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1 Einleitung

1.1 PRb und E2F: Schaltstellen im Zellzyklus

Der Zellzyklus von Sdugerzellen ist ein prazise regulierter Prozess, der durch den Einfluss
zahlreicher Faktoren beeinflusst wird. Eine zentrale Rolle sowohl bei einer Aktivierung als
auch bei einer Blockierung des Zellzyklus haben die Proteine der E2F Transkriptionsfakto-
ren und die mit ihnen assoziierten Pocket Proteine wie das Retinoblastoma Tumorsupres-
sor-protein (Dyson, 1998; Miiller und Helin, 2000).

E2F Proteine wurden erstmals als zelluldre Aktivatoren beschrieben, die an ein spezifi-
sches DNA Element im Promotor des adenoviralen E2 Gens binden (Kovesdi et al., 1986;
La Thangue und Rigby, 1987; Yee ef al., 1987). Verschiedene Studien zeigten daraufthin
eine Bindung der E2F Proteine an das Retinoblastoma Protein pRb und an zwei weitere
Proteine, p107 und p130 (Pocket Proteine; Lee et al., 1987; Kaelin jr. et al., 1991; Chella-
pan et al., 1991). In Ergédnzung dazu konnte gezeigt werden, dass E1A und anderen virale
Onkoproteine wie das ,,large T-Antigen* des SV-40 Virus oder das E7 Onkoprotein des
humanen Papillomavirus durch die Bindung an Pocket Proteine E2F freisetzen, damit die
Zellproliferation fordern und schlieBlich die Transformation der Zelle bewirken (Bandara
and La Thangue, 1991; Dyson et al., 1989; Whyte et al., 1988; Whyte et al., 1989; De-
Caprio et al., 1988; Ludlow et al., 1989). Umgekehrt fiihrt die Bindung von E2F an pRb,
p107 oder p130 zu einer Inhibition der transaktivierenden Wirkung von E2F Proteinen und
einer Repression E2F regulierter Gene (Flemington et al., 1993; Helin et al., 1993; Zama-
nian et al., 1993). Darunter sind Gene, die fiir Zellzyklusregulatoren und fiir Proteine des
Nukleotidstoffwechsels und der DNA Replikation kodieren (Ren et al., 2002; Miiller et al.,
2001; Ishida et al., 2001; Weinmann et al., 2001).

Die Komplexe aus E2F und Pocket Proteinen sind in Abhingigkeit vom Zellzyklus regu-
liert (Dyson, 1998). Es konnte gezeigt werden, dass pRb in Abhingigkeit vom Zellzyklus
spezifisch phosphoryliert ist (Buchkovich et al., 1989; Chen et al., 1989; DeCaprio et al.,
1992). In der GO oder GI Phase des Zellzyklus bindet hypophosphoryliertes pRb an E2F
und die transaktivierende Funktion von E2F ist blockiert (Shirodkar et al., 1992; Ludlow et
al., 1990; Weintraub et al., 1992). Mitogene Wachstumsfaktoren aktivieren die Cyclin-
abhingigen Kinasen Cdk4/Ck6 (Cyclin dependent kinases; Cdk), die im Komplex mit Cyc-
lin D die Phosphorylierung von pRb katalysieren (Lees ef al., 1991; Lin et al., 1991; Nur-
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se, 1990; Murray, 1992). Dies fiihrt zur Dissoziation des E2F/pRb Komplexes, der Tran-
saktivierung von E2F Zielgenen und dem Eintritt der Zelle in die S-Phase des Zellzyklus
(Abbildung 1.1; Ludlow et al., 1990; Harbour ef al., 1999; Dyson 1998).

s > >
G1 S

transkriptionelle Repression transkriptionelle Aktivierung

Abbildung 1.1: E2F wird durch pRb reguliert

In der GI Phase des Zellzyklus wird die Aktivitdt der E2F Transkriptionsfaktoren (E2F)
durch die Bindung von hypophosphoryliertem Pocket Proteinen wie dem Retinoblastoma
Protein (pRb) inhibiert. Dies resultiert in einer Repression E2F regulierter Gene. In Ant-
wort auf mitogene Signale werden Cyclin abhingige Kinasen (Cyclin dependent kinases;
CdKs; Cdk4 und Cdk6) aktiviert und katalysieren im Komplex mit Cyclin D (Cyclin D)
die Phosphorylierung von pRb. Dies fithrt zur Freisetzung von E2F aus dem E2F/pRb
Komplex, einer nachfolgenden transkriptionellen Aktivierung E2F regulierter Gene und
dem Eintritt der Zelle in die S-Phase.

Zusammen bilden E2F und pRb somit eine zentrale Schaltstelle in der Regulation des Zell-
zyklus. Dies wird durch die Beobachtung bestitigt, dass in vielen Tumoren eine Inaktivie-
rung des Retinoblastoma Proteins vorliegt oder die Mechanismen zur Regulation der

E2F/pRb Komplexe inaktiviert sind (Bartek et al., 1996; Sherr 1996).

1.2 Die Proteinfamilie der E2F Transkriptionsfaktoren

E2F Transkriptionsfaktoren bilden eine Proteinfamilie, der derzeit sieben Proteine zuge-

ordnet werden konnen (Miiller und Helin, 2000; Dyson, 1998). Weiterhin konnen zu dieser

Familie funktionell die DP (Differentiation Regulated Transcription Factor 1+2; DRTF
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1+2) Proteine gezdhlt werden, die mit E2F1-E2F5 heterodimerisieren und fiir die Bindung
der E2F Proteine an die DNA notwendig sind (Girling et al., 1993; Helin et al., 1993;
Bandara et al., 1993). E2F1-E2F6 zeigen eine hoch konservierte DNA Binderegion sowie
eine charakteristische DP Heterodimerisierungsdoméne (Dyson, 1998). Im Gegensatz dazu
konnten im E2F7 Protein zwei aufeinander folgende E2F DNA Binderegionen identifiziert
werden, jedoch fehlt eine DP Heterodimerisierungsdoméne (di Stefano et al., 2003; de
Bruin et al., 2003; Logan et al., 2004). E2F1-E2F5 haben eine im carboxyterminalen Pro-
teinabschnitt lokalisierte Transaktivierungsdoméine, die gleichzeitig die Bindung an pRb,
pl07 oder p130 vermittelt (Helin, 1993). Sie werden daher als Pocket Protein abhéngige
E2F Proteine zusammengefasst. E2F6 und E2F7 fehlt diese Transaktivierungsdoméne.
Beide binden nicht an Pocket Proteine und sind transkriptionelle Repressoren (Trimarchi et
al., 1998; Gaubatz et al., 1998; Morckel et al., 1997; Cartwright et al., 1998; di Stefano et
al., 2003; de Bruin et al., 2003; Logan et al., 2004). Abbildung 1.2 fasst die Familie der

E2F Transkriptionsfaktoren schematisch zusammen.

DNA DP Aktivierung

E2F1 [ [ [ [ [
E2F2 C [ [ [ [ PRb
E2F3 [ = [ S

I [ T
E2F4 | ' pRb/ p107/ p130
E2F5 I [ [ [ .
E2F6 I e
E2F7 I . =

Abbildung 1.2: Die Proteinfamilie der E2F Transkriptionsfaktoren

E2F Transkriptionsfaktoren bilden eine Proteinfamilie, der derzeit sieben Proteine zuge-
ordnet werden. E2F1-E2F6 besitzen eine konservierte DNA Binderegion (griin) und eine
Doméne zur Heterodimerisierung mit dem DP Protein (Differentiation Regulated Transc-
ription Factor 1+2; DRTF 1+2; grau). E2F7 besitzt zwei DNA Binderegionen, jedoch kei-
ne DP Heterodimerisierungsdoméne. E2F1-E2F5 zeigen eine charakteristische C-terminale
Aktivierungsdoméne (rot). In diesem Bereich binden ebenfalls die Pocket Proteine pRb,
p107 und p130. E2F6 und E2F7 besitzen keine Aktivierungsdoméne und interagieren nicht
mit Pocket Proteinen.
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Heterodimere E2F/DP  Komplexe binden an die DNA  Konsensussequenz
(T(c/g)CCGC(c/g), die in den Promotoren zahlreicher Gene mit einer Funktion in der
Zellproliferation identifiziert werden konnte (Ren et al., 2002; Miiller et al., 2001; Ishida et
al.,2001; Weinmann et al., 2001).

1.3 Die Pocket Protein regulierten E2F Proteine

1.3.1 Spezifitiat der Pocket Protein Interaktion von E2F1-E2F5

E2F1-E2F5 werden durch die Bindung an die Pocket Proteine pRb, p107 und p130 regu-
liert. E2F1 wurde erstmals als ein Rb bindendes Protein beschrieben und gezeigt, dass E1A
die E2F1 Bindung an Rb inaktiviert (Helin et al., 1992; Kaelin et al., 1992). Im Anschluss
daran wurden E2F2 und E2F3 als Rb interagierende Proteine mit einer Homologie zu E2F1
publiziert (Ivey-Hoyle ef al., 1993; Lees et al., 1993). Im Unterschied zu E2F1-E2F3 wur-
den E2F4 und E2F5 iiber die Bindung an die Pocket Proteine p107 und p130 identifiziert
(Dyson et al., 1993; Beijersbergen et al., 1994; Hijmans et al., 1995; Vairo et al., 1995).
E2FS5 interagiert sowohl mit p107 als auch mit p130, wéhrend E2F4 mit allen Pocket Pro-
teinen interagiert und den grofiten Anteil zellulirer E2F/pRb Komplexe bildet (Dyson
1998; Moberg et al., 1996). Im Vergleich zu E2F1-E2F3 ist die aminoterminale Region
von E2F4 und E2F5 deutlich verkiirzt. E2F1-3 weisen aminoterminal ein basisches Kern-
lokalisationssignal auf, wéhrend E2F4 und E2F5 ein Leucin/ Isoleucin reiches hydropho-
bes Kernexportsignal zeigen (Gaubatz et al., 2001). Im Gegensatz zu E2F1-E2F3 sind so-
mit E2F4 und E2F5 in wachsenden Zellen vorwiegend zytoplasmatisch lokalisiert und
moglicherweise induziert erst die Bindung an pRb, p107 oder p130 die Translokation des
E2F/Pocket Protein Komplexes in den Zellkern (Miiller et al., 1997; Verona et al., 1997;
Magae et al., 1996; Gaubatz et al., 2001). Auf diese Weise gelangen nur inhibitorische
E2F4 und E2F5 Komplexe in den Nukleus.

1.3.2 Mechanismus der Pocket Protein vermittelten Repression

Die transkriptionsfordernde Aktivitit von E2F Proteinen wird durch Histonacetylasen

(HATs) vermittelt (Frolov and Dyson, 2004). Die Acetylierung von Histonproteinen indu-
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ziert vermutlich eine gelockerte Struktur zwischen Histonproteinen und der DNA und er-
moglicht somit die Transkription. Die Transaktivierungsdoméne von E2F1 interagiert mit
CBP (CREB-Binding Protein), einer der ersten identifizierten Histonacetylasen (Trouche
and Kouzarides, 1996). Weiterhin konnte die Assoziation von p300 und P/CAF sowie
Komponenten des Tip60 Komplexes (Tip60, TRRAP, p400, Tip48 und Tip49) mit E2F
Proteinen gezeigt werden (Martinez-Balbaz, 2000; Marzio ef al., 2000; Morris et al., 2000;
Taubert at al., 2004).

Eine negative Regulation der transaktivierenden Wirkung von E2F1-E2F5 erfolgt durch
die Pocket Proteine pRb, p107 und p130. Dabei kénnen zwei verschiedene Mechanismen
unterschieden werden:

(1) Eine passive Repression erfolgt zunédchst durch die Bindung der Pocket Proteine an
ein Bindungsmotiv aus 18 Aminosduren in der Transaktivierungsdoméne des E2F Proteins
(Helin et al., 1992; Flemington et al., 1993; Helin et al., 1993; Trimarchi et al., 2002).
Damit erfolgt eine Blockierung der Interaktion der Transaktivierungsdoméine mit transkrip-
tions-aktivierenden Histonacetylasen.

(2) Pocket Proteine assoziieren mit Chromatin-modifizierenden Enzymen, die durch
eine lokale Verdnderung der Chromatinstruktur am Promotor die Transkription blockieren
(Frolov and Dyson, 2004). So interagieren pRb, p107 und p130 mit den Klasse I Histon-
deacetylasen (HDACI1-HDAC3), die eine Funktion im Zellzyklus haben und von dem
E2F/Pocket Protein Komplex an E2F regulierte Promotoren rekrutiert werden (Fereirra et
al., 1998; Ferreira et al., 2001; Brehm et al., 1998; Luo et al., 1998; Magnaghi et al.,
1998). Histondeacetylasen inhibieren die Transkription eines Gens, vermutlich durch die
Forderung einer kompakten, geschlossenen Chromatinstruktur (Hassig ef al., 1998).
Neben Histondeacetylasen interagieren Histonmethyltransferasen mit Pocket Proteinen. So
assoziiert pRb mit der Histonmethyltransferase Suv39H1 und anhand des Cyclin E Promo-
tors konnte ein E2F/pRb abhédngige H3K9 Methylierung gezeigt werden, die eine Bindung
von HP1 (Heterochromatin Proteins 1) ermdglicht und dadurch eine Inhibition der Cyclin
E Expression ermoglicht (Nielsen et al., 2001; Vandel et al.,, 2001). Diese durch
E2F/Pocket Protein Komplexe vermittelten Modifikationen und ihre Abhingigkeit vom
Zellzyklus konnten an endogenen Promotoren beschrieben werden. Nicolas ef al. detektier-
ten in ruhenden Zellen eine Hypoacetylierung von Histon H3 Lysin 9 (H3K9) bzw. von
Histon H3 Lysin 14 (H3K14) und eine spezifische Methylierung von H3K9 am E2F regu-
lierten DHFR Promotor. Der Wiedereintritt der Zellen in den Zellzyklus fiihrte zu einem

Riickgang der H3K9 Methylierung und einer gleichzeitigen H3K9 Acetylierung (Nicolas et
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al., 2003). Fiir den Cyclin A und cdc6 Promotor konnte ebenfalls eine Methylierung von
H3K?9 in ruhenden Zellen und eine Acetylierung und gleichzeitige Bindung von E2F1 nach
Eintritt in den Zellzyklus beobachtet werden (Gosh and Harter, 2003). Abbildung 1.3 fasst
am Beispiel des E2F/pRb Komplexes den Mechanismus der pRB vermittelten Repression

zusammen.

? Histon H3 Lysin 9 Methylierung

Abbildung 1.3: Modell zur pRb vermittelten aktiven Repression

Das Retinoblastoma Protein pRb rekrutiert Chromatin modifizierende Enzyme an den E2F
regulierten Promotor: Durch Histondeacetylasen (HDACs) werden Histonproteine deacety-
liert und nachfolgend durch Histonmethyltransferasen (z.B. Suv39HI) am Lysin 9 des
Histon H3 (H3K9) methyliert. Diese Methylierung bildet eine Bindestelle fiir die Chromo-
domiéne des Heterochromatin Protein 1 (HP1), das eine lokale geschlossene Chroma-
tinstruktur induziert und dadurch die die Transkription blockiert.

Neben kovalenten Modifikationen von Histonproteinen scheint eine Pocket Protein Re-
pression auch durch die Aktivitit von Proteinkomplexen vermittelt zu werden, die eine
Struktur des Chromatins unter ATP Verbrauch reorganisieren (Narlikar et al., 2002). Die
Homologe des SWI/SNF Nukleosomen-Organisationskomplexes aus der Hefe, BRG/ und
hBRM interagieren beide mit pRb (Dunaief et al., 1994; Strober et al., 1996; Zhang et al.,
2000).

Dahiya et al. wiesen aullerdem die Assoziation von pRb mit Polycomb Proteinen nach,
womit sich eine Moglichkeit fiir eine stabile und vererbbare E2F/pRb vermittelte

Transkriptionsinhibition ergibt (Dahiya et al., 2001).
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1.3.3 Funktion der Pocket Protein regulierten E2F Proteine im Zellzyklus

Untersuchungen zur Funktionen Pocket Protein abhidngiger E2F Proteine unter Verwen-
dung unterschiedlicher experimenteller Ansitze ergaben sowohl spezifische als auch iiber-
lappende Funktionen der E2F Proteine im Zellzyklus.

In transienten Reportergenanalysen unter Verwendung von E2F regulierten Promotoren
zeigen E2F1-E2F5 eine transkriptionsaktivierende Wirkung. Die jeweilige transiente U-
berexpression von E2F1-E2F5 resultiert zudem in einer Aktivierung zellzyklusabhingiger
Gene und einer beschleunigten Zellproliferation (DeGregori et al., 1997; Lukas et al.,
1996; Vigo et al., 1999).

Expressionsanalysen zeigten, dass E2F1, E2F2 und E2F3 in Abhingigkeit vom Zellzyklus
reguliert und exprimiert werden (Lees ef al., 1993; Leone et al.; 1998). Thre Uberexpressi-
on in ruhenden, quieszenten Zellen (G0) fiihrt zu einem Wiedereintritt der Zellen in den
Zellzyklus und kann einen p/6 (Cdk-Inhibitor; CKI) sinduzierten G/ Arrest der Zellen auf-
heben (Johnsons et al., 1993; Qin et al., 1994; Lukas et al., 1996; DeGregori et al., 1995;
Mann et al., 1996). E2F4 und E2F5 werden dagegen konstitutiv im Zellzyklus exprimiert,
am stérksten jedoch in der GO Phase (Ikeda et al., 1996; Moberg et al., 1996). Im Unter-
schied zu E2F1-E2F3 fiihrt die Uberexpression von E2F4 und E2F5 in GO nur zu einem
schwachen Wiedereintritt der Zellen in die S-Phase (Dyson ef al., 1993; Beijersbergen et
al., 1994; Hijmans et al.; 1995; Vairo et al., 1995; Mann et al., 1996).

Weitere Hinweise auf die Funktion der Pocket Protein regulierten E2F Proteine lieferten
die Untersuchungen zur Proliferation E2F defizienter muriner embryonaler Fibroblasten.
Im Unterschied zu E2F1 oder E2F2 defizienten Fibroblasten konnte nur in E2F3 defizien-
ten Fibroblasten ein Defekt in der Zellproliferation und eine reduzierte Aktivierung E2F
regulierter Zellzyklusgene beobachtet werden (Humbert et al., 2000). Zwar ldsst dies auf
eine spezifische Funktion von E2F3 in der Aktivierung des Zellzyklus schlieBen, jedoch
konnte auch eine inhibitorische Funktion von E2F3 beobachtet werden. So zeigten Aslan-
ian ef al. eine verstirkte p19**" Expression in E2F3 defizienten Fibroblasten und es konnte

eine spezifische Repression des p19*%*

Promotors durch E2F3 beobachtet werden (Aslan-
ian et al., 2004). Es ist jedoch unklar, ob es sich hierbei um eine physiologische Funktion
von E2F3 handelt.

Die aktivierende Funktion im Zellzyklus ist auBerdem nicht spezifisch auf E2F3 be-
schriankt, da E2f3-/-E2f1-/- oder E2f3-/-E2f2-/- Fibroblasten einen verstiarkten Defekt der

Zellproliferation zeigen und die Deletion von E2f1-E2f3 zu einem vollstindigen Wachs-
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tumsstopp und einer fehlenden Aktivierung von E2F regulierten Genen fiihrt (Wu et al.,
2001). Dies deutet auf iiberlappende Funktionen dieser E2F Proteine in der Aktivierung
und Forderung der Zellproliferation hin.

E2f4-/- oder E2f5-/- Fibroblasten proliferieren normal und kdnnen im Zellzyklus arretie-
ren. E2f4-/-E2f5-/- Fibroblasten zeigen ebenfalls keinen signifikanten Defekt der Zellproli-
feration, jedoch kdnnen sie nicht in Antwort auf eine Uberexpression des Cdk-Inhibitors

6" im Zellzyklus arretieren (Gaubatz et al., 2000).

pl
Durch die Verwendung von Microarray Analysen wurde ein breites Spektrum an E2F
Zielgenen identifiziert. Somit konnten die moglichen Funktionen der E2F Proteine genauer
charakterisiert werden. E2F Zielgene sind an der G//S Regulation beteiligt, regulieren den
Nukleotidstoffwechsel und die Replikation der DNA in der S-Phase des Zellzyklus. Es
konnten aber auch Zielgene identifiziert werden, die in der G2 Phase des Zellzyklus
exprimiert werden, eine Funktion in der Mitose haben, apoptotische Prozesse regulieren
oder an Zelldifferenzierungen in der Embryonalentwicklung beteiligt sind. Jedoch ist zu
beachten, dass mit diesem auf der Uberexpression einzelner E2F Proteine basierenden ex-
perimentellen Ansatz nur eine mdgliche Regulation dieser Gene gezeigt werden kann. In-
wiefern diese Gene physiologische E2F regulierte Gene bilden, kann ebenso wenig daraus
abgeleitet werden wie eine Spezifitit einzelner E2F Proteine fiir diese Zielgene.

Einen wichtigen Schritt zur Untersuchung einer E2F spezifischen Regulation von Genen
bildete die Entwicklung der ,,ChIP-on-Chip* Technologie. Mit dieser Methode konnten
endogene Zielgene von E2F1-E2F5 identifiziert werden (Wells et al., 2000; Takahashi et
al., 2000). Durch Chromatinimmunprézipitationen (ChIPs) werden bei dieser Methode
spezifische E2F/DNA Komplexe isoliert und mit einem Promotor spezifischen Microarray
hybridisiert. Interessanterweise konnten E2F4 und E2F5 bei diesem experimentellen An-
satz, im Einklang mit ihrer Expression in G0, ausschlieBlich auf Promotoren in quieszenten
Zellen detektiert werden. Im Unterschied dazu wurden E2F1-E2F3 spezifisch in der G1/S
Phase auf diesen Promotoren nachgewiesen. Diese Beobachtungen bildeten die Grundlage
fiir die Vermutung, dass die pRB regulierten E2F1-E2F3 Proteine eine vorwiegend aktivie-
rende Funktion im Zellzyklus einnehmen. Im Gegensatz dazu ist fiir die durch pRb, p107
und p130 regulierten E2F4 und E2F5 Proteine eine liberwiegend repressorische Funktion

in GO zu vermuten (Trimarchi und Lees, 2002).
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1.34 Die Funktion der Pocket Protein regulierten E2F Proteine in der
Entwicklung

Die Untersuchung von Méusen, in denen die jeweiligen Gene von E2F1-E2F5 durch eine
gezielte homologe Rekombination deletiert wurden, ergénzten die in-vitro erhaltene Evi-
denz fiir sowohl spezifische als auch redundante Funktionen der E2F Proteine in-vivo.
E2F1 defiziente Méuse sind lebensfihig, zeigen jedoch eine testikuldre Atrophie und eine
erhohte Anzahl von T-Zellen, die nur schwach auf eine Stimulation durch Antigene reagie-
ren (Zhu et al., 2001; Field et al., 1996; Yamasaki et al., 1996). Altere E2F1 defiziente
Maiuse entwickeln Tumore, so dass E2F1 als ein Tumorsupressorprotein eingeordnet wur-
de. Diese Beobachtung war iiberraschend, da biochemische Studien, wie die E2F1 Uberex-
pression und der Nachweis von E2F1 auf den Promotoren E2F regulierter Zellzyklusgene
in der G1/S Phase des Zellzyklus, auf eine die Zellproliferation fordernde, onkogene Funk-
tion von E2F1 schlieBen lassen. Zum einen deuten diese Beobachtungen daraufhin, dass
E2F1 notwendig zur Bildung von inhibitorischen E2F/pRb Komplexen ist. Zum anderen
konnen die tumorsupressorischen Eigenschaften von E2F1 mit einer Funktion von E2F1 in
der Induktion apoptotischer Prozesse begriindet werden (Qin et al., 1994; Shan et al.,
1994; Wu et al., 1994; Hiebert et al., 1995).

Im Gegensatz dazu zeigen E2F2 defiziente Méuse eine deregulierte Proliferation von ha-
matopoetischen Zellen in Antwort auf eine Stimulation mit Antigenen. Infolgedessen ent-
wickeln E212-/- Mduse Autoimmunerkrankungen und Diabetes (Murga et al., 2001).

Die Deletion des E2f3 Gens fiihrt zu schweren Defekten in der Embryonalentwicklung, ein
Grofteil der E2F3 defizienten Mause stirbt in-utero bzw. postnatal an einer gestorten Herz-
funktion (Humbert et al., 2000).

Die organspezifischen Phinotypen in den Deletionsmutanten der aktivierenden E2F Prote-
ine weisen auf eine spezifische Funktion von E2F1, E2F2 und E2F3 in der Embryonalent-
wicklung hin. Gleichzeitig zeigt jedoch eine Kombination aus E2f3-/- mit einer E2f1 oder
E212 Deletion eine Verstiarkung des letalen E2f3-/- Phanotyps. E2{3-/-E2f1-/- und E2f3-/-
E2f2-/- Méuse sterben ca. am Tag 9.5 der Embryonalentwicklung (Wu et al., 2001; Cloud
et al., 2002). Dieser synergistische Effekt auf den Phinotyp der E2f3-/- Méuse deutet auf
eine redundante Funktion von E2F Proteinen in der Embryonalentwicklung hin.

E2F4 defiziente Mause sind kleinwiichsig, zeigen Defekte in der Erythropoese, kranio-
faziale Storungen und ein verdicktes Darmepithel (Humbert et al., 2000; Rempel et al.,

2000). E2f5 -/- Miuse entwickeln postnatal einen Hydrocephalus durch eine erhohte Sek-
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retion von Liquorfliissigkeit durch den Plexus Choroideus (Lindemann, 1998). Diese Phé-
notypen deuten auf eine organ- und zellspezifische Funktion von E2F4 und E2F5 hin. Un-
tersuchungen der hamatopoetischen Defekte in E2F4 defizienten Mausen zeigten, dass die
hidmatopoetischen Zellen normal proliferieren, jedoch einen Defekt in der terminalen Dif-
ferenzierung aufweisen (Humbert et al., 2000). Mdglicherweise liegt also somit die spezi-
fische Funktion von E2F4 und E2F5 in-vivo in der Regulation von Zelldifferenzierungen.

E2f4-/-E215-/- Mause sterben in der spiten Embryonalentwicklung (Gaubatz et al., 2000).
So scheint also ein Allel von E2F4 oder E2FS5 fiir die Embryonalentwicklung notwendig zu
sein. Diese Beobachtung deutet auf eine redundante Funktion von E2F4 und E2F5 wéh-

rend der Embryonalentwicklung hin.

14 Die Pocket Protein unabhingigen E2F Proteine

14.1 E2F7

E2F7 fehlt die fiir E2F1-E2F5 charakteristische Transaktivierungsdoméne und bindet nicht
an Pocket Proteine. Im Unterschied zu allen anderen E2F Proteinen zeigt E2F7 keine Hete-
rodimerisierung mit DP Proteinen, sondern bindet tiber zwei E2F DNA Binderegionen an
E2F Konsensussequenzen (Di Stefano et al., 2001).

In Untersuchungen mit E2F regulierten Reportergenen konnte eine Repression durch E2F7
nachgewiesen werden (de Bruin ef al., 2003; Di Stefano et al., 2003). Es ist unklar, wie
diese Repression durch E2F7 vermittelt wird.

Die Expression von E2F7 ist in Abhédngigkeit vom Zellzyklus reguliert und kann durch
E2F1 aktiviert werden (de Bruin et al., 2003; Di Stefano et al., 2003). Die Uberexpression
von E2F7 blockiert die Zellproliferation und fiihrt zu einem Arrest der Zellen in der S-
Phase (Di Stefano ef al., 2003). De Bruin et al. zeigten dagegen eine schwache Akkumula-
tion von E2F7 {iberexprimierenden Zellen in der G2-Phase (deBruin et al., 2003).

Der Nachweis von E2F7 auf endogenen Promotoren E2F regulierter Gene in Abhingigkeit
vom Zellzyklus fiihrte zu dem Modell, dass E2F7 wihrend der Replikation G/ spezifische
Gene reprimiert (Di Stefano et al., 2003). Es bleibt abzuwarten, welche physiologische
Funktion E2F7 ausiibt.

10
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1.4.2 E2F6

E2F6 zeigt eine zu E2F1-E2F5 homologe DNA Bindungs- und DP Dimerisierungsdoméine,
die in-vitro eine Bindung an E2F Konsensussequenzen vermittelt. Weiterhin konnte in
E2F6 die fiir E2F1-E2F5 charakteristische marked box identifiziert werden. E2F6 besitzt
jedoch keine Transaktivierungsdoméne und keine Pocket Protein Bindungsdoméne (Mor-
kel et al., 1997; Cartwright et al., 1998; Gaubatz et al., 1998; Trimarchi et al., 1998)
In-vitro Untersuchungen mit E2F regulierten Reportergenen zeigten, dass E2F6 ein von
Pocket Proteinen unabhingiger transkriptioneller Repressor ist, und die transaktivierende
Wirkung von E2F1 inhibieren kann. Die transkriptionsinhibierende Aktivitit von E2F6 ist
abhédngig von der DNA Bindung und es konnte eine Repressionsdomine im C-Terminus
von E2F6 lokalisiert werden (Gaubatz et al., 1998).

Der E2F6 Lokus kodiert fiir zwei Isoformen von E2F6 (Kherrouche et al., 2001). Die Ex-
pression von E2F6 und einer aminoterminal verkiirzten Variante, bezeichnet als E2F6b,
konnte nachgewiesen werden (Dahme et al., 2002). Beide Formen des E2F6 Proteins wer-
den in der Maus ubiquitdr exprimiert. E2F6 und E2F6b sind beide schwach in asynchron
wachsenden, murinen Fibroblasten exprimiert, jedoch zeigt sich eine stirkere Expression
beider E2F6 Formen in synchronisierten Zellen in der spdten G/ und friihen S-Phase des
Zellzyklus (Dahme et al., 2002).

Cartwright et al. beobachteten, dass E2F6 nach Uberexpression eine Akkumulation von
Zellen in der S-Phase induziert (Cartwright ef al., 1998). Dagegen zeigten Gaubatz et al.,
dass die E2F6 Uberexpression in quieszenten Zellen den Wiedereintritt der Zellen in den

Zellzyklus verzogert (Gaubatz et al., 1998).

1.4.2.1 E2F6 und Polycomb Proteine

Verschiedene Studien zeigten die Interaktion von E2F6 mit Polycomb Proteinen. In einem
Hefe Interaktionsversuch konnten Trimarchi ef al. die Polycomb Proteine RYBP, RinG/,
MEL-18, mphl und Bmil als E2F6 assoziierte Proteine identifizieren (Trimarchi et al.,
2001). Ogawa et al. reinigten aus HelLa Kernextrakten einen E2F6 Multiproteinkomplex
auf, der u.a. die Polycomb Proteine Ringl und Ring2, hMBLR, A-I(3)mbt-like protein und
Y AF2 enthielt (Ogawa ef al., 2002).

11
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Polycomb Proteine wurden erstmals in der Fruchtfliege Drosophila Melanogaster (Dro-
sophila) beschrieben und nachfolgend ihre Homologe in Saugerzellen identifiziert (Jacobs
and van Lohuizen, 2002; Levine et al., 2002). Polycomb Proteine vermitteln eine dauerhaf-
te und stabile Repression homeotischer Gene (Hox Gene) (Schumacher und Magnuson,
1997). Im Einklang dazu resultieren Polycomb Mutationen in Drosophila und Séugern in
einer fehlerhaften und deregulierten Expression spezifischer Hox Gene, die eine Verdnde-
rung der Korpersegmentierung zur Folge hat (Cilio et al., 2001; Kessel and Gruss, 1990
und 1991; Gruss und Kessel, 1991; Akasaka ef al., 1996 und 2001; van der Lugt et al.,
1994 und 1996). Neben der stabilen Repression homeotischer Gene haben Polycomb Pro-
teine auch eine Funktion in der Zellproliferation. So reprimiert das Polycomb Protein Bmil
den INK4/ARF Lokus und reguliert somit Proliferation, Seneszenz und Apoptose (Jacobs et
al., 1999).

Polycomb Proteine assoziieren in mindestens drei verschiedenen Multiproteinkomplexen:
(1) Der PRC-1 Komplex (Polycomb Repressive Complex I) besteht aus den Polycomb
Proteinen M33 (HPC-1; Cbx-2), HPC-2 (Cbx-4), HPC-3 (Cbx-8), Bmil, Mell18 und Ring/
(Shao et al., 1999; Levine et al., 2002).

(2) Der PRC-2 Komplex setzt sich aus den Polycomb Proteinen EZH2 (Enhancer of
Zeste Homologue 2), EED (Embryonic Ectoderm Development), SUZ12 (Suppressor of
Zeste 12, JJAZI) und RbAp48 zusammen (Cao et al., 2002; Czermin et al., 2002; Kuzmi-
chev et al., 2002; Muller et al., 2002).

3) Der erst kiirzlich in-vitro aus HeLa Kernextrakten isolierte PRC-3 Komplex ist, bis
auf eine Splice-Variante des EED Proteins, identisch mit dem PRC-2 Komplex (Kuzmi-
chev et al., 2004).

Die Identifizierung einer Aktivitdt zur Histonmethylierung im PRC-2 bzw. PRC-3 Kom-
plex lieferte erste Evidenz fiir den Mechanismus einer Polycomb vermittelten Repression
der Transkription und einem sequentiellen Zusammenwirken der Polycomb Komplexe
(Cao und Zhang, 2004). Fiir den PRC-2 Komplex konnte eine spezifische Aktivitit zur
Methylierung des Lysin 27 im Histon H3 (H3K27) in-vitro und in-vivo gezeigt werden
(Cao et al., 2002). Die spezifische Methylierung von H3K27 ermdglicht die Bindung von
PRC-1, vermutlich iiber die Chromodomanen von M33, HPC2 (Cbx4) oder HPC-3 (Cbx8)
(Cao et al., 2002; Shao et al., 1999; Levine et al., 2002). Die Bindung von PRC-1 an me-
thyliertes H3K27 blockiert die Rekrutierung transkriptionsaktivierender Faktoren, indu-
ziert eine geschlossene und kompakte Chromatinstruktur oder blockiert direkt die Aktivitét

der RNA Polymerase (Cao und Zhang, 2004; Dellino et al., 2004). Dieses Zusammenwir-
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ken der Polycomb Komplexe konnte exemplarisch an dem Ultrabithorax Promotor in Dro-
sophila gezeigt werden (Wang et al., 2004).

Polycomb Proteine besitzen keine klassischen DNA Bindungsmotive, einzige Ausnahme
bilden das Drosophila Polycomb Protein PHO (Pleiohomeotic), als dessen Homolog der
Transkriptionsfaktor YY1 (Ying-Yang-1) beschrieben wurde (Brown et al., 1998) sowie
das Polycomb Protein Mell8 (Kanno ef al., 1995; Akasaka et al., 1996). Jedoch ist unklar,
welche physiologische Relevanz diese Proteine bei der Rekrutierung der Polycomb Kom-
plexe an die DNA haben. Mohd-Sarip et al. zeigten in diesem Zusammenhang, dass PHO
alleine nicht ausreicht, um Polycomb Komplexe stabil an DNA zu binden (Mohd-Sarip et
al., 2002).

Die Interaktion von E2F6 mit Polycomb Proteinen ldsst daher vermuten, dass E2F6 mogli-
cherweise sequenzspezifisch Polycomb Proteine an Promotoren rekrutiert und dadurch ei-
ne Repression vermittelt. Dies ist eine der Fragen, die im Rahmen dieser Arbeit untersucht

werden soll.

1.4.2.2 E2F6 und das Mga/Max Heterodimer

Neben Polycomb Proteinen konnte in dem von Ogawa et al. gereinigten E2F6 Protein-
komplex mit dem Mga/Max Heterodimer (Max gene associated protein) eine weitere DNA
Bindeaktivitdt identifiziert werden (Ogawa et al., 2002). Die Assoziation von murinem
E2F6 mit dem Mga Protein konnte in eigenen Untersuchungen in-vivo bestétigt werden.
Mga gehort zur Familie der basischen ,,Helix-Loop-Helix leucine zipper Transkriptions-
faktoren, die durch Assoziation mit Max an spezifische DNA Konsensussequenzen
(CACGTG; E-Box) binden (Hurlin ef al., 1999). Mga wirkt in diesem Zusammenhang an-
tagonistisch zu der transformierenden Aktivitit des E-Box bindenden Myc Onkoproteins
(Hurlin ef al., 1999). Eine zweite DNA Bindung von Mga wird iiber die T-Doméne im N-
Terminus vermittelt.

T-Domaénen sind das charakteristische DNA Bindemotiv der T-Box Transkriptionsfaktoren
und des Brachyury Proteins, die eine Funktion sowohl in der Embryonalentwicklung als
auch im Zellzyklus haben (Kispert und Herrmann, 1993; Miiller and Herrmann, 1997; Pa-
paioannou and Silver, 1998).

Somit konnte der E2F6 Proteinkomplex an E2F regulierte Promotoren iiber die DNA Bin-

dedoméne von E2F6 und gleichzeitig an E-Boxen in Myc/Max regulierten Promotoren ii-
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ber das Mga/Max Heterodimer binden (La Thangue, 2002). Zudem konnte iiber die T-

Doméne eine Bindung an T-Box und Brachyury regulierte Promotoren vermittelt werden.

1.4.2.3 E2F6 und Histonmethyltransferasen

Ogawa et al. identifizierten die Histonmethyltransferasen (HMTase) G9a und eine neue
HMTase, die als EuHMTase bezeichnet wurde, als weitere Komponenten des E2F6 Multi-
proteinkomplexes (Ogawa et al., 2002; Tachibana et al., 2001). Weitere Bestandteile bilde-
ten eine Isoform des HP1 Proteins (Heterochromatin Protein 1), das HP1y. Neben seiner
Funktion zur Bildung von Heterochromatin ist HP1 an der Inhibition euchromatischer Ge-
ne beteiligt (Lachner et al., 2001; Bannister at al., 2001; Nielsen ef al., 2001; Schultz DC et
al., 2002; Ogawa et al., 2002).

G9a und EuHMTase methylieren spezifisch in-vitro und in-vivo das Lysin 9 im Histon H3
Protein (H3K9; Tachibana et al., 2001; Tachibana et al., 2002; Ogawa et al.; 2002). Die
spezifische Dimethylierung von H3K9 korreliert mit einer Inhibition der transkriptionellen
Aktivitit des Promotors (Noma et al., 2001; Nakayama et al., 2001; Lachner ef al., 2003).
HP1 bindet iiber seine Chromodoméne an dimethyliertes H3K9, induziert die Bildung ei-
ner fakultativen, lokal begrenzten Heterochromatinstruktur, die eine Aktivitit der basalen
Transkriptionsmaschinerie blockiert (Lachner et al., 2001; Ayyanathan et al., 2003). Somit
schlugen Ogawa et al. einen E2F6 Repressionsmechanismus vor, der durch die Aktivitét

von Histonmethyltransferasen die nachfolgende Rekrutierung von HP 1y vermittelt.

