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1. Einleitung

1.1 Zellzyklusregulation

In jeder sich teilenden Zelle findet ein geordneter Zellzyklus statt, durch den der
regulierte Ablauf von Zellwachstum, DNA-Synthese sowie Kern- und Zellteilung
gewahrleistet wird, um zwei Tochterzellen zu entlassen. Ein Zellzyklus
durchlauft dabei vier Phasen, die als G1-, S-, G2- und M-Phase (Mitose)
bezeichnet werden, wobei die wesentlichen Ereignisse in der S-Phase mit der
DNA-Synthese und in der M-Phase mit der Zellteilung stattfinden. Die
dazwischenliegenden G1- und G2-Phasen werden als Licken ("gap")
bezeichnet. Wahrend dieser Phasen laufen Prozesse ab, die den Abschluss der
jeweils vorherigen Phase kontrollieren und den Eintritt in die folgende Phase
regulieren, um Schadigungen des Organismus zu verhindern (Hartwell and
Weinert 1989). So kénnen z. B. Zellen in der G1-Phase, bevor es zur DNA-
Replikation kommt, in ein Ruhestadium tbergehen, welches GO genannt wird,
wenn ein Mangel an Wachstumsfaktoren bzw. antiproliferativen Signalen
vorliegt (Burns and Tannock 1970). Zellen kdnnen auch in Folge der terminalen
Differenzierung (z.B. Nervenzellen oder Erythrozyten) den Zellzyklus endgultig
verlassen und in die Ruhephase GO ubertreten.

1.2 Rolle der cyclin-abhangigen Kinasen (CDK) flr den
Zellzyklus

Der Ubergang von einer Zellzyklusphase in eine andere wird durch
verschiedene zellulare Mechanismen strikt reguliert. Wichtige regulatorische
Proteine sind hierbei die cyclin-abhéangigen Kinasen (CDK), die zu der Familie
der Serin/Threonin Proteinkinasen gehdren. Diese Enzyme sind nur unter
spezifischen Vorraussetzungen wahrend des Zellzyklus aktiv und bilden damit
bestimmte Zellzyklusrestriktionspunkte ("check points"), die den kontrollierten
Ubergang in die jeweils nachste Phase gewéhrleisten. Basierend auf der
Sequenzahnlichkeit wurden insgesamt 21 Gene im humanen Genom gefunden,
die fur CDKs kodieren. Funf weitere Gene kodieren fur ahnliche Proteine, die
sogenannten ,CDK-like* Kinasen (CDKL), welche auch Kinasefunktionen
haben, aber keine Interaktion mit Cyclinen eingehen missen, um aktiv zu sein
(Malumbres et al. 2009b). Die Familie der CDKs kann weiter in die sogenannten
klassischen CDKs (CDKs 1 bis 11) und neuere Familienmitglieder unterteilt
werden. Die klassischen CDKs sind seit langerem bekannt und recht gut
charakterisiert. Fur diese Proteine sind sowohl die entsprechenden
aktivierenden Cycline als auch eine Reihe von Substraten beschrieben,



wahrend fur die neun anderen erst vor kurzem entdeckten CDKs nur wenige
Informationen bekannt sind. Vier der klassischen CDKs sind spezifisch wéahrend
verschiedener Zellzyklusphasen aktiv: in G1 (CDK4, CDK6, CDK2), S (CDK2),
G2 und M (CDK1) (Malumbres and Barbacid 2005). Wahrend CDK7 in allen
Zellzyklusphasen aktiv ist und zur Aktivierung der CDKs beitragt, scheinen die
verbleibenden klassischen CDKs bis jetzt keine wichtige Rolle im
Zellzyklusprozess zu spielen (Tab. 1). Diese sind eher an der
Transkriptionskontrolle beteiligt (Rickert et al. 1996, Malumbres and Barbacid
2005).

Tabelle 1: Ubersicht tiber die 11 klassischen CDKs

CDK Cyclinpartner Funktion

CDK1 Cyclin B M Phase

CDK2 Cyclin A S Phase, G2 Phase
CDK?2 Cyclin E G1/S Ubergang
CDK3 Cyclin C G1 Phase ?

CDKA4 Cyclin D G1 Phase

CDK5 p35 Transkription

CDKG6 Cyclin D G1 Phase

CDK7 Cyclin H CDK-aktivierende Kinase, Transkription
CDK8 Cyclin C Transkription

CDK9 Cyclin T Transkription
CDK11 Cyclin L Transkription

Die Proteinmenge von CDKs bleibt zellzyklusunabhangig im Wesentlichen
konstant, wahrend die katalytische Aktivitat stark von spezifischen
Bindungspartnern, den Cyclinen abhangt (Traganos 2004). Cycline enthalten
eine hochkonservierte Aminosauresequenz, welche als Cyclin-Box bekannt ist
(Pines and Hunter 1989, Nugent et al. 1991). Alle Proteine, die diese Domane
aufweisen, werden den Cyclinen zugeteilt, da dieses Motiv Informationen zur
Bindung und Aktivierung von CDKs enthalt (Lees and Harlow 1993). Insgesamt
wurden bisher 29 Proteine identifiziert, die eine Cyclin-Box aufweisen und
demnach als Cycline bezeichnet werden. Von vielen dieser Proteine ist die
bindende CDK oder eine andere Kinase jedoch noch nicht bekannt (Malumbres
and Barbacid 2005). Die Bindung von CDK4/6 an ein D-Typ Cyclin (Cyclin D1,
D2, D3) und der anschlielRende Transport des Komplexes zum Nukleus sind
essentiell fur die Aktivierung der G1-Phase (Abb. 2)(Sherr 1994). Diese Cycline
werden jedoch nur solange synthetisiert, wie Wachstumsfaktoren vorhanden
sind (Assoian and Zhu 1997). Neben den D-Typ Cyclinen ist Cyclin E ein
weiteres G1-Cyclin, welches mit CDK2 einen Komplex eingeht, um den
Ubergang von der G1 in die S-Phase zu regulieren (Ohtsubo et al. 1995) (Abb.
2). Der CDK2-Cyclin E-Komplex wird zur Vermeidung der Re-Replikation der



DNA inaktiviert, sobald sich die Zelle in der S-Phase befindet, indem Cyclin E
degradiert wird (Hwang and Clurman 2005). CDK2 kann dann mit dem neu
synthetisierten Cyclin A assoziieren, wobei dieser Komplex den Austritt der
Zelle aus der S-Phase steuert (Sherr and Roberts 1999, Malumbres and
Barbacid 2001). In der spaten G2- und frihen M-Phase bildet Cyclin A
wiederum einen Komplex mit CDK1, um die Mitose zu fordern. Wahrend der
G2-Phase werden A-Typ Cycline degradiert und somit kann CDK1 an Cyclin B
binden. Dieser Komplex intiiert die Mitose der Zelle (Malumbres and Barbacid
2001) (Abb. 2).

Um eine vollstandige Kinaseaktivitat eines Cyclin-CDK-Komplexes zu erlangen,
ist die Phosphorylierung eines Threonins nahe der ATP-Bindestelle der CDKs
notwendig (Fesquet et al. 1993, Kato et al. 1994, Matsuoka et al. 1994). Die
Phosphorylierung geschieht durch die CDK-aktivierende Kinase (CAK), einem
Komplex bestehend aus CDK7, Cyclin H und Matl (Morgan 1995, Fisher 2012).
Die CDK7-Untereinheit ist verantwortlich fur die CDK-Aktivierung, wahrend die
Matl Untereinheit die Aktivierung von CDK7/Cyclin H reguliert. Obwohl CDK7
ebenfalls eine nahe der ATP-Bindestelle liegende Phosphorylierungsstelle
aufweist (Thrl70), ist diese fur die Kinaseaktivitat innerhalb des CAK-Trimer-
Komplex nicht essentiell (Fisher et al. 1995).
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Abbildung 1: Regulation des Zellzyklus. Dargestellt ist die Regulation des Zellzyklus durch

CDK-Cyclin-Komplexe (modifiziert nach Malumbres & Barbacid 2005). Die Lange der farbigen
Pfeile reprasentiert in etwa die relative Dauer der einzelnen Zellzyklusphasen zueinander in
einer typischen sich schnell teilenden S&ugetierzelle (Cooper 2000). CAK: CDK-aktivierende
Kinase; Matl: CDK7-Cyclin H assembly factor ménage a trois 1




Der CAK-Komplex ist wahrend des gesamten Zellzyklus aktiv. Erst kirzlich
konnte jedoch gezeigt werden, dass die CDK7-T-Loop-Phosphorylierung durch
Mitogene in der G1-Phase erhoht ist und somit auch Einfluss hat auf die weitere
Phosphoylierung von CDKs (Schachter et al. 2013). Aul3erdem ist bekannt,
dass die CAK Aktivitat in ruhenden GO-Zellen reduziert ist, in Tumorzellen leicht
erhoht ist (Poon et al. 1994, Lolli and Johnson 2005) und CDK7 in
Glioblastomen uberexprimiert wird (Desai et al. 2012). Liegen CDKs im
Komplex mit Cyclinen vor und werden zusatzlich durch den CAK-Komplex
phosphoryliert, koénnen diese dann vollstandig aktivierten CDKs durch
Phosphorylierung spezifischer Proteine wichtige zellulare Prozesse, wie
Gentranskription, Differenzierung oder Apoptose regulieren (Errico et al. 2010).

1.3 Regulierung der CDKs durch spezifische Inhibitoren

Die von Wachstumsfaktoren abhangige G1-Phase und die Initiation der DNA-
Synthese wahrend des Zellzyklus werden durch CDKs reguliert, welche
wiederum durch CDK-Inhibitoren (CKIls) gehemmt werden. Aufgrund ihrer
Struktur und CDK-Bindung werden CKIls in zwei Familien eingeteilt, die INK4
(inhibitors of CDK4) Proteine und Cip/Kip Proteine (Sherr and Roberts 1995).
Zu der INK4 Familie gehoren die Proteine p16™¢4? p15MNK* p18NK4e ynd
p19™K4 welche ausschlieRlich die katalytische Untereinheit von CDK4 und
CDK®6 binden und inhibieren (Serrano et al. 1993, Guan et al. 1994, Hannon
and Beach 1994, Chan et al. 1995). Inhibitoren dieser Familie bilden einen
stabilen Komplex mit den Kinasen und verhindern somit die Bindung eines
Cyclins (Malumbres and Barbacid 2001). Zu der Cip/Kip Familie gehoren die
Proteine p21°P*, p27“P? und p57""?, welche die Aktivitat aller CDKs inhibieren
(Soos et al. 1996, Blain et al. 1997, LaBaer et al. 1997, Cheng et al. 1999). Die
Inhibitoren haben sowohl eine Cyclin- als auch CDK-Bindestelle, so dass sie
auch an bereits gebildete CDK-Cyclin-Komplexe binden koénnen (Pavletich
1999, Malumbres and Barbacid 2005). Diese Proteine sind vorrangig Inhibitoren
von CDK2/Cyclin E bzw. A Komplexen, die zur Hyperphosphorylierung von Rb
fuhren wirden. Die Rolle von Cip/Kip Inhibitoren an CDKA4/6-CyclinD-
Komplexen ist noch unklar. Sie kdnnen eine einerseits inhibierende Funktion
haben (Sherr and Robers 1999), jedoch konnte andererseits auch festgestellt
werden, dass sie auch im Komplex mit Cyclin-CDKs assoziiert sind, ohne die
Kinaseaktivitdt zu beeinflussen und somit als positive Regulatoren fungieren
(Zhang et al. 1994, Blain et al. 1997, LaBaer et al. 1997). Die CKIs bewirken
eine Konformationsdnderung der CDKs, wodurch die Phosphorylierungsstelle
der CAK verdeckt wird und diese nicht mehr wirken kann (Russo et al. 1998).
Die Regulierung der CKils erfolgt durch interne und externe Signale. So



unterliegt z. B. die Expression von p21 der transkripionellen Kontrolle des p53
Tumorsuppressorgens (el-Deiry et al. 1993), wahrend p27 zum Beispiel durch
Kontaktinhibition mittels TGF-B (transforming growth factor ) induziert wird (Yu
et al. 2010).

1.4 Cyclin-abhangige Kinasen 4 und 6

1.4.1 Entdeckung und Struktur von CDK4/6

Im Jahr 1987 bzw. 1992 wurden durch Klonierung und Bestimmung der
Aminosauresequenzen CDK4 (friher PSK-J3 genannt, 303 Aminosauren,
Chromosom 12) wund CDK6 (frther nach dessen konservierten
Aminosauressequenzmotiv PLSTIRE benannt, 326 Aminosduren, Chromosom
7) entdeckt und aufgrund der Homologie zu den bereits bekannten
cyclinabhangigen Kinasen zugeordnet (Hanks 1987, Meyerson et al. 1992). Fur
CDK4 und CDK6 ergab sich eine Aminosauresequenzidentitat von 71%
untereinander und von 40-50% zu den anderen Proteinen der CDK-Familie. Die
Konzentration und Aktivitat beider CDKs ist jedoch unterschiedlich und
abhéngig vom Zelltyp (Meyerson and Harlow 1994, Ciemerych and Sicinski
2005).

Die dreidimensionale Struktur von CDK4/6 &hnelt dem Muster aller
Proteinkinasen dieser Familie. Sie bestehen aus einer N-terminalen und einer
C-terminalen Doméane, welche durch eine weitere kleinere Doméane (hinge
region) miteinander verbunden sind. Die C-terminale Doméane ist vorrangig aus
a-Helices aufgebaut und enthélt das katalytische Zentrum mit der ATP-
Bindestelle. Das katalytische Zentrum ist durch die sogenannte T-Schleife
blockiert, wenn CDK4 und CDKG®6 sich im inaktiven Zustand befinden. Erst durch
die Phosphorylierung eines Threoninrestes innerhalb der T-Schleife ist das
katalytische Zentrum zuganglich. Die N-terminale Domane ist vorrangig aus [3-
Faltblatt-Strukturen aufgebaut. In dieser Doméne befindet sich die fur die
Cyclinbindung notwendige und streng konservierte Sequenz PSTAIRE (bei
CDK®6) bzw. PISTVRE (bei CDK4) (Morgan 1997).

1.4.2 Der CDK4/6-pRb-E2F-Signalweg

Das Fortschreiten der Zelle im Zellzyklus wird durch den Retinoblastom (Rb)-
Signalweg kontrolliert. Das Tumorsuppressorprotein pRb bindet reversibel an
Transkriptionsfaktoren der E2F-Familie, wodurch die Promotoraktivierung
zellzyklusregulierender Gene ausbleibt. Zur Rb-Familie gehéren die verwandten
Genprodukte Rb, p107 und pl30 (Thomas et al. 1998). In seiner nicht
phosphorylierten Form inhibiert pRb Transkriptionsfaktoren der E2F Familie



(Abb.2). Dadurch wird zum einen die Hochregulation von zellzyklusrelevanten
Genen verhindert und zum anderen wirkt es auf Faktoren, die fur die
Aktivierung der DNA-Synthese benétigt werden (Muller et al. 2001). pRb
reguliert neben der Zellproliferation auch die Apoptose, Differenzierung und
Entwicklung.

Der G1/S Ubergang ist einer der wichtigsten Schritte im Zellzyklus und wird
hauptsachlich durch CDK4/6-CyclinD-Komplexe kontrolliert (Galderisi et al.
2003). Zunachst werden CDK4 und 6, wie bereits beschrieben, durch mehrere
Faktoren aktiviert (Abb. 2). Wird Rb durch den aktivierten CDK4/6-Cyclin D-
Komplex phosphoryliert und damit inaktiviert, dissoziiert es aus dem Komplex
mit E2F (Abb. 2). Transkriptionsfaktoren werden freigesetzt, die letztlich den
Eintritt der Zelle in die S-Phase ermdglichen (z. B. E2F-1m proliferating cell
nuclear antigen PCNA, Thymidinkinase, Cyclin E) (Nevins 2001). Es ist
bekannt, dass der Rb/E2F-Signalweg in nahezu allen menschlichen Tumoren
gestort ist (Weinberg 1995, Sherr 1996), wobei meistens nur eine von mehreren
moglichen Mutationen im Rb/E2F-Signalweg auftritt (Nevins 2001). Offenbar ist
es ausreichend, wenn nur ein Schritt in der Signalkette unterbrochen wird, um
eine  Deregulation der E2F-Aktivitatt und somit der zellularen
Wachstumskontrolle zu bewirken. Dies zeigt, wie bedeutend dieser Signalweg
in der menschlichen Zelle ist.

Die durch Pathogene verursachte Stérung des Rb-Signalweges ist eine weitere
Moglichkeit der Deregulation. Das Kaposi-Sarcom-Herpesvirus (KSHV) kodiert
ein Protein, welches eine hohe Ahnlichkeit zu Cyclin D2 aufweist (Cannell and
Mittnacht 1999, Laman et al. 2000). Dieses KSHV-Cyclin, auch (v)-Cyclin
genannt (Abb. 2), kann sowohl mit CDK4 als auch CDK6 assoziieren (Chang et
al. 1996). Der (v)-Cyclin-CDK6-Komplex zeigt eine generell erhdhte Aktivitat
und ein vermindertes Ansprechen auf die Inhibition durch den CDK-Inhibitor
p16™**e (Jung et al. 1994, Swanton et al. 1997, Kaldis et al. 2001). Es ist
bekannt, dass (v)-Cyclin in der Lage ist CDK6 unabhangig von der
Phosphorylierung durch CAK zu aktivieren und dieser Komplex zeigt in vitro
eine breitere Substratspezifitat als zellulares Cyclin D-CDK4/6 (Ojala et al.
2000, Kaldis et al. 2001, Laman and Boshoff 2001).
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Abbildung 2: Der CDK4/6-Cyclin D-pRb-E2F-Signalweg. Dargestellt ist die Funktion von
CDK4/6 im Zellzyklus. Die katalytische Aktivitat wird von CDK4/6 Inhibitoren (INK4-Proteine,
Cip/Kip-Proteine) und Aktivatoren (Cyclin D1-D3, CAK: CDK-aktivierende Kinase; Matl: CDK7-
Cyclin H assembly factor ménage a trois 1, (v)-Cyclin) reguliert.

1.5 Einfluss von CDK4 und CDK6 auf die Tumorentwicklung

Fur die Zellteilung ist ein intakter und durch die korrekte Balance von
Aktivatoren  sowie Inhibitoren regulierter  Zellzyklus  Voraussetzung.
Kontrollmechanismen gewahren einerseits die Reparatur auftretender DNA-
Schaden und bewirken andererseits die Einleitung des programmierten Zelltods
(Apoptose). Wird dieses Gleichgewicht zwischen Zellproliferation und Apoptose
gestort, kobnnen maligne Tumore entstehen (Hanahan and Weinberg 2011). Die
Tumorbildung entstehend aus einem deregulierten Zellzyklus geschieht u.a.
durch Mutation von Proteinen, welche essentiell fir den Zellzyklus sind.
Gestorte Zellproliferation gehort daher zu den acht hallmarks of cancer
(Hanahan and Weinberg 2011).

Eine deregulierte CDK4/6-Aktivitat kann dabei durch folgende Mechanismen
hervorgerufen werden:



Mutationen von CDK4/6 kénnen deren Aktivitdt bzw. Expression erh6hen, wie
z.B. durch Veradnderungen im Promotorbereich. In Patienten mit splenischem
Marginalzonenlymphom wurden Translokationen kurz vor dem
Transkriptionsstartpunkt von CDK6 beschrieben (Corcoran et al. 1999).
Ausserdem wurden erst kirzlich in der Literatur zwei neue Mutationen in der N-
terminalen Doméane von CDK4 entdeckt, welche in Kopf-Hals-Karzinomen
vorkommen (Sabir et al. 2012).

Eine verringerte Sensitivitat von CDK4/6 gegenuber zellularen Inhibitoren fuhrt
ebenfalls zu einer erhohten Aktivitat der Kinasen und letztendlich zu einer
gestorten Zellproliferation (Easton et al. 1998). So ist z. B. die CDK4-Mutation
R24C bekannt, welche zu einer verringerten Sensitivitat gegenuber Inhibitoren
der INK4-Familie fuhrt und erstmals bei Zellen aus familaren Melanomen
beschrieben wurde (Wolfel et al. 1995, Zuo et al. 1996).

In Zellen, in denen die CDK-interagierenden Zellzyklusinhibitoren pl
p15™NP oder p18™K4 fehlen oder mutiert sind, ist die onkogene Funktion von
CDK4 und CDKG6 ebenfalls erhoht (Latres et al. 2000, Sotillo et al. 2001, Bignell
et al. 2010). Ein Beispiel hierfur ist die Hypermethylierung des INK4a-Promotors
bei kolorektalen Karzinomen (Sameer et al. 2012).

Eine weitere Mdglichkeit der Deregulierung von CDK4/6 ist die erhohte
Expression CDKA4/6-spezifischer Cycline, wie z.B. eine in Plattenepithel-
karzinomzellen des Oesophagus gefundene erhdohte Expression von Cyclin D1
durch Amplifikation des entsprechenden Genlokus (Shinozaki et al. 1996).
Interessant ist in diesem Zusammenhang auch, dass die kinstlich generierte
CDK6-Variante mit der Mutation S178P in vitro eine Cyclin D unabh&ngige
Aktivierung bewirkt und die essentielle Phosphorylierung des benachbartem
Threonins an Stelle 177 im Aktivierungsloop von CDK6 entweder durch
endogene CDK-aktivierende Kinase (CAK) oder durch zusatzliche unbekannte
Kinasen fordert (Bockstaele et al. 2009). Bisher unbekannt ist, ob diese
Mutation auch nattrlich vorkommt.

Aus den oben genannten Grinden stellen CDK4 und CDKG6 potentielle
therapeutische Ziele gegen Krebs dar. Wenn es mdglich ist die
Zellzyklusregulation in proliferierenden Tumorzellen selektiv zu unterbinden, z.
B. durch Hemmung der CDK Aktivitat, fihrt dies zum Arrest bzw. Tod der
Zellen. Es gibt verschiedene therapeutische Strategien, um die CDK Aktivitat zu
modulieren. Ein Ansatz ist es gezielt die Regulatoren der Kinaseaktivitat zu
verandern (indirekte Strategie), wie z. B. durch die Uberexpression von CDK
Inhibitoren oder die Hemmung der Cycline zu verhindern. Bis heute ist die
direkte Inhibition der Kinaseaktivitat (direkte Strategie) jedoch der erfolgreichere
therapeutische Ansatz, um potentielle Zellzyklusinhibitoren zu entwickeln, da
die Hemmung der enzymatischen Aktivitdt von CDKs durch orale Applikation

INK4a
67,



niedermolekularer Substanzen erfolgen kann, wahrend die Manipulation von
Cyclinen und CDK-Inhibitoren gentherapeutische Ansatze benottigen wirde.
Zurzeit befinden sich einige ATP-kompetitive-Inhibitoren gegen CDK4/6 in
klinischen Studien, wie zum Beispiel PD332991 (Fry et al. 2004). Deren
angenommene Wirkungsweise basiert auf der Theorie, dass in humanen
Tumoren Zellproliferation durch aktives CDK4/6 vorangetrieben wird (Leonard
et al. 2012). PD332991 ist ein hoch spezifischer Inhibitor gegen CDK4 und
CDK®6 und wirkt wie andere verfugbare CDK-Inhibitoren ATP-kompetitiv. Da
sich die ATP-Bindestelle von CDK4 und CDK6 aufgrund ihrer hohen
Verwandtschaft sehr &hnelt, ist eine spezifische Hemmung nur einer der beiden
Kinasen durch solch einen Inhibitor nahezu unmdglich. Im Gegensatz zu
anderen CDKA4/6 Inhibitoren wie z. B. Flavopiridol (Sausville 2003, Senderowicz
2003, Baughn et al. 2006), zeigt PD332991 keine oder geringe Aktivitat gegen
andere Serin-, Threonin- und Tyrosinkinasen. Dieser spezifische CDK4/6
Inhibitor wurde sowohl in Zellkulturmodellen als auch mit Xenograft-Maus-
Modellen mit kolorektalen Karzinomen, disseminierten Myelomen oder
Mantelzelllymphomen umfassend untersucht und zeigte eine sehr hohe
Effizienz (Fry et al. 2004, Toogood et al. 2005, Baughn et al. 2006, Saab et al.
2006). Er induziert nachweislich einen G1 arrest in kultivierten Tumorzelllinien
und inhibiert in Xenograft-Modellen das Tumorwachstum, Rb-positiver humaner
Tumorzellen aus zahlreichen Organen wie zum Beispiel: Brust, Gehirn und
Ovarien (Finn et al. 2009, Michaud et al. 2010, Wiedemeyer et al. 2010,
Konecny et al. 2011).

1.6 Rolle von CDK4 und CDK6 unabhangig von der
Zellzyklusfunktion

Die Hauptaufgabe der beiden sehr homologen Kinasen CDK4 und CDKG® ist es,
Mitglieder der Rb-Proteinfamilie zu phosphorylieren und dadurch
Transkriptionsfaktoren freizusetzen, um die Proliferation der Zelle zu induzieren
(Meyerson and Harlow 1994, Lapenna and Giordano 2009, Malumbres and
Barbacid 2009a). Die Aktivierung von CDK4 kann dabei unabhangig von CDK6
geschehen (Bockstaele et al. 2009). Da Cdk4-Knockout-Mause und Cdk6-
Knockout-Mause lebensfahig und fruchtbar sind, bestatigen sie die teilweise
Uberlappung der physiologischen Rolle dieser CDKs (Zou et al. 2002,
Malumbres et al. 2004). Interessanterweise fuhrt das Fehlen beider Kinasen in
Méausen zu embryonaler Lethalitat, die durch Defekte in der Hamatopoese
gekennzeichnet ist (Malumbres et al. 2004, Kozar and Sicinski 2005). Zellen
aus diesen Embryos zeigen jedoch normale Zellproliferation (Kozar and Sicinski
2005). Dieses trifft sogar fur Dreifach-Knockouts von CDKs in CDK3-defizienten



10

Méausen zu. In der Abwesenheit von CDK4, 6 und CDK2 kann offenbar CDK1
an D-Cycline binden und den Zellzyklus in vitro propagieren (Santamaria et al.
2007). Offenbar ist also unter diesen Bedingungen nur CDK1 fur den Zellzyklus
essentiell, wahrend die anderen CDKs gewebespezifische Funktionen
kontrollieren.

CDK4 und CDK6 haben dariiberhinaus weitere wichtige Funktionen, die nicht
mit dem Zellzyklus verbunden sind. Eine kirzlich verdffentlichte Arbeit in
Cancer Cell beschreibt au3erdem eine Funktion von CDK®6, die unabhangig
von dessen Kinasaktivitat ist. CDK6 soll dabei als transkriptioneller Regulator
am p16™“*2. und VEGF-Promotor im Komplex mit c-Jun und STAT3 wirken
(Kollmann et al. 2013). Chromatin-assoziierte transkriptionelle regulatorische
Funktionen wurden fir stress-aktivierte Proteinkinasen und Proteinkinase C
bereits beschrieben (de Nadal and Posas 2010, Sutcliffe et al. 2011, Duch et al.
2013). Fur CDK6 wurde als zusatzliche Funktion neben der Zellzyklusfunktion
auch eine Rolle fur die Differenzierung von Zelltypen wie Astrozyten und T-
Zellen gezeigt (Ericson et al. 2003, Grossel and Hinds 2006, Hu et al. 2009).
Ein weiterer Hinweis fur vermutlich wichtige Funktionen beider Kinasen
aulBerhalb der Zellzykluskontrolle ist die Identifikation einer grol3en Anzahl
potentieller neuer CDK4 und CDK6 Substrate, welche mittels eines
Uberexpressions-systems erfolgte (Anders et al. 2011).

1.8 Signaltransduktion bei Entzindungsprozessen

Die Entzundung ist eine komplexe Abwehrreaktion des Organismus. Die
Erkennung von Pathogenen durch Pathogen-assoziierte molekulare Muster
(pathogen-associated molecular patterns, PAMPs) oder durch Zellschaden-
assoziierte molekulare Muster (damage associated molecular patterns, DAMPS)
bewirkt die Freisetzung von Zytokinen wie Interleukin-1 (IL-1) und Tumor-
Nekrose-Faktor (TNFa) durch Zellen des angeborenen Immunsystems
(Dinarello 2009, Gaestel et al. 2009). Durch diese inflammatorische
Immunantwort werden verschiedene Signalwege aktiviert, die die Expression
sowohl von pro- als auch anti-inflammatorischen Mediatoren regulieren.

TNFa wird nach Kontakt mit einem Pathogen oder Zytokin bevorzugt in
Makrophagen, Lymphozyten, NK-Zellen (natirliche Killerzellen) und
neutrophilen Granulozyten gebildet (Aggarwal and Natarajan 1996). Es bindet
an spezifische TNF-Rezeptoren und bewirkt die Produktion von weiteren
Zytokinen, welche den Entzindungsprozess aufrechterhalten (Locksley et al.
2001).

IL-1a und IL-1B werden von verschiedenen Zelltypen produziert wie z. B.
Monozyten, Makrophagen und Gewebezellen (Matsuki et al. 1991). IL-1a und
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IL-18 binden den Rezeptor IL-1R1, wodurch ein Ko-Rezeptor, das IL-1R
akzessorische Protein (IL-1RACcP) rekrutiert wird. IL-1RAcP kann nicht direkt an
IL-1 binden, ist aber essentiell fur die IL-1 vermittelte Signalantwort. Durch die
Homodimerisierung der cytosolischen Anteile des Rezeptordimers werden
weitere Signalmolekule rekrutiert (Dinarello 1996).

Diese bei der Entziindung aktivierte Signaltransduktion umfassen die Mitogen-
aktivierten-Proteinkinase-Signalkaskaden (mitogen activated protein kinases,
MAPK) und den NF-kB-Signalweg, welche tGber komplexe transkriptionelle und
posttranskriptionelle Mechanismen die Expression und Freisetzung vieler
weiterer Entzindungsmediatoren regulieren (Gaestel et al. 2009, Weber et al.
2010).

1.9 Der NF-kB Signalweg

Der Transkriptionsfaktor NF-kB (nuclear factor of kappa light chain gene
enhancer in B cells) wurde erstmals 1988 aus B-Zellen aufgereinigt und
analysiert (Kawakami et al. 1988). NF-kB reguliert die Expression einer Vielzahl
von Genen, die fur zellulare Prozesse wie Entzindungen, Immunreaktionen,
Proliferation und Tumorentstehung wichtig sind (Hayden and Gosh 2008, Baud
and Karin 2009). NF-kB ist ein DNA-Bindekomplex der aus Homo- und
Heterodimeren von Vertretern der Rel-Familie besteht. In Saugetieren
existieren funf Mitglieder dieser Proteinfamilie: RelA (p65), RelB, c-Rel, p50
(Vorlauferform p105) und p52 (Vorlauferform p100) (Rothwarf and Karin 1999).
Die Bezeichnung Rel bezient sich auf v-Rel, ein Onkogen des
Retikuloendotheliose-Virus, welches in verschiedenen Vogelarten Leukamien
induziert (Stephens et al. 1983).

Die starkste transkriptionelle Aktivitat des NF-kB-Komplexes wird durch die p65
Untereinheit vermittelt, welche haufig als Heterodimer mit p50 vorliegt (Schmitz
et al. 2004). Um als spezifischer Transkriptionsaktivator zu fungieren, muss
eine Transaktivierungsdomane vorliegen. Nur c-Rel (zellulare Homolog zu v-
Rel), RelB und p65 besitzen diese Doméne jeweils im C-terminalen Bereich
(Hannink and Termin 1989, Schmitz et al. 1994). Aus diesem Grund wirken
Homodimere von p50 bzw. p52 als transkripitionelle Repressoren von NF-kB-
Zielgenen (Schmitz and Baeuerle 1991).

Zur Bestimmung von Protein-DNA-Interaktionen wurden mittels ChiP-on-Chip
(Chromatin Immunoprecipitation DNA-Sequencing Chip), in der eine Chromatin-
Immunpréazipitation und die Hybridisierung mit einem DNA-Microarray
kombiniert wird, Tausende von NF-kB DNA Bindestellen im Genom identifiziert
(Martone et al. 2003, Natoli et al. 2005, Schreiber et al. 2006, Lim et al. 2007).
Die Aktivitat von NF-kB am Chromatin wird durch spezifische posttranslationale
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Modifikationen wie Ubiquitinilierung (Li et al. 2012), Acetylierung (Chen et al.
2005), Phosphorylierung (Schmitz et al. 2004, Wietek and O’Neill 2007) und
durch die Rekrutierung von spezifischen nukledren Cofaktoren feinreguliert. Flr
die Immunantwort relevante und von NF-kB regulierte Gene sind z. B. Zytokine
(u.a. IL1, IL2, IL6, IL12), Chemokine (u.a. IL8, MCP1l, RANTES) und
induzierbare Enzyme wie COX-2 (Ghosh et al. 1998, Zhang and Ghosh 2001).
Diese bewirken eine Entzindungsreaktion durch Stimulation der adaptiven
Immunantwort, Bekampfung der Infektion, vermehrte Rekrutierung von
Leukozyten in infizierte Gewebe und Gewebeerneuerung. Das humane
Interleukin (IL)-8 ist einer der bedeutsamsten Vertreter der Chemokine. Es
rekrutiert in vielen Zelltypen zu Beginn der Abwehrreaktion vorwiegend
Granulozyten an den Entzindungsort, aktiviert diese und reguliert dartber
hinaus auch die Neoangiogenese und kann so auch pro-tumorigen wirken
(Baggiolini 2001, Sparmann and Bar-Sagi 2004, Waugh and Wilson 2008).
Durch eine Vielzahl aulR3erer Reize, wie z.B. Zytokine, DNA-Schaden, Stress
oder Strahlungen koénnen verschiedene NF-kB Signalkaskaden aktiviert werden
(Pahl 1999). Viele Zytokine steuern wichtige physiologische Prozesse, die im
Zusammenhang mit  Entzindungsreaktionen, Immunregulation und
Differenzierungs- und Wachstumsvorgangen stehen. IL-1 und TNFa als
proinflammatorische Stimuli (Kracht and Saklatvala 2002) aktivieren die MAPK
JNK und p38 sowie den Transkriptionsaktivator NF-kB (Abb. 3). Die MAPK
Kinase Kinase (MKKK) TAK1(TGF-B-activated protein kinase) stellt dabei eine
zentrales Protein fur mehrere Signalwege dar, dessen Aktivitat durch die
Adapterproteine TAB1-3 (TAK-binding protein) kontrolliert wird (Cheung et al.
2004). So fuhrt die Ubiquitinbindung von TAB und TAK1 zur
Autophosphorylierung von TAK1 an Threonin 187 und damit zu dessen
Aktivierung (Wang et al. 2001, Chen 2012). MKKK sind Serin-/Threonin-
Kinasen, die nach Aktivierung MAPK Kinasen (MKK) in einem konservierten
Motiv phosphorylieren. Diese wiederum bewirken eine Aktivierung von MAPK
durch eine doppelte Phosphorylierung an ihrem Tripeptid-Motiv (Thr-X-Tyr)
(Payne et al. 1991). Nach einem Stimulus kann somit TAK1 mittels
Phosphorylierung von MKK4 die Aktivierung von JNK (c-Jun N-terminal kinase)
und durch Phosphorylierung von MKK3 und MKK6 die Aktivierung von p38
MAPK vermitteln (Abb. 3) (Moriguchi et al. 1996, Shirakabe et al. 1997, Wang
et al. 1997). Phosphorylierte MAPK bewirken im Zellkern schliel3lich eine
Aktivierung von Transkriptionsfaktoren vor allem der AP-1 Familie und
beeinflussen Transkription, Chromatinremodelling und Translation (Kyriakis and
Avruch 2001).

Aktiviertes TAK1 kann neben den MAPK-Signalwegen auch den NF-kB-
Signalweg durch Aktivierung des IkB-Kinase-Komplexes (IKK-Komplex)
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stimulieren (Sakurai et al. 1999) (Abb. 3). Ohne eine &auf3ere Stimulation der
Zelle liegen NF-kB-Dimere mit p65 inaktiv im Cytoplasma in einem Komplex mit
dem Inhibitorprotein IkB (inhibitor of NF-«B) vor (Li et al. 2002). Insgesamt gibt
es acht IkB-Proteine: IkBa, kBB, IkBe, BCL-2, IkB(, IkBNS, p100 und p105
(Ghosh and Hayden 2008). Die Komplexbildung erfolgt durch die Interaktion der
"ankyrin repeat"-Domane der IkBs mit der Rel-Homologie-Doméne (RHD) der
NF-kB-Proteine, wodurch die Kernlokalisationssequenz und die DNA-
Bindungsdoméane der NF-kB Proteine maskiert und somit die Translokation von
NF-kB in den Zellkern und die DNA-Bindung verhindert werden (Hatada et al.
1993). Die p65-Untereinheit von NF-kB-Dimeren wird nur durch IkBa inhibiert
(Schmitz et al. 2004, Solt and May 2008).

Der IKK-Komplex besteht aus den katalytischen Kinaseuntereinheiten IKKa und
IKKB sowie der regulatorisch wirkenden Untereinheit IKKy (NEMO) (Scheidereit
2006). p65 enthaltende NF-kB-Heterodimere werden durch die proteolytische
Degradation von IkBa durch IKKs in der kanonischen NF-kB-Signalkaskade
aktiviert (Li et al. 2002). Dabei wird IkBa an den Serinen 32 und 36 von IKKJ
phosphoryliert (Brown et al. 1995), wodurch die E3-Ubiquitin-Ligase SCF*TRP
(Skp1/Cull/F-Box-protein, [-transducin repeat containing protein) die IkBa
Lysinreste fur den proteasomalen Abbau markiert (Heissmeyer et al. 2001). Die
NF-kB Untereinheit 16st sich von IkBa, gelangt in den Kern und bindet an
Promotoren der Zielgene, deren Gentranskription dadurch aktiviert wird. Die
nukleare Aktivitat von chromatin-assoziierten NF-kB-Komplexen wird durch
verschiedene Mechanismen wie Phosphorylierung, Ubiquitinylierung und
Acetylierung komplex reguliert, um eine vollstandige Induktion der NF-kB-
regulierten Zielgene zu ermdglichen (Schmitz et al. 2004) (Abb. 3). So bewirkt
z.B. eine Phosphorylierung an Serin 529 und 536 von p65 eine vermehrte
Translokation in den Nukleus und eine gesteigerte transkriptionelle Aktivitat,
wahrend eine Phosphorlierung von p65 an Serin 486 sich negativ auf die
Aktivierung auswirkt (Buss et al. 2004, Chen and Greene 2004, Huang et al.
2010, Perkins 2012).

Die Genexpression von IkBa wird ebenfalls von NF-kB reguliert, was zu einer
negativen Ruckkopplungsschleife fuhrt, die zur Termination der NF-kB-Aktivitat
fuhrt (van Loo and Beyaert 2011).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung wichtiger Komponenten und Regulierungs-
schritte des zytokinregulierten NF-kB-Signalweges. Proinflammatorische Stimuli wie IL-1
und TNF aktivieren den TAK1-TAB-Komplex. Dieser wiederum bewirkt die Aktivierung von
MAP-Kinasen wie p38 und JNK, welche im Zellkern indirekt die Aktivierung von p65-Zielgenen
fordern. Der TAK1-TAB-Komplex bewirkt ebenso die Aktivierung des NF-kB-Signalweges Uber
den IKK-Komplex, wodurch p65 frei im Zytoplasma vorliegt, in den Zellkern gelangt und an die
DNA binden kann. Multiple Phosphorylierungen (P) und degradative sowie nicht-degradative
Ubiquitinylierungen (Ub) regulieren die Aktivitdat oder den Abbau an fast allen wichtigen
Schaltstellen der IL-1- oder TNF-Signaltransduktion. In grau dargestellt sind Molekile und
Signalkomplexe, die in dieser Dissertation experimentell untersucht wurden.

1.11 Crosstalk zwischen dem NF-kB- und pRb-Signalweg

Neben der Regulation von angeborenen und erworbenen Immunantworten
spielt NF-kB auch eine wichtige Rolle bei =zelluldaren Vorgangen wie
Zellproliferation und Apoptose. Durch die konstitutive Aktivitat von upstream-
Regulatoren kommt es offenbar in vielen Krebszelllinien zu einer gesteigerten,
nuklearen Aktivierung von NF-kB (Kim et al. 2006, Perkins 2012, Hoesel and
Schmid 2013). Hierdurch wird die Expression von Proteinen, die
antiapoptotische und proliferierende Effekte hervorrufen, geférdert (Kucharczak
et al. 2003). Zusatzlich kann NF-kB direkt die Promotoren von
Zellzyklusregulatoren wie Cyclin D und E aktivieren und somit direkt in die
Kontrolle der Zellproliferation eingreifen (Guttridge et al. 1999, Hinz et al. 1999,
Joyce et al. 2001).
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Zusammengefasst gibt es eine Reihe von Hinweisen auf eine Verbindung
zwischen dem Transkriptionsfaktor NF-kB, welcher die Expression
inflammatorischer und tumorfordernder Gene reguliert (DiDonato et al. 2012)
und wichtigen Zellzyklusregulatoren im pRb-Signalweg. Inwieweit dagegen
Zellzyklus-modulierende Faktoren wie D-Cycline oder CDK4/6 einen Einfluss
auf NF-kB regulierte Prozesse haben, ist allerdings weit weniger gut
verstanden. Die erst kurzlich neu entdeckten zellzyklusunabhdngigen CDK4/6
Substrate (Anders et al. 2011) sowie die entdeckten kinaseunabhangigen
Funktionen von CDKG6 als transkriptioneller Regulator (Kollmann et al. 2013)
geben zusatzliche mdgliche Hinweise auf den crosstalk zwischen NF-kB und
pRb.

