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EINLEITUNG

1. Vorwort

Zelluldre Programme wie Wachstum, Differenzierung und Zelltod miissen streng reguliert
werden. Sind die Regulationsmechanismen im Zellverband eines hoheren Organismus gestort,
kann es zu schweren Krankheiten wie Krebs kommen. Bei der Krebsentstechung werden
zelluldre Gene beschédigt oder dereguliert, die die obengenannten Prozesse steuern.

Ein solches Gen ist das c-myc Gen (myc). Wird myc in einer Zelle normal reguliert, so
bezeichnet man es, wie andere potentiell krebsverursachende Gene, als Protoonkogen.
Kommt es zur permanenten Aktivierung von myc und damit zur Entstehung einer Tumorzelle,
wird myc zum Onkogen. Welche Funktionen erfiillt myc normalerweise in einer Zelle? Wie
fiihren diese Funktionen zur Tumorentstehung? Seit der Entdeckung von myc im Jahre 1978,
sind diese Fragen immer noch nicht vollstindig beantwortet. Myc ist im Zusammenspiel mit
anderen zelluliren Faktoren ein zentraler Regulator von Wachstum, Differenzierung und
Zelltod. Myc erfiillt seine Funktionen als Transkriptionsfaktor, d.h. es reguliert die
Expression anderer Gene. Ist das ’Expressionsmuster’ dieser Gene verantwortlich fiir die
unterschiedlichen Programme, die Myc erfiillen kann?

Mit Hilfe eines neuartigen Zellsystems wird in dieser Arbeit das Expressionsmuster Myc-
regulierter Gene untersucht. Die Identifizierung neuer Myc-Zielgene ist derzeit eines der
herausfordernden Ziele der myc-Forschung und soll kldren, wie Myc zu der Regulation des

Zellwachstums beitragt.
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2. Das myc-Gen

Das c-myc Gen (myc) gehort zu einer Genfamilie, deren Mitglieder zelltypspezifisch
exprimiert werden. Die am besten charakterisierten Mitglieder sind c-myc, N-myc und L-myc,
daneben wurden noch S-myc und B-myc beschrieben. N-myc kommt hauptsédchlich in
neuronalen Zellen vor und verursacht bei Uberexpression das Neuroblastom. L-myc wurde im
kleinzelligen Lungenkarzinom identifiziert (Ubersicht in Lemaitre et al., 1996). Bei
Vertebraten ist c-myc konserviert, es wurde aber auch bei Drosophila melanogaster und dem
Seestern Asterias vulgaris gefunden (Gallant et al.,1996; Schreiber-Agus et al., 1997; Walker
et al., 1992). Abbildung 1 zeigt die Genstruktur aus drei Exons, wovon Exon 2 und Exon 3
den offenen Leserahmen fiir das Myc-Protein (Myc) codieren. Das Gen besitzt mehrere
Promotoren (PO-3). Hauptsédchlich wird der Promotor P2 benutzt (75-90% der Transkripte),
der zur Expression zweier Proteine von 64 und 67kd GroBe fiihrt (Ubersicht in Henriksson

und Liischer, 1996).

1 kb
P—
PO P2
| P1 P3
Exon 1 Exon 2 Exon 3

| | [
CTG ATG PA, PA,

Abb. 1: Die Struktur des c-myc Gens (myc). Der P2-Promotor fiihrt zur Transkription der myc-mRNA (75-
90% aller Transkripte), wobei die Exons 2 und 3 fiir das 64kd (vom ATG-Startcodon), bzw. das 67kd
Protein (CTG-Startcodon) codieren. Die Polyadenylierungsstellen sind mit pA; und pA, bezeichnet.

Myc-RNA und Protein besitzen eine kurze Halbwertszeit von 20 bis 30 min. Die Expression
wird sehr friih in der G1-Phase des Zellzyklus induziert und bleibt wiahrend des Verlaufs des
gesamten Zellzyklus erhalten (Ubersicht in Henriksson und Liischer, 1996).

Myc ist an vielen zelluldren Prozessen beteiligt, wie Zellproliferation, Differenzierung und
programmiertem Zelltod (Ubersicht in Amati et al., 1998; Obaya et al., 1999; Prendergast,
1999). Die molekularen Mechanismen, durch die Myc diese Prozesse steuert, sind aber
weitgehend ungeklért. In den folgenden Abschnitten der Einleitung soll der Kenntnisstand

iiber myc zu Beginn dieser Arbeit zusammengefasst werden.
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2.1. myc und Tumorentstehung

Der Schritt vom Protoonkogen zum Onkogen kann auf verschiedene Weise erfolgen. Viren,
die in das Genom des Wirtes integrieren, konnen zellulire Gene in ihr eigenes Genom
aufnehmen und im Virion verpacken. Infizieren solche Viren erneut einen Wirt, wird das
Protoonkogen oftmals durch virale regulatorische Einheiten aktiviert (Transduktion).

Bei Rekombinationsereignissen konnen Bruchstiicke eines Chromosoms auf andere
Chromosomen {ibertragen werden (7ranslokationen). In diesem Falle gelangen
Protoonkogene unter die Kontrolle regulatorischer Einheiten des Bruchstiicks.

Eine Mutation eines Protoonkogens kann zur unkontrollierten Expression oder zur
Verianderung des Proteins fiihren.

Die Vervielfiltigung eines Gens (Genamplifikation) hat oft eine Uberexpression zur Folge.
Alle genannten genetischen Verdnderungen wurden fiir myc in verschiedenen Tumoren
beschrieben. Aufgrund dieser Beobachtungen wurde schon frith vermutet, dal myc eine
zentrale Rolle bei der Entstehung einer Vielzahl von Tumoren spielt.

Zum ersten Mal wurde myc als virales Gen beschrieben (v-myc ). Als Bestandteil des Hiithner-
Virus MC29 fiihrt es in den infizierten Tieren zur Myelocytomatose (Sheiness et al., 1979).
Die Entdeckung von v-myc flihrte bald zur Identifizierung des zelluliren Homologs, c-myc
(Vennstrom et al., 1982). Das AL-Virus (Avian Leukosis Virus) aktiviert myc bei Hithnern
durch Integration (Hayward et al., 1981).

In humanen Tumoren findet man hiufig Uberexpression von Myc. In vielen Fillen ist dies auf
die Amplifikation von myc zurlickzufiihren, wie bei Brustkrebs, Prostatakrebs, Darmkrebs
oder dem Neuroblastom (Ubersicht in Nesbit et al. 1999). Bei Lymphomen ist die Myc-
Uberproduktion meist Folge einer Translokation, wie beim Burkitt-Lymphom. Dabei
fusionieren regulatorische Einheiten der Immunglobulin-Loci mit dem myc Gen (Chromosom
8), z.B. die p-Schwere-Ketten-Region (Chromosom 14), die k-Leichte-Kette (Chromosom 2)
oder A-Leichte-Kette (Chromosom 22) (Ubersicht in Klein, 1999). Mutationen in der
codierenden Region des myc-Gens betreffen hauptsdchlich Phosphorylierungsstellen des
Myec-Proteins (Threonin 58, Serin 62) (Ubersicht in Nesbit et al., 1999). Fiir das Multiple
Myelom (MM) wurden Mutationen in der 5’-nichttranslatierten Region (5’-UTR) der mRNA
von Myc beschrieben. Diese Mutation fiihrt zu einer verstirkten Assoziation mit Polysomen

und damit zur erhéhten Translation der myc-mRNA (Willis et al. 1997).



I Einleitung 4

2.2. Erkenntnisse iiber die Funktion von myc

2.2.1. Myc ist ein Transkriptionsfaktor

Erst zehn Jahre nach der Entdeckung von myc konnten erste Ergebnisse iiber die vermutliche
zelluldre Funktion veroffentlicht werden. Myc ist ein Protein, das eine basische/Helix-Loop-
Helix/Leucin-Zipper (b HLH-LZ) Doméne besitzt (Abb. 2). Dies deutete darauf hin, dal Myc
mit anderen bHLH-LZ-Proteinen interagieren und DNA binden kann. Tatsdchlich wurde ein
Protein identifiziert, das eine sehr dhnliche Struktur wie der C-terminale Bereich von Myc
aufweist (Abb. 2). Dieses Protein wurde als Max bezeichnet (Myc Associated Factor X). Max
bindet als Dimerisierungspartner von Myc, oder als Homodimer an DNA mit der
Konsensussequenz CACGTG (Blackwood & Eisenman 1991; Prendergast et al., 1991; Ferre-
D'Amare et al., 1993). Myc selbst bildet keine Homodimere. Der N-terminale Bereich des
Myc-Proteins wurde als Transaktivierungsdomine (TAD) identifiziert und erste direkte
Zielgene konnten beschrieben werden (Kato et al. 1990, Amati et al. 1992, Kretzner et al.

1992, Eilers et al. 1991).

TAD

Max [I:.]

Abb. 2: Struktur der Proteine Myc und Max. Beide Proteine bilden iiber ihre HLH-LZ-Struktur Dimere.
Uber eine basische Region (b) binden Myc/Max-Komplexe an eine CACGTG-Konsensussequenz. Myc

verfiigt aulerdem iiber eine Transaktivierungsdoméne (TAD), die zur Induktion von Zielgenen fiihrt.

2.2.2. Myc-regulierte Gene

Seit der Identifizierung von Myc als Transkriptionsfaktor ist es ein Schwerpunkt der Myc—
Forschung, direkte Zielgene von Myc zu finden. Oft wurden fiir diese Gene nur schwache
Induktionen beschrieben, was deren Identifizierung erschwert. Auch ist ein formaler Beweis,
daB3 es sich um unmittelbar durch Myc-regulierte Gene handelt, schwierig. Als Kriterien fiir
ein direktes Myc-Zielgen wurden einige Richtlinien aufgestellt (Ubersicht in Henriksson und

Liischer, 1996). So soll die Expression des Zielgens unmittelbar auf die Myc-Aktivierung
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folgen. Zielgene sollen Myc-Bindestellen aufweisen und die Induktion eines Zielgens soll
unabhingig von Proteinsynthese erfolgen. Die Expression des Zielgens sollte abhingig sein
von Mutationen, die die Myc-Funktion beeintrachtigen. Diese Kriterien zu beweisen, erweist
sich in der Praxis oft als schwierig. Auch Gene, die solche Kriterien erfiillen, sind in der
Fachwelt oft als direkte Zielgene umstritten. Auch wenn der formale Beweis fiir ein direktes
Gen nicht immer durchfiihrbar ist, konnen diese Gene aber dennoch entscheidend zu einer
Tumorentstehung beitragen.

In Tabelle 1 sind die Myc-Zielgene aufgelistet, die zu Beginn dieser Arbeit bekannt waren. Es
wurden auch einige, durch Myc-reprimierte Gene beschrieben. Die genauen Mechanismen,
wie Myc-Zielgene induziert oder reprimiert werden, sind aber noch weitgehend unklar und
wird hier nicht niher erldutert (Ubersicht in Cole und McMahon, 1999; Claassen und Hann,

1999).

Gen Funktion Regulation durch Myc | Referenz
a-Prothymosin | Chromatin-Struktur induziert Eilers et al. 1991
ECA39 Aminosauretransport induziert Benvinisty et al., 1992
ODC Polyamin-Synthese induziert Bello-Fernandez et al., 1993
pS3 Transkriptionsfaktor induziert Reisman et al., 1993
elF4E Translations- induziert Rosenwald et al., 1993a
elF2a Initiationsfaktoren
cad Pyrimidin-Biosynthese induziert Miltenberger et al. 1995
MrDb RNA-Helikase induziert Grandori ef al. 1996
Cdc25A Zellzyklusregulation induziert Galaktionov et al., 1996
LDH-A Metabolismus induziert Shim et al., 1997
rcl unbekannt induziert Lewis et al. 1997
ISGF3y Transkriptionsfaktor induziert Weihua et al. 1997
MHC I Antigen-Erkennung reprimiert Versteeg et al., 1988
c-myc Transkriptionsfaktor reprimiert Penn et al., 1990
Albumin Serum Protein reprimiert Lietal, 1994
C/EBPa Transkriptionsfaktor reprimiert Lietal., 1994
Ig Ep Immunglobuline reprimiert Sigvardsson et al., 1994
Igx
CyclinD1 Zellzyklusregulation reprimiert Philipp et al., 1994
gaddas Zellzyklusarrest reprimiert Constance et al., 1996
Marhin et al. 1997
gadd153 Zellzyklusarrest reprimiert Chen et al., 1996
Thrombospodin | Angiogenese-Inhibitor reprimiert Tikhonenko et al., 1996
Lysozym Glykosidase reprimiert Mink et al., 1996

Tabelle 1: Myc-regulierte Gene. Aufgelistet sind die Zielgene, die bis 1998 beschrieben waren.
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2.3. myc in der Zellzyklusregulation

Tumorzellen sind einer stindigen Zellteilung unterworfen. Faktoren, die die Zellteilung
regulieren, werden in Tumorzellen stindig neu aktiviert. Es ist daher naheliegend zu
vermuten, dall Onkogene solche Faktoren regulieren oder selbst fiir solche Faktoren codieren.
Mit der Etablierung des ersten Zellsystems, in dem Myc reguliert werden kann, wurde fiir
Myc bereits ein solcher Zusammenhang hergestellt (Eilers et al., 1989): Fibroblasten
arretieren normalerweise ohne fotales Kélberserum (FKS) im Kulturmedium in der G1-Phase
des Zellzyklus. Eine Aktivierung von Myc kann auch bei Abwesenheit von FKS die DNA-
Synthesephase in diesen Zellen induzieren (Eilers ef al., 1989, 1991).

2.3.1. Kontrolle des Restriktionspunkts

Fir die Entscheidung, in den Zellzyklus einzutreten, bendtigt eine Zelle Signale durch
Wachstumsfaktoren. Eine Zelle wird unabhédngig von diesen Wachstumsfaktoren, wenn sie
einen Restriktionspunkt iiberschreitet, der durch die Phosphorylierung des Retinoblastoma-
Proteins (Rb) charakterisiert ist. Eine Tumorzelle hat typischerweise diese Abhidngigkeit
verloren und kann auch bei Abwesenheit von Wachstumsfaktoren den Restriktionspunkt
iiberwinden (Ubersicht in Sherr, 1996; Planas-Silvas und Weinberg, 1997).

Die wichtigsten Regulatoren dieses Prozesses sind die sogenannten Cyclin-abhingigen
Kinasen (Cdks). Die Aktivitdten der Cdks sind streng reguliert, durch Abundanz der Cyclin-
Untereinheit (Cyc), durch Inhibitoren, sowie durch ihren Phosphorylierungsgrad (detaillierte
Ubersicht in Morgan, 1997). Die schrittweise Phosphorylierung von Rb wird durch Cdk4'
initiiert, was zur teilweisen Aktivierung von Cdk2/CycE-Komplexen fiihrt. Diese {ibernehmen
die vollstindige Rb-Phosphorylierung und aktivieren so in einem Feedback-Mechanismus
auch die volle Cdk2-Aktivitit (Abb. 3 und Ubersicht in Mittnacht, 1998). Eine wichtige Folge
der Rb-Phosphorylierung ist die Aktivierung des Transkriptionsfaktors E2F/DP-1, der die
Expression von Faktoren fiir die Einleitung der DNA-Synthesephase induziert. Dazu gehoren
CycE und A und Cdc6 und Cdc25A. Daneben werden auch Faktoren induziert, die fiir die
Synthese von Nukleotiden notwendig sind, wie die Dihydrofolatreduktase (DHFR),

! Bei Sdugetieren werden in der frithen G1-Phase auBlerdem Cdk3,5,6 aktiviert, die mit D-Cyclinen assoziieren,
wie Cyclin D1,2,3. Zur Vereinfachung werden diese hier nicht beschrieben (Ubersicht in Morgan 1997).
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Thymidin-Kinase (TK) und Thymidin-Synthetase (TS) (eine Ubersicht iiber E2F-Zielgene
findet sich bei Lavia und Jansen-Diirr, 1999).

INK: KIP:
p15 p21
pl6 p27
p18 p57
p19

RaY
B &\ &

\

v

S-Phase

P d
N
O 0
0 ?
P
©
. CycA
[ ~ | Cdc6

Cdc25A
DHFR

TK
TS

J

&)

Abb. 3: Vereinfachtes Schema der Zellzyklusregulation in der G1-Phase. Die Kinasen Cdk4 und Cdk2
werden durch Assoziation mit ihren regulatorischen Untereinheiten, den Cyclinen (Cyc) aktiviert. Die
Inhibition erfolgt durch Proteine der INK-Familie (pl5, pl16, pl8, p19) oder der KIP-Familie (p21, p27,
p57). G1-Cdks phosphorylieren das Rb-Protein (durch CycD/Cdk4 und CycE/Cdk2) oder aktivieren direkt
die DNA-Replikation (CycA/Cdk2). Die Rb-Phosphorylierung fiihrt zur Aktivierung des Transkriptions-
faktors E2F. Mit seinem Dimerisierungspartner DP1 induziert E2F die Expression von Faktoren, die fiir die

DNA-Replikation benétigt werden.
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Eine wichtige Rolle spielt die Inaktivierung von Cdk-Inhibitoren. Inhibitoren von Cdk4
(Proteine der INK-Familie: p15, p16, p18 und p19) werden friih in G1 inaktiviert. Inhibitoren
der KIP-Familie (p21, p27, p57) werden durch bereits aktive Cdk2 phosphoryliert, was zur
Degradation der Inhibitoren fiihrt. Andererseits konnen aber Cdk4/CycD-Komplexe auch
KIP-Inhibitoren binden und damit KIP-Inhibitoren von Cdk2 sequestrieren. So kommt es zu
einer, fiir den geordneten Ablauf des Zellzyklus wichtigen, zeitlichen Abfolge von Cdk-
Aktivitidten: Cdk4 aktiviert Cdk2, durch Sequestrierung der Inhibitoren und wird selbst
inaktiviert (Abb. 5 und Ubersicht in Morgan, 1997).

2.3.2. Myc aktiviert Cdk2/CycE

Myc induziert in ruhenden Fibroblasten DNA-Synthese (Eilers ef al., 1989, 1991). Fiir diese
Beobachtungen wurden Myc-Ostrogenrezeptor-Fusionsproteine (MycER) benutzt, die durch
Zugabe von Ostrogen in das Kulturmedium aktivierbar sind (Eilers et al., 1989). MycER-
Systeme induzieren DNA-Synthese durch Aktivierung von Cdk2/CycE-Komplexen. Drei
Mechanismen wurden fiir die Aktivierung von Cdk2/CycE durch Myc beschrieben, die
Induktion von cdc25A, die Induktion von CycE und die p27-Sequestrierung (Abb. 4)
(Ubersicht in Amati et al., 1998).

kip1

Myc — ., x —p27

2 N\
\‘\

E2F
/ T cycE

cdc25A \4 B

T Cdk2/CycE
Aktivierung

Abb. 4: Cdk2/CycE Aktivierung durch Myc. Myc fordert die Expression von CyclinE, induziert direkt
cdc25A und induziert einen Faktor X, der die Inhibition von Cdk2 durch p27 authebt.
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Die Phosphatase cdc25A aktiviert Cdks durch Dephosphorylierung (Ubersicht in Morgan
1997). cdc25A wurde als direktes Zielgen von Myc beschrieben (Galaktionov et al., 1997).
Auch cycE wird nach Myc-Aktivierung induziert, allerdings konnte es nicht als direktes
Zielgen von Myc identifiziert werden (Jansen-Diirr et al., 1993; Perez-Roger et al., 1997).
Sowohl cycE, als auch cdc25A wurden aullerdem als direkte Zielgene von E2F identifiziert
(Ubersicht in Lavia und Jansen-Diirr, 1999; Vigo et al., 1999). Die Regulation von cycE
konnte also indirekt von Myc iiber E2F erfolgen (Abb 4). Eine direkte Verbindung zwischen
E2F-Aktivierung und Myc konnte aber bisher noch nicht gezeigt werden. Ein dritter Weg der
Cdk2-Aktivierung lduft iiber die Sequestrierung des Cdk2-Inhibitors p27 (vgl. 2.3.1.). Fiir die
Cdk2-Aktivierung durch Myc ist keine p27-Degradation notwendig, vielmehr unterbindet
Myec die Bindung von p27 an Cdk2/CycE-Komplexe (Ubersicht in Amati et al., 1998). Daher
wurde postuliert, daB Myc einen Faktor X induziert, der p27 bindet und damit aus
Cdk2/CycE-Komplexen entfernt. Als Faktor X wurde inzwischen CycD identifiziert (Perez-
Roger et al., 1999; Bouchard et al., 1999). Es wurde gezeigt, daB3 die Induktion von CycD zu
einer Zunahme an Cdk4/CycD-Komplexen fiihrt, die p27 aus Cdk2/CycE-Komplexen
sequestrieren (Abb. 5 und 2.3.1.)

cyeo  CveD (CycE)

MyS = caa " (T2 Cdk2
aktiv
p27 B r27 &S
Cdk4 Cdk2

Abb. 5: Myc-induzierte Sequestrierung von p27. Myc induziert CyclinD und damit die Formierung von

inaktiv

Cdk4/CycD-Komplexen. Diese binden p27, was zur Freisetzung von aktivem Cdk2/CycE fiihrt.
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2.4. myc-Funktion im programmiertem Zelltod (Apoptose)

Wie bereits beschrieben, kann Myc in Fibroblasten-Systemen den Zellzyklus aktivieren und
DNA-Synthese induzieren, auch wenn Serum entzogen wurde. (Eilers ef al., 1989). Trotzdem
wichst eine solche Kultur nicht aus und die Zellzahl nimmt ab. Dieser Widerspruch erklérte
sich dadurch, daB3 die Zellen bei Serum-Entzug und gleichzeitiger Myc-Expression durch
programmierten Zelltod (Apoptose) sterben. Myc kann also sowohl Zellproliferation als auch
Apoptose auslosen (Askew et al, 1991; Evan et al., 1992). Zur Erkldrung dieser
gegensitzlichen Ereignisse wurde ein Modell aufgestellt, wonach Myc zwei Programme
gleichzeitig induzieren kann (Harrington et al., 1994). Normalerweise wird das Apoptose-
Programm durch 'Uberlebenssignale' unterdriickt und das Proliferations-Programm lduft ab.
Fehlen diese Signale, wie beim Serum-Entzug in Fibroblasten, dann laufen beide Programme
ab und es kommt zum Zelltod (Abb. 6). Als Uberlebenssignale wurden beispielsweise PDGF
(Platelet-derived growth factor) und IGF-1 (Insulin-like growth factor-1) identifiziert
(Ubersicht in Prendergast 1999), Wachstumsfaktoren, die Zellen mitogen stimulieren kénnen.
Die Regulation der Proteinsynthese scheint eine besondere Rolle bei der Entscheidung zur
Apoptose zu spielen. IGF-1 fiihrt zur Aktivierung des PI3K/AKT-Signaltransduktionswegs,
der unter anderem die Protein-Synthese stimuliert (Mauras, 1999). Auch die Expression des
Translationsfaktors elF4E schiitzt vor Apoptose (Polunovsky et al., 1996). Hemmt man
dagegen Protein-Synthese in Gegenwart von Uberlebenssignalen, so kann es wieder zu Myc-
induzierter Apoptose kommen (Ubersicht in Prendergast, 1999).

Da die DNA-Bindung iiber Max fiir die Apoptoseprogramme Voraussetzung ist (Amati ef al.,
1993), vermittelt Myc den programmierten Zelltod wohl iiber seine transkriptionell
regulierten Gene. Beispiele sind ODC, cdc25C und LDH-A, die selbst Apoptose induzieren
konnen (Packham und Cleveland, 1994; Galaktionov et al., 1996; Shim et al., 1997, 1998).
Vor allem die Induktion von p53 wird mit der Myc-vermittelten Apoptose in Verbindung
gebracht (Hermeking und Eick, 1994; Wagner ef al., 1994). Beit DNA-Schéden und Stress ist
p53 ein wichtiger Vermittler von Zellzyklusarrest oder Apoptose durch Induktion des Cdk-
Inhibitors p21 oder des Apoptose vermittelnden Bax (Levine, 1993).

Myc kann aber auch unabhingig von p53 Apoptose vermitteln oder Zellen fiir Apoptose
sensibilisieren, wie z.B. bei CD95 (FAS/Apo)-, oder TNF-Rezeptor-vermitteltem Zelltod
(Ubersicht in Prendergast, 1999).
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Zytostatische
Faktoren
\ Proliferation
Mitogene /
Faktoren MyC \
/ Apoptose
Uberlebens-
faktoren

Abb. 6: Modell fiir Myc-induzierte Apoptose (verecinfacht nach Evan und Harrington, 1998). Myc
induziert gleichzeitig Zielgene, die fiir Apoptose und Zellproliferation bendtigt werden. Bei Anwesenheit
von Uberlebensfaktoren wird das Apoptoseprogramm unterdriickt.

Faktoren, die die Zellteilung hemmen (Zytostatische Faktoren), konnen die Myc-vermittelte Proliferation
unterdriicken. Je nach Vorhandensein oder Fehlen von Uberlebenssignalen kann dann Zellzyklusarrest

oder Apoptose induziert werden.

2.5. myc-Funktion in der Zelldifferenzierung

In vielen Zellinien verhindert eine konstitutive Uberexpression von Myc die Differenzierung
von Zellen. Die Myc-Expression hemmt den Austritt aus dem Zellzyklus (Ubersicht in
Henriksson und Liischer, 1996). In U-937-Monozyten kann Myc beispielsweise die
Differenzierung zu Makrophagen blockieren. Umgekehrt findet man bei Induktion von
Zelldifferenzierung eine rasche Repression sowohl von myc, als auch der Myc-regulierten
Gene. Hier wird eine andere Familie von bHLH-LZ-Proteinen aktiviert, die MAD-Proteine
(Ayer et al, 1993). MAD/MAX-Komplexe binden ebenfalls an CACGTG-
Konsensussequenzen und reprimieren Myc-Zielgene. MAD/MAX-Komplexe reprimieren die
Transkription durch die Rekrutierung von Histon-Deacetylasen (Nagy et al., 1997; Laherty et
al, 1997; Hassig et al., 1997; Heinzel et al., 1997; Sommer et al., 1997).
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2.6. myc-Funktion im Zellwachstum

2.6.1. Koordination von Zellwachstum und Zellzyklus

Eine Zelle mul wihrend der G1-Phase des Zellzyklus an Masse zunehmen, um geniigend
Material an zwei Tochterzellen weitergeben zu konnen. Gleichzeitig findet wihrend der G1-
Phase die Zellzyklusregulation statt, die schlieBlich die DNA-Synthese induziert (siche 2.4.).
Diese beiden Prozesse miissen koordiniert ablaufen, da es sonst zu Instabilititen kommt. Die
Uberexpression von Zellzyklusregulatoren kann beispielsweise zu Apoptose fithren (Hiebert
et al., 1995; Shan und Lee, 1994).

Vier mogliche Koordinationsmodelle wurden von Neufeld und Edgar (1998) beschrieben
(Abb. 7). Das erste Modell, in dem die Stimulierung von Zellen zuerst zur Aktivierung von
Zellzyklusregulatoren fiihrt, die darauthin das Zellwachstum aktivieren, ist eher
unwahrscheinlich  (Abb. 7a). Im  Gegenteil, die verstirkte Expression von
Zellzyklusregulatoren fiihrt zum vorzeitigen Eintritt in die S-Phase und zur Bildung von
kleineren Zellen als normal (Ubersicht in Neufeld und Edgar, 1998).

Die zweite Moglichkeit besteht darin, daB die Zellzyklusregulation von der Aktivierung der
Stoffwechselwege abhingt. Bei dieser Alternative wire gewdhrleistet, dafl eine Zelle
geniigend Zeit hat, ihr Zellmaterial zu verdoppeln. Tatsédchlich ist dies in der Béickerhefe
Saccharomyces cerevisiae verwirklicht. Der erste Zellzyklusfaktor (Cln3p) wird nur aktiviert,
wenn die Hefezelle eine bestimmte Grof3e erreicht hat (Johnston et al., 1977). Die Expression
von ClIn3p hingt zusitzlich von der Aktivitit des Translationsfaktors elF4E ab (siehe
folgender Abschnitt und Polymenis und Schmidt, 1997).

Das dritte Modell beschreibt, daB Wachstum und Zellzyklus durch gemeinsame Regulatoren
koordiniert werden. In Saugetierzellen findet man Signaltransduktionswege, die sowohl
Wachstum als auch den Eintritt in den Zellzyklus stimulieren kénnen (Abb. 7c). Dabei spielen
Molekiile eine Rolle, die an den Verzweigungen beider Wege stehen. Als solche
Koordinatoren werden beispielsweise Myc und elF4E diskutiert (sieche 2.6.2.). Auch
Komponenten der Signaltransduktion, wie Ras, spielen hier eine Rolle. Es ist wahrscheinlich,
dafl eine Gruppe von Molekiilen, die limitierend fiir die Stimulierung von Translation,
Transkription und Signaltransduktion sind, ein gemeinsames Netzwerk von Koordinatoren
bilden (Ubersicht in Neufeld und Edgar, 1998).

Nach dem vierten Modell (Abb. 7d) konnen Wachstum und Zellteilung auch unabhéngig

voneinander ablaufen. So wurde in Drosophila beschrieben, da3 Gro3enwachstum in Zellen
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der Fliigel-Imaginalscheiben normal ablduft, wenn der Zellzyklus durch Inhibition der cdc2-
Kinase blockiert wird (Weigmann et al. 1997). Andererseits finden die ersten Kernteilungen
in der Embryonalentwicklung in Drosophila ohne Zellteilung und ohne Zellwachstum statt

(Ubersicht in Edgar und Lehner, 1996).

(a) (b) (c) (d)

Proliferative Signale Proliferative Signale Proliferative Signale Proliferative Signale
Ze"ZYk!US' Wachstum Koordination Wachstum Ze"ZVklUS'
regulation regulation
Wachstum Zellzyklus- Wachstum Zellzyklus-

regulation regulation

Abb. 7: Koordinationsméglichkeiten von Zellzyklus- und Wachstumskontrolle (nach Neufeld und
Edgar 1998).

