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3 Ergebnisse

3.1 E2F1 reguliert Gene verschiedenster zellulärer Funktion  

Die zelluläre Homöostase wird durch das Schlüsselprotein E2F1 entscheidend beeinflußt. Dabei werden unter anderem die Differenzierung, die Proliferation und der programmierte Zelltod reguliert. 

Mehrere Studien haben gezeigt, daß es unter deregulierten Bedingungen des zellulären Gleichgewichtes zur Induktion von Apoptose kommt, die auch durch den zellulären Transkriptionsfaktor E2F1 induziert wird (Qin et al., 1994; Kowalik et al., 1995; DeGregori et al., 1997). Die E2F1-induzierte Apoptose wird wesentlich durch das Tumorsuppressorprotein p53 vermittelt, wobei auch p53-unabhängige Signalwege existieren. Da die molekularen Prozesse auf dem p53-unabhängigen Weg bisher nur unzureichend aufgeklärt sind, trägt die Identifizierung der hier beteiligten Faktoren maßgeblich zum Verständnis der apoptotischen Signalwege bei. 

3.1.1 Herstellung und Charakterisierung von E2F1-regulierbaren Zellinien

Zur Auffindung von E2F1-regulierten Zielgenen (’targets’) wurde ein System kreiert, in dem die E2F1-Aktivität kontrollierbar ist. Zur Regulation der E2F1 Protein-Aktivität wurde das murine Östrogenrezeptor-System verwendet. Hierbei wurde eine transkriptionell inaktive Form der Ligandenbindungsdomäne des murinen Östrogenrezeptors (ER) an das Wildtyp E2F1 fusioniert. Dieses chimere ER-Fusionsprotein soll nach Zugabe des synthetischen Liganden 4-hydroxy-Tamoxifen (4-OHT) zum Zellkern translozieren (Littlewood et al., 1995). Als nukleärer transkriptionsfaktor kontrolliert E2F1 die Transkription im Zellkern. Durch die Translokation wird die Transkription von E2F1-regulierten Genen im Nukleus initiiert (Abb. 3.1). Für dieses System wurden p53-negative Zellinien verwendet, die das ER-E2F1-Fusionsprotein stabil exprimieren. Hierzu wurde eine Saos-2 Zellinie, die mit einem ER-E2F1-exprimierenden Retrovirus infiziert wurde, die sog. Saos-2 ER-E2F1 Linie, verwendet.   
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Abb. 3.1 ER-E2F1 Translokationsmodell. Das Fusionsprotein wird im Zellkern transkribiert und ist nach Ausschleusung des Proteins im Cytoplasma lokalisiert. Durch 4-Hydroxy-Tamoxifen (4-OHT) Zugabe transloziert es in den Zellkern und so aktiviertes E2F1 reguliert die Transkription von E2F Zielgenen. Durch Puromycin Selektion überleben nur Zellen, die das Fusionsprotein exprimieren.  
Diese Zellinie ist in der Arbeitsgruppe im Rahmen früherer Projekte hergestellt und beschrieben worden (Stiewe und Pützer, 2000; Stanelle et al., 2002). 
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Um über eine Zellinie mit kürzerer Generationszeit zu Verfügen, wurden H1299 Zellen durch Elektroporation mit dem pBabeHA-ER-E2F1-Plasmid transfiziert und mit Puromycin auf ER-E2F1-exprimierende Zellen selektiert. Anschließend wurde die ER-E2F1-expression von einzelnen Zellklonen und die Induzierbarkeit beider Zellinien überprüft.     
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Abb. 3.2 Translokation von ER-E2F1 in Saos-2 ER-E2F1-Zellen. 24 h nach 4-OHT Administration transloziert ER-E2F1 in den Zellkern, IV-VI. Unbehandelte Zellen I-III. I & IV, DAPI-Kernfärbung; II & V, HA-ER-E2F1 Proteindetektion; III & VI, Überlagerungsbild. Ausschnitt repräsentativer Zellen. 63fache Vergrößerung.
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Abb. 3.3 Translokation von ER-E2F1 in H1299 ER-E2F1-Zellen. 24 h nach 4-OHT Administration transloziert ER-E2F1 in den Zellkern, IV-VI. Unbehandelte Zellen I-III. I & IV, DAPI-Kernfärbung; II & V, HA-ER-E2F1 Proteindetektion; III & VI, Überlagerungsbild. Ausschnitt repräsentativer Zellen. 63fache Vergrößerung.
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Abb. 3.4 Expression von endogenem und exogenem E2F1. SDS-PAGE mit gleichen Proteinmengen von parentalen und modifizierten H1299 und Saos-2 Zellen. Endogenes E2F1 und exogenes ER-E2F1 wurden durch anti-E2F1 Antikörper dargestellt. *, unspezifische Bande.
Die Translokation des künstlichen Proteins (Abb. 3.2 & Abb. 3.3) konnte durch 4-OHT-Gabe korrekt gesteuert werden. Das ER-E2F1-Protein war nur in transfizierten Zellen detektierbar (Abb. 3.4). Dennoch waren die Proteinlevel des Fusionsproteins und des endogenen E2F1s in modifizierten Zellen etwa gleich. 

Durch deutliche Aktivierung von E2F1 wird das zelluläre Gleichgewicht gestört, da die streng regulierte Aktivität des Transkriptionsfaktors plötzlich in einen deregulierten Zustand versetzt wird, und es unter anderem zur Einleitung von Apoptose kommt (DeGregori et al., 1997).  Die Transaktivierung von typischen Zielgenen durch E2F1-[image: image7.wmf]0      
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Aktivierung und die Apoptoseinduktion wurden mittels RT-PCR und Western Blot überprüft. 

Abb. 3.5 Aktivierung typischer E2F1 Zielgene. RT-PCR an RNA aus H1299 ER-E2F1- und Saos-2 Er-E2F1-Zellen, die 24 h unter Serumentzug gehalten wurden und in denen die Aktivität des exogenen E2F1 durch 4-OHT Gabe angeschaltet wurde.

Die mRNA-Expression typischer E2F1-responsiver Gene wie p73 und Cyclin E (Positivkontrollen) in beiden Zellinien entsprach den in der Literatur beschriebenen Ergebnissen (Ohtani et al., 1995; Stiewe und Pützer, 2000; Müller et al., 2001). Maximal-level wurden nach 8 h erreicht.  
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Die E2F1-Überexpression führt zur Induktion von Apoptose. Die Todessignalkaskade wird durch die Aktivierung von Caspase-9, -3, und -6 angeschaltet (Rathmell und Thompson, 1999). Die Spaltung dieser Cystein-Proteasen führt schließlich zur Spaltung von zellulären Substraten wie Poly-(ADP-Ribose) Polymerase (PARP) und endet mit der Fragmentierung von DNA in nukleosomale Einheiten. Die PARP-Spaltung wurde durch SDS-PAGE überprüft.

Abb. 3.6 Aktivierung der Todessignalkaskade durch E2F1-Aktivierung. SDS-Page  an Zellextrakten von H1299 ER-E2F1- und Saos-2 Er-E2F1-Zellen 0, 24 und 48 h nach 4-OHT-Gabe. Das Spaltprodukt (cleaved PARP) der Poly-(ADP-Ribose) Polymerase wurde mit dem anti-cleaved PARP Antikörper detektiert. Als Ladekontrolle wurde die gleiche Menge Zellextrakt im Western Blot mit anti-Aktin Antikörper analysiert.

Die induzierbare ER-E2F1-Zellinie war funktionell, da das Fusionsprotein in ausreichender Menge in den Zellen hergestellt wird und korrekt in den Zellkern transloziert. Es konnte somit davon ausgegangen werden, daß E2F1-regulierte Gene induziert werden können.   

3.1.2 Mikroarray Analyse zur Identifizierung neuer E2F1-regulierter Faktoren 
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Der Einfluß von E2F1 auf die transkriptionelle Aktivierung verschiedenster Gene ist in der Literatur beschrieben (Slansky und farnham, 1996). Die Identifizierung neuer Faktoren, die noch nicht als von E2F1-reguliert beschrieben waren, sollten mit Hilfe der Mikroarray-technologie und cDNA Sonden aus 4-Hydroxy-tamoxifen induzierten Saos-2 ER-E2F1-Zellen erfolgen. Hybridisierungssonden wurden aus Saos-2 Er-E2F1-Zellen, die nach 24stündigem Serumentzug (zur Unterdrückung endogener E2F1-Aktivität) für 8 h mit 4-OHT induziert wurden, hergestellt. Mit 8400 Gen- und EST-Sequenzen - in doppelter Ausführung auf der Membran der Mikroarrays angebracht - ergab sich nach Aufnahme der Signalmuster (Abb. 3.7) eine große Anzahl von Daten, die vom Array Hersteller mit der geeigneten Software ausgewertet wurde.      
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Abb. 3.7 E2F1 verändert das Expressionsmuster vieler Gene. Mikroarrayaufnahme von zwei exakt gleichen Array-Membranen nach Hybridisierung mit cDNA Sonden aus 8 h 4-OHT induzierten (B) und unbehandelten (A) Saos-2 Er-E2F1-Zellen, die zuvor 24 h unter Serumentzug gehalten wurden. Die Arrays wurden auf einem Phosphorimager über Nacht exponiert.

Zur verifizierung der Array Daten wurde ein Schwellenwert festgelegt. Ein mögliches E2F1-reguliertes Gen mußte sich in seiner Signalintensität mindestens 2fach von dem Array der unbehandelten Sonde unterscheiden. Da für das Auffinden neuer pro-apoptotischer Faktoren nur solche Gene interressant sind, die durch E2F1 positiv reguliert werden, wurden die durch E2F1 reprimierten Gene zunächst unberücksichtigt gelassen und nur die in Frage kommenden Gene in einer Tabelle (siehe Anhang) zusammengestellt. 470 der 8400 Zielsequenzen wurden durch E2F1 über dem Schwellenwert positiv aktiviert. Diese Anzahl von Genen und ESTs entspricht 5,5% aller Sequenzen auf dem Array. Darunter sind 13,4% ESTs. Dies entspricht etwa dem Anteil aller ESTs (20%) an der Gesamtmenge der Arraysequenzen. 

3.1.3 Verifizierung der Mikroarray-Daten
Um die Qualität der Mikroarray-Daten und des gesetzten Schwellenwertes zu überprüfen, wurden 30 zufällig ausgewählte mögliche E2F1-regulierte Zielgene (Aktivierung von 2fach bis 17fach; siehe Tabelle 3.1) mittels RT-PCR mit sequenzspezifischen Primern verifiziert. 

	Symbol
	Ratio +/- 4-OHT
	Beschreibung

	Neue Gene
	
	

	ARHGAP4
	4.8
	Rho GTPase activating protein 4

	BAD
	3.5
	BCL2-antagonist of cell death

	BAK1
	3.1
	BCL2-antagonist/killer 1

	BID
	4.7
	BH3 interacting domain death agonist

	CD9
	2.5
	CD9antigen (p24)

	CFLAR (FLIP)
	8.3
	CASP8 and FADD-like apoptosis regulator

	CLU
	4.2
	Clusterin (complement lysis inhibitor, SP-40, 40, sulfated glycoprotein 2, testosterone-repressed prostate message 2, apolipoprotrein J)

	CRADD
	2.1
	CASP2 and RIPK1 domain containing adaptor with death domain

	ENO2
	2.5
	enolase 2, (gamma, neuronal)

	FAT
	6.5
	FAT tumor suppressor (Drosophila) homolog

	FGF-2
	4.0
	fibroblast growth factor 2 (basic)

	FGFR3
	4.6
	Fibroblast growth factor receptor 3 (achondroplasia, thanatophoric dwarfism) 

	HLA-DMA
	5.3
	Major histocompatibility complex, class II, DM alpha

	IFNA2
	7.8
	Interferon, alpha 2

	KIAA0455
	13.0
	KIAA0455 gene product

	KIAA0767
	12.9
	KIAA0767 gene product

	MAP3K14
	5.2
	Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 14

	MAPK12
	6.8
	Mitogen-activated proteinkinase 12

	MAPK14
	3.7
	Mitogen-activated protein kinase 14

	MMP16
	17.1
	Matrix metalloproteinase 16 (membrane-inserted)

	PAWR
	6.0
	PRKC, apoptosis, WT1, regulator

	RAD52
	10.4
	RAD52 (S. cerevisiae) homolog

	RFC3
	14.2
	Replication factor C (activator 1) 3 (38kD)

	SERPINF2
	9.9
	Serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade F ((-2 antiplasmin, pigment epithelium derived factor), member 2

	STK15
	4.5
	Serine/threonine kinase 15

	TNFSF9
	2.9
	Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 9

	TP53BP2
	2.2
	Tumor protein p53-binding protein, 2

	TRA1
	4.4
	Tumor rejection antigen (gp96) 1 

	ung2
	2.6
	Uracil-DNA glycosylase 2

	VEGF-B
	15.6
	Vascular endothelial growth factor b

	Bekannte Gene
	
	

	ccnd1
	3.2
	cyclin D1 (PRAD1: parathyroid adenomatosis 1)

	CCNE1
	4.2
	Cyclin E1

	CCNE2
	6.4
	Cyclin E2

	MAP3K5
	3.9
	Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 5


Tabelle 3.1 Übersicht von 30 ausgewählten Kandidatengene. Alphabetische Tabelle 30 möglicher E2F1- regulierter Zielgene. Ratio (=Signalintensitäten) beziehen sich auf die Werte des 8 h Arrays normalisiert auf die Intensitäten des jeweilgen Genes auf dem unbehandelten Array. Gensymbole und Beschreibungen stammen von http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene.

Ein erster Hinweis für die Qualität der Array-Daten wurde durch die Identifizierung von vier bereits beschriebenen E2f1-aktivierten Genen oberhalb des Schwellenwertes gefunden (Müller et al., 2001).
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Die meisten Zielgene zeigten eine signifikant erhöhte mRNA-Expression 8 h nach E2F1-Induktion (vgl. KIAA0767, STK15, MMP16 in Abb. 3.8)

Abb. 3.8 Semi-quantitative RT-PCR in Saos-2 ER E2F1-Zellen. Zwölf positiv verifizierte der 30 ausgewälten Zielsequenzen sind dargestellt. RT-PCR an Zellen, die nach 24 h Serumtentzug mit 4-OHT für die angegebenen Zeiten induziert wurden. p73 und GAPDH dienten als Positiv- und RT-PCR Ladekontrolle.

24 der 30 Gene (80%) wurden durch RT-PCR bestätigt. CLU, CRADD, FAT, HLA-DMA, MAPK12 und MAPK14 wurden nicht als E2F1-reguliert bestätigt.
Es zeigte sich, daß die Array-Daten für die gesicherte Aussage, daß ein Gen durch E2F1 reguliert wird, nicht ausreichen. Deswegen wurde ein unabhängiges Experiment für die Validierung der Daten hinzugezogen.