1.12 Ziele der Arbeit

Durch die eingehende Untersuchung der molekularen Regulation entzindlicher
Gene, wurde in der Arbeitsgruppe ein entscheidendes Indiz fur einen moglichen
crosstalk zwischen dem pRb-Signalweg und dem NF-kB Signalweg gefunden.
In Vorarbeiten wurde eine neue Kinase charakterisiert, welche in vitro p65 direkt
an Ser536 phosphoryliert. Diese Kinase wurde durch massenspektrometrische
Analyse als CDKG6 identifiziert. Uber eine Verbindung zwischen der durch den
NF-kB Signalweg regulierten inflammatorischen Genexpression und der CDKG6-
abhéangigen Zellproliferation war zu Beginn der Promotionsarbeit kaum etwas
bekannt. Aus diesem Grund sollte in der folgenden Arbeit der Zusammenhang
von Zellzyklus und inflammatorischer Genexpression und den dabei beteiligten
Faktoren mechanistisch und funktionell ndher untersucht werden.

Ein Ziel dieser Arbeit war es, ein gain-of-function-Modell zu etablieren, welches
eine regulierte Uberexpression von CDK6 erméglicht. Dabei sollte der Einfluss
dieser Uberexpression auf die zytokin-regulierte  inflammatorische
Genexpression néher charakterisiert werden.

Weiterhin  sollte geklart werden, ob zellzyklusabhangige Signale
inflammatorische Gene regulieren und in wieweit CDK4 und CDK6 eine Rolle
bei dieser Regulation spielen.

Die Phosphorylierung von p65 durch CDKG6 liel3 auf eine mdgliche Verbindung
zwischen dem Zellzyklus und der Regulation entziindlicher Prozesse schliel3en.
Deshalb sollten mdgliche Interaktion, Kolokalisation und Chromatinassoziation
beider Proteine ndher charakterisiert werden.

Um die putative Bedeutung von CDK6 auflerhalb des Zellzyklus besser
verstehen zu kdnnen, war aul3erdem die ldentifikation neuer Interaktionspartner
und Substrate dieser Kinase sowie deren anschlieBende Charakterisierung
vorgesehen.
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Abbildung 4: Ausgangssituation zu Beginn der Arbeit. Dargestellt sind CDK6 als
zellzyklusrelevante Kinase und p65 als wichtigster Transkriptionsfaktor fur inflammatorische
Gene. CDK6 wurde durch Vorarbeiten als direkte Kinase von p65 an Ser536 identifiziert. Das
Hauptziel dieser Arbeit war daher die Uberpriifung der Hypothese, dass im Zellzyklus aktiviertes
CDK®6 zellulare p65-Funktionen modulieren kann sowie die Entschlisselung der zugrunde
liegenden molekularen Mechanismen.
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2. Material

2.1 Verbrauchsmaterial

Alle verwendeten Plastikwaren und Einwegmaterialien wurden von den Firmen
Brand, Eppendorf, Greiner, IBIDI, Neolab, Nunc, Omnilab, Roth oder Sarstedt
bezogen.

2.2 Gerate

Elektrophorese- und Westernblotsysteme
e Elektrophorese Power Supply EPS 600, 601 und 3500, Pharmacia Biotech
e Semi-Dry-Blotter, Peglab Biotechnologie

e Elektrophoresekammer, Thermo Scientific

Mikroskope und Photometer

¢ Agilent 2100 Bioanalyzer, Agilent Technologies

¢ LMD 6000, Leica

¢DMIREZ2, Leica

e FW 4000, Leica

e Nano Drop ND-1000 Spectrophotometer, Peqglab

e Spectramax Plus, Molecular Devices Microplate Spectrophotometer
e Luminometer Fluoroscan Ascent FL, Labsystems

Zellkultur

eWasserbad, GFL

e Brutschrank CO, Autozero, Heraeus

o Sterilwerkbank Hera Safe Typ HS15, Heraeus

Zentrifugen
e Optima™ TLX Ultrazentrifuge, Beckman Coulter

¢ TJ-25 Centrifuge, Beckman Coulter

e Sorvall RC5S Plus, Thermo Scientific
e Tischzentrifuge 5424, Eppendorf

e Kuhlzentrifuge 5415 R, Eppendorf

Allgemein
« Bioruptor"NextGen, Diagenode

e Sonifier 250, Branson
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¢ Gel iX Imager UV-Transilluminator, INTAS

e Thermomixer compact, Eppendorf

e Thermocycler T Professional, Biometra

e Vortex Genie 2, Scientific Industries

e Schittler Unimax 2010, Heidolph

e Pipetboy, Integra

e Filmentwicklermaschine Curix 60, AGFA

¢ 7500 Fast Real Time PCR System, Applied Biosystem
e Eismaschine, Ziegra

o AT 250 Waage, Mettler

2.3 Chemikalien und Losungsmittel

Die Chemikalien wurden, sofern nicht anders vermerkt, von den Firmen Baker,
Biomol, Fluka, Invitrogen, Merck, Pharmacia, Promega, Roth, Roche, Serva
und Sigma bezogen (Qualitatsstufe "p.a.", "Fur die Molekularbiologie" oder "cell
culture grade").

2.4 Puffer und Lésungen

ATP-Puffer ChIP-Lysepuffer
150 mM Tris 1% (w/v) SDS
30 mM MgCl, 10 mM EDTA
pH 7,4 mit HCI einstellen 50 mM Tris/HCI pH 8.1
1x Proteaseinhibitormix
Auskochpuffer fur Dialyseschlauch 1 mM PMSF
10 mM EDTA
100 mM NaHCOs3; ChIP-Dilutionspuffer
0,01% (w/v) SDS
Bohmann/Weiss (Weiss et al. 2003) 1,1% (v/v)  Triton X-100
-Lysepuffer 1,2 mM EDTA
50 mM HEPES pH 7,4 167 mM NacCl
50 mM NacCl 16,7 mM Tris/HCI pH 8,1
1% (viv) Tween 20
2,5 mM EGTA ChIP-Niedrigsalzpuffer
1 mM EDTA 0,1% SDS
1mM NaF 1% (viv) Triton-X-100
10 mM B-Glycerophosphat 2mM EDTA
0,1 mM NazVO4 20 mM Tris/HCI pH 8,1

1mM PMSF 150 mM NaCl



1x Proteaseinhibitormix
1 mM DTT

Bohmann/Weiss(Weiss et al. 2003)

-Waschpuffer

50 mM HEPES pH 7,4
450 mM NacCl

1% (viv) Tween 20

2,5 mM EGTA

1 mM EDTA

1mM NaF

10 mM B-Glycerophosphat
0,1 mM NazVO4

1 mM PMSF

1x Proteaseinhibitormix

1 mM DTT

ChlP-LiCl-Puffer

250 mM LiCl

1% (w/v) NP40

1% (w/) Deoxycholat

1 mM EDTA

10 mM Tris/HCI pH 8,1

Coomassie Brilliant Blue-Ldsung
0,1% (w/v)
20% (v/iv)
33% (v/iv)

Methanol
Essigsaure

Dialysepuffer

20 mM Tris
100 mM NaCl
2 mM DTT

pH 7,4 einstellen mit HCI

Elutionspuffer

10 mM Glutathion
50 mM Tris

pH 7,4 einstellen mit HCI
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ChlIP-Hochsalzpuffer

0,1% SDS

1% (viv) Triton-X-100
2mM EDTA

20 mM Tris/HCI pH 8,1
500 mM NacCl

IP-Puffer (Kinaseversuche)

20 mM Tris pH 7,4
154 mM NacCl
1%(v/v) TritonX-100
1 mM NazVO4
2mM DTT

50 mM NaF

10xLaemmli-Laufpuffer
250 mM Tris

1,92 M Glycin
1% (w/v) SDS

Coomassie Brilliant Blue G 250

Luziferase-Reagenz (135ml)
200 mM Tricin

1,07 mM (MgCQ3)4Mg(OH),*5H0
2,67 mM MgSO,4
33,3 mM DTT

30 mg Coenzym A
472 uM D-Luziferin
0, 53 mM ATP



Entfarbel6sung
30% (v/v) Methanol
1% (viv) Ameisensaure

2XHEBS (sterilfiltriert)

280 mM NaCl
50 mM HEPES
1,5 mM Na,HPO4

pH 7,12 mit NaOH einstellen

Ponceau-Rot-Ldsung
0,1% (w/v) Ponceau S
5% (v/v) Essigsaure

Puffer | fir fraktionierte Lyse

20 mM HEPES (pH 8,0)
10 mM KCI

1mM MgCl,

0,1% (v/iv) TritonX-100
20% (wiv) Glycerol

50 mM NaF

1uM Microcystin

1 mM NazVO4

1x Proteaseinhibitormix

Puffer 1l fur fraktionierte Lyse

20 mM HEPES (pH 8,0)
2mM EDTA

400 mM NacCl

0,1% (v/v) TritonX-100
20% (wiv) Glycerol

50 mM NaF

1uM Microcystin

1 mM NazVO4

1x Proteaseinhibitormix

Puffer 1l fir fraktionierte Lyse
20 mM Tris (pH 7,5)
2 mM EDTA

20

PBS
137 mM NaCl (pH 7,4)
2,7mM KCI

8 mM NazHPO4 X2 HzO

1,8 mM KH2PO4
pH7,4 einstellen mit HCI

Trenngelpuffer
1M Tris
pH 8,8 einstellen mit HCI

Sammelgelpuffer
1M Tris
pH 6,8 einstellen mit HCI

1x Semi Dry Blotpuffer

25 mM Tris
192 mM Glycin
20% (v/) Methanol

1xSpeziallysepuffer

30 mM  Natriumpyrophosphat

50 mM NacCl

1% (viv) Triton X-100
2mM NazVO4

50 mM NaF

20mM B-Glycerophosphat
10 mM Tris

pH 7,05 einstellen mit HCI
1 pg/mi Pepstatin

10 pg/ml Leupeptin

1 mM PMSF

1uM Microcystin
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150 mM NacCl B-Gal-Lysepuffer

1% (w/v) SDS 8,5 mM KH2PO4
1% (viv) NP-40 106 mM KoHPO4

50 mM NaF pH 7,8 einstellen mit HCI
1uM Microcystin 1 pg/mi Pepstatin
1mM NazVO4 10 pg/mi Leupeptin
1x Proteaseinhibitormix 1mM PMSF
TAE-Puffer TBS-Puffer

40 mM Tris 10 mM Tris
0,11% (v/v) Essigsaure 150 mM NacCl
1mM EDTA pH 7,4 einstellen mit HCI

TBST-Puffer
TBS-Puffer mit 0,05% (v/v) Tween 20

2.5 Medien

DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium), PAA Laboratories

- mit folgenden Zusatzen fur HeLa, KB, U251, G55, HelLa Fucci Zellen:

10% (v/v) FKS, 100 pg/ml Streptomycin, 100 U/ml Penicillin, 2 mM L-Glutamin

- mit folgenden Zusatzen fur MRC5:

10% (v/v) FKS, 100 pg/ml Streptomycin, 100 U/ml Penicillin, 2 mM L-Glutamin,
1 mM Natriumpyruvat, 1x nichtessentielle Aminosauren

- mit folgenden Zusatzen fur HelLa rtTA:

10% (v/v) tetracyclinefreies FKS, 100 pg/ml Streptomycin, 100 U/ml Penicillin, 2
mM L-Glutamin

LB-Medium
10 g BactoTrypton, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl mit ddH,O auf 1l auffillen und
autoklavieren

LB-Platten
18,5 g Standard I-Nahragar (Merck) mit ddH,O auf 0,51 auffillen und
autoklavieren
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2.6 Kits, gebrauchsfertige Reagenzien und Materialien

Agilent RNA 6000 Nano/Pico Kit
dNTP Set

Dialyse Schlauch

DuoSet ELISA Human IL-8

ECL-Filme (Fuji X-ray Film SUPER RX)
ECL Western blotting detection reagent
Filterpapier

Gateway LR Clonase Il Enzym Mix

Hank's BSS

Immobilion Western Chemiluminescent HRP-
Substrate

Luminescent B-Galactosidase Detection Kit Il
RNeasy Mini Kit

NucleoSpin® Gel and PCR Clean-Up
NucleoBond® PC500 (Maxi Prep Kit)
NucleoSpin® RNA Il Kit

NucleoSpin® Plasmid

PENTR/D-TOPO Cloning Kit

Optical 96-Well Fast Thermal Cycling Plates
Protein A-Sepharose

Protein G-Sepharose

PVDF-Membran

Random Hexamer Primer 100uM
Roti®-Quant Bradford-Kit

TagMan® PreAmp Cells-to-CT™ Kit
TagMan® Fast Universal PCR Master Mix
Fast SYBR® Green PCR Master Mix
Vivaspin 2 ml Concentrator RC, 10000
MWCO

y-2P-ATP

Glutathione Sepharose 4B
Zellkulturmaterial

96-Well F96 MicroWellTM Platten

Duolink® Starter Kit

Agilent Technologies

New England Biolab,
Fermentas

Spectrapor MWCO 6000-
8000

R&D Systems

Fujifilm

GE Healthcare

Whatman

Invitrogen

PAA

Millipore

Clontech

Qiagen

Macherey & Nagel
Macherey & Nagel
Macherey & Nagel
Macherey & Nagel
Invitrogen

Applied Biosystems
GE Healthcare

GE Healthcare
Roth

Fermentas

Roth

Applied Biosystems
Applied Biosystems
Applied Biosystems
Vivascience

Perkin Elmer

GE Healthcare

Greiner Bio-One
Thermo Scientific, Nunc
Sigma Aldrich



23

2.7 Enzyme und Inhibitoren

Xho | (10U/pl)

Nhe | (10U/ul)

Bgl Il (20U/ul)

Hindlll (10U/ul)

Dpnl (20U/ul)

Notl (10U/ul)

Pfu-Polymerase (2,5U/ul)

Proteinase K (600-1000U/ml)

RNase A (10mg/ml)

Fast Digest Sall (10U/pl)

Fast Digest Kpnl (10U/ul)

T4 DNA Ligase (200CEU/ul)

T4 Polynukleotid Kinase (PNK; 10U/pl)
MMLV Reverse Transkriptase (200U/ml)
Calf Intestinal Alkaline Phosphatase
(CIAP; 1U/ul)

PD332991
5Z-7-Oxozeaenol
SB203580

2.8 Standards

DNA-Standard:
GeneRuler DNA Ladder Mix, Fermentas

Protein-Standard:

Fermentas (# ER0691)
Fermentas (# ER0971)
Fermentas (# ER0081)
Fermentas (# ER0501)
Fermentas (# ER1701)
Fermentas (# ER0591)
Fermentas (# EP0501)
Fermentas (# EO0491)
Fermentas (# EN0531)
Fermentas (# FD0644)
Fermentas (# FD0524)
Fermentas (# ELO014)
Fermentas (# EKO031)
Fermentas (# EP0352)
Fermentas (# EF0654)

Selleck (# S1116)
Tocris (# 66018-38-0)

Calbiochem (CAS152121-47-6)

PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Fermentas

2.9 Plasmide, Primer und TagMan-Assays on Demand

Folgende bereits vorhandene Plasmide wurden in dieser Arbeit eingesetzt:

pCR-Blunt Il TOPO Invitrogen

pCS3MT Dr. P. Holland, London, England
pCDNA3.1 Invitrogen

pSV-B-Gal Promega

pBSPACAP PD Dr. Nourbakhsh, Hannover
PENTR/D TOPO Invitrogen



24

pEGFP-C1 Clontech

pGBT9-GW DKFZ, Heidelberg
pSuper.Puro (pSP) AG Kracht

pBI-EGFP Prof. Dr. Schmitz, Giel3en
pCDNA3-CDK6-wt Pierre Roger, Niederlande
pCDNA3-CDK6-S178P Pierre Roger, Niederlande
Xpress-CyclinD3 Pierre Roger, Niederlande
pCl-Neo-HA-CDKG6 Philip Kaldis
pCl-Neo-HA-CDK6T177A Philip Kaldis

pEGFP-p65 AG Kracht
pCDNA3.-HA-TRIP6 Olivier Kassel
pSuper.Puro-shCDK4 AG Kracht
pSuper.Puro-shCDK6 AG Kracht
pEBB-HA-p65wt Prof. Dr. Schmitz, Giel3en
PCDNA3-T7 His(6)p18INK4c Michael Naumann
PCDNA3-T7 His(6)p19INK4d Michael Naumann

Folgende shRNA Plasmide wurden von Sigma bezogen:

shCDK7 (TRCN0000230910, NM_001799.3-464s21cl)
CCGGGAAACTGATCTAGAGGTTATACTCGAGTATAACCTCTAGATCAGTTTCTTTTTG
shCyclin D1 #1 (TRCN0000288598, NM_053056.2-728s21c1)
CCGGGAACAAACAGATCATCCGCAACTCGAGTTGCGGATGATCTGTTTGTTCTTTTTG
shCyclin D1 #2 (TRCN0000295873, NM_053056.2-778s21cl)
CCGGCCACAGATGTGAAGTTCATTTCTCGAGAAATGAACTTCACATCTGTGGTTTTTG
shCyclin D1 #3 (TRCN0000295874, NM_053056.2-871s21cl)
CCGGACAACTTCCTGTCCTACTACCCTCGAGGGTAGTAGGACAGGAAGTTGTTTTTTG
shCyclin D1 #4 (TRCNO0000295875, NM_053056.2-904s21c1)
CCGGTCCTCTCCAGAGTGATCAAGTCTCGAGACTTGATCACTCTGGAGAGGATTTTTG
shCyclin D1 #5 (TRCNO0000295876, NM_053056.2-1440s21c1)
CCGGTGTTGTAAGAATAGGCATTAACTCGAGTTAATGCCTATTCTTACAACATTTTTG
shCyclin D3 #1 (TRCNO0000003826, NM_001760.x-1003s1c1)
CCGGCAGACCAGCACTCCTACAGATCTCGAGATCTGTAGGAGTGCTGGTCTGTTTTT
shCyclin D3 #2 (TRCNO0000003827, NM_001760.x-379s1c1)
CCGGCGCTGTGAGGAGGAAGTCTTCCTCGAGGAAGACTTCCTCCTCACAGCGTTTTT
shCyclin D3 #3 (TRCNO0000003828, NM_001760.x-634s1c1)
CCGGGCACATGATTTCCTGGCCTTCCTCGAGGAAGGCCAGGAAATCATGTGCTTTTT
shCyclin D3 #4 (TRCNO0000003829, NM_001760.x-1007s1c1)
CCGGCCAGCACTCCTACAGATGTCACTCGAGTGACATCTGTAGGAGTGCTGGTTTTT
shCyclin D3 #5 (TRCNO0000003830, NM_001760.x-1434s1cl)
CCGGCTAGGGTTATTGCATTTGGATCTCGAGATCCAAATGCAATAACCCTAGTTTTT



25

Im Rahmen dieser Arbeit generierte Plasmide:

pBI-EGFP-CDKG6-wt

pBI-EGFP-CDK6-S178P

pGBT9-GW-CDK6S178P

PEGFP-CCNI

pCIl-HA-CDK6-shresistent

pCIl-HA-CDKG6 T177A-shresistent

pCIl-HA-CDK6 K43R-shresistent

pSP-shTRIP6 E/F

pPCDNA3.1-HA-TRIP6-S142/147A (TRIP6 SS/AA)
pPCDNA3.1-HA-TRIP6-S135/142/147/153/156A (TRIP6 SSSSS/AAAAA)

Tabelle 2: Sequenzierprimer

Name Sequenz 5’-3’

CMV-fw CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG
CMV-re AGAAGGACACCTAGTCAGAC
EGFP-C1-fw GAAGCGCGATCACATGGTC
EGFPC1-re AACCATTATAAGCTGCAATAAAC
pGEX3-fw CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG
pGEX5-re GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG
pSuper.puro_1953 F GTGTCACTAGGCGGGAACAC
TRIP6-re TGCTCAGCAAGTCTATCTCG
CDKG6-fw TGCCCGCATCTATAGTTTCC
CDK®6-re GTCCTTCTCCATGGTGAAGG
pBI-EGFP-se ATCCTCTAGTCAGCTGTCCG
pBI-EGFP-as GATACAAGGGACATCTTCCC

Die Primer wurden entweder direkt bei LGC Genomics synthetisiert oder von
MWG synthetisiert und fur die Sequenzierung mitgeschickt.

Tabelle 3: Primer fur Klonierungen

Name Sequenz
CDK6-se GATCGCTCGAGCAAGCTTACCATGGAGAAGG
CDK6-as TCGATCGCTAGCATCCCTAGGCTGTATTCAGC
sh-TRIP6-E GATCCCCTGAGAATTGTTGCTCTGGAttcaagagaTCCAGA
GCAACAATTCTCATTTTTGGAAA
sh-TRIP6-F AGCTTTTCCAAAAATGAGAATTGTTGCTCTGGAtctcttgaaT

CCAGAGCAACAATTCTCAGGG

SDM-153-156-A-se | CTCCCTATGGGGGCCCCGCTCCAGCCGCTTACACTACC
GCCAGCACCC

SDM-153-156-A-as | GGGTGCTGGCGGTAGTGTAAGCGGCTGGAGCGGGGCC
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CCCATAGGGAG
SDM-135-A-se CCTACCGCACGGGCGCCCTGAAGCCAAATC
SDM-135-A-as GATTTGGCTTCAGGGCGCCCGTGCGGTAGG

SDM-142-147-A-se

CCCTGAAGCCAAATCCAGCCGCGCCGCTCCCAGCGGLCT
CCCTATGGGGGCCCC

SDM-142-147-A-as

GGGGCCCCCATAGGGAGCCGCTGGGAGCGGCGCGGCT

GGATTTGGCTTCAGGG

CDK6K43R-as CACCCGCACGCGCCTCAACGCCACGAAAC

CDK6K43R-se GTTTCGTGGCGTTGAGGCGCGTGCGGGTG

shRNA-resistent- CCGTGGATCTCTGGAGTGTTGGCTGCATATTTGCGAGAT

CDKG6-se GTTCCGAAGGAAGCCTCTTTTTCGTGGAAGTTCAG
shRNA-resistent- CTGAACTTCCACGAAAAAGAGGCTTCCTTCGGAACATCT
CDKe6-as CGGCAAATATGCAGCCAACACTCCAGAGATCCACGG

PENTR-CDKG6-se CACCATGGAGAAGGACGG

PENTR-CDKG6-as CTAGGCTGTATTCAGCTCCGAG

CCNI-pEGFP-se GATCGCCTCGAGCAAAGTTTCCAGGGCCTTTG

CCNI-pEGFP-as GATCGCGGTACCTTCCTTCTACAGCCTTTCCTG

Tabelle 4: ChIP-Primer fiur Real-Time-PCR

Gen Primer se Primer as

IL8 Promotor aagaaaactttcgtcatactccg tggctttttatatcatcaccctac

IL8 upstream | atcatgggtcctcagaggtcagac ggtgggagggaggtgttatctaatg

Tabelle 5: TagMan-Assays on Demand, Applied Biosystems

Name Accession Number Assay ID

hACTB NM_001101.3 Hs99999903 _ml
hGUSB NM_000181.3 Hs99999908 ml
hiL8 NM_000584.3 Hs00174103 _m1l
hiL6 NM_000600.3 Hs00174131 ml
hCCND1 NM_053056.2 Hs00277039_ml
hCXCL3 NM_002090.2 Hs00171061 ml
hCCL20 NM_004591.2 Hs00171125 ml
hNFKBIA NM_020529.2 Hs00153283_ml
hCDK6 NM_001145306.1NM_001259.6 Hs01026372_ml
hTRIP6 NM_003302.2 Hs00377979_ml
hCDK4 NM_000075.3 Hs01565683 g1

Custom TagMan-Assay: hAG1 (Geminin): se GCACCGCCACCAGCAA
as GTGCCGTCGAACCTGATGT

2.10 Antikorper und rekombinante Proteine

Primérantikdrper
e anti-B-Aktin (JLA20, Calbiochem), 1:10000 in TBS-T, 5% Milch



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001101.3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_000181.3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_000584.3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_000600.3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_053056.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_002090.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_004591.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_020529.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001145306.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001145306.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_003302.2
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e anti-Tubulin (sc-8035, Santa Cruz), 1:1000 in TBS-T, 5% Milch

e anti-GFP (Roche; 11814460001), 1:000 in TBS-T, 5% Milch

eanti-T7 (Novagen; 69522-3), 1:0000 in TBS-T, 5% BSA

eanti-lkBa (9242, Cell Signaling), 1:1000 in TBS-T

e anti-cFOS (sc-7202, Santa Cruz), 1:000 in TBS-T, 5% BSA

e anti-NFkB p65 (sc-372, C-20; sc-8008,F-6, Santa Cruz),1:1000 in TBS-T, 5%
Milch

e anti-phospho-NFkB p65 Ser536 (3033, 3031, Cell Signaling, 1:1000 in TBS-T,
5% BSA

e anti-Cyclin D3 (2936 Cell Signaling),1:2000 in TBS-T, 5% Milch

e anti-Cyclin D1 (sc-718, M20 Santa Cruz), 1:1000 in TBS-T, 5% BSA

e anti-CDKG6 (sc-177, C21; DCS-90; sc-56282, Santa Cruz; ab54576 Abcam),
1:10000 (sc-177) bzw. 1:1000 (DCS-90) in TBS-T, 5% BSA

e anti-CDK4 (sc-260, C22 Santa Cruz), 1:1000 in TBS-T, 5% BSA

e anti-TRIP6 (A300-335A Bethyl; H-95, sc-292303; G-5, sc-376550 Santa Cruz;

ab12329 Abcam), 1:4000 in TBS-T, 5% BSA

e anti-CDK7 (sc-7344, C4; sc-529, C19 Santa Cruz), 1:1000 in TBS-T, 5% Milch

e anti-Maus-1gG (sc-2025 Santa Cruz)

e anti-Kaninchen-1gG (sc-2027 Santa Cruz; 2729 Cell Signaling)

e anti-Histon H3 (9718 Cell Signaling), 1:1000 in TBS-T, 5% Milch

e anti-Pol Il (07-352 Millipore)

e anti-phospho Pol 1l S2 (ab5095 Abcam), 1:000 in TBS-T, 5% Milch

e anti-p38 (SAK7) (Rzeczkowski et al. 2011), 1:000 in TBS-T, 5% BSA

e anti-phospho-p38 T180/Y182 (36-8500 Zymed), 1:000 in TBS-T, 5% BSA

eanti-TAK1 (4505 Cell Signaling),1:000 in TBS-T, 5% BSA

e anti-phospho-TAK1 T187 (4536 Cell Signaling),1:500 in TBS-T, 5% BSA

eanti-cJun (sc-1694, H-79 Santa Cruz),1:000 in TBS-T, 5% BSA

e anti-phospho-cJun Ser63 (9261 Cell Signaling),1:000 in TBS-T, 5% BSA

eanti-HSP27(G31, 2402S Cell Signaling), 1:000 in TBS-T, 5% Milch

e anti-phospho-HSP27 Ser82 (2406 Cell Signaling), 1:000 in TBS-T, 5% Milch

Sekundarantikdrper

a-Kaninchen 1gG-POD (aus Esel), Dako

a-Maus IgG-POD (aus Schaf), Dako

a-Maus 1gG-Cy3-Antikorper (aus Esel), Millipore

a-Kaninchen 1gG-Cy3-Antikorper (aus Esel), Chemicon International
a-Maus IgG (ganzes Molekul)-FITC-Antikorper (aus Ziege), Sigma
a-Kaninchen IgG (ganzes Molekul)-FITC-Antikdrper (aus Ziege), Sigma
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a-Maus IgG TrueBlot, a-Kaninchen IgG TrueBlot, Bioscience

Rekombinante Proteine

humanes, rekombinantes IL-1a Prof. Dr. Saklatvala, London, England
humanes, rekombinantes TNFa R&D Systems oder Hoelzel

humanes, rekombinantes GST-TRIP6  Fang-Tsyr Lin

humanes, rekombinantes GST-RB773.928 Péivi Ojala

humanes, rekombinantes GST-CDK6  Yue Xiong

humanes, rekombinantes GST AG Kracht

2.11 Bakterienstdmme

E. coli-Stamm TOP10 (Invitrogen)
Genotyp: FmcrAA(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74 recAl deoR
araD139 A(ara-leu)7697galU galK rpsL (Str) endAl nupG

E. coli-Stamm XL1-Blue (Invitrogen)
Genotyp: F' Tn10(Tet") proA +B + lacl%(lacZ)M15l recAl gyrA96 (Nal’) tbi-
1bsdR17 (r'y m) ginv44 relAl lac

E. coli-Stamm BL21-Al (Invitrogen)
Genotyp:F- ompT hsdSB (rB-mB-) gal dcm araB:: T7RNAP-tetA

E.coli-Stamm One Shot® ccdB Survivalm 2 T1R (Invitrogen)
Genotyp: F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74 recAl
araA139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endAl nupG fhuA::1S2

Verwendete Antibiotika:
Ampicillin (100 pg/ml), Kanamycin (50 pg/ml), Doxycyclin (2 pg/ml), Puromycin
(1 ug/mi)

2.12 Zelllinien

HeLa: humane, epitheloide Zervixkarzinomzellen (von ATCC)

KB: orale epidermale Karzinomzellen (Ziesche et al. 2013)

MRCS5: humane primare Lungenfibroblasten (von ATCC)

U251: humane neuronale Glioblastomzelllinie (Astrocytom) (von ATCC)
G55: humane Glioblastomazelllinie (Westphal et al. 1994)
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HelLa Fucci Zellen: Hela Zelllinie stabil transfiziert mit rot- und grin-
fluoreszierenden  Zellzyklus-Markergenen  (mKO2-hCdt1(30/120), mAG-
hGeminin (1/110)) (von A. Miyawaki; Sakaue-Sawano et al. 2008)

HelLa rtTA: transgene HelLa-Zelllinie, stabil transfiziert mit dem pTet-On-
Regulatorplasmid, welches den reversen Tetrazyklin-kontrollierten
Transaktivator kodiert (von Clontech)
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3. Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden
3.1.1 Isolierung von Nukleinsauren

Isolierung von Plasmid-DNA (Mini- und Maxipréparation)

Zur Isolierung von Plasmid-DNA in kleinerem Mal3stab (Minipraparation) oder in
groRerem Mal3stab (Maxipraparation) wurde das entsprechende Kit der Firma
Macherey & Nagel nach Herstellerangaben verwendet. Dabei wurden die
transformierten Bakterien zunachst in 4 ml (Minipraparation) bzw. 150 ml
(Maxipraparation) LB-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum fur 6-8 h
bzw. Gber Nacht im Schuttelinkubator bei 37°C kultiviert. Nach Pelletierung
durch Zentrifugation wurde die Bakterienkultur in Resuspensionspuffer
aufgenommen und nach Herstellerangaben weiter verarbeitet. Je nach
gewinschter Konzentration wurde die DNA bei der Mini-Pré&paration mit 30-50
pl ddH,O und bei der Maxi-Praparation mit 200 pl ddH,O eluiert. Bis zur
weiteren Verwendung wurde die DNA bei -20°C gelagert.

Isolierung von RNA

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus humanen Zelllinien erfolgte nach
Herstellerangaben mit dem NucleoSpin® RNA Il Kit von Macherey & Nagel oder
dem RNeasy Mini-Kit von Qiagen. Die Zellen wurden je nach Menge in
verschiedenen Volumina an Lysepuffer aufgenommen und mit Hilfe einer
Filtersaule homogenisiert. Nach der Bindung an eine Silikamembran und
mehreren Waschschritten wurde die RNA in 30-60 pl RNase-freiem Wasser
eluiert und die RNA Konzentrations mittels NanoDrop gemessen.

3.1.2 PCR (Polymerasekettenreation) zur Amplifizierung von DNA-
Fragmenten

Die Annealingtemperatur wurde an das jeweilige Primerpaar angepasst. Die
PCR-Reaktion wurde im folgenden Standardansatz durchgefihrt:

50-100 ng Template

1x 10x Puffer (ohne MgSOQO.,)
0,5 mM Primer sense

0,5 mM Primer antisense

0,2 mmol/L pro Nukleotid dNTP-Mix



2mM
5% (v/v)
25U
ad 25 ul

IWng
DMSO

Pfu-Polymerase

Wasser

Folgendes Temperaturprofil wurde verwendet:

Tabelle 6: Generelles Temperaturprofil der PCRs

Temperatur Zeit Zyklen
initiale Denaturierung 95°C 1min 1
Denaturierung 95°C 1min
Anlagerung der Primer 54-70°C 1min 35
Elongation 72°C 0,5min/kb (Pfu)
finale Elongation 72°C 12min 1

3.1.3 Reverse Transkriptase PCR (RT-PCR)

Bei einer RT-PCR wird RNA mit Hilfe einer Reversen Transkriptase in

komplementdre DNA (cDNA) umgeschrieben.

Fir das Umschreiben der

gesamten RNA und der Amplifikation der cDNA wurde ein Gemisch aus
Random-Hexamer-Primern und der MMLV (Moloney-Maus-Leukamie-Virus)
Reversen Transkriptase verwendet.
Ein 20 pl RT-PCR-Ansatz setzte sich folgendermal3en zusammen:

14,5 pl 1 pg RNA in RNAse-freiem H,O
4 ul S5XRT-Puffer

0,5 ul Random Hexamer Primer

0,5 ul dNTPs (10 mM)

0,5 ul MMLV Reverse Transkriptase

Die Reverse Transkription

Temperaturprofil durchgefuhrt:

Tabelle 7: RT-PCR Temperaturprofil

wurde

im  Thermocycler mit

Temperatur Zeit (min)
(¢C)
23 10
37 60
95 5
4 )

folgendem

Die cDNA-Proben wurden direkt bei der Real Time RT-PCR eingesetzt oder bis
zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.
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3.1.4 Real Time RT-PCR

Die Real Time RT-PCR ermobglicht eine quantitative Echtzeitanalyse der PCR
durch Messung von Fluoreszenzsignalen. Die Firma Applied Biosystems bietet
fur die exakte Detektion und Quantifizierung sogenannte TagMan-Assays on
Demand an, die aus herkdmmlichen PCR-Reagenzien und einer TagMan-
Sonde bestehen. Diese Sonde tragt am 5'-Ende einen Reporterfarbstoff FAM
(Carboxyfluorescein)  und am  3-Ende den  Quencher TAMRA
(Tetramethylrhodamin). Die Sonde bindet spezifisch wahrend der PCR an eine
komplementare Sequenz des Matrizenstranges. Aufgrund der rdumlichen Néhe
zwischen Reporter und Quencher wird die lichtinduzierte Fluoreszenz des
Reporters durch einen Fluoreszenzenergietransfer (FRET) auf den Quencher
Ubertragen und kann deshalb nicht gemessen werden. Wéahrend der Synthese
des komplementaren DNA-Stranges trifft die DNA-Polymerase auf die Sonde
und verdaut diese. Dadurch wird die rAumliche N&he zwischen Reporter und
Quencher unterbrochen, wodurch das Quenching aufgehoben wird und die
Fluoreszenz des Reporters detektiert werden kann. Die gemessene
Fluoreszenz ist dabei direkt abhangig von der Menge an amplifizierter DNA und
kann deshalb zur Ermittlung der Ausgangsmenge verwendet werden.
Gemessen wurden die Real Time RT-PCR-Daten mit dem ABI PRISM 7500
Sequence Detection System.

Ein 20 pl Real Time RT-PCR Ansatz hatte folgende Zusammensetzung:

10 Wi TagMan FAST 2xUniversal PCR Master Mix
7,5 ul  Nuklease-freies H,O

0,5yl TagMan Assays on Demand

2 ul cDNA

Tabelle 8: Real Time RT-PCR Temperaturprofil

Temperatur Zeit Zyklen
initiale Denaturierung 95°C 20sek 1
Denaturierung 95°C 3sek
Annealing/Elongation 60°C 30sek 40

Die eingesetzten cDNA-Proben wurden im 96-well-Format als Doppelwerte
pipettiert. Die Auswertung der Daten erfolgte als relative Quantifizierung nach
der AACt-Methode, bei der die Expression des zu untersuchenden Gens auf ein
nicht reguliertes Haushaltsgen (housekeeping gene, B-actin, B-Glucoronidase
und Geminin) normalisiert wird. Anschliel3end wurden die behandelten Proben
auf eine unbehandelte Probe bezogen.

Eine weitere Mdglichkeit der quantitativen Echtzeitanalyse der PCR beruht auf
dem Cyanin-Farbstoff SYBR Green. Dieser Fluoreszenzfarbstoff bindet an
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doppelstrangige DNA. Dabei korreliert die Zunahme doppelstrangiger-DNA mit
der Zunahme der Fluoreszenz von Zyklus zu Zyklus. Da SYBR Green an jede
doppelstrangige  DNA  bindet, wird am Ende der PCR eine
Schmelzkurvenanalyse durchgefuhrt, um die Amplifikation unspezifischer DNA-
Fragmente auszuschliel3en.

Die ChIP-Experimente (siehe 3.1.14) beruhen auf der SYBR Green Real Time
RT-PCR. Ein 20 pl Ansatz hatte folgende Zusammensetzung:

2 ul ChIP-bzw. Input-DNA (1:10)

10 pl Fast Sybr Green Mastermix (2x)
0,25 uM Primer se

0,25 uM Primer as

Das PCR-Programm ist in Tab.8 aufgefiihrt. Mit den gemessenen ct-Werten
wurde mit folgender Formel berechnet, wie viel DNA des eingesetzten Inputs
die einzelnen Proben aufweisen: %-Input=2 "¢t Probe-Ctinpuy

3.1.5 Klonierung verschiedener Vektoren

Fur die Generierung der unter 2.9 aufgefuhrten Vektoren wurde das zu
klonierende Fragment mittels PCR spezifisch amplifiziert. Die verwendeten
Primer enthielten dabei Anh&nge mit spezifischen Erkennungssequenzen der
jeweils verwendeten Restriktionsenzyme. Das PCR-Produkt wurde
anschlielRend mit dem NucleoSpin® Gel and PCR Clean-Up Kit von Macherey
& Nagel nach Herstellerangaben aufgereinigt und in 20 pl Elutionspuffer eluiert.
Das komplette Eluat wurde mit 2 pl der jeweiligen Fast-Digest-Enzyme und 2,5
pl 10x-Fast-Digest-Puffer versetzt und 2 h bei 37°C im Heizblock inkubiert.
Anschliel3end wurde der Verdau gestoppt und 10 min bei 80°C inaktiviert.

Zeitgleich wurde der entsprechende Zielvektor vorbereitet. Zu 4 pg Vektor-DNA
wurden je 1 pl der Enzyme und 2 pl 10x-Fast-Digest-Puffer gegeben, auf 20 pl
mit Bidest aufgeflllt und 2 h bei 37°C inkubiert. Um eine Re-Ligation des
Vektors zu vermeiden, wurde dieser mit 1 pl Calf Intestinal Alkaline
Phosphatase (CIAP) und 2 pl 10x-CIAP-Puffer dephosphoryliert und 1 h bei
37°C inkubiert. Zum Abstoppen der Reaktion wurde 20 min bei 80°C inkubiert.
Sowohl Vektor als auch Amplifikat wurden danach mit entsprechenden Mengen
6x-Gel-Loading-Dye vermischt, auf ein 0,8%iges EtBr-freies Agarosegel
aufgetragen und bei 100V aufgetrennt. Das Gel wurde ca. 15 min mit einer
0,02%igen Methylenblauldsung (in Bidest) unter Schitteln gefarbt und
anschlielRend mit Bidest entfarbt bis die Banden deutlich sichtbar waren. Diese
wurden dann mit einem Skalpell aus dem Gel geschnitten und jeweils mit dem
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NucleoSpin®Gel and PCR Clean-Up Kit nach Herstellerangaben aufgereinigt
und in 30 pl eluiert. Mit dem Nanodrop-Photometer konnte die Konzentration
bestimmt werden. Fir die Ligation wurden Vektor und Amplifikat im molaren
Verhaltnis 1 zu 3 in 10 pl Gesamtvolumen gemischt. Folgender Ansatz wurde
fur die Ligation verwendet:

10 yl  Vektor:Insert 1:3
2 ul 10x-Ligasepuffer
1 10mM ATP

1l T4-DNA-Ligase
Ad 20 pl ddH20

Als Kontrollansatz diente eine Ligation, die Wasser anstatt des Inserts enthielt.
Die Ansatze wurden 15 min bei RT inkubiert. Je 2 ul des Ligationsansatzes
wurden fur eine Transformation in TOP10 verwendet (siehe 3.1.10). Am
nachsten Tag wurden 5-10 Klone gepickt, um je 4 ml LB-Medium (mit
entsprechendem Antibiotikum) anzuimpfen und fur 6-8 h bei 37°C schiittelnd zu
inkubieren. Die Kulturen wurden aufgereinigt (siehe 3.1.1) und die DNA bei -
20°C gelagert. Am nachsten Tag wurde je 1 pg DNA pro Plasmid in einen
Kontrollverdau eingesetzt und auf Vorhandensein des Inserts in einem 1%igen
Agarosegel Uberprift. Die positiven Klone  wurden anschlieend zum
Sequenzieren versendet (siehe 3.1.13).