14.24 E2F6 regulierte Gene in humanen Tumorzellen

Ogawa et al. wiesen Komponenten des E2F6 Komplexes in humanen HeLa Tumorzellen
mit ChIPs auf den Promotoren E2F regulierter Gene ausschlieBlich in der G0, jedoch nicht
in der G/ Phase des Zellzyklus nach (Ogawa ef al., 2002).

Oberley et al. verwendeten die ,,ChIP-on-Chip*“ Technologie (siehe 1.3.3) zur Identifizie-
rung von E2F6 regulierten Genen. Dabei konnten sie in humanen 293T Tumorzellen u.a.
BRCA-1 (Breast Cancer associated Protein 1) und die BRCAI regulatorischen Proteine
CtIP (CtBP-Interacting Protein) und CHEK?2 (Cell-Cycle Checkpoint Kinase 2) sowie die
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Gene flir HP1 und RbAp 48 (Rb-Associated protein 48) als Zielgene des humanen E2F6
identifizieren (Oberley et al., 2003).

Interessanterweise detektierten Oberley ef al. an den Promotoren dieser Gene keine H3K9
Methylierung. Im Gegensatz dazu konnte eine signifikante Zunahme der E2F1 Bindung an

diese Promotoren nach RNAi induzierter E2F6 Reduktion beobachtet werden.

1.4.2.5 Der E2F6 vermittelte Repressionsmechanismus

Aus den Studien von Ogawa et al. und Oberley et al. ergeben sich zwei verschiedene Mo-

delle, die einen E2F6 vermittelten Repressionsmechanismus beschreiben.

A

-.

B
HMTase g
b Polycomb |
HP1 _(HP1
<5 < ;

aktiver E2F6 Repressionsmechanismus Kompetetionsmodell

Abbildung 1.4: Modelle zur E2F6 vermittelten Repression

(A) Repression durch einen E2F6 Multiproteinkomplex: E2F6 rekrutiert Chromatin modi-
fizierende Enzyme wie Histonmethyltransferasen (HMTasen), HP1 und Polycomb Proteine
an E2F6 regulierte Promotoren und vermittelt eine Repression durch eine lokale Verande-
rung der Chromatinstruktur (aktiver E2F6 Repressionsmechanismus, vgl. Ogawa et al.,
2002). (B) E2F6 konkurriert mit aktivierenden E2F Transkriptionsfaktoren, z.B. E2F1 um
dieselbe Bindestelle im Promotor eines E2F regulierten Gens. Die Bindung von E2F6 blo-
ckiert die Bindung von E2F1 und damit die Aktivierung des Promotors (passive Repressi-
on, vgl. Oberley et al., 2003).

Auf der einen Seite steht das von Ogawa ef al. vorgeschlagene Modell der E2F6 vermittel-
ten aktiven Repression durch Histonmmethylierungen von E2F6 assoziierten HMTasen
und einer nachfolgender HP1 Bindung.

Auf der anderen Seite steht das von Oberley et al. beschriebene Kompetetionsmodell zur

E2F6 regulierten Genexpression. Dabei konkurrieren E2F6 und E2F1 um die Bindung an

E2F Bindestellen in den Promotoren dieser Gene und E2F6 inhibiert die Genexpression
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passiv durch die Blockierung der E2F1 Bindung. Beide Modelle sind in Abbildung 1.4 zu-
sammengefasst. Es ist unklar, welcher Mechanismus in-vivo vorliegt oder ob beide Me-

chanismen in-vivo koexisitieren.

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist es, grundlegende Einblicke in die biologische Funktion von E2F6 in-
vivo zu gewinnen. Hierzu sollte eine E2F6 defiziente Maus unter Beachtung folgender

Fragestellungen analysiert und charakterisiert werden:

1.  Welche Funktion hat E2F6 in der Entwicklung?

E2F Proteine zeigen spezifische und redundante Funktionen wéhrend der murinen Embry-
onalentwicklung. Um zu untersuchen, ob E2F6 eine Funktion in der Mausentwicklung hat,
sollte zundchst Uberpriift werden, ob E2F6 defiziente Méuse lebensfahig sind bzw. eine
normale postnatale Entwicklung zeigen. Weiterhin sollten verschiedene Organe histolo-
gisch analysiert werden, um mogliche organspezifische Funktionen von E2F6 zu identifi-

zieren.

2.  Welche Funktion iibt E2F6 im Zellzyklus aus?

Da E2F6 durch seine DNA Bindungs- und Dimerisierungsdoméne an E2F regulierte Pro-
motoren in-vitro bindet, ist eine Funktion von E2F6 in der Regulation von E2F regulierten
Zellzyklusgenen denkbar. Erste biochemische Untersuchungen deuteten auf eine Funktion
von E2F6 im Zellzyklus hin. Die Interaktion von E2F6 mit dem Polycomb Protein Bmil
lasst eine Funktion von E2F6 in der Regulation des p19**" Promotors vermuten. E2F6
konnte auflerdem auf Promotoren Zellzyklus regulierter Gene spezifisch in der GO Phase
des Zellzyklus nachgewiesen werden. Daher bildet einen Schwerpunkt in dieser Arbeit die

Untersuchung der Proliferation von E2F6 defizienten murinen Fibroblasten.

3.  Welche Bedeutung hat die Interaktion von E2F6 mit Polycomb Proteinen?

Die Interaktion von E2F6 mit Polycomb Proteinen wurde in zwei unabhingigen Studien
gezeigt, jedoch ist ihre biologische Relevanz unklar. Es ist denkbar, dass E2F6 zu einer
Rekrutierung verschiedener Polycomb Multiproteinkomplexe wihrend der Zellproliferati-

on, der Zelldifferenzierung und der Embryonalentwicklung beitrégt.
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4.  Wie wird die E2F6 induzierte Repression vermittelt?

Durch die Arbeiten von Ogawa et al. und von Oberley et al. werden zwei verschiedene
Modelle zur E2F6 vermittelten Repression diskutiert. Es sollte daher im Rahmen dieser
Arbeit Evidenz fiir eines der beiden Modelle erarbeitet werden. Hierzu sollte zunéchst ver-
sucht werden, E2F6 regulierte Zielgene in murinen priméren Zellen zu identifizieren. An-
hand dieser Gene soll die E2F6 vermittelte Repression beschrieben und charakterisiert
werden. Hierbei ist es von besonderem Interesse zu fragen, ob Histonmethyltransferasen,

Polycomb Proteine und andere Chromatin-modifizierende Proteine beteiligt sind.
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2 Material

2.1 Mauslinien, Bakterienstimme und Zellinien
2.1.1 Miuse

2.1.1.1 Mus Musculus, die europiische Hausmaus

In dieser Arbeit wurde die biologische Funktion von E2F6 unter Verwendung der

europdischen Hausmaus (Mus Musculus) als Tiermodell untersucht. Tabelle 2.1 fasst die

wichtigsten Daten zu dieser Maus zusammen.

Mus Musculus

Genom Chromosomenanzahl 40
Anzahl der Gene 0.5-1x10°
DNA (diploid) 3x10° Basenpaare
Reproduktion | Tragzeit 19-20 Tage
Geschlechtsreife ca. 6 Wochen
Absetzalter ca. 21 Tage
Gewicht bei Geburt ca. lg

Gewicht (adult)
Lebenszeit (Labor)
WurfgrofBe

30g-40g (Méannchen > Weibchen)
1.5—2.5 Jahre
4-8 Tiere

Tabelle 2.1: Mus Musculus, die europiische Hausmaus

2.1.1.2 Verwendete Inzucht-Mausstimme

Als Inzucht-Mausstdmme bezeichnet man Mause, die aus Kreuzungen unter Geschwistern

oder zwischen Nachkommen und Elterngenerationen hervorgehen. Um einen Mausstamm

als Inzuchtstamm zu bezeichnen, miissen mindestens 20 Generationen gekreuzt werden.

Tiere eines Inzuchtstammes sind nahezu homozygot, d.h., sie haben ein identisches

genetisches Material mit Ausnahme einzelner spontaner Mutationen. Inzuchtméuse bieten
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daher einen definierten und konstanten genetischen Hintergrund fiir in-vivo Analysen
(Festing, 1989).

Zu den gut etablierten Inzucht-Mausstimmen gehoren die C57/Bl.6 Maus und die Balb/C
Maus, die in vielen Laboratorien gehalten und fiir genetische Analysen verwendet werden.
Der C57/Bl.6 Inzuchtstamm ldsst sich aus Méusen der um 1900 von Abbie Lathrop
gegriindeten Mausfarm in Granby ableiten. C57 war die Bezeichnung einer weiblichen
Maus aus diesem Laboratorium, die iiber weitere Ziichtungen, u.a. durch Clarence C.
Little, zum heute etablierten C57/Bl.6 Inzucht-Mausstamm fiihrte (Bishop et al., 1985).
Die Balb/C Maus wurde im Jahre 1923 von McDowell geziichtet und durch Kreuzungen
tiber mehrere Generationen als Inzuchtstamm etabliert.

In dieser Arbeit wurde die C57/Bl.6 Maus fiir die Analysen zur in-vivo Funktion von E2F6
verwendet. Die Balb/C Maus diente als Vergleichsstamm, um eine eventuelle
Beeinflussung des Phédnotyps E2F6 defizienter Miuse durch einen stammspezifischen

genetischen Hintergrund auszuschlieBen.

2.1.2 Bakterienstimme

DH5a E.coli F@S80dlacZAMI15A(lacZYAaegF)U169 deoR recAl
endAl hsdR17 (ri',mg" )phoAsupE44 A-thi-1 gyr A96 relAl

BL21Lys(De3) E. coli B F dcm ompT hsdS(rgmp)galA (DE3)

2.1.3 Saugerzellen

Primére murine embryonale Fibroblasten
Diese Zellen wurden aus 13.5 Tage alten Mausembryonen (C57/Bl.6 Miuse) pripariert
und anschlieBend kultiviert (siehe 3.2.1). Da es sich um primédre Zellen handelt, konnten

diese Zellen nur fiir wenige Passagen kultiviert werden.

Phoenix“”’
Humane Zellinie, die zur Produktion von rekombinanten, ekotrophen Retroviren etabliert

wurde.
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HeLa
Humane Zervixkarzinom-Zellinie

2.2 Medien

2.2.1 Medien fiir die Bakterienkultur

LB-Agar Luria Bertani Agar (Roth)
40g Pulver auf 11 H,O

LB-Medium Luria Bertani Medium (Roth)
25g Pulver auf 11 H,O
Autoklavieren

2.2.2 Medien fiir die Zellkultur

Medien fiir die Zellkultur wurden von der Firma BioWhittaker (Verviers, Belgien), Fotales
Kélberserum (Fetal Calf Serum, FCS) von der Firma Gibco (Karlsruhe) und Serum
Supreme von der Firma Cambrex bezogen.

DMEM Vollmedium

Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (4,5g/1 Glukose mit Glutamin), versetzt mit 10%
FCS und 1% Penicillin/Streptomycin (10.000U/ml // 10mg/ml, Cambrex).

DMEM Hungermedium
Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (4,5g/1 Glukose mit Glutamin), versetzt mit 0.1%

FCS und 1% Penicillin/Streptomycin (10.000U/ml // 10mg/ml, Cambrex).

DMEM Vollmedium fiir Phoenix““ Helferzellen

Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (4,5g/1 Glukose mit Glutamin), versetzt mit 10%
Serum Supreme und 1% Penicillin/Streptomycin (10.000U/ml // 10mg/ml Cambrex).

Einfriermedium

DMEM Vollmedium + 10% DMSO (v/v; Merck), steril filtriert
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2.3 Oligonukleotide

e Oligonukleotide zur Genotypisierung von Miusen bzw. Embryonen

Bezeichnung Gen Sequenz (5’->3’ Orientierung)
SG 130 E2F6-1 AGGCCACTTGTGTAGCGCCAAG
SG 114 E2F6-11 AAGGGCAAACCCCACACAGATG
SG 113 E2F6-I11 GGCTTGTCACCACCAACTGCTG

e Oligonukleotide zur Expressionsanalysen mit RT-PCR

Bezeichnung Gen Sequenz (5’->3’ Orientierung)

SG 106 57 Aktin TGTGATGGTGGGAATGGGTCAG

SG 107 3’Aktin TTTGATGTCACGCACGATTTCC

SG 252 5’Breal GAGGAGAGCACCAGCGTATC

SG 253 3’Breal GCAAATGACTGACGCTTTGA

SG 112 >"E216 CCCCAGGGGCAGATCTGACGAGATCC
SG 122 3°E216 CGGACGGCGCGGAGAC

SG 254 5" HPla AGCCGACAGCTCTTCTTCAG

SG 255 3" HPla CCGAGCGATATCATTGCTTT

SG 256 S’RbAp48 | AAGGTGGTGGATGCAAAGAC

SG 257 3’RbAp48 | ACGATCGGTACCACTGGAAG

SG 270 57 Smcll2 | GCATGGATTGCTTGGAAGAT

SG 271 3" Smell2 | AGGCTACAACAATGGCAACC

SG 272 5’Stag3 AGAGTCTGACGGCCAAAGAA

SG 273 3’Stag3 GCTTCTGGCAAAGTCCACTC

SG 315 SXM_196054 | CCTGCACTCCCAATCAGTTT

SG 316 3°XM_196054 | TTGAAAGCTTGGCTTTTCTG

SG 96 5 pl6™™ | GGGGATCCGTCACACGACTGGGCGATTGGGCG
SG 97 3" pl6™™ | GGGAATTCTACGACCGAAAGAGTTCGGGGCCG
SG 98 5'p19™" GGGGATCCATGGGTCGCAGGTTCTTGGTCAC
SG 99 3 p19™” GGGAATTCAAGATCCTCTCTAGCCTCAACAAC
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e Oligonukleotide fiir Chromatinimmunprizipitationen

Bezeichnung | Promotor Sequenz (5°->3’ Orientierung)
SG 286 5’ Smcll2 CCCACAAAAGTTTGAGAGCAAGTC
SG 287 3’ Smcll2 ATGATGCAGGTGAACCTCTTGAA
SG 296 5 Stag3 AGGACTGCACAGCTACATGC
SG 297 3’ Stag3 GGCTGAAGAAAGGTCACCAC
SG 383 5’ Stag3 4kb | CAGCCAGAGACAGTGCTAACC
SG 384 3’ Stag3 4kb | ATGGAATCCGATGCACTCTT
SH 77 5’ aP2 CAAAGAGCCATTAAGACTAAGAATCTC
SH 78 3’ aP2 ATTTGCCTCATTGTGGAGGA
24 Plasmide

e Expressionsplasmide in Prokaryonten

Bezeichnung Beschreibung Herkunft
pRSETA mE2F6 | IPTG induzierbares Expressionsplasmid SG
mE2F6 BamHI-EcoRI aus pcDNA3mME2F6

e Expressionsplasmide in eukaryontischen Zellen

Bezeichnung Beschreibung Herkunft
pcDNA3 pcDNA3 Expressionsvektor Invitrogen
pcDNA3 mE2F6 mE2F6 im pcDNA3 Vektor T. Dahme
pCMVB-Gal 3-Galaktosidase Expressionsvektor SG
pGL2- Basic Luziferase Reporterplasmid Promega
pGL2 Smcl112 -750/+50 | Smc112 Promotorfr. im pGL2-PI. A. Rubeck
pGL2 Smcl112 Mut-A Smc112 Promotorfr. mit mutierter A. Rubeck

E2F-A Sequenz im pGL2-Plasmid
pGL2 Smc112 Mut-B Smc112 Promotorfr. mit mutierter A. Rubeck
E2F-B Sequenz im pGL2-Plasmid
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e Plasmide zur Generierung von RNA Sonden fiir in-situ Hybridisierungen

Bezeichnung Beschreibung Herkunft
pCDNA3 E2F6 mE2F6 im pcDNA3 Vektor SG
pT3T7lac Hox C9 638bp 3’UTR + 288bp Exon I EcoRI-Xhol | SG
Fragment des Hox C9 Gens im pT3T7lac
Plasmid

pSAFYre Hox C10 Plasmid war nicht ndher beschrieben SG

pBluescriptlIKS+ Hox 700bp BamHI-HindIII Fragment von Hox | SG

B3 B3 im pBluesciptIIKS+ Vektor

pT3T7lac Hox C11 304bp EcoRI-Xbal Fragment der Hox C11 | SG
Homeodoméne im pT3T7lac Plasmid

Hox D9 Plasmid war nicht ndher beschrieben SG

pBluescriplIKS+Hox B8 | 732bp Fragment von Hox B8 im SG
pBluescriptlIKS Vektor

pBluescriptlIKS+HoxC8 | 729bp Fragment von Hox C8 im SG
pBluescriptlIKS Vektor

e Plasmide zur Infektion von murinen embryonalen Fibroblasten

Bezeichnung Beschreibung Herkunft
pBabePuro retrovirales Expressionsplasmid H. Land
pBabemE2F6 pBabe Expressionsvektor mit der SG

mE2F6cDNA
pBabeRasV12 pBabe Expressionsvektor mit einer | M. Eilers
RasV12 Mutante
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2.5 Antikorper

2.5.1

e primire Antikorper

Antikorper fiir inmunologische Nachweisverfahren

Antikorper
Beschreibung Herkunft
anti-
monoklonaler Mausantikdrper gegen BrdU, Becton
anti-BrdU-FITC o
FITC gekoppelt, fiir FACS-Analysen Dickinson
polyklonaler Kaninchenantikorper gegen
Stag3 ) Santa Cruz
murines Stag3 fiir Western Blots (1:200)
polyklonaler Kaninchenantikdrper gegen
E2F6 (Maus) murines E2F6 fiir Western Blots (1:200) und | siehe 3.7.9
fiir Immunprézipitationen
Affinitdtsgereingtes polyklonales E2F6
E2F6 (C10 - Maus) | Antiserum fiir Western Blots (1:200) und fiir SG
Immunprézipitationen
e sekundire Antikorper
Antikorper
Beschreibung Herkunft
anti-
Prot.-A HRP Protein A, Peroxidase gekoppelt Amersham
2.5.2 Antikoper fiir Chromatinimmunprizipitationen
Antikorper Beschreibung
Menge Herkunft
anti-
polyklonal Kaninchen _
E2F6 . . 20ul siche 3.7.9
affinititsgereinigt
HP1ly Monoklonal Maus 2ug/ul
H4-Acetyl polyklonal Kaninchen 2pg/ul Upstate
H3-Acetyl polyklonal Kaninchen 2-4pg/ul
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H3K9/K27 polyklonal Kaninchen
23pg/ul
Dimethyl
Abcam
H3K9/K27 polyklonal Kaninchen
4.3ug/ul
Trimethyl
H3K9 Monomethyl | polyklonal Kaninchen 2ug/ul
H3K9 Dimethyl polyklonal Kaninchen 2ug/ul
H3K9 Trimethyl polyklonal Kaninchen
2ng/ul T. Jenuwein
H3K27 polyklonal Kaninchen .
4ug/ul IMP, Wien
Monomethyl
H3K27 Dimethyl polyklonal Kaninchen 4pg/ul
H3K27 Trimethyl | polyklonal Kaninchen 4ug/ul
Ringla polyklonal Kaninchen 2ug/ul
Ringlb olyklonal Kaninchen
s powy 2/l M. Vidal
RYBP polyklonal Kaninchen 2ng/ul
M33 polyklonal Kaninchen 2ug/ul
2.6 Chemikalien

Soweit nicht gesondert aufgefiihrt, wurden Chemikalien in Analysenqualitit oder in
Qualitit fir die Molekularbiologie von den Firmen Sigma-Aldrich (Miinchen), Merck
(Darmstadt) und Applichem (Heidelberg) bezogen.

2.7 Losungen
271 allgemeine Puffer und Losungen
Acrylamidstammlésung 30% (w/v) Acrylamid

0,8% (w/v) N,N’'-Methylenbisacrylamid (H,O)
National Diagnostics; UltraPure

Lagerung lichtgeschiitzt bei 4° C
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Ampicillin

Blocklosung
(Western-Blot)

Bradford Reagenz

Chloramphenicol

Coomassie

Coomassie Destain

Kristallviolett-Losung (0.1%)

DEPC-H,0O

2 mM dNTP Losung

0.1g/ml in ddH,0

Steril filtrieren, aliquotieren, -20°C

3% (w/v) Magermilchpulver
in TBS-T

0,01% (w/v) Coomassie Brillant Blue G-250
4,75% (v/v) Ethanol

10% (v/v) Ortho-Phosphorséure

in ddH,O; filtrieren, lichtgeschiitzt lagern

40mg/ml in ddH,0

Steril filtrieren, aliquotieren, -20°C

250ml Methanol

35ml Eisessig

1g Coomassie Blue R-250
ad 500ml ddH,0
lichtgeschiitzt bei RT lagern

250ml Methanol
35ml Essigsdure

ad 500ml ddH,0

0.1% Kristallviolett (w/v) in 20% Ethanol

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

24h 37°C, riihren, autoklavieren

2mM dATP (alle 100mM; Amersham)
2mM dGTP

2mM dTTP

2mMdCTP

in Hy0;, bei -20°C gelagert
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Elektrophoreseprobenpuffer

Essigsiurelosung

Ethidiumbromid

FACS Probenpuffer

Formalinlosung (10%)

IPTG

10xMOPS Puffer

Nafiblotpuffer

60ml 0.5M Tris/HCI pH6.8
3ml 0.5m EDTA

23g DTT

12g SDS

15g Glycerol

30mg Bromphenolblau

ad 100ml ddH,0

aliquotieren, bei -20°C lagern

10% Essigsédure (v/v) in ddH,0

10mg/ml in ddH»0

38mM Natriumazetat in ddH,O

10ml 37% Formaldehyd
90ml ddH,O

IM Isopropylthio-B-D-Galaktosidase
in ddH,0

0.4M MOPS pH7.0

0.1M NaAc

0.01M EDTA

in DEPC H,O; im Dunkeln lagern

25mM Tris
150mM Glycin
15% Methanol
in ddH,0
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Phenol/Chloroform Losung

Ponceau Losung

Propidium lodid

RNA Probenpuffer

RNA Ladepuffer

10x SDS-Laufpuffer:

50x TAE:

Trizol™ Lisung

137mM NaCl

3mM KCl

6,4mM Na2HPO4

1,5mM KH>PO4

pH 7,4 mit HCL, autoklavieren

Phenol:Chloroform (1:1)

0.1% Ponceau S

5% Essigsdure

Img/ml Propidiumiodid in ddH,0

Iul 10 x MOPS

Sul deion. Formamid

1ul Ethidiumbromid (400 pg/ml)
2ul Formaldehyde

0.2 % Xylenxyanol

0.2 % Bromphenolblau
10 mM EDTA

50 % Glycerol

0,25M Tris pH 8,3
1,92M Glycin

1% (w/v) SDS

in ddH,0

2M Tris Base
250mM Eisessig
50mM EDTA, pH 8,0
in ddH,0

Trizol™ Gebrauchslésung (Invitrogen)
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Tail-Verdaupuffer

1x TBE:

20x TBS

TNN Lysispuffer

100mM Tris/HCL pH 8.5
S5SmM EDTA

0.2% SDS (w/v)

200mM NaCl

in ddH,0

89mM Tris-Base
89mM Borsdure
2mM EDTA

in ddH,0

10mM Tris/HCI, pH 8.0
ImM EDTA

in ddH,0; autoklavieren

IM Tris/HCI pH7.4
3M NaCl
in ddH,0

50mM Tris/HCL pH7.5
120mM NacCl

5SmM EDTA

0.5% NP-40

10mM NayP,04

2mM Naz;VOq,

100mM NaF

in ddH,0

vor Verwendung Proteinaseinhibitoren zugeben:

ImM DTT, 10pug/ml Aprotinin, 10png/ml Leupeptin,

10pg/ml PMSF
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2.7.2 Spezielle Losungen

2.7.21 Losungen fiir die Histologie und Knochenfirbungen

Alzian-Blau Firbelosung

(Knorpelfarbung)

Alizarin-Rot Fiarbelosung

(Knochenfirbung);

Carnoy Fixierlosung

Eosin Losung
(HE-Farbung)

Hamatoxylin Losung:

Alcian Blue 8GX 15 mg
95% Ethanol 80 ml
Eisessig 20 ml
mit ddH,0 auf 100ml auffillen

Alizarin Red 50 mg
2% KOH 1000 ml
60% Ethanol (v/v)

30% Chloroform (v/v)
10% Essigsédure (v/v)

vor Gebrauch frisch ansetzen

1g Eosin in 11 ddH,0. 16sen (gelblich)

1 Tropfen Essigsdure auf 100 ml Eosin zugeben

1g Hamatoxylin in 11 ddH,0 16sen, 0,2g Natriumjodat
(NaJOs3) und 50g chem. Kalialaun am besten {i.N.
l6sen (es diirfen keine Kristalle mehr vorhanden sein,
blau-violetter Farbton), 50g Chloralhydrat und 1g
kristallisierte Zitronensdure hinzufiigen, wobei die
Losung zu einem rot-violetten Farbton umschlégt.

filtrieren, bei RT lagern
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2.7.2.2 Losungen fiir in-situ Hybridisierungen

Antikorperpuffer

AP1 Puffer

10x Block Puffer

BM Purple Farbelosung

Glycinlosung

Hybridisierungslosung

10% Ziegenserum (v/v) (Hitze inaktiviert)

1% Block Losung in PBS-T (Boehringer)

Lésung bei 65°C erhitzen bis sich Blockpulver geldst
hat, filtrieren (0.45um Filter)

100mM Tris pH 9.5
100mM NacCl
50mM MgCl,

in ddH,0

10% Boehringer Block
in 1x Maleinsdurepuffer pH 7.2 (w/v)

BM Purple AP Substrat Farbelosung, gebrauchsfertig
(Roche)

2mg/ml in PBS-T

5g Boehringer Block

250ml Formamid

125ml 20X SSC, pH 7.0

Erhitzen auf 65°C fiir 1 Stunde, wenn gelost:
60ml DEPC-H,0

50ml 10mg/ml Torula RNA (diese 2 min bei 65°C
zum Aufklaren erhitzen)

Iml 50mg/ml Heparin

2.5ml 20% Tween-20

5ml 10% CHAPS

5ml 0.5 M EDTA

ad 500ml DEPC H,0

mit 0.45um Filtern filtrieren, aliquotieren, bei—

20°C lagern
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Paraformaldehydléosung

(Fixierldsung fiir Embryonen)

PBS-T

20xSSC Losung

4% Paraformaldehyd in PBS (w/v)
Erhitzen und kurz bei 60° riihren, -20°C

PBS + 0.1% Tween-20 (v/v)

3M NaCl

0,3M Na-Citrat; pH 7,0

in ddH>O; autoklavieren

2.7.2.3 Losungen fiir Luziferase Reporterassays

ATP-Puffer

LacZ-Puffer:

Luziferin-Losung

B3-Mercaptoethanol

ONPG

5x Passiv- Lysepuffer

5mM Glycylglycin, pH 7,8
2mM ATP

10mM MgSO4

in ddH,0

60mM Na,HPOy,, pH 8,0

ImM MgSO4

10mM KCl

in ddH,0

ImM D-Luziferin (Sigma)

25mM Glycylglycin, pH 7,8

im Verhéltnis 1: 4,5 (v/v)

in ddH,0

3-Mercaptoethanol Gebrauchslosung

6mg/ml in in ddH,0

Lysispuffer Gebrauchsldsung (Promega)
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2.7.2.4 Losungen fiir Chromatinimmunpraizipitationen

IP-Elutionspuffer

IP-Verdiinnungspuffer

IP-Waschpuffer

Kernlysepuffer

Lysepuffer

50mM Tris/HCI pH 8.0
1% SDS

10mM EDTA

in ddH,0

0.01%SDS

1.1% Triton

1.2mM EDTA

16.7mM Tris/HCI pH 8.2
167mM 5M NaCl

in ddH,0

0.25M LiCL

0.5% NP-40

0.5% DOC

ImM EDTA

10mM Tris/HCI pH 8.0
in ddH,0

50mM Tris/HCL pHS.1
10mM EDTA

1% SDS

in ddH,0

Proteinaseinhibitoren zugeben

5mM PIPES pH 8.0
85mM KCI

0.5% NP-40

in ddH,0

Proteinaseinhibitoren zugeben
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2.7.2.5 Losungen zur priparativen Aufreinigung von His-mE2F6

Lysepuffer A

Puffer B

Puffer C

Elutionspuffer

6M GuHCl

0.1M Na-Phosphat
0.01M Tris/HCI pHS8.0
in ddH,0

8M Harnstoff

0.1M Na-Phosphat
0.01M Tris/HCI pH 8.0
in ddH,0

8M Harnstoff

0.1M Na-Phosphat

0.01 M TRIS/HCL pH 6.3
in ddH,0

Puffer-C + 50mM Imidazol

2.7.2.6 Losungen fiir die Zellkultur

5’Aza Losung

BrdU Losung

DMSO

2xHBS Transfektionslosung

10mM 5’ Aza-2’Deoxycytidin in ddH;0

Steril filtrieren, -20°C

10mg/ml Bromodeoxyuridin in PBS
Steril filtrieren, -20°C

Dimethylsulfoxid (100%)

280mM NaCl

1.5mM Na,HPO,
50mM HEPES-KOH, pH 7.05
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Lipofectamin 2000™ Transfektionsgebrauchslosung (Invitrogen)
OptiMem1™ Optimem Gebrauchslosung mit Glutamax-I (Gibco)
Polybrene Hexadimethrine Bromide, 4mg/ml in ddH,0

steril filtrieren, -20°C

Puromycin 20mg/ml in ddH,0
Steril filtrieren, -20°C

Trypsin/EDTA Ix Trypsin/EDTA Losung (Invitrogen)
(Zellkultur) gebrauchsfertig

Trypsin/EDTA (0.25%) 0.25% Trypsin/ EDTA Losung (Invitrogen)
(Fibroblastenpraparation) gebrauchsfertig

TSA Img/ml Trichostatin A in DMSO

Steril filtrieren, -20°C

2.7.3 Standards und Enzyme

2.7.3.1 Standards

Proteingel-Marker SDS 7B Marker (Sigma) gelost in 0.5ml 8M Urea
und 0.5ml 1XxESB; aliquotieren, -20°C

DNA-Marker 1kb DNA Marker (Invitrogen)
in 1x DNA Ladepufter, -20°C
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2.7.3.2 sequenzspezifische Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen wurden von den Firmen Gibco und NEB bezogen und die

Verwendung zur sequenzspezifischen, enzymatischen Hydrolyse von DNA erfolgte nach

den vom Hersteller angegebenen Puffer- und Inkubationsbedingungen

2,733 Protein-verdauende Enzyme

Proteinase K 10mg/ml ProteinaseK (Sigma) in ddH,0

2.7.34 RNA und DNA verdauende Enzyme

RNAse-freie DNAse 1500 Kunitz-Units (Quiagene)
(DNAse Behandlung auf Séulen)

RNAse -freie DNAse RQ-1 DNAse; 1U/ul (Promega)
(DNAse Behandlung geloster RNA)

RNAse A 10mg/ml RNAse A in:
10mM Tris pH 7,4
15mM NaCl
15 min bei 100°C (DNAse Inaktivierung)

RNAsin Losung 10.000 U/ml (Promega)

2.7.3.5 Polymerasen und Reverse Transkriptasen

Tag-Polymerase Invitrogen (1U/pl)
CyScript reverse Ttanskriptase Amersham (100U/pl)
T7-Polymerase Invitrogen (50U/pul)
T3-Polymerase Roche (20U/ul)
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Sp6 Polymerase Roche (20U/pul)
MMLV-RT Invitrogen (200U/ul)
2.8 KITs

In dieser Arbeit wurden die folgenden kommerziell erhdltlichen Kits verwendet.

Kit Verwendung Hersteller
CyScribe Post-Labeling Kit™ | cDNA Probenmarkierung Amersham
DIG RNA Labeling Mix™ RNA Markierung mit DIG-dUTP Roche
DIG Detection Kit™ Detektion DIG-dUTP -RNA Roche
DNAse (on columns) DNAse Verdau auf RNAeasy Sédulen | Quiagene
DNA Maxi-Praparationskit™ | praparative DNA Aufreinigung Genomed
ECL W.- Blot Detection™ Entwicklerlosung Amersham
PCR Purification Kit™ Aufreinigung von PCR Produkten
RNAeasy™ Aufreinigung von Gesamt-RNA Quiagene
RQ-1 DNAse System™ DNAse Verdau Promega
M-ML-V-RT Kit cDNA Synthese mit reverser Invitrogen

Transkription

Transkriptionskit in-vitro Transkription Roche

2.9 Gerite + Materialien

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die folgenden Gerite und Werkzeuge verwendet.

Geriit Typ Hersteller
Autoklaven Heraeus
Bakterieninkubatoren Heraeus
Binoukular Leica MZ125 Leica
Blotkammern BioRad
COs-Inkubatoren AutoZero CO, Heraeus
Einfrierréhrchen 2ml Nunc
ELISA — Mikrotiter Platten Greiner
ELISA Reader Spektra Max 340 MWG
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Eppendorf-Reaktionsgefille 1.5ml Eppendorf
2ml
Falkon Rohrchen 15ml
50ml Sarstedt
FACS Probenrohrchen Becton Dickinson
FACSCalibur Becton Dickinson
Durchflullzytometer
Filmentwickler Kodak
Gelelektrophorese-Apparatur Biorad
Geltrockner Savant
Hamilton Kaniile 50ul Hamilton
Heizblocke HBT 130 HLC
Luminometer Lumat LB 9507 Berthold
Microarray Scanner GMS 418 Affymetrix
Mikroskop Olympus CK2
Pinzetten verschiedene Groflen Wironit
Pipetten Pipetman Gilson
PVDF 0.45um PorengroB3e Millipore
Prizisionswaage Kern
Quarzkiivette 104 QS Hellma
Rasierklingen Wironit
Rotor Stator Homogenisator | Ultra Thurax IKA Labortechnik
Scheren Grofle Wironit
Schiittelinkubatoren Model G25 New Brunswick
Co.INC
Skalpelle Feather
Sonifiziergerite Branson
Spannungsgerite PowerVac300 BioRad
SpeedVac DNA 110 Sovant
Spektrophotometer Pharmacia Biotech
Sterilbank LaminAir HA 244865 Heraeus
Sterilfilter FP30/0.45pm Schleicher+Schiill
T1 Thermocycler Biometra
Tuchklemmen Wironit
Whatman-Filterpapiere Gel-Blotting Papier Schleicher und Schuell
Wasserbédder SW21C Julabo
Zahlkammer Neubauer improved Assistent, Germany
Zellkulturschalen 15c¢m, 10cm, 6cm (Nunc Brand Products)
24 Loch Platten
Zellschaber Greiner
Zentrifugen RC-5B Sorvall
Labofuge GL Heraeus
Mikrozentrifuge 5415D | Eppendorf
Mikrozentrifuge 5417R | Eppendorf
Megafuge 1.0R Heraeus
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3 Methoden
3.1 Haltung, Zucht und Arbeit mit Miusen
3.1.1 Der Umgang mit Miiusen

Beim Umgang mit Méusen wurde auf eine artgerechte Tierhaltung geachtet. Dies bedeutet
den Schutz der Tiere vor Infektionen durch Tragen von Einmalkitteln und Handschuhen.
Eingriffe am lebenden Tier wie Blutentnahmen und Narkotisierung erfolgten durch dafiir
ausgebildetes Fachpersonal. Es wurden nicht mehr als vier Tiere in einem kleinen Kéfig
(22cmx16cm) gehalten. Alle Arbeiten wurden im Einklang mit dem bundesdeutschen Tier-

schutzgesetz durchgefiihrt.

3.1.2 Zucht

Maiuse die fiir die Zucht eingesetzt wurden waren mindestens 8-10 Wochen alt. Die Ménn-
chen wurden bei der Verpaarung fiir mindestens 10 Tage im Kéfig des Weibchens gelas-
sen, da der Zyklus der weiblichen C57/Bl.6 Maus alle 4-5 Tage fiir 13 Stunden stattfindet
und somit die Wahrscheinlichkeit einer erfolgreichen Befruchtung erhoht war.

Sollte der genaue Zeitpunkt der Befruchtung festgestellt werden, erfolgte eine visuelle
Plug-Kontrolle. Nach der Begattung hinterlassen die Mannchen einen Schleimpropf (Plug)
in der Vagina des Weibchens, der liber mehrere Stunden bestehen bleibt. Die Begattung
findet durch den in den Standardtierstéllen eingestellten Lichtrythmus in der Regel nachts
statt, so dass am ndchsten Morgen die Plug-Kontrolle erfolgte. Wurde ein Plug erkannt

zahlt dieser Tag als E0.5 der Embryonalentwicklung und das Ménnchen wurde abgesetzt.
3.1.3 Rontgenaufnahmen von Miiusen

Zur Darstellung der Skelette von E2F6 defizienten Mausen und Kontrolltieren wurden die-
se narkotisiert. Rontgenaufnahmen wurden mit einem Mammographiegerit der Frauenkli-

nik, Philipps-Universitdt Marburg, durchgefiihrt. Die hierzu verwendeten Méuse wurden

nicht weiter fiur die Zucht verwendet.
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3.14 Priparation von 9.5 Tage alten Embryonen

Alle Materialien zur Priparation wurden vor Gebrauch fiir 1-2 Stunden in 0.1N NaOH L6-
sung inkubiert (Scheren, Pinzetten, Klemmen, Glasgefdf3e) mit 70% Ethanol (v/v) gerei-
nigt, mit DEPC-H,0 gespiilt und anschlieBend autoklaviert.

Zur Préparation von 9.5 Tage alten Mausembryonen wurden E2f6-/- Weibchen mit E2£6-/-
Minnchen verpaart, um ausschlieSlich Embryonen mit einem E2f6-/- Genotyp zu erhalten.
Entsprechend wurde mit E2f6+/+ Méusen verfahren. Die Kontrolle der Befruchtung er-
folgte wie 3.1.2 beschrieben.

Nach 9.5 Tagen wurde das Weibchen durch zervikale Dislokation getotet, dass Peritoneum
sorgfaltig mit 70% Ethanol (v/v) desinfiziert und anschliefend mit einer Schere erdffnet.
Der Uterus mit den Embryonen wurde aus der Maus prépariert, in eine 15 cm Zellkultur-
schale iiberfiihrt und griindlich mit sterilem PBS gespiilt.

