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Abstract (Deutsch) 

Der pRB/E2F-Signalweg ist ein wichtiger Schlüsselpunkt für die Wachstumskontrolle in 

Säugerzellen und in vielen Tumoren sind Komponenten dieses Signalweges dereguliert. 

Durch die Nullmutation von E2F3 in Mausembryonalen Fibroblasten (MEFs) und Mäusen 

konnte gezeigt werden, dass E2F3 essentiell für das zelluläre Wachstum ist und in der Maus 

organspezifisch sowohl als Tumorsuppressor als auch Onkogen agieren kann. Jedoch sind 

dafür die zugrunde liegenden Mechanismen noch nicht genau geklärt. Möglicherweise tragen 

verschiedene Signalwege, die durch den Verlust von E2F3 dereguliert werden, zu den 

Defekten bei.  

In dieser Arbeit wurde TGFbeta1, ein wichtiger Wachstumsregulator, in den E2f3-/- MEFs 

untersucht und es konnte zum ersten Mal eine direkte Verbindung zwischen der E2F3-

Expression und der TGFbeta1-Signalwirkung gezeigt werden. Durch den Verlust von E2F3 

werden Tgfb1 und die TGFbeta1-regulierten Gene PAI-1, p21, Vimentin und Fibronectin in 

MEFs dereprimiert. Darüber hinaus werden MEFs und humane Lungenkarzinomzellen durch 

den Verlust von E2F3 gegenüber TGFbeta1 sensibilisiert und reagieren verstärkt auf 

TGFbeta1-induzierte Genexpression und Prozesse wie Wachstumsarrest und EMT. Somit 

wird E2F3 nicht nur durch TGFbeta1 reguliert, sondern kann auch auf TGFbeta1 und die 

TGFbeta1-Signalwirkung Einfluss nehmen, was für die Tumorprogression weit reichende 

Auswirkung haben kann.  

Um die tumorsuppressiven Eigenschaften von E2F3 besser zu verstehen, wurden im zweiten 

Teil dieser Arbeit murine medulläre Schilddrüsentumore mit unterschiedlichem 

metastatischen Potential miteinander verglichen und es konnten neue E2F-Zielgene 

identifiziert werden. Die Untersuchung von humanen Struma nodosa-Biopsien und 

metastatischen medullären Schilddrüsentumoren ergab, dass die in den Mäusen gefundenen 

Gene künftig auch als humane Metastasemarker Verwendung finden können. 

 
E2F3, TGFbeta1, Proliferation, E2F-Zielgene 



 

 

 

Abstract (Englisch) 

The pRB/E2F-pathway plays a key role in growth control and it is deregulated in many 

tumors. Previously, by analysing E2f3 deficient mouse embryonic fibroblasts (MEFs) and 

mice it has been shown that E2F3, a key downstream target of pRB, is essential for cellular 

proliferation and can act either as an oncogene or tumorsuppressor in mice depending on the 

organ. However, the underlying mechanism is still unclear. We suggest that specific pathways 

which are deregulated due to the deletion of E2F3 contribute to these defects. 

TGFbeta1, which is one of the most potent growth regulators for mammalian cells was 

analysed in E2f3-/- MEFs. In this study, we could establish a direct link between E2F3 

expression and TGFbeta1 signalling. Loss of E2F3 in MEFs leads to de-repression of Tgfb1 

and TGFbeta1-regulated genes like PAI-1, p21, vimentin and fibronectin. Moreover, loss of 

E2F3 in MEFs or in human lung carcinoma cells results in an increased sensitivity to 

TGFbeta1-induced gene expression and processes like growth arrest and epithelial 

mesenchymal transition. These data suggest that not only TGFbeta1 can act on E2F3 but also 

E2F3 can affect TGFbeta1 and the outcome of TGFbeta1-induced signalling. 

In order to understand the tumor suppressive properties of E2F3, we compared gene 

expression profiles of murine medullary thyroid carcinomas (MTCs) of different metastatic 

potential and could identify novel E2F-target genes. Analysis of human struma nodosa 

biopsies and human metastatic medullary thyroid tumors showed that the genes identified in 

the mouse model can also be used as metastasis markers in human tumors. 

 

E2F3, TGFbeta1, proliferation, E2F-target genes 
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Zusammenfassung 

Der pRB/E2F-Signalweg ist ein wichtiger Schlüsselpunkt für die Wachstumskontrolle in 

Säugerzellen und in vielen Tumoren sind Komponenten des Signalwegs dereguliert. E2F3, als 

einer der Schlüsselpartner von pRB, spielt eine wichtige Rolle bei der Wachstumskontrolle 

und Tumorprogression. Durch die Nullmutation von E2F3 in Mausembryonalen Fibroblasten 

(MEFs) und Mäusen konnte gezeigt werden, dass E2F3 essentiell für das zelluläre Wachstum 

ist und in der Maus organspezifisch sowohl als Tumorsuppressor als auch Onkogen agieren 

kann. Jedoch sind dafür die zugrunde liegenden Mechanismen noch nicht genau geklärt. 

Möglicherweise tragen verschiedene Signalwege, die durch den Verlust von E2F3 dereguliert 

werden, zu den Defekten bei. Der TGFβ1-Signalweg ist ein wichtiger Regulator des 

Zellwachstums und ebenfalls in vielen Tumoren mutiert. TGFβ1 selbst hat sowohl 

tumorsuppressive als auch tumorprogressive Eigenschaften, wobei verschiedene Faktoren 

beeinflussen können, wie sich die TGFβ1-Aktivität auf die Tumorentwicklung auswirkt. 

In dieser Arbeit wurde zum ersten Mal eine direkte Verbindung zwischen E2F3-Expression 

und TGFβ1-Signalwirkung untersucht und es konnte gezeigt werden, dass sich E2F3 und 

TGFβ1 gegenseitig beeinflussen können. Durch den Verlust von E2F3 werden Tgfb1 und die 

TGFβ1-regulierten Gene PAI-1, p21, Vimentin und Fibronectin in MEFs dereprimiert. 

Darüber hinaus werden MEFs und humane Lungenkarzinomzellen durch den Verlust von 

E2F3 gegenüber TGFβ1 sensibilisiert und reagieren verstärkt auf TGFβ1-induzierte Prozesse 

wie Wachstumsarrest, EMT und Genexpression. Somit wird E2F3 nicht nur durch TGFβ1 

reguliert, sondern kann damit auch auf TGFβ1 und die TGFβ1-Signalwirkung Einfluss 

nehmen, was für die Tumorprogression weit reichende Auswirkung haben kann.  

Im Hinblick auf die tumorsuppressiven Eigenschaften von E2F3 konnte durch den Vergleich 

von murinen medullären Schilddrüsentumoren mit unterschiedlichem metastatischem 

Potential neue E2F-Zielgene identifiziert werden. Analysen von humanen Struma nodosa-

Biopsien und metastatischen medullären Schilddrüsentumoren ergaben, dass die in den 

Mäusen gefundenen Gene künftig auch als humane Metastasemarker Verwendung finden 

können. 
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Einleitung 

Vor allem während der Embryonalentwicklung, aber auch im erwachsenen Leben finden 

ständig Zellteilungen statt. Der Vorgang der Zellvermehrung wird streng kontrolliert, damit 

die DNA korrekt an die zwei Tochterzellen weitergeben wird. Fehler bei der Verdopplung des 

Genoms oder bei der Zellteilung können schrittweise zur Entstehung  von „abartigen“ Zellen 

führen, deren Wachstumskontrollmechanismen gestört sind [1]. Das unkontrollierte Zell-

wachstum ist ein entscheidender Faktor für die Vermehrung der Tumorzellen [2]. Deswegen 

ist das Verständnis der Wachstumskontrolle unerlässlich für die Entwicklung neuer 

Tumortherapien. 

 

Zellzyklus, Proliferation und Seneszenz 

Wenn Zellen sich vermehren, durchlaufen sie immer die gleichen Schritte. Das beinhaltet die 

Replikation der DNA sowie die Teilung des Kerns und des Cytoplasmas, um zwei 

Tochterzellen zu generieren. Diese Abfolge wird als Zellzyklus bezeichnet und jede Zelle 

muss ihn durchlaufen. Während frühembryonale Zellen, wie am Beispiel von Drosophila 

gezeigt, einen sehr schnellen Zyklus von DNA-Synthese (S-Phase) und Zellteilung (Mitose; 

M-Phase) aufweisen, schieben Zellen in komplexeren Umgebungen zwei weitere so genannte 

Gap-Phasen (engl. Lücke) in den Zyklus ein: die G1-Phase zwischen M- und S-Phase und die 

G2-Phase zwischen S- und M-Phase. Diese G-Phasen ermöglichen die Reparatur von DNA-

Schäden und Replikationsfehlern, aber auch um auf Signale der Umgebung zu antworten [3-

5]. 

Die Entscheidung, in den Zellzyklus einzutreten, wird während der G1-Phase getroffen und 

ist von extrazellulären Stimuli wie Wachstumsfaktoren und der Verankerung in der 

extrazellulären Matrix abhängig [6,7]. Sind die Bedingungen für den Eintritt nicht erfüllt, 

arretiert die Zelle vorübergehend in der G0-Phase [8]. Dieses Stadium wird auch Quieszenz 

genannt. Die Quieszenz ist ein reversibles Stadium, wohingegen die Seneszenz einen 

scheinbar irreversiblen Arrest darstellt. Seneszente Zellen bleiben zwar metabolisch aktiv, 

können aber unter normalen Umständen nicht mehr zur Proliferation angeregt werden. Den 

Begriff der Seneszenz prägte Hayflick in den 1960er Jahren und beschrieb damit die 

begrenzten Replikationsspanne primärer Zellen. Durch erworbene Mutationen können Zellen 

jedoch die Seneszenz durchbrechen und immortal werden, was bedeutet, dass sie unendlich 

proliferieren können [9-11]. 
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Dagegen können quieszente Zellen unter geeigneten Bedingungen zum Eintritt in die S-Phase 

stimuliert werden, was die Progression durch den Zellzyklus zur Folge hat [12]. Um einen 

korrekten Zellzyklus zu garantieren, wird an verschiedenen Stellen im Zyklus der Ablauf 

kontrolliert und notfalls unterbrochen. Das Durchbrechen dieser Kontrollen ist ein wichtiger 

Prozess während der Tumorentwicklung und involviert die zwei wichtigen Signalwege: den 

pRB/E2F- und den p53-Signalweg, die hier im nachfolgenden besprochen werden [2,13]. 

 

Der pRB/E2F-Signalweg 

In Säugerzellen ist der pRB/E2F-Signalweg der Drehpunkt der G1-Kontrolle. Dieser wird 

positiv durch Mitogene und negativ durch Stress, TGFβ1 oder Entzug der Wachstumsfaktoren 

reguliert. Zum Eintritt in den Zellzyklus werden aufeinander folgend D- und E-Typ Cycline 

synthetisiert, die mit den Cyclin-abhängigen Kinasen CDK4/6 respektive CDK2 Komplexe 

bilden [14]. Die CDKs werden durch so genannte CDK-Inhibitoren (CKI) katalytisch 

gehemmt, um einen verfrühten Eintritt in die S-Phase zu verhindern. Bei den CKIs 

unterscheidet man zwei Familien. Die INK4-Proteine p15, p16, p18 und p19 hemmen 

spezifisch die Aktivität von Cyclin D-Kinasen, wohingegen die Mitglieder der CIP/KIP-

Familie p21, p27 und p57 auf alle anderen Cyclin/CDK Komplexe einwirken können [15].  

Während der frühen G1-Phase binden pRB und seine beiden weiteren Pocket-Protein-

Familienmitglieder p107 und p130 an die E2F-Transkriptionsfaktoren [16-19]. Durch die 

Bindung der Pocket-Proteindomäne (engl. Tasche) an die Transaktivierungsdomäne der E2Fs, 

wird diese maskiert und verhindert die Rekrutierung des basalen Transkriptionsfaktors TFIID 

und anderer transkriptioneller Kofaktoren [20,21]. Zusätzlich werden durch die Pocket-

Proteine eine ganze Reihe von Chromatinmodifikatoren und „Remodeling“-Faktoren zu den 

Promotoren der E2F-abhängigen Gene rekrutiert (Abb. 1). Durch die Rekrutierung von Sin3-

Histondeacetylase (HDAC)-Komplexen, der SUV39H1-Histonmethyltransferase und SWI/ 

SNF-ATP-abhängigen „Remodeling“-Faktoren wird das Chromatin deacetyliert, methyliert, 

kompakter und dadurch für Transkriptionsfaktoren schlechter zugänglich [22-25]. 

Mit dem Eintritt in den Zellzyklus verändert sich die Zusammensetzung an den E2F-

abhängigen Promotoren. Zum einen werden die so genannten repressorischen durch 

aktivierende E2Fs ersetzt. Durch die Akkumulation der Cyclin D/ CDK4/6 und Cyclin E/ 

CDK2-Komplexe während der G1-Phase wird pRB, p107 und p130 hyperphosphoryliert und 

dadurch werden die E2Fs „befreit“ [26-29]. Zum anderen werden anstelle von HDACs 

Histonacetyltransferasen (HATs) wie p300/CBP, GCN5 oder Tip60 ebenso wie Histon-
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methyltransferasen (HMTs) der MLL/Set1-Familie rekrutiert, die durch Acetylierung der 

Histone H3 und H4 und Methylierung des Lysins 4 im Histon3 (H3K4) das Chromatin offen 

und zugänglich für den Transkriptionsapparat machen [30,31]. Sowohl bei der Rekrutierung 

der repressorischen als auch der aktivierenden Chromatinmodifikatoren spielt HCF-1 (Herpes 

simplex Virus host cell factor) eine wesentliche Rolle [32]. Demnach sind ganze Protein-

komplexe bei der E2F-abhängigen Genaktivierung und Repression beteiligt, deren 

Zusammensetzung und unterschiedliche Rekrutierungsbedingungen zu verschiedenen E2F-

Genen noch nicht komplett verstanden ist [33]. 

 

 

Abb. 1: Der pRB/E2F-Signalweg (modifiziert nach Trimarchi und Lees, 2002). Der korrekte Eintritt in die 

S-Phase wird durch die aufeinander folgende Aktivierung der Cyclin-abhängigen Kinasen (CDK4/6 und CDK2) 

kontrolliert. Diese werden durch die CKIs der INK4- und CIP/KIP-Familien reguliert. In der frühen G1-Phase ist 

pRB an E2F gebunden und rekrutiert repressorisch wirkende Chromatinmodifikatoren. Durch die CDK-bedingte 

Phosphorylierung von pRB, wird pRB von E2F losgelöst und aktivierende Chromatinmodifikatoren werden zu 

den E2F-Promotoren rekrutiert. 

 

Der Retinoblastoma-Tumorsuppressor 

Das Retinoblastoma-Genprodukt pRB wurde 1983 als einer der ersten Tumorsuppressoren 

identifiziert [34-36]. Eine Keimbahnmutation des Retinoblastoma-Gens und der spätere 

Verlust des zweiten Allels verursachen den im hohen Maße vererbbaren frühkindlichen 

Augenhintergrundstumor [37]. Etwa 90% der betroffenen Kinder entwickeln einen Tumor, 

später gefolgt von weiteren bösartigen Tumoren [38,39]. Auch in vielen sporadisch 

auftretenden Retinoblastomen, Osteosarcomen, kleinzelligen Lungenkarzinomen oder 

Brusttumoren ist pRB durch direkte Mutation beziehungsweise Deletion inaktiviert, 
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wohingegen Mutationen in p107 und p130 in Tumoren sehr selten sind [13,40-43]. Außerdem 

kann der pRB/E2F-Signalweg durch Mutationen oder veränderte Expression der 

vorgeschalteten Regulatoren wie Cyclin D, p27 oder p16 in Brusttumoren, Gehirntumoren, 

Lymphomen, Melanomen und Leberkrebs inaktiviert werden [44-47]. 

Die wichtige Funktion von pRB bei der Tumorsuppression wird durch Studien bestätigt, in 

denen das Retinoblastoma-Gen (Rb) in Mäusen inaktiviert wurde. Bereits durch die 

Inaktivierung eines Rb-Allels entwickeln sich Gehirnanhangsdrüsen- und Schilddrüsentumore 

jedoch keine Retinoblastome [48]. Erst durch die kombinierte Ausschaltung von pRB und 

p107 oder pRB und p130 bilden sich retinale Hyperplasien und Retinoblastome [49-52]. Dies 

zeigt eine kompensierende Funktion der Pocket-Proteine bei der Tumorentwicklung der 

murinen Retina.  

Konventionelle Rb-homozygote Tiere sterben schon während der frühen Embryonal-

entwicklung zwischen Tag E13.5 und E15.5 an einer defekten Plazenta, die zu einer gestörten 

Nährstoffversorgung führt [53]. Defekte bei der hepatischen Erythropoiese und der 

neuronalen Entwicklung lassen sich auf ektopische Mitose und Apoptose in den Organen 

zurückführen [48,54,55]. Rb-/- Mausembryonale Fibroblasten (MEFs) haben eine erhöhte 

Proliferationsrate und eine leicht verkürzte G1-Phase, ihr Wachstum bleibt jedoch von Serum 

abhängig und sie können durch Serumentzug arretiert werden [56-58]. Erst der kombinierte 

Verlust aller drei Pocket-Proteine bewirkt die Immortalisierung der MEFs und die 

Deregulation vieler zellzyklusrelevanter Gene [59,60]. Somit können die einzelnen Pocket-

Proteine den Verlust des anderen bei der Zellzykluskontrolle zum Teil kompensieren, nicht 

jedoch bei der Embryonalentwicklung und der Tumorgenese. Dies zeigt, dass die 

Ausschaltung von pRB und des dazu gehörigen Signalwegs eine wichtige Voraussetzung für 

die Entstehung von Krebs ist. 

 

Die E2F-Familie 

Das erste Mitglied der E2F-Familie wurde ursprünglich als wichtiger zellulärer Faktor für die 

Transkription des adenoviralen E2-Promoters identifiziert und erhielt dadurch auch seinen 

Namen (E2 binding factor) [61,62]. In weiteren Experimenten konnte gezeigt werden, dass 

E1A für die Aktivierung des E2-Promoters durch E2F notwendig ist und die Loslösung eines 

zellulären Proteins von E2F verursacht. Dies führte zu der Entdeckung, dass in normalen 

Zellen E2F mit pRB assoziiert [63-66]. Des Weiteren binden auch andere virale Onkoproteine 

wie das large T-Protein des Simianvirus und das E7-Onkogen des Pappilomavirus an pRB, 

um die Transkriptionsaktivität von E2F für ihre Zwecke zu benutzen [67-69]. 
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Das 1986 entdeckte E2F war das erste einer ganzen Reihe von E2F-Familienmitgliedern und 

wurde demnach E2F1 benannt. Mittlerweile sind acht E2F-Genloki bekannt, die teilweise 

mehrere Isoformen kodieren (Abb. 2). Da sie entfernt verwandt sind, können die drei 

heterodimeren DP-Mitglieder ebenfalls zur E2F-Familie hinzugerechnet werden. Die DP-

Proteine sind wichtige Dimerisierungspartner von E2F und für die meisten E2F-Mitglieder für 

die Bindung an die DNA essentiell [70]. Weitere homologe Faktoren konnten unter anderem 

in Drosophila melanogaster,  Caenorhabditis elegans und Arabidopsis identifiziert werden 

[71-76]. 

 

 

Abb. 2: Die Familie der E2F-Transkriptionsfaktoren (modifiziert nach Bracken et al., 2004). E2F1-6 

besitzen eine DNA-Bindedomäne (DB) und eine DP-Dimerisierungsdomäne, bestehend aus einem Leuzinzipper 

(LZ) und der Marked Box (MB). Sequenzen für die Transaktivierung (TA) und zur Bindung der Pocket-Proteine 

(PB) sind nur in E2F1-5 enthalten. Dagegen enthalten E2F7/8 zwei DNA-Bindedomänen. (NLS: nukleäres 

Lokalisationssignal, NES: nukleäres Exportsignal). 

 

Aufgrund von Sequenzhomologien und funktionellen Aspekten lassen sich die E2Fs in der 

klassischen, aber vereinfachten Sicht in verschiedene Klassen einteilen. Demnach kann man 

zwischen aktivierenden (E2F1, E2F2, E2F3A), repressorischen E2Fs (E2F3B, E2F4, E2F5) 

und nicht-klassischen E2Fs (E2F6, E2F7, E2F8) unterscheiden [77].  
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Die E2Fs, die zur Familie der so genannten Winged-Helix-Transkriptionsfaktoren gehören 

[78], haben mehrere gemeinsame Domänen. Die hoch konservierte DNA-Bindedomäne ist bei 

allen E2Fs vorhanden und definiert die Familie dieser Transkriptionsfaktoren. E2F7 und 

E2F8, die sich von den übrigen E2Fs durch eine zweite zusätzliche DNA-Bindedomäne 

unterscheiden, bilden Homo- und Heterodimere [79-81]. Dagegen dimerisieren E2F1-6 

mittels der Dimerisierungsdomäne mit DP, um an die DNA zu binden [82,83]. Durch die 

Transaktivierungs-/pRb-Bindedomäne werden E2F1-5 von den Pocket-Proteinen gebunden, 

wohingegen E2F6, E2F7 und E2F8 diese Sequenz fehlt [84-86]. E2F6 reprimiert als Teil des 

Polycomb-Group (PcG)-Komplexes spezifische E2F-Gene [87,88]. Wie E2F7 und E2F8 

repressorisch wirken können und welche Kofaktoren dafür nötig sind, ist bis jetzt noch 

ungeklärt. 

Die Pocket-Proteine binden mit unterschiedlicher Präferenz an E2F1-5 [86,89]. So bindet 

pRB hauptsächlich an E2F1-3. E2F4 kann zwar von allen drei Pocket-Proteinen gebunden 

werden, wird aber während der frühen G1-Phase von p130 und in der S-Phase vor allem von 

p107 gebunden, wohingegen E2F5 nur mit p107 und p130 interagiert [90-92]. Erst durch die 

Bindung an die Pocket-Proteine ist es E2F4 und E2F5 möglich in den Kern zu translozieren, 

da sie ungebunden durch mehrere nukleäre Exportsignale vom Kern ausgeschlossen werden 

[93,94]. Demgegenüber enthält der N-Terminus von E2F1-3 ein nukleäres 

Lokalisationssignal, das den Transport von E2F1-3 in den Kern und deren konstitutiv 

nukleäre Lokalisation bewirkt [95,96]. Darüber hinaus kann über eine Bindestelle für Cyclin 

A/CDK2 im N-Terminus die DNA-Bindeaktivität von E2F1-3/DP reguliert werden [97]. Die 

funktionelle Einteilung der E2Fs und die dazugehörigen Bindepartner sind in Abb. 3 

schematisch dargestellt. 

 

 

Abb. 3: Schematische Darstellung der E2Fs, ihre physiologische Funktion und spezifische Bindepartner 

(modifiziert nach Attwool et al., 2004). Die E2F-Familie kann definiert durch ihre Regulation durch die 

Pocket-Proteine und physiologische Funktion in verschiedene Klassen eingeteilt werden. 
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E2F-abhängige Gene 

Mit der Entdeckung der pRb-abhängigen Regulation von E2F und deren potentiellen Funktion 

während des Zellzyklusses und der Entstehung von Krebs, wuchs das Interesse an E2F-

abhängigen Zielgenen. Das erste identifizierte E2F-abhängige Gen war sein Namensgeber 

selbst, das adenovirale E2, und direkt danach folgten die zellulären Gene Dhfr und c-myc 

[61,98-100]. Im Laufe der nachfolgenden Jahre konnten weitere E2F-Gene gefunden werden, 

die alle eine Rolle bei der DNA-Replikation und Zellzyklusprogression spielen [101-103]. 

Allen gemein ist die Erkennungssequenz für die E2F-Genprodukte („E2F-Bindestelle“) 

TTTC(C/G)CGC, die meist in der Nähe des Transkriptionsstarts gelegen ist [19]. In den 

letzten sieben Jahren wurden durch Microarray-Analysen und Chromatin-

Immunopräzipitations-(ChIP)-Assays viele weitere potentielle E2F-Gene identifiziert [104-

108]. Dadurch konnte gezeigt werden, dass sich unter den E2F-abhängigen Genen nicht nur 

während der S-Phase sondern auch während der frühen G1- oder S/G2-Phase-regulierte Gene 

befinden. Außerdem wurden auch Gene identifiziert, die nicht im Zellzyklus sondern bei der 

DNA-Reparatur, Apoptose und überraschenderweise auch bei der Differenzierung oder 

Entwicklung involviert sind. Damit ist die Anzahl an E2F-regulierten Genen weit größer als 

angenommen. Interessanterweise findet man bei den E2F-abhängigen Genen 

Zellzyklusaktivatoren (CyclinE und E2f1) sowie Zellzyklusrepressoren (p107 oder Rb), 

sowohl anti-apoptotische wie Bcl2 als auch pro-apoptotische Gene wie Apaf1 oder Caspase-3 

[109]. 

