3 Zellen in der G,/G;-Phase des
Zellzyklus befanden (Abb. 17A). 12 h nach Serum Zugabe hatten 39,45% der
Zellen die S-Phase des Zellzyklus erreicht, in der die Replikation der DNA
stattfindet. Nach 23 h befanden sich die Halfte der Zellen erneut in der G-
/GiPhase des Zellzyklus. 6 h nach der Serum-Zugabe nahm die Expression von
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CCNEL, einem typischen zellzyklus-regulierten E2F-Zielgen um das 12fache
im Vergleich zu den Zellen ohne FCS zu (Abb. 17B) . Mit der weiteren
Progression des Zellzyklus fiel die Genexpression von CCNE1 bei dem 23 h
Wert wieder auf den Ausgangswert zurtick. Die Genexpression von FOXO1 und
BMI1 veranderte sich wahrend der Zeitpunkte der Probenentnahmen nicht .
FOXO wird demnach nicht wie ,klassische Zielgene* von E2F im Verlauf der

Progression in die S-Phase induziert.

Go/Gi: 66,63% 77,24% 57,23%  33,33% 21,68% 29,73% 46,84%
S: 4,59% 5,05% 21,25% 39,82% 32,82% 21,73% 11,37%

G./M:  4,67% 7,37% 9,51% 17,72% 32,98% 32,98% 31,19%

DNA Gehalt

v

Oh 6h 8h 12h 16 h 18h 23 h

v

| Stunden nach FCS-Zugabe

Abb.17A: FOXO1 wird nicht in Abhangigkeit des Zellzyklus reguliert. 1A3 -Zellen wurden
fir 48 h in serum-freiem Medium kultiviert und dann mit FCS (in einer finalen Konzentration von
15%) zum Wiedereintritt in den Zellzyklus stimuliert. Zu verschiedenen Zeitpunkten nach der
Serum-Zugabe wurden die Zellen zur Durchfihrung der FACS-Analyse fixiert und mit
Propidiumjodid gefarbt. In der Tabelle wird die prozentuale Verteilung der Zellen innerhalb der
unterschiedlichen Zellzyklusphasen zu den Zeitpunkten der Probenentnahme angegeben.
Darunter befinden sich die Zellzyklus-Profile in Form von Histogrammen der durchgefiihrten
FACS Analyse. Unter den Histogrammen sind die Zeitpunkte der Probenentnahme fir die

FACS Analyse angegeben.
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relative mRNA Expression

oh 6 h 8h 12h 16h 18h 23h

Stunden nach Zugabe von FCS

Abb.17B: FOXO1 wird nicht in Abhangigkeit vom Zellzyklus reguliert. 1A3 -Zellen wurden
fir 48 h in serum-freiem Medium kultiviert und dann durch 15%haltiges FCS-Medium zum
Wiedereintritt in den Zellzyklus stimuliert. Zu definierten Zeitpunkten nach der Serum-Zugabe
wurde die RNA der Zellen isoliert und fiir die cDNA-Synthese verwendet. Mit der cDNA wurde
eine qRT-PCR in Duplikaten durchgefihrt, die die Expression der E2F-Zielgene BMI1 und
FOXO1 zeigt. CCNE1 wurde als positive Kontrolle fiir ein E2F-Zielgen verwendet, welches in
Abhéngigkeit der Zellzyklusstadien reguliert wird.

Das Balkendiagramm zeigt die Amplifikation von FOXO1, BMI1 und CCNE1l zu den
verschiedenen Zeitpunkten der Probenentnahme in Relation zu der Probe zum Ausgangspunkt
des Versuches bei 0 h. Die RT-PCR wurde mit der komparativen ACt- Methode ausgewertet.
Als Referenz wurde die Ausgangsprobe bei 0 h benutzt, als Kalibrator wurde das humane S14

Gen verwendet.

4.6 E2F-1 beeinflusst nicht die Aktivierung von Zielgenen durch FoxO

Um einen moglichen Einfluss von E2F-1 auf die durch FoxO1l regulierte
Transkription von Genen zu untersuchen, wurden transiente Reportergen-
Assays mit Luciferase Reportergenkonstrukten, die Bindungsstellen fir FoxO
Transkriptionsfaktoren besitzen, durchgefihrt.

Als erstes Experiment, ob E2F-1 die FoxOl-regulierte Transkription
beeinflussen kann, wurde ein synthetisches Luciferase Reportergenkonstrukt
mit drei Tandemkopien des IRS Elementes (3x IRS) gewdahlt (Tang et al. 1999).
An das IRS (insulin-responsive sequence) Element des IGFBP1 Gens (Insulin-
like -growth factor-binding 1Promotor) binden FoxO Transkriptionsfaktoren, die

Uber ein IRS Element verfugen. (O'Brien et al.,, 1995; Unterman et al.,1994;
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Tang et al., 1999). Als Expressionsplasmid wurde fur diesen transienten Assay
ein pcDNA3 Vektor ausgesucht, der die cDNA des humanen FOXO1l Gens
(pcDNA3-FKHR) enthélt (Tang et al., 1999). Der Versuch wurde zusatzlich mit
einer Mutante des humanen FOXO1l Gens (FKHR;AAA) durchgefuihrt. Die
Mutante des FOXO1 Wildtyp Gens ist konstitutiv aktiv. Durch den Austausch
von drei Aminosauren ist diese FoxO1l Mutante nicht mehr fir die Regulation
durch Akt zuganglich. In PTEN negativen Zellen ist die Mutante im Kern
lokalisiert und aktiviert konstitutiv FoxO1 regulierte Promotoren (Ramaswamy et
al. 2002). Im folgenden Versuch wurden in U20S-Zellen das 3xIRS Luciferase-
Reportergenkonstrukt, die Expressionsplasmide FKHR, FKHR;AAA oder als
Kontrolle der pcDNA3-Vektor transfiziert. Zuséatzlich wurde ein E2F-1-ER
Fusionsprotein in die Zellen kotransfiziert, welches durch Zugabe von 4-OHT
aktiviert wurde. In Abb. 18 ist die Aktivierung des 3x IRS Promotorsdurch die

FoxO Expressionsplasmide dargestellt.

12

10 - M- 4-OHT
O+ 4-OHT

relative Aktivierung
der 3xIRS Luciferase
(o]

Kontrolle FKHR-WT FKHR;AAA

Abb. 18: Einfluss von E2F-1 auf die Aktivierung des 3xIRS Promotors durch FoxO1

U20S - Zellen wurden mit einem 3xIRS-luc Reportergenplasmid, den Expressionsplasmiden
FoxO1 Wildtyp (FKHR), der konstitutiv aktiven FoxO1 Mutante (FKHR;AAA) und einem E2F - 1
- ER Fusionsprotein transfiziert. 24 h nach der Transfektion wurden die transfizierten Zellen 1:1
gesplittet; nach weiteren 6 h erfolgte durch die Gabe von 4-OHT die Induktion des E2F-1-ER
Fusionsproteins. 12 h nach 4-OHT Gabe wurde aus den unbehandelten Zellen und den mit 4 -
OHT behandelten Zellen Lysate zur Messung der Luciferase-Aktivitdt hergestellt. Die
gemessene enzymatische Aktivitdt der Luciferase wurde zum Proteingehalt der Zellen
normalisiert. Im Balkendiagramm ist die normalisierte Luciferase-Aktivitat in Relation zu den mit

dem Leervektor pcDNAS3 (Kontrolle) transfizierten Zellen dargestellt.
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FoxO1 aktivierte den 3xIRS Promotor lediglich 2-fach. Die konstitutiv aktive
FoxOl1l Mutante zeigte eine 10-fache Erhdhung der Luciferase-Aktivitat des
3XIRS Reportergenkonstruktes. Die Gegenwart des aktivierten E2F-1-ER
Fusionsproteins verandert sich die Luciferase-Aktivitat des 3xIRS-luc
Reportergenkonstruktes kaum. Somit beeinflusst E2F-1 nicht die Aktivierung
des 3xIRS Reporters durch FoxO-Proteine.

Mit einem weiteren transienten Assay sollte der Einfluss von E2F-1 auf die
FoxO1 regulierte Aktivierung des FasL Promotors untersucht werden. Der
humane Fas Ligand Promotor besitzt drei Bindungsstellen fir die Forkhead
Transkriptionsfaktoren. Diese Bindungsstellen werden in ihrer Gesamtheit als
Forkhead reponsive element (FHRE) bezeichnet (Holtz-Heppelmann et al.,
1998; Brunet et al., 1999).