Die Embryonen wurden in eiskaltem PBS aus dem Uterus freiprépariert und in 4% Para-
formaldehyd ii.N. bei 4°C fixiert. Am nidchsten Tag wurden die Embryonen 2x mit PBS-T
gewaschen, in einer Methanolreihe entwéssert (25%, 50%, 75% und 100% Methanol in
DEPC-H;O (v/v)) und bei —20°C gelagert.

3.2 Zellbiologische Methoden

3.2.1 Priparation von Maus Embyronalen Fibroblasten

Um primére embryonale Fibroblasten aus der Maus zu gewinnen, wurden E2{6 heterozy-
gote Méuse (E2f6+/-) verpaart, eine Plug-Kontrolle wie in 3.1.2 beschrieben durchgefiihrt
und der Uterus prépariert (siche 3.1.4). AnschlieBend wurde mit einer Feinpinzette die
Embryonen vorsichtig aus dem Uterus unter Bewahrung der embryonalen Hiillen heraus-
préipariert und in eine 6¢cm Schale mit sterilem PBS iiberfiihrt. Die Plazenta und embryo-
nalen Héute wurden entfernt und der Embryo in eine frische 6cm Schale mit sterilem PBS
gelegt. Der Kopf des Embryos wurde mit einer Pinzette abgetrennt, in ein Eppendorf Reak-
tionsgefall tiberfithrt und mit 500ul 7ail-Verdauungspuffer iiberschichtet. Die deutlich
sichtbaren rotlich gefarbten Herz- und Leberstrukturen wurden mit einer Feinpinzette aus
dem Rumpf des Embryos entfernt, dieser in eine 10cm Schale iiberfiihrt und mit 2ml
Trypsin (0.25%) iiberschichtet. Mit zwei desinfizierten Rasierklingen wurde das embryo-
nale Gewebe homogenisiert, fiir 5 min bei 37°C inkubiert, anschlieBend erneut mit frischen

2ml Trypsinlosung (0.25%) versetzt und weitere Smin inkubiert. Durch Zugabe von fri-
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schem Vollmedium wurde das Trypsin inaktiviert, die Zellsuspension in 15ml Rohrchen
tiberfiihrt, zentrifugiert (1200rpm, Smin, 4°C) und das Zellpellet in 10ml frischem Medium
resuspendiert. Die Fibroblasten wurden in 10cm Schalen ausgesét (Passage-0; P-0), nach 2
Tagen wie in 3.2.2 beschrieben 1:4 passagiert (Passage-1; P-1) und nach weiteren 2 Tagen
wie in 3.2.5 beschrieben eingefroren (Passage-2; P-2). Die Fibroblasten die aus einem
Embryo prépariert und kultiviert wurden, werden im Folgenden als ein Fibroblastenklon

bezeichnet.

3.2.2 Passagieren von Zellen

Um einen Wachstumsstopp durch Kontakinhibition zu vermeiden wurden die Zellen in
Abhéngigkeit von ithrem Wachstumsverhalten verdiinnt und neu ausplattiert.

Sofern nicht anders angegeben wurden die murinen primdren embryonalen Fibroblasten
jeden 2. Tag im Verhiltnis 1:4, Phoenix®® Helferzellen und humane HeLa Tumorzellen
alle 2-3 Tage im Verhéltnis 1:10 bis 1:12 neu ausplattiert. Zum Ablosen der Zellen wurde
der Zelliiberstand abgesaugt, die Zellen mit sterilem 1x PBS gewaschen, mit 1ml
Trypsin/EDTA versetzt und bei 37°C fiir 5 Minuten inkubiert. Nach mikroskopischer Kon-
trolle, ob sich die Zellen vollstindig geldst hatten, wurden die Zellen in frischem Medium
resuspendiert und je nach gewiinschtem Vediinnungsgrad auf neue Zellkulturschalen aus-

plattiert.

3.23 Passage von Zellen nach dem 3T3 Protokoll

Primédre Zellen, die in Kultur genommen werden, konnen nur eine begrenzte Anzahl an
Zellzyklen durchlaufen. AnschlieBend induzieren sie charakteristischerweise eine replika-
tive Seneszenz und arretieren im Zellzyklus. Zur Untersuchung der replikativen Seneszenz
in E2f6-/- und in Kontrollfibroblasten wurden je Genotyp 3 Fibroblastenklone ausgesit
(P2), ii.N. kultiviert und am nichsten Tag jeweils 5x6cm Schale mit 3x10° Zellen ausgesiit.
Nach 3 Tagen wurden die Zellen in der gleichen Dichte wie zuvor passagiert. Durch die
Bestimmung der absoluten Zellzahl bei jeder Passage konnte das Wachstum der Zellen in

Abhingigkeit von der Zeit bestimmt, dokumentiert und dargestellt werden.
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3.24 Synchronisierung von Zellen

Kultivierte Zellen zeigen ein asynchrones Wachstum, d.h., die Zellen befinden sich in un-
terschiedlichen Phasen des Zellzyklus. Eine Moglichkeit zu Synchronisation der Zellzyk-
lusphasen wachsender Zellen bildet das Hungern der Zellen in serumarmen Medium fiir
mehrere Tage und anschlieBender Inkubation in DMEM Vollmedium. Hierzu wurden emb-
ryonale Fibroblasten nach der zweiten Passage (P-2) mit DMEM-Hungermedium (0.1%
FCS// 1%P/S;) versetzt und fiir ca. 60h-72h inkubiert. Primdre Zellen arretieren unter die-
sen Kulturbedingungen im Zellzyklus. Eine synchrone Riickkehr der Zellen in den Zell-
zyklus wurde durch Zugabe von DMEM-Vollmedium erreicht.

3.2.5 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Das Einfrieren von eukaryotischen Zellen ermoglicht die Lagerung der Zellen iiber einen
langen Zeitraum. Durch Verwendung von DMSO (Dimethylsulfoxid) wird dabei die Bil-
dung von Eiskristallen verhindert. Die Zellen wurden trypsiniert, mit dem jeweiligen Me-
dium auf 10ml aufgefiillt, in ein 15ml Falkon-RShrchen iiberfiihrt und durch Zentrifugation
(1200rpm, Smin, RT) prazipitiert. Das Zellpellet wurde in 1,5ml Einfriermedium resuspen-
diert und in Einfrierrohrchen tiberfiihrt. Das Einfrieren der Zellen erfolgte schrittweise
durch Inkubation fiir Smin auf Eis, und fiir mehrere Tage bei —80°C. Die langfristige Lage-
rung erfolgte in Fliissigstickstoff.

Wihrend beim Einfriervorgang die Zellen moglichst langsam und schrittweise herunterge-
kiihlt werden sollten, ist beim Auftauen ziigig zu arbeiten, um Zellschiddigungen zu verhin-
dern. Die Zellen wurden im 37°C Wasserbad aufgetaut, die Zellsuspension in ein mit 10ml
Vollmedium gefiilltes 15ml Falkon-Roéhrchen iiberfiihrt, zentrifugiert (1200rpm, S5min,
RT), das Zellpellet in frischen 10ml Vollmedium resuspendiert und auf einer 10cm Zell-

kulturschale ausplattiert.

3.2.6 Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahl wurde mit Hilfe einer modifizierten Neubauer-Zihlkammer unter Verwen-

dung folgender Formel ermittelt:

Zellen [m1'] = (Zellzahl/Zahl der gezéhlten GroBquadrate) x 10.000
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3.2.7 Wachstumskurven von Maus embryonalen Fibroblasten

Zur Untersuchung und zum Vergleich der Proliferation von E2F6-/- mit E2f6+/+
Fibroblasten wurden diese aufgetaut (P-2) und nach 24h Inkubation in einer Dichte von
1x10* Zellen in einer 24 Loch Platte ausgesit (P-3). Um die Varianz der Proliferation pri-
mirer Zellen zu berticksichtigen, wurden von jedem Genotyp jeweils drei verschiedene
Fibroblastenklone in Triplikaten ausgesit. Nach 25h, 50h, 75h, 100h und 125h wurden die
Zellen mit PBS gewaschen, in 10% Formalin-Losung fiir 10min bei RT fixiert und danach
erneut mit PBS gewaschen. Die Férbung der Zellen erfolgte mit 0.1% Kristallviolettldsung
fiir 30 min bei RT. Nach griindlichem Waschen mit Leitungswasser wurde der Farbstoff
mit 500l 10% Essigsdurelosung extrahiert, jeweils 100ul Extrakt auf eine ELISA Platte
iberfiihrt und die optische Dichte (OD) bei 590nm mit einem ELISA Reader bestimmt. Als
Referenz wurden Zellen 6h nach Ausplattierung fixiert und gefarbt. Zur Auswertung wurde
die OD eines Fibroblastenklons zu einem definierten Zeitpunkt ins Verhéltnis zur Referenz

gesetzt, gemittelt und zusammen mit der Standardabweichung graphisch dargestellt.
3.2.8 Durchfluflzytometrische Bestimmung der Zellzyklusverteilung

Zur Bestimmung der Zellzyklusverteilung von Fibroblasten mit einem DurchfluBzytometer
wurden Zellen in 10cm Schalen ausgesét (P-2) und bis zu einer subkonfluenten Dichte von
ca. 70% kultiviert.

Zur Priparation der Zellen fiir die durchfluBzytometrische Messung wurden die
Fibroblasten gewaschen, trypsiniert, zentrifugiert (1200rpm, 5Smin, 4°C) und in kaltem
PBS gewaschen. AnschlieBend wurde zur Fixierung der pelletierten Zellen (1200rpm,
5min, 4°C) tropfchenweise 1ml eiskalter 70% Ethanol (v/v) zugegeben und die Zellen bei
—20°C ii.N. inkubiert. Die Ethanolfixierung erzeugt eine pordse Membranstruktur, die eine
Féarbung der DNA mit interkalierenden Farbstoffen ermoglicht. Hierzu wurden die fixier-
ten Fibroblasten erneut zentrifugiert (1200rpm, 5Smin, 4°C), mit kaltem PBS gewaschen
und in 500ul FACS Probenpuffer aufgenommen. Die Zellsuspension wurde mit 25ul
RNAse A versetzt und 30min bei 37°C inkubiert. AbschlieBend wurde die DNA durch Zu-
gabe von 15ul Propidiumiodid gefirbt und die Fluoreszenz mit einem FACSCalibur
DurchfluBlzytometer bestimmt.

Zellen mit einem einfachen DNA Gehalt (/N; G1/G0 Phase) zeigen dabei eine schwéchere

Fluoreszenzemission als Zellen, deren DNA Gehalt sich nach der Replikationsphase ver-
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doppelt hat (2N, G2/M Phase). Durch die Zuordnung einzelner Zellen anhand ihrer relati-
ven Fluoreszenzemission in die G/ oder G2 Phase bzw. die intermedidre S-Phase kann die
absolute Zellzahl von Zellen in einer der Zellzyklusphasen quantifiziert und in einem
Histogramm dargestellt werden. Die Auswertung erfolgte entweder manuell unter Ver-

wendung der CellQuestPro Software™ oder mit dem Auswertungsprogramm ModFit™

(Version 3.0).

3.2.9 Kinetik zum Wiedereintritt in den Zellzyklus

Um den Wiedereintritt von Zellen in die Replikationsphase (S-Phase) zu bestimmen, wur-
den Fibroblasten wie in 3.2.4 beschrieben durch Serumentzug/ Seruminduktion synchroni-
siert. An definierten Zeitpunkten nach der Seruminduktion erfolgte die Zugabe von 10uM
Bromodeoxyuridin (BrdU), das als membrangingiges Thymidinanalog in die zelluldre
DNA wihrend der Replikation inkorporiert wird. Nach 1h Inkubation wurden die Zellen
wie in 3.2.8 beschrieben in 70% Ethanol (v/v) i.N. bei —20°C fixiert. Am néchsten Tag
wurden die Zellen zentrifugiert (1200rpm, 10min, 4°C), und mit 1ml 2M HCL/0.5%Triton
X-100 fiir 30min bei RT permeabilisiert und die DNA denaturiert. Danach wurden die Zel-
len erneut zentrifugiert (1200rpm, 10min, 4°C), der Uberstand entfernt und S#urereste
durch Zugabe von 1ml 0.1M Na,B407 (pHS8.5) neutralisiert. Die Zellen wurden gezihlt, ca.
2x10° Zellen in ein Eppendorf ReaktionsgefiB iiberfiihrt, kurz anzentrifugiert und in 50ul
PBS/0.5%Tween-20/1%BSA Losung resuspendiert. Dazu wurde 20ul anti-BrdU-FITC
(Fluoreszein-Iso-Thio-Cyanat) Antikdrperlosung gegeben und fiir 30min bei RT im Dun-
keln inkubiert. Die Zellen wurden erneut pelletiert, 2x in 50ul PBS/0.5%Tween-
20/1%BSA gewaschen, in 500ul FACS Probenpuffer aufgenommen, RNAse A behandelt
und mit Propidiumiodid versetzt (siche 3.2.8).

Durch die Markierung des in die DNA inkorporierten BrdU mit einem FITC gekoppelten
Antikorper kann durch die Detektion der FITC Fluoreszenzemission mit einem FACSCali-
bur DurchfluBzytometer ein MaB fiir den BrdU Gehalt bestimmt werden. Die Intensitdt der
Emission ist wiederum ein Maf} fiir den Anteil der Zellen in der Replikationsphase (S-
Phase). Auf diese Weise konnte eine Kinetik des Wiedereintritts von synchronisiert proli-

ferierenden E216-/- und Kontrollfibroblasten in den Zellzyklus erstellt werden.
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3.2.10 Koloniebildungsassay

E2f6-/- und E2f6+/+ Fibroblasten wurden nach dem in Abschnitt 3.3.3 beschriebenen In-
fektionsprotokoll mit einem pBabeRasV12 Plasmid und einem Kontrollplasmid infiziert.
Zur Selektion wurden 1x10* Zellen/ 10cm Schale ausgesit und mit 1.5ug/ml Puromycin
selektioniert. Nach 10 Tagen Inkubation unter Selektionsbedingungen wurden die Zellen
wie in Abschnitt 3.2.7 beschrieben in Formalin fixiert, mit Kristallviolett gefdarbt und ent-

standene Zellkolonien dargestellt.

3.2.11 Behandlung von Zellen mit Trichostatin-A (TSA) und 5’Aza -
2’Deoxycytidin (5’Aza)

Die Aktivitit von Histondeacetylasen kann durch Trichostatin-A (TSA; Ci7H2,03N,) in-
vitro und in-vivo blockiert werden. Zur Behandlung muriner embryonaler Fibroblasten mit
TSA wurde eine Konzentration von 2uM iiber einen Zeitraum von 16h verwendet.

Zur Blockierung der DNA Methylierung wurde 5’ Aza-2’Deoxycytidin (5’Aza) verwendet.
Das Cytidinanalog kann durch DNA Methyltransferasen nicht methyliert werden, so dass
eine Demethylierung der DNA erreicht wird. Zur Behandlung muriner embryonaler
Fibroblasten mit 5’ Aza zur Blockierung der DNA CpG Methylierung wurde eine Konzent-
ration von S5uM eingesetzt und das 5’Aza alle 24h frisch zu den Zellen hinzugefiigt. Die
Behandlungsdauer betrug 72 Stunden.

Zur Kombination der beiden Pridparate wurden die Zellen zunidchst fiir 72 Stunden mit

5uM 5’Aza behandelt und in den letzten 16 Stunden mit 2uM TSA versetzt.

33 Transfektionen und Infektionen eukaryotischer Zellen

3.3.1 Transiente Lipofectamin Transfektion von Plasmid DNA

Um eine hohe Transfektionseffizienz fiir Luziferase Reportergenanalysen zu erzielen, wur-
den Reporterkonstrukte mit Lipofectamin2000™ Reagenz in primdre embryonale
Fibroblasten eingebracht. Hierzu wurden E2f6-/- und Kontrollzellen in einer Dichte von

0,8x10° Zellen je Loch einer 24 Loch Platte ausgesit.
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Die DNA-Ansétze (Triplikate) wurden mit 150pul OptiMem/Glutamax-1 aufgefiillt. Je
Triplikat wurden 10ul Lipofectamin2000™ mit 150ul OptiMem/Glutamax-1"™ vermischt
und 5 Minuten inkubiert.

Zu jedem DNA Ansatz wurde 150ul des Lipofectamin2000™ -OptiMem Gemisches zuge-
fiigt und anschlieend 20 Minuten inkubiert. Von diesem Cocktail wurden anschliefend

100ul je Loch der 24 Loch Platte gegeben und fiir 48h inkubiert.

3.3.2 Transfektion durch Kalziumphosphatprizipitation

Eine Methode zur Einschleusung von Fremdgenen in kultivierte Zellen bildet der Gen-
transfer mit Kalziumphosphatprizipitaten. Die DNA wird dabei mit einer Kalziumlosung
vermischt und in eine Phosphatlosung tiberfiihrt. Es bilden sich Kalziumphosphatprizpita-
te, die mikroskopisch erkennbar sind. Da die DNA Phosphatgruppen enthilt, fillt diese
mit aus. Die Prizipitate werden vermutlich endozytotisch von den Zellen aufgenommen.
Einen Tag vor der Transfektion wurden je nach Zellzyp 5-10x10° Zellen auf 10cm Platten
ausplattiert. Die zu transfizierende DNA wurde mit H,O auf ein Volumen von 450ul auf-
gefiillt und dazu 50l einer 2,5M CaCl,-Losung gegeben. In 15ml Falkonréhrchen wurden
pro Ansatz 500ul eines 2xHBS-Puffers vorgelegt. Dazu wurde tropfenweise die DNA-
CaCl,-Losung gegeben, wobei gleichzeitig durch Einblasen von Luft iiber eine Pasteurpi-
pette gemischt wurde. Das gebildete Prazipitat wurde nach 5-20min resuspendiert und
tropfenweise zu den Zellen gegeben. Die Zellen wurden iiber Nacht inkubiert und nach 12-
15h 2x mit PBS gewaschen und das Medium gewechselt.

Zur Uberpriifung der Transfektionseffizienz wurden Kontrollzellen mit einem GFP (Green

Fluorescent Protein) Konstrukt transfiziert.

3.3.3 Infektionen

Herstellung rekombinanter Retroviren

Die Technik des retroviralen Gentransfers ermoglicht die stabile Integration von Plasmid-
DNA in das Genom von Sdugerzellen. Als Vektoren dienten Plasmide der pBabe-Gruppe
(Morgenstern und Land, 1990), in die entsprechende cDNA Sequenzen einkloniert waren.
Die Herstellung von ekotrophen rekombinanten Retroviren zur Infektion von murinen

eco

Fibroblasten erfolgte unter Verwendung der Phoenix™® Helferzellinie. Diese wurden im

Verhiltnis 1:4 bis 1:6 auf 10cm Kulturschalen ausplattiert und am nichsten Tag nach der
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Kalziumphosphat-Methode (siehe 3.3.2) mit den entsprechenden Vektoren transfiziert. Zur
Ankonzentrierung des Virusiiberstandes nach dem Waschen wurde nur 6ml Medium auf
die Zellen gegeben. 48h nach Transfektion wurde der Virusiiberstand von den Zellen ab-
genommen, in 15ml Falkon-Réhrchen iiberfiihrt, mit Polybrene zur Verstirkung der Infek-
tionsrate versetzt und mit 0,45um Sterilfiltern filtriert. Der Virusiiberstand wurde sofort
zur Infektion verwendet oder in Stickstoff schockgefroren und bei —80°C gelagert. Die

eco

Phoenix™” Helferzellen wurden erneut mit 6ml Medium versetzt, weitere 24h inkubiert und
der zweite Virusiiberstand nach dem zuvor beschriebenen Verfahren geerntet und sofort

verwendet bzw. eingefroren.

Infektion

Zur Infektion wurden E2f6-/- und Kontrollfibroblasten 4 Tage vor der Infektion aufgetaut
(P-2), in 10cm Kulturschalen plattiert, expandiert und am Abend vor der Infektion in einer
Dichte von 8x10° Zellen auf 10cm Schalen ausgesiit.

Am néchsten Tag wurde das Medium entfernt und je 10cm Schale 6ml des Virusiiberstan-
des (s.0.) zugegeben und 8h inkubiert. Danach wurden 4ml frisches Medium hinzugefiigt
und am nichsten Morgen erfolgte die zweite Infektion mit dem zweiten Virusiiberstand.
Die hier verwendeten pBabe Vektoren tragen ein Puromycin Resistenzgen. Die infizierten
Fibroblasten wurden 48h nach Erstinfektion zur Selektion 1:2 passagiert und fiir 48h-72h

mit 1.5pg/ml Puromycin behandelt. Eine uninfizierte Kontrollschale diente als Selektions-

kontrolle.
3.4 Histologische Methoden
34.1 Priparation von adulten Organen und Paraffineinbettung

Die in den Abschnitten 3.4.1 und 3.4.2 beschriebenen Methoden sind im Labor von Prof.
Hans-Peter Elsédsser (Institut fiir Zytobiologie und Zytopathologie; Philipps-Universitét
Marburg) mit der Unterstiitzung von Waltraut Sperling durchgefiihrt worden.

Zur Gewinnung von Mausorganen wurden 3 Monate alte mdnnliche E2f6-/- bzw. E2f6+/+
C57/Bl.6 Miuse verwendet. Aus diesen Tieren wurden Milz, Thymus, Pankreas, Magen,
Duodenum, Kolon, Niere, Lunge, Herz, Skelettmuskel, Klein- und GroBhirn und Hoden
préapariert und in Carnoy Ldsung ii.N. bei 4°C fixiert. Dabei wurde darauf geachtet, dass

die Organe nicht dicker als 0.5 cm waren.
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Die Gewebe wurden 3-5 Stunden in Isopropanol entwéssert, i.N. in Paraffin inkubiert und
Paraffinblocke gegossen. Von diesen Blocken ausgehend wurden 6um Diinnschnitte ange-

fertigt.

34.2 Hamatoxylin-Eosin Firbung (H.E. Firbung)

Héamatoxylin ist ein (bei niedrigem pH-Wert) positiv geladener Farbstoff. Er farbt daher
negativ geladene ("basophile") Strukturen blau, z.B. die DNA des Kernchromatins, die
RNA des rauhen endoplasmatischen Retikulums oder die sauren Glykosaminoglykane des
hyalinen Knorpels. Eosin ist ein negativ geladener Farbstoff, der zur Gegenfirbung dient.
Er farbt alle {ibrigen Strukturen in verschiedenen Rot-Tonen ("Acidophilie").

Die Schnitte wurden zunichst entparaffiniert (absteigende Alkoholreihe: Xylol Smin, Xy-
lol 5min, Isopropanol 5min, 96%Ethanol 3min, 80% Ethanol 3min, 70% Ethanol 3min,
ddH,0 1-2min) und anschliefend fiir 3min in Himatoxylin-Losung inkubiert. Anschlie-
end wurden sie unter flieBendem Leitungswassser 10min ,,gebldut™. Fiir weiter 15min
wurden die Schnitte in 0.1% wissrigem gelblichen Eosin getaucht und danach mit einer
aufsteigenden Alkoholreihe entwissert (70% Ethanol, 80% Ethanol, 96% Ethanol, Isopro-

panol , 2x Xylol , jeweils Smin).

343 Knorpel und Knochenfiarbung von Mausembryonen

Fiir die Farbung und Untersuchung von Skeletten wurden Skelette von neugeborenen Miu-
sen und von Mausembryonen vom Tag 18.5 der Embryonalentwicklung préipariert. Die
Maiuse stammten aus einer iiber 3-4 Generationen zuriickgekreuzten C57/Bl16 Linie.

Die Embryonen bzw. Neugeborenen wurden zunichst kurz in Leitungswasser gelagert, an-
schlieBend fiir 20sec - 30sec in 65°C — 70°C heilles Wasser gelegt, danach mit einer spit-
zen Pinzette vorsichtig die Haut abgezogen und so gut wie moglich die Muskeln und Or-
gane entfernt, so dass das Skelett freipripariert aber stabilisiert war. Die Skelette wurden
fiir 3-5 Tage in 95% Ethanol entwissert und fixiert. Dabei war darauf zu achten, dass keine
Blasen entstehen die eine Fixierung storen konnten. Zur Knorpelfarbung mit Alzian Blau
wurden die Skelette 24h in Alzian Blau Fiarbelosung inkubiert, anschlieBend zweimal in
95% Ethanol gewaschen und fiir weitere 48 h in 95% Ethanol inkubiert.

Nach der Knorpelfiarbung erfolgte die Knochenmazeration zur Entfernung organischer

Substanzen in und um den Knochen: Hierzu wurden die Skelette fir 2h-6h in 1% KOH
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Losung (w/v) bei 4°C inkubiert und regelmifBig kontrolliert, um eine zu lange Mazeration
zu verhindern.

Die anschlieBende Knochenfiarbung erfolgte durch Inkubation fiir 1h-3h in Alizarin Rot
Losung. Im Anschluss wurden die restlichen Gewebereste mit 2% KOH Losung (w/v) ab-
gedaut, bis das gefarbte Skelett deutlich zu erkennen war.

Zum SchluBl erfolgte die Inkubation in einer 2% KOH:Glycerol Verdiinnungsreihe
(80%:20%, 60%:40%, 40%:60% und 20%:80%). In der letzten Verdiinnung wurden die
Skelette lange Zeit aufbewahrt. Die Auswertung und Dokumentation erfolgte mit einem

Leica-Binokular ™ und einer Canon ElanIIE ™ (Objektiv 100mm).

35 Molekularbiologische Methoden
3.5.1 Arbeiten mit DNA
3.5.1.1 Standardverfahren der Molekularbiologie

Alle Arbeitsschritte wurden sofern nicht anders vermerkt, bei 4°C ausgefiihrt. Verwendete
Puffer, Medien und Losungen wurden mit bisdestilliertem Wasser angesetzt und vor
Gebrauch autoklaviert oder steril filtriert. [hre Zusammensetzung kann, sofern nicht anders
angegeben, den Methodenbiichern ,,Molecular Cloning, A laboratory Manual* (Sambroock
et al., 1989), bzw. ,,Current Protocols in Molecular Biology* (Ausubel et al., 1987) ent-
nommen werden. Als E.Coli Stamm wurden DH5a verwendet (Hanahan, 1983). Stan-
dardmethoden wie Restriktionsverdau, Transformation, Ligation, Agarosegelelektrophore-
se, Phenol/Chloroformextraktion und Ethanolfdllung sind den oben genannten Protokoll-

biichern zu entnehmen.

3.5.1.2 Isolierung und Aufreinigung von DNA aus Mausschwanz- und Embryo-

nalgewebe

Zur Genotypisierung von Méusen wihrend der Zucht oder den zur Fibroblastenisolierung
verwendeten Embryonen wurde DNA aus Mausschwanzbiopsien bzw. aus embryonalem
Gewebe isoliert. Fiir die Mausschwanzbiopsien wurde 14 Tage alten Mausen vorsichtig ein
Gewebestiick vom Schwanz abgeschnitten und dieses in 300ul 7ail-Verdaupuffer, versetzt
mit 15ul Proteinase K, ii.N. bei 55°C bei leichtem Schiitteln verdaut (embryonales Gewe-
be: 1000ul 7ail-Verdaupuffer + 30ul Proteinase K).
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Am néchsten Morgen wurde die Probe fiir 15sec intensiv auf einem Vortexgerdt geschiit-
telt, die Proteinase K durch Erhitzen fiir 10min bei 95°C inaktiviert und die Probe an-
schlieBend bei RT wieder abgekiihlt. Nach einem Zentrifugationsschritt wurde 1ul aus dem
Uberstand fiir eine Genotypisierung mit einer PCR verwendet (siche 3.5.1.4).

Fiir einige PCR Reaktionen war es notwendig die DNA aufzureinigen. Dazu wurde die
Probe mit 166.7ul 6M NaCl Loésung versetzt und griindlich auf einem Vortexgerét durch-
mischt. Es folgte eine Zentrifugation (max., 10min, 4°C), der Uberstand wurde in ein fri-
sches Eppendorf Reaktionsgefdf iiberfithrt und mit 767ul 95% Ethanol (v/v) versetzt. Die
Probe wurde durch invertieren vorsichtig durchmischt, um Scherkréfte zu vermeiden. Die
DNA wurde durch Zentrifugation (max., 2min, 4°C) pelletiert, der Uberstand verworfen,
die DNA kurz luftgetrocknet, mit eiskaltem 70%igem Ethanol (v/v) gewaschen, vorsichtig
durchmischt, pelletiert (max., Imin, 4°C), kurz angetrocknet und abschlielend in 100ul TE

Puffer aufgenommen. Die Rehydrierung der DNA erfolgte ii.N. bei Raumtemperatur.

3.5.1.3 Photometrische Bestimmung von Nukleinsiuren

Die DNA bzw. RNA Konzentration einer wéssrigen Losung wurde durch die Messung der
Optischen Dichte (OD) in einer Quarzkiivette mit einer Schichtdicke von 1cm bestimmt.
Eine Absorptionseinheit entspricht bei 260nm 50pg/ml DNA bzw. 40ug/ml RNA, so dass

sich die Konzentration durch die folgenden Formeln berechnen lésst:

¢[DNA, pg*ml”] = OD,¢ * Verdiinnungsfaktor * 50
c¢[RNA, ug*ml'l] = 0Dy * Verdiinnungsfaktor * 40

Durch gleichzeitige Messung bei 280nm erhilt man aus dem Quotienten OD60/OD,gp Auf-
schluss iiber die Reinheit einer DNA- bzw. RNA-Priparation. Der Quotient OD,40/OD2g
sollte bei einer ausreichenden Reinheit Werte von 1.8 + 0.2 aufweisen.

3514 PCR

Zur Genotypisierung von Mauslinien, muriner embryonaler Fibroblasten und zur semi-
quantitativen Expressionsanalyse spezifischer Gene wurde die Polymerase- Ketten-

Reaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) verwendet.
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Alle Reaktionen wurden mit der DNA-abhidngigen DNA-Polymerase aus Thermophilus
aquaticus (Tag-Polymerase) in einem T1 Thermocycler durchgefiihrt. Fiir die Reaktionen
wurden die mit der Tag-Polymerase gelieferten Reagentien verwendet. Die Ansitze zur
DNA Amplifikation setzten sich aus 5ul 10xPCR Puffer, Syl 2mM dNTPs, 1.5ul-3pl
50mM MgCly, je 1ul 10uM Oligonukleotide, 0.25ul Tag-Polymerase zusammen und wur-
den mit ddH20 auf 50pul aufgefiillt. Die Sequenzen der jeweils verwendeten Oligonukleoti-
de sind in Abschnitt 2.3 zusammengefasst. Die gewéhlten Temperaturzyklen (Denaturie-
rung, Hybridisierung der Oligonukleotide) sowie die Zyklenanzahl sind den jeweiligen

Abschnitten zu entnehmen.

3.5.1.5 Genotypisierung von Méusen und Embryonen

Zur Feststellung des E2f6 Genotyps von Méusen oder Gewebeproben von isolierten Emb-
ryonen wurden die Oligonukleotide SG113, SG 114 und SG 130 (siehe 2.3), 2.5 mM
MgCl,und 1% DMSO verwendet:

Folgende Temperaturbedingungen wurden fiir die PCR Reaktion gewihlt:

(1) Initale Denaturierung 95°C 10min

Zugabe von 0.25ul Taq Polymerase nach 8min; Hot Start Verfahren

(2a)  Denaturierung 94°C 5 sec

(2b)  Denaturierung 92°C 45 sec

3) Hybridisierung 57°C 45 sec zuriick zu (2a), 40x
4) Polymerisation 72°C  2min

(5) Endstrangsynthese 72°C 10 min

(6) Aufbewahrung 4°C  Pause

Der gesamte PCR Ansatz wurde in einem 1.4% Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt
und dokumentiert. Im Falle eines E2f6-/- Gentyps war eine Fragmentgrofe von 362bp zu
erwarten, in E2f6+/+ Proben dagegen eine Grofle von 493bp, heterozygote Miuse weisen

beide Fragmente auf.
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3.5.2 Arbeiten mit RNA

Alle zur Arbeit mit RNA verwendeten Losungen wurden zur Inaktivierung von Ribo-
nukleasen (RNAsen) mit DEPC (Diethylpyrocarbonat) behandelt, Ausnahme waren TRIS
gepufferte Losungen, die mit DEPC behandelten ddH,0 angesetzt wurden. Glasgefil3e, Ge-
lelektrophoresekammern und sonstige Gebrauchsmaterialien zum Arbeiten mit RNA wur-
den vor Gebrauch sorgfiltig gereinigt und zur Inaktivierung von RNAsen mit 0.1N NaOH
gespiilt.

3.5.2.1 Isolierung von RNA mit dem RNAeasy™ Kit

Zur Isolierung der Gesamt-RNA aus kultivierten Zellen wurde der RNAeasy™ -Kit der
Firma Qiagen benutzt und nach den Anweisungen des Herstellers verfahren. Zur Entfer-
nung von DNA Verunreinigungen auf den verwendeten Sdulen, wurden diese mit DNAse
nach den Angaben des Herstellers (Quiagene) fiir 15min bei Raumtemperatur behandelt.
Anschliefend wurden die Sdulen gewaschen und die RNA sofern nicht anders angegeben
in 50ul eluiert. Die Konzentration und Reinheit der RNA wurde durch Messung der Ab-
sorption bei 260nm und 280nm Wellenldnge im Spektrophotometer bestimmt (siche
3.5.1.3) oder durch elektrophoretische Auftrennung in einem denaturierenden Formaldeyd-
Agarosegel (siehe 3.5.2.6) iiberpriift. Die RNA wurde je nach Verwendung aliquotiert und
bei —80°C gelagert.

3.5.2.2 Isolierung von RNA mit TRIZOL™ Reagenz

Je nach Verwendungszweck wurde RNA aus kultivierten Zellen mit 7rizo/™ Reagenz iso-
liert, einer monophasischen Losung aus Phenol und Guanidin-Isothiocyanat. Hierzu wurde
nach Abnahme des Mediums 1ml TRIZOL™ /10cm Schale auf die Zellen gegeben, diese
mit einem Zellschaber abgekratzt und das Lysat in ein 2ml Eppendorf Reaktionsgefal3 ii-
berfiihrt. Nach Smin Inkubation bei RT wurde das Lysat mit 200ul Chloroform versetzt,
15sec geschiittelt, 2-3min bei RT inkubiert und die Phasen durch Zentrifugation
(16200rpm, 10min, 4°C) getrennt. Die wissrige obere Phase wurde in ein frisches Eppen-
dorf Gefdal mit 500ul eiskaltem Isopropanol iiberfiihrt, 10min bei RT inkubiert und die
RNA durch Zentrifugation (11400rpm, 10min, 4°C) pelletiert. Die RNA wurde mit 75%
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Ethanol gewaschen, zentrifugiert (9000rpm, 5min, 4°C) und anschlieend in 30ul-50pul
DEPC-H,0 aufgenommen.

3.5.2.3 Isolierung von RNA aus Mausgeweben

Um RNA aus Mausorganen zu isolieren, wurden aus einer ein E2f6-/- C57/Bl.6 Maus und
einem Kontrolltier Organe pripariert, diese mit einem Skalpell zerkleinert, ziigig in ein
Eppendorff Reaktionsgefd3 {liberfiihrt, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei —
80°C gelagert. Die Isolation der RNA aus den Organen erfolgte mit TRIZOL™. Dazu
wurden die Organstiicke mit 1ml TRIZOL™ /100mg Organgewebe mit einem Rotor-Stator
Gewebehomogenisator zerkleinert und die Zellen mechanisch aufgeschlossen. Durch
Zentrifugation (13 000 rpm, 10 min, 4°C) wurden extrazellulire Membranen, Polysaccha-
ride und chromosomale DNA pelletiert. Der Uberstand wurde in ein neues GefiB iiber-
fiihrt, 5 min bei RT inkubiert, mit 200 pl Chloroform versetzt, kréftig geschiittelt und er-
neut fiir 3 min bei RT inkubiert. Alle weiteren Schritte erfolgten wie in Abschnitt 3.5.2.2
beschrieben. Die RNA wurde in 50ul-100ul DEPC-H,0 je nach GroBle des RNA Pellets

gelost und die Konzentration bestimmt (siehe 3.5.1.3).

3.5.24 DNAse Behandlung von RNA Proben

Um die mit TRIZOL™ isolierten RNA Proben von DNA Kontaminationen zu reinigen,
wurde der RQ-1 DNAse Kit verwendet. Hierzu wurden 10-30pg RNA mit 10ul RQ-1 10x
Reaktionspuffer, 2ul RNAsin, 10ul RQ-1 RNAse freier DNAse versetzt und mit DEPC-
H,0 auf ein Volumen von 100ul aufgefiillt. Der DNAse Verdau betrug ca. 30min bei 37°C
und wurde durch Zugabe von 10ul Stopplosung und 90ul H,0 beendet und die RNA an-
schlieBend mit Phenol/Chloroform gefallt.

3.5.2.5 Phenol/Chloroform Extraktion und Fiallung von RNA

Um RNA aus Proteingemischen aufzureinigen, wurden RNA Proben mit Phe-
nol/Chloroform gereinigt und mit SM Ammoniumacetat (NH; Ac; pH 5.7) prizipitiert. Die
RNA Proben wurden mit dem gleichen Volumen Phenol/Chloroform (1:1) versetzt und auf
einem Vortex Geridt geschiittelt. AnschlieBend wurden die Phasen durch Zentrifugation

(max., 3min, RT) getrennt und die wéssrige Phase tiberfiihrt. Die Fillung der RNA erfolgte
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sofern nicht anders angegeben durch Zugabe des gleichen Volumenanteils SM NH; Ac
(pHS5.7) und des vierfachen Volumenanteils an 100% Ethanol. Das Gemisch wurde mind.
24h oder bis zur weiteren Verwendung bei —80°C gelagert. Die Prizipitation erfolgte durch
Zentrifugation (max., 15min, 4°C). Das RNA Prézipitat wurde mit 70% Ethanol (v/v) ge-
waschen und anschliefend in 20ul-50p1 DEPC H,O aufgenommen.