 

Die aktivierenden E2Fs 

Zu den aktivierenden E2Fs werden E2F1, E2F2 und E2F3A gezählt. Einerseits sind sie 

potente transkriptionelle Aktivatoren und wenn sie überexprimiert werden, können sie 

quieszente Zellen zum Eintritt in die S-Phase zwingen sowie die Transformation primärer 

Zellen bewirken [110-113]. Andererseits spielen E2F1, E2F2 und E2F3 auch bei der 

Induktion des programmierten Zelltods (Apoptose) eine Rolle. So wurde gezeigt, dass die 

Nullmutation von E2F1 oder E2F3 die in Rb-/- Embryonen beobachtete Apoptose rückgängig 

machen kann und der Verlust von E2F2 in c-myc induzierten T-Zelllymphomen die Apoptose 

verhindert. Außerdem kann die Überexpression von E2F1, E2F2 oder E2F3 in Zellen und in 

Organen Apoptose auslösen [114-119]. Somit haben die aktivierenden E2Fs sowohl proto-

onkogene als auch tumorsuppressive Eigenschaften, die sich auch in den verschiedenen 

Mausmodellen widerspiegeln [115,119-122].  



                                                                                                                                     Einleitung 

13 

Der E2f3-Lokus 

Da sich meine Doktorarbeit hauptsächlich auf E2F3 konzentriert, wird in diesem Kapitel 

speziell auf E2F3 eingegangen.  

Der E2f3-Lokus exprimiert zwei Isoformen [123,124]. Das längere Transkript ist die 

ursprünglich als E2f3 bezeichnete Form und wird mittlerweile E2f3a genannt. Von einem 

zweiten, im ersten Intron gelegenen alternativen Promotor auf dem E2f3-Lokus wird die 

kürzere Isoform E2f3b transkribiert. Da die restlichen Exons sowohl von E2f3a als auch von 

E2f3b genützt werden, unterscheiden sich die Proteine nur im N-Terminus. In E2F3B fehlen 

die ersten 122 Aminosäuren von E2F3A und werden durch sechs alternative Aminosäuren 

ersetzt. Im Gegensatz zu E2f3a, wird E2f3b konstitutiv während des Zellzyklusses exprimiert. 

Adams et al. konnte zeigen, dass der E2f3a-Promotor mehrere Erkennungssequenzen für das 

Myc-Genprodukt („Myc-Bindestellen“) enthält, die verantwortlich für die zellzyklus-

abhängige Regulierung sind. Dagegen enthält der E2f3b-Promotor zwar keine Myc-

Bindestellen, aber dafür mehrere Ets- und Sp1-Bindestellen. Ob diese für die konstitutive 

Expression verantwortlich sind, ist noch nicht genauer untersucht [125].   

Einen ersten Hinweis für eine essentielle Rolle für E2F3 bei der S-Phase-Induktion brachte 

die Mikroinjektion eines E2F3-spezifischen Antikörpers in REF52-Zellen, durch die gezeigt 

werden konnte, dass die Neutralisierung von E2F3, nicht aber von E2F1, zu einer drastischen 

Reduktion an BrdU-positiven Zellen führt [126]. Die Etablierung von E2f3-defizienten Maus-

embryonalen Fibroblasten (MEFs) durch homologe Rekombination zeigte, dass das 

Ausschalten beider E2F3-Isoformen zu einer erheblichen Reduktion der Wachstumsrate führt, 

wohingegen E2f1-/- MEFs nicht langsamer wachsen. Des Weiteren können E2f3-/- MEFs 

nach Serumentzug nur sehr schlecht wieder in die S-Phase eintreten [127]. Das Ausschalten 

von allen drei aktivierenden E2Fs (E2F1, E2F2, E2F3) hat einen kompletten Wachstumsarrest 

zur Folge [128]. Interessanterweise können E2f1-/-; E2f2-/-; E2f3+/- MEFs noch wachsen und 

erst nach dem Ausschalten des zweiten E2f3-Allels arretieren die Zellen vollständig. Dies 

spricht für eine essentielle Funktion von E2F3 für das zelluläre Wachstum. 

Mehrere Gründe können für den Proliferationsdefekt von sowohl E2f3-/- als auch E2f1-/-; 

E2f2-/-; E2f3-/- (TKO) MEFs verantwortlich gemacht werden. Zum einen ist die Induktion 

der S-Phase-spezifischen Gene in synchronisierten E2f3-/- MEFs sehr schwach, was für eine 

aktivierende Rolle von E2F3 spricht. Jedoch konnte keine verringerte Expression dieser Gene 

in asynchron wachsenden Zellen festgestellt werden [129], so dass das schlechte Wachstum 

der E2f3-/- MEFs nicht allein durch eine veränderte Expression S-Phase-spezifischer Gene 

erklärt werden kann. Zum anderen sind nicht nur zellzyklusrelevante Gene dereguliert, 
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sondern auch die Wachstumsinhibitoren p21CIP und p19ARF und p53, die sowohl in den E2f3-

/- MEFs als auch den TKO-MEFs erhöht exprimiert werden [128,130]. Da die CKIs das 

Zellwachstum hemmen können, ist die erhöhte Expression dieser Gene eine weitere Erklärung 

für den Wachstumsdefekt der E2f3-mutanten Zellen. Der Verlust von p21 in den TKO-Zellen 

kann zwar die Probleme beim S-Phase-Wiedereintritt beheben, nicht jedoch die Rate an 

mitotischen Zellen erhöhen. Dagegen kann der Verlust von p53 sowohl den S-Phase-

Wiedereintritt als auch die Proliferation der TKO-MEFs retten [131,132]. Jedoch wachsen 

sowohl p53-/-; E2f3-/- MEFs als auch p19-/-; E2f3-/- MEFs schlechter als die Einzelmutanten 

p53-/- beziehungsweise p19-/- MEFs [129]. Dies deutet an, dass weder p53, p19 noch p21 

allein für das schlechte Wachstum der E2f3-/- MEFs verantwortlich sind und möglicherweise 

noch weitere Signalwege dereguliert sind. Die Gründe für die Deregulation von p21 und p19 

sind noch nicht richtig verstanden. Eine mögliche Erklärung für die Deregulation von p19 

wird in der Studie von Aslanian et al. gegeben, in der vor allem E2F3B am p19-Promotor 

identifiziert werden kann und p19 unter normalen Umständen reprimiert. Durch Verlust von 

E2F3 (E2F3A und E2F3B) wird p19 dereprimiert [130].  

Die unterschiedliche Bedeutung von E2F1, E2F2 und E2F3 für das zelluläre Wachstum kann 

unter anderem auch durch spezifische Proteininteraktionpartner erklärt werden. So konnten 

mithilfe eines so genannten Yeast-Two-Hybrid-Screens unter Verwendung der Marked Box 

RYBP und TFE3 als Interaktionspartner für E2F3 identifiziert werden [133-135]. 

Wie die E2f3-defizienten MEFs zeigen auch E2f3-/- Mäuse eine verzögerte Entwicklung. So 

sind die E2f3-/- Embryonen kleiner und im reinen C57/BL6- oder 129/Sv-Hintergrund 

embryonal letal. Im gemischten Hintergrund (C57/BL6 x 129/Sv) werden nur 25% der zu 

erwartenden Embryonen geboren, die übrigen sterben in utero. Die Ursache hierfür ist nicht 

genau geklärt, könnte aber durch einen plazentalen Defekt verursacht werden. Die 

überlebenden E2f3-/- Tiere haben ein reduziertes Gewicht und Größe sowie eine verkürzte 

Lebenserwartung. Viele der Tiere sterben an einer kongestiven Herzinsuffizienz und weisen 

Lungenödeme auf. Im Gegensatz zu E2f1-defizienten Mäusen, entwickeln E2f3-/- Mäuse 

keine Tumore [120,121,136]. Überraschenderweise führt der vollständige Verlust von E2F3 

in Rb-heterozygoten Mäusen zwar zu einem Rückgang der Gehirnanhangsdrüsentumore, aber 

die Schilddrüsentumore weisen eine erhöhte Metastasierungsrate auf [122]. Darüber hinaus 

korreliert die Überexpression von E2F3 in humanen Ovar- und kleinzelligen Lungen-

karzinomen mit einer schlechten Prognose für die Patienten [137,138]. Zudem konnte in 

Blasen- und Prostatatumoren sowie Retinoblastomen eine Überexpression durch 
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Amplifikation des E2F3-Lokus detektiert werden [139-144]. Somit ist E2F3 ein wichtiger 

Faktor für das zelluläre Wachstum und seine Deregulation trägt zur Tumorentwicklung bei.  

 

Der p53-Signalweg 

Der Tumorsuppressor p53 wurde fälschlicherweise zuerst als Onkogen identifiziert. Wie sich 

später herausstellte, waren es jedoch mutierte Formen von p53, die in transformierten Zellen 

überexprimiert wurden [145-149]. Mittlerweile wird p53 als einer der wichtigsten Tumor-

suppressoren angesehen und man geht davon aus, dass p53 in 50% aller Tumore mutiert ist 

[150]. Darüber hinaus sind Keimbahnmutationen im p53-Gen Hauptursache für das 

LiFraumeni-Syndrom, einem erblichen Krebs, verantwortlich [151-153]. Dementsprechend 

führt auch der Verlust von p53 in Mäusen zu einer Disposition zur Tumorentwicklung [154].  

p53 ist das Zentrum eines sehr komplexen Netzwerks [155]. Die Menge an p53 ist in den 

meisten Zellen aufgrund schneller Degradation sehr gering [156], kann aber durch 

verschiedene Stressfaktoren wie durch UV oder ionisierende Strahlung hervorgerufene DNA-

Schäden oder Onkogenaktivierung induziert und stabilisiert werden (Abb. 4) [157-159]. Die 

Überexpression von Onkogenen wie E2F1 oder c-myc führt zur Expression von p14/p19ARF, 

das die Ubiquitinligase Mdm2 inhibiert und damit p53 stabilisiert [160-165]. Die zelluläre 

Antwort auf die p53-Aktivierung kann unterschiedlich ausfallen und zu Wachstumsarrest, 

Apoptose, Seneszenz oder Differenzierung führen. Wie die Zelle auf p53 reagiert, hängt 

sowohl von kooperierenden Signalwegen als auch von der Art und Grad des Schadens ab 

[166,167]. 

 

 

Abb. 4: Der p53-Signalweg (modifiziert nach Harris und Levine, 2005). Onkogenaktvierung und durch 

ionisierende Strahlung (IR) oder ultraviolettes Licht (UV) verursachte DNA-Schäden aktivieren den p53-

Signalweg. Über verschiedene Mittler wird p53 modifiziert und stabilisiert. Effektorproteine sind nur 

beispielhaft aufgeführt und es existieren wesentlich mehr. 

 

p53 gehört zusammen mit p63 und p73 zu einer kleinen Proteinfamilie. Als 

Transkriptionsfaktor kann p53 direkt die Genexpression von Wachstumsregulatoren (p21, 
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Mdm2, 14-3-3-σ),  pro-apoptotische Faktoren (Bax, Puma, Noxa) und Überlebenssignalen 

(Slug und TIGAR) regulieren [168-175]. Durch Interaktion mit verschiedenen Kofaktoren wie 

Miz, ASPP oder Slug und Unterschieden in der p53-Erkennungssequenz kann p53 die 

Zielgene spezifisch regulieren. Darüber hinaus kann p53 unabhängig von seiner 

transkriptionellen Funktion im Cytoplasma pro-apoptotische Aktivitäten auslösen, indem es 

als BH3-Domänenprotein die Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien bewirkt, 

das die Induktion von Caspasen und Zelltod zur Folge hat [167]. 

Die Expression von p53 kann sowohl zu einem G1- als auch G2-Arrest führen [176-178]. Der 

wichtigste Vermittler des p53-induzierten G1-Arrests ist der CDK-Inhibitor p21, der 

zusätzlich zur Hemmung der CDKs auch durch die Bindung an PCNA und die damit 

einhergehende Hemmung der Replikation den Zellzyklus inhibieren kann [168,179]. 

Dementsprechend reagieren p21-/- MEFs nicht mehr auf den p53-induzierten Zellzyklusarrest 

[180,181]. Paradoxerweise sind jedoch p21-/- MEFs verfrüht seneszent und können durch Ras 

nicht transformiert werden [182]. Demgegenüber sind p53-defiziente MEFs immortal und 

haben eine unbegrenzte Lebensspanne [183]. Jedoch kann in MEFs mit herunterreguliertem 

p53 (p53kd) durch die Überexpression des Plaminogen-Inhibitors PAI-1 oder GSK3β 

Seneszenz induziert werden, was zeigt, dass der PI(3)K-Akt-GSK3β-Signalweg eine wichtige 

Funktion für das Wachstum der p53kd-MEFs hat [184]. Bemerkenswerterweise kann p53 auch 

in einer TGFβ1-abhängigen Weise mit SMAD2 interagieren und spielt eine wichtige Rolle 

bei der Induktion von p21 und PAI-1 während der TGFβ1-induzierten cytotoxischen Antwort 

[185,186]. Dies zeigt, dass die verschiedenen Signalwege miteinander kommunizieren und 

dadurch die Antwort auf den jeweiligen Stimulus beeinflussen können. 

 

Der TGFβ1-Signalweg 

Ursprünglich als transformierender Faktor normaler Fibroblasten entdeckt, ist TGFβ 

(Transforming growth factor β) mittlerweile überall als potenter Regulator des Zell-

wachstums, der Differenzierung und der Migration akzeptiert. TGFβ gehört zusammen mit 

den BMPs, den Activinen, dem anti-Müllerschen Hormon (AMH) und den Wachstums- und 

Differenzierungsfaktoren (GDFs) zur TGF-Superfamilie [187]. In den Säugetieren sind drei 

Isoformen von TGFβ  bekannt, die auf verschiedenen Chromosomen lokalisiert sind sowie 

zeitlich und räumlich unterschiedlich exprimiert werden. Am besten untersucht ist TGFβ1, 

das hier eingehend besprochen wird. 
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Wie die meisten Mitglieder der TGF-Superfamilie, wird TGFβ1 als latenter Faktor sekretiert 

[188-190]. In der extrazellulären Matrix (ECM) eingelagert, kann die latente Vorläuferform 

nach Bedarf durch Proteasen gespalten und dadurch aktiviert werden. Durch die Bindung von 

TGFβ1 an den TGFβ-TypII-Rezeptor (TβRII), kann TβRII an TypI-Rezeptoren (TβRI) 

binden und phosphorylieren, wodurch die Rezeptorkinase aktiviert wird. TβRI wiederum 

erkennt und phosphoryliert spezifisch die Rezeptor-regulierten SMAD-Proteine (R-SMAD) 

[191]. Je nach Zelltyp liegen unterschiedliche TβRI vor. In den meisten Zellen ist ALK5 

(activin receptor-like kinase 5) vorherrschend, aber in Endothelzellen wird neben ALK5 auch 

ALK1 durch TGFβ1 aktiviert [192]. Signale über ALK5 führt zur Phosphorylierung von 

SMAD2 und SMAD3, wohingegen ALK1 SMAD1, SMAD5 und SMAD8 aktiviert. Im 

Grundzustand sind SMAD2 und SMAD3 im Cytoplasma lokalisiert, wo sie durch Bindung an 

verschiedene Proteine wie zum Beispiel SARA (SMAD anchor for receptor activation) 

zurückgehalten werden [193]. Die TβRI-vermittelte Phosphorylierung reduziert die Affinität 

der SMADs zu SARA und bewirkt die Interaktion mit dem Kofaktor SMAD4. SMAD2/3-

SMAD4 Heterodimere beziehungsweise -trimere translozieren in den Kern und aktivieren 

dort TGFβ1-abhängige Zielgene (Abb. 5). 

 

 

Abb. 5: Der TGFβ1-Signalweg (modifiziert nach Siegel und Massague, 2003).  TGFβ1 bindet an TβRII und 

bewirkt die Rekrutierung und Phosphorylierung von TβRI. Der aktivierte TβRI phosphoryliert die Rezeptor-

assoziierten R-SMADs (SMAD2/3), die dadurch von ihrem cytoplasmatischen Anker (SARA) befreit werden 

und zusammen mit SMAD4 in den Kern translozieren. SMAD-Proteine interagieren mit verschiedenen 

Transkriptionsfaktoren (TF) und Kofaktoren (Co), um die Gentranskription zu regulieren. SMAD7 reguliert 

zusammen mit Smurf1/2 die Degradation der Rezeptoren. 
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Da die Bindung von SMAD2/3-SMAD4-Komplexe an die SMAD-Erkennungssequenz 

CAGAC relativ schwach ist [194], interagieren SMAD-Kernkomplexe mit verschiedenen 

Kofaktoren wie FOXH1, JunB, TFE3, LEF1/TCF, C/EBPβ oder p300/CBP, um besser an die 

DNA binden zu können [195-200]. Dagegen können Korepressoren wie TGIF, SKI und SnoN 

die SMAD-vermittelte Transaktivierung schwächen [201-203]. 

Der TGFβ1-Signalweg wird durch die Degradierung der Rezeptoren beendet. TGFβ1 

induziert neben anderen Zielgenen auch das Inhibitor-SMAD (I-SMAD) SMAD7, das die E3-

Ubiquitinligasen Smurf1 oder Smurf2 zu den Rezeptoren rekrutiert. Dadurch werden diese 

ubiquitiniert, mittels Caveolin-reicher Vesikel internalisiert und über das Proteasom abgebaut 

[204]. Da SMAD2/3-SMAD4-Komplexe durch De- und Rephosphorylierung kontinuierlich 

zwischen Kern und Cytoplasma pendeln, wird nach Abbau der Rezeptoren auch deren 

Translokation in den Kern angehalten. Darüber hinaus können auch SMAD2 und SMAD3 

ubiquitiniert und über das Proteasom abgebaut werden [205].   

Nicht alle TGFβ1-induzierte Prozesse sind SMAD-abhängig [206]. Sowohl die extrazelluläre-

Signal-regulierte-Kinase 1 und 2 (ERK1/2) als auch die p38- oder JNK-Mitogenaktivierten 

Proteinkinasen (MAPKs) können durch TGFβ1 aktiviert werden. Da diese Signalwege 

miteinander vernetzt sind, kann Ras durch direkte und indirekte Mechanismen den TGFβ1-

Signalweg sowohl positiv als auch negativ beeinflussen. Dies zeigt, dass der TGFβ1-

Signalweg in ein komplexes Netzwerk eingegliedert ist und verschiedene Faktoren die 

zelluläre Antwort auf TGFβ1 beeinflussen können. 

 

TGFβ1-induzierte zelluläre Prozesse 

Angesichts des komplexen Netzwerks und der vielen verschiedenen Kofaktoren der SMADs 

ist es nicht verwunderlich, dass TGFβ1 eine ganze Reihe verschiedener und gegensätzlicher 

Prozesse in den Zellen induzieren kann. Die Antwort, wie eine Zelle auf ein TGFβ1-Stimulus 

reagiert, ist stark vom Zelltyp abhängig und kann zu Wachstumsarrest, Proliferation, 

Apoptose, Seneszenz oder auch epithelialer-mesenchymaler Transition führen (Abb. 6) 

[207,208]. 
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Abb. 6: TGFβ1-induzierte Prozesse. TGFβ1 kann je nach Zelltyp unterschiedliche Antworten auslösen. 

 

TGFβ1-induzierter Wachstumsarrest 

TGFβ1 verursacht bei den meisten Zelltypen einen Wachstumsarrest, obwohl es auch bei 

manchen adulten Mesenchymzellen und transformierten Zellen Proliferation induzieren kann. 

In primären Fibroblasten verhindert die Zugabe von TGFβ1 den Eintritt in die S-Phase, und 

erst durch Immortalisierung wirkt TGFβ1 als Wachstumsfaktor [209]. Dementsprechend führt 

die Verhinderung der TGFβ1-Sekretion entweder durch Mutation des Gens oder durch 

Zugabe eines neutralisierenden TGFβ1-Antiköpers zur Verdopplung der Zellwachstumsrate 

[210]. Außerdem ist die Expression typischer TGFβ1-abhängiger Zielgene wie PAI-1, 

Fibronectin und pro-α1-Kollagen in Tgfb1-/- MEFs reduziert. Demnach kann eine veränderte 

Tgfb1-Expression auf autokrine Weise auf Proliferation und Genexpression einwirken. 

Durch die Mutation von entweder Smad2, Smad3 oder Alk5 (TypI-TGFβ-Rezeptor) werden 

MEFs insensitiv gegenüber TGFβ1-induzierten G1-Arrest [211,212]. Sowohl die TGFβ1-

induzierte Expression von PAI-1, p21, p15 als auch die autokrine Regulation von Tgfb1 ist 

von funktionellem ALK5, SMAD2 und SMAD3 abhängig. Jedoch ist die TGFβ1-induzierte 

Expression von Fibronectin von dem Verlust von entweder SMAD2 oder SMAD3 nicht 

betroffen und hängt vielmehr von c-Jun ab [213]. Interessanterweise sind auch Rb-/- MEFs 

teilweise insensitiv gegenüber TGFβ1-induziertem Wachstumsarrest [214]. Dies zeigt, dass 

ein funktioneller pRB/E2F-Signalweg wichtig für einen vollständigen TGFβ1-induzierten 

Wachstumsarrest ist. 

Molekularbiologisch am besten untersucht ist der TGFβ1-induzierte Wachstumsarrest in 

Epithelzellen. Durch Transkriptionsanalysen konnte gezeigt werden, dass ein komplexes 

cytostatisches Programm durch TGFβ1 induziert wird, das die Repression der Zellzyklus-

aktivatoren und die Induktion der Zellzyklusinhibitoren bewirkt und damit zu einem Stopp in 

der G1-Phase führt [215]. Durch Interaktion mit verschiedenen Transkriptionsfaktoren 
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können SMAD2/3 diese cytostatische Antwort ausführen. So konnte gezeigt werden, dass 

SMAD3 und SMAD4 mit E2F4, E2F5 und p107 einen Komplex bilden, um den c-myc-

Promotor zu reprimieren [216]. Ferner wird Id1 durch SMAD3 und den Transkriptionsfaktor 

ATF3 reprimiert [217]. Die Induktion der CDK-Inhibitoren p15 und p21 durch TGFβ1 erfolgt 

durch Bildung eines aktivierenden SMAD-FOXO-Komplexes. Gleichzeitig wird c-myc 

herunter reguliert, das in proliferierenden Zellen  p15 und p21 reprimiert [218-220].  

 

TGFβ1-induzierte Seneszenz  

Neben dem reversiblen G1-Arrest kann TGFβ1 bei länger andauerndem, chronischem Signal 

einen permanenten Wachstumsarrest, die Seneszenz, auslösen [221,222]. So konnte gezeigt 

werden, dass die TGFβ1-Expression in seneszenten Keratinozyten stark hoch reguliert wird 

und v-Ras keine Seneszenz in Tgfb1-/- Keratinozyten induzieren kann. Zudem zeigen diese 

Zellen eine erhöhte maligne Transformation [223,224]. Der Mechanismus der TGFβ1-

induzierten Seneszenz ist noch nicht genau geklärt, aber die Hochregulierung der CDK-

Inhibitoren p21 und p15 und der darauf folgenden Hypophosphorylierung von pRB zeigt, dass 

der pRB/E2F-Signalweg eine wichtige Rolle dabei spielt [11]. Darüber hinaus konnte gezeigt 

werden, dass Pml-defiziente Fibroblasten resistent gegenüber der TGFβ1-induzierten 

Seneszenz sind [225]. Da PML mit SMAD2/3 interagiert, sind zumindest SMAD2/3-Signale 

wichtig für die TGFβ1-induzierte Seneszenz. Interessanterweise kann PML die Aktivität von 

p53 regulieren und wird aber auch von p53 reguliert [226]. Des Weiteren wird PAI-1 in 

seneszenten Fibroblasten hoch reguliert, das sowohl durch TGFβ1 als auch p53 reguliert wird. 

Als Inhibitor des Plasminogen-Systems kann PAI-1 die Verfügbarkeit der Wachstumssignale 

regulieren [227]. Diese Studien deuten an, dass sowohl der pRB- als auch p53-Signalweg eine 

wichtige Rolle bei der TGFβ1-induzierten Seneszenz spielen. 