Dazu wurde ein Reportergenkonstrukt ausgewahlt, das von ko-transfiziertem
FoxO3 in einer Fibroblastenzelllinie 2-fach aktiviert wurde (Brunet et al., 1999).
1A3-Zellen wurden mit dem FasL Luciferase Reportergenkonstrukt, den
Expressionsplasmiden fir FoxO1 Wildtyp (FKHR), der konstitutiv aktiven FoxO1
Mutante (FKHR;AAA) oder dem Leervektor pcDNAS3 transfiziert (Abb.19).
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Abb. 19: E2F-1 hat keinen Einfluss auf die FoxO1l abhéngige Aktivierung des FasL
Promotors in 1A3-Zellen. In 1A3-Zellen wurde das FasL-luc Luciferase Reportergenkonstrukt
und die Expressionsplasmide FoxO1l Wildtyp (FKHR), die konstitutiv aktive Mutante
(FKHR;AAA) oder der pcDNAS3 Leervektor transfiziert. 24 h nach der Transfektion wurden die
transfizierten Zellen 1:2 auf zwei neue Schalen aufgeteilt. Die Halfte der Zellen wurde zur
Aktivierung des E2F-1-ER Fusionsprotein fur weitere 12 h mit 4-OHT behandelt. Die Herstellung

von Zelllysaten aus den transfizierten Zellen erfolgte 36 h nach der Transfektion.
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Die Transfektionseffizienz von 20% wurde nach 24 h lber die Expression des kotransfizierten
eGFP geschatzt. Zur Berechnung der Mittelwerte und Standardabweichung wurde die
Transfektion in Triplikaten angesetzt.

Das Balkendiagramm zeigt die, Uber eine Proteinbestimmung nach Bradford, normalisierte
relative Aktivierung des FasL Promotors von mit 4-OHT behandelten und unbehandelten Zellen

in Relation zu dem pcDNAS Leervektor (Kontrolle).

In den unbehandelten Zellen konnte FoxO1l den FasL Promotor ca. 1l4fach
starker aktivieren als den pcDNA3-Vektor, der als Kontrolle eingesetzt wurde
(Abb. 19). Die Kkonstitutiv aktive Mutante von FoxO1 fuhrte bei den
unbehandelten Zellen zu einer 38,4fachen Steigerung der Luciferase-Aktivitat
des FasL-luc Reporters in Relation zur Kontrolle. Die zusatzliche Aktivierung
des E2F-1-ER Fusionsproteins beeinflusste die Aktivitdt des FasL Promotors
nicht. Die relative Luciferase-Aktivitat von mit 4-OHT behandelten und von
unbehandelten Zellen war etwa gleich. E2F-1 hat somit keinen Einfluss auf die
durch FoxO1 regulierte Transkription des FasL Promotors.

In den beiden durchgefiihrten transienten Assays mit dem 3xIRS und dem FasL
Reportergenkonstrukt hatte E2F-1 keinen Einfluss auf die FoxO1l regulierte
Transkription. Mit dem nachsten Experiment sollte untersucht werden, ob E2F-1
und FoxO an einen gemeinsamen Promotor binden koénnen, der Uber
Bindungsstellen fir FoxO und E2F verfugt. Dafir wurde der BIM Promotor
ausgesucht, da er Uber zwei konservierte Bindungsstellen fir FoxO
Transkriptionsfaktoren verfigt. Fir FoxO3a konnte die direkte Bindung Uber
diese Bindungsstellen nachgewiesen werden (Gilly et al., 2003); die durch
FoxO3a induzierte BIM Expression fiihrte zur Apoptose von sympathischen
Neuronen (Gilley et al. 2003; Sunters et al 2003). Bim gehort als Bcl-2
homology 3 (BH3)only Protein zu der proapoptotischen Bcl-2 Familie. BIM ist
als direktes Zielgen von E2F-1 bei der Induktion der E2F-1 abhangigen
Apoptose involviert (Herschko und Ginsberg, 2003; Biswas et al., 2005). Die
Uberexpression von FoxO Transkriptionsfaktoren kann ebenfalls zu einer
Induktion der BIM Expression fuhren und damit die BIM abh&ngige Apoptose
einleiten.

Um eine mdgliche Kooperation zwischen E2F-1 und FoxO1 bei der Aktivierung
des BIM Promotors nachzuweisen, wurde ein transienter Assay mit einen BIM -

luc Reporterkonstrukt durchgefiihrt (Bouillet et al. , 2001). Dazu wurden 1AS3 -
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Zellen mit Expressionsplasmiden fur FoxO1 Wildtyp (FKHR), die konstitutiv
aktive FoxOl Mutante (FKHR;AAA) oder pcDNA3 als Kontrolle transfiziert.
Zusatzlich wurde ein E2F-1 Expressionsplasmid (pCMV-E2F-1-HA) in die
Zellen kotransfiziert.

E2F-1 und FoxO1 konnten einzeln den BIM Promotor jeweils 2,5-fach aktivieren
(Abb. 20). Die gemeinsame Expression von E2F-1 und FoxO1 fuhrte jedoch
nicht zu einer zusatzlichen Erh6hung der Aktivitdt des BIM Promotors. Die
konstitutiv aktive FoxO1l Mutante aktivierte den BIM Promotor vierfach. Die
Anwesenheit von E2F-1 fuhrte auch bei der konstitutiv aktiven Mutante zu
keiner verstarkten Aktivierung des BIM Promotors. Eine Interaktion zwischen
FoxO1 und E2F-1 konnte im dem durchgefuhrten transienten Assay unter den

gewahlten Bedingungen mit der Neuroblastomzelllinie 1A3 nicht nachgewiesen

werden.
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Abb. 20: E2F-1 und FoxO1 zeigen keine Kooperation in der Aktivierung des BIM—luc

Reportergenes. In 1A3-Zellen wurden das Luciferase Reporterkonstrukt BIM-luc und folgende
Expressionsplasmide FoxO1 Wildtyp (FKHR), die konstitutiv aktive Mutante von FoxO1 und ein
pCMV-E2F-1-HA transfiziert. Nach 36 h erfolgte die Herstellung von Zelllysaten zur Messung
der enzymatischen Luciferase-Aktivitat. Der Versuch wurde in Triplikaten angesetzt, um die
Mittelwerte und die Standardabweichung berechnen zu kdnnen. Auf dem Balkendiagramm ist
die, mit einer Proteinbestimmung nach Bradford, normalisierte relative Luciferase - Aktivitat in

Relation des Leervektors pcDNA-3 als Kontrolle abgebildet.
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4.7 In der Neuroblastomzelllinie 1A3 sind GFP-FoxO Fusionsproteine

im Zellkern lokalisiert

Mit Hilfe der Chromatin-Immunoprazipitation konnte die Bindung von exogenen
E2F-1-ER und endogenen E2F Transkriptionsfaktoren an den FOXO1 Promotor
nachgewiesen werden.

Mit dem folgenden Versuch sollte als Vorbereitung auf zukinftige funktionelle
Studien zur Untersuchung der von E2F-1 induzierten FoxO-Proteine, die
subzellulare Lokalisation von FoxO1 in Neuroblastomzellen tberprift werden.
Um die subzellulare Lokalisation von FoxO1 zu untersuchen wurden Plasmide,
die ein grun fluoreszierendes GFP-FoxOl(FKHR)-Fusionsprotein kodieren,
transient in die Neuroblastomzelllinie 1A3 transfiziert (Nakamura et al., 2000).
Neben dem GFP-FKHR Wildtyp Konstrukt wurde zusatzlich eine konstitutiv
aktive FKHR Mutante (FKHR;AAA) in die Zellen transfiziert (Tang et al., 1999;
Nakamura et al., 2000).