3.5.2.6 Trennung von RNA in denaturierenden Formaldehydgelen

Zur Qualitatskontrolle der isolierten RNA wurde ein Aliquot der RNA Probe durch ein de-
naturierendes Formaldehyd-Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Hierzu wurden 1.2g
Agarose in 72ml DEPC-H,0 aufgekocht und die geldste Agarose anschlieBend auf ca.
60°C abgekiihlt. Es wurden dann 18ml Formaldehyd (37% w/w) und 10 ml
10x MOPS-Puffer zugegeben und das Gemisch in eine Gelkammer gegossen. Sofern nicht
anders angegeben, wurden ca. Sug RNA mit RNA Probenpuffer (sieche 2.7.1) auf ein Vo-
lumen von 20ul gebracht, zur vollstindigen Denaturierung fiir 10min bei 65°C inkubiert,
mit 1ul RNA Ladepuffer (siehe 2.7.1) versetzt und anschlieBend direkt auf das Gel aufge-
tragen. Die Trennung erfolgte fiir 2h-4h bei 80V, die Proben wurden mit UV-Licht (254nm
Wellenlidnge) dargestellt und auf GleichméBigkeit und Sauberkeit tiberpriift.

3.6 Expressionsanalysen
3.6.1 Semiquantitative Expressionsanalyse mit RT-PCR
3.6.1.1 Reverse Transkription von RNA und cDNA Synthese

Zur semiquantitativen Analyse der Genexpression wurde Gesamt-RNA isoliert (siche
3.5.2.1 und 3.5.2.2) und diese in eine cDNA (copyDNA) umgeschrieben (reverse
Transkription; RT). Hierzu wurde die ,,RNA abhdngige retrovirale reverse Transkriptase
des Maus Moloney Virus (M-MLV-RT) verwendet. Als Oligonukleotide fiir die reverse
Transkription wurden Random Oligonukleotide eingesetzt, deren komplementéire Sequenz
hiufig und gleichmiBig im Genom verteilt ist.

Fiir eine reverse Transkriptionsreaktion wurden 2.5ug RNA mit 0.5ul Random Oligo-
nukleotiden und 5ul 2mM dNTPs versetzt und das Reaktionsvolumen auf 12ul mit DEPC
H,0 aufgefiillt. Dieser Ansatz wurde dann fiir Smin bei 65°C in einem T1 Thermocycler

zur Denaturierung erhitzt und anschlieBend fiir 2min auf Eis gekiihlt. Es folgte die Zugabe
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von 4ul Reaktionspuffer, 2ul 0.1M DTT und zur Stabilisierung wurde 1ul RNAsin zuge-
geben. Dieser Ansatz wurde fiir 10min bei 25°C zur Hybridisierung der Oligonukleotide
inkubiert. Die reverse Transkription wurde durch Zugabe von 1ul M-MLV-RT gestartet und
fiir 50min bei 37°C durchgefiihrt. Es folgte eine Inaktivierung des Enzyms durch Erhitzen
auf 70°C fiir 15min. Auf diese Weise wurden 20ul cDNA erhalten. Eine Reaktion wurde
ohne reverse Transkriptase angesetzt, um DNA Kontaminationen in den RNA Proben aus-

zuschliefBen.

3.6.1.2 Spezifische Amplifizierung von cDNA

Zur spezifischen Amplifizierung der cDNA wurden PCR Reaktionen durchgefiihrt (siche
3.5.1.4). Je Ansatz wurden 2ul cDNA eingesetzt. Die Temperatur- und Reaktionsbedin-
gungen fiir die jeweiligen genspezifischen Oligonukleotide (Sequenz siehe 2.3) wurden
optimiert und angepasst, so dass die Menge des Endprodukts im linearen Bereich lag und
eine semiquantitative Analyse der Expression spezifischer Gene moglich war. In einem T1

Thermocycler wurde folgendes Programm verwendet:

(1) Initale Denaturierung 95°C 3min

(2) Denaturierung 95°C 30 sec

3) Hybridisierung X°C 45 sec zuriick zu (2); x-mal
(4) Polymerisation 72°C 45 sec

(5)  Endstrangsynthese 72°C 10 min

(6) Aufbewahrung 4°C  Pause

Fiir alle Reaktionen wurden die Magnesiumkonzentration und die Anzahl der Zyklen op-

timiert:
MgClz
Gen Primer Hybridisierung | Zyklen | Grofle
+/-DMSO
Aktin SG106xSG107 1.5mM 55°C 26-28 500
BRCAL1 SG 252xSG 253 1.5mM 55°C 32 300
E2F6 SG122xSG112 1.5mM 55°C 32-34 300
HPla SG 254xSG 255 1.5mM 55°C 32 300
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RbAp48 | SG 256xSG257 1.5mM 55°C 32 300

p16™* SG 96xSG97 1.5mM 55°C 32 300

p19*** SG 98xSG98 1.5mM 55°C 32 300

Smcll2 | SG270xSG 271 1.5mM 55°C 32 300

Stag3 SG 272xSG 273 1.5mM 55°C 32 300

XM_196054 | SG 315xSG 316 2.5mM 53°C 36 300
10%DMSO

Tabelle 3.1: Oligonukleotide und PCR Bedingungen fiir die Amplifizierung von
c¢DNA zur semiquantitativen Expressionsanalyse
Die PCR Produkte wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt und unter UV-Licht analysiert.

3.6.2 Expressionsanalyse mit in-situ Hybridisierungen

Um die gewebe- und zellspezifische Expression von Genen wihrend der Embryonalent-
wicklung zu untersuchen, wurde die Methode der in-situ Hybridisierung verwendet.
Grundlage dieser Methode ist die Hybridisierung einer markierten RNA (RNA-Sonde) mit
der komplementdren mRNA des zu untersuchenden Gens. Die Markierung der RNA-
Sonde ermdglicht die sensitive und spezifische Detektion der RNA-RNA Hybride und eine

Darstellung der Expressionsbereiche eines Gens.

3.6.2.1 Priparation von Digoxygenin markierten RNA Sonden

Fiir die Herstellung von RNA-Sonden fiir eine in-situ Hybridisierung mit seiner komple-
mentdren mRNA wurden die in Tabelle 3.2 aufgefiihrten Plasmide verwendet (siche auch
2.4).

Die Plasmide wurden durch einen Restriktionsverdau linearisiert (sieche Tabelle 3.2), durch
eine anschlieBende Agarosegelelektrophorese die lineariserten Plasmide aufgetrennt, unter
UV Belichtung herausgeschnitten, mit dem Quiagene Gel Extraction Kit™ aufgereinigt und
in 50ul EB Puffer eluiert.

AnschlieBend wurde durch eine in-vitro Transkription unter Verwendung des DIG RNA
Labeling Kits die RNA Probe generiert und markiert (siche Tabelle 3.2). Die Markierung
erfolgte durch die Inkorporation von Digoxygenin markierten dUTP wiahrend der

Transkription. Hierzu wurden 10l linearisierte Plasmid DNA mit 4ul DIG RNA Labeling
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Mix, 10ul Transkriptionspuffer, 2ul DNA-abhéngige RNA Polymerase, 2pul RNAsin und
18ul DEPC H,0 versetzt und fiir 3h bei 37°C inkubiert. Die DNA wurde anschliefend
durch Zugabe von RNAse freier DNAse aus dem Ansatz enzymatisch entfernt und die
RNA gefillt, gewaschen, in 100ul DEPC H,0 aufgenommen und mit 1pul RNasin versetzt.
2ul der RNA Probe wurde mit einem nativen 1.5% TBE Gel auf Quantitdt und Qualitit
tiberpriift.

Um die Inkorporation von DIG markierten Nukeotiden in die RNA zu testen, wurde der

DIG Nucleic Acid Kit™ (Roche) verwendet und nach den Angaben des Herstellers verfah-

ren.
Plasmid Linearisierung Polymerase
pcDNA3 mE2F6 BamHI Sp6
pT3T7lac Hox C9 EcoRI T3
pSAFYre Hox C10 EcoRI Sp6
pBluescript KS+ Hox B3 BamHi T3
pT3T7lac Hox C11 EcoRI T3
HoxD9 BamHI T3
pBluescript IIKS+ Hox B8 HindIII T7
pBluescript IIKS+ Hox C8 HindIII T7

Tabelle 3.2: Plasmide zur in-situ Hybridisierung, zur Linearisierung verwendete Re-
striktionsenzyme und zur in-vitro Transkription verwendete DNA-abhingige RNA
Polymerasen

3.6.2.2 In-situ Hybridisierung an ganzen Embryonen

Durchfithrung

Zur in-situ Hybridisierung an ganzen Embryonen wurden 9.5 Tage alte Embryonen aus
dem Uterus prapariert (siche 3.1.4) und zunichst in einer absteigenden Methanolreihe
(100%, 75%, 50%, 25% in PBS-T (v/v); Inkubation auf Eis fiir jeweils 5Smin) rehydriert
und 3x in PBS-T gewaschen.

Um die Zuginglichkeit des Gewebes fiir die RNA-Sonde zu verbessern, wurden die Emb-
ryonen fiir 9min mit Proteinase K (4.5pg/ml in PBS-T) bei RT inkubiert. Der Verdau wur-
de durch zweimaliges Waschen in Glycinlosung (2mg/ml in PBS-T) fiir jeweils 5min, ge-
folgt von dreimaligem Waschen in PBS-T fiir jeweils Smin, gestoppt. Die Embryonen
wurden anschlieBend in Sml 4% Paraformaldehyd/0.2% Glutaraldehyd (v/v) fiir 15min auf
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Eis refixiert. Nach dreimaligen Waschen in PBS-T fiir jeweils Smin auf Eis erfolgte eine
Inkubation in Préhybridisierungslosung (50%PBS-T: 50% Hybridisierungslosung) bzw. in
Hybridisierungslosung (siehe 2.7.2.2) fiir jeweils 3min auf Eis. Zur Vorbereitung der RNA
Hybridisierung wurden die Embryonen in 900ul frischer Hybridisierungslosung fiir 3h bei
65°C préinkubiert. Die RNA Probe wurde in 100ul Hybridisierungsldsung aufgenommen,
zur Denaturierung flir Smin bei 95°C erhitzt und unmittelbar danach zu den Embryonen in
der prainkubierten Hybridisierungslosung gegeben. Die RNA Hybridisierung erfolgte ii.N.
bei 70°C im Wasserbad.

Am néchsten Tag wurde die Hybridisierungslosung entfernt und durch 800ul
Prahybridisierungslosung (50%PBS-T: 50% Hybridisierungslosung) ersetzt und fiir Smin
bei 70°C inkubiert. AnschlieBend wurde dreimal 400ul 2xSSC pH 4.5 mit jeweils Smin
Inkubation bei 70°C zu den Embryonen gegeben. Im Anschluss wurde die Losung entfernt
und die Embryonen zweimal fiir 30min mit 2xSSC pH7.0/0.1%CHAPS bei 70°C gewa-
schen. Danach folgte ein zweimaliges Waschen fiir jeweils 10min mit 100mM Maleinsdu-
repuffer pH 7.5 bei Raumtemperatur und fiir jeweils 30min bei 70°C.

Pufferreste wurden durch Waschen mit PBS und PBS-T fiir jeweils Smin bei RT entfernt.
Die Embryonen wurden zur Vorbereitung der Antikorpermarkierung in Antikdrper Puffer
fiir 2h bei 4°C unter gleichzeitigem Schiitteln geblockt und wéhrenddessen der anti-DIG-
AP Antikorper 1:10.000 in 1.5 ml Antikorperpuffer prainkubiert. AnschlieBend wurden die
Embryonen ii.N. in Antikérperldsung bei 4°C unter gleichzeitigem Schiitteln inkubiert.

Am néchsten Tag wurden die Embryonen zunéchst in PBS-T/ 0.1% BSA mehrfach gewa-
schen. Hierzu wurde die Waschlosung regelmifBig gewechselt, die Inkubation erfolgte zwi-
schen 24h-48h.

Zur Farbung wurden die Embryonen schlieBlich erneut zweimal fiir 30min bei Raumtem-
peratur in PBS-T gewaschen und wéhrenddessen die Farbelosungen vorgewérmt. Es folgte
zweimaliges Waschen in AP-1 Puffer (siehe 2.7.2.2) fiir jeweils 10min bei Raumtempera-
tur. Danach wurden die Embryonen mit BM Purple Losung inkubiert, im Dunkeln geschiit-
telt und regelmiBig die Farbung und Hintergrundintensitét kontrolliert. Die Farbung konn-
te zwischen wenigen Stunden und ca. 24h beanspruchen. Sobald Hintergrundsignale er-
kennbar waren erfolgte ein dreimaliges Waschen mit PBS und eine abschlieBende Dehyd-
rierung in einer aufsteigenden Methanolreihe. Die Auswertung erfolgte unter einem Bino-

kular, zur Dokumentation wurde die IM100 Software verwendet.
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Auswertung

In dieser Arbeit wurden die anterioren Expressionsgrenzen von homeotischen Genen (Hox-
Gene) entlang der antero-posterioren Achse am Tag 9.5 der Embryonalentwicklung be-
stimmt. Dabei wurden die Somiten gezéhlt und dokumentiert, in denen mit einer in-situ
Hybrdisierung keine Expression eines spezifischen Hox-Gens detektiert werden konnte
(ungefarbte Somiten). Da z.T. die anterioren Somiten in der Entwicklung verschmelzen
wurden die GliedmaBenknospen, die an definierter Stelle entlang der antero-posterioren
Achse lokalisiert sind, als Orientierung zur Auszdhlung verwendet. Es kann davon ausge-
gangen werden, dass die angegebe Somitenzahl auf diese Weise korrekt gezéhlt wurde (+/-

1 Somit).

3.6.3 Expressionsanalysen mit einem cDNA Microarray

Prinzip

Mit Hilfe der Microarray Technologie kann das Expressionsmuster (Transkriptom) einzel-
ner Zellen, einer Zellpopulation oder von Gewebeproben fiir eine grole Anzahl von Genen
simultan bestimmt und verglichen werden. Grundlage dieser Methode ist ein Probentriger
(Microarray-Slide), auf den eine grole Anzahl an Proben an definierter Position in Form
von cDNA, Genfragmenten oder Oligonukleotiden aufgebracht und fixiert ist (im Folgen-
den als Spots bezeichnet).

Aus dem zu untersuchenden Zellmaterial oder dem Gewebe wird RNA isoliert, in eine
cDNA umgeschrieben und diese mit den fluoreszierenden Farbstoffen Cy3, bzw. Cy5 mar-
kiert. Gleichfalls wird mit einer Referenzprobe von Zellen oder Geweben verfahren. Die
beiden unterschiedlich markierten cDNA Proben werden gemischt, mit dem Microarray-
Slide hybridisiert und anschlieBend das Fluoreszenzmuster analysiert und verglichen. Die
relative Fluoreszenzintensitdt eines Spots auf dem Microarray-Slide ist dabei proportional
zu der Menge an Transkripten in dem Ausgangsmaterial. Ist ein Fluoreszenzsignal im Ver-
gleich zur Referenz stirker oder schwicher, deutet dies auf eine verédnderte Expression des
Gens hin. Dies kann mit entsprechenden statistischen Verfahren ausgewertet und quantifi-

ziert werden.

Versuchsaufbau
In dieser Arbeit wurde ein cDNA Microarray verwendet, auf den 11.500 cDNA Spots auf-

gebracht waren. Von diesen 11.500 Genen stammen 9000 Gene aus einer 15K und weitere
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2500 Gene wurden aus einer 7K Maus cDNA Bibliothek (/5k und 7K mouse cDNA libra-
ry, National Institute of Aging; USA). Die Microarray-Slides wurden in der Microarray
Unit des Instituts fiir Molekularbiologie und Tumorforschung, Philipps-Universitdt Mar-
burg, unter der Leitung von Dr. Michael Krause erstellt.

Die Probenaufbearbeitung erfolgte mit dem CyScribe Post-Labeling Kit™ (Amersham).
Grundlage des Post-Labeling Verfahrens ist die Markierung der cDNA mit Amino-Allyl-
dUTP (aadUTP). Dieses modifizierte dUTP wird in einer anschlieBenden Kopplungsreak-
tion kovalent mit monoreaktiven CyDyeNHS Fluoreszenzfarbstoffen verkniipft (DeRisi et
al., 1997; Heller et al., 1997).

RNA Probenvorbereitung und cDNA Synthese

Zur Analyse der Genexpression in E2F6 defizienten Zellen wurde Gesamt RNA aus E2{6-
/- und Kontrollfibroblasten pripariert (sieche3.5.2.1), die durch Serumentzug/ Seruminduk-
tion synchronisiert wurden und sich in der S-Phase des Zellzyklus befanden (siche 3.2.4).
Nach der Isolierung wurden 30ug-50ug RNA gefillt (siehe 3.5.2.5), in 8ul DEPC H,0
aufgenommen und mit 3pl dTTP-Oligonukleotiden versetzt. Die RNA wurde durch Inku-
bation bei 70°C fiir Smin denaturiert und die dTTP-Oligonukleotide durch langsames Ab-
kiihlen hybridisiert. Zur Synthese der aaUTP markierten cDNA wurden 4ul CyScript Re-
aktionspuffer, 2ul 0.1M DTT, 1ul 20xdNTP Losung, Iul aaUTP und 1pl reverse
Transkriptase zugegeben und fiir 1.5h bei 42°C inkubiert.

Anschliefend wurden die RNA Reste aus der Probe durch Zugabe von 2.5M NaOH
(15min bei 37°C) entfernt. Die alkalische Losung wurde mit 10ul 2M HEPES neutralisiert
und die cDNA Probe mit dem PCR Purification Kit™ der Firma Quiagen entsprechend der
Instruktionen des Herstellers aufgereinigt. Die Elution der cDNA erfolgte 2x mit 30ul
pH8.0 DEPC H,0. Das Eluat wurde mit einer Speed Vac auf ein Volumen von 15l ankon-

zentriert.

Fluoreszenzmarkierung der cDNA Probe
Zur Markierung der Aminoallylreste der cDNA mit Cy3 und Cy5 Farbstoffen wurden diese
in je 15ul 0.1M NaHCOj3, pH9.0 gelost und jeweils zu der E2f6+/+ oder der E2f6-/- Probe
gegeben. Die Veresterung der Farbstoffe erfolgte fiir 1h bei RT im Dunkeln. Anschlie8end
£

wurden die Proben erneut iiber den Quiagene PCR Purification Ki

bei die Cy3 und Cy5 markierte E2f6-/- bzw. E2f6+/+ cDNA in dem Quiagene Bindungs-

aufgereinigt und da-

puffer (Puffer PB) zusammengefiihrt. Die Elution erfolgte zweimal mit 30ul H,0, pH8.0.
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Zum Blocken wihrend der Hybridisierung wurde 20ul Cotl DNA (1mg/ml, Invitrogen)
und 4pul PolyA (Spg/ul; Dr. Michael Krause) zugegeben und das Gesamtvolumen der Pro-
ben in einer SpeedVac auf 26l reduziert.

Vor der Hybridisierung wurde die Probe mit 10ul 20xSSC und 4ul 2% SDS (w/v) versetzt.

Hybridisierung

Die Microarray-Slides wurden zunéchst fiir 20-30min in Blocklésung bei 55°C inkubiert,
in H,0 3min gewaschen und vorsichtig zentrifugiert (1500rpm, 3min, RT). Bis zum Auf-
tragen der Probe wurden die Microarray-Slides bei 55°C gelagert und vorgewérmt.

Die aufgereinigten, fluoreszenzmarkierten cDNA Proben wurden fiir 3min bei 95°C ge-
kocht, unmittelbar danach unter Vermeidung von Luftblasen auf die Microarray-Slides
getropft und mit einem zweiten Microarray-Slide bedeckt, so dass die cDNA Probe mit
zwel Microarrays gleichzeitig hybridisierte (Doppelansétze; ,,.Sandwich-Methode*). Dieses
~Microarray-Sandwich* wurde vorsichtig in ein 50ml Falkonréhrchen, das mit einem
Kimwipe™ Lite Tuch benetzt mit 1ml 3xSSC/ 0.1% SDS ausgelegt war, geschoben und
i.N. bei 55°C hybridisiert.

Nach der Hybridisierung wurden die ,,Micrarray-Sandwiches* vorsichtig in Waschlosung |
(200ml H,0, 0.1xSSC/ 0.1%SDS) getrennt, flir 3x5min mit Waschlosung I und fiir 2x5min
in Waschlésung II (200ml H,0, 0.1x SSC) gewaschen, kurz mit H,0 gereinigt (ca. 30sec)
und zentrifugiert (1500rpm, 3min, RT).

Auswertung der cDNA Microarrays

Die Microarray Slides wurden mit einem GMS 418 Fluoreszenzscanner eingelesen und die
Fluoreszenzintensitdten mit der IMAGENE 3.0 Software™ (BioDiscovery Inc.; Marina Del
Rey, Ca, USA) erfasst und verarbeitet.

In dieser Arbeit wurden die fluoreszenzmarkierten cDNA Proben mit 2 Microarray-Slides
hybridisiert, so dass jeder cDNA Spot in Doppelansitzen analysiert wurde (,,Sandwich-
Methode*). Gleichzeitig wurde das Experiment wiederholt und die zur Markierung ver-
wendeten Farbstoffe getauscht (,,Dye-Swap Verfahren®). Somit wurden fluoreszenzmar-
kierte cDNA Proben 4x mit dem gleichen cDNA Spot auf den Microarrays hybridisiert
und technische Ursachen einer unterschiedlichen Fluoreszenzintensitét konnten detektiert
und gegebenenfalls korrigiert werden.

Die ermittelte Fluoreszenzintensitit wurde um den Hintergrundwert korrigiert und dieser

Wert logarithmisch zur Basis 2 dargestellt. AnschlieBend konnten die Verhiltnisse der Cy3
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und Cy5 induzierten Fluoreszenzemissionen berechnet werden. Sofern das Emissionsver-
héltnis fiir alle 4 cDNA Spots nicht reproduzierbar war, wurden diese Proben aus der Aus-
wertung entfernt (Qualitdtskontrolle). Zur Identifizierung differentiell exprimierter Gene
wurden die Mittelwerte der logarithmischen Emissionsverhéltnisse aus den 4 cDNA Spots
gebildet und die Gene entsprechend sortiert. Eine verédnderte Genexpression wurde als x-
fache verdnderte Expression (Fold change) durch die Delogarithmierung dieser Mittelwer-
te angegeben. Die Auswertung erfolgte durch Oliver Hartmann aus dem Institut fiir Medi-

zinische Biometrie und Epidemiologie, Marburg.

3.7 Biochemische Arbeitsmethoden

3.71 Luziferase Reporteranalysen

Das Enzym Luziferase aus Lamprohiza Splendidula (Glihwiirmchen) spaltet Luziferin in
einer ATP abhédngigen Reaktion unter Emission von Licht. Die entstehenden Lichtblitze
(Relative Light Units; RLU) genannt, konnen unter Verwendung eines Luminometers ge-
messen werden.

Durch Kopplung regulierender DNA-Sequenzen (Promotoren) mit dem Luziferase-Gen auf
einem entsprechenden Plasmid erfolgt die Luziferase Expression unter der Kontrolle dieser
Sequenz. Die Lumineszenz aus Lysaten Luziferase exprimierender Zellen ist ein direktes
MaB fiir den Luziferase Proteingehalt der Zelle. Somit kann auf die Aktivitét eines Promo-

tors indirekt zurlickgeschlossen und diese quantifiziert werden.

3.7.1.1 Luziferase Reporteranalyse in transient transfizierten Fibroblasten

Zur Untersuchung der Luziferaseaktivitdt in E2f6-/- Fibroblasten und Kontrollzellen wur-
den diese transient nach der Lipofectamine Methode transfiziert (siche 3.3.1). Alle Ansitze
wurden in Triplikaten angefertigt. Das Reporterkonstrukt wurde mit Sug/ Triplikat, das
pCMV B-Galaktosidase Konstrukt mit 1pg/ Triplikat verwendet. Die transient transfizier-
ten Fibroblasten wurden in der 24 Well Platte mit 0.5ml PBS pro Well gewaschen. Die Ly-
se erfolgte mit 150ul 1x Passiv Lysepuffer fiir 30min auf einem Schiittler bei RT.

Zur Detektion der Luziferase Aktivitdt wurden zwischen 20ul und 80ul Lysat verwendet.
Hierfiir wurden 350l ATP-Puffer in Luziferase Rohrchen aliquotiert. Das Luminometer

injizierte automatisch unmittelbar vor der Messung 150ul der Luziferinlésung zu den Pro-
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ben. Das Lysat der Fibroblasten wurde unmittelbar vor der Messung zur ATP Losung ge-
geben. Nach Injektion der Luziferin Losung wurde die Zahl der Lichtblitze in einem Zeit-
raum von 10s durch das Luminometer bestimmt. Als Leerwert diente ATP Losung ohne

Lysat und wurde von der erhaltenen RLU der Proben subtrahiert.

3.7.1.2 Messung der B-Galaktosidase Aktivitit

Um auszuschlielen, dass Unterschiede in der Transfektionseffizienz der Reporterplasmide
die relative Luziferase Aktivitdt verfdlschen wurde das B-Galaktosidase Gen unter der
Kontrolle eines in Eukaryonten konstitutiv aktiven Promotors transfiziert. 3-Galaktosidase
katalysiert mit B-Mercaptoethanol als reduzierenden Kofaktor die Spaltung von ONPG in
gelbes Nitrophenol. Auf Basis dieser Reaktion wurde ein Enzymassay zur Bestimmung der
Menge an 3-Galaktosidase verwendet.

Hierzu wurden fiir 24 Proben 25ml LacZ Puffer, 1.75ml ONPG und 65ul B-
Mercaptoethanol angesetzt und 1ml in Plastikkiivetten aliquotiert. Nach Zugabe von 50ul
Lysat erfolgte eine photometrische Messung der optischen Dichte bei A=420nm, sobald
eine deutliche Gelbfarbung sichtbar war (in der Regel nach 30min). Als Leerwert diente

LacZ-Puffer ohne Lysat.

3.7.1.3 Berechnung der relativen Luziferase-Aktivitit

Zur Normierung der RLU der Luziferasemessung, abziiglich des arithmetischen Mittelwer-
tes der Leerwerte, wurde durch die der Probe entsprechenden Absorptionswerte des B-
Galaktosidase-Enyzmtests dividiert.

Xnorm, = Luziferase Aktivitit / OD4z0nm

Aus den drei normalisierten Werten jedes Triplikats wurde die Standardabweichung be-
stimmt. Die Analyse und grafische Darstellung der Werte inklusive der Standardabwei-

.

chung als Fehlerbalken erfolgte mit Microsoft Exce
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3.7.2 Herstellung von Proteinlysaten aus kultivierten Zellen

Zur Herstellung von Proteinlysaten aus Zellkulturen wurden die Zellen mit eiskaltem PBS
gewaschen, anschliefend mit einem Zellschaber in 1ml eiskaltem PBS abgekratzt und in
ein Eppendorf-Reaktionsgefal liberfiihrt. Die Zellen wurden durch Zentrifugation pelletiert
(3000rpm, 5min, 4°C), der Uberstand verworfen und das Pellet in einem 9-10x Volumen
TNN Lysispuffer, der mit Proteinaseinhibitoren und dem Antioxidans DTT versetzt war,
resuspendiert. Die Suspension wurde mit einer Pipette vorsichtig durchmischt und fiir
20min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden Membranen und nicht-lysierte Zellbestand-
teile zentrifugiert (14000rpm, 10min, 4°C) und der Uberstand in ein frisches Eppendorf-
Reaktionsgefdl3 gefiillt. Sofern nicht anders angegeben, wurde die Proteinmenge nach

Bradford bestimmt, dass Lysat aliquotiert und bei —80°C eingefroren.

3.7.3 Proteinbestimmung nach Bradford

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration von Lysaten aus Zellen diente die von Bradford
beschriebene Methode. Durch Vergleich mit einer BSA-Referenzkurve wurde der Protein-
gehalt der Lysate bestimmt. Dazu wurden 1pl, 2ul, 4ul, 6ul und 8ul einer Losung von
BSA (Img/ml) mit 150mM NaCl-Losung auf 100ul aufgefiillt und mit je 1ml Bradford-
Losung versetzt. In der gleichen Weise wurden 1ul bzw. 2ul des Proteinlysats verwendet.
Nach 10min Inkubation bei RT wurde die ODsos der Proben gegen einen Leerwert ohne
Protein bestimmt. Die Proteinkonzentration der Lysate wurde dann an der erstellten BSA-

Referenzkurve abgelesen.

3.74 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Proteinlosungen wurden durch eine diskontinuierliche denaturierende Polyacrylamid Gele-
lektrophorese (Laemmli, 1970) entsprechend ihrem Molekulargewicht aufgetrennt.

Als Matrix wurden vertikale Gele aus mit Bisacrylamid vernetztem Acrylamid verwendet,
die sich aus einem niedrigprozentigen Sammelgel und einem 7-15%igem Trenngel, je nach
erwiinschten Auftrennungsgrad, zusammensetzten. Vor dem Beladen der Gele wurde die
aufzutrennende Proteinlosung mit 3x SDS Probenpuffer versetzt und fiir Smin bei 95°C
inkubiert. Die Laufzeit ist abhidngig von dem gewiinschten Auftrennungsgrad, der anhand

eines mitlaufenden GroBenstandards nachvollzogen werden konnte. Die aufgetrennten Pro-
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teinbanden wurden mit verschiedenen Verfahren (Coomassie-Farbung, Western-Blot; siche

3.7.5 und 3.7.6) sichtbar gemacht.

3.7.5 Coomassie Firbung von SDS-Polyacrylamidgelen

Zur Anfiarbung von Proteingelen wurden diese mit Coomassie Fiarbelosung fiir ca. 2min
inkubiert. Die Entfarbung erfolgte mit Destain Losung, bis die proteinspezifischen Banden

gut sichtbar waren.

3.7.6 Western-Blot

Proteintransfer auf PVDF Membranen

Der Nachweis von aufgetrennten Proteinen erfolgte mit Hilfe von spezifischen Antikor-
pern. Hierzu wurden die mit der SDS Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine nach dem
NaBblotverfahren auf eine PVDF-Membran transferiert.

Die Membran wurde hierzu zunéchst in 100% Methanol préainkubiert und anschlieend in
NaBblotpuffer gewaschen. In einem Plastikrahmen wurden dann ein Schwammtuch, ein
Whatman Papier und die Membran gelegt, das Gel auf die Membran unter Vermeidung
von Luftblasen platziert, mit einem weiteren Whatman Papier und Schwammtuch iiber-
schichtet, der Rahmen geschlossen und in einer Blotkammer fixiert. In der Blotkammer
wurde auBBerdem ein Behilter mit gefrorenem Wasser gestellt, um den NaBblotpuffer wih-

rend des Transfers zu kiihlen. Der Transfer erfolgte bei 200mA fiir 90min.

Ponceau Firbung von Membranen

Der Transfer wurde mit einer Ponceau Féarbung iiberpriift. Hierzu wurde die Membran kurz
in Ponceau Férbelosung inkubiert und anschlieBend in destilliertem Wasser vorsichtig ge-
spiilt. Proteinbanden farben sich rot, so dass sowohl der Transfer als auch die gleichméBige

Beladung kontrolliert werden konnte.

Immunologische Markierung der Proteine

Die auf der Oberflidche der Nitrozellulose immobilisierten Proteine waren nun in weiteren
Schritten immunologischen Reaktionen zugénglich. Zur Vermeidung unspezifischer Bin-
dungen der Antikorper an die Membran wurde diese in Blocklosung iiberfiihrt und fiir

30min bei RT auf einem Schiittler inkubiert. Frische Blocklosung wurde dann mit Erstan-
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tikorper (siehe 2.5.1) versetzt und die Membran {iber Nacht bei 4°C inkubiert. Anschlie-
end wurde die Membran einmal fiir 10min und zweimal fiir Smin mit TBS-T gewaschen
und fiir 2h in Blocklésung mit einem sekundidren Meerrettich-Peroxidase gekoppelten An-
tikorper (Verdiinnung 1:5000; siehe 2.5.1) bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgte ein er-
neutes Waschen fiir einmal 10min und fiir zweimal Smin in TBS-T. AnschlieBend wurden
die spezifischen Proteinbanden mit einem ECL Western Blotting Detection System™ (A-
mersham) auf Hyperfilmen™ (Amersham) detektiert. Die Schwirzung des Films ist in ge-
wissen Grenzen der Menge an gebundenem Antikorper und damit der Menge an nachzu-

weisendem Protein proportional.

3.7.7 Immunprizipitation

Diese Methode wurde zur spezifischen Aufreinigung einzelner Proteine oder von Protein-
komplexen aus einem Proteinlysat verwendet und dient zur Analyse der in-vivo Interaktion
von Proteinen. Alle Schritte werden auf Eis oder bei 4°C durchgefiihrt, um einen proteoly-
tischen Abbau zu vermeiden.

Zur Prézipitation von Proteinen wurde eine Proteinlosung (siehe 3.7.2) mit einem spezifi-
schen Antikorper versetzt (je nach Antikdrper zwischen 1-3 pg) und ii.N. bei 4°C auf ei-
nem Rotator inkubiert. Am nichsten Tag wurde der Antikoper an unlosliche, in Lysis Puf-
fer dquilibrierte Protein-A oder Protein-G Sepharose Beads gekoppelt (25ul/Ansatz). Der
Antikorper/ Epitop Komplex bindet nicht-kovalent an die Protein Sepharose. Nach Inkuba-
tion fiir 1h bei 4°C wurden die Sepharose Beads durch sanfte Zentrifugation prézipitiert
(3000rpm,2min, 4°C) und mit Lysispuffer, versetzt mit ImM DTT und 10pug/ml PMSF,
sechs-siebenmal gewaschen. Nach dem Waschen wurden die Beads in 35ul 3x Elektropho-
resepuffer aufgenommen, fiir Smin bei 95°C gekocht und der Uberstand auf ein SDS-
Polyacrylamidgel geladen oder bei —20°C gelagert.

Als Ladekontrolle (/nput) wurden, sofern nicht anders angegeben, 10% der Proteinmenge
eingesetzt, die fiir die Immunprizipitation verwendet wurde. Die Detektion der Proteine

erfolgte nach dem Western-Blot Verfahren (siehe 3.7.4-3.7.6).
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3.7.8 Chromatinimmunprizipitationen

Prinzip

Durch Chromatinimmunprézipitationen kann die Assoziation von Proteinen mit spezifi-
schen DNA Abschnitten nachgewiesen werden. Hierbei werden Protein-DNA Komplexe
chemisch vernetzt, der Proteinanteil des Komplexes durch spezifische Antikérper im-
munprézipitiert und die DNA anschliefend mit spezifischen Oligonukleotiden nachgewie-
sen. Das hier verwendete Protokoll basiert in modifizierter Form auf dem in Peggy Farn-
hams Labor entwickelten Protokoll zur Chromatinimmunprézipitation
(http://mcardle.oncology.wis.edu/farnham). Sofern nicht anders angegeben, erfolgten alle

Schritte auf Eis, bzw. bei 4°C.

Priparation Anreicherung von Chromatin

Zur Préaparation und Anreicherung von Chromatin aus murinen embryonalen Fibroblasten
wurden diese ausgesit (P-2), expandiert und, sofern nicht anders angegeben, 8-12 kon-
fluente 15cm Schalen verwendet. Zunichst wurden die Zellen durch Zugabe von 540ul
Formaldehyd (37%)/ 20ml Medium flir 10min unter sanftem Schiitteln bei RT fixiert und
die DNA-Protein Komplexe chemisch vernetzt. Die Fixierung wurde durch Zugabe von
2.5ml 1M Glycin gestoppt, Smin bei RT auf einem Schiittler inkubiert und die Schalen an-
schliefend auf Eis gestellt. Die fixierten Zellen wurden zweimal mit eiskaltem PBS gewa-
schen und mit einem Zellschaber zweimal in 3ml PBS griindlich abgekratzt und in ein
15ml Falkon iiberfiihrt. Die Zellen wurden sanft zentrifugiert (1200rpm, Smin, 4°C) und in
Iml Zellysispuffer (siehe 2.7.2.4) resuspendiert. Die Lyse der Zellen erfolgte fiir 10min bei
4°C, dabei wurde die Probe regelméfig mit einem Vortexgerdt durchmischt und abschlie-
Bend in ein Eppendorf-Reaktionsgefdll iiberfiihrt. Durch eine weitere Zentrifugation
(2800rpm, Smin, 4°C) wurden die Kerne pelletiert und der Uberstand verworfen. Das
Kernpellet wurde, in Abhingigkeit von der Grof3e, in 250ul-500ul Kernlysispuffer (siche
2.7.2.4) resuspendiert und fiir weitere 10min auf Eis zur Lyse inkubiert. Jeweils 2-3 Kern-
préiparationen wurden dann in ein 15ml Falkon zusammengefiihrt, ohne dass ein Gesamt-
volumen von 1.5ml tiberschritten wurde.

Mit einem Sonifiziergerdt (Branson) wurde die DNA fragmentiert (10% Amplitude, 6x
10sec Sonifizierung, jeweils 30sec Pause). Dabei klarte die Kernsuspension deutlich auf.
Es wurde darauf geachtet, dass keine Luftblasen entstehen und kein SDS ausfillt. Die Pro-

ben wurden anschlieBend wieder in ein Eppendorff Reaktionsgefa3 iiberfiihrt und zentrifu-
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giert (max., 10min, 4°C). Der Uberstand (Chromatin) wurde in ein 50ml Falkon iiberfiihrt,
mit [P-Verdiinnungspuffer (siche 2.7.2.4) 1:10 verdiinnt, frische Proteinaseinhibitoren
zugegeben, in 2ml Aliquots aufgeteilt und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die La-

gerung erfolgte bis zum Gebrauch bei —80°C.

Ladekontrollen (Input)

Zur Erstellung einer Ladekontrolle (/nput) wurden 50ul unverdiinntes Chromatin verwen-
det und zur Auflosung der fixierten Protein-DNA Assoziation mit 2ul 5SM NaCl versetzt,
einem Tropfen Mineraldl tiberschichtet und i.N. bei 65°C unter leichtem Schiitteln inku-
biert. Am nédchsten Tag wurde der Proteinanteil durch einen zweistiindigen Proteinase K
(2ul/Probe) Verdau bei 55°C unter leichtem Schiitteln verdaut. 35ul des Chromatins wur-
den auf ein 1.2% Agarosegel geladen und GroBle und Qualitdt des Chromatins durch eine
elektrophoretische Auftrennung kontrolliert. Sofern nicht anders angegeben, wurden 2ul
Chromatin mit einer Phenol/Chloroform Extraktion und einer anschlieBenden Saulenauf-
reinigung mit Quiagene PCR Purification Kit™ Saulen aufgereinigt. Hierzu wurden 2ul
Chromatin mit 250ul Elutionspuffer versetzt, gemischt und die gleiche Menge (252ul)
Phenol zugegeben. Die Phasen wurden mit einem Vortex Gerét griindlich gemischt und
durch Zentrifugation (max., 3min, RT) getrennt. Die wissrige Phase wurde vollstindig in
ein frisches Reaktionsgefal tiberfiihrt, mit 250u1 Chloroform versetzt, gemischt und zentri-
fugiert (max., 3min, RT). Die wissrige Phase wurde iiberfiihrt und mit 1200ul Bindepuffer
des Quiagene Purification Kits™ versetzt. Die Proben wurden iiber die Quiagene Séulen
entsprechend den Herstellerangaben aufgereinigt und in 50ul Elutionspuffer eluiert. Fiir
eine Kontroll PCR wurden sofern nicht anders angegeben 1.5ul Probe verwendet und die
PCR Signale einer E2f6-/- Chromatinpriparation mit einer E2f6+/4+ Kontrollpridparation
verglichen. Es wurden ausschlieflich Préparationen verwendet, in denen die PCR Signalin-

tensitdt zwischen E2f6-/- und Kontrollproben identisch war.