2.6.2. Myc induziert Proteinsynthese und Metabolismus

Myc wird sehr frith im Zellzyklus induziert, bevor Masse akkumuliert werden kann und bevor
Zellzyklusregulatoren aktiviert werden. Bei der Durchsicht Myc-regulierter Gene (Tabelle 1)
fallen auch Faktoren auf, die nicht unmittelbar den Zellzyklus regulieren, wie ODC, cad oder
elF4E. Deshalb wurde jiingst vermutet, daB Myc auch eine bedeutende Rolle in der
Regulation von Proteinsynthese und Metabolismus zukommt (Ubersicht in Schmidt 1999;
Dang 1999). Myc konnte also eine zentrale Funktion in der Koordinierung von Wachstum
und Zellzyklusregulation besitzen. Mehrere Faktoren werden diskutiert, die bei dieser
Koordination eine Rolle spielen, z.B. eIF4E (Ubersicht in Neufeld und Edgar, 1998). Dieser
Translationsfaktor initiiert die Proteinsynthese durch die Bindung der cap-Struktur von
mRNAs. Seine Aktivitdt ist dhnlich streng reguliert, wie die von Cdks.

Das elF4E-Protein wird nur schwach exprimiert und ist damit limitierend fiir die Initiation der

Translation. Die Aktivitdt wird durch Inhibitoren reguliert (4E-BP 1,2), die durch Aktivierung
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des PI3K-Signalweges inaktiviert werden. Zusitzlich mull eIF4E zur Aktivierung
phosphoryliert werden (Ubersicht in Raught und Gingras, 1999). Es konnte sowohl in
Sdugerzellen, als auch in Hefe gezeigt werden, dal die Aktivierung von elF4E zur
Akkumulation von CycD-Protein fiihrt (Rosenwald et al., 1993b; Polymenis und Schmidt,
1997). AuBerdem wird eIlF4E mit Tumorprogression in Zusammenhang gebracht (Ubersicht
in Benedetti und Harris, 1999).

Interessanterweise wird elF4E transkriptionell durch Myc reguliert (Rosenwald et al. 1993).
Bei der Koordination von Zellwachstum und Zellzyklusregulation muf3 eine Reihe von Genen
reguliert werden. Es liegt nahe, daB Myc solche Gene transkriptionell reguliert, wéhrend
elF4E der wesentliche translationale Regulator ist. Die Identifizierung weiterer Myc-
regulierter Gene konnte dieses Bild bestatigen.

Einen weiteren Einblick in die Myc-Funktion erbrachte die Etablierung einer Myc-defizienten
Zellinie (myc'/ -Zellen). In dieser Ratten-Fibroblastenlinie wurden beide myc-Allele deletiert
und auch die Expression anderer Mitglieder der Myc-Familie konnte ausgeschlossen werden.
Diese Zellen konnen proliferieren, wenn auch mit verlingerten G1- und G2-Phasen. Der
Befund war iiberraschend, da vermutet wurde, da Myc fiir die Zellproliferation
unverzichtbar wire. Die Beobachtung zeigt nun, da3 die Zellzyklusregulation prinzipiell nicht
von Myc abhingt. myc'/'-Zellen zeigen deutlich reduzierte Transkriptionsraten von rRNA
sowie eine verminderte Proteinsyntheserate, was die Myc-Funktion im Zellwachstum
unterstreicht. Die Expression von myc ist aber essentiell, denn c-Myc oder N-Myc deletierte

Mausembryos sterben am Tag neun der Entwicklung (Stanton ef al., 1992; Davis et al. 1993).

3. Zielsetzung der Arbeit

Die Erkenntnisse iiber die Funktion von myc wurden bisher hauptsichlich aus Miuse- und
Ratten-Fibroblastenzellinien gewonnen. Endogenes myc wird in diesen Systemen durch
Serum (FKS) stimuliert. Deshalb miissen konditionale Systeme mit MycER in Abwesenheit
von FKS aktiviert werden, was aber wiederum Apoptose in diesen Zellen auslost.

In unserem Labor wurde eine menschliche B-Zellinie (P493-6) entwickelt, deren Myc-
Aktivitit durch Tetracyclin reguliert werden kann (Pajic et al., 2000). In diesen B-Zellen wird
endogenes myc nicht durch Serum stimuliert. Die Proliferation hingt in diesen Zellen von der

Expression des exogenen myc ab. Wird Tetracyclin in das Medium gegeben, wird exogenes
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myc reprimiert und die Zellen stoppen die Proliferation. Durch Auswaschen von Tetracyclin,
wird die Myc-Expression und der Eintritt in den Zellzyklus wieder induziert.

Wie Myc die Regulation des Zellzyklus in Gegenwart von Serum beeinflusst, wurde in dieser
Linie bereits in Vorarbeiten untersucht (Pajic et al., 2000). In dieser Arbeit sollen deshalb
zundchst die Auswirkungen von Serum-Entzug bei gleichzeitigem Anschalten von myc
untersucht werden. Dabei soll gezeigt werden, ob auch in diesem B-Zellsystem Apoptose
durch Myc ausgeldst wird.

Vorarbeiten haben gezeigt, dafl in P493-6-Zellen bekannte Myc-Zielgene sehr schnell durch
myc-Anschaltung reguliert werden (4-8h nach Myc-Anschalten). Die Induktion der S-Phase
und die Verdopplung der Zellen dauern aber relativ lange (24h bis 4 Tage). Dieser Befund

und die Vorgédnge der frithen G1-Phase sollen ebenfalls nédher untersucht werden.

Da Myc-Zielgene in P493-6-Zellen sehr schnell reguliert werden, eignen sich diese Zellen
sehr gut zur Identifizierung neuer Myc-Zielgene. Die modernen Entwicklungen der Genchip-
Technologie sollten dazu genutzt werden. Man erhofft sich dadurch, ein moglichst
umfangreiches Expressionsprofil Myc-regulierter Gene zu erhalten. Moglicherweise konnen
Gene identifiziert werden, die Regulatoren der Zellproliferation sind und damit entscheidend

zur Tumorentstehung beitragen.
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MATERIAL & METHODEN

1. Material

1.1. Chemikalien

Acrylamid (Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe), Agarose SeaKem LE (FMC Bio Products, Rockland, USA),
Amphotericin B, Ammoniumperoxodisulfat (GibcoBRL Life Technologies GmbH, Karlsruhe),
Ammoniumacetat, 7,5M Antifoam O-30 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen)

Bovines Serumalbumin, acetyliert, (GibcoBRL Life Technologies GmbH, Karlsruhe), Bovines Serum Albumin
Bromphenolblau, Calciumchlorid (CaClp), Dimethylsulfonat (DMSO) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Deisenhofen)

DAPI (4,6-Diamidino-2-phenylindol), Dithiothreitol (DTT), (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen),
DNA-GroBenstandards (GibcoBRL Life Technologies GmbH, Karlsruhe), ANTPs GibcoBRL (Life Technologies
GmbH, Karlsruhe)

Ethidiumbromid (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen)

Ficoll (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen), Fotales Kélberserum (FKS) (GibcoBRL Life Technologies
GmbH, Karlsruhe)

Hering-Spermien-DNA, sonifiziert (Promega GmbH, Mannheim), Histon H1 (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim)

Guadiniumisothiocyanat (United States Biochemical GmbH, Bad Homburg), L-Glutamin (GibcoBRL Life
Technologies GmbH, Karlsruhe)

MES (2-[N-Morpholino]ethansulfonsdure), Natriumsalz, und freie Sdure, 3-N-Morpholinopropansulfonséure
(MOPS) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen)

Natriumvanadat (Na3VOy) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen), NTPs (Roche Diagnostics GmbH,

Mannheim)

Ponceau-Férbelosung, Propidiumjodid (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen), Penicillin-Streptomycin
(GibcoBRL Life Technologies GmbH, Karlsruhe), Protein-Molekulargewichtsstandards (Bio-Rad Laboratories
GmbH, Miinchen)

RNasin, plazentaler RNase-Inhibitor (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim), Roscovitin (Calbiochem-
Novabiochem GmbH, Schwalbach), RPMI 1640-Medium (GibcoBRL Life Technologies GmbH, Karlsruhe)
Sephadex-G50, DNA grade (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg), Sodiumdodecylsulfat (SDS) (Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen)

TEMED, Triton X100, Trypanblau, Tween 20 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen)

Alle nicht aufgefiihrten Chemikalien wurden in reinster Form (zur Analyse) bei Merck,

Darmstadt, bezogen.
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1.2. Radioaktive Isotope

Radioaktive Isotope wurden von Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg bezogen.
a-[3ZP]dCTP (3000Ci/mmol, 10mCi/ml), a-[32P]dATP (3000Ci/mmol, 10mCi/ml), a-[32P]CTP (800Ci/mmol,

20mCi/ml), y-[32P]JATP (3000Ci/mmol, 10mCi/ml), Methyl-[3H]-Thymidin; (87 Ci/mmol) Trans-[**S]-Label
([**S]-L-Met/-L-Cys, 1,4mCi), wurde von ICN Biomedicals GmbH, Eschwege bezogen.

1.3. Enzyme

DNase I, RNase-frei (10 U/pl) (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim), E. coli DNA-Ligase (10 U/ul), E. coli
DNA-Polymerase I (10 U/ul) (GibcoBRL Life Technologies GmbH, Karlsruhe)

Proteinase K (20 U/mg) (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)

RNase A (50 U/mg) (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim), RNase H (2 U/ul), SuperScript II Reverse
Transkriptase, (200 U/ul) (GibcoBRL Life Technologies GmbH, Karlsruhe)

T4-Polynukleotid-Kinase (10 U/ul), T4-DNA-Ligase (400 U/ul), T7-RNA-Polymerase (20 U/ul) (GibcoBRL
Life Technologies GmbH, Karisruhe), Tag-DNA-Polymerase (5 U/ul) (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)

1.4. Antikorper

o-human c-myc Maus monoklonal 9E10  (#sc-40, SantaCruz, Heidelberg)

o -human CyclinE Maus monoklonal HE12 (#sc-247, SantaCruz, Heidelberg)
o -human Cdk2 Maus monoklonal D12 (#sc-6248, SantaCruz, Heidelberg)
o -human Cdk4 Hase polyklonal C-22 (#sc-260, Santa Cruz, Heidelberg)
o -human Rb Maus monoklonal IF8  (#sc-102, SantaCruz, Heidelberg)

Streptavidin und Streptavidin-Phycoerythrin (SAPE) wurden von Roche, Penzberg zur Verfiigung gestellt.
Sekundirantikdrper: Meerrettichperoxidase (HRP)-gekoppelte sekundire Antikdrper (Promega, Madison, USA)

1.5. Verbrauchsmaterial und Kits

Agarplatten (Greiner GmbH, Frickenhausen), Allgemeine Laborbedarfsartikel (GLW Gesellschaft fiir
Laborbedarf mbH, Wiirzburg)

Bio Array RNA Transcript Labeling Kit (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg), BioRad Protein Assay Kit
(Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen)

DNA Gel Extraction Kit DNA Maxi Kit (Qiagen GmbH, Hilden)

ECL™ Kit (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) Einfrierampullen Cryotubes 1,5 ml (Nunc GmbH,
Wiesbaden) Einweg-Spritzen und -Kaniilen (Becton-Dickinson GmbH, Heidelberg)

Glasfaser Mikrofilter (Whatman Limited, Maidstone, Kentucky, USA)

Hybond-N+ Nylonmembran (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)
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Immobilon-P PVDF-Membran (Millipore GmbH, Eschborn)

Mikro-ReaktionsgefdBe 1,5 ml, 2,0 ml (Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg), MTT-Zell-Proliferations
Kit I, (Roche Biochemicals, Mannheim).

Parafilm (Dynatech, Denkendorf), PCR Core Kit (Roche Biochemicals, Mannheim), Polaroidfilm 57 (Polaroid
Co., Cambridge, Massachusetts, USA), Polypropylenrdhrchen Blue Max 15 ml, 50 ml (Becton-Dickinson
GmbH, Heidelberg), Polystyrolrohrchen Blue Max 15 ml (Becton-Dickinson GmbH, Heidelberg)

Rediprime DNA Labelling System (Admersham Pharmacia Biotech, Freiburg), RNeasy Mini und Midi Kit
(Qiagen GmbH, Hilden), Rontgenfilm Kodak XAR-5 (Eastman Kodak Company, Rochester, New York)
Sterilfilter 0,22 pm, 0,45 pm (Millipore GmbH, Eschborn)

Whatman-3MM-Papier, (Whatman Limited, Maidstone, Kentucky, USA)

ZellkulturgefaBe (Greiner GmbH, Frickenhausen)

1.6. Gerite

Backofen Bakterien Brutschrank (Heraeus Sepatech GmbH, Osterode), Benchtop Radioisotop Counter QC-
4000 (Bioscan Inc., Washington, D.C., USA)
CO;-Inkubator fiir Zellkultur, Heracus 6000 (Heraeus Sepatech GmbH, Osterode)

DNA-Thermal-Cycler (Perkin-Elmer GmbH, Uberlingen)

Eismaschine (Ziegra GmbH, Isernhagen), Expositionskassetten mit Verstirkerfolie Kodak Lanex fast screen
(Eastman Kodak Company, Rochester, New York, USA)

Flow-Hood-Werkbank (Bio-Flow Technik, Meckenheim), Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer (GLW Gesellschaft fiir
Laborbedarf mbH, Wiirzburg), FACScan-Durchfluicytometer (Becton Dickinson)

Gefrierschrank (-80°C ) UF80-450S (Colora Messtechnik GmbH, Lorch), Gelelektrophoresekammer Horizon
20.25 (GibcoBRL Life Technologies GmbH, Karlsruhe), Gelelektrophoresekammer Mini Sub DNA Cell und
Wide Mini Sub DNA Cell (Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen)

Heiz- und Schiittelblock Thermomixer 5436 Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg Hybridisierungsofen
Mini 10, Minioven MKII MWG-Biotech GmbH, Ebersberg

Lichtmikroskop Axiovert 135 (Carl Zeiss Jena GmbH, Géttingen)

Milli-Q Reinstwasser-Aufbereitungssystem (Millipore GmbH, Eschborn)

pH-Meter Multi-Calimatic 763 (Knick), Phosphoimager Fuji BAS 1000 (Fuji Photo Film CO. Ltd., Japan),
Polaroidkamera MP4 (Polaroid Co., Cambridge, Massachusetts, USA), Proteingelelektrophorese SE250 Mighty
Small IT (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)

Rotlichtfilter Kodak Wratten Nr. 23A (Eastman Kodak Company, Rochester, New York, USA)
Speed-Vac-Konzentrator SVC 100 (Savant Instruments Inc., Farmingdale, NY, USA), Spektrophotometer DU-
64 (Beckman Instruments GmbH, Miinchen), Spektrophotometer Uvikon 941 (Kontron Instruments, Neufahrn),
Stromgerét Power Pac 300 (Bio-Rad Labortories GmbH, Miinchen)

Ultraschallgerat Branson Sonifier 250 (Heinemann, Schwdibisch Gmiind)

UV-Transilluminator TL-33 und TS-40 (UVP Inc., San Gabriel, Kalifornien, USA), Ultra Turrax-
Dispergiergerit (Jane und Kunkel KG, Staufen)

Vortexer Vortex Genie 2 (Bender & Hobein GmbH, Ismaning)
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Western-Blot-Apparatur TE22 Mighty Small Transphor Unit (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)
Zentrifuge Sepatech Varifuge 3.2 RS (Heraeus Sepatech GmbH, Osterode), Zentrifuge Sigma 2K15 (Sigma
Laborzentrifugen GmbH, Taufkirchen), Zentrifuge Sorvall RC5C, Rotoren GS3, HS4, SS34 (DuPont de
Nemours GmbH, Bad Homburg)

2. Zellkultur

2.1. Die Zellinie P493-6

Das am haufigsten verwendete System zur Untersuchung der Myc-Funktion ist ein Maus-
Fibroblasten-Zellsystem, das konditionales Myc als Myc/Ostrogen-Rezeptor-Fusionsprotein
tragt (Myc/ER) (Eilers et al. 1989). Dieses Protein wird in einer inaktiven Form konstitutiv
exprimiert und erst durch Zugabe von Ostrogen aktiviert. Ein menschliches Zellsystem mit
regulierbarem Myc ist aber noch nicht bekannt. Im Labor von A. Polack wurde die Zellinie
P493-6 entwickelt, die von menschlichen, EBV-infizierten B-Lymphozyten abstammt und
Tetracyclin (Tc) regulierbares myc trigt (Pajic et al., 2000).

2.1.1. Tetracyclin-regulierbare myc-Expressionsvektoren

Das Tc-System basiert auf den Arbeiten von Gossen und Bujard (1992), die die Regulation
des tet-Operons von E.coli auf eukaryontische Expressionsvektoren iibertrugen. Das Prinzip
ist in Abb. 8 gezeigt. Das konstitutiv exprimierte Regulatorprotein tTA (Tc-kontrollierter
Transaktivator, unter der Kontrolle des Cytomegalovirus-Promotors CMV) ist ein
Fusionsprotein aus der DNA-bindenden Domidne des fer-Repressors und der
transakativierenden Domine von VP16 (Virales Protein 16 des Herpes Simplex Virus).
Dieser Transaktivator bindet mit hoher Affinitdt an die fet-Operatoren (tetO; , in 7facher
Anordnung) und induziert die Transkription von myc unter der Kontrolle des TP-Promotors®
aus EBV (Abb. 8A). In Gegenwart von Tc wird die Bindung von tTA an die Operatoren und
damit die Transaktivierung verhindert (Abb. §B).

? Der von Gossen und Bujard verwendete Promotor wurde hier durch den TP-Promotor (Terminal Protein, Laux
et al., 1988) des Epstein-Barr Virus ausgetauscht, da die Repression des urspriinglichen Promotors durch Tc-
Zugabe in Lymphozyten nicht vollstdndig gelang.
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Abb. 8: Funktionsweise des Tc-regulierbaren myc-Expressionsvektors BC266. In Abwesenheit von
Tetracyclin (Tc) funktioniert das Protein tTA (ein Fusionsprotein aus fet-Repressor und VP16-
Transaktivierungsdoméne) als Transaktivator von myc (A). In Gegenwart von Tc wird die Bindung von tTA
an die fet-Operatoren (tetO7) verhindert (B). Abkiirzungen: tTA: Tc-regulierbarer Transaktivator, CMV-
tTA: tTA Gen unter der Kontrolle des CMV-Promotors, tetO7-TP: tet-Operator-Repeat (7fach), mit
nachfolgendem TP-Promotor, II, III: Exon II und III des humanen myc, mit dazwischenliegendem Intron,

Ap®: Ampicillin-Resistenzgen, HYG®: Hygromycinresistenzgen, oriP: Replikationsursprung fiir EBV.

Alle Elemente wurden auf einen pHEBO-Vektor iibertragen, der den Repliationsursprung
oriP aus EBV trdgt und somit in EBV-infizierten Zellen repliziert (fiir die Replikation ist
aulerdem das EBV exprimierte EBNA1-Protein notwendig, bei Transfektion von EBV-
infizierten Zellen ist EBNA1 konstitutiv exprimiert). Der resultierende myc-

Expressionsvektor wurde mit BC266 bezeichnet (Pajic et al., 2000).

2.1.2. Entstehung der Zellinie P493-6

Die Arbeiten, die zur Zellinie ER/EB2-5, der ,,Mutterzellinie® von P493, fiihrten sind in Abb.
9 beschrieben (Kempkes et al., 1995). ER/EB2-5 Zellen stammen von priméren, periphéren
B-Lymphozyten (PBL) ab und wurden mit einem EBV-Stamm infiziert, dem das EBNA2-
Gen durch eine Deletion fehlt (Virusstamm P3HR1, Bornkamm et al., 1980, Rabson et al.,

1982). EBNA?2 ist fiir die Immortalisierung von B-Lymphozyten notwendig und wurde als
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EBNA2/Ostrogen-Rezeptor-Fusionsprotein (ER/EBNA2) auf einem ,,Mini-EBV*“-Plasmid’
zusammen mit P3HR1 in PBL transduziert (Abb. 9). Daraus resultierte die Zellinie ER/EB2-
5, die regulierbares EBNA2 exprimiert und nur in Gegenwart von Ostrogen EBV-Antigene
exprimiert und proliferiert. Zusitzlich zeigt diese Zellinie den Phénotyp einer EBV-infizierten
Zelle (LCL, lymphoblastoide Zellinie), bezogen auf die Prasentation der Oberfldchenantigene
(Polack et al., 1996) und die Morphologie der Zellen in Kultur (die Zellen wachsen in
Klumpen). ER/EB2-5 Zellen wurden mit dem Vektor BC266 (Abb. 8) stabil transfiziert. Nach
Entfernung von Ostrogen wuchsen Klone aus, die unabhingig von EBNA2 proliferierten
(Abb. 9). Bei Kultivierung ohne Tc-Zusatz exprimieren P493-6-Zellen Myc und wie in
Abschnitt IIT gezeigt wird, ist das Wachstum der Zellen durch An- und Abschalten von Myc
kontrollierbar. EBNA2-unabhingige, Myc-exprimierende Zellen prasentieren
Oberfliachenantigene, die dem Phénotyp von Burkitt-Lymphomzellen entsprechen (Polack et
al., 1996 und Alexander Pajic, personliche Mitteilung). Die Zellen wachsen nicht mehr in
Klumpen, sondern vereinzelt (Abb. 9). Die Zellinie stellt also ein doppelt konditionales
System fiir EBNA2 und Myc dar, die in Abwesenheit von Ostrogen und Tetracyclin inaktives
ER/EBNAZ2 und aktives Myc exprimiert.

2.2. Kultivierung von Zellen

Die Zellinie P493-6 wurde als Suspensionskultur bei 37 °C und 5 % CO, Partialdruck in
RPMI 1640-Medium (Moore ef al., 1969) kultiviert. Dem Medium wurde 10 % (v/v) fotales
Kalberserum (FKS), 2 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin/Streptomycin und 750 ng/ml
Amphotericin B zugesetzt. Bei Erreichen einer Zelldichte von 10° Zellen/ml wurde die Kultur
im Verhiltnis 1:3 oder 1:4 verdiinnt.

Bei Experimenten unter Serumentzug wurden die Zellen in RPMI/ 0,25% FKS inkubiert.
2.3. Einfrieren und Auftauen von Zellen

5x10" Zellen wurden abzentrifugiert (1200 Upm, 10 min) und in 1 ml RPMI-Medium (mit 20
% FKS, 10 % DMSO) resuspendiert. Die Kultur wurde in Einfrier-Ampullen iiberfiihrt und
schrittweise abgekiihlt: 30 min bei 0 °C , {iber Nacht bei -80 °C und dann bei -196 °C in
fliissigem Stickstoff gelagert.

3 Mini-EBV*“-Plasmide sind wie pHEBO-Plasmide in EBV-infizierten Zellen replizierbar, tragen aber
zusitzlich noch Elemente, die fiir die Verpackung des Virus notwendig sind. Mit einem Helfervirus kénnen
diese Plasmide in Virushiillen verpackt werden und B-Zellen infizieren (Hammerschmidt und Sugden, 1989).
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Abb. 9: Entstehung der Zellinie P493-6. HH514 ist eine Burkitt-Lymphomzellinie, die den Virusstamm
P3HR1 trdgt (P3HRI1 ist deletiert in EBNA2). Nach Transfektion mit einem Vektor, der fiir ein
EBNA2/Ostrogen-Rezeptor-Fusionsprotein codiert (ER/EBNA2), wurde der Virus-Uberstand gewonnen und
damit EBV-freie periphdre B-Lymphozyten (PBL) infiziert. Klone konnten nur auswachsen, wenn die Zellen
P3HR1 und das ER/EBNA2-Konstrukt trugen und dem Kulturmedium Ostrogen zugesetzt war. Die
resultierende Zellinie ER/EB2-5 zeigt den Phénotyp einer EBV-infizierten Zelle (LCL). Nach Transfektion
mit BC266 entstand eine Zellinie, die unabhiingig von Ostrogen und abhingig von myc proliferiert.

Phénotypisch dhnelt P493-6 einer Burkitt-Lymphomzelle.
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Zur Rekultivierung wurden die Ampullen bei 37 °C rasch aufgetaut und sobald die
Suspension fliissig wurde, in 10 ml 37 °C vorgewdrmtes RPMI-Medium iiberfiihrt.
AnschlieBend wurde das DMSO durch einmaliges Zentrifugieren ausgewaschen und die

Zellen in 10 ml frischem Medium aufgenommen.
2.4. Bestimmen der Lebendzellzahl

Eine Zellsuspension wurde mit 1 Volumen 0,5 %iger Trypanblaulosung gemischt. Nach 5
min wurde die Anzahl lebender und toter Zellen in einer Neubauer-Zdhlkammer unter dem
Lichtmikroskop bestimmt. Dazu wurden die Zellen gezéhlt, die sich in 16 Késtchen der
Kammer befanden. Die Zahl wurde mit 2 (wegen der 1:2 Verdiinnung mit Trypanblau) und
mit 10 multipliziert. Man erhielt dann die Zellzahl/ml Kultur. Tote Zellen nehmen den
Farbstoff Trypanblau auf und erscheinen im Lichtmikroskop blau oder dunkel gefirbt,
wihrend lebende Zellen farblos bleiben.

2.5. Arretierung und myc-Induktion in P493-6-Zellen

In P493-6-Zellen (SXIO5 Zellen/ml) wurde myc durch Zugabe von Tetracyclin (0,1 pg/ml
Endkonzentration) reprimiert. Um myc wieder zu induzieren, wurde nach 72h das Tetracyclin
ausgewaschen (dreimaliges Waschen im gleichen Volumen PBS/10 % FKS). SchlieBlich
wurden die Zellen in frischem, Tc-freiem Medium so aufgenommen, dafl die Zelldichte
derjenigen vor dem Waschen entsprach. Die Zellen wurden dann bei 37 °C kultiviert und zu
beliebigen Zeitpunkten nach myc-Induktion geerntet.

Bei Experimenten, bei denen Zellen unter Serumentzug inkubiert wurden, wurden die Zellen
nach dem Waschen in RPMI/ 0,25% FKS aufgenommen.

Tetracyclin-Stammlosung: 100 pg/ml Tetracyclin in Wasser, sterilfiltriert
PBS (Phosphate-buffered saline): 0,14 M NaCl; 2,7 mM KClI; 10,1 mM Na,HPOy;
1,8mM KH,PO,

2.6. Methoden zur Bestimmung der Zellzyklusverteilung

2.6.1.Bestimmung der S-Phase durch *H-Thymidin-Einbau

Zur Bestimmung der DNA-Syntheserate wurden 3x10° Zellen in 100 ul Medium in
Lochplatten ausgesit. “"H-Thymidin wurde dazugegeben (0,5 pCi) und die Zellen fiir 24 h
inkubiert. Die inkorporierte Radioaktivitit wurde mit einem Harvester Filtermate 196 der
Firma Packard nach Vorschrift gemessen. Es wurden gleichzeitig 5 identische Ansétze

gemessen und aus den Werten Mittelwert und Standardabweichung bestimmt.
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2.6.2. Propidiumjodid (PI) -fairbung

Um zu bestimmen, in welchen Anteilen in einer Zellpopulation Gy/;-, S- oder G,/M-Phase-
Zellen vorhanden sind, wurde der DNA-Gehalt quantitativ mit Propidiumjodid geférbt. 5x100
Zellen wurden abzentrifugiert und mit PBS/10% FKS gewaschen. Zur Fixierung wurden die
Zellen in 300 pl PBS/10% FKS aufgenommen und 700 pl Ethanol (100%) wurden unter
Schiitteln auf dem Vortexer vorsichtig zugetropft. Die Zellsuspension wurde bei -20 °C
gelagert, mindestens aber 30 min. Zur Farbung wurden die Zellen zweimal mit PBS/10% FKS
gewaschen und dann in PI-Firbelosung aufgenommen und 30 min bei Raumtemperatur und in
Dunkelheit inkubiert. Die Pl-gefarbten Zellen wurden mit einem FACScan-
DurchfluBzytometer (Firma Beckson Dickinson) nach Herstellerangaben detektiert. Zellen der
Gon Phasen (einfacher DNA Gehalt), Zellen der G»/M Phase (doppelter DNA-Gehalt) und
Zellen der S-Phase (Zellen zwischen einfachem und doppelten DNA-Gehalt) wurden
quantitativ mit dem "Cell Quest Analysis Programm" bestimmt.

PI-Firbelosung: PBS/10% FKS, 50 pg/ml Propidiumjodid, 0,5 mg/ml RNaseA

2.7. Methoden zur Bestimmung apoptotischer Zellen

2.7.1. DAPI-Féirbung

Zur Bestimmung von Apoptose wurden 50 000 Zellen mit einer Cytospin Zentrifuge auf
einen Objekttriger zentrifugiert. Die Zellen wurden dann mit einer DAPI-Farbelosung (20
ug/ml in PBS) gefarbt. Gesunde Zellen zeigen im mikroskopischen Bild bei UV-Bestrahlung
einen intakten, blau gefarbten Zellkern. Apoptotische Zellen zeigen eine typische

Blasenbildung ohne Zellkern, die dann ausgezihlt werden konnen.

2.7.2. Apoptotische Zellen durch PI-Féirbung
Zellen wurden behandelt, wie unter 2.5.2. beschrieben. Apoptotische Zellen zeigten ein
deutliches Fluoreszenzsignal, das unter dem des einfachen DNA Gehalts lag. Die Anzahl

dieser Zellen wurde mit dem "Cell Quest Analysis Programm" bestimmt.
2.8. Methoden zur Bestimmung der Zellmorphologie

2.8.1. Zellgroflenbestimmung

Im DurchfluBzytometer (FACS-Scan) konnte die sog. "Forward Scatter" (FCS) Einstellung
als MaB fiir die GroBe von Partikeln (z.B. Zellen) einer vermessenen Suspension verwendet
werden. Dazu wurden 100 Zellen abzentrifugiert und mit PBS/10% FCS gewaschen. Die
Zellen wurden in PBS/10 % FCS/ 20 pg/ml PI aufgenommen und im Durchflu8zytometer
ausgewertet. Eine Zellpopulation zeigt in einem FCS-Diagramm ein bestimmtes

GroBenprofil.
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Unterschiedliche GroBenprofile zweier oder mehrerer Populationen wurden dann durch
Ubereinanderlegen in einem Diagramm gezeigt. Tote Zellen, die sich dabei auch ohne
Ethanol-Behandlung mit PI farben (vgl. 2.5.2.), wurden dabei von der Auswertung

ausgeschlossen.