Um die Art der Regulation durch E2F1 genauer zu charakterisieren wurden Zielgene in anwesenheit des de novo proteinsyntheseinhibitors Cycloheximid (CHX) induziert. Dabei kann zwischen direkt und indirekt durch E2F1-aktivierten Zielgenen unterschieden werden. Gene, die in Anwesenheit von CHX nicht von E2F1 aktiviert werden können, benötigen vermutlich weitere Mediatoren für ihre Transaktivierung.
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Abb. 3.9 Semi-quantitative RT-PCR zur Klassifizierung von Zielgenen in Saos-2 ER-E2F1-Zellen. Serumfreie Zellen wurden 4 h in Gegenwart von 4-OHT und/oder CHX wachsen gelassen. Die RT-PCR wurde für sieben als E2F1-reguliert bestätigte Gene und drei Kontrollen unter linearen Amplifizierungs-bedingungen durchgeführt. Anhand des Bandenmusters wurde die Klassifizierung als direktes oder indirektes Zielgen angegeben. p73 und Cyclin E wurden als Positivkontrollen für direkte Zielgene und GAPDH als RT-PCR Ladekontrolle verwendet.  
KIAA0767, MAP3K14 und RAD52 konnten als direkte E2F1-regulierte Gene identifiziert werden (Abb. 3.9). Die Regulation von KIAA0455, MMP16, STK15 und RFC3 durch E2F1 dagegen ist indirekt und benötigt die Proteinsynthese zusätzlicher Proteine. 

Um zu prüfen, ob die beobachteten Effekte ebenfalls in primären Zellen nachweisbar sind, wurden humane Fibroblasten verwendet. Normale diploide VH6 Vorhautfibroblasten wurden 24 h in serumfreiem Medium kultiviert und anschließend mit einem Adenovirus infiziert, das das Fusionsprotein ER-E2F1 exprimiert (Ad.CMV.ER-E2F1). 24 h nach der Infektion wurden die Zellen mit 1 (M 4-OHT versetzt und nach 0, 8 und 24 h die RNA isoliert und für RT-PCR Untersuchungen verwendet.
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Abb. 3.10 Semi-quantitative RT-PCR in VH6 Fibroblasten. Serumfreie Zellen wurden 24 h nach Infektion mit Ad.CMV.ER-E2F1 für 0, 8, 24 h mit 4-OHT induziert. Acht als E2F1-reguliert bestätigte Gene und die beiden Kontrollen p73 und GAPDH wurden mit sequenzspezifischen Primern amplifiziert. 

Maximale Induktion von Zielgenen in VH6 Fibroblasten wurde 8 bis 24 h nach E2F1-Aktivierung beobachtet (vgl. KIAA0767, KIAA0455 und MAP3K14 in Abb. 3.10). Die beobachtete Transaktivierung der bestätigten Gene wurde durch das ER-E2F1-Fusionsprotein ausgelöst und konnte in primären und Tumorzellen gezeigt werden. Zur Bestätigung dieses Effektes, wurde endogenes E2F1 in Saos-2 ER-E2F1-Zellen nach Serumtentzug durch 15%ige Serumzugabe 8 h induziert. Die isolierte RNA wurde erneut für RT-PCR Analysen eingesetzt.
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Abb. 3.11 Semi-quantitative RT-PCR in Saos-2 ER-E2F1-Zellen. Serumentfreie Zellen wurden für 0 und 8 h mit 15% fetalem Kälberserum (FCS) induziert. Acht E2F1-regulierte Gene und die Kontrollen p73 und GAPDH wurden mit sequenzspezifischen Primern amplifiziert.  

Endogenes E2F1 aktivierte die Genexpression von z.B. KIAA0767, KIAA0455 und FGF-2   (Abb. 3.11).

In den RT-PCR Experimenten wurde die Induktion verschiedener Zielgene durch endogenes und exogenes E2F1 in unterschiedlichen Zellsystemen gezeigt, außerdem konnte die Art der Regulation durch E2F1 näher charakterisiert werden. In Tabelle 3.2 sind die Ergebnisse der RT-PCR Analysen für die 24 durch E2F1 positiv regulierten Gene zusammengefasst. Nach Literaturrecherche unter http://www.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed/ wurden die neuen E2F1-Zielgene abhängig von deren zellulären Funktionen in Gruppen klassifiziert.

	Symbol
	GenBank No.
	Unigene
	Ratio

+/- 4-OHT
	Direktes bzw. indirektes E2F1 Zielgen
	Induktion

durch Serum
	Induktion in VH6 

	Zellzykluskontrolle-/DNA- replikations- oder centrosomalduplikations-relevante Gene
	
	
	
	
	
	

	ARHGAP4
	x78817
	3109
	4.8
	i
	+
	+

	RAD52
	U12134
	89571
	10.4
	d
	+
	+

	RFC3
	L07541
	115474
	14.2
	i
	+
	+

	STK15
	NM_003600
	48915
	4.5
	i
	+
	+

	TNFSF9
	AI908454
	1524
	2.9
	n.b.
	n.b.
	n.b.

	TRA1
	AI917911
	82689
	4.4
	i
	n.b.
	-

	Apoptoserelevante Gene
	
	
	
	
	
	

	BAD
	AW007022
	76366
	3.5
	n.b.
	n.b.
	n.b.

	BAK1
	AI741331
	93213
	3.1
	n.b.
	n.b.
	n.b.

	BID
	AA582021
	172894
	4.7
	n.b.
	n.b.
	n.b.

	CFLAR (FLIP)
	NM_003879
	195175
	8.3
	n.b.
	+
	-

	MAP3K14
	y10256
	47007
	5.2
	d
	+
	+

	PAWR
	AA749295
	176090
	6.0
	n.b.
	n.b.
	n.b.

	Tumorentstehungs- relevante Gene
	
	
	
	
	
	

	FGF-2
	NM_002006
	56066
	4.0
	n.b.
	+
	n.b.

	FGFR3
	AI378807
	1420
	4.6
	n.b.
	n.b.
	n.b.

	MMP16
	NM_005941
	90800
	17.1
	i
	+
	+

	TP53BP2
	AI123916
	44585
	2.2
	n.b.
	n.b.
	n.b.

	VEGF-B
	u48801
	78781
	15.6
	i
	n.b.
	+

	Andere
	
	
	
	
	
	

	CD9
	M38690
	1244
	2.5
	i
	n.b.
	n.b.

	ENO2
	X51956 
	146580
	2.5
	n.b.
	n.b.
	n.b.

	IFNA2
	V00549
	211575
	7.8
	n.b.
	n.b.
	n.b.

	KIAA0455
	AB007924
	13245
	13.0
	i
	+
	+

	KIAA0767
	AL096766
	95180
	12.9
	d
	+
	+

	SERPINF2
	J02654
	159509
	9.9
	n.b.
	n.b.
	n.b.

	ung2
	AK026075
	3041
	2.6
	n.b.
	n.b.
	n.b.

	Bekannte E2F1-Zielgene
	
	
	
	
	
	

	ccnd1
	M73554
	82932
	3.2
	n.b.
	n.b.
	n.b.

	CCNE1
	BE733577
	9700
	4.2
	d
	+
	+

	CCNE2
	AF091433
	30464
	6.4
	n.b.
	n.b.
	n.b.

	MAP3K5
	nm_005923
	151988
	3.9
	n.b.
	n.b.
	n.b.

	
	
	
	
	
	
	

	p73*
	NM_005427
	247753
	n.a.
	d
	+
	+


Tabelle 3.2 Klassifizierung der 24 positiven E2F1-regulierten Zielgene und Überblick der RT-PCR Analysen.

* p73 war nicht auf dem Mikroarray vorhanden; es wurde als Positivkontrolle für Verifizierungsexperimente benutzt. Ratio +/- 4-OHT bezieht sich auf die Messungen der Mikroarrays; + = positiv; - = negativ; d = direktes Zielgen; i = indirektes Zielgen; n.b. = nicht bestimmt; n.a. = nicht auf dem Array. GenBank Nummern wurden wie vom Hersteller angegeben übernommen. Gensymbole und Unigene Einträge sind angegeben wie unter http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene.

3.2 Neue E2F1-regulierte Faktoren mit pro-apoptotischer Funktion

Mit Hilfe der Array- und RT-PCR-Technologie wurde eine Vielzahl von neuen bisher noch nicht als E2F1-Zielgen beschriebenen Kandidaten gefunden (Tabelle 3.2 und Anhang). Da E2F1 nicht nur pro-apoptotische, sondern auch proliferationsrelevante Gene induziert, wurden funktionelle Analysen mit den entsprechenden Vollängengene durchgeführt. Hierbei wurden für die Analyse solche Gene verwendet, denen bislang noch keine Funktion zugeordnet werden konnte. Zur Analyse möglicher pro-apoptotischer Funktion wurden KIAA Genprodukte ausgewählt, die im Zuge der Sequenzierungen des 'human genome projects' als Gene mit offenem Leserahmen identifiziert wurden. Die selektierten Genprodukte wurden aufgrund ihrer deutlichen Transaktivierung durch E2F1 als vielversprechende Faktoren ausgewählt. KIAA0455 und KIAA0767 zeigten eine veränderte Genexpression von 13fach bzw. 12,9fach als Folge von E2F1-Aktivierung. Müller et al. (2001) zeigten, daß KIAA0717 in U2OS Zellen durch E2F1 14,7fach aktiviert wurde. Diese drei Faktoren wurden für die funktionelle Analyse herangezogen. 

Die Aktivierung von KIAA0717 wurde zuerst im etablierten Saos-2 ER-E2F1- und VH6-Zellsystem untersucht. 
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Abb. 3.12 Semi-quantitative RT-PCR in Saos-2 ER-E2F1-Zellen und VH6 Fibroblasten auf KIAA0717. Serumfreie Zellen wurden für 0, 4, 8 oder 24 h mit 4-OHT und/oder CHX wie angegeben induziert. 

KIAA0717 konnte als direktes Zielgen von E2F1 identifiziert werden, da es sich in Anwesenheit von CHX in gleichem Maße von E2F1 aktivieren läßt wie ohne den Proteinsyntheseinhibitor. Es konnte durch endogenes E2F1 genauso aktiviert werden wie in primären Zellen (Abb. 3.12).

3.2.1 Vollängenklonierung von KIAA0455, KIAA0717 und KIAA0767
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Die kodierenden Sequenzen der drei KIAA-Gene wurden in GenBank Analysen identifiziert und die Vollängengene mit sequenzspezifischen Primern des Initiationscodons in einer Einschritt 'high fidelity' PCR-Amplifikation unter Aussparung des Terminationscodons amplifiziert. Die Vollängen-cDNAs wurden in den pCR2.1-TOPO Vektor und dann gerichtet in den pCDNA 3.1/myc-His kloniert und die Nukleotidabfolge durch Sequenzierungen verifiziert. Das Proteinprodukt der jeweiligen Gene wurde in einer gekoppelten in vitro Transkription/Translations-Reaktion erzeugt.

Abb. 3.13 in vitro Translation der drei KIAAs. 0,5 (g pCDNA Plasmid wurden translatiert und ein Aliquot der 35S-markierten Proteine per SDS-PAGE aufgetrennt. Die Hauptprodukte sind durch Pfeile markiert.

Ein eindeutiges Proteinsignal war bei KIAA0717 und KIAA0767 sichtbar. Kiaa0455 zeigte zusätzlich zum Hauptprodukt noch zwei weitere Banden (Abb. 3.13). Daher sind die durch 

verwendbar. Das tatsächliche Molekulargewicht der drei KIAA-Proteine in bezug zum erwarteten und zur Länge der kodierenden Sequenz ist in Tabelle 3.3 dargestellt.   
	
	cDNA Länge 
	Theoretisches Molekulargewicht
	Tatächliches

Molekulargewicht

	KIAA0455
	1818 bp
	~ 66 kDa
	~ 60 kDa

	KIAA0717
	2184 bp
	~ 80 kDa
	~ 88 kDa

	KIAA0767
	1737 bp
	~ 64 kDa
	~ 66 kDa


Tabelle 3.3 Gen- und Proteingrößen der drei KIAAs. Übersicht der tatsächlichen und theoretisch erwarteten Größen der Proteine ausgehend von der kodierenden Gengröße. Tatsächliche Proteingröße wurde anhand des Markers abgeschätzt. Theoretische Proteingröße wurde wie folgt errechnet: Anzahl der Codons x 0,11 kDa = Molgew. in kDa. 

Zur funktionellen Analysen der drei Proteine, wurden in vitro Experimente durchgeführt. Zur Sicherstellung eines effektiven Gentransfers in die Zielzellen wurden adenovirale Vektoren der jeweiligen KIAAs mit dem AdEasy System hergestellt. Dazu wurden ausgehend von den pCDNA 3.1/ myc-His KIAA-Konstrukten die Vollängengene ohne das His tag gerichtet in pAdTrack.CMV 'Shuttle'-Vektoren kloniert und der Ad-Vektor wie beschrieben (vgl. 2.2.6.2) propagiert. 

3.2.2 KIAAs beeinflussen die Zellvitalität in verschiedenen Zellsystemen
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Als erster Funktionstest der drei KIAA-Genprodukte, wurde der zytotoxische Einfluß jedes Proteins nach Überexpression geprüft. Nach behandlung der Zellen wurde die Umsetzung eines Farbstoffes in den mitochondrien photometrisch gemessen. Dabei ist die Farbstoffintensität proportional zur Anzahl lebender Zellen. Hierzu wurden p53-negative Saos-2 und H1299 Zellen mit Adenoviren der drei KIAAs infiziert und die Zellvitalität über einen Zeitraum von vier Tagen gemessen.

Abb. 3.14 MTT-Assay in Saos-2 Zellen. Saos-2 Zellen wurden mit Ad.CMV.KIAA0455 (hellblau),  Ad.CMV.KIAA0717 (blau), Ad.CMV.KIAA0767 (dunkelblau) oder als Positiv- und Negativkontrolle mit Ad.CMV.p53wt (orange) und Ad.CMV.GFP (grün) infiziert, und alle 24 h über einen Zeitraum von vier Tagen wurde die Zellvitalität photometrisch bestimmt. Die Prozentuale Zellvitalität wurde ermittelt, in dem der jeweilige Ad.CMV.GFP Wert zu jedem Meßzeitpunkt als 100% überlebende Zellen gesetzt wurde. Standardabweichungen ergaben sich aus 3fach Bestimmungen. Das Ergebnis eines repräsentativen von mindestens drei unabhängigen Assays ist gezeigt.
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Abb. 3.15 MTT-Assay in H1299 Zellen. H1299 Zellen wurden mit Ad.CMV.KIAA0455 (hellblau),  Ad.CMV.KIAA0717 (blau), Ad.CMV.KIAA0767 (dunkelblau) oder als Positiv- und Negativkontrolle mit Ad.CMV.p53wt (orange) und Ad.CMV.GFP (grün) infiziert, und alle 24 h über einen Zeitraum von vier Tagen wurde die Zellvitalität photometrisch bestimmt. Die Prozentuale Zellvitalität wurde ermittelt, in dem der jeweilige Ad.CMV.GFP Wert zu jedem Meßzeitpunkt als 100% überlebende Zellen gesetzt wurde. Standardabweichungen ergaben sich aus 3fach Bestimmungen. Das Ergebnis eines repräsentativen von mindestens drei unabhängigen Assays ist gezeigt.
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KIAA0455 und KIAA0717 reduzierten die Zellzahl um 60% in Saos-2, p53wt und KIAA0767 um mehr als 80% nach vier Tagen (Abb. 3.14). In H1299 dagegen reduzierte KIAA0455 die Zahl der überlebenden Zellen nur marginal, während KIAA0717 auf 60% der Zellen toxisch und p53 und KIAA0767 toxisch auf 90% der Zellen wirkten (Abb.3.15). 
Abb. 3.16 MTT-Assay in HCT +/+ Zellen. HCT+/+ Zellen wurden Ad.CMV.KIAA0455 (hellblau),  Ad.CMV.KIAA0717 (blau), Ad.CMV.KIAA0767 (dunkelblau) oder als Positiv- und Negativkontrolle mit Ad.CMV.p53wt (orange) und Ad.CMV.GFP (grün) infiziert, und alle 24 h über einen Zeitraum von vier Tagen wurde die Zellvitalität photometrisch bestimmt. Die Prozentuale Zellvitalität wurde ermittelt, in dem der jeweilige Ad.CMV.GFP Wert zu jedem Meßzeitpunkt als 100% überlebende Zellen gesetzt wurde. Standardabweichungen ergaben sich aus 3fach Bestimmungen. Das Ergebnis eines repräsentativen von mindestens drei unabhängigen Assays ist gezeigt.