Immunprizipitationen

Hierzu wurde zunéchst Protein-A, bzw. Protein-G Sepharose in 3ml IP-Verdiinnungspuffer
(siche 2.7.2.4) aufgenommen, mit 30pul ssDNA (10mg/ml) und 150ul BSA (20mg/ml) ver-
setzt und 1.N. bei 4°C geblockt, um unspezifische Protein- und DNA Bindungen an die
Sepharose Beads zu verhindern.

35ul geblockte Protein-A, bzw. Protein-G Sepharose wurden zu 2ml Chromatin gegeben

und fiir 20min-30min bei 4°C auf einem Rotator inkubiert (,,Preclearing* des Chromatins).
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AnschlieBend wurde die Sepharose abzentrifugiert (3000rpm, 3min, 4°C), der Chromati-
niiberstand in frische Reaktionsgefdf3e iiberfiihrt und mit Antikdrper versetzt. Die verwen-
deten Antikorper sind in Abschnitt 2.5.2 mit der eingesetzten Menge zusammengefasst.
Als Kontrollen fiir Verunreinigungen dienten Proben ohne Antikérperzugabe.

Die Inkubation erfolgte ii.N. bei 4°C auf einem Rotator. Am néchsten Tag wurde 35ul Pro-
tein-A oder Protein-G Sepharose zugegeben und fiir 1h bei 4°C inkubiert. Durch Zentrifu-
gation (300rpm, 3min, 4°C) wurden die Sepharose Beads pelletiert und siebenmal mit
Waschpuffer gereinigt. Nach dem letzten Waschen wurde der Waschpuffer mit einer Ha-
milton Kaniile vollstindig von den Sepharose Beads entfernt, 250ul Elutionspuffer zuge-
geben und 30min bei RT eluiert.

Das Eluat wurde anschlieend in ein frisches Reaktionsgefa3 tiberfiihrt, mit 10ul SM NaCl
versetzt, mit Mineral6l iiberschichtet und ii.N. bei 65°C unter leichtem Schiitteln inkubiert.
Am nichsten Morgen wurden 4ul Proteinase K (10mg/ml) zugegeben und fiir weitere 2h
bei 55°C inkubiert. Die Aufreinigung erfolgte wie zuvor fiir die Ladekontrollen beschrie-

ben mit einer Phenol/Chloroform Extraktion und anschlieBender Sdulenaufreinigung.

Nachweis spezifischer DNA Fragmente mit PCR

Der Nachweis spezifischer DNA Fragmente in den Immunprézipitaten erfolgte durch eine
PCR mit promotorspezifischen Oligonukleotiden. Die Sequenzen dieser Oligonukleotide
sind in Abschnitt 2.3 aufgefiihrt. Fiir die PCR wurden, sofern nicht anders angegeben, 3ul
Probe verwendet. Die PCR Bedingungen wurden fiir jede Reaktion angepasst und opti-

miert und sind in Tabelle 3.3 zusammengefasst. Folgende Temperaturzyklen wurden ge-

wahlt:

(1) initiale Denaturierung 94°C  3min

(2) Denaturierung 94°C 30 sec

(3)  Hybridisierung x°C 1min

4) Polymerisation 72°C  1min zuriick zu Schritt 2; 40x
(5)  Endstrangsynthese 72°C 10 min

(6) Aufbewahrung 4°C  Pause
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Promotor Primerpaar Konz. Magnesium | Hybridisierung
Stag3 SG 296 x SG 297 3mM MgCl, 58°C
Smcll2 SG 286 x SG 287 2mM MgCl, 60°C
4Kb Kontrolle SG 383 x SG 384 1.5 mM MgCl, 55°C
aP-2 SH 77 x SH 78 3 mM MgCl, 54°C

Tabelle 3.3: Oligonukleotide und PCR Bedingungen zur Amplifizierung spezifischer
Promotorfragmente nach Chromatinimmunprézipitationen

3.7.9 Herstellung von E2F6 Antisera

Zur Herstellung eines spezifischen polyklonalen Antikdrpers gegen murines E2F6 wurden
im priparativen MaBstab Histidin markiertes E2F6 aufgereinigt und zur Immunisierung
von Kaninchen verwendet.

Hierzu wurden kompetente BL2]/ Lys Bakterien mit einem IPTG (Isopropylthio-B-D-
galactosid) induzierbaren prokaryotischen Expressionsvektor pRSETA-mE2F6 Vektor
transformiert und die E2F6 Expression mit einer SDS Gelelektrophorese und anschlieen-
der Coomassie Farbung iiberpriift.

Fiir die Aufreinigung wurde eine 50ml Bakterienkultur (BL27-Lys, pPRSETA-mE2F6) 1:10
in LB/Ampicillin/Chloramphenicol Losung verdiinnt und fiir 1h bei 37°C inkubiert. An-
schlieend wurde die E2F6 Expression mit 0.125mM IPTG induziert und fiir 4h bei 37°C
inkubiert. Die Bakterien wurden zentrifugiert (4000rpm; 10min; 4°C), der Uberstand ver-
worfen und das Pellet in Lysis-Puffer A resuspendiert. Die Lyse der Zellen erfolgte fiir
15min bei RT. AnschlieBend wurden Zelltriimmer und nicht lysierte Bakterien durch er-
neute Zentrifugation (800rpm, 15min, 4°C) pelletiert. Das Lysat wurde zur Bindung des
Histidin markierten E2F6 mit 500ul Ni-NTA Sepharose Beads™ (Quiagen) versetzt und
fiir 30min bei RT auf einem Schiittler inkubiert. AnschlieBend wurden die Ni-NTA Sepha-
rose Beads™ sanft abzentrifugiert (3000rpm, 2min, RT) und zweimal mit je 10ml Puffer A,
Puffer B und zweimal mit jeweils 750ul Puffer C gewaschen. Die Elution erfolgte durch
Zugabe von 1ml Puffer C/ 250mM EDTA und Inkubation fiir 2min bei RT. Die Sepharose
Beads wurden durch Zentrifugation aus dem Eluat entfernt dieses bei —80°C aufbewabhrt.
Die Qualitdt der Aufreinigung und die Kontrolle der E2F6 Menge in dem Eluat erfolgte

mit einer SDS Gelelektrophorese und Coomassie Férbung bzw. einem anschliefenden
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Western Blot und Nachweis mit einem E2F6 spezifischen E2F6 Antikdrper (C10, Herstel-
lung durch Dr. Stefan Gaubatz).

Die Immunisierung der Kaninchen erfolgte durch die Firma Davids (Gottingen). Erhalten
wurden zwei Antiseren, die nachfolgend in Immunprézipitationen (siehe 3.7.7) und Wes-
tern-Blots (siehe 3.7.6) iiberpriift wurden.

AnschlieBend wurde der Antikorper nach einem Standardverfahren affinitdtsgereinigt

(durchgefiihrt von Dr. Stefan Gaubatz).

3.8 Die E216-/- Maus

Die Mutation und Deletion des murinen E2f6 Gens wurde von Dr. Stefan Gaubatz durch-
gefiihrt. Die Strategie hierzu ist in Abbildung 3.1 dargestellt. Mit einem pPNT Vektor wur-
den die Exons 3-5 des E2f6 Gens, die fiir die DNA Bindungs- und DP-
Heterodimerisierungsdoméne von E2F6 kodieren, durch eine Neomycin Resistenzkassette
ersetzt. Als negativer Selektionsmarker diente eine HSV-TK (Herpes-Simplex-Virus-
Thymidinkinase) Kassette. Der Vektor wurde in 7/29/Sv JI embryonalen Stammzellen (ES-
Zellen) durch Elektroporation eingebracht und die Zellen mit G418 (Neomycin) und Gan-
cylovir selektioniert. ES-Zellklone wurden mit dem Southern Blot Verfahren auf die kor-
rekte Rekombination iiberpriift, anschlieBend in die Blastozysten von C57/Bl.6 und Balb/C
Mausen injiziert und chimére Miuse generiert. Die Nachkommen aus der Zucht dieser Tie-
re wurden mit einer PCR genotypisiert und damit iiberpriift, ob der mutierte E2f6 Lokus in
Keimbahnzellen der chiméren Tiere vorliegt. Dadurch wurden E2f6+/- Tiere generiert, die
wiederum fiir die Etablierung einer Mauslinie verwendet wurden.

Die Uberpriifung der E2F6 Expression erfolgte zum einen durch eine RNA Expressions-
analyse in primédren embryonalen E2f6-/- Fibroblasten mit einem Northern Blot (durchge-
fiihrt von Dr. S. Gaubatz). Abbildung 3.1 zeigt, dass keine E2F6 RNA Expression nachge-
wiesen werden konnte. Mit Hilfe von Immunprézipitationen aus Proteinlysaten von E2{6-/-
Fibroblasten und Kontrollzellen konnte in Einklang mit der fehlenden RNA Expression
kein E2F6 Protein detektiert werden (eigene Arbeiten). Somit resultiert die Deletion der fiir
die E2F6 Heterodimerisierungs- und DNA Bindedoméne kodierenden Exons 3-5 im E2f6
Genlokus in einer fehlenden Expression von E2F6, so dass von E2F6 defizienten Mausen

ausgegangen werden kann.
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Abbildung 3.1: Die Organisation des E2f6 Genlokus und die E2f6-Knockout-Strategie
(A) Die Organisation des E2f6 Genlokus mit den Exons 1-5 (E2f6 Lokus; schwarze Bo-
xen), dem Aufbau des Knockout-Vektors (Vektor) und die Organisation des E2f6 Lokus
nach korrekter homologer Rekombination des Vektors und Deletion von Exon 3-5
(E2f6-/-). Der mit rote unterlegte Abschnitt des E2f6 Lokus wurde durch das Neomycin
Resistenzgen ersetzt (Bam: BamHI, Eco: EcoRI, Xba: Xbal Restriktionsenzymschnittstel-
len, neo: Neomycin Resistenzgen, HSV TK: Herpes Simplex Virus Thymidinkinase zur
negativen Selektion) (B) Northern Blot Analyse der E2F6 RNA Expression in murinen
embryonalen Fibroblasten. Die Rekombination von Exon 3-5 des E2f6 Genlokus fiihrt zur
Deletion der E2F6 RNA Expression (Knockout (-/-); durchgefiihrt durch Dr. Stefan Gau-
batz). (C) E2F6 Immunprizipitationen und anschlieBender Western Blot aus Proteinlysaten
muriner embryonaler Fibroblasten: es konnte kein E2F6 Protein in den Lysaten von E2f6-/-
Zellen detektiert und somit die fehlende E2F6 Expression bestétigt werden.

72



Ergebnisse

4 Ergebnisse

4.1 Die E2f6-/- Maus

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die physiologische Funktion von E2F6 in der Zellprolifera-
tion, Zelldifferenzierung und der Entwicklung untersucht werden.

Hierzu wurden transgene Miuse verwendet, in denen die Exons 3-5 des murinen E2F6
Genlokus durch eine Neomycin Resistenzkassette ersetzt wurden. Dadurch wurde die
E2F6 Heterodimerisierungs- und DNA Bindedomine deletiert. Dies resultiert in einer feh-
lenden Expression von E2F6, wie durch RNA- und Proteinexpressionsanalysen von emb-
ryonalen Fibroblasten gezeigt werden konnte (siehe 3.8 und Abbildung 3.1).

Da genetische Variationen zwischen verschiedenen Inzuchtmausstimmen den Phénotyp
transgener Mausen beeinflussen konnen, wurden E2f6+/- ES-Zellen in die Blastozysten
sowohl von C57/Bl.6 als auch von Balb/C Weibchen injiziert. Die dadurch gewonnenen
chimédren Tiere wurden fiir die Bildung einer Kolonie transgener C57/Bl.6 und Balb/C

Mause verwendet (siche 3.8).

4.1.1 E2F6 defiziente Miuse sind lebensfihig

E2f6 heterozygote Méause sind lebensfihig und standen zu Beginn dieser Arbeit zur Verfii-
gung. Die Verpaarung von E2f6+/- Méusen und eine anschlieBende Genotypisierung der
Nachkommen aus diesen Kreuzungen mit Hilfe einer PCR (Polymerase Chain Reaction)
zeigte, dass E2f6-/- Méuse in einer nach den Mendelschen Vererbungsgesetzen erwarteten
Haufigkeit geboren werden. Diese Hiufigkeit war unabhingig vom verwendeten Maus-
stamm (siche Tabelle 4.1). Da E2F6 defiziente Méuse lebensfihig sind, scheint E2F6 keine

essentielle Funktion wihrend der Embryonalentwicklung einzunehmen.
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Genotyp | nachgewiesen erwartet
32 (0.28) 35 (0.25)
C57/BL6 +/- 73 (0.52) 70 (0.5)
-/- 35 (0.25) 35 (0.25)
140 (1.0)
Genotyp | nachgewiesen erwartet
60 (0.26) 57.5 (0.25)
Balb/C +/- 118 (0.51) 115 (0.5)
-/- 52 (0.23) 57.5 (0.25)
230 (1.0)

Tabelle 4.1: E2f6-/- Miuse sind lebensfihig und werden in der nach Mendel erwarte-
ten Hiufigkeit geboren

E2f6+/- Tiere aus dem C57/BL.6 und aus dem Balb/C Maus-Inzuchtstimmen wurden ver-
paart und der Genotyp der Nachkommen mit einer PCR festgestellt. Die Tabelle zeigt die
Anzahl der Tiere mit dem E2f6+/+, E2f6+/- und dem E2f6-/- Genotyp. Die nach den Men-
delschen Vererbungsgesetzen erwarteten bzw. die beobachteten Héufigkeiten fiir jeden
dieser Genotypen sind in Klammern dargestellt.

Die postnatale Groflen- und Gewichtsentwicklung von E2f6-/- Tieren waren normal. In
Tabelle 4.2 ist exemplarisch die Gewichtsentwicklung von weiblichen 6 bzw. 8 Wochen

alten Balb/C Méusen in Abhédngigkeit vom Genotyp dargestellt.

Alter
Genotyp
6 Wochen 10 Wochen
16.5+/-0.8 (n=4) | 18.9 +/-1.2 (n=3)
+/- 15.8+/-0.9 (n=4)|21.0+/-1.9 (n=5)
-/- 15.8 +/-1.2 (n=3) | 20.3 +/-2.1 (n=4)

Tabelle 4.2: Die postnatale Gewichtsentwicklung von Balb/C Miusen ist normal
E2t6+/- Tiere aus dem Balb/C Maus-Inzuchtstamm wurden verpaart und die aus diesen
Kreuzungen hervorgehenden Nachkommen mit einer PCR genotypisiert. Nach 6 bzw. nach
10 Wochen wurde das Gewicht der weiblichen Jungtiere bestimmt. Die Anzahl der unter-
suchten Tiere fiir jeden Genotyp ist in Klammern angegeben.

Das duflere Erscheinungsbild E2F6 defizienter Mduse im Vergleich zu Kontrolltieren war

unauffillig (siche Abbildung 4.1). E2F6 defiziente Tiere erreichten aulerdem das fiir La-
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bormduse iibliche Alter von ca. 2 Jahren (siehe 2.1.1.1). Innerhalb dieses Zeitraums konnte
keine auflergewohnlichen Erkrankungen von E2{6-/- Tieren im Vergleich zu einer Kolonie
von Kontrolltieren beobachtet werden.

Um zu untersuchen, ob E2F6 defiziente Miuse fruchtbar sind, wurden E2f6-/- Tiere mit-
einander verpaart. Die WurfgroB3e aus diesen Verpaarungen entsprach der erwarteten An-
zahl von 4-8 Jungtieren (siehe 2.1.1.1). Die Nachkommen aus diesen Verpaarungen waren
gesund und zeigten ebenfalls eine normale, unauffillige postnatale GroB3en- und Gewichts-
entwicklung.

Aus diesen ersten Untersuchungen geht somit hervor, dass E2F6 weder fiir die Embryonal-

entwicklung noch fiir die postnatale Entwicklung der Maus notwendig ist.

E2f6+/+ E2f6-/-

Abbildung 4.1: E2F6 defiziente Tiere zeigen ein unauffilliges fiufleres Erscheinungs-
bild

Dargestellt sind 3 Monate alte mannliche Miuse, die aus dem gleichen Wurf stammen. Es
sind keine duBeren Unterschiede zwischen E2{6-/- und E2f6+/+ Mausen erkennbar.

4.1.2 E2f6-/- Mause zeigen einen Defekt in der Spermatogenese

Wie zuvor geschildert, sind E2f6-/- Méuse lebensfdhig und fruchtbar. Damit sind jedoch
Defekte in der Struktur und der Funktion einzelner Organe noch nicht definitiv auszu-
schlief3en.

Um dies zu untersuchen, wurden aus zwei méinnlichen 2-3 Monate alten E2{6-/- Méusen
und einem Kontrolltier Lunge, Herz, Leber, Pankreas, Milz, Magen, Thymus, Niere, Ho-

den, Skelettmuskulatur, Gehirn, Duodenum und Kolon entnommen. Diese Organe wurden
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mit Carnoy Ldsung fixiert, in Alkohol entwissert und in Paraffin eingebettet. Anschlie-
Bend wurden Schnitte von diesen Organen angefertigt und mit Himatoxylin-Eosin gefarbt
(siehe 3.4.1).

Im Rahmen dieser histologischen Untersuchung konnte ein Defekt in der Spermatogenese
E2F6 defizienter Méannchen festgestellt werden (Abbildung 4.2). In den Tubuli Seminiferi
von E2f6-/- Mannchen befanden sich signifikant weniger reife Spermatiden im Vergleich
zur Wildtyp Kontrolle. Gleichzeitig war das Lumen der Tubuli mit einem eosinophilen
Material gefiillt. Dies ist moglicherweise durch die Akkumulation von Zelltrimmern im
Lumen des Tubulus zu erkldren. Das Interstitium des Hodens zeigte eine auffillige Akku-
mulation von Leydig-Zellen. Damit einhergehend zeigte sich, dass der Nebenhoden (Duc-
tus Epididimydis) von E2f6-/- Tieren im Vergleich zu E2f6+/+ Kontrollen nur partiell mit
reifen Spermatiden gefiillt waren (Abbildung 4.2).

Ductus

Tostis Epididimydis

E2f6+/+

E2f6-/-

Abbildung 4.2: E2F6 defiziente Tiere zeigen einen Defekt in der Spermatogenese

Die Hoden von 2-3 Monate alten E2{6-/- und E2f6+/+ Ménnchen wurden prépariert, histo-
logische Préparate angefertigt und mit Himatoxylin-Eosin gefarbt. Die Tubuli Seminferi
aus E2f6-/- Miannchen zeigen weniger reife Spermatiden als die E2f6+/4+ Kontrollen und
sind mit einem eosinophilen Material gefiillt (Pfeil). Das Interstitium weist eine erhdhte
Anzahl an Leydig-Zellen im Vergleich zur Kontrolle auf («). Der Ductus Epididimydis von
E216-/- Mausen ist nur wenig mit reifen Spermatiden gefiillt.

Weitere Untersuchungen in Zusammenarbeit mit Jos¢ Barbero (Madrid) unterstiitzen die

histologische Beobachtung eines Defektes in der Spermatogenese von E2{6-/- Méusen:
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Die intratubulédren Zellen der Hoden einer E2{6-/- und einer Kontrollmaus wurden isoliert
und Sertoli Zellen, primére und sekundire Spermatozyten sowie Spermatiden angereichert.
Diese Zellpopulation wurde mit einem DurchfluBzytometer nach ihrem DNA Gehalt auf-
getrennt. Hierbei wurde in E2f6-/- Tieren im Vergleich zur Wildtyp Kontrolle eine signifi-
kante Reduktion der Zellen mit einem einfachen DNA Gehalt (1N; Spermatiden) detek-
tiert. Gleichzeitig akkumulierten Zellen mit diploiden und tetraploiden (2N, 4N; Spermato-
zyten) Chromosomensatz (Abbildung 4.3).

A A
200 1 E2f6+/+ 200 E2f6-/-
R S
..Pﬁ' 1N
1 aez 2N 1 an
4N
0 — — > 0 ‘ T B
0 1023 1023
Fluoreszenzintensitat Fluoreszenzintensitat
Genotyp 4N 2N 1N APZ
1.8 12.3 78.3 53
E2f6-/- 10.0 63.5 12.1 2.0

Abbildung 4.3: Die Anzahl reifer Spermatiden in den Tubuli Seminiferi von E2f6-/-
Minnchen ist reduziert

Die Hoden von 6 Monate alten E2f6-/- und E2f6+/+ Miannchen wurden pripariert und Ser-
toli Zellen, primédre und sekundédre Spermatozyten sowie Spermatiden angereichert. Der
DNA Gehalt dieser Zellen wurde durchfluBzytometrisch bestimmt und die jeweilige An-
zahl in einem Histogramm dargestellt und quantifiziert. In E2f6-/- Hoden war eine deutlich
reduzierte Anzahl von Zellen mit einem einfachen (1N) DNA Gehalt zu beobachten. (APZ:
apoptotische Zellen; IN: einfacher DNA Gehalt, 2N zweifacher DNA Gehalt; usw.)

Somit konnte auf zelluldrer Ebene der histologische Befund eines Spermatogenesedefektes
bestétigt werden. Es sind jedoch weitere detaillierte Untersuchungen notwendig, um den
Defekt in der Spermatogenese E2F6 defizienter Méuse zu charakterisieren. Es sollte ab-

schlieBend erwdhnt werden, dass E2f6-/- Méannchen fruchtbar sind (Abschnitt 4.1.1). Je-
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doch muss bei Mdusen die Spermatogenese um 90% reduziert werden, bis ein Effekt auf
die Fertilitiat beobachtet werden kann (Russell ez al., 1990).

Alle anderen untersuchten Organe von E2{6-/- Méusen zeigten eine normale Morphologie.

4.2 Untersuchungen E2F6 defizienter Fibroblasten

Da E2F6 der Familie der E2F Transkriptionsfaktoren zugeordnet wird und verschiedene
Studien Evidenz fiir eine Funktion von E2F6 im Zellzyklus lieferten (Cartwright et al.,
1998; Gaubatz et al., 1998; Ogawa et al., 2002), sollte als nichstes die Proliferation und

das Wachstum E2F6 defizienter Zellen untersucht und charakterisiert werden.

4.2.1 E2F6 defiziente murine embryonale Fibroblasten wachsen normal

Um die Funktion von E2F6 in der Regulation der Zellproliferation zu untersuchen, wurde
zunichst das Wachstum E2F6 defizienter primirer embryonaler Fibroblasten analysiert.
Dabei handelt es sich um primédre Zellen, die aus 13.5 Tage alten Embryonen isoliert wer-
den und fiir eine kurze Zeit in-vitro kultiviert werden kdnnen.

Zur Gewinnung dieser Zellen wurden E2f6+/- Tiere verpaart und der Zeitpunkt der Be-
fruchtung durch eine Plug-Kontrolle bestimmt (siehe 3.1.2). Nach 13.5 Tagen wurden die
Embryonen aus dem Uterus prépariert, das blutbildende Gewebe entfernt und Fibroblasten
aus dem Restgewebe des Embryos isoliert (siche 3.2.1). Der Kopf der Embryonen wurde
wéhrend der Préparation abgetrennt, das Gewebe enzymatisch verdaut und anschlieBend
mit einer PCR genotypisiert (siehe 3.5.1.2 und 3.5.1.5). Auf diese Weise konnte der E2{6
Genotyp der isolierten Fibroblasten bestimmt werden.

Durch die asynchrone Entwicklung der Embryonen entstehen geringe Variationen im Pro-
liferationsverhalten der aus den Embryonen isolierten Fibroblasten. Daher wurden fiir die
folgenden Analysen jeweils drei verschiedene E2f6-/- bzw. E2f6+/+ Fibroblastenklone
verglichen.

Die E2f6-/- und die Kontrollzellen wurden jeweils in 24 Loch Platten ausgesit (Passage-2;
P-2) und zu den angegeben Zeitpunkten mit einer Formalinlosung fixiert. AnschlieBend
wurden die fixierten Zellen mit Kristallviolett geférbt, das als kationischer Farbstoff an
Nukleinsduren und saure Polysaccharide bindet. Die Intensitit dieser Farbung bildet dabei

ein relatives MaB fiir die Anzahl der fixierten Zellen. Um die Férbung zu quantifizieren,
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wurde das Kristallviolett mit einer 10%igen Essigsdurelosung extrahiert und die optische
Dichte (OD) dieses Extraktes mit einem ELISA Reader bestimmt (siehe 3.2.7). Die OD ist
in Abbildung 4.4 in Abhéngigkeit von der Dauer der Kultivierung der Fibroblasten darge-
stellt. Das Wachstumsverhalten E2F6 defizienter Zellen wurde zum einen unter Standard-
bedingungen mit 10% Serum, zum anderen unter serumarmen Bedingungen mit 2% Se-
rum bestimmt. Jedoch war kein Wachstumsunterschied von E2f6-/- Zellen im Vergleich zu
Kontrollzellen in einem Zeitraum von 5 Tagen erkennbar. Somit kann zunéchst geschlos-
sen werden, dass das Fehlen von E2F6 die Proliferation primdrer Fibroblasten nicht zu

beeintrichtigen scheint.

B E2f6+/+ B E2f6+/+

s, Wl E2f6-/- 26, W E2f6-/-

20
15
5 E”JI
0 0 'ﬁ/k
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relative Zellzahl
relative Zellzahl

Abbildung 4.4: E2f6-/- Fibroblasten proliferieren normal

Je drei verschiedene E2f6-/- und E2f6+/+ Fibroblastenklone wurde in 24 Loch Platten aus-
gesit und unter (A) Standard (10% Serum) bzw. (B) serumarmen Bedingungen (2% Se-
rum) kultiviert. Nach definierten Zeitpunkten wurden die Zellen fixiert und mit Kristallvio-
lett gefirbt. Der Farbstoff wurde extrahiert, die optische Dichte (OD) bestimmt, ins Ver-

héltnis zur Referenz (OD nach Oh) gesetzt und graphisch dargestellt. Die OD bildet somit
ein relatives MaB fiir die Anzahl der Zellen.

4.2.2 E2F6 defiziente Fibroblasten zeigen eine normale Zellzyklusverteilung

In Ergénzung zu der Untersuchung des Wachstumsverhaltens wurde die Verteilung der
Zellzyklusphasen in asynchron wachsenden E2F6 defizienten embryonalen Fibroblasten
mit einem Durchflulzytometer bestimmt und mit Kontrollzellen verglichen.

Hierzu wurden erneut drei verschiedene E2F6 defiziente Fibroblastenklone bzw. Kontroll-

zellen ausgesét (P-2) und bis zu einer Dichte von 70%-80% unter Standardbedingungen
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kultiviert. Anschlieend wurden die Zellen von der Kulturschale mit Trypsin geldst, mit
70% Ethanol fixiert und die DNA mit dem DNA-interkalierenden Farbstoff Propidiumio-
did (PI) geférbt (siehe 3.2.8). Fibroblasten mit einem einfachen DNA Gehalt (1N; GO/G1
Zellen) werden dabei weniger stark durch das Propidiumiodid angefarbt als Zellen mit ei-
nem doppelten DNA Gehalt (2N; G2/M Zellen). Mit Hilfe eines Durchfluzytometers
(Fluorescence activated cell-sorter; FACS) wurde die Fluoreszenzemission des PI fiir ein-
zelne Zellen bestimmt. Die Intensitit der Emission korreliert mit dem DNA Gehalt der
Zellen. Somit konnten die E2F6 defizienten Fibroblasten durchfluBzytometrisch aufge-
trennt, ihr DNA Gehalt quantifiziert und die Zellzyklusphase bestimmt werden.

Verschiedene Kulturen von E2f6-/- Fibroblasten zeigten eine zu den Kontrollzellen identi-

sche Verteilung tiber die G1, S und G2 Phase im Zellzyklus (Abbildung 4.5).

60- E2f6 +/+1 W E2f6 -/-1
B E2f6 +/+2 W E2f6 -/-2
50 - W E2f6 +/+3 W E2f6 -/-3
c  40-
@
@
N 3p-
=
20+
10-
0-
G1 S G2/M

Abbildung 4.5: E2f6-/- Fibroblasten zeigen eine normale Zellzyklusverteilung

Je drei verschiedene E2{6-/- und E2f6+/+ Fibroblastenklone (P-3) wurden in subkonfluen-
ter Dichte isoliert. Die Anzahl der Zellen in einer bestimmten Zellzyklusphase wurde
durchfluBzytometrisch bestimmt, quantifiziert und graphisch dargestellt. Es waren keine
Unterschiede in der Verteilung asynchron wachsender E2f6-/- Zellen iiber die G1, S und
G2/M Phase des Zellzyklus im Vergleich zu E2f6+/+ Zellen zu erkennen.

Diese Beobachtung war vor dem Hintergrund der zuvor beschriebenen normalen Prolifera-
tion E2F6 defizienter Fibroblasten zu erwarten und beide Ergebnisse stehen im Einklang
mit der normalen Entwicklung E2F6 defizienter Mause. Es konnte somit keine Evidenz fiir
eine Funktion von E2F6 in der Regulation der Zellproliferation und des Zellwachstums

erhalten werden.
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4.2.3 E2F6 defiziente Fibroblasten kehren aus der G0 Phase mit einer normalen

Kinetik in den Zellzyklus zuriick

Eine Uberexpression von E2F6 in NIH3T3 Zellen resultiert in einem verzdgerten Wieder-
eintritt der Zellen in den Zellzyklus nach Serumentzug (Gaubatz et al., 1998). Ogawa et al.
beschrieben einen E2F6 Proteinkomplex, der spezifisch in der Go Phase des Zellzyklus auf
den Promotoren E2F regulierter Gene nachweisbar war (Ogawa ef al., 2002). Daher sollte
untersucht werden, ob E2F6 eine Funktion in der GO Phase des Zellzyklus hat.

Hierzu wurden E2F6 defiziente embryonale Fibroblasten ausgesit (P-2), passagiert und
anschlieBend fiir 72h in Hungermedium kultiviert. Primére Zellen arretieren unter diesen
Umstédnden den Zellzyklus und werden quieszent (GO). Nach 72 Stunden wurden die Zel-
len durch die Zugabe von Vollmedium synchron in den Zellzyklus zuriickgefiihrt (sieche
3.2.4). Um spezifisch den Anteil der Zellen bestimmen zu konnen, die in der Replikati-
onsphase (S-Phase) sind, wurden die Zellen 1h vor der Fixierung mit BrdU (5’Bromo-
2’DeoxyUridine) versetzt. BrdU ist ein Nukleotidanalog, das wahrend der S-Phase in die
DNA inkorporiert wird. Nach Fixierung der Zellen kann das BrdU durch einen mit FITC
(Fluoreszein-Iso-Thio-Cyanat) gekoppelten Antikorper markiert werden (siehe 2.5.1). Die
Fluoreszenzemission des FITC wird anschlieBend durchfluBzytometrisch bestimmt. Die
Intensitit der Emission korreliert mit dem BrdU Gehalt und damit mit dem Anteil an Zel-
len, die sich in der Replikationsphase des Zellzyklus befinden. Zunéchst konnte festgestellt
werden, dass E2F6 defiziente Zellen durch Serumentzug im Zellzyklus arretiert werden
konnen. Gleichzeitig konnte beobachtet werden, dass E2F6 defiziente Zellen nach Serum-
zugabe die GO Phase mit der gleichen Kinetik wie entsprechende Kontrollzellen verlassen

(siche Abbildung 4.6).
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Abbildung 4.6: E2f6-/- Fibroblasten treten mit einer normalen Kinetik aus der G0
Phase in den Zellzyklus zuriick

Je drei verschiedene E2f6-/- und E2f6+/+ Fibroblastenklone (P-3) wurden durch Serum-
entzug in der GO Phase arretiert. Durch anschlieBende Serumzugabe nach 72h wurde syn-
chron die G1/S Phase induziert. Die Zellen wurden zu den angegebenen Zeitpunkten mit
BrdU behandelt. Das von den Zellen wiahrend der S-Phase in die DNA inkorporierte BrdU
wurde durchfluzytometrisch durch einen FITC (Fluoreszein-Iso-Thio-Cyanat) gekoppel-
ten Antikorper detektiert und dadurch spezifisch der Anteil an Zellen, die zum Zeitpunkt
der Fixierung in der S-Phase waren, ermittelt, quantifiziert und graphisch dargestellt.

Somit konnten entgegen der zuvor erwdhnten Evidenz fiir eine Funktion von E2F6 in der
GO Phase unter den hier gewdhlten experimentellen Bedingungen keine Hinweise erhalten

werden, dass E2F6 eine Funktion in der GO Phase des Zellzyklus hat.

4.2.4 Die Induktion von replikativer und onkogener Seneszenz in E2F6 defizien-

ten Fibroblasten ist normal

E2F6 interagiert in-vitro mit dem Bmil Polycomb Protein (Trimarchi et al., 2001). Bmil

reguliert die Expression von p16™%* und p19"*" durch Inhibition des INK4a/ARF Lokus.

6[NK4£I

Im Einklang damit exprimieren Bmil defiziente Fibroblasten verstirkt pl und

94RF arretieren nach wenigen Zellteilungen im Zellzyklus und werden seneszent (Jacobs

pl
et al., 1999). Um zu untersuchen, ob E2F6 durch die Interaktion mit Bmil an der Regulati-
on des INK4a/ARF Lokus beteiligt ist, sollte die Induktion der Seneszenz in E2f6-/-

Fibroblasten analysiert werden.
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Hierzu wurden E2f6-/- Fibroblasten und Wildtyp Kontrollen ausgesét (P-2) und nach ei-
nem 373 Protokoll passagiert. Bei jeder Passage wurden die absolute Zellzahl bestimmt
und in Abhéngigkeit von der Passage dargestellt (siche 3.2.3). Dabei konnte beobachtet
werden, dass E2f6-/- Fibroblasten nach etwa 5-6 Passagen im Zellzyklus arretieren und
morphologische Charakteristika einer replikativen Seneszenz zeigen (vergroBertes und
flach verzweigtes Zytoplasma). Dies entspricht der in den Kontrollzellen beobachteten
Kinetik der Seneszenzinduktion (Abbildung 4.7 (A)).

In Erginzung dazu wurde die Expression von p16™~* und p19**" iiberpriift. Hierzu wur-
den aus jeweils zwei E2f6-/- und E2f6+/+ Fibroblastenklonen (P-3) die Gesamt-RNA iso-
liert und die p16™** und p19*** Expression mit einer RT-PCR semiquantitativ analysiert
(siehe 3.5.2.1 und 3.6.1). Im Einklang mit der normalen Induktion der replikativen Senes-

6""%¥ oder p19**" Expression beo-

zenz in E2f6-/- Fibroblasten wurde keine erhohte pl
bachtet (Abbildung 4.7 (B)).
Somit konnte keine Evidenz fiir eine Funktion von E2F6 in der Induktion der replikativen

Seneszenz erhalten werden.
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Abbildung 4.7: E2f6-/- Zellen zeigen eine normale Induktion der replikativen Senes-
zenz

(A) Je drei verschiedene E2f6-/- und E2f6+/+ Fibroblastenklone wurden nach einem 3T3
Protokoll passagiert. Bei jeder Passage wurde die absolute Zellzahl bestimmt und in Ab-
hingigkeit von der Passage graphisch dargestellt. Durch die Induktion der replikativen
Seneszenz nahm die Anzahl der E2f6-/- Zellen identisch zu den Kontrollzellen nach weni-
gen Passagen deutlich ab. (B) Aus je zwei verschiedenen E2f6-/- und E2f6+/+
Fibroblastenklonen wurde Gesamt-RNA isoliert, cDNA synthetisiert und mit einer PCR
die Expression von pl6™%* und p19*®" semiquantitativ analysiert. Dabei konnte keine
deregulierte Expression von p16™%* und p19** in E2f6-/- Zellen beobachtet werden.
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Eine charakteristische Eigenschaft primdrer Zellen ist die Arretierung im Zellzyklus nach
einer konstitutiven Stimulation der Zellproliferation durch ein Onkogen (onkogene Senes-
zenz). Um eine Funktion von E2F6 in dieser onkogenen Seneszenz zu iiberpriifen, wurde
mit Hilfe einer retroviralen Infektion eine konstitutiv aktive Form des Ras Onkoproteins
(RasV12) in primédren embryonalen Fibroblasten exprimiert (siche 3.3.3). AnschlieBend
wurden die Fibroblasten in einer Dichte von 1x10* Zellen auf 10cm Kulturschalen ausge-
sdt und ohne weitere Passagierung unter Selektionsbedingungen iiber 10 Tage kultiviert.
Durch die abschlieBende Farbung der Zellen mit Kristallviolett, konnte das Wachstum der
Zellen quantifiziert werden (siche 3.2.10). Dabei wurde ein Arrest E2F6 defizienter Zellen
im Zellzyklus in Antwort auf die Uberexpression des konstitutiv aktiven Ras Onkoproteins
beobachtet (Abbildung 4.8). Dieser Arrest war identisch zu dem Wachstumsstopp der Kon-
trollzellen. Aufgrund dieses normalen Zellzyklusarrests E2F6 defizienter Zellen in Antwort
auf die onkogene Wachstumsstimulation ist zu vermuten, dass E2F6 keine Funktion in der
Regulation der onkogenen Seneszenz hat.

Zusammengefasst konnte somit keine Evidenz fiir eine funktionelle Interaktion von E2F6

mit Bmi-1 in der Induktion der replikativen oder onkogenen Seneszenz erhalten werden.