GFP- FKHR GFP- FKHR;AAA
FoxO1 Wildtyp Konstitutiv aktive Mutante

Abb.21: Fluoreszenzmikroskopie des FoxO1-Wildtyps (FKHR) und der konstitutiv aktiven

FoxO1 Mutante (FKHR;AAA). In 1A3-Zellen wurden ein GFP -FoxO1 - Wildtyp Fusionsprotein
und ein GFP-Fusionsprotein der konstitutiv aktiven FoxO1 Mutante (GFP-FKHR;AAA) transient

unbehandelte

Zellen

mit 4-OHT
behandelte Zellen

exprimiert. 24 h nach der Transfektion wurde in 1A3 - Zellen durch 4-OHT fur weitere 12 h das
E2F-1-ER Fusionsprotein aktiviert. Nach weiteren 12 h wurden die Zellen bei Raumtemperatur
mit Paraformaldehyd fixiert. AnschlieBend wurden Préaparate zur Mikroskopie angefertigt. Die

Lokalisation der GFP-Fusionsproteine wurde mit einem Fluoreszenz-Mikroskop detektiert.
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Die konstitutiv im Kern lokalisierte Mutante mit den drei veranderten
Phosphorylierungsstellen, war auch in Neuroblastomzellen zu tber 90% im
Zellkern  lokalisiert  (Abb.21).  Uberraschenderweise lag in  den
Neuroblastomzellen auch das Wildtyp - Protein, dessen Kernlokalisation durch
die Akt-abhangige Phosphorylierung gehemmt wird, zum groRen Teil im
Zellkern vor. Dies deutet darauf hin, dass in diesen Zellen, selbst unter
Standardkulturbedingungen mit 10% fotalem Kalberserum und entsprechend
aktivem Akt, FoxO in den Kern gelangen kann. Die Lokalisation von FoxO im
Zellkern in den untersuchten Neuroblastomzellen ist eine gute Voraussetzung
fur die Durchfuhrung fur funktionelle Assays. Mit Hilfe von funktionellen Assays
konnte untersucht werden, unter welchen Bedingungen das im Kern lokalisierte
FoxO transkriptionell aktiv ist und welche Folgen die Transkriptionsaktivitat von

FoxO fur Neuroblastomzellen hat.

4.8 Konditionelle systemische Rekombination

eines gefloxten Allels in der Maus

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, wie effizient
ein mutiertes Allel von p300 in der Maus durch ein Tamoxifen induzierbares
CreER Fusionsprotein rekombiniert wird. Fir die folgenden Experimente
wurden doppelt heterozygote p300*A5"*°:RERTn Mause verwendet (Shikama et
al. 2003; Roth et al. 2003). Die p300"AS"*:RERTNn Mause verfliigen Uber das

0”S-Allel mit einer dominant negativen Wirkung und exprimieren

mutierte p30
ubiquitar eine Tamoxifen induzierbare Cre-Rekombinase.

Der RERTn-Cre'® Mausstamm, der ubiquitar eine Tamoxifen induzierbare Cre-
Rekombinase besitzt, wurde ausgewahlt, da er im Gegensatz zu anderen
Reporterlinien Vorteile hat. Die durch Tamoxifen induzierte Cre-Rekombinase
ist nur in Gegenwart des Tamoxifens Uber vier Tage aktiv. Cytotoxische Effekte
durch die unphysiologische Cre-Aktivitat im Organismus werden durch die
verwendete Cre-Rekombinase somit vermieden. Fur das erste Austesten des
Systems habe ich als Applikationsform die i.p. Injektionen von Tamoxifen in
Pflanzendl gewanhlt. Alternativ zu diesen Injektionen wére auch die orale
Applikation mit einer Sonde mdglich. Jedoch ist bei den sehr jungen Tieren die

Verletzungsgefahr von Lunge und Oesophagus sehr hoch, vor allem mit hoch-
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viskosen Pflanzendl als Losungsmittel fir das Tamoxifen. Die Injektionen
wurden 4tagig durchgefuhrt, da unter einer einmaligen Applikation Mosaike in
der Rekombination und eine geringere Rekombinationseffizienz von Hayashi
und Mc Mahon beobachtet wurden (Hayshi und Mc Mahon, 2002).

In den folgenden Experimenten sollte Uberprift werden, welche
Rekombinationseffizienz des mutierten p300-Allels in verschiedenen Organen
bei 4tagiger Gabe von 4 mg Tamoxifen i.p. einmal taglich erreicht werden
kann. Doppelt heterozygote p300*AS™°: RERTn Mé&use ab einem Alter von 8
Wochen wurden an vier aufeinander folgenden Tagen taglich mit 4 mg
Tamoxifen i.p. injiziert. 10 Tage , 3 Monate und 6 Monate nach der Applikation
des Tamoxifens wurden bei den, mit Tamoxifen behandelten, Tieren insgesamt
23 verschiedene Organe bzw. Gewebe zur RNA-Isolierung entnommen (Abb.
22). Das mutierte konditionelle p300*S™*°-Allel ist den heterozygoten p300*AS"e°;
RERTn Mause zunachst inaktiv. Erst nach der Aktivierung der Cre-
Rekombinase durch Tamoxifen kommt es zur Derepression des mutierten
p300”S- Allels. Um die Starke der Rekombinationseffizienz in den Geweben
bestimmen zu konnen, wurde eine quantitative allel-spezifische RT-PCR mit
cDNAs der entnommenen Proben durchgefihrt. Die mRNA Expression des
dereprimierten p300”°-Allels wurde in Abb. 23 relativ zum Wildtyp-Allel

angegeben.
RNA-Isolierung
HASneo. Tamoxifen - 1od allel-spezifische
p300 'RERThn . 3Monate ——————* p
gqRT-PCR
4 mg/d - 6 Monate
4di.p

Abb. 22: Versuchsschema zur Uberpriifung der Derepression von p300"° in multiplen

Geweben nach Induktion der Cre-Aktivitat durch Tamoxifen.
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Abb. 23A: Liganden-induzierbare Rekombination von p300ASin unterschiedlichen

Organen/Geweben 10 d nach Tamoxifen Applikation.
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Abb. 23B: Liganden-induzierbare Rekombination von p300°° in unterschiedlichen

Organen/Geweben 3 Monate nach Tamoxifen Applikation.
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Abb. 23C: Liganden-induzierbare Rekombination von p300°°
Organen/Geweben 6 Monate nach Tamoxifen Applikation.

Abb. 23 A, B, C: Mit Hilfe einer allel-spezifischen RT-PCR wurde die Derepression des
mutierten p300"°-Allels in multiplen Geweben in doppelt heterozygoten p300*°"*°;CreER'™
Mausen zu verschiedenen Zeitpunkten nach Tamoxifen-Behandlung nachgewiesen. Auf dem
Diagramm ist die relative mRNA Expression des mutierten pSOOAS-AIIeIs als Ratio im Verhaltnis
zu dem p300 Wildtyp-Allel dargestellt. Die gRT-PCR wurde nach der komparativen Ct-Methode

ausgewertet.

Zu den unterschiedlichen Zeitpunkten nach der Tamoxifen Gabe konnte in allen
entnommenen Geweben mit Hilfe der allel-spezifischen RT-PCR die Expression
des mutierten p300*°-Allels nachgewiesen werden. Der aktive Tamoxifen-Meta-
bolit 4-OHT, der an das CreER'? Fusionsprotein binden kann und dadurch die
Cre-Aktivitat induziert, konnte bei den untersuchten p300*°"®:RERTn Mausen
die Blut-Hirn-Schranke tberwinden. Die Uberwindung der Blut-Hirnschranke ist
konsistent mit friheren, publizierten Daten (Feil et al., 1996; Hayashi und
McMahon, 2002). Im Grof3hirn und Kleinhirn konnte eine durchschnittliche
Rekombinationsrate von 60% erreicht werden. Die durchschnittliche
Rekombinationrate der unterschiedlichen Organe lag zwischen 40-60%, wobei
die Expression des gefloxten mutierten p300-Allels in den Tieren zu den
unterschiedlichen Entnahmezeitpunkten stark variierte. Ahnliche
Rekombinationseffizienzen um die 40% konnten in der Niere, Blase,
Nebenniere und im Duodenum bei allen drei Tieren beobachtet werden. Grolie
Unterschiede in der Rekombinationseffizienz ergaben sich vor allem in den
blutbildenen Organen wie Milz (embryonale Blutbildung) und im Knochenmark.