Da die beiden zuvor verwendeten Tumorzellinien kein funktionelles p53 besitzen, wurde überprüft, ob die Anwesenheit dieses Tumorsuppressors einen Einfluß auf die beobachteten Effekte hat. Dazu wurde in humanen p53-positiven (HCT+/+) und p53-negativen (HCT -/-) Colonkarzinomzellen die Proteinüberexpression durch adenovirale Infektion aktiviert.
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Abb. 3.17 MTT-Assay in HCT-/- Zellen. p53-negative HCT-/- Zellen wurden mit Ad.CMV.KIAA0455 (hellblau), Ad.CMV.KIAA0717 (blau), Ad.CMV.KIAA0767 (dunkelblau) oder als Positiv- und Negativkontrolle mit Ad.CMV.p53wt (orange) und Ad.CMV.GFP (grün) infiziert, und alle 24 h über einen Zeitraum von vier Tagen wurde die Zellvitalität photometrisch bestimmt. Die Prozentuale Zellvitalität wurde ermittelt, in dem der jeweilige Ad.CMV.GFP Wert zu jedem Meßzeitpunkt als 100% überlebende Zellen gesetzt wurde. Standardabweichungen ergaben sich aus 3fach Bestimmungen. Das Ergebnis eines repräsentativen von mindestens drei unabhängigen Assays ist gezeigt.

In p53-positiven HCT-Tumorzellen wurde durch KIAA0455 die Zellvitalität um 80% und durch KIAA0717 um 70% reduziert. Bei KIAA0767 war eine fast vollständige Abnahme der Zahl lebender Zellen zu beobachten (Abb. 3.16). Das Tumorsuppressorprotein p53 führten in dieser Zellinie zu 20% überlebenden Zellen. 

In p53-negativen HCT-Zellen dagegen wurde durch p53wt-Expression die Zellvitalität komplett aufgehoben. Die KIAAs reduzierten die Zellpopulation um 60 (KIAA0455), 50 (KIAA0717) bzw. 80% (KIAA0767). 
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Schließlich wurde die Zellvitalität von primären Zellen nach Überexpression des jeweiligen Proteins ermittelt. Humane diploide VH6 Vorhautfibroblasten wurden dazu infiziert, und die Anzahl der überlebenden Zellpopulation analog zu vorherigen Experimenten ermittelt. 

Abb. 3.18 MTT-Assay in VH6 Zellen. Humane diploide VH6 Fibroblasten wurden mit Ad.CMV.KIAA0455 (hellblau), Ad.CMV.KIAA0717 (blau), Ad.CMV.KIAA0767 (dunkelblau) oder als Positiv- und Negativkontrolle mit Ad.CMV.p53wt (orange) und Ad.CMV.GFP (grün) infiziert, und alle 24 h über einen Zeitraum von vier Tagen wurde die Zellvitalität photometrisch bestimmt. Die Prozentuale Zellvitalität wurde ermittelt, in dem der jeweilige Ad.CMV.GFP Wert zu jedem Meßzeitpunkt als 100% überlebende Zellen gesetzt wurde. Standardabweichungen ergaben sich aus 3fach Bestimmungen. Das Ergebnis eines repräsentativen von mindestens drei unabhängigen Assays ist gezeigt.

Weder der Tumorsuppressor p53 noch KIAA0455 oder KIAA0717 zeigten eine signifikante Veränderung der Anzahl überlebender Zellen. Lediglich KIAA0767 reduzierte die Zellvitalität um 80% (Abb. 3.18).

KIAA0717 und KIAA0767 zeigten nach 4tägiger Überexpression den deutlichsten zytotoxischen Effekt auf die verschiedene Zellinien (p53-abhängig und -unabhängig). KIAA0767 reduzierte sogar im Gegensatz zu p53 die Anzahl primärer Zellen.

3.2.3 KIAA0767-Expression führt zu erhöhter sub-G1 Population, KIAA0717 ruft  

         einen G2/M-Arrest hervor   
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Um festzustellen, ob die Verminderung der Anzahl lebender Zellen durch  Apoptose hervorgerufen wurde, wurden nach Überexpression von KIAA0717 und KIAA0767 mit Hilfe der Durchflusszytometrie Zellzyklusprofile erstellt.

Abb. 3.19 Durchflusszytometrische Analyse von Zellzyklusprofilen infizierter H1299 Zellen. Zellen wurden mit den angegeben Adenoviren infiziert, und nach 24, 48, 72 und 96 hpi (hours post infection) fixiert und in einem Becton Dickinson FACSVantage Durchflusszytometer mit der CellQuestSoftware analysiert. Die sub-G1 Populationen sind durch den M1 Balken markiert. Ein repräsentatives von drei unabhängigen Experimenten ist dargestellt.

24 h nach der Infektion mit Ad.CMV.p53wt (Positivkontrolle) war das Entstehen einer sub-G1 Population als typisches Zeichen apoptotischer Zellen erkennbar (Abb. 3.19). Die Zellen zeigten einen Chromosomensatz kleiner als 2N. Das Profil unterhalb der Markierung (M1) war deutlich größer als in den GFP-infizierten Kontrollzellen. Nach 48 h waren etwa 80% der p53-infizierten Zellen in der sub-G1 Phase und 72 h nach Infektion waren alle Zellen in der sub-G1 Phase detektierbar. 

Zellen, die mit KIAA0767 infiziert wurden, zeigten ebenfalls nach 24 h einen sog. 'shift' mit Erhöhung des sub-G1 Populationsanteils, der allerdings nicht so ausgeprägt war wie bei p53-infizierten Zellen. Nach 48 h war ein sub-G1 'peak' deutlich zu erkennen und ab 72 h befanden sich alle Zellen im sub-G1 Bereich. KIAA0717-infizierte Zellen zeigten bis 48 h nach adenoviraler Infektion ein normal verteiltes Zellzyklusprofil. Ab 72 h kam es zur Erhöhung des Anteils von Zellen in der sub-G1 Phase mit gleichzeitigem Anstieg von Zellen in der G2/M-Phase des Zellzyklus. Dieser Effekt prägte sich 96 h nach Infektion aus, wobei dem G2/M-Phase Arrest ein Anstieg der sub-G1 Population folgte. 

Die Ergebnisse der Zellvitalitätsassays bestätigten sich bei der Aufnahme der Zellzyklus-profile. KIAA0767-Überexpression führte zur Reduzierung der Anzahl überlebender Zellen durch Induktion apoptotischer Mechanismen vergleichbar der Apoptoseinduktion durch p53. Die Abnahme der Zellanzahl durch KIAA0717 war primär auf eine Arretierung in der G2/M-Zellzyklusphase zurückzuführen.

3.2.4 KIAA0767 induziert morphologische Veränderungen und DNA-Fragmentierung 

Zur Klärung der durch KIAA0717 und KIAA0767 ausgelösten Effekte, wurden die zelluläre Morphologie und die chromosomale Integrität untersucht. Zellen wurden erneut über einen verlauf von vier Tagen mit KIAA0717 bzw. Kiaa0767 infiziert und dann durch Hoechst Färbung angefärbt. Hoechst 33342 Farbstoff färbt apoptotische Zellen weiß-bläulich, normale Zellen dagegen werden durch den Farbstoff nur schwach blau angefärbt (Ormerod et al., 1993). Propidium-Iodid (PI) färbt nur nekrotische Zellen deutlich rot, da es intakte Zellmembranen nicht passieren kann. Lebende Zellen werden durch PI nicht oder nur sehr schwach rot gefärbt (Ormerod et al., 1993).
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Abb. 3.20 Hoechst 33342 Färbung von H1299 Zellen. Zellen wurden mit Ad.CMV.GFP, Ad.CMV.p53wt, Ad.CMV.KIAA0767 oder Ad.CMV.KIAA0717 infiziert, und nach 24, 48, 72 und 96 h mit 5 (g/(l Hoechst 33342 und 5 (g/(l Propidium-Iodid gefärbt. Die jeweils obere Reihe zeigt die Übersicht und die untere Reihe den markierten Ausschnitt. Pfeile deuten auf apoptotische Zellen außerhalb des Ausschnittes hin. Die Zellen wurden bei 20facher Vergrößerung im konfokalen Laser Scan Mikroskop LSM 510 analysiert. 

Nach 24stündiger Expression waren einige apoptotische Zellen nur in p53-infizierten Zellen durch kleine sog. apoptotische Körper ('apoptotic bodies') identifizierbar (Abb. 3.20). Alle anderen Populationen zeigten normal proliferierende Zellen und die Zellzahl und Zelldichte ist in der Übersicht in diesen Ansätzen etwa gleich. Nach 48 h war die Zellzahl der p53-infizierten Zellen deutlich vermindert, viele Zellen hatten aufgeblähte Membranen ('membrane blebbing') und hatten sich von der Oberfläche der Zellkulturflasche abgelöst. Bei KIAA0767-infizierten Zellen kam es zu diesem Zeitpunkt zur Akkumulation mehrerer Zellen und teilweise waren weißliche Zellen nachweisbar. GFP-Kontrollzellen und KIAA0717-infizierte Zellen zeigten hingegen normales Wachstum ohne Abnormalitäten. Ab 72 h waren in p53-infizierten Zellen kaum noch Zellen sichtbar, die verbliebenen Zellen hatten sich abgelöst, schwammen im Überstand und zeigten große aufgeblähte Formen. KIAA0767-infizierte Zellen waren im Vergleich zu GFP-infizierten Kontrollzellen in ihrer Anzahl vermindert und zeigten deutlich weißliche Zellen. KIAA0717-infizierte Zellen waren bis zu 72 h nach Infektion etwas langsamer gewachsen und hatten eine geringere Zelldichte. Ab 96 hpi waren bei diesem Ansatz erste weißliche Zellen zu sehen. KIAA0767-infizierte Zellen zeigten zu diesem Zeitpunkt deutlich verminderte Zellzahlen und viele Zellen mit apoptotischen Körpern hatten sich abgelöst und schwammen im Überstand. 
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Ein klassisches Merkmal des programmierten Zelltods ist die Fragmentierung von DNA in nukleosomale Einheiten (DNA 'ladder'). Da KIAA0767 in den bisherigen Experimenten alle Anzeichen eines pro-apoptotisches Gens zeigte, wurden Zellen infiziert und auf nukleosomale Einheiten überprüft.    

Abb. 3.21 DNA 'ladder' von H1299 Zellen. Die Zellen wurden adenoviral infiziert, die chromosomale DNA wie unter 2.2.7.4 beschrieben aufgearbeitet und auf einem Agarose-TBE-Gel getrennt. A, Ad.CMV.KIAA0767-infizierte Zellen Spur 3-5; Ad.CMV.GFP-infizierte Zellen Spur 6-8. B, Ad.CMV.p53wt-infizierte Zellen Spur 2-4. Markergröße ist in bp angegeben. DNA-Fragmente sind durch Pfeilköpfe indiziert.  

Die Einleitung von Apoptose durch KIAA0767-Überexpression konnte durch das Auftreten von DNA Fragmenten erneut belegt werden (Abb. 3.21). Damit konnte durch Zell-vitalitätsassays, die Analyse von Zellzyklusprofilen, die Analyse von zellulärer Morphologie und die Detektion von nukleosomalen Einheiten gezeigt werden, daß KIAA0767 alle klassischen Eigenschaften eines pro-apoptotischen Gens besitzt. 

3.2.5 KIAA0767 induziert typische Todessignaltransduktionskaskaden

Die Apoptoseinduktion wird zellulär über zwei Signaltransduktionswege vermittelt. Neben dem rezeptorvermittelten Weg können Signale unter Beteiligung der Mitochondrien weitergeleitet werden. Beide Signalwege vereinigen sich am Ende in der aktivierung der gleichen proteolytischen Enzyme (Caspasen). Nach sukzessiver Aktivierung der Caspasen werden Substrate wie die Poly-(ADP-Ribose) Polymerase (PARP) durch Spaltung deaktiviert. Die Spaltung des PARP-Vollängenproteins (116 kDa) wurde durch Detektion des prozessierten Proteinfragmentes (89 kDa) nach KIAA0767-Überexpression im Western Blot überprüft. 

[image: image28.png]



Abb. 3.22 KIAA0767 aktiviert Enzyme der Todessignalkaskade. Western Blot mit Gesamtzellextrakten von  (A) H1299 und (B) Saos-2 Zellen. Zellen wurden mit dem angegebenem transgen für die entsprechende Zeit infiziert, und dann das Vorliegen der jeweiligen proteine nach Trennung auf SDS-PAGE Gelen mit Antikörpern detektiert. Zur Ladekontrolle gleicher Proteinmengen wurden die Blots mit anti-Aktin Antikörpern behandelt.  

Das KIAA0767-Protein konnte 24 h nach Infektion durch vier spezifische Banden in beiden Zellinien detektiert werden. In GFP- und p53-infizierten Zellen war KIAA0767 nicht nachweisbar. p53-Expression war 12 h nach Infektion in beiden Zellinien deutlich detektierbar. Die Detektion des PARP-Spaltproduktes (89 kD) wurde 12 h nach p53-Infektion in beiden Zellinien beobachtet. KIAA0767-Überexpression induzierte PARP-Spaltung 24 h bzw. 72 h nach Infektion in Saos-2 bzw. H1299 Zellen. Kein Spaltprodukt war in GFP-infizierten Zellen detektierbar.

KIAA0767 war nach Überexpression als einziges von den drei untersuchten Proteinen fähig alle typischen Anzeichen von Apoptoseinduktion auszulösen. Daher wurde ausschließlich dieser neue Faktor im weiteren Verlauf untersucht und das KIAA0767-Protein ab diesem Zeitpunkt abgeleitet aus seiner Funktion nur noch als 'death inducing protein' (Dip) bezeichnet.

3.3 KIAA0767 alias 'death inducing protein' (Dip)
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Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurden weitere Detailinformationen über diesen neuen pro-apoptotischen Faktor gesammelt. Die ‘Map Viewer’ Funktion auf der NCBI Homepage des National Institute of Health (NIH) zeigte, daß die chromosomale Lokalisation von Dip auf Cromosom 22 (q-Arm) an Position 13.31 ist.

Abb. 3.23 Übersicht Gen-mRNA-Protein von Dip. Das Dip-Gen besitzt 17 Exons, die daraus resultierende mRNA ist 1737 Basenpaare lang und das Dip-Protein hat 578 Aminosäuren. Die Modifikationsdomänen im Protein sind angegeben.   

Das Dip-Gen besteht aus 17 Exons und bildet eine 1737 Basenpaar lange mRNA. Das resultierende Protein hat eine Länge von 578 Aminosäuren (Abb. 3.23). 