3.1.6 Klonierung von shRNA

Fur die Generierung vom pSuper-Puro-shTRIP6 Plasmide wurde die in Tabelle
3 aufgefihrte shRNA in den mit Bglll/Hindlll geschnittenen Vektor kloniert. Zum
Annealen der Oligos wurden je 1 pl Stocklésung der Oligos (forward+reverse)
mit 48 pl Annealingpuffer (T4 PNK Puffer A) gemischt und erst fir 4 min bei
95°C, dann 10 min bei 70°C erhitzt und anschlieend langsam abgekunhlt. Die
Oligos wurden entweder sofort genutzt oder bei -20°C gelagert. Fur die
Phosphorylierung der Oligos wurde folgender Ansatz verwendet:

2 ul Oligos

1 T4 PNK Puffer A

1 1mM ATP

1l T4 Polynukleotidkinase (PNK)
Sul ddH,0O
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Die Ansatze wurden 30 min bei 37°C inkubiert und anschlieend 10 min bei
70°C inaktiviert. Der mittels Bglll/Hindlll linearisierte und dephosphorylierte
Vektor wurde mit dem NucleoSpin®Gel and PCR Clean-Up Kit (Macherey &
Nagel) aufgereinigt. Fir die Ligation des Vektors mit den Oligos wurde
folgender Ansatz verwendet:

2 ul phosphorylierte Oligos

3 ul pSuper-Puro verdaut mit Bglll und Hindlll
1l T4 Ligase

1l Ligasepuffer

ad 10 pl ddH0O

Der Ansatz wurde fir eine Stunde bei RT oder tber Nacht bei 4°C inkubiert. Als
Negativkontrolle diente ein Ansatz mit Wasser anstatt der dsOligos. Um die
Anzahl negativer Klone zu reduzieren wurde 1 pl Bglll hinzugeftgt und 30 min
bei 37°C inkubiert. Der komplette Ligationsansatz wurde fir eine
Transformation in TOP10-Zellen verwendet. Am nachsten Tag wurden
Minipraparationen mit Klonen von der Agarplatte angeimpft und ein
Kontrollverdau mit EcoRI und Hindlll durchgefiihrt. Positive Klone zeigen ein
285bp grofies Fragment, leere Vektoren weisen ein Fragment von 221bp auf.
Die positiven Klone wurden zum Sequenzieren versendet (siehe 3.1.13).

3.1.7 Mutagenese

Zur Herstellung von Punkt- oder Deletionsmutanten wurden Primer generiert,
welche die Mutation enthalten und in einer PCR mit der zumutierenden DNA
eingesetzt. Die methylierte Matrizen-DNA (DNA aus Bakterien wird in den
meisten Stdmmen methyliert) wurde selektiv durch einen Dpnl-Verdau
abgebaut. Anschlielend wurde die neu synthetisierte unmethylierte DNA, die
nun die Mutation enthalt, in Bakterien transformiert (siehe 3.1.10).

Eine Mutagenese-PCR hatte folgenden Ansatz:

50 ng Template

1x 10x Pfu-Puffer (mit MgSO,)
125 ng Primer sense

125 ng Primer antisense

0,2 mmol/l pro Nukleotid  dNTP-Mix
25U Pfu-Polymerase
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Folgendes PCR-Programm wurde verwendet:
Tabelle 9: Mutagenese-PCR Temperaturprofil

Temperatur Zeit Zyklen
Initiale Denaturierung 95°C 30sek 1
Denaturierung 95°C 30sek
Annealing 55°C 1min 16
Elongation 68°C 2min/kb (Pfu)

Positive Klone wurden mittels Sequenzierung nachgewiesen.

3.1.8 Klonierung mit der Gateway®-Rekombinations-Strategie

Im Gegensatz zur klassischen Klonierung ermdglicht die Gateway®-Methode
eine schnelle Klonierung von Genen unabhangig von Restriktionsschnittstellen.
Die Gateway®-Klonierung nutzt das naturlich vorkommende
Rekombinationssystem des Bakteriophagen A. Nach der Infektion wird das
Phagenchromoson in das Bakteriengenom integriert und von "attachemt” (att)-
Bereichen flankiert. Der Zielvektor enthélt attR1- und attR2-Stellen. Die fur die
Rekombination notwendigen homologen Bereiche attL1 und attL2 befinden sich
im Eingangsvektor (Entry-Vektor). Zuerst wird das zu untersuchende Gen uber
Schnittstellen in den Entry-Vektor kloniert. Durch homologe Rekombination
zwischen attL1 und attL2 des Entry-Vektors mit attR1 und attR2 des Ziel-
Vektors wird ein Expressionsplasmid mit dem Zielgen generiert. Eine gerichtete
Klonierung ist in diesem Fall sicher gestellt, da attL1 nur mit attR1 und attL2 mit
attR2 rekombiniert. Durch die unterschiedlichen Resistenzen von Entry- und
Ziel-Vektor ist die Selektion positiver Klone sehr einfach. Da in der attR-
Kassette das ccdB-Gen integriert ist, welches toxisch wirkt, wachsen nach der
Transformation des Rekombinationsansatzes nur Bakterien, welche ein
Expressionsplasmid enthalten.

Diese Klonierungsmethode wurde in der Arbeit angewendet, um den Vektor fur
den Y2H-Screen herzustellen. Als Entry-Vektor wurde der pENTR"/D-TOPO
und als Ziel-Vektor der eukaryotische Expressionsvektor pGBT9-GW
verwendet. Zunachst wurde das zu klonierende Insert CDK6 S178P mit
spezifischen Primern (siehe 2.9) amplifiziert. Danach wurde der PCR Ansatz mit
dem NucleoSpin® Gel and PCR Clean-Up Kit von Macherey & Nagel
aufgereinigt und die DNA-Konzentration mittels NanoDrop bestimmt. Der
TOPO-Entry-Vektor und das aufgereinigte Insert wurden laut Herstellerangaben
gemischt:
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15 ng/pl pENTR/D-TOPO (2,5kB): 1l
6 ng PCR-Produkt (1kB): 4ul
ad 6 pl H,O

Nach einer Inkubation von 5 min bei Raumtemperatur wurde der Ansatz in One
Shot® Competent E.coli-Zellen transformiert. Positive Klone wurden uber einen
Restriktionsverdau mit Notl bestimmt. Fur den Einbau des Inserts aus dem
Entry-Vektor in den Ziel-Vektor wurde folgende Reaktion durchgefihrt:

1-7 Entry-Vektor (150ng/Reaktion)
1l Ziel-Vektor (150ng/ul)

2 ul LR Clonase Il Enzym Mix

ad 8 ul TE-Puffer (pH 8,0)

Der Reaktionsansatz wurde 1 h bei 25°C inkubiert und anschlieRend durch
Zugabe von 1 pl Proteinase K (2 pg/ul) fir 10 min bei 37°C inaktiviert. 1 pl des
Rekombinationsansatzes wurde fir die Transformation in chemisch kompetente
One Shot® Competent E.coli-Zellen verwendet. Positive Klone wurden mittels
Sequenzierung uberpruft.

3.1.9 Transformation

Zur Transformation wurden die unter 2.11 aufgefuhrten chemisch kompetenten
E.coli Stamme verwendet. Daflr wurden 100 pl kompetente Bakterien auf Eis
aufgetaut und mit 2 pl Ligationsansatz bzw. 10-100 ng Plasmid vermischt und
30 min auf Eis inkubiert. Danach folgte ein Hitzeschock fur 45 sek bei 42°C im
Heizblock und anschlie3end eine Inkubation fir 5 min auf Eis. Zu den Bakterien
wurden dann 700 pl LB-Medium ohne Antibiotikum gegeben und 1 h bei 37°C
schuattelnd inkubiert. Je 20 pl und 200 pl wurden auf LB-Agarplatten mit dem
entsprechenden Antibiotikum ausgestrichen und tber Nacht bei 37°C inkubiert.

3.1.10 Herstellung chemisch kompetenter Bakterien

Zur Herstellung chemisch kompetenter Bakterien wurden 5 ml LB-Medium mit
dem entsprechenden Bakterienstamm angeimpft und Uber Nacht bei 37°C
schittelnd inkubiert. Am néchsten Tag wurde die Kultur in 50-150 ml LB-
Medium verdinnt und bis zu einer ODgy von 0,3-0,5 inkubiert. Die Zellen
wurden pelletiert (4°C, 3000 rpm, 10 min) und in 1/10 Volumen TSS
(transformation and storage solution; 10% Polyethylenglykol 6000, 5% DMSO,
50mM MgSOsx7H,O ad 25 ml LB-Medium) bei 4°C resuspendiert.
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AnschlieBend wurde die Suspension a 100 pl in 1,5 ml Gefa3en aliquotiert, in
flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

3.1.1 Dauerkulturen von Bakterien

Fur die Langzeitaufbewahrung von Bakterienkulturen wurden diese bei -80°C
als Glycerin-Dauerkultur gelagert. Die Kulturen wurden mit 1 Volumen Glycerin
versetzt und in flissigem Stickstoff schockgefroren.

3.1.12 Sequenzierung

Die Sequenzierungen wurden von der Firma LGC Genomics durchgefuhrt. Die
Proben wurden nach Angaben verschickt. Daflr wurden 40 pl mit 100 ng/ul des
entsprechenden  Plasmids geliefert. Falls notwendig, wurde der
Sequenzierprimer dazupipettiert.

3.1.13 Laser-Mikrodissektion und Einzel-Zell-gRT-PCR

Zur gezielten Untersuchung von Einzelzellen mit Hilfe der Laser-Mikrodissektion
(LMD) wurde eine definierte Zellmenge in Willco-Schalen (30 mm Durchmesser
mit einer 2 um Polytehylennaphthalat (PEN)-Membran) ausgesat. Am Ende der
jeweiligen Behandlung wurden die Zellen zweimal mit warmem PBS gewaschen
und unmittelbar danach fir 1 h bei 37°C im Warmeschrank getrocknet. Mit Hilfe
des Leica LMD6000 Systems wurden die Zellen detektiert, mit dem Laser
ausgeschnitten, im Deckel eines 0,2 ml PCR-Gefal3es gesammelt und die
Anzahl der Zellen anschlie3end Uberprtft. Die Zellen wurde dann lysiert und die
mRNA-Expression mit dem TagMan® PreAmp Cells-to-CT™ Kit (ABI) ermittelt.
Hierfir wurde eine adaptierte Version des Kits verwendet. Die Zellen wurden
direkt im Deckel durch Zugabe von 12,5 pl des folgenden Ansatzes lysiert:

13,375 pl Lysepuffer
0,125 ul DNase

Nach grundlichem Vortexen, kurzem Abzentrifugieren und 5 min Inkubation bei
RT wurden 1,25 ul Stopplésung dazugegeben und nochmals kurz gevortext.
Die gewonnenen Lysate wurden bei -80°C gelagert oder direkt auf Eis
weiterverarbeitet. Im nachsten Schritt erfolgte das Umschreiben der mRNA im
Lysat in cDNA. Im Gegensatz zur herkdbmmlichen RT-Reaktion erfolgt diese
ohne vorherige RNA-Isolation.
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Das Komplettvolumen der RT-Reaktion betragt 10 ul, bestehend aus:
5,0 ul  RT-Buffer
0,5yl  20x RT-Enzym Mix

4,5 ul Lysat

Die Reverse Transkription wurde im Thermocycler mit folgendem
Temperaturprofil durchgefuhrt:

Tabelle 10: RT-PCR Cells-to-Ct-Kit

Temperatur Zeit (min)
(¢C)
37 60
95 5
4 )

Im nachsten Schritt wurden genspezifische Primer benutzt, um das RT-Produkt
zu preamplifizieren. Die Primer wurden auch fur die darauffolgende Real Time
RT-PCR verwendet. Fur diesen PCR-Schritt wurden die Assay-On-Demand-
Sonden 1:100 in TE-Puffer verdinnt eingesetzt. Folgende Komponenten
wurden verwendet:

5ul TagMan PreAmp MasterMix
2,5yl gepoolter, 1:100 verdiunnter Sonden-Mix
2,5yl cDNA (obiges RT-Produkt)

Tabelle 11: PreAmp-PCR

Temperatur Zeit Zyklen
95°C 10min 1
95°C 15sek
60°C 4min 15

Die Proben wurden bei -20°C gelagert oder direkt fur eine RealTime RT-PCR
verwendet. Dafur wurden die Preamplifikationsprodukte 1:5 in TE-Puffer
verdinnt.

Ein 20 pl Real Time RT-PCR Ansatz hatte folgende Zusammensetzung:

10 Wi TagMan FAST 2xUniversal PCR Master Mix
5ul Nuklease-freies H,O

1l TagMan Assays on Demand

4 ul 1:5 verd. PreAmp-RT-Produkt
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Die eingesetzten Proben wurden im 96-well-Format als Doppelwerte pipettiert.
Die Messung erfolgte mit dem ABI PRISM 7500 Sequence Detection System
mit den in Tabelle 8 aufgefihrten Parametern. Die Auswertung der Daten
erfolgte als relative Quantifizierung nach der AACt-Methode.

3.1.14 Chromatin-Immunpréazipitation (ChlP)

Um eine Bindung von Proteinen an das Chromatin nachzuweisen, wurden
ChIP-Experimente durchgefuhrt. Die Protein-DNA-Bindung wurde in vivo mit
1% Formaldehyd, welches direkt zum Medium gegeben wurde vernetzt
(crosslinking). Dieser Vorgang wurde nach 10 min Inkubation bei RT mit 0,1 M
Glycin und einer Inkubation fur 5 min gestoppt. Die Zellen wurden geerntet und
fur 5 min bei 3000 rpm (4°C) zentrifugiert, in kaltem PBS mit 1 mM PMSF
gewaschen und nochmals flir 5 min bei 3000 rpm (4°C) zentrifugiert. In 3 ml
ChIP-Lysepuffer wurden die Zellen anschlieRend fur 10 min auf Eis lysiert. Zur
Fragmentierung der DNA wurden die Lysate sonifiziert (28x30sek
Ultraschall/30sek Pause jeweils; Biorupter, Diagenode) und nochmals bei
13200 rpm fiir 15 min (4°C) zentrifugiert. Das Chromatin im Uberstand wurde in
1,5 ml Geféal3e aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.
Fur die Bestimmung der DNA-Konzentration wurden 20 pl Chromatin in 100 pl
TE-Puffer mit 10 pg/ml RNase A verdunnt. Nach einer Inkubation von 30 min
bei 37°C wurden 3,8 pl Proteinase K (20 mg/ml) und 1% SDS hinzugefugt und
fur weitere 2 h bei 37°C mit anschlieender Inkubation bei 65°C Uber Nacht
inkubiert. Die Proben wurden in zweifachem Volumen des NTB Puffers
(Macherey & Nagel) aufgenommen und die DNA wurde mit dem NucleoSpin®
Gel and PCR Clean-Up Kit (Macherey & Nagel) nach Herstellerangaben
aufgereinigt. Nach der DNA-Elution in 50 pul 5 mM Tris (pH8,5) wurde die
Konzentration mittels NanoDrop bestimmt. Fur den folgenden ChIP-Assay
wurden pro Antikdrper 25 pg Chromatin eingesetzt. Fur die Vorreinigung
(Preclearing) des Chromatins wurde dieses mit einer 50%igen LOsung aus
Protein A- und Protein G- Sepharose (30 ul pro Ansatz, in ChIP-Dilutionspuffer
aquilibriert), 1 mg/ml IgG und 900 pl Dilutionspuffer fur 2 h rotierend bei 4°C
inkubiert. Der Ansatz wurde im Anschluss fur 1 min bei 2000 rpm (4°C)
zentrifugiert und der Uberstand in 1,5 ml GefaRe uberfiihrt. Die gewiinschte
Menge an Antikoérper wurde dazugegeben und lUber Nacht bei 4°C rotierend
inkubiert. Am nachsten Tag wurden erneut 30 pl pro Ansatz Protein A/G
Sepharose Beads in ChIP-Dilutionspuffer aquilibriert, zu den Proben gegeben
und erneut fur 2 h bei 4°C rotierend inkubiert. Danach wurden die Beads mit
dem gekoppelten AK-Protein-Gemisch durch Zentrifugation pelletiert und ftr 5
min rotierend bei 4°C mit verschiedenen Puffern gewaschen. Die Beads wurden
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nach dem letzten Waschschritt in 100 pl TE-Puffer mit 10 pg/ml RNase A
resuspendiert. Parallel dazu wurden 1/10 (2,5 pg) des Chromatins (Input-
Kontrolle) in 100 pl TE-Puffer mit 10 pg/ml RNase A verdinnt. Nach Inkubation
von 30 min bei 37°C wurden 3,8 pl Proteinase K (20mg/ml) und 1% SDS
hinzugefugt und sowohl der Input als auch die Immunprazipitate wurden fir 2 h
bei 37°C und anschlie3end bei 65°C (Uber Nacht) inkubiert. Die Proben wurden
im zweifachen Volumen des NTB-Puffers (Macherey & Nagel) aufgenommen
und die DNA wurde mit dem NucleoSpin® Gel and PCR Clean-Up Kit (Machery
& Nagel) nach Herstellerangaben aufgereinigt. Nach der DNA-Elution in 50 pl 5
mM Tris (pH 8,5) wurden die Proben bis zur weiteren Verwendung bei -20°C
gelagert. Wie unter 3.1.5 beschrieben, wurden die DNA-Proben mittels Real
Time RT-PCR quantifiziert.

3.1.15 Microarray-basierende mRNA-Expressionsanalyse

Fur die durchgefuihrten Microarrays wurde RNA aus Zellen isoliert (siehe 3.1.1).
Die Microarray Analyse wurde von Dr. Oliver Dittrich-Breiholz (Institut far
Physiologische Chemie, MHH) durchgefiihrt. Der verwendete "Whole Human
Genome Oligo Microarray" (G4112F, AMADID 014850, Agilent Technologies)
enthalt 45015 Oligonukleotidsonden. Die cRNA-Synthese wurde mit dem "Quick
Amp Labeling kit, one color" (#5190-0442, Agilent Technologies) durchgefuhrt.
cRNA Fragmentierung, Hybridisierung und Waschschritte wurden wie in: One-
Color Microarray-Based Gene Expression Analysis Protocol V5.7 (Agilent
Technologies, 2008) beschrieben durchgefihrt.

Die Daten wurden mit Excel und Genespring GX von Dr. Axel Weber, AG
Kracht, und Dr. Oliver Dittrich-Breiholz (Institut fir Physiologische Chemie,
MHH) analysiert.

Fur die Ergebnisse, die in Abbildung 13 und 19 gezeigt sind, wurden
Transkripte, die bei zwei verschiedenen Bedingungen unterschiedlich exprimiert
wurden, durch ein mehrstufiges Filterungsverfahren des relevanten Datensets
identifiziert. Gene wurden als reguliert definiert, wenn die Messung folgende
Kriterien erflllte: 1) Der arithmetische Mittelwert der Anti-Log,-transformierten
Intensitatswerte, berechnet aus allen Proben des entsprechenden Vergleichs,
war > 100. 2) Der fold change-Wert zwischen zwei zu vergleichenden
Bedingungen war durchweg bei jedem einzelnen Vergleich > 2 (wenn n = 2)
oder 1,5 (wenn n = 4). 3) Alle Messungen im hochregulierten Zustand waren
von guter Qualtitdit (wurden von der GeneSpring Software nicht als
compromised angezeigt). 4) Nur Gensonden die sich auf Transkripte mit
EntrezGenelDs bezogen wurden in die finale Analyse einbezogen. 5) Die
Filterung wurde unabhangig fir jedes Regulationsereignis auf dem Level der
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Gensondenmessung durchgefihrt. In Féllen, bei denen mehr als eine Sonde
gegen das entsprechende Transkript die Filterkriterien erfillte, wurde der Wert
der Sonde fur die Visualisierung der Heatmap und Berechnung der CDK4/6-
Abhéangigkeit verwendet, der die hochste mittlere Intensitat aus allen 71
Datensets aufwies. 6) Die finale Genset-Zusammenstellung und die Erstellung
der Venn-Diagramme, wurden fur Einzelgenwerte durchgefiihrt. Die Heatmaps
wurden mittels Excel 2003 erstellt. Die Farbcodes fiur die fold change-Werte
wurden durch das Ausfuhren von Visual basic-Macros zugewiesen, die von Dr.
Oliver  Dittrich-Breiholz an  der  "Zentralen  Forschungseinrichtung
Transcriptomics" der Medizinischen Hochschule Hannover programmiert
wurden.

Die Gene-Ontology Analyse wurde mit GO-Elite (Zambon et al. 2012) fir 124
Gene gegen 19644 Gene der Microarray-Plattform (die eine EntrezGenelD
besallen) durch die Verwendung folgender Einstellungen durchgefihrt:
filter_method, z-score; =z threshold, 1.96; permutate P_threshold, 0.05;
permutations, 10,000.

3.1.16 Zellzyklusanalyse mittels FACS

Fur die Analyse von Zellzyklusparametern wurden die behandelten Zellen durch
Inkubation mit Triplex Express (Gibco) abgeltst und anschlie3end fir 5 min bei
1300 rpm und 4°C pelletiert. Danach wurden das Pellet in 1 ml 70% (v/v)
Ethanol resuspendiert und mindestens fur 1 h auf Eis fixiert und bis zur weiteren
Verwendung bei -20°C gelagert. Eine definierte Anzahl von Zellen wurde in 500
pl Farbelésung (RNase (200 pg/ml), Triton-X100 (0,1% (v/v), Propodiumiodid
(20 pg/ml)) resuspendiert. Die Propidiumiodid-gefarbte DNA wurde im FL-2
Kanal des FACSCalibur Gerates mit der CELLQuest Software (Becton-
Dickinson, Heidelberg) detektiert. Die in dieser Arbeit durchgefuhrte Analyse
fuhrte Julian Rodriguez (AG Schmitz, Biochemie, Giessen) durch.

3.1.17 Yeast Two-Hybrid Screen (Y2H-Screen)

Der Y2H-Screen (Hefe-Zwei-Hybrid-System) ermdglicht die Uberprifung von
Protein-Protein-Interaktionen in vivo (Fields and Song 1989). So ist es mdglich,
in einem empirischen Ansatz mit einer cDNA-Genbank ("Prey"”) eines
bestimmten Gewebes noch unbekannte mdgliche Interaktionspartner eines zu
untersuchenden Proteins zu identifizieren. Dieses Verfahren bedient sich dabei
der natirlichen Eigenschaften von Transkriptionsfaktoren in Hefe, in der Regel
der Backerhefe Saccharomyces cerevisiae. Der Transkriptionsfaktor GAL4
weist zwei verschiedene Doméanen auf, eine fur die Bindung an die DNA (GAL4-
BD, Bindedomane) und eine, die die Transkription aktiviert (GAL4-AD,
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Aktivierungsdoméane). Werden diese beiden, auf zwei Plasmiden getrennt
exprimierten Domanen, in rdumliche Nahe gebracht, wie es durch moégliche
Protein-Protein-Interaktionen der Fall sein kann, ist die Funktion des GAL4-
Transkriptionsfaktors wieder hergestellt. Durch die Expression eines
Reportergens kann die Interaktion detektiert werden.

In dieser Arbeit wurde ein Y2H-Screen Service der Genomics & Proteomics
Core Facility DKFZ (Deutsche Krebsforschungszentrum in der Helmholtz-
Gemeinschaft, Heidelberg) durchgefuhrt. Hierfir wurde die cDNA des zu
untersuchenden Proteins in einen fir das System verwendbaren Vektor pGBT9-
GW kloniert und verschickt. Dieser Vektor kodiert fur ein Hybridprotein, welches
aus der GAL4-BD und CDKG6-S178P besteht, fir das ein potentieller
Bindungspartner gefunden werden sollte ("Bait-Protein”, Kdderprotein). Das
verwendete "Prey-Protein" (Beuteprotein) bestand aus der GAL4-AD und
verschiedener cDNA-Bibliotheken (ORF-Library, HelLa-Library, bone marrow-
Library, human universal-Library).

3.1.18 KinomeView-Analyse

Um mdgliche neue Proteine zu finden, die Substrate von CDK6 sind, wurden
zwei Service-Leistungen von Cell Signaling Technology® (CST) in Anspruch
genommen.

Der KinomeView ist ein Westernblot-Service, bei dem 17 Antikérper mit
unterschiedlichen Phosphorylierungserkennungsmotiven genutzt werden, um
einen allgemeinen Uberblick iber den Phosphorylierungsstatus durch
Proteinkinasen zu bekommen. Die verwendeten Antikorper und deren
Erkennungssequenz sind in Tabelle 12 aufgefihrt. In dieser Arbeit wurden 14
Proben nach Anleitung von CST generiert und verschickt. Die weitere
Aufarbeitung und Analyse der Proben mittels Westernblot (LI-COR Odyssey
NIR Imaging System) wurde von CST durchgefiihrt.

Tabelle 12: Im KinomeView verwendete Phospho-Motiv-Antikérper.

Antikdrper (CST) Bindemotiv
Phospho-Akt-Substrat (#9614) RXXS*/T*
Phospho-Akt Substrat (#23C8D12) RXRXX(S*/T*)
Phospho-(Ser/Thr) AMPK Substrat (#5759) (L/IM)XRXX(S*/T*),RXX(S*/T*)
Phospho-(Ser) ATM/ATR Substrat (#9607) S*Q
Phospho-(Ser/Thr) ATM/ATR Substrat (#6966) (S*T%QG, (S*T*)Q
Phospho-(Ser) CDKs Substrat (#2324) (K/IR)sPX(K/R)
Phospho-(Ser/Thr) CK Substrat (#BL4176) t(D/E)X(D/E)
Phospho-MAPK Substrat (#2325) PXsP
Phospho-(Ser/Thr) PDK1 Docking Motif (#9634) (F/IY)(sIt)(FIY)
Phospho-PKA Substrat (#9624) (K/IR)(K/R)X(slt)
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Phospho-PKC Substrat (#2261) (K/IR)XsX(K/R)
Phospho-PKD Substrat (#4381) LXRXX(s/t)
Phospho-PLK Binding Motif (#A7907) StP
Phospho-Thr-Pro Motif (#BL4180) tP
Phospho-Thr-Pro-Glu Motif (#C32G12) tPE
Phospho-Thr-X-Arg Motif (#2351) tXR
Phospho-Tyrosine (#9411) y

3.1.19 Phospho-Scan-Analyse fur CDK Substrate

Der im KinomeView eingesetzte CDK-Substrat-Antikorper ((K/R)sPX(K/R))
wurde fur den Phospho-Scan-Service von CST genutzt. Hierbei werden
posttranskriptionelle Modifikationen, in diesem Fall Phosphorylierungen,
guantitativ mittels Massenspektrometrie analysiert. Die HelLa pS-Zellen und
HelLa-pS-shCDK6-K06-Zellen (Arrest, G1 Release +/- IL-1) wurden laut Cell
Signaling-Anleitung lysiert. Die gefrorenen Proteinextrakte (mit einer
Konzentration von 4mg/ml) wurden auf Trockeneis zu CST verschickt. Die
Proteinextrakte wurden zuerst mit Proteasen verdaut und fraktioniert. Um die
spezifischen Phosphorylierungsstellen anzureichern, wurden die Proben
danach mit dem phospho-(Ser) CDK Substratantikbrper (CS#2324), welcher
gegen das Phosphorylierungsmotiv (K/R)(S*)PX(K/R) gerichtet ist und an
Protein A (oder G) Agarose immobilisiert wurde, inkubiert und die
immunprazipitierten Peptide anschlieRend gewaschen und eluiert. Die
angereicherten Phosphopeptide und Phosphorylierungsstellen wurden durch
Massenspektrometrie (LC-MS/MS) analysiert und quantifiziert.

3.2 Zellkultur

3.2.1 Auftauen und Einfrieren von Zellen

Die in Stickstoff gelagerten Zellen wurden zugig im Wasserbad bei 37°C
aufgetaut. Zum Entfernen des vorhandenen DMSO wurden die Zellen bei 1300
rpm fur 5 min abzentrifugiert und anschlie3end in DMEM resuspendiert und in
eine Zellkulturflasche tberfuhrt, in der frisches Medium vorgelegt wurde.

Zum Einfrieren wurden die Zellen zweimal mit warmem PBS gewaschen und
mit einer Trypsin/EDTA-L6sung Uberschichtet. Diese wurde wieder komplett
abgesaugt und die Zellen inkubierten bis zur Ablésung von der Flasche im
Brutschrank. Die Zellen wurden in 3 ml kaltem Einfriermedium (DMEM, 20%
FKS, 10% DMSO) resuspendiert und auf zwei vorgekihlte Kryordhrchen
verteilt. Die Kryorohrchen wurden anschlielRend bei -80°C gelagert bzw. zur
langeren Lagerung in flissigen Stickstoff Gberfuhrt.
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3.2.2 Kultivieren und Passagieren von Zellen

Sofern nicht anders vorgesehen, wurden die adharenten Zellen mit dem
entsprechendem DMEM-Medium (siehe 2.5) im Brutschrank bei 37°C, 96%
Luftfeuchtigkeit und 6% CO- kultiviert. Das Passagieren der Zellen erfolgte alle
4-5 Tage. Dabei wurde der Uberstand der Zellen abgesaugt, diese zweimal mit
vorgewarmtem PBS gewaschen und 1 bis 2 ml Trypsin/EDTA pro 175 cm?
Flasche hinzugefiigt. Die Zellen wurden im Brutschrank inkubiert, bis sie sich
ablosten. Die Reaktion wurde durch Zugabe von frischem Medium gestoppt.
Die Zellen wurden resuspendiert und in einem definierten Verhéltnis auf eine
neue Zellkulturflasche mit DMEM-Vollmedium utberfuhrt.

3.2.3 Stimulation und Ernten von Zellen

Die Stimulation der Zellen erfolgte mit IL-1a (f.c. 10ng/ml) oder TNFa (f.c.
20ng/ml) fur die im Ergebnisteil angegebenen Zeiten. Dabei wurden die
Zytokine direkt zum Vollmedium gegeben.

Erfolgte die Behandlung der Zellen mit dem CDK4/6 Inhibitor PD332991 (f. c.
10puM), TAK-Inhibitor 5Z-7-Oxozeaenol (f. c. 1 pM) oder p38-MAPK Inhibitor
SB203580 (f. c. 2 uM) wurden diese 30min vor der Zytokinstimulation zum
Vollmedium dazugegeben.

Die Zellen wurden zum Ernten zweimal mit kaltem PBS gewaschen, in PBS
abgekratzt und anschlieRend bei 3000 rpm fir 5 min (4°C) pelletiert. Die Zellen
wurden direkt lysiert oder bis zum weiteren Gebrauch bei -80°C gelagert.

Fur ELISAs wurden Zellkulturiberstande verwendet. Diese wurden in 1,5 ml
Gefalde aliquotiert und bis zur Verwendung bei -20°C gelagert.

3.2.4 Transfektion

Unter Transfektion versteht man das Einfuhren von Fremd-DNA in Zellen.
Hierbei unterscheidet man zwischen einer transienten Transfektion, bei der die
Plasmid-DNA temporar in die Zelle eingebracht wird und nach dem
Passagieren wieder verloren geht, und der stabilen Transfektion. Bei dieser
wird das transfizierte Expressionsplasmid in die chromosomale DNA integriert.
Die Selektion auf stabile Integration erfolgt Giber ein Resistenzgen.

3.2.4.1 Transiente Transfektion mit Kalziumphosphat

Bei der Kalziumphosphat-Methode wird die DNA mit einem phosphathaltigen
Puffer und Kalziumchlorid gemischt. Dadurch bindet sich die zu tbertragende
DNA an das ausfallende Kalziumphosphat. Die feinen Kalziumphosphatkristalle
kommen mit der Zelle in Kontakt und werden Uber Endocytose von dieser
aufgenommen.
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Die folgenden Angaben gelten fur ein Well einer 6-Well-Platte.

Am Vortag der Transfektion wurden je nach Zelltyp und Transfektionsdauer pro
Well 2-4x10° Zellen in 2 ml Medium ausgesét. Fir jedes Well wurden 225 ul 2x
HEBS, 250 pl H,0 und die gewinschte Menge DNA gemischt und kurz
gevortext. Die Bildung der Prazipitate erfolgte durch tropfenweise Zugabe von
31,5 pl einer kalten 2 M CaCl,-Losung. Die Suspension wurde erneut kurz
gevortext und fir 10 min bei RT inkubiert. Danach wurde die Suspension
langsam und durch vorsichtiges Schwenken des Zellkulturgefal3es auf die
Zellen gegeben und diese dann fur 4-6 h im Brutschrank inkubiert. Zum
Entfernen der Préazipitate wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen, mit
2ml frischem Medium versehen und fir weitere 24-48 h kultiviert. HeLa-Zellen
wurden vor dem Waschschritt fir 3min mit 1ml Schockmedium (10% Glycerin in
DMEM-Medium) behandelt.

3.2.4.2 Transiente Transfektion mit Lipofectamin

MRC5, U251 und G55 wurden nach Herstellerangaben mit Lipofectamin LTX
and PLUS reagents (Invitrogen) mit folgenden Modifikationentransient
transfiziert: Die Zellen wurden in 6-Well-Platten mit 3 pg Plasmid, 3 pl PLUS
Reagenz und 8 pl Lipofectamin transfiziert. Nach 24 h wurde das Medium
gewechselt und die transfizierten Zellen wurden fur 96 h mit 1 pg/ml Puromycin
selektiert.

3.2.5 Herstellung eines stabil transfizierten Zellpools bzw. stabiler
monoklonaler Zelllinien

In dieser Arbeit wurden HelLa Tet-On Zellen mit pBI-EGFP, pBI-EGFP-CDK6wt
und pBI-EGFP-CDK6-S178P-Konstrukten stabil transfiziert. Unter Verwendung
der Kalziumphosphat-Methode wurden pro 6-Well 5 pg Plasmid mit 1 pug des
Puromycin-kodierenen Plasmids pBSPACAP kotransfiziert. Nach 24 h wurde
das Medium gewechselt und Puromycin (1 pg/ml) hinzugegeben. Das Medium
wurde wahrend der Selektion alle 2-3 Tage gewechselt, um tote Zellen im
Uberstand zu entfernen. Die Zellen wurde bei 80-90% Konfluenz auf die nachst
groRBere Zellkulturflasche gesplittet. Die stabil transfizierten Zellen wurden
standig unter Puromycin gehalten.

Um eine monoklonale Zelllinie aus den stabil transfizierten Zellen herzustellen,
wurden diese mit konditioniertem Medium (50% Vollmedium, 50% filtrierter
Zellkulturtiberstand) bis auf eine Konzentration von 50 Zellen/ml verdinnt. 22pl
dieser Zellsuspension wurden nun in jedes Well einer 60-Well-Platte pipettiert,
so dass jedes Well im Durchschnitt 1,1 Zellen enthielt. Die Mikrotiter-Platte
wurde anschliel3end im Brutschrank inkubiert. Durch tagliche Inspektion der 60-



a7

Well-Platte wurde das Wachstum der Zellen beobachtet und dokumentiert. Nur
Zellen, die in einer Vertiefung aus einer Einzelzelle zu Beginn der Selektion
gewachsen sind, wurden bei 80-90% Konfluenz in eine 24-Well-Platte tberfuhrt.
Dabei wurde das Medium von den Zellen entfernt und zu diesen 22 ul
Trypsin/EDTA fur 2 min hinzugefugt. Nach vorsichtigem Resuspendieren
wurden die Zellen in ein 24-Well Uberfihrt, in welchem bereits 500ul
konditioniertes Medium vorlagen. Die Zellen wurden bis zum nachsten
Passagieren im Brutschrank inkubiert und bei 80-90% Konfluenz auf die nachst
groRRere Zellkulturflasche mit DMEM-Vollmedium gesplittet.

3.2.6 Synchronisierung der Zellen

Um HelLa-Zellen in der frithen G1-Phase des Zellzyklus bzw. in der GO-Phase
zu arretieren, wurden diese fiur 48h ohne FKS im Medium kultiviert. Durch
Zugabe von 20%FKS konnten die Zellen wieder in die G1-Phase eintreten.
Nach 6 h Inkubation im Brutschrank wurden die Zellen stimuliert und/oder
geerntet.

3.3 Proteinbiochemische Methoden

3.3.1 Herstellung von Ganzzelllysaten eukaryotischer Zellen

Alle Schritte der Zelllyse wurden auf Eis durchgefihrt, um eine Degradation
zellularer Proteine zu vermeiden. Je nach Verwendungszweck wurde das
Zellmaterial mit unterschiedlichen Lysepuffern und Protokollen behandelt.

3.3.2 Lysate zur Immunodetektion im Westernblot

Hierbei erfolgte die Zelllyse im Speziallysepuffer. Das Zellpellet wurde zunéchst
in einem entsprechenden Volumen an Speziallysepuffer resuspendiert (fir ein
6-Well wurden 50 ul verwendet). Die resuspendierten Zellen wurden 15 min
inkubiert und anschlieRend 15 min bei 10600 rpm zentrifugiert. Der Uberstand
wurde in ein neues 1,5 ml Gefal3 Uberfihrt.

3.3.2.1 Lysate zur Messung von Reportergenaktivitaten

Die Lyse erfolgte wie unter 3.3.2 beschrieben. Der eingesetzte 3-gal-Lysepuffer
enthielt jedoch weniger Triton X-100 als der Speziallysepuffer.

3.3.2.2. Lysate fur Koimmunopréazipitation

Um Protein-Protein-Interaktionen zu untersuchen, wurden die Zellen mit dem
Bohmann/Weiss-Lysepuffer (Weiss et al. 2003) lysiert. Nach einer Inkubation
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von 20 min auf Eis wurde die Zellsuspension zum vollstandigen Zellaufbruch
dreimal fur 20 sek sonifiziert. Das Lysat wurde dann fir 20 min bei 100000xg
(4°C) zentrifugiert und der Uberstand in ein neues 1,5 ml GefaR tberfihrt.

3.3.3 Koimmunoprazipitation

Zum Nachweis von Protein-Protein-Interaktionen wurde eine
Koimmunopréazipitation durchgefihrt. Hierbei wird mittels eines Antikdrpers und
Protein A- oder Protein G-Sepharose das jeweilige Antigen aus einem Zelllysat
(Bohmann/Weiss-Lyse) isoliert. Bei geeigneten Bedingungen kodnnen auch
Bindungspartner des Antigens prazipitiert werden und somit die Interaktion von
Proteinen nachgewiesen werden.

Zunachst wurden pro Ansatz 15 pl TrueBlot Ig IP Beads (anti-Kaninchen oder
anti-Maus) durch dreimaliges Waschen mit je 1 ml Lysepuffer aquilibriert (9000
rpm, 1 min, 4°C). Anschliel3end wurden die Beads auf ein Volumen von 600 pl
mit Lysepuffer aufgeflllt und 1 pg des entsprechenden Antikdrpers
dazugegeben. Nach einer Inkubation von 2 h bei 4°C (rotierend) wurden die
immobilisierten Beads abzentrifugiert und das Lysat, welches eine
Proteinmenge von 1 mg enthielt, dazugegeben. Der Ansatz wurde auf 1 ml mit
Lysepuffer aufgeftllt und erneut 2 h rotierend bei 4°C inkubiert. Das Protein-
Antikoérper-Beads Gemisch wurde abzentrifugiert (1 min, 9000 rpm, 4°C) und
dreimal mit je 1 ml des entsprechenden Puffers gewaschen. Die Elution der
immobilisierten Proteine erfolgte durch Aufkochen der Beads in 50 ul 2xRoti-
Load fur 10 min bei 95°C. Die Eluate wurde mittels SDS-Page untersucht.

Fur den Nachweis bzw. die Bindung von GFP-gekoppelten Proteinen wurden
GFP-Trap®-Agarose-Beads (ChromoTek) verwendet. Hierfir wurden 5 pl der
GFP-Trap®-Agarose-Beads dreimal mit je 1 ml Lysepuffer &aquilibriert (5000
rom, 1 min, 4°C). Der weitere Ablauf der Koimmunoprézipitation mit diesen
Beads entspricht dem oben beschriebenen.