 

TGFβ1-induzierte Apoptose 

Neben Wachstumsarrest und Seneszenz kann TGFβ1 auch Apoptose auslösen, wobei diese 

Fähigkeit stark vom Zelltyp abhängt. Der Mechanismus ist noch nicht sehr gut verstanden, es 

konnte jedoch gezeigt werden, dass Tieg1, DAPK, SHIP, SMAD7 und p53 eine Rolle bei der 

TGFβ1-induzierten Apoptose spielen [228-231]. Letztlich führen all diese Signale zu einer 

veränderten Expression von pro- und anti-apoptotischen Komponenten wie die Bcl2-

Familienmitglieder und Caspasen, die den programmierten Zelltod auslösen [232]. 
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TGFβ1-induzierte epitheliale-mesenchymale Transition 

Eine weitere wichtige Funktion übt TGFβ1 bei der epithelialen-mesenchymalen Transition 

(EMT) aus. Unter EMT versteht man den Übergang von polarisierten Epithelzellen zu Zellen 

mit mesenchymalen Eigenschaften, wie zum Beispiel der Fähigkeit sich zu bewegen. Dieser 

Prozess wurde zuerst während der Embryogenese bei der Gastrulation beobachtet. Das 

unangebrachte Wiedereinsetzten der EMT während der Krebsentwicklung wird mit 

Tumorprogression assoziiert. Bei der Entstehung von chronischen fibrotischen Krankheiten 

steht die EMT in Zusammenhang mit der Degradation von epithelialen Strukturen und der 

Erzeugung von Fibroblasten mit einer erhöhten Produktion spezifischer ECM-Proteine [233, 

234]. 

TGFβ1 kann neben anderen Faktoren die zellulären Veränderungen der EMT induzieren. Die 

Aktivierung der Transkriptionsfaktoren Snail/Slug und Twist führt zur Herunterregulation der 

Zelladhäsionsmoleküle E-Cadherin, ZO1 und MUC1 und damit zur Auflösung der 

epithelialen Zellkontakte sowie zur Reorganisation des Actin-Cytoskeletts [235-239]. Über 

Smad3 und SIP1 kann TGFβ1 den EMT-Marker Vimentin anschalten [240]. Die ECM-

Proteine Fibronectin und Kollagen ebenso wie verschiedene Metalloproteinasen werden 

ebenfalls durch TGFβ1 induziert [241]. Dadurch kann TGFβ1 bei vielen Tumorzellen zu 

einer höheren Migrationsrate führen und deren Tumorigenität erhöhen.  

 

Der TGFβ1-Signalweg in der Mausentwicklung 

Schon in den frühen 1990 Jahren wurden Tgfb1-defiziente Mäuse etabliert. Im 129/SV 

Hintergrund sterben etwa 50% der Tgfb1-/- Embryonen intrauterin zwischen E9.5 und E11.5. 

Die Embryonen entwickeln sich normal, zeigen aber vaskulogene und hämatopoietische 

Defekte im extraembryonalen Gewebe wie im Dottersack und in der Nabelschnur [242]. 

Interessanterweise findet sich exakt dieser Phänotyp auch in Tgfbr1-/- und Tgfbr2-/- 

Embryonen, die ebenfalls um E9.5-E11.5 sterben [243,244]. Jedoch können je nach 

genetischem Hintergrund null bis zu 80% der Tgfb1-/- Tiere bis zur Geburt überleben, 

wohingegen Tgfbr1-/- und Tgfbr2-/- Tiere unabhängig vom genetischen Hintergrund während 

der Embryonalentwicklung sterben. Die geborenen Tgfb1-defizienten Tiere zeigen keine 

morphologischen Defekte, sterben jedoch drei Wochen nach der Geburt an multifokalen 

Entzündungen, wobei eine massive Infiltrierung der Hauptorgane durch Lymphozyten und 

Makrophagen auftritt [245]. Durch Kreuzung mit immundefizienten SCID-Mäusen überleben 

die Tgfb1-/- Mäuse bis zum Erwachsenenalter. Die Tiere sind aber vergleichsweise kleiner 
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und gedeihen nicht [246]. Zudem wurde bei den Tgfb1-/- SCID-Mäusen eine verzögerte 

Wundheilung festgestellt [247]. Die Analysen der Tgfb1-/- Mäuse legen nahe, dass TGFβ1 

während der Entwicklung bei der endothelialen Differenzierung und Hämatopoiese und später 

bei der Immunsupression und Wundheilung eine Rolle spielt. 

Ähnlich wie die Tgfb1-/- Mäuse sterben auch Smad3-/- Mäuse an einer chronischen Infektion 

ein bis drei Monate nach der Geburt [248,249]. Darüber hinaus konnte eine weitere Studie 

zeigen, dass Smad3-defiziente Mäuse an metastasierenden kolorektalen Krebs erkranken 

[250]. Dagegen sind sowohl Smad2 als auch Smad4-defiziente Mäuse früh embryonal letal. 

Beide zeigen unter anderem Defekte in der Mesodermbildung und in der Gastrulation [251-

255]. Zudem entwickeln Smad4-heterozygote Mäuse im Alter von einem Jahr bösartige 

intestinale Tumore [256]. 

 

Der TGFβ1-Signalweg in der Tumorentwicklung 

Viele humane Tumorzelllinien sind resistent gegenüber TGFβ1-induziertem 

Wachstumsarrest, zeigen aber in anderer Hinsicht eine normale Induktion der TGFβ1-

abhängigen Zielgene wie Smad7, PAI-1 und c-Jun [257]. Außerdem weisen viele humane 

Tumore Mutationen im TGFβ1-Signalweg auf. Zum einen findet man eine Überexpression 

von TGFβ1 in vielen verschiedenen Tumorarten wie Brust-, Kolon-, Magen-, Pankreas- und 

Lungenkrebs [258], die mit Tumorprogression, Angiogenese, Metastasierung und schlechter 

klinischer Prognose assoziiert wird. Zum anderen werden TβRII, TβRI, SMAD2 und SMAD4 

durch Mutation ebenfalls in Kolon-, Pankreas- Brust-, Prostata-, Lungen- und Magentumoren 

inaktiviert [259-263]. 

Um die komplexe Rolle von TGFβ1 während der Tumorentwicklung und -progression zu 

untersuchen, wurden verschiedene transgene Maustumormodelle etabliert. Am besten 

untersucht sind Brustkrebsmodelle, die durch transgene Expression von MMTV-TGFα oder 

MMTV-c-Neu induziert werden. Durch Kreuzung mit einer MMTV-Cre-Maus, die  

konditional aktives TGFβ1 exprimiert, konnte gezeigt werden, dass die Überexpression von 

TGFβ1 zwar zu einer verzögerten Tumorentwicklung aber zur erhöhten Metastasenbildung 

führt [264,265]. Ein weiteres Modell unter Verwendung von dominant-negativen TβRII 

beziehungsweise konstitutiv aktiven TβRI in MMTV-cNeu-Mäusen zeigte, dass das 

Ausschalten des TGFβ1-Signalwegs zu einer früheren Entwicklung der Brusttumore führt, die 

jedoch seltener metastasieren. Dagegen wird durch die konstitutive Aktivierung des TGFβ1-

Signalwegs die primäre Tumorentstehung verzögert, aber die Metastasierung der entwickelten 
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Tumore nimmt drastisch zu [266]. Diese elegante Studie spiegelt die gegensätzliche Funktion 

TGFβ1 bei der frühen Tumorentwicklung und späteren Tumorprogression wider.  

Nicht nur zellautonome Signale der Tumorzellen sondern auch Tumor-Stroma-Interaktionen 

spielen eine wichtige Rolle bei der Tumorentwicklung und -progression. Um die Frage zu 

klären, ob autokrine oder parakrine TGFβ1-Signale für die Tumorprogression verantwortlich 

sind, wurde mithilfe einer Fibroblasten-spezifischen Cre-Rekombinase das Tgfbr2-Gen 

ausgeschaltet. Die Störung des TGFβ1-Signalwegs in den Fibroblasten führte zur Entstehung 

intraepithelialer Neoplasien in der Prostata und zu Plattenepithelkarzinomen des Vormagens. 

Dies konnte auf eine erhöhte Produktion der Krebs-fördernden Faktoren wie HGF, MST1 und 

TGFα der Fibroblasten zurückgeführt werden [267,268]. 

Zusammengefasst kann gesagt werden, dass TGFβ1 eine zweigeteilte Funktion in der 

Tumorentwicklung hat: in frühen Stadien übt es eine tumorsuppressive, proliferations-

hemmende Funktion aus, wohingegen TGFβ1 in späten malignen Stadien zu einer erhöhten 

Invasivität, Motilität und Metastasierung führt. 

 

Ziele dieser Arbeit 

E2F3 spielt innerhalb der E2F-Familie für Wachstum und Tumorprogression eine besondere 

Rolle, die bisher noch nicht exakt verstanden wird. Zudem ist der Grund für die 

Hochregulation von p53, p21 oder p19 in den E2f3-/- MEFs, die zum Wachstumsdefekt dieser 

Zellen beitragen, noch nicht genau geklärt. Neben p53, dessen Nullmutation jedoch in E2f3-/- 

MEFs und Mäusen keine vollständige Rettung des Wachstumsdefekts bewirkt, kann auch der 

TGFβ1-Signalweg p21 induzieren.  

Deswegen war das Ziel dieser Arbeit den TGFβ1-Signalweg in den E2f3-/- MEFs zu 

analysieren. Dabei wurde zuerst geklärt, ob TGFβ1 durch den Verlust von E2F3 dereguliert 

wird und ob dies zu einer Deregulation des TGFβ1-Signalwegs führt. Ferner habe ich 

untersucht, ob der Verlust von E2F3 auf TGFβ1-induzierte Prozesse Einfluss nimmt. Darüber 

hinaus wurden metastatische und nicht-metastatische Schilddrüsentumore der verschiedenen 

Rb+/-, Rb+/-; E2f3+/- und Rb+/-; E2f3-/- Mäuse mithilfe der Microarrayanalyse untersucht, 

um neue, E2F-abhängige Gene zu identifizieren, die zur Tumorprogression beitragen und 

möglicherweise als neue Metastasemarker humaner Tumore dienen können.  
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Ergebnisse 

Tgfb1 ist in asynchronen und synchronisierten E2f3-/- MEFs hoch reguliert 

Um zu untersuchen, ob die TGFβ1-Signalwirkung in den E2f3-/- MEFs verändert ist, wurde 

als erstes die Expression von Tgfb1 in primären, asynchron wachsenden Wildtyp- und E2f3-/- 

MEFs analysiert. Dafür wurde RNA aus den MEFs isoliert, in cDNA umgeschrieben und 

anschließend mithilfe der quantitativen PCR (qPCR) analysiert. Wie Abb. 7A zeigt, ist Tgfb1 

in den E2f3-/- MEFs erhöht exprimiert.  

Da die Deregulation von p19, p21 und der S-Phase-Gene vor allem in synchronisierten E2f3-

/- MEFs besonders deutlich ist, wurde als nächstes die Tgfb1-Expression in synchronisierten 

Wildtyp- und E2f3-/- MEFs untersucht. Dafür wurden die Zellen 72 Stunden gehungert und 

anschließend mit 10% Serum stimuliert. Die Proben für die RNA-Isolation wurden zu den 

angegebenen Zeitpunkten geerntet.  

 

 

Abb. 7: Tgfb1 ist in asynchronen und synchronisierten E2f3-/- MEFs dereprimiert. (A) qPCR-Analyse der 

Tgfb1-Expression von asynchron wachsenden Wildtyp- und E2f3-/- MEFs (P4). mRNA wurde aus MEFs 

isoliert, in cDNA umgeschrieben und im iCycler analysiert. (B) qPCR-Analyse der Genexpression von Tgfb1, 

Mcm6 und p107. Wildtyp- und E2f3-/- MEFs wurden durch Serumentzug für 72 Stunden synchronisiert und 

anschließend mit 10% FCS stimuliert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden Proben geerntet, mRNA isoliert 

und cDNA synthetisiert. Mcm6 und p107 dienen als Kontrolle für den S-Phase-Wiedereintritt. 
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Wie die qPCR-Analyse zeigt, steigt die Tgfb1-Expression in Wildtyp-MEFs während der G1-

Phase leicht an und verändert sich nicht wesentlich während der Progression durch den 

Zellzyklus. Dagegen wird Tgfb1 sehr stark während der G1-Phase in E2f3-/- MEFs hoch 

reguliert und bleibt durchgehend erhöht (Abb. 7B). Die Induktion der S-Phase wurde durch 

die Expression der bekannten E2F-Zielgene Mcm6 und p107 nachgewiesen. Konsistent mit 

anderen Studien werden diese nur sehr schwach in E2f3-/- MEFs induziert [127]. Diese 

Ergebnisse zeigen, dass Tgfb1 sowohl in den asynchronen als auch in den synchronisierten 

E2f3-/- MEFs stark dereprimiert ist. 

 

Der TGFβ1-Signalweg ist in E2f3-/- MEFs dereguliert 

TGFβ1 wird als latentes Protein sekretiert, das durch in der extrazellulären Matrix vorhandene 

Proteasen aktiviert wird [189]. Um zu untersuchen, ob die erhöhte Tgfb1-Expression zu einer 

erhöhten TGFβ1-Sekretion führt, wurde Medium von Wildtyp- und E2f3-/- MEFs für zwei 

Tage konditioniert und anschließend mithilfe eines TGFβ1-ELISAs (R&D) die vorhandene 

Menge an latentem als auch aktiviertem TGFβ1 in den Überständen analysiert. Das Ergebnis 

zeigt, dass in den Überständen der E2f3-/- MEFs, übereinstimmend mit der erhöhten Tgfb1-

Expression dieser Zellen, mehr TGFβ1-Protein sekretiert wird (Abb. 8A). 

TGFβ1 kann durch Bindung an seine Rezeptoren (TβRI und TβRII) den TGFβ1-Signalweg 

anschalten, der zur Phosphorylierung von SMAD2 und SMAD3 führt [191]. Deswegen kann 

man anhand der SMAD-Phosphorylierung messen, ob der TGFβ1-Signalweg aktiviert wurde. 

Um dies zu untersuchen, wurden Wildtyp- und E2f3-/- MEFs gehungert und anschließend mit 

10% Serum stimuliert. Nach null beziehungsweise 16 Stunden wurden die Proteinextrakte 

mithilfe eines Antiköpers, der spezifisch phosphoryliertes SMAD2 erkennt, untersucht. Wie 

zu erwarten, kann durch Serumzugabe eine Zunahme der SMAD–Phosphorylierung in 

Wildtyp- und E3f3-/- MEFs beobachten werden (Abb. 8B). Im Vergleich zu den 

Kontrollzellen zeigen E2f3-/- MEFs jedoch eine erhöhte Phosphorylierung von SMAD2 

sowohl im unstimulierten Zustand als auch nach 16 Stunden Serumzugabe. Dies bedeutet, 

dass die erhöhte Tgfb1-Expression und TGFβ1-Sekretion der E2f3-/- MEFs zu einer erhöhten 

Aktivität des TGFβ1-Signalwegs führt. 
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Abb. 8: Der Verlust von E2F3 führt zur Deregulation von TGFβ1 und TGFβ1-regulierten Genen. (A) 

TGFβ1 wird von E2f3-/- MEFs vermehrt sekretiert. Die Mengen an TGFβ1-Protein wurden mittels eines 

kommerziellen TGFβ1-ELISAs (R&D) untersucht, wofür für 48 Stunden konditionierte Zellkultur-

mediumüberstände von Wildtyp- und E2f3-/- MEFs (Passage P6) verwandt wurden. Die Daten zeigen ein 

repräsentatives Ergebnis. Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar. (B) In E2f3-/- MEFs ist SMAD2 

erhöht phosphoryliert. Western-Blot-Analyse von gehungerten und für 16 Stunden Serum stimulierten Wildtyp- 

und E2f3-/- MEFs unter Verwendung eines spezifischen anti-phospho-SMAD2-Antikörpers. Die Gesamtmenge 

an SMAD2/3 dient als Ladekontrolle. (C) TGFβ1-regulierte Gene sind in E2f3-/- MEFs dereguliert. qPCR-

Analyse der Expression von PAI-1, p21, Vimentin und Fibronectin in asynchron wachsenden Wildtyp- und E2f3-

/- MEFs (Passage P4). (D) Western-Blot-Analyse von Gesamtzellproteinextrakten asynchron wachsender 

Wildtyp- und E2f3-/- MEFs. Es wurden spezifische Antiköper gegen Vimentin, Fibronectin und p21 verwandt. 

Vinculin diente als Ladekontrolle.  

 

Die Aktivierung des TGFβ1-Signalwegs führt zur Induktion von Genen, die unter anderem 

bei der Zellzyklusregulation sowie bei der EMT involviert sind [241,269]. Deswegen wurde 

als nächstes untersucht, ob neben der Deregulation von TGFβ1 in den E2f3-/- MEFs auch eine 

Deregulation typischer TGFβ1-abhängiger Zielgene zu beobachten ist. Darum wurde die 

Expression von PAI-1, p21, Vimentin und Fibronectin auf RNA-Ebene untersucht. Die qPCR-

Analyse zeigt, dass diese Gene ähnlich wie Tgfb1 dereguliert sind (Abb. 8C). Darüber hinaus 

kann auch eine erhöhte Expression von Vimentin, Fibronectin und p21 in den E2f3-/- MEFs 

auf Proteinebene detektiert werden (Abb. 8D). Für p21 ist bereits bekannt, dass es durch den 
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Verlust von E2F3 hoch reguliert wird [128,130], jedoch ist der Mechanismus, der zu dieser 

Deregulation führt, nicht geklärt. Die erhöhte Expression von Vimentin und Fibronectin ist 

mit der von p21 vergleichbar. Damit kann gezeigt werden, dass durch den Verlust von E2F3 

in primären MEFs Tgfb1 dereprimiert und dadurch der TGFβ1-Signalweg dereguliert wird. 

 

Die Derepression von Tgfb1 und TGFβ1-regulierter Gene in den E2f3-/- MEFs wird 

durch wiederholtes Passagieren verstärkt 

TGFβ1 kann die Expression von PAI-1, p21, Vimentin, Fibronectin und auch von sich selbst 

induzieren [211]. Jedoch deuten Reportergenanalysen an, dass E2F1 bei der Expression von 

Tgfb1, PAI-1, Fibronectin und p21 involviert ist [270-273]. Deswegen wurde untersucht, ob 

der Verlust von E2F3 direkt oder indirekt, über die erhöhte TGFβ1-Sekretion, für die 

Deregulation von Tgfb1, PAI-1, p21, Vimentin und Fibronectin verantwortlich ist.  

Um diese Frage zu beantworten, wurden Proben von Wildtyp- und E2f3-/- MEFs über 

mehrere Passagen (P2-P8) gesammelt, da die TGFβ1-Sekretion in den E2f3-/- MEFs über die 

Passagen zunimmt (Abb. 9A).  Die qPCR-Analyse ergab, dass die Genexpression von Tgfb1, 

p21 und Vimentin in jungen Passagen (P2) von Wildtyp- und E2f3-/- MEFs sehr ähnlich ist 

und erst im Laufe der Passagierung (P4, P6 oder P8) der E2f3-/- MEFs  hoch reguliert wird, 

wohingegen deren Expression in den Wildtyp-MEFs unverändert bleibt (Abb. 9B). Die 

Deregulation von PAI-1 und Fibronectin ist schon in früheren Passagen E2f3-defizienter 

MEFs sichtbar. Interessanterweise werden auch p19 und E2f1 erst mit zunehmenden Passagen 

in E2f3-defizienten MEFs hoch reguliert. Sowohl p19 als auch E2f1 sind bekannte E2F-

Zielgene und die Deregulation von p19 in den E2f3-/- MEFs ist zuvor schon publiziert 

worden [130].  

Dies bedeutet, dass während der Passagierung die transkriptionelle Kontrolle der TGFβ1-

Zielgene von E2F3 abhängt, da die Expression von Tgfb1, PAI-1, p21, Vimentin und 

Fibronectin mit zunehmender Passage in den E2f3-/- nicht jedoch in den Wildtyp-MEFs 

erhöht wird. Der Verlust von E2F3 ist für die Deregulation verantwortlich, aber der Phänotyp 

wird erst mit zunehmender Passage völlig offensichtlich wird. Dies suggeriert, dass auch die 

erhöhte TGFβ1-Sekretion der E2f3-/- MEFs zu dieser Deregulation beiträgt. 
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Abb. 9: E2F3-abhängige Deregulation von Tgfb1 und TGFβ1-regulierter Gene ist erst durch wiederholtes 

Passagieren E2f3-defizienter MEFs detektierbar. (A) TGFβ1-ELISA mit konditionierten Überständen von 

Wildtyp- und E2f3-/- MEFs der angegeben Passagen. Die Daten zeigen ein repräsentatives Ergebnis. Die 

Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar. (B) qPCR-Analyse der Genexpression von Tgfb1, PAI-1, 

Vimentin, Fibronectin, p21 und p19. Proben von asynchron wachsenden Wildtyp- und E2f3-/- MEFs wurden bei 

den angegebenen Passagen geerntet, mRNA isoliert, in cDNA umgeschrieben und anschließend im iCycler 

analysiert. Die Daten repräsentieren die Zusammenfassung drei unabhängiger Experimente. Die Fehlerbalken 

stellen den Standardfehler dar. 

 

E2F-Transkriptionsfaktoren binden an die Promotoren von Tgfb1 und TGFβ1- 

regulierten Genen 

Diese Ergebnisse werfen die Frage auf, in wieweit E2F3 eine direkte Rolle bei der Regulation 

von Tgfb1, PAI-1, Vimentin, Fibronectin und p21 spielt. Da die E2Fs als 

Transkriptionsfaktoren an bestimmte DNA-Sequenzen binden [61], wurden die Promotoren 
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der oben genannten Gene mithilfe mehrerer Softwareprogramme (TFSearch, Cister, 

MatInspector) nach möglichen E2F-Bindestellen untersucht. In Abb. 10A sind die 

Promotoren und die darauf gefundenen potentiellen E2F-Bindestellen schematisch dargestellt. 

 

 

Abb. 10: E2F1 und E2F3 binden an die Promotoren von Tgfb1 und TGFβ1-induzierten Genen in vivo. (A) 

Schematische Darstellung der murinen Promotoren von Tgfb1, PAI-1, p21, Vimentin und Fibronectin mit 

potentiellen E2F- und SMAD-Bindestellen (SBE). (B) Chromatin-Immunpräzipitationen (ChIP) von asynchron 

wachsenden Wildtyp- und E2f3-/- MEFs (Passage P5). Die ChIPs wurden unter Verwendung von E2F1, E2F3 

und E2F4 spezifischer Antikörper durchgeführt. Anti-IgG diente als Negativkontrolle für die 

Immunpräzipitationen. Die präzipitierte DNA wurde mit spezifischen Primern für die angegebenen Gene 

amplifiziert. Der Cdc2-Promotor diente als Positiv- und der  b-actin-Promotor als Negativkontrolle. 

 

Um festzustellen, ob die E2Fs in vivo an diese Promotoren binden können, wurden 

Chromatin-Immunpräzipitationen (ChIP) unter Verwendung von spezifischen E2F1, E2F3 

und E2F4-Antikörpern und unspezifischen anti-Hasen-IgG von asynchron wachsenden 

Wildtyp- und E2f3-/- MEFs durchgeführt. In Wildtyp-MEFs bindet E2F3 an die Promotoren 

von  Tgfb1, Vimentin, Fibronectin, PAI-1 und p21, nicht jedoch an b-actin, das als 

Negativkontrolle dient (Abb. 10B). E2F1 kann ebenfalls an die Promotoren von Tgfb1, PAI-1, 

Vimentin, p21 und Fibronectin binden. Es scheint jedoch so, als ob E2F1 mit geringerer 
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Affinität als E2F3 an die Promotoren von Tgfb1 und p21 bindet. Dagegen ist kein Unterschied 

an den Promotoren von PAI-1, Vimentin oder Fibronectin zu erkennen. E2F4 bindet nicht an 

die Promotoren von Vimentin, Fibronectin und p21 und nur sehr schwach an Tgfb1 und PAI-

1. Dafür wird es aber an den Promotor des klassischen E2F-Gens Cdc2 im gleichen Maße wie 

E2F1 und E2F3 rekrutiert. So kann man schlussfolgern, dass E2F1 und E2F3 spezifisch an 

Tgfb1 und TGFβ1-regulierte Gene binden, E2F4 aber nur im geringen Maße. Damit 

unterscheiden sich diese Gene prinzipiell von klassischen E2F-Zellzyklusgenen. 

In E2f3-defizienten MEFs ist keine Bindung von E2F3 feststellbar. Die Bindung von E2F1 

und E2F4 ist unverändert, jedoch kann man über eine erhöhte Bindung von E2F1 an die 

Promotoren von Tgfb1 und p21 im Vergleich zu den Wildtyp-MEFs spekulieren. Dies ist 

jedoch nicht quantifizierbar, da die ChIPs unabhängig voneinander durchgeführt wurden.  

Die ChIP-Analysen zeigen, dass E2F1 und E2F3 direkt an die Promotoren von Tgfb1, PAI-1, 

p21, Vimentin und Fibronectin binden können. Dies unterstützt die Annahme, dass E2F3 und 

möglicherweise auch E2F1 bei der Regulation oben genannter Gene involviert sind. 