2.8.2. May-Griinwald / Giemsa Firbung

Mit dieser Fiarbetechnik konnen Cytoplasma, bzw. Zellkern angefarbt werden. 50 000 Zellen
wurden mit einer Cytospin-Zentrifuge direkt auf einen Objekttriager zentrifugiert (500 U/min,
Smin). Die Objekttrager wurden fiir 10 min in Aceton fixiert, flir 5 min in May-Griinwald
Losung (0,7g/1, Merck) und anschlieend fiir 15 min in Giemsa-Losung (0,2 g/, Merck)
inkubiert. Die Objekttrager wurden dann mikroskopiert und fotographiert.

2.9. Methoden zur Bestimmung der Stoffwechsel-Aktivitit

2.9.1. MTT-Assay

Im MTT Assay wird die Aktivitdt des Succinat-Dehydrogenase (SDH) Komplexes gemessen,
der in der innerern Mitochondrienmembran lokalisiert ist. SDH reduziert hierbei ein
Tetrazoliumsalz (MTT) zu unloslichem Formazan. Die ausgefallenen Kristalle werden wieder
gelost, wobei ein Farbumschlag des Mediums erfolgt. Dieser Farbumschlag wird
photometrisch bestimmt und ist direkt proportional zur ausgefallenen Formazan-Menge.
Tetracyclin wurde aus arretierten Zellen ausgewaschen und 3x10* Zellen wurden in 96-Loch-

platten inkubiert. Der Assay wurde nach den Kit-Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

2.9.2. Bestimmung der Proteinsynthese

Um die Proteinsyntheserate zu bestimmen, wurde der Einbau von radioaktiv markierten
Aminosduren im Gesamtprotein der Zellen gemessen.

Arretierte Zellen wurden gewaschen, wie in 2.5. beschricben und 3x10° Zellen wurden
zunéchst in Cystein- und Methionin-haltigem Medium inkubiert. Zur Markierung wurden die
Zellen gewaschen und in Cystein- und Methionin-freiem Medium inkubiert. Der Einbau der
radioaktiven Aminosduren wurde durch Zugabe von 200 pCi [*°S]-Methionin und [*°S]-
Cystein induziert. Nach 1h wurden die Zellen in PBS gewaschen und lysiert (Puffer siche
5.1.1.). Gleiche Mengen Lysat wurden mit Trichloressigsdaure behandelt. Dabei wurde Protein
auf Glasfaser-Mikrofilter (Whatman) prézipitiert. Die inkorporierte Radioaktivitdt wurde mit
einem Harvester Filtermate 196 der Firma Packard nach Vorschrift gemessen. Es wurden
gleichzeitig 3 identische Ansdtze gemessen und aus den Werten Mittelwert und

Standardabweichung bestimmt.
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3. RNA-Analyse
3.1. Isolierung von gesamtzellulirer RNA

3.1.1. Priparation in grolem Mafstab (iiber 1 mg)

Etwa 10° Zellen wurden in 5 ml Guanidiniumthioisocyanat (GIT)-Puffer lysiert. Um die
chromosomale DNA zu scheren, wurde das Lysat 30-60 s mit einem Dispergiergerit (IKA
Ultra-Turrax) homogenisiert. In ein UZ-R6hrchen wurden 5 ml CsCIl-Losung vorgelegt und
das Zellysat darauf iiberschichtet. Die Proben wurden im SWT41 Rotor bei 20 °C, 32000
Upm, 20 bis 25 Stunden ultrazentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert, das getrocknete
RNA-Pellet wurde in 400 ul H,0 aufgenommen und durch eine Ethanol-Fillung aufgereinigt.

GIT-Puffer: 500 g/l Guanidiniumthioisocyanat; 0,1 M Tris (pH 7.5), 1 %
Mercaptoethanol
CsCl-Losung: 5,7 M CsCl; 0,1 M EDTA; (Brechungsindex der Losung: 1,40)

3.1.2. Priparation kleinerer Mengen RNA
Hierfir wurde der ,,RNeasy Midi-Kit" der Firma Qiagen verwendet. Alle Puffer und
Losungen sind Bestandteil des Kits und die Pridparation erfolgte nach den Angaben des

Herstellers.
3.2. Northern-Blot-Analyse

10 pg gesamtzellulire RNA wurden in 20 pl RNA-Ladepuffer aufgenommen. Die Proben
wurden 10 min bei 70 °C denaturiert und sofort auf Eis gestellt. Die Elektrophorese erfolgt in
einem 1 %igem Formaldehyd-Agarosegel in 1xXMOPS-Puffer bei 25 V {iber Nacht (16h).
Nach dem Lauf wurde die RNA f{iber einer UV-Lampe (254 nm) sichtbar gemacht und
photographiert. Die Ubertragung auf eine Nylonmembran (Hybond N+, Amersham) erfolgte
als Saugtransfer in 20x SSC (Aufbau sieche Sambrook et al. , 7.46). Nach dem Transfer ({iber
Nacht) wurde der Filter kurz in 5x SSC gewaschen und eine Stunde in Church-Puffer bei 65
°C préahybridisiert.

Der Puffer wurde dann gegen 25 ml frischen Church-Puffer ausgetauscht, der ca. 107 cpm/ml
einer radioaktiven, hitzedenaturierten Probe enthielt. Die Hybridisierung dauerte etwa 16 h
bei 65 °C, danach wurde der Filter 2x 15 min mit 0,5 % SSC/0,5 % SDS-Losung bei 60 °C
gewaschen, luftgetrocknet und autoradiographiert, bzw. mit einem Phosphoimager (FujiBAS

2000) quantitativ ausgewertet.



II Material & Methoden 27

RNA-Ladepuffer: 50 % Formamid; 2,2 M Formaldehyd; 1x MOPS-Puffer; 0,2 %
Bromphenolblau (w/v); 50 mg/ml Ethidiumbromid; 10 % (w/v)
Ficoll

1x MOPS-Puffer: 20 mM MOPS (pH 7,0); 0,5 mM Natrium-Acetat, 1 mM EDTA

Formaldehyd-Agarosegel: 1 % Agarose; 2,2 M Formaldehyd; 1x MOPS-Puffer

Church-Puffer: 0,4 M Na,HPO,4; 0,1 M NaH,PO,; 1 mM EDTA; 7 % SDS

3.3. Nukleirer Run-On

Zur Hybridisierung von cDNA-Filterarrays (siche 6.1.) wurden Run-On markierte RNAs
eingesetzt. Bei dieser Methode werden Kerne isoliert und eingefroren, wobei die
Transkription der RNA-Polymerase-Komplexe stoppt. Nach dem Auftauen und Inkubation in
der Gegenwart von Nukleotiden, wird die Transkription fortgesetzt und radioaktive
Nukleotide werden in die naszierende RNA eingebaut. Diese RNA wird isoliert und direkt
mit den Filtern hybridisiert. Im Run-On markierte RNA gibt Aufschluf3 dariiber, auf welchen
Genen die Transkription von RNA-Polymerase initiiert wurde. Der Run-On ist daher ein

Hinweis auf die Transkriptionsrate eines Gens zu in einer bestimmten Situation.

3.3.1. Isolierung von Zellkernen

Zur Praparation von Kernen wurden 108 Zellen abzentrifugiert (7 min, 1200 U/min, 4°C), das
Zellsediment in 40 ml kaltem PBS gewaschen, erneut zentrifugiert und anschlieBend in 40 ml
kaltem Lysepuffer fir 10 min auf Eis inkubiert. Danach wurden die Zellkerne durch
Zentrifugation (7 min, 1500 U/min, 4°C ) pelletiert und vorsichtig in soviel TMEG-Puffer
resuspendiert, daB sich eine Anzahl von 2x107 Kerne/100 ul TMEG-Puffer ergab. Daraus
wurden 100 ul Aliquots in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei —80 °C gelagert.

Lysepuffer: 10 mM Tris/HCI pH 7,5; 10mM MgCl2; 10 mM NacCl; 0,5 % (v/v) NP40
TMEG-Puffer: 50 mM Tris/HCI pH 8,3; 5 mM MgCl2; 0,1 mM EDTA/NaOH pH 8,0;
40 % (v/v) Glyzerin

3.3.2. Run-On-Reaktion

Eine Zellkernpriparation mit 2x107 Kernen (3.3.1.) wurde auf Eis aufgetaut, mit 100 pl 2x
Run-On-Puffer und 100 pCi [0-32P]-CTP (800 Ci/mmol, 10 mCi/ml) versetzt und gut
durchmischt. Die Transkriptionsreaktion erfolgte fiir 15 min bei 28 °C . Danach wurden 50 U
DNase I (RNase-frei) zugemischt und weitere 10 min bei RT inkubiert. Die Behandlung mit
DNase I wurde wiederholt, wenn Sarkosyl im Run-on-Puffer vorhanden war. Die Losung
wurde nun mit 20 pl Proteinase K/SDS behandelt und fiir mindestens 1 h bei 37 °C inkubiert.
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Die nukledren Transkripte wurden iiber eine Sephadex G50-Sédule (Pasteurpipette,
Sdulenvolumen: 2 ml, Laufpuffer: TE-Puffer) von den nicht eingebauten Nukleotiden
abgetrennt und in 500 pl TE-Puffer gesammelt. Der radioaktive Einbau wurde in einem

Benchtop Radioisotop Counter in cpm/ml bestimmt.

4xRun-on-Puffer : 600 mM KCI; 10 mM MgCl2; je | mM ATP, UTP, GTP;
20 mM Tris/HCI pH 8,0; 2,4 % (w/v) Sarkosyl
Proteinase K/SDS: 2,5 mg/ml Proteinase K, 2,5 % (w/v) SDS

4. Methoden zur DNA-Analyse

4.1. Gebriauchliche Methoden

Héufig angewandte Methoden wurden durchgefiihrt, wie in Sambrook et al., 1989
beschrieben. Hierzu gehdren Ethanol-Féllung von Nukleinsduren (Sambrook ef al., E.10-15),
Phenol-Extraktion von Nukleinsduren (Sambrook et al., E.3), Bestimmung der Nukleinsdure-
Konzentration (Sambrook et al., E.5) und Agarose-Gelelektrophorese (Sambrook et al., E6.3).
4.2. Isolierung und Reinigung von DNA aus Agarosegelen

Die durch Gelelektrophorese aufgetrennten DNA-Fragmente wurden unter langwelligem UV-
Licht (360 nm) aus dem Gel herausgeschnitten. Nach den Herstellerangaben des "DNA Gel
Extraction Kits" (Qiagen) wurde die DNA aus den Gelstiicken isoliert.

4.3. Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Fiir die Reaktionen wurde der ,,PCR Core-Kit" der Firma Boehringer verwendet und in einem

DNA-Thermalcycler (Perkin Elmer) eingesetzt.

PCR-Ansatz: Reaktionsbedingungen:

100 ng Template-DNA 25 Zyklen:

S5ul  10x PCR-Puffer Denaturierung 95°C 1 min
6 ul 25 mM MgCl, (EK: 1,5 mM) Annealing 55-65 °C 2 min
2ul  dNTP-Mix (10 mM) Extension 72 °C 3min
I ul  5°Primer (10 pmol/ul) 1 Zyklus:

I ml 3°-Primer (10 pmol/ul) Extension 72 °C 5 min

11U Tag DNA-Polymerase
H,0 ad 50 pl
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Die Reaktionsbedingungen wurden fiir jede Reaktion hinsichtlich MgCl,-Konzentration,
Template- und Primerkonzentration, Annealing-Temperatur optimiert. PCR-Produkte wurden

vor Gebrauch durch Gelelution gereinigt (3.2.).

4.4. Radioaktive Markierung von DNA

DNA wurde nach der Methode von Feinberg und Vogelstein (1983) radioaktiv markiert. Dazu
wurde der ,,Rediprime DNA Labelling-Kit*“ der Firma Amersham Life Science verwendet.
Die Markierung erfolgte gemia3 den Herstellerangaben. Die Abtrennung nicht eingebauter
Nukleotide von der Probe erfolgte durch Sephadex-G50-Siulen. Die Radioaktivitit der Probe
wurde mit einem Benchtop Radioisotope Counter (Bioscan) gemessen. Die Probe wurde

denaturiert (10 min, 95 °C) und in Northern-Blots eingesetzt.

4.5. Synthese von cDNA

4.5.1. Synthese des ersten Strangs (RT Ansatz)

Ein Ansatz mit 20 pg gesamtzelluldrer RNA, 0,5 pg T7-T24-Primer wurde mit RNase-freiem
Wasser auf 22 ul aufgefiillt und 10 min bei 70 °C inkubiert. Dann wurden 8 ul RT-Puffer
(Gibco BRL), 4 ul 0,1 M DTT, 2 ul dANTPs (je 10 mM) dazu pipettiert und in zwei Minuten
auf 42 °C temperiert. SchlieSlich wurden 200 U Reverse Transkriptase (Super Script II,
GibcoBRL) hinzugefiigt und die Reaktion 60 min bei 42 °C gehalten (Endvolumen 39 pl).
T7-T24 Primer: 5‘-GGC CAG TGA ATT GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG AGG
CGG T(24)-3°

4.5.2. Synthese des zweiten Strangs

Zum Reaktionsansatz der Erststrangsynthese wurden 97,2 pl H,O, 30 ul Zweitstrangsynthese-
Puffer, 3 ul dNTPs (10 mM), 2 U RNaseH, 40 U E.coli DNA-Polymerase I und 10 U E.coli
DNA-Ligase (alle Losungen und Enzyme GibcoBRL) gegeben und mit RNase-freiem Wasser
auf 150 pl aufgefiillt. Der Ansatz wurde 2,5 h bei 16°C inkubiert, dann wurden 20 U T4-
DNA-Polymerase (Promega) dazu pipettiert und weitere 5 Minuten bei 16°C inkubiert. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von 8 ul Glykogen/EDTA-Mix gestoppt. Zur Entfernung von
ribosomaler RNA wurde der Ansatz mit 0,5 pl RNaseA (100 pg/ul) behandelt (30 min bei
37°C ) und anschlieBend mit Proteinase K/SDS (30 min bei 37°C ). Die cDNA wurde durch
eine Phenol-Extraktion gereinigt und mit Ethanol gefillt (3.1.).

Proteinase K/SDS: 20 mg/ml Proteinase K, 2,5 % (w/v) SDS
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4.6. Hybridisierungsproben fiir Northern Blot Analysen

Ein Teil der cDNA-Proben wurde zur Verfiigung gestellt: c-myc cDNA stammt aus dem
Labor Eick, Proben fiir Nucleolin (NCL), Nucleophosmin (NPM), Laktat-Dehydrogenase-A
(LDH-A), Nukleotiddiphosphatkinase A (NDKA, Nm23-HI), Cyclin-abhidngige Kinase 4
(cdk4), eukaryontischer Initiationsfaktor 5A (eIF5A), eukaryontischer Initiationsfaktor 3
(eIF3), JTV-1, p130 wurden von Carmen Kaiser und Gerhard Laux bereitgestellt (Tabelle 2,
Carmen Kaiser, Doktorarbeit).

Proben fiir ODC, HDGF, MCM4, RFC-4, DP-1 und THR-1 wurden durch RT-PCR (s.u.)
synthetisiert. PCR Primer von 20 - 22 Nukleotiden Linge wurden aus den jeweiligen cDNA-
Sequenzen bestimmt (Tabelle) und von der Firma ARK synthetisiert.

RT-PCR:

Reaktionsansatz: Reaktionsbedingungen:

1 ul  RT-Ansatz (4.5.1.) Denaturierung 95 °C

1 ul 3‘Primer (10 pmol/pl) Annealing 55-65°C
1 ul 5°Primer (10 pmol /ul) Extension 72 °C

1 ul  dNTP (je Nukleotid 10 mM) 30 Zyklen 72 °C

5ul  Tag-Polymerase-Puffer
4ul  MgCl, (25 mM)

36 ul H,O

1 U  Tag-Polymerase

Tabelle 2:
Gen Accession c¢DNA-Abschnitt
NCL M60858 1075-1199
NPM M23613 34-258
LDH-A X02152 98-1160
NDKA X17620 101-327
CDK4 M14505 286-487
JTV-1 U24169 185-425
elF3 U78525 1512-1739
pl130 D21262 504-634
OoDC M16650 144-1466
HDGF D16431 359-597
DP-1 L.23959 935-1162
THR-1 M24898 1676-2070
MCM4 X74794 1948-2192

RFC-4 M87339 98-329
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4.7. DNA-Sequenzierung

Hierfiir wurden die Sequenzierdienste der Firmen Metzger (Miinchen) und Toplab

(Martinsried) in Anspruch genommen.

5. Protein-Analyse
5.1. Western-Blot-Analyse

5.1.1. Zellaufschluf}

5x10° Zellen wurden abzentrifugiert (5000 Upm, 2 min, 4 °C ) und in 100 pl Lysepuffer
aufgenommen. Unldsliche Zellbestandteile wurden abzentrifugiert (15 min, 12000 Upm, 4 °C
). Die Proben wurden bei -20 °C aufbewahrt

Lyse-Puffer: 250 mM NaCl, 0,25% Nonidet P40, ImM DTT, 0,5 mM PMSF, 10mM NaF,
0,5 mM Na3VOu4, 10% Glycerin, 20 mM HEPES (pH 7,9)

5.1.2. Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proben wurden kurz auf einem Vortexer durchmischt, 5 min bei 95 °C inkubiert und
gleich auf Eis gestellt. 2 pl dieses Ansatzes wurden mit 800 pl Wasser und 200 pl
Férbelosung (Bio-Rad Protein Assay) verdiinnt (1:500) und 15 min bei Raumtemperatur
stehengelassen. Um eine Eichkurve zu erhalten, wurden Proben mit BSA (0-10 pg) auf
dieselbe Weise vorbereitet. Die Extinktion aller Proben wurde bei 566 nm bestimmt. Als
Referenz diente eine Probe aus 800 pl Wasser und 200 pl Férbelosung. Aus den
Extinktionswerten der BSA-Proben wurde eine Eichkurve erstellt und daraus die

Proteinkonzentration der Proben bestimmt.

5.1.3. SDS-Gelelektrophorese

Die Proteine wurden in diskontinuierlichen Gelen aufgetrennt, die aus Sammel- und Trenngel
bestehen. Im vertikalen GelgieBstand (8x12 cm Minigele), wurden zundchst 10 ml 10 %ige
Trenngellosung bis 3 cm unter den Rand gegossen und mit Isopropanol tiberschichtet. Nach
der Polymerisation wurde das Isopropanol durch Spiilen mit H,O bidest. entfernt, 3 ml 5 %ige
Sammelgellosung aufgetragen und der Probenkamm eingesetzt. Das auspolymerisierte Gel
wurde in einer Protein- Gelelektrophorese-Apparatur eingesetzt und die Kammer mit
Elektrophorese-Puffer gefiillt. 10 pg der Proben wurden mit gleichem Volumen Protein-
Ladepuffer angefédrbt und 5 min bei 95 °C denaturiert.

Die Proben wurden in die Geltaschen gefiillt und die Elektrophorese durchgefiihrt. Dabei

wurde zundchst eine Spannung von 100 V angelegt, solange, bis die Bromphenolblau-Front in
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das Trenngel eingedrungen war. Dann wurde die Spannung auf 200 V erhéht und die Proben
getrennt, bis das Bromphenolblau gerade aus dem Gel herausgelaufen war. Die Apparatur
wurde abgebaut und das Gel geblottet.

Trenngel (10 %): 3,3 ml einer 30 %igen Polyacrylamid-Losung (PAA), 2,5 ml
1,5 M Tris/HCI (pH 8,8) und 4 ml H,O bidest. wurden gemischt. Unmittelbar vor dem Gieflen
wurde 100 pl 10 %iges SDS, 4 ul TEMED und 100 pl Ammoniumperoxodisulfat (APS)

dazugegeben.

Sammelgel (5 %): 500 pl 30 %ige PAA; 380 ul 1 M Tris/HCI (pH 6,8);
2,1 ml H,O bidest., 30 pl 10 %ige SDS; 3 ul TEMED;
30ul 10 %ige APS; Verfahren wie bei Trenngel

Protein-Ladepuffer: 4 % SDS, 200 mM DTT, 20 % Glycerin, 0,2 %
Bromphenolblau, 100 mM Tris/HCI (pH 6,8)

Elektrophoresepuffer: 25 mM Tris/HCI; 250 mM Glycin (pH 8,3); 0,1 % SDS

5.1.4. Western-Blot

Die Proteine wurden mittels Elektroblotting vom SDS-PAA-Gel auf eine Nitrocellulose-
Membran (Hybond-C extra, Amersham Life Science) iibertragen. Das Blotten erfolgte 90 min
in einer Western-Blot-Apparatur mit Transfer-Puffer. Danach wurde die Apparatur abgebaut
und die Membran 1-2 min in Ponceau S-Losung gefarbt und 2mal in Wasser gewaschen. Die
gefarbte Membran diente als Ladekontrolle.

Transfer-Puffer: 39 mM Glycin; 24 mM Tris; 0,04 % SDS; 20 % Methanol

5.1.5. Antikorper-Behandlung

Die Membran wurde 2x20 min in PBS-Milch blockiert und dann iiber Nacht mit primérem
Antikorper in PBS-Milch inkubiert. Nach dreimaligen Waschen mit PBS-Milch (je 10 min),
wurde 1 h mit dem sekunddren Antikorper inkubiert. AnschlieBend wurde dreimal
gewaschen, mit PBS, PBS + 0,1 % Tween und wieder mit PBS (je 10 min). Die Detektion
erfolgte mit dem ECL Western-blotting-Kit der Firma Amersham Life Science, nach deren
Angaben.

PBS: 0,14 M NaCl; 2,7 mM KCI; 10,1 mM Na,HPO,; 1,8 mM KH,PO,

PBS-Milch: 5 % Milchpulver in PBS
5.2. Nachweis der Cdk2-Aktivitit

5.2.1. Immunprézipitation
400 pg Protein und 20 pl Protein A-Sepharose wurden mit Lysepuffer (4.1.1.) auf ein
Volumen von 400 pl gebracht und 1 h bei 4°C unter Rotation inkubiert. Protein A-Sepharose

wurde abzentrifugiert und der Uberstand mit 1 pg spezifischem Antikdrper versetzt und 12h
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bei 4 °C rotiert. Zur Adsorption der Immunkomplexe wurde dann 1h bei 4 °C mit Protein A-
Sepharose unter Rotation inkubiert und anschlieBend zentrifugiert. Die Sepharose wurde
zweimal mit Lysepuffer bei 4°C gewaschen und fiir eine Histon HI-Kinase

Aktivitdtsbestimmung eingesetzt.

5.2.2. Bestimmung der Histon H1-Kinase-Aktivitit

Um die Aktivitdt von Cdk2 zu bestimmen, wurden Immunprézipitationen mit monoklonalen
Cyclin E-Antikérpern (Santa Cruz) durchgefiihrt. Die Protein A-Sepharose-adsorbierten
Antikorper (4.2.1.) wurden je zweimal mit Lysepuffer und Kinasepuffer bei 4 °C gewaschen.
Ein Viertel der Sepharose wurde in 25 pl Kinasepuffer aufgenommen und 0,1 ug Histon H1
(als Kinasesubstrat), 2,5 mM ATP und 100 pCi/ml [y32P]-ATP dazu pippetiert. Die Losung
wurde fiir 20 min bei 30 °C inkubiert. Nach Zusatz von 25 ul Protein-Ladepuffer (5.1.3.)
wurde 5 min auf 95 °C erhitzt. Der Ansatz wurde in einem SDS-Gel aufgetrennt und

radioaktiv markierte Histon-Proteine wurden durch Audioradiographie detektiert.
Kinasepuffer: 10 mM MgCl2, 5 mM MnClp, ImM DTT, 50 mM HEPES (pH 7,9)

6. Analyse von Microarrays
6.1. Hybridisierung von cDNA-Filterarrays

Die Herstellung radioaktiv-markierter Run-On-RNA wurde bereits unter 2.3. beschrieben.
Gereinigte, nukledre Transkripte wurden mit ATLAS Humanl.2-Arrays oder ATLAS
HumanCancerl.2-Arrays (ClonTech) bei 68°C fiir 36 h in 5 ml ExpressHyb (ClonTech)
hybridisiert. Die ATLAS-Filter wurden danach bei 45 °C zweimal mit Waschpuffer I und
zweimal mit Waschpuffer II gewaschen (je 20 min). Es schloss sich eine RNaseA-
Behandlung (15 min, 30 °C ) und eine abschlieBende Waschung mit Waschpufter II bei 45 °C
an. Da RNaseA nur einzelstringige RNA degradiert, waren RNA/DNA-Hybride auf dem
Filter vor Abbau geschiitzt. Mit dieser Behandlung wurde erreicht, daB3 nur spezifische
Hybridisierungen vor Abbau geschiitzt wurden und unspezifischer Hintergrund reduziert
wurde. Die Filter wurden dann feucht autoradiographiert. Die Autoradiographien wurden per
Auge ausgewertet, die Intensitdten einzelner Bereiche mit einem Phosphoimager ermittelt.
ATLAS-Filter beinhalten etwa 1200 verschiedene cDNAs von 200-500bp Grofle, die an
definierten Positionen auf dem Filter immobilisiert sind. Die Position und Beschreibung der
cDNAs kann auf der Clontech  Homepage eingesehen  werden, unter
http://www.clontech.com/atlas/genelists/index.html.

Waschpuffer I: 1 % (w/v) SDS; 2xSSC

Waschpuffer I1: 0,5 % (w/v) SDS; 0,1xSSC
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6.2. Analyse von Oligonukleotid-Arrays (Genchips)

6.2.1. Herstellung von Biotin-markierter cRNA

Die Herstellung von ¢cDNA wurde unter 4.5. beschrieben. Die prézipitierte cDNA eines
Ansatzes wurde in 1,5 ul RNase-freiem Wasser gelost. Eine in vitro-Transkription wurde mit
dem "BioArray RNA Transcript Labeling Kit" in Gegenwart von biotinyliertem UTP mit
Reverser Transkriptase nach Herstellerangaben (Amersham/Pharmacia) durchgefiihrt. Der
Ansatz wurde mit einem RNeasyMini Kit (Qiagen) aufgereinigt und 20 ug cRNA wurden in
Fragmentierungspuffer fir 35 min bei 95 °C fragmentiert. Der Ansatz wurde bei -20 °C
gelagert oder sofort in eine Hybridisierung eingesetzt.

Fragmentierungspuffer: 40 mM Tris-Acetat (pH 8,1), 0,3 mM Kaliumacetat, 30mM

Natriumacetat

6.2.2. Hybridisierung und Waschen der Genchips
15 pg fragmentierte cRNA wird mit 162 pl Hybridisierungspuffer gemischt und mit RNase-
freiem Wasser auf ein Volumen von 300 pl gebracht. Dieser Hybridisierungscocktail wird bei
-20 °C gelagert oder gleich in einen Genchip Hu6800 (Affymetrix, Santa Clara, CA)
pippetiert und 16 h bei 45 °C unter Rotation inkubiert.
AnschlieBend an die Hybridisierung wird der Chip in einer Waschstation (Affymetrix
FluidicsStation) gemidB3 Herstellerangaben computergesteuert mit nicht stringenten und
stringenten Puffern gewaschen. Zur Detektion und Verstirkung der Fluoreszenzsignale wurde
der Chip mit drei Antikorperlosungen (1-3) behandelt. Zwischen jeder Antikorperbehandlung
und abschlieBend wurden die Chips mit nicht stringenten und stringenten Puffern gewaschen.
Hybridisierungscocktail: 15 png Proben-cRNA, Kontroll-cRNA I-1V (1,5; 5; 25 und 100
pM), 5 nM Kontroll-Oligonukleotide, 0.1 pg/ul sonifizierte
Hering-Spermien-DNA, 0.5 pg/ul , acetyliertes BSA, 75 mM
MES Natrium-Salz und 27.5 mM MES freie Saure (2-[N-
Morpholino]ethansulfonsdure).
Kontroll-cRNA I-IV (BioB, BioC, BioD und Cre) und Kontroll-Oligonukleotide wurden von
Roche, Penzberg zur Verfiigung gestellt. Die Kontroll-Oligonukleotide hybridisieren am
Rande des Chips und als Kreuz innerhalb des Chips. Diese Markierungen dienen zur
Ausrichtung eines Gitters bei der Auswertung des Chips. Kontroll-cRNAs verschiedener

Konzentration dienen als quantiative Kontrolle fiir die Hybridisierung auf dem Chip.

Nicht-stringenter Waschpuffer: 75mM MES Natrium-Salz, 27,5 mM MES freie Séure,
26mM NaCl, 0,01% Tween 20
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Stringenter Waschpuffer: 0,9 M NaCl, 60 mM NaH2PO4, 6 mM EDTA, 0,005 %
Triton, 0,02 % Tween 20, 0,1 g/l Antifoam-30

Antikorperlésung 1: 1 mg/ml Streptavidin in 600 pl Farbepuffer

Antikorperlosung 2: 10 mg/ml Ziegen-IgG, 0,5 mg/ml Biotinylierter algG in
600 pl Farbepuftfer

Antikorperlésung 3: 1 mg/ml Streptavidin-Phycoerythrin (SAPE) in 600 pl
Férbepuffer

Fdrbepuffer: 150 mM MES Natrium-Salz, 200 mM MES freie Séure,

1,85 M NacCl, 0,1% Tween 20, 0,01% Antifoam O-30

6.2.3. Beschreibung der Genchips

Es wurden Genchips Hu6800 der Firma Affymetrix (Santa Clara, CA) verwendet. Auf diesen
Chips (1,28 x 1,28 cm2) sind Sequenzen von 6800 verschiedenen menschlichen cDNAs
reprisentiert. Die Sequenzen entstammen den Datenbanken Unigene, GenBank und TIGR
(The Institute for Genomic Research), Stand Oktober 1997.

Etwa 107 Kopien eines Oligonukleotids von durchschnittlich 25 Basenpaaren Linge werden
auf eine Fliache von 25 x 25 umz direkt auf die Chipmatrix synthetisiert. Diese Flache wird
als Probenzelle bezeichnet. Die Sequenz dieses Oligonukleotids entspricht exakt derjenigen
einer cDNA und wird mit PM (Perfect Match) bezeichnet. Direkt unter eine PM-Zelle wird
ein Oligonukleotid mit der gleichen Sequenz, aber einem Basenaustausch in der Mitte
aufsynthetisiert und mit MM (MisMatch) bezeichnet. Ein Probenpaar (PP) besteht aus einer
PM- und einer MM-Zelle. Zehn Probenpaare, nebeneinander auf dem Chip angeordnet,
entsprechen zehn verschiedenen Sequenzen einer cDNA und werden als Probenset (PS)
bezeichnet (Abb. 10).