Control Ras(V12)

E2F6 +/+

E2F6 -/-

Abbildung 4.8: E2f6-/- Fibroblasten induzieren einen Wachstumsarrest nach Uber-
expression eines Onkoproteins

E216-/- Zellen und E2f6+/+ Zellen (P-3) wurden mit einer konstitutiv aktiven Mutante des
Ras Onkoproteins (RasV12) infiziert, subkonfluent ausgesit, fiir 10 Tage unter Selektions-
bedingungen kultiviert und mit Kristallviolett gefirbt. E2f6-/- Zellen reagieren auf die U-
berexpression von Ras(V12), identisch zu den Kontrollzellen, mit einem Wachstumsarrest.
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4.3 Der Skelettphinotyp E2F6 defizienter Miuse

In zwei unabhédngigen Studien konnte die Interaktion von E2F6 mit Polycomb Proteinen
gezeigt werden (Trimarchi et al., 2001; Ogawa et al., 2001). Polycomb Proteine bilden
Multiproteinkomplexe, die eine Expression homeotischer Gene (Hox Gene) wihrend der
Embryonalentwicklung und in adulten Zellen stabil inhibieren (Jacobs und van Lohuizen,
2002; siche 1.4.2.1). Polycomb defiziente Méuse zeigen neben anderen Phénotypen poste-
riore homeotische Transformationen, d.h., ein Segment der antero-posterioren Achse zeigt
die charakteristische Morphologie eines weiter kaudal lokalisierten Segmentes (Bateson,
1894; Veraksa et al., 2000). Diese posterioren homeotischen Transformationen Polycomb
defizienter Méuse korrelieren mit einer Verschiebung der anterioren Expressionsgrenzen

spezifischer Hox Gene.

4.3.1 Posteriore homeotische Transformationen in E2F6 defizienten Mausen

Um die Interaktion von Polycomb Proteinen mit E2F6 in-vivo zu untersuchen, sollten zu-
nichst die Skelette E2F6 defizienter Mause analysiert werden.

Hierzu wurden zundchst die Skelette von zwei adulten E2{6-/- Tieren und einem E2{6 +/+
Kontrolltier mit einem Rontgenbild dargestellt. Wie in Abbildung 4.9 zu erkennen ist, zei-
gen E2F6 defiziente Tiere einen normalen Aufbau des Skelettes.

Die antero-posteriore Achse der Maus gliedert sich in sieben Halswirbelkdrper (C1-C7),
dreizehn Thorakalwirbel (T1-T13), sechs Lumbalwirbel (L1-L6), vier Sakralwirbelkdrper
(S1-S4) und einer variablen Anzahl von Kaudalwirbeln. Die sorgfiltige Analyse der Wir-
belkorper fithrte zu der Beobachtung, dass der sechste Lumbalwirbel (L6) E2F6 defizienter
Maiuse eine verdnderte Morphologie in Form der Bildung einer einseitigen sakro-
iliakischen Verbindung zeigte. Die Wirbelkorper L1-L5 erschienen dagegen normal (Ab-
bildung 4.9).
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E2f6+/+ E2f6-/-

Abbildung 4.9: Verinderte Morphologie des 6. Lumbalwirbels einer E2f6-/- Maus
Von einer E2f6-/- und einer Kontrollmaus wurden von ventral ein Rontgenbild des Skelet-
tes angefertigt. Der thorako-lumbo-sakrale Bereich der Wirbelséule ist vergroBert darge-
stellt. Der dreizehnte Thorakalwirbel (T13), der erste und der sechste Lumbalwirbel (L1
und L6) sowie der erste Sakralwirbel (S1) sind markiert. L6 zeigt in der hier dargestellten
E2f6-/- Maus eine einseitige sakro-iliakische Verbindung (Pfeil).
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Um diese Beobachtung mit einer groBeren Anzahl an Tieren zu bestétigen, wurden Ske-
lettpriaparationen und Skelettfarbungen von 16.5 Tage alten Embryonen und von neugebo-
renen Méusen durchgefiihrt. Zu diesen Zeitpunkten ist das Skelett bereits entwickelt, ist
technisch gut zu préiparieren und es konnen Ossifikationszentren des Skelettes dargestellt
und untersucht werden. Die Knochenanteile der freipréparierten Skelette wurden mit Ali-
zarin-Rot, die Knorpelanteile mit Alcian-Blau eingefirbt (sieche 3.4.3). Die Genotypisie-
rung der Tiere erfolgte durch eine Gewebebiopsie aus dem Schwanz und einer nachfolgen-
den PCR (siehe 3.5.1.2 und 3.5.1.4).

Eine Gesamtdarstellung der gefarbten Skelette zeigt Abbildung 4.10 (A). Die Skelette
E2F6 defizienter Tiere erscheinen zundchst normal in Aufbau und Gliederung. Abbildung
4.10 (B) zeigt den thorako-lumbalen Bereich des Skelettes von zwei E2{6-/- Méusen und
einer Kontrollmaus. Die genaue Analyse und Auszéhlung bestdtigte den zuvor anhand der
Rontgenbilder gestellten Befund einer verdnderten Wirbelsegmentierung im Lumbalbe-
reich der Wirbelsdule. An den Seiten des sechsten Lumbalwirbelkorpers sind sakro-
iliakische Verbindungen zu erkennen. Diese werden sowohl einseitig als auch an beiden
Seiten des Wirbels gebildet. Somit zeigt der sechste Lumbalwirbel der E2f6-/- Méuse die
charakteristische Morphologie des ersten Sakralwirbels. Diese Segmentverschiebung kann
als eine posteriore homeotische Transformation bezeichnet werden. In Ergdnzung dazu ist
die dreizehnte thorakale Rippe in einigen der untersuchten E2f6-/- Méuse degeneriert. Die-
ses kann als eine Transformation des dreizehnten Thorakalwirbels zum ersten Lumbalwir-
bel interpretiert werden und bildet somit ebenfalls eine posteriore homeotische Transfor-
mation (Abbildung 4.10 (B)). In Tabelle 4.3 sind die beobachteten morphologischen Ske-
lettverdnderungen in den E2{6-/- Mdusen zusammengefasst (sieche Seite 90). In keinem der
Kontrolltiere wurde eine Transformation dieser Wirbelsegmente identifiziert. Die posterio-
re homeotische Transformation des sechsten Lumbalwirbels zum ersten Sakralwirbel
konnte jedoch in 75% der untersuchten E2F6 defizienten Tiere beobachtet werden. Die
Degeneration der dreizehnten thorakalen Rippe wurde in 25% der Tiere nachgewiesen.
Dagegen war dieser Skelettphidnotyp in E2f6 heterozygoten Tiere deutlich seltener zu er-
kennen. Moglicherweise deutet dieses auf einen Dosiseffekt von E2F6 hin, jedoch war die

Anzahl der untersuchten E2f6+/- Tiere gering.
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E2f6+/ + E2f6-/ -

Abbildung 4.10: Posteriore homeotische Transformationen in E2f6-/- Miusen
Ventrale Ansicht von Skeletten einer neugeborenen E2f6-/- und einer Kontrollmaus. Die
Knochenanteile des Skelettes sind mit Alizarin-Rot, die Knorpelanteile mit Alcian-Blau
gefarbt. Der markierte Abschnitt wurde vergroBert dargestellt. Der dreizehnte Thorakal-
wirbel (T13), der erste Lumbalwirbel (L1), der sechste Lumbalwirbel (L6) und der erste
Sakralwirbel (S1) sind markiert. E2f6-/- Miuse zeigen z.T. eine degenerierte dreizehnte
Rippe ( R13, weille Pfeilspitze; normale Morphologie schwarze Pfeilspitze) und eine
sakro-iliakische Verbindung sowohl an einer als auch an beiden Seiten von L6 (weille
Pfeilspitzen; normale Morphologie schwarze Pfeilspitzen). Diese Skelettverdnderungen
stellen sog. posteriore homeotische Transformationen dar.
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Zusammengefasst zeigen E2f6-/- Miuse posteriore homeotische Transformationen, die
eine auffillige Ahnlichkeit zu den in Polycomb defizienten Miusen detektierten Skelett-
veranderungen aufweisen. Im Einklang mit den Skelettphdnotypen Polycomb defizienter
Maiuse waren auch in E2f6-/- Méusen die posterioren homeotischen Transformationen

nicht zu 100% penetrant, d.h., dass nicht alle untersuchten Tiere diesen Phinotyp zeigen.

. Penetranz der Skeletttransformationen in %
Phanotyp
E2f6-/- E2f6+/-

L6>S1 0 75 40
Einseitig 0 44 40
beidseitig 0 31 0
T13>L1 0 25 0
Einseitig 0 19 0
beidseitig 0 6 0

Tabelle 4.3: Penetranz posteriorer homeotischer Transformationen in E2f6-/- Miusen
In dieser Tabelle ist die Haufigkeit der in neugeborenen E2f6-/- Mausen und in 16.5 Tage
alten E2f6-/- Embryonen beobachteten posterioren homeotischen Transformationen ent-
lang der antero-posterioren Achse zusammenfassend dargestellt.

Zwar sind die Segmentverschiebungen in E2F6 defizienten Mausen im Gegensatz zu den
transgenen Polycomb Médusen auf den kaudalen Bereich der Wirbelsdule beschriankt, den-
noch liefern diese Beobachtungen erstmals in-vivo Evidenz fiir eine funktionelle Interakti-

on von E2F6 mit Polycomb-Proteinen.

4.3.2 Die Expression homeotischer Gene in E2F6 defizienten Embryonen

Die Skeletttransformationen E2F6 defizienter Méuse fithren zu der Vermutung, dass, in
Analogie zu den Beobachtungen in Polycomb defizienten Miusen, die anterioren Expres-
sionsgrenzen spezifischer Hox Gene delokalisiert sind.

In diesem Zusammenhang stellt sich zunichst die Frage, ob E2F6 wéhrend der Embryo-
nalentwicklung exprimiert wird und in welchen Geweben diese Expression nachweisbar

ist.
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4.3.2.1 E2F6 ist in der Embryonalentwicklung ubiquitiir exprimiert

Um die Expression von E2F6 wihrend der Embryonalentwicklung zu untersuchen, wurden
in-situ Hybridisierungen an 9.5 Tage alten Embryonen durchgefiihrt. Zu diesem Zeitpunkt
ist die Expression homeotischer Gene initiiert und die anterioren Expressionsgrenzen durch
Polycomb Proteinkomplexe determiniert (Burke et al., 1995).

Hierzu wurden Wildtypméuse verpaart, der Zeitpunkt der Befruchtung festgestellt und am
Tag 9.5 der Schwangerschaft die Embryonen aus dem Uterus pripariert, entwéssert und
mit Paraformaldehyd fixiert (siche 3.1.4). E2f6-/- Embryonen aus einer Kreuzung E2F6
defizienter Tiere dienten als Kontrolle.

Fiir die in-situ Hybridisierung wurde eine mit Digoxygenin (DIG) markierte RNA Sonde
generiert, die komplementér zur E2F6 mRNA ist. Diese Sonde wurde nach der Hybridisie-
rung mit einem anti-DIG Antikorper spezifisch detektiert. Der Antikdrper ist mit einer Al-
kalischen Phosphatase gekoppelt, das im Rahmen einer Farbstoffreaktion zur Anfarbung

der E2F6 exprimierenden Gewebe genutzt wird (siehe 3.6.2).

E2f6+/ + E2f6-/ -

Abbildung 4.11: E2F6 wird ubiquitir am Tag 9.5 der Embryonalentwicklung expri-
miert

Eine Digoxygenin (DIG) markierte, zur E2F6 mRNA komplementire RNA Sonde, wurde
mit 9.5 Tage alten E2f6+/+ und E2f6-/- Embryonen hybridisiert. Die Detektion der Sonden
erfolgte mit einem mit alkalischer Phosphatase gekoppelten anti-DIG Antikorper und einer
anschlieBenden Farbereaktion. Die blaue Farbung markiert somit die Gewebe, in denen die
E2F6 mRNA am Tag 9.5 der Embryonalentwicklung exprimiert wird.

Wie in Abbildung 4.11 zu erkennen ist, wird E2F6 am Tag 9.5 der Embryonalentwicklung

exprimiert. Die gleichmifBige blaue Farbung des Embryos deutet auf eine ubiquitire Ex-
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pression von E2F6 zu diesem Zeitpunkt der Embryonalentwicklung hin. Es konnte keine
verstirkte Expression in den mesodermalen Segmenten entlang der antero-posterioren
Achse beobachtet werden. Die Kontrolle mit E2F6 defizienten Embryonen zeigt dagegen
wie erwartet keine Farbung.

Dieses Ergebnis bestitigt vorangegangene Analysen durch Dr. Stefan Gaubatz, die eine
ubiquitdre E2F6 Expression am Tag 13.5 der Embryonalentwicklung zeigten (Storre ef al.,
2002).

4.3.2.2  Die Expression homeotischer Gene in E2f6-/- Embryonen

Nachdem eine ubiquitire Expression von E2F6 am Tag 9.5 und am Tag 13.5 der Embryo-
nalentwicklung bestétigt werden konnte, sollte im Anschluss die Expression von Hox Ge-
nen untersucht werden.

Im Mausgenom existieren 39 verschiedene Hox Gene, die in 4 genomischen Klustern or-
ganisiert sind (Hox A-D). Nach dem Prinzip der Kolinearitit werden die im 5 Bereich des
Klusters lokalisierten Hox Gene in den kaudalen Segmentanlagen, die im 3’ Bereich loka-
lisierten Hox Gene im kranialen Bereich exprimiert (Cilio ef al., 2001). Da sich die poste-
rioren homeotischen Transformationen in E2f6-/- Méusen auf den kaudalen Bereich der
embryonalen Lédngsachse beschridnkten, wurden solche Hox Gene untersucht, die im 5’
Bereich der Hox Genkluster lokalisiert sind.

Eine erste Untersuchung im Rahmen dieser Arbeit umfasste die Hox Gene Hox C9 und
Hox D9, Hox B8 und Hox C8 sowie Hox C10 und Hox C11. Das bis in den kranialen Be-
reich der antero-posterioren Achse exprimierte Hox B3 Gen diente als Kontrolle. Fiir diese
Hox Gene wurden jeweils DIG markierte RNA-Sonden generiert und diese fiir in-situ
Hybridisierungen an 9.5 Tage alten Embryonen verwendet (siehe 3.6.2). Wie zuvor be-
schrieben, erfolgte die Detektion der RNA Sonden durch einen mit der alkalischen
Phosphatase gekoppelten anti-DIG Antikdrper und einer anschlieBenden Farbreaktion. Die
in-situ Hybridisierungen fiir Hox C8 und Hox C10 sind in Abbildung 4.12 gezeigt. Die
Hox C8 und Hox C10 exprimierenden Gewebe sind dunkel angefarbt. Eine deutliche ante-
riore Expressionsgrenze in den mesodermalen Anlagen konnte qualitativ gut dargestellt

werden.
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E2f6 +/ + E2f6 -/ -

Hox C10

Hox C8

Abbildung 4.12: In-situ Hybridisierung von Hox C10 und Hox C8 an 9.5 Tage alten
Embryonen

Eine Digoxygenin (DIG) markierte, zur Hox C8 bzw. Hox C10 mRNA komplementére
RNA- Sonde wurde synthetisiert und mit 9.5 Tage alten E2f6+/+ und E2{6-/- Embryonen
hybridisiert. Die Detektion der Sonden erfolgte mit einem mit der alkalischen Phosphatase
gekoppelten anti-DIG Antikorper und einer anschlieBenden Féarbereaktion. Die blau-dunkle
Farbung markiert somit die Bereiche, in denen die Hox C8 bzw. die Hox C10 mRNA
exprimiert wird. Auf diese Weise konnte eine anteriore Expressionsgrenze dieser Hox Ge-
ne dargestellt werden.

Zur Bestimmung der anterioren Expressionsgrenzen der untersuchten Hox Gene und zum
Vergleich zwischen E2f6+/+ und E2f6-/- Embryonen wurde jeweils die Anzahl der meso-
dermalen Somiten ermittelt, die nicht durch die in-situ Hybridisierung geférbt wurden (sie-
he 3.6.2.2). Zwar ist diese Auswertung durch eine schwer identifizierbare Somitenanzahl
im kranialen Bereich der antero-posterioren Achse erschwert, dennoch ist von einer Ge-
nauigkeit der Auszdhlung von +/-1 Segment auszugehen. In Tabelle 4.4 sind die Ergebnis-
se dieser Auszédhlung fiir die in-situ Hybridisierungen der genannten Hox Gene zusam-
mengefasst: Die Hox B3 Expression umfasste wie erwartet die gesamte antero-posteriore
Achse. Die Expression der untersuchten Hox Gene in E2f6-/- und in Kontrollembryonen
hatte eine vergleichbare Intensitét, allerdings ist eine Quantifizierung mit dieser Methode
schwierig. Die Anzahl der nicht-angefarbten Somiten in den E2{6-/- Embryonen entsprach
der Anzahl in den Kontrollembryonen. Somit konnte fiir die hier untersuchten Hox Gene
keine Verschiebung der Expressionsgrenze in E2F6 defizienten Embryonen identifiziert

werden (Tabelle 4.4).
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Anteriore Expressionsgrenze
Hox Gen
E2f6+/+ E2f6-/-
Hox C9 17-19 Segmente 17-19 Segmente
(n=5) (n=8)
Hox D9 18-19 Segmente 18-19 Segmente
(n=5) (n=4)
Hox B8 10-11 Segmente 10-11 Segmente
(n=4) (n=5)
Hox C8 16 -17 Segmente 16 -17 Segmente
(n=3) (n=3)
Hox C10 22-23 Segmente 22-23 Segmente
(n=4) (n=3)
Hox C11 26-28 Segmente 26-28 Segmente
(n=5) (n=3)
Hox B3 3-4 Segmente 3-4 Segmente
(n=3) (n=3)

Tabelle 4.4: Keine Delokalisation anteriorer Expressionsgrenzen spezifischer Hox

Gene in E2f6-/- Embryonen

Die anterioren Expressionsgrenzen verschiedener Hox Gene wurden mit einer in-situ
Hybridisierung in E2f6-/- bzw. in E2f6+/+ Embryonen dargestellt. Zum Vergleich der Lo-
kalisation dieser Expressionsgrenze wurden die mesodermalen Segmente zwischen der
Expressionsgrenze und dem ersten kranialen Segment (Segment 1) ausgezahlt und die An-
zahl zwischen E2f6-/- und Kontrollembryonen verglichen (Anzahl der ausgezéhlten Seg-

mente und die Anzahl der untersuchten Embryonen ist jeweils angegeben).

Jedoch ist zu beachten, dass nur eine Auswahl an Hox Genen untersucht werden konnte.

Diese Untersuchungen miissten ausgeweitet werden auf alle Hox Gene, die in den kauda-

len Anteilen der antero-posterioren Achse exprimiert werden.
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4.4  Identifizierung E2F6 regulierter Gene

Um E2F6 regulierte Gene zu identifizieren und mit bereits publizierten Zielgenen des hu-
manen E2F6 zu vergleichen (siehe 1.4.2.4), wurde im Rahmen dieser Arbeit ein systemati-

scher Ansatz angewendet.

4.4.1 Expressionsanalyse von E2f6-/- Fibroblasten

Um E2F6 regulierte Gene zu identifizieren, sollte die Genexpression E2F6 defizienter Zel-
len untersucht und mit dem Expressionsmuster von Kontrollzellen verglichen werden.
Hierzu wurden, wie zuvor beschrieben, primidre embryonale Fibroblasten isoliert (siche
3.2.1). Fiir die Analyse der Genexpression wurden jeweils zwei E2f6-/- Fibroblastenklone
(P-2) vermischt, um interne Varianzen im Genexpressionsmuster auszugleichen. Entspre-
chend wurde mit E2f6+/+ Zellen verfahren. Die Fibroblasten wurden expandiert (P-3) und
durch Inkubation in Hungermedium in der GO Phase des Zellzyklus arretiert (siche 3.2.4).
Nach 72h wurden die Zellen mit Vollmedium inkubiert, in den Zellzyklus synchron zu-
riickgefiihrt und die Gesamt-RNA wachsender Zellen nach 20h isoliert. Wie in Abschnitt
4.2.3, gezeigt befindet sich zu diesem Zeitpunkt ein groBer Anteil der Zellen in der Repli-
kationsphase (S-Phase).

Durch eine reverse Transkription wurde die aus den Fibroblasten isolierte Gesamt-RNA
(siche 3.5.2.1) in eine cDNA umgeschrieben. Dabei wurde Aminoallyl markiertes dUTP
(aaUTP) verwendet und die cDNA somit markiert. Zundchst wurden die cDNA Proben
durch eine Veresterung der Aminoallyl Reste mit monoreaktiven, fluoreszierenden Cy3
und Cy5 Farbstoffen spezifisch markiert. AnschlieBend wurde in einem ersten Ansatz die
E2f6-/- cDNA mit Cy3, die E2f6+/+ cDNA mit Cy5 markiert, in einem zweiten Ansatz
wurde umgekehrt verfahren (,,Dye-Swap “ Verfahren; siehe 3.6.3). Die markierten cDNA
Proben aus E2f6-/- Fibroblasten und Kontrollzellen wurden zusammengefiihrt und mit ei-
nem cDNA Microarray hybridisiert. Dieser umfasste 11.500 cDNA Proben (im Folgenden
als Spots bezeichnet), von denen 9.000 Proben aus einer 15K Maus ¢cDNA Bibliothek (15k
mouse cDNA library, National Institute of Aging; USA) amplifiziert wurden und weitere
2500 aus einer 7K Maus cDNA Bibliothek (7K mouse cDNA library, National Institute of
Aging; USA, siehe 3.6.3). Die Intensitéit der Fluoreszenz eines Spots auf dem Microarray
nach der Hybridisierung mit der fluoreszenzmarkierten cDNA Probe korreliert mit dem

Expressionsgrad des entsprechenden Gens im Ausgangsmaterial. Mit einem Scanner konn-

94



Ergebnisse

ten die unterschiedlichen Fluoreszenzintensititen der cDNA Spots auf dem Array erfasst
und statistisch ausgewertet werden. Das experimentelle Vorgehen ist in Abbildung 4.13

zusammenfassend dargestellt.

C57/B1.6 E2f6 +/+ E2f6 -/-
E2f6-/- Fibroblasten | gjnropiastenkione Fibroblastenklone
Passage 3 Passage 3

\

RNA

|

cDNA
Markierung

| N\

Hybridisierung
Auswertung

O
(3,

N

11.5K mouse
cDNA Microarray

Abbildung 4.13: Versuchsaufbau zur vergleichenden Expressionsanalyse von E2f6-/-
und E2f6+/+ Fibroblasten mit einem cDNA Microarray

Gesamt-RNA aus wachsenden E2f6-/- und E2f6+/+ Fibroblasten wurde isoliert, cDNA
synthetisiert, diese mit fluoreszierenden Farbstoffen markiert und mit einem 11.5k Maus
cDNA Microarray hybridisiert. Das Fluoreszenzmuster wurde erfasst, die Fluoreszenzin-
tensitdten verglichen und statistisch ausgewertet.

Da E2F6 ein transkriptioneller Repressor ist, sind in Tabelle 4.5 die Gene zusammenge-
fasst, die in E2f6-/- Zellen im Vergleich zur Wildtyp Kontrolle stiarker exprimiert sind. In
dieser Tabelle ist die jeweilige verstirkte Expression eines spezifischen Gens in E2F6-/-
Fibroblasten angegeben (siehe 3.6.3). Unter den in E2f6-/- Fibroblasten signifikant ver-
starkt exprimierten Genen befanden sich das Adipogenese regulierende Gen (Adfp;
NM 007408) und das fiir die regulatorische Untereinheit 2B der Proteinkinase A kodieren-
de Gen (Prkar2b; XM 126885). Fiir beide jedoch war die verstiarkte Expression in einem
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weiteren cDNA Microarray Analyse nicht reproduzierbar und konnte somit nicht bestétigt
werden.

Jedoch war auffillig, dass zwei Gene, fiir die eine Funktion in der Meiose beschrieben
wurde, in E2f6-/- Fibroblasten verstirkt exprimiert waren. Das Smcll2 Gen (Structural
Maintenance of Chromosomes 112; NM 080470) und das Stag3 Gen (Stromale Antigen 3;
NM 016964) gehoren zur Gruppe der Kohésine, die wihrend der meiotischen Zellteilun-
gen die Adhédsion von Schwesterchromatiden vermitteln. Die verstirkte Expression von
Smc112 und Stag3 in E2F6 defizienten Fibroblasten konnte mit einer weiteren cDNA Mic-
roarray Expressionsanalyse bestétigt werden.

Eine verstarkte Expression in E2f6-/- Fibroblasten zeigten ebenfalls drei unbekannte, noch
nicht charakterisierte Gene. Dabei konnte bisher die Uberexpression des Gens XM 196054

in einer weiteren Expressionsanalyse mit einem cDNA Microarray bestétigt werden.

x-fach verstarkt
Gen exprimiert Datenbank Funktion
(fold change)
Unbekannt 6,8 XM_196054 Unbekannt
Smc1l2 6,0 NM 080470 Meiose
Stag3 2,7 NM 016964 Meiose
Unbekannt 1,9 AK050607 Unbekannt
Unbekannt 1,9 XM_137736 Unbekannt
Adfp 1,8 NM_007408 | Adipogenese
Prkar2b 1,7 XM_126885 viele

Tabelle 4.5: Verschiedene Gene sind in E2f6-/- Fibroblasten verstarkt exprimiert

In dieser Tabelle sind die Gene zusammengefasst, die in E2f6-/- Fibroblasten im Vergleich
zu Kontrollzellen verstirkt exprimiert sind. Die ,x-fach verstirkte Expression® (Fold
change) ist angegeben. Diese ergibt sich aus dem Vergleich der Fluoreszenzintensititen
individueller cDNA Spots auf dem Maus cDNA Microarray. Die in dieser Tabelle hervor-
gehobenen Gene konnten in einer unabhidngigen zweiten Expressionsanalyse bestétigt
werden.

Somit ergab dieser systematische experimentelle Ansatz erste Hinweise auf E2F6 regulier-
te Gene. Vor dem Hintergrund, dass die Spermatogenese E2F6 defizienter Miuse beein-

trachtigt ist (siche 4.1.2), war die Identifizierung der meiotischen Kohidsine Smc1l2 und
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Stag3 interessant. Mdoglicherweise deuten diese Ergebnisse auf eine gewebespezifische
Funktion von E2F6 hin.
Im Folgenden sollten die Ergebnisse der Expressionsanalyse durch experimentell alternati-

ve Ansétze bestitigt werden.

4.4.2 Bestiitigung der verstirkten Expression von Stag3, Smcll2 und
XM 196054 in E2f6-/- Fibroblasten

Um die Ergebnisse der systematischen Expressionsanalyse zu bestitigen, wurde Gesamt-
RNA aus E2f6-/- Fibroblasten und Kontrollzellen isoliert, mit einer reversen Transkription
in eine cDNA umgeschrieben und anschliefend die Expression der RNA mit einer semi-
quantitativen Polymerase Kettenreaktion (PCR) analysiert (siche 3.5.2.1 und 3.6.1).

Es konnte keine Expression von Smcll2, Stag3 und XM 796054 in den Kontrollzellen
detektiert werden (Abbildung 4.14 (A)). Dies steht im Einklang fiir die ausschlief8lich in
meiotischen Zellen nachgewiesene Expression von Smc1l2 und Stag3 (Revenkova et al.,
2001; Pezzi, N. et al., 2000). Im Gegensatz dazu zeigte die Expressionsanalyse mit einer
RT-PCR eine signifikante, reproduzierbare Expression von Smc112 und Stag3 in E2f6-/-
Fibroblasten. Ebenfalls konnte fiir das Gen XM 796054 eine deutlich erhohte Expression
nachgewiesen werden (Abbildung 4.14 (A)). Untersuchungen von Andrea Rubeck hierzu
ergaben, dass XM 196054 wie Stag3 und Smc1l12 ausschlieBlich in Hodengewebe expri-
miert wird (nicht gezeigt). Mdglicherweise ist XM 196054 somit ebenfalls ein Meiose spe-
zifisches Gen. Die Expression von Aktin war in allen Proben gleichmifig.

In Ergénzung dazu wurde die Expression von Stag3 in E2F6 defizienten Fibroblasten mit
einem Western Blot nachgewiesen. Hierzu wurden Lysate aus E2f6-/- Fibroblasten und aus
Kontrollzellen prapariert (siche 3.7.2), in einem SDS Proteingel aufgetrennt und mit einem
Immunoblot analysiert (siehe 3.7.4-3.7.6). Die Expression von Stag3 in E2F6 defizienten
Fibroblasten konnte mit einem spezifischen Antikdrper (Verdiinnung 1:200) nachgewiesen
werden (Abbildung 4.14 (B)). Da kein Smcll2 spezifischer Antikorper zur Verfiigung
stand, konnte die Smc112 Expression in E2f6-/- Zellen noch nicht mit einer Proteinexpres-
sionsanalyse bestétigt werden.

Zusammengefasst ergibt sich, dass die mit einem cDNA Microarray identifizierten in
E2F6 defizienten Fibroblasten deregulierten Gene durch unabhéngige experimentelle Un-

tersuchungen als mogliche direkte E2F6 Zielgene bestdtigt werden konnten.
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A Genotyp B Genotyp
E2f6 +/+ +/+ - - E2f6 +/ + e
L Smc1l2 115 w—

== Stagd

82 .5m
. W [Stag3 i__L

S - | XM_196054

== e2rs

— e wm— |Aktin

Aktin - RT

Abbildung 4.14: Smcll2, Stagd und XM 196054 sind in embryonalen E2f6-/-
Fibroblasten verstirkt exprimiert

(A) Aus je zwei E2f6-/- und E2f6+/+ Fibroblastenklonen wurde Gesamt-RNA isoliert,
cDNA synthetisiert und mit einer PCR die Expression von Smc112, Stag3 und XM 196054
untersucht. Die Verifizierung des Genotyps der verwendeten Fibroblasten erfolgte mit ei-
ner E2F6 PCR. Wie die PCR fiir Aktin zeigt, wurde fiir alle Proben die gleiche Ausgangs-
menge an Gesamt- RNA verwendet. Um die Proben auf DNA Kontaminationen zu iiber-
priifen, diente eine Kontrollreaktion ohne Reverse Transkriptase (-RT). (B) Zellysate von
E2f6-/- und Kontrollfibroblasten wurden hergestellt und die Stag3 Expression mit einem
anti-Stag3 Antikorper (Verdiinnung 1:200) untersucht.

4.4.3 E2F6 reprimiert die Expression meiotischer Gene in somatischen Zellen

In somatischen E2F6 defizienten embryonalen Fibroblasten ist die Expression der meioti-
schen Gene Smcl112 und Stag3 signifikant erhoht. Um zu untersuchen, ob sich diese Ex-
pression auf E2f6-/- Fibroblasten wihrend der Embryonalentwicklung beschridnkt oder
auch in adultem ausdifferenziertem Gewebe detektiert werden kann, sollte die Expression
von Smcll2 und Stag3 postnatal in somatischen Zellen von E2f6-/- Méusen analysiert
werden.

Dazu wurde die RNA aus Leber- und Hodengewebe von minnlichen E2F6 defizienten
Maiusen und einer Kontrollmaus isoliert (siche 3.5.2.3). Nach Synthese der cDNA wurde
die Stag3 und Smc112 Expression mit einer PCR untersucht. Die Expression von Stag3 in
adultem Lebergewebe ist im Vergleich zur E2f6+/+ Kontrolle signifikant erhoht. Eine ver-

stirkte Expression konnte auch fiir Smc112 gezeigt werden. Wie erwartet werden Smc112
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und Stag3 in Hodengewebe unabhingig vom Genotyp gleichmiflig exprimiert. In allen
Proben war eine gleichmiflige Aktinexpression festzustellen (Abbildung 4.15).
Somit konnte bestétigt werden, dass die Meiose spezifischen Gene Smc1l2 und Stag3 auch

in somatischem adultem Gewebe von E2F6 defizienten Méusen exprimiert werden.

Hoden Leber
E2f6 +/+ -/- +/+ -/-

- - W | stags

- Smei 12

-- - - Aktin

Abbildung 4.15: Smc112 und Stag3 sind in somatischen E2f6-/- Zellen exprimiert
Gewebeproben aus Hoden und Leber einer adulten Maus wurden entnommen, die Gesamt-
RNA isoliert, cDNA synthetisert und mit einer PCR die Expression von Smc112 und Stag3
analysiert. Die PCR fiir Aktin diente als Kontrolle.

4.4.4 BRCAL ist in E2{f6-/- embryonalen Fibroblasten normal exprimiert

Oberley et al. identifizierten mit einem systematischen ChIP on CHIP Ansatz E2F6 regu-
lierte Gene in humanen Tumorzellen (Oberley et al.; 2003). Dabei handelt es sich um eine
Kombination aus Chromatinimmunprézipitationen und einer nachfolgenden Analyse der
DNA Fragmente unter Verwendung eines promotorspezifischen Microarrays (Weinmann
et al., 2002; sieche 1.3.3). In diesem Zusammenhang wurden u.a. BRCA1 (Breast Cancer
associated gene-1), die BRCA1 regulatorischen Proteine CtIP (CtBP-Interacting Protein)
und CHEK?2 (Cell-Cycle Checkpoint Kinase 2) sowie die Gene fiir HP1 (Heterochromatin
Protein 1), RbAp 48 (Rb-Associated protein 48) und art27 (Androgene receptor trapped
clone 27) als Zielgene des humanen E2F6 ermittelt. Da nicht alle der von Oberley et al.
publizierten E2F6 Zielgene auf dem im Rahmen dieser Arbeit verwendeten cDNA Micro-
array vertreten waren, sollte durch eine semiquantitative Expressionsanalyse mit einer RT-
PCR die Expression von BRCA1, HP1, RbBp48 und art27 in E2f6-/- Fibroblasten iiber-

priift und mit Kontrollzellen verglichen werden (siehe 3.6.1).
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Wie Abbildung 4.16 zeigt, wurde weder fiir BRCA1, HP1 noch fiir RbAp48 oder art27
eine signifikante Uberexpression in E2F6 defizienten Fibroblasten gezeigt. Somit ist zu
vermuten, dass diese von Oberley et al. identifizierten Zielgene des humanen E2F6 keine

Zielgene des murinen E2F6 darstellen.

Genotyp

E2(6 +/+ +/+ -/ /-

e w— — — BRCA1

- e s W HP1

WS e mee e [ RbAPp48

T MeE W S— art27

— e e — Aktin

Aktin - RT

Abbildung 4.16: BRCA-1 ist in embryonalen E2f6-/- Fibroblasten nicht verstirkt
exprimiert

(A) Aus je zwei E2{6-/- und E2f6+/+ Fibroblastenklonen wurde die Gesamt-RNA isoliert,
cDNA synthetisiert und mit einer PCR die Expression von BRCA-1, HP1a, RbAp48 und
art27 untersucht. Wie die PCR fiir Aktin zeigt, wurde fiir alle Proben die gleiche Aus-
gangsmenge an Gesamt RNA verwendet.

4.4.5 Re-Expression von E2F6 in E2f6-/- Fibroblasten reprimiert die Expression
von Stag3, Smcll2 und XM 196054

Es sollte nun untersucht werden, ob die deregulierte Expression von Smcl1l2, Stag3 und
XM 196054 in E216-/- Fibroblasten durch eine Re-Expression von E2F6 inhibiert werden
kann. Dies wire ein erster Hinweis auf eine direkte Regulation dieser Gene durch E2F6.

Hierzu wurden E2{6-/- embryonale Fibroblasten (P-3) mit replikationsdefizienten Retrovi-

ren infiziert. Diese tragen neben dem murinen E2F6 Gen ein Puromycin Resistenzgen, so
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dass eine Selektion der infizierten Fibroblasten mdglich war. Die Selektionsdauer betrug
ca. 48h und wurde mit nicht-infizierten Fibroblasten kontrolliert (siche 3.3.3).

Aus den infizierten Fibroblasten wurde die Gesamt-RNA isoliert (siche 3.5.2.1), in eine
cDNA umgeschrieben und die Expression von Smcll2, Stag3 und XM 196054 mit einer
semiquantitativen PCR untersucht (siehe 3.6.1).

Nach der retroviralen Infektion wurde E2F6 in E2{6-/- Fibroblasten exprimiert (siche Ab-
bildung 4.17 (A)). Diese Re-Expression von E2F6 inhibiert gleichzeitig die Expression von
Smcl12, Stag3 und von XM 196054 im Vergleich zu den mit Kontrollvirus infizierten
Fibroblasten. Im Gegensatz dazu ist die Expression von Aktin in allen Proben gleichméaBig.
Dieses Ergebnis liefert einen weiteren Hinweis, dass es sich bei Smcl1l2, Stag3 und

XM 196054 um E2F6 regulierte Gene handelt.

A +/+ ofe B +/+ -/-
Ko E2F6 Ko E2F6 Infektion Ko E2F6 Ko E2F6
h- 452” R e e s | HP1
- - | Sme1i2 - e | RbAPAS
Stag3
N
S | XM_196054

F -—— -{ Aktin

Aktin - RT

Abbildung 4.17: Die E2F6 Re-Expression in embryonalen E2{6-/- Fibroblasten inhi-
biert die Expression von Smc1l12, Stag3 und XM 196054

E2F6 wurde durch eine retrovirale Infektion in E2f6-/- Fibroblasten re-exprimiert und an-
schliefend die Gesamt-RNA isoliert, cDNA synthetisiert und die Expression von Smc1l12,
Stag3, XM 196054 (A) und von HPla und RbAp48 (B) analysiert. Die Infektion wurde
mit einer E2F6 PCR iiberpriift. Wie die PCR fiir Aktin zeigt, wurde fiir alle Proben die
gleiche Ausgangsmenge an Gesamt RNA verwendet. Um die Proben auf DNA Kontamina-
tionen zu liberpriifen, wurde eine Kontrollreaktion ohne reverse Transkriptase durchgefiihrt
(-RT).

In dem gleichem Ansatz wurde die Expression von HP1a und RbAp48 untersucht. Im Ein-

klang mit der zuvor erwdhnten semiquantitativen Expressionsanalyse dieser Gene in E26-
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/- Fibroblasten zeigte sich kein Effekt nach Re-Expression von E2F6 in E2F6 defizienten
Fibroblasten. Dies bestitigt die zuvor erwédhnte Vermutung, dass HP1a und RbAp48 keine
Zielgene des murinen E2F6 darstellen (Abb. 4.17 (B)). Fiir BRCA-1 konnte ebenfalls kei-
ne verdnderte Expression in Antwort auf eine E2F6 Re-Expression in E2f6-/- Fibroblasten
beobachtet werden (nicht gezeigt).

Mit diesem hier verwendeten experimentellen Ansatz ist jedoch ein indirekter Effekt von
E2F6 auf die Expression von Smcl12, Stag3 und XM 7196054 weiterhin nicht auszuschlie-
Ben. Daher sollte mit anderen Ansitzen eine direkte Regulation von Sm1l2, Stag3 und

XM 196054 durch E2F6 gezeigt werden.