 

TGFβ1 ist in E2f3-/- embryonalen Lungen dereguliert  

Der Verlust von E2F3 in Mäusen ist in den meisten genetischen Hintergründen embryonal 

letal. Auch im gemischten Hintergrund (C57/BL6 x 129/Sv) werden nur 25% der zu 

erwartenden homozygoten Embryonen geboren [136]. Die Ursache der embryonalen 

Sterblichkeit ist bis jetzt nur unzureichend geklärt, jedoch kann vermutlich ein Defekt in der 

Plazenta und in der Lunge zur Letalität beitragen (unveröffentlichte Daten Ulrike Ziebold). 

Um zu untersuchen, ob die Deregulation der Tgfb1-Expression nur in kultivierten E2f3-/- 

MEFs auftritt oder ob diese auch in vivo vorkommt, wurden Wildtyp und E2f3-defiziente 

Embryonen im Alter von 17.5 d.c. untersucht. Durch Analyse verschiedener Gewebe (Lunge, 

Leber, Herz und Gehirn) konnte die größte Deregulation von Tgfb1 in den Lungen der E2f3-/- 

Embryonen festgestellt werden. Tgfb2 und Tgfb3 waren dagegen in den Lungen nicht 

differentiell reguliert (Daten nicht gezeigt). Deswegen konzentrierten sich die weiteren 

Untersuchungen auf das Lungengewebe. Neben Tgfb1 wird auch Vimentin, Fibronectin und 

p21 in den E2f3-defizienten Lungen hoch reguliert (Abb. 11A). PAI-1 wird zu diesem 

Zeitpunkt nicht differentiell exprimiert (Daten nicht gezeigt).  

Darüber hinaus wurden aus den embryonalen Lungen Gesamtproteinextrakte hergestellt, um 

die Expression von TGFβ1 auf Proteinebene zu untersuchen. Wie in Abb. 11B zu sehen, wird 

sowohl die TGFβ1-Vorläuferform als auch reifes TGFβ1 in den mutanten Lungen stark hoch 
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reguliert. Interessanterweise wird E2F1 in E2f3-/- Lungen ebenfalls hoch reguliert, nicht 

jedoch E2F4, das in Wildtyp und mutanten Lungen gleich exprimiert wird.  

 

 

Abb. 11: TGFβ1 ist in E2f3-defizienten embryonalen Lungen dereguliert. (A) qPCR-Analyse von Wildtyp- 

und E2f3-/- Lungen von Embryonen des Alters E17.5. mRNA wurde aus ganzen Lungen isoliert und in cDNA 

umgeschrieben. Mindestens drei Lungen von verschiedenen Embryonen pro Genotyp wurden analysiert. (B) 

Western-Blot-Analyse von Gesamtproteinextrakten aus embryonalen Lungen E17.5. Zwei verschiedene anti- 

TGFβ1-Antikörper wurden verwandt, um sowohl die TGFβ1-Vorläuferform (44kDa) als auch aktiviertes TGFβ1 

(25kDa) zu detektieren. (C) Western-Blot-Analyse von Gesamtproteinextrakten aus Lungen von neugeborenen 

Mäusen (P0). 

 

Zudem wurden Lungen von frisch geborenen Embryonen auf deren Proteinexpression 

untersucht (P0). Auch zu diesem Zeitpunkt kann eine erhöhte Expression von TGFβ1 in den 

E2f3-/- Lungen festgestellt werden. Übereinstimmend mit diesem Befund liegt SMAD2 in 

den E2f3-defizienten Lungen vermehrt in der phosphorylierten Form vor (Abb. 11C).  

Diese Ergebnisse zeigen, dass der Verlust von E2F3 auch im Embryo zu einer deregulierten 

Expression von Tgfb1 und TGFβ1-regulierten Genen führt und unterstützen damit die in den 

MEFs gefundenen Ergebnisse.  
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E2f3-/- MEFs sind sensibilisiert für TGFβ1-induzierte Prozesse 

TGFβ1-Aktivierung kann in Zellen unterschiedliche Antworten auslösen. Mit am besten 

untersucht ist der von TGFβ1 verursachte Wachstumsarrest. Dabei spielt unter anderem auch 

der pRB/E2F-Signalweg eine Rolle, da zum einen TGFβ1 die Dephosphorylierung von pRB 

bewirkt [215,274]. Zum anderen konnte gezeigt werden, dass Rb-/- MEFs insensitiv 

gegenüber TGFβ1-induziertem Wachstumsarrest sind [214]. Interessanterweise wird nicht nur 

die Aktivität der E2Fs durch pRB sondern auch die Expression von E2F3 herunter reguliert 

(Abb. 12A), was darauf hindeutet, dass E2F3 eine negative Rolle bei diesem TGFβ1-

induzierten Prozess spielt. Darüber hinaus zeigen meine bisherigen Daten eine Deregulation 

von TGFβ1 und TGFβ1-regulierter Gene in E2f3-/- MEFs. Alles zusammen veranlasste mich 

die Rolle des E2F3-Verlusts während verschiedener TGFβ1-induzierter Prozesse zu 

untersuchen.  

Als erstes wurde die Wirkung von TGFβ1 auf das Zellwachstum von Wildtyp und E2f3-/- 

MEFs untersucht. Dafür wurden Wildtyp und E2f3-/- MEFs in gleicher Anzahl in Gegenwart 

oder Abwesenheit von TGFβ1 ausgesät und nach zwei Tagen die Zellzahl bestimmt. Wie 

erwartet, führte die Behandlung von Wildtyp-MEFs mit TGFβ1 zu einer Reduktion der 

Zellzahl (-22%) im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Dagegen führte die Behandlung 

mit TGFβ1 bei den E2f3-mutanten MEFs zu einer Reduktion um 36%. (Abb. 12B). Dies ist 

ein sehr guter Hinweis darauf, dass die E2f3-/- MEFs sensitiver als Wildtyp-Zellen auf 

TGFβ1 reagieren. Mehrere Gründe können für die stärkere Reduktion der Zellzahl der E2f3-/- 

MEFs verantwortlich sein, da TGFβ1 sowohl einen Wachstumsarrest in der G1-Phase als 

auch Apoptose auslösen kann.  

Um zu untersuchen, welche dieser Möglichkeiten für die verstärkte Antwort in den E2F3 

mutanten Zellen verantwortlich ist, wurde zunächst die Frage nach der durch TGFβ1 

ausgelösten S-Phase-Inhibition gestellt. Dafür wurden wie oben Wildtyp und E2f3-/- MEFs 

mit TGFβ1 für 48 Stunden behandelt. Um anschließend eine BrdU-Inkorporation messen zu 

können war ein Puls von 24 Stunden mit BrdU nötig, das als Thymidinanalogon in die DNA 

eingebaut wird. Die Zellen wurden fixiert und im Durchflußzytometer wurde die Zahl der 

BrdU-positiven Zellen mithilfe eines anti-BrdU-Antikörpers bestimmt. Das Ergebnis zeigt, 

dass die TGFβ1-Behandlung in den Wildtyp-MEFs zu einer 27% Reduktion der BrdU-

Inkorporation führt. Die Reduktion an BrdU-positiven Zellen ist bei den E2f3-/- MEFs noch 

gravierender. 46% weniger Zellen befinden sich nach TGFβ1-Behandlung in der S-Phase im 

Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Abb. 12C). Das bedeutet, dass die E2f3-/- Zellen 
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stärker auf den TGFβ1-induzierten Wachstumsarrest reagieren und unterstützt damit die 

Annahme, dass E2f3-/- MEFs gegenüber der TGFβ1-Aktivität sensibilisiert sind.  

 

 

Abb. 12: E2f3-defiziente MEFs sind sensibilisiert gegenüber TGFβ1-induzierten Prozessen. Wildtyp- und 

E2f3-/- MEFs der Passage P2 wurden mit gleicher Dichte in An- oder Abwesenheit von 100pM TGFβ1 

ausplattiert, nach 48 Stunden geerntet und analysiert. (A) Die TGFβ1-Behandlung führt zur Herunterregulation 

von E2F3A und E2F3B. Western-Blot-Analyse von Kontroll- und TGFβ1-behandelten Wildtyp- 

beziehungsweise E2f3-/- MEFs. Vinculin diente als Ladekontrolle. (B) TGFβ1 induziert die Reduktion der 

Zellzahl. Bestimmung der Zellzahl von Kontroll- beziehungsweise TGFβ1-behandelten Wildtyp- und E2f3-/- 

MEFs. (C) E2f3-/- MEFs reagieren sensitiver auf einen TGFβ1-induzierten Wachstumsarrest. Bestimmung der 

BrdU-positiven Zellen nach  TGFβ1- oder Kontrollbehandlung mithilfe eines α-BrdU-Antiköpers im 

Durchflußzytometer. (D) Unbehandelte E2f3-/- MEFs neigen zur Seneszenz. Bestimmung der Seneszenzrate 

mittels SA-β-Gal-Färbung. Quantitative Darstellung des Verhältnisses SA-β-Gal-positiver Zellen zu DAPI-

gefärbten Kernen. (E) Repräsentatives Bild der SA-β-Gal-gefärbten TGFβ1- oder kontrollbehandelten Wildtyp- 

und E2f3-/- MEFs. (F) E2f3-/- MEFs zeigen früher eine reduzierte Proliferationskapazität. Die Zellzahl wurde 

nach jeder Passagierung der Wildtyp- und E2f3-/- MEFs bestimmt und anschließend die gleiche Anzahl an 

Zellen wieder ausplattiert. Die Daten stellen zusammengefasst die Wachstumskurven von je drei unabhängigen 

Zelllinien pro Genotyp dar. 
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TGFβ1 kann sowohl einen transienten Wachstumsarrest als auch die permanente Seneszenz 

induzieren [221,222]. Beide Formen des Wachstumsarrests führen zu einem Arrest in G1 und 

dadurch zu einer Reduktion an S-Phase-positiven Zellen und können damit nicht anhand der 

BrdU-Inkorporation unterschieden werden. Zudem werden in den E2f3-/- MEFs typische 

Seneszenzmarker wie PAI-1, Vimentin und p19 hoch reguliert (Abb. 9B) [275-277]. 

Deswegen war es wichtig zu untersuchen, ob TGFβ1 in den E2f3-/- Zellen vermehrt 

Seneszenz induziert.  

Um diese Frage zu klären, wurden die Zellen auf seneszenzassoziierte β-Galaktosidase (SA-

β-Gal) untersucht. SA-β-Gal ist ein bekannter Seneszenzmarker und kann histochemisch 

nachgewiesen werden. Es wird vermutet, dass SA-β-Gal von lysosomaler β-Galaktosidase 

abstammt und die erhöhte lysosomale Aktivität seneszenter Zellen reflektiert [11].  

Das Ergebnis der SA-β-Gal-Färbung zeigt, dass TGFβ1 nach 48 Stunden in den Wildtyp-

MEFs im geringen Maße Seneszenz induzieren kann (Abb. 12D und E). Interessanterweise 

sind bereits etwa dreimal so viele der unbehandelten E2f3-/- Zellen im Vergleich zu den 

Wildtyp-Zellen seneszent. Jedoch kann durch die TGFβ1-Behandlung der E2f3-defizienten 

Zellen nur ein leichter Anstieg der schon erhöhten Seneszenzrate detektiert werden. Dies 

deutet an, dass schon unbehandelte, in Serum gehaltene E2f3-/- MEFs zur Seneszenz neigen. 

Dies wird durch Ergebnisse der längeren Passagierung von Wildtyp und E2f3-/- MEFs 

unterstützt. Dabei zeigt sich, dass E2f3-/- MEFs schneller als Wildtyp-MEFs ihre 

Proliferationskapazität verlieren (Abb. 12F).  

Um zu untersuchen, ob auch TGFβ1-induzierte Apoptose für den Effekt der reduzierten 

Zellzahl verantwortlich ist, wurden die Zellen wie oben beschrieben behandelt. Anschließend 

wurden die Zellen im Überstand gesammelt, mit den abtrypsinierten adherenten Zellen 

vereinigt und auf AnnexinV-Färbung untersucht. AnnexinV bindet an Phosphatidylserin, das 

während des programmierten Zelltods von der Innen- zur Außenseite der Zelle 

transloziert[278]. Um nekrotische von apoptotischen Zellen unterscheiden zu können, wurde 

mit Propidiumiodid gegengefärbt, das nur in nekrotische Zellen eindringen kann. Dabei zeigt 

sich, dass TGFβ1 im Vergleich zu UV in den MEFs nur im geringen Maße Apoptose 

induzieren kann (Abb. 13A und B). Die relative Apoptoseinduktion (unbehandelt zu 

behandelt) ist vergleichbar zwischen den  Wildtyp- und E2f3-/- MEFs (36% vs. 41%). Jedoch 

kann man eine leicht erhöhte Apoptoserate bereits in den unbehandelten E2f3-defizienten 

Zellen detektieren, die durch TGFβ1 weiter erhöht wird. 

Zusammengefasst kann man aus diesen Ergebnissen schließen, dass der Verlust von E2F3 zu 

einer erheblichen Sensibilisierung gegenüber dem TGFβ1-induzierten Wachstumsarrest führt. 
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Darüber hinaus weisen bereits asynchron wachsende, unbehandelte E2f3-/- MEFs eine höhere 

Seneszenzrate auf, die durch die TGFβ1-Behandlung nur leicht erhöht werden kann. Durch 

den Verlust von E2F3 kommt es ebenfalls zu einer leicht erhöhten Apoptoserate, jedoch wird 

die TGFβ1-induzierte Apoptose kaum durch den Verlust von E2F3 beeinflusst. 

 

 

Abb. 13: Asynchron wachsende E2f3-/- MEFs zeigen bereits eine erhöhte Apoptoserate. (A) Wildtyp- und 

E2f3-/- MEFs der Passage P2 wurden mit gleicher Dichte in An- oder Abwesenheit von 100pM TGFβ1 

ausplattiert und nach 48 Stunden auf TGFβ1-induzierte Apoptose unter Verwendung eines AnnexinV-

Antikörpers untersucht. (B) Wildtyp-MEFs wurden mit 30 J/m2 UV behandelt und nach 48 Stunden auf 

Apoptose unter Verwendung eines AnnexinV-Antikörpers untersucht. UV-behandelte Zellen dienten als positive 

Kontrolle für die Detektion apoptotischer Zellen. 

 

E2F3-Verlust führt zur Sensibilisierung gegenüber TGFβ1-induzierter Genregulation 

Der Verlust von E2F3 führt zu einer Prädisposition gegenüber TGFβ1-induzierten zellulären 

Prozessen. Daher stellte sich als nächstes die Frage, ob eine Sensibilisierung gegenüber 

TGFβ1 in den E2f3-/- MEFs auch auf Genregulationsebene stattfindet. Um diese Frage zu 

klären, wurden Wildtyp- und E2f3-/- MEFs 24 Stunden in 0,1% BSA gehungert und 

anschließend mit 100pM TGFβ1 für 48 Stunden behandelt oder weiter in 0,1% BSA 

inkubiert. Anschließend wurde die Expression von Tgfb1, PAI-1, p21, Id1 und E2f1 durch 

eine qPCR analysiert. Diese Gene werden während des TGFβ1-induzierten Wachstumsarrests 

reguliert [269]. Wie erwartet kann TGFβ1 sich selbst, PAI-1 und im geringen Maße auch p21 

in den Wildtyp-MEFs hoch regulieren. Demgegenüber wird die Expression von Id1 und E2f1 

durch TGFβ1 herunter reguliert (Abb. 14A). 

Übereinstimmend mit den vorherigen Ergebnissen sind in den E2f3-/- Zellen Tgfb1, PAI-1 

und p21 schon in der BSA-behandelten Kontrolle im Vergleich zum Wildtyp erhöht 

exprimiert. Durch die TGFβ1-Behandlung wird eine starke Hochregulation dieser Gene 

ausgelöst. Auch die Expression von Id1 verhält sich in den E2f3-/- im Vergleich zu Wildtyp-
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MEFs extremer. Id1 ist schon niedriger als in den Wildtyp-MEFs exprimiert und wird durch 

TGFβ1 noch weiter herunter reguliert. Allerdings wird E2f1 durch TGFβ1 kaum in den E2f3-

/- MEFs reguliert, zumindest nicht auf RNA-Ebene. Jedoch sieht man auf Proteinebene eine 

mit den Wildtyp-MEFs vergleichbare Herunterregulation von E2F1 (Abb. 14B). Dies deutet 

an, dass E2f1 mRNA und E2F1-Proteinexpression nicht immer gleich reguliert werden. 

Dagegen zeigt die Western-Blot-Analyse der p21-Proteinexpression wie die qPCR eine 

schwache Induktion in den TGFβ1 behandelten Wildtyp-MEFs, die in den E2f3-/- MEFs 

verstärkt ist. 

 

Abb. 14: Der Verlust von E2F3 führt zur Sensibilisierung der MEFs gegenüber der TGFβ1-induzierten 

Genexpression. (A) Wildtyp- und E2f3-/- MEFs der Passage P2 wurden für 24 Sunden mit 0,1% BSA gehungert 

und anschließend mit 0,1% BSA oder 100pM TGFβ1 behandelt. 48 Stunden später wurden die Zellen geerntet, 

RNA isoliert und die Genexpression von Tgfb1, PAI-1, p21, Id1 und E2f1 mittels qPCR analysiert. Die Daten 

repräsentieren die Zusammenfassung drei unabhängiger Experimente. Die Fehlerbalken stellen den 

Standardfehler dar. (B) Die Zellen wurden wie oben behandelt. Anschließend wurden Proteinextrakte hergestellt 

und mittels Western-Blot-Analyse auf Proteinexpression von E2F1 und p21 untersucht. Vinculin diente als 

Ladekontrolle. 

 

Diese Ergebnisse zeigen, dass durch den Verlust von E2F3 eine Sensibilisierung gegenüber 

TGFβ1 nicht nur auf zellbiologischer Ebene sondern auch bei der transkriptionellen 

Regulation typischer TGFβ1-induzierter Gene stattfindet.  

Da E2F1 und E2F3 als Transkriptionsfaktoren an die Promotoren der untersuchten Gene 

binden können (Abb. 10B), wurde untersucht, ob sich die Bindung von E2F1 und E2F3 an 
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den Promotoren von Tgfb1, PAI-1 und p21 durch die TGFβ1-Behandlung verändert. 

Deswegen wurden ChIP-Analysen von Kontroll- beziehungsweise TGFβ1-behandelten 

Wildtyp-MEFs durchgeführt. Die semiquantitative PCR-Analyse zeigt, dass die Komposition 

von E2F1 und E2F3 an den Promotoren durch die TGFβ1-Behandlung weitgehend 

unverändert bleibt (Abb. 15A). E2F3 bindet vor und nach der TGFβ1-Behandlung im 

gleichen Maße an die Promotoren von Tgfb1, PAI-1 und p21, jedoch kann hier nicht zwischen 

E2F3A und E2F3B unterschieden werden, da der verwandte Antikörper beide Isoformen 

erkennt. Für E2F1 ist ebenfalls kaum eine Veränderung erkennbar. 

 

 

Abb. 15: E2F1 wird durch TGFβ1 an die Promotoren von Tgfb1, PAI-1 und p21 rekrutiert. Wildtyp-MEFs 

Passage P5 wurden für 24 Stunden in 0,1% BSA gehungert und anschließend für weitere 48 Stunden mit oder 

ohne 100pM TGFβ1 inkubiert. ChIP-Analysen wurden unter Verwendung von E2F1, E2F3 und E2F4 

spezifischer Antikörper durchgeführt. Anti-IgG diente als negative Kontrolle für die Immunpräzipitationen. Die 

Anreicherung von E2F1, E2F3 und E2F4 an den Promotoren wurde mit semiquantitativer PCR (A) und 

quantitativer qPCR (B) analysiert. 

 

 Jedoch zeigt die Analyse der ChIP-DNA mittels qPCR ein anderes Bild (Abb. 15B). Hier 

deutet das Ergebnis darauf hin, dass E2F1 durch TGFβ1 an die Promotoren rekrutiert wird. 

Doch dafür ist die Bindung von E2F3 and die Promotoren sehr schwach und wird ebenfalls 

mit TGFβ1-Behandlung stärker. Dieses Ergebnis für E2F3 widerspricht aber dem der 

semiquantitativen PCR. Darüber hinaus sind die IgG-Werte der Kontrollbehandlung bei der 

qPCR sehr hoch, was ebenfalls nicht bei der semiquantitativen PCR beobachtet werden kann. 
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Deswegen kann die qPCR-Analyse der ChIP bei der Interpretation der Ergebnisse nicht 

bedenkenlos in Betracht gezogen werden 

Die autokrine Expression von TGFβ1 ist p53-unabhängig 

Wie schon beschrieben, kann TGFβ1 sowohl Wachstumsarrest, Apoptose als auch Seneszenz 

induzieren. In allen diesen Prozessen spielt unter anderem der Tumorsuppressor p53 eine 

wichtige Rolle [167,279]. Zudem wird die Expression von PAI-1 und vor allem von p21 

durch p53 reguliert [184,280]. Interessanterweise können die E2Fs, vor allem E2F1, p53 

durch p19 regulieren [155,281]. Deswegen ist es eine interessante Frage, ob p53 eine Rolle 

bei den durch TGFβ1 induzierten Prozessen spielt, die in den E2f3-/- MEFs dereguliert sind. 

Um die Rolle von p53 bei der TGFβ1-induzierten Seneszenz zu untersuchen wurden Wildtyp 

und p53-/- MEFs im gemischtrassigen („outbread“) Hintergrund hergestellt. 

Übereinstimmend mit veröffentlichten Studien sind die p53-/- MEFs immortalisiert und haben 

eine unbegrenzte Wachstumskapazität [183]. Wie in den vorherigen Seneszenzversuchen 

wurden die mit TGFβ1 behandelten oder unbehandelten Wildtyp- und p53-/- MEFs auf SA-β-

Gal-Färbung untersucht. Bei den Wildtyp-MEFs wurde wie oben eine Induktion von 

Seneszenz beobachtet, wohingegen bei den p53-/- MEFs keinerlei Färbung detektiert werden 

konnte (Abb. 16A). Auch in geringer Dichte ausplattierte und mit TGFβ1 behandelten p53-/- 

MEFs zeigen keine seneszenzassoziierte Färbung (Daten nicht gezeigt). Somit kann man 

schlussfolgern, dass p53 für die TGFβ1-induzierte Seneszenz essentiell ist. Dieses Ergebnis 

wird durch Befunde unterstützt, die zeigen, dass p53-/- MEFs insensitiv gegenüber TGFβ1-

induziertem G1-Arrest sind [185]. 

Da bereits gezeigt werden konnte, dass p53 für die Induktion von p21 durch TGFβ1 in 

humanen H1299-Zellen jedoch nicht in HaCaT-Zellen benötigt wird [186,282], sollte als 

nächstes die Frage geklärt werden, ob p53 bei der TGFβ1-induzierten Expression von p21 in 

MEFs eine Rolle spielt und ob p53 für die TGFβ1-induzierten Expression von Tgfb1, PAI-1, 

Id1 und E2f1 benötigt wird. Dafür wurden Wildtyp- und p53-/- MEFs wie in Abb. 14A für 24 

Stunden in 0.1% BSA gehungert und anschließend mit oder ohne TGFβ1 für weitere 48 

Stunden behandelt. Mithilfe der qPCR-Analyse wurde die Expression von Tgfb1, PAI-1, p21, 

Id1 und E2f1 untersucht.  

Wie in Abb. 16B gezeigt, kann TGFβ1 sich in autokriner Weise selbst induzieren und zwar in 

den p53-/- MEFs im gleichen Maße wie in den Wildtyp-MEFs. Die Expression von PAI-1 ist 

in den p53-/- MEFs stark herunterreguliert, kann aber auf niedrigem Niveau noch durch 

TGFβ1 induziert werden. Dagegen kann p21 in den p53-/- MEFs weder exprimiert noch 
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durch TGFβ1 induziert werden, was mit den Ergebnissen in H1299-Zellen übereinstimmt. Die 

Expression von Id1 ist in den BSA-behandelten p53-/- MEFs erniedrigt, kann aber wie in den 

Wildtyp-MEFs durch TGFβ1 reprimiert werden. Dagegen wird E2f1 in den p53-/- MEFs 

nicht durch TGFβ1 reprimiert, sondern induziert.  

 

 

Abb. 16: p53 ist essentiell für die TGFβ1-induzierte Seneszenz und für die Expression von p21 und PAI-1. 

(A) p53-/- MEFs sind insensitiv gegenüber TGFβ1-induzierter Seneszenz. Wildtyp- und p53-/- MEFs wurden in 

An- oder Abwesenheit von 100pM TGFβ1 ausplattiert und nach 48 Stunden auf SA-β-Gal-Färbung untersucht.  