I Probenset i

PM

MM

v

Probenzelle Probenpaar

Abb. 10: Anordnung von 20 Oligonukleotiden auf dem Chip, die einer cDNA der Datenbanken entsprechen.

Die Abkiirzungen sind im Text erldutert.
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6.2.4. Algorithmen bei der Auswertung der Genchips

Im folgenden werden die wichtigsten Algorithmen bei der Auswertung der Genchips
beschrieben, die englischen Originalbezeichnungen und Abkiirzungen werden weitgehend
beibehalten. Die Algorithmen wurden von Affymetrix empirisch ermittelt. Die Auswertung

wurde mit den Programmen GeneChip und Data Mining Tool (Affymetrix) durchgefiihrt.

6.2.4.1. Scannen der Chips

Das Scannen der Chips erfolgte mit einem HP GeneArray' ™ Scanner (Affymetrix). Ein Laser
erzeugt eine Fluoreszenz, die bei einer Auflosung von 3 pm/Pixel als sog. .Dat Datei
gespeichert wird. Damit werden ca. 64 pixel/Probenzelle berechnet. Da die Pixel auf der
Flache nicht gleichmiBig verteilt sind, wird die durchschnittliche Intensitét/Probenzelle
berechnet (.CEL Datei). Damit werden Probenzellen untereinander rechnerisch vergleichbar.
Die .CEL-Datei dient zur Berechnung bestimmter Gro3en (gespeichert als .CHP Datei), aus

denen die quantitative Auswertung des Chips erfolgt.

6.2.4.2. Hintergrund und Rauschen

Hintergrundintensititen entstehen durch unspezifische SAPE Bindung an die Chipmatrix. Zur
Subtraktion des Hintergrunds wird der Chip in 16 Sektoren geteilt. Die Intensitdten der
niedrigsten 2% der Probenzellen werden gemittelt und von der durchschnittlichen Intensitét
eines Sektors abgezogen. Rauschen ist die Varianz der gemessenen Pixel, wenn der Laser

eine bestimmte Flidche scannt. Die Berechnung des Rauschens (Q) wird nicht niher erldutert.

6.2.4.3. Algorithmen zur Bestimmung von AbsCall

Bei der Auswertung der Chips wird zunichst der Absolute Call (AbsCall) bestimmt, der
angibt, ob ein Probenset auf einem Chip als anwesend (present = P) oder nicht anwesend
(absent = A) berechnet wird. Eine Zelle ist positiv, wenn die Differenz aus den Intensitdten
von PM und MM iiber einem Schwellenwert liegt und der Quotient aus PM und MM tiiber 1,5
liegt (Gleichung 1). Entsprechendes gilt fiir negative Zelle (Gleichung 2).

Gleichung 1:

positive Zelle: PM - MM >4Q und PM/MM > 1,5

Gleichung 2:

negative Zelle: MM - PM >4Q und MM/PM >1,5

(Die Werte 4 und 1,5 wurden empirisch ermittelt)
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Zur Bestimmung des AbsCall eines Probensets werden drei Gréf8en miteinander verrechnet.
Die Positive Fraction gibt den Anteil positiver Zellen / Chip an (Gleichung 3). Die Pos/Neg
Ratio ist der Quotient aus der Anzahl positiver Zellen und der Anzahl negativer Zellen
(Gleichung 4). SchlieBlich wird die LogAvgRatio ermittelt (Gleichung 5), in die der Quotient
aus PM und MM eingeht. Die LogAvgRatio ist somit ein MaB fiir die
Hybridisierungseffizienz von PerfectMatch und MisMatch. Hybridisieren beide mit gleicher
Effizienz, so nimmt die LogAvgRatio den Wert Null an. Ein weiterer Algorithmus gewichtet
diese drei GoBen unterschiedlich und ermittelt so den AbsCall "P" (present), "A" (absent)

oder "M" (marginal). Dabei gehen empirisch ermittelte Schwellenwerte ein:

Absent Marginal Present
PosFraction <3 >4
Pos/Neg Ratio <0,33 >0,43
LogAvgRatio <0,9 >1,3
Gleichung 3:
.. ) n (positive PP)
Positive Fraction =
n (all PP)
Gleichung 4:
) n (positive PP)
pos/neg Ratio = -
n (negative PP)
Gleichung 5:
2 llog (PM/MM)],

LogAvgRatio= 10+ !

n (PP)

6.2.4.4. Normalisierung

Beim Vergleich werden die durchschnittlichen Intensititen (Avglntensity) zweier Chips
einander angeglichen (Normalisierung). Ein Chip wird als Basislinie (Base) gewéhlt, der zu
vergleichende Chip wird mit Exp abgekiirzt. Ein Normalisierungfaktor NF wird so bestimmt,
daf} Gleichung 6 gilt.

Gleichung 6:

Avglntensitiy (Base) = NF ' Avglntensitiy (Exp)
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Die Avglntensity eines Chips wird berechnet aus dem Durchschnitt der AvgDiff Werte
(Gleichung 7) aller Probensets auf einem Chip, wobei die niedrigsten und hochsten 2% der
Werte abgezogen werden. Hierbei geht eine Grof3e in die Gleichung ein, die ein MaB fiir die
Intensitdt eines Probensets auf einem Chip und somit als MaB fiir die Abundanz einer RNA in
der Probe dient, die AvgDiff (Gleichung 7).

Gleichung 7:
> (PM - MM),
AvgDiff= —=L

n (PP)

6.2.4.5. Algorithmen zur Bestimmung von DiffCall

Beim Vergleich zweier Genchips wird bestimmt, ob ein Probenset gegeniiber dem gleichen
Probenset auf der Baseline induziert (induced = Inc), reprimiert (decreased = Dec) ist, oder
keinen Unterschied zeigt (no change = NC). Dieser Parameter wird als Difference Call
(DiffCall) bezeichnet.

Zundchst wird berechnet, ob ein Probenpaar gegeniiber dem gleichen Probenpaar der
Basislinie induziert (bzw. reprimiert) ist. Dazu mul die Differenz der AvgDiff Werte
(Gleichung 8) und der prozentuale Anteil (Gleichung 9) iiber (bzw. unter) einem
Schwellenwert (Change Threshold, CT) liegen.

Gleichung 8:
(PM-MM),,, - (PM-MM),,.= CT

Gleichung 9:

(PM - MM),  -(PM -MM), > CT
(PM -MM), . = 100

%

ODb Probensets induziert oder reprimiert sind geht aus vier GréBen hervor.
Der Max(Inc/PPysea , (Dec/PPyq) gibt den Anteil an induzierten bzw. reprimierten

Probenpaaren an (Gleichung 10). Der groBere der beiden Werte wird verwendet.

Gleichung 10:

i d PP d d PP
Max (Inc/PP,, , Dec/PP, ) = Max ( n (increased PP) n (decrease ))

n (all PP) > " (all PP)
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Dann wird das Verhiltnis aus beiden Werten berechnet (Gleichung 11).

Gleichung 11:
n (increased PP)

n (decreased PP)

Inc/Dec =

Der LogAvgRatioChg (Gleichung 12) ist wieder ein MaB} fiir die Hybridisierungseffizienz
von Perfect Match und Mismatch (vgl. 5.2.4.3. und Gleichung 5). Da diese Effizienzen auf
beiden Chips gleich sein sollten liegt der LogAvgRatioChg im Idealfall bei 0. Er kann aber
positive Werte annehmen, wenn mehrere Probensets sehr stark induziert sind, z.B. wenn ein

Probenpaar auf der Baseline als absent berechnet wurde.

Gleichung 12:
LogAvgRatioChg = LogAvg (Exp) - LogAvg (Base)

Die Dpos — Dneg Ratio (Gleichung 13) gibt an, wie viele positive und negative Probenpaare
auf einem Chip im Vergleich zur Baseline berechnet werden. Diese Rate sollte wieder bei
Null liegen, wenn man nur Probensets vergleicht, die keine Anderung in der Expression
zeigen (Kontrollen, Haushalts-Gene). Bei der Berechnung iiber alle Probensets treten dann
wieder Abweichungen auf, wenn Probensets sehr stark induziert (reprimiert) sind, z.B. wenn

ein Probenpaar auf einem der Chips als absent berechnet wurde.

Gleichung 13:

[n (positive PP), - n (positive PP),, | - [n (negative PP), - n (negative PP),, |

Dpos-Dneg Ratio =
P & n (all PP)

Eine Matrix gewichtet die vier Groflen unterschiedlich und ermittelt so den DiffCall "Inc"
(increased), "NC" (no change) oder "MC" (marginal change). Dabei gehen empirisch

ermittelte Schwellenwerte ein (analog fiir reprimierte Probensets).

NC MC Inc
Inc/PPused <0,33 >0,43
Inc/Dec Ratio <3 >4
LogAvgRatioChg <0,9 >1,3

Dpos — Dneg Ratio <0,2 >0,3
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6.2.4.6. Berechung der Fold Change

Zur Berechnung, um welchen Faktor ein Probenset gegeniiber dem gleichen auf einem
anderen Chip induziert (reprimiert) ist, ist wieder die AvgDiff entscheidend (vgl. Gleichung
7). Zunichst wird die AvgDiffChg berechnet, der Unterschied aller AvgDiff von Chipl und
Chip2 (Gleichung 14).

Gleichung 14:

ase

AvgDiffChg = AvgDiff,,, - AvgDiff,

Die Berechnung von FC (Fold Change) ist in Gleichung 15 gezeigt.

Gleichung 15:

AvgDiffChg [ +1 wenn AvgDiff, A = AvgDiff,

FC= "Max [min(AvgDift,, , AvgDiff,..) , 2.8 - max(Q., , Q,..)]

-1 wenn AvgDiff, < AvgDiff,,,

Die Fold Change hingt also von den Betrdgen der AvgDiff Werte und dem Rauschen (vgl.
5.2.4.2.) ab. Ist beispielsweise der Wert von AvgDiffg,. kleiner als AvgDiffe,,, aber grofer

als 2,8 Q, dann vereinfacht sich die Berechnung zu:

Fo. Dt
AvgDift

Base
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ERGEBNISSE

1. Myc-abhingige Phanoptypen der Zellinie P493-6

1.1. Regulierbarkeit von myc durch Tetracyclin

Die Stimulierung des myc-Gens ist normalerweise Voraussetzung fiir die Proliferation von
Zellen. In ruhenden Fibroblasten wird die Aktivierung von myc und anderer Faktoren, die fiir
den Eintritt in den Zellzyklus benétigt werden, durch Behandlung mit fotalem Kilberserum
(FKS) erreicht.

In B-Zellen stimuliert FKS das endogene myc-Gen nicht. Die Kultivierung gereinigter,
menschlicher B-Zellen aus Blut wird durch Stimulierung von B-Zellrezeptor und
gleichzeitiger Aktivierung des CD40-Rezeptors fiir wenige Wochen erreicht (Banchereau et
al., 1991). Die Aktivierung dieser mitogenen Signalwege fiihrt in B-Zellen zur Zellzyklus-
Aktivierung (Ubersicht in Craxton et al., 1999).

Die Immortalisierung von B-Zellen ist durch eine Infektion mit Epstein-Barr-Virus (EBV)
mdglich (Ubersicht in Kieff, 1996). Um die Zellzyklus-Aktivierung durch EBV in B-Zellen
zu untersuchen, wurde von Kempkes et al. (1995) die Zellinie ER/EB2-5 entwickelt, die ein
konditionales EBV trdgt. Dazu wurde eine Mutante des Virus mit einem konditionalen
EBNA2-Gen verwendet. Da EBNA2 fiir die Immortalisierung von B-Zellen durch EBV
essentiell ist, wurde es als Fusionsprotein mit der Hormon-Bindedoméne des
Ostrogenrezeptors (ER/EBNA2) exprimiert. Die entstandene Zellinie ER/EB2-5 aktiviert das
Fusionsprotein nur in Gegenwart von Ostrogen (Kempkes et al. 1995). EBNA2 induziert
dabei die Expression zelluldrer Gene, unter anderem das endogene myc und induziert so die
Proliferation (Kaiser et al. 1999). In Abwesenheit von Ostrogen wird endogenes myc nicht
exprimiert und die Zellen ruhen.

ER/EB2-5 Zellen wurden anschlieBend mit einem Expressionsplasmid fiir ein Tetracyclin
(Tc)-regulierbares myc stabil transfiziert. Die Zellinie P493-6 entstand durch Selektion auf
Zellen, die in Abwesenheit von Ostrogen und bei kontinuierlicher myc-Expression
proliferieren konnten. In diesen Zellen ist die Proliferation von der myc-Expression abhingig.

Durch Zugabe von Tc wird myc reprimiert und die Zellen arretieren in der G1-Phase des
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Zellzyklus. Durch Auswaschen von Tc wird myc induziert und die Zellen treten wieder in den
Zellzyklus ein (Pajic et al. 2000).

Der zeitliche Verlauf der myc-Induktion in P493-6-Zellen ist in Abb. 11 gezeigt.
Proliferierende Zellen (P) zeigen hohe Myc-Expression (Spur 1). Nach Zugabe von Tc wird
myc reprimiert und ist nicht mehr detektierbar (Spur 2). Bereits 40 min nach dem Auswaschen
von Tc wird Myc in der Western-Blot-Analyse wieder sichtbar (Spur 4) und nach etwa 5 h ist

die maximale Expression wieder erreicht (Spur 9).

Zeit nach myc- Induktion

P A 20" 40' 1Th 2h 3h 4h 5h 6h 8h 24h 48h
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Abb. 11: myc-Induktion in P493-6-Zellen. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden Zellextrakte
hergestellt und Myc-Protein in einer Western-Blot-Analyse detektiert. Proliferierende Zellen (P) mit hoher
Myc-Expression (Spur 1) wurden mit Tetracyclin behandelt. Die Zellen arretieren im Zellzyklus (A) und
exprimieren kein myc (Spur 2). Nach Auswaschen von Tetracyclin wird myc neu induziert und erreicht nach

Sh wieder die maximale Expression (Spuren 3-13).

Da endogenes myc in B-Zellen nicht durch Serum stimuliert wird, ist Myc nach Tc-
Behandlung in P493-6-Zellen nicht mehr detektierbar (Abb. 11, Spur 2). Damit haben diese
Zellen gegeniiber den Fibroblasten-Systemen den Vorteil, dal endogenes myc in Gegenwart
von Serum keine Hintergrund-Aktivitit zeigt. Myc-abhéngige Funktionen konnen also in
P493-6-Zellen auch in Gegenwart von Serum sehr gut untersucht werden.

Die Myc-Protein-Menge in P493-6 ist deutlich hoher als in der Mutterzellinie ER/EB2-5, die
nur endogenes myc exprimiert. Myc wird in diesem System also iiberexprimiert. Die Protein-
Menge ist aber vergleichbar mit den Proteinmengen, wie sie in Burkitt-Lymphomlinien

beobachtet werden (Pajic et al. 2000).
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1.2. Proliferation von P493-6-Zellen

1.2.1 Zur Proliferation benotigen P493-6-Zellen Myc und FKS

FKS reicht nicht aus, um B-Zellen zur Proliferation zu stimulieren. Hat die Anwesenheit von
FKS iiberhaupt Auswirkungen auf die Kultivierung von P493-6-Zellen? In
Fibroblastensystemen wurde gezeigt, dal Myc-Aktivierung in Abwesenheit von FKS
Apoptose induziert (Abschnitt I). Um in P493-6-Zellen zu untersuchen, inwieweit FKS fiir
die Proliferation eine Rolle spielt, wurden die Zellen nach myc—Induktion mit und ohne FKS
untersucht. P493-6-Zellen wurden dazu durch Zugabe von Tetracyclin fiir drei Tage arretiert.
AnschlieBend wurde myc durch Auswaschen von Tc induziert und in vier verschiedenen
Situationen iber vier Tage kultiviert (+Myc/+FKS, -Myc/+FKS, +Myc/-FKS und -Myc/-
FKS). Das experimentelle Vorgehen ist in Abb. 12 gezeigt.
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(+Myc/+FKS) T ® *Te
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-Te i
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Abb. 12: Experimentelles Vorgehen bei der Untersuchung der Proliferation von P493-6-Zellen.
Proliferierende Zellen (+Myc/+FKS) wurden fiir 72h mit Tetracyclin (Tc) behandelt und im Zellzyklus
arretiert (-Myc/+FKS). AnschlieBend wurde eine Halfte der Zellen mit PBS gewaschen, um Tc zu entfernen
und myc zu induzieren (+Myc). Die andere Hélfte wurde mit Tc-haltigem PBS gewaschen (keine Myc-
Expression, -Myc). Die Zellen, aus denen Tc entfernt wurde, wurden wieder halbiert und einmal in FKS-
haltigem Medium kultiviert, die andere Hélfte in Medium ohne FKS (0,25%). Mit Zellen, die in Gegenwart

von Tc gewaschen wurden, wurde genauso verfahren, nur dal das Medium Tc enthielt.
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Die Proliferation der Zellen wurde zunéchst in einer Wachstumskurve bestimmt (Abb. 13). Wie
bereits beschrieben, ist die Proliferation von myc abhéngig. Nach myc-Induktion traten die
Zellen wieder in den Zellzyklus ein, erreichten nach vier Tagen die doppelte Zellzahl und
proliferierten kontinuierlich weiter (Abb. 13, +Myc/+FKS). In Gegenwart von Tetracyclin
blieb myc reprimiert und die Zellen arretierten in der G1-Phase des Zellzyklus. Die Zellzahl in
der Kultur blieb konstant (Abb. 13, -Myc/+FKS).

Ein tliberraschender Befund ergab sich jedoch, als myc in Abwesenheit von FKS induziert
wurde. Auch hier war keine Proliferation zu beobachten und die Zellzahl blieb ebenfalls
konstant (Abb. 13, +Myc/-FKS). Die Myc-Expression alleine ist also nicht ausreichend, um
Zellteilung zu induzieren. Die Tatsache, daB3 die Zellzahl konstant blieb, warf aber die Frage
auf, ob in P493-6-Zellen keine Apoptose bei Serum-Entzug induziert wird, wie es fiir

Fibroblasten und Burkitt-Lymphomzellinien beschrieben wurde (vgl. Abschnitt I, 2.4.).

25 A 25 -
+Myc/+FKS +Myc/+FKS
= 20 - -
T 20
= 15 15 -
2z
= 103 -Myc/+FKS 10 +Mye/-FKS
N
S 5 5 -
0 ) ) ) 1 0 ) ) ) 1
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Zeit nach myc-Induktion [Tage]

Abb. 13: Die Proliferation von P493-6-Zellen hiingt von der Myc-Expression und von FKS ab. P493-6-
Zellen wurden mit Trypanblau gefarbt und die Anzahl ungefarbter Zellen (Lebendzellzahl) bestimmt. Nach
Auswaschen von Tetracyclin induziert Myc in P493-6-Zellen bei Anwesenheit von FKS Proliferation (blaue
Linie). Zellen in Tetracyclin-haltigem Medium exprimieren kein Myc und konnen nicht proliferieren (rote
Linie). Wird myc-Expression ohne FKS induziert, wird ebenfalls keine Zellteilung beobachtet und die

Zellzahl bleibt konstant (graue Linie).

In Abb. 13. sind Zellzahlen von lebenden Zellen gezeigt. Der Anteil toter Zellen, die durch
Trypanblaufarbung sichtbar wird, blieb bei diesen Experimenten konstant. Der Farbstoff
Trypanblau ist nicht zellpermeabel und férbt tote Zellen nur dann blau, wenn die

Membranstruktur der Zelle bereits beschédigt ist.
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Bei Zelltod durch Apoptose bleibt die Membranstruktur jedoch oft intakt, oder die Zellen
zeigen eine charakteristische Blasenbildung. Zur Identifizierung apoptotischer Zellen wurden
deshalb die Farbstoffe DAPI und Propidiumjodid (PI) verwendet. Zellmembranen sind
permeabel fiir DAPI, das DNA auch in intakten Zellen farbt. Auf diese Weise kann
fragmentierte DNA in Blasen oder stark kondensierte DNA in Kernen detektiert werden, als
typische Merkmale apoptotischer Zellen. Solche Zellen kdnnen dann im Mikroskop
ausgezdhlt werden. Bei der PI-Farbung wird die DNA von fixierten Zellen zunéchst mit
Farbstoff gesittigt, anschlieBend der DNA-Gehalt einer Zelle durch DurchfluBzytometrie
bestimmt. Apoptotische Zellen mit fragmentierter DNA sind detektierbar als Zellen, die einen
geringeren DNA-Gehalt als G1-Zellen (2n) haben.

+Myc/+FKS +Myc/-FKS
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Abb. 14: Induktion von Apoptose in Abhingigkeit von Myc und FKS. In arretierten P493-6-Zellen
wurde myc induziert oder weiter unter Tc gehalten. Dazu wurde entweder mit (links) oder ohne FKS
inkubiert (rechts). Nach 48h und 72h wurde der Anteil an apoptotischen Zellen durch DNA-Féarbung mit
Propidiumjodid und Durchflulzytometrie bestimmt. DAPI gefarbte Zellen wurden im Mikroskop ausgezahlt.
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Zur Untersuchung von Apoptose wurden P493-6-Zellen behandelt, wie in Abb. 12 gezeigt.
Die Zellen wurden mit den Farbstoffen DAPI oder Propidiumjodid gefarbt und die Anzahl
apoptotischer Zellen wurde 48h und 72h nach myc-Induktion bestimmt (Abb. 14).

In beiden Experimenten stellte man einen Anteil von etwa 5% apoptotischen Zellen in der
Kultur mit FKS fest. Entfernte man FKS, dann erhohte sich der Anteil apoptotischer Zellen
auf etwa 14%, bei DAPI-Fiarbung (Abb. 14, rechts unten), bzw. auf 7 bis 14% bei der PI-
Féarbung (Abb. 14, rechts oben). Zellen ohne myc-Expression, zeigten unter FKS-Entzug die
gleiche Anzahl apoptotischer Zellen (-Myc/-FKS) wie Zellen mit myc-Expression bei FKS-
Mangel (+Myc/-FKS). Eine Zunahme an Apoptose war deshalb nicht auf eine Myc-Aktivitit
zuriickzufiihren, sondern auf Serum-Entzug.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dal3 die Proliferation von P493-6-Zellen sowohl von
der Expression von Myc, als auch von der Anwesenheit von FKS im Kulturmedium abhingt.
Myc-Expression alleine ist flir die Proliferation nicht ausreichend, ebenso kann die
Gegenwart von FKS alleine P493-6-Zellen nicht stimulieren. Die Gegenwart von FKS konnte

allerdings den Anteil von apoptotischen Zellen in der Kultur verringern.

1.2.2. Induktion von S-Phase und Zellzyklusregulation

P493-6-Zellen konnen ohne FKS im Kulturmedium nicht proliferieren. Ist Myc in P493-6-
Zellen tiberhaupt in der Lage, DNA-Synthese zu induzieren, wie es filir Fibroblastensysteme
gezeigt wurde? Falls ja, miilten diese Zellen in der G2-Phase des Zellzyklus arretieren.

Um diese Frage zu beantworten, wurden folgende wichtige Parameter untersucht, die
anzeigen, ob Zellen in die S-Phase eintreten: die DNA-Syntheserate, die Phosphorylierung
des Retinoblastom-Proteins (Rb) und die Zunahme der Cdk2/Cyclin E-Aktivitit (vgl.
Abschnitt I).

Zunichst wurde die DNA-Syntheserate durch Einbau von *H-Thymidin in die DNA bestimmt
(Abb. 15). Dazu wurden die Zellen nach myc-Induktion 24h in der Gegenwart von
*H-Thymidin inkubiert. Die eingebaute Radioaktivitit wurde in vier Zeitintervallen gemessen,
so daf iiber 96h kontinuierlich die DNA-Synthese bestimmt wurde (0-24h, 24-48h, 48-72h
und 72-96h nach dem Waschen der Zellen). Abb. 15a zeigt den *H-Thymidin-Einbau nach
myc-Induktion in Gegenwart von FKS (+Myc/+FKS) und bei FKS-Entzug (+Myc/-FKS).
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In Anwesenheit von FKS nahm die DNA-Syntheserate kontinuierlich zu, wéhrend die
gemessenen Werte bei +Myc/-FKS konstant niedrig blieben. Blieb myc durch Tc reprimiert,
war keine Zunahme der DNA-Syntheserate messbar (Abb. 15b).

a b
+Myc/+FKS -Myc/+FKS
25000 - +Myc/-FKS 25000 - -Myc/-FKS
20000 - 20000 -
E
5y 15000 15000 -
10000 - 10000 -
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Zeit nach myc-Induktion [Tage]

Abb. 15: DNA-Syntheseraten in P493-6-Zellen in Abhiingigkeit von Myc und FKS. Die Zellen wurden
nach myc-Induktion fiir jeweils 24h in Gegenwart von *H-Thymidin inkubiert: 1: 0-24h nach myc-Induktion;
2: 24-48h nach myc-Induktion; 3: 48-72h nach myc-Induktion; 4: 72-96h nach myc-Induktion. a: Zellen mit
hoher Myc-Expression synthetisieren DNA nur in Gegenwart von FKS (blaue Balken). Ohne FKS konnte
keine Erhohung der DNA-Syntheserate festgestellt werden (graue Balken). b: In Gegenwart von Tc konnten

die Zellen ebenfalls nicht in die S-Phase eintreten.

Als zweiter Parameter wurde der Phosphorylierungsgrad von Rb untersucht. Proliferierende
Zellen (P) zeigten in der Western-Blot-Analyse mehrere phosphorylierte Rb-Formen
(hyperphosphorylierte Form, Abb. 16a, Spur 1, mit Rb-P gekennzeichnet). Diese Formen
treten in Zellen bei S-Phasen-Eintritt und wéahrend der S-Phase auf. Bei arretierten Zellen (A)
war die nicht-phosphorylierte (hypophosphorylierte) Form dominant (Abb. 16a, Spur 2, mit
Rb gekennzeichnet). Nach Induktion von myc in Gegenwart von FKS wurde Rb
hyperphosphoryliert (Abb. 16a, Spuren 3-5, +Myc). Nach myc-Induktion in Abwesenheit von
FKS war die hypophosphorylierte Rb-Form dominant (Abb. 16a, Spuren 6-8, +Myc). Zellen
in Gegenwart von Tc blieben arretiert und zeigten ebenfalls keine Rb-Hyperphosphorylierung
(Spuren 2-8, -Myc).

Damit deckten sich diese Daten mit den Ergebnissen der *H-Thymidin-Inkorporation: P493-

6-Zellen konnten nach myc-Induktion bei Serum-Entzug nicht in die S-Phase eintreten.
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Abb. 16: Zellzyklusregulation in Abhiingigkeit von Myc und FKS. P493-6-Zellen wurden behandelt, wie
in Abb. 12 beschrieben. P: Proliferierende Zellen (+Myc/+FKS). A: Arretierte Zellen, 72h nach Tetracyclin-
Behandlung (-Myc/+FKS). a: Phosphorylierung von Rb. Gezeigt ist eine Western-Blot-Analyse von
Zellextrakten, die auf gleiche Zellzahl normalisiert wurden. Nur bei Expression von Myc und Kultivierung
mit FKS waren hyperphosphorylierte Formen von Rb (Rb-P) detektierbar (P, Spuren 3-5 +Myc). Bei
reprimiertem myc und/oder Fehlen von FKS war nur die hypophosphorylierte Rb-Bande nachweisbar.

b: Aktivitiit von Cdk2/CyclinE. Aus arretierten Zellen (A) und aus Zellen 30h nach myc-Induktion (mit
und ohne FKS), wurden Proteinextrakte gewonnen. Cdk2 wurde mit einem Antikdrper gegen CyclinE
(CycE) koprizipitiert. Die Kinaseaktivitit wurde durch Inkubation gleicher Proteinmengen mit y-[*’P]-ATP
und Histon H1 (H1) als Substrat bestimmt. Bei Abwesenheit von FKS zeigte sich eine deutliche Reduktion
der Cdk2/CycE-Aktivitdt (rechte Spur).

Als letzter Parameter des S-Phase-Eintritts wurde die CyclinE-gekoppelte Cdk2-Aktivitit
bestimmt. myc wurde in An- und Abwesenheit von FKS induziert, nach 30h wurden
Proteinextrakte gewonnen und Cdk2 durch Inkubation mit CyclinE-Antikérpern
koprazipitiert. Das Prizipitat wurde in Gegenwart von y-[>*P]-ATP und Histon H1 als Kinase-
Substrat inkubiert. Die Mengen von markiertem Histon H1 wurden mittels einer

Autoradiographie detektiert.

Aus fritheren Arbeiten war bekannt, dal die maximale Cdk2/CyclinE-Aktivitdt in P493-6-
Zellen 30h nach myc-Induktion erreicht wird (Pajic et al., 2000). Es wurde iiberpriift, ob dies



I Ergebnisse 49

auch in Abwesenheit von FKS der Fall ist (Abb. 15b). Arretierte Zellen zeigten in diesem
Experiment nur geringe CycE/Cdk2-Aktivitdt (Abb. 15b, A). Nach myc-Induktion wurde die
Aktivitdt in FKS-freiem Medium zwar schwach induziert (Abb. 15b, -FKS), blieb aber
deutlich unter der Aktivitdt mit FKS (Abb. 15 b, +FKS). Da Rb ein Substrat von Cdk?2 ist,
konnte die verminderte Cdk2-Aktivitdt ein Grund fiir die ausbleibende Rb-Phosphorylierung
in der +Myc/-FKS-Situation sein.

Die Ergebnisse aus Abb. 15 und 16 zeigen, dall Myc-Expression alleine nicht ausreicht, um in
P493-6-Zellen die DNA-Synthesephase einzuleiten. In diesem B-Zellsystem kann Myc bei
Serum-Entzug keine volle Cdk2-Aktivitéit induzieren, die Hyperphosphorylierung von Rb und
der Eintritt in die S-Phase sind dann blockiert. Eine unbekannte Serum-Komponente wird

offensichtlich bendtigt, um den Zellzyklus zu aktivieren.

1.3. Myc reguliert Zellwachstum unabhiingig von Zellzykluskontrolle

1.3.1. Myc-regulierte Gene bei FKS-Entzug

Nach den bisher gezeigten Ergebnissen schien es, dafl die Myc-Expression bei Serum-Entzug
keinen Effekt auf die Zellen hatte. Ist Myc in P493-6-Zellen unter Serum-Mangel tiberhaupt
funktionell? Eine fehlende Serum-Komponente kdnnte beispielsweise an einer Modifikation
von Myc beteiligt sein, die fiir die Zellzyklusaktivierung benétigt wird.