Um Hinweise über die zelluläre Lokalisation und eventuell vorhandene Proteindomänen von Dip zu finden, wurden Datenbankenanalysen durchgeführt und die im Anhang angegebene Proteinsequenz analysiert. Die Informationen sind in Tabelle 3.4 zusammengestellt und in Abb. 3.23 in die Proteindarstellung aufgenommen.

	Modifikationsregion/ Domäne
	Aminosäure-Position
	Verwendete Datenbank

	Nukleäre Lokalisations- domäne
	110-121
	NLSdb

	GRAM-Domäne
	445-523
	Pfam / SMART / Prosite

	Transmembran-Domänen

 (min. 2)
	246-268 & 345-367
	SMART /TMHMM

	N-Myristoylierungs-

regionen (3)
	147-152, 358-363, 530-535
	Prosite / Pep

	Glycosaminoglycan- Bindestelle
	531-534
	Prosite / Pep

	Proteinkinase C Phosphorylierungsstellen

(11)
	44-46,163-165,197-199, 296-298, 335-337, 411-413, 418-420, 441-443, 499-501, 504-506, 542-546
	Prosite / Pep

	Caseinkinase II Phospho-

rylierungsstellen (7)
	28-31, 44-47, 72-75, 105-108, 294-297, 454-457, 574-577
	Prosite / Pep

	Tyrosinkinase Phosphorylierungsregion
	383-390
	Prosite / Pep

	N-Glycosylierungs-positionen (4)
	26-29, 70-73, 221-224, 452-455
	Prosite / Pep

	cAMP und cGMP-abhängige Proteinkinase Phosphorylierungsstelle
	199-202
	Prosite / Pep


Tabelle 3.4 Modifikationspositionen im Dip-Protein. Vorhersagen der angegeben Datenbanken über mögliche Modifikationspunkte und Proteindomänen im Dip-Protein. Die Datenbanken sind zu finden unter http://www.expasy.org/tools/. Stand: August 2003.
Abhängig vom verwendeten Algorithmus der jeweiligen Datenbank wurden verschiedene Regionen im Protein als besonders modifizierbar vorhergesagt. Die vorhergesagten Positionen sind teilweise überlappend, daher sind zur Absicherung der einzelnen Modifikationstellen genauere Analysen nötig. Diese Übersicht dient der Verdeutlichung der vielen wahrscheinlichen modifizierungsmöglichkeiten. 

Die Datenbankrecherchen ergaben, daß Dip eine nukleäre Lokalisations-, eine GRAM- und mindestens zwei Transmembran-Domänen aufweist. GRAM-Domänen finden sich vor allem in membranassoziierten Proteinen wie Glykosyltransferasen oder Myotubuli. Dip ist möglicherweise in einer zellulären Membran lokalisiert. Die Analyse der Aminosäuresequenz von Dip mit der TargetP Sever v1.01 Datenbank, die die subzelluläre Lokalisation vorhersagt, ergab eine Wahrscheinlichkeit von 40% für die ersten 130 aminoterminalen und eine Wahrscheinlichkeit von 76% für die Aminosäuren 375-500 für mitochondriale Lokalisation. Für die Aminosäuren 248-375 dagegen wurde eine 93%ige Wahrscheinlichkeit für die Lokalisation im sekretorischen Signaltransduktionsweg ermittelt.

3.3.1 Dip co-lokalisiert in den Mitochondrien

Um die Datenbankvorhersagen zu überprüfen, wurde die subzelluläre Lokalisation von Dip immunzytochemisch untersucht. Da keiner der beiden für Dip spezifischen Antikörper für die Immunfluoreszenz geeignet war, wurden Zellen mit His-markiertem Dip transfiziert. Die Lokalisation des Proteins wurde anschließend mit anti-His Antikörpern detektiert. 
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Abb. 3.24 subzelluläre Lokalisation von Dip in H1299. A, pCDNA 3.1/ myc-His transfizierte H1299 Zellen; B, pCDNA 3.1/ myc-His.Dip transfizierte H1299 Zellen. I, DAPI Färbung; II, Anti-His/Alexa 546 Färbung; III, MitoTracker Green FM Färbung; IV, Überlagerungsbild. Die Zellen wurden 24 h nach Transfektion fixiert und angefärbt. 63fache Vergößerung.
Die mitochondriale Lokalisation von Dip wurde durch Co-Färbung des Proteins mit dem Mitotracker Green FM Farbstoff nachgewiesen werden (Abb. 3.24). Fluoreszierende Mitotracker Green FM Farbstoffe diffundieren durch Zellmembranen und akkumulieren selektiv in den Mitochondrien von lebenden und fixierten Zellen (Poot et al., 1996).

3.3.2 Dip Protein-Expression wird durch E2F1-Aktivierung induziert
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Neben der zellulären Lokalisation wurde die Expression des Dip Proteins in verschiedenem Gewebe bzw. verschiedenen Zellinien analysiert. Hierzu wurde in verschiedenen asynchron wachsenden Tumor- und Primärzellen das vorliegen von Dip- Transkripten mittels RT-PCR geprüft.

Abb. 3.25 Semi-quantitative RT-PCR von Dip in Tumor- und Primärzellen. Die angegebenen Zellinien wurden auf Dip- und GAPDH-Transkripte analysiert. Gleiche RNA-Mengen wurden revers transkribiert und in PCR-Analysen unter linearen Bedingungen amplifiziert. H1299 ER-E2F1- und Saos-2 ER-E2F1-Zellen wurden für 20 h bzw. 8 h mit 4-OHT als Positivkontrolle induziert.

Dip war in den meisten Zellinien kaum detektierbar, was die Funktion eines apoptotischen Proteins unterstützt. Die Dip-Expression konnte durch E2F1-Aktivität induziert werden (vgl. Spur 1 und 8 mit Spur 2 und 9; Abb. 3.25). Da vermehrte Dip mRNA-Transkriptlevel nicht zwangsläufig bedeuten, daß das Protein auch in den Zellen translatiert wird, wurde die Expression von Dip auf Proteinebene nach E2F1-Aktivierung überprüft.
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Abb. 3.26 Dip-Proteinlevel steigen durch E2F1-Aktivierung an. Zellen wurden 24 h nach ER-E2F1-Infektion (bei H1299 und Saos-2) oder bei Saos-2 ER-E2F1 24 h nach Serumentzug für die angegebenen Zeiten mit 4-OHT induziert. Gleiche Proteinmengen wurden mit SDS-PAGE aufgetrennt, und die jeweiligen Proteine mit spezifischen E2F1, Dip oder Aktin Antikörpern detektiert.

Dip-Proteine stiegen nach E2F1-Aktivierung an. Dieser Anstieg korrelierte direkt mit der Menge an aktivierbarem E2F1 in den Zellen (Abb. 3.26). In H1299 und Saos-2 Zellen wurden nach Ad.CMV.ER-E2F1 Infektion sehr hohe Spiegel von ER-E2F1 detektiert. Diese hatten eine so starke Intensität, daß die ER-E2F1-Banden die Signale der endogenen E2F1-Level überstrahlten und daher endogenes E2F1 mit E2F1 Antikörpern nicht sichtbar gemacht werden konnte. In diesen Zellen waren ansteigende Dip Proteinspiegel am deutlichsten zu erkennen. In Saos-2 ER-E2F1-Zellen mußten sehr große Gesamtproteinmengen pro Spur aufgetragen werden, um ein Signal für Dip zu erreichen. In diesen Zellen war die Expression des chimeren ER-E2F1-Fusionsproteins am schwächsten im Vergleich zu adenoviral infizierten Saos-2 und H1299 Zellen. Denn endogenes E2F1 konnte hier detektiert werden, daher war die ER-E2F1-Expression schwächer als in den anderen Zellen. 
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Die meisten nachfolgenden Analysen wurden in H1299 durchgeführt, die adenoviral mit dem ER-E2F1-Transgen infiziert wurden. Daher wurde überprüft, ob nach Aktivierung des Fusionsproteins die Transaktivierung von typisch E2F1-regulierten 'targets' auch in diesem System möglich war.

Abb. 3.27 Semi-quantitative RT-PCR in ER-E2F1-infizierten H1299 Zellen. H1299 Zellen wurden 24 h nach ER-E2F1-Infektion für die angegebenen Zeiten mit 1 (M 4-OHT induziert, und die aus diesen Zellen gewonnene RNA für RT-PCR Analysen eingesetzt.

Die typische Transaktivierungen von Dip, p73 und Cyclin E nach E2F1-Translokation konnten in diesem System beobachtet werden (Abb. 3.27). Daher eignete es sich für weitere Analysen.

3.3.3 Dip ist an E2F1-induzierter Apoptose beteiligt     
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Da Dip transkriptionell und translationell durch E2F1 induziert wurde, und die Dip-Überexpression zur Einleitung von Apoptose mit allen klassischen Merkmalen führte, lag die Vermutung nah, daß Dip an der E2F1-induzierten p53-unabhängigen Apoptose-induktion beteiligt ist. Zur Aufklärung dieser Funktionsweise wurde die Dip-Expression durch sog. 'small interfering’ RNAs (siRNAs) (Brummelkamp et al., 2002) unterdrückt. Hierbei hybridisieren die siRNAs mit den mRNA-Transkripten ihres Zielgens und diese siRNA-mRNA-Hybride werden degradiert. Durch diese Degradation unterbleibt die Translation und damit die Proteinexpression. Für diese sehr leistungsfähige Methode wurden adenovirale Vektoren konstruiert, die siRNAs gegen ein Sequenzmotiv im Exon 12 der Dip kodierenden Sequenz exprimieren. Zur Überprüfung der postulierten Effekte wurden H1299 Zellen mit ER-E2F1-exprimierenden Adenoviren und siRNAs gegen Dip bzw. GFP (Negativkontrolle) co-infiziert und 24 h nach Infektion das künstliche E2F1 aktiviert.       

Abb. 3.28 RT-PCR an H1299 Zellen. H1299 Zellen wurden mit Ad.CMV.ER-E2F1 und Ad.siGFP bzw. Ad.siDip co-infiziert,  und  24h nach Infektion für 0, 12 und 24 h mit 4-OHT induziert. Die PCR wurde mit spezifischen Primern gegen GAPDH und Dip durchgeführt. 

In ER-E2F1/siGFP co-infizierten Kontrollzellen wurde 12 und 24 h nach 4-OHT Gabe die typische Transaktivierung von Dip durch E2F1-Aktivierung beobachtet (Abb. 3.28). In ER-E2F1/siDip co-infizierten Zellen dagegen wurde durch spezifische Suppression kein Anstieg der Dip-Transkripte nach E2F1-Aktivierung beobachtet. Ein marginaler Anstieg von Dip mRNA wurde 24 h nach E2F1-Aktivierung durch 4-OHT beobachtet. Damit wurde die Unterdrückung der transaktivierenden Wirkung von E2F1 auf die Dip-Transkription hier gezeigt. 

Anschließend wurden die Auswirkungen der Dip-Suppression auf die E2F1-vermittelte Apoptose untersucht. Hierzu wurden Zellen mit den siRNAs und ER-E2F1 co-infiziert und nach E2F1-Aktivierung die unterschiedlichen Ausmaße der Apoptoseinduktion im Durchflusszytometer und die Anzahl überlebender Zellen im sog. Colony Assay gemessen.
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Abb. 3.29 Verminderte Apoptoseinduktion durch siRNAs gegen Dip in H1299 Zellen. H1299 Zellen wurden mit (A) Ad.CMV.ER-E2F1 und Ad.siGFP bzw. Ad.siDip co-infiziert  und  24 h nach Infektion für 0, 24 und 48 h mit 4-OHT induziert. Nach Fixierung wurden die Zellen im FACS nach PI-Färbung auf sub-G1 Populationen analysiert. Der prozentuale Anteil der sub-G1 Population am Gesamtzellprofil aus zwei unabhängigen Experimenten ist hier als Balkendiagramm dargestellt. (B)  Colony Assay in H1299 ER-E2F1-Zellen nach siDip bzw. siGFP Infektion. Zellen wurden mit 4-OHT induziert und 14 Tage nach Induktion fixiert und gefärbt.

22 überlebende Zellkolonien waren in siDip-infizierten Zellen gegenüber acht Zellkolonien in unbehandelten Zellen und zwölf Kolonien in siGFP Kontrollvirus-infizierten Zellen zu beobachten (Abb. 3.29.B). Die FACS-Daten zeigten eine 50%ige Abnahme (49,7% in siGFP- gegenüber 24,7% in siDip-infizierten Zellen) E2F1-induzierter Apoptose bei unterdrückter Dip-Expression 48 h nach E2F1-Aktivierung (Abb. 3.29.A). Daher wird durch Dip-Unterdrückung die Apoptoseeinleitung teilweise gestört.

3.3.4 Dip-Promotorkonstrukte sind nicht durch E2F1 aktivierbar

Die bisherigen Untersuchungen zur Regulation der Dip-Expression deuteten auf eine direkte Transaktivierung durch E2F1 hin (vgl. Abb. 3.9). Zur genaueren Analyse dieses Mechanismus wurden Dip-Promotorfragmente (Abb. 3.30) vor das Luciferasereportergen kloniert und deren Aktivierbarkeit durch E2F1-Expression überprüft. In diesem Assay wurde geprüft, ob mögliche Dip-Promotorregionen durch E2F1 besetzt werden. Die Interaktion der DNA-Promotorregion mit dem Transkriptionsfaktor E2F1 führt zur Initiation der Transkription des Luciferasegens. Die Stärke der Transkription führt direkt proportional zur Freisetzung des 'firefly luciferase' Proteins. Dieses 61 kDa Protein katalysiert in der Assayreaktion die Luciferin Oxidation, bei der chemische Enegie in Lichtimpulse umgewandelt wird. Diese meßbaren Lichtsignale korrelieren mit der Intensität der Aktivierbarkeit des untersuchten Promotorfragmentes. 
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Abb. 3.30 Schematische Übersicht der verwendeten Promotorkonstrukte. Mögliche E2F-Bindungsstellen sind als rote Sechsecke dargestellt. E2F-Bindungsstellen 5’→3’ : I, TTGGCGC; II, CCGGCAA; III, TTGGCGC; IV, CGGGAA; V, AAGGgcc; VI, cggggtt; VII, ggggctt; VIII, cggggtt; IX, ggggctt. Sp1-Bindungsstellen sind als blaue Rauten dargestellt. Erste Sp1-Bindungsstelle (-233), gggcgggg; Zweite Sp1-Bindungsstelle (-115), gggcgggg. Die Positionen der einzelnen Bindungsstellen bzw. Restriktionsstellen und Beginn des Exons 1 sind in Relation zum Transkriptionsstart (+1) angegeben.            