ND: nicht detektiert. (B) p53 ist essentiell für die Expression von p21 und PAI-1. Wildtyp- und p53-/- MEFs der 

Passage P2 wurden für 24 Sunden mit 0,1% BSA gehungert und anschließend mit 0,1% BSA oder 100pM 

TGFβ1 behandelt. 48 Stunden später wurden die Zellen geerntet, RNA isoliert und die Genexpression von 

Tgfb1, PAI-1, p21, Id1 und E2f1 mittels qPCR analysiert.  

 

Diese Ergebnisse zeigen, dass erstens die autokrine Regulation von Tgfb1 unabhängig von 

p53 ist. Zweitens ist zwar die Grundexpression von PAI-1 und Id1 von p53 abhängig, nicht 

aber die Induktion beziehungsweise Repression durch TGFβ1. Drittens kann p21 in 

Abwesenheit von p53 nicht exprimiert werden und wird somit direkt von p53 reguliert. 

Dagegen wird E2f1 in Abwesenheit von p53 durch TGFβ1 induziert und nicht reprimiert. 

Dies könnte bedeuten, dass das Wachstum der p53-/- MEFs durch TGFβ1 angeregt wird. 
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Der Verlust von E2F3 führt zu einer Prädisposition gegenüber TGFβ1-induzierter 

Vimentin und p21-Expression in A549-Zellen 

Vimentin und Fibronectin sind Marker für mesenchymale Zellen und werden bei der 

epithelialen-mesenchymalen Transition (EMT) hoch reguliert. Darüber hinaus kann TGFβ1 in 

Epithelzellen EMT induzieren [234]. Da sowohl Vimentin und Fibronectin als auch TGFβ1 in 

den E2f3-/- MEFs dereguliert sind, war es interessant zu untersuchen, ob E2F3 eine Rolle bei 

der TGFβ1-induzierten EMT spielt.  

Ein erster Hinweis dafür, erhielten wir durch die Untersuchung der Vimentinexpression in 

Wildtyp- und E2f3-/- MEFs nach Behandlung mit TGFβ1. Die Western-Blot-Analyse zeigt, 

dass in den Wildtyp-MEFs Vimentin durch TGFβ1 leicht induziert wird. Dagegen wird 

Vimentin in den E2f3-/- MEFs sehr viel stärker durch TGFβ1 induziert (Abb. 17A). Dies 

deutet auf eine Funktion für E2F3 bei der TGFβ1-abhängigen Vimentinexpression. Da MEFs 

mesenchymalen Ursprungs sind, konnte hier der Prozess der EMT nicht untersucht werden. 

Deswegen verwandte ich für die Analyse, ob E2F3 eine Rolle bei der TGFβ1-induzierten 

EMT spielt, ein epitheliales Zellsystem, die A549-Zellen. Diese humanen Lungen-

karzinomzellen sind zur TGFβ1-induzierten EMT fähig [283,284]. Durch die 48-stündige 

TGFβ1-Behandlung wird in den A549-Zellen der mesenchymale Marker Vimentin hoch und 

der epitheliale Marker E-Cadherin herunter reguliert (Abb. 17B). Dementsprechend wird das 

epitheliale Aussehen der Zellen in Richtung mesenchymaler Zellen verändert (Abb. 17C). 

Außerdem werden typische TGFβ1-Signalwegkomponenten wie SMAD2 und Id2 reguliert. 

Wie in den MEFs wird durch TGFβ1 auch E2F1 und E2F3 reprimiert. Jedoch wird das 

Wachstum der Zellen kaum durch TGFβ1 beeinflusst, wie das Zellzyklusprofil von BSA- 

beziehungsweise TGFβ1-behandelten Zellen zeigt (Abb. 17C Tabelle). 

Um zu untersuchen, ob bei diesem Prozess E2F3 eine Rolle spielt, wurde E2F3 mithilfe von 

shRNA-Konstrukten herunter reguliert. Da der so genannte Knock-down unter Verwendung 

der einzelnen shE2F3-Konstrukte nicht sehr effizient war, wurden zwei Konstrukte 

gleichzeitig durch eine retrovirale Infektion stabil in die Zellen gebracht. Der Grad der 

Herunterregulation von E2F3 durch shRNA ist in Abb. 17D (rechts) zu sehen. Anschließend 

wurden die Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen von TGFβ1 für 48 Stunden 

behandelt. Die Zellen wurden geerntet, lysiert und die Proteinexpression untersucht. Wie in 

Abb. 17D gezeigt, führt der Verlust von E2F3 schon bei niedrigen TGFβ1-Konzentrationen 

zu einer Induktion von Vimentin und p21. Dagegen wird die Expression von E-Cadherin nicht 

verändert.  
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Abb. 17: Der Verlust von E2F3 führt zu einer Derepression von TGFβ1-induziertem Vimentin. (A) 

Wildtyp- und E2f3-/- MEFs wurden Kontroll- oder mit 100pM TGFβ1 behandelt. Mithilfe der Western-Blot-

Analyse wurde die Vimentinexpression untersucht. (B) TGFβ1 induziert EMT in A549-Zellen. A549-Zellen 

wurden für 24 Stunden mit 0,1% BSA gehungert und anschließend mit oder ohne 5ng/ml TGFβ1 für weitere 48 

Stunden behandelt. Die hergestellten Proteinextrakte wurden mittels der Western-Blot-Analyse mit den 

angegebenen Antikörpern untersucht. Vinculin diente als Ladekontrolle. (C) TGFβ1 induziert EMT in A549-

Zellen ohne das Wachstum der Zellen zu beeinflussen. Oben: Phasenkontrastbild von 0,1% BSA und 5ng/ml 

TGFβ1 behandelten A549-Zellen. Unten: Zellzyklusprofil der BSA und TGFβ1-behandelten A549-Zellen, 

analysiert im Durchflußzytometer. (D) Herunterregulation von E2F3 mithilfe von shRNA-Konstrukten in A549-

Zellen führt zur Derepression von Vimentin nach TGFβ1-Behandlung. Links: Western-Blot-Analyse der 

shE2F3- und Kontrollkonstrukt (shLuc) infizierten A549-Zellen, die für 48 Stunden mit verschiedenen TGFβ1-
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Konzentrationen behandelt wurden. Rechts: Western-Blot-Analyse zur Überprüfung der E2F3-

Herunterregulation durch die shE2F3-Konstrukte. (E) Durch Mutation der proximalen E2F-Bindestelle kann der 

humane Vimentinpromotor nicht mehr durch TGFβ1 aktiviert werden. (CAGA)12 enthält 12 SMAD- 

Erkennungssequenzen und dient als Positivkontrolle für die TGFβ1-Behandlung. Vim ist ein heterologer 

Luziferasereporter des humanen Vimentinpromotors (-964~+73) und enthält fünf potentielle E2F-

Erkennungssequenzen und zwei potentielle SMAD-Erkennungssequenzen. Vim-E2Fmut ist ein heterologer 

Luziferasereporter des humanen Vimentinpromotors (-964~+73) mit einer Mutation in der proximalen E2F-

Bindestelle (durchgestrichen). Die Reporterkonstrukte wurden in die A549-Zellen transient transfiziert, die 

Zellen anschließend in 0,1% BSA gehungert und mit oder ohne TGFβ1 (5ng/ml) behandelt. Die Zellen wurden 

nach 48 Stunden geerntet, lysiert und die Firefly-Luziferaseaktivität gemessen. Die Werte wurden auf die 

konstant exprimierte Renilla-Luziferaseaktivität normalisiert. 

 

Um zu untersuchen, ob die E2Fs direkt bei der Aktivierung von Vimentin durch TGFβ1 

beteiligt sind, wurden zwei verschiedene heterologe Reportergenkonstrukte des  

Vimentinpromotors in die A549-Zellen transfiziert und anschließend mit BSA oder TGFβ1 

behandelt. Interessanterweise kann der heterologe Vimentinpromotor durch die Mutation der 

proximalen E2F-Bindestelle nicht mehr aktiviert werden (Abb. 17E). Dies deutet an, dass die 

E2F-Bindestelle wichtig für die Aktivierung von Vimentin ist, dass E2Fs eine direkte Rolle 

dabei spielen und dass, obwohl der Verlust von E2F3 zu einer Hochregulierung von Vimentin 

führt, die Bindung der E2Fs notwendig für die Aktivierung von Vimentin durch TGFβ1 ist. 

Aus diesen Ergebnissen kann man schließen, dass die Herunterregulation von E2F3 zu einer 

Derepression von Vimentin und p21, nicht aber zu einer Veränderung der E-Cadherin-

Expression führt. Dies deutet an, dass E2F3 bei der EMT eine Rolle spielt, aber der alleinige 

Verlust von E2F3 nicht ausreicht, um den vollständigen Prozess der EMT zu beschleunigen. 

Die Derepression von Vimentin und p21 in den A549-Zellen durch den Verlust von E2F3 

unterstützt jedoch die in den MEFs gefundene Ergebnisse, die eine Sensibilisierung der E2f3-

/- MEFs gegenüber TGFβ1 zeigen. 
 

Die Identifizierung E2F3-abhängiger Metastasemarker 

TGFβ1 und Vimentin tragen beide zur Metastasierung von Tumoren bei und werden, wie in 

den vorhergegangenen Kapiteln gezeigt, durch E2F3 reguliert. Interessanterweise hat auch der 

Verlust von E2F3 in Rb-heterozygoten Mäusen Auswirkungen auf die Tumorprogression von 

medullären Schilddrüsenkarzinomen (MTCs). Ziebold et al. konnte zeigen, dass der Verlust 

von E2F3 zu einer Zunahme der Tumorgröße der MTCs führt und zudem viermal so häufig 

Metastasen (9% vs. 36%) gebildet werden, wohingegen der Verlust von E2F3 in der 
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Gehirnanhangsdrüse zu einem Rückgang dieser Tumore führt [122]. Dagegen bewirkt der 

Verlust von E2F1 in Rb+/- Mäusen einen Rückgang sowohl der Gehirnanhangsdrüsen- als 

auch Schilddrüsentumore und dokumentiert somit ausschließlich die onkogene Rolle von 

E2F1 bei pRB-defizienten Tumoren [115]. Die erhöhte Metastaserate der Rb-/-; E2f3-/- 

Schilddrüsenkarzinome deutet auf eine Funktion von E2F3 als Tumorsuppressor wenn nicht 

gar als Metastasesuppressor hin. 

 

Genexpressionsanalyse der metastatischen und nicht-metastatischen MTCs 

Um mögliche für die Metastasierung relevante E2F-Zielgene zu finden, wurde eine 

Microarrayanalyse der metastasischen und nicht-metastatischen MTCs der verschiedenen 

Genotypen durchgeführt. Dafür wurden 15 nicht-metastatische und 10 metastatische Tumore 

des Rb+/-, Rb+/-; E2f3+/- und Rb+/-; E2f3-/- Genotyps untersucht. Zuerst wurde nach Genen 

mit mehr als zweifach unterschiedlicher Expression zwischen metastatischen und nicht-

metastatischen Tumoren gesucht. Anschließend wurde ein t-Test durchgeführt, um die Liste 

von 245 auf 137 Gene zu reduzieren. Die vollständige Liste der Gene ist im Anhang in 

Tabelle 4 und die funktionelle Einteilung der Gene ist in Abb. 18A dargestellt.  

Aus der Liste ist zu erkennen, dass etwa ein Sechstel (23 von 137) der gefundenen Gene 

bereits bekannte E2F-regulierte Gene sind. Diese sind vor allem in der Zellzyklusregulation, 

Mitose, Chromatin und der DNA-Reparatur beteiligt. Darüber hinaus ist eine weitere größerer 

Gruppe in verschiedene Signalwege involviert. Demgegenüber steht eine Gruppe von Genen 

mit unterschiedlichen Funktionen (Metabolismus, Entzündung, Transport) und eine Reihe bis 

jetzt noch nicht klassifizierter Gene mit unbekannter Funktion. Jedoch ist keines der 

gefundenen Gene explizit als Metastasegen bekannt.  

 

Genexpressionsanalyse von Wildtyp und Rb-/-;E2f3-/- MEFs 

Da dieser Vergleich unabhängig vom Genotyp durchgeführt wurde, wurde eine weitere 

Microarrayanalyse mit Wildtyp und Rb-/-; E2f3-/- (DKO) asynchron wachsenden MEFs 

durchgeführt, um speziell pRB/E2F3-regulierte Gene zu identifizieren. Im Gegensatz zu den 

Einzelmutanten Rb-/- und E2f3-/- MEFs, haben die DKO-MEFs eine mit den Wildtyp-MEFs 

vergleichbare Dopplungsrate. Dies deutet an, dass sich pRB und E2F3 gegenseitig 

ausgleichen. Für die Microarrayanalyse wurden je drei Wildtyp mit drei DKO-MEF-Linien 

der Passage P4 verglichen. Die Liste der mehr als zweifach differentiell exprimierten Gene ist 

in Tabelle 5 im Anhang zu ersehen. Die Aufteilung der gefundenen Gene (Abb. 18B) zeigt 



                                                                                                                                    Ergebnisse 

44 

eine verblüffende Ähnlichkeit mit der der MTCs. Viele der aufgeführten Gene sind ebenfalls 

bekannte E2F-Gene. Die Gene, die sowohl in dem MTC-Microarray als auch in dem 

WT/DKO-Microarray vorkommen, sind in Tabelle 1 aufgeführt. 
 

 

Abb. 18: Funktionelle Einteilung der differentiell exprimierten Gene. (A) MTC-Microarray (B) WT/DKO-

Microarray  

 

Tabelle 1: Liste der differentiell exprimierten Gene, die sowohl beim Vergleich der metastatischen/nicht-

metastatischen Tumore als auch beim Vergleich der  Rb-/-; E2f3-/- /Wildtyp-MEFs über dem 

Schwellenwert liegen.  

Gen Beschreibung MTCa WT/DKOb 
Arg1 Lipocalin 7 -2.36 -2.28 
GTL2 GTL2 imprinted maternally expressed gene -2.26 -2.28 
ICBP90 Ubiquitin-like, containing PHD and RING finger domains,1 2.02 2.38 
Ccnb2 Cyclin B2 2.1 2.02 
Bub1 Budding uninhibited by benzimidazoles 1 homolog 2.12 2.14 
CRABP1 Cellular retinoic acid binding protein 1 2.12 2.98 
Cep55 Centrosomal protein 55 2.18 2.08 
Prc1 Protein regulator of cytokinesis 2.2 2.17 
CenpA Centromer autoantigen A 2.25 2.1 
Pola1 Polymerase, alpha 1 2.26 2.94 
Cks2 Cdc28 protein kinase regulatory subunit 2 2.34 2.16 
Ckap2 Cytoskeleton associated protein 2 2.43 2.15 
Tex15 Testis expressed gene 15 2.62 2.78 
Anln Anillin, actin bindning protein 3.03 2.17 

 
a MTC-Liste: Positives Vorzeichen: Gen hoch reguliert in den metastatischen gegenüber den nicht-
metastatischen MTCs. Negatives Vorzeichen: Gen herunter reguliert in den metastatischen gegenüber den nicht-
metastatischen MTCs 
b WT/DKO-Liste: Positives Vorzeichen: Gen hoch reguliert in Rb-/-; E2f3-/- gegenüber Wildtyp-MEFs 
Negatives Vorzeichen: Gen herunter reguliert in Rb-/-; E2f3-/- gegenüber Wildtyp-MEFs 
 

Sowohl bei der MTC-Liste als auch der WT/DKO-Liste fällt auf, dass viele in der 

Mitose/Cytokinese involvierte Gene aufgeführt sind, wovon nur wenige Gene als E2F-

reguliert bekannt sind. Interessanterweise sind die Genprodukte von RacGAP1 (auch 

MgcRacGAP genannt), Ect2, Prc1 und Cep55 sowohl bei der Bildung des Spindelapparats 
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während der Prometaphase als auch bei der Zentralspindel während der Cytokinese beteiligt 

und können sich teilweise gegenseitig binden und regulieren [285-289].  

Der MTC-Microarray impliziert, dass diese vier Gene in den metastatischen Tumoren hoch 

reguliert sind. Da diese Gene auch teilweise in der WT/DKO-Liste erscheinen, deutet dies auf 

eine sowohl Metastase- als auch pRB/E2F-abhängige Regulation hin. Zudem konnte gezeigt 

werden, dass die Überexpression von Mad2, eine Komponente des Spindelkontrollpunktes, 

zur Tumorinduktion führt [290]. Dies bedeutet, dass Mitose-regulierende Gene bei der 

Tumorinduktion und möglicherweise auch bei der Tumorprogression eine Rolle spielen. 

Deswegen war es interessant zu untersuchen, ob diese vier Gene tatsächlich in metastatischen 

MTCs hoch reguliert werden, ob auch in humanen Schilddrüsentumoren eine Deregulation zu 

finden ist und ob diese Gene durch pRB/E2F3 reguliert werden. 

 

RacGAP1, Ect2, Prc1 und Cep55 sind mögliche humane Metastasemarker 

Um diese Fragen zu untersuchen, wurde die Expression von RacGAP1, Ect2, Prc1 und Cep55 

in fünf metastatischen und fünf nicht-metastatischen MTCs mittels qPCR-Analyse untersucht 

(Abb. 19A). Die differentielle Expression zwischen den metastatischen und nicht-

metastatischen Tumoren konnte für RacGAP1, Ect2, Prc1 und Cep55 verifiziert werden, 

wobei die größte Deregulation (fünffach) für Ect2 zu detektieren ist. Demgegenüber wird 

RacGAP1 nur dreifach hoch reguliert. Prc1 und Cep55 liegen mit 3,8-facher respektive 4,5-

facher Deregulation dazwischen. Die differentielle Expression der Gene zwischen den 

metastatischen und nicht-metastatischen Tumoren ist für alle statistisch signifikant (p< 0,01). 

Die Analyse zeigt, dass RacGAP1, Ect2, Cep55 und Prc1 in den metastatischen MTC-

Tumoren hoch reguliert werden. Da diese Expressionsanalyse auf murine Tumore begrenzt 

war, wir aber vor allem an der Verwendung dieser Metastasemarker bei humanen Tumoren 

interessiert sind, untersuchte ich Normalgewebe oder Proben von Patienten, die den häufig 

durch Jodmangel hervorgerufenen, aber gutartigen Kropf (Struma nodosa) entwickelt hatten 

und verglich diese mit Proben von Patienten, die ein bereits metastasiertes medulläres 

Schilddrüsenkarzinom (MTC) aufwiesen. Die RNA-Proben erhielten wir von Kathrin 

Hammje und Cuong Hoang-Vu von der Martin-Luther-Universität in Halle. Die qPCR-

Analyse der 11 Struma nodosa-Biopsien und 12 MTC-Biopsien ergab, dass Ect2, Cep55 und 

Prc1 signifikant in den metastatischen Tumoren hoch reguliert werden (Abb. 19B, p<0,005). 

Für RacGAP1 konnte keine signifikante differentielle Expression festgestellt werden. Darüber 

hinaus liegt die Hochregulation von Ect2, Cep55 und Prc1 nicht an einer erhöhten 

Proliferationsrate, da Mcm6 nicht differentiell reguliert wird (persönliche Mitteilung Kirsten 
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Vormbrock). Dies bedeutet, dass durch den Vergleich muriner metastastischer mit nicht-

metastatischen MTCs die Identifizierung von Metastasenmarkern, die auf humane Tumore 

angewendet werden können, möglich ist. 

 

 

Abb. 19: RacGAP1, Ect2, Prc1 und Cep55 sind differentiell in murinen und humanen metastatischen zu 

nicht-metastatischen MTCs exprimiert. (A) qPCR-Analyse von fünf metastatischen und fünf nicht-

metastatischen Maustumoren. RNA wurde aus den Tumoren isoliert, in cDNA umgeschrieben und auf die 

Expression von RacGAP1, Ect2, Prc1 und Cep55 untersucht. (B) qPCR-Analyse von 12 menschlichen 

metastatischen MTC-Biopsien und 11 menschlichen Normalgewebe/ Struma nodosa-Biopsien. Die erhaltene 

RNA wurde in cDNA umgeschrieben und auf die Expression von RacGAP1, Ect2, Prc1 und Cep55 untersucht.  

 

RacGAP1, Ect2, Prc1 und Cep55 sind potentielle E2F-Gene 

Die Expression von RacGAP1, Ect2, Prc1 und Cep55 wurde auch in MEFs mit verschiedenen 

Genotypen untersucht. Hierbei zeigte sich, dass diese vier Gene in den Rb-/- MEFs stark hoch 

reguliert werden. In den DKO-MEFs ist die Expression im Vergleich zu den Wildtyp-MEFs 

ebenfalls erhöht, aber nicht so stark wie in den Rb-defizienten MEFs (Abb. 20). Dagegen 

werden RacGAP1, Ect2, Prc1 und Cep55 in den E2f3-/- MEFs nicht differentiell exprimiert. 

Interessanterweise gleicht das Expressionsprofil dieser vier Gene dem bereits bekannter E2F-

Gene wie Mcm6 und p107. Dies suggeriert ein ähnliche und damit pRB/E2F-abhängige 

Regulation von RacGAP1, Ect2, Prc1 und Cep55. 
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Abb. 20: RacGAP1, Ect2, Prc1 und Cep55 sind unterschiedlich in Rb-/- und Rb-/-; E2f3-/- MEFs 

exprimiert. qPCR-Analyse von RNA/cDNA isoliert aus asynchron wachsenden Wildtyp, E2f3-/-, Rb-/- und Rb-

/-; E2f3-/- MEFs. Mcm6 und p107 sind bekannte E2F-Gene und weisen ein sehr ähnliches Expressionsprofil auf. 

 

Abb. 21: RacGAP1, Ect2, Prc1 und Cep55 sind zellzyklusabhängig in Wildtyp-MEFs exprimiert. qPCR-

Analyse von RNA/cDNA isoliert aus synchronisierten Wildtyp-MEFs. Expression von Mcm6 und p107 dient zur 

Kontrolle des S-Phase-Wiedereintritts und als Vergleich mit bereits bekannten E2F-Genen 

 

RacGAP1, Ect2, Prc1 und Cep55 sind für ihre Rolle bei der Mitose bekannt. Da viele E2F-

Gene zellzyklusspezifisch reguliert werden, wurde die Expression von RacGAP1, Ect2, Prc1 

und Cep55 während eines synchronen Zellzyklus in Wildtyp-MEFs untersucht. Alle vier 

Gene zeigen eine sehr ähnliche, S/G2-spezifische Hochregulation während des Zellzyklusses, 
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die etwas versetzt zu Mcm6, einem typischen S-Phase-Marker, stattfindet (Abb. 21). Dies ist 

konsistent mit [291,292] und impliziert, dass RacGAP1, Ect2, Prc1 und Cep55 durch den 

pRB/E2F-Signalweg reguliert werden. 

 

So konnten wir durch Analyse von murinen metastatischen und nicht-metastatitschen 

medullären Schilddrüsenkarzinomen und primären MEFs mit spezifischen Genotyp 

Markergene identifizieren, die sowohl in murinen als auch in humanen metastasierenden 

Schilddrüsentumoren hoch reguliert werden. Zudem weisen diese Gene eine Genotyp- 

abhängige Genexpression auf, was auf eine pRB/E2F-abhängige Regulation hindeutet. Ob der 

pRB/E2F-Signalweg auch in humanen Schilddrüsentumoren eine Rolle spielt und wie diese 

Gene zur Metastasierung beitragen, müssen weiterführende Analysen klären, die über das Ziel 

dieser Arbeit hinausgehen. 
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Diskussion 

 

In dieser Arbeit wurden zwei Fragen untersucht: zum einen, ob neben dem p53-Signalweg 

auch der TGFβ1-Signalweg in den E2f3-/- MEFs dereguliert wird und ob TGFβ1 zum 

Proliferationsdefekt der mutanten Zellen beitragen kann. Zum anderen, ob mithilfe des  

metastasierenden Rb+/-; E2f3-/- Mausmodells neue Gene identifiziert werden können, die 

auch bei humanen Tumoren als Metastasemarker verwandt werden können. Die Ergebnisse 

werden im Folgenden diskutiert.  