4.5 Untersuchung zur E2F6 vermittelten Repression von Stag3 und Smc1l2

Um zu untersuchen, ob E2F6 Smc112 und Stag3 direkt reguliert, sollte iiberpriift werden,
ob E2F6 an die Promotoren dieser Gene bindet. In einem weiteren Ansatz sollte analysiert
werden, ob ein E2F6 spezifisches Bindeelement in diesen Promotoren identifiziert werden
kann. Dieser Ansatz wurde zusammen mit Andrea Rubeck im Rahmen ihrer Diplomarbeit

durchgefiihrt.

4.5.1 Identifizierung eines E2F6 spezifischen Bindeelements im Smc1l2 Promotor

Eine genaue Untersuchung der Sequenzen des Smc112 und des Stag3 Promotors fiihrte zur
Identifizierung zweier konservierter E2F Konsensussequenzen, die mit E2F-A und E2F-B
bezeichnet wurden. E2FB bildet eine klassische E2F Konsensussequenz (sieche 1.2) und ist
im Smc112 Promotor relativ zum Transkriptionsstart an Position -58, im Stag3 Promotor an
Position -48 lokalisiert. E2FA unterscheidet sich von E2F-B in einem Nukleotid und ist im
Smc1l2 Promotor an Position -70, im Stag3 Promotor an Position -109 lokalisiert (siche

Abbildung 4.18).
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E2F C
7
Konsensus TT ?J?JC GC g

crdrceceadaca -109 Stag3

E2F-A  crQTcGeeGaGaGA -70 Smec1L2
CCTCCCGCGITTTTTT .48 Stag3

E2F-B cTTCcCcCcGCECTTTTTT -58 Smeil2

Abbildung 4.18: Der Smc1l2 und Stag3 Promotor enthilt zwei E2F Bindemotive
Dargestellt sind zwei E2F Bindeelemente aus dem Smc112 und dem Stag3 Promotor und
ihre Lokalisation relativ zum Transkriptionsstart. E2F-B ist eine klassische E2F Konsen-
sussequenz, wihrend sich E2F-A von dieser in einem Nukleotid unterscheidet (markiert).

Um die Funktion von E2F-A und E2F-B fiir die Regulation des Smc112 Promotors zu tes-
ten, wurde ein Fragment des Smc112 Promotors in den pGL2 Reporter Vektor kloniert. Das
Fragment entsprach dem Promotorabschnitt 150 Nukleotide aufwérts und 50 Nukleotide
abwérts vom Transkriptionsstart (-150/+50) und umfasste somit E2F-A und E2F-B (siehe
Abbildung 4.19 (A)). Dieses Fragment wurde in E2f6-/- bzw. in Kontrollzellen transfiziert
und die Aktivitdt des Promotors bestimmt (siehe 3.3.1 und 3.7.1).

Im Einklang mit der Repression der Smc1l2 Expression konnte eine nur niedrige basale
Aktivitdt des Promotorfragmentes in E2f6+/+ Fibroblasten gemessen werden. Im Gegen-
satz dazu war die Aktivitdt des Promotors in E2f6-/- Fibroblasten deutlich erhoht (sieche
Abbildung 4.19 (B)). Die Promotoraktivitit konnte jedoch nach einer Re-Expression von
E2F6 in E2F6 defizienten Fibroblasten signifikant inhibiert werden (sieche Abbildung 4.19
(C)). Diese Ergebnisse bestdtigen eine E2F6 abhéngige Regulation des Smc112 Promotors.

Um als néchstes die Funktion von E2F-A und E2F-B in der E2F6 vermittelten Repression
genauer zu charakterisieren, wurden diese Sequenzelemente mutiert (Mut-A bzw. Mut-B;
siche Abbildung 4.19 (A)) und die Aktivitit dieser Promotorfragmente in E2f6+/+ und
E2f6-/- Zellen bestimmt.

Die Mutation von E2F-A resultierte in einer niedrigeren Grundaktivitdt des Promotors,
jedoch war die Aktivitdt in E2f6-/- Fibroblasten weiterhin erhoht (siehe Abbildung 4.19
(B)) und durch eine Re-Expression von E2F6 inhibierbar (sieche Abbildung 4.19 (C)). Da-
her ist zu vermuten, dass E2F-A eine vorwiegend aktivierende Funktion in der Regulation

des Smc112 Promotors hat.
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Im Gegensatz dazu resultierte die Mutation von E2F-B in einem Verlust der Promotor Re-
pression. Die Aktivitdt war nun in E2f6+/+ Fibroblasten deutlich erh6ht und identisch mit
der in E2f6-/- Zellen gemessenen Aktivitdt (sieche Abbildung 4.19 (B)). In Erginzung dazu
konnte die Aktivitit in E2f6-/- Zellen durch Re-Expression von E2F6 nicht mehr inhibiert
werden (Abbildung 4.19 (C)). Dies zeigt, dass E2F-B die inhibitorische Regulation des
Smc112 Promotors vermittelt und moglicherweise ein E2F6 Bindeelement darstellt. Auf3er-
dem fiel auf, dass die Aktivitit des E2F-B mutierten Promotors selbst in E2f6-/-
Fibroblasten deutlich hoher war als die des Wildtyppromotors. Dies deutet daraufhin, dass
E2F6 nicht der alleinige transkriptionelle Repressor ist, der iiber E2F-B eine Smc112 Inhi-

bition vermittelt.
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Abbildung 4.19: E2F6 inhibiert den Smc1l2 Promotor iiber das E2F-B Konsensus-
element

(A) Schematische Darstellung der in transienten Reportergenanalysen verwendeten Promo-
torkonstrukte. (B) Reportergenanalyse der in (A) angegeben Fragmente in E2f6-/- bzw. in
Kontrollfibroblasten. (C) Reportergenanalyse der in (A) angegeben Konstrukte in E2F6 re-
exprimierenden E2f6-/- Fibroblasten.
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4.5.2 E2F6 bindet an den endogenen Stag3 Promotor

Nachdem ein E2F6 spezifisches Element im Smc112 Promotor identifiziert werden konnte,
sollte untersucht werden, ob E2F6 in-vivo direkt an den endogenen Stag3 und den Smc112
Promotor bindet. Fiir diesen Nachweis wurden Chromatinimmunprazipitationen (ChIPs)
verwendet. Hierzu wurden Zellen mit Formaldehyd behandelt und dadurch zellulire DNA
mit DNA-interagierenden Proteinen chemisch vernetzt. Aus den fixierten Zellen wurde
Chromatin angereichert und die DNA durch Sonifizierungen fragmentiert. Mit proteinspe-
zifischen Antikorpern werden schlieBlich Protein-DNA Fragmente immunpréazipitiert und
die DNA mit spezifischen Oligonukleotiden durch eine PCR nachgewiesen. Somit kann
die spezifische Bindung von Proteinen an einen endogenen Promotor gezeigt werden (sie-
he 3.7.8).

Zur Untersuchung einer E2F6 Bindung an den Stag3 Promotor wurde zunichst E2F6 in
E216-/- Fibroblasten wie zuvor beschrieben re-exprimiert (siche 3.3.3). Im Anschluss daran
konnte unter der Verwendung eines E2F6 spezifischen Antikorpers (siehe 3.7.9) mit ChIPs
eine Bindung von E2F6 an den Stag3 Promotor gezeigt werden (Abbildung 4.20). Im Ge-
gensatz dazu war die Bindung von E2F6 vier Kilobasen (Kb) abwirts im Stag3 Gen nicht
nachweisbar. Somit konnte zunéchst festgestellt werden, dass E2F6 nach Re-Expression in
E2F6 defizienten Fibroblasten an den Stag3 Promotor bindet. Diese Beobachtung steht im
Einklang mit einer Repression der Stag3 Expression durch E2F6.

Um die Bindung von endogenem E2F6 an den Stag3 Promotor zu untersuchen, wurden
ChIPs und anschlieBende PCR Analysen aus E2f6+/+ im Vergleich zu E2f6-/- Fibroblasten
durchgefiihrt. Dabei konnte eine Bindung von endogenem E2F6 an den Stag3 Promotor
nachgewiesen werden, nicht jedoch an einen Bereich vier Kb abwirts im Stag3 Gen (Ab-
bildung 4.20). Das in E2f6-/- Zellen deregulierte meiotische Gen Stag3 ist somit ein direk-
tes Zielgen von E2F6 in-vivo. Zwar konnte noch kein E2F6 an dem Smc1L2 Promotor
gezeigt werden, jedoch deuten erste Ergebnisse auf eine E2F6 Bindung auch an diesem
Promotor hin (nicht gezeigt).

Damit konnten erstmals in primédren murinen Fibroblasten E2F6 spezifische Zielgene iden-
tifiziert werden. Diese lieferten nun die Moglichkeit, einen E2F6 abhédngigen Repressi-

onsmechanismus zu untersuchen.
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Abbildung 4.20: E2F6 bindet direkt an den Stag3 Promotor

Chromatin aus embryonalen E2f6-/- Fibroblasten bzw. aus E2F6 re-exprimierenden E26-
/- Fibroblasten und aus entsprechenden Kontrollzellen wurde préapariert. ChIPs wurden mit
einem E2F6 spezifischen Antikorper durchgefiihrt. Mit einer PCR wurde ein Abschnitt aus
dem Stag3 Promotor bzw. aus einem Kontrollabschnitt vier Kb abwirts im Stag3 Gen
amplifiziert. Die ChIPs wurden mit einem Ansatz ohne Antikorper kontrolliert (Kontrolle;
Ko). Der Input entspricht 1% der fiir die ChIPs eingesetzten Chromatinmenge und diente
als Kontrolle.

4.5.3 Der Stag3 Promotor ist in Abhéingigkeit von E2F6 methyliert

Die Methylierungen von Lysin 9 und Lysin 27 im N-Terminus des Histon H3
(H3K9/H3K27) korrelieren mit einer transkriptionellen Inhibition des Promotors (Lachner
und Jenuwein, 2003). Um zu untersuchen, ob Histonmethylierungen an der E2F6 vermit-
telte Repression beteiligt sind, sollte analysiert werden, ob der Stag3 und Smc112 Promotor
an H3K9 oder H3K27 in Abhingigkeit von E2F6 methyliert ist. Hierzu wurden ChIPs mit
Antikorpern durchgefiihrt, die eine Di- oder Trimethylierung im H3K9 erkennen (siche
3.7.8 und 2.5.2). Die verwendeten Antikdrper kdnnen jedoch mit einer Di-oder Trimethy-
lierung am H3K27 kreuzreagieren. Die Untersuchung der Immunprézipitate durch eine
PCR mit Oligonukleotiden spezifisch fiir den Stag3 und Smc112 Promotor zeigte eine sig-
nifikante Methylierung von Lysin 9/27 des Histons H3 in E2f6+/+ Fibroblasten. Diese Me-
thylierungen waren jedoch in E2F6 defizienten Zellen deutlich reduziert. Dabei konnte
sowohl eine Dimethylierung als auch eine Trimethylierung des Lysin 9/27 im Histon H3
Protein identifiziert werden (Abbildung 4.21). Dieses Ergebnis zeigt, dass E2F6 fiir die
Methylierung von Lysin 9 und/ oder Lysin 27 benétigt wird. Damit ist zu vermuten, dass

E2F6 eine Histonmethyltransferase an den Smc112 und Stag3 Promotor rekrutiert.
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Abbildung 4.21: Der Smc1l2 und Stag3 Promotor ist am H3K9/H3K27 di- und tri-
methyliert

Chromatin aus embryonalen E2f6-/- und Kontrollfibroblasten wurde prépariert. ChIPs
wurden mit spezifischen Antikdrpern zur Detektion von di- bzw. trimethyliertem
H3K9/H3K27 durchgefiihrt. Mit einer PCR wurde ein Abschnitt aus dem Stag3 bzw. aus
dem Smc112 Promotor amplifiziert. Die ChIPs wurden mit einem Ansatz ohne Antikdrper
kontrolliert (Kontrolle; Ko). Der Input entspricht 1% der fiir die ChIPs eingesetzten Chro-
matinmenge und diente als Kontrolle.

Durch die Kreuzreaktivitit der Antikdrper konnte jedoch nicht zwischen einer Methylie-
rung von Lysin 9 oder Lysin 27 unterschieden werden. Daher wurden in einem weiteren
Ansatz Antikdrper verwendet, die jeweils eine Mono-, Di- und Trimethylierung von Lysin
9 bzw. Lysin 27 im Histon H3 spezifisch erkennen (Peters et al., 2003). Unter Verwendung
dieser spezifischen Antikorper konnte mit ChIPs gezeigt werden, dass H3K9 in E2f6+/+
Fibroblasten weder mono- noch trimethyiert ist. Jedoch konnte reproduzierbar eine Di-
methylierung von H3K9 beobachtet werden (Abbildung 4.22).

In Ergdnzung dazu konnte mit den spezifischen Antikérpern eine deutliche Trimethylie-
rung von H3K27 am Stag3 Promotor in E2f6+/+ Fibroblasten gezeigt werden. AuBlerdem
wurde eine Monomethylierung unabhédngig vom Genotyp der Fibroblasten detektiert (Ab-
bildung 4.22). Der Stag3 Promotor ist somit in Abhéngigkeit von E2F6 an H3K9 dimethy-
liert und an H3K27 trimethyliert. Diese Ergebnisse lieferten erste Evidenz dafiir, dass die
Repression von Smc112 und Stag3 durch E2F6 iiber die Aktivitdt von Histonmethyltransfe-
rasen vermittelt wird. Vor dem Hintergrund der Assoziation von E2F6 mit den Histon-
methyltransferasen G9a und EuHMTase in humanen Zellen ist eine sequenzspezifische
Rekrutierung dieser Chromatin-modifizierenden Enzyme an E2F6 regulierten Promotoren

denkbar.
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Abbildung 4.22: Der Stag3 Promotor ist an H3K9 dimethyliert und an H3K27 tri-
methyliert

Chromatin aus embryonalen E2f6-/- und Kontrollfibroblasten wurde pripariert. ChIPs
wurden mit spezifischen Antikérpern zur Detektion von mono-, di- bzw. trimethyliertem
H3K9 und H3K27 durchgefiihrt. Mit einer PCR wurde ein Abschnitt aus dem Stag3 bzw.
aus einem Kontrollabschnitt vier Kb abwiérts im Stag3 Gen amplifiziert. Die ChIPs wurden
mit einem Ansatz ohne Antikorper kontrolliert (Kontrolle; nicht gezeigt). Der Input ent-
spricht 1% der fiir die ChIPs eingesetzten Chromatinmenge und diente als Kontrolle.

4.5.4 Funktion der Histonmethylierungen in der E2F6 vermittelten Repression

Durch die Methylierung von H3K9 und von H3K27 entstehen mogliche Bindungsstellen
fiir weitere Chromatin assoziierte Proteine. So bindet das Heterochromatin Protein 1 (HP1)
durch seine Chromodoméne an dimethyliertes H3K9. Eine Isoform des humanen HP1 Pro-
teins, HP1y, wurde in einem humanen E2F6 Multiproteinkomplex nachgewiesen (siche
1.4.2). Die Methylierung von H3K27 dient moglicherweise als Erkennungssignal fiir Poly-
comb Proteine (siche 1.4.2.1).

Um zu untersuchen, ob HP1y an den Stag3 Promotor bindet, wurden ChIPs mit HP1y spe-
zifischen AntikOrpern etabliert und die Immunprizipitate mit einer PCR untersucht. Eine
Positivkontrolle erfolgte mit einer PCR fiir den Coll1a2 Promotor, fiir den eine Bindung
von HP1y nachgewiesen werden konnte (Ayyanathan et al., 2003). Wie in Abbildung 4.23
gezeigt, konnte die Bindung von HP1y auf dem Coll1a2 Promotor nachgewiesen werden,
nicht jedoch auf dem Stag3 Promotor. Somit scheint die E2F6 abhéngige Dimethylierung
von H3K9 nicht zu einer Bindung von HP1y an den Stag3 Promotor zu fiihren. In einem
weiteren Experiment konnte ebenfalls kein HP1a auf dem Stag3 Promotor nachgewiesen

werden (nicht gezeigt).
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Abbildung 4.23: HP1y bindet nicht an den Stag3 Promotor

Chromatin aus embryonalen E2f6-/- und Kontrollfibroblasten wurde prépariert. ChIPs
wurden mit spezifischen Antikoérpern zur Detektion von HP1ly durchgefiihrt. Mit einer
PCR wurde ein Abschnitt aus dem Stag3 bzw. aus dem Coll1a2 Promotor amplifiziert. Die
ChIPs wurden mit einem Ansatz ohne Antikdrper kontrolliert (Kontrolle; Ko). Der Input
entspricht 1% der fiir die ChIPs eingesetzten Chromatinmenge und diente als Kontrolle.

Zur Untersuchung der Bindung von Polycomb Proteinen an den Stag3 Promotor wurden
ChIPs mit Antikorpern gegen die PRC-1 Polycomb Proteine RinglA, RinglB, M33 und
RYBP (zur Verfiigung gestellt von M. Vidal und M.v. Lohuizen) durchgefiihrt. Wie in
Abbildung 4.24 gezeigt, konnte keine Bindung von Ringla oder M33 an den Stag3 Promo-
tor gezeigt werden, jedoch ist unklar, ob diese Antikdrper fiir die Verwendung in ChIPs
geeignet sind. Im Gegensatz dazu gelang jedoch der Nachweis von RYBP in Abhédngigkeit
von E2F6 auf dem Stag3 Promotor. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit der beschriebe-
nen in-vitro Interaktion von E2F6 mit RYBP (Trimarchi et al., 2001).

Zusammenfassend lassen diese Beobachtungen vermuten, dass die E2F6 abhdngige Re-
pression des Stag3 Promotors eine sequenzspezifische Rekrutierung von Polycomb Protei-

nen beinhalten konnte.
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Abbildung 4.24: RYBP bindet an den Stag3 Promotor

Chromatin aus embryonalen E2f6-/- und Kontrollfibroblasten wurde prapariert. ChIPs
wurden mit spezifischen Antikorpern gegen Ringala, Ringlb, RYBP und M33 durchge-
fiihrt. Mit einer PCR wurde ein Abschnitt aus dem Stag3 bzw. aus einem Kontrollabschnitt
im aP2 Promotor amplifiziert. Die ChIPs wurden mit einem Ansatz ohne Antikérper kon-
trolliert (Ko). Der Input entspricht 1% der fiir die ChIPs eingesetzten Chromatinmenge und
diente als Kontrolle.

4.5.5 Der Stag3 Promotor ist in E2f6-/- Zellen acetyliert

Die Acetylierung terminaler Lysinreste von Histonproteinen induziert eine gelockerte
Struktur zwischen DNA und Histonen und damit eine gedffnete Chromatinstruktur, die
eine Anlagerung der basalen Transkriptionsmaschinerie ermoglicht (siche 1.3.2).

Smc112 und Stag3 sind in E2f6-/-, nicht jedoch in E2f6+/+ Fibroblasten exprimiert. Daher
sollte untersucht werden, ob die Promotoren von Smc112 und Stag3 in E2f6-/- Fibroblasten
im Vergleich zu den Kontrollzellen acetyliert sind. Hierzu wurden ChIPs mit spezifischen
Antikorpern durchgefiihrt, die eine Acetylierung von Lysinresten im Histon H3 bzw.
Histon H4 erkennen (siehe 3.7.8). AnschlieBend wurde mit einer PCR ein Fragment aus
dem Stag3 Promotor amplifiziert.

Dabei zeigte sich, dass in E2f6-/- Fibroblasten Histon H3 am Stag3 Promotor stirker acety-
liert ist als in Kontrollzellen (Abbildung 4.25). Im Gegensatz dazu ist die Acetylierung des
Histon H4 in E2F6 defizienten Fibroblasten am Stag3 Promotor nicht verdndert. In einem
Bereich vier Kilobasen abwérts vom Stag3 Promotor wurde keine verdnderte Acetylierung

im Histon H3 oder H4 identifiziert.

110



Ergebnisse

Histon

H3-Ac H4-Ac Ko Input

+/+ -[- +[+ |- #][+ -f- +[+ -

Stag3 | " N .. - —

Stag3 (4kb) p— ——

Abbildung 4.25: Der Stag3 Promotor ist in Abhingigkeit von E2F6 acetyliert
Chromatin aus embryonalen E2f6-/- und Kontrollfibroblasten wurde pripariert. ChIPs
wurden mit spezifischen Antikdrpern zur Detektion von acetylierten Histon H3 (H3-Ac)
bzw. Histon H4 (H4-Ac) durchgefiihrt. Mit einer PCR wurde ein Abschnitt aus dem Stag3
bzw. aus einem Kontrollabschnitt vier Kb abwérts im Stag3 Gen amplifiziert. Die ChIPs
wurden mit einem Ansatz ohne Antikdrper kontrolliert (Kontrolle; Ko). Der Input ent-
spricht 1% der fiir die ChIPs eingesetzten Chromatinmenge und diente als Kontrolle.

Zusammengefasst konnte gezeigt werden, dass der Stag3 Promotor in E2f6-/- Zellen in
Korrelation mit einer Stag3 Expression acetyliert ist, wihrend in E2f6+/+ Zellen in Korre-
lation mit einer Repression eine spezifische Methylierung identifiziert werden konnte.
Daraus ergibt sich die Vermutung, dass die E2F6 vermittelte Repression zunéchst die Ak-
tivitdt von Histondeacetylasen benétigt, um nachfolgend eine Methylierung terminaler Ly-

sinreste zur stabilen Repression zu ermdglichen.

4.5.6 Die E2F6 vermittelte Repression von Stag3 und Smc1l2 ist abhiingig von
Histondeacetylasen und einer DNA Methylierung

Um die Funktion von Histondeacetylasen in der E2F6 abhédngigen Repression zu untersu-
chen, wurden E2f6+/+ Fibroblasten fiir 16 Stunden mit 2uM Trichostatin A (TSA) behan-
delt (siehe 3.2.11). TSA inhibiert die Aktivitat zelluldrer Histondeacetylasen. AnschlieBend
wurde die Gesamt-RNA dieser Zellen isoliert, mit einer reversen Transkription in eine
cDNA umgeschrieben und mit einer PCR seimiquantitativ analysiert (siche 3.5.2.1 und
3.6.1). Dabei konnte eine signifikante Expression von Stag3 in E2f6+/+ Fibroblasten nach
Behandlung mit TSA detektiert werden (sieche Abbildung 4.26). Dies zeigt, dass die stabile

Repression der Stag3 Expression in somatischen Zellen die Aktivitit von Histondeacetyla-
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sen erfordert. Gleichzeitig konnte fiir Smc112 nach TSA Behandlung keine signifikante
Expression detektiert werden.

Eine Analyse des Stag3 und des Smcl1l2 Promotors zeigte eine Hiufung von CpG Di-

nukleotiden (CpG island; http://ccnt.hsc.usc.edu/cpgisland/cpg.cgi). Diese iiberdeckte auch
den Bereich der zuvor beschriebenen E2F6 Bindestelle im Stag3 Promotor. CpG Dinukleo-
tide werden durch DNA-abhéingige-Methyltransferasen methyliert. Diese DNA Methylie-
rung bildet neben der zuvor beschriebenen spezifischen Histonmethylierung einen weiteren
epigenetischen Mechanismus zur stabilen Transkriptionsinhibition (Jaenisch und Bird,
2003).

Um die Rolle der DNA Methylierung in der Transkriptionsinhibition von Smcll2 und
Stag3 zu untersuchen, wurden E2f6+/+ Fibroblasten mit 5’Aza-2’Deoxycytidin (5’Aza)
behandelt (siehe 3.2.11). Dieses Cytidinanalog wird wéhrend der Replikation in die DNA
inkorporiert und kann durch die chemische Modifizierung durch DNA-Methyltransferasen
nicht methyliert werden. Die Behandlung erfolgte mit SuM 5’Aza tliber 72 Stunden und
wurde wegen der niedrigen Stabilitét des 5°-Aza alle 24 Stunden erneuert.

Wie in Abbildung 4.26 gezeigt, konnte keine signifikante Expression von Smcll2 und
Stag3 nach Behandlung mit 5’Aza in E2f6+/+ Fibroblasten detektiert werden. Deshalb
wurde in einem zweiten Ansatz die kombinatorische Wirkung einer Blockierung der
Histondeacetylasen und der DNA Methylierung untersucht. Hierzu wurden E2f6+/+
Fibroblasten zunéchst fiir 72 Stunden mit SuM 5°Aza behandelt, in den letzten 16 Stunden
erfolgte die Behandlung mit TSA wie zuvor beschrieben (siehe 3.2.11). Wie in Abbildung
4.26 zu erkennen, konnte nun eine signifikante Expression von Smcll2 in E2f6+/+
Fibroblasten detektiert werden. Auflerdem konnte eine Verstdrkung der Expression von
Stag3 im Vergleich zu einer Behandlung mit TSA oder 5’-Aza- alleine beobachtet werden.
Somit fiihrt eine Blockierung der DNA Methylierung und eine gleichzeitige Inhibition der
Histondeacetylierung in E2f6+/+ Fibroblasten zu einem synergistischen Effekt und zu ei-
ner Expression von Smc112 und Stag3.

Daraus kann gefolgert werden, dass eine Histondeacetylierung und eine DNA Methylie-
rung notwendig sind, um die Expression der meiotischen Gene Smc112 und Stag3 zu inhi-

bieren.
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Abbildung 4.26: Die Funktion von Histondeacetylasen und der DNA Methylierung in
der Smc112 und Stag3 Repression in E2f6+/+ Fibroblasten
(A) Trichostatin A (TSA) blockiert die Aktivitit von Histondeacetylasen, 5’Aza-
2’Deoxycytidin (5’Aza) blockiert die DNA Methylierung (B) E2f6+/+ Fibroblasten wur-
den fiir 16 Stunden mit 2uM TSA, fiir 72 Stunden mit SuM 5’Aza oder fiir 72 Stunden mit
SuM 5’Aza und die letzten 16 Stunden gleichzeitig mit 2uM TSA (TSA+ 5’-Aza) behan-
delt. Gesamt-RNA aus den behandelten Zellen wurde isoliert, cDNA synthetisiert und die
Expression von Smc112 und Stag3 mit einer PCR iiberpriift. Wie die PCR fiir Aktin zeigt,

wurde in allen Proben die gleiche Menge an Ausgangsmaterial verwendet.
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5 Diskussion

Anhand von Mausmodellen konnten fiir E2F Proteine in-vivo spezifische Funktionen in der
Mausentwicklung und der Regulation von Zellproliferation und Zelldifferenzierung be-
schrieben werden (deGregori, 2002; Trimarchi und Lees, 2002). Um die biologische Funk-
tion von E2F6 in der Regulation des Zellzyklus und in der Entwicklung der Maus zu unter-
suchen, wurden im Rahmen dieser Arbeit E2F6 defiziente Méuse untersucht und charakte-
risiert. Diese zeigten neben einem Defekt in der Spermatogenese eine verdnderte Korper-
segmentierung in Form von posterioren homeotischen Transformationen des Skelettes.
Weiterhin konnten durch die Untersuchung der Genexpression E2F6 defizienter primérer
embryonaler Fibroblasten E2F6 regulierte Gene identifiziert werden. Anhand dieser Ziel-
gene konnten Hinweise fiir einen aktiven, durch Chromatinmodifikationen vermittelten

Mechanismus der E2F6 Repression erhalten werden.

5.1 E2F6 in der Entwicklung

5.1.1 E2F6 ist nicht essentiell fiir die murine Embryonalentwicklung

E2F6 defiziente Méuse sind lebensfahig, werden in der nach Mendel erwarteten Haufigkeit
geboren, zeigen eine normale postnatale Entwicklung und sind fruchtbar (siehe 4.1). Dies
lasst vermuten, dass E2F6 nicht essentiell fiir die Embryonal- oder die postnatale Entwick-
lung der Maus ist.

Da E2F6 ein Pocket Protein unabhédngiger transkriptioneller Repressor ist, konnte E2F6 in-
vivo eine tumorsupressorische Funktion durch die Inhibition von E2F regulierten Zell-
zyklusgenen haben. E2F6 defiziente Mause entwickelten jedoch in einem Zeitraum von
zwei Jahren keine auffillige Haufung von Tumoren oder anderen Erkrankungen. Aller-
dings ist denkbar, dass E2F6 ein schwacher Tumorsupressor ist und somit innerhalb der
Lebenszeit der Maus keine Hiufung an Tumoren beobachtet werden kann. AuBerdem
konnte erst der spontane, akute Verlust von E2F6 in ausdifferenziertem Gewebe zu einem
Tumorphénotyp fiithren.

Die makroskopische und histologische Untersuchung von Organen aus E2F6 defizienten
Maiusen bestitigte den unauffilligen Phianotyp E2F6 defizienter Miuse. Es konnten keine
Defekte in Aufbau und Funktion verschiedener Organe beobachtet werden. Eine Ausnah-

me bildeten die posterioren homeotischen Transformationen des Skelettes sowie eine Sto-
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rung der Spermatogenese in E2f6-/- Mannchen. Eine Funktion von E2F6 in diesem ent-
wicklungs- und gewebespezifischen Kontext wird anschlieBend diskutiert.

Zwar liefert der milde Phénotyp E2F6 defizienter Méiuse keine Evidenz fiir eine essentielle
Funktion von E2F6 in der murinen Embryonal- und Postnatalentwicklung, jedoch ist mog-
lich, dass inhibitorische E2F/Pocket Protein Komplexe fiir die Deletion von E2F6 funktio-
nell kompensieren. Untersuchungen anderer E2F defizienter Mause ergaben Hinweise auf
eine derartige funktionelle Redundanz innerhalb der E2F Proteinfamilie (deGregori, 2002).
So sind E2F4 oder E2F5 defiziente Méause lebensfahig, zeigen aber organspezifische De-
fekte (Rempel et al.; 2000; Lindeman 1998). Im Gegensatz dazu sterben jedoch E2f4-/-
//E2f5-/- Méuse in der spiaten Embryonalentwicklung, so dass eine funktionelle Redundanz
von E2F4 und E2F5 angenommen werden kann (Gaubatz et al., 2000; siche 1.3.4). Ein
moglicher Ansatz zur Klidrung einer iiberlappenden Funktion inhibitorischer E2F/Pocket
Protein Komplexe mit E2F6 wire die Kreuzung einer E2f4-/- oder E2f5-/- mit E2f6-/-
Mausen.

Weiterhin ist denkbar, dass die E2F6 Defizienz in-vivo durch das erst kiirzlich identifizier-
te E2F7 funktionell kompensiert wird. Dafiir spricht, dass E2F7 in Analogie zu E2F6 in-
vitro ebenfalls ein Pocket Protein unabhingiger transkriptioneller Repressor ist (de Bruin
et al., 2003; Di Stefano et al., 2003; Logan et al., 2004; siche 1.4.1). Die Herstellung und
Charakterisierung von E2F7 Deletionsmutanten und, sofern moglich, die Kreuzung mit
E2F6 defizienten Méusen konnten Aufschluss iiber die Funktion von E2F7 geben, und es

konnte eine mogliche Redundanz mit E2F6 untersucht werden.

5.1.2 Posteriore homeotische Transformationen in E2F6 defizienten Mausen

In E2F6 defizienten Méusen konnten posteriore homeotische Transformationen entlang der
antero-posterioren Achse des Skelettes identifiziert werden (siehe 4.3). Dies bedeutet, dass
ein Segment der Korperachse die Morphologie eines weiter kaudal lokalisierten Segmentes
zeigt (Bateson, 1894; Veraksa et al., 2000). In E2f6-/- Méusen wurde die Transformation
des 13. Thorakalwirbels zum 1. Lumbalwirbel und des 6. Lumbalwirbels zum 1. Sakral-
wirbel beobachtet (sieche Abbildung 4.10 und Tabelle 4.3).

Diese Segmentverschiebungen dhneln auffillig den posterioren homeotischen Transforma-
tionen, die in Bmil, Mell8, Rae28 bzw. M33 Polycomb Protein defizienten Méusen beo-
bachtet wurden (van der Lugt et al., 1994; Akasaka et al., 1996; Coré¢ et al., 1997; Takihara
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et al., 1997). Somit ergdnzen diese Beobachtungen die von Trimarchi ef al. und Ogawa et
al. gezeigte Interaktion von E2F6 mit Polycomb Proteinen und liefern erstmals Evidenz fiir
eine funktionelle Interaktion von E2F6 mit Polycomb Proteinen in-vivo (Trimarchi et al.,
2001; Ogawa et al., 2002).

Es ist weitestgehend unklar, wie Polycomb Proteine an DNA binden (siehe 1.4.2.1). Die
Ahnlichkeiten der Phiinotypen E2F6 und Polycomb defizienter Miusen lassen vermuten,
dass E2F6 eine Funktion in einer Rekrutierung eines Polycomb Proteinkomplexes an
Promotoren Polycomb regulierter Gene hat.

Die homeotischen Transformationen in E2f6-/- Méusen sind, im Gegensatz zu Polycomb
defizienten Méusen, auf den kaudalen Bereich der Korperldngsachse beschriankt (van der
Lugt et al., 1994; Akasaka et al., 1996; Cor¢ et al., 1997; Takihara et al., 1997). Mogli-
cherweise werden Polycomb Proteinkomplexe durch verschiedene Transkriptionsfaktoren
sequenzspezifisch an Promotoren Polycomb regulierter Gene rekrutiert und dadurch eine
DNA Bindung vermittelt. So kann spekuliert werden, dass E2F6 einen Polycomb Komplex
an einen oder mehrere Polycomb regulierte Promotoren rekrutiert und damit eine dauerhaf-

te und stabile Repression der Transkription an diesem Promotor induziert.

5.1.3 Regulation von Hox Genen durch E2F6?

Polycomb Proteine vermitteln die stabile Repression homeotischer Gene (Hox Gene). Die
posterioren homeotischen Transformationen Polycomb defizienter Méuse korrelieren mit
einer anterioren Verschiebung der Expressionsgrenzen einiger Hox Gene entlang der
Liangsachse (Cilio et al., 2001; Schumacher et al., 1997; van der Lugt et al., 1996; Jacobs
et al., 2002; Akasaka et al., 2001; sieche 1.4.2.1). Daher ist denkbar, dass E2F6 Polycomb
Komplexe an die Promotoren von Hox Genen rekrutiert. Uberraschenderweise ergab je-
doch eine vergleichende Untersuchung der Expressionsgrenzen von Hox B3, BS, C8, C9,
D9, C10 und C11 in 9.5 Tage alten E2f6-/- und E2f6+/+ Embryonen keinen Hinweis auf
eine Translokation der Expressionsgrenzen (siche 4.3.2).

Diese Analyse war allerdings auf eine geringe Anzahl an Hox Genen begrenzt. Im murinen
Genom existieren 39 verschiedene Hox Gene, die in vier genomischen Klustern (Hox A,
Hox B, Hox C und Hox D) mit jeweils 9-11 Genen organisiert sind. Nach dem Prinzip der
Kolinearitit werden die im Genkluster 3’ lokalisierten Hox Gene im kranialen Bereich, die

im 5° Bereich des Klusters lokalisierten Hox Gene im kaudalen Bereich exprimiert (Cilio
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et al., 2001; Graham et al., 1989). Bevor daher eine Funktion von E2F6 in der Hox Genre-
gulation ausgeschlossen werden kann, miissen die anterioren Expressionsgrenzen der Hox
Gene, die in den kaudalen Anteilen der embryonalen Achse exprimiert sind, untersucht
werden.

In dieser Arbeit wurde die Hox Expression am Tag 9.5 der Embryonalentwicklung unter-
sucht. Jedoch beobachteten van der Lugt ef al. eine Verschiebung der anterioren Expressi-
onsgrenzen bestimmter Hox Gene in Bmil defizienten 11.5 und 12.5 Tage alten Embryo-
nen, wihrend eine Verschiebung am Tag 9.5 der Embryonalentwicklung noch nicht festzu-
stellen war (van der Lugt et al., 1996). Moglicherweise ist daher eine Uberpriifung der
Expressionsgrenzen von Hox Genen in E2f6-/- Embryonen zu verschiedenen Zeitpunkten
der Embryonalentwicklung notwendig.

Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Hox Expressionsgrenzen am Tag 9.5 der
Embryonalentwicklung in E2f6-/- Embryonen korrekt lokalisiert sind, jedoch zu einem
fritheren Zeitpunkt der Embryonalentwicklung verschoben waren. Eine derartige transiente
Translokation der Expressionsgrenzen konnte, trotz einer nachfolgenden Korrektur, zu
homeotischen Transformationen fithren (del Mar Lorente et al., 2000; Bel et al., 2000).
AuBerdem konnte in E2f6-/- Embryonen lediglich die Expressionsstirke von Hox Genen,
nicht jedoch die Expressionsgrenze, verdndert sein. Um die Intensitit der Expression von
Hox Genen zu quantifizieren, miissten allerdings alternative Methoden zur in-situ Hybridi-
sierung, wie z.B. eine quantitative PCR, angewendet werden.

SchlieBlich ist nicht auszuschlieBen, dass E2F6 selbst ein durch Hox Proteine reguliertes
Zielgen darstellt und auf diese Weise an Hox vermittelten Entwicklungsprozessen beteiligt
ist.

Um die Rolle von E2F6 in der Interaktion mit Polycomb Proteinen besser zu verstehen,
konnten Kreuzungen mit Polycomb defizienten Méusen durchgefiihrt werden. Moglicher-
weise wiirde dies zu synergistischen Effekten in der Entstehung homeotischer Transforma-
tionen in diesen Méusen fiihren, die eine funktionelle Interaktion von E2F6 und Polycomb
Proteinen bestétigen. In diesem Zusammenhang zeigt eine Kreuzung von Mell8-/- mit
Bmil-/- Médusen eine Synergie in Lokalisation und Penetranz der posterioren homeotischen
Transformationen (Akasaka et al., 2001). Gleichzeitig konnte anhand dieser Doppelmutan-
ten die Expression spezifischer Hox Gene auf einen synergistischen Effekt in der Translo-
kation der anterioren Expressionsgrenze untersucht werden. So ist in Bmil-/- Embryonen
die Expressionsgrenze von Hox C9 um ein Segment, in Bmil-/-, M33-/- Embryonen je-

doch um vier Segmente nach kranial verschoben (Bel et al., 2000). Damit wére ein Nach-
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weis einer deregulierten anterioren Expressionsgrenze zum einen experimentell deutlich
erleichtert und zum anderen die Funktion von E2F6 in der Hox Genexpression eindeutig

belegt.