In vielen E2F-regulierten Promotoren sind keine regulatorischen Elemente wie TATA-box zu finden, dafür haben solche Promotoren oft GC-reiche Sequenzen und Sp1 Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen (Kel et al., 2001). In der Nähe des kodierenden Bereichs des Dip-Gens befindet sich keine TATA-Box, dafür sind aber zwei Sp1-Bindungsstellen vorhanden. In der direkt 5’-stromaufwärts liegenden Region des Transkriptionsstarts befinden sich fünf mögliche E2F-Bindungsstellen. Die Sequenzen der E2F-Bindungssstellen VI, VII, VIII und IX weichen in einer Base von der akzeptierten Konsensus-Sequenz [T T (C/G) (C/G) C G (C/G)] ab. Da jedoch auch in anderen Studien von dieser Sequenz abweichende E2F-Bindungsstellen gefunden wurden (Gao et al., 2003; Furukawa et al. 2002), wurden diese Bindungsstellen dennoch als mögliche E2F1-interagierende Regionen in Betracht gezogen. Zwischen 7,3 und 4,6 kb 'upstream' vom Transkriptionsstart liegen vier weitere putative E2F-Bindungsstellen, die der Konsensus-Sequenz entsprechen. Die mögliche Regulation des Luciferasegens über alle diese Interaktionspositionen wurde durch Co-Transfektionsanalysen von E2F1-Expressionsplamiden im Überschuß zum Promotorkonstrukt überprüft.
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Abb. 3.31 Luciferase Assay von Dip-Promotorkonstrukten. 3 (g E2F1-Plasmid und 0,5 (g jeweiliges Promotorkonstrukt wurden in H1299 (A) und Saos-2 (B) Zellen im Doppelansatz transfiziert. Die relativen Luciferaseaktivitäten wurden auf die Aktivitäten von pGL3 basic normalisiert. Ein typisches von mindestens zwei unabhängigen Experimenten ist gezeigt.

In beiden Zellinien (H1299 und Saos-2) wurde keines der Promotorkonstrukte durch E2F1-Überexpression über die basale Luciferaseaktivität des pGL3 Basic-Kontrollkonstruktes hinaus aktiviert (Abb. 3.31). Die gemessenen Luciferaseaktivitäten der Promotorkonstrukte lagen in allen Ansätzen unterhalb der normierten Aktivität des Kontrollansatzes von eins. Eine ausreichende Transduktion der Zellen mit E2F1 wurde in den verwendeten Extrakten überprüft. Daher ist der Dip-Promotor nicht durch E2F1 aktivierbar. Die Dip-Expression wird deshalb nicht direkt durch E2F1 induziert.

3.3.5 Dip ist durch p73β, aber nicht durch p73α oder p53 induzierbar

Bekannte E2F1-regulierte pro-apoptotische Gene wie p73 und Apaf-1 werden auch durch p53 aktiviert und haben p53-Bindungsstellen in ihren Promotoren (Stiewe und Pützer, 2000; Moroni et al., 2001). Ob das E2F1-regulierte pro-apoptotische Dip ebenfalls durch p53 oder den p53-homologen Faktor p73 induziert wird, wurde nach Transduktion dieser Faktoren untersucht. p73 wird in mehreren Isoformen in Zellen exprimiert (Stiewe und Pützer 2001). Die beiden größten Isoformen α und β sind beide in der Lage als Transkriptionsfaktoren über die Bindung an p53-regulierte Gene Apoptose zu induzieren (Jost et al., 1997; Ishida et al., 2000). Daher wäre eine aktivierung von Dip durch diese Faktoren als zusätzlicher pro-apoptotischer Signalweg vorstellbar. Der Einfluß dieser Tumorsuppressoren auf die Dip-Expression wurde nach adenoviraler Infektion von p53, p73α und p73( untersucht.    

Abb. 3.32 Western Blot in H1299 Zellen nach Ad.CMVp73α, Ad.CMV.p73β und Ad.CMV.p53wt Infektion. Gesamtzellextrakte infizierter Zellen wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt, und die jeweilgen Proteine wurden mit spezifischen Antikörpern detektiert. 

Die Expression der jeweiligen Transgene war 12 bis 24 h nach adenoviraler Infektion nachweisbar. Ad.CMV.p73( induzierte Dip bereits 24 h nach der Infektion. Die andere p73-Isoform p73α induzierte trotz stärkerer Expression des Transgens keine Dip-Expression. Die Infektion mit Ad.CMV.p53wt führte nicht zur Dip-Induktion (Abb. 3.32). 

3.3.6 E2F1 induziert Cytochrom c und die Dip-Freisetzung aus den Mitochondrien

Ein wichtiger Bestandteil der E2F1-vermittelten Apoptose ist der E2F1/Apaf-1/Caspase 9 Signaltransduktionsweg. E2F1 transaktiviert Apaf-1 direkt. Dieser Faktor assoziiert mit freigesetztem Cytochrom c. Die Freisetzung von Cytochrom c aus den Mitochondrien in das Cytosol ist ein häufig beschriebenes Ereignis, das auf erhöhte E2F1-Aktivität zurückzuführen ist. Bei E2F1-induzierter Apoptose wurde die Freisetzung von Cytochrom c bisher nur in p53-positiven Zellen beobachtet (Moroni et al., 2001; Furukawa et al., 2002). Aus diesem Grund wurde untersucht, ob die Freisetzung von Cytochrom c über E2F1 auch in p53-negativen Zellen ausgelöst werden kann, und ob Dip an diesem Mechanismus beteiligt ist, d.h. inwieweit die subzelluläre Lokalisation von Dip im Rahmen der E2F1-induzierten Apoptose beeinflußt wird.


Abb. 3.33 Zellkompartimentfraktionierung. p53-negative H1299 Zellen wurden mit Ad.CMV.ER-E2F1 infiziert und 36 hpi für 36 h mit Ethanol (Spur 1 & 3) oder 4-OHT (Spur 2 & 4) induziert. Mitochondriale und cytosolische Protein-extrakte wurden mit dem ApoAlert Kit isoliert, und gleiche Proteinmengen wurden per SDS-PAGE aufgetrennt. Die Protein-Expression wurde mit spezifischen Antiköpern gegen Dip, Cytochrom c oder den mitochondrialen Marker Cox 4 detektiert.

Nach E2F1-Induktion wurde eine Zunahme von Cyctochrom c im Cytosol beobachtet (Abb. 3.33; Spur 4). Dieses Ergebnis war auf die Freisetzung dieses mitochondrien-ständigen Faktors und nicht auf Verunreinigung der cytosolischen Fraktion durch Mitochondrien zurückzuführen, da die cytosolischen Extrakte kein mitochondriales Markerprotein Cox4 aufwiesen. Die Proteinbanden des mitochondrial lokalisierten Dip nahmen nach E2F1-Induktion signifikant in ihrer Intensität ab (Abb. 3.33, Spur 2). Dieser Effekt ist ein Hinweis für die Ausschleusung dieses Proteins aus den Mitochondrien nach E2F1-Induktion. Da anschließend keine Proteinbanden von Dip im Cytosol nachweisbar waren, bleibt der Aufenthaltsort von Dip nach E2F1-Induktion zu diskutieren.
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Diagramm2

		0d		0d		0d		0d		0d		1.7813071038		1.7813071038		1.7813071038		1.7813071038		1.7813071038

		1d		1d		1d		1d		1d		1.1088527394		7.0889405502		11.6261990682		10.3984194498		5.2734676215

		2d		2d		2d		2d		2d		2.1160453428		6.7795714861		4.8071054957		1.5223588761		4.8201270243

		3d		3d		3d		3d		3d		3.3956390534		3.260551564		2.3992979015		2.186713791		8.9342439054

		4d		4d		4d		4d		4d		2.8802504205		3.728258889		2.1191055913		9.6059753228		1.6087235679



KIAA0455

KIAA0717

KIAA0767

GFP

p53

Zeit / d

relative Zellvitalität / %

100

100

100

100

100

92.2207736105

79.0960452886

66.9708823687

100

66.6811531218

75.5155483617

78.8870704455

56.3666122541

100

38.0360067495

51.2271688106

65.0399542381

40.8105021142

100

22.2602737507

33.8791948084

49.6107383903

15.4362418378

100

3.4093962325



Diagramm1

		0d		0d		0d		0d		0d		3.7824024767		3.7824024767		3.7824024767		3.7824024767		3.7824024767		3.7824024767		3.7824024767		3.7824024767		3.7824024767		3.7824024767

		1d		1d		1d		1d		1d		16.7846725578		16.7846725578		8.8065451657		8.8065451657		13.1759915062		13.1759915062		5.8242604675		5.8242604675		13.0758614199		13.0758614199

		2d		2d		2d		2d		2d		3.7728070754		3.7728070754		3.254816825		3.254816825		10.0547375401		10.0547375401		3.1478043656		3.1478043656		6.1584916114		6.1584916114

		3d		3d		3d		3d		3d		9.4998623135		9.4998623135		2.1907888374		2.1907888374		2.6061404054		2.6061404054		6.7664516718		6.7664516718		3.9825388158		3.9825388158

		4d		4d		4d		4d		4d		3.0723336867		3.0723336867		9.7762072134		9.7762072134		8.5115614091		8.5115614091		9.0993662568		9.0993662568		3.0229485744		3.0229485744

		5d		5d		5d		5d		5d		1.2117944936		1.2117944936		2.9968808445		2.9968808445		1.6032715228		1.6032715228		1.7864552643		1.7864552643		3.6538022611		3.6538022611



O455

O717

O767

GFP

p53

time / d

rel. viability / %

MTT in HCT +/+

100

100

100

100

100

64.7100930565

62.9205440229

57.1581961346

100

66.2848962062

71.7449069973

56.4806613522

66.9914378506

100

67.7590788308

35.1657940663

33.2751599767

39.38336242

100

54.828388598

17.9720506987

32.2066948326

24.1143971401

100

20.6044848879

20

18.9923664122

11.6030534351

100

10.0763358779



Tabelle1

								HCT +/+ Rohwerte												HCT -/- Rohwerte

				0d (11.32)		1d (11.32)		2d (11.06)		3d (11.08)		4d (12.59)		5d (11.59)		0d (11.32)		1d (11.32)		2d (11.06)		3d (11.08)		4d (12.59)		5d(11.59)

		O455		1.153		0.777		1.009		0.606		0.255		0.384		1.047		0.919		0.952		0.839		0.64		0.351

				1.189		0.757		0.943		0.621		0.424		0.435		1.077		0.927		0.961		0.784		0.612		0.29

				1.227		0.908		1.004		0.572		0.433		0.374		1.066		0.91		0.92		0.762		0.569		0.346

		O717		1.153		0.856		0.794		0.489		0.417		0.387		1.047		0.883		0.963		0.985		0.673		0.582

				1.189		0.787		0.854		0.614		0.602		0.406		1.077		0.842		0.979		0.948		0.908		0.551

				1.227		0.749		0.791		0.631		0.531		0.367		1.066		0.729		0.994		0.936		0.826		0.623

		Dip		1.153		0.854		0.861		0.611		0.421		0.261		1.047		0.741		0.746		0.786		0.361		0.296

				1.189		0.613		0.934		0.699		0.469		0.337		1.077		0.755		0.8		0.654		0.373		0.345

				1.227		0.764		1		0.634		0.411		0.32		1.066		0.679		0.702		0.58		0.4		0.287

		GFP		1.153		1.01		1.291		1.251		1.211		1.261		1.047		1.016		1.126		1.321		1.385		1.544

				1.189		1.315		1.352		1.314		1.244		1.286		1.077		1.003		1.264		1.382		1.422		1.61

				1.227		1.103		1.27		1.463		1.181		1.266		1.066		0.916		1.191		1.391		1.477		1.564

		p53		1.153		0.702		0.828		0.837		0.303		0.272		1.047		0.724		0.615		0.428		0.215		0.283

				1.189		0.837		1.055		0.847		0.475		0.289		1.077		0.633		0.518		0.458		0.259		0.282

				1.227		0.947		0.938		0.791		0.415		0.307		1.066		0.699		0.555		0.484		0.212		0.289

		Blank		0.213		0.213		0.174		0.182		0.193		0.175

				0.207		0.207		0.177		0.204		0.193		0.179

				0.214		0.214		0.175		0.204		0.173		0.184

		mittelwert		0.2113333333		0.2113333333		0.1753333333		0.1966666667		0.1863333333		0.1793333333		0.21133333		0.21133333		0.17533333		0.19666667		0.18633333		0.17933333

								HCT +/+ - Blank												HCT -/- - Blank

				0d		1d		2d		3d		4d		5d		0d		1d		2d		3d		4d		5d

		O455		0.9416666667		0.5656666667		0.8336666667		0.4093333333		0.0686666667		0.2046666667		0.83566667		0.70766667		0.77666667		0.64233333		0.45366667		0.17166667

				0.9776666667		0.5456666667		0.7676666667		0.4243333333		0.2376666667		0.2556666667		0.86566667		0.71566667		0.78566667		0.58733333		0.42566667		0.11066667

				1.0156666667		0.6966666667		0.8286666667		0.3753333333		0.2466666667		0.1946666667		0.85466667		0.69866667		0.74466667		0.56533333		0.38266667		0.16666667

		mittelwert		0.9783333333		0.6026666667		0.81		0.403		0.1843333333		0.2183333333		0.8520000033		0.7073333367		0.7690000033		0.59833333		0.42066667		0.14966667

		stand.-Abw.		0.0370045042		0.0820182906		0.036746882		0.0251064401		0.1002712987		0.0327159492		0.0151767366		0.0085049005		0.0215483951		0.039661064		0.0357631095		0.0338673884

		O717		0.9416666667		0.6446666667		0.6186666667		0.2923333333		0.2306666667		0.2076666667		0.83566667		0.67166667		0.78766667		0.78833333		0.48666667		0.40266667

				0.9776666667		0.5756666667		0.6786666667		0.4173333333		0.4156666667		0.2266666667		0.86566667		0.63066667		0.80366667		0.75133333		0.72166667		0.37166667

				1.0156666667		0.5376666667		0.6156666667		0.4343333333		0.3446666667		0.1876666667		0.85466667		0.51766667		0.81866667		0.73933333		0.63966667		0.44366667

		mittelwert		0.9783333333		0.586		0.6376666667		0.3813333333		0.3303333333		0.2073333333		0.8520000033		0.60666667		0.8033333367		0.7596666633		0.6160000033		0.4060000033

		stand.-Abw.		0.0370045042		0.0542432792		0.0355387113		0.0775435362		0.0933291666		0.0195021366		0.0151767366		0.0797558775		0.0155026879		0.025540817		0.1192741939		0.0361155553

		O767		0.9416666667		0.6426666667		0.6856666667		0.4143333333		0.2346666667		0.0816666667		0.83566667		0.52966667		0.57066667		0.58933333		0.17466667		0.11666667

				0.9776666667		0.4016666667		0.7586666667		0.5023333333		0.2826666667		0.1576666667		0.86566667		0.54366667		0.62466667		0.45733333		0.18666667		0.16566667

				1.0156666667		0.5526666667		0.8246666667		0.4373333333		0.2246666667		0.1406666667		0.85466667		0.46766667		0.52666667		0.38333333		0.21366667		0.10766667

		mittelwert		0.9783333333		0.5323333333		0.7563333333		0.4513333333		0.2473333333		0.1266666667		0.8520000033		0.51366667		0.5740000033		0.4766666633		0.19166667		0.1300000033

		stand.-Abw.		0.0370045042		0.121779856		0.0695293703		0.0456398948		0.0310053759		0.0398873414		0.0151767366		0.0404474968		0.0490849604		0.1043519685		0.0199749844		0.031214313

		GFP		0.9416666667		0.7986666667		1.1156666667		1.0543333333		1.0246666667		1.0816666667		0.83566667		0.80466667		0.95066667		1.12433333		1.19866667		1.36466667

				0.9776666667		1.1036666667		1.1766666667		1.1173333333		1.0576666667		1.1066666667		0.86566667		0.79166667		1.08866667		1.18533333		1.23566667		1.43066667