Bei der Organentnahme nach 6 Monaten war die geringste Rekombinations -
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effizienz der Milz mit 25% und des Knochenmarks mit 40% zu verzeichnen.
Dagegen zeigte die Organentnahme nach drei Monaten eine 100%ige
Rekombinationseffizienz des mutierten p300-Allels in der Milz. Die
Rekombinationseffizienz des mutierten p300-Allels nach 10 d betrug 50%, die
des entnommenen Knochenmarks um die 90%. Die Rekombinationseffizienz
des mutierten p300-Allels im Verdauungstrakt: Zunge, Magen Duodenum,
Dunndarm und Kolon lag 10 Tage nach der Tamoxifen-Injektion bei ca. 40-50%.
Drei Monate nach der Tamoxifen-Injektion lag die Rekombinationseffizienz des
mutierten p300-Allels der Zunge bei 30%, bei Magen und Duodenum bei 40%,
wéahrend die Rekombinationseffizienz des Dinndarms 90% betrug und die des
Kolons bei 75% lag. Sechs Monate nach der Induktion der Cre-Rekombinase
konnte bei der Zunge eine Rekombinationeffizienz von 10%, bei Magen und
Duodenum eine Rekombinationseffizienz von 27%, beim Dunndarm eine
Rekombinationseffizienz von 17% und beim Kolon eine
Rekombinationseffizienz von 80% nachgewiesen werden. Im Uterus betrug die
Rekombinationseffizienz nach 10 Tagen 50% und im Ovar 14%. Sechs Monate
nach Induktion der Cre-Rekombinase betrug die Rekombinationseffizienz des
Uterus 25% und des Ovars 22%. Bei dem mannlichen Tier konnte drei Monate
nach Tamoxifen-Gabe eine Rekombinationseffizienz im Hoden von 34% und in
der Samenblase von 78% nachgewiesen werden. Eine gRT-PCR mit der cDNA
aus Geweben einer p300+/+ Maus, wurde als Kontrolle durchgefihrt. Bei
diesem Tier konnte in keinem Gewebe Expression des p300”°-Allels detektiert
werden (nicht gezeigte Daten).

Neben der Rekombinationsfahigkeit des mutierten p300-Allels der
entnommenen Organe sollte auch uberprift werden, ob in einzelnen Geweben
Zellen, die das mutierte p300-Allel exprimieren einen Wachstumsvorteil oder
Wachstumsnachteil hatten. Durch die Streuung der Rekombinationseffizienz
innerhalb der untersuchten Tiere l&sst sich keine eindeutige Aussage treffen, ob
einzelne Zelltypen, in denen das mutierte p300-Allel exprimiert wurde
Wachstumsvor — oder nachteile hatten. Unterschiede in der
Rekombinationseffzienz zwischen dem mannlichen und den weiblichen Tieren
ergeben sich zudem durch eine unterschiedliche Verteilung und Dichte der
Ostrogenrezeptoren und die Moglichkeit des extrahepatischen Ostrogen-

Metabolismus (z.B. im Uterus). Somit ist die Rekombinationseffizienz zwischen
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mannlichen und weiblichen Tieren nur beschrénkt vergleichbar.



Kapitel 5 Diskussion 96

5 Diskussion

5.1.1 FOXOl1 ist ein direktes Zielgen von E2F-1

Ziel der vorliegenden Arbeit war es FOXO1 als ein Zielgen von E2F-1 in
Neuroblastomzellen zu verifizieren. Zunachst konnte die E2F-1 abhéngige
Induktion der Genexpression von FOXO1 mit Hilfe der RT-PCR nachgewiesen
werden. Auch die Proteinmenge von FoxO3A nahm in Gegenwart des
aktivierten E2F-1-ER Fusionsproteins zu. Diese ersten Ergebnisse haben
gezeigt, dass exogenes E2F-1 die Genexpression von FOXO1 und FOXO3A
induzieren kann. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass auch in Abwesenheit
von Proteinbiosynthese die Genexpression von FOXO1 durch E2F-1 induziert
werden konnte. Die Induktion von FOXO1 durch E2F-1 ist also ohne
Zwischenschritte bzw. Mediatoren, die Uber eine Proteinbiosynthese hergestellt
werden mussen, moglich. Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass FOXO ein
direktes Zielgen von E2F ist. Dafir spricht auch der Umstand, dass in
transienten Assays der Promotor des FOXO1 durch tberexprimiertes E2F-1,
E2F-2 und E2F-3 aktiviert wurde.

Der Verlust der Funktionsfahigkeit einer der drei potentiellen Bindungsstellen fur
E2F innerhalb des FOXO1 Promotors fuhrte nicht zu einer reduzierten Aktivitat
des mutierten FOXO1 Promotors. Die Zerstdérung einer potentiellen
Bindungsstelle fir E2F im FOXO1 Gen war somit nicht ausreichend, um eine
Aktivierung des FOXO1 Promotors zu unterbinden. Ahnliche Beobachtungen
gibt es fur eine Reihe von anderen Genen, die ebenfalls multiple E2F
Bindungsstellen enthalten (Ohtani et al., 1995; Seelan et al., 2002).

Mit Hilfe der ChIP konnte die Bindung von exogenen E2F-1 und endogenen
E2F an den FOXO1 Promotor in Neuroblastomzellen nachgewiesen werden.
Diese in vivo Resultate stimmen mit dem Ergebnis des transienten Assays
Uberein, bei dem die drei ,aktivierenden“ E2F Transkriptionsfaktoren ebenfalls
zur Aktivierung des humanen FOXO1 Promotors fuhrten. Voraussetzung fur die
transkriptionelle Aktivierung eines Genes sind kovalente Veranderungen der
Chromatinstruktur durch Acetylierung der Histone. Die Hyperacetylierung der
Histone korreliert mit einer transkriptionellen Aktivierung, wéhrend die
Deacetylierung zur Repression des Gens fuhrt. Es ist bekannt, dass die

aktivierenden Transkriptionsfaktoren E2F-1, E2F-2 und E2F-3 an ihre Zielpro-
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motoren binden, und Histonacetylasen als Ko-Regulatoren wie z.B. Tip-60
rekrutieren (Taubert et al., 2004). Die E2F-regulierte Transkription fuihrt tber die
Aktivierung der Histonacetylasen zu einer Acetylierung der Histone H3 und H4
im Bereich des FOXO1 Promotors (Takahashi et al., 2000). Fur den FOXO1
Promotor konnte mit Hilfe der Chromatin-Immunoprazipitation ebenfalls die
Acetylierung der Histone H3 und H4 am durch E2F-1 regulierten FOXO1
Promotor nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse sprechen dafur, dass E2F-
1 direkt an den FOXO1 Promotor bindet und die transkriptionelle Aktivitat von
FOXO1 durch E2F-1 reguliert wird.

5.1.2 FOXOL1 ist ein Zielgen von E2F-1, welches unabhangig vom Zellzyklus
requliert wird

In einer durchgefiihrten ChIP-chip Analyse wurden etwa 8750 Gene als E2F-1
regulierte Gene eingestuft (Bieda et al, 2006). In den letzten 20 Jahren wurden
viele E2F Zielgene identifiziert, die eine Rolle in der Zellzyklus-Progression
spielen und damit in Abhangigkeit von den Zellzyklusstadien reguliert werden.
Diese Gene werden als klassische E2F Zielgene bezeichnet und vor allem
wahrend der DNA-Replikation in der S-Phase, bei der Mitose und der
Zellteilung exprimiert (Ishida et al., 2001; Cam und Dynlacht, 2003; Dimova et
al., 2003). Allerdings wurden in den vergangenen Jahren auch E2F Zielgene
beschrieben, die wie FOXO1, nicht in Abhangigkeit des Zellzyklus reguliert
werden (lwanaga et al., 2007). Zumindest einige dieser Gene spielen eine
Rolle bei der Differenzierung von Zellen und in der Embryonalentwicklung
(Suzuki und Hemmati-Brivanlou, 2000; Fajas et al., 2002; Dimova et al., 2003).
In C.elegans ist E2F verantwortlich fur die Anlage und Vermehrung von Zellen
in der frthen Embryonalentwicklung (Page et al., 2001). In Drosophila
melanogaster wird die dorsoventrale Polaritat der Oocyten durch E2F reguliert
(Myster et al., 2000; Cayirlioglu et al., 2001). Die physiologische Funktion der
verschiedenen E2F Transkriptionsfaktoren fur die Zellteilung, Differenzierung
und Embryonalentwicklung ist immer abh&ngig vom zellularen Kontext und den
jeweiligen Zelltypen (Dimova und Dyson, 2005). ARF ist wie FOXO ein Zielgen
von E2F, welches unabhéngig vom Zellzyklus reguliert wird ( Lowe und Sherr ,
2003; Ginsberg, 2004 ) . Die Aktivierung von ARF durch E2F konnte unter
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unter pathologischen Zustanden fir die Zelle , z.B. bei onkogenischem
Stress, abnormen Wachstumssignalen, beobachtet werden (Mason et al., 2002;
Komori et al., 2005). Dagegen ist E2F-3 unter normalen Bedingungen in der
Zelle ein Repressor fur ARF (Aslanian et al., 2004). Die FOXO Gene konnten
sich ahnlich wie ARF verhalten und nur bei Vorliegen einer Dysregulation von
E2F ihre Funktion ausiben. Die zellzyklus-unabhangige Induktion von FOXO
durch E2F kdnnte auch unter bestimmten zellularen Bedingungen wie z.B. die
Gegenwart von oxidativem Stress oder unter zytotoxischen Einflissen fur die

Zelle von Bedeutung sein.