3.3.4 Fraktionierte Lyse (Tanaka et al. 2007)

Zur Trennung der zellularen Proteine in cytosolische Fraktion, l6sliche und
unldsliche (Chromatin) Kernfraktion wurde zunachst das Zellpellet in
fraktionierte Lysepuffer | resuspendiert (300 pl fiir eine 145 cm? Schale) und fiir
10 min auf Eis inkubiert. Danach wurde fur 1 min bei 2300xg (4°C) zentrifugiert.
Der Uberstand enthélt die cytosolischen Proteine (C) und wurde in ein frisches
1,5 ml Gefal3 Uberfihrt. Das Pellet wurde anschlielend in fraktionierte
Lysepuffer Il resuspendiert (Volumen siehe Puffer I) und 20 min auf Eis
inkubiert. Wahrend dieser Zeit wurde die Zellsuspension zweimal kurz
gevortext. Nach einem Zentrifugationsschritt von 5 min bei 20400xg (4°C)
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wurde der Uberstand (Kernfraktion 1, N1) in ein frisches 1,5 ml GefaR pipettiert.
Um die Chromatin-Kernfraktion zu erhalten, wurde das Pellet in fraktionierte
Lysepuffer 1l (Volumen siehe Puffer I) durch kraftiges Vortexen geldst. Fiur den
kompletten Zellaufschluss wurde die Suspension 10-30 sek sonifiziert (Branson
Sonifier, Stufe 2) und anschlieend 50 min auf Eis inkubiert. Nach dem letzten
Zentrifugationsschritt (5 min, 20400xg, 4°C) wurde der Uberstand uberfiihrt.
Dieser enthalt die unloslichen Kernproteine (Chromatin-Kernfraktion, N2). Alle
Fraktionen wurden direkt nach der Proteinbestimmung aufs Gel aufgetragen
oder bei -80°C gelagert.

3.3.5 Reportergenversuche

Um Rickschlusse auf die Aktivierung eines Promotors ziehen zu kdnnen,
wurden Reportergene, die unter der Kontrolle eines zu untersuchenden
Promotors stehen, transfiziert. Als Reportergen wurde in dieser Arbeit
Luziferase gemessen, dessen Promotor zwei Gal4-Bindestellen enthalt.

3.3.5.1 Luziferase-Messung

Unter ATP-Verbrauch setzt Luziferase mit Coenzm A den Farbstoff Luziferin
um, wodurch es zur Chemilumineszenz kommt. Die Bestimmung der
Luziferaseaktivitat erfolgte als Doppelwert. Je 20 ul Lysat wurden in eine 96-
Well-Platte vorgelegt. Im 10 sek Abstand wurden 100 pl Luziferase-Reagenz
dazugegeben. Die Messung erfolgte ebenfalls im 10 sek Abstand.

3.3.5.2 B-Galaktosidase-Messung

Da die Transfektionseffizienz einen Einfluss auf die Messwerte von
Reportergenversuchen hat, wurde zur Normalisierung der Werte ein zweites,
konstitutiv exprimiertes Reportergen kotransfiziert. Dazu wurde das Plasmid
pSV-B-Gal verwendet. Bei diesem wird ein bakterielles (-Galaktosidasegen
unter der Kontrolle eines SV40-Promotors exprimiert. Durch die Messung der
Chemilumineszenz des umgesetzten Substrates konnte die
Galaktosidaseaktivitat bestimmt werden.

Zur Inaktivierung der endogenen (-Galaktosidase wurden 15 pl Lysat fur 1 h bei
50°C erhitzt. Die Bestimmung der [(-Galaktosidaseaktivitat erfolgte als
Doppelwert. Zur Messung wurden 5 pl Lysat in einer 96-Well-Platte vorgelegt
und mit 25 pl Reaktionspuffer (Clontech) fur 30 min bei RT inkubiert. Im
Anschluss daran erfolgte die Messung der Chemilumineszenz.



50

3.3.6 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach der Bradford-Methode,
welche auf der Bindung des Farbstoffes Coomassie Brilliant Blue G-250 an
Proteine in saurer Losung beruht. Dadurch kommt es zu einer Verschiebung
des Absorptionsmaximums von 465 nm zu 595 nm (Bradford 1976).

Zur Messung der Proteinkonzentration einer Probe wurde diese zunachst in
PBS verdiunnt und 100 pl der Verdiunnung in eine 96-Well-Platte vorgelegt.
Ebenso wurden 100 pl einer BSA (bovine serum albumin)-Standardreihe (0-35
pg/ml in PBS) vorgelegt. Zu den Proben und der Standardreihe wurden nun 100
pl Farbstofflosung, welche eine Mischung aus Farbstoffkonzentrat Roti Quant
40% (v/v) und ddH,0O 60% (v/v) ist, dazugegeben. Nach etwa 5 min Inkubation
bei Raumtemperatur erfolgte die Messung der Extinktion bei 595 nm im
Microplate Spectrophotometer. Die Konzentration der Probe wurde anhand der
Standardreihe berechnet.

3.3.7 GST-pulldown-Assay

Eine weitere Methode, um in vitro Protein-Protein-Interaktionen nachzuweisen
oder eine Koimmunoprazipitation zu bestéatigen, ist der GST-pulldown-Assay.
Dieser beruht auf der Bindung eines GST-gekoppelten Proteins an Gluthathion-
Sepharose-Beads. Nach Zugabe mdoglicher Interaktionspartner in Form von
Zelllysaten binden diese an die Matrix und kdnnen anschlieRend eluiert und
analysiert werden. Der Pulldown-Assay &hnelt somit der Immunoprazipitiation,
wobei das fusionierte Tragerprotein (tag) die Funktion des Antikorpers
Ubernimmt.

Zunachst wurden 30 ul GSH-Sepharose-Beads pro Ansatz zweimal mit je 1 ml
Lysepuffer aquilibriert (9000 rpm, 1 min, 4°C). Anschlie3end wurden die Beads
auf ein Volumen von 1 ml mit Lysepuffer aufgefullt und das GST-Fusionsprotein
dazugegeben. Nach einer Inkubation von 2 h bei 4°C (rotierend) wurden die
GST-Fusionsprotein-gekoppelten Beads abzentrifugiert und 1 mg des Lysats
dazugegeben und 2 h bei 4°C rotierend inkubiert. Danach wurden die Beads
dreimal mit Lysepuffer gewaschen und die Elution der immobilisierten Proteine
erfolgte durch Aufkochen der Beads in 50 pl 2xRoti-Load (+1 mM DTT) fur 10
min bei 95°C. Die Eluate wurden mittels SDS-Page untersucht.

3.3.8 Kinase-Assay

Um die Phosphorylierung von TRIP6 zu untersuchen, wurden in vitro Kinase-
Versuche durchgefihrt.
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3.3.8.1 Kinase-Assay mit immunoprazipitierten Proteinen

Nach Lyse der Zellen mit dem Speziallysepuffer wurde eine
Immunopréazipitation wie unter 3.3.3 beschrieben durchgefiihrt. Zum
Aquilibrieren der Beads und zum Waschen wurde der Kinase-IP-Puffer
verwendet. 1/3 der gewaschenen Beads wurde direkt in 30 pl 1x Roti-Load
aufgekocht und im Westernblot auf eine gleichméal3ige Immunopréazipitation
untersucht. 2/3 der Beads wurden mit dem Kinasereaktionsgemisch versetzt,
das aus folgenden Komponenten besteht:

10 pl IP-Puffer

2-10 pg GST-Fusionsprotein ad 10 pl H,O

10 pl ATP-Mix, bestehend aus: 15 uM ATP + 8 pCi **P-ATP ad 10 pl ATP-
Puffer

Nach einer Inkubation von 30 min bei 20°C unter konstantem Schiitteln im
Thermomixer (1200 rpm), wurden die Ansatze mit 10 pl 4x Roti-Load versetzt
und 10 min bei 95°C aufgekocht. Nach kurzem Abzentrifugieren wurden die im
Uberstand befindlichen Proteine gelelektrophoretisch aufgetrennt. Das Gel
wurde 5-10 min mit einer Coomassieldosung gefarbt, Gber Nacht entfarbt und
anschlieend getrocknet. Die Phosphorylierung der Proteine wurde durch
Autoradiographie detektiert.

Die Kinase-Versuche nach einem GST-pulldown-Assay wurden bis zu den
Waschschritten wie unter 3.3.7 beschrieben durchgefuhrt. Die Beads wurden
zweimal mit Speziallysepuffer und einmal mit ATP-Puffer gewaschen. Zu den
Beads wurde 30 pl ATP-Mix (15 uM ATP, 8 uCi **P-ATP ad 10 pl ATP-Puffer)
hinzugefugt und anschlieend 20 min bei 30°C inkubiert. Die Proben wurden
wie beschrieben aufgekocht und analysiert.

3.3.8.2 Variante des CDK6 Kinase-Assays nach Matsushime et al. 1994

Um die Phosphorylierung von Rb durch CDK6 zu untersuchen wurden in vitro
Kinase-Assays unter verdnderten Lyse- und IP-Bedingungen durchgefihrt, die
eine Reduktion der unspezifischen Rb-Phopshorylierung ermoglichten. Die
Zelllysen und IPs wurden dabei wie in Matsushime et al. beschrieben
durchgefuhrt (Matsushime et al. 1994). Daftr wurden die Zellen im IP-Puffer
(50mM HEPES, pH 7,5, 150mM NaCl, 1mM EDTA, 2,mM EGTA, 0.1% Tween-
20, 10% Glycerol, TmM NaF, 10mM B-glycerophosphat, 0.1mM NazVO,4, 1mM
DTT, Proteaseinhibitormix, 0,2mM PMSF) fur 20 min auf Eis lysiert, zweimal fur
10 sek sonifiziert und anschlie3end fur 5 min bei 10000xg und 4°C zentrifugiert.
Fur die anschlielRende Immunprézipitation wurden 0,25 mg des Lysats in 500 pl
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IP-Puffer fir 2 h mit 1 pg Antikdrper oder IgG-Antikorper an Protein A/G-
Sepharose Beads rotierend bei 4°C inkubiert. Die spezifischen Antikorper
wurden vorher fir 2 h an 30 pl Protein A/G-Sepharose Beads gekoppelt. Nach
der Antikdrper-Beads-Lysat-Kopplung wurden die Beads viermal mit je 1 ml IP-
Puffer und zweimal mit 50 mM HEPES, pH 7,5 (plus 1 mM DTT) gewaschen.
Ein Drittel der gewaschenen Beads wurden direkt in 30 pl 1x Roti-Load
aufgekocht und im Westernblot auf eine gleichméal3ige Immunopréazipitation
untersucht. Zwei Drittel der Beads wurden mit dem Kinasereaktionsgemisch
versetzt, der aus folgenden Komponenten bestenht:

2-10 pg GST-Fusionsprotein

8 uCi *P-ATP

20 uM ATP

ad 30 pl Kinase-Puffer (50mM HEPES, pH 7,5, 10mM MgCl,, 2,5mM EGTA,
10mM B-glycerophosphat, 1mM NaF, 0,1mM NazVO,4, 1mM DTT)

Nach einer Inkubation von 30 min bei 30°C unter konstantem Schiitteln im
Thermomixer (1000 rpm), wurden die Anséatze mit 10 pl 4x Roti-Load versetzt
und 10 min bei 95°C aufgekocht. Nach kurzem Abzentrifugieren wurden die im
Uberstand befindlichen Proteine gelelektrophoretisch aufgetrennt. Das Gel
wurde 5-10 min mit einer Coomassieldosung gefarbt, Gber Nacht entfarbt und
anschlielend getrocknet. Die Phosphorylierung der Proteine wurde durch
Autoradiographie detektiert.

3.3.9 Aufreinigung von rekombinanten GST-Fusionsproteinen

In dieser Arbeit wurde GST-TRIP6 bakteriell exprimiert und anschliel3end Uber
GSH-Sepharose aufgereinigt.

3.3.9.1 Induktion der Expression

Die Expression von GST-TRIP6 steht unter der Kontrolle eines tac-Promotors
und kann durch Zugabe von IPTG (Isopropyl-B-D-thio-galactopyranose, ein
Galaktose-Derivat) induziert werden. BL21-Al-Bakterien, welche das GST-
Fusionsprotein exprimieren, wurden in 100 ml LB-Medium mit dem
entsprechenden Antibiotikum angeimpft und tber Nacht bei 37°C und 180 rpm
inkubiert. Am nachsten Morgen wurden vier Erlenmeyerkolben mit je 500 ml LB-
Medium und dem jeweiligen Antibiotikum mit einer OD von ca. 0,1 angeimpft.
Die Bakterien wurden solange inkubiert (37°C, 180 rpm), bis diese eine OD von
0,6-0,8 erreicht hatten. Die OD wurde bei 650 nm mit LB-Medium als Referenz
gemessen. Es folgte die Induktion der Expression durch Zugabe von 500 uM
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IPTG. Nach weiterer Inkubation bei 37°C und 180 rpm fir 4 h wurden die
Bakterien fiir 10 min bei 3600 rpm pelletiert und der Uberstand wurde
verworfen. Die Pellets wurden anschlie3end in 40 ml PBS (+ 1 mM DTT, 1 mM
PMSF) resuspendiert, vereinigt und erneut fur 10 min bei 3600 rpm
zentrifugiert. Das Pellet wurde in 10 ml PBS (+ DTT, PMSF) resuspendiert, in
flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Verwendung bei -20°C gelagert.

3.3.9.2 Aufreinigung

Die Bakterien wurden im Wasserbad bei 37°C aufgetaut und mit 0,1% NP40
lysiert. Nach dem Auftauen wurden die Bakterien auf Eis gestellt. Zur
vollstdndigen Lyse wurde die Suspension sechsmal 45 sek sonifiziert (Branson
Sonifier 250, Stufe 1). Das Lysat wurde anschlielend zum Abtrennen von
unléslichen Zellbestandteilen fir 30 min bei 20000 rpm (4°C) abzentrifugiert.
Die GSH-Sepharose-Beads wurden viermal mit je 1 ml PBS (+DTT, PMSF)
aquilibriert. Fur zwei Liter Bakterienkultur benétigt man 1 ml GSH-Beads. Die
Beads wurden zusammen mit dem zentrifugierten Uberstand in ein 15 ml Gefal
gegeben und bei 4°C 45 min langsam Uber Kopf rotiert. Vor der Elution wurden
die GSH-Beads fur 10 min (1800 rpm, 4°C) abzentrifugiert, viermal mit je 1,5 ml
PBS (+ DTT, PMSF) gewaschen (9000 rpm, 1min, 4°C) und in zweimal 500 pl
aufgeteilt. Es wurden finfmal je 600 ul Elutionspuffer zu 500 ul Beads gegeben
und diese bei Raumtemperatur 10 min bei 750 rpm im Thermomixer
geschittelt, um das Protein von den Beads zu l6sen. Die flunf erhaltenen Eluate
wurden mittels SDS-PAGE auf das Vorhandensein des GST-Fusionsproteins
Uberpruft. AnschlieBend wurden die Eluate vereinigt und Uber Nacht im
ausgekochten Dialyseschlauch bei 4°C dialysiert, um das Uberschissige
Glutathion zu entfernen. Am nachsten Tag wurde das dialysierte Eluat in einer
Vivaspin-Saule bis auf ein Volumen von 200-300 ul aufkonzentriert. Zur
Langzeitlagerung bei -20°C wurde das Protein mit final 50% Glycerol versetzt.

3.3.10 Diskontinuierliche SDS-PAGE

Bei der Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) trennen sich Proteine in
Abhangigkeit von ihrem Molekulargewicht und ihrer Ladung auf. Durch die
Verwendung von SDS (Natriumdodecylsulfat), welches an die hydrophoben
Bereiche eines Proteins bindet, werden die Proteine denaturiert und negative
Ladungen in die denaturierten Polypeptidketten eingefiihrt, so dass diese im
elektrischen Feld zur Anode wandern.

In Abhangigkeit der Grol3e der aufzutrennenden Proteine wurden 8-12,5%ige
Trenngele sowie 5%ige Sammelgele verwendet
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Tabelle 13: Zusammensetzung Trenn- und Sammelgel

Losung (ml) 8%iges 10%iges | 12,5%iges 5%iges
Trenngel Trenngel Trenngel |Sammelgel
ddH,O 5,41 3,65 1,45 5,61

Trenngelpuffer 10,12 10,12 10,12 -
Sammelgelpuffer - - - 1,26
50% (v/v) Glycerol 2,38 2,38 2,38 0,9
2% (w/v) SDS 1,32 1,32 1,32 0,5
30% (w/v) Acrylamid 7,04 8,80 11,00 1,68
40% (w/v) APS 0,040 0,040 0,040 0,03
TEMED 0,027 0,027 0,027 0,02
Gesamt 26,4 26,4 26,4 10

Zunachst wurde das Trenngel gegossen, welches nach dem Polymerisieren mit
dem Sammelgel tGberschichtet wurde. Die Proben wurden im Verhaltnis 4:1 mit
Roti-Load Auftragspuffer versetzt, 10 min bei 95°C denaturiert, abzentrifugiert
und auf das Gel aufgetragen. Nach der Elektrophorese wurde das Gel entweder
fur einen Westernblot eingesetzt oder Coomassie Brilliant Blue gefarbt,
getrocknet und fur eine Autoradiographie verwendet.

3.3.11 Westernblot und Immunodetektion mittels ECL-Reaktion

Der Transfer von Proteinen aus einem Gel auf eine Membran erfolgte im semi
dry-Verfahren. Das Gel wurde luftblasenfrei auf eine in Methanol aktivierte
PVDF-Membran gelegt und von oben und unten in jeweils zwei Lagen
Filterpapier (Dicke 1,2 mm) eingelegt, welche zuvor in Blotpuffer getrankt
wurden. Die Elektrophorese erfolgte fir 2 h bei 0,75mA/cm® Im Anschluss
wurde der Transfer der Proteine auf die Membran mit einer 0,1%igen Ponceau
S-Losung Uuberprift. Nach der Dokumentation der geféarbten Proteinbanden
wurde die Membran mit TBST vollstandig entfarbt.

Fur die Absattigung unspezifischer Bindungsstellen auf der Membran wurde
diese fur 1 h bei Raumtemperatur in 5% Magermilch (in TBST) geblockt. Fur die
Detektion der gewinschten Proteine wurde die Membran im Anschluss uber
Nacht bei 4°C oder fir 2 h bei RT mit einer Verdinnung (1:500 bis 1:10000 je
nach Antikorper) des Primarantikorpers in 5% Magermilch (in TBST) oder 5%
BSA (in TBST) unter Schwenken inkubiert. Anschlie3end wurde die Membran
viermal fur je 5 min mit TBST gewaschen, um uUberschissige nicht gebundene
Antikdrper zu entfernen. Danach folgte eine Inkubation von 1-3 h bei RT mit
einem HRP-gekoppelten Sekundarantikdrper (1:2000 bis 1:5000 in 5%
Magermilch in TBST). Uberschussige Antikdrper wurden erneut durch Waschen
mit TBST entfernt. Die Detektion erfolgte anhand der Enzym-Substrat-Reaktion
der HRP mit dem ECL-Reagenz. Die bei dieser Reaktion frei werdende Energie
in Form von Licht konnte auf einem Film (Fujifilm) sichtbar gemacht werden.
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Fur den Einsatz von anderen Antikorpern auf derselben Membran wurde diese
kurz in Methanol gewaschen (zur Inaktivierung des noch gebundenen
Sekundarantikdrpers), in TBST aquilibriert und erneut in 5% Magermilch in
TBST inkubiert.

3.3.12 ELISA fur IL-8

Die Bestimmung der Konzentration des Chemokins IL-8 (CXCL8) erfolgte mit
einem ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) der Firma R&D Systems
exakt nach Herstellerangaben. Zur Messung wurden unterschiedliche
Verdinnungen der Zellkulturiberstande in Medium angesetzt. Fur die
Konzentrationsbestimmung wurde als Eichkurve eine Standardreihe von
humanem IL-8 mit Konzentrationen von 7,5 pg/ml bis 500 pg/ml verwendet.

3.4 Zellbiologische Techniken

3.4.1 Indirekte Immunfluoreszenz mit Kernfarbung

Mit Hilfe der indirekten Immunfluoreszenz konnen Proteine und deren
Lokalisation in der Zelle unter dem Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht
werden.

Fur die indirekte Immunfluoreszenz wurden 30 pl einer definierten Zelldichte in
IBIDI p-Slides VI ausgesat und nach 1 h im Brutschrank mit 100 pl Medium pro
Kammer aufgefullt. Nach 24 h wurden 100 pl Medium entfernt und die Zellen
zweimal innerhalb von 5 min mit 150ul Hanks-Puffer gewaschen. Anschliel3end
wurden die Zellen mit 100 pl 4%igem Paraformaldehyd in Hanks-Puffer fur 5
min fixiert. Nach dem Fixieren wurden die Zellen zweimal fir 5 min mit 150 pl
Hanks-Puffer gespult und dann in 100 pl 10%igem Serum (verdinnt in Hanks-
Puffer mit 0,1% Saponin) fur 30 min bei RT geblockt. Danach erfolgte die
Inkubation mit 100 pl Primarantikorper fur 2 h bei RT. Die Antikorper wurde
1:50-1:200 in Hanks-Puffer mit 0,1% Saponin verdunnt. Die Zellen wurden
dreimal fur 10 min mit 150 pl Hanks/0,1%Saponin-Puffer gewaschen, bevor die
Inkubation mit 100 pl Cy3- oder FITC-gekoppelten Sekundarantikdrpern fur
weitere 2 h im Dunkeln erfolgte. Die Sekundéarantikbrper wurden auch in
Hanks/0,1%Saponin-Puffer verdinnt (Cy3-gekoppelter Antikérper 1:200; FITC-
gekoppelter Antikdrper 1:100). Die Zellen wurden anschlie3end erneut dreimal
fur 10 min mit 150 pl Hanks-Puffer gewaschen. Fur die Zellkernfarbung wurden
die Zellen fur 5 min in 100 pl einer 1 uM Hoechst-Ldsung (verdinnt in Hanks-
Puffer) inkubiert. Hoechst 33342 (Invitrogen) interkaliert zwischen benachbarten
Basen der DNA und ermdglicht somit die Farbung der Zellkerne. Die Zellen
wurden dann zweimal innerhalb von 5 min mit 150 pl Hanks-Puffer gewaschen
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und fir die Dauerlagerung mit 50 pl einer 30%igen Glycerolldsung (verdinnt in
Hanks-Puffer) versetzt.
Die Aufnahme der Fluoreszenzbilder erfolgte an einem Leica DM IRE2
Mikroskop. Das Bearbeiten der Rohdaten erfolgte mit Hilfe der FW4000 und
Leica Deblur Software.

3.4.2 Proximity Ligation Assay (PLA)

Der PLA ist ein hoch sensitiver Assay zur Detektion von Proteinen, ihren
Modifikationen oder Interaktionen mit anderen Proteinen in situ. In dieser Arbeit
wurde das Duolink Kit (Olink Bioscience) nach Modifikation der
Herstellerangaben verwendet. Dafir wurden 30 pl einer definierten Zelldichte in
IBIDI p-Slides VI ausgesat. Nach 24 h wurden die Zellen fur 1 h mit IL-1 (10
ng/ml) stimuliert, gewaschen und mit 4% Paraformaldehyd in Hanks Puffer fir 5
min fixiert. Danach wurden die Zellen mit Hanks Puffer (+0,1% Saponin) far
10min permeabilisiert und fir 30 min bei 37°C im Hybridisierungsofen geblockt.
Die Inkubation mit den Primarantikdrpern (1:150-1:100) erfolgte fir 1 h bei 37°C
im Hybridisierungsofen. Nach dreimaligem Waschen fir 5 min in Waschpuffer
A, wurden die Zellen mit den PLA Sonden (Duolink in situ PLA Sonde anti-
Kaninchen PLUS und Duolink in situ PLA Sonde anti-Maus MINUS; verdunnt
1:5) fur 1 h bei 37°C im Hybridisierungsofen inkubiert. Die Zellen wurden erneut
dreimal fir 5 min in Waschpuffer A gewaschen. Danach erfolgte die Ligation (30
min) und Amplifikation (100 min) mit dem Duolink Detektionsreagenz bei 37°C
im Hybridsierungsofen. Als letzter Schritt wurden die Zellen in Waschpuffer B
gewaschen und die Zellkerne mit Hoechst 33342 (Invitrogen) gefarbt. Kontrollen
wurden mit nur einem PrimarantikOrper oder ohne Primarantikbrper
durchgefuhrt. Die Aufnahme der Fluoreszenzbilder erfolgte an einem Leica DM
IRE2 Mikroskop. Das Bearbeiten der Rohdaten erfolgte mit der FW4000
Software von Leica.
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4. Ergebnisse

4.1 Untersuchungen zu genregulatorischen Funktionen von
CDKG®6 in einem gain-of-function-Modell

Die CDK®6-Expression wird nur zellzyklusabhangig durch D-Typ-Cycline
reguliert und somit auch aktiviert. Um den regulatorischen Einfluss von CDK6
auf mogliche Zielgene zu untersuchen, ist es notwendig, die Menge an aktivem
CDKG6 beeinflussen zu konnen. Aufgrund des Fehlens eines geeigneten
spezifischen Stimulus wurde deshalb in dieser Arbeit ein Modellsystem
etabliert, welches die regulierte Expression von konstitutiv aktivem CDKG6 in
HeLa-Zellen ermdglicht.

4.1.1 Generierung einer Zelllinie mit regulierbarer Expression von
konstitutiv aktivem CDK6

Fur die Generierung der Zellinien wurde ein Doxycyclin-abhangiges
Expressionssystem verwendet. Das Tet-On-System erlaubt die Expression des
gewilnschten Gens durch Zugabe des Tetrazyklin-Derivates Doxycyclin
(Gossen et al. 1995). Nach der Bindung von Doxycyclin an das
Transaktivatorprotein rfTA kann dieses an das Doxycyclin-abhangige
Kontrollelement (TRE) binden und die Transkription des Zielgens aktivieren
(Abb. 5A).

Fur diese Arbeit wurden Hela-Tet-On-Zellen verwendet, die das
Transaktivatorprotein konstitutiv exprimieren. Zunachst wurden verschiedene
Expressionsplasmide generiert. Als Ausgangsvektor und als Kontrollvektor
wurde pBI-EGFP verwendet. Dieses Konstrukt enthalt einen bidirektionalen
minimalen CMV-Promotor, der unter der Kontrolle des TRE steht und dadurch
die parallele, Doxycyclin-abhdngige Expression des grun-fluoreszierenden
Proteins (Abkirzung GFP; green fluorescent protein) und eines weiteren
Proteins ermoglicht. Uber Xhol-und Nhel-Schnittstellen wurde sowohl humanes
Wildtyp-CDK6 (CDK6 wt) (Abb. 5B) in diesen Vektor kloniert als auch eine vor
kurzem in der Literatur beschriebene konstitutiv aktive CDK6-Mutante (CDK6
S178P) (Bockstaele et al. 2009). Die Funktionalitdt der entsprechenden
Konstrukte wurde mittels transienter Transfektion tGberprift. Abbildung 5C zeigt,
dass die entsprechenden Konstrukte zu einer Doxycyclin-abhangigen
Expression von GFP und CDK®6 fiihren. Die Expression des plasmidkodierten
CDK®6 in HelLa-Tet-On-Zellen liegt dabei jeweils deutlich Uber der endogenen
Expression von CDKB6.
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Abbildung 5: Etablierung von Zelllinien, die CDK6 konstitutiv exprimieren. (A)
Schematische Darstellung der Doxycyclin-induzierten bidirektionalen Expressionskassette
kodierend fir CDK6 und GFP. (B) Plasmidkarte des generierten pBI-EGFP-CDK6-Vektors. (C)
HelLa-Tet-On-Zellen wurden transient mit den aufgefiihrten Konstrukten transfiziert. Die Zellen
wurden fir 48 h ohne oder mit Doxycyclin (2 pg/ml) inkubiert. Die Menge an CDK6 und GFP in
den Zelllysaten wurde im Western Blot nachgewiesen. Als Beladungskontrolle diente B-actin.
(D) Schematischer Ablauf zur Generierung von stabilen Tet-On-Linien nach transienter
Transfektion wie unter A)-C) beschrieben (adaptierte Abb. aus dem Clontech Manuel Tet-On-
Linien).

Um den Einfluss von CDK6 auf die inflammatorische Genexpression
untersuchen zu kénnen, wurden mit den generierten Konstrukten stabile Linien
hergestellt (Abb. 5D).

4.1.2 Einfluss des CDK6 Wildtyps und der CDK6 S178P-Mutante auf
die Genregulation

Die mit Puromycin selektierten stabilen Tet-On-Linien wurden zunachst anhand
der CDK6 mRNA- und Proteinexpression charakterisiert. Wie in Abbildung 6A
zu sehen ist, zeigten sowohl die Kontrolllinie pBI-EGFP als auch pBI-EGFP-
CDKéwt und pBI-EGFP-CDK6 S178P nach Doxycyclinbehandlung eine
Expression von GFP. Die Uberexpression von CDK6 auf Protein und mRNA-
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Ebene ist nur in den Ansatzen mit CDK6wt oder CDK6 S178P nach Zugabe von
Doxycyclin zu verzeichnen (Abb. 6A, B). In den Ansatzen ohne Doxycyclin ist
keine erhohte Transkription /Translation von CDK6 zu sehen, was die
Zuverlassigkeit des Tet-On-Systems zeigt. Eine IL-1-Behandlung, die fur die
nachfolgenden Analysen wichtig war, hat ebenfalls keinen Einfluss auf die
induzierbare CDK6-Expression.
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Abbildung 6: Charakterisierung von CDK6 exprimierenden stabilen HelLa Tet-On Linien.
(A) HelLa Tet-On Zellen wurden mit den aufgefiihrten Konstrukten stabil transfiziert. Die CDK6-
und GFP-Expression wurde durch Doxycyclin (2 pg/ml) fir 48 h induziert. Im Anschluss
wurdendie Zellen wie angegeben fur 1 h mit IL-1 (10 ng/ml) behandelt. Der Proteingehalt an
CDK6, GFP und Tubulin wurde im Western Blot analysiert. (B) Die mRNA-Expression von
CDK6 und IL8 wurde mittels RT-gPCR analysiert. Gezeigt ist der x-fache Anstieg der
Genexpression +/- s.e.m. von vier unabhangigen Experimenten relativ zur unbehandelten
Kontrolle.

Die generierten Linien wiesen nur in einem Teil der Zellen eine Uberexpression
von CDKG6 auf (IF-Daten nicht gezeigt), was eine Erklarung fir einen fehlenden
Doxycylin-abhéngigen Effekt auf die IL-1-induzierte Expression des NF-kB
Zielgenes IL8 (Abb. 6B) bot. Da in den generierten Zellpools nur etwa die Halfte
der Zellen die gewiinschte Expression aufwiesen, wurde die Zellpopulation auf
50 Zellen/ml verdinnt, erneut selektiert und kultiviert, um einen starker
selektierten Zellpool zu erhalten. Die daraus entstandenen Linien ergab keinen
hoher angereicherten Zellpool fir CDK6wt (Daten nicht gezeigt). Aus der
erneuten Selektion der Zellen, die mit CDK6 S178P transfiziert wurden, konnte
dagegen die Zelllinie HeLa Tet-On CDK6 S178P K5 generiert werden, welche
mit 80% einen erhthten Anteil an Zellen aufwies, die die Zielgene exprimierten
(Abb. 7B). Die erhthte Expression von CDK6 und GFP wurde im Western Blot
nachgewiesen (Abb. 7A). Insgesamt zeigten noch sieben weitere getestete
Klone einen &hnlichen Phanotyp (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 7: CDK6- und GFP-Expression von HelLa Tet-On CDK6 S178P K5 Zellen. (A)
Die Zellen wurden fir 48 h in An- oder Abwesenheit von IL-1 (10 ng/ml) und/oder Doxycyclin
(2pg/ml) inkubiert. Anschlielend wurde die Expression der Proteine durch Untersuchung der
Zelllysate im Western Blot analysiert. (B) Immunfluoreszenzanalyse der Expression von CDK6
und GFP vor und nach 48 h Inkubation mit Doxycylin (2 pg/ml). Balken: 25um. (modifiziert nach
Handschick et al. 2014)

In Abbildung 8A ist zu erkennen, dass die IL-1-induzierte IL8 und IL6 MRNA-
Expression in induzierten HeLa Tet-On CDK6 S178P K5 Zellen verstarkt ist.
Der Effekt von IL-1 auf die mMRNA-Expression von IL8 und IL6 wurde durch den
spezifischen CDK4/6 Inhibitor PD332991 komplett aufgehoben. Mittels ELISA
konnte festgestellt werden, dass in HeLa Tet-On CDK6 S178P K5 Zellen die
Sekrektion von IL-1 induziertem IL-8 leicht, aber statistisch signifikant, erhoht ist
(Abb.8B).
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Abbildung 8: Einfluss der CDKG6-Expression auf die IL-1-induziertes IL8 und IL6
Genexpression in HeLa Tet-On CDK6 S178P K5 Zellen. (A) Die Zellen wurden fir 48 h mit
oder ohne Doxycyclin (2 pg/ml) inkubiert, mit/ohne PD332991 (10 uM) fir 30 min vorbehandelt
und anschlief3end mit/ohne IL-1 (10 ng/ml) fir 1 h inkubiert. Die MRNA-Expression von IL8 und
IL6 wurde mittels RT-qPCR analysiert. Gezeigt ist der x-fache Anstieg der Genexpression +/-
s.e.m. von zwei unabhangigen Experimenten relativ zur unbehandelten Kontrolle (modifziert
nach Handschick et al. 2014) (B) Die Zellen wurden fiir 48 h mit oder ohne Doxycyclin (2 pg/ml)
inkubiert und fir weitere 24 h mit IL-1 stimuliert. Die Zellkulturiberstdnde wurden fur einen IL-8
ELISA verwendet. Dargestellt ist die sezernierte IL-8 Menge +/- s.e.m. von zwei unabhéngigen
Experimenten relativ zur unbehandelten Kontrolle.

4.1.3 Untersuchung der IL-1-induzierten IL8-Expression in HelLa Tet-
On CDK®6 S178P K5 Zellen auf Einzelzellebene

Da es sich bei der HeLa Tet-On CDK6 S178P K5 Linie immer noch um einen,
wenn auch deutlich angereicherten, Zellpool handelte, wurde flir eine genauere
Analyse der Effekte von Uberexprimiertem CDKG6 die Laser-Mikrodissektion
(LMD) genutzt. Bei diesem mikroskopischen Verfahren wurde eine definierte
Anzahl an GFP-positiven und somit hdchstwahrscheinlich auch aktiv CDK6
exprimierenden Zellen mit einem Laser ausgeschnitten (siehe Methoden 3.1.14)
und die mRNA-Expression im Vergleich zu nicht-doxycyclin behandelten Zellen
untersucht. Mittels LMD war es auch mdglich, einen eventuell parakrinen Effekt
von CDKG6 auf die benachbarten GFP-negativen Zellen zu untersuchen.
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Abbildung 9: Genexpressionsanalyse auf Einzelzellebene mittels LMD. (A) Schematische
Darstellung des Prinzips der Laser-Mikrodissektion. (B) Je 50 GFP-positive und GFP-negative
Zellen aus Kulturen mit oder ohne Doxycyclin und/oder IL-1 wurden mittels LMD
ausgeschnitten. Die mMRNA-Expression von CDK6 und IL8 wurde mittels RT-qPCR analysiert.
Gezeigt ist der x-fache Anstieg der Genexpression +/- s.e.m. von vier unabhangigen
Experimenten relativ zur unbehandelten Kontrolle (modifiziert nach Handschick et al. 2014).

Wie in Abbildung 9 zu erkennen ist, kann bei den ausgewahlten GFP-positiven
Zellen eine zehnfach erhthte Expression von CDKG6 in Doxycyclin-induzierten
Zellen festgestellt werden. Die CDKG6-Expression ist IL-1-unabhéangig. Die
Uberexpression von CDK6 hat nur bei gleichzeitiger IL-1-Stimulation einen
Effekt auf die IL8 mRNA-Expression. Sowohl aktives CDK6 als auch eine
verstarkte Expression von IL8 haben keinen Einfluss auf benachbarte Zellen.
Diese Daten zeigen, dass aktives CDK6 die IL-1-induzierten Effekte auf IL8 und
IL6 spezifisch in genau den Zellen erhoht, die das exogene CDK6-Gen
Uberexprimieren (siehe schematische Abb. 10). Zusatzlich ist dieser
zellautonome Effekt in einer nicht synchronisierten Tumorzellpopulation
messbar und zeigt damit, dass ein CDK6-Signal mit den IL-1-Signalwegen in
derselben Zelle kooperieren kann.
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Abbildung 10: Aktiviertes CDK6 fdrder die zytokin-induzierte inflammatorische
Genexpression. Im gain-of-function-Modell konnte gezeigt werden, dass die aktive CDK6-
Mutante S178P eine verstarkte IL-1-induzierte inflammatorische IL8-Expression in nicht-
synchronisierten Zellen bewirkt.

4.2 Aktivierung von CDK6 und zellzyklusabhangige Expression
inflammatorischer Gene

Um die Frage zu klaren, unter welchen Bedingungen die enzymatische Aktivitat
des endogenen CDK6 aktiviert wird, wurden IP:in vitro Kinaseassays
durchgefuhrt. Hierbei wurden zunadchst dberexprimierte CDK6-Varianten
untersucht, zum einen, um die Assays zu etablieren und zum anderen, um die
Effekte von CDK6-Mutationen auf die katalytische Aktivitat direkt zu erfassen.