				1.0156666667		0.8916666667		1.0946666667		1.2663333333		0.9946666667		1.0866666667		0.85466667		0.70466667		1.01566667		1.19433333		1.29066667		1.38466667

		mittelwert		0.9783333333		0.9313333333		1.129		1.146		1.0256666667		1.0916666667		0.8520000033		0.7670000033		1.0183333367		1.1679999967		1.24166667		1.3933333367

		stand.-Abw.		0.0370045042		0.1563212504		0.0425949919		0.1088684221		0.0315119025		0.0132287566		0.0151767366		0.0543721743		0.0690386365		0.0380832422		0.046292548		0.0338427737

		p53		0.9416666667		0.4906666667		0.6526666667		0.6403333333		0.1166666667		0.0926666667		0.83566667		0.51266667		0.43966667		0.23133333		0.02866667		0.10366667

				0.9776666667		0.6256666667		0.8796666667		0.6503333333		0.2886666667		0.1096666667		0.86566667		0.42166667		0.34266667		0.26133333		0.07266667		0.10266667

				1.0156666667		0.7356666667		0.7626666667		0.5943333333		0.2286666667		0.1276666667		0.85466667		0.6		0.37966667		0.28733333		0.02566667		0.10966667

		mittelwert		0.9783333333		0.6173333333		0.765		0.6283333333		0.2113333333		0.11		0.8520000033		0.5114444467		0.3873333367		0.2599999967		0.0423333367		0.1053333367

		stand.-Abw.		0.0370045042		0.1227124009		0.1135179868		0.029866369		0.0873002482		0.0175023808		0.0151767366		0.0891729472		0.0489523578		0.0280237994		0.0263122278		0.0037859389

								HCT +/+ GFP auf 100												HCT-/- GFP auf 100

				0d		1d		2d		3d		4d		5d		0d		1d		2d		3d		4d		5d

		O455		100		64.7100930565		71.7449069973		35.1657940663		17.9720506987		20		100		92.2207736105		75.5155483617		51.2271688106		33.8791948084		10.7416270078

		O717		100		62.9205440229		56.4806613522		33.2751599767		32.2066948326		18.9923664122		100		79.0960452886		78.8870704455		65.0399542381		49.6107383903		29.1387561504

		O767		100		57.1581961346		66.9914378506		39.38336242		24.1143971401		11.6030534351		100		66.9708823687		56.3666122541		40.8105021142		15.4362418378		9.3301437576

		GFP		100		100		100		100		100		100		100		100		100		100		100		100

		p53		100		66.2848962062		67.7590788308		54.828388598		20.6044848879		10.0763358779		100		66.6811531218		38.0360067495		22.2602737507		3.4093962325		7.5598088336

		Stabw. 0455		3.7824024767		8.8065451657		3.254816825		2.1907888374		9.7762072134		2.9968808445		1.7813071038		1.1088527394		2.1160453428		3.3956390534		2.8802504205		2.4306738059

		Stabw. 0717		3.7824024767		5.8242604675		3.1478043656		6.7664516718		9.0993662568		1.7864552643		1.7813071038		10.3984194498		1.5223588761		2.186713791		9.6059753228		2.5920254925

		Stabw. 0767		3.7824024767		13.0758614199		6.1584916114		3.9825388158		3.0229485744		3.6538022611		1.7813071038		5.2734676215		4.8201270243		8.9342439054		1.6087235679		2.2402616901

		Stabw. GFP		3.7824024767		16.7846725578		3.7728070754		9.4998623135		3.0723336867		1.2117944936		1.7813071038		7.0889405502		6.7795714861		3.260551564		3.728258889		2.4289071993

		Stabw. P53		3.7824024767		13.1759915062		10.0547375401		2.6061404054		8.5115614091		1.6032715228		1.7813071038		11.6261990682		4.8071054957		2.3992979015		2.1191055913		0.271718102

		Faktor		102.2146507666		107.3729420186		88.573959256		87.260034904		97.4975625609		91.6030534351		117.3708915596		130.3780959132		98.1996723463		85.6164386005		80.5369125355		71.7703347565
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Diagramm1

		0d		0d		0d		0d		0d		4.4292490846		4.4292490846		4.4292490846		4.4292490846		4.4292490846		4.4292490846		4.4292490846		4.4292490846		4.4292490846		4.4292490846

		1d		1d		1d		1d		1d		10.7451673878		10.7451673878		3.6538717322		3.6538717322		11.8894816148		11.8894816148		7.8815950265		7.8815950265		6.471264365		6.471264365

		2d		2d		2d		2d		2d		7.4117873216		7.4117873216		5.1278378739		5.1278378739		4.9231247291		4.9231247291		7.8294313413		7.8294313413		5.9974019851		5.9974019851

		3d		3d		3d		3d		3d		2.1929772535		2.1929772535		7.3374156069		7.3374156069		4.8053610908		4.8053610908		2.1137878921		2.1137878921		5.1946403081		5.1946403081

		4d		4d		4d		4d		4d		7.1592751829		7.1592751829		3.3224168829		3.3224168829		6.2825438684		6.2825438684		3.9231057393		3.9231057393		0.7534533278		0.7534533278

		5d		5d		5d		5d		5d		10.1260306643		10.1260306643		5.0163771355		5.0163771355		2.4441258335		2.4441258335		1.9650118966		1.9650118966		1.2409133289		1.2409133289



O455

O717

O767

GFP

p53

time / d

rel. viability / %

MTT in HCT +/+

100

100

100

100

100

95.2479338843

72.7789256198

69.9896694215

100

102.9958677686

75.6365922666

52.0276642565

44.2942470921

100

54.385413392

48.3564893257

50.8980006777

17.9261267367

100

37.0721789224

20.5525324404

32.733361239

5.3578903307

100

19.5479280033

23.3621127476

30.1675977654

17.1660741493

100

21.8892839005



Diagramm2

		0d		0d		0d		0d		0d		3.628882017		3.628882017		3.628882017		3.628882017		3.628882017

		1d		1d		1d		1d		1d		13.098993598		9.9328739564		20.933706468		22.3949047164		7.5863577956

		2d		2d		2d		2d		2d		5.8383734834		10.8208162893		3.1123954196		5.0417541042		11.3069526907

		3d		3d		3d		3d		3d		7.1431586182		5.4571483878		1.3501165158		6.0631394961		3.2778454249

		4d		4d		4d		4d		4d		6.7491123804		11.3923708713		4.3710429351		9.8569026834		6.0736463237



KIAA0455

KIAA0717

KIAA0767

GFP

p53

Zeit / d

relative Zellvitalität / %

100

100

100

100

100

115.00682118

93.3833561161

82.6739428194

100

98.7266937331

95.6352636317

84.0535869315

78.1763181583

100

91.1840968402

115.7499011308

102.5722200339

31.4602292499

100

103.2449545043

105.0803137651

85.6555846632

17.1834145791

100

99.2902502828



Tabelle1

								HCT +/+ Rohwerte												VH6 Rohwerte

				0d (10.43)		1d (10.43)		2d (12.04)		3d (10.53)		4d (12.21)		5d (13.09)		0d (10.43)		1d (10.43)		2d (12.04)		3d (10.53)		4d (12.21)		5d(13.09)

		O455		0.931		0.785		1.026		0.677		0.315		0.235		0.569		0.741		0.948		1.19		1.067		1.156

				1.001		0.771		0.961		0.553		0.325		0.293		0.59		0.757		0.906		1.146		1.082		1.043

				0.952		0.739		0.918		0.679		0.365		0.237		0.6		0.639		0.858		1.071		1.178		1.086

		O717		0.931		0.641		0.802		0.685		0.468		0.296		0.569		0.541		0.821		0.988		0.946		0.65

				1.001		0.657		0.716		0.646		0.416		0.314		0.59		0.546		0.85		1.003		0.843		0.732

				0.952		0.562		0.636		0.653		0.412		0.289		0.6		0.733		0.773		1.083		1.018		0.924

		Dip		0.931		0.622		0.704		0.392		0.214		0.205		0.569		0.525		0.812		0.456		0.33		0.193

				1.001		0.554		0.626		0.291		0.22		0.22		0.59		0.542		0.669		0.402		0.268		0.198

				0.952		0.63		0.578		0.328		0.208		0.218		0.6		0.596		0.827		0.419		0.376		0.194

		GFP		0.931		0.814		1.317		1.129		0.904		0.699		0.569		0.585		0.892		1.032		0.978		0.902

				1.001		0.854		1.189		1.169		0.985		0.83		0.59		0.653		1.034		1.027		1.037		1.004

				0.952		0.719		1.174		1.135		1.014		0.745		0.6		0.679		0.887		0.95		1.176		0.993

		p53		0.931		0.728		0.768		0.557		0.278		0.262		0.569		0.564		0.86		1.043		1.018		0.855

				1.001		0.873		0.683		0.548		0.325		0.23		0.59		0.584		0.897		1.021		1.096		1.038

				0.952		0.844		0.778		0.471		0.378		0.244		0.6		0.83		0.852		1.027		1.058		1.015

		Blank		0.152		0.152		0.166		0.163		0.171		0.095

				0.149		0.149		0.165		0.161		0.171		0.104

				0.15		0.15		0.168		0.158		0.172		0.106

		mittelwert		0.1503333333		0.1503333333		0.1663333333		0.1606666667		0.1713333333		0.1016666667		0.15033333		0.15033333		0.16633333		0.16066667		0.17133333		0.10166667

								HCT +/+ - Blank												VH6 - Blank

				0d		1d		2d		3d		4d		5d		0d		1d		2d		3d		4d		5d

		O455		0.7806666667		0.6346666667		0.8596666667		0.5163333333		0.1436666667		0.1333333333		0.41866667		0.59066667		0.78166667		1.02933333		0.89566667		1.05433333

				0.8506666667		0.6206666667		0.7946666667		0.3923333333		0.1536666667		0.1913333333		0.43966667		0.60666667		0.73966667		0.98533333		0.91066667		0.94133333

				0.8016666667		0.5886666667		0.7516666667		0.5183333333		0.1936666667		0.1353333333		0.44966667		0.48866667		0.69166667		0.91033333		1.00666667		0.98433333

		mittelwert		0.811		0.6146666667		0.802		0.4756666667		0.1636666667		0.1533333333		0.4360000033		0.5620000033		0.73766667		0.9749999967		0.93766667		0.99333333

		stand.-Abw.		0.0359212101		0.0235796522		0.0543721743		0.0721757115		0.0264575131		0.0329241553		0.0158219257		0.0640104158		0.045033321		0.0601692059		0.0602245797		0.0570350769

		O717		0.7806666667		0.4906666667		0.6356666667		0.5243333333		0.2966666667		0.1943333333		0.41866667		0.39066667		0.65466667		0.82733333		0.77466667		0.54833333

				0.8506666667		0.5066666667		0.5496666667		0.4853333333		0.2446666667		0.2123333333		0.43966667		0.39566667		0.68366667		0.84233333		0.67166667		0.63033333

				0.8016666667		0.4116666667		0.4696666667		0.4923333333		0.2406666667		0.1873333333		0.44966667		0.58266667		0.60666667		0.92233333		0.84666667		0.82233333

		mittelwert		0.811		0.4696666667		0.5516666667		0.5006666667		0.2606666667		0.198		0.4360000033		0.4563333367		0.6483333367		0.8639999967		0.7643333367		0.6669999967

		stand.-Abw.		0.0359212101		0.0508625599		0.0830180703		0.0207926269		0.0312409987		0.0128970281		0.0158219257		0.1094364351		0.0388887302		0.0510718448		0.0879564286		0.1406319072

		O767		0.7806666667		0.4716666667		0.5376666667		0.2313333333		0.0426666667		0.1033333333		0.41866667		0.37466667		0.64566667		0.29533333		0.15866667		0.09133333

				0.8506666667		0.4036666667		0.4596666667		0.1303333333		0.0486666667		0.1183333333		0.43966667		0.39166667		0.50266667		0.24133333		0.09666667		0.09633333

				0.8016666667		0.4796666667		0.4116666667		0.1673333333		0.0366666667		0.1163333333		0.44966667		0.44566667		0.66066667		0.25833333		0.20466667		0.09233333

		mittelwert		0.811		0.4516666667		0.4696666667		0.1763333333		0.0426666667		0.1126666667		0.4360000033		0.4040000033		0.6030000033		0.2649999967		0.1533333367		0.09333333

		stand.-Abw.		0.0359212101		0.041761226		0.0635924524		0.0510979452		0.006		0.0081445278		0.0158219257		0.037072002		0.0872142955		0.0276103845		0.0541971709		0.0026457513

		GFP		0.7806666667		0.6636666667		1.1506666667		0.9683333333		0.7326666667		0.5973333333		0.41866667		0.43466667		0.72566667		0.87133333		0.80666667		0.80033333

				0.8506666667		0.7036666667		1.0226666667		1.0083333333		0.8136666667		0.7283333333		0.43966667		0.50266667		0.86766667		0.86633333		0.86566667		0.90233333

				0.8016666667		0.5686666667		1.0076666667		0.9743333333		0.8426666667		0.6433333333		0.44966667		0.52866667		0.72066667		0.78933333		1.00466667		0.89133333

		mittelwert		0.811		0.6453333333		1.0603333333		0.9836666667		0.7963333333		0.6563333333		0.4360000033		0.48866667		0.7713333367		0.84233333		0.8923333367		0.8646666633

		stand.-Abw.		0.0359212101		0.0693421469		0.0785896516		0.0215715862		0.0570116947		0.0664605146		0.0158219257		0.0485386444		0.0834645633		0.0459673797		0.1016579231		0.0559851171

		p53		0.7806666667		0.5776666667		0.6016666667		0.3963333333		0.1066666667		0.1603333333		0.41866667		0.41366667		0.69366667		0.88233333		0.84666667		0.75333333

				0.8506666667		0.7226666667		0.5166666667		0.3873333333		0.1536666667		0.1283333333		0.43966667		0.43366667		0.73066667		0.86033333		0.92466667		0.93633333

				0.8016666667		0.6936666667		0.6116666667		0.3103333333		0.2066666667		0.1423333333		0.44966667		0.6		0.68566667		0.86633333		0.88666667		0.91333333

		mittelwert		0.811		0.6646666667		0.5766666667		0.3646666667		0.1556666667		0.1436666667		0.4360000033		0.4824444467		0.7033333367		0.8696666633		0.8860000033		0.8676666633

		stand.-Abw.		0.0359212101		0.076726788		0.0522015325		0.0472687353		0.050029991		0.0160416126		0.0158219257		0.1022960463		0.0240069434		0.0113724814		0.0390042733		0.0996811584

								HCT +/+ GFP auf 100												VH6 GFP auf 100

				0d		1d		2d		3d		4d		5d		0d		1d		2d		3d		4d		5d

		O455		100		95.2479338843		75.6365922666		48.3564893257		20.5525324404		23.3621127476		100		115.00682118		95.6352636317		115.7499011308		105.0803137651		114.8804935038

		O717		100		72.7789256198		52.0276642565		50.8980006777		32.733361239		30.1675977654		100		93.3833561161		84.0535869315		102.5722200339		85.6555846632		77.1395527261

		O767		100		69.9896694215		44.2942470921		17.9261267367		5.3578903307		17.1660741493		100		82.6739428194		78.1763181583		31.4602292499		17.1834145791		10.7941399799

		GFP		100		100		100		100		100		100		100		100		100		100		100		100

		p53		100		102.9958677686		54.385413392		37.0721789224		19.5479280033		21.8892839005		100		98.7266937331		91.1840968402		103.2449545043		99.2902502828		100.3469545117