5.1.3 E2F-1 beeinflusst nicht die Aktivierung von Zielgenen von FoxO1

im transienten Assay

Mit Hilfe von transienten Assays sollte untersucht werden, ob die Gegenwart
von E2F-1 die Aktivierung FoxO abhéngigen Reportergenkonstrukten
beeinflusst. In den durchgefihrten transienten Assays konnte kein Einfluss von
E2F-1 auf die durch FoxO aktivierten Reportergene (3xIRS; FasL) unter den
gewahlten Versuchsbedingungen nachgewiesen werden. Auch der BIM
Promotor, der tber Bindungsstellen fur FoxO und E2F Transkriptionsfaktoren
verfugt, zeigte keine verstarkte Aktivierung in der Gegenwart von FoxO und
E2F.

Dagegen zeigt der Transkriptionsfaktor RUNX3 eine Interaktion mit FoxO3a
Uber die Aktivierung des BIM Promotors und die daraus resultierende Apoptose
in Magenkarzinomzellen (Yamamura et al., 2005). Diese Kooperation von
RUNX3 und FoxO3a zur Induktion von Apoptose scheint bei der
Tumorsuppression bei Magenkarzinomen von Bedeutung zu sein.

Hier stellt sich die Frage, ob die Uber E2F-1 induzierte BIM Expression als
Zwischenschritt die Genexpression von FOXO benétigt, um in die gemeinsame
Endstrecke der BIM-induzierte Apoptose zu minden (Abb. 23). Ob in
Neuroblastomzellen eine Kooperation von E2F-1 und FoxO zur Induktion der

Apoptose notwendig ist, musste weiter untersucht werden.
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Abb. 23: Hypothese zur E2F-1 induzierten Apoptose Uber Expression von FOXOL1.

5.1.4 Bedeutung der Ergebnisse fur die Rolle des Transkriptionsfaktors FoxO

im Neuroblastom

Durch exogenes E2F-1 konnte in Neuroblastomzellen sowohl die Expression
von FOXOL1 als auch von FOXO3A induziert werden. FoxO1 und FoxO3A sind
in vieler Hinsicht funktionell redundant. Somit erhoht E2F die Gesamtaktivitat
von FoxO in Neuroblastomzellen ganz erheblich. Deshalb kann man von einer
physiologischen Relevanz dieser Regulation fir Neuroblastomzellen ausgehen.
FoxO Transkriptionsfaktoren stehen unter dem Einfluss von E2F-1 und dem
PI3K/Akt Signalweg. E2F-1 sowie der PI3K/Akt Signalweg sind in Tumoren
dysreguliert (Vianco und Sawerys, 2006). Eine abnormale Aktivierung des
PI3K/Akt Signalweges ist assoziiert mit einer schlechten Prognose fur
Neuroblastom Patienten und korreliert haufig mit einer MYCN Amplifikation
(Opel et al., 2007).

So kann man davon ausgehen, dass eine abnorme FoxO-Aktivitat fiur die
Entstehung von Tumoren eine Rolle spielt und die FOXO Gene
Tumorsuppressorgene reprasentieren (Arden, C., 2006). In Neuroblastomzellen
konnte durch exogenes unphosphoryliertes FoxO3 Apoptose induziert werden
(Obexer et al., 2006). Dies spricht dafur, dass der PI3K-FoxO Signalweg in
Neuroblastomen vorhanden ist und aktiviert werden kann. Die durch FoxO
induzierte Apoptose wurde in differenzierten Neuronen nachgewiesen (Zheng et
al., 2002; Gilley et al., 2003; Zhu et al., 2004).

Bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Versuchen wurde ein Zellklon
(1A3) der Neuroblastomzelllinie SK-N-SH-EP verwendet. In dieser
Neuroblastomzelllinie konnte kein Pten Verlust nachgewiesen werden (Mufioz
et al., 2004). In untersuchten primaren Neuroblastom konnte nur in etwa 5% der
Tumorproben ein homozygoter Pten Verlust festgestellt werden. Dies bedeutet,

dass Pten als Antagonist des PI3K/Akt Signalwege in Neuroblastomzellen
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vorhanden Ist. Die posttranslationelle Regulation der FoxO
Transkriptionsfaktoren durch den PI3K/Akt Signalweg ist wahrscheinlich in
Neuroblastomzellen erhalten oder kann unter bestimmten Bedingungen
reaktiviert werden. Konsistent mit dieser Annahme lag ein transient exprimiertes
GFP-FoxO-Fusionsprotein hauptsachlich im Zellkern vor. Somit kann man
davon ausgehen, dass FoxO in Neuroblastomzellen transkriptionell aktiv sein
und eine physiologische Funktion in den Zellen austiben kann.

Um die physiologische Rolle der FoxO Transkriptionsfaktoren in
Neuroblastomzellen weiter analysieren zu kdnnen, wirden Experimente mit
FoxO-defizienten Neuroblastomzellen weiter helfen. Mit Hilfe von siRNAs
konnte der Transkriptionsfaktor FoxO in Neuroblastomzellen transient
ausgeschaltet werden. Eine andere Mdglichkeit, FoxO in der Zelle in seiner
Funktionsfahigkeit einzuschrdnken, ware das Einbringen eines dominant
negativen FoxO Transkriptionsfaktor in Neuroblastomzellen (Bouchard et al.,
2004).

Um die Beteiligung von FoxO1 in der E2F-1 induzierten Apoptose untersuchen
zu konnen, eignen sich ebenfalls Experimente mit der Neuroblastomzelllinie
1A3. In den 1A3-Zellen kann uUber die Gabe von 4-OHT das E2F-1-ER
Fusionsprotein aktiviert werden. Zeitgleich kénnte durch siRNAs oder die
Gegenwart eines dominant negativen FoxO Proteins FoxO als
Transkriptionsfaktor in der Zelle ausgeschaltet werden. Auf diese Weise konnte
man feststellen, ob bei E2F-1 induzierten Apoptose die Genexpression von
FOXO1 involviert ist. Zudem koénnte man untersuchen, unter welchen
Bedingungen (z.B. in der Gegenwart von oxidativem Stress oder zytotoxischen
Einflissen) die E2F-regulierte Expression von FOXO fiur Neuroblastomzellen
eine Rolle spielt.

In Neuroblastomen korreliert die Uberexpression von MAD2, die haufig mit
einer Uberexpression oder Amplifikation von MYCN assoziiert ist, beides sind
Zielgene von E2F, die mit einer schlechten Prognose flr die Patienten einher-
gehen (Hernando et al.,, 2004). BMI1 ist ebenfalls ein Zielgen von E2F-1 und
wird als molekularbiologischer Marker bei CML Patienten eingesetzt. Eine
erhohte BMI1 Expression ist assoziiert mit einem aggressiven progressiven
Krankheitsverlauf bei CML Patienten (Mohty et al., 2007). Mit Hilfe dieser E2F-

Zielgene kann die Therapie von Tumorpatienten dem aggressiven Krankheits -
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verlauf entsprechend angepasst werden, um damit durch Chemo-und
Radiotherapie entstehende sekundare maligne Neoplasien zu vermeiden.
(Henry et al., 2005). Da einige E2F-Zielgene bereits in der Routine als
prognostische Marker fur aggressive Krankheitsverlaufe genutzt werden, wére
es interessant zu untersuchen, ob die FOXO Gene — als E2F - Zielgene —
sich ebenfalls als prognostische Marker eignen. Dazu musste die Expression
von FOXO in primaren Neuroblastomen untersucht werden und in Korrelation

mit klinischen Parametern z.B. dem Tumorstadium, Alter usw. gesetzt werden.