4.2.1 Generierung einer inaktiven CDK6-Variante und Etablierung
eines in vitro Kinaseassays

Um die Aktivitat der CDK6 S178P-Mutante nachweisen zu kdnnen, wurde ein in
vitro Kinaseassay nach Matsushime et al. (1994) entwickelt. Fir den Assay
wurde ein rekombinantes Protein verwendet (GST-RDbr7zg28), das einen N-
terminalen GST-Tag besitzt, der an den C-terminalen Bereich des Rb-Proteins
fusioniert ist, welcher mehrere durch CDK6 phosphorylierbare Aminosauren
enthalt und somit als in vitro Substrat fir CDK6 diente (Burke et al. 2010). Als
Kontrolle dienten eine phosphorylierungsinaktive CDK6-Mutante (CDK6 T177A)
(Kaldis et al. 2001) und eine katalytisch inaktive CDK6-Mutante (CDK6 K43R).
Nach einer Immunprazipitation von uberexprimiertem CDK6 ist im in vitro
Kinaseassay eine Phosphorylierung des CDK6 Substrates GST-Rb’"*9%8
erkennbar. Die Aktivitat von CDK6 ist unabhangig von IL-1 (Abb. 11A). Die
Kinaseaktivitdt von CDK6 S178P erhoht sich stark, wenn zusatzlich Cyclin D3
Uberexprimiert wird, welches im Komplex mit CDK6 immunprazipitiert werden
kann (Abb. 11A). Die IgG-Kontrollen zeigen keine Phosphorylierung von GST-
Rb773.928. Im Gegensatz zu der aktiven CDK6 S178P-Mutante kdnnen beide
inaktiven Mutanten (T177A und K43R) zwar immunpazipitiert werden, zeigen
aber im in vitro Kinaseassay keine Phosphorylierungsaktivitat (Abb. 11B).
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Abbildung 11: In vitro Kinaseaktivitat Uberexprimierter CDK6-Varianten. (A) HelLa-Zellen
wurden mit pPCDNA.3-CDK6 S178P und/oder Cyclin D3 transient transfiziert. Nach 24 h wurden
die Zellen fur 1 h mit/ohne IL-1 (10 ng/ml) inkubiert. CDK6 wurde aus den Zelllysaten
immunpréazipitiert und dessen Aktivitat durch die Phosphorylierung von GST-Rbz73.928 mittels in
vitro Kinaseassay durch Verwendung von 2p_ATP nachgewiesen (oben). Parallel dazu wurden
Aliquots des Immunkomplexes im Western Blot getestet (unten). Die Zahlen entsprechen der
CDK6-Kinaseaktivitat relativ zu den Werten unbehandelter Zellen (Abb. 12C). IgG IPs wurden
als Negativkontrolle verwendet. (B) HelLa-Zellen wurden mit den aufgefiihrten Vektoren
transient transfiziert. Die Zellen wurden wie unter (A) beschrieben behandelt und gleiche
Mengen an Zelllysaten wurden fir eine CDK6-Immunprazipitation mit anschlieendem in vitro
Kinaseassay verwendet (oben). Immunprézipitiertes CDK6 wurde im Western Blot
nachgewiesen (unten). 1gG IPs wurden als Negativkontrolle verwendet. CBB: Coomassie
Brilliant Blue (Abbildung modifiziert nach Handschick et al. 2014)

4.2.2 Aktivierung und Expression von CDK6 in Abhangigkeit von
Zellzyklus und IL-1-Stimulation
Um die endogene CDKG6-Kinaseaktivitdt zu untersuchen, wurden stabile HelLa-

pSuperPuro-Zellen, welche in den Folgeexperimenten immer als Kontrolle
verwendet wurden, durch zweitagigen Serumentzug (siehe 3.2.6) in der GO-
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Phase synchronisiert (arrest) und durch FKS-Zugabe in den Zellzyklus
entlassen (G1 release), wodurch sich ein Teil der Zellen wéhrend der Messung
in der G1-Phase befindet (Abb. 12A). Die Synchronisation der Zellen in G1 und
anschlielender Entlassung in die S-Phase durch einen Thymidin-Aphidicolin-
Block zeigt, dass deutlich mehr Zellen nach S release sich in der S-Phase
befinden, als in G1 nach G1 release (Abb. 12A). Um die CDK6-Kinaseaktivitat
in Abhangigkeit von IL-1 zwischen synchronisierten (G1-Phase) und nicht
synchronisierten Zellen zu vergleichen, wurden wie in Abbildung 12B und C
dargestellt, Kinaseassays nach Immunprazipitation von CDK6 durchgefuhrt. Die
G1 release Zellen zeigen im Vergleich zu arretierten Zellen eine deutlich
starkere Bildung des CDK6-Cyclin D3-Komplexes, was mit einer Verdoppelung
der in vitro Kinaseaktivitat des CDK®6:Cyclin D3 Immunkomplexes einhergeht
(Abb. 12B). Dieser relativ schwache Anstieg kann damit erklart werden, dass
nur ein Teil der Zellen nach der sechsstindigen Serumzugabe wieder in den
Zellyzyklus eingetreten ist (siehe FACS-Profil, Abb. 12A). Nicht-synchronisierte
Zellen zeigen dagegen keine in vitro messbare Regulation der CDK6-Aktivitat
(Abb. 12C). Weder unter diesen Bedingungen (Abb. 12B, C) noch nach
Uberexpression (Abb. 11A) ist die CDK6-Kinaseaktivitat durch IL-1 regulierbar.
In Ubereinstimmung mit der Literatur (Kaldis et al. 1998, Bockstaele et al. 2009)
erfolgt die Regulation der CDK6-Kinaseaktivitat daher offenbar durch eine G1-
vermittelte Expression von Cyclin D3, welches an CDK6 bindet und dieses
aktiviert.
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Abbildung 12: Analyse der endogenen CDKG6-Kinaseaktivitat in synchronisierten und
nicht-synchronisierten Zellen. (A) Stabil mit pSuper-Puro transfizierte HelLa-Zellen blieben
unbehandelt oder wurden fir 48 h in der GO/G1 Phase durch Serumentzug (arrest) oder in der
spaten G1-Phase durch Thymidin/Aphidicolin-Behandlung (G1 arrest) arretiert. Danach wurden
die Zellen fur 6 h durch Zugabe von 20 % FKS (G1 release) oder durch Entfernen von
Thymidin/Aphidicolin (S release) in den Zellzyklus entlassen. Zusétzlich wurden die Zellen fur
30 min mit IL-1 behandelt. Der DNA-Gehalt wurde durch Propidiumiodid FACS-Féarbung
bestimmt (siehe 3.1.16). Der prozentuale Anteil von Zellen in GO/G1, S-Phase und G2/Mitose ist
in der Tabelle aufgelistet. (B) Stabil mit pSuper-Puro transfizierte HeLa-Zellen wurden wie unter
(A) arretiert, in G1 entlassen und stimuliert. Die enzymatische Aktivitdt wurde durch in vitro
Kinaseassay wie in Abb. 11 beschrieben nachgewiesen. Aliquots des Immunkomplexes wurden
im Western Blot analysiert. (C) Der in vitro Kinaseassay wurde wie unter (B) beschrieben und
mit Zellextrakten von unsynchronisierten unbehandelten oder fur 1 h mit IL-1 (10 ng/ml)
stimulierten HelLa-Zellen durchgefuhrt. 1gG IPs wurden als Negativkontrolle verwendet. Die
Zahlen zeigen die CDK6-Kinaseaktivitat relativ zu den Werten arretierter Zellen (A) oder
unbehandelter unsynchronisierter Zellen (B). CBB: Coomassie Brilliant Blue (Abbildung
modifiziert nach Handschick et al. 2014)

4.2.3 Inflammatorische Genexpression in synchronisierten Zellen

Unter den Bedingungen, die zu einer Aktivitatserhhung des endogenen CDK6
fuhrten, wurden anschlieBend umfangreiche Genexpressionsanalysen
durchgefuhrt. Fur die Untersuchung eines mdglichen direkten Einflusses des
Zellzyklus auf die IL-1-regulierte inflammatorische Genexpression wurden
Microarrays in Zusammenarbeit mit Dr. O. Dittrich-Breiholz (Institut fur
Physiologische Chemie, MHH) mit synchronisierten Zellen durchgefihrt (Abb.
13). In vier unabhéngigen Serien an Experimenten, wurden HelLa-Zellen durch
48 h Serumentzug in der GO/frihen G1-Phase arretiert und anschlielRend mit
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oder ohne FKS fir 6 h inkubiert (G1 release). Die Zellen blieben anschliel3end
entweder unbehandelt oder wurden fur 30 min mit IL-1 inkubiert, um
inflammatorische  Signalwege zu aktivieren. Die Filterkriterien der
durchgefiihrten Microarrays sind im Methodenteil unter 3.1.15 beschrieben.

Die G1 release Zellen zeigten eine erhthte Expression von 448 Genen ohne
und von 532 Genen mit zusatzlicher IL-1-Behandlung (Abb. 13A), wobei die
Mehrheit (400) der aktivierten Gene bei beiden Anséatzen Utbereinstimmte (Abb.
13B). Insgesamt wurden 132 Gene ausschlie3lich bei G1 release Zellen mit
zusatzlicher IL-1-Stimulation verstarkt exprimiert (Abb. 13B). Neben der
Aktivierung von Genen bewirkte der G1 release, sowohl mit als auch ohne IL-1-
Stimulation, zuséatzlich die Herrunterregulierung von mehr als 300 Genen.

Eine IL-1-Stimulation in arretierten Zellen induzierte die Expression von 29
Genen und hemmte nur ein Gen (Abb. 13A). Von den 29 Genen wurden 11
Gene ebenfalls bei G1 release Zellen ohne IL-1-Stimulus aktiviert. Diese 11
Gene sind somit durch den Zellzykluseintritt unabhangig von IL-1 regulierbar
(Abb. 13C). Die Gruppe von IL-1- plus G1 release regulierten Genen Uberlappt
mit 28 Genen (Abb. 13D), von denen ein grof3er Teil einer Reihe von
prototypischen inflammatorischen Genen entspricht, die als transkriptionelle
Regulatoren fungieren oder Zytokine sind (z.B. FOS, JUN, IL8, IL6, CCL20,
CXCL1,2,3). Alle gefilterten Gene sind in Handschick et al. 2014 in der
Supplemental Table S1 aufgelistet.

Abbildung 13E zeigt die Validierung der Microarrays anhand der ausgewéahlten
Gene. Die Gene IL8, IL6, CXCL3 und CCL20 werden durch IL-1, den
Zellzyklus-release oder durch beide Bedingungen induziert. Auffallend war,
dass bei IL8, IL6 und CCL20 eine Kostimulation durch G1 release und IL-1 die
MRNA Expression synergistisch verstarkte. /kBa (NFKBIA) wird nur durch IL-1
induziert, wahrend CDK6 und Cyclin D1 (CCNDI) zellzyklusabhangig reguliert
werden. Die Synchronisation der Zellen schien keinen Einfluss auf die
Expression von CDK4 zu haben.
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Abbildung 13: Kooperation von IL-1- und Gl-regulierten Signalen bei der Genregulation
in synchronisierten Zellen. (A) HeLa-Zellen wurden in der GO/G1 Phase durch Serumentzug
far 48 h arretiert (arrest). Danach wurden die Zellen fir 6h durch Zugabe von 20% FKS in den
Zellzyklus entlassen (G1 release). Zusétzlich wurden arretierte und G1 release Zellen fir 30 min
mit IL-1 (10 ng/ml) stimuliert. Isolierte RNA von vier unabhéngigen Experimenten wurden fir
Microarray-Analysen mit dem Agilent Whole Genome Oligo Microarrays Kit genutzt. B-D) Venn-
Diagramme zur Visualisierung der differentiell regulierten Gengruppen wie unter (A)
beschrieben. (E) Analyse der Expression einzelner inflammatorischer Gene mittels RT-gPCR
aus Zellen wie in (A) beschrieben. Gezeigt ist der x-fache Anstieg der Genexpression +/- s.e.m.
von vier unabhangigen Experimenten relativ zur unbehandelten Kontrolle. (Abbildung modifiziert
nach Handschick et al. 2014)
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In Abbildung 14 ist ein schematischer Uberblick (iber die gewonnenen
Erkenntnisse aus dem synchronisierten Zellmodell dargestellt.
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Abbildung 14: Zellzyklusabhangige Signale regulieren die Expression inflammatorischer
Gene. Die Analyse synchronisierter HelLa-Zellen zeigte eindeutig eine zellzyklusabhéngige
Expression inflammatorischer Gene, welche synergistisch die Wirkung des Zytokinstimulus IL-1
verstarken.

4.3 Genomweite Untersuchungen zu genregulatorischen
Funktionen von CDK6 in einem loss-of-function Modell

Aufgrund der unter 4.1-4.2 dargestellten Ergebnisse zur CDKG6-abhangigen
Regulation inflammatorischer Gene im gain-of-function-Modell, sowie zur
zellzyklusabhangigen Aktivierung von CDK6 und inflammatorischen Genen,
stellte sich die Frage, ob die zellzyklusabhangige Expression inflammatorischer
Gene von CDKG6 beeinflusst wird. In einem loss-of-function-Modell wurden
deshalb die genregulatorischen Funktionen des zellzyklusabhangigen
endogenen CDK6 naher untersucht.

4.3.1 Etablierung und funktionelle Charakterisierung einer
monoklonalen CDK6-Knockdown-Linie

Durch Vorarbeiten von Helmut Miller, AG Kracht, existierte bereits ein Zellpool
stabil transfizierter HelLa-Zellen, die eine spezifische gegen CDKG6 gerichtete
shRNA exprimieren und eine aus diesem Zellpool generierte monoklonale Linie
(HeLa-pS-shCDK6-K06). Diese Linie wurde hinsichtlich der Expression der in
Abb. 13 gezeigten Gene untersucht und mit einer Kontrolllinie ohne
spezifischen Knockdown verglichen. Zusatzlich wurde die Expression der
Cycline D1 und D3 untersucht, woduch der Ubertritt von GO in G1 validiert
werden konnte. Der CDK6-Knockdown hatte keinerlei Einfluss auf die
Expression von CDK4, Cyclin D1 und Cyclin D3 (Abb. 15A, C). Die mRNA-
Expression der IL-1-induzierten Gene IL6, IL8, CXCL3 und CCL20 war nach
einem CDKG6-Knockdown allerdings deutlich geringer. Ein Einfluss von CDK6
auf IkBa war nicht zu erkennen (Abb. 15B, C).
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Abbildung 15: CDK6-abhangige Genexpression in synchronisierten Zellen. (A) Stabil
transfizierte pSuper.Puro (Vektor) HelLa Kontrollzellen und HelLa-pS-shCDK6-K06-Zellen
(shCDK®6) wurden wie in Abb. 13A synchronsiert und behandelt. Zelllysate wurden im Western
Blot analysiert. Tubulin wurde als Beladungskontrolle verwendet. (B-C) Die Veranderung der
inflammatorischen Genexpression der beiden Zelllinien wurde durch RT-gPCR analysiert.
Gezeigt ist der x-fache Anstieg der Genexpression +/- s.e.m. von vier unabhangigen
Experimenten relativ zur unbehandelten Kontrolle. (Abbildung modifiziert nach Handschick et al.
2014).

Zusétzlich wurde die IL-1-induzierte Expression der inflammatorischen Gene in
unsynchronisierten stabilen CDK6-Knockdown Zellen untersucht, um
stressbedingte Effekte des Synchronisationsprotokolls ausschliel3en zu kénnen
(Abb. 16). Die Experimente bestétigten die Ergebnisse aus Abbildung 15, mit
Ausnahme einer Hemmung der IL-1-induzierten /kBa-Expression.
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Abbildung 16: CDK6-abhangige Genexpression in unsynchronisierten Zellen. (A)
Zellextrakte unsynchronisierter Kontrollzellen (Vektor) und monoklonaler HelLa-pS-shCDK6-
K06-Knockdown-Zellen (shCDK6) wurden mittels Western Blot analysiert. Tubulin wurde als
Beladungskontrolle verwendet. (B) Zellen wurden wie in (A) fur 1 h mit/ohne IL-1 (10 ng/ml)
stimuliert. Die Expression der Gene wurde mittels RT-qPCR gemessen. Gezeigt ist der x-fache
Anstieg der Genexpression +/- s.e.m. von zwei unabhangigen Experimenten relativ zur
unbehandelten Kontrolle. (Abbildung modifiziert nach Handschick et al. 2014).

4.3.2 Zellzyklusspezifische Genregulation durch CDK4-Knockdown

Da CDK6 und CDK4 eine hohe Homologie aufweisen (71% Identitat auf
Aminosaureebene) und ahnliche Funktionen in der Regulation des Zellzyklus
ausltben, stellte sich die Frage nach dem Einfluss von CDK4 auf die
zellzyklusspezifische Genregulation. Nach der Generierung einer monoklonalen
HeLa-Zelllinie mit shRNA-vermitteltem CDK4-Knockdown durch Helmut Muller,
AG Kracht, wurde diese Linie ebenfalls charakterisiert und mit der Kontrolllinie
verglichen. In synchronisierten Zellen zeigte CDK4 dabei grundsatzlich
denselben Einfluss auf die entsprechenden Gene wie CDK6 und hatte keinen
Einfluss auf die CDK6-Expression (Abb. 17). Der einzige Unterschied lag in
einer leichten Hemmung der Cyclin D1- und /kBa-Expression (Abb.17).
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Abbildung 17: CDK4-abhangige Genexpression in synchronisierten Zellen. (A) Hela-
Zellen wurden mit pSuper.Puro (Vektor) oder pSuper.Puro-shCDK4 (shCDK4) stabil transfiziert.
Zellen wurden wie in Abb. 13A synchronisiert und behandelt. Zelllysate wurden im Western Blot
analysiert. B-actin wurde als Beladungskontrolle verwendet. (B-C) Die RNA aus Vektorkontrolle
und CDK4-Knockdown-Linie, wie unter (A) beschrieben, wurden auf Verédnderung der
inflammatorischen Genexpression durch RT-qgPCR untersucht. Gezeigt ist der x-fache Anstieg
der Genexpression +/- s.e.m. von zwei unabhangigen Experimenten relativ zur unbehandelten
Kontrolle. (Abbildung modifiziert nach Handschick et al. 2014).

AnschlieBend wurde auch die IL-1-induzierte  Genexpression in
unsynchronisierten CDK4-Knockdown-Zellen untersucht. Im Gegensatz zum
CDK®6-Knockdown war in unsynchronisierten CDK4-Knockdown-Zellen nur die
Expression von CCL20 leicht gehemmt, wahrend bei anderen Genen kein
Effekt zu sehen war (Abb. 18).
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Abbildung 18: CDK4-abhangige Genexpression in unsynchronisierten Zellen. (A)
Zellextrakte von unsynchronisierten Kontrollzellen (Vektor) und monoklonalen CDK4-
Knockdown-Zellen (shCDK4) wurden mittels Western Blot analysiert. B-actin wurde als
Beladungskontrolle verwendet. (B) Die beiden Zelllinien wurden 1 h mit/ohne IL-1 (10 ng/ml)
inkubiert. Die Expression der Gene wurde mittels RT-gPCR gemessen. Gezeigt ist der x-fache
Anstieg der Genexpression +/- s.e.m. von zwei unabhangigen Experimenten relativ zur
unbehandelten Kontrolle. (Abbildung modifiziert nach Handschick et al. 2014)

4.3.3 Genomweite Unterschiede der IL-1 induzierten Genexpression
zwischen monoklonaler shCDK4- und shCDK®6-Linie

Um einen genomweiten Uberblick iber den Einfluss von CDK6 und CDK4 auf
die Genexpression zu erhalten und den Einfluss beider Kinasen vergleichen zu
kobnnen, wurden die monoklonalen Knockdown-Linien und Kontrolllinien
genutzt, um vier parallele Microarray-Experimente durchzufiihren, wobei die
RNAs aus jeweils zwei biologisch unabhéangigen Experimenten stammten. Die
shCDK4- und shCDKG6-Zellen wurden wie unter 4.2.3 beschrieben
synchronisiert. Daraus ergab sich fur die Microarray-Analyse n=4 fir die
Kontrollzellen und n=2 fur die CDK-Knockdown-Zellen. Die Filterkriterien sind
im Methodenteil unter 3.1.15 beschrieben. Die Microarray-Analysen zeigten,
dass 34% bzw. 45% aller IL-1-induzierten Gene CDK6- oder CDK4-abhangig
reguliert sind (Abb. 19A). Sieben dieser Gene waren sowohl CDKG6- als auch
CDK4-abhangig. Zu dieser Gruppe zahlten IL8, IL6 und CCL20. Die Daten
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bestatigten somit  die bereits durch RT-gPCR festgestellten
Regulationsmechanismen dieser Gene. Von den durch G1 release aktivierten
Genen waren nur 8% CDKG6- bzw. 11% CDK4-abhangig, wahrend von den
durch G1 release + IL-1-Stimulation aktivierten Genen 11% eine CDK6- und
12% eine CDK4-Abhangigkeit aufwiesen (Abb. 19A). Die Daten des CDKG6-
Microarrays zeigten, dass von den insgesamt 692 CDKG6-abhé&ngigen Genen
334 verringert und 358 erhoht exprimiert wurden (Abb. 19B). CDK4 hingegen
wurde fur die Regulation von insgesamt 434 Genen bendétigt (Expression von
232 Genen verringert und 202 Genen erhoht, Abb. 19B). Eine tabellarische
Zusammenfassung der gefilterten Gene ist in Handschick et al. 2014 in der
Supplemental Table S2 zu finden.

Nur ein kleiner Teil der von CDK6 und CDK4 regulierten Gene wurde von
beiden Kinasen beeinflusst. Eine Gene Ontology-Analyse der 123 Gene, die
durch beide Kinasen reguliert werden, ergab einen grol3en Anteil an Genen, die
fur extrazellulare Faktoren kodieren, wie z.B. Zytokine und Chemokine (Abb.
19C). Neben ihrer regulierenden Funktion im Zellzyklus haben CDK6 und CDK4
daher offensichtlich weitere und voneinander unabhangige Funktionen.

Da die CDK6-Uberexpression das IL8-Gen induzierte und der CDKG6-
Knockdown sowohl in synchronisierten als auch in nicht-synchronisierten Zellen
zu einer Suppression der IL-1-induzierten Genexpression fuhrte, und CDKG6
daher vermutlich eine fundamentalere Rolle bei der Regulation von
inflammatorischer Genen spielte als CDK4, wurden weitere Experimente nur mit
dieser Kinase durchgefuhrt.
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Abbildung 19: Genomweite Identifikation von CDK6- und CDK4-abhéngigen Genen. (A)
HelLa shCDK4 und shCDK6 monoklonale Linien wurden wie in Abb. 13A synchronisiert und
behandelt. Die isolierten RNAs von zwei unabhangigen Experimenten wurden anhand von
Microarrays analysiert. Die dargestellten Venn-Diagramme und Zahlen zeigen zellzyklus- oder
IL-1-induzierte Gene, ihre Uberlappung (overlap) und ihre Abhéngigkeit von CDK6, CDK4 oder
beiden Kinasen. (B) Venn-Diagramme des gleichen Microarray-Datensatzes zeigen die
generelle Anzahl CDK6- und CDK4-regulierter Gene. Die regulierten Gene wurden gezahlt und
die Anzahl in der Tabelle zusammengefasst (Filterkriterien unter 3.1.15). (C) Gene Ontology
(GO)-Analyse von 123 Genen, die sowohl durch shCDK4- als auch shCDK6-Knockdown
reguliert sind. Dargestellt sind Gene, welche eindeutig zugeordnet werden konnten. (Abbildung

modifiziert nach Handschick et al. 2014)
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4.4 Untersuchung der zellzyklusspezifischen Regulation TNFa-
induzierter Gene durch CDK6

Da die Expression inflammatorischer Gene durch IL-1 von CDK6 abhangig war,
stellte sich auch die Frage, ob dieses auch fiir andere Zytokine der Fall war.
TNFa ist neben IL-1 der wichtigste Regulator inflammatorischer Gene und
wurde aus diesem Grund genauer untersucht. Um dabei einen noch tieferen
Einblick in die zellzyklusabhangige Genexpression auf Einzelzellebene zu
bekommen, wurden Hela-Fucci-Zellen (fluorescent ubiquitination-based cell-
cycle indicator (Sakaue-Sawano et al. 2008) fiur die folgenden Versuche
verwendet. Fucci-Zellen basieren auf der zellzyklusabhéangigen Proteolyse der
Proteine Geminin und Cdtl. Eine trunkierte Version von Cdtl (30-120) wurde
mit dem Fluoreszenzfarbstoff mKO2 (monomeric version of Kusabira Orange 2)
und eine verkirzte Version von Geminin (1-110) mit dem Fluoreszenzfarbstoff
MAG (monomeric version of Azami Green) fusioniert. Diese Konstrukte wurden
stabil in HelLa-Zellen transfiziert (Sakaue-Sawano et al. 2008). Die so
entstandenen  Fucci-Zellen  exprimieren  farbige, zellzyklusabhangige
Indikatoren, die es ermdglichen den Zellzyklusstatus jeder einzelnen Zelle
sichtbar zu machen (Abb. 20). Durch die Expression von mKO2-hCdt1(30-120)
wéahrend der G1-Phase und die gleichzeitige Ubiquitin-vermittelte Proteolyse
von MAG-hGem (1-110) leuchten die Zellen rot. In der S-, G2- und M-Phase
dominiert mAG-hGem (1-110), so dass die Zellen in diesen Phasen grin
leuchten. Am Ubergang von der G1- zur S-Phase sind beide Proteine in
geringem Mal3e vorhanden, was wiederum zu einer gelblich-orangenen-
Farbung fuhrt (Abb. 20). Kurz nach der Mitose sind weder Geminin noch Cdtl
vorhanden, so dass diese Zellen keine Farbung aufweisen.

A

Abbildung 20: HeLa-Fucci-Zellen. (A) Schematische Darstellung der fluoreszierenden Fucci-
Zellen in den einzelnen Zellzyklusphasen (Sakaue-Sawano et al. 2008). (B)
Fluoreszenzaufnahme von unsynchronsierten HelLa-Fucci-Zellen.
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4.4.1 Charakterisierung eines stabilen CDK6-Knockdowns in HelLa-
Fucci-Zellen

Um einen CDKG6-Knockdown in HelLa-Fucci-Zellen analysieren zu kdnnen,
wurden von Helmut Muller, AG Kracht, monoklonale Fucci-Zellen generiert, die
stabil mit einer shRNA gegen CDK6 transfiziert wurden (HelLa-Fucci-pS-
shCDK6 KO03). Die Charakterisierung dieser Zelllinie ergab im Vergleich zur
Kontrolllinie einen starken Knockdown von CDKG6 auf Protein- und mRNA-
Ebene (Abb. 21A, B), der TNFa- und zellzyklusunabhangig war und keinen
Einfluss auf die Menge an CDK4 hatte. Wie in Abbildung 21D zu sehen ist,
befanden sich etwa 65% der gehungerten (ohne FKS) Fucci-Zellen im G1
arrest. Dieser Wert lag bei G1 release Zellen bei etwa 30%. Der Knockdown
von CDKG6 zeigte keinen Einfluss auf die zellzyklusabhéngige Verteilung der
synchronisierten Zellen. Bei der HelLa-Fucci-shCDK6 KO03-Linie war allerdings
die TNFa-induzierte IL8, IL6 und CXCL3 mRNA-Expression sowie die /kBa- und
Cyclin D1-Expression gehemmt. CCL20 wurde nur in TNFa-stimulierten
arretierten Fucci-CDK6-Knockdown-Zellen gehemmt. (Abb. 21C). Diese
Befunde wurden nicht nur in den monoklonalen Linien, sondern auch in den
zuvor generierten Zellpools nachgewiesen (Daten in Handschick et al. 2014).
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Abbildung 21: TNFa-induzierte Genexpression in einer monoklonalen synchronisierten
HelLa-Fucci-shCDK6-Linie. (A) Stabil transfizierte Hela-Fucci-Kontrollzellen (Vektor) und
HelLa-Fucci-pS-shCDK6 K03-Zellen (shCDK6) wurden wie in Abb. 13A synchronisiert und 30
min mit/ohne TNFa (20 ng/ml) behandelt. Zelllysate wurden im Western Blot analysiert. p65
wurde als Beladungskontrolle verwendet. (B, C) Analyse der mRNA auf Veranderung der
inflammatorischen Genexpression durch RT-qPCR. Gezeigt ist der x-fache Anstieg der
Genexpression +/- s.e.m. von drei unabhangigen Experimenten relativ zur unbehandelten
Kontrolle. (D) Zellzyklusphasen der Fucci-Kontrolllinie (Vektor) und Fucci-pS-shCDK6 KO03-
Zellen (shCDK6) wurden fur alle arrest und G1 release Bedingungen +/- TNFa durch Zahlen
von mindestens 500 Zellen bestimmt. Die Farben entsprechen den folgenden Zellzyklusphasen:
rot, G1; gelb, G1/S; hellgriin, S/G2; dunkelgriin, Mitose. (Abbildung modifiziert nach Handschick
et al. 2014)
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4.4.2 Analyse TNFa-induzierter Genexpression in Fucci-shCDK6-
Zellen mittels LMD

Mit Hilfe der Laser-Mikrodissektion ist es moglich gezielt Zellen zu isolieren, die
sich in einer bestimmten Zellzyklusphase befinden (Abb. 22). Mit einer
definierten Anzahl von ausgeschnittenen Zellen wurde durch Einzelzell-RT-
gPCR (siehe 3.1.14) die Zellzyklus- und TNFa-induzierte Genexpression
gemessen.

shCDKG®6, Arrest shCDK6, Gl release + TNF

Abbildung 22: LMD-basierte Isolation von Zellen. Bilder der monoklonalen HelLa-Fucci-pS-
shCDK6 KO03-Linie. Linkes Panel: Aufnahmen nach 48 h Serumentzug (arrest). Rechtes Panel:
G1 release Zellen mit 30 min TNFa-Stimulation. Die Bilder zeigen einen ausgewéhlten Bereich
vor der LMD (A), nach der Markierung ausgewahlter Zellen (roter Kreis) (B), nach dem
Ausschneiden mittels LMD (C) und die Validierung der gesammelten Zellen im Deckel eines 0,2
ml GeféalRes (D).
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In Abbildung 23 ist zu sehen, dass der CDK6-Knockdown zellzyklusunabhéangig
nachweisbar war.
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Abbildung 23: LMD-basierte Analyse von synchronisierten Fucci-pS-shCDK6 K03-Zellen.
Arretierte und G1 release (+30 min TNFa-Stimulation) Zellen wurden mittels LMD isoliert und
die mRNA-Expression der dargestellten Gene durch RT-gPCR analysiert. Die Farben
entsprechen den folgenden Zellzyklusphasen: rot, G1; gelb, G1/S; grin, S/G2 oder Mitose.
Gezeigt ist der x-fache Anstieg der Genexpression +/- s.e.m. von zwei unabhangigen
Experimenten relativ zur unbehandelten Kontrolle, in denen jeweils 20 Zellen pro
Zellzyklusstadium verwendet wurden (modifiziert nach Handschick et al. 2014).

In arretierten Zellen war keine Genexpression von IL8, IL6 und CCL20, sowie
eine sehr geringe Expression von CXCL3 messbar. Erst die Zugabe von Serum
mit TNFa resultierte in einer starken Expression der inflammatorischen Gene.
Der CDK6-Knockdown zeigte keinen Effekt auf die /kBa und Cyclin D1 mRNA-
Expression, wahrend die IL8, IL6, CXCL3 und CCL20 mRNA-Expression
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spezifisch in der G1- und S/G2-Phase gehemmt waren. Fir IL6 konnte auch in
arretierten Zellen plus TNFa eine CDK6-abhéngige Expression in der G1-Phase
gezeigt werden (Daten in Handschick et al. 2014).

Auch in der Analyse der Genexpression nicht-synchronisierter Zellen mittels
LMD liel3 sich der CDK6-Knockdown in jeder Zellzyklusphase nachweisen (Abb.
24). Die mRNA-Expression von Cyclin D1 und /kBa blieb auch hier
unbeeinflusst, wéahrend die IL8 mRNA-Expression signifikant im CDKG6-

Knockdown in der G1-Phase gehemmt war.
*p<0.05
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Abbildung 24: LMD-basierte Analyse von unsynchronisierten Fucci-pS-shCDK6 KO03-

Zellen. Fucci-Kontrollzellen (Vektor) und Fucci-pS-shCDK6 KO03-Zellen (shCDK6) blieben

unbehandelt oder wurden 30 min mit TNFa stimuliert. Mittels LMD wurden die Zellen isoliert und

die mRNA-Expression der dargestellten Gene durch RT-gPCR analysiert (siehe Abb. 22).

Gezeigt ist der x-fache Anstieg der Genexpression +/- s.e.m. von zwei unabhangigen

Experimenten relativ zur unbehandelten Kontrolle, in denen jeweils 50 Zellen pro
Zellzyklusstadium analysiert wurden (modifiziert nach Handschick et al. 2014).
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Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse aus 4.3 und 4.4, dass die
zellzyklusabhangige Regulation der inflammatorischen Genexpression sowohl
in IL-1 und TNFa-stimulierten Zellen stattfindet. Die IL-1- oder TNFa-induzierte
Genexpression ist in den individuellen Zellzyklusphasen durch einen CDKG6-
abhéangigen Signalweg geregelt.

Der CDK4-abhangige Signalweg beeinflusst ebenfalls zellzyklusabhéangig die
Regulation inflammatorischer Gene, jedoch wird nur ein kleiner Teil dieser
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Gene von beiden Kinasen beeinflusst. Ein Uberblick liber die gewonnnenen
Befunde ist in Abbildung 25 schematisch dargestellit.

Zytokine Zellzyklus

.
inflammatorische
P @ G 1'I+

@
Abbildung 25: CDK6 und CDK4 beeinflussen die zellzyklusabhangige Regulation
inflammatorischer Gene. Im loss-of-function-Modell konnte gezeigt werden, dass die beiden
G1l-abhangigen Kinasen CDK6 und CDK4 die Expression inflammatorischer Gene
zellzyklusabhangig aktivieren. Beide Kinasen haben auflerdem weitere nicht-uberlappende
genregulatorische Funktionen neben dem Zellzyklus.

4.5 Beeinflussung des NF-kB-Signalweges durch CDK6

Die Suppression IL-1- und TNF-induzierter Gene in der Abwesenheit von CDK6
fuhrte zu der Frage, ob CDK6 an einem zentralen Mechanismus dieser
Genregulation beteiligt ist. Da NF-kB ein essentieller Transkriptionsfaktor fur die
Regulierung der inflammatorischen Genexpression ist, wurde im Folgenden
untersucht, ob der genregulatorische Effekt von CDK6 in Zusammenhang mit
NF-kB steht.

4.5.1 Interaktion und Kolokalisation von CDK6 mit p65

Die transkriptionelle Aktivierung der Zielgene von IL-1 und TNFa erfolgt meist
durch die Aktivierung der NF-kB Untereinheit p65. Deshalb wurde zunachst
versucht eine mdgliche Interaktion von CDK6 mit p65 in unterschiedlichen
subzellularen Kompartimenten mittels fraktionierter Lyse und anschlieRender
Immunprézipitation nachzuweisen (Helmut Mduller, AG Kracht). In Abbildung
26A (oben) ist zu erkennen, dass in transfizierten Zellen, die HA-CDK6 und
GFP-p65 Uberexprimieren, beide Proteine im Cytosol, in der l6slichen
Kernfraktion und in der Chromatinfraktion in etwa gleichen Mengen detektiert
wurden. Eine Koimmunoprazipitation beider Proteine konnte jedoch
ausschlief3lich bei der Chromatinfraktion festgestellt werden (Abb. 26A, unten).
Fluoreszenzaufnahmen von tberexprimiertem GFP-p65 und endogenem CDK6
bestéatigten diesen Befund (Abb. 26B). p65 kolokalisierte primar mit CDK6 in
distinkten nukle&ren Bereichen (Dr. Knut Beuerlein, AG Kracht).

Im Gegensatz dazu konnte die bereits charakterisierte Interaktion von CDK6 mit
Cyclin D1 und D2 spezifisch im Cytoplasma nachgewiesen werden (Abb. 26A).
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Abbildung 26: CDK6 interagiert und kolokalisiert mit p65 im Uberexpressionssystem. (A)
HelLa-Zellen wurden mit GFP-p65 und HA-CDK6 Konstrukten transfiziert. Nach 24 h wurden die
Zellen lysiert und in cytosolische (C), losliche Kernproteine (N1) und unl@sliche
Chromatinfraktion (N2) getrennt. Die zelluldre Verteilung von CDK6 und p65 wurde mittels
Western Blot analysiert. Antikérper gegen Tubulin, Histon H3 und B-actin wurden verwendet,
um die Reinheit der einzelnen Fraktionen und gleiche Beladung nachzuweisen (oben). Die
Fraktionen wurden fir eine CDK6-Immunprazipitation verwendet (unten). CDK6-interagierende
Proteine wurden mittels Western Blot mit den entsprechenden Antikdrpern nachgewiesen. (B)
HelLa-Zellen wurden mit GFP-p65 oder Kontrollvektor transfiziert. Subzellulare Lokalisation von
GFP-p65 und endogenem CDK6 wurden mittels indirekter Immunfluoreszenz analysiert. Die
vergroRRerten Bereiche zeigen die Lokalisation von CDK6 und GFP-p65 in nukleéaren Bereichen.
IF-Kontrolle = ohne Primarantikdrper, Balken: 10 um (Abbildung modifiziert nach Handschick et
al. 2014).
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Eine Kolokalisation von endogenem CDK6 und endogenem p65 im Kern konnte
nach einem IL-1-Stimulus spezifisch mittels Immunfluoreszenz nachgewiesen
werden (Abb. 27A). Ein Nachweis der Interaktion von CDK6 und p65 auf
endogener Ebene durch Immunopézipitation war allerdings nicht moglich (Abb.
27B). Die aus der Literatur bekannten Interaktionen von CDK6 mit Cyclin D3
(Bockstaele et al. 2009) und von p65 mit IkBa (Schmitz et al. 2004, Solt and
May 2008) waren jedoch deutlich zu erkennen (Abb. 27B). Eine alternative
Methode zum Nachweis einer CDKG6:p65-Interaktion ist der hoch sensitive
proximity ligation assay (PLA) (siehe 3.4.2), der auch schwache oder wenig
vorhandene endogene Bindungen detektieren kann. Das Prinzip dieser
Methode ist in Abbildung 28A dargestellt. Mit dieser Methode konnte eine
eindeutige Interaktion von CDK6 und p65 nachgewiesen werden (Abb. 28B).
Die Gesamtzahl der Immunkomplexe pro Zelle nahm nach IL-1-Stimulation
nicht zu, aber eine IL-1-abh&ngige intrazellulare Umverteilung der Signale war
festzustellen. In unbehandelten Zellen fand die Interaktion zwischen p65 und
CDK®6 zu uber 80% im Cytosol statt, wahrend nach IL-1-Stimulation mehr als
die Halfte der Interaktionen im Kern nachweisbar war (Abb. 28B). Die Spezifitat
des Assays wurde durch eine Reihe von parallel durchgefiuhrten
Negativkontrollen Uberprift. So fuhrte das Weglassen eines oder beider
Primarantikorper dazu, dass kein Signal mehr detektiert wurde (Abb. 28C).
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Abbildung 27. Kolokalisation von endogenem CDK6 und p65, aber fehlende
Koimmunoprazipitation. (A) HeLa-Zellen wurden in p-Slides VI ausgeséat. Nach 24 h wurden
die Zellen fur 1 h mit/ohne IL-1 (10 ng/ml) stimuliert. Die subzellularen Lokalisationen von
endogenem p65 und CDK6 wurden mittels indirekter Immunfluoreszenz analysiert. IF-Kontrolle
= ohne Primérantikorper, Balken: 10um (B) KB Zellen wurden fir 1 h mit/ohne IL-1 (10 ng/ml)
stimuliert, lysiert und die entsprechenden Proteine wurden mittels Western Blot nachgewiesen.
Lysate wurden flr Immunprazipitationen von CDK6 und p65 verwendet. Die 1gG-IP wurde als
Negativkontrolle verwendet. CDK6- und p65-interagierende Proteine wurden mit den
dargestellten Antikérpern nachgewiesen.
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Abbildung 28: Nachweis der endogenen Interaktion und Kolokalisation von p65 und
CDK6 mittels PLA. (A) Schematische Darstellung des Funktionsprinzips eines PLA-Assays
(OLINK Bioscience) (B) KB Zellen wurden in p-Slides VI ausgeséat. Nach 24 h wurden die Zellen
fur 1 h mit/ohne IL-1 (10 ng/ml) stimuliert. Antikdrper gegen p65 und CDK6 wurden verwendet,
um intrazelluare Interaktionen mittels PLA zu detektieren. In der linken Grafik sind die gezéhlten
positiven Fluoreszenzsignale von mindestens 150 Zellen als Mittelwert pro Zell +/- s.e.m.
dargestellt. Die rechte Grafik zeigt die relative Verteilung von positiven Punkten vor und nach IL-
1-Behandlung im Cytoplasma (C) und Kern (N). Balken: 10 um (C) Reprasentative Bilder von
Negativkontrollen (ohne Primarantikrper oder mit einem Priméarantikbrper) des in (B)
erlauterten PLA Versuches. Die Bilder zeigen Phasenkontrast (PH), Fluoreszenzaufnahmen mit
einem Cy3 Filter (Cy3) und die Uberlappung (overlay) dieser Bilder. Analoge Ergebnisse
wurden in insgesamt drei unabhangigen Versuchen erhoben. (Abbildung modifiziert nach
Handschick et al. 2014)
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Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass p65 und CDK6 im
Uberexpressionssystem  hauptsachlich in  nukledaren  Kompartimenten
interagieren und kolokalisieren. Eine endogene Kolokalisation findet sowohl im
Cytoplasma als auch im Zellkern statt und nimmt IL-1-abhangig im Kern zu.
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Abbildung 29: p65 und CDK®6 interagieren und kolokalisieren. Die unter 4.5.1 aufgefiihrten
Ergebnisse zeigen deutlich eine IL-1-abhéangige Interaktion von CDK6 mit p65.

4.5.2 Einfluss des CDK6-Knockdowns auf die p65-Ser536-
Phosphorylierung in synchronisierten Zellen

Die Aktivitat von p65 wird u.a. durch die Phosphorylierung des Serin an Position
536 reguliert (Buss et al. 2004, Schmitz et al. 2004). Aufgrund der
Kolokalisation und Interaktion von p65 mit CDK6 (Abb. 26, 27, 28) und den
zuvor in der Arbeitsgruppe gemachten Beobachtungen, dass CDKE6 in vitro eine
direkte Kinase von p65 ist, wurde der Einfluss eines CDK6-Knockdown auf die
p65-Ser536-Phosphorylierung genauer untersucht.
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Abbildung 30: Einfluss des CDK6-Knockdowns auf die Ser536-Phosphorylierung von p65
in synchronisierten Zellen. Stabil transfizierte HeLa-Kontrollzellen und shCDK6-Zellen wurden
wie beschrieben synchronisiert und 30 min mit IL-1 (10 ng/ml) stimuliert. Zelllysate wurden
mittels Western Blot analysiert. Die Grafik zeigt die Mittelwerte +/- s.e.m. der relativen Ser536-
Phosphorylierung normiert auf die totale p65 Proteinmenge aus drei unabhéngigen
Experimenten (modifiziert nach Buss et al. 2012).