		Stabw. 0455		4.4292490846		3.6538717322		5.1278378739		7.3374156069		3.3224168829		5.0163771355		3.628882017		13.098993598		5.8383734834		7.1431586182		6.7491123804		6.5961924225

		Stabw. 0717		4.4292490846		7.8815950265		7.8294313413		2.1137878921		3.9231057393		1.9650118966		3.628882017		22.3949047164		5.0417541042		6.0631394961		9.8569026834		16.2642915705

		Stabw. 0767		4.4292490846		6.471264365		5.9974019851		5.1946403081		0.7534533278		1.2409133289		3.628882017		7.5863577956		11.3069526907		3.2778454249		6.0736463237		0.3059851181

		Stabw. GFP		4.4292490846		10.7451673878		7.4117873216		2.1929772535		7.1592751829		10.1260306643		3.628882017		9.9328739564		10.8208162893		5.4571483878		11.3923708713		6.474762986

		Stabw. P53		4.4292490846		11.8894816148		4.9231247291		4.8053610908		6.2825438684		2.4441258335		3.628882017		20.933706468		3.1123954196		1.3501165158		4.3710429351		11.5282758771

		Faktor		123.3045622688		154.9586776859		94.3099654197		101.6604540834		125.5755546254		152.3616048756		229.3577964116		204.6384706368		129.6456347033		118.7178477195		112.0657448186		115.6515039154
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Diagramm3

		0d		0d		0d		0d		0d		4.15160007		4.1516000688		4.1516000688		4.1516000688		4.1516000688

		1d		1d		1d		1d		1d		5.78827		2.3011787534		3.3620446829		2.9802788121		3.028513025

		2d		2d		2d		2d		2d		7.06966		2.3323481487		3.6150232591		5.9601081035		6.283497527

		3d		3d		3d		3d		3d		6.737		1.5600515061		1.4129227011		3.8951248422		1.5114235478

		4d		4d		4d		4d		4d		12.75		1.9655832257		2.3786650385		1.0910538937		2.4142428027



KIAA0455

KIAA0717

KIAA0767

GFP

p53

Zeit / d

relative Zellvitalität / %

100

100

100

100

100

73.1680441

90.1749663526

96.3212202782

100

59.1296545536

90.498298

48.5242350393

77.6333604116

100

27.1324126726

85.59367

34.9989458149

37.6133248999

100

15.6019397006

85.01035

36.389018148

7.6081898557

100

8.9111214518



Diagramm4

		0d		0d		0d		0d		0d		7.50294002		7.5029400151		7.5029400151		7.5029400151		7.5029400151

		1d		1d		1d		1d		1d		1.33956		9.0782629692		8.3343065467		3.9530289197		4.8769609046

		2d		2d		2d		2d		2d		1.406		1.1622411984		5.1686394232		3.2049876438		0.1971600236

		3d		3d		3d		3d		3d		3.7108		5.1153831876		6.9381701156		2.2756674759		0.0000000256

		4d		4d		4d		4d		4d		6.346848		1.240978067		2.9968098356		5.8038049953		0

		5d		5d		5d		5d		5d		0.779562		4.7130357202		1.627756533		16.9654143858		0



KIAA0455

KIAA0717

KIAA0767

GFP

p53

time / d

viability / %

MTT in Saos-2 ERE2F1

100

100

100

100

100

100.954

76.497696033

75.1152075644

100

36.789555017

80.85

42.4587364826

27.8884462151

100

1.8212862834

76.79

17.2020729679

17.9274615651

100

1.554404137

75.4399

4.7082901981

10.3377682208

100

0

54.10584

3.0899923944

9.1541100484

100

0



Tabelle1

								H1299 Rohwerte												Saos-2 ERE2F1 Rohwerte

				0d (12.47)		1d (12.47)		2d (10.54)		3d (10.29)		4d (8.47)		5d(9.32)		0d (12.47)		1d (12.47)		2d (10.54)		3d (10.29)		4d (8.47)		5d(13.45)

		O717		0.948		0.848		0.733		0.735		0.679		0.333		0.59		0.447		0.401		0.227		0.202		0.135

				0.951		0.817		0.75		0.69		0.732		0.331		0.561		0.5		0.414		0.29		0.218		0.216

				0.894		0.82		0.789		0.695		0.689		0.289		0.626		0.524		0.411		0.275		0.208		0.169

		O767		0.948		0.894		1.071		0.741		0.267		0.273		0.59		0.461		0.291		0.239		0.226		0.239

				0.951		0.882		1.16		0.73		0.327		0.282		0.561		0.526		0.328		0.247		0.247		0.211

				0.894		0.846		1.116		0.773		0.269		0.263		0.626		0.466		0.351		0.32		0.265		0.227

		GFP		0.948		0.911		1.31		1.671		1.628		1.607		0.59		0.608		0.729		0.781		0.802		1.104

				0.951		0.876		1.41		1.738		1.597		1.556		0.561		0.574		0.766		0.799		0.815		1.084

				0.894		0.917		1.453		1.794		1.609		1.587		0.626		0.595		0.742		0.81		0.873		0.841

		p53		0.948		0.607		0.52		0.379		0.299		0.18		0.59		0.302		0.17		0.233		0.136		0.178

				0.951		0.572		0.555		0.426		0.344		0.218		0.561		0.342		0.172		0.185		0.168		0.157

				0.894		0.614		0.407		0.395		0.276		0.204		0.626		0.31		0.17		0.212		0.164		0.226

		Blank		0.16		0.16		0.156		0.157		0.146		0.156

				0.159		0.159		0.162		0.156		0.162		0.142

				0.156		0.156		0.162		0.147		0.228		0.145

		mittelwert		0.1583333333		0.1583333333		0.16		0.1533333333		0.1786666667		0.1476666667		0.15833333		0.15833333		0.16		0.15333333		0.17866667		0.1466667

								H1299 - Blank												Saos-2 ERE2F1 - Blank

				0d		1d		2d		3d		4d		5d		0d		1d		2d		3d		4d		5d

		O717		0.7896666667		0.6896666667		0.573		0.5816666667		0.5003333333		0.1853333333		0.43166667		0.28866667		0.241		0.07366667		0.02333333		-0.0116667

				0.7926666667		0.6586666667		0.59		0.5366666667		0.5533333333		0.1833333333		0.40266667		0.34166667		0.254		0.13666667		0.03933333		0.0693333

				0.7356666667		0.6616666667		0.629		0.5416666667		0.5103333333		0.1413333333		0.46766667		0.36566667		0.251		0.12166667		0.02933333		0.0223333

		mittelwert		0.7726666667		0.67		0.5973333333		0.5533333333		0.5213333333		0.17		0.4340000033		0.3320000033		0.2486666667		0.11066667		0.0306666633		0.0266666333

		stand.-Abw.		0.0320780299		0.0170977581		0.0287112057		0.0246644143		0.0281602557		0.0248461935		0.0325627599		0.0393996616		0.0068068593		0.0329089653		0.0080829038		0.0406734967

		O767		0.7896666667		0.7356666667		0.911		0.5876666667		0.0883333333		0.1253333333		0.43166667		0.30266667		0.131		0.08566667		0.04733333		0.0923333

				0.7926666667		0.7236666667		1		0.5766666667		0.1483333333		0.1343333333		0.40266667		0.36766667		0.168		0.09366667		0.06833333		0.0643333

				0.7356666667		0.6876666667		0.956		0.6196666667		0.0903333333		0.1153333333		0.46766667		0.30766667		0.191		0.16666667		0.08633333		0.0803333

		mittelwert		0.7726666667		0.7156666667		0.9556666667		0.5946666667		0.109		0.125		0.4340000033		0.3260000033		0.1633333333		0.1153333367		0.06733333		0.0789999667

		stand.-Abw.		0.0320780299		0.024979992		0.0445009363		0.0223383079		0.0340783411		0.009504385		0.0325627599		0.0361708907		0.0302709982		0.0446355613		0.0195192213		0.0140475383

		GFP		0.7896666667		0.7526666667		1.15		1.5176666667		1.4493333333		1.4593333333		0.43166667		0.44966667		0.569		0.62766667		0.62333333		0.9573333

				0.7926666667		0.7176666667		1.25		1.5846666667		1.4183333333		1.4083333333		0.40266667		0.41566667		0.606		0.64566667		0.63633333		0.9373333

				0.7356666667		0.7586666667		1.293		1.6406666667		1.4303333333		1.4393333333		0.46766667		0.43666667		0.582		0.65666667		0.69433333		0.6943333

		mittelwert		0.7726666667		0.743		1.231		1.581		1.4326666667		1.4356666667		0.4340000033		0.4340000033		0.5856666667		0.6433333367		0.65133333		0.8629999667

		stand.-Abw.		0.0320780299		0.0221434716		0.0733689308		0.0615819238		0.0156311655		0.0256969518		0.0325627599		0.0171561456		0.0187705443		0.0146401275		0.0378021163		0.1464115205

		p53		0.7896666667		0.4486666667		0.36		0.2256666667		0.1203333333		0.0323333333		0.43166667		0.14366667		0.01		0.01		0		0

				0.7926666667		0.4136666667		0.395		0.2726666667		0.1653333333		0.0703333333		0.40266667		0.18366667		0.012		0.01		0		0

				0.7356666667		0.4556666667		0.247		0.2416666667		0.0973333333		0.0563333333		0.46766667		0.15166667		0.01		0.01		0		0

		mittelwert		0.7726666667		0.4393333333		0.334		0.2466666667		0.1276666667		0.053		0.4340000033		0.15966667		0.0106666667		0.01		0		0

		stand.-Abw.		0.0320780299		0.0225018518		0.0773498546		0.0238956063		0.0345880519		0.0192180471		0.0325627599		0.0211660105		0.0011547005		0.0000000002		0		0

								H1299 GFP auf 100												Saos-2 ERE2F1 GFP auf 100

				0d		1d		2d		3d		4d		5d		0d		1d		2d		3d		4d		5d

		O455		100		73.1680441		90.498298		85.59367		85.01035		74.453395		100		100.954		80.85		76.79		75.4399		54.10584

		O717		100		90.1749663526		48.5242350393		34.9989458149		36.389018148		11.8411887625		100		76.497696033		42.4587364826		17.2020729679		4.7082901981		3.0899923944

		O767		100		96.3212202782		77.6333604116		37.6133248999		7.6081898557		8.706756443		100		75.1152075644		27.8884462151		17.9274615651		10.3377682208		9.1541100484

		GFP		100		100		100		100		100		100		100		100		100		100		100		100

		p53		100		59.1296545536		27.1324126726		15.6019397006		8.9111214518		3.6916647318		100		36.789555017		1.8212862834		1.554404137		0		0

		Stabw. 0455		4.15160007		5.78827		7.06966		6.737		12.75		6.3025		7.50294002		1.33956		1.406		3.7108		6.346848		0.779562

		Stabw. 0717		4.1516000688		2.3011787534		2.3323481487		1.5600515061		1.9655832257		1.7306380454		7.5029400151		9.0782629692		1.1622411984		5.1153831876		1.240978067		4.7130357202

		Stabw. 0767		4.1516000688		3.3620446829		3.6150232591		1.4129227011		2.3786650385		0.6620189194		7.5029400151		8.3343065467		5.1686394232		6.9381701156		2.9968098356		1.627756533

		Stabw. GFP		4.1516000688		2.9802788121		5.9601081035		3.8951248422		1.0910538937		1.7898968073		7.5029400151		3.9530289197		3.2049876438		2.2756674759		5.8038049953		16.9654143858

		Stabw. P53		4.1516000688		3.028513025		6.283497527		1.5114235478		2.4142428027		1.3386148415		7.5029400151		4.8769609046		0.1971600236		0.0000000256		0		0

		Faktor		129.4219154443		134.5895020188		81.2347684809		63.2511068944		69.7999069335		69.654051544		230.4147447741		230.4147447741		170.7455890723		155.4404137024		153.5312188001		115.8748596321
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Diagramm1

		0d		0d		0d		0d		0d		4.4292490846		4.4292490846		4.4292490846		4.4292490846		4.4292490846

		1d		1d		1d		1d		1d		10.7451673878		3.6538717322		11.8894816148		7.8815950265		6.471264365

		2d		2d		2d		2d		2d		7.4117873216		5.1278378739		4.9231247291		7.8294313413		5.9974019851

		3d		3d		3d		3d		3d		2.1929772535		7.3374156069		4.8053610908		2.1137878921		5.1946403081

		4d		4d		4d		4d		4d		7.1592751829		3.3224168829		6.2825438684		3.9231057393		0.7534533278



KIAA0455

KIAA0717

KIAA0767

GFP

p53

Zeit / d

relative Zellvitalität / %

100

100

100

100

100

95.2479338843

72.7789256198

69.9896694215

100

102.9958677686

75.6365922666

52.0276642565

44.2942470921

100

54.385413392

48.3564893257

50.8980006777

17.9261267367

100

37.0721789224

20.5525324404

32.733361239

5.3578903307

100

19.5479280033



Diagramm2

		0d		0d		0d		0d		0d		3.628882017		3.628882017		3.628882017		3.628882017		3.628882017		3.628882017		3.628882017		3.628882017		3.628882017		3.628882017

		1d		1d		1d		1d		1d		13.098993598		13.098993598		9.9328739564		9.9328739564		20.933706468		20.933706468		22.3949047164		22.3949047164		7.5863577956		7.5863577956

		2d		2d		2d		2d		2d		5.8383734834		5.8383734834		10.8208162893		10.8208162893		3.1123954196		3.1123954196		5.0417541042		5.0417541042		11.3069526907		11.3069526907

		3d		3d		3d		3d		3d		7.1431586182		7.1431586182		5.4571483878		5.4571483878		1.3501165158		1.3501165158		6.0631394961		6.0631394961		3.2778454249		3.2778454249

		4d		4d		4d		4d		4d		6.7491123804		6.7491123804		11.3923708713		11.3923708713		4.3710429351		4.3710429351		9.8569026834		9.8569026834		6.0736463237		6.0736463237

		5d		5d		5d		5d		5d		6.5961924225		6.5961924225		6.474762986		6.474762986		11.5282758771		11.5282758771		16.2642915705		16.2642915705		0.3059851181		0.3059851181



455

717
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GFP

p53

time / d

rel. viability / %

MTT in VH6

100

100

100

100

100

115.00682118

93.3833561161

82.6739428194

100

98.7266937331

95.6352636317

84.0535869315

78.1763181583

100

91.1840968402

115.7499011308

102.5722200339

31.4602292499

100

103.2449545043

105.0803137651

85.6555846632

17.1834145791

100

99.2902502828

114.8804935038

77.1395527261

10.7941399799

100

100.3469545117



Tabelle1

								HCT +/+ Rohwerte												VH6 Rohwerte

				0d (10.43)		1d (10.43)		2d (12.04)		3d (10.53)		4d (12.21)		5d (13.09)		0d (10.43)		1d (10.43)		2d (12.04)		3d (10.53)		4d (12.21)		5d(13.09)

		O455		0.931		0.785		1.026		0.677		0.315		0.235		0.569		0.741		0.948		1.19		1.067		1.156

				1.001		0.771		0.961		0.553		0.325		0.293		0.59		0.757		0.906		1.146		1.082		1.043