 

Der Verlust von E2F3 führt zur Deregulation des TGFβ1-Signalwegs 

Durch Analysen von primären Mausembryonalen Fibroblasten konnte ich zeigen, dass durch 

den Verlust von E2F3 in sowohl asynchronen als auch synchronisierten MEFs Tgfb1 hoch 

reguliert wird und dies zu einer erhöhten Sekretion des TGFβ1-Proteins führt (Abb. 7 und 

Abb. 8). Die in den Mutanten stark erhöhte Expression von TGFβ1 in der G1-Phase, die 

einhergeht mit einer erhöhten Phosphorylierung von SMAD2 in der S-Phase, ist interessant, 

da gezeigt werden konnte, dass TGFβ1 den Übergang von G1- zu S-Phase hemmen und damit 

die G1-Phase verlängern kann [209]. Da E2f3-/- MEFs nach einer Zeit des Hungerns nur sehr 

erschwert in die S-Phase wieder eintreten können und damit eine längere G1-Phase aufweisen 

[127], könnte dieser Defekt durch eine hohe TGFβ1-Produktion in der frühen G1-Phase der 

E2f3-/- MEFs verursacht werden. Sudarshan et al. konnte zeigen, dass die Nullmutation von 

Tgfb1 zu einem erhöhten Wachstum und schnelleren Zellzyklus führt. Zudem konnte ein 

neutralisierender TGFβ1-Antikörper das Wachstum immortalisierter Wildtyp-MEFs erheblich 

verbessern [210]. Allerdings konnte ich den Wachstumsdefekt der E2f3-/- MEFs mithilfe des 

ALK-Inhibitors SB-431542 [293,294] nicht beheben, da in meinen Analysen alle getesteten 

Konzentrationen des Inhibitors von den primären MEFs nicht über einen längeren Zeitraum 

toleriert wurden (Daten nicht gezeigt). Um dieser Frage nachzugehen, müssen in der Zukunft 

der experimentelle Aufbau neu überdacht und immortalisierte MEFs oder andere TGFβ-

Inhibitoren verwandt werden. 

Neben einer erhöhten TGFβ1-Produktion und SMAD-Phosphorylierung konnte ich auch eine 

erhöhte Expression typischer TGFβ1-regulierter Zielgene wie PAI-1, p21, Vimentin und 

Fibronectin in den E2f3-/- MEFs nachweisen (Abb. 8). Interessanterweise nimmt die 

Expression von Tgfb1 und der Zielgene durch das Passagieren der E2f3-defizienten Zellen zu, 
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wohingegen die Expression dieser Gene in den Wildtyp-MEFs weitgehend unverändert bleibt 

(Abb. 9B). Das bedeutet, dass der Phänotyp des E2F3-Verlusts durch wiederholtes 

Passagieren verstärkt wird, aber dass das Passagieren der Wildtyp-Zellen scheinbar keine 

Auswirkung auf die Expression dieser Gene hat. E2F3 ist also essentiell, um Tgfb1 und PAI-1, 

p21, Vimentin und Fibronectin sowie p19 und E2f1 über mehrere Passagen zu reprimieren. Da 

ich zeigen konnte, dass schon junge Passagen der E2f3-/- MEFs, wenn sie mit TGFβ1 

behandelt werden, zur Deregulation von Tgfb1, PAI-1, p21, Vimentin, Id1 und E2f1 neigen 

(Abb. 14), schließen wir aus diesen Ergebnissen, dass der Verlust von E2F3 für die 

Deregulation verantwortlich ist, aber erst durch zusätzliche Faktoren wie exogenes oder über 

die Passagen akkumuliertes TGFβ1 richtig zum Tragen kommt. Dies suggeriert, dass die 

erhöhte Sekretion von TGFβ1 durch die Passagierung oder die exogene Zugabe von TGFβ1 

den Phänotyp der Zellen verstärkt, aber nicht der ursprüngliche Grund dafür ist.    

 

E2f3-/- MEFs sind prädisponiert für Seneszenz 

Da primäre Fibroblasten eine begrenzte Replikationsspanne haben, führt wiederholtes 

Passagieren zur Seneszenz [9,295]. Deswegen ist nicht auszuschließen, dass Seneszenz oder 

Seneszenz-auslösende Faktoren wie Zellkulturstress durch hohe Sauerstoffwerte oder 

Serumfaktoren zur Deregulation der E2f3-/- MEFs beitragen [296]. Dass die zelluläre 

Seneszenz einen Einfluss auf die TGFβ1-Sekretion hat, konnte Tremain et al. in primären 

Keratinozyten beobachten, da durch die v-Ras induzierte Seneszenz TGFβ1 stark hoch 

reguliert wurde [224]. Andererseits kann auch chronische Exposition gegenüber TGFβ1 

Seneszenz induzieren [221,222,225]. Da E2f3-/- MEFs mit zunehmender Passage TGFβ1 

hoch regulieren, könnte dies auf Seneszenz hinweisen. Zudem können wir zeigen, dass bereits 

junge E2f3-defiziente MEFs im Vergleich zu Wildtyp-MEFs eine höhere Seneszenzrate 

aufweisen und früher ihre Proliferationskapazität verlieren (Abb. 12D-F). Damit 

übereinstimmend werden PAI-1, Vimentin und p19 hoch reguliert (Abb. 9B), deren erhöhte 

Expression mit Seneszenz in Fibroblasten korreliert [184,275-277]. Interessanterweise sehen 

wir auch eine erhöhte Expression von E2F1, das unter bestimmten Bedingungen in humanen 

Fibroblasten Seneszenz induzieren kann [297]. Weitere Ergebnisse in Mel18-/- MEFs deuten 

darauf hin, dass E2F3B zusammen mit dem Polycomb-Protein Ring1b bei der Repression des 

p19ARF-Promotors zur Verhinderung der verfrühten Seneszenz eine Rolle spielt [298]. 

Umgekehrt wurde auch für überexprimiertes E2F3A, möglicherweise in Abhängigkeit von 

E2F1, eine Seneszenz-induzierende Rolle in der Gehirnanhangsdrüse nahe gelegt [299]. 
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Jedoch hat in früheren Studien ein so genannter vergleichender 3T3-Assay der Wildtyp und 

E2f3-/- MEFs keinen Hinweis auf eine verfrühte Seneszenz ergeben [127,129]. Demnach ist 

die Rolle von E2F3 bei der Seneszenz kontrovers und hängt möglicherweise vom Zelltyp und 

Zeitpunkt der Untersuchung ab, denn für den 3T3-Assay wurden MEFs ab Passage 4 

verwandt. Zu diesem Zeitpunkt hat in meinen Versuchen bereits die Proliferationskapazität 

der E2f3-/- MEFs stark abgenommen. Darüber hinaus wurden in den früheren Studien keine 

weitere Seneszenzmarker untersucht. Zu dieser Diskrepanz können Unterschiede in Medium 

oder Serum beitragen, da gezeigt werden konnte, dass ein hoher Glucose-Anteil im Medium 

zu einer erhöhten TGFβ1-Produktion beitragen kann [300,301].  

Ob nun die Prädisposition zur Seneszenz der E2f3-/- MEFs zur erhöhten TGFβ1-Sekretion 

oder die erhöhte Sensibilisierung gegenüber TGFβ1 zur Seneszenz führt, konnte letztlich 

noch nicht endgültig geklärt werden. Da beide Effekte sich gegenseitig bedingen, ist dies kein 

triviales Problem. Beide Faktoren können zum Phänotyp der E2f3-/- MEFs beitragen, jedoch 

ist der Verlust von E2F3 ausschlaggebend für sowohl Seneszenz als auch die Deregulation 

von TGFβ1 in den MEFs. Damit gibt meine Untersuchung einen ersten wichtigen Hinweis 

auf die enge Verknüpfung von E2F3 und TGFβ1. 

 

E2F3 und E2F1 binden an die Promotoren von Tgfb1, PAI-1, p21, Vimentin und 

Fibronectin in vivo 

Der Verlust von E2F3 führt zur Derepression von Tgfb1, PAI-1, p21, Vimentin und 

Fibronectin. Wir können zeigen, dass E2F3 und E2F1, jedoch kaum E2F4, an die Promotoren 

der untersuchten Gene in vivo bindet. Dies ist ein deutlicher Unterschied zu bereits bekannten 

zellzyklusregulierten E2F-Gene wie Cdc2 und b-myb, an deren Promotoren in asynchron 

wachsenden Zellen sowohl E2F1, E2F3 als auch E2F4 bindet (Abb. 10B) [30]. Dies deutet 

auf einen neuen Regulationsmechanismus hin, wie auch die Expressionsprofile der 

untersuchten Gene vermuten lassen. Typische E2F-abhängige Zellzyklusgene wie Mcm6 und 

p107 werden in der G1/S-Phase hoch reguliert und sind in E2f3-/- MEFs kaum exprimiert 

[126-128]. Das bedeutet, E2F3 ist für die Aktivierbarkeit dieser Gene essentiell. Dagegen 

sehen wir eine Hochregulation von Tgfb1 und Zielgene in E2f3-/- MEFs (Abb. 7 und Abb. 8). 

Dies suggeriert, dass E2F3 hier für die langfristige Repression dieser Gene zuständig ist. 

E2F1 bindet ebenfalls an die Promotoren der TGFβ1-regulierten Gene. Interessanterweise 

sehen wir eine Hochregulation der E2F1-Expression in asynchron wachsenden E2f3-/- MEFs 

und in den Lungen von E2f3-defizienter Embryonen (Abb. 9 und Abb. 11). Außerdem scheint 
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E2F1 in Wildtyp-MEFs mit geringerer Affinität als E2F3 an die Promotoren von Tgfb1 und 

p21 zu binden und wird durch TGFβ1 möglicherweise an die Promotoren von Tgfb1, p21 und 

PAI-1 rekrutiert (Abb. 10 und Abb. 15). Diese Ergebnisse werfen die Frage auf, ob E2F1 hier 

aktivierend wirken könnte. Mehrere Studien konnten für E2F1 eine Rolle bei der Regulation 

von Tgfb1, PAI-1, Fibronectin und p21 nahe legen. So konnte gezeigt werden, dass E2F1 in 

Abhängigkeit des large T-Antigens ein heteorologes Reportergenkonstrukt des Tgfb1-

Promotors aktivieren kann [270]. Ebenso konnte ein heterologes Reportergenkonstrukt des 

p21-Promotors durch die Überexpression von E2F1 aktiviert werden [272]. Eine weitere 

Studie konnte einen Zusammenhang zwischen Fibronectin und einer mutanten Form von 

E2F1 (E2Fd87) herstellen, wobei die Expression des mutanten E2Fs eine Reduktion von 

Fibronectin bewirkt [271]. Dagegen korreliert die Expression von E2F1 und PAI-1 in 

reziproker Weise und ein heterologer PAI-1-Promotorreporter kann durch E2F1 reprimiert 

werden [273,302]. Letzteres widerspricht einer aktivierenden Rolle von E2F1 während der 

TGFβ1-induzierten PAI-1-Expression. Dafür unterstützen die Studie des Tgfb1- und des p21-

Promotors unsere ChIP-Ergebnisse. Allerdings können Luziferaseassays und E2F-

Überexpression nicht die in vivo-Situation bezüglich Chromatinmodifikation und wichtiger 

Kofaktoren mit einbeziehen. Somit sind unsere Ergebnisse die ersten Daten, die die 

Expression von Tgfb1, PAI-1, p21 und Fibronectin in Zusammenhang mit E2F3 und die 

Präsenz der E2Fs an deren Promotoren in vivo untersucht. Zudem konnte ich Vimentin, das 

ebenfalls durch TGFβ1 reguliert wird, als neues E2F-Zielgen identifizieren. 

Interessanterweise deuten meine in silico-Analysen an, dass es kaum TGFβ1-Zielgene ohne 

E2F-Bindestelle gibt und dass möglicherweise noch viele weitere so regulierte Gene 

identifiziert werden können (Daten nicht gezeigt). 

Unsere Ergebnisse zeigen, dass E2F3 eine wichtige reprimierende Rolle bei der Regulation 

von Tgfb1, PAI-1, p21, Vimentin und Fibronectin spielt. Nicht geklärt ist, ob der E2F3-

Verlust allein zur Derepression führt, ob E2F3A und E2F3B unterschiedliche Funktionen 

ausüben oder ob E2F1 tatsächlich eine aktivierende Rolle spielt. Die Möglichkeit, dass E2F3 

und E2F1 unterschiedlich zur Deregulation beitragen, ist sehr interessant, da dies zum ersten 

Mal eine antagonistische Funktion von E2F1 und E2F3 bei der Genregulation vermuten lässt 

und die massiven Unterschiede der jeweiligen Nullmutation in der Maus erklären könnte.  

Da die E2f1-/-; E2f3-/- Embryonen zu früh (E9.5) sterben [136], kann letztendlich nur das 

gezielte Ausschalten von E2F1 in Wildtyp und E2f3-/- MEFs durch shRNA die Frage klären, 

ob E2F1 eine antagonistische oder kompensatorische Funktion zu E2F3 ausübt. Zum jetzigen 

Zeitpunkt können wir zu dieser Frage noch keine Aussage machen, entsprechende Analysen 
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werden gerade unternommen. Um die Unterschiede zwischen E2F3A und E2F3B zu 

untersuchen, habe ich bereits einen ersten Versuch durchgeführt. Dabei konnte ich zeigen, 

dass die Überexpression von entweder E2F3A oder E2F3B die TGFβ1-induzierte Expression 

von PAI-1 und p21 komplett reprimieren kann (Daten nicht gezeigt). Dagegen hat die 

Überexpression von E2F3A oder E2F3B keine Auswirkung auf die autokrine Regulation von 

Tgfb1. Möglicherweise müssen hierzu beide E2F3-Isoformen überexprimiert werden. Dieser 

Versuch muss jedoch wiederholt und verifiziert werden. 

Weiterhin darf man nicht die Möglichkeit unerwähnt lassen, dass weitere Transkriptions-

faktoren wie SMADs, p53 oder TFE3, die teils mit den E2Fs und teils miteinander 

interagieren können [134,186,196,216,303], eine wichtige Rolle bei der Deregulation von 

Tgfb1, PAI-1, p21, Vimentin und Fibronectin spielen. Jedoch können wir zeigen, dass p53 für 

die autokrine Regulation von Tgfb1 irrelevant ist (Abb. 16). 

 

TGFβ1 ist in E2f3-defizienten Lungen überexprimiert 

Durch eine vergleichende Expressionsanalyse von verschiedenen Organen von Wildtyp und 

E2f3-/- Embryonen konnte ich eine Hochregulation von Tgfb1, Vimentin, Fibronectin und p21 

speziell in den Lungen der E2f3-defizienten Embryonen feststellen. Dies geht einher mit einer 

erhöhten TGFβ1-Proteinexpression und Phosphorylierung von SMAD2 (Abb. 11). Die Lunge 

ist interessant, da der pRB/E2F-Signalweg eine wichtige Rolle bei der Lungenentwicklung 

spielt. So fehlen in Rb-/- sowie Rb-/-; E2f3-/- Embryonen die alveolaren Räume und Rb-/- 

Chimären entwickeln Hyperplasien neuroendokrinen Ursprungs, die als Vorläufer des 

kleinzelligen Lungentumors gelten [116,304,305]. Interessanterweise kann auch in den E2f3-

/- Embryonen eine veränderte Entwicklung der Lunge beobachtet werden (unpublizierte 

Daten Ulrike Ziebold). Die Entwicklung der Lunge fängt in Mäusen am Tag E9.5 an und 

entsteht aus endodermalen Epithel des Vordarms, das sich ins umgebende Mesenchym 

ausweitet. Dieses Epithel entwickelt sich zu Bronchiolen durch schnelles Wachstum und 

Verzweigung, wobei zur Bildung der Verzweigungen Wachstum an der Knospe und 

Hemmung des Wachstums an der Verzweigungsspalte notwendig ist [306,307]. Während 

dieser Entwicklungsphase kann TGFβ1 im Stroma entlang der proximalen Atemwege und an 

den Verzweigungsspalten detektiert werden [308,309]. Zudem kann TGFβ1 die 

tracheobronchiale Entwicklung in Organkulturen inhibieren [310]. Dies bedeutet, dass eine 

Deregulation des TGFβ1-Signalwegs zu einer veränderten Lungenmorphologie führen kann. 

Allerdings scheint pRB für den TGFβ1-induzierten Wachstumsarrest in den Lungen nicht 
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essentiell zu sein, da Rb-defiziente wie Wildtyp-Lungenkulturen auf TGFβ1 reagieren [311]. 

Dies steht im Widerspruch zu den Rb-/- MEFs, die resistent gegenüber TGFβ1-induziertem 

Wachstumsarrest sind [214] und könnte auf die unterschiedlich verwandten Zellsysteme 

(epithelial gegenüber mesenchymal) zurückzuführen sein.   

Nichtsdestotrotz könnte eine erhöhte Expression von TGFβ1 in den E2f3-/- Embryonen zu der 

veränderten Lungenentwicklung führen. Leider sind dies bisher nur korrelative Daten. Diese 

müssten durch weitere Expressionsanalysen in vivo und Kreuzungen mit Tgfb1+/- Mäusen, 

untermauert werden, um zu prüfen, ob eine verringerte Expression von Tgfb1 die Entwicklung 

der E2f3-/- Embryonen positiv beeinflusst. 

 

Der Verlust von E2F3 führt zu einer Sensibilisierung gegenüber TGFβ1 

Wir konnten in den oben diskutierten Ergebnissen zeigen, dass durch den Verlust von E2F3 

TGFβ1 und TGFβ1-induzierte Gene dereprimiert werden. Da TGFβ1 auch auf den 

pRB/E2F3-Signalweg wirken kann, untersuchte ich ebenfalls die Wirkung von TGFβ1 auf die 

E2f3-/- im Vergleich zu den Wildtyp-MEFs. Dadurch konnte gezeigt werden, dass E2f3-/- 

MEFs wesentlich sensibler auf TGFβ1 sowohl in Bezug auf Wachstumsarrest als auch bei der 

Induktion von Tgfb1, PAI-1, p21 und Id1 reagieren (Abb. 12 und Abb. 14). 

Auch A549-Lungenkarzinomzellen werden durch die Herrunterregulation von E2F3 

gegenüber TGFβ1 sensibilisiert. A549(shE2F3)-Zellen zeigen, wie E2f3-/- MEFs, nach 

TGFβ1-Behandlung eine verstärkte Vimentin- und p21-Expression (Abb. 17). Vimentin ist 

ein wichtiger Marker für die epitheliale mesenchymale Transition (EMT) [233,312]. Jedoch 

konnten Analysen der E-Cadherin-Expression den Verdacht, dass der Verlust von E2F3 den 

vollständigen Prozess der EMT beschleunigt, nicht erhärten. Möglicherweise war hierfür die 

Herunterregulation von E2F3 nicht stark genug oder weitere Faktoren kooperieren dabei. 

Unsere Ergebnisse deuten an, dass sowohl epitheliale als auch mesenchymale Zellen durch 

E2F3-Verlust eine veränderte TGFβ1-Antwort aufweisen und dass auch die 

Lungenepithelzellen der E2f3-/- Embryonen gegenüber der erhöhten TGFβ1-Sekretion 

sensibilisiert sein und zum Lungenphänotyp beitragen können.  

Demzufolge kann sich eine veränderte E2F3-Expression auch auf das Verhalten von 

Tumorzellen auswirken. Vimentin, als Marker für die EMT, wird mit erhöhter Migration und 

Metastasierung in Verbindung gebracht [240,313]. Interessanterweise weisen E2f3-/- MEFs 

eine um 60% erhöhte Migrationsrate auf (Daten nicht gezeigt). Zudem wird in vielen späten 

Stadien aggressiver Tumore ein Anstieg an TGFβ1 beobachtet, was mit einer hohen 
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Metastasenrate korreliert [258,263]. Da der Verlust von E2F3 zu einer Erhöhung von sowohl 

TGFβ1-Sekretion als auch Vimentin-Expression führt, könnte eine verminderte E2F3-

Expression in Tumorzellen die Metastasierungsrate erhöhen. In frühen Tumorstadien hemmt 

TGFβ1 jedoch das Tumorwachstum und, wie unsere Daten nahe legen, könnte herunter 

reguliertes E2F3 diese Antwort verstärken. 

E2F3 ist das am besten untersuchte E2F bezüglich seiner Expression in humanen Tumoren. 

Die Überexpression von E2F3 wurde in einer Reihe von Tumorarten untersucht und konnte in 

Blasen-, Prostata-, Ovar- und Lungenkrebs sowie in Retinoblastomen detektiert und mit 

erhöhter Proliferation, höherem Tumorgrad und fortgeschrittenem Tumorstadium korreliert 

werden [137,139-144]. Überexprimiertes E2F3 könnte letztlich aber zu einer Resistenz 

gegenüber TGFβ1 führen, wie es für E2F1 in Lungenepithelzellen und Magenkrebszellen 

angedeutet wurde [314,315]. Diese gerade publizierte Studie von Petrocca et al. involviert 

E2F1 in die Regulation des microRNA-Clusters miR106b-25, das die Resistenz gegenüber 

TGFβ1 vermittelt. Ob dieses oder ein ähnliches microRNA-Cluster auch von E2F3 reguliert 

wird, ist nicht bekannt und könnte Teil weiterer Untersuchungen sein.  

So könnte die Überexpression von E2F3 durch TGFβ1-Resistenz ein verstärktes 

Tumorwachstum begünstigen, doch die TGFβ1-induzierte Tumorprogression verhindern. 

Eine verminderte E2F3-Expression könnte zu Tumoren mit einer erhöhten Sensitivität 

gegenüber TGFβ1 führen, die zwar langsamer wachsen, aber vermehrt metastasieren. Dieser 

Ansatz wird durch die  Ergebnisse unterstützt, die zeigen, dass die Inaktivierung des TGFβ1-

Signalwegs zu schnell wachsenden, aber weniger aggressiven Tumoren führt, wohingegen die 

Aktivierung des TGFβ1-Signalwegs ein verzögertes Tumorwachstum mit nachfolgender 

erhöhter Tumorprogression und Metastasierung bewirkt [266]. Allerdings wird diese 

dogmatische Sicht mehr und mehr in Frage gestellt, da auch die Inaktivierung des TGFβ1-

Signalwegs in murinen Brusttumormodellen unter Verwendung anderer Cre-Linien zu 

aggressiven Tumore führen kann [316-318]. Demnach ist die Frage der Zell- und 

Organspezifität ein wichtiger Punkt für die TGFβ1-Wirkung während der Tumorprogression. 

Zudem konnte auch für E2F3 eine organspezifische Tumorsuppressorfunktion in murinen 

MTC-Tumoren gezeigt werden, wohingegen E2F3 in der Gehirnanhangsdrüse als Onkogen 

agiert [122].  

Um das Verhältnis von E2F3 und TGFβ1 in Tumoren genau aufzuklären, müsste konsequent 

nach veränderten E2F3-Expression in Bezug auf TGFβ1-Expression in Tumoren der 
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verschiedenen Organe gesucht werden, da es meines Wissens nach bis jetzt keine Studien 

über eine verminderte E2F3-Expression in humanen Tumoren gibt.  

 

Die Verwendung des Rb/E2f3-Mausmodels 

Der erste Anhaltspunkt für die Theorie, dass eine verminderte E2F3-Expression zur 

Tumorprogression beitragen kann, gibt das Rb/E2f3-defiziente Mausmodell. Der Verlust von 

E2F3 führt hierbei zu einer erhöhten Metastaserate der medullären Schilddrüsentumore 

(MTCs) [122]. Um die Gründe dafür zu untersuchen, habe ich die Genexpressionsprofile 

metastatischer und nicht-metastatischer MTCs in einer Microarrayanalyse verglichen. Um 

pRB/E2F3-regulierte Zielgene darin zu identifizieren, wurde von mir auch eine 

Microarrayanalyse mit Wildtyp und Rb-/-; E2f3-/- MEFs durchgeführt (vollständige Listen im 

Anhang Tabelle 4 und 5). Sowohl beim Vergleich der Tumor-Microarrays als auch der 

WT/DKO-Microarrays wurden viele bereits bekannte E2F-Genen heraus filtriert, die als 

positive Kontrolle für die Verlässlichkeit der Microarrays dienten (vgl. [105,106,319]). 

Bedauerlicherweise konnte ich weder Tgfb1 noch TGFβ1-regulierte Gene identifizieren. 

Letzteres könnte mit dem untersuchten Tumormaterial zusammenhängen, da wir für den 

Microarray zentrale Tumorbereiche verwandten, um möglichst reines Tumormaterial zu 

erhalten. In humanen Tumoren wird TGFβ1 jedoch vor allem mit der EMT in der invasiven 

Front assoziiert [263,320,321]. 

Dass Tgfb1 auch im Vergleich der WT/DKO-Microarrays nicht identifiziert wurde, könnte 

darin begründet sein, dass für diese Analysen asynchron wachsende Passage 4 MEFs 

verwandt wurden. Wie bereits oben erklärt, kann zu diesem Zeitpunkt nur ein leichte 

Deregulation in der qPCR-Analyse von Tgfb1 in E2f3-/- MEFs nachgewiesen werden. 

Möglicherweise liegt diese Deregulation also unterhalb der strengen Filterbedingungen der 

Microarrayanalyse. 

 

Ect2, RacGAP1, Cep55 oder Prc1 sind neue Marker für die murine und möglicherweise 

auch für die humane Metastasierung 

Interessanterweise wurde sowohl in dem Tumormicroarray als auch in dem WT/DKO-

Microarray ein großer Anteil an Genen herausgefiltert, die in der Mitose und Cytokinese 

involviert sind. Durch eine vergleichende Expressionsanalyse von murinen und humanen 

Schilddrüsengeweben konnte ich zeigen, dass Ect2, Prc1 und Cep55 in sowohl murinen als 

auch humanen metastatischen MTCs signifikant hoch reguliert werden (Abb. 19). Dagegen 
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wird RacGAP1 nur in murinen metastatischen MTCs signifikant hoch reguliert. Für aller vier 

Gene können wir eine pRB/E2F-abhängige Expression feststellen, die den typischen E2F-

Genen ähnlich ist (Abb. 20 und Abb. 21).  