5.2.1 Induzierbare systemische Rekombination eines gefloxten Allels in der
Maus

Die i.p. Injektion von Tamoxifen (4 mg /4 d) in doppelt heterozygoten p300*~S;

0”S-Allels in

CreER' Mausen resultierte in der Rekombination des gefloxten p30
einem breiten Spektrum von unterschiedlichen Organen und Geweben. Das
konditionelle Knock-in System bei dem ubiquitar ein CreER™ Fusionsprotein
exprimiert wird und die Cre-Aktivitdt im gesamten Organismus durch
metabolisiertes Tamoxifen (4-OHT) induziert wird, scheint in dem untersuchten
konditionellen Mausmodell funktionsfahig zu sein.

Der Tamoxifen-Metabolit 4-OHT konnte in den mit Tamoxifen injizierten
p300°°"°:CreER'™ Mausen die Bluthirnschranke penetrieren. In GroR- und

Kleinhirn konnte die Derepression des mutierten p300”°

-Allels nachgewiesen
werden. Andere Arbeitsgruppen konnten ebenfalls eine Cre-Rekombinase
Aktivitdt in unterschiedlichen Gehirnbereichen nachweisen (Feil et al., 1996;
Hayashi und McMahon, 2002; Schmidt-Supprian und Rajewsky, 2007). Die
durchschnittliche Rekombinationseffizienz des mutierten p300-Allels lag in den
untersuchten Geweben zwischen 40-60%.

Eine 100%ige Rekombination wurde lediglich im Knochenmark 10 d nach der
Tamoxifen-Gabe, sowie in Thymus und Milz 3 Monate nach der Tamoxifen-
Injektion erreicht. Die Rekombinationseffizienz konnte gegebenenfalls durch
repetitive Tamoxifen Injektionen oder durch die Applikation von Tamoxifen tber
einen langeren Zeitraum (2-3 Wochen) erhdoht werden (Agger et al., 2005).
Ebenso kdonnte man direkt den aktiven Tamoxifen Metaboliten, 4-OHT, den
Tieren i.p. injizieren. Trans-4-OHT hat im Vergleich zu trans-Tamoxifen eine
100fach hohere Affinitat zu Ostrogen-Rezeptoren (Williams et al., 1994). Wobei
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berticksichtigt werden muss, dass 4-OHT eine kurze Halbwertszeit hat und in
der Leber in Phase | Reaktionen sofort zu unwirksamen Metaboliten abgebaut
wird (Robinson et al., 1991). Die Metabolisierung des 4-OHT findet zum Tell
auch extrahepatisch im Endometrium des Uterus statt, so dass man in den
unterschiedlichen Organen nie gleiche 4-OHT Konzentrationen erreichen wird.
Ebenfalls ist auch 4-OHT zu 98% im Blut an Plasmaproteine gebunden. In dem
6monatigem Zeitraum nach der Induktion der Cre-Rekombinase hat im
Vergleich zu den anderen beiden Tieren keine wesentliche Selektion gegen das

mutierte p300 statt gefunden.

5.2.2 Faktoren, die die Effizienz der Tamoxifen induzierbaren Cre-Rekombinase

beeinflussen

Die allel-spezifische gRT-PCR zeigte, dass die Starke der Derepression des
mutierten  p300°°-Allels in den Ma&usen zu den unterschiedlichen
Entnahmezeiten sehr variierte. Die entnommenen Organe bestehen aus
verschiedenen Zelltypen. Innerhalb der einzelnen Zelltypen variiert die
Expression der CreER™ und die lokale Konzentration von 4-OHT ist in den
Organen unterschiedlich z.B im Gehirn geringer (Robinson et al., 1991; Feil et
al., 1996; Vooijs et al., 2001; Jullien et al., 2008). Somit ergeben sich
Unterschiede in der Rekombinationseffizienz in den unterschiedlichen
Organsystemen des Organismus. Grundsatzlich ist die Rekombinationseffizienz
abhangig von dem Abstand der beiden loxP-Sequenzen zueinander zu dem
Zielgen (Vooijs et al., 2001). Zudem variiert die transkriptionelle Aktivitat des
gewinschten Zielgens in den unterschiedlichen Geweben.

Die systemische Rekombination des gefloxten Allels kdnnte bereits mit einer
einmaligen Tamoxifen i.p. Injektion induziert werden. Allerdings wurde bei der
Applikation einer hohen Einzeldosis die Entstehung von Mosaiken in der
Rekombination und zudem eine geringere erfolgreiche Rekombination in den
Geweben beobachtet (Hayashi und McMahon, 2002). Deshalb wurde zum
ersten Austesten des konditionellen Mausmodells den Mausen uber vier Tage
lang taglich einmal Tamoxifen i.p. appliziert.

Die meisten Arbeitsgruppen benutzen zur Induktion der Cre-Rekombinase

Tamoxifen und nicht den bereits aktiven Metaboliten 4 - OHT, da Tamoxifen
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besser I6slich und weniger kostet (Branda und Dymecki, 2004). Somit ist eine
weitere Voraussetzung fur eine effiziente systemische Rekombination die
Metabolisierung des Tamoxifens zu 4-OHT in der Phase I-Reaktion der Leber
gegeben. Bei diesem Prozess wirken verschiedene Isoenzyme vom Cytochrom
P450 mit. Die Isoenzyme von P450: Cyp2D6, Cyp2C9 und Cyp3A4 haben die
Fahigkeit in den Leber-Mikrosomen Tamoxifen zu 4-OHT zu konvertieren

(Crewe et al., 1997; Dehal u. Kupfer, 1997). Zudem existieren jeweils zwei
geometrische Isoformen vom Tamoxifen und 4-OHT (Williams et al., 1994). Die
Interkonversion der trans- und cis-Formen von 4-OHT wird ebenfalls in den
Mikrosomen der Leber Kkatalysiert. Diese Isomerisierung innerhalb des
Organismus findet interindividuell statt und kann evtl. Auswirkungen auf die
Menge des im Organismus verfugbaren 4-OHT haben. Ebenfalls kénnte eine
der Isoformen bevorzugt und mit gréRBerer Effizienz am CreER' Fusionsprotein
binden. Bei der Behandlung von Patientinnen mit Brustkrebs korreliert der
Gehalt an cis-4-OHT mit der Tamoxifen-Resistenz in der Therapie (Crewe et al.,
2002). Ob die cis-/trans-Isomerisierung des 4-OHT die Rekombinationseffizienz
in CreER induzierbaren Mausmodellen beeinflusst, ist bislang noch nicht
untersucht worden. Die interindividuellen Variationen in der Fahigkeit Tamoxifen
zu metabolisieren, beeinflussen die gewebe-spezifische Rekombination und

damit auch die Derepression des mutierten p300”°

-Allels. Beim Vergleich von
Leber-Mikrosomen von Menschen, Ratten und Mausen zeigten Mause eine
hohere Metabolisierungsrate von Tamoxifen zu 4-OHT und eine ho6here
Detoxifikation der Tamoxifen-Metaboliten, was in einem sehr schnellen Abbau
von Tamoxifen resultiert (Lim et al., 1994). Um dber vier Tage einen
kontinuierlichen Spiegel von 4-OHT im Organismus aufrecht zu erhalten,
konnte evtl. die Tagesdosis halbiert und zweimal am Tag appliziert werden.