Erfiillt Myc bei FKS-Entzug immer noch seine Funktion als Transkriptionsfaktor? Um diese
Frage zu kldren, wurde die Regulation von bekannten Myc-Zielgenen bei Serum-Entzug
untersucht. Dazu wurde RNA aus Zellen isoliert, in denen myc mit oder ohne FKS induziert
wurde. Ornithin-Decarboxylase (ODC), Laktat-Dehydrogenase-A (LDH-A) und Nucleolin
(NCL) sind direkte Myc-Zielgene (Bello-Fernandez et al., 1993; Shim et al., 1997 und
Greasley et al., 2000). Die Regulation dieser Gene wurde in einer Northern-Blot-Analyse
untersucht (Abb. 17). Unter beiden Serum-Situationen wurden die untersuchten Gene bereits
8h nach Auswaschen von Tc induziert. Die Induktion von ODC und LDH-A war in
Abwesenheit von FKS nach 8h etwas schwicher als in der Situation mit FKS (vgl. Spuren 2
und 5). Nach 24h wurde in allen Féllen die maximale Induktion erreicht (Spur 6). Die
zeitliche Verzogerung ist wahrscheinlich auf die ebenfalls etwas schwéchere myc-Induktion

nach 8h bei FKS-Entzug zu erkldren (Spur 5).



111 Ergebnisse 50

Alle getesteten Gene wurden somit unmittelbar durch Myc reguliert. Daraus lie sich

schlieBen, daf3 die transkriptionelle Aktivitit von Myc auch ohne FKS noch funktionell war.

+FKS -FKS
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Abb. 17: Regulation bekannter Myc-Zielgene. Aus arretierten Zellen (A), 8 und 24h nach myc-Induktion
mit oder ohne FKS wurde gesamtzellulire RNA isoliert und eine Northern-Blot Analyse durchgefiihrt. Pro
Spur wurden 10pug RNA aufgetragen, die gleichmaBige Ladung ist durch die Ethidiumbromidfarbung des
Gels gezeigt (EtBr). Bei Kultivierung mit oder ohne FKS werden die Myc-Zielgene ODC, Nucleolin (NCL)
und LDH-A in P493-6-Zellen induziert.

1.3.2. Zellwachstum bei FKS-Entzug

Ein wesentlicher Phinotyp der Zellen wurde bei der einfachen Beobachtung im Mikroskop
deutlich. In Abhingigkeit der myc-Induktion verdnderte sich unter FKS-Entzug die
Morphologie der Zellen deutlich. Zellen aus einem Experiment wie in Abb. 12 gezeigt,

wurden auf einen Objekttrager getropft und im Lichtmikroskop fotographiert (Abb. 18).
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+FKS

Abb. 18: Zellgrofien von P493-6-Zellen in Abhéingigkeit von Myc und FKS. Die Zellen wurden den
entsprechenden Kulturbedingungen entnommen und auf einen Objekttriger aufgebracht. Zellen, die kein
Myc exprimieren, arretieren in der G1-Phase des Zellzyklus und waren klein (links oben und links unten).
Zellen, mit Myc-Expression, denen FKS im Medium fehlte, konnten keine DNA-Synthese induzieren und
zeigten auch keine Anzeichen von Apoptose (rechts oben). Sie nahmen aber trotzdem, wie proliferierende

Zellen (rechts unten), an ZellgroB3e zu.

+FKS

Abb. 19: Morphologie von Zytoplasma und Zellkern. Zellen wurden auf Objekttriger zentrifugiert, fixiert
und mit May-Griinwald/Giemsa geféarbt. Gezeigt sind Zellen wie in Abb. 18, nach Farbung von Zytoplasma
und Zellkern. Auch hier erscheinen Zellen ohne Myc-Expression (linke Seite) kleiner als Myc-exprimierende
Zellen. Auffillig ist auBerdem der sehr grofle Nukleolus (bzw. mehrere groe Nukleoli), bei allen Zellen (zu

erkennen als dunklere runde Farbung innerhalb des Kerns).
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Zellen, die Myc exprimierten, aber nicht in die S-Phase eintraten, wiesen einen hohen Anteil
an auffillig groBen Zellen auf (Abb. 17, rechts oben), dhnlich einer proliferierenden Kultur
(Abb. 18, rechts unten). Arretierte Zellen ohne Myc-Expression, mit oder ohne FKS-
Behandlung, akkumulierten dagegen als kleine Zellen in der G1-Phase des Zellzyklus (Abb.
18, links).

Myc-Expression fiihrte also zu einer Zunahme an Zellvolumen, wie es filir die Progression
durch die G1-Phase des Zellzyklus notwendig ist, ohne nachfolgenden S-Phase-Eintritt.

Die Morphologie der Zellen nach Farbung von Zytoplasma und Zellkern bestitigte das
Wachstumverhalten (Abb. 19). P493-6-Zellen wurden dazu auf einen Objekttrager
zentrifugiert und mit Aceton fixiert. Zur Farbung wurden die Farbstoffe May-Griinwald fiir
das Zytoplasma und Giemsa fiir die Farbung der Kerne verwendet. Auch hier erschienen
Myc-exprimierende Zellen deutlich groBer als arretierte Zellen ohne Myc. Myc-
exprimierende Zellen (Abb. 19, rechts) besalen gro3e Kerne, auffillig war die Zunahme des

Zytoplasmas, verglichen mit Zellen, die kein Myc exprimierten (Abb. 19, links).

Die Groflenzunahme einer Population konnte auBerdem mit Hilfe der Durchfluzytometrie
(FACS) untersucht werden. Hierzu wurden die Zellen der Kultur entnommen und in
Gegenwart des Farbstoffs PI im Durchflulzytometer gemessen. Unfixierte Zellen nehmen PI
nur auf, wenn ihre Zellmembranen beschiddigt sind. So konnten tote Zellen aus der
GroBenbestimmung ausgeschlossen werden. Der Forward Scatter (FSC) wurde als Mal fiir
die ZellgroBe gemessen. Der FSC entspricht der Beugung des Laserstrahls, die proportional
zur Zelloberfldche ist und somit als MaB fiir die GroBe des gemessenen Partikels dienen kann.
Ein solches Experiment ist in Abb. 20 gezeigt. Arretierte Zellen wurden in drei Ansétze
aufgeteilt, von denen zwei in Tc-freien Medium (+Myc) und einer in Tc-haltigen Medium
gewaschen wurde. Die erhaltenen Ansdtze wurden inkubiert und zu verschiedenen
Zeitpunkten wurden Proben fiir die FACS-Analyse entnommen. Das FACS-Diagramm in
Abb. 20 zeigt das GroBenprofil dieser Kultur unmittelbar nach dem Waschen.

Die Zellen waren klein und in Gl arretiert (a-c, rote Linien). Nach 24h wurden erneut
Zellproben aus den drei Ansédtzen gemessen. Bereits zu diesem Zeitpunkt ist eine Zunahme an
groBBen Zellen erkennbar, wenn myc induziert wurde (a, b schwarze Linien). Zellen, die in
Gegenwart von Tc inkubiert wurden, zeigten keine Verdnderung im GroBenprofil (¢). Nach
48h war das Zellwachstum deutlich fortgeschritten (blaue Linien), widhrend ohne Myc-

Expression keine Volumenzunahme auftrat (c).
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Abb. 20: Analyse der ZellgroBle im Durchfluizytometer. Arretierte Zellen, die 72h mit Tc behandelt
wurden, stellen sich in der Durchflulzytometrie als Population mit einheitlicher, kleiner ZellgroBe dar (rote
Linien). Zellproben aus denselben Populationen wurden nach 24h (schwarze Linien) und 48h (blaue Linien)
erneut gemessen. Bereits nach 24h ist die Zunahme der Zellgrofie erkennbar, deutlich gréBer sind die Zellen
einer Population 48h nach myc-Induktion, mit (a) oder ohne FKS (b) im Kulturmedium. In Gegenwart von

Tc dndert sich die GroBe der Zellen nicht (c).

Offensichtlich kann Myc die Volumenzunahme und damit das Zellwachstum in kleinen G1-
Zellen induzieren, ohne daf3 die Aktivierung der Zellzyklusregulation erfolgen muf3.

Um diesen Befund zu erhirten, wurde der Zellzyklus durch Roscovitin, einem chemischen
Inhibitor von Cdk2, in Gegenwart von FKS geblockt. Roscovitin-behandelte Zellen zeigen als
Folge keine Hyperphosphorylierung von Rb und treten nicht in die S-Phase ein (Meijer und
Kim, 1997; de Azevedo et al., 1997). Dieser Effekt von Roscovitin wurde auch in P493-6-
Zellen beobachtet (Abb. 21).
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Abb. 21: Myc induziert Zellwachstum auch bei Zellzyklusblock. a: Proliferierende Zellen zeigen
hyperphosphoryliertes Rb (Spur 1), wiahrend Roscovitin (ROS) die Rb-Phosphorylierung (auch bei aktivem
Myc) hemmt (Spur 3). Das Losungsmittel DMSO hat keinen Effekt (Spur 2). Ohne Myc-Expression bleibt
die Rb-Phosphorylierung ebenfalls aus (Spuren 4-6). b: Arretierte Zellen, die 72h mit Tc behandelt wurden,
stellten sich in der Durchflulzytometrie als Population mit einheitlicher, kleiner ZellgroBe dar (diinne
Linien). 72h nach Myc-Induktion nahm die durchschnittliche Zellgrée zu (dicke Linien). Dem Medium
wurde nach dem Waschen nur FKS (oben), FKS und DMSO (Mitte) oder FKS und Roscovitin (unten)

zugesetzt.

Roscovitin unterdriickt die Rb-Phosphorylierung (Abb. 21a, Spur 3), wihrend unbehandelte
Zellen oder DMSO-behandelte Zellen (das Losungsmittel fiir Roscovitin) in Gegenwart von
Myc hyperphosphoryliertes Rb zeigten (Abb. 21, Spuren 1 und 2) und proliferierten. Im
gleichen Experiment wurde die ZellgréBenverteilung in der DurchfluBzytometrie (FACS)
bestimmt (Abb. 21b). Das FACS-GroBenprofil fiir arretierte Zellen (-Myc) ist in Abb. 21b als
diinne Linie gezeigt. Bei Myc-Induktion nahm die mittlere ZellgroBe und damit das
Zellwachstum deutlich zu (Abb. 21b, dicke Linien), auch wenn der Eintritt in die S-Phase
durch Roscovitin blockiert wurde (Abb. 21b, unten).

Die Untersuchungen der Abb. 18-21 zeigen, dall die Myc-Expression einen Phinotyp erzeugt,
der unabhéngig von der Zellzyklusregulation ausgeprigt wird. Myc ist offensichtlich in der
Lage, Zellwachstum zu induzieren, unabhédngig vom Eintritt der Zelle in den Zellzyklus. Myc
reguliert also Zellwachstum und Zellzykluskomponenten wie Cdk2 iiber zwei

unterschiedliche Wege.
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1.3.3. Induktion von Protein-Synthese und Stoffwechsel bei FKS-Entzug

Wie kommt es in Zellen beim Eintritt in den Zellzyklus zur Volumenzunahme? Der
wahrscheinlichste  Mechanismus der Massenzunahme ist die  Steigerung der
Proteinbiosynthese- und der Metabolismusrate. Eine Erhohung des osmotischen Potentials
durch die Zunahme von Protein und die damit verbundene Wasseraufnahme kdnnte eine
weitere Rolle spielen. Es wurde bereits gezeigt, dal Myc tatséchlich die Proteinsynthese in
Fibroblasten steigern kann (Rosenwald et al. 1996). Um diese Beobachtung in P493-6-Zellen
zu zeigen, wurde die Einbaurate von [358]—Methionin/Cystein (Met/Cys) in Protein der Zellen
bestimmt. Die Zellen wurden behandelt, wie in Abb. 12 gezeigt. Eine Stunde vor Entnahme
der Proben wurden die Zellen gewaschen und in Met/Cys-freiem Medium inkubiert. Mit
[*°S]-markiertem Met/Cys wurde dann fiir eine Stunde markiert und Gesamtprotein der Zellen
mit Trichloressigsdure geféllt. AnschlieBend wurde die Radioaktivitit des Prézipitats
gemessen. Die Messung der inkorporierten Radioaktivitit zeigte, dal Myc auch in P493-6-
Zellen die Proteinbiosynthese steigert (Abb. 22).

a b
+Myc/+FKS +Myc/-FKS
-Myc/+FKS 4 -Myc/-FKS
4 -
34
3
E
X2 A o
=
oy
1 1
0 0
48h 72h 48h 72h

Abb. 22: Myc erhoht die Proteinsyntheserate in P493-6. Zellen wurden behandelt wie in Abb. 12 gezeigt.
Nach 47h bzw. nach 71h wurden die Zellen gewaschen, in Cys/Met-freiem Medium aufgenommen und in
Gegenwart von [*°S]-Cys/Met fiir 1h weiter inkubiert. Die eingebaute Radioaktivitit im Gesamtprotein der
Zellen wurde anschliefend in Zerfillen pro Minute (cpm) bestimmt. Bei myc-Induktion erh6hte sich die Rate
der Proteinsynthese um den Faktor 3 in Gegenwart von FKS (a) bzw. um den Faktor 2,5 ohne FKS (b), im

Vergleich zu den jeweiligen Kontrollen ohne Myc.
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Sowohl in der Situation mit FKS (Abb. 22a, +Myc/+FKS) als auch bei Serum-Mangel (Abb.
22b, +Myc/-FKS ) wurden héhere Werte fiir den Einbau von [*°S]-Met/Cys gemessen als in
den jeweiligen Kontrollen ohne myc-Induktion (-Myc/+FKS bzw. -Myc/-FKS). Die
Proteinsynthese steigerte sich 48h nach Myc-Expression um den Faktor 3 in Gegenwart von
FKS, bzw. um den Faktor 2,5 bei Abwesenheit von FKS.

Dies bedeutet, daB Myc auch in Abwesenheit von FKS die Proteinsynthese induzieren kann,
allerdings nicht in vollem Umfang. Es handelt sich nicht um eine zeitliche Verzogerung, wie
bei der Induktion von Zielgenen (Abb. 17), denn auch nach 72h ohne FKS wird die Protein-
Synthese nicht mehr gesteigert. FKS trdgt also zur vollen Aktivierung der Proteinsynthese

bei.

Zur Analyse der Stoffwechsel-Aktivitit wurde auBerdem eine MTT-Analyse durchgefiihrt.
Hierbei wird die Aktivitdt der Succinat-Dehydrogenase (SDH) gemessen, einer Komponente
des Zitratzyklus. SDH reduziert ein 16sliches Tetrazolium-Salz (MTT) zu einer unldslichen
Form, was zu einer Farbdnderung fiihrt. Diese Farbreaktion kann fotometrisch ausgewertet
werden. P493-6-Zellen wurden unter verschiedenen Konditionen gehalten, wie in Abb. 12

beschrieben. Vier Stunden vor der Messung wurde MTT zugegeben (Abb. 23).

+Myc/+FKS +Myc/-FKS
05 - -Myc/+FKS 0.5 - -Myc/-FKS
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=
= 0,2 1 0,2 -
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Abb. 23. Myc aktiviert SDH auch in Abwesenheit von FKS. P493-6-Zellen wurden behandelt wie in
Abb. 12 gezeigt. Je 3x10* Zellen wurden pro Situation inkubiert. Nach 44h bzw. 68h wurde MTT
dazugegeben und fiir weitere 4h inkubiert. Die Farbédnderungen wurden fotometrisch bestimmt. Myc-
Expression aktiviert SDH in Gegenwart und Abwesenheit von FKS gleichermaBlen (blaue und graue
Balken). Ohne Myc-Expression ist eine Grundaktivitdt von SDH zu beobachten, die bei lingerer Inkubation

in Gegenwart von Tc abnimmt (72h).
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Die Ergebnisse deckten sich mit denjenigen der Analyse der Proteinsynthese. Myc-
Expression flihrt auch unter Serum-Mangel zur Aktivierung von SDH.

Im MTT-Assay war die Wirkung der Myc-Expression erst nach 48h zu beobachten. Deshalb
waren die gezeigten Effekte sicherlich eine Konsequenz der Myc-Induktion und damit
indirekt. Uber welche Mechanismen Myc zur Aktivierung des Zitratzyklus fiihrt, ist offen.
Der MTT-Assay wird héufig als Indikator flir Proliferation benutzt. In dem gezeigten
Experiment war der Assay jedoch positiv, auch wenn Zellen nicht proliferierten (+Myc/-
FKS). Also ist zu beachten, da3 ein positiver MTT-Assay nicht unbedingt auch Proliferation
bedeutet.

Eine weiterer Indikator fiir erhohte Stoffwechselrate ist die Aktivitdit der Laktat-
Dehydrogenase (LDH). Die Aktivierung von LDH fiihrt zum schnelleren Energiegewinn
durch Milchsduregirung. In Tumorzellen findet man hiufig eine erhohte Aktivitit von LDH
auch in Gegenwart von Sauerstoff (aerobe Milchsduregdrung, Warburg-Effekt). Es wurde
beschrieben, dal LDH ein direktes Zielgen von Myc ist und Myc-Expression zur gesteigerten
Milchsdure-Garung flihrt (Shim et al. 1997). Wie in Abb. 17 gezeigt, wurde LDH in P493-6-
Zellen in Gegenwart von FKS und Abwesenheit von FKS induziert. Die Produktion von
Milchsdure fiihrte zur Ansduerung des Kulturmediums. Da das Medium den Indikator
Phenolrot enthielt, war diese Ansduerung 96h nach myc-Induktion durch Gelbfarbung des
Mediums sichtbar, auch in Abwesenheit von FKS. Bei Tc-behandelten Zellen war das
Medium auch nach 96h noch rot geférbt (nicht gezeigt). Die Beobachtungen in P493-6-Zellen

stimmen also mit den Arbeiten von Shim ef al (1997) iiberein.

Im ersten Teil der Arbeit konnte gezeigt werden, da3 Zellwachstum eine Funktion von Myc
ist. Diese Funktion duBerte sich in der Aktivierung der Proteinsynthese und von energie-
gewinnenden Stoffwechselwegen, wie Zitratzyklus und der aeroben Milchsduregérung. Myc
induzierte in kleinen, Gl-arretierten P493-6-Zellen die Volumenzunahme und somit die
Zunahme der Zellmasse. Myc erfiillte diese Funktion, ohne daB3 der Eintritt in die S-Phase
erfolgen muflte und unabhéngig von Zellzyklusregulation. Dieser Phanotyp wurde allerdings
erst nach ldngerer Beobachtungszeit sichtbar (24-48h), so daB unklar blieb, welche
Mechanismen von Myc direkt reguliert werden, die zur Akkumulierung von Zellmasse
fiihren. Da Myc ein Transkriptionsfaktor ist, lag die Beantwortung dieser Frage in der
Identifikation von weiteren Myc-regulierten Genen. Der Schwerpunkt der weiteren

Untersuchung lag deshalb auf dieser Frage, wie im nédchsten Kapitel beschrieben wird.
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2. Identifikation neuer Zielgene von Myc

2.1. Regulation von Myc-Zielgenen in P493-6-Zellen

Seit Myc als Transkriptionsfaktor beschrieben wurde, gilt der Identifikation Myc-regulierter
Gene besonderes Augenmerk. Es war naheliegend, da3 Myc das Zellwachstum auf der Ebene
der Transkription reguliert. Viele der noch unbekannten Myc-Zielgene konnten daher
Faktoren und Enzyme sein, die Bestandteile von Stoffwechselwegen sind. Ein Schwerpunkt
der Arbeit war es deshalb, mit Hilfe verschiedener Methoden neue Myc-Zielgene zu
identifizieren.

Einige Myc-Zielgene konnten in fritheren Arbeiten mit Methoden gefunden werden, die im
Verhiltnis zum Aufwand nur wenige Kandidaten brachten. Beispiele hierfiir sind Nucleolin
(NCL) und Nucleophosmin (NPM), die mit Hilfe einer subtraktiven cDNA-Hybridisierung
identifiziert wurden. Nukleotiddiphosphat-Kinase A (nm23-H1) und elFSA wurden durch
2D-Gelelektrophorese identifiziert (Kohlhuber et al., unverdffentlichte Daten).

Um die Regulation dieser Gene auf mRNA-Ebene zu zeigen, wurden Northern-Blot-
Kinetiken analysiert. In arretierten P493-6-Zellen wurde myc induziert, die gesamtzellulédre
RNA zu verschiedenen Zeitpunkten prapariert. Die Northern-Blot Analyse zeigte, dall die
mRNA der Kandidatengene der Induktion der myc-mRNA folgte. Der erste Anstieg der
mRNA von NCL, NPM, nm23-H1 und cdk4 war nach 4h bis 5h zu beobachten (Abb. 24,
Spur 5), der der myc-mRNA bereits nach 2h (Spur 3). Die maximale mRNA-Expression der
genannten Gene wurde nach etwa 6h (Spur 7), die von Myc nach etwa 5h (Spur 6) erreicht.
Die Induktion der Kandidatengene folgte somit der myc-Induktion mit einer Verzégerung von
1 bis 2h. Nur elF5A schien bereits nach 2h induziert zu werden (Spur 3), was aber auf
ungleichmifige RNA-Mengen zuriickzufiihren war.

NCL wurde unabhdngig von den Beobachtungen in dieser Arbeit als direktes Myc-Zielgen
beschrieben (Greasley et al., 2000). Im NCL-Promotor findet man bei Sequenzvergleichen
mit Hilfe von Datenbanken vier in Maus und Mensch konservierte Myc/Max-Bindestellen.
Die Promotorstruktur ist sehr dhnlich wie die des cdk4-Gens (ndchstes Kapitel, Abb. 25).
NPM-mRNA wird mit der gleichen Kinetik wie NCL-mRNA durch Myc reguliert (Abb. 24).
Interessanterweise finden sich im NPM-Gen keine CACGTG-Konsensussequenzen fiir

Myc/Max-Bindestellen in der Promotor-Region.
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Abb. 24: Kinetik der Induktion von myc und von Myc-Zielgenen. Gezeigt sind vier verschiedene
Northern-Blots. Fiir die Hybridisierungsproben von NCL und NPM wurde derselbe Blot benutzt, ebenso fiir
die Proben von cdk4 und myc. Fiir nm23-HI und elF5A wurde jeweils ein eigener Blot benutzt. In allen
Féllen wurden pro Spur 10ug RNA desselben Experiments aufgetragen. Myc wurde in P493-6 in Gegenwart
von FKS induziert und RNA unmittelbar nach dem Waschen (0), sowie 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, und 8h nach dem
Auswaschen von Tc isoliert. Nucleolin (NCL), Nucleophosmin (NPM), nm23-H1 (NDKA), eIF5SA und cdk4

wurden unmittelbar nach myc induziert und sind neue Kandidaten fiir direkte Regulation durch Myc.

2.2. Cdk4 wird von Myc und TGF-P gegensitzlich reguliert

Die Zellzyklusregulation in P493-6-Zellen wurde bereits in einer fritheren Arbeit untersucht.
Dabei zeigte sich, da3 die myc-Induktion rasch zur gesteigerten Synthese von Cdk4-Protein
fiihrt (Pajic et al., 2000). Cdk4 war daher ein guter Kandidat fiir ein neues Myc-Zielgen. Dies
bestitigte sich in der Northern-Blot-Analyse, in der die cdk4-mRNA durch Myc induziert
wurde (Abb. 24). Unabhingig von der Beobachtung in P493-6-Zellen, wurde cdk4 auch in
humanen Fibroblasten als direktes Zielgen von Myc identifiziert (Hermeking et al., 2000).
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Der cdk4-Promotor enthilt vier, in Mensch und Maus konservierte Myc/Max-Bindestellen
(MBS) (Abb. 25). In Gelshift-Experimenten wurde gezeigt, dal Myc/Max-Komplexe an den
Promotor binden. Myc aktiviert diesen Promotor in Konstrukten, in denen die Promotorregion
an das Reportergen Luciferase ligiert wurde. Nach Deletion von MBS 3 und 4 war der
Promotor nicht mehr durch Myc regulierbar, so dal3 vor allem diese beiden Bindestellen zur

Regulation durch Myc beitragen (Hermeking et al., 2000).
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Abb. 25: Promotorregion des cdk4-Gens. Der Bereich vor dem Transkriptionsstart (schwarzer Pfeil) weist
vier Myc/Max-DNA-Bindestellen (MBS 1-4) in einem Bereich von 200bp auf. Der blaue Pfeil markiert das
erste Exon von cdk4. In Intron 1 findet sich eine weitere MBS (MBS 5). Fiir die Aktivierung des Promotors

durch Myec sind vor allem MBS 3 und 4 wichtig.

Eine besondere Rolle bei der Regulation der Proliferation von P493-6-Zellen spielt der
Wachstumsfaktor TGF-B. TGF-8 reguliert Signalwege, die zur Induktion und Repression von
Zielgenen fiihren (Ubersicht in Massagué et al., 2000a). Die Aktivierung dieser Signalwege
fiihrt in vielen Zellsystemen zum Zellzyklusarrest. Gibt man TGF-8 in das Kulturmedium,
fiihrt dies auch bei P493-6-Zellen zum Arrest (Bettina Kempkes, personliche Mitteilung).
Diese Beobachtung ist sehr interessant, denn in B-Zellen und Endothelzellen reprimiert TGF-
B das myc-Gen (Ubersicht in Massagué et al., 2000b). In P493-6 wird myc aber ektopisch
exprimiert, TGF-8 induziert hier also auch in Gegenwart von Myc-Protein den
Zellzyklusarrest. Daher war anzunehmen, dal TGF-B Gene reguliert, die in Signalwegen
unterhalb von Myc liegen. Eine Regulation von cdk4 durch TGF- wurde bereits beschrieben
(Ewen et al., 1993, 1995; Ando und Griffin, 1995). Um zu testen, ob TGF-B-Behandlung auch
zur Repression von cdk4 in P493-6-Zellen fiihrt, wurde myc in Gegenwart und Abwesenheit
von TGF-B induziert. In Northern- und Western-Blot-Analysen wurde untersucht, ob TGF-
die Induktion von cdk4 durch myc unterdriicken kann (Abb. 26).
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Abb. 26.: TGF-B-Behandlung verzogert die Induktion von cdk4. In arretierten P493-6-Zellen wurde myc
induziert und entweder ohne (Spuren 2-6) oder mit TGF-8 inkubiert (Spuren 7-11). Zu den angegebenen
Zeitpunkten wurden RNA und Protein prédpariert und in einer Northern- und Western-Blot-Analyse auf

cdk4-Expression untersucht.

Die Expression von cdk4 nach Myc-Induktion wurde durch TGF-8 verzogert (Abb. 26). Ohne
TGF-B waren cdk4-RNA und -Protein nach 8h bereits deutlich exprimiert. In Gegenwart von
TGF-B blieb cdk4 zunichst reprimiert (vgl. Spuren 2 und 7), auch nach 24h war in Gegenwart
von TGF-B keine cdk4-Expression zu beobachten (vgl. Spuren 3 und 8). Im weiteren Verlauf
wurde cdk4 auch in Gegenwart von TGF-B induziert, blieb aber etwa um 50% reduziert,
gegeniiber der Situation ohne TGF-B. Der Eintritt in die DNA-Synthesephase war in
Gegenwart von TGF-B ebenfalls verzogert. 72h nach der myc-Induktion waren in
Abwesenheit von TGF-B 18% der Zellen in die S-Phase eingetreten, in Gegenwart von TGF-83
nur 8,8% der Zellen (Daten nicht gezeigt).

Welche myc-regulierten Gene sind an der Tumorentstehung beteiligt? Vielleicht spielen hier
besonders Gene wie cdk4 eine Rolle, die durch TGF-8 und Myc gegensétzlich reguliert

werden.
2.3. Identifikation von Myc-Zielgenen iiber die transkriptionelle Aktivitit

In P493-6-Zellen konnten durch die Anwendung verschiedener Techniken bereits einige neue
Myc-Zielgene identifiziert werden. Die bisher genannten Techniken (2.1.) erwiesen sich
allerdings als zu aufwendig im Vergleich zur Anzahl der identifizierten Gene. Um einen
umfangreicheren Uberblick zu gewinnen, wurden deshalb die neu entwickelten Array-

Techniken angewandt, die im Verlauf dieser Arbeit zugénglich wurden. Bei diesen Techniken
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verwendet man Filter oder andere Triagersubstanzen, auf die DNA-Proben bestimmter Gene
an definierter Position aufgebracht sind. RNA-Proben aus zwei Situationen, z.B. Myc-An und
Myc-Aus, werden markiert und mit zwei Arrays hybridisiert. Wenn ein Gen in den beiden
Situationen differentiell exprimiert wird, erzeugt es auf den beiden Arrays unterschiedlich
starke Signale, die dann ausgewertet werden konnen. Da Position und Identitdt des Gens auf
dem Array bekannt sind, ist der entsprechende Kandidat sofort identifizierbar.

Zunichst wurden cDNA-Filterarrays verwendet, um neue Myc-regulierte Gene zu
identifizieren. Auf diesen Filtern sind 1176 verschiedene cDNA-Fragmente fixiert. Es wurden
zwei verschiedene Arrays verwendet (Human 1.2 und Human Cancer 1.2, vgl. Abschnitt II,
6.1.), die zusammen 1891 verschiedene Gene représentieren.

Fiir die Markierung der Filter wurde nicht die herkémmliche Methode benutzt, bei der aus
RNA-Proben cDNA hergestellt wird, die dann nach weiterer Behandlung markierte
Hybridisierungsproben liefern. Hier wurden statt dessen nukledre Run-On-Reaktionen
eingesetzt. Bei der Run-On-Methode werden aus Zellen intakte Kerne isoliert, gewaschen und
eingefroren. Bei diesem Prozefl werden bereits initiierte RNA-Polymerase II-Komplexe, mit
ihren naszierenden RNAs ,.eingefroren”. Werden die Kerne aufgetaut und in Gegenwart von
Nukleotiden inkubiert, wird die Transkription wieder aufgenommen. Bei der Inkubation wird
radioaktiv markiertes CTP dazugegeben, so dall die naszierende RNA radioaktiv markiert
wird. Diese RNA wird isoliert und kann mit den Filterarrays hybridisiert werden. Da im Run-
On nur naszierende, also gerade transkribierte mRNA radioaktiv markiert wird, kann mit
dieser Methode eine Verdnderung der Transkriptionsrate eines Gens gemessen werden.