				0.952		0.739		0.918		0.679		0.365		0.237		0.6		0.639		0.858		1.071		1.178		1.086

		O717		0.931		0.641		0.802		0.685		0.468		0.296		0.569		0.541		0.821		0.988		0.946		0.65

				1.001		0.657		0.716		0.646		0.416		0.314		0.59		0.546		0.85		1.003		0.843		0.732

				0.952		0.562		0.636		0.653		0.412		0.289		0.6		0.733		0.773		1.083		1.018		0.924

		Dip		0.931		0.622		0.704		0.392		0.214		0.205		0.569		0.525		0.812		0.456		0.33		0.193

				1.001		0.554		0.626		0.291		0.22		0.22		0.59		0.542		0.669		0.402		0.268		0.198

				0.952		0.63		0.578		0.328		0.208		0.218		0.6		0.596		0.827		0.419		0.376		0.194

		GFP		0.931		0.814		1.317		1.129		0.904		0.699		0.569		0.585		0.892		1.032		0.978		0.902

				1.001		0.854		1.189		1.169		0.985		0.83		0.59		0.653		1.034		1.027		1.037		1.004

				0.952		0.719		1.174		1.135		1.014		0.745		0.6		0.679		0.887		0.95		1.176		0.993

		p53		0.931		0.728		0.768		0.557		0.278		0.262		0.569		0.564		0.86		1.043		1.018		0.855

				1.001		0.873		0.683		0.548		0.325		0.23		0.59		0.584		0.897		1.021		1.096		1.038

				0.952		0.844		0.778		0.471		0.378		0.244		0.6		0.83		0.852		1.027		1.058		1.015

		Blank		0.152		0.152		0.166		0.163		0.171		0.095

				0.149		0.149		0.165		0.161		0.171		0.104

				0.15		0.15		0.168		0.158		0.172		0.106

		mittelwert		0.1503333333		0.1503333333		0.1663333333		0.1606666667		0.1713333333		0.1016666667		0.15033333		0.15033333		0.16633333		0.16066667		0.17133333		0.10166667

								HCT +/+ - Blank												VH6 - Blank

				0d		1d		2d		3d		4d		5d		0d		1d		2d		3d		4d		5d

		O455		0.7806666667		0.6346666667		0.8596666667		0.5163333333		0.1436666667		0.1333333333		0.41866667		0.59066667		0.78166667		1.02933333		0.89566667		1.05433333

				0.8506666667		0.6206666667		0.7946666667		0.3923333333		0.1536666667		0.1913333333		0.43966667		0.60666667		0.73966667		0.98533333		0.91066667		0.94133333

				0.8016666667		0.5886666667		0.7516666667		0.5183333333		0.1936666667		0.1353333333		0.44966667		0.48866667		0.69166667		0.91033333		1.00666667		0.98433333

		mittelwert		0.811		0.6146666667		0.802		0.4756666667		0.1636666667		0.1533333333		0.4360000033		0.5620000033		0.73766667		0.9749999967		0.93766667		0.99333333

		stand.-Abw.		0.0359212101		0.0235796522		0.0543721743		0.0721757115		0.0264575131		0.0329241553		0.0158219257		0.0640104158		0.045033321		0.0601692059		0.0602245797		0.0570350769

		O717		0.7806666667		0.4906666667		0.6356666667		0.5243333333		0.2966666667		0.1943333333		0.41866667		0.39066667		0.65466667		0.82733333		0.77466667		0.54833333

				0.8506666667		0.5066666667		0.5496666667		0.4853333333		0.2446666667		0.2123333333		0.43966667		0.39566667		0.68366667		0.84233333		0.67166667		0.63033333

				0.8016666667		0.4116666667		0.4696666667		0.4923333333		0.2406666667		0.1873333333		0.44966667		0.58266667		0.60666667		0.92233333		0.84666667		0.82233333

		mittelwert		0.811		0.4696666667		0.5516666667		0.5006666667		0.2606666667		0.198		0.4360000033		0.4563333367		0.6483333367		0.8639999967		0.7643333367		0.6669999967

		stand.-Abw.		0.0359212101		0.0508625599		0.0830180703		0.0207926269		0.0312409987		0.0128970281		0.0158219257		0.1094364351		0.0388887302		0.0510718448		0.0879564286		0.1406319072

		O767		0.7806666667		0.4716666667		0.5376666667		0.2313333333		0.0426666667		0.1033333333		0.41866667		0.37466667		0.64566667		0.29533333		0.15866667		0.09133333

				0.8506666667		0.4036666667		0.4596666667		0.1303333333		0.0486666667		0.1183333333		0.43966667		0.39166667		0.50266667		0.24133333		0.09666667		0.09633333

				0.8016666667		0.4796666667		0.4116666667		0.1673333333		0.0366666667		0.1163333333		0.44966667		0.44566667		0.66066667		0.25833333		0.20466667		0.09233333

		mittelwert		0.811		0.4516666667		0.4696666667		0.1763333333		0.0426666667		0.1126666667		0.4360000033		0.4040000033		0.6030000033		0.2649999967		0.1533333367		0.09333333

		stand.-Abw.		0.0359212101		0.041761226		0.0635924524		0.0510979452		0.006		0.0081445278		0.0158219257		0.037072002		0.0872142955		0.0276103845		0.0541971709		0.0026457513

		GFP		0.7806666667		0.6636666667		1.1506666667		0.9683333333		0.7326666667		0.5973333333		0.41866667		0.43466667		0.72566667		0.87133333		0.80666667		0.80033333

				0.8506666667		0.7036666667		1.0226666667		1.0083333333		0.8136666667		0.7283333333		0.43966667		0.50266667		0.86766667		0.86633333		0.86566667		0.90233333

				0.8016666667		0.5686666667		1.0076666667		0.9743333333		0.8426666667		0.6433333333		0.44966667		0.52866667		0.72066667		0.78933333		1.00466667		0.89133333

		mittelwert		0.811		0.6453333333		1.0603333333		0.9836666667		0.7963333333		0.6563333333		0.4360000033		0.48866667		0.7713333367		0.84233333		0.8923333367		0.8646666633

		stand.-Abw.		0.0359212101		0.0693421469		0.0785896516		0.0215715862		0.0570116947		0.0664605146		0.0158219257		0.0485386444		0.0834645633		0.0459673797		0.1016579231		0.0559851171

		p53		0.7806666667		0.5776666667		0.6016666667		0.3963333333		0.1066666667		0.1603333333		0.41866667		0.41366667		0.69366667		0.88233333		0.84666667		0.75333333

				0.8506666667		0.7226666667		0.5166666667		0.3873333333		0.1536666667		0.1283333333		0.43966667		0.43366667		0.73066667		0.86033333		0.92466667		0.93633333

				0.8016666667		0.6936666667		0.6116666667		0.3103333333		0.2066666667		0.1423333333		0.44966667		0.6		0.68566667		0.86633333		0.88666667		0.91333333

		mittelwert		0.811		0.6646666667		0.5766666667		0.3646666667		0.1556666667		0.1436666667		0.4360000033		0.4824444467		0.7033333367		0.8696666633		0.8860000033		0.8676666633

		stand.-Abw.		0.0359212101		0.076726788		0.0522015325		0.0472687353		0.050029991		0.0160416126		0.0158219257		0.1022960463		0.0240069434		0.0113724814		0.0390042733		0.0996811584

								HCT +/+ GFP auf 100												VH6 GFP auf 100

				0d		1d		2d		3d		4d		5d		0d		1d		2d		3d		4d		5d

		O455		100		95.2479338843		75.6365922666		48.3564893257		20.5525324404		23.3621127476		100		115.00682118		95.6352636317		115.7499011308		105.0803137651		114.8804935038

		O717		100		72.7789256198		52.0276642565		50.8980006777		32.733361239		30.1675977654		100		93.3833561161		84.0535869315		102.5722200339		85.6555846632		77.1395527261

		O767		100		69.9896694215		44.2942470921		17.9261267367		5.3578903307		17.1660741493		100		82.6739428194		78.1763181583		31.4602292499		17.1834145791		10.7941399799

		GFP		100		100		100		100		100		100		100		100		100		100		100		100

		p53		100		102.9958677686		54.385413392		37.0721789224		19.5479280033		21.8892839005		100		98.7266937331		91.1840968402		103.2449545043		99.2902502828		100.3469545117

		Stabw. 0455		4.4292490846		3.6538717322		5.1278378739		7.3374156069		3.3224168829		5.0163771355		3.628882017		13.098993598		5.8383734834		7.1431586182		6.7491123804		6.5961924225

		Stabw. 0717		4.4292490846		7.8815950265		7.8294313413		2.1137878921		3.9231057393		1.9650118966		3.628882017		22.3949047164		5.0417541042		6.0631394961		9.8569026834		16.2642915705

		Stabw. 0767		4.4292490846		6.471264365		5.9974019851		5.1946403081		0.7534533278		1.2409133289		3.628882017		7.5863577956		11.3069526907		3.2778454249		6.0736463237		0.3059851181

		Stabw. GFP		4.4292490846		10.7451673878		7.4117873216		2.1929772535		7.1592751829		10.1260306643		3.628882017		9.9328739564		10.8208162893		5.4571483878		11.3923708713		6.474762986

		Stabw. P53		4.4292490846		11.8894816148		4.9231247291		4.8053610908		6.2825438684		2.4441258335		3.628882017		20.933706468		3.1123954196		1.3501165158		4.3710429351		11.5282758771

		Faktor		123.3045622688		154.9586776859		94.3099654197		101.6604540834		125.5755546254		152.3616048756		229.3577964116		204.6384706368		129.6456347033		118.7178477195		112.0657448186		115.6515039154
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Diagramm1

		0d		0d		0d		0d		0d		6.6869264431		6.6869264431		6.6869264431		6.6869264431		6.6869264431

		1d		1d		1d		1d		1d		2.7795856385		7.2342592444		7.380003926		1.5911721163		5.2208568571

		2d		2d		2d		2d		2d		5.0280811234		6.9777225516		2.442488126		3.6485757352		10.8690852705

		3d		3d		3d		3d		3d		9.484768851		1.5367033614		4.3966717727		1.2372525518		8.2293861117

		4d		4d		4d		4d		4d		4.1037854725		0.4299450134		2.931004381		10.5259146702		5.2193345045
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29.8895386615

21.7673814165

100

18.6484730344
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35.2830188679

20.8176100629

100

34.7169811321

45.2733485194

39.5216400911

13.4965831435

100

13.1548974943



Tabelle1

								Saos Rohwerte

				0d (10.03)		1d (10.03)		2d (9.41)		3d (10.36)		4d (10.09)		5d (17.10)

		O455		0.728		0.803		0.633		0.645		0.489		0.316

				0.802		0.72		0.703		0.63		0.487		0.513

				0.77		0.755		0.681		0.632		0.484		0.391

		O717		0.728		0.549		0.393		0.434		0.509		0.354

				0.802		0.555		0.428		0.426		0.387		0.349

				0.77		0.537		0.399		0.421		0.463		0.312

		Dip		0.728		0.535		0.428		0.392		0.294		0.278

				0.802		0.544		0.345		0.354		0.334		0.29

				0.77		0.591		0.322		0.305		0.274		0.298

		GFP		0.728		0.804		0.745		0.764		0.826		0.73

				0.802		0.787		0.759		0.723		0.78		0.772

				0.77		0.772		0.795		0.823		0.815		0.716

		p53		0.728		0.53		0.362		0.417		0.296		0.296

				0.802		0.606		0.348		0.405		0.317		0.317

				0.77		0.601		0.337		0.45		0.283		0.283

		Blank		0.209		0.209		0.268		0.226		0.221		0.204

				0.211		0.211		0.241		0.196		0.218		0.246

				0.215		0.215		0.251		0.298		0.226		0.252

		mittelwert		0.2116666667		0.2116666667		0.2533333333		0.24		0.2216666667		0.234

								Saos - Blank

				0d		1d		2d		3d		4d		5d

		O455		0.5163333333		0.5913333333		0.3796666667		0.405		0.2673333333		0.082

				0.5903333333		0.5083333333		0.4496666667		0.39		0.2653333333		0.279

				0.5583333333		0.5433333333		0.4276666667		0.392		0.2623333333		0.157

		mittelwert		0.555		0.5476666667		0.419		0.3956666667		0.265		0.1726666667

		stand.-Abw.		0.0371124418		0.0416693332		0.0357957167		0.0081445278		0.0025166115		0.0994300424

		O717		0.5163333333		0.3373333333		0.1396666667		0.194		0.2873333333		0.12

				0.5903333333		0.3433333333		0.1746666667		0.186		0.1653333333		0.115

				0.5583333333		0.3253333333		0.1456666667		0.181		0.2413333333		0.078

		mittelwert		0.555		0.3353333333		0.1533333333		0.187		0.2313333333		0.1043333333

		stand.-Abw.		0.0371124418		0.0091651514		0.0187171935		0.0065574385		0.0616116872		0.0229419557

		O767		0.5163333333		0.3233333333		0.1746666667		0.152		0.0723333333		0.044

				0.5903333333		0.3323333333		0.0916666667		0.114		0.1123333333		0.056

				0.5583333333		0.3793333333		0.0686666667		0.065		0.0523333333		0.064

		mittelwert		0.555		0.345		0.1116666667		0.1103333333		0.079		0.0546666667

		stand.-Abw.		0.0371124418		0.0300721355		0.0557584074		0.0436157464		0.0305505046		0.0100664459

		GFP		0.5163333333		0.5923333333		0.4916666667		0.524		0.6043333333		0.496

				0.5903333333		0.5753333333		0.5056666667		0.483		0.5583333333		0.538

				0.5583333333		0.5603333333		0.5416666667		0.583		0.5933333333		0.482

		mittelwert		0.555		0.576		0.513		0.53		0.5853333333		0.5053333333

		stand.-Abw.		0.0371124418		0.0160104133		0.0257940562		0.0502692749		0.0240208243		0.029143324

		p53		0.5163333333		0.3183333333		0.1086666667		0.177		0.0743333333		0.062

				0.5903333333		0.3943333333		0.0946666667		0.165		0.0953333333		0.083

				0.5583333333		0.3893333333		0.0836666667		0.21		0.0613333333		0.049

		mittelwert		0.555		0.3673333333		0.0956666667		0.184		0.077		0.0646666667

		stand.-Abw.		0.0371124418		0.0425088226		0.0125299641		0.0233023604		0.0171561456		0.0171561456

								Saos GFP auf 100

				0d		1d		2d		3d		4d		5d

		O455		100		95.0810185185		81.6764132554		74.6540880503		45.2733485194		34.1688654354

		O717		100		58.2175925926		29.8895386615		35.2830188679		39.5216400911		20.6464379947

		O767		100		59.8958333333		21.7673814165		20.8176100629		13.4965831435		10.8179419525

		GFP		100		100		100		100		100		100

		p53		100		63.7731481481		18.6484730344		34.7169811321		13.1548974943		12.7968337731

		Stabw. 0455		6.6869264431		7.2342592444		6.9777225516		1.5367033614		0.4299450134		19.6761297642

		Stabw. 0717		6.6869264431		1.5911721163		3.6485757352		1.2372525518		10.5259146702		4.5399648569

		Stabw. 0767		6.6869264431		5.2208568571		10.8690852705		8.2293861117		5.2193345045		1.9920407481

		Stabw. GFP		6.6869264431		2.7795856385		5.0280811234		9.484768851		4.1037854725		5.7671485473

		Stabw. P53		6.6869264431		7.380003926		2.442488126		4.3966717727		2.931004381		3.3950156286

		Faktor		180.1801801802		173.6111111111		194.9317738791		188.679245283		170.8428246014		197.889182058
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