Die Effizienz der Rekombination ist von der applizierten Tamoxifen-Dosis
abhangig (Hayashi und McMahon, 2002). Je mehr Tamoxifen den Tieren
gegeben wurde, umso effizienter war die Rekombination. Allerdings muss bei
der Applikation von Tamoxifen der LDso-Wert bertcksichtigt werden. 8 mg
Tamoxifen i.p. injiziert zeigten in der Arbeit von Guo bereits toxische Effekte,
wobei die Gabe des Metaboliten 4-OHT bereits in geringerer Dosis toxisch fur
die Mause war (Guo et al., 2002). In der Brustkrebs-Therapie bei Frauen

werden taglich 10 -30 mg Tamoxifen eingesetzt. Zur Induktion der Cre -
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Rekombinase in den konditionellen Mausmodellen wird in Mausen die 500fache
Dosis in Relation zu dem Korpergewicht appliziert (Kiermayer et al., 2007).
Welche Auswirkung diese extrem hohen Tamoxifen-Dosen fur den Organismus
und die Tamoxifen-Metabolisierung in der Leber haben, ist bislang unbekannt.
Eine erst vor kurzem beschriebene Alternative zu der i.p. Injektion des
Tamoxifens der Mause ware eine 3-4wo0chige tagliche Futterung mit einer
geringen Tamoxifen-Citrat Dosis. Nach einer 4wdchigen Tamoxifen-Citrat Gabe
konnte im Vergleich zur i.p. Injektion eine vergleichbare
Rekombinationseffizienz festgestellt werden (Kiermayer et al., 2007). Die
Futterung von Tamoxifen-Citrat wirde den akuten Injektionsschmerz und den
Distress der Tiere wahrend der Injektion verhindern. Gerade bei konditionellen
Mausmodellen, in denen z.B. das Lernverhalten untersucht werden soll, ware
die Tamoxifen-Futterung eine Alternative zur Injektion, da Distress und

Schmerzen unweigerlich zu Veradnderungen im Verhalten fihren.

5.2.3 Geno-und zytotoxische Effekte von Cre-Rekombinasen

Das Cre/loxP-System ist ein wichtiges Werkzeug geworden, um genetische
Manipulationen an transgenen Mausen vornehmen zu kénnen. Ein Problem fur
die Cre-Rekombinase abhéangigen konditionellen Maus-Modelle kénnten die
genotoxischen und zytotoxischen Effekte der Cre-Rekombinase sein (Schmidt-
Supprian und Rajewsky, 2007). Bereits die alleinige Aktivitat der Cre
Rekombinase fuhrte zu dramatischen embryonalen Entwicklungsdefekten durch
eine erhohte Apoptose in den embryonalen Geweben (Naiche und
Papaioannou, 2007). In Zellkulturversuchen fiihrte eine hohe Cre Expression
zur Wachstumsinhibition und DNA-Schaden im Genom (Loonstra et al., 2001).
In transgenen Mausen induzierte eine hohe Cre Expression chromosomale
Rearrangements in Spermatiden, die eine mannlichen Sterilitdt zur Folge
hatten (Schmidt et al., 2000). Im S&ugetiergenom wurden pseudo-loxP Seiten
identifiziert, die ebenfalls der Rekombination durch die Cre-Rekombinase
zuganglich sind (Thyagarajan et al., 2000). Diese unerwiinschten Effekte der
Expression der Cre-Rekombinase in transgenen Tieren oder in Zellen
verlangen sorgfaltig kontrollierte Experimente. Die seit kurzem verwendeten

Cre-Rekombinasen in transgenen Tiermodellen sind so konstruiert, dass sie
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einem sich-selbst-inaktivierenden Mechanismus unterliegen und damit die
Zytotoxizitdt der Cre-Rekombinasen senken (Pfeifer et al.,, 2001). Die in
meinem untersuchten Mausmodell vorhandene Cre-ER'® —Rekombinase des
RERTn Maus-Stammes ist nur in Gegenwart von 4-OHT aktiv. Somit werden
potentielle unerwiinschte Effekte der Cre-Rekombinase Aktivitat vermieden.

Nachteil des Cre-Rekombinase Systems ist, dass es nach Induktion der Cre
Rekombinase irreversibel ist (Mattaei, 2007). Ein reversibles System dagegen
ist das Tetracyclin response System, bei dem eine rdumliche und zeitliche

Kontrolle der Genexpression maglich ist.

5.2.4 Bedeutung der Ergebnisse fiir den zukinftigen Einsatz

des konditionellen Mausmodells

Die konditionelle systemische Rekombination von p300”° konnte in doppelt
heterozygoten Mausen in multiplen Geweben induziert werden. Allerdings
wurde fur das erste Austesten des loxP-Systems die ,Background-Aktivitat* der
Cre-Rekombinase nicht untersucht. Andere Arbeitsgruppen konnten in ihren
Cre Reportersystemen eine geringfiigige Hintergrundaktivitat in Abwesenheit
des Liganden nachweisen (Erdmann et al., 2007). Hierzu misste man ein
doppelt heterozygotes Tier fiir p300™A%;CreER™ ohne Tamoxifen Applikation
analysieren. Das entwickelte konditionelle Maus — Modell wird sich sehr gut
eignen, die Frage nach der Tumorsuppressor-Funktion von p300 in den
unterschiedlichen Organen beantworten zu koénnen. Die Madglichkeit am
erwachsenen Tier die p300 Mutation mit dominant negativer Wirkung induzieren
zu koénnen, erlaubt erst die Analyse weiterer Funktionen der Acetyltransferase

p300, da die Letalitst in der Embryonalentwicklung bei p300 *°

expri -
mierenden Tieren umgangen wird. Mit Hilfe des ausgetesteten konditionellen
Mausmodells kann der Einfluss der enzymatischen Aktivitat von p300 auf die

Entstehung von Tumoren in den unterschiedlichen Geweben analysiert werden.
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6 Zusammenfassung

6.1.1 Zusammenfassung: FoxO Transkriptionsfaktoren als Ziel von E2F-1

In vielen Tumoren, wie auch den Neuroblastomen, liegt haufig eine
Dysregulation von Transkriptionsfaktoren der E2F-Familie vor, die mit einer
Uberexpression von E2F-Zielgenen (MYCN, MAD) assoziiert ist und mit einem
aggressiven Krankheitsverlauf korreliert. Veranderungen in der Signalkaskade,
die E2F reguliert, sowie Anderungen in der Expression von E2F-Zielgenen sind
wichtige molekularbiologische Marker der Tumordiagnostik, die neben
klinischen Parametern die Therapieoptionen beeinflussen. Somit ist die
Identifizierung von weiteren E2F-Zielgenen als potentielle molekularbiologische
Marker von grol3em Interesse.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, FOXO1 als ein Zielgen von E2F-1 in
Neuroblastomzellen zu verifizieren. Der FOXO1 Promotor verflugt Gber drei
potentielle Bindungsstellen fur E2F und ist somit einer Bindung durch E2F
Transkriptionsfaktoren zugéanglich. Im transienten Assay erfolgte eine
Aktivierung des FOXO1 Promotors durch E2F-1, E2F-2 und E2F-3
(,aktivierende E2Fs). Ein durch 4-OHT aktiviertes E2F-1-ER Fusionsprotein
konnte in der Gegenwart des Proteinbiosynthese-Inhibitors Cycloheximid die
Genexpression von FOXO1 und FOXOS3A induzieren. Auch in vivo konnte mit
Hilfe von Chromatin-Immunoprézipitationsexperimenten die Bindung von E2F-1
an den FOXO1 Promotor in Neuroblastomzellen nachgewiesen werden. Diese
Befunde sprechen dafir, dass FOXO ein direktes Zielgen von E2F-1 ist. Die
Expression der FOXO Gene wird allerdings nicht wie klassische E2F-Zielgene
in Abhangigkeit von Zellzyklus-Stadien reguliert.

E2F-1, als ein Schlisselregulator des Zellzyklus, konnte in der vorliegenden
Arbeit als erster Transkriptionsfaktor identifiziert werden, der die Expression von
FOXO reguliert. Dieses Ergebnis verknupft in Neuroblastomzellen den E2F-
Signalweg mit dem PI3K/Akt/FoxO Signalweg. In Neuroblastomen wurde
sowohl eine dysregulierte E2F-Aktivitat, als auch eine Dysregulation des
PI3K/Akt Signalweges nachgewiesen, die mit einer schlechten Prognose flr die
Patienten korrelieren. FoxO ist ein gemeinsames Ziel beider Signalwege.
Entsprechend kénnte eine abnorme FoxO-Aktivitat zur Entstehung von
Neuroblastomen beitragen.