In synchronisierten HeLa-Zellen war die Menge an phosphoryliertem Ser536 in
arretierten Zellen sehr gering. Bei Zellen mit G1 release war eine um das
Zweifache erhohte Ser536 Phosphorylierung zu sehen. Die IL-1-stimulierten
arretierten Zellen zeigten eine flinffach héhere p65-Ser536-Phosphorylierung.
Zellen, die sowohl den G1 release als auch den IL-1-Stimulus erhielten zeigten
eine Erh6hung der Phosphorylierung um den Faktor 7. In der CDKG6-
Knockdown-Linie hingegen war sowohl bei den Ansétzen mit IL-1 allein als
auch Serum mit IL-1 die Phosphorylierung von Ser536 signifikant geringer (Abb.
30).
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4.5.3 Verstarkte Transkription durch Gal4-p65 mit aktivem CDK6
S178P

Um die CDKG6-abhangige Regulation der p65 Aktivitit noch genauer zu
untersuchen, wurden Versuche mit einem Gal4-Promotor-abhangigen
Luziferasekonstrukt ~ durchgefinhrt. HelLa-Zellen  wurden mit  dem
Reportergenkonstrukt (Luziferase unter der Kontrolle des Gal4-Promotors),
CDK®6 wt oder CDK6 S178P (x pXPRESS-Cyclin D3), aufsteigenden Mengen
pGal-4-p65 (exprimiert das entsprechende Fusionsprotein) sowie zur
Normierung mit pSV40-3-Gal (konstitutiv exprimierte 3-Galaktosidase) transient
kotransfiziert (Abb. 31). Die Kotransfektion von CDK6 S178P und Cyclin D3
verstarkte die Gal-4-p65-Fusionsprotein  vermittelte  Transkription der
Luziferase, wahrend CDK6 wt in diesem Assay keinen verstarkenden Effekt auf
die Transkription zeigte. Die Negativkontrollen (Ansatze ohne pGal4-p65)
zeigten keinen Anstieg der Luziferaseaktivitat. Die gleichmaldige
Proteinexpression von Gal4-p65, p65 und den verwendeten CDK6-Konstrukten
war im Western Blot nachweisbar (Abb. 31). Diese Daten lassen vermuten,
dass die katalytische Aktivitat von CDK6 erforderlich ist, um die nukleare
Aktivitat von p65 unabhangig von seiner DNA-Bindung zu verstarken.
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Abbildung 31: Verstérkte Gal4-p65 Reportergenaktivitdt durch CDK6 S178P. HelLa-Zellen
wurden mit zunehmenden Mengen an Gal4-p65 (0,002; 0,02; 0,2 und 1ug DNA) allein oder in
Kombination mit 2ug CDK6 wt, CDK6 S178P oder Cyclin D3 transient transfiziert. 1ug Gal4-
Luziferase und 1pg SV40-Bgal wurden kotransfiziert. Als Negativkontrollen wurden
untransfizierte Lysate (Spalte 1), Vektor allein (Spalte 2), Gal4-cDNA-kodierendes Plasmid
allein (Spalte 3, 27) oder Proben ohne Gal4-p65 (Spalte 29-33) verwendet. Dargestellt ist die
normalisierte Luziferaseaktivitat +/- s.e.m. von zwei unabhangigen Experimenten. Gleichzeitig
wurde die Expression von Gal4-p65, endogenem p65 und der CDK6-Konstrukte mittels Western
Blot analysiert.
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4.6 Charakterisierung von Signalen, die die nukleére
Lokalisation und Chromatinassoziation von CDK6 regulieren

Die Interaktion und Kolokalisation von CDK6 mit p65 deuten stark auf eine
nukleéare Funktion von CDK®6 hin, die im né&chsten Abschnitt durch verschiedene
Experimente naher untersucht werden sollte.

4.6.1 Zellzyklus- und zytokinregulierte subzellulare Lokalisation von
p65 und CDK6
Zunachst sollte mittels fraktionierter Lyse geklart werden, ob die subzellulare

Verteilung von endogenem CDK6 und p65 IL-1 und/oder zellzyklusabh&ngig
reguliert wird.
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Abbildung 32: Subzellulare Lokalisation von p65 und CDK6. (A) Stabile Vektorzellen
(Vektor) und CDK6-Knockdown-Zellen (shCDK6) wurden wie in Abb. 12A beschrieben
synchronisiert (A = arrest Zellen, R = G1-release Zellen) und fir verschiedene Zeitpunkte mit IL-
1 (10 ng/ml) stimuliert. Die cytosolische (C), nukledre (N1) und Chromatin-Fraktion (N2) wurden
generiert und gleiche Proteinmengen mittels Western Blot analysiert. (B) Quantitative Analyse
der CDK6 p65 und c-Fos Signale aus (A). Gezeigt sind die Mittelwerte +/- s.e.m der relativen
Proteinmengen in % normiert auf die Kontrolle (Vektor, Cytosol, Arrest, kein IL-1) von drei
unabhéngigen Experimenten. (Abbildung modifiziert nach Handschick et al. 2014)

In Abbildung 32 ist die fraktionierte Lyse von synchronisierten stabilen CDK6-
Knockdown und Kontrolllinien dargestellt, die unterschiedlich lange mit IL-1
behandelt wurden. Die Reinheit der Cytosol- und N2-Fraktion wurde mit
spezifischen Antikérpern gegen Tubulin beziehungsweise phospho (S2)-
Polymerase Il nachgewiesen. Der grofdte Anteil von CDK6 war jeweils im
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Cytoplasma nachweisbar. Die Gesamtmenge an CDK6 war jedoch bei den G1
release Zellen signifikant grof3er mit einem deutlich erhéhten Anteil an nuklear
lokalisiertem CDK6 (Abb. 32B). Zuséatzlich konnte nur bei den G1 release Zellen
CDK®6 auch in der Chromatinfraktion detektiert werden. IL-1 zeigte bei keinem
der Ansatze einen Einfluss auf die Expression oder Lokalisation von CDKG6. Bei
den CDKG6-Knockdown-Zellen waren erwartungsgemald bei allen Ansatzen
deutlich geringere CDK6-Mengen vorhanden und bei der Chromatinfraktion war
selbst in den G1 release Zellen kein CDK6 nachzuweisen. Im Gegensatz zu
CDK6 war bei p65 eine IL-1-induzierte zeitabhangige Translokation in die
l6sliche Kern- und Chromatinfraktion zu erkennen. Dieser Effekt war
unabhéngig vom G1 release. In den CDK6-Knockdown-Zellen war diese p65
Translokation um etwa 50% verringert (Abb. 32B). Phosphoryliertes p65 war
unter allen Bedingungen nur im Cytosol und in der N1 Fraktion detektierbar
(Abb. 32A). Bei den CDK6-Knockdown-Zellen war im G1 release die IL-1-
vermittelte Translokation von phosphoryliertem p65 verringert. c-Fos als
typisches Serum-induziertes kernstandiges Protein konnte nur in der N1 und N2
Fraktion detektiert werden und nahm im G1-release stark zu. Die Menge an c-
Fos war IL-1-abh&ngig und leicht verringert bei den CDK6-Knockdown-Zellen
(Abb. 32B).

4.6.2 Einfluss von 5Z-Oxo0-zeaenol und SB203580 auf die CDK6-
Lokalisation

Um mogliche Signalwege zu finden, die CDK6 beeinflussen, wurden HelLa-
Zellen mit dem spezifischen TAKIL-Inhibitor 5Z-Oxo-zeaenol oder dem
spezifischen p38-MAPK-Inhibitor SB203580 behandelt. In Abbildung 33 ist zu
erkennen, dass 5Z-Oxo-zeaenol sowohl die Phosphorylierung von TAK1 selbst
als auch die Phosphorylierung aller durch TAK1 beeinflussten und hier
untersuchten Proteine (c-Jun, p38, Hsp27) hemmte. Auch die Proteinmengen
von c-Jun, c-Fos und p65 wurden durch den TAK1-Inhibitor gehemmt. Dagegen
hatte dieser Inhibitor keinen Einfluss auf die Menge von CDK®6, Cyclin D1 und
D3. Der Inhibitor SB203580 hatte erwartungsgemald keinen Einfluss auf die
Phosphorylierung seines Substrats p38 und bewirkte ausschlief3lich eine
Hemmung der Phosphorylierung von Hsp27.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die globale Gl-abhé&ngige Umverteilung von
CDKG®6 in den Zellkern TAK1-und p38 unabhéngig ist.
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Abbildung 33: Einfluss von TAK1-Inhibitor und p38-Inhibitor auf die Expression,
Phosphorylierung und Lokalisation verschiedener Proteine. HelLa-Zellen wurden wie in
Abb. 13 beschrieben synchronisiert und 30 min vor der jeweiligen IL-1-Behandlung bzw. vor
dem G1 release mit dem TAKZI1-Inhibitor 5Z-Oxo0-zeaenol (1uM) (A) oder dem p38-Inhibitor
SB203580 (2uM) (B) versetzt. Cytosolische- (C), losliche nukledre- (N1) und Chromatin-
Fraktion (N2) wurden generiert und gleiche Proteinmengen mittels Western Blot analysiert.
Antikdrper gegen phosphorylierte RNA Polymerase Il (P-S2 Pol 1l) und Tubulin wurden zum
Nachweis der Reinheit der Fraktionen verwendet. B-actin wurde als Beladungskontrolle aller
Fraktionen verwendet.

4.6.3 Chromatinbindung und Einfluss von CDK6 auf die p65-
Rekrutierung

Da CDKG6 auch in der Chromatinfraktion lokalisiert werden konnte und der
CDK®6-Knockdown die p65-Translokation beeinflusste, wurde die Rekrutierung
von CDK6 an das Chromatin mittels Chromatinimmunprazipitation (ChlP) néher
untersucht. Hierzu wurde die p65- und CDK6-Bindung am Beispiel des IL8-
Promotors naher analysiert, da IL8 ein bekanntes p65-abhangiges
inflammatorisches Gen ist und seine Expression im CDK6-Knockdown
(Abb. 15). Abbildung 34A zeigt, dass eine transiente
Uberexpression von CDK6 ohne zusétzlichen IL-1-Stimulus nicht zu einer

vermindert war

verstarkten IL8 mRNA-Expression flihrte, vergleichbar mit den zuvor gezeigten
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Experimenten der aktiven CDK6-Mutante (siehe 4.1.3). Mittels ChIP konnte
dagegen interessanterweise eine Bindung von CDK6 an den IL8-Promotor
nachgewiesen werden (Abb. 34B). Die Uberexpression von CDKG6 fiihrte dabei
sogar zu einem erhohten Signal, was die Spezifitait des Antikorpers
unterstreicht. Die Uberexpression von CDK6 forderte jedoch keine p65- oder
Pol II-Bindung an den IL8-Promotor (Abb. 34B).
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Abbildung 34: Nachweis der Chromatinbindung von tberexprimiertem CDK6. HeLa-Zellen
wurden mit einem Kontrollvektor oder pPCDNA3.1-CDK®6 transient transfiziert. Nach 24 h wurden
die Zellen lysiert und die CDK6-Expression mittels Western Blot sowie die IL8 mRNA-
Expression mittels RT-qgPCR analysiert (A). Die ChIP wurde mit den aufgefiihrten Antikdrpern
und Primerpaaren fur den IL8-Promotor durchgefuhrt. 1gG-IPs wurden als Negativkontrolle
verwendet (B). Gezeigt sind die Mittelwerte +/- s.e.m. von zwei unabhangigen Experimenten
(Abbildung modifiziert nach Handschick et al. 2014; ChIP-Experimente in Kooperation mit Liane
Jurida).

Um den Einfluss von CDK6 auf die p65-Rekrutierung im Zellzyklus und nach IL-
1-Stimulation zu untersuchen, wurden stabile HeLa pS-Kontrollzellen und HelLa-
pS-shCDKG6-K06-Zellen synchronisiert, mit IL-1 behandelt und deren IL8-
Promotorbindung durch ChIP-Experimente analysiert (Abb. 35). Der G1 release
ohne IL-1-Stimulus zeigte keinen Effekt auf die Bindung der untersuchten
Proteine an den IL8-Promotor. Ein kurzer IL-1-Stimulus in arretierten Zellen
fuhrte zu einer leichten Bindung von p65 und RNA Pol Il an den IL8-Promotor.
Die Kostimulation der Zellen mit Serum und IL-1 bewirkte allerdings eine starke
Rekrutierung von p65, CDK6 und RNA Pol Il an den IL8-Promotor. Bei den
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CDK®6-Knockdown-Zellen waren sowohl die CDK6-Bindung an den IL8-
Promotor als auch die IL-1-induzierte p65-Rekrutierung und somit auch die
RNA Pol Il-Beladung des IL8-Locus stark vermindert. Die nicht-regulatorische
IL8 upstream-Region diente als eine weitere Negativkontrolle. Hier war kein
spezifisches Signal fur die untersuchten Proteine zu erkennen.
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Abbildung 35: Einfluss von CDK6 auf die p65-Rekrutierung. Arretierte oder serum-
stimulierte HeLa pS-Kontrollzellen (schwarze Balken) und monoklonale HelLa-pS-shCDK6-K06-
Zellen (weifRe Balken) wurden 30 min mit IL-1 (10 ng/ml) stimuliert. ChlIP-Analysen wurden am
IL8-Promotor mit den dargestellten Antikdrpern durchgefiihrt. Als Negativkontrolle wurde eine
nicht-regulatorische Region 1 kb upstream vom IL8-Promotor verwendet. Gezeigt sind die
Mittelwerte +/- s.e.m. von zwei unabhéngigen Experimenten. (Abbildung modifiziert nach
Handschick et al. 2014; Experimente in Kooperation mit Liane Jurida)
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Die Ergebnisse aus diesem Kapitel sind zusammenfassend in der Abbildung 36
schematisch dargestellt. Es konnte eine regulierte nukledre Lokalisation und
Chromatinassoziation von CDK6 eindeutig nachgewiesen werden. Hierbei
fordert CDKG6 offenbar am Beispiel des IL8-Gens die Chromatinassoziation von
p65.

A Zytokine Zellzyklus B Zytokine Zellzyklus

<+«——| TAK1

@ I8 E]@ IL8
65 p
415:]31'41} lstlglr

Abbildung 36: Zytokin-und Zellzyklussignale beeinflussen die Chromatinassoziation von
p65 und CDK®6. (A) Mittels fraktionierter Lyse konnte gezeigt werden, dass p65 IL-1-abhangig
in den Kern und an das Chromatin transloziert und dieser Effekt CDK6-abhangig ist. CDK6
hingegen transloziert IL-1-unabhé&ngig, jedoch hauptsachlich in der G1-Phase in den Kern und
an das Chromatin. ChlP-Experimente zeigten, dass CDK6 und p65 gemeinsam an den IL8-
Promotor binden. Der Knockdown von CDK®6 fuhrt dabei zu einer verminderten Bindung von
p65 an den IL8-Promotor. (B) TAK1 beeinflusst als upstream Signal die Chromatinassoziation
von p65, hat jedoch in synchronisierten Zellen keinen Einfluss auf die CDK6-Translokation in
den Kern.

4.7 Kinase-abhangige und Kinase-unabhéngige Funktionen von
CDK6

Nach der Charakterisierung des Einflusses von CDK6 auf die inflammatorische
Genexpression sollte in weiteren Experimenten festgestellt werden, ob diese
Funktionen abhangig von der CDK6-Kinaseaktivitat sind.

4.7.1 Effekt von aktiven und inaktiven CDK6-Mutanten auf die p65-
Bindung und Rekrutierung an den IL8-Promotor

Kinase-unabhéngige Funktionen wurden mit aktiven und inaktiven Mutanten
von CDKG6 néher untersucht. Es konnte bereits eine Koimmunoprazipitation von
p65 und CDK6 wt im Uberexpressionssystem nachgewiesen werden (Abb.
26A). In Abbildung 37 konnte nun auch die Bindung einer
phosphorylierungsinaktiven CDK6-Mutante (CDK6 T177A) an p65 gezeigt
werden.
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Abbildung 37: Interaktion von inaktivem CDK6 mit p65. HelLa-Zellen wurden mit den
aufgefuhrten Konstrukten transfiziert. Die Zellextrakte wurden fir die Immunprézipitation mit
CDK®6 verwendet. Eine 1gG-IP wurde als Negativkontrolle verwendet. Proteine in den Lysaten
und koprazipitierte Proteine wurden mittels Western Blot analysiert (modifiziert nach Handschick
et al. 2014).

Ob inaktives CDK6 einen Einfluss auf die p65-Rekrutierung an das Chromatin
hat, wurde in Rekonstitutions-Experimenten getestet (Abb. 38). Die Expression
von endogenem CDKG6 wurde durch die transiente Transfektion einer shRNA
gegen CDK6 nahezu komplett inhibiert, wahrend gleichzeitig erfolgreich ein
endogenes Expressionsniveau der entsprechenden transient transfizierten
shRNA-resistenten-CDK6-Variante erreicht wurde. Die IL-1-induzierte IL8
MRNA-Expression blieb ebenso wie die Rekrutierung von p65 an den IL8-
Promotor von der CDK6-Kinaseaktivitat unbeeinflusst (Abb. 38).
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Abbildung 38: Keine Veranderung der p65-Rekrutierung an das Chromatin durch
rekonstituiertes aktives oder inaktives CDK6. (A) HeLa-Zellen wurden mit den aufgefiihrten
Konstrukten transient transfiziert und 48 h mit Puromycin selektiert. Die Zellen wurden fir 1 h
mit/ohne IL-1 (10 ng/ml) stimuliert, lysiert und die CDK6-Expression mittels Western Blot und
die IL8 mRNA-Expression mittels RT-qPCR analysiert. (B) Die ChIP wurde mit den
dargestellten Antikérper und Primerpaaren fir den IL8-Promotor aus unter (A) beschriebenen
Zellen durchgefuhrt. IgG wurde als Negativkontrolle verwendet. Gezeigt sind die Mittelwerte +/-
s.e.m. von vier unabhangigen Experimenten (ChlIP-Experimente in Kooperation mit Johanna
Soelch).

4.7.2 Hemmung der IL-1-induzierten IL8-Expression in weiteren
CDK6-Knockdown Zelllinien

Um auszuschliel3en, dass der CDK6-Effekt auf die IL8 mRNA-Expression nur in
HeLa-Zellen auftritt, wurde der CDK6-Knockdown auch in anderen Zelltypen
durchgefuhrt und untersucht. Die mit HeLas verwandten Epithelkarzinom-KB-
Zellen, humane MRCS5 Fibroblasten und die Glioblastomalinien G55 und U251
wurden transient mit der shRNA gegen CDK6 (pSP-shCDK®6) transfiziert. In
diesen verwendeten Zelllinien fuhrte ein CDK6-Knockdown zu einer Hemmung
der IL-1-induzierten IL8 mMRNA-Expression (Abb. 39).
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Abbildung 39: Einfluss des CDK6-Knockdowns auf die IL-1-induzierte Genexpression in
weiteren Zelllinien. (A) KB Zellen wurden mittels Lipofectamin mit einem Kontrollplasmid
(Vektor) oder shRNA gegen CDK6 (pSP-shCDK6) transfiziert. Nach einer Selektion von 4
Tagen mit Puromycin wurden die Zellen mit IL-1 (10 ng/ml) fir 1 h behandelt. Die CDK6-
Expression wurde mittels Western Blot nachgewiesen. Die IL8 und CDK6 mRNA-Expression
wurde durch RT-gPCR bestimmt. Gezeigt sind die Mittelwerte +/- s.e.m. von drei unabh&ngigen
Experimenten. (B) Das gleiche Experiment wie in (A) durchgefuhrt in humanen MRC5
Fibroblasten und Glioblastomalinien G55 und U251. Die Analyse der IL8 und CDK6 mRNA-
Expression wurde wie in (A) oder mittels cells-to-ct-Kit (MRC5) durchgefiihrt. Gezeigt sind die
Mittelwerte +/- s.e.m. von drei (MRC5) oder vier (G55, U251) unabhdngigen Experimenten.
(Abbildung modifiziert nach Handschick et al. 2014)

4.7.3 Einfluss des Knockdowns von CDK7 und Cyclinen

Um festzustellen, ob neben CDK6 auch andere CDKs oder Cycline einen
Einfluss auf die IL-1-induzierte IL8 mMRNA-Expression und die Rekrutierung von
p65 bzw. CDK6 haben, wurden neben CDK4 die unmittelbar stromaufwarts und
stromabwarts gelegenen Regulatoren des G1-CDK6 Signalweges untersucht.
Dazu wurden CDK?7 als Komponente des CAK-Komplexes sowie die Cycline D1
und D3, welche fur die Aktivierung von CDK6 und 4 eine funktionelle Rolle
spielen (siehe 1.2) mittels shRNA-Konstrukten supprimiert. In Abbildung 40 ist
zu erkennen, dass CDK4, CDK7, Cyclin D3 und Cyclin D1 konstitutiv oder
zellzyklus-induziert im Nukleus detektiert wurden. Cyclin D1 zeigte dabei nur ein
schwaches Signal in der Chromatinfraktion.
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Abbildung 40: Einfluss von CDK7-, Cyclin D1- und Cyclin D3-Knockdown. (A) Stabil
transfizierte HeLa pS-Zellen wurden wie in Abb. 13A beschrieben synchronisiert und mit IL-1
stimuliert. Eine fraktionierte Lyse wurde wie beschrieben durchgefuhrt, um Proteine mittels
Western Blot zu detektieren. (B, C) HelLa-Zellen wurden transient mit Vektoren kodierend fur
shRNAs gegen CDK7 (B) oder Cyclin D1 und Cyclin D3 (C) transfiziert. Nach 48 h
Puromycinselektion wurde die Zellen fur 1 h mit/ohne IL-1 (10 ng/ml) stimuliert. Die Effizienz
des Knockdown wurde mittels Western Blot analysiert. Die IL8 mRNA-Expression und p65-
sowie CDK6-Rekrutierung an den IL8-Promotor wurde wie beschrieben analysiert. Gezeigt sind
die Mittelwerte +/- s.e.m. von mindestens zwei unabhéngigen Experimenten. (Abbildung
modifiziert nach Handschick et al. 2014; ChlIP-Experiment in Kooperation mit Johanna Soelch
und Liane Jurida)
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Wie bereits unter 4.3.2 gezeigt, hat der CDK4-Knockdown einen inhibierenden
Effekt auf die IL-1-induzierte IL8 mMRNA-Expression. Eine Hemmung von Cyclin
D1 und D3 fuhrte ebenfalls zu einer Reduktion der IL8 mRNA-Expression (Abb.
40C), jedoch nur sehr schwach beim CDK7-Knockdown (Abb. 40B). Nur der
Knockdown von Cyclin D1 hat Einfluss auf die CDKG6-Expression und
beeintrachtigt die p65- und CDKG6-Rekrutierung an den IL8-Promotor (Abb.
40C).

Insgesamt zeigen diese Versuche eine zusatzliche Evidenz fur eine Rolle des
G1-Signalweges in der Regulation inflammatorischer Gene.

In ChlP-Experimenten konnte keine Rekrutierung von Cyclin D1, D3, CDK4
(Handschick et al. 2014) sowie von CDK7 (Daten nicht gezeigt) an den IL8-
Promotor nachgewiesen werden. Somit sind wahrscheinlich weitere Kofaktoren
fur die CDK6-abhangige IL-1-induzierte inflammatorische Genexpression
notwendig (siehe schematische Abbildung 41).

Kinase-abhdngige
CDK6-Funktion(en)

Kofaktoren ?
Kinase-unabhdngige - CD|(6 /L8
CDK6-Funktion(en)
9
AN

Abbildung 41: Kinase-abhéngige und Kinase- unabhang|ge Funktionen von CDKB6.
Durchgefuhrte ChlP-Experimente zeigen, dass die CDK6-abhéangige Interaktion mit p65 und die
Regulation der p65-Chromatinassoziation unabhangig von der CDK6-Kinaseaktivitéat erfolgen
kann. Die Beeinflussung der IL8-Genaktivitdt dagegen erfordert die CDK6-Kinaseaktivitéat,
vermutlich Gber die direkte oder indirekte Phosphorylierung von weiteren fir die produktive
Transkription erforderlichen Kofaktoren.

4.8 ldentifikation von neuen Interaktionspartnern und putativen
CDK®6 Substraten

Um die Rolle von CDK6 fir die inflammatorische Genexpression besser
verstehen zu konnen, wurde in dieser Arbeit somit auch nach neuen
Interaktionspartnern/Substraten von CDK6 gesucht.

4.8.1 Suche nach neuen Interaktionspartnern von CDK6 mittels Y2H-
Screen

Fur die lIdentifizierung direkter Interaktionspartner von CDKG6, wurde die
konstitutiv aktive Mutante CDK6 S178P fur mehrere Y2H-Screens ausgewahlt.
Der dafur notwendige Vektor wurde wie unter 3.1.17 beschrieben generiert und
der Screen wurde von der Genomics & Proteomics Core Facility (Dr. Frank
Schwarz, DKFZ, Heidelberg) durchgefuhrt. Die ermittelten putativen
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Interaktionspartner sind in Tabelle 14 dargestellt. Die beiden Proteine p18 und
pl9 sind bereits gut charakterisierte CDKG6-Interaktionspartner (Guan et al.
1996, Noh et al. 1999), wahrend weder GFM1 noch Cyclin | (CCNI) bisher im
Zusammenhang mit einer CDK6-Interaktion beschrieben wurden.

Tabelle 14: Im Y2H-Screen identifizierte Interaktionspartner

"Bait" | "Prey" Haufigkeit des Beschreibung Gen ID
isolierten Fragments

CDK6 | CDKN2D 82 Cyclin-abhangige Kinase | 1032
Inhibitor 2D (p19)

CDK6 | CDKN2C 44 Cyclin-abhangige Kinase | 1031
Inhibitor 2C (p18)

CDK®6 GFM1 3 G Elongationsfaktor, | 85476
mitochondrial 1

CDK6 | CCNI 2 Cyclin | 10983

Um die gewonnenen Informationen aus dem Y2H-Screen mit einer
unabhéngigen Methode zu validieren, wurden Koimmunprazipitationen
durchgefuhrt. Wie in Abbildung 42A dargestellt, konnten die Inhibitoren p18 und
pl9 sehr gut koimmunprazipitiert werden. Eine Bindung von Cyclin | an CDK6
mittels GFP-Immunprézipitation konnte gezeigt werden (Abb. 42B), wahrend die
Interaktion von CDK6 mit GFM1 nicht bestatigt wurde (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 42: Validierung des Y2H-Screens. HelLa-Zellen wurden fur mit den dargestellten
Konstrukten transfiziert, lysiert und die Proteine wurden mittels Western Blot nachgewiesen. Die
Lysate wurden fir eine CDK6, IgG (A) oder GFP (B) Immunprazipitation verwendet.
Koimmunprazipitierte Proteine wurden mit den dargestellten Antikérpern nachgewiesen.

4.8.2 TRIP6 als mogliches neues CDK6 Substrat

Neben dem Y2H-Screen wurde auch die Methode des KinomeView (Service
von Cell Signaling Technology; siehe 3.1.18) fur die Identifikation neuer CDK6
Substrate eingesetzt. Dieser Western Blot Service gibt zunachst einen
allgemeinen Uberblick tber die zellularen Phosphorylierungen von Substraten
bestimmter Kinasen. Wie in Abbildung 43 zu sehen ist, gab es einige durch IL-1
induzierte Phosphorylierungen von Proteinen in synchronisierten Hela-pS-
Kontrollzellen und HelLa-pS-shCDK6-K06-Zellen. Jedoch waren die
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vorhandenen Unterschiede auch in Bezug auf den CDKG6-Knockdown sehr
gering bzw. dieser Assay nicht sensitiv genug, um die Unterschiede zu
detektieren. Deshalb wurde mit dem im KinomeView eingesetzten CDK-
Antikoérper zusatzlich ein Phospho-Scan durchgefihrt, welcher gegen die
Konsensussequenz der Phosphorylierungsstelle von CDK Substraten gerichtet
ist und Aufschluss Uber die Menge und Art der phosphorylierten Substrate gibt
(Abb. 44) (siehe 3.1.19).

#4381 #9614 #2324
IB: PKD Substrate: IB: Akt Substrate: IB: CDK Substrate:
kD  LXRXX(s/t) kD RXX(s/t) kD (K/IR)SPX(K/R)
1754~ o . — | 1751 a8
= . —
TH 1E
- P — -
| - E - ‘_- | -_— . | - .
Bleam s & | Sl e =] 8l - -
- = - |
A2 BT T | 62 an g o o o-|R R =R
d= - - - J e =
47.5 EEE = 47.5 - . -.i 47.5 - = -
- =
32.54 32.5- | — 32.5-
257 257 257 IB: anti CDK6
47.5
- - - _—— 4CDK6
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arrest| + + + + + + + +
Gl release + + + + + + + +
Vektor| + | + + | + + | + + | +
shCDK6 + | + + | + + | + + | +

Abbildung 43: Western Blot Analysen im KinomeView. Stabil transfizierte HeLa pSuper-
Puro- (Vektor) und shCDK6-Knockdown (shCDKG6)-Zellen wurden wie in Abb. 13A beschrieben
synchronisiert und 30 min mit IL-1 stimuliert. Zelllysate wurden mit spezifischen Substrat-
Antikdrpern mittels Western Blot analysiert. Der Knockdown wurde parallel mit einem CDKG6-
Antikdrper nachgewiesen.

Durch die Massenspektrometrie immunprazipierter Proteine wurden 124
Peptide gefunden, deren Phosphorylierung mindestens 1,9fach in CDKG6-
Knockdown-Zellen veréndert war (Tabelle 15, Anhang). Darunter waren unter
anderem auch Peptide, die die bekannten Phosphorylierungsstellen Ser608 und
Ser612 des Rb-Proteins enthalten (Zarkowska et al. 1997, Schmitz et al. 2006,
Burke et al. 2012) (Abb. 44A). Alle Peptide enthielten mindestens ein
phosphoryliertes Serin oder Threonin gefolgt von einem Prolin (minimales CDK
Phosphorylierungsmotiv) (Errico et al. 2010). 70 der 124 putatitven CDKG6-
Substrate waren bekannte nukleare Proteine. Das am starksten
herunterregulierte Peptid in CDKG6-Knockdown-Zellen war TRIP6 (thyroid
receptor-interacting protein 6) (Abb. 44A). Die Phosphorylierung von TRIP6
wurde durch den G1 release plus IL-1 induziert und war bei den CDKG6-
Knockdown-Zellen zehnfach geringer. Die verringerte Phosphorylierung von
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TRIP6 bei den CDK6-Knockdown-Zellen ist in Abbildung 44B durch das HPLC
Profil verdeutlicht.

A
x-fache Vera gen in Peptidmenge (Ratios)
arrest G1release + |G1release +IL-1 Genname |phosphory- Peptide
(shCDKS8) / IL-1/ Vektor |(shCDK6)/ Vektor lierte
Vektor Aminosduren
Peptid
1 5,95 35 -10,85 TRIP6 135, 147 TGS'LKPNPASPLPAS ' PYGGP TPASY TTASTPAGPAFPVOVK
2 5,95 35 -10,85 TRIP6 135,153 TGS LKPNPASPLPASPYGGP TPASY TTASTPAGPAFPVOVK
3 5,95 35 -10,85 TRIP6 142,147 TGSLKPNPAS PLPAS T TYGGP TPASY TTAS TPAGPAFPVOVK
4 5,95 351 -10,85 TRIPG 142,189 TGSLKPNPAS PLPASPY GGP TPASY TTAS TPAGPAFPVOVK
5 5,95 351 -10,85 TRIPG 142,153 TGSLKPNPAS PLPASPYGGP T PASY TTASTPAGPAFPVOVK
6 5,95 351 -10,85 TRIPG 142, 156 TGSLKPNPAS PLPASPYGGP TPAS™Y TTASTPAGPAFPVOVK
7 5,31 1,20 548 TRIPG 149 TGSLKPNPASPLPASPY GGPTPASYTTASTPAGPARPVQVK
8 5,31 1,20 548 TRIP6 153 TGSLKPNPASPLPASPYGGP T PASYTTASTPAGPARPVQVK
9 - 1,36 5,12 RB1 606, 612 EGP TDHLE SACPLNLPLONNHTAADMY 'L SPVRS PK
10 - 1,36 512 RB1 608, 612 EGP TDHLESACPLNLPLONNHTAADMYL 5'PVRS PK
* Phosphorylienmngzstelle
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Abbildung 44: TRIP6 als mdgliches neues CDK6 Substrat. (A) Gezeigt sind die durch
LC/MS/MS identifizierten phosphorylierten TRIP6 und Retinoblastomaprotein (RB) Peptide wie
im Methodenteil unter 3.1.19 beschrieben. Dargestellt ist die relative Haufigkeit von TRIP6 und
RB Peptiden und die Aminosauresequenz der Phosphopeptide. Sterne kennzeichnen die
Phosphorylierungstellen (modifiziert nach Handschick et al. 2014). (B) HPLC Profil der
phosphorylierten TRIP6 Peptide. Die Flache unter den Peaks wurde quantifiziert, um die Ratio
Verhaltnisse der Peptide unter den verschiedenen Bedingungen im Zellextrakt zu ermitteln.

Die Ergebnisse des Phospho-Scans wurden durch eine Vielzahl an
Experimenten Uberprift. Zunachst wurde die Phosphorylierung von TRIP6
durch CDK6 mittels in vitro Kinaseassays untersucht (Abb. 45). Jedoch konnte
nach einer Immunprazipitation von CDK6 in synchronisierten Kontroll- und
CDK®6-Knockdown-Zellen kein Unterschied in der Phosphorylierung von TRIP6
festgestellt werden (Abb. 45A). Auch durchgefihrte in vitro Kinaseassays mit
Lysaten, die aktives CDK6 uberexprimieren, fuhrten zu keiner Phosphorylierung
des verwendeten rekombinanten TRIP6 Proteins (Abb. 45B).
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Abbildung 45: Phosphorylierung von TRIP6 durch CDK6. (A) HeLa Kontrollzellen (Vektor)
und CDK6-Knockdown-Zellen (shCDK6) wurden wie dargestellt synchronisiert. Anschlie3end
wurden die Zellen lysiert, CDK6 immunprazipitiert und die Aktivitdt von CDK6 durch in vitro
Kinaseassay mit GST-TRIP6 und p.ATP als Substrat nachgewiesen. Parallel dazu wurden
Aliquots des Immunkomplexes im Western Blot getestet. (B) HelLa-Zellen wurden mit den
aufgefihrten Konstrukten transient transfiziert. Lysate wurden im Western Blot und im
Kinaseassay analysiert. CBB: Coomassie Brilliant Blue

4.8.3 Interaktion von TRIP6 mit CDK6 und p65

Fur den Nachweis einer moglichen Interaktion von TRIP6 mit CDK6 und p65
wurden GST-pulldown-Assays durchgefuhrt. In Abbildung 46A ist zu erkennen,
dass eine Bindung von Uberexprimiertem CDK6 an TRIP6 nachgewiesen
wurde. Ebenso konnte die Bindung von uberexprimiertem TRIP6 an GST-
gekoppeltes CDK6 nachgewiesen werden. Ein Nachweis der endogenen
Bindung war nicht méglich, wahrend eine Interaktion von Rb sowohl mit TRIP6
als auch mit CDK6 zu beobachten war. Zusatzlich konnte mittels PLA die
endogene Interaktion von TRIP6 mit CDK6 und auch p65 gezeigt werden (Abb.
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46B, C). Die Menge des Protein-Protein-Komplexes war, im Gegensatz zu der
CDK6 und p65 Interaktion (Abb. 28, Abb. 46 C), IL-1-unabhéngig. Die

Interaktion zwischen TRIP6 und p65 bzw. TRIP6 und CDK6 fand zu 80% im
Cytosol statt (Abb. 46B).
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Abbildung 46: Interaktion von TRIP6 mit CDK6 und p65. (A) HeLa-Zellen wurden mit HA-
CDK6 oder HA-TRIP6 transient transfiziert. Zelllysate wurden mit rekombinanten Proteinen wie
dargestellt kombiniert und der GST-Pulldown-Assay wurde wie beschrieben durchgefuhrt (siehe
3.3.7). Lysate und Protein:Protein-Interaktionen wurden mittels Western Blot analysiert. (B)
HelLa-Zellen wurden mit/ohne IL-1 (10 ng/ml) fur 1h stimuliert. Antikrper gegen TRIP6, p65 und
CDK6 wurden verwendet, um intrazelludre Interaktionen mittels PLA zu detektieren. In der
linken Grafik sind die gezé&hlten positiven Fluoreszenzsignale von mindestens 50 Zellen als
Mittelwert pro Zelle +/- s.e.m. dargestellt. Die rechte Grafik zeigt die relative Verteilung von
Fluoreszenzsignalen vor und nach IL-1-Behandlung im Cytoplasma (C) und Kern (N). (C)
Repréasentative Fluoreszenzaufnahmen des in (B) erlauterten PLA Versuches. Auf3erdem sind
reprasentative Bilder von Negativkontrollen (ohne Antikdrper oder nur mit einem Antikorper)
dargestellt. Balken: 10um. (Abbildung modifiziert nach Handschick et al. 2014)

4.8.4 Koaktivierende Funktion von TRIP6

Um die Rolle von TRIP6 in CDK6-Knockdown-Zellen ndher zu untersuchen,
wurden p65 und TRIP6 in Kontrollzellen und CDK6-Knockdown-Zellen
tiberexprimiert. Die Uberexpression von p65 allein fuihrte in den Kontrollzellen
zu einem deutlichen Anstieg der IL8 mMRNA-Expression (Abb. 47), welcher sich
verstarkte, wenn zusétzlich eine Uberexpression von TRIP6 stattfand. In CDK6-
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Knockdown-Zellen fiihrte weder p65 allein noch zusammen mit TRIP6 zu einem
Anstieg der IL8 mMRNA-Expression. Die Proteinexpression von p65 und TRIP6
wurde jeweils an das entsprechende endogene Expressionniveau angepasst.
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Abbildung 47: Koaktivierende Funktion von TRIP6. (A) HelLa Kontrollzellen (Vektor) und
CDK6-Knockdown-Zellen (shCDK6) wurden mit den aufgefihrten Konstrukten transient
transfiziert. Nach 24 h wurden die Zellen lysiert und die Expression der Konstrukte mittels
Western Blot und die IL8 mMRNA-Expression mittels RT-gPCR analysiert. Gezeigt ist der x-fache
Anstieg der Genexpression +/- s.e.m. von drei unabhangigen Experimenten. Gleichzeitig
wurden die Zellextrakte mittels Western Blot analysiert. (B) HelLa-Zellen wurden mit den
aufgefihrten Konstrukten in aufsteigender Konzentration transient transfiziert. Nach 24 h wurde
die IL8 mRNA-Expression mittels RT-qPCR ermittelt. Gezeigt ist der x-fache Anstieg der
Genexpression +/- s.e.m. von funf unabhangigen Experimenten. Gleichzeitig wurden
Zellextrakte auf gleichmafige p65-Expression mittels Western Blot analysiert. (Abbildung
modifiziert nach Handschick et al. 2014)

Die koaktivierende Funktion von TRIP6 auf die p65-vermittelte Expression von
IL8 nahm konzentrationsabhangig zu (Abb. 47B). Dieser Effekt konnte mit
TRIP6-Mutanten, in denen zwei CDK6 Phosphorylierungsstellen (Serl42,
Serl47) zu Alanin mutiert wurden, aufgehoben werden (Abb. 47B). Auch die
Mutation aller im Phospho-Scan gefundenen TRIP6 Phosphorylierungsstellen
(Serl135, Serl42, Serld7, Thrl53, Serl56) zu Alanin blockierte die TRIP6-
abhéangige Verstarkung der p65-induzierten IL8-Transkription (Abb. 47B).
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4.8.5 Einfluss eines TRIP6-Knockdowns auf die IL8 mRNA-
Expression und die p65-Rekrutierung

Da die Uberexpression von TRIP6 aktivierend auf IL8 zu wirken schien, stellte
sich die Frage, ob ein TRIP6-Knockdown den gegenteiligen Effekt hat. In
Abbildung 48A ist der shRNA-vermittelte TRIP6-Knockdown dargestellt. Dieser
zeigte sowohl auf mRNA als auch auf Proteinebene eine Uber 90%ige
Hemmung von TRIP6. Die CDK6 mRNA-Menge und die CDK6-Rekrutierung an
den IL8-Promotor blieben unbeeinflusst. Jedoch fiihrte ein transienter TRIP6-
Knockdown zu einer verminderten IL-1-induzierten IL8 mRNA-Expression (Abb.
48A) und p65-Rekrutierung an den IL8-Promotor (Abb. 48B).
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Abbildung 48: Einfluss des TRIP6-Knockdowns auf die IL8 mRNA-Expression und die
p65-Rekrutierung. HelLa-Zellen wurden mit einem Vektor kodierend fir shRNA gegen TRIP6
transient transfiziert. Nach 48 h Puromycinselektion wurden die Zellen fir 1 h mit/ohne IL-1 (10
ng/ml) inkubiert. Die Effizienz des Knockdowns wurde mittels Western Blot (A) analysiert. Die
IL8 mRNA-Expression (A) sowie die p65- und CDK6-Rekrutierung an den IL8-Promotor (B)
wurden wie beschrieben analysiert. Gezeigt sind die Mittelwerte +/- s.e.m. von mindestens zwei
unabhéngigen Experimenten. (Abbildung modifiziert nach Handschick et al. 2014; ChiP-
Experimente in Kooperation mit Johanna Soelch und Liane Jurida)
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Zusammenfassend konnte herausgefunden werden, dass TRIP6 sehr
wahrscheinlich ein direktes oder indirektes CDK6 Substrat ist. TRIP6 interagiert
und kolokalisiert sowohl mit p65 als auch CDK6 und bt eine koaktivierende
Funktion auf die p65-vermittelte IL8-Expression aus. Experimente mit einem
TRIP6-Knockdown validieren diese Befunde. Die koaktivierende Funktion von
TRIP6 wird durch die CDK6-abhangige Phosphorylierung verstarkt
(schematisch dargestellt in Abb. 49).