Das Ergebnis eines solchen Experiments zeigt Abb. 27. Die Kerne wurden aus Zellen
gewonnen, in denen myc fiir vier Stunden induziert wurde (Abb. 27 unten, ‘+Myc’). Die
Kerne der Kontrolle stammten aus arretierten Zellen, die unter gleichen Bedingungen,
allerdings in Gegenwart von Tc inkubiert worden waren (Abb. 27 oben, ‘-Myc’). Insgesamt
wurden flinf voneinander unabhingige Experimente durchgefiihrt. Im fiinften Experiment
wurden neben den Kernen der 4h myc-Induktion zusdtzlich Kerne nach 2, 6, 8h und aus
proliferierenden Zellen (P) in einer Kinetik untersucht (Abb. 28). Fiir drei Experimente wurde
der Filter ,Human 1.2° verwendet, fiir die beiden anderen Experimente der Filter ,Human

Cancerl.2’.
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Abb. 27: Transkriptionsrate von Myc-Zielgenen in nukleiiren Run-On-Experimenten. Aus arretierten
Zellen (-Myc) und 4h nach myc-Induktion (+Myc) wurden je 2x10"Kerne isoliert. In Run-On-Reaktionen wurde
radioaktiv markierte RNA gewonnen. 30x10° cpm dieser Reaktion wurden je Filter eingesetzt. Nach dem
Waschen wurden die Filter fiir drei Wochen autoradiographiert. Reproduzierbare induzierte und reprimierte
Gene sind in Tabelle 3 aufgelistet. Ein Filter ist in sechs Sektoren aufgeteilt: A, B, C (obere Reihe) und D, E, F
(untere Reihe). Die Position eines Gens ist durch einen GroB3buchstaben fiir den Sektor, der Zahl und einem
kleinen Buchstaben fiir die Koordinaten gegeben (z.B. A3c fiir myc). In der G-Reihe sind Haushalts-Gene und
Kontrollen aufgetragen, wie Ubiquitin (G11), GAPDH (G27), Tubulin-1J(G29) odeit] -Aktin (G43).
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Nach 4h myc-Induktion zeigten sich deutliche Unterschiede in der transkriptionellen Aktivitat
gegeniiber Tc-behandelten Zellen. Gene, die reproduzierbar induziert oder reprimiert waren,
sind in Tabelle 3 aufgelistet. Die mit ¢ gekennzeichneten Gene sind nur auf dem Human
Cancer 1.2-Filter lokalisiert und wurden daher nur in zwei unabhingigen Experimenten
reproduziert. Insgesamt wurden 33 induzierte und 8 reprimierte Kandidaten in Tabelle 3
aufgenommen. Die Gene wurden nach ihrer Funktion in mogliche Gengruppen unterteilt.
Einige der Kandidaten wurden bereits als mogliche Myc-Zielgene beschrieben, was die
Ergebnisse der Hybridisierungen bestitigte (in Tabelle 3 mit a gekennzeichnet). Schon
beschriebene induzierte Gene sind LDH-A (Shim et al., 1997), ODC (Bello-Fernandez et al.,
1993) und HDGF (Coller et al., 2000). Als reprimiert wurden bereits gadd45 (Constance et
al., 1996) und CTGF (Coller et al., 2000) beschrieben.

Nm23, das bereits mit anderen Techniken gefunden wurde (2.1.), fand sich in diesen
Experimenten auch wieder. Allerdings war der Kandidat auf den Filterarryas nm23-H2
(Position A9b in Abb. 27) und nicht nm23-H1 (Position A10b in Abb. 27), wie bei den
anderen Techniken. nm23-H1 erzeugte auf den cDNA-Filtern kein detektierbares Signal. Bei
CyclinD zeigt sich eine dhnliche Diskrepanz. In der Arbeit von Pajic et al. (2000) wurde vor
allem die Regulation von CyclinD2 beschrieben, wihrend CyclinD3 im Western-Blot kaum
detektierbar war. CyclinD2 (Position A7i in Abb. 27) zeigt aber im Array kaum Anderung der
transkriptionellen Aktivitét, statt dessen aber cyclinD3 (Position A8i in Abb. 27). In den
cDNA-Sequenzen von nm23H1 und H2 bzw. von cyclinD2 und cyclinD3 befinden sich
Bereiche mit hoher Homologie. Moglicherweise tritt bei cDNA-Filterarrays das Problem auf,
daB3 Gene einer Genfamilie nicht genau differenzierbar sind (siehe Abschnitt IV).

Um den zeitlichen Verlauf der Induktion zu untersuchen, wurden die Run-On-Experimente
zusdtzlich mit verschiedenen Zeitwerten durchgefiihrt (Abb. 28). Run-On-markierte RNA aus
arretierten Zellen (0), aus Zellen 2, 4, 6, 8h nach myc-Induktion und aus proliferierenden
Zellen (P) wurde auf sechs verschiedene Filter hybridisiert und die Kinetiken einzelner Gene
aus Tabelle 3 verglichen.

Bei einigen Genen war die Transkriptionsrate bereits zwei Stunden nach myc-Induktion
erhoht, wie bei nm23, RFC4, MCM4, PAC-1, FGFR3, ADAMY, DSC3 und LDH-A (Abb.
22). Diese Gene konnten daher direkte Myc-Zielgene sein.
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Array- Accession Gruppe Regulation
Position Gen-Beschreibung durch Myc
Protein-Synthese
Bl4d X85106 S6KII-a2 (Ribosomales Protein S6 Kinase alpha 2) induziert
F 8k ¢ U78525 EIF3 (Translations Initiation Factor 3 3-Untereinheit) induziert
F13j ¢ X51466 EEF-2 (Elongation Factor 2) induziert
F14j ¢ Mo60854 S16 (40S Ribosomales Protein) induziert
F 2k ¢ U14970 S5 (408 Ribosomales Protein) induziert
Nucleotid-/ DNA-Synthese
A 9b L16785 Nm23-H2 (Nucleosid Diphosphat Kinase B) induziert
C4f M87339 RFC4 (Replikations Faktor C 37 kDa-Untereinheit) induziert
Cof X74794 MCM4 (DNA replication licensing factor) induziert
F10b J05272 IMPDHI1 (Inosin-5’-Monophosphat Dehydrogenase 1) induziert
Flld ¢ X91247 Thioredoxin-Reduktase induziert
Zellzyklus Kontrolle
Al21 M34065 CDC25C induziert
A 8i M92287 CyclinD3 induziert
Transkription / Splicing
Al3c X16707 FRA-1 (Fos-related antigen) induziert
F10i ¢ 122253 SFRS7 (Splicing Factor, Arginine/Serine reich 7) induziert
Al3l1 123959 DP-1 (Transkriptions Faktor) induziert
Signal Transduktion
b  M24898 THRAI (Thyroid Hormon Rezeptor, c-ERBA-1) induziert
B 7h L11329 PAC-1 (Dual-specific protein phosphatase) induziert
D 5i M58051 FGFR3 (Fibroblasten Wachstumsfaktor-Rezeptor 3) induziert
El2d X14445 FGF-3 (Fibroblasten Wachstumsfaktor-3) induziert
E 4b a Dl6431 HDGF (Hepatoma-derived growth factor) induziert
E 4j U41766 ADAM9 (Metalloprotease, MDC9) induziert
E 6e L36034 PBSF (Pre-B cell stimulating factor) induziert
F 8l D63485 KIAAOQ151 (Putative serine/threonine kinase) induziert
b M59371 EPHA?2 (Ephrin Typ-A Rezeptor 2) induziert
b L41939 EPHB2 (Ephrin Typ-B Rezeptor 2) induziert
E12b M60278 HB-EGF (Heparin-binding EGF-like growth factor) induziert
Zelladhision
D3g ¢ L34059 CDH4 (Retinal-Cadherin) induziert
D7g ¢ M94151 CTNNAZ2 (Alpha-Catenin verwandtes Protein) induziert
Dllg ¢ U53786 EVPL (Envoplakin) induziert
Dl4g ¢ X83929 DSC3 (Desmocollin Typ 3) induziert
El4i D50477 MMP16 (Membran-Matrix Metalloproteinase 3) induziert
Verschiedenes
F5d a, ¢ X02152 LDH-A (Lactat-Dehydrogenase A) induziert
F Se a, ¢ X16277 ODC (Ornithin Decarboxylase) induziert
Reprimierte Gene
D13c ¢ U10485 JAW1 (Lymphoid-spezifisches Membran Protein) reprimiert
Aldn M20681 GLUTS3 (Glukose Transporter 3) reprimiert
F 6m ¢ X03557 IF156 (Interferon induziertes 56-kDa Protein) reprimiert
Alli Ul11791 Cyclin H reprimiert
Wachstumsarrest
Al3a M62397 MCC (Colorectal mutant cancer protein) reprimiert
Coi a  M60974 GADDA45 (Growth arrest & DNA-damage-inducible reprimiert
protein)
D13i ¢ D50683 TGFR-2 (Transforming growth factor, beta receptor II) reprimiert
E 4c a  M92934 CTGF (Connective tissue growth factor) reprimiert

Tabelle 3: Myc-regulierte Gene, die in Run-On Experimenten auf cDNA-Filterarrays identifiziert wurden.
Spalte 1: Position auf dem Filter (Abb. 27), Spalte 2: Kennzeichnung der cDNA-Sequenz in der GenBank-
Datenbank, Spalte 3: Genbeschreibung nach Clontech, Spalte 4: Art der Regulation durch Myec.

? Gene, die bereits als myc regulierte Gene beschrieben wurden.

b nur auf dem Human 1.2 Filter lokalisiert, ¢ nur auf dem Human Cancerl.2 Filter lokalisiert
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Abb. 28: Induktion der Transkription einiger Kandidatengene in Run-On-Kinetiken. Kerne aus
arretierten Zellen (0), Zellen nach myc-Induktion (2, 4, 6, 8h) und aus proliferierenden Zellen (P) wurden fiir
Run-On-Reaktionen pripariert und die markierte RNA auf sechs verschiedene Human Cancer 1.2-Filter

hybridisiert. Die Signale einiger Kandidaten aus Tabelle 3 wurden nebeneinander als Kinetik dargestellt.
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2.4. Identifikation von Myc-Zielgenen mit Genchips

Eine weitere Untersuchung der Genexpression in P493-6-Zellen wurde mit Oligonukleotid-
Arrays (Genchips) durchgefiihrt. Diese Genchips reprdsentieren eine umfangreichere
Bibliothek an bekannten Genen (6800 verschiedene Gene) als die cDNA-Filterarrays. Auf
den verwendeten Genchips sind cDNAs nicht durch groere cDNA-Fragmente repréisentiert,
sondern durch 10 verschiedene Oligonukleotide, die eine Lénge von durchschnittlich 20
Nukleotiden besitzen. Die Oligonukleotide sind so gewdhlt, daBl sie eine hohe
Hybridisierungsspezifitit fiir das jeweilige Gen aufweisen. Mit diesem Verfahren wird eine
hohere Spezifitit gegeniiber den cDNA-Arrays erreicht. Eine genaue Beschreibung der
verwendeten Genchips findet sich in Abschnitt 11, 6.2.3.

Fiir die Hybridisierung der Chips werden RNAs verwendet, die in einer in-vitro-Transkription
durch biotinylierte Nukleotide markiert werden (vgl. Abschnitt II, 6.2.1.). Biotinylierte
Nukleotide konnen von RNA-Polymerase II nicht verwertet werden, so da3 eine Run-On-
Markierung in diesem Fall nicht moglich war.

Fiir die Markierung wurde Gesamt-RNA 4 und 8h nach myc-Induktion aus P493-6-Zellen
préapariert, markiert und mit den Genchips hybridisiert. Die Experimente wurden zweimal
durchgefiihrt. Induzierte bzw. reprimierte Kandidaten, die in beiden Experimenten
reproduzierbar waren, wurden ausgewertet. Die Menge der Daten aus 6800 analysierten
Genen machte es notwendig, Kriterien fiir die Auswahl der Kandidatengene zu treffen.
Folgende Kriterien wurden eingesetzt:

-Es wurden nur Kandidaten analysiert, die als ,present’ (P) erkannt wurden, also ein
signifikantes, auswertbares Signal auf dem Chip zeigten (Abschnitt II, 6.2.4.3.). Ein
Kriterium dafiir ist der AvgDiff-Wert (Abschnitt II, 6.2.4.4.), der ein MaB fiir die Abundanz
einer RNA ist. Der AvgDiff muflte mindestens 200 betragen.

-Gene muBten induziert oder reprimiert sein (Abschnitt I1, 6.2.4.5.).

-Die Induktion (Fold Change, vgl. Abschnitt II, 6.2.4.6.) muflite mindestens Faktor 3 in
Experiment 1 und Faktor 2 in Experiment 2 betragen. Die Fold Change war in Experiment 1
generell etwas hoher als in Experiment 2, weshalb diese Schwelle willkiirlich gewihlt wurde.

Fiir reprimierte Gene wurde in beiden Experimenten Faktor 0,5 gewéhlt.

Vier Stunden nach myc-Induktion erfiillte keines der Gene auf dem Chip die genannten

Kriterien auBer myc selbst. Gene, die fiir JTV-1, p130, Gu und Kinase A-Ankerprotein
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codieren, wurden zwar nach 4h in beiden Experimenten als induziert gefunden (Tabelle 3),
erfillten aber die Kriterien nicht. Da die myc-mRNA selbst erst nach 4h das Maximum
erreicht (vgl. Abb. 24), war eine Detektierung von Myc-Zielgenen zu diesem Zeitpunkt wohl
nicht zu erwarten. Das Experiment wurde durchgefiihrt, um eventuell Gene zu identifizieren,
die sehr schnell von Myc reguliert werden.

Das Ergebnis der 8h-Werte mit den geforderten Kriterien ist in Tabelle 4 gezeigt. Insgesamt
wurden 74 induzierte und 8 reprimierte Kandidatengene gefunden. In anderen Arbeiten
wurden davon bereits 10 Gene als Myc-Zielgene beschrieben (in Tabelle 4 mit * markiert).
Mehr noch als in Tabelle 3, finden sich bei der Verwendung von Genchips Kandidaten, die in
Stoffwechselwegen involviert sind, wie Aminosdure- und Nukleotidsynthese,
Fettstoffwechsel, Transport von Metaboliten, usw. Auf die Bedeutung der in Tabelle 3 und 4

gefundenen Ergebnisse wird in der Diskussion eingegangen.

Wie in Abschnitt IT nidher beschrieben wurde, ist der AvgDiff-Wert bei dieser Analyse ein
Kriterium fiir die Kopienzahl einer RNA in der Zelle (Abundanz). Um die in diesem
Experiment detektierten RNAs hinsichtlich ihrer Abundanz zu vergleichen, wurden die
AvgDiff Werte der Gene aus Tabelle 4 analysiert (Abb. 29).

78 % der Gene lagen iiber dem Wert 2000 (Abb. 23), was darauf hindeutet, dal nur wenige
der Kandidatengene schwach abundant exprimiert sind. Ein Wert von 2000 ist in der
Northern-Blot-Analyse bereits deutlich erkennbar (Abb. 30, p130 nach 4h). Mit dieser
Methode finden sich also hauptséchlich stark exprimierte Gene (vgl. Abschnitt I'V).



I

Ergebnisse 69

Accession Induktion Gruppe
Expl/Exp2 Gen-Beschreibung
Aminosiure -/ Protein-Synthese
D00723 11.8/6.9 Hydro%en Carrier Protein
U24169 43/2 JTV-1
D28473 3.4/35 Isoleucyl-tRNA Synthetase®
M77836 3.2/4.7 Pyrroline 5-Carboxylat Reduktase
X59303 2.8/31 Valyl-tRNA Synthetase
X06323 2713 L3 (Ribosomales Protein MRL3)
Fettstoffwechsel
M94856 12.4/5.1 Fettsauren-bindendes Protein®
D50678 7139 Apolipoprotein E Rezeptor 2
D4204 3.9/29 KIAA0089 (Glycerinphosphat-Dehydrogenase)
X75252 3/21 Phosphatidylethanolamin bindendes Protein
S80437 3.4/49 Fettsdure Synthase
U23942 35/1.8 Cytochrome P450 (CYP51)
D10040 34/24 Acyl-CoA Synthetase
X79888 3/54 AUH (RNA bindendes Protein mit Enoyl-CoA
Hydratase Aktivitat)
Protein-folding /-turnover
u07550 3.1/23 Chaperonin 10
X87212 3.7/22 Cathepsin C
M30496 3.8/23 Ubiquitin Carboxyl terminale Hydrolase (PGP9.5)
Nukleotid-/ DNA-Synthese
D78586 2.8/3.6 CAD?
u00238 27.3/23.3 GPAT (GIn-PRPP Amidotransferase)
Y00971 3.8/7.5 PRPP Synthetase Untereinheit Il
HG4157 3.1/241 Glycinamid Ribonucleotid Synthetase
D78335 9.4/34.8 UMK (UMP Kinase)
L35035 9.4/3.2 RPI (Ribose 5-Phosphat Isomerase)
X52142 5.8/4.2 CTP Synthetase
X60673 56/3.8 AK3 (Adenylat Kinase)
X17620 46/41 Nm23 (Drosophila Awd Homolog)
J04031 3.6/2.1 MTHFD
M94065 3.3/1.9 Dihydroorotat Dehydrogenase
X53793 9.1/9.7 ADE2H1 (AIR Carboxylase)
U21090 36/34 DNA Polymerase § kleine Untereinheit
Nucleolus / RNA-bindende Proteine
u86602 48/3 Nucleolares Protein p40
D21262 714 KIAA0035 (E130) e
U41387 6.1/4 Gu Protein
u38847 25/3.6 TRP-185 (TAR RNA loop bindendes Protein)
U28042 43/42 DEAD Box RNA Helikase *
u07231 3.6/25 GRSF-1 (G-reicher Sequenz Factor-1)
X74987 49/5.8 2-5 Oligoadenylat bindendes Protein
Transport
M83416 3.3/27 4F2hc/CD98E1 (Aminosaure-Permease)
297074 54/5.2 Rab9 Effektor p40
D00591 52/34 Rcc1?
us1478 44/2 Na, K —ATPase B3 Untereinheit
L31801 3.3/22 SLC16A1 (Monocarboxylat Transporter) ®
L20859 3.1/25 GLVR1 (Leukemie Virus Rezeptor 1)
Antioxidative Enzyme
U25182 51/3.6 AOE37-2 (Thioredoxin Peroxidase)
L29008 47/5.3 L-iditol-2 Dehydrogenase
U46499 46/3.7 GST12 (Glutathion Transferase)




I

Ergebnisse 70

Accession Induktion Gruppe
Expl/Exp2 Gen-Beschreibung
Transkription / Splicing
U09564 42/44 SRPK1 (Splicing Faktor/Serin Kinase)
M37197 3.9/2 CBF (CCAAT-box-binding factor) ®
L07648 3.2/24 MX11
U37689 3.1/22 hsRPB8 (RNA polymerase Il-Untereinheit) ®
U07563 24/3 c-abl
M88279 54/3.3 FKBP52 (Immunophilin)
Verschiedenes
AB000449 3.2/2 VRK1
L00058 15.1/22.8 c-myc
X15306 54/33 NF-H (Neurofilament)
X97335 4.3/3.9 Kinase A-Anker Protein (AKAP149) b
M34338 3.2/31 Spermidin Synthase
U12595 6/5 TRAP1 (TNF 1 assoziiertes Protein)?®
M22877 3.5/341 HCS (Somatisches Cytochrome c)
u43747 37/24 Frataxin (FRDA)
U37022 3.2/1.9 CDK4
Unbekannte Funktion
uU02609 20.5/28.2 SazD (Transducin ahnliches Protein)
D78611 28/3.2 MEST
L19183 53/34 MAC30
L48692 24174 Homo sapiens clone p5-23-3 mRNA
X82125 55/6.8 HOK-2
U41060 3.8/25 LIV-1 (Brust Krebs, Ostrogen reguliertes Protein)
D13645 3.7/3.3 KIAA0020
D31887 74139 KIAA0062
D25218 3.3/22 KIAA0112
D29958 43/23 KIAA0116
D50914 41/46 KIAA0124
D28589 311727 KIAA0167
D80001 54/4.7 KIAA0179
D87466 24/3 KIAA0276
Bekannte Myc-Zielgene, um weniger als
Faktor 3 induziert
u02020 27/24 PBEF (Pre-B cell enhancing factor)®
M33764 1.4/1.7 ODC (Ornithine decarboxylase)?®
X02152 1.5/1.8 LDH-A (Lactat-Dehydrogenase-A)®
D38076 25/22 RanBP1 (Ran bindendes Protein 1)®
X01060 1.6/21 Transferrin Rezeptor®
M61832 nd/2.5 AHCY (S-adenosylhomocystein Hydrolase)®
L33842 25/26 IMPDH2 (Type Il Inosin-Monophosphat
Dehydrogenase)
Reprimierte Gene
M54992 0.37/0.45 B-Zell Differenzierungs Antigen
AF006087 0.2/0.5 ARC20 (Arp2/3 Protein Komplex Untereinheit p20)
M83652 0.38/0.36 Complement component properdin
M97796 05/04 1d-2 (Helix-Loop-Helix Protein)
u40282 0.5/0.5 ILK (Intregin-linked kinase)
J04430 0.5/0.45 Tartrat-resistente Saure-Phosphatase 5
U72882 0.5/0.3 IFP35 (Interferon-induziertes Leucin Zipper Protein)
D29642 05/04 KIAA0053

Tabelle 4: Liste der Myc-regulierten Gene, die mit Oligonukleotid-Microarrays identifiziert wurden.
Spalte 1: Kennzeichnung der Datenbank, Spalte 2: Induktion durch myc, Spalte 3: Genbeschreibung nach
Affymetrix. Aufgelistet sind die Gene, die in zwei unabhidngigen Experimenten (Expl und Exp2) differentiell
reguliert waren. In der Tabelle wurden nur Gene beriicksichtigt, die in Expl mindestens um Faktor 3 induziert
oder reprimiert waren, und in Exp 2 mindestens um Faktor 2 induziert oder Faktor 2 reprimiert waren.

* Diese Gene wurden bereits als Myc-reguliert beschrieben.

b Gene, die fiir diese Proteine codieren, wurden auch nach 4h in beiden Experimenten gefunden: JTV-1
(1,7/1,5); p130 (3,5/1,7); Gu (2,4/2,1); Kinase A-Ankerprotein (4,6/1,7).
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Abb. 29: Abundanz der detektierten RNAs. Gezeigt sind die AvgDiff-Werte der Gene aus Tabelle 4, die
in beiden Experimenten nach 8h um den Faktor 2 induziert waren. Besonders hoch ist der Anteil an AvgDiff

zwischen 1000 und 5000 (57%) und an stark abundanten Genen mit AvgDiff-Werten iiber 9000 (19%).

2.5. Bestiitigung der Array-Ergebnisse

Bei der Analyse der Arrays wurden Kandidatengene in Tabelle 3 und 4 aufgenommen, die in
mindestens zwei Experimenten durch Myc induziert oder reprimiert waren. Um die
Moglichkeit falsch positiver Ergebnisse auszuschlieBen, miiten noch mehr Experimente
verglichen werden, oder die Ergebnisse mit anderen Techniken bestéitigt werden. Die
eindeutigste Aussage, ob ein Gen induziert oder reprimiert ist, erhdlt man mit der Analyse der
RNA in Northern-Blots. Einige Kandidatengene wurden auf ihre differentielle Expression in
P493-6-Zellen getestet. Untersucht wurden nm23-H1, JTV-1 und pl30, die mit
Oligonukleotid-Arrays identifiziert wurden. EIF3, RFC4, MCM4, THRA-1, HDGF und DP-1
waren Kandidaten, die mit cDNA-Arrays gefunden wurden (Tabelle 3). Da die cDNA-Arrays
nicht computergestiitzt ausgewertet werden konnten, wurden mehr Gene aus diesen
Experimenten in Northern-Blots getestet. Alle getesteten Gene waren im Northern-Blot
differentiell exprimiert. Allerdings variierte die Kinetik der RNA-Induktion. Bei nm23-H]1,
JTV-1, p130 und EIF3 findet man eine Zunahme der mRNA bereits 4h nach myc-Induktion
(Abb.30). THRA-1 und HDGEF sind nach 8h induziert, RFC4, MCM4 und DP-1 erst nach 8
bis 24h (Abb. 30). Daraus miiflite gefolgert werden, dal zumindest RFC4, MCM4 und DP-1

indirekte Myc-Zielgene sind. Interessanterweise zeigen diese Gene aber eine hohere
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Transkriptionsrate bereits nach 2h (RFC4, MCM4) oder 4h (DP-1) (vgl. Abb. 28). Dies 1af3t
vermuten, da3 RNA-stabilisierende Regulationsschritte nach der Transkription stattfinden
(siche Abschnitt I'V).

Die AvgDiff-Werte aus der Chipanalyse konnen Aussagen iiber die Abundanz einer RNA in
der Zelle und iiber das Signals im Northern-Blot machen. Allerdings hiangt das Blot-Signal
stark von Faktoren wie verwendeter Probe, Hybridisierungseffizienz und Expositionsdauer
ab. Die AvgDiff-Werte konnen deshalb nur einen Anhaltspunkt fiir die Analyse der Blot-
Signale geben. Die Expositionen von myc und pl130 in Abb. 24 waren vergleichbar. Die
AvgDiff-Werte fiir myc waren nach 4h ca. 8000 und nach 8h ca. 20000, fiir p130 wurden nach
4h ca. 2000 und nach 8h ca. 12000 gemessen.

myc-Induktion [h]

0 4 8 24 ™ s 5 88 RFC4
.“ mMYC . ¥ wmewms
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| NM23-H1 “g THRA-1
JTV-1 #% s» HDGF
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Abb. 30: Kandidatengene in Northern-Blot-Analysen. Einige Kandidaten aus Tabelle 3 (EIF3, RFC4,
MCM4, THRA-1 HDGF, DP-1) und Tabelle 4 (Nm23-H1, JTV-1 und p130) wurden in Northern-Blots auf
differentielle Expression iiberpriift. Die fiir diese Blots verwendete RNA stammte aus den Experimenten fiir

die Genchip-Analyse.

Beim Vergleich der Ergebnisse aus Tabelle 3 und 4 fiel auf, dal nur wenige Kandidaten bei
beiden Techniken erscheinen. So fanden sich nur drei Gene aus den Chip-Ergebnissen, die
auch auf den cDNA-Arrays induziert waren (nm23, ODC, LDH-A), obwohl insgesamt 18
Gene aus Tabelle 4 auch auf die cDNA-Arrays gespottet sind. Die tlibrigen 15 Kandidaten

zeigten auf den cDNA-Arrays nur sehr schwache, nicht auswertbare Signale.



111 Ergebnisse 73

Umgekehrt wurden mit den cDNA-Arrays insgesamt 41 Kandidaten identifiziert (33
induziert, 8 reprimiert), wovon wiederum nur die oben genannten 3 auch auf dem Chip
identifiziert wurden (alle 41 Kandidaten sind auf dem Chip représentiert).

Die mdglichen Ursachen fiir die geringen Gemeinsamkeiten werden in Abschnitt IV

diskutiert.
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DISKUSSION

In der vorliegenden Arbeit wurde die Funktion von Myc im Zellwachstum untersucht. Dazu
wurde ein neuartiges B-Zellsystem mit regulierbarem myc verwendet. Zwei Fragen standen
im Zentrum der Arbeit: Wie wirkt die Myc-Expression bei Abwesenheit von Serum im
Kulturmedium auf das Zellsystem und welche Gene werden in P493-6-Zellen durch Myc
reguliert? Die erarbeiteten Ergebnisse und ihre Bedeutung fiir die Biologie von Myc werden

in diesem Abschnitt diskutiert.

1. Die Zellinie P493-6

Die Zellinie P493-6 ist das erste humane B-Zellsystem, in dem myc konditional untersucht
werden konnte. Die Verwendung des Tetracyclin-regulierbaren Vektorsystems erlaubte die
Expression des nativen Myc-Proteins. P493-6-Zellen exprimieren kein endogenes myc.

Zur Untersuchung von myc dienten bisher meist Nager-Fibroblastensysteme, die
induzierbares Myc in Form eines MycER-Fusionsproteins trugen (Eilers et al., 1989). Myc ist
in diesen Systemen an die Hormon-bindende Domiine des Ostrogenrezeptors (ER) fusioniert.
In Gegenwart von Ostrogen wird das Fusionsprotein durch Translokation in den Nukleus
aktiviert. Die Verwendung dieses Systems hat aber gegeniiber dem P493-6-System folgende
Nachteile: In Fibroblasten wird nicht das natlirliche Myc-Protein untersucht und die
Verwendung von Ostrogen aktivierte eine kryptische Transaktivierungsdomine im ER-Teil
des Fusionsproteins. Dieses Problem konnte erst mit der Entwicklung einer Modifikation des
Fusionsrezeptors und der Verwendung von Tamoxifen statt Ostrogen umgangen werden
(Solomon et al., 1995). Zweitens mul MycER in Fibroblasten in Abwesenheit von FKS
induziert werden, da FKS die Expression des endogenen myc induziert. Die Aktivierung von
MycER bei FKS-Mangel induziert in Fibroblasten Apoptose, was die Untersuchung
erschwert. In P493-6-Zellen kann die Myc-Funktion dagegen in Gegenwart von Serum und

ohne Induktion von Apoptose untersucht werden.



v Diskussion 75

1.1. Myc induziert in P493-6-Zellen keine Apoptose bei Serum-Entzug

Die Expression von Myc bei gleichzeitigem Fehlen von Uberlebensfaktoren fiihrt in
Fibroblasten zu Zelltod durch Apoptose (Ubersicht in Prendergast, 1999).

In P493-6-Zellen dagegen kommt es bei Serum-Mangel nicht zur Myc-abhéngigen Apoptose
(Abschnitt I, 1.2.1.). Serum-Mangel kommt in diesem B-Zellsystem also keinem Fehlen von
Uberlebensfaktoren gleich, wie es im Modell von Harrington und Evan (1994) vorgeschlagen
wurde (vgl. Abschnitt I, 2.4.). Was sind die Ursachen hierfiir?