Kapitel 6 Zusammenfassung 107

6.1.2 Zusammenfassung: Induzierbare systemische Rekombination eines

konditionellen Allels in der Maus

Im zweiten Teil der Arbeit sollte untersucht werden, wie effizient ein mutiertes
Allel von p300 in der Maus durch ein induzierbares CreER Fusionsprotein
rekombiniert wird. Dazu wurden doppelt heterozygote p300*45"°;:CreER"™
Mause verwendet. Die Mause verflgen tUber eine Mutation zweier benachbarter
Aminosauren der Acetyltransferase Doméne des p300 Proteins. Das von dem
mutierten Allel kodierte acetylase-defiziente p300 hat eine dominant negative
Wirkung. Durch die Anwesenheit eines neo-Gens in dem mutierten Allel kommt

0”S-Allels. Die Mause sind ebenfalls

es zu Repression des mutierten p30
heterozygot fiir ein Tamoxifen induzierbares CreER'™® Fusionsprotein, welches
ubiquitar in der Maus exprimiert wird. Durch Behandlung der Mause mit 4-OHT,
einen Tamoxifen-Metaboliten, kann das neo Gen entfernt werden und es kommt
zur systemischen/ubiquitdren Expression des mutierten Allels von p300. In der
vorliegenden Arbeit wurde Uberprift, wie effizient nach 4-OHT-Behandlung die
Rekombination durch das CreER in verschiedenen Geweben der Maus erfolgt.
Zu diesem Zweck wurden erwachsene Mause vier Tage lang mit Tamoxifen i.p.
injiziert. 10 Tage, 3 Monate und 6 Monate nach der Injektion wurde die
Rekombination des gefloxten p300”°-Allels in 23 verschiedenen Organen und
Geweben mit einer allel-spezifischen qRT-PCR uberpruft. Die Rekombination
des mutierten p300-Allels konnte in allen untersuchten Geweben nachgewiesen
werden. Die Rekombinationseffizienz lag in den meisten Geweben zwischen
40 und 60%.

Auf der Basis dieser Experimente kann dieser Ansatz nun verwendet werden,

um die Tumorsuppressorfunktion von p300 in vivo zu untersuchen.
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8 Anhang

8.1 Abklrzungen

A
a
Abb.
AFX

Ak
Akt
Amp
APS
ATP
Bcl-2
Bim
BMI
3-Gal
bp
BSA
bzw.
CA
Ca
CBP
CREB
Cdk
cDNA
ChlIP
CHX
CK1
CKI
CML
CMV

Ampere
anti-
Abbildung
acute-lymphocyticleukemia-1 fused gene from chromosome
X
Antikorper
thymoma viral proto-oncogene
Ampicilinresistenz
Ammoniumperoxodisulfat
Adenosintriphosphat
.0 cell lymphoma/leukemia-2*
Bcl-2 interacting mediator of cell death
Body mass index
3-Galaktosidase
Basenpaar
.bovine serum albumine®, Rinderserumalbumin
beziehungsweise
Cyclin A Bindungsstelle
Karzinom
CREB-binding-Protein
CAMP response element binding protein
Cyclin — dependent kinase
komplementare DNA
Chromatin-Immunoprazipitation
Cycloheximide
Casein kinase 1
cyclin-dependent kinase inhibitor
Chronisch myeloische Leukamie

Cytomegalievirus

Cre-Rekombinase causes-recombination

CreER™

Fusionsprotein zwischen Cre-Rekombinase und mutierter
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liganden-Bindungsdomane des humanen Ostrogen-
Rezeptors

Ct threshold cycle

Cyp Cytochrome P450

d Tag

D Dalton

DAF abnormal DAuer Formation

DBE DAF-16 family member-binding-element

DBD DNA-Bindungsdomane

DDB1 damage-specific DNA-binding protein 1

DEPC Diethylpyrocyrbonat

Dim Dimerisierungsdomane

DMEM Dubecoo’s modification of Eagle’s minimal essential
Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP 2"Desoxyribonukleosidtriphosphat

DP DNA-binding Protein

DTT Dithiothreitol

DYRK1A dual-specificity tyrosine-phosphorylated and regulated
Kinase 1A

EB Elution Buffer

E2F E2- Promotor Binding Factor

E.coli Escherichia coli

ECL enhanced chemoluminescence

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

eGFP enhanced green fluorescent protein

ER Estrogen Receptor

et al. et alii

ETOH Ethanol

FACS Fluorescence Activted Cell Sorting

FAP Familiare adenomatdse Polyposis

Fas L Fas Ligand

FCS

Fetal Calf Serum
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FHRE Forkhead responsive element

FKHR Forkhead box in rhabdomyosarcoma (= FoxO)

FKHR-L1 Forkhead transcriptionsfactor like 1

for forward-Primer

FoxO Forkhead box (human), Subgruppe O

G eng. Gap (Lucke)

g Gramm

GADD45 growth arrest and DNA-damge inducible superoxid
dismutase

G6Pase Glucose-6-phosphatase

GFP green fluorescent protein

G418 Neomycinderivat

GTP Guanosintriphoshat

h hour (Stunde)

HA hemagglutinin

HAT Histonacetylase

HCI Salzsaure

HDAC Histondeacetylase

H.O Wasser

HRP Meerettichperoxidase (horse raddish peroxidase)

Hsp 90 Hitze-Schock-Protein 90

IGFBP-1 insulin-like growth factor binding protein-1

inkl. inklusive

I.p. intraperitoneal

IRS insulin-responsive sequence

JNK c-Jun NH,-terminal kinase

kb kilobase

KCI Kaliumchlorid

kD Kilo-Dalton

K3PO4- Puffer Kaliumphosphat-Puffer

LB Luria Broth- Bakteriennahrmedium

LBD Liganden-Bindungs-Domane

LD-50 dosis letalis 50%

LOH loss of heterozygosity
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luc

M

M

M

MgSO,
MnSOD
MoMuLV
mut
MYCN

n

NaCl
Na;HPO4
NB
N-desTAM
neo
NES
NGF
NLS
NSCLC
oD
4-OHT
ONPG
oS
PAGE
PBS
PCR
PEPCK
PKB
PMSF
pRb
Pten

Luciferase-Reportergen

Mol

milli

mikro

Magnesiumsulfat

Manganese superoxide dismutase
Moloney Murine Leukemia Virus
Mutante

v-myc myelocytomatosis viral-related oncogene,
Neuroblastoma derived (avian)
Nano

Natriumchlorid
Dinatriumhydrogenphosphat
Neuroblastom
N-Desmethyltamoxifen
Neomycin-Gen

nuclear export signal

nerve growth factor

nuclear localization signal

non small cell lung cancer
optische Dichte
4-hydroxy-Tamoxifen
o-Nitrophenyl-3-D-galaktopyranoside
Osteosarkom

Polyacrylamid- Gelelektrophorese
phosphate buffered saline

Polymerase Chain Reaction, Polymerasekettenreaktion

phosphoenlpyruvate carboxykinase
protein kinase B (= Akt)
Phenylmethylsulfonylfluorid
Retinoblastoma Protein

phosphatase and tensin homolog deleted on chromosom

ten

pico
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Pl Propidiumjodid

PI1(3,4)P> Phosphatidylinositol (3,4)diphosphate
P1(3,4,5)P3 Phosphatidylinositol (3,4,5) triphosphate

PI3K phosphatidylinositol- 3-kinase

PVDF Polyvinyldifluorid

gRT-PCR guantitative RT-PCR

Rb Retinoblastom

RLU relative light units

RNA Ribonukleinsaure

RNAse Ribonuklease

ROS reactive oxygen species

rpm rotation per minute, Umdrehungen pro Minute
RT Raumtemperatur, Reverse Transcriptase
RT-PCR Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction
rev reverse-Primer

S. siehe

SDS sodium dodecyl sulfate

SERM selektiver Estrogen Rezeptor Modulator

SGK serum-and glucocorticoid-induced kinase
SiRNA small interfering RNA

Sirtuin silent mating type information regulation

SIRT 1 sirtuin 1

Sv40 Simian Virus

TA Transaktivierungsdomane

Tab. Tabelle

TAE Tris-Azetat/EDTA-Puffer

Taq thermostabile DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus
TBS Tris- buffered saline

TBS-T Tris-bufferd saline mit Tween —20

TE Tris/EDTA Puffer

TEMED Tetramethylethyldiamin

Tip60 Tat-interactive protein, 60 kD

Tris Tris-hydroxymethyl-aminomethan

U unit (Einheit)
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u.u unter Umstanden

uv ultraviolett

Vv Volt

wt Wildtyp

z.B. zum Beispiel
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