TRIP6 :
| CDK6 IL8
Pz @@

Abbildung 49: Die TRIP6-Koaktivatorfunktion wird durch CDK6-abhangige
Phosphorylierung verstarkt. TRIP6 wurde als neues Substrat von CDK6 identifiziert. Sowohl

eine Interaktion von TRIP6 mit CDK6 und p65 als auch eine CDK6-abhéngige koaktivierende
Funktion auf die p65-vermittelte Genexpression konnte nachgewiesen werden.
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5. Diskussion

Die zytokinregulierte inflammatorische Genantwort wird durch eine Vielzahl von
Mechanismen (z.B. feed-forward oder feedback loops) (ko)reguliert, welche die
sehr schnelle und starke Genexpression unterstitzen oder wieder
abschwachen (Weber et al. 2010, Schmitz et al. 2011). Neben vielen anderen
Transkriptionsfaktoren spielt vor allem NF-kB eine zentrale Rolle in der
Regulation von Genen, die an Entzindungsprozessen und der
Tumorentwicklung beteiligt sind (Hayden and Ghosh 2008, Baud and Karin
2009). Die regulatorischen feed-forward loops sind dabei notwendig, um die
Immunantwort auf molekularer Ebene zu beschleunigen und so z.B. dem
Wachstum von pathogenen Mikroorganismen im Rahmen einer Infektion
entgegenzuwirken (Schmitz et al. 2011). Fir den effizienten und schnellen
Anstieg der inflammatorischen Antwort durch feed-forward loops gibt es
zahlreiche Beispiele. So induzieren viele inflammatorische Zytokine wie IL-1
oder TNFa die Expression ihrer eigenen Gene, wodurch die autokrine NF-kB
Aktivierung und Amplifikation des pro-inflammatorischen Signalweges
unterstttzt wird (Covert et al. 2005). Ein anderes Beispiel ist die IL-1-induzierte
Sekretion von IL-8, welches Uber Chemokinrezeptoren sowohl G-Protein
gekoppelte Signalwege und Chemotaxis als auch tber eine Phosphorylierung
von IkBa die NF-kB- Aktivierung induziert (Manna and Ramesh 2005).
Regulierte posttranslationale Modifikationen von NF-kB spielen fur dessen
Aktivitat ebenfalls eine entscheidende Rolle (Wietek and O Neill 2007). Fur die
p65-Untereinheit von NF-kB-Komplexen ist zum Beispiel eine Regulation durch
verschiedene Proteinkinasen nachgewiesen (Buss et al. 2004, Schmitz et al.
2004). In Vorarbeiten zu dieser Arbeit wurde gezeigt, dass CDK6 ebenfalls die
NF-kB Untereinheit p65 phosphoryliert. Diese Ergebnisse lie3en eine bisher
unbekannte Verbindung zwischen zwei zellularen Regulationsmechanismen
vermuten. Hierbei handelt es sich um die Kontrolle der Zellproliferation durch
CDKs und um die inflammatorische Genantwort mit NF-kB als zentralem
Faktor. Um den Einfluss von CDK6 auf die inflammatorische Genexpression
funktionell und mechanistisch ndher untersuchen zu kénnen, wurden deshalb
Zellkulturmodelle generiert, in denen die CDK6-Menge und/oder die CDKG6-
Aktivitat gezielt manipuliert werden konnte.
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5.1 Verstéarkte inflammatorische Genexpression im gain-of-
function-Modell der CDK6 Kinase

Zunachst wurde der zellzyklusunabhangige Einfluss einer konstitutiv aktiven
Uberexprimierten CDK6-Mutante auf die inflammatorische Genexpression
untersucht. Hierbei wurde die CDK6 S178P-Mutante verwendet.

Um vollstandig aktiv zu sein, muss CDK6 im Komplex mit einem D-Typ Cyclin
vorliegen und am Thr 177 phosphoryliert werden (Kaldis et al. 1998, Bockstaele
et al. 2009). Die letztendlich aktivierende Phosphorylierung erfolgt durch den
konstitutiv aktiven CAK-Komplex (Fisher 2005). Es konnte jedoch gezeigt
werden, dass in Glioblastoma-Zelllinien der endogene Cyclin D3-CDK6-
Komplex, im Gegensatz zum Cyclin D3/D1-CDK4-Komplex, nur schwach
phosphoryliert vorliegt und nicht durch Serumzugabe stimulierbar ist
(Bockstaele et al. 2006). Wird jedoch bei CDK6 das Serin an Stelle 178 zu
einem Prolin mutiert und dadurch die Phosphorylierungsstelle von CDK4
imitiert, erhoht sich die CDK6-Aktivitat stark, da CDK6 nun Cyclin-unabhangig
an T177 phosphoryliert werden kann (Bockstaele et al. 2009). Durch die
Experimente mit CDK6 S178P, welche keine natirlich vorkommende Mutation
ist, aber zu einer CDK4-ahnlichen Konformationsanderung und damit
Aktivierung in CDKG6 fihrt, konnte ein eindeutiger Einfluss von CDK6 auf
inflammatorische Gene festgestellt werden (Abb. 8, 9). Die Mutante verstarkte
dabei die mRNA-Expression von IL8 und IL6. Da dieser Effekt jedoch
ausschlief3lich in IL-1-stimulierten Zellen beobachtet wurde, war zu vermuten,
dass fur die Wirkung von CDKG6 zuvor ein essentieller Faktor wie z.B. die NF-
kB-Untereinheit p65 aktiviert werden muss.

Durch die Messung der CDKG6-Effekte in einzelnen Zellen mittels LMD konnte
auch gezeigt werden, dass die CDK6 S178P-Mutante nicht Uber parakrine oder
indirekte Effekte die IL-1-induzierte Genexpression verstarkt, sondern dass der
CDK6-abhangige Signalweg in genau der Zelle, welche die Kinasemutante
Uberexprimiert, aktiv ist (Abb. 9).

Die IL-1-induzierte IL8 und IL6 mMRNA-Expression wurde durch den CDK4/6
Inhibitor PD332991 komplett blockiert (Abb. 8). Da unter diesen Bedingungen
neben dem konstitutiv aktiven CDK6 auch die endogen vorhandenen
CDK4/CDK®6 Kinasen inhibiert werden, lasst sich schlussfolgern, dass neben
CDK®6 auch CDKA4 fur eine inflammatorische Genantwort notwendig ist. Es war
daher wichtig, in weiteren Experimenten diese Vermutung durch andere
experimentelle Ansatze zu stitzen.
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5.2 Korrelation der CDK6-Aktivitat und der zellzyklus-
abhangigen Genexpression

Da weder die Aktivitdt des endogenen CDKG6 noch der aktiven Mutante durch
einen IL-1-Stimulus beeinflusst wurden, ist es unwahrscheinlich, dass Proteine
des inflammatorischen Signalwegs Regulatoren von CDK6 darstellen (Abb. 11,
12). Diese Annahme wird durch in vitro Kinaseassays mit synchronisierten
Zellen gestitzt, bei denen die in der Literatur beschriebene G1l-abhangige
CDKe6-Aktivitdt reproduziert, aber keine IL-1-Abhangigkeit nachgewiesen
werden konnte (Abb. 12).

Mit Hilfe von Microarray-Experimenten, die das komplette bekannte humane
Transkriptom abdecken, konnte der generelle Einfluss des Zellzyklus auf
inflammatorische Gene genauer betrachtet werden (Abb. 13B-D). Ein
betrachtlicher Teil der dabei gefundenen IL-1-abhangigen Gene wurde auch
durch einen Gl-release induziert (11 von 29). Dieser Befund suggerierte eine
enge Koppelung von Zellzyklus und Entziindungsregulation. Unter diesen
Genen fanden sich u.a. auch die hinsichtlich ihrer entzindungsregulierenden
Funktionen gut charakterisierten Zytokine IL6, IL8, CXCL1 und CCL20 (Baud
and Karin 2009). Dartber hinaus zeigte die quantitative Analyse der
entsprechenden Microarraydaten, dass der G1 release einen verstarkenden
Effekt auf die Induktion IL-1-abhangiger Gene hatte (Abb. 13E). Aufgrund der
vorherigen Befunde kam CDKG6 als ein mdglicher Regulator der G1 vermittelten
inflammatorischen Genexpression in Frage. Im Folgenden wurde daher
versucht, diese Hypothese unter physiologischeren Bedingungen als sie das
CDK6 S178P Uberexpressionsmodell darstellte, zu Gberprifen.

5.3 Identifikation von endogenem CDKG6 als Kofaktor fur die
Expression inflammatorischer Gene

Um physiologischere Bedingungen fir die Folgeexperimente zu schaffen,
wurden Zelllinien gerneriert, die dauerhaft eine sehr starke RNAi-vermittelte
Suppression der CDK6-Menge bei unverdnderter CDK4-Expression zeigten. Da
CDK®6 ausschlief3lich wahrend der G1-Phase phosphoryliert wird und damit
enzymatisch aktiv ist (Meyerson and Harlow 1994) und unter der Annahme,
dass diese Phosphorylierung entscheidend fur den Einfluss auf die
inflammatorische Genexpression ist, wurden die Zellen in einem grol3en Teil der
Versuche synchronisiert. Bei gehemmter CDKG6-Expression ist die IL-1-
induzierte Genantwort in G1 stark vermindert (Abb. 15). Diese Beobachtung
deckt sich mit den CDK4/6-Inhibitor-Experimenten in nicht synchronisierten
Zellen (Abb. 8). Experimente mit G1 arretierten Zellen, die in die S-Phase
entlassen wurden, zeigen keine CDK6-abhangigen Effekte auf die
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inflammatorische Genexpression (Handschick et al. 2014). Aus diesen Daten
lasst sich schlussfolgern, dass die inflammatorische Genexpression wahrend
der G1-Phase von einem Signalweg beeinflusst wird, an dem CDK®6 beteiligt ist.
Die Verwendung von Fucci-Zellen mit einem stabilen CDK6-Knockdown
ermoglichte die detaillierte Charakterisierung des Einflusses einzelner
Zellzyklusphasen und von CDK6 auf die Expression inflammatorischer Gene.
Durch die Isolation von Zellen aus einem definierten Zellzyklusstadium mittels
Laser-Mikrodissektion war es mdglich, die Abhangigkeit der CDK6-Effekte von
der G1-Phase eindeutig zu zeigen und damit die vorherigen Experimente zu
bestatigen (Abb. 23). Besonders aufféllig war die sehr niedrige Expression
inflammatorischer Gene bei Zellen in der GO/frihen G1-Phase (Abb. 23). Fur
die Zytokine IL8 und IL6 ist eine niedrige Expression in unsynchronisierten,
unstimulierten Zellen bereits geschildert. Diese Expression konnte dabei jedoch
durch IL-1 oder TNFa schnell und stark induziert werden (Krause et al. 1998,
Vanden Berghe et al. 2000, Hoffmann et al. 2002).

Da HelLa-CDK6-Knockdown-Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen keine
verringerte Zellproliferation aufwiesen und CDK6-Knockdown-Fucci-Zellen und
entsprechende Kontrollzellen eine vergleichbare Verteilung der Zellen in den
verschiedenen Zellzyklusphasen zeigten, wurde CDKG6 als notwendiger Faktor
fur die Zellproliferation ausgeschlossen (Abb. 21D). Diese Beobachtung deckt
sich mit den Befunden aus der Literatur (Malumbres et al. 2004).

Sowohl die FACS-Analyse synchronisierter HeLa-Zellen (Abb. 12) als auch die
mikroskopische Analyse der Fucci-Zellen (Abb. 21D) zeigten, dass die
Synchronisation durch Serumentzug nicht vollstandig ist. Der Serumentzug ist
der Arretierung durch Zellzyklusinhibitoren aufgrund der geringen
Stressbelastung  jedoch  vorzuziehen und bietet deshalb einen
physiologischeren Ansatz, da auch in Tumoren eine vollstandige
Synchronisierung aller Zellen als unwahrscheinlich anzusehen ist.

5.4 Beteiligung weiterer CDKs und Cycline an der
inflammatorischen Genexpression

CDK6 und CDK4 zeigen eine hohe Sequenzhomologie und haben viele
Gemeinsamkeiten in der Assoziation mit Cyclinen und Cyclininhibitoren bei der
Regulierung des Rb-Signalweges (Ortega et al. 2002). Die klassische Rolle von
CDK4 und CDK6 im G1/S-Zellzyklusiibergang als alleinige Funktion der
Kinasen wurde angezweifelt, als gezeigt werden konnte, dass isolierte
Deletionen der Cdk4- oder Cdk6-Gene zu lebensfahigen Tieren fuhren und
dass aus doppel-defizienten Mausen isolierte embryonale Fibroblasten noch
proliferieren kdnnen (Malumbres et al. 2004, Santamaria et al. 2007). Um zu
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testen, inwieweit  beide Kinasen Uberlappende  oder  distinkte
zellzyklusunabhéngige Funktionen in den in dieser Dissertation verwendeten
Zelllinien haben, wurden vergleichende genomweite Microarray-Studien mit
CDK®6- und CDK4-Knockdown-Zellen durchgefihrt (Abb. 19).

Diese Daten zeigen, dass die Kinasen neben ihrer Rolle im Zellzyklus,
Funktionen als Koregulatoren von inflammatorischen Genen in IL-1-induzierten
G1 release-Zellen haben. Durch die geringe Uberlappung aller beeinflussten
Gene wird jedoch deutlich, dass beide Kinasen auch voneinander unabhangige
regulatorische Funktionen austben (Abb. 19). Es ist bereits durch andere
Untersuchungen belegt, dass neben den Gemeinsamkeiten auch Unterschiede
zwischen den Kinasen bestehen. Die vom CAK-Komplex genutzte
Phosphorylierungsstelle unterscheidet sich zwischen CDK6 (T177) und CDK4
(T172). Bei einer CDK4-Mutante, die durch CAK nicht mehr phosphoryliert
werden kann, konnte dennoch eine CDK4-Aktivitat nachgewiesen werden
(Bockstaele et al. 2009). Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente mit
der phosphorylierungsinaktiven CDK6-Mutante (CDK6 T177A) zeigten
hingegen keinerlei enzymatische Aktivitdt mehr (Abb. 11). Ein weiterer
Unterschied liegt darin, dass die Kinasen in Komplexen mit jeweils
verschiedenen Cyclinen assoziieren (Bates et al. 1994, Grossel and Hinds
2006).

Fraktionierte Lyse-Experimente ergaben, dass beide Proteine Chromatin-
assoziiert vorkommen (Abb. 40). Dies unterstitzt die Annahme, dass CDK6 und
CDKA4 zellzyklusunabhangige Funktionen in der transkriptionellen Genregulation
haben. Wahrend CDK6 jedoch durch ChiIP-Experimente am IL8-Promotor
konzentrationsabhangig nachgewiesen wurde (Abb. 34), konnte eine
signifikante CDK4-Rekrutierung an die Chromatinregion des IL8 Gens nicht
gemessen werden (Handschick et al. 2014). Weitere Experimente mit CDK4
ChIP-Seg-Analysen missen zeigen, wo die genomischen Rekrutierungsorte
von CDK4 liegen. Die erhobenen Daten am IL8-Locus geben aber einen
eindeutigen Hinweis darauf, dass CDK4 und CDK6 nicht die gleiche
regulatorische Rolle im molekularen Mechanismus der Genexpression haben.
Das fur die Aktivierung aller am Zellzyklus beteiligten CDKs verantwortliche und
im CAK-Komplex vorliegende CDK7 konnte ebenfalls eine Rolle in der
Regulation der inflammatorischen Genexpression spielen. CDK7 zeigt dabei
unterschiedliche Preferenzen bei der Phosphorylierung der verschiedenen
CDKs. CDKG®6 ist zum Beispiel ein besseres Substrat des CAK-Komplexes als
CDK4 (Kaldis et al. 1998, Bockstaele et al. 2006, Bockstaele et al. 2009).
Neben den zellzyklusrelevanten Funktionen, ist CDK7 aul3erdem ein Teil des
Transkriptionsfaktors TFIIH und phosphoryliert die fur die Aktivierung
notwendige C-terminale Domane der RNA Pol 1 im Rahmen der
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Transkriptionselongation (Fisher 2005). In der Literatur sind widersprichliche
Angaben zur Aktivitat und Lokalisation von CDK7 zu finden. So wurde mehrfach
beschrieben, dass CDK7 weder vom Zellzyklus noch von mitogenen Stimuli
abhangig ist (Matsuoka et al. 1994, Tassan et al. 1994, Paternot et al. 2009).
Jedoch konnte erst kirzlich gezeigt werden, dass die CDK7-Phosphorylierung
durch Mitogene in der G1-Phase erhoht ist (Schachter et al. 2013). Durch
fraktionierte Lyse-Experimente konnte auch in dieser Arbeit bestatigt werden,
dass die Expression von CDK7 in der G1-Phase erhoht ist, wobei CDK7 sowohl
im Cytosol als auch im Kern vorhanden ist und die Expression durch einen IL-1-
Stimulus nicht beeinflusst wird (Abb. 40A). Knockdown-Experimente von CDK7
zeigten einen schwachen Einfluss auf die IL-1-induzierte IL8 mRNA-Expression,
aber keine Wirkung auf die Rekrutierung von p65 an den IL8-Promotor (Abb.
40B). Diese Kinase ist deshalb sehr wahrscheinlich nicht direkt an der
transkriptionellen Regulation der inflammatorischen Genexpression beteiligt.

Mit den fur die CDK6-Aktivitat wichtigen Cyclinen D1 und D3 wurden ebenfalls
Knockdown-Experimente durchgefihrt (Abb. 40C). Die Verringerung der Cyclin
D3-Expression fuhrte zu einer verminderten IL8-Expression bei unveranderter
p65-Rekrutierung an den IL8-Promotor. Ahnlich wie CDK7, scheint Cyclin D3
damit keinen direkten Einfluss auf die Rekrutierungsfunktion von CDK6 zu
haben. Eine verminderte Cyclin D1-Menge fuhrt hingegen zu einer Reduktion
der zellularen CDK6-Menge und hemmt dabei die p65-und CDK6-Rekrutierung
an den IL8-Promotor (Abb. 40C). Es ist denkbar, dass CDK6 in der
Abwesenheit von Cyclin D1 instabiler wird, daher lassen diese Daten keine
eindeutigen Aussagen uUber die Rolle von Cyclin D1 auf Chromatinebene zu.
Allerdings validieren diese in einem unabhangigen Knockdown-Experiment
erhobenen Befunde die grundsatzliche Beobachtung dieser Arbeit, dass
Zellzyklusfaktoren und der G1-Signalweg einen Einfluss auf die IL-1-induzierte
Chromatinrekrutierung von p65 und die davon abhangige mRNA-Regulation
von IL8 haben.

5.5 Mechanismus der Transkriptionsregulation durch
CDK6:p65-Interaktionen

Da gezeigt werden konnte, dass die stark transaktivierende p65-Untereinheit
durch CDK6 an Ser536 phosphoryliert wird (Abb. 30) und CDK6 am p65-
abhéngigen IL8-Promotor nachgewiesen werden konnte (Abb. 34, 35), sollte
der Charakter dieser Interaktion genauer untersucht werden.

Durch die Koimmunoprazipitation von p65 mit CDK6 nach fraktionierter Lyse
transfizierter Zellen, wurde festgestellt, dass die Interaktion beider Proteine
vorrangig in der biochemisch separierbaren Chromatinfraktion stattfindet (Abb.
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26A). Diese Ergebnisse passen zu der hauptsadchlich im Zellkern
nachgewiesenen Kolokalisation beider Proteine bei transfizierten Zellen, die
p65 Uberexprimieren (Abb. 26B). Betrachtet man die Kolokalisation der
Interaktionspartner auf endogener Ebene, ist eine IL-1-Abhangigkeit der
Kolokalisation im Kern feststellbar (Abb. 27A). Aufgrund der hohen p65-
Konzentrationen bei Uberexpressionsexperimenten, ist ein zusatzlicher IL-1-
Stimulus fir die Kernkolokalisation wahrscheinlich nicht mehr notwendig. Um
die mit endogener Expression gefundenen Ergebnisse bestatigen zu kdnnen,
wurde der Interaktionsnachweis zusatzlich mit dem hochsensitiven und
spezifischen PLA-Assay durchgefuhrt (Abb. 28). Hierbei konnte auch ohne IL-1-
Stimulus eine geringe kernstandige Kolokalisation detektiert werden, die sich
aber durch IL-1 deutlich verstarkte. Aus diesen Daten lasst sich schlussfolgern,
dass die distinkten vor allem in nukledren Doméanen vorkommenden CDK6:p65
Komplexe abhangig von der IL-1-abhangigen p65-Translokation in den Kern
sind. Dort interagiert CDK6 mit p65, um die Expression inflammatorischer Gene
zu verstarken. Dieser molekulare Mechanismus wuirde erklaren, warum bei
Uberexpression der konstitutiv aktiven CDK6-Mutante nur dann eine verstéarkte
inflammatorische Genexpression zu beobachten war, wenn zusatzlich ein IL-1-
Stimulus gegeben wurde (Abb. 8). Zuséatzlich wurde durch fraktionierter Lyse
festgestellt, dass bei einem CDK6-Knockdown die Menge an Kern-lokalisiertem
und Chromatin-assoziiertem p65 nach IL-1-Stimulus stark verringert ist (Abb.
32). Vermutlich fordert die CDK6-Bindung die stabile p65-Rekrutierung an die
Promotoren inflammatorischer Gene. Die CDK6-abhangige Kernlokalisation von
p65 ware durch eine CDK6-vermittelte Retention von p65 im Kern erklarbar.
Eine durch CDK6-vermittelte Phosphorylierung von p65 im Kern kénnte auch
zur verstarkten Chromatinassoziation beitragen. Wie schon bekannt ist, kann
die Serin-536 Phosphorylierung im Cytoplasma und im Kern detektiert werden
(Abb. 32) (Mattioli et al. 2004). Unklar ist, ob dies auf den dynamischen
Kernimport/-export von phosphoryliertem p65 zurtckzufiihren ist oder ob
cytosolische und nukledre Serin 536 Proteinkinasen vorhanden sind. Deshalb
wére eine CDK6-vermittelte cytosolische Phosphorylierung und die daraus
resultierende  p65-Translokalisation in den Zellkern eine weitere
Erklarungsmaglichkeit fur die CDK6-Abhangigkeit der p65-Kernlokalisation.
Diese Vermutung wird unterstitzt durch die Tatsache, dass eine Reihe an
Proteinkinasen p65 an Ser-536 (Sakurai et al. 1999) phosphorylieren und diese
Phosphorylierung an der Regulierung des nuklearen Imports von p65 beteiligt
ist (Hu et al. 2005, Mattioli et al. 2006). Die p65-Ser-536-Phosphorylierung
reguliert auf3erdem die Interaktion mit Korepressoren und -aktivatoren die zur
erhohten Transaktivierung von Genen wie IL8 beitragen (Buss et al. 2004).
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Experimente mit synchronisierten Zellen, in denen die IL-1-vermittelte p65-Ser-
536-Phosphorylierung beim CDKG6-Knockdown verringert ist, stltzen die
Annahme, dass der beobachtete Einfluss von CDK6 auf p65
phosphorylierungsabhéngig ist (Abb. 30). Die verbleibende messbare p65-Ser-
536-Phosphorylierung bei diesen Experimenten kann auf die Aktivitat anderer
p65 Kinasen, wie IKKa/f zuruckgefuhrt werden. Neben der verringerten p65-
Phosphorylierung wurde beim CDK6-Knockdown auch eine verminderte p65-
Rekrutierung an den IL8-Promotor festgestellt (Abb. 35). Mdglicherweise ist die
verringerte Phosphorylierung dafiir verantwortlich. Eine Uberexpression von
CDK®6 fuhrt jedoch nicht zu einer verstarkten Bindung von p65 an den IL8-
Promotor, was die Notwendigkeit weiterer Faktoren fir die p65-Rekrutierung
vermuten lasst (Abb. 34). Uberraschenderweise zeigt eine phosphorylierungs-
inaktive Mutante (CDK6 T177A) keine veranderte Bindung an p65 (Abb. 37)
und fuhrt zu einer dem Wildtyp vergleichbarer Rekrutierung von p65 an den IL8-
Promotor (Abb. 38). Die katalytisch inaktive CDK6-Mutante K43R zeigte
ebenfalls keine verminderte p65-Rekrutierung an den IL8-Promotor (Abb. 38).
Auf der Grundlage dieser Experimente kann sehr wahrscheinlich
ausgeschlossen werden, dass die Phosphorylierung und die Kinaseaktivitat von
CDK®6 einen Einfluss auf die Bindung an p65 oder Rekrutierung von p65 an den
IL8-Promotor hat. Hier lasst sich ein &hnlicher Mechanismus vermuten wie bei
Versuchen an Mausen, bei denen CDK6 eine kinaseunabhangige
regulatorische Funktion beim Tumorsuppressor p16™“? ausiibt (Kollmann et al.
2013).

Mit der Hilfe von Reportergenexperimenten sollte die genaue transaktivierende
Wirkung von CDK6 auf p65 untersucht werden. Hierbei wurde Kkeinerlei
transaktivierende Wirkung des CDKG6-Wildtyps, aber eine schwache Wirkung
der konstitutiv aktiven Mutante festgestellt (Abb. 31). Der Effekt der CDK6
S178P Mutante ist jedoch relativ gering und misste durch andere Experimente
bestatigt werden. Zudem ist die Uberexpression der Mutante ein sehr
artifizielles Untersuchungssystem, bei dem ein unspezifischer
transaktivierender Effekt nicht ausgeschlossen werden kann. Eine geeignete
Kontrolle ware ein p65-unabhéngiges Gal4-Fusionsprotein, wie Gal4-VP16
gewesen.

Bei dem Einsatz spezifischer Inhibitoren gegen TAK1l (5Z-7-Oxozeaenoal),
einem cytosolischen Regulator upstream von p65 und p38, wurde genauso wie
durch Hemmung von p38 durch SB203580 keine Veranderung der globalen
CDK®6-Expression und Translokation in den Kern in synchronisierten Zellen
festgestellt (Abb. 33). Die fur die CDK6-Aktivitat entscheidenden Cycline D1
und D3 werden ebenfalls nicht durch die Inhibitoren beeinflusst. Unter diesen
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Bedingungen ist ein direkter Einfluss inflammatorischer Signalwege auf CDK6
als sehr unwahrscheinlich anzusehen.

CDK®6 enthélt keine bekannt nukledre Lokalisationssequenz (Moore et al. 1999).
Eine Mdglichkeit fur den nuklearen Transport dieser Kinase wére ein "Hucke-
Pack"-Mechanismus, bei dem ein zweites Protein mit einem Kerntransportsignal
an CDKG6 bindet und somit die Translokation vermittelt.

Weiterhin wurde fur CDKG6 bislang keine DNA-Bindedomane beschrieben,
weshalb eine indirekte Chromatinbindung dieser Kinase wahrscheinlich ist.
Diese indirekte Bindung konnte dber p65 vermittelt werden, aber eine
Beteiligung von weiteren noch unbekannten Kofaktoren ist sehr plausibel. Die
Uberexpression von CDK6 in HelLa-Zellen fiihrte zu keiner messbaren
Verstarkung der p65-Rekrutierung an den IL8-Promotor (Abb. 34). Wenn neben
der erhohten CDK6-Menge auch eine erhbhte Menge an einem noch
unbekannten essentiellen Kofaktorfur die p65-Rekrutierungsfunktion von CDK6
notig ist, 1asst sich dieser Umstand erklaren.

5.6 Charakterisierung neuer Substrate und putativer
Interaktionspartner von CDK6

Die Vermutung der Existenz von CDK6-Kofaktoren fur die p65-Regulation wird
dadurch gestitzt, dass viele an Signalwegen beteiligte Proteine mehrere
spezialisierte Funktionen ausiben (Huberts and van der Klei 2010) und kdirzlich
mittels in silico Analyse und high throughput-Kinaseassays eine grof3e Anzahl
potentieller CDK4/6-Substrate identifiziert wurde (Anders et al. 2011). Fiur CDK6
sind in diesem Zusammenhang bereits einige Interaktionspartner gut
charakterisiert. Hierzu zahlen die bekannten Substrate Rb (Meyerson and
Harlow 1994), Histon H1 (Jung et al. 1994), Bcl-2 (Ojala et al. 2000) und Runx
(Zhang et al. 2008). Es ware mdglich, dass das chromatingebundene CDKG6
einen Einfluss auf verschiedene Tethering-Faktoren hat, wie es schon fur
andere Proteinkinasen gezeigt wurde (de Nadal and Posas 2010, Sutcliffe et al.
2011, Duch et al. 2013).

Die Verwendung des KinomeView und des Phospho-Scans in CDKG6-
Knockdown-Zellen bot eine sehr spezifische Mdglichkeit, um neue CDK6
Substrate finden zu kdnnen, da bei allen potentiellen Substraten die CDKG6-
Abhangigkeit der Phosphorylierung als spezifischer Faktor mit einbezogen
werden konnte (siehe 4.8.2). Mit dieser Methode wurden insgesamt 124
putatitve Substrate ermittelt, die Phosphorylierungsunterschiede im CDKG6-
Knockdown aufwiesen (Tabelle 15, Anhang). Ein besonders interessanter
Kandidat war TRIP6, da es die starkste CDK6-Abhéangigkeit in G1 release
Zellen zeigte (Abb. 44). Diese Abhangigkeit war dabei etwa doppelt so stark,
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wie die des bekannten Substrates Rb. Eine Reihe von Befunden Uber den
Zusammenhang des NF-kB-Signalweges und TRIP6 unterstitzen zudem die
Theorie, dass dieses Protein mit CDKG6 interagiert.

TRIP6 wurde im Laufe der Jahre als Adapterprotein charakterisiert, welches
Bestandteil eines Mutiproteinkomplexes ist und viele Signalwege in der Zelle
moduliert (Willier et al. 2011). Es kann sowohl im Komplex mit dem IL-1-
Rezeptor vorliegen als auch mit einer Vielzahl von Signalkomponenten, die an
der NF-kB-Aktivierung beteiligt sind (Li et al. 2005). Obwohl es aufgrund seines
nuklearen Exportsignals als zytoplasmatisches Protein beschrieben wurde
(Wang et al. 2001), hat TRIP6 Funktionen als Transaktivator und -repressor im
Nukleus. Als Transaktivator bindet und interagiert es mit Mitgliedern der c-Fos
Familie und mit p65 (Kassel et al. 2004, Diefenbacher et al. 2008). Nach der
Behandlung mit Glycocorticoiden unterstiitzt TRIP6 die Glykocoticoidrezeptor
(GR)-vermittelte Repression der Aktivitat von AP-1 und NF-kB und wirkt als
Transrepressor (Kassel et al. 2004).

Die vorwiegend als cytoplasmatisch beschriebene Lokalistation von TRIP6
(Wang et al. 2001, Kassel et al. 2004) konnte in dieser Arbeit nicht bestatigt
werden. Es wurde vielmehr deutlich, dass TRIP6 zellzyklus- und IL-1-
unabhangig sowohl im Cytosol als auch im Nukleus in relevanten Mengen
vorhanden ist (Handschick et al. 2014). Diese Ergebnisse stutzen zuséatzlich die
Theorie, dass es eine Verbindung von CDK6, TRIP6 und p65 gibt. In vitro
Kinase-Experimente mit Uberexprimiertem CDK6 und endogenem CDK6
zeigten keine Phosphorylierung von GST-TRIP6 (Abb. 45). Die fehlende
Phosphorylierung kénnte technisch begrindet sein. Da fir die Kinaseassays
keine adequate Positivkontrolle in Form einer bekannten TRIP6-Kinase zur
Verfiigung stand, ist nicht auszuschlie3en, dass das verwendete rekombinante
Protein nicht phosphoryliert werden kann. Es ware daher wichtig
phosphorylierungs-spezifische Antikdrper gegen TRIP6 zu generieren. Fir den
Versuchsansatz war es aul3erdem notwendig, CDK6 aus dem Zelllysat mittels
IP aufzureinigen, um die Effekte anderer Kinasen auf TRIP6 ausschlie3en zu
konnen. Dies fihrt jedoch moglicherweise auch zur Entfernung noch
unbekannter essentieller Kofaktoren. Die Bindung von TRIP6 an CDK6 konnte
aber im zellfreien System mittels GST-Pulldown Assays eindeutig
nachgewiesen werden (Abb. 46A). Der PLA-Assay bestatigte diese Interaktion
auf endogener Ebene (Abb. 46B, C). Zusatzlich war es mit dieser Methode
moglich, die Interaktion von TRIP6 mit p65 nachzuweisen. Wahrend die IL-1-
abhéangige kernlokalisierte Interaktion zwischen CDK6 und p65 erneut bestatigt
wurde, war eine IL-1-Abhangigkeit bei der TRIP6:p65 und der TRIP6:CDKG6-
Interaktion nicht zu erkennen (Abb. 46B, C). Die TRIP6-Interaktionen waren
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zudem sowohl cytoplasmatisch als auch nuklear vorhanden und erharten damit
die Beobachtung, dass TRIP6 nicht durch IL-1 reguliert wird.

Um den Mechanismus der TRIP6-Interaktion mit CDK6 und p65 naher zu
untersuchen wurden Experimente mit p65 und TRIP6 kotransfizierten Zellen
durchgefiihrt. Diese Experimente wiesen eine erhodhte IL-1-induzierte IL8-
Expression durch TRIP6 nach (Abb. 47A). Bei Zellen, die zusatzlich einen
CDK®6-Knockdown aufwiesen, war der unterstiztende TRIP6-Effekt nicht zu
beobachten (Abb. 47A). Die bereits beschriebene und hier bestatigte
koaktivierende Funktion von TRIP6 (Kassel et al. 2004) ist deshalb sehr
wahrscheinlich CDK6-abhangig. Inaktive TRIP6-Varianten, in denen die im
Phospho-Scan gefundenen CDKG6-spezifischen Phosphorylierungsstellen
mutiert wurden, haben keinen koaktivierenden Einfluss auf die inflammatorische
Genexpression (Abb. 47B). Die Funktion von TRIP6 als Koaktivator ist damit
eindeutig von der Phosphorylierung durch CDK6 abhangig.

Neben TRIP6 wurden im durchgefuhrten Phospho-Scan viele weitere putative
CDK®6 Substrate identifiziert (Tabelle 15, Anhang). Einer dieser Kandidaten ist
das Bromodomain-Protein ANCCA/ATAD?2. Erst kirzlich wurde in der Literatur
beschrieben, dass dieses Protein die TNF-vermittelte IL8-Expression durch
Interaktion an H3K36 Methyltransferasen steigert (Yang et al. 2012).

Das als c-myc promotor binding protein (MBP-1) bekannte Protein DENNDA4A,
wurde ebenfalls im Phospho-Scan identifiziert und ist ein transkriptioneller
Repressor, der die Bildung des Transkriptionsinitiationskomplex verhindert
(Chaudhary and Miller 1995). Die exogene DENNDA4A-Expression bewirkt
zudem einen GO-G1 Arrest in chronischen myeloischen Leukamiezellen (Pal et
al. 2011) und fungiert damit als Tumorsupressor.

Diese und weitere Befunde aus dem Phospho-Scan und die schon
untersuchten Interaktionen lassen vermuten, dass in die CDK6-vermittelte
Regulation der Transkription mehrere Kofaktoren involviert sind, die ein
komplexes Netzwerk an nuklearen CDK6 Substraten darstellen.

Eine Suche nach Interaktionspartnern von TRIP6 kdnnte zum Nachweis von
indirekten Interaktionspartnern fihren und damit das Bild des regulatorischen
Mechanismus vervollstandigen.

Neben dem Phospho-Scan wurde zusatzlich auch ein Y2H-Screen fiur die
Identifikation neuer Interaktionspartner von CDK6 eingesetzt (siehe 4.8.1).
Hierbei konnte nur Cyclin | im Zusammenhang mit einer erfolgreichen Cyclin
I:CDK6 Koimmunoprézipitation als moglicher Kandidat gefunden werden (Abb.
42).

Cyclin | enthalt eine typische Cyclinbox nahe dem N-Terminus und zeigt eine
hohe Sequenzahnlickeit mit Cyclin G, welches unabhéangig vom Zellzyklus ist
und in der p53-vermittelten Apoptose beteiligt ist (Gao and Zelenka 1997). Die
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Cyclin I mRNA wird wahrend des Zellzyklus konstant exprimiert (Nakamura et
al. 1995). Es ist an biologischen Prozessen wie der Angiogenese und
Differenzierung beteiligt, aber seine Rolle im Zellzyklus ist noch nicht
hinreichend geklart (Landberg et al. 2005). Eine kurzlich veroffentlichte Studie
zeigt, dass die Proteinmenge von Cyclin | wahrend der S-Phase erhoht ist und
ein Knockdown von Cyclin | die Zellproliferation verhindert (Nagano et al. 2013).
Die Bedeutung der CDKG6:Cyclin | Interaktion sollte durch weiterfihrende
Experimente naher untersucht werden.

Die aus dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse zum crosstalk zwischen
Zellzyklus und inflammatorischer Genexpression sind zusammenfassend in
einem finalen Modell dargestellt (Abb. 50).

Zytokine Zellzyklus
P65 CDK6 ][CDK4

k) @ oy
”

p65 CDKG

Il Kofaktoren|p) J )
G (TRIP6 )

p65 CDK6 mflammatorlsche

4141‘1 A Gene

Abbildung 50: Finales Modell zum crosstalk zwischen Zellzyklus und inflammatorischer
Genexpression. Dargestellt sind CDK6 und CDK4 als zellzyklusrelevante Kinasen und p65 als
Transkriptionsfaktor fur inflammatorische Gene. CDK6 transloziert zellzyklusabhangig in den
Kern und an das Chromatin. Die Kinase interagiert mit p65 und bindet zusammen mit p65 an
den IL8-Promotor. Die homologe Kinase CDK4 hat ebenso einen Einfluss auf inflammtorische
Gene, jedoch Uber einen noch unbekannten Signalweg. TRIP6 konnte als neues Substrat und
essentieller Kofaktor von CDK®6 fir die Regulation von inflammatorischen Genen identifziert
werden. Die Existenz weiterer Kofaktoren ist sehr wahrscheinlich. (Abbildung modifiziert nach
Handschick et al. 2014)

5.7 Pathophysiologische Auswirkungen des CDK6-NF-kB-
crosstalks

Die neue Rolle von CDK6 als nuklearer Koaktivator hat weitreichende
Auswirkungen auf die Betrachtung der Zusammenhéange zwischen Zellzyklus
und inflammatorischer Genregulation. Insbesondere bei der Tumorentstehung
wurden beide Regulationsmechanismen bis dato als unabhéngige Faktoren
angesehen. Durch die hier erhobenen Befunde, kann CDK6 als ein direkter
molekularer Schalter definiert  werden, der zellzyklusabhangige
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Genexpressionsprogramme in Gang setzen kann. Zwar wird in allen
Zellzyklusphasen eine inflammatorische Genexpression induziert, diese ist
allerdings durch CDKG6 in sich teilenden Zellen (G1-Phase) besonders hoch
(Abb. 13). Fur die beobachtete groRe Varianz der inflammatorischen Antwort
zwischen einzelnen Zellen eines entziindeten Gewebes bietet sich mit der hier
beschriebenen Zellzyklusabhéngigkeit eine neue Erklarungsmdoglichkeit,
zusatzlich zu der Theorie der zufallig verteilten Alles-oder-Nichts Antwort auf
einen Zytokinstimulus (Cheong et al. 2009, Rand et al. 2012). Eine an die
Proliferation gebundene spezifische inflammatorische Genexpression wirde
dazu fihren, dass sich sowohl die angeborene Immunantwort als auch
wachstumsfordernde Faktoren auf entsprechende Bereiche konzentrieren und
somit den Wundheilungsprozess regulieren (Werner and Grose 2003).

Einen Hinweis fur die Beteiligung von CDK6 an der Regulation entzindlicher
Prozesse geben Studien, in denen bei Patienten mit rheumatoider Arthritis (RA)
Einzelnukleotid-Polymorphismen (single nucleotide polymorphism, SNP) im
CDK®6-Lokus festgestellt wurden (Raychaudhuri et al. 2008). Ausserdem konnte
fur CDK6 in einem in vivo Modell bereits eine Beteiligung an inflammatorischen
Prozessen nachgewiesen werden. Man fand heraus, dass in CDK6-defizienten
Mausen, die eine verringerte TNFa Menge im Blut aufwiesen, die LPS-
vermittelte Sterblichkeit reduziert war (Hennessy et al. 2011). Der durch LPS
verursachte lethale Schock wird u.a. durch eine rasche systemische
Ausschuittung von inflammatorischen Zytokinen und Chemokinen hervorgerufen
(Blank et al. 1997). Die schnelle transkriptionelle Induktion dieser Faktoren ist
NF-kB-abhéangig.