Eine einfache Erkldrung wire, da Mutationen bei der Selektion von P493-6-Zellen zum
Schutz vor Apoptose flihrten. Das p53-Gen, das ein Vermittler der Myc-induzierten Apoptose
ist, wird hédufig in mutierter Form in Tumoren gefunden (Hermeking und Eick, 1994; Wagner
et al., 1994; Levine, 1997). Myc induziert p53 in P493-6-Zellen. Ein Zielgen von p53, der
cdk-Inhibitor p21, wird als Antwort auf die p53-Induktion ebenfalls transient induziert. Daher
ist anzunehmen, da3 p53 in P493-6 noch funktionell ist (Pajic ef al., 2000).

Myc kann Apoptose auch iiber p53-unabhidngige Signalwege induzieren, z.B. bei
gleichzeitiger Aktivierung des TNF-Rezeptors. Die Behandlung von P493-6-Zellen mit dem
Liganden TNFo hatte aber ebenfalls keine Apoptose zur Folge (Daten nicht gezeigt).
Trotzdem war Myc-abhéngige Apoptose zu beobachten, wenn die Zellen mit Apoptose-
induzierenden Chemikalien wie Cis-Platin, Etoposid, Hydroxyurea und Taxol behandelt
wurden (Shlomo Handeli, personliche Mitteilung). Diese Beobachtungen zeigen, dal3
Apoptose-induzierende Mechansimen in P493-6-Zellen funktionieren.

Welche Mechanismen schiitzen P493-6-Zellen vor Myc-induzierter Apoptose bei Serum-
Entzug? Die Ursachen sind vielleicht in der Tatsache zu suchen, da3 P493-6 eine EBV-
infizierte Zellinie ist (vgl. Abschnitt II, 2.1.2. und Abschnitt III, 1.1.). Prinzipiell ist die
Expression viraler Gene in P493-6-Zellen abgeschaltet. Exprimiert werden nur das virale Gen
EBNAI1 und die nicht-translatierten RNAs EBER 1 und 2. Die Funktion dieser Gene ist
allerdings noch unklar (Wensing und Farrell, 2000). Es wurde aber beschrieben, dal EBV-
infizierte Zellen mit dem gleichen EBV-Expressionsmuster eine erhohte Resistenz gegen
Apoptose zeigen. Die Anwesenheit des einzigen EBV-Proteins (EBNA1) scheint keine Rolle
zu spielen, so dal die molekularen Mechanismen noch unklar sind (Ruf et al., 1999; Spender

etal., 1999).
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1.2. P493-6 als Burkitt-Lymphom-Modell

Eine primdre B-Zelle kann durch Infektion mit EBV immortalisiert werden (siche Abschnitt
III, 1.1.). Um den Zellzyklus der Zelle zu aktivieren, werden virale Faktoren wie EBNA2
induziert (Ubersicht in Kieff, 1996). EBV-infizierte Zellinien werden auch Lymphoblastoide
Zellinie (LCL) genannt. Neben viralen Genen (EBNA1, EBNA2, EBNA3, EBNA-LP, LMP1
und LMP2A) exprimieren LCLs zellulire Gene, die ihren Phénotyp bestimmen.
Charakteristisch fiir LCL ist die Expression der Oberflichenmolekiile CD23 und CD40, sowie
die Repression von CD10 und CD38 (Rowe ef al., 1987). Eine LCL, die diese zelluldren und
viralen Marker exprimiert, besitzt den sogenannten Latenztyp III. /n vivo findet man diesen
Latenztyp III aber nur in wenigen der EBV-infizierten Zellen, da das Immunsystem die
Expression viraler Proteine sofort erkennt und die entsprechenden Zellen eliminiert.

Zellen des Burkitt-Lymphoms (BL) findet man hiufig mit EBV assoziiert. Ein Modell der
BL-Pathogenese geht davon aus, daB eine EBV-Infektion in B-Zellen kurzzeitig zur
Proliferation fiihrt. Als zweites Ereignis tritt eine Translokation auf, die zur Aktivierung von
myc fiihrt (Ubersicht in Klein, 1999). Um dem Angriff des Immunsystems zu entgehen,
miissen BL-Zellen das Virus aber inaktivieren. Es entsteht der Latenztyp I, d.h. virale Marker,
wie EBNA2 und LMP1 werden reprimiert. Als Folge ist auch die Expression der oben
genannten Oberflachenmolekiile verdndert (Rowe et al., 1987).

Die Zellinie P493-6 ist aus der EBV-infizierten Zellinie ER/EB2-5 entstanden (Abschnitt II,
2.3.). ER/EB2-5-Zellen tragen ein konditionales Virus, in dem EBNA2 durch Ostrogen
aktivierbar ist. In Gegenwart von Ostrogen zeigen diese Zellen Latenztyp III. Nach stabiler
Transfektion mit einem Vektor, der die konditionale myc-Expression erlaubt, wurde auf
Zellen selektioniert, die in Abwesenheit von Ostrogen proliferieren (Pajic et al., 2000). In
Abwesenheit von Ostrogen zeigen diese Zellen Latenztyp 1. Die Entstehung der Zellinie
P493-6 ist daher mit der Entstehung eines BL in vitro vergleichbar.

Wird in P493-6-Zellen das Virus durch Ostrogen aktiviert, dann werden wieder Latenztyp III-
spezifische Marker induziert (Alexander Pajic, personliche Mitteilung). Die verschiedenen
Latenztypen sind in dieser Zellinie also ineinander {iberfithrbar und sie ist somit ein
geeignetes Modell zur Untersuchung der BL-Pathogenese.

Welche genetischen Verdanderungen miissen in LCLs auftreten, damit ein Burkitt-Lymphom

entsteht? Es ist anzunehmen, daB3 neben der Myc-Translokation weitere Mutationen fiir die
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Entstehung eines BL verantwortlich sind. Mit Array-Techniken konnte die Genexpression der
Zellinie P493-6 und der Mutterzellinie ER/EB2-5 untersucht werden. Gene, die in beiden
Linien unterschiedlich und unabhédngig von EBNA2 und Myc exprimiert werden, konnten
solche Mutationen tragen. Die Identifikation solcher Gene ist durch die Entwicklung der
Genchip-Methoden moglich und konnte entscheidend zur Klirung der Entstehung eines

Burkitt-Lymphoms beitragen.

2. Myc als Koordinator von Zellzyklus und Zellwachstum

2.1. P493-6-Zellen proliferieren nur in Anwesenheit von FKS und Myc

Lange Zeit wurde vermutet, dal die Myc-Funktion ausschlieBlich in der Aktivierung des
Zellzyklus liegt. In Fibroblastensystemen fiihrt die ektopische Expression von Myc zur
Induktion der Cdk2/CycE-Aktivitét, zu Rb-Hyperphosphorylierung und schlielich zur DNA-
Synthese (Eilers et al., 1989; Steiner et al., 1995; Berns et al., 1997; Prall et al., 1998).

Es galt bislang als Dogma, da3 die Myc-Expression den Eintritt in die S-Phase auch in
Abwesenheit von Wachstumsfaktoren bewirkt.

Fiir P493-6-Zellen wurde nun gefunden, da3 Myc-Expression nicht ausreicht, um die S-Phase
zu induzieren (Abb. 15). Bestitigt wurde dieser Befund durch die reduzierte Cdk2/CycE-
Aktivitdt und die Blockierung der Rb-Hyperphosphorylierung bei Serum-Mangel (Abb. 16) .
Werden Zellzykluskomplexe im B-Zellsystem anders reguliert als in Fibroblasten? Eine
Antwort kénnte in der Expression von Zellzyklus-Inhibitoren liegen. In Fibroblasten kann
Myc die Cdk2-Aktivitit nur induzieren, wenn p27 die Cdk2/CycE-Komplexe hemmt. Myc
sequestriert p27 und aktiviert so Cdk2 (vgl. Abschnitt I, 2.3.2.). In Fibroblasten von p27-
defizienten Miusen (p27”") kann Myc diese Aktivitit unter FKS-Mangel aber nicht mehr
induzieren (Beier et al., 2000). Der Grund hierfiir ist, daB3 in diesen Zellen Cdk2/CycE durch
p130 inhibiert wird (Coats et al., 1999). Myc ist aber nicht in der Lage, p130 aus Cdk2/CycE-
Komplexen zu sequestrieren (Beier ef al., 2000). Eine dhnliche Situation konnte in P493-6-
Zellen vorliegen. Aus noch unklaren Griinden wird in P493-6-Zellen p27 nicht exprimiert,
statt dessen aber p130 (Pajic et al., 2000). In Gegenwart von Serum flihrt das Anschalten von
Myc, wie bei p27”-Fibroblasten, zur Aktivierung von Cdk2/CycE. Beim Fehlen von FKS
konnte es sein, dall p130/Cdk2/CycE-Komplexe stabil bleiben. Es muf3 aber noch untersucht
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werden, welche Serum-Komponenten in P493-6-Zellen an der Aktivierung des Zellzyklus
beteiligt sind. AuBerdem muB angemerkt werden, daB Myc in p27”-Fibroblasten zwar nicht
Cdk2/CycE aktiviert, es aber trotzdem zum Eintritt in die S-Phase kommt. Myc induziert in
diesem Fall die DNA-Synthese iiber einen alternativen Weg® (Baier et al., 2000). Dieser Weg
wiére in P493-6-Zellen durch Myc aber nicht aktivierbar.

2.2. Myc induziert Zellwachstum

Der Begriff ,Wachstum’ wird oftmals gleichgesetzt mit dem Begriff ,Proliferation’. Streng
genommen muss man dabei aber zwei Vorginge unterscheiden. Erstens, eine Zelle muf3 an
Zellmasse zunehmen, um geniigend Material an beide Tochterzellen weiterzugeben
(Zellwachstum). Zweitens muf3 der Eintritt in die entsprechende Phase des Zellzyklus durch
Cdks reguliert werden, damit der Zellzyklus zeitlich geordnet ablduft, (Zellzyklusregulation).
Wenn beide Prozesse koordiniert ablaufen, konnen Zellen proliferieren (vgl. Abschnitt I). Erst
das Erreichen einer bestimmten ZellgroBe erlaubt den Eintritt in die DNA-Synthesephase
(Ubersicht in Neufeld und Edgar, 1998). Fiir die charakterisierten Zellzyklusregulatoren
wurde bisher nicht beschrieben, daB3 sie das Wachstum regulieren kdnnen. Im Gegenteil,
sowohl in der Bickerhefe als auch in Drosophila wurde gezeigt, daB die Uberexpression von
Cyclinen zum vorzeitigen Eintritt in die S-Phase und damit zu kleineren Zellen fiihrt (Neufeld
und Edgar, 1998).

Wachstumssignale induzieren Faktoren, die an der Verzweigung von Zellwachstums- und
Zellzyklusregulation  stehen. Einer dieser Koordinatoren von Wachstum und
Zellzyklusregulation konnte Myc sein (Neufeld und Edgar, 1998; Schmidt, 1999; Elend und
Eilers, 1999). Myc-Aktivierung fiihrt zur Induktion von Proteinsynthese, noch bevor die
Zellen in die DNA-Synthesephase eintreten (Rosenwald et al., 1995). Es blieb aber unklar, ob
die Aktivierung der Proteinsynthese die Aktivierung von Zellzyklusregulatoren erfordert,
oder ob Zellwachstum auch unabhéngig davon durch Myc reguliert werden kann (Schmidt,
1999). Da in Fibroblastensystemen Myc in Abwesenheit von FKS S-Phase und Apoptose
induziert, konnten Zellwachstum und Zellzyklusregulation durch Myc nicht unabhédngig

(entkoppelt) voneinander untersucht werden. Dies war erstmals mit der Zellinie P493-6

? Diskutiert wird, ob die Aktivierung von Cdk2 durch CycE2 unabhingig von p130 durch Myc erméglicht wird
(Baier et al., 2000).
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moglich, in der Myc nach Serum-Entzug keine S-Phase induzierte. In diesen Zellen konnte
eindeutig gezeigt werden, dal Myc Zellwachstum nicht iiber seinen Einflu auf die
Cdk2/CycE-Aktivitdt reguliert. Zellwachstum ist eine Funktion von Myc, die unabhingig
vom Eintritt in den Zellzyklus vermittelt wird (Schuhmacher et al., 1999).

Ahnliche Beobachtungen wurden zeitgleich in anderen Systemen gemacht. Die Klonierung
eines Myc-Homologs in Drosophila (dMyc) erlaubte die Untersuchung einer Mutante mit
verringerter dMyc-Expression (Gallant et al. 1996; Schreiber-Agus et al. 1997). Die
Expression der Myc-Mutante in Zellen der Fliigel-Imaginalscheiben fiihrte zu kleineren
Zellen, ohne daB sich die Verdopplungszeit der Zellen #nderte. Eine Uberexpression von
Wildtyp-dMyc fiihrte dagegen zu groBeren Zellen als normal, ebenfalls ohne Anderung der
Verdopplungszeit (Johnston et al., 1998). Ahnliche Ergebnisse wie in Drosophila konnten
auch in B-Zellen der Maus beobachtet werden (Iritani und Eisenman, 1999).

In den zitierten Arbeiten konnte die ZellgroBe einer Population nur in Relation zu einer
anderen Population bestimmt werden. Die SchluB3folgerung, dal Myc Wachstum unabhingig
von Zellzyklus reguliert, wurde indirekt durch Vergleich der Lingen der Zellzyklusphasen
dieser Populationen gezogen. Im Unterschied dazu konnte in der hier durchgefiihrten Arbeit
das Zellwachstum in einer Kultur direkt gemessen werden. Von kleinen G1 Zellen ausgehend
wurde die Zunahme an Zellvolumen in zeitlichen Abstinden verfolgt (Abb. 20). Die
Unabhéngigkeit vom Zellzyklus konnte eindeutig durch Blockierung von Cdk2 durch
Roscovitin demonstriert werden (Abb. 21). Die Zellen wuchsen auch, wenn die Rb-
Phosphorylierung und der Eintritt in die S-Phase durch FKS-Entzug verhindert wurden (vgl.
Abb. 15, 16 und 20).

Daneben ergab sich aus diesen Beobachtungen ein weiterer, wichtiger Befund: Das Rb-
Protein wird als Koordinator von Zellwachstum und Zellzyklusregulation diskutiert (Neufeld
und Edgar, 1998). Die Rb-Phosphorylierung wird als Restriktionspunkt des Zellzyklus
bezeichnet und ist damit ein ,Tor’ zum S-Phase-Eintritt (Ubersicht in Planas-Silvas und
Weinberg, 1997). Hypophosphoryliertes Rb interagiert mit RNA-Polymerasen I, I und III
und hemmt deren Aktivitit. RNA-Polymerase I und III werden fiir die Transkription von
Genen bendétigt, die fiir Proteinsynthese wichtig sind (z.B. ribosomale RNA und tRNAs). Ob
diese Interaktionen von Rb limitierend fiir das Zellwachstum sind, wurde bisher nicht
beschrieben (Herrera et al., 1996, Cavanaugh et al., 1995; Voit et al., 1997; White et al.,
1996). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, da3 Zellwachstum auch unabhingig von Rb-
Phosphorylierung ablauft (Abb. 21).
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Auch bei hypophosphoryliertem Rb konnen Proteinsynthese, Stoffwechsel und
Volumenzunahme durch Myc induziert werden (vgl. Abb. 16 mit Abb. 22, 23 und 20). Die
gleiche Beobachtung wurde kiirzlich in Drosophila gemacht, wo ebenfalls die Unabhidngigkeit

von Zellwachstum und Rb-Inaktivierung gezeigt wurde (Dater et al., 2000).

2.3. Cdk4 als Myc-Zielgen

Cdk4 induziert die Rb-Phosphorylierung in der friilhen G1-Phase und wurde als direktes
Zielgen von Myc vorgestellt (Abb. 26, Hermeking et al., 2000). Durch kiirzlich
verdffentlichte Arbeiten hat dieses Ergebnis noch an Bedeutung zugenommen, da cdk4 eine
weitere Funktion im Zellwachstum hat. Die Fruchtfliege Drosophila entwickelt sich bei
Inaktivierung von cdk4 zwar normal, die Fliege ist aber kleiner. Bei genauerer Untersuchung
wurde festgestellt, daB3 cdk4 fiir die Regulation und den Ablauf des Zellzyklus verzichtbar ist.
Dafiir ist cdk4 aber bei der Regulation von ZellgroBe direkt beteiligt. Die Uberexpression von
Cdk4 fiihrt in vielen Zelltypen der Fliege zu iibergroen Zellen, ohne den zeitlichen Ablauf
der Zellzyklusphasen zu dndern (Meyer et al., 2000; Datar et al., 2000). Zu &hnlichen
Ergebnissen kam es bei der Untersuchung von myc in Drosophila (Johnston et al. 1999). Die
Ergebnisse, die in Kapitel 1.3., Abschnitt IT gezeigt wurden, werden durch die Arbeiten in
Drosophila bestitigt. Da cdk4 ein direktes myc-Zielgen ist, konnte cdk4 ein entscheidender
Vermittler des Myc-induzierten Zellwachstums sein.

Welche Gene, die durch myc reguliert werden, sind an der Tumorentstehung beteiligt?
Vielleicht spielen hier gerade Gene eine Rolle, die in unterschiedlichen Situationen auf
mehreren Ebenen reguliert werden. Die Behandlung von P493-6-Zellen mit dem Faktor TGF-
B fiihrt in diesen Zellen zum Zellzyklusarrest (Bettina Kempkes, personliche Mitteilung).
TGF-B reprimiert auch in Anwesenheit von Myc die Expression von cdk4 (Abb. 26). Es wire
interessant, noch weitere Kandidatengene zu finden, die von Myc und TGF- gegensitzlich
reguliert werden. Diese Untersuchungen konnten durch Benutzung von Array-Techniken in

P493-6-Zellen einfach durchgefiihrt werden (siche Ausblick).
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3. Identifizierung von Myc-regulierten Genen mit Array Techniken

In den letzten Jahren wurden Methoden entwickelt, die es erlauben, tausende von Genen auf
ihre differentielle Expression hin zu untersuchen. In dieser Arbeit wurden zwei solcher Array-
Methoden eingesetzt, um nach myc-regulierten Genen zu suchen. Zum einen wurden cDNA-
Filterarrays eingesetzt, die mit radioaktiv markierter Run-On-RNA hybridisiert wurden. Im
zweiten Ansatz wurden Oligonukleotid-Arrays verwendet, bei denen cDNA in einer in vitro-

Transkription mit biotinyliertem UTP markiert wird.

3.1. Gemeinsame Ergebnisse aus beiden Methoden

Werden fiir eine Fragestellung zwei unterschiedliche Techniken verwendet, erwartet man
idealerweise gleiche Ergebnisse. Interessanterweise war die Ubereinstimmung der Ergebnisse
in dieser Arbeit gering. Nur ODC, LDH-A und Nm23 wurden mit beiden Array-Techniken
gemeinsam als Myc-Zielgene identifiziert (vgl. Tabellen 3 und 4).

Mit der cDNA-Filtertechnik konnten insgesamt 41 Kandidaten identifiziert werden (33
induziert, 8 reprimiert). Alle 41 Kandidaten waren auch auf dem Genchip vertreten.

Mit den Genchips konnten insgesamt 82 Kandidaten identifiziert werden (74 induziert, 8
reprimiert). Davon waren 18 auch auf die cDNA-Filter gespottet.

Was sind die Griinde fiir die geringen Gemeinsamkeiten? Die Zellinie P493-6 ist ein
Zellsystem, in dem sich Experimente immer gut reproduzieren liessen. Instabilititen im

verwendeten Zellsystem sollten daher kein Grund fiir die unterschiedlichen Ergebnisse sein.

Warum findet man die Ergebnisse der cDNA-Filter nicht bei den Genchips?

Zur Herstellung der Hybridisierungsproben wurden fiir die cDNA-Filter und Genchips
unterschiedliche Verfahren angewandt.

cDNA-Filter wurden mit Run-On-RNA hybridisiert (Abschnitt II, 3.3.). Bei der Run-On-
Methode werden Kerne isoliert und eingefroren, wobei die Transkription der RNA-
Polymerase-Komplexe stoppt. Nach dem Auftauen und der Inkubation der Kerne in der
Gegenwart von Nukleotiden wird die Transkription fortgesetzt, und radioaktive Nukleotide
werden in die naszierende RNA eingebaut (vgl. Abschnitt II1, 2.2.). Run-On-markierte RNA
gibt AufschluBl dariiber, auf welchen Genen die Transkription durch die RNA-Polymerase
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initiiert wurde und ist daher ein Hinweis auf die Transkriptionsrate eines Gens in einer
bestimmten Situation (hier: Myc An- und Abschaltung).

Einige der Gene, die im Run-On identifiziert wurden, zeigten im Northern-Blot nach 8h keine
differentielle Expression (Abb. 30, RFC4, MCM4 und DP-1), obwohl ihre transkriptionelle
Aktivitdt zum Teil bereits nach 2h gesteigert war. Diese Gene konnen also im Genchip nach
8h nicht als differentiell exprimiert identifiziert werden, da sich die mRNA-Mengen in der
Zelle noch nicht unterschieden (Abb. 30). Eine mogliche Erkldarung, warum diese Gene im
Run-On, nicht aber auf dem Chip gefunden wurden, konnte der Bedarf weiterer
regulatorischer Schritte fiir die Stabilisierung der mRNAs sein. Das bedeutet, dafl die
Transkription dieser Gene zwar initiiert wird, die entsprechende mRNA aber erst spéter
akkumuliert. Solche regulatorischen Schritte konnten die Stabilisierung des 5’-Endes der
mRNA durch die 7’-Methyl-Guanosin-Kappe (cap-Stuktur) oder des 3’-Endes durch
Polyadenylierung sein. Ein wichtiger Schritt des mRNA-Umsatzes ist auBerdem der Transport
aus dem Kern in das Zytoplasma. Gerade fiir Gene wie RFC4, MCM4 und DP-1 ist eine
spatere Aktivierung denkbar, denn ihre Produkte werden erst kurz vor dem Eintritt in die S-

Phase benotigt.

Warum finden sich die Gene der Genchip-Analyse nicht auf den Filterarrays?

Die einfachste Erklirung ist die Tatsache, daB3 nur 18 von den 82 auf den Chips identifizierten
Genen auch auf den Filtern vertreten sind. Von diesen 18 wurden aber nur die drei
obengenannten in beiden Experimenten gefunden. Die Proben fiir die restlichen 15 Gene
erzeugten kaum sichtbare Transkriptionssignale. Fiir einzelne dieser Signale konnte man eine
differentielle Regulation vermuten. Die Signalstirken waren aber so schwach, daf sie keine
verldssliche Aussage zuliessen und somit nicht auswertbar waren. Interessanterweise
befanden sich 10 dieser 18 Gene auf dem F-Sektor des HumanCancerl.2.Filters (Abb. 27).
Der F-Sektor dieses Filters reprisentiert viele Gene der Stoffwechselregulation. Einige dieser
18 Gene zeigen eine hohe Expression auf dem Genchip, gemessen an den AvgDiff-Werten.
Beispiele hierflir sind die Fettsdure-Synthase (Position auf dem Filter F3e) mit einem
AvgDiff-Wert auf dem Chip von 6300, ADE2H1 (F8d) mit einem Wert von 7030 und
MTHFD (F2c¢) mit einem Wert von 3960. Die AvgDiff Werte zeigen an, da3 es sich um
relativ stark exprimierte RNAs handelt (vgl. Abschnitt III, 2.3.). Umso erstaunlicher ist es,

daB keine oder nur sehr schwache Transkriptionssignale auf dem Filter detektierbar waren.
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Diese Beobachtungen zeigen mdglicherweise interessante Zusammenhidnge zwischen
Transkriptionsrate und mRNA-Abundanz. Schwach transkribierte Gene, wie ADE2H1 liefern
abundante RNAs, wihrend stark transkribierte Gene auf RNA-Niveau nicht detektierbar sind.
Es wire durchaus denkbar, dal bestimmte Gene bereits zu einem frithen Zeitpunkt
transkribiert werden, die mRNAs aber erst zu einem spiteren Zeitpunkt der G1-Phase
benotigt werden. Beispiele sind RFC4, MCM4 und DP-1.

Ob die Run-On-Methode fiir Gene mit schwach abundanter RNA sensitiver ist, mufl noch
genauer untersucht werden. Hierzu miissten exakte Vergleiche zwischen Run-On-

Transkriptionsrate und RNA-Menge fiir mehrere Gene durchgefiihrt werden.

3.2. Direkte oder indirekte Zielgene von Myc?

Die Analyse der Genexpression in P493-6-Zellen lieferte insgesamt 123 Kandidatengene (107
induziert, 16 reprimiert), von denen 108 (94/14) vorher noch nicht als Myc-reguliert
beschrieben worden sind. Die schnelle Induktion oder Repression dieser Gene in P493-6-
Zellen macht sie zu guten Kandidatengenen fiir eine direkte Regulation durch Myc. Einige
der in dieser Arbeit identifizierten Gene wurden bereits als direkte Myc-Targets beschrieben,
wie cad, cdk4 oder gadd45 (Miltenberger et al., 1995; Hermeking et al., 2000; Constance et
al., 1996). Andere Gene decken sich mit einer kiirzlich veroffentlichten Arbeit, in der mit
Genchips Myc-regulierte Gene in Fibroblasten identifiziert wurden (Coller et al., 2000).
Diese Befunde bestétigen die hier gezeigten Ergebnisse. Der formale Beweis, daf3 es sich um
direkte Zielgene handelt, muss aber noch erbracht werden. Hierfiir wurden einige Kriterien
aufgestellt, die ein solches Zielgen aufweisen muss (Cole und McMahon, 1999).

1. Die Expression der Kandidatengene sollte in der myc™”-Zellinie verindert sein.

2. Myc/Max-Komplexe sollten in vivo am regulierten Gen nachweisbar sein (durch
Chromatin-Prizipitations-, Footprint- und Gel Shift-Experimente).

3. FEine translations-unabhingige Regulation durch MycER in der Gegenwart von
Proteinsyntheseinhibitoren (Cycloheximid) sollte nachweisbar sein.

4. Die Kandidatengene sollten durch induzierbares Myc regulierbar sein und der Kinetik der

myc-Induktion folgen.
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5. Transiente Promotorstudien sollten die Myc-Abhingigkeit des Kandidatenpromotors
zeigen®.

Die Erfiillung der Punkte 2 und 5 setzt voraus, dal Myc/Max-Bindestellen im Kandidatengen
gefunden werden. Das Fehlen einer CACGTG- oder dhnlichen Sequenz kann aber kein
Kriterium sein, daB3 ein Gen kein Myc-reguliertes Gen ist. In Abb. 24 wurde gezeigt, dal3
NPM mit der gleichen Kinetik wie NCL in P493-6-Zellen reguliert wird, obwohl im Gen fiir
NPM keine CACGTG-Sequenz gefunden wurde. Noch schwieriger wird der Sachverhalt
durch eine kiirzlich veroffentlichte Arbeit, in der eine neue Myc/Max-Bindestelle im FasL-
Promotor beschrieben wurde. Dieser Promotor kann durch Myc iiber eine ATTCTCT-
Sequenz aktiviert werden (Kasibhatla ez al., 2000).

Prinzipiell miilte fiir jedes der in dieser Arbeit vorgestellten Gene separat gezeigt werden,
daB es direkt durch myc-reguliert wird. Besonders die Induktionskinetiken der Run-On-
Experimente, die einen direkten Hinweis auf die Initiation der Transkription geben, zeigen
daf die Gene dieser Arbeit gute Kandidaten sind. Die Identifizierung Myc-regulierter Gene
ist wichtig fiir das Verstdndnis der Myc-Biologie und der Tumorentstehung durch Myc, auch
wenn die Gene nicht immer eindeutig hinsichtlich direkter oder indirekter Regulation

klassifiziert werden konnen.

3.3. Funktion der identifizierten Gene

Die Analyse von Genexpressionsmustern liefert eine Vielzahl von Daten und eine haufig
gestellte Frage ist, welche der gefundenen Gene ,,wichtig® sind. Zielgene onkogener
Transkriptionsfaktoren, deren Funktion in der Stoffwechselregulation liegt, werden héufig als
unbedeutend gewertet. Dabei wird miBachtet, daB viele dieser Gene fiir das Uberleben einer
Zelle essentiell sind und deshalb ihre Bedeutung dieser Gene fiir die Tumorentstehung sehr

grof3 sein kann. Beispielhaft seien nur LDH und eIF4E genannt, die zunehmend mit

* Die genannten Kriterien wurden von Cole und McMahon (1999) aufgestellt und gefordert. Es sollte angemerkt
werden, daf} diese Kriterien nicht immer zwingend sein miissen:

Zu 1: Viele der Myc-regulierten Gene werden in der myc”-Zellinie auch durch andere Signalwege reguliert und
sind daher Myc-unabhingig exprimiert (Bush et al., 1998).

Zu 3: Es wurde beobachtet, dafl die Behandlung mit Cycloheximid zur Stabilisierung und auch zur Induktion
von RNA fiihren kann, so daf3 eine Regulation vorgetiuscht wird.

Zu 5: Genregulation 148t sich durch Promotor-Reporter-Konstrukte oft nicht reproduzieren, da oftmals andere
regulatorische Elemente aus dem Chromatinkontext fehlen.
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Tumorprogression in Verbindung gebracht werden (Dang et al., 1999; Schmidt, 1999; De
Benedetti und Harris, 1999).

Ein erster Schritt zur Analyse der erhobenen Daten war die Ordnung der Gene in bestimmte
Gruppen. Durch Literatursuche wurde versucht, jedes der identifizierten Gene nach seiner
Funktion bestimmten Gengruppen zuzuordnen (vgl. Tabellen 3 und 4). Dabei ergaben sich
groBBe Gruppen von Genen, deren Funktionen in Stoffwechselwegen lagen. Dieser Befund
bestétigte die Ergebnisse, daB Myc eine wesentliche Funktion im Zellwachstum hat. Durch
die Identifikation vieler Gene, die an der Regulation des Stoffwechsels beteiligt sind, wurde
verstandlich, dal Myc zur Regulation des Zellwachstums nicht die Funktion von

Zellzyklusfaktoren benotigt.

3.3.1. Myc-regulierte Gene in der Proteinsynthese

Es konnte bereits frither gezeigt werden, dal Myc in der Regulation der Proteinsynthese eine
wichtige Rolle spielt (Ubersicht in Schmidt, 1999). In der vorliegenden Arbeit wurden Gene
gefunden, die am Ablauf der Translation beteiligt sind und diese Befunde bestitigten.

Dazu gehoren Translationsfaktoren, wie EIF3 (Abb. 30) und EEF2, und ribosomale Proteine
wie S16 und S5.