5.2 E2F6 und die Regulation des Zellzyklus

In verschiedenen Studien wurde eine mdgliche Funktion von E2F6 im Zellzyklus postuliert
(Cartwright et al., 1998; Gaubatz et al., 1998; Ogawa et al., 2002). E2F6 interagiert aul3er-
dem mit den Polycomb Protein Bmil (Trimarchi et al., 2001; sieche 1.4.2.1), dass die Ex-
pression von p16™** und p19**" inhibiert (Jacobs et al., 1999). Da Bmil keine DNA Bin-
dedoméne besitzt, wurde spekuliert, dass E2F6 die Rekrutierung von Bmil an den
Ink4a/ARF Lokus vermittelt. Der Promotor von pl9**" besitzt E2F Bindestellen und

9" wurde bereits als ein E2F Zielgen identifiziert (Bates et al., Nature 1998).

pl
Die Untersuchungen zur E2f6-/- Fibroblasten ergaben jedoch, dass E2F6 weder fiir die
Zellproliferation oder das Zellwachstum, noch fiir die Induktion der replikativen oder on-
kogenen Seneszenz bendtigt wird:

(1) E2F6 defiziente primire embryonale Fibroblasten proliferieren normal und zeigen
eine zu den Kontrollzellen identische Zellzyklusverteilung (Abbildung 4.4 und 4.5).

(2)  Untersuchungen von serumgehungerten E2f6-/- Fibroblasten ergaben keine in-vivo
Evidenz fiir eine Funktion von E2F6 in der GO Phase (Abbildung 4.6).

3) Wihrend der Kultivierung E2F6 defizienter primérer Fibroblasten konnte keine
Evidenz fiir eine im Vergleich zu Kontrollzellen verfriihte Induktion der replikativen Se-
neszenz erhalten werden (Abbildung 4.7 (A)).

(4)  Dies wurde durch die Beobachtung bestitigt, dass keine erhohte Expression von
p16™%% und p19*** in E2f6-/- Fibroblasten nachgewiesen werden konnte (Abbildung 4.7
(B)).

(5) Auch die Induktion der Seneszenz durch eine Uberexpression einer konstitutiv ak-
tiven Mutante des Ras Onkoproteins (onkogene Seneszenz) verlief in E2F6 defizienten
Fibroblasten normal (Abbildung 4.8).

Wie bereits in Zusammenhang mit einer Funktion von E2F6 in der Embryonalentwicklung
diskutiert, ist auch hier denkbar, dass inhibitorische E2F/Pocket Protein Komplexe fiir die

Deletion von E2F6 kompensieren. Um dies zu bestétigen, wire eine detaillierte Untersu-
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chung von E2F-Pocket Proteinkomplexen in E2f6-/- Zellen in verschiedenen Zellzyklus-
phasen notwendig.

Eine weitere Erklarung fiir die normale Proliferation E2F6 defizienter Fibroblasten wire
auch hier, dass E2F6 und der Pocket Protein unabhingige Repressor E2F7 eine iiberlap-
pende Funktion in der Zellzyklusregulation haben (de Bruin et al., 2003; Di Stefano et al.,
2003; Logan et al., 2004) und die E2F6 Defizienz somit durch E2F7 kompensiert werden
kann.

Weiterhin ist nicht auszuschlieBen, dass der E2F6 Proteinkomplex in E2F6 defizienten
Fibroblasten durch das Max/Mga Heterodimer an Promotoren mit einer E-Box Sequenz
binden kann (La Thangue, 2002; Ogawa et al., 2002; siche Einleitung). Es wire daher
notwendig zu untersuchen, ob Komponenten des Proteinkomplexes, wie z.B. Max, Mga,
G9a oder HP1y in E2F6 defizienten Fibroblasten weiterhin auf den Promotoren dieser
Zellzyklusgene in GO identifiziert werden kdnnen.

Die normale Induktion der replikativen und der onkogenen Seneszenz, zusammen mit der

INK4 ARF
6 9

normalen Expression von pl und pl in E2F6 defizienten Fibroblasten wider-
spricht der angenommenen Funktion von E2F6 in der Repression des INK4a/ARF Lokus
durch die Rekrutierung von Bmil an den Ink4a/ARF Promotor (Trimarchi et al., 2001).

Es ist jedoch bekannt, dass der INK4a/ARF Lokus durch eine Vielzahl von anderen
Transkriptionsfaktoren reguliert wird. Mdglicherweise vermitteln diese Mechanismen auch
in E2f6-/- priméren Fibroblasten die Ink4a/ARF Repression und die replikative Seneszenz.
In diesem Zusammenhang zeigten Aslanian et al. in einer kiirzlich verdffentlichten Studie
eine Inhibition des p19*®" Promotors durch einen inhibitorischen E2F3 Komplex. ChIPs
bestitigten die spezifische Bindung von E2F3 auf dem p19*%" Promotor (Aslanian ef al.;
2004). Im Einklang dazu ist die Expression von p19"*", p53 und p21 in E2F3 defizienten
primdren Fibroblasten signifikant erhoht.

AulBlerdem zeigten Gil et al., dass der Ink4a/ARF Promotor durch das Polycomb Protein
Cbx7 reguliert wird, das die Induktion der replikativen Seneszenz in humanen priméren
Prostata Epithelzellen unabhidngig von Bmilblockiert (Gil et al., 2004).

Zusammengefasst ist zu vermuten, dass E2F6 in-vivo nicht an der Regulation des

Ink4a/ARF Promotors beteiligt ist.

119



Diskussion

5.3 E2F6 regulierte Gene
5.3.1 E2F6 vermittelt die Repression meiotischer Kohisine in somatischen
Zellen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein systematischer Ansatz verwendet, um mogliche E2F6
regulierte Gene zu identifizieren, die weiter Aufschluss tliber eine mogliche Funktion von
E2F6 in-vivo geben konnen.

Mit einer Expressionsanalyse iiber einen cDNA Microarray wurden die Gene Smcll2
(Structural Maintanance of Chromosome 1 like 2), Stag3 (Stromal Antigen 3) und das
noch nicht charakterisierte Gen XM 196054 als E2F6 regulierte Gene identifiziert. RT-
PCR und Western Blot Untersuchungen bestétigten, dass Smc112, Stag3 und XM 196054
in somatischen E2f6-/- Fibroblasten signifikant und reproduzierbar exprimiert waren, wéh-
rend in Kontrollzellen keine Expression nachweisbar war (sieche 4.4). Dies flihrt zu der
Uberlegung, dass eine biologische Funktion von E2F6 in der Repression der meiotischen
Kohidsine Smc112 und Stag3 liegt. Diese Vermutung konnte durch den Nachweis einer
Smc112 und Stag3 Expression in E2F6 defizienten, adulten, somatischen Zellen unterstiitzt
werden. Jedoch war in diesem Gewebe keine Expression von XM 196054 nachweisbar.
Eine genaue Untersuchung der Expression und Funktion von XM 196054 wird zeigen, wie
dieses Gen in adultem Gewebe reguliert ist.

Wihrend der Anfertigung dieser Arbeit wurden von Oberley et al. E2F6 spezifische Ziel-
gene in humanen Zellen identifiziert und publiziert. In dieser Studie wurden 293T Zellen
verwendet und in einer Kombination aus Chromatinimmunprazipitationen (ChIPs) und
einem promotorspezifischen Microarray u.a. das Tumorsupressorgen BRCA-1, das Hete-
rochromatin Protein HP1 und das Chromatin-assozierte Protein RbAp48 als E2F6 Zielgene
identifiziert. Eine Bestdtigung dieser Ergebnisse erfolgte durch den direkten Nachweis von
E2F6 auf den Promotoren dieser Gene (Oberley et al., 2003; siehe 1.4.2.4). Uberraschen-
derweise konnte keine deregulierte Expression von BRCA1, HP1 oder RbAp48 in murinen
E2F6 defizienten primdren embryonalen Fibroblasten beobachtet werden (Abbildung
4.16). Moglicherweise deutet dieser Befund auf eine speziesspezifische Funktion von hu-
manem und murinem E2F6 hin. Aulerdem verwendeten Oberley ef al. humane transfor-
mierte Zellen (293T), im Gegensatz zu den in dieser Arbeit verwendeten murinen priméren
embryonalen Fibroblasten. In 293T Zellen werden die Pocket Proteine pRb, p107 und p130
durch die Expression des ,,large T — Antigens™ gebunden, so dass keine inhibitorischen

E2F/Pocket Protein Komplexe gebildet werden. Moglicherweise bindet unter diesen Be-
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dingungen E2F6 an einige E2F regulierte Promotoren, wie z.B. dem BRCA1 Promotor und
vermittelt eine Repression (Wang ef al., 2001). Ein mdglicher experimenteller Ansatz zur
Kléarung dieser Frage wire die Expression des ,,/Jarge T-Antigens* und/oder des E1A On-
koproteins in E2f6-/- Fibroblasten und eine nachfolgende Analyse der BRCA-1, HP1 und
RbAp48 Expression.

5.3.2 Folgen der Expression von Smc112 und Stag3 in E2F6 defizienten Zellen

Smcl1l2 und Stag3 sind meiotische Kohédsine und werden ausschlieSlich in meiotischen
Geweben exprimiert. Revenkova ef al. identifizierten Smcll2 (Smclfs) als eine Meiose
spezifische Isoform von Smcl (Smcla) (Revenkova et al., 2001). Stag3 wiederum wurde
als ein Meiose spezifisches Homolog der mitotischen Kohésine SA-1/SA-2 identifiziert
(Pezzi, N. et al., 2000; Prieto et al., 2001). Fiir das noch unbekannte Gen XM 196054
konnte ebenfalls eine Expression ausschlieBlich im Hodengewebe nachgewiesen werden.
Dies ist ein erster Hinweis darauf, dass es sich ebenfalls um ein Meiose spezifisches Gen
handeln kénnte (Andrea Rubeck; Diplomarbeit).

Die normale Zellproliferation und die Verteilung der Zellzyklusphasen von E2F6 defizien-
ten Fibroblasten zeigen, dass die Uberexpression der meiotischen Kohésine Smc112 und
Stag3 in mitotischen Zellen tolerierbar ist. Da aulerdem im Rahmen der FACS Messun-
gen keine signifikante Hiufung aneuploider Zellen festgestellt werden konnte, scheint kein
Defekt in der Chromosomenadhision in mitotischen Zellen vorzuliegen (siche 4.2). Erste
Untersuchungen zu Anzahl und Struktur von Metaphasechromosomen bestdtigen dies
(nicht gezeigt). Zudem verlassen E2F6 defiziente Fibroblasten einen Nokodazol induzier-
ten Metaphase Arrest mit der gleichen Kinetik wie die Kontrollzellen (nicht gezeigt). Es ist
jedoch nicht auszuschlieBen, dass ein moglicher Defekt nur sehr schwach ist und daher
technisch schwer nachweisbar ist.

Ursachen fiir die Tolerierung der Smc112 und Stag3 Uberexpression in somatischen Zellen
konnten sein:

(1) Es sind nicht alle Komponenten des meiotischen Kohésinkomplexes in E2f6-/-
Fibroblasten exprimiert, so dass sich kein funktioneller meiotischer Kohdsinkomplex in
somatischen E2f6-/- Zellen bilden kann. Es konnte keine Expression von RECS8, dem
meiotischen Homolog des RAD21 Proteins, in E2F6 defizienten Fibroblasten nachgewie-

sen werden (Molnar et al., 1995; Klein ef al., 1999; nicht gezeigt). RECS8 bildet die struktu-

121



Diskussion

relle Grundlage zur Bildung des synaptonemalen Komplexes in der Meiose I und wird aus-
schlieBlich in murinen Spermatozyten, Spermatiden und in Oozyten exprimiert (Eijpe et
al.,2003; Lee et al., 2002).

(2)  Sowohl meiotische als auch mitotische Kohésine werden durch die APC induzierte
Protease Separase gespalten und inaktiviert (Buonomo et al., 2000; Petronczki und Nays-
mith, 2003). Somit wéire ein meiotischer Kohdsinkomplex in somatischen Zellen funktio-
nell inaktivierbar und der Ablauf der Mitose nicht beeintrachtigt.

Gleichzeitig wirft die Beobachtung eines Spermatogenesedefektes in E2F6 defizienten
Maiusen die Frage auf, inwiefern ein funktioneller Zusammenhang zwischen einer deregu-
lierten Smc112 und Stag3 Expression und einer gestorten Spermatogenese besteht. Mogli-
cherweise wird E2F6 fiir eine Regulation der Expression meiotischer Kohédsine wihrend
der Spermatogenese bendtigt. So kdnnte mit in-situ Hybridisierungen auf Hodenschnitten
die E2F6 Expression wihrend der Spermatogenese untersucht und mit der Expression von

Stag3 und Smc112 verglichen werden.

5.4 Der Mechanismus einer E2F6 vermittelten Repression meiotischer

Kohisine

Zu Beginn dieser Arbeit existierten zwei verschiedene Modelle einer E2F6 vermittelten
Repression. Ogawa et al. postulierten einen aktiven E2F6 abhingigen Repressionsmecha-
nismus, der durch Chromatinmodifikationen vermittelt wird (Ogawa et al., 2002; siche
Einleitung). Demgegeniiber steht das Kompetetionsmodell von Oberley ef al., in dem eine
Repression durch E2F6 passiv durch Blockierung einer gleichzeitigen E2F1 Bindung an
dieselbe E2F Konsensussequenz induziert wird (Oberley ef al., 2003).

54.1 E2F6 bindet an den Stag3 Promotor

Durch die Verwendung von Chromatinimmunprézipitationen (ChIPs) konnte E2F6 auf
dem Stag3 Promotor nachgewiesen werden (Abbildung 4.20). Somit ist anzunehmen, dass
der Stag3 Promotor direkt durch E2F6 reguliert wird.

Ein Nachweis von E2F6 auf dem Stag3 Promotor gelang ebenfalls nach einer E2F6 Re-

Expression in E2f6-/- Fibroblasten. Dieser Nachweis korreliert mit einer Inhibition der
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Stag3 Expression (Abbildung 4.20 und 4.17). Moglicherweise bedeutet dies, dass am Tag
13.5 der Embryonalentwicklung alle Faktoren fiir eine E2F6 vermittelte Repression vorlie-
gen, so dass eine Inhibition des Stag3 Promotors nach E2F6 Expression moglich ist. Die
Expression von Stag3 ist jedoch nicht vollstédndig inhibiert. Dies kdnnte zeigen, dass der
nach Re-Expression von E2F6 induzierte E2F6 Repressionsmechanismus moglicherweise
nicht dem endogenen Mechanismus entspricht. Eine interessante Frage wére in diesem
Zusammenhang, ob die Repression von Stag3 nach einer Re-Expression in E2F6 defizien-
ten Zellen transient oder stabil angelegt ist und die Stag3 (und Smcll2 bzw. XM 196054)
Expression nach einer Anzahl von Passagen mdglicherweise vollstandig blockiert ist.

Vermutlich wird die spezifische Bindung von E2F6 an den Stag3 Promotor durch ein E2F
Konsensuselement vermittelt, dass sowohl im Smc1l2 als auch im Stag3 Promotor identifi-
ziert werden konnte (siehe 4.5.1; Diplomarbeit Andrea Rubeck). Interessanterweise zeigt
E2F1 eine deutlich schwichere Bindung als E2F6 an dieses Konsensuselement im Smc112
Promotor (Diplomarbeit Andrea Rubeck). Im Einklang hierzu gelang bisher kein Nach-
weis von E2F1 auf dem endogenen Stag3 Promotor (nicht gezeigt). Diese Beobachtungen
sprechen gegen die von Oberley et al. vermutete Kompetetion zwischen E2F1 und E2F6

um dieselbe E2F Bindestelle in den Promotoren von Smc112 und Stag3.

5.4.2 E2F6 abhiangige Chromatinmodifikationen

E2F6 bindet direkt an den endogenen Stag3 Promotor. Vor dem Hintergrund der Interakti-
on von E2F6 mit Histonmethyltransferasen wurde daher untersucht, ob durch die E2F6
Bindung Chromatinmodifikationen induziert werden, die eine E2F6 Repression vermitteln.
In E2f6+/+ Fibroblasten konnte an den Promotoren von Smc112 und Stag3 durch Chroma-
tinimmunprazipitationen (ChIPs) eine E2F6 abhédngige Di- und Trimethylierung von
Histon Lysin 9, bzw. Lysin 27 (H3K9/K27) nachgewiesen werden. Mit Antikorpern, die
spezifisch zwischen einer Mono-, Di- und Trimethylierung von Histon H3K9 oder H3K27
unterscheiden (Peters et al., 2003), wurde eine signifikante Dimethylierung von H3K9 und
eine gleichzeitige Trimethylierung von H3K27 am Stag3 Promotor in E2f6+/+
Fibroblasten gezeigt (siche Abbildung 4.21 und 4.22). Die Methylierung von H3K9 und
H3K27 ist eine epigenetische Modifikation auf transkriptionell reprimierten Promotoren

(Lachner et al., 2003). Die am Stag3 Promotor identifizierte E2F6 abhéngige Histonmethy-
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lierung korreliert daher mit der fehlenden Expression von Smcll2 und Stag3 in E2f6+/+
Fibroblasten.

Gleichzeitig wurde beobachtet, dass der Verlust von E2F6 zu einer verstirkten Acetylie-
rung von Histon H3 am Stag3 Promotor in E2f6-/- Fibroblasten fiihrt (sieche Abbildung
4.25). Diese Beobachtung steht im Einklang mit einer verstirkten Stag3 Expression in
E2f6-/- Zellen, da die Acetylierung von Histon H3 mit einer gedffneten Chromatinstruktur
und einer aktiven Transkription des Promotors korreliert (Sterner und Berger, 2000; Strahl
und Allis, 2000; Kouzarides, 1999). Somit ist zu vermuten, dass die E2F6 abhingige Re-
pression von Stag3 die Aktivitit von Histondeacetylasen bendtigt. Diese Vermutung wurde
durch die Beobachtung bestitigt, dass eine Blockierung der Histondeacetylaseaktivitit in
E2f6+/+ Fibroblasten durch Trichostatin- A (TSA) eine signifikante Expression von Stag3
induzierte (siche Abbildung 4.26).

Eine Verbindung zwischen der E2F6 Repression und einer DNA Methylierung ergab sich
aus der Beobachtung, dass die simultane Blockierung der DNA Methylierung und der
Histondeacetylasen sowohl zu einer verstirkten Stag3 Expression, als auch zu einer nun
nachweisbaren Smc1l2 Expression in E2f6+/+ Fibroblasten fiihrt (siche Abbildung 4.26).
Die enzymatische Methylierung von Cytosinen in CpG Dinukleotiden erfolgt durch DNA
Methyltransferasen und ist an der transkriptionellen Inhibition und Heterochromatinbil-
dung beteiligt (Jaenisch und Bird, 2003).

Zusammenfassend liefern diese Ergebnisse Evidenz, dass die E2F6 vermittelte Repression
meiotischer Kohésine durch die Aktivitdt von Histondeacetylasen, Histonmethyltransfera-

sen und DNA Methylasen vermittelt wird.

5.4.3 Wie wird die Histonmethylierung am Stag3 Promotor vermittelt?

Die Identifizierung einer H3K9 und einer H3K27 Di- bzw. Trimethylierung am Smc112
und Stag3 Promotor in E2f6+/+ Fibroblasten fiihrt zu der Frage, welches Enzym diese Me-
thylierungen katalysiert. Denkbar ist, dass E2F6 eine Methyltransferase an die Promotoren
meiotischer Kohisine in somatischen Zellen rekrutiert und somit eine stabile Repression
des Promotors induziert.

Mogliche Kandidaten hierzu bilden die Histonmethyltransferasen G9a und EuHMTase, die
in dem von Ogawa et al. identifizierten E2F6 Komplex nachgewiesen wurden (Ogawa et

al., 2002; siehe Einleitung). G9a methyliert in-vitro H3K9 und H3K27, allerdings konnte
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bisher in-vivo nur eine Spezifitét fiir H3K9 gezeigt werden (Tachibana et al., 2000; Tachi-
bana et al., 2001; Roopra et al., 2004). Die von Ogawa et al. erstmals beschriebene
EuHMTase zeigte in-vitro ausschlieBlich eine Spezifitét fiir eine Histon H3K9 Methylie-
rung (Ogawa et al., 2002). Somit lieBe sich zwar die H3K9 Dimethylierung im Stag3 Pro-
motor durch die Aktivitdt von G9a oder der EuHMTase begriinden, jedoch ist unklar, wie
die H3K27 Methylierung katalysiert werden kann. Uberraschenderweise waren in ersten
Ansitzen weder G9anoch ~ EuHMTase auf dem Promotor von Stag3 nachweisbar (nicht
gezeigt). Gegen eine Funktion von G9a in der Regulation des Stag3 Promotors spricht e-
benfalls die Beobachtung, dass Stag3 in G9a-/- embryonalen Stammzellen nicht dereguliert
ist (Y. Shinkai, personliche Korrespondenz).

Alternativ konnte jedoch die E2F6 abhédngige Methylierung durch das Polycomb Protein
EZH?2 vermittelt werden. EZH2 bildet die katalytische Untereinheit des Polycomb Protein-
komplex PRC-2 (Cao and Zhang, 2004; siche 1.4.2.1). PRC-2 zeigt in-vitro und in-vivo
eine Spezifitidt zur Methylierung von H3K27. In Ergdnzung dazu konnten jedoch Czermin
et al. und Kuzmichev ef al. eine in-vitro Spezifitit von PRC-2 zur Methylierung von H3K9
nachweisen (Cao et al., 2002; Czermin et al., 2002; Kuzmichev et al., 2002; Muller et al.,
2002). Jedoch ist unklar, ob diese Ergebnisse moglicherweise mit Kreuzreaktionen der in
diesen Studien verwendeten Antikérper oder mit Kontaminationen wéhrend der PRC-2
Aufreinigung zu begriinden sind (Cao and Zhang, 2004).

Ein erster Hinweis fiir eine Funktion katalytischer Polycomb Proteine in der E2F6 vermit-
telten Repression ist die in-vitro Interaktion von E2F6 mit EZH2 und mit SUZ12, einer
weiteren Komponente des PRC-2 Komplexes (nicht gezeigt). Ein direkter Nachweis dieser
Polycomb Proteine auf dem Stag3 Promotor ist schwierig, da die hierzu zur Verfiigung
stehenden Antikorper fiir einen derartigen experimentellen Ansatz nicht geeignet sind. Da-
her sind alternative Methoden notwendig, um die funktionelle Verbindung zwischen E2F6
und katalytischen Polycomb Proteinen zu zeigen. Denkbar wire die Etablierung einer
RNAi basierenden Reduktion von EZH2 in E2f6+/+ Fibroblasten und einer nachfolgenden
Untersuchung der Smc112 und Stag3 Expression.

Zusammengefasst bleibt somit zundchst unklar, welche Histonmethyltransferase eine E2F6
Repression vermittelt und ob E2F6 diese Methyltransferase an den Stag3, bzw. Smcl1l2
Promotor rekrutiert.
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5.4.4 Welche Funktion haben die Histonmethylierungen am Stag3 Promotor?

Die Dimethylierung von H3K9 bildet eine Bindestelle fiir die Chromodoméne des HP1
Proteins. Gleichzeitig wird vermutet, dass der PRC-2 Komplex an trimethyliertes H3K27
bindet (Lachner und Jenuwein, 2003).

Weder HP1y noch HP1a binden an den Stag3 Promotor, obwohl gleichzeitig eine Bindung
an den durch HP1 regulierten Coll1a2 Promotor gezeigt werden konnte (Abbildung 4.23).
Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass HP1 nicht an der Repression von Stag3 beteiligt
ist. Vermutlich binden andere Proteine, die eine Chromodoméne besitzen, an dimethylier-
tes H3K9 am Stag3 Promotor und inhibieren dadurch eine Stag3 Expression.

M33, ein Polycomb Protein aus dem PRC-2 Komplex, das eine Chromodoméne besitzt,
konnte bisher nicht mit ChIPs auf dem Stag3 Promotor detektiert werden. Jedoch ist un-
klar, ob der verwendete M33 Antikorper fiir einen derartigen experimentellen Ansatz ge-
eignet ist. Hinweise, dass ein Polycomb Komplex an den Stag3 Promotor bindet, konnte
durch den Nachweis von RYBP (Ringl-YY 1-binding-protein) am Promotor erbracht wer-
den. RYBP ist eine Komponente des PRC-2 Polycomb Komplexes. RYBP wurde von Tri-
marchi et al. bereits als ein E2F6 interagierendes Protein identifiziert und ist als ein
transkriptioneller Repressor beschrieben worden (Trimarchi et al., 2001; Garcia et al.,

1999).

5.4.5 Die E2F6 abhingige Repression und die Histondeacetylierung

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Histondeacetylasen an einer E2F6
vermittelten Repression beteiligt sind. Auch Polycomb Komplexe wurden zuvor bereits
mit Histondeacetylasen in Verbindung gebracht: EED, ein PRC-2 Polycomb Protein, inter-
agiert in-vitro und in-vivo mit Histondeacetylasen und eine Histondeacetylierung ist not-
wendig fiir eine Polycomb vermittelte Repression (van der Vlag et al., 1999). Somit konnte
spekuliert werden, dass E2F6 in einer Rekrutierung des PRC2 Komplexes eine Deacetylie-
rung und eine nachfolgende Methylierung von H3K27 ermdglicht. Es sind jedoch weitere
Untersuchungen notwendig, um zu kldren, ob E2F6 direkt an der Histondeacetylierung
beteiligt ist. Denkbar wiére auch, dass die Histondeacetylierung unabhingig von E2F6

durchgefiihrt wird und einer E2F6 vermittelten Histonmethylierung vorausgeht.
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Eine weitere Komplexitidt der E2F6 abhéngigen Repression ergibt sich aus der Beobach-
tung des synergistischen Effektes der Inhibition von Histondeacetylasen und der Blockie-
rung einer DNA Methylierung. Dies weist auf eine mogliche funktionelle Verbindung die-
ser Chromatin und DNA Modifikationen am Smc112 und Stag3 Promotor hin. Eine mdgli-
che Erkldrung dieser Beobachtungen ist die Assoziation von DNA Methyltransferasen und
MeCPs (Methyl CpGs binding Proteins) mit einer Aktivitidt zur Deacetylierung von Histo-
nen (Jones et al., 1998; Nan et al., 1998; Ng und Bird, 1999; Robertson et al., 2000; Fuks
et al., 2000; Fuks et al., 2001).

5.4.6 Modell zur E2F6 vermittelten Repression

Zusammengefasst ergibt sich aus den in dieser Arbeit vorgestellten Beobachtungen folgen-

des Modell zur E2F6 vermittelten Repression:

a1 E2F6 bindet spezifisch an ein E2F Konsensuselement im Smc112 und Stag3 Promo-

tor.

(2)  Durch diese Bindung werden E2F6 assoziierte Chromatin-modifizierende Enzyme
an den Promotor von Stag3 und Smc1l2 rekrutiert. Dadurch wird eine Deacetylierung von
Histonen katalysiert, die nachfolgend die spezifische H3K9 und H3K27 Methylierung

durch Histonmethylasen ermdoglicht.

(3)  Die spezifischen Methylierungen fiihren zur Bindung von Chromatin-assoziierten
Proteinen, wie z.B. Polycomb Proteinen, die eine dauerhafte und vererbbare Repression
der Smc112 und Stag3 Expression vermitteln.

“4) SchlieBlich kénnten durch die Aktivitit von DNA Methyltransferasen CpG Di-
nukleotide im Stag3 und Smc112 Promotor methyliert und dadurch eine Repression stabili-

siert werden.

Abbildung 5.1 fasst dieses vorldufige Modell zusammen (siche folgende Seite).
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Abbildung 5.1: Modell zur E2F6 vermittelten Repression

E2F6 bindet an ein spezifisches E2F Konsensuselement in den Promotoren von Stag3 und
Smc112. Dadurch werden E2F6 assoziierte Chromatin-modifizierende Enzyme an die Pro-
motoren rekrutiert. Zunichst erfolgt eine Deacetylierung spezifischer Histone durch die
Aktivitat von Histondeacetylasen (HDAC). Nachfolgend werden durch Histonmethyltrans-
ferasen (HMTasen) Histon H3 Lysin 9 (H3K9) dimethyliert (griin) und Histon H3 Lysin
27 (H3K27) trimethyliert (rot). Diese Modifikationen dienen als Bindestelle fiir Chroma-
tin-assoziierte Proteine, wie z.B. Polycomb Proteinen (Polycomb), die eine dauerhafte und
stabile Repression der Stag3 und Smc112 Expression vermitteln. In Ergdnzung dazu scheint
die stabile Repression von Stag3 und Smcl12 durch die Methylierung von DNA, kataly-
siert durch DNA Methyltransferasen (DNA-MTase), stabilisiert zu werden.
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7 Zusammenfassung

E2F Transkriptionsfaktoren sind zentrale Regulatoren der Zellproliferation und der
Zelldifferenzierung. E2F Proteine binden iiber eine konservierte DNA Bindedoméine an ein
charakteristisches DNA Motiv der Sequenz (T(c/g)CCGC(c/g). Dieses E2F
Konsensusmotiv konnte in den Promotoren zahlreicher Gene nachgewiesen werden,
darunter Gene fiir die Zellzyklusregulation, den Nukleotidstoffwechsel, die DNA
Replikation, die Apoptose und die Zelldifferenzierung.

Der E2F Familie werden derzeit sieben Proteine zugeordnet (E2F1-E2F7). E2F1-E2F5
sind transkriptionelle Aktivatoren. Ihre transaktivierende Wirkung wird durch die
zellzyklusabhédngige Bindung an Pocket Proteine (pRb, p107, p130) negativ reguliert.
E2F1-E2F5 zeigen eine sowohl spezifische als auch {iiberlappende Funktionen in der
Zellzyklusregulation und in der Embryonalentwicklung.

Dagegen bilden E2F6 und E2F7 transkriptionelle Repressoren, die nicht an Pocket Proteine
binden. Ihre physiologische Funktionen sind unklar.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die in-vivo Funktion von E2F6 analysiert werden. Hierzu
wurden E2F6 defiziente Maiuse charakterisiert, die in Vorarbeiten durch Dr. Stefan
Gaubatz hergestellt und zur Verfiigung gestellt wurden.

E2F6 defiziente Méuse sind lebensfdhig, gesund und fruchtbar. Somit scheint E2F6 nicht
fiir die Embryonal- oder Postnatalentwicklung der Maus bendtigt zu werden.

E2f6-/- Fibroblasten proliferieren normal und zeigen eine zu den Kontrollzellen identische
Zellzyklusverteilung. E2F6 defiziente Fibroblasten arretieren reversibel in der GO Phase
des Zellzyklus. AuBerdem induzieren sie eine normale replikative und onkogene
Seneszenz. Aus diesen Beobachtungen kann geschlossen werden, dass E2F6 nicht fiir die
Zellzyklusregulation benotigt wird.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten zwei gewebespezifische Phénotypen E2F6 defizienter
Maiuse beobachtet werden:

Zum einen wurde ein Defekt in der Spermatogenese E2F6 defizienter Ménnchen
festgestellt, dessen molekulare Ursache jedoch unklar ist. Dieser Defekt beeintrachtigt
nicht die Fruchtbarkeit von E2f6-/- Méusen.

Zum anderen konnten posteriore homeotische Transformationen entlang der antero-
posterioren Achse von Skeletten E2F6 defizienter Mause identifiziert werden. Diese

dhneln auffillig den Skelettphinotypen Polycomb Protein defizienter Méiuse. Da
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vorangegangene Studien eine Interaktion von E2F6 mit Polycomb Proteinen zeigten,
konnte durch den in dieser Arbeit beobachteten E2f6-/- Phianotyp erstmals in-vivo Evidenz
fiir einen funktionelle Interaktion von E2F6 mit Polycomb Proteinen erhalten werden.
Polycomb Proteine inhibieren die Expression von Hox Genen. Es kann daher spekuliert
werden, dass E2F6 Polycomb Proteine an die Promotoren von Hox Gene rekrutiert. Im
Gegensatz zu den Polycomb defizienten Maiausen konnte allerdings in ersten
Untersuchungen keine deregulierte Expression spezifischer Hox Gene in 9.5 Tage alten
E2f6-/- Embryonen nachgewiesen werden. Daher wurde ein systematischer Ansatz
gewdhlt, um E2F6 regulierte Gene zu identifizieren.

Unter Verwendung eines cDNA Microarrays konnten die meiotischen Kohdsine Smcll2
(Structural Maintenance of Chromosomes 112) und Stag3 (Stromal Antigen 3), sowie das
noch nicht charakterisierte Gen XM 196054 als E2F6 regulierte Gene identifiziert und mit
verschiedenen experimentellen Anséitzen bestdtigt werden.

Durch den Nachweis von E2F6 auf dem endogenen Promotor von Stag3 kann eine direkte
Regulation von Stag3 durch E2F6 angenommen werden. Weiterhin konnte eine E2F
Konsensussequenz im Stag3 und Smc1l2 Promotor identifiziert werden, die eine Bindung
von E2F6 ermdglicht und fiir eine Repression benétigt wird.

Anhand dieser Gene wurde in dieser Arbeit der E2F6 vermittelte Repressionsmechanismus
untersucht: Dabei konnte beobachtet werden, dass Histon H3 des Smcl1l2 und Stag3
Promotors in E2f6+/+, nicht jedoch in E2f6-/- Fibroblasten an H3 Lysin 9 (K9)
dimethyliert und am Lysin 27 (K27) trimethyliert ist. Diese Methylierungen korrelieren mit
der Repression der Stag3 und Smc112 Expression in E2f6+/+ Fibroblasten.

Zusitzlich konnte in E2F6-/- Fibroblasten eine stirkere Acetylierung von Histon H3 am
Stag3 Promotor im Vergleich zu E2f6+/+ Fibroblasten gezeigt werden. Diese
Histonacetylierung korreliert mit einer Expression von Stag3 in E2F6 defizienten Zellen.
In Einklang damit steht die Beobachtung, dass die stabile Repression von Smcll2 und
Stag3 die Aktivitdt von Histondeacetylasen benotigt. Aulerdem wurde Evidenz fiir eine
Funktion von DNA Methylierungen in der stabilen Smcll2 und Stag3 Inhibition
gewonnen.

Somit kann aus diesen Beobachtungen folgendes Modell einer E2F6 vermittelten
Repression vorgeschlagen werden:

Durch die sequenzspezifische DNA Bindung von E2F6 werden Histondeacetylasen
und/oder Histonmethyltransferasen an die Promotoren meiotischer Kohésine rekrutiert.

Der Nachweis des Polycomb Proteins RYBP auf dem Stag3 Promotor von E2f6+/+
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Fibroblasten zeigt, dass eine dauerhafte, stabile und vererbbare Inhibition der
Kohisinexpression moglicherweise durch Polycomb Proteine vermittelt werden konnte.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine Funktion von E2F6 in der Inhibition zell- und
differenzierungsspezifischer Gene identifiziert werden. Gleichzeitig wurde Evidenz fiir
einen aktiven E2F6 Repressionsmechanismus erhalten, der durch Histonmodifikationen die

Bindung von Polycomb Proteinen an E2F6 regulierte Promotoren ermoglicht.
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8 Anhang

8.1 Abkiirzungsverzeichnis

Sofern nicht hier aufgefiihrt, wurden Abkiirzungen entsprechend den Mallangaben der
IUPAC (International union of pure and applied chemistry) und denen des SI-Systems
(System Internationale de |'Unité) verwendet. Spezielle Abkiirzungen fiir Fachtermini, die

nicht in dieser Liste enthalten sind, werden jeweils im Text erldutert.

A Adenosin

AK Antikorper

o- anti-

APS Ammoniumperoxodisulfat
ARF alternative reading frame

AS Aminoséure

ATP Adenosintriphosphat

bp Basenpaare

B-Gal. B-Galaktosidase

BSA Rinderserumalbumin

bzw. beziehungsweise

C Cytosin

°C Grad Celsius

ca. circa

Cdc cell division cycle

Cdk cyclin dependent kinase
cDNA copy DNA

CKI cyclin dependent kinase inhibitor
CMV Cytomegalovirus

Da Dalton

dATP 2'-Desoxyadenosintriphosphat
dCTP 2'-Desoxycytidintriphosphat
dGTP 2'-Desoxyguanosintriphosphat

149



Anhang

dTTP 2'-Desoxythymidintriphosphat

DMEM Dulbecco’s modification of Eagle’s minimal essential
medium

DMSO Dimethylsulfoxid

dn dominant negativ

DNA deoxyribonucleic acid

DTT Dithiothreitol

ECL ™ enhanced chemoluminescence

EDTA Ethylendiamintetraacetat

GFP green fluorescent protein

FACS Fluorescence activated cell sorting

FCS fetal calf serum

G Guanosin

GTP Guanosintriphosphat

h Stunde

HBS Hepes-gepufferte Salzlosung

HEPES N,-Hydroxyethylpiperazin-N,-Ethansulfonsdure

HLH Helix-Loop-Helix-Doméne

HRP Horseradish-Peroxidase

Ink4 inhibitor of kinase 4

IP Immunprézipitation

Kb Kilobasenpaare

kDa Kilodalton

Ko Kontrolle

1 Liter

LB Luria-Bertani-Medium

Leu Leuzin

LZ Leuzin-Zipper

m milli

M molar

max maximal

MEF Maus embryonale Fibroblasten

min Minute
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M-MLV
Myc
mRNA

NIH
NLS
nm
NP40
OD
ONPG
PAGE
PBS
PCR
PMSF
PVDF
Rb
RNA
RNAIi
RNAse
rpm
RT
RT

SDS
ss

SV40

TAE
TBS
TBS-T
TE
TEMED

Moloney Murine Leukemia Virus
Myelocytomatose Protein
messenger RNA

mikro

National Institute of Health
nuclear localisation signal
Nanometer

Nonidet P-40

optische Dichte
o-Nitrophenyl-pB-D-Galaktopyranosid
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
phosphate buffered saline
polymerase chain reaction
Phenylmethylsulfonylfluorid
Polyvinylidendifluorid
Retinoblastom

ribonucleic acid
RNA-Interferenz

Ribonuklease

rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)
Raumtemperatur

reverse Transkription

Serin

sociumdodecylphosphate

single stranded

Simian Virus

Threonin

Thymidin
Tris-Azetat/EDTA-Puffer
Tris-gepufferte Salzlosung
Tris-gepufferte Salzlosung mit Tween-20
Tris/EDTA (Puffer)
Tetramethylethyldiamin
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TGFpB
Tris
u.a.
uv
WB
WT
z.B.
Zn

Transforming growth factor [
Tris-hydroxymethyl-aminomethan
unter anderem

Ultraviolett

Western Blot

Wildtyp

zum Beispiel

Zinkfinger
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