Der postulierte Regulationsmechanismus von CDK6, TRIP6 und p65 fur die
inflammatorische Genexpression und damit fur die FoOrderung der
Krebsentstehung fiigt sich in eine Vielzahl von weiteren Befunden
verschiedener Studien ein:

Der durch den Y2H-Screen in dieser Arbeit gefundene CDK6-
Interaktionspartner Cyclin | wird in Brustkrebstumoren exprimiert (Landberg et
al. 2005). Eine Interaktion von Cyclin I mit CDK5 ist beschrieben, fuhrt zur
Aktivierung dieser Kinase und verhindert die Apoptose in Podocyten
(Brinkkoetter et al. 2009, Taniguchi et al. 2012). CDK6 ist in malignen
Lymphomen und Gliomazellen tberexprimiert (Costello et al. 1997, Corcoran et
al. 1999, Brito-Babapulle et al. 2002, Lujambio et al. 2007). Ein Knockdown von
CDKG®6 in Gliomazellen fiihrte zu einer Inhibition des Wachstums und zu erh6hter
Apoptose (Li et al. 2012). Zuséatzlich ist bekannt, dass das tumorinduzierende
Kaposi-Sarkom-Herpesvirus (KSHV) Uber eine virale Cyclin D-Variante verfugt,
die eine CAK-unabhéngige Hyperaktivitat von CDK6 bewirkt (Kaldis et al.
2001). AulRerdem wurde bei kolorektalen Karzinomen und Glioblastomen eine
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erhohte TRIP6-Menge festgestellt, die eine verstarkte NF-kB-Aktivitat sowie
eine Apoptoseresistenz zur Folge hatte (Chastre et al. 2009, Lai et al. 2010).
Eine Beobachtung die durch in vitro Experimente dieser Arbeit gestitzt wird, in
denen eine Abhangigkeit der inflammatorischen Genexpression von CDK6 auch
in Glioblastomazelllinien (G55 und U251) gezeigt wurde (Abb. 39).

Die reduzierte IL8 mRNA-Expression durch einen CDK6-Knockdown konnte
auBerdem auch in KB-Zellen, sowie in nicht-transformierten Fibroblasten
(MRC5) nachgewiesen werden und lasst damit vermuten, dass viele
verschiedene Zelltypen den CDK®6-Signalweg in Anspruch nehmen (Abb. 39).
Jedoch gab es auch Zelllinien, in denen ein transienter CDK6-Knockdown zu
keiner Veranderung der IL-1-induzierten IL8 mMRNA fiihrte (Daten nicht gezeigt).
Dies konnte zum einen durch eine stressbedingten Transfektion und damit
verbundene Aktivierung des IL8-Gens erklart werden, wodurch die CDKG6-
Effekte Uberlagert werden oder aber auch auf zelltypspezifische CDK6-Effekte
hinweisen.

Durch die Verbindung von CDK6 und dem inflammatorischen Signalweg, wird
deutlich, dass das onkogenen Potential von CDK6 noch naher untersucht
werden muss. Dabei waren Experimente mit einer CDK6-S178P-
Uberexpression ebenso denkbar, wie der Einsatz des KSHV-Cyclins.

Die Abhangigkeit einiger Tumore von der CDK6-vermittelten inflammatorischen
Genexpression bietet allerdings auch die Moglichkeit neuer therapeutischer
Anséatze. Sowohl spezifische Inhibitoren von TRIP6 als auch von CDK6 wéren
als mdgliche Therapeutika denkbar. Der in klinischen Studien verwendete
CDK4/6-Inhibitor PD332991 bietet ein gutes Beispiel fur die Effizienz solcher
Wirkstoffe. Der in dieser Arbeit dargelegte Regulationsmechanismus weist
allerdings auch auf bisher unbeachtete mdgliche Nebenwirkungen hin, die fur
die Entwicklung neuer Medikamente in Betracht gezogen werden mussen. Eine
Inhibition der angeborenen Immunantwort durch den Inhibitor PD332991 ist auf
der Basis der in dieser Arbeit erhobenen Befunde nicht auszuschliel3en
(Lapenna and Giordano 2009, Flaherty et al. 2012, Leonard et al. 2012).
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Abbildung 51: (Patho)physiologische Relevanz der Befunde dieser Arbeit. Tumorzellen mit
einem aktivierten CDK6-Signalweg (durch CDK6-Genamplifikation, CDKG6-Uberexpression,
Cyclin D-Uberexpression oder Verminderung von INK-Proteinen) oder normal proliferierende
Zellen in G1 zeigen eine erhdhte Expression proinflammatorischer Faktoren. Deren Sekretion
wird durch IL-1 oder TNF, welche durch ortsstédndige oder einwandernde Makrophagen (M®)
freigesetzt werden, induziert. Faktoren wie IL-6 und IL-8 amplifizieren das lokale Zellwachstum,
die Neoangiogenese und weitere Infiltration von Immunzellen und férdern so die
Tumorprogression oder Entziindung.
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6. Zusammenfassung

Der Eintritt einer Zelle in die G1-Phase des Zellzyklus wird durch die Synthese
von D-Cyclinen initiiert, die an die cyclinabhangigen Proteinkinasen CDK4 und
CDK®6 binden und diese aktivieren. CDK4 und CDKG6 phosphorylieren in der
Folge das Retinoblastom Protein Rb und aktivieren damit indirekt den
Transkriptionsfaktor E2F. Dieser Arbeit vorausgehende Befunde identifizierten
CDKG6 daruber hinaus als eine Kinase, die in vitro die p65-Untereinheit des
Transkriptionsfaktors NF-kB phosphoryliert. P65 NF-kB fungiert neben vielen
anderen Funktionen als ein essentieller Regulator der zytokin-vermittelten
inflammatorischen Genexpression. Durch kontrollierbare Uberexpression einer
katalytisch aktiven CDK6-Variante konnte in Zellkulturen und auf
Einzelzellebene gezeigt werden, dass CDKG6 die Interleukin(IL)-1-abh&angige
Expression des Chemokins IL-8 verstarkt. Genomweite Untersuchungen
ergaben, dass der synchronisierte Eintritt von humanen epithelialen
Tumorzellinien in die G1-Phase neben IL8 noch eine Reihe von weiteren
proinflammatorischen Genen induzieren kann. Dieser Effekt war in Zelllinien, die
eine shRNA-vermittelte Suppression von CDK6 oder CDK4 aufwiesen, stark
vermindert und konnte insbesondere fir CDK6 auch in nicht-synchronisierten
Zellen  beobachtet werden. Verschiedene Interaktionsassays, wie
Kolokalisationsstudien, Koimmunoprazipitationen und proximity ligation assays
(PLA) wiesen eine IL-1-regulierbare Interaktion von CDK6 mit p65 im Zellkern
und in der Chromatinfraktion nach. Die Suppression von CDKG6 fihrte zu einer
Abnahme des chromatin-assoziierten p65 und einer Reduktion der
Phosphorylierung an Ser536, einer Modifikation, die fur den Kernimport von p65
eine Rolle spielen kbnnte. Daruber hinaus konnte mittels
Chromatinimmunpréazipitations-Experimenten eine Korekrutierung von CDKG6
und p65 an den IL8-Locus gezeigt werden. Offenbar reguliert CDK6 die Bindung
von p65 an den IL8-Promotor und in der Folge die Beladung des IL8-Locus mit
RNA Polymerase Il. Proteomweite Untersuchungen mit phosphorylierungs-
spezifischen Antikérpern gegen putative CDK6-Substrate fihrten zur
Identifikation des Koaktivators TRIP6, dessen Interaktion mit p65 und CDK6 im
Zytosol und Zellkern mittels PLA nachgewiesen wurde. Mutationen der CDK6-
Phosphorylierungsstellen in TRIP6 fuhrten zur Aufhebung der Koaktivator-
Funktion von TRIP6 bei der p65-vermittelten IL8-Expression.

Neben den neuen Erkenntnissen zu CDKG6-Zielgenen und zur CDKG6-
Chromatinassoziation beschreiben diese Ergebnisse eine bisher nicht bekannte
molekulare Verbindung, Uber die der Zellzyklus an inflammatorische
Genexpressionsprogramme gekoppelt werden kann. Die biologische Bedeutung
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dieser Beobachtung ergibt sich daraus, dass in vielen Tumoren der G1-CDKG6-
Signalweg durch Uberexpression der Kinase, von D-Cyclinen oder durch
verminderte Expression von Zellzyklusinhibitor-Proteinen hyperaktiviert ist.
Dieses fuhrt nicht nur zu einer unphysiologisch hohen Zellteilung des Tumors,
sondern tragt entsprechend den Ergebnissen dieser Arbeit auch zu einer
gesteigerten Synthese von proinflammatorischen Faktoren wie IL8 und IL6 bei.
Diese konnen in Folge das Tumormikromilieu modulieren und so das
Tumorwachstum fordern. In analoger Art und Weise kdnnte CDK6 durch die
Amplifikation der Synthese von Entzindungsmediatoren in proliferierenden
Zellen im Rahmen der Wundheilung auch in gesunden Geweben eine
zusatzliche Bedeutung haben.

Schlagworter: Zellzyklus, CDK®6, IL-1, IL8, Chromatin
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7. Summary

The entry of cells into the G1 phase of the cell cycle is initiated by D-cyclins
which bind to and thereby activate the cyclin-dependent protein kinases CDK4
and CDK6. Subsequently, CDK4 and CDK6 phosphorylate the retinoblastoma
protein Rb which indirectly leads to activation of the transcription factor E2F.
Results preceding this thesis identified CDK6 additionally as a kinase which in
vitro phosphorylates the p65 subunit of the transcription factor NF-kB. Besides
multiple other functions p65 serves as an essential regulator of cytokine-
mediated inflammatory gene expression. By conditional overexpression of a
catalytically active variant of CDK6 we found in cell cultures as well as in single
cells that CDK6 augments interleukin(IL)-1-induced expression of the
chemokine IL-8. Genome-wide experiments revealed that synchronized entry of
human epithelial cells into the G1 phase upregulates a variety of inflammatory
genes in addition to IL8. This effect was strongly reduced in cells with shRNA-
mediated suppression of CDK6 or CDK4. Particularly for CDK6 this
phenomenon was also observed in unsynchronized cells. By a variety of
interaction assays, such as colocalization studies, coimmunoprecipitations and
proximity ligation assays (PLA) we validated an IL-1-inducible interaction of
CDK®6 with p65 in the nucleus and in the chromatin fraction. The suppression of
CDK®6 caused a reduction of association of p65 with the chromatin fraction and
lowered phosphorylation at serine 536, a modification of p65 which could play a
role for the nuclear import of this factor. In addition, a corecruitment of CDK6
and p65 at the IL8 locus was found by chromatin immunoprecipitation.
Apparently, CDK6 regulates recruitment of p65 to the IL8 promoter and
subsequently the loading of the IL8 locus with RNA polymerase II. Proteome-
wide experiments using phosphorylation site specific antibodies directed against
putative CDK6 substrates resulted in identification of the coactivator TRIP6
whose interaction with p65 and CDK6 in the cytoplasm and the nucleus was
validated by PLA. Mutations of the CDK6 phosphorylation sites in TRIP6
abolished the coactivating function of TRIP6 in p65-mediated IL8 expression. In
addition to the new findings concerning CDK6 target genes and the association
of CDK®6 with chromatin these results describe an up to now unknown molecular
connection by which the cell cycle can be linked to inflammatory gene
expression programs. The biological significance of this observation is based on
the fact that in many tumors the G1-CDK6 is hyperactivated due to
overexpression of the kinase, of D-cyclins or diminished expression of cell cycle
inhibitor proteins. According to the results of this thesis, this not only leads to a
non-physiologically high rate of cell proliferation but also contributes to the
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enhanced synthesis of proinflammatory factors such as IL8 or IL6. These
cytokines in turn can modulate the tumor microenvironment and thereby
promote tumor growth. In an analogous fashion CDK6 might amplify the
synthesis of inflammatory mediators in proliferating cells upon wound healing
reactions indicating an additional role of this kinase in healthy tissues.

keywords: cell cycle, CDK®, IL-1, IL8, chromatin
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10. Anhang

Tabelle 15: Identifizierung neuer CDK6-Substrate. Stabile HeLa Kontrollzellen (Vektor) und
HelLa-pS-shCDK6-K06-Zellen (shCDK6) wurden fir 48 h durch Serumentzug arretiert (arrest).
Ein Teil der Zellen wurde durch Zugabe von 20% FKS fur 6 h in den Zellzyklus entlassen und
anschlieRend fir 1 h mit IL-1 stimuliert (G1 release + IL-1). Die Zellen wurden wie unter 3.1.19
beschrieben behandelt und analysiert. Gezeigt sind die Ratios fiir 124 Genprodukte, von denen
mindestens ein Peptid durch G1 release plus IL-1 oder im CDK6 Knockdown in mindestens
einer Bedingun >=1,9fach reduziert war. In einer zusatzlichen Spalte sind alle Peptide mit den
identifzierten posttranslationalen Modifikationen aufgelistet.

Legende: * - Phosphorylierung, # - oxidiertes Methionin, § - bekannte Stelle

S*P oder T*P- mdgliche CDK Phosphorylierungsstellen in rot oder orange markiert; zuséatzliche
Phosphorylierungsstellen in hellgriin markiert

A= arrest (shCDK®6) / Vektor; B= G1 release + IL-1 / Vektor; C= G1 release + IL-1 (shCDK®6) /
Vektor

Nr.| A B C | Genname phosphorylierte AS hosphoryliertes Peptid
1 156|221 111 ACSL4 57 AKPTSDKPGS*PYR
2 |-1.40(-3.21| 1.75 ADAR 491 AIM#EMPSFYSHGLPRCS*PYKK,
493 AIM#EM#PSFYSHGLPRCSPY*KK
3 |-150(2.48 |-1.03 ADNP 8409 IYSLQSANASSLSSGQLKS*PSLSQSQASR
4 |3.07 | 403|110 | AHNAK 85077, VDVKS*PK,
§2397 ISMPDLDLHLKS*PK
5 | 2.25 [ 3.67 | 1.57 | AHNAK2 §3408 VDLKS*PQVDIKGPK
6 |-2.52|-5.56 | 1.36 ALX4 32 EGSS*PFRAFPGGDKFGTTFLSAAAK
7 | 461 |6.22 [-357| ARID5A 503, 514 GT*MLHCPLNFTG "GPLK
8 | 141|265 1.23 ATAD2 §336, §342 LS*SAGPRS*PYCK,
§337, 8342 LSS*AGPRS*PYCK,
§337, 344 LSS*AGPRSPY*CK
9 | 1.23[-2.24] 2.25 BAD 8§91 HSSYPAGTEDDEGMGEEPS*PFRGR
10 | -1.07 [-2.57 | 1.26 BIRC6 8577 EKHQEQHNIPFPCLLAGGLLTYKS*PATSPISSNSHR
11 [-1.06 | 3.99 | 1.18 | C10orf47 §212, 214 MAGNEAL S*PT*SPFREGRPGEWR,
§212, §215 MAGNEAL S*PTS*PFREGRPGEWR
12 |-3.73[ 1.15 | -4.40 | C150rf39 322 GTGYQAGGLGS*PYLR
13 | 1.41 | 2.95 | 1.20 | C20orf49 §189, §193 KSPSGPVKS*PPLS*PVGTTPVK,
§189, §197 KSPSGPVKS*PPLSPVGT*TPVK,
§189, §198 KSPSGPVKS*PPLSPVGT | PVK
14 |-1.65| 151 |-2.31 CBX6 151 RPLPRPDPQGGSPGLRPPIS*PFSETVR
15 [-1.11| 2.03 |-1.43 | CCDC165 8612 DHAPSIPT*SPFGDSLESSTELR,
8613 DHAPSIPTS*PFGDSLESSTELRR,
8612, §613 EGPGRDHAPSIPT*S*PFGDSLESSTELRR
16 |-2.15| 1.62 |-2.14| CCDC6 393, 406 IAGMSYY*NSPGLHVQHMGTS*HGITRPSPR,
393, §413 IAGMSYY*NSPGLHVQHMGTSHGITRPS*PR,
395, 410 AGMSYYNS*PGLHVQHMGTSHGIT*RPSPR
17 [-1.73| 1.06 |-2.06 | CDC25C §212 SGLY*RSPSM#PENLNRPR,
§214 SGLYRS*PSM#PENLNRPR,
§216 SGLYRSPS*MPENLNRPR
18 [-1.35| 4.49 |-1.46 | CDK11A, 8§65, §72 NS*PYRREDS*MEDRGEEDDSLAIKPPQQMSR,
CDK11B 67, §72 NSPY*RREDS*MEDRGEEDDSLAIKPPQQMSR
19 | 1.68 | 2.07 |-1.17| CDK13 8413, 416, 420, 424 SRS*PYS*SRHS*RSRS*R
20 [-4.09 |-1.18 |-3.26 | CHAF1A 309, 314 QHSST*SPFPT*STPLRR,
309, 315 QHSST*SPFPTS*TPLRR,
§310, 314 QHSSTS*PFPT*STPLRR,
§310, 315 QHSSTS*PFPTS*TPLRR,
309, 316 QHSST*SPFPTS T "LRR,
8310, 316 QHSSTS*PFPTS LR
21 [-2.17|-3.26 | -1.07 CHD1 81673, 1683 IASSS*GPRSPLDQRS*PYGSR,
1683, 1694, 1699 SPLDQRS*PYGSRSPFEHS*VEHKS*TPEHTWSSR,
1683, 1704 SPLDQRS*PYGSRSPFEHSVEHKSTPEHT*WSSR
22 1 1.09 | 3.74 | 1.07 CIC 1149 GPPAPATATPAPT*SPFPSATAGSM#TYSLVAPK,
1150 GPPAPATATPAPTS*PFPSATAGSMTYSLVAPK
23 |-1.95[-1.90 | -4.35| CNOT4 §324 SNPVIPISSSNHSARS*PFEGAVTESQSLFSDNFR
24 |-1.38(-2.18 | 1.07 CRTC1 137 QADSCPYGTM#Y*LSPPADTSWRR,
139 QADSCPYGTM#YLS*PPADTSWRR
25 |-1.44|-1.98 | 1.09 CRTC2 131 HIDSSPYS*PAYLSPPPESSWRR,
134 HIDSSPYSPAY*LSPPPESSWRR,
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§136 HIDSSPYSPAYLS*PPPESSWRR
26 | 6.14 | 2.60 | 1.30 | CTAGE5 §517, §522 EHS*PYGPS*PLGWPSSETR
27 |-1.12 | -2.64 | 1.06 |CTTNBP2NL §560 GDTSHSPTPGKVSSPLS*PLSPGIKSPTIPR,
§568 GDTSHSPTPGKVSSPLSPLSPGIKS*PTIPR,
§570 GDTSHSPTPGKVSSPLSPLSPGIKSPT*IPR,
§523, 526 FTSQQGPIKPVS*PNS*SPFGTDYR,
§523, §527 FTSQQGPIKPVS*PNSS*PFGTDYR
28 | 1.17 [ 1.99 [-1.06| DAG1 5888 NMTPYRS*PPPYVPP
29 |-2.93 [-1.10 | 250 | DBNL §269, §274, §283 AM#S TTSIS*SPQPGKLRS*PFLQK,
§269, §275, §283 AM#S*TTSISS*PQPGKLRS*PFLQK,
§270, §274, §283 AM#ST*TSIS*SPQPGKLRS*PFLQK,
§269, §272, §283 AMS*TTS*ISSPQPGKLRS*PFLQK
30 |-201|-2.71 | 1.37 | DCP1A §62 SAS*PYHGFTIVNR,
§64 SASPY*HGFTIVNR
31 | 1.30 | 1.26 | -3.86 | DENND4A §1240 IACDDKLNKKS*PPLVK
32 |-2.01|-2.17 | -1.60 | DENND4C §505 LCFSRHPTGNSITKS*PPLMAK
33 | 2.16 | 529 |-1.54 | DHX33 61 QOPPLAQPSAS*PYPEAVELQR
34 [-1.39 | 1.02 |-212| EIF3B 237 GYIFLEY*ASPAHAVDAVK,
§239 GYIFLEYAS*PAHAVDAVK
35 |-2.08 | 1.14 |-1.04 ELF1 376 TVQPTQS*PYPTQLFR,
378 TVQPTQSPY*PTQLFR
36 | 1.17 | 4.41 |-1.60 ETV3 §245 PGM#YPDPHS*PFAVSPIPGR,
§245, §250 RKPDIM#L PLFARPGM#YPDPHS*PFAVS*PIPGR
37 [-1.37 | 354 |-2.66 | FAM21A; §441; K S*PYGPPPTGLFDDDDGDDDDDFFSAPHSKPSK,
FAM21B; §352 L TDEDFS*PFGSGGGLFSGGK
FAM21C
38 |-2.02 | -1.36 | -2.72 | FAM21C; 1092; 81 IAASGEDSTEEALAAAAAPWEGGPVPGVDTSPFAK,
FAM21D 1093; 81 AASGEDSTEEALAAAAAPWEGGPVPGVDTS*PFAK
39 |-3.42 | -2.26 | -3.85 | FCHSD2 §659, 669 EIQISPSPKPHASLPPLPLY*DQPPSSPYPS*PDKR,
664, 667 EIQISPSPKPHASLPPLPLYDQPPS*SPY*PSPDKR,
664. 669 EIQISPSPKPHASLPPLPLYDQPPS*SPYPS*PDKR,
§665, 667 EIQISPSPKPHASLPPLPLYDQPPSS*PY*PSPDKR,
§665, 669 EIQISPSPKPHASLPPLPLYDQPPSS*PYPS*PDKR,
667, 669 EIQISPSPKPHASLPPLPLYDQPPSSPY*PS*PDKR
40 |-1.77 | -1.22 [-2.02| FLNA §1533 EGPYSISVLYGDEEVPRS*PFKVK,
1055 FLPREEGPYEVEVTYDGVPVPGS*PFPLEAVAPTKPSK
41 |-2.05|-1.11 | -2.38| FLNB §2465 YGGPNHIVGS*PFKAK,
§1505 YADEEIPRS*PFKVK
42 |-1.77 | 4.38 | 2.06 | GAB2 §543 NNTVIDELPFKS*PITK
43 |-1.42 | 1.04 |-1.97 | GATAD2A §598 KTPLSTGGTLAFVS*PSLAVHK
44 | 4.80 | 1.99 | 1.87 | GPRC5A §345 IAHAWPS*PYKDYEVK
§347 IAHAWPSPY *KDYEVKK
45 | 9.28 | 2.37 | 8.19 | HIST1H1B 187 KAT*KSPAKPK
§189 KATKS*PAKPK
46 |19.59 | 9.43 | 1.26 | HISTIHIE §187 KAPK S*PAKAK
47 |-2.65 | -1.15 | -2.72 | HOMEZ §351 VGPTEYLS*PDM#QR
48 |-1.87 |-1.93 | -1.30 | KIAA0182 710 ASLPQAATFGELSGPLKPGS*PYRPPVPR
49 | 1.11 [-2.26 | 1.04 | KIAA0889 §1017 VYYS*PPVAR
50 |-1.19 | -2.29 | 1.53 | KIF13B §1644 ERPDLEAPAPGS*PFRVR
51 |-2.82 | -1.05 | -2.62 | KIF20A §857, 862 NLLPR'  TCQS'STDCSPYAR,
§857, 863 NLLPR " TCQSS*TDCSPYAR,
§857, 864 NLLPR " TCQSST*DCSPYAR,
§857, §867 NLLPR " TCQSSTDCS*PYAR,
§857, §869 NLLPR"TCQSSTDCSPY*AR
52 | 3.44 | 6.43 |-1.14 | LARP4B §736 EQSTPPKS*PQ
53 | 1.14 | 3.71 | 1.08 LMO7 §988, §990 EVAATEEDVTRLPS*PT*SPFSSLSQDQAATSK,
§988, §991 EVAATEEDVTRLPS*PTS*PFSSLSQDQAATSK,
§988, §995 EVAATEEDVTRLPS*PTSPFSS*LSQDQAATSK,
§990, §991 EVAATEEDVTRLPSPT*S*PFSSLSQDQAATSK,
§990, §995 EVAATEEDVTRLPSPT*SPFSS*LSQDQAATSK,
§988, §994 EVAATEEDVTRLPS*PTSPFS*SLSQDQAATSK,
§990, §994 EVAATEEDVTRLPSPT*SPFS*SLSQDQAATSK
54 [-1.09 | 1.92 | 2.65 | LMTK2 1397 ELGPCGGEACGPDLSGPAPASGS*PYLSR,
1399 ELGPCGGEACGPDLSGPAPASGSPY*LSR
55 |-1.83 | -3.09 | — |LOC1001327 916, 927 SLYES*PSM#EVPYGSPS"MEVPLWKSPVEVPK
13
56 |17.83 | 8.07 | 2.06 | LPAR5 313 GLG ' HRAR
57 |-1.48 | -3.85 |-1.72 | MAPT §713, §721 IAKTDHGAEIVYKS*PVVSGDTS*PR,
§713, §717, §721 IAK TDHGAEIVYKS*PVVS*GDTS*PR,
§717, §720, §721 IAK TDHGAEIVYKSPVVS*GDT*S*PR,
§713, §720, §721 IAK TDHGAEIVYKS*PVVSGDT*S*PR,
§713 IAK TDHGAEIVYKS*PVVSGDTSPR,
§713, §717, §720 TDHGAEIVYKS*PVVS*GDT*SPR,
§711, §717, §721 TDHGAEIVY*KSPVVS*GDTS*PR
58 |-3.42 | -5.00 |-1.11| MSH6 §14 QSTLYSFFPKS*PALSDANKASAR
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59 | 1.31 | 2.85 | 1.18 MYO19 685 RLHPCTSSGPDS*PYPAK
60 |-1.87 | 1.00 |-2.27 NACA 1975 NILFVITKPDVY*KSPASDTYIVFGEAK,
1977 NILFVITKPDVYKS*PASDTYIVFGEAK
61 |-13.23]-14.75| 2.40 NCAPH 589 FVGPVGNSDLS*PYPCHPPK
62 | -2.14 | 2.58 - NCKAP5L 1058 SWREPKPEYGDFQPVSSDPKS*PWPACGPR
63 | 1.01 |-2.68 |-1.72 NDRG3 §341 SRTHSTSSSLGSGES*PFSR,
§332, 8341 SRTHST*SSSLGSGES*PFSR,
§333, 8341 SRTHSTS*SSLGSGES*PFSR,
§334, 8341 SRTHSTSS*SLGSGES*PFSR,
§327, §332, §341 RTHST*SSSLGSGES*PFSR,
§329, §331, §341 SRT*HS*TSSSLGSGES*PFSR,
§329, §332, §341 SRT*HST*SSSLGSGES*PFSR,
§331, §332, §341 SRTH SSSLGSGES*PFSR,
§331, §334, §341 SRTHS*TSS*SLGSGES*PFSR,
§333, §334, §341 SRTHST*SS*SLGSGES*PFSR
64 | 429 | 2.72 |-1.44 | NEDDA4L 8455, §467 DTLS*NPQSPQPSPYNS*PKPQHK
65 | 3.54 | 549 | 1.35 NRSN2 184, 188 NASGQSWFS*PPAS*PFGQSSVQTIQPK
66 |-1.26 | -2.70 | -1.37 PARVA §19 SPTPKS*PPSR
67 |-2.39 | 1.14 |-1.99 PBK 26, 832 KSVLCSTPT*INIPAS*PFM#QK
68 |-7.64 | 1.16 | -2.21 PDLIM3 145 QVVSASYNS*PIGLYSTSNIQDALHGQLR
69 | 1.25 |-14.47| 3.84 PLEC §4482 GYYSPY*SVSGSGSTAGSR,
§4480 GYYS*PYSVSGSGSTAGSR,
84478, 84489 GY*YSPYSVSGSGS*TAGSR,
84479, 84485 GYY*SPYSVS*GSGSTAGSR,
§4480, 84485 GYYS*PYSVS*GSGSTAGSR,
§4480, §4489 GYYS*PYSVSGSGS*TAGSR,
§4480, 84490 GYYS*PYSVSGSGST*AGSR,
§4480, §4493 GYYS*PYSVSGSGSTAGS*RTGSR,
§4480, 84495 GYYS*PYSVSGSGSTAGSRT*GSR,
§4480, §4489, §4493 GYYS*PYSVSGSGS*TAGS*RTGSR,
§4480, 84489, §4497 GYYS*PYSVSGSGS*TAGSRTGS'R,
84480, §4489, 84493, §4497 GYYS*PYSVSGSGS*TAGS*RTGS*RTGSR
70 |1 1.96 | 2.23 | 1.28 POM121, 8435, 8443, 447 NGPSSS*PFSSPASS*RSQ | PERPAKK
POM121C
71| 1.23 | 9.37 |-1.48 | PPFIBP1 §37, 8§39 IALEYSNGIFDCQS*PT*SPFMGSLR,
§40 ALEYSNGIFDCQSPTS*PFM#GSLR
72 |-1.24 | 5.75 | -2.05 | PPP1R12A §299 DKKS*PLIESTANMDNNQSQK
73 1-1.33 | 1.39 |-1.98 PRC1 §472 KLNTTTMSNATANSSIRPIFGGTVYHS*PVSR
74 1-1.11 | -2.05 | -1.00 PRPF4B §239, §241 SQDQARKS*KS*PTLR
751139 [-3.80 | 1.31 PTPN1 §50 IYRDVS*PFDHSR
76 - 1.36 |-5.12 RB1 §606, 8612 EGPTDHLESACPLNLPLQNNHTAADM#Y*LSPVRS*PK,
§608, 8612 EGPTDHLESACPLNLPLOQNNHTAADM#YLS*PVRS*PK,
§788 TNILQYASTRPPTLSPIPHIPRS*PYKFPSSPLR,
§794 TNILQYASTRPPTLSPIPHIPRSPYKFPS*SPLR,
§795 TNILQYASTRPPTLSPIPHIPRSPYKFPSS*PLR
77 | 1.27 | 5.12 | 1.20 RBM15 §125, 126 LH SSPSTKNSSGGGESR,
§125, 130 LHS*YSSPS*TKNSSGGGESR,
126, §128 LHSY*SS*PSTKNSSGGGESR,
126 LHSY*SSPSTKNSSGGGESR,
§128 LHSYSS*PSTKNSSGGGESR,
§125, 8127 LHS*YS*SPSTK,
§125, §128 LHS*YSS*PSTK
78 |-5.50 [ -1.24 | -2.01 RBM20 681, IADWGNGRDSWEHSPY*AR,
§980 AVGNGAAEISLKS*PR
79 11.93 | 3.30 | -1.02 RCOR3 410, 412 SPAAS*S | PAAGSVHPAPANFK
80 |-1.28 | -1.41 |-1.92 RPS2 §262 ETVFT*KSPYQEFTDHLVK,
§264 ETVFTKS*PYQEFTDHLVK
81 | 162 | 230 |-1.14 SENP5 287 ENGEGGS*CSPFPSPEPKDPSCR,
293 ENGEGGSCSPFPS*PEPKDPSCR
82 | 1.23 | 3.94 |-1.38 SETD2 §742, 8754 ESPFRETEPLVS*PHQDK,
§744, 8754, KSES*PFRETEPLVS*PHQDK,
§744, 762 KSES*PFRETEPLVSPHQDKLM#S*MPVMTVDY SK
83 |-1.91| 223 |-1.21 SETX §911 KSS*PFKDLMTVPESR
84 | 1.37 | 2.10 |-1.37 SFPQ §33 GGLHDFRS*PPPGMGLNQNR
85 | 237 | 277 | 1.03 SIPA1L1 §1568, 1572 FHALSSPQS*PFPS*TPTSR
86 | 1.72 | 4.30 |-1.41 SLC7A2 §647 NLSS*PFIFHEK
87 | 3.68 | 3.91 | 1.07 SRRM1 §409 TRHS*PTPQQSNR
88 | 1.52 | 2.26 |-1.16 SRRM2 §1188; DKFS*PFPVQDRPESSLVFK,
§983, $994 VKPE " "PRQSHSGSIS*PYPK,
§983, §988 VKPE " "PRQS*HSGSISPYPK,
§983, §990, §996 VKPE ' "PPRQSHS*GSISPY*PK,
§983, §992, §996 VKPE ' "PPRQSHSGS*ISPY*PK,
§983, §988, §990, §994 |VKPE "PRQS*HS*GSIS*PYPK,
§983, §990, §992, $994 |VKPE ' '"PRQSHS*GS*IS*PYPK,
§983, §990, §992, §996 VKPE | "PRQSHS*GS*ISPY*PK,
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§970, §973, §988, 8990
§972, 8973, §983, §990
§972, 8973, §988, §992
§972, 8973, §988, $994
§972, §973, §990, §996

IYSHS*GSS*SPDTKVKPETPPRQS*HS*GSISPYPKVK,
IYSHSG SPDTKVKPE " "PRQSHS*GSISPYPKVK,
IYSHSG SPDTKVKPETPPRQS*HSGS*ISPYPKVK,
IYSHSG SPDTKVKPETPPRQS*HSGSIS*PYPKVK,
IYSHSG SPDTKVKPETPPRQSHS*GSISPY*PKVK

89 | 2.04 | 3.10 |-1.01 SRSF9 §204 GRDS*PYQSR,
§204, 206, §214 GRDS*PY*QSRGSPHY*FSPFRPY,
§204, §208, §214 GRDS*PYQS*RGSPHY*FSPFRPY,
§204, 8211, §214 GRDS*PYQSRGS*PHY*FSPFRPY,
§204, 8211, §216 GRDS*PYQSRGS*PHYFS*PFRPY,
206, 8211, §216 GRDSPY*QSRGS*PHYFS*PFRPY,
§204, 206, §221 GRDS*PY*QSRGSPHYFSPFRPY*,
§204, §208, §216 GRDS*PYQS*RGSPHYFS*PFRPY,
§204, 8208, §221 GRDS*PYQS*RGSPHYFSPFRPY*,
§204, 8211, §221 GRDS*PYQSRGS*PHYFSPFRPY*,
§208, §211, §221 GRDSPYQS*RGS*PHYFSPFRPY*,
§197, 8199, 206, §216 GS*RGRDSPY*QSRGSPHYFS*PFRPY,
8197, §204, 8211, 8216 GSRGRDS*PYQSRGS*PHYFS*PFRPY,
§199, 8204, 206, §216 |[SGS*RGRDS*PY*QSRGSPHYFS*PFRPY,
§199, §204, §211 SGS*RGRDS*PYQSRGS*PHYFSPFRPY
90 | 1.24 | 2.01 | 2.26 SSFA2 §864, §869, 883 LSTHS*VPNISGATCSAFAS*PFGCPYSHR
91 |-3.48 | -1.16 | -3.62 SUGT1 §279 NLYPS*SSPYTR
§281 NLYPSSS*PYTR
92 |-1.81 | 1.08 | -4.68 SYNJ1 1441 IAKSEESEATSWFSKEEPVTIS*PFPSLQPLGHNK
93 |-1.46 | -1.56 | -2.06 | TBC1D24 §480 HPELTKPPPLM#AAEPTAPLSHSASSDPADRLS*PFLAAR
94 |-1.27 | 1.43 |-1.92 TBCE 493 LLKVPVSDLLLSY*ESPKKPGR
§495 LLKVPVSDLLLSYES*PKKPGR
95 |-4.10 | 1.48 | -2.60 TCF12 §302, 8307 GST*SSSPY*VAASHTPPINGSDSILGTR,
§305, §307 GSTSSS*PY*VAASHTPPINGSDSILGTR,
§305, §313 GSTSSS*PYVAASH | ' ’PINGSDSILGTR
96 | 1.44 | 2.16 | -1.28 TCOF1 §381 TSQVGAASAPAKES*PR
97 |-1.40 | -2.22 | 1.88 THRAP3 §237, §243, §253 IAS*AVSELS*PRERSPALKS*PLQSVVVR,
§237, §248, §253 IAS*AVSELSPRERS*PALKS*PLQSVVVR,
§237, §240, §248 IAS*AVS*ELSPRERS*PALKSPLQSVVVR,
§243, §248, §253 IASAVSEL S*PRERS*PALKS*PLQSVVVR
98 |-1.37 | 2.76 |-1.50 | TMEM209 §198 LASFSPS*PPSPYPTTVGPVESSGLR,
201 LASFSPSPPS*PYPTTVGPVESSGLR,
203 LASFSPSPPSPY*PTTVGPVESSGLR
99 |-1.19 [-1.91 | 1.54 TMPO §424 IDQSKFQETEFLS*PPRKVPR
100|-1.02 | -2.25 | -1.43 | TNRC18 §611 DAVAVRPGGCGKKS*PFGGLGTMKPEPAPTSAGASR
101|-1.64 |-2.54 |-1.58 | TNRC6B §628 GGS*PYNQFDIIPGDTLGGHTGPAGDSWLPAKSPPTNK
102|-1.56 | -2.38 | 1.65 TNS1 §794 SYS*PYDYQPCLAGPNQDFHSK
103|-2.82 | -1.01 | -3.51 TPX2 §486 VLPITVPKS*PAFALK
104|-1.34 |-1.01 | -1.93 TRIP4 385 SSEEPLGVLVNPNM#Y*QSPPQWVDHTGAASQKK,
387 SSEEPLGVLVNPNM#YQS*PPQWVDHTGAASQKK
105|-5.95 | 3.51 |-10.85 TRIP6 149 TGSLKPNPASPLPASPY*GGPTPASYTTASTPAGPAFPVQVK,
§153 TGSLKPNPASPLPASPYGGP ' ~"ASYTTASTPAGPAFPVQVK,
135, 147 TGS*LKPNPASPLPAS*PYGGPTPASYTTASTPAGPAFPVQVK,
135, §153 TGS*LKPNPASPLPASPYGGP ' ~"ASYTTASTPAGPAFPVQVK,
§142, 147 TGSLKPNPAS*PLPAS*PYGGPTPASYTTASTPAGPAFPVQVK,
§142, 149 TGSLKPNPAS*PLPASPY*GGPTPASYTTASTPAGPAFPVQVK,
§142, 8153 TGSLKPNPAS*PLPASPYGGP ' ~"ASYTTASTPAGPAFPVQVK,
§142, 156 TGSLKPNPAS*PLPASPYGGPTPAS*YTTASTPAGPAFPVQVK
106|-2.41 | -1.20 | -8.53 TROAP §307, 8324 DSHDSHLM#PS*PAPVAQPLPGHVVPCPS*PFGR
107|-2.00 | -2.28 | -1.76 TSC1 §505 GGFDS*PFYR
108| 1.66 | 2.72 | -1.13 | TSPAN32 160, 163 KS*PFS*R
109|-2.05| 1.43 |-1.92 TUT1 133, 138 EQKEFQS*PASKS*PK
110| 3.11 | 4.26 | -3.25 UBAP2 630 SVHNRIPYQS*PVSSSESAPGTIMNGHGGGR
111]-1.02 | 1.33 | -2.00 | UBAP2L §416 NPSDSAVHS*PFTKR
112|-1.39 |45.50 | -2.01 USP10 §208, §226 CNSPQNSTDSVSDIVPDS*PFPGALGSDTR,
§211, 8226 TCNS*PQNSTDSVSDIVPDS*PFPGALGSDTR,
§215, §226 TCNSPQNS*TDSVSDIVPDS*PFPGALGSDTR,
§216, §226 TCNSPQNST*DSVSDIVPDS*PFPGALGSDTR,
§226 TCNSPQNSTDSVSDIVPDS*PFPGALGSDTR
113| 1.13 |10.01] 1.05 USP54 603 KHCGYTQLS*PFSEDSAK
114| 2.76 | 3.81 | 1.32 USPL1 1026 QDHNY*CSPTKKNPCEVQPDSLTNNACVR,
1028 QDHNYCS*PTKKNPCEVQPDSLTNNACVR,
1030 QDHNYCSPT*KKNPCEVQPDSLTNNACVR
115|-2.72 | 2.91 | -3.27 WDR47 §285, §297 IWAYADLL | PLISKLSPYPSS*PM#R,
§289, §296 IWAYADLLTPLIS*KLSPYPS*SPM#R,
§289, §297 IWAYADLLTPLIS*KLSPYPSS*PM#R,
§292, 8297 IAAYADLLTPLISKLS*PYPSS*PM#R,
§294, 8296 IAAYADLLTPLISKLSPY*PS*SPM#R,
§292 AAYADLLTPLISKLS*PYPSSPM#R
116]-3.30 | 1.17 | -2.22 WWC3 896 ARGS*PFVR




117|-1.07 | -1.57 | -1.97 ZC3H13 §372 SAS*PYPSHSLSSPOR
118| 1.06 | 2.45 | -2.42 ZC3H14 §274 LCEPEVLNSLEETYS*PFFR
119|-1.62 | 1.00 |-2.12 ZC3H4 §1299 GFDPTAS*PFCQ,
§1267, §1286 TGS*GSPFAGNSPAREGEQDAAS*LKDVFKGFDPTASPFCQ,
§1265, §1267 GS*GSPFAGNSPAREGEQDAASLKDVFKGFDPTASPFCQ
120|-2.39 |-7.38 | 1.98 | ZCCHC24 8§93, 8§97 GAS*PYGS*LNNIADGLSSLTEHFSDLTLTSEAR,
§93 GAS*PYGSLNNIADGLSSLTEHFSDLTLTSEAR
121|-1.23 |-2.14 | 1.67 ZNF318 §214 IYISQEEGPLS*PFLGQLDEDYRTK
122]-1.45 |-1.14 | -1.92 ZNF462 171 VFSCQFCTYKS*PR
123|156 | 1.93 | -1.10 ZNF609 §758 WEEGKS*PFRESSGDGMK
124|251 | 208 | 1.3 ZNF828 §108 NQLNKETDPVKS*PPLPEHOQKIPCNSAEPK
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