Die Aktivierung der S6-Kinase (S6K) ist eine wichtige Voraussetzung der Initiation der
Translation (Ubersicht in Thomas und Hall, 1997). Ahnlich wie fiir cdk4 und myc konnte
gezeigt werden, dall auch S6K das Zellwachstum bei Drosophila reguliert (Montagne et al.,
1999). S6K war ebenfalls unter den Kandidatengenen (Tabelle 3, Abbildung 28).

Dall Myc an der Genese von Ribosomen beteiligt ist, wurde bereits postuliert, als NCL als
direktes Myc-Zielgen beschrieben wurde (Greasley et al., 2000).

Die Synthese von Aminoacyl-tRNAs ist eine wichtige Voraussetzung fiir die Proteinsynthese.
Fiir die Verkniipfung der tRNA mit der Aminosdure wird das Enzym Aminoacyl-tRNA-
Synthetase bendtigt. Fiir jede Aminosdure gibt es dabei eine eigene, spezifische Untereinheit.
In der Genchip-Analyse wurden die Untereinheiten fiir Isoleucyl-tRNA-Synthetase und
Valyl-tRNA-Synthetase gefunden (Tabelle 4). Es fanden sich drei weitere dieser Enzyme, die
in der Analyse induziert waren, aber nicht die Selektionskriterien fiir Tabelle 4 erfiillten
(Glycyl-, Aspartyl-, Glutamyl-tRNA-Synthetasen). Zusdtzlich wurde JTV-1 als potentielles
Myc-Zielgen identifiziert. Die cDNA-Sequenz von JTV-1 zeigt eine 85%ige Homologie zu

einem Hamster-Gen, das fiir p38, einem wichtigen Assemblierungsfaktor fiir tRNA-
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Synthetasen codiert (Quevillon et al., 1999). Die Expression von tRNA-Synthetase-Genen

konnte somit ein wesentlicher Punkt in der Wachstumsregulation durch Myc sein.

3.3.2. Myc-regulierte Gene im Nukleolus

Der Nukleolus ist der wesentliche Ort der Ribosomen-Genese. In letzter Zeit gab es
zahlreiche Hinweise darauf, dal der Nukleolus auch an RNA-Transport und
Zellzyklusregulation beteiligt ist (Ubersicht in Lewis und Tollervey, 2000; Carmo-Fonesca et
al., 2000; Visintin und Amon, 2000).

Nucleolin (NCL) und Nucleophosmin (NPM, Abb. 24) sind sehr abundante Proteine im
Nukleolus, die zwischen Zytoplasma und Nukleolus transportiert werden (Borer et al., 1989).
Eine der Funktionen von NCL liegt in der Prozessierung von rRNA (Ubersicht in Ginisty et
al., 1999). Beide Proteine, NCL und NPM, werden Zellzyklus-abhingig phosphoryliert.
Kiirzlich konnte gezeigt werden, da3 NPM eine wichtige Funktion in der Einleitung der
Mitose erfiillt. NPM lokalisiert am Zentrosom und reprimiert dessen Duplikation. Erst nach
Phosphorylierung durch Cdk2/CycE Komplexe dissoziiert NPM vom Zentrosom (Okuda et
al., 2000).

Daneben sind in Tabelle 4 Gene aufgelistet, deren Produkte im Nukleolus akkumulieren und
dort an der rRNA-Prozessierung oder am RNA-Transport beteiligt sein konnten, wie die
RNA-Helikasen Gu (Zhu et al., 1999), MrDb (Grandori und Eisenman, 1997) oder p130 (Pai
et al., 1995).

3.3.3. Myc-regulierte Gene in der DNA-Synthese

Das cad-Gen war eines der ersten Myc-regulierten Gene, die identifiziert werden konnten.
CAD ist ein multifunktionaler Enzymkomplex der Nukleotidsynthese, daher wurde schon
frith vermutet, dal Myc eine Rolle in der DNA-Synthese spielt (Miltenberger et al., 1995).
Die Gene, die in dieser Arbeit gefunden wurden, erweitern dieses Bild.

Tabelle 3 und 4 enthalten insgesamt 14 Gene, die am Ablauf der Nukleotid-Synthese beteiligt
sind. Ein Beispiel ist die Thioredoxin-Reduktase, deren Funktion limitierend ist fiir die

Aktivitit der Ribonukleotid-Reduktase.
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Auch einige Faktoren, die direkt an der DNA-Synthese beteiligt sind, scheinen von myc
reguliert zu werden. Dazu gehdren MCM4, ein Lizenzfaktor fiir den Replikationsstartpunkt
und RFC4 und DNA-Polymerase 9, die an der Elongation der DNA-Replikation beteiligt sind
(Mossi und Hubscher, 1998; Lee and Bell, 2000).

Der E2F-Dimerisierungspartner DP-1 ist ein weiteres mogliches Zielgen von Myc (Abb. 30).
E2F ist ein Transkriptionsfaktor, dessen Aktivierung daran beteiligt ist, die S-Phase
einzuleiten. Die Aktivitdt von E2F wird unter anderem durch die Hyperphosphorylierung von
Rb reguliert (vgl. Abschnitt I, 2.3.1.). In P493-6-Zellen wird E2F-1-Protein in allen Phasen
des Zellzyklus exprimiert (Pajic et al., 2000). Die Aktivitdt von E2F scheint in P493-6-Zellen
neben der Rb-Phosphorylierung iiber die Expression von DP-1 reguliert zu werden. Die
Vermutung, dal Myc die E2F-Aktivitit iiber alternative Wege regulieren kann, wurde
kiirzlich bestitigt. In Fibroblastenzellen wurde gezeigt, dal Myc die E2F-Aktivitét iiber einen
Cdk2-unabhingigen Weg induzieren kann (Beier et al., 2000).

3.3.4. Weitere Myc-regulierte Gene in der Wachstumsregulation

Um die Bedeutung von Myc im Zellwachstum hervorzuheben, seien noch einige Gene der
Tabellen 3 und 4 erwéhnt, die fiir Stoffwechselvorginge von Bedeutung sind.

Neben Enzymen fiir Aminoséure- und Nukleotidmetabolismus fiel eine dritte Gruppe von
Genen fiir den Fettsdure-Stoffwechsel auf (Tabelle 4). In dieser Gruppe sind sowohl Enzyme
fiir den Fettsdureumsatz vertreten (Fettsdure-bindendes Protein, Fettsdure-Synthase) als auch
Enzyme, die bei der Synthese von Membranlipiden eine Rolle spielen (Phosphatidyl-
Ethanolamin-bindendes Protein).

Bei Stoffwechselprozessen anfallende Metaboliten miissen in der Zelle transportiert werden.
Einige der dafiir benétigten Transporter sind ebenfalls durch Myc reguliert, z.B. h4F2hc, das
fiir eine Aminosdurepermease codiert (Mastroberardino et al., 1998), GLVRI, das
anorganisches Phosphat transportiert (Kavanaugh ef al., 1994) und SLC16A1, ein Lactat-/
Pyruvattransporter (Garcia et al., 1994).

Weitere Gene, die hier nicht im Detail diskutiert werden, wie Enzyme, die oxidativen Stress
regulieren, aber auch Transkriptionsfaktoren wie CBF oder FRA-1 (Tabellen 3 und 4) tragen

ebenfalls zum Zellwachstum bei.
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3.3.5. Myc-regulierte Gene in der Signal-Transduktion

Myc wurde bisher noch nicht mit der Regulation von Signaltransduktions-Komponenten in
Verbindung gebracht. Erst in der Arbeit von Coller et al. (2000) wurden drei
Wachstumsfaktoren beschrieben, die von Myc reguliert werden, HDGF, PBEF und CTGF.
Die groBle Gruppe dieser Faktoren in Tabelle 3 ist daher ein neuer Befund. Dieser Gruppe
wurden neben Komponenten der Signaltransduktion auch Wachstumsfaktoren und
Wachstumsfaktor-Rezeptoren zugeordnet (Tabelle 3). Die meisten dieser Gene wurden in den
Run-On-Experimenten entdeckt, was an der schon besprochenen schwachen Abundanz der
mRNAs liegen konnte (sieche oben).

Einige dieser Faktoren kdnnten in der Regulation autokriner Stimulationen eine Rolle spielen.
Eine Beobachtung fiir die Proliferation von P493-6-Zellen konnte damit erkldrt werden:
Proliferierende P493-6-Zellen haben normalerweise eine Verdopplungszeit von etwa 30h
(Daten nicht gezeigt). Ruhende Zellen benétigen nach myc-Induktion aber vier Tage, um ihre
Zellzahl zu verdoppeln (Abb. 13). Dies konnte mit der bei geringer Zelldichte fehlenden
Stimulation durch Wachstumsfaktoren erkldrt werden, die nach myc-Induktion sezerniert
werden. Neben HDGF und CTGF wurden HB-EGF und die Metalloprotease ADAM9
gefunden. ADAMY wird fiir die Aktivierung von HB-EGF und des EGF-Rezeptors benotigt
(Izumi et al., 1998; Prenzel et al., 1999). Auch die Induktion des Pra-B-Zell-stimulierenden
Faktors (Tabelle 3) unterstreicht die Rolle von Myc in der Stimulation von autokrinen
Riickkopplungs-Mechanismen in P493-6-Zellen.

Fiir die meisten der gefundenen Rezeptoren muf} allerdings noch gezeigt werden, ob sie in B-
Zellen exprimiert werden. Ephrin-Rezeptoren beispielsweise wurden bislang meist in
Zusammenhang mit Angiogenese und Nervenzellentwicklung beschrieben (Frisén et al.,
1999). Auch die Expression des Fibroblasten-Wachstumsfaktorrezeptors FGF3 muss fiir B-
Zellen noch gezeigt werden.

Als Regulatoren von Proteinkinasen wurden AKAP149 und PAC-1 gefunden. AKAPs (A-
Kinase-Anker-Proteine) vermitteln die zelluldre Lokalisation von PKA und spielen eine Rolle
bei der Vermittlung der Substratspezifitit von PKA (Colledge und Scott, 1999). AKAP149
(Tabelle 4) bindet Protein-Phosphatase Typl (PP1) und vermittelt den Kontakt zur
Kernmembran am Ende der Mitose (Steen ef al, 2000). PAC-1 ist eine Phosphatase, die an der
Regulation der Aktivitdt von ERK, JNK und p38-Kinasen beteiligt ist (Rohan et al., 1993;
Chu et al., 1996).
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Eine Rolle bei der Vermittlung der Tumorigenitit von Myc koénnte der Thyroid-Hormon-
Rezeptor (THRA-1, c-ERBA) spielen (Tabelle 3 und Abb. 30). Ebenso wie Myc kann
THRAT1 Differenzierungsprozesse unterbinden und Transformation induzieren (Bauer ef al.,
1998). In Tumoren findet man hiufig mutierte, onkogene Formen von THRA1 (Stunnenberg
et al., 1999). Zusitzlich wurde auch fiir THRA1 beschrieben, da3 es Apoptose auslosen kann
(Gandrillon et al., 1994; Llanos et al., 1998). THRA-1 kann also offensichtlich dhnliche
Phanotypen wie Myc selbst erzeugen und konnte daher ein wichtiges Zielgen bei der

Entstehung von Tumoren sein.

3.3.6. Myc-regulierte Gene in der Apoptose

In einem Modell nach Evan und Harrington (1994) induziert Myc gleichzeitig Gene, die fiir
Proliferation und Apoptose benétigt werden. Je nachdem, welche Signale eine Zelle
bekommt, bzw. wenn Uberlebenssignale fehlen, wird der Apoptoseweg aktiviert (vgl.
Abschnitt I, 2.4.). Die Analysen dieser Arbeit brachten auf den ersten Blick keine Gene, die
unmittelbar mit der Regulation von Apoptose im Zusammenhang stehen. Bei der
Literatursuche fiel aber doch ein Gen auf, das bei der Aktivierung von p53 mitwirkt, VRK1
(Tabelle 4). VRK1 phosphoryliert p53 an Threonin 18, einer Aminosaure, die fiir die Bindung
von p53 an Mdm-2 benétigt wird (Lopez-Borges und Lazo, 2000).

Die Aktivitdt von p53 héngt von der Komplexierung mit seinem Inhibitor Mdm-2 ab. Bindet
Mdm-2 an p53, kommt es zur raschen Degradation des Proteins (Kamijo ef al., 1998; Sherr
und Weber, 2000). Myc kann iiber die Stabilisierung von p53 Apoptose induzieren
(Hermeking und Eick, 1994; Wagner et al., 1994). Diese Stabilisierung wird wahrscheinlich

durch die Inaktivierung von Mdm-2 vermittelt.

3.3.7. Myc-reprimierte Gene

Die Identifikation von Myc-reprimierten Genen hingt von der Stabilitdt der Kandidatengen-
RNA ab. Mit der Run-On-Methode kann man die Repression eines Gens auf der Ebene der
Transkription einfach detektieren (Abb. 28). Uber die Funktion der bereits identifizierten
Myc-reprimierten Gene ist bislang wenig bekannt (Ubersicht in Claassen und Hann, 1999).

Einige, wie gadd45 oder MCC, kénnen Zellzyklusarrest induzieren (Matsumine et al., 1996).
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Gadd45 verhindert beispielsweise den Eintritt in die Mitose durch die Bindung an die cdc2-
Kinase (Zhan et al., 1999). Myc reprimiert diese Gene mit unterschiedlichen Mechanismen.
In den meisten Féllen bindet Myc an einen Transkriptionsfaktor und unterdriickt dadurch

dessen Aktivitit (Ubersicht in Claassen und Hann, 1999).

4. Bedeutung der Ergebnisse fiir die Biologie von Myc

Myc-Funktionen wurden bisher auf einer zellbiologischen- und einer molekularbiologischen
Ebene beschrieben: Zellbiologisch hat die Myc-Expression komplexe Phinotypen zur Folge.
Diese Phinotypen, die bei Myc-Uberexpression auftreten, sind Zellzyklus-Induktion und
Zellwachstum (was zur Zellteilung und zur Immortalisierung von Zellen fiihrt), sowie
Induktion von Apoptose und Hemmung von Differenzierung.

Andererseits ist die molekularbiologische Funktion von Myc wahrscheinlich beschriankt auf
die Regulation von Genen durch EinfluB auf die Transkription’. Koénnen die komplexen
Funktionen von Myc nur mit der Funktion als Transkriptionsfaktor erkldrt werden? Im
folgenden Abschnitt wird versucht, ein Modell fiir Myc-Funktionen aufzustellen, in dem Myc

ausschlieBlich als Transkriptionsfaktor fungiert.

Wie beeinfluf3t Myc das Wachstum von Zellen ?

In dieser Arbeit wurde eine groBe Liste von Genen identifiziert, die von Myc reguliert
werden. Ob alle diese Gene direkte Myc-Zielgene sind, mu3 im einzelnen noch geklart
werden. Nach der Interpretation der Induktionskinetiken (Abb. 24, Abb. 28) folgen die Gene
unmittelbar der myc-Induktion und sind daher gute Kandidaten fiir direkte Myc-Zielgene.
Myc reguliert also sehr viele Gene gleichzeitig und ist damit ein libergeordneter Regulator fiir

die Transkription von Genen, die fiir die Proliferation wichtig sind.

* In dieser Arbeit wurde bisher die Interaktion von Myc mit anderen Proteinen nicht besprochen. Letztlich
fiihren diese Interaktionen aber auch wieder zu Induktion und Repression von Genen (Ubersicht in Lemaitre,
1996).
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Es wurde lange vermutet, dal Myc einen oder wenige wichtige Regulatoren der Zellzyklus-
Progression induziert und so die Tumorentstehung fordert. Wahrscheinlicher ist aber, daf3 eine
Vielzahl Myc-regulierter Gene an der Tumorentstehung beteiligt ist und somit Myc selbst der
entscheidende Faktor ist. Arbeiten in Myc'/'-Fibroblasten bestitigen diese Annahme. Myc'/'-
Fibroblasten proliferieren aufgrund von Stoffwechseldefekten nur sehr langsam (Mateyak et
al., 1997). Um diesen Phénotyp zu komplementieren, wurden cDNA-Banken in die Zellen
transfiziert. cDNA-Klone, die fiir c-myc oder N-myc codieren, konnten als einzige den
Phinotyp revertieren (Berns et al., 2000; Nikiforov et al., 2000).

Viele der Myc-regulierten Gene sind essentiell und eine minimale Expression muf3 auch in
arretierten Zellen erhalten bleiben, um den Grundbedarf an Energie, Metabolismus und
Translation zu decken. Dies bedeutet aber, dall die Abschaltung von Myc nicht die komplette
Abschaltung dieser Gene bewirkt. Solche Gene miissen also auch von anderen Faktoren
reguliert werden. Diese Annahme ist auch aus einem anderen Gesichtspunkt sinnvoll: Ein
komplexer Organismus wie der des Menschen konnte es sich nicht leisten, wichtige Gene nur
durch einen einzigen Faktor zu regulieren. Die Anfilligkeit fiir Defekte, die z.B. zu
Tumorzellen fithren, wére zu groB3. Diese Theorie unterstiitzen Arbeiten, die zeigen, dal Myc-
regulierte Gene in Myc'/'-Fibroblasten auch durch Serum stimuliert werden (Bush et al.,
1998). Welchen EinfluB3 hat dann Myc noch auf die Expression dieser Gene? Abb. 31 zeigt
eine mogliche Antwort. Myc ist demnach nicht der Regulator, der iiber die absolute
Expression eines Gens entscheidet. Myc steigert vielmehr die Expression bestimmter Gene.
Diese Annahme wird dadurch bestétigt, dal viele Myc-regulierte Gene in Northern-Blot-
Analysen immer noch ein detektierbares Signal zeigen, auch wenn Myc abgeschaltet ist (Abb.
24, Abb. 30, Bush et al., 1998). Zusitzlich erklért es den Befund, dal ein Grof3teil der Gene
nur um den Faktor 2 bis 4 induziert wird (Tabelle 4 und Coller et al., 2000). Die Erhohung
der Transkriptionsrate um einen geringen Faktor reicht aus, um die Menge eines Proteins iiber
den Grundbedarf hinaus zu steigern (Abb. 31). Diese Produktion iiber den Grundbedarf
hinaus fiihrt letztlich zur Ansammlung von Zellmasse, die Zelle hat ,,zugenommen®.

Die Rolle des Translationsfaktors eIF4E in diesem Modell wurde bereits im ersten Abschnitt
erwahnt (Abschnitt I, 2.6.2.). Myc induziert die Transkription von elF4E (Rosenwald et al.,
1995). Die CAP-abhéngige, effiziente Translation wird durch die Aktivierung von elF4E
induziert (Raught und Gingras, 1999). Damit ist eI[F4E ein iibergeordneter Regulator der
Initiation der Translation und kann dadurch zur Tumorentstehung beitragen (Clemens und

Bommer, 1999; DeBenedetti und Harris, 1999).
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Myc und elF4E konnten gemeinsam die Genexpression koordinieren, wie es in Abschnitt I
(2.6.2.) bereits beschrieben wurde: Myc konnte den Eintritt in G1 durch gesteigerte

Transkription bestimmter Gene steuern, wiahrend eIF4E die Translation dieser Gene reguliert.

MYC Translation .
(elF4E) spate G1-Zelle
G, Zelle /

%u AAAAA-3

- A
5'CAP. AAAAA-3 5'CAP\r\.\\J\—AAAAA-S'
%Y\MJ 5 - me A A AT

S’CAPMAAAAAJ

Grundumsatz Produktions- Uberproduktion
steigerung Wachstum

Abb. 31: Modell der Wachstumsregulation durch Myec. Myc fiihrt bei einem groflen Spektrum von Genen
zur erhohten Transkription. Die zunehmende Zahl der Transkripte fiihrt zu gesteigerter Synthese der
jeweiligen Produkte. Die meisten dieser Gene werden auch in arretierten Zellen (GO) transkribiert, aber nur
um den Grundbedarf an dem jeweiligen Protein zu decken. Steigert man die Produktion iiber den

Grundbedarf hinaus, dann kann der Uberschu zur Ansammlung und Speicherung von Zellmasse dienen.

Kontrolliert Myc komplexe Funktionen wie Zellwachstum, Zellzyklus und Apoptose?

Da Myc eine Vielzahl von Genen reguliert, die in diesen Prozessen eine Rolle spielen, dringt
sich ein erweitertes Modell fiir die Myc-Funktion auf. Darin trifft Myc nicht die
Entscheidung, ob ein Programm ablauft oder nicht, es stellt vielmehr die dafiir ndtigen
Faktoren, durch Induktion der entsprechenden Gene, zur Verfiigung. Ob die Produkte dieser
Gene dann aktiv werden, hdngt davon ab, ob deren mRNA stabilisiert und translatiert wird
und ob die Produkte auf Proteinebene aktiviert werden. Diese Aktivitdt wird durch das
Vorhandensein zytostatischer Faktoren oder Wachstumsfaktoren bestimmt (Abb. 32). Die
Kombination verschiedener Faktoren wirkt unterschiedlich in verschiedenen Zelltypen.

Im B-Zellsystem, das in dieser Arbeit verwendet wurde, fiihrt die Myc-Expression im

Gegensatz zu Fibroblastensystemen bei Serum-Mangel nicht zu Apoptose. FKS wird aber



v Diskussion 93

bendtigt, um Zellzyklusregulatoren zu aktivieren. Der FKS-Mangel fiihrt wahrscheinlich
dazu, daB einige Signalwege nicht aktiviert werden, die in Synergie mit Myc zur Rb-
Phosphorylierung fiihren.

TGF-B-Behandlung verhindert in P493-6-Zellen die Proliferation (Bettina Kempkes,
personliche Mitteilung) und das Zellwachstum (nicht gezeigt). Die Abhingigkeit von TGF-f3
wird in dieser Arbeit z.B. durch die cdk4-Expression dokumentiert. Myc induziert cdk4
direkt, was in Anwesenheit von FKS zur Hyperphosphorylierung von Rb fiihrt. Auch in
Abwesenheit von FKS wird cdk4 durch Myc induziert (Daten nicht gezeigt), die Rb-
Phosphorylierung bleibt aber aus (Abb. 16). Myc-Expression bei gleichzeitiger TGF-3-
Behandlung fiihrt zur Repression von cdk4.

Myc-Expression ist ausreichend, um Zellwachstum zu ermdglichen. AuBerdem wurde
gezeigt, dall Zellzyklusregulation und Zellwachstum entkoppelbar sind. Die Aktivierung der
Zellzyklusregulation ist oftmals vom Erreichen einer bestimmten Zellgroe abhéngig
(Ubersicht in Neufeld und Edgar, 1998). Die Identifikation von Sensoren fiir ZellgroBe und
Wachstum ist ein weiteres interessantes Thema, das in P493-6-Zellen untersucht werden
konnte.

Eine Zelle kann proliferieren, differenzieren oder in den programmierten Zelltod eintreten.
Fiir einen Zellverband ist es wichtig, dal die Entscheidung fiir diese Programme nicht
unkontrolliert ablduft. Die Programme werden daher nicht von der Expression eines Gens wie
myc alleine kontrolliert. Die Entscheidung hiangt von Faktoren im Inneren der Zelle ab und

von Signalen, die von der Umgebung aus auf die Zelle wirken.



v

Diskussion 94

Wachstumsfaktoren
(FKS) Apoptose-induzierende Faktoren

- (Cis-Platin, Etoposid, Taxol)
Wachstumshemmende Faktoren
( TGF-) ¢

Transkription

A/\/\

Zellzyklus Apoptose

cycD p537
g;‘i‘é < ] Zellwachstum VRK1?
cdk2 Aktivitat ?) Translation
\ Stoffwechsel
» p
Ry
L2
P
v

Zellteilung Zelltod

Abb. 32: Myc-vermittelte Funktionen in P493-6-Zellen. Myc induziert Proliferation, Zellwachstum und
Apoptose wahrscheinlich iiber Transkription von Myc-Zielgenen. Myc ist aber nicht dominant in der
Regulation dieser Programme. Extrazelluldre Signale entscheiden in Kombination mit Myc dariiber, welches
Programm induziert wird. In P493-6-Zellen fiihrt die Myc-Expression alleine zwar zu Zellwachstum, aber
erst die Anwesenheit von FKS fiihrt zur Aktivierung von Zellzyklusregulatoren. TGF-3 hemmt in P493-6-
Zellen das Wachstum und die Proliferation. Bei Behandlung mit Apoptose-induzierenden Verbindungen
(Cis-Platin, Etoposid, Taxol) kann Myc-Expression in P493-6-Zellen zu Apoptose fithren. FKS-Mangel 16st
dagegen keine Myc-induzierte Apoptose in P493-6-Zellen aus. Moglicherweise spielt dabei die Induktion
von VRK1 und p53 eine Rolle (vgl. 1.1. und 3.3.6.).
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5. Ausblick

Die Weiterentwicklung der Sequenzierungstechniken fiihrte zu wichtigen Informationen tiber
exprimierte Gene und komplette Genome. Daraus entwickelten sich in den letzten Jahren
neue Disziplinen der Biologie, wie die Genomanalyse und die Bioinformatik. Damit
verbunden war auch die Entwicklung neuer Techniken zur Untersuchung differentieller
Genexpression mit Hilfe von Genchips. Diese Techniken liefern eine grole Menge an Daten,
die in Bezug auf die jeweilige biologische Fragestellung interpretiert werden miissen.

Mit der Zellinie P493-6 hat man die Mdglichkeit, mehrere Genexpressionsmuster eines
Systems (einer Zellinie) zu vergleichen. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, da3 dabei
interresante Korrelationen bestehen, wie die gegensitzliche Regulation von Genen durch Myc
und TGF-p.

Der Vergleich von Expressionsmustern konnte Hinweise auf eine weitere wichtige Frage
geben: Ist die Ursache einer Tumorentstehung die Folge der Deregulation des myc-Gens, oder
die Folge einer daraus resultierenden Uberexpression des Myc-Proteins? Erste Ergebnisse in
der P493-6-Zellinie zeigen, dall das Myc-Protein durch verschiedene Tetracyclinmengen im
Kulturmedium titriert werden kann. Eine Folge der Reduzierung der Myc-Expression ist zum
Beispiel eine Reduzierung der Proliferationsgeschwindigkeit von P493-6-Zellen (Franz
Kohlhuber, personliche Mitteilung). In weiteren Arbeiten soll gezeigt werden, ob die Titration
von Myc-Protein auch EinfluB} auf die Genregulation hat. Diese Untersuchungen konnten
zeigen, ob eine Uberexpression von Myc zu einer Induktion oder Repression von Genen fiihrt,
die unter physiologischen Umstdnden nicht von Myc reguliert werden. Wire dies der Fall,
konnten solche deregulierten Gene die eigentliche Ursache der Tumorentstehung durch Myc
sein.

Neue Techniken der differentiellen Genexpression und geeignete Zellsysteme, wie das
vorliegende, werden daher in der Zukunft entscheidend zu der Frage beitragen koénnen,

welche molekularen Ursachen zur Krebsentstehung beitragen.



ZUSAMMENFASSUNG

Die Uberproduktion des Myc-Proteins ist eine Ursache fiir die Entstehung einer groBen
Anzahl von humanen Tumoren. Die Erforschung der Myc-Funktionen ist daher ein wichtiges
Ziel der Tumorbiologie.

Mit einem neuartigen Zellsystem wurde in dieser Arbeit die Rolle von Myc fiir das Wachstum
von Zellen untersucht. Das Zellsystem P493-6 ist eine B-Zellinie, in der die myc-Expression
durch ein Tetrazyklin-Vektorsystem regulierbar ist und das erste menschliche Zellsystem, in
dem Myc konditional untersucht werden konnte. Diese Linie exprimiert kein endogenes myc,
so dall Myc-Funktionen nur von der Expression des exogenen, konditionalen Myc abhingen.
Der Zusatz von Tetrazyklin (Tc) im Kulturmedium bewirkt die Repression von myc und den
Zellzyklusarrest. Durch Auswaschen von Tc kann myc wieder induziert werden und die
Zellen treten wieder in die Zellzyklusprogression ein. In fritheren Arbeiten wurde in dieser
Zellinie bereits der EinfluB von Myc auf die Zellzyklusregulation untersucht (Pajic et al.
2000). Diese Untersuchungen wurden in dieser Arbeit erweitert, mit Augenmerk auf die Myc-
Funktion im Zellwachstum. Myc loste in P493-6 keine Apoptose aus, wenn dem
Kultivierungsmedium Serum entzogen wurde. Myc konnte bei Serum-Entzug nicht den
Eintritt in die DNA-Synthesephase induzieren. Stattdessen wurden Myc-Funktionen im
Zellwachstum beobachtet. Myc steigerte bei Serum-Entzug die Proteinsynthese, die Aktivitét
von Stoffwechselenzymen und bewirkte so die Zunahme an Zellmasse und -GréBe. Zum
ersten Mal wurde damit gezeigt, daB Myc-Expression Zellwachstum induziert, ohne dafl die
Aktivierung des Zellzyklus erfolgen muB}. Zellwachstum kann also durch Myc iiber einen
eigenen, Zellzyklus-unabhéngigen Weg reguliert werden.

Diese Ergebnisse wurden durch andere Arbeiten {iber Maus- und Drosophila-Myc bestétigt.

Da Myc als Transkriptionsfaktor beschrieben wurde, wurden in der vorliegenden Arbeit neue
Myc-regulierte Gene mit modernen Array- und Genchip-Analysen identifiziert. Insgesamt
konnten 108 Gene identifiziert werden, die neue Kandidatengene fiir direkte Regulation durch
Myc sind. Viele dieser Gene sind am Ablauf von Stoffwechselwegen beteiligt, wie

Aminoséure- und Proteinsynthese, Lipid-Metabolismus, Proteinfaltung und —umsatz,
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Nukleotid- und DNA-Synthese, Transport, Nukleolus-Funktion, Transkription, Spleissen und
oxidativem Stress, was die Beobachtungen der Zellwachstumsregulation bestatigt.

Die Identifikation von Myc-Zielgenen, die an der Signaltransduktion beteiligt sind, war eine
neue Beobachtung. Neben Komponenten der Signaltransduktion wurden auch
Wachstumsfaktoren-, und Wachstumsfaktorrezeptoren als Myc-Zielgene identifiziert. Damit
ist Myc an der Regulation von autokrinen und parakrinen Stimulierungs-Signalwegen
beteiligt, die die Proliferation entscheidend beeinflussen. Die FErgebnisse des
Genexpressionsprofils ist aullerdem von Bedeutung fiir das Verstindnis der

Zellzyklusaktivierung in B-Zellen.
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