Die Analyse dieser Gene war deswegen interessant, da alle vier in den gleichen Prozessen wie 

Chromosomensegregation während der Prometaphase und Bildung der Zentralspindel 

während der Cytokinese involviert sind und teilweise miteinander interagieren können. Somit 

deutet ihre veränderte Expression die Deregulation eines ganzen Signalwegs an [287,289, 

291,322-325]. Darüber hinaus ist Ect2 als Onkogen bekannt und korreliert mit schlechter 

Prognose bei Glioma-Patienten [326,327]. RacGAP1, Prc1 oder Cep55 sind zwar bis jetzt 

nicht als Onkogene etabliert,  RacGAP1 wurde aber zusammen mit E2F3 in Ovarkarzinomen 

und Prc1 in Brustkrebs hoch reguliert gefunden [137,328], was auf eine Rolle als Onkogen 

hindeutet.  

Welcher Mechanismus der tumorprogressiven Wirkung zu Grunde liegt, ist noch unklar. 

Jedoch können Ect2 als GDP-exchange-factor (GEF), RacGAP1 als GTP-activating-protein 

(GAP) und Prc1 als Inhibitor von RacGAP1 die so genannten small GTPasen Cdc42 und 

RhoA in der Mitose regulieren [286,292,329]. Man kann darüber spekulieren, ob diese 

Proteine, wenn sie überexprimiert sind, auch außerhalb der Mitose die small GTPasen 

regulieren können, die in vielen Tumoren bei der Invasion und Metastasierung involviert sind 

[330]. Zudem ist bekannt, dass Ect2 für seine transformierende Wirkung RhoA aktiviert 

[331]. Des Weiteren spielen Ect2 und RacGAP1 eine Rolle bei der Polarität epithelialer 

Zellen und Lokalisation der STAT-Transkriptionsfaktoren [332-336]. Beides sind Faktoren, 

die zur Tumorentwicklung beitragen können. 

Letztlich könnte auch eine abnormale Chromosomensegregation zu einer erhöhten 

chromosomalen Instabilität führen, die ebenfalls zur Tumorbildung und möglicherweise 

Tumorprogression beitragen kann [290]. Für diese Möglichkeit spricht auch die Tatsache, 

dass wir in unseren Microarrays noch weitere Centromer-spezifische Proteine wie CenpA und 

CenpF gefunden haben, die eine zentrale Rolle bei der Chromosomensegregation spielen und 

zudem mit der Progression in humanen Tumoren korreliert (persönliche Mitteilung Kirsten 

Vormbrock) [337-339].  

Die Rolle bei der Tumorentstehung ist für Mitose-regulierende Proteine etabliert. Allerdings 

ist es neu und höchst interessant, dass wir eine Korrelation der Expression von  Ect2, 

RacGAP1, Prc1 und Cep55 und anderen, hier nicht besprochenen Mitose-regulierten Genen 

mit der Tumorprogression und Metastasierung muriner und humaner Tumore beobachten, was 

eine Metastasefunktion dieser Gene andeutet. Weitere Experimente, um die potentielle 
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Metastase-fördernde Rolle der in den Microarrays gefundenen Gene und den zu Grunde 

liegenden Mechanismen zu analysieren, werden von Kirsten Vormbrock in ihrer Doktorarbeit 

durchgeführt. 

 

Unsere Hypothese, dass weitere Signalwege zum Phänotyp der E2f3-Mutanten beitragen 

können, konnten wir durch die Untersuchung der E2f3-/- MEFs bestätigen, in dem wir zeigen, 

dass TGFβ1 und TGFβ1-regulierte Gene in den E2f3-defizienten MEFs und Lungen 

dereguliert sind. Damit können wir zum ersten Mal zeigen, dass E2F3 TGFβ1 regulieren 

kann. Da TGFβ1 auch oberhalb von E2F3 agieren kann, führt der Verlust von E2F3 zu einem 

positiven Rückkopplungseffekt, der die Zellen gegenüber TGFβ1 sensibilisiert. Damit steht  

E2F3 sowohl oberhalb als auch unterhalb von TGFβ1 und vermutlich entscheidet die Stärke 

des jeweiligen Signals, wie die Zellen reagieren (Abb. 22). Des Weiteren konnte ich durch 

einen Vergleich von metastatischen und nicht-metastatischen murinen Tumoren neue 

potentielle Metastasemarker identifizieren, die auch auf humane Tumore angewandt werden 

können. 

 

 

 

Abb. 22: Hypothetisches Modell der E2F3-TGFβ1-Regulation. (A) TGFβ1 kann durch den Verlust von E2F3 

übermäßig stark seine Zielgene aktivieren und induziert vermehrt Wachstumsarrest und Seneszenz. (B) In 

normalen Zellen reprimiert E2F3 TGFβ1-abhängige Zielgene und erlaubt möglicherweise dadurch Proliferation. 
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Material und Methoden 

 

Material 

Chemikalien und ihre Bezugsquellen 

Soweit nicht anders angegeben wurden Chemikalien in höchst möglicher Qualität von den 

Firmen Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe) und Sigma (Deisenhofen), Enzyme von New 

England Biolabs (Frankfurt), Zellkulturmedien von der Firma GIBCO (Invitrogen, Karlsruhe) 

und Zellkulturschalen von der Firma TPP (Trasadingen, Schweiz)  bezogen.  

Oligonukleotide 

Alle Oligonukleotide wurden bei der Firma Biotez, Berlin-Buch, in hoher Qualität bestellt 

und synthetisiert. 

Tabelle 2: Verwandte Oligonukleotide mit Sequenzen und jeweiliger Anwendung  

Gen 5'-Primer 3'-Primer Anwendung 

E2f1 GGTGAAACGGAGGCTGGA TGTTCTGCAGGGTCTGCAA qPCR 
E2f3 CGCGGTATGATACGTCCCTC GCTGCCTTGTTCAGATCCAGG qPCR 
Mcm6 GAGTCTACCCTTACCTGTGTCG GGAAAGTTCCACTCACAAGCTC qPCR 
p107 GATGCTCATCTGACCGGAGT  ATAAGTCACGTAGGCGCACA  qPCR 
Tgfb1 TGACGTCACTGGAGTTCTACGG  GGTTCATGTCATGGATGGTGC qPCR 
PAI-1 TGCCTGACATGTTTAGTGCAACCC TGTGCCGAACCACAAAGAGAAAGG qPCR 
p21 CGAGAACGGTGGAACTTTGAC CAGGGCTCAGGTAGACCTTG qPCR 
p19 TCTTGGTCACTGTGAGGATTCAGC TCGAATCTGCACCGTAGTTGAGCA qPCR 
p16 AACTCTTTCGGTCGTACCCC GCGTGCTTGAGCTGAAGCTA qPCR 
Vimentin GCCCTTAAAGGCACTAACGA GCAGAGAAATCCTGCTCTCCT qPCR 
Fibronectin CTGGGGTCACGTACCTCTTCA AGTCGGTAGCCTGCTATACGG qPCR 
S14 GGCTGACCGAGATGAGTCCTC  CAGGTCCAGGGGTCTTGGTCC qPCR 
b-actin TCTACGAGGGCTATGCTCTCC GGATGCCACAGGATTCCATAC qPCR 
Tgfb1 TCC TTT GAC CCT TCA ACA ACT CCC ACT GTC TTC ATC TTA GCG TGG GC ChIP 
Tgfb1 GGATCCTCCAGACAGCCAGG CCTCTTCTCTCAACCAGCTCGTCC ChIP 
PAI-1 ACATCTGGTATAAAGGGAGGCAGC TGCCTTGTGATTGGCTCTTGTTGG ChIP 
p21 CACAGTTGGTCAGGGACAGA CAGGACCAACCCACTCCTT ChIP 
Cdc2 ACAGAGCTCAAGAGTCAGTTGGC  CGCCAATCCGATTGCACGTAGA ChIP 
Fibronectin TGTCCCATATAAGCCTCTGCTCTTGG TGAGCATCTTGAGTGGATGGGAGG ChIP 
Vimentin TTGGCGTTGTCCAGTCCTCTGC AGGACACAGACCTGGTAGACATGG ChIP 
b-actin GCTTCTTTGCAGC TCCTTCGTTG TTTGCACATGCCGGAGCCGTTGT ChIP 
E2f3-com GTATCTGGGAAACACAAGGAGGTG  Genotypisierung 
E2f3-neo GCTCATTCCTCCCACTCATGATC  Genotypisierung 
E2f3-WT GGTACTGATGCCACTCTCGCC  Genotypisierung 
p53-ko CTATCAGGACATAGCGTTGG  Genotypisierung 
p53-com TATACTCAGAGCCGGCC  Genotypisierung 
p53- wt ACAGCGTGGTGGTACCTTAT  Genotypisierung 
T7-(dT)24 GGCCAGTGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGAGGCGG-(dT24) Microarray 
shE2F3 seq1 ACAGCAATCTTCCTTAATA  shRNA 
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shE2F3 seq2 GAGAAGGATTTATGATATC  shRNA 
shLuc CATCACGTACGCGGAATACT  shRNA 

E2Fmut 
CTCGCTAGGTCCCGTGCAGCTGGG 
GCGCTC 

GCGCGGCTGCGTCTATGATTAGGG 
GACCTC Mutagenese 

 

Antikörper 

Tabelle 3: Aufführung der verwandten Antikörper  

Antikörper Katalog-Nr. Firma Konzentration Anwendung 
Hase-αE2F1 sc-193 Santa Cruz 1:1000 ; 4µg Western; ChIP 
Hase-αE2F3 sc-878 Santa Cruz 1:1000 ; 4µg Western; ChIP 
Hase-αE2F4 sc-1082 Santa Cruz 1:1000 ; 4µg Western; ChIP 

Maus-αE2F3 2G2 monoklonaler 
Überstand 1:2-1:4 Western 

Maus-αVimentin V5355 SIGMA 1:2000 Western 
Maus-αFibronectin F6140 SIGMA 1:2000 Western 
Maus-αVinculin V9131 SIGMA 1:2000 Western 
Maus-αTGFβ T0438 SIGMA 1:1000 Western 
Hase-αTGFβ ab25121 abcam 1:1000 Western 
Hase-αphosphoSMAD2 #3101 Cell Signaling 1:1000 Western 
Hase-αSMAD2/3 #3102 Cell Signaling 1:1000 Western 
Maus-αp21 sc-6246 Santa Cruz 1:1000 Western 
Hase-αp19 ab80 abcam 1:2000 Western 
Hase-αp19 NB200-106 Acris 1:1000 Western 
αHase-Immunoglobuline/HRP P0448 DAKO 1:2000 Western 
αMaus-Immunoglobuline/HRP P0447 DAKO 1:2000 Western 
Hase-IgG I5006 SIGMA 4µg ChIP 
αBrdU-FITC #347583 Becton Dickinson unverdünnt FACS 
αAnnexinV-FITC 209256-T100 ALEXIS unverdünnt FACS 

 

Plasmide 

pSuperior puro: Leervektor zur shRNA-Klonierung mit Puromycin-Resistenz 

pMSCV puro: viraler Leervektor mit Puromycin-Resistenz 

pMSCV-shLuc: viraler shRNA-Vektor gegen Luziferase 

pMSCV-shE2F3: viraler shRNA-Vektor gegen E2F3 

pWZL-ecoR: retroviraler Vektor mit Neomycin-Resistenz, enthält ekotrophen Rezeptor von 

S. Gaubatz 

pGL3-basic Leervektor zur Klonierung von Luziferase-Reportergenen 

Vim: Luziferase-Reporter für den humanen Vimentinpromotor, enthält die 

Sequenzen -964 ~ + 73, Originalkonstrukt von C. Gilles 

Vim-E2Fm: Luziferase-Reporter für den humanen Vimentinpromotor mit Mutation in der 

proximalen E2F-Bindestelle (+ 24~ +31; GCGCCAGA in TAATCATA) 

(CAGA)12 MLP-Luc: Luziferase-Reporter enthält 12 Kopien der CAGA-Box vor einem minimalen 

adenoviralen MLP-Promotor von W. Krujier 
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Molekularbiologische Methoden 

Die im Folgenden nicht näher beschriebenen Standardmethoden wurden aus den 

Laborhandbüchern von Sambrock et al. (1989) und Ausubel et al. (1987) 

übernommen[340,341]. Diese Methoden waren: Plasmid-DNA-Präparation im analytischen 

Maßstab, Bestimmung von DNA-Konzentration, Spaltung von DNA mit 

Restriktionsendonukleasen, Dephosphorylierung linearisierter Plasmide, Ligationsreaktion, 

Transformation in chemisch kompetente Bakterien sowie Auftrennung von Nukleinsäuren 

in Agarosegelen. Folgende Kits wurden verwandt: Plasmid-DNA-Präparation (Genomed), 

RNeasy Purification Kit (Qiagen), ECL-Detection Kit (Millipore), Mutagenese-Kit 

(Stratagene). 

 

Site-directed-Mutagenese 

Die Mutation der E2F-Erkennungssequenz im Vimentinpromotor erfolgte mithilfe der so 

genannten site-directed Mutagenese unter Verwendung des QuickChangeII Site-Directed 

Mutagenesis Kits (Stratagene). Dafür wurde das heterologe Luziferasereporterkonstrukt 

Vim (-964~+73) als Ursprungsvektor verwandt und zusammen mit den E2Fmut-Primern 

nach Anleitung des Herstellers für die Reaktion angesetzt. Nach erfolgter Mutagenese 

wurde der Ursprungsvektor mit dem Restriktionsenzym DpnI verdaut und das mutierte 

Konstrukt in chemisch kompetente XL1-Zellen transformiert. Zur Überprüfung der 

erfolgreichen Mutagenese wurde das Plasmid sequenziert.  

 

Luciferase-Assay 

Um die Aktivität von Promotoren in Abhängigkeit verschiedener Transkriptionsfaktoren zu 

untersuchen, wurden Reportergenassays durchgeführt. Hierbei ist die Expression des 

Firefly-Luciferasereporters abhängig vom vorgeschalteten Promotor.  

Das jeweilige Reportergenkonstrukt wurde zusammen mit einem Renilla-Luciferase-

Kontrollvektor in die A549-Zellen mit Lipofektamin2000 transfiziert. Am nächsten Tag 

wurden die transfizierten Zellen für 24h mit 0,1% BSA gehungert und anschließend für 48h 

mit oder ohne TGFβ1 behandelt. Die Zellen wurden in PBS (140mM NaCl, 2,6mM KCl; 

4,5mM Na2HPO4; 1,4mM KH2PO4) geerntet und 20min auf Eis lysiert (50mM HEPES pH 

7,4, 250mM KCL, 0,1% NP-40, 10% Glycerin, 1mM DTT, 2mM PMSF). Je 10µl der 

Extrakte wurden als Doppelwerte in eine Mikrotiterplatte vorgelegt und jeweils 50µl 
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Firefly-Luziferase-Injektionslösung (25mM Glycyl-Glycin, 15mM KxPO4, 4mM EGTA, 

15mM MgSO4, 1mM DTT, 1mM ATP, 100µM CoEnzymA, 75mM Luziferin) und 50µl 

Renilla-Luciferase-Injektionslösung (1,1M NaCl; 2,2mM EDTA; 220mM KxPO4; 

0,44mg/ml BSA; 0,008% NaN3; 1,43µM Coelenterazin) injiziert. Die Lichtreaktion wurde 

mithilfe eines Luminometer detektiert.  

 

Chromatin-Immunpräzipitation 

Um die Bindung der E2F-Transkriptionsfaktoren in vivo an die verschiedenen Promotoren 

zu untersuchen, wurden Chromatin-Immunpräzipitationen (ChIP) durchgeführt. 

2-3x106 Zellen pro IP wurden auf eine 15cm-Schale ausplattiert und in der Regel für 48h 

bei 37°C inkubiert. Für die ChIPs der TGFβ1-behandelten Zellen wurden die Zellen erst 

24h in DMEM/ 0.1% BSA gehungert und anschließend für 48h mit oder ohne 100pM 

TGFβ1 behandelt.  

Die Zellen wurden mit 540µl 37% Formaldehyd für 10min bei Raumtemperatur fixiert und 

anschließend mit 1M Glycin behandelt, um die Fixierung abzustoppen. Die Zellen wurden 

auf Eis mit dem Zelllysispuffer (5mM PIPES pH 8,0, 85mM KCl, 1% SDS, 0,5mM PMSF, 

Proteinase-Inhibitor-Cocktail (1:1000) SIGMA P8340) aufgebrochen und die Kerne 

herunter zentrifugiert. Anschließend wurden die Kerne mit dem Kernlysispuffer (50mM 

Tris-HCl pH 8,1, 10mM EDTA, 1% SDS, 0,5mM PMSF, Proteinase-Inhibitor-Cocktail) 

lysiert, abzentrifugiert und mittels Sonifikation die DNA zerkleinert. Die sonifizierte DNA 

wurde mit dem Verdünnungspuffer (0,01% SDS; 1,1% TritonX; 1,2 mM EDTA; 16,7mM 

Tris-HCl pH 8,2; 167mM NaCL, 0,5mM PMSF, Proteinase- Inhibitor-Cocktail) 1:10 

verdünnt und zweimal mit blockierter Protein-A-Sepharose (GE Healthcare; 17-0780-01) 

vorinkubiert. Der geklärte Überstand wurde aufgeteilt und mit den entsprechenden 

Antikörpern über Nacht bei 4°C inkubiert. Am nächsten Tag wurden die Immunpräzipitate 

für zwei weitere Stunden mit der blockierten Protein-A-Sepharose bei 4°C inkubiert. 

Anschließend wurden die von der Protein-A-Sepharose gebundenen Immunpräzipitate 

einmal mit Niedrigsalz-Puffer (0,1% SDS, 1% TritonX, 2mM EDTA; 10mM Tris-HCl pH 

8,0; 150mM NaCl), einmal mit Hochsalz-Puffer (0,1% SDS; 1% TritonX; 2mM EDTA; 

10mM Tris-HCl pH 8,0; 500mM NaCl) und fünfmal mit Waschpuffer (0,25M LiCl, 0,5% 

NP-40; 0,5% Desoxycholsäure; 1mM EDTA; 10mM Tris-HCl pH 8,0) gewaschen. Nach 

dem letzten Waschen wurde jeglicher Überstand entfernt und die Protein-A-Sepharose in 

250µl Eluierungspuffer (50mM Tris-HCl pH 8,0; 1% SDS; 10mM EDTA) und 10µl 5M 
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NaCl aufgenommen. Über Nacht wurde bei 65°C die Protein-DNA-Vernetzung 

aufgehoben und anschließend mit 10µg RNAse A und 20µg Proteinase K verdaut. Durch 

eine Phenol-Chloroform-Extraktion und anschließender EtOH-Fällung konnte die 

immunpräzipitierte DNA von den Proteinen getrennt werden. Mit Hilfe der PCR wurden 

Abschnitte der zu untersuchenden Promotoren amplifiziert. Für die PCR wurden 1-3µl 

ChIP-DNA mit 2µl 10x PCR-Puffer (500mM KCl; 100mM Tris pH8,3; 1mg/ml BSA; 

2mM dNTPs; 15mM MgCl2), 2µl 10mM Primermix und 0.2µl TrueStart Tag (Fermentas) 

in 20µl Endvolumen angesetzt. Die erste Denaturierung erfolgte bei 95°C für 3min. Daran 

angeschlossen wurde 30-35 Zyklen von 30sec 94°C, 30sec 60°C und 30sec 72°C. Die 

letzte Extension erfolgte bei 72°C für 5min. Die so amplifizierten Produkte wurden auf ein 

2% Agarose-Gel aufgetragen. Für die qPCR-Analyse war durch die Verwendung des 

SYBRGreen-Mix (Abgene) eine initiale Denaturierung von 15min bei 95°C nötig, die 

übrigen Bedingungen waren gleich. 

 

RNA-Isolierung 

Um RNA zu verschiedenen Zeitpunkten des Zellzyklusses zu erhalten, wurden Wildtyp 

und E2f3-/- MEFs mit einer Dichte von 6x105 Zellen/ 6cm-Schale ausplattiert und bis zur 

Konfluenz wachsen gelassen (48-72h). Zur Synchronisation wurden die Zellen 72h in 

DMEM/ 0.1% FCS gehungert. Anschließend wurden die Zellen mit DMEM/ 10% FCS 

stimuliert und zu den angegebenen Zeitpunkten geerntet. 

Um RNA von verschiedenen Passagen zu erhalten, wurden Passage 2, 4, 6 und 8 Wildtyp 

und E2f3-/- MEFs mit einer Zelldichte 6x105 Zellen/ 6cm-Schale in DMEM/ 10%FCS 

ausplattiert und nach 48h für die RNA-Isolation geerntet. 

Um RNA von BSA beziehungsweise TGFβ1-behandelten Zellen zu erhalten, wurden 

Passage 2 Wildtyp und E2f3-/- MEFs mit einer Zelldichte 6x105 Zellen/ 6cm-Schale 

ausplattiert, für 48h in DMEM/ 10% FCS wachsen gelassen, 24h in DMEM/ 0,1% BSA 

gehungert und anschließend mit oder ohne 100pM TGFβ1 in DMEM/ 0,1% BSA inkubiert. 

Nach 48h wurden die Zellen für die RNA-Isolation geerntet. 

 Die Gesamt-RNA-Isolierung erfolgte nach der Ein-Stufen-Methode (Chomcyznski,P & 

Sacchi, N) mithilfe des Trizol-Reagenz (Invitrogen). Trizol besteht aus einem Phenol-

guanidinisothiocyanat-Gemisch, das ermöglicht die Zellen aufzuschließen, ohne dass dabei 

die RNA degradiert wird. Durch Zugabe von Chloroform und anschließender 

Zentrifugation kann die wässrige von der organischen Phase getrennt werden. Dabei 



                                                                                                              Material und Methoden                           

64 

verbleibt die RNA in der wässrigen Phase und kann mit Isopropanol gefällt werden. Die 

RNA-Isolierung wurde wie folgt durchgeführt. 

Die Zellen wurden in 500µl Trizol von der Platte geschabt und gevortext. Zur Isolation der 

embryonalen Lungen-RNA wurden Schock gefrorene Lungenstücke in 500µl Trizol 

aufgenommen, homogenisiert und wie folgt weiter verarbeitet. Nach 5 Minuten Inkubation 

bei Raumtemperatur wurde 100µl Chloroform dazugegeben, 15 Sekunden gevortext, und 

für weitere 2-3 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde durch 

Zentrifugation (12000g, 15 min, 4°C) die wässrige von der organischen Phase getrennt. 

Der Überstand wurde abgenommen, mit 250µl Isopropanol versetzt und für 10 Minuten bei 

Raumtemperatur inkubiert. Die RNA wurde durch Zentrifugation (12000g, 15 min, 4°C) 

gefällt und mit 70% Ethanol/DEPC gewaschen. Das getrocknete Pellet wurde in 30-50µl 

DEPC-H2O aufgenommen, für 5 Minuten bei 60°C inkubiert und anschließend wurde die 

RNA-Konzentration in einer Quarzküvette gemessen.  
 

cDNA-Synthese und quantitative PCR 

Um RNA mithilfe einer quantitativen Realtime-PCR analysieren zu können, musste die 

RNA zuerst in cDNA umgeschrieben werden. Dafür wurden 2-5µg RNA mittels Reverse 

Transkriptase (Superscript II, Invitrogen) in cDNA nach Angaben des Herstellers 

umgeschrieben. Für die nachfolgende Realtime-qPCR wurde ein 20µl Ansatz bestehend 

aus 0,5µl cDNA, 0,5µl 10µM Primermix und 10µl 2x SYBR-Green (Abgene) in 

Dublikaten pipettiert. Die Primer wurden so designt, dass für alle die optimale  

Annealingtemperatur bei 60°C lag und die 100-300bp langen DNA-Stücke mit dem 

folgenden PCR-Programm amplifiziert werden konnte (95°C 15min; 94°C 20sec, 60°C 

45sec, 72°C 45sec; 40 Zyklen). Die qPCRs wurden jeweils mit drei unabhängig 

präparierten cDNAs durchgeführt, die Ergebnisse zusammengefasst und die Variabilität als 

Standardfehler angegeben. 

 

Präparation der Proben für die Microarray-Analyse 

Die Tumor-RNA wurde mithilfe des TRIZOL-Reagenz (Invitrogen) isoliert und anschließend 

über RNeasy Kit (Qiagen) nach Anleitung des Herstellers aufgereinigt. RNA von asynchron 

wachsenden Passage P4 Wildtyp und Rb-/-; E2f3-/- MEFs wurde direkt über den RNeasy KIT 

nach Anleitung des Herstellers isoliert. Für die cDNA-Synthese wurden jeweils 10µg RNA 

zusammen mit 100pmol T7-(dT)24-Primer eingesetzt, für 10min auf 70°C erhitzt und 
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anschließend auf Eis abgekühlt. Zu RNA und Primer wurden 1x Erststrang-Puffer 

(Invitrogen), 10mM DTT und 2mM dNTP-Mix gegeben und für 2min bei 42°C inkubiert. 

Anschließend wurde 400U SupersScript II Reverse Transkriptase (Invitrogen) dazugegeben 

und bei 42°C für 60min inkubiert. 

Die Erststrangreaktion wurde kurz abzentrifugiert und während der Vorbereitung der 

Zweitstrangreaktion kurz auf Eis gestellt. Für die Zweitstrangreaktion wurden Zweitstrang-

Puffer, 800µM dNTP-Mix, 10U E.coli DNA Ligase (M0205S, NEB), 40U E.coli DNA 

Polymerase I (M0209S, NEB) und 2U E.Coli RNase H (M0297S, NEB) dazugegeben und 

zusammen mit der Erststrangreaktion auf 150µl aufgefüllt. Nach 2h Inkubation bei 16°C 

wurden 10U T4 DNA Polymerase (M0203L, NEB) für weitere 5min dazugegeben. Um die 

Reaktion abzustoppen, wurde der Ansatz mit 10µl 0.5M EDTA versetzt. Die so synthetisierte 

doppelsträngige cDNA wurde mittels Phenol-Chloroform-Extraktion aufgereinigt und mit 

Ammoniumacetat und absolutem Ethanol gefällt. 

Zur Herstellung der Biotin-markierten RNA wurde die cDNA unter Verwendung des 

BioArray High Yield RNA Transcription Labeling Kit (Enzo) nach Angaben des Herstellers 

in vitro transkribiert. Jedoch wurde dabei nur die Hälfte des vorgeschlagenen Ansatzes 

verwandt. Zur Entfernung der nicht inkorporierten Nukleotide wurde der in vitro 

Transkriptionsansatz (cRNA) über RNeasy-Säulchen (Qiagen) aufgereinigt. Nach 

Bestimmung der Menge an gewonnener cRNA, wurden 15µg cRNA fragmentiert. Die 

fragmentierte cRNA wurde zur Hybridisierung an Affymetrix-Facility (Frau Born) 

weggegeben. Für den Tumor-Microarray wurden die murinen MOE430A Arrays (Affymetrix) 

und für den WT/DKO-Microarray die neuere Version, Mouse 430A 2.0 (Affymetrix) benutzt. 

Die erhaltenen CEL-Files wurden mit der Genespring-Software analysiert. Zur Korrektur des 

Hintergrunds und Normalisierung wurde die GCRMA-Methode gewählt. Die GCRMA-

Methode ist eine veränderte Version der Robusten-Multiarray-Analyse (RMA), die auch den 

GC-Gehalt der Proben in Betracht zieht. Die weitere Normalisierung wurde nach den 

vorgeschlagenen Angaben des Programms durchgeführt.  

Zur weiteren Analyse wurden die metastatischen mit den nicht-metastatischen Tumoren 

verglichen und alle Gene mit mindestens zweifacher Expressionsveränderung herausgefiltert. 

Mit der erhaltenen Genliste wurde dann ein t-Test durchgeführt.  

Zur Analyse der Wildtyp und Rb-/-;/E2f3-/- MEFs wurde zuerst ein t-Test durchgeführt und 

anschließend die Gene herausgefiltert, die eine mindestens zweifache Expressions-

veränderung zwischen Wildtyp und Rb-/-;/E2f3-/- MEFs aufwiesen. Die Listen wurden 

untersucht und die Expression der interessantesten Gene mittels qPCR verifiziert. 
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Biochemische Methoden 

Proteinextraktion aus Säugerzellen 

80-90% konfluente Zellen wurden zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen und 

anschließend mit dem 4-fachen des Zellvolumens in RIPA-Puffer (50mM Tris pH 7,5, 

150mM NaCl, 1% NP40, 0,5% Natriumdesoxycholat, 0,1% SDS) mit zugesetzten 

Proteininhibitoren (0,5mM PMSF, 1mM DTT, 1µg/ml Aprotinin, 1µg/ml Leupeptin, 

0,4mM Natriumvanadat, 0,4mM NaF) für 20min auf Eis lysiert. Um Proteinextrakte aus 

Lungen herzustellen, wurden die Lungen ebenfalls mit RIPA-Puffer (s.o) versetzt und 

anschließend auf Eis mit einem Ultraturrax homogenisiert. Die so gewonnenen Extrakte 

wurden für 20min auf Eis inkubiert. Danach wurde der Zelldebri durch 15-minütiger 

Zentrifugation 13000rpm 4°C entfernt, die Proteinmenge gemessen und anschließend 1:1 

mit 2x Probenpuffer (125 mM Tris-HCl pH 6,8; 4% SDS; 20% Glyzerin; 0,01% 

Bromphenolblau; 2% β-Mercaptoethanol) verdünnt. Die fertigen Proben wurden entweder 

sofort weiter verwandt oder bei -20°C gelagert. 

 

Bestimmung der Proteinmenge 

Die Proteinmenge wurde mittels der DC-Methode von BIORAD bestimmt. Dazu wurde 

jedes Mal eine neue Standardkurve mit vier Verdünnungen des Standardproteins BSA 

zwischen 0,2mg/ml und 1,5mg/ml hergestellt. 5µl Standard und Proteinproben (1:5 

verdünnt) wurden in eine Mikrotiterplatte vorgelegt, mit 25µl Biorad-Reagenz A’ vermengt 

und anschließend mit 200µl Biorad-Reagenz B vermischt. Nach einer 15-minütigen 

Inkubation wurde die Absorption bei 750nm bestimmt. 

 

SDS-PAGE und Western-Blot-Analyse 

Gleiche Proteinmengen wurden mithilfe der SDS-PAGE (10% Trenngel: 10% Acrylamid; 

0,32% N,N´-Methylenbisacrylamid; 375 mM Tris-HCl pH 8,8; 0,1% SDS; 0,1% APS; 0,1% 

TEMED; Sammelgel: 4% Acrylamid; 0,1% N,N´-Methylenbisacrylamid; 125 mM Tris-HCl 

pH 6,8; 0,1% SDS; 0,1% APS; 0,1% TEMED) in Elektrophoresepuffer (25mM Tris; 20mM 

Glycin; 2% SDS) aufgetrennt. Die mit 2x Probenpuffer (s.o.) versetzten Proben wurden 

zusammen mit dem Proteinmarker (Prestained Protein Marker, NEB) vor dem Auftragen zum 

Denaturieren für 5 min auf 95°C erhitzt. Die Elektrophorese erfolgte in der Regel bei 130V 

für mehrere Stunden oder bei 10mA über Nacht. Die Proteine wurden anschließend mit einem 
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Nass-Transfer über Nacht (4°C; 30V) auf eine PVDF-Membran (Immobilon-P, 45µm, 

Millipore) übertragen. Dazu wurde die Membran kurz mit Methanol aktiviert und zusammen 

mit dem in Transferpuffer (200mM Glycin; 25mM Tris; 20% Methanol) getränkten Proteingel 

und je drei Lagen Whatman-Papier luftblasenfrei aufeinander gelegt und in die Transferzelle 

eingespannt. Nach erfolgtem Transfer wurde die Membran zur Absättigung unspezifischer 

Bindungsstellen mindestens 30min in Milchpuffer (4% Magermilch-Pulver, 0,5% Tween20 in 

TBS) geschüttelt und anschließend für 1-2h mit dem Primärantikörper (in der in Tabelle 3 

angegebenen Verdünnung) in Milchpuffer inkubiert. Anschließend wurde die Membran 

dreimal 5min in TBS-T (25mM Tris pH 7,4; 137mM NaCl; 5mM KCl; 0,7mM CaCl2; 0,5mM 

MgCl2; 0,5% Tween20) gewaschen und danach 45min mit dem Sekundärantikörper (in der in 

Tabelle 3 angegebenen Verdünnung) in Milchpuffer inkubiert. Nach erneutem dreimaligem 

Waschen in TBS-T wurde die Membran einmal in TBS gewaschen und die vom 

Primärantikörper erkannten Proteine sichtbar gemacht. Dazu wurde die Membran 1min mit 

einer 1:1 Mischung der beiden ECL-Lösungen (2 ml pro dm2 Membranfläche, Millipore 

WBKLS05000) überschichtet. Nach Entfernung der überschüssigen Flüssigkeit wurde auf die 

Membran ein Röntgenfilm (Hyperfilm, GE Healthcare) exponiert und anschließend 

entwickelt. 

 

Bestimmung der TGFβ1-Konzentration im Zellüberstand 

Die TGFβ1-Konzentration im Mediumüberstand der MEFs wurde mittels eines ELISA-

Assays (Quantikine TGFβ1 Immunoassay, R&D Systems) bestimmt. Dafür wurden 

1,2x105 Zellen auf einem 12-well-Platte ausplattiert. Am nächsten Tag wurden die Zellen 

mit PBS gewaschen und mit DMEM/ 0,1% BSA für 48h konditioniert. TGFβ1 wird als 

latenter Komplex sekretiert, der TGFβ1-ELISA kann jedoch nur aktiviertes TGFβ1 

erkennen. Um latentes TGFβ1 zu aktivieren, wurden je 100µl Überstand mit 20µl 1N HCl 

versetzt, für 10min bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend mit 1,2N NaOH/ 0,5M 

HEPES neutralisiert. Dabei wurde darauf geachtet, dass der pH am Ende zwischen 7,2 - 7,6 

lag. Nun wurde der TGFβ1-ELISA nach Anleitung des Herstellers durchgeführt. 
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Zellbiologische Methoden 

Kultivierung von Zellen 

Die verschiedenen Zellen (MEFs, A549, PhoenixE) wurden bei 37°C, 5% CO2 und einer 

95% relativen Luftfeuchtigkeit kultiviert. Das verwandte Zellkulturmedium bestand aus 

DMEM (GIBCO), 10% inaktiviertem fötalen Kälberserum (FCS, GIBCO) und 1% 

Penicillin/Streptomycin (GIBCO). 

 

Isolierung von Mausembryonalen Fibroblasten (MEFs) 

Mausembryonalen Fibroblasten wurden aus Embryonen im Alter von E13.5 (WT/E2f3) 

beziehungsweise E14.5 (WT/p53) isoliert. Die Embryonen wurden aus dem Uterus 

entnommen, der Kopf abgetrennt und Herz, Lunge, Leber und Gedärme entfernt. Der Rest 

wurde in kleine Stückchen zerschnitten, in PBS gewaschen und über Nacht in 2ml 0.5% 

Trypsin/EDTA auf Eis inkubiert. Am nächsten Morgen wurde das überschüssige Trypsin 

abgenommen und die Gewebestückchen für 30min bei 37°C inkubiert. Nach mehrmaligem 

Resuspendieren in 5ml Vollmedium wurden die vereinzelten Zellen in eine 175cm 

Zellkultur-Flasche ausplattiert. Die Zellen wurden bis zur Konfluenz wachsen gelassen und 

anschließend als Passage P0 in 90% FCS (Hitze inaktiviert, GIBCO), 10% DMSO 

(SIGMA) eingefroren. 

 

Genotypisierung von Mausgewebe 

Um die MEFs zu genotypisieren, wurde Gewebe des Embryos (Dottersack, Leber oder 

Kopf) über Nacht in 100-200µl MGB-Puffer (6,7mM Tris pH 8,8; 16,6mM (NH)4SO4; 

6,5mM MgCl2; 1% β-Mercaptoethanol; 0,5% TritonX; 0,4mg/ml Proteinase K) bei 55°C 

unter Schütteln lysiert. Anschließend wurde die Proteinase K durch Erhitzen auf 95°C für 

5min inaktiviert. Zur Genotypisierung von E2F3 wurde 1µl der lysierten DNA mit 2µl 10x 

PCR-Puffer (500mM KCl; 100mM Tris pH8,3; 1mg/ml BSA; 2mM dNTPs; 15mM 

MgCl2), je 0,4µl 10µM E2F3-WT- und E2F3-Neo-Primer, 0,8µl 10µM E2F3-Com-Primer 

und 0,3µl im Labor hergestellter Taq in 20µl Endvolumen angesetzt. Die erste 

Denaturierung erfolgte bei 94°C für 2min. Im Anschluss folgten 35 Zyklen von 94°C 1min, 

64°C 90sec, 72°C 2min. Die letzte Extension erfolgte bei 72°C für 5min. Zur 

Genotypisierung von p53 wurden 4µl der lysierten DNA mit 2µl 10x PCR-Puffer, je 0,4µl 
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10µM p53-WT- und p53-Com-Primer, 0,8µl 10µM p53-KO-Primer und 0,3µl im Labor 

hergestellter Taq in 20µl Endvolumen angesetzt. Die erste Denaturierung erfolgte bei 94°C 

für 3min. Im Anschluss folgten 30 Zyklen von 94°C 1min, 59°C 2min, 72°C 2min. Die 

letzte Extension erfolgte bei 72°C für 5min. Die amplifizierten PCR-Produkte wurden auf 

einem 1-2% Agarose-Gel aufgetragen. 

CaPO4-Transfektion 

Die Zellen wurden am Vortag der Transfektion so ausgesät, dass sie am Tag der 

Transfektion etwa 50% konfluent waren. 2h vor der Transfektion wurde das Medium 

gewechselt. Zur Transfektion einer 10-cm-Kulturschale wurde 10-30µg DNA mit 62µl 2M 

CaCl2 versetzt und mit dH2O auf 500µl aufgefüllt. Dieser Ansatz wurde tropfenweise unter 

vortexen zu 500µl 2xHBS (280mM NaCl, 1,5mM NaHPO4, 50mM HEPES; pH 7,13) 

pipettiert. Nach 30min Inkubation wurde die Lösung mit DNA-Präzipitat langsam auf die 

Zellen gegeben und über Nacht inkubiert. Am nächsten Tag wurde das Medium erneuert. 

 

Transfektion mit Lipofectamin 

Für die Transfektion der A549 wurde das Lipofektamin2000-Reagenz (Invitrogen) 

verwandt. Dafür wurden die Zellen am Vortag mit einer Dichte von 1x105 pro 24-well in 

Antibiotika-freiem Medium ausplattiert. Am nächsten Tag wurden 2µl Lipofektamin2000 

in 50µl Opti-MEM verdünnt und 5min bei Raumtemperatur inkubiert. Währenddessen 

wurden 0,8µg DNA in 50µl Opti-MEM aufgenommen. Der Lipofektamin-Mix wurde mit 

dem DNA-Mix kombiniert und für 20min bei Raumtemperatur inkubiert. Dieser Mix 

wurde anschließend auf die Zellen tropfenweise verteilt. Am nächsten Tag wurde das 

Medium erneuert. 

 

Produktion ekotropher Viren durch Phoenix-Zellen 

Zur Produktion ekotropher Viren wurde die Phoenix-Verpackunszelllinie verwandt. 

Hierbei handelt es sich um eine Zelllinie, die stabil Gene für die viralen Proteine Gag, Pol 

und Env exprimiert. Durch Transfektion von geeigneten Plasmiden können somit 

Retroviren produziert werden, die Zellen mit ekotrophen Rezeptor infizieren können. In die 

Viren werden RNA-Moleküle verpackt, die von ψ-Sequenz flankiert sind (auf dem Plasmid 

codiert), welche dann nach der Infektion der Zielzelle in DNA umgeschrieben und stabil 

ins Genom integriert werden. 
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Hierzu wurden ein Tag vor der Transfektion 5x106 Phoenix-Zellen pro 10-cm Kulturschale 

ausplattiert und am nächsten Tag mithilfe der CaPO4-Methode 30µg DNA transfiziert. Am 

darauf folgenden Tag wurde das Medium der Zellen gewechselt und die Zellen über Nacht 

mit 6ml frischem Medium bei 32°C inkubiert. Der Virusüberstand konnte am nächsten Tag 

geerntet und zur Infektion verwandt werden.  

 

Infektion von A549 mittels ekotropher Viren 

Um humane A549 zu infizieren, wurden A549-Zellen, die den ekotrophen Rezeptor stabil 

enthielten, einen Tag vor der Infektion mit einer Dichte von 106 Zellen pro 10-cm Schale 

ausplattiert. Am nächsten Tag wurde der geerntete Virusüberstand 1:1 mit Vollmedium 

verdünnt, steril filtriert (0.4µ) und mit Polybren (Endkonzentration  10µg/ml) versetzt. Zu 

den A549-Zellen wurden 6ml so behandelter Virusüberstand gegeben und bei 32°C 

inkubiert. Diese Prozedur wurde am Abend des gleichen Tages und am Morgen des 

nächsten Tages wiederholt, so dass die Zellen dreifach infiziert wurden, um die 

Infektionsrate zu erhöhen. Am Abend wurde der Virusüberstand durch Vollmedium ersetzt. 

Je nach vorhandenem Selektionsmarker wurde die Zellen mit 2,5µg/ml Puromycin oder 

400µg/ml G418 behandelt. Nach erfolgreicher Selektion wurden die Zellen für die 

Experimente weiter verwandt. 

 

TGFβ1-induzierte Reduktion der Zellzahl 

Um den TGFβ1-induzierten Wachstumsarrest zu ermitteln, wurden 2,5x105 Zellen pro 6-

well in Gegenwart oder Abwesenheit von 100pM TGFβ1 (R&D) in DMEM/ 10%FCS 

ausplattiert. Nach 48h wurde die Zellzahl mithilfe eine Zellzählers (Casy1, Schärfe System) 

bestimmt. Dafür wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen, abtrypsiniert und in 2ml 

DMEM/ 10%FCS aufgenommen. Eine 1:200 Verdünnung wurde im Zellzähler analysiert. 

 

BrdU-Proliferationsassay 

Um die Menge an S-Phase-positiven Zellen zu ermitteln, wurde die Anzahl an BrdU-

positiven Zellen bestimmt. BrdU ist ein Thymidinanalogon und wird während der S-Phase 

in die DNA eingebaut und kann mithilfe eines Antikörpers sowohl immunhistochemisch 

als auch im Durchflußzytometer nachgewiesen werden.  

106 Zellen wurden auf eine 10cm-Schale in Gegenwart oder Abwesenheit von 100pM 
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TGFβ1 (R&D) ausplattiert. Damit BrdU für die FACS-Analyse in ausreichenden Mengen 

eingebaut wird, wurde ein Puls von 30µM BrdU (SIGMA) für 24h gegeben. Nach 48h 

TGFβ1-Behandlung wurden die Zellen mit PBS gewaschen, abtrypsiniert und in 70% 

Ethanol bei 4°C über Nacht fixiert. Am nächsten Tag wurden sie entweder weiter für die 

FACS-Analyse  behandelt oder bei -20°C gelagert. Nach Zentrifugation wurde die DNA 

für 30 min mit 2M HCl/ 0,5% Triton X-100 denaturiert und mit 0,1M Na2B4O7 

neutralisiert. Die Zellen wurden gezählt und jeweils 5x105 Zellen mit 25µl anti-BrdU-FITC 

(BD) für weitere 30min im Dunkeln inkubiert. Anschließend wurden die Zellen mit 25µl 

RNAse A (10mg/ml) in 500µl PBS behandelt, um die Zellen aufzubrechen, und mit 15µl 

PI (1mg/ml) versetzt. Die so behandelten Zellen wurden mit einem FACS-Calibur 

analysiert.  

 

AnnexinV-Färbung 

Um die Apoptoserate zu ermitteln, wurde die Anzahl an AnnexinV-positiven Zellen 

bestimmt. AnnexinV bindet an Phospatidylserin (PS), das sich in lebenden Zellen auf der 

Membran-Innenseite befindet und durch Apoptose auf die Außenseite transloziert. Dadurch 

kann mithilfe eines FITC-AnnexinV–Antikörpers auf einfache Weise zwischen lebenden 

und apoptotischen Zellen unterschieden werden. Da die Zellmembran in nekrotischen 

Zellen durchlässig wird, kann AnnexinV auch in nekrotischen Zellen an PS binden und zu 

einer falschpositiven Färbung führen. Um dies auszuschließen wurde eine Doppelfärbung 

mit AnnexinV und Propidiumiodid (PI) durchgeführt, da PI nur in nekrotische Zellen 

eindringen kann. So wurden für die Apoptoserate nur AnnexinV-positive, PI-negative 

Zellen angegeben.Für die AnnexinV-Färbung, wurden 106 Zellen auf eine 10cm-Schale in 

Gegenwart oder Abwesenheit von 100pM TGFβ1 (R&D) ausplattiert und für 48h 

inkubiert. Nach Behandlung wurde der Überstand der Zellen gesammelt. Anschließend 

wurden die Zellen vorsichtig abtrypsiniert, im Überstand resuspendiert und abzentrifugiert 

(1200rpm, 3min). Die Zellen wurden in PBS gewaschen und erneut abzentrifugiert 

(1200rpm, 3min). Das Pellet wurde in 0,5ml AnnexinV-Bindepuffer (10mM HEPES pH 

7,4, 140mM NaCl, 2,5mM CaCl2) resuspendiert und auf 2-5x105 Zellen/ ml verdünnt. 

195µl dieser Zellsuspension wurden mit 5µl Annexin-FITC für 10min im Dunkeln 

inkubiert. Nach Abzentrifugation und Aufnahme in 285µl AnnexinV-Bindepuffer wurden 

die Zellen mit 10µl Propidiumiodid (PI; 20µg/ml) versetzt und mithilfe eines 

Durchflußzytometers (FACS Calibur) analysiert. 
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Seneszenz-assoziierte β-Gal Färbung (SA-β-Gal) 

Um die von TGFβ1 induzierte Seneszenz zu analysieren, wurden die Zellen auf 

Senesezenz-assoziierte β-Galactosidase-Färbung untersucht. SA-β-Gal wird nur in 

seneszenten, nicht aber in präseneszenten oder proliferierenden Zellen bei einem pH 6,0 

detektiert.  

Dafür wurden die MEFs wie für den TGFβ1-induzierten Wachstumsarrest ausplattiert und 

nach 48h TGFβ1-Behandlung mit 0,5% Glutaraldehyde für 10min fixiert. Nach Waschen 

mit PBS pH 6.0/ 1mM MgCl2 folgte eine Färbung mit der X-Gal Färbelösung (1mg/ml X-

Gal, 0,12mM K3Fe[CN]6, 0,12mM K4Fe[CN]6, 1mM MgCl2 in PBS pH 6,0) über Nacht 

bei 37°C. Am nächsten Tag wurden die Kerne mit DAPI gefärbt und das Verhältnis SA-β-

Gal positiver Zellen zu DAPI-Kernen ausgezählt. 
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Anhang 

Tabelle 4: Liste der mindestens zweifach differentiell exprimierten Gene in den metastatischen gegenüber 

nicht-metastatischen MTCs („MTC-Liste“) 

Gen Beschreibung 
Expressions-
veränderunga 

E2F- 
Genb 

Expression 
verifiziertc 

 Zellzyklus und DNA-Replikation    
Rgc32 Response gene to complement 32 -3.06   
Icbp90 Ubiquitin-like, containing PHD and RING finger domains, 1 2.02 x  
Cdc7 Cell division cycle 71 homolog (S. cerevisiae)-like 1 2.03   
AurB Serine/threonine kinase 12 (aurora kinase B) 2.04 x  
Cdca5 Cell division cycle associated 5 2.07   
Ccnb2 Cyclin B2 2.10 x  
Cdc20 Cell division cycle 20 homolog (S. cerevisiae) 2.12 x  
Ccnb1 Cyclin B1 2.18 x  
Skp2 S-phase kinase-associated protein 2 (p45) 2.19 x  
Dna2l DNA2 DNA replication helicase 2-like (yeast) 2.23 x  
Pola1 Polymerase (DNA directed), alpha 1 2.27   
Cdc2a Cell division cycle 2 homolog A (S. pombe) 2.27 x  
Cdca3 Cell division cycle associated 3 2.33   
Cks1 CDC28 protein kinase 1b 2.34   
Cks2 CDC28 protein kinase regulatory subunit 2 2.34 x  
Pbk T-LAK cell-originated protein kinase 2.35 x  
Rfc4 Replication factor C (activator 1) 4 2.53   
Ccna2 Cyclin A2  2.65 x  
Brrn1 Barren homolog (Drosophila) 3.25 x  
Lek1 Leucine, glutamic acid, lysine family 1 protein 3.44   
Dbf4 Activator of S phase kinase 2.03   
     
 Mitose/Cytokinese    
Spag5 Sperm associated antigen 5 2.01   
Ttk Ttk protein kinase 2.08   

Bub1 
Budding uninhibited by benzimidazoles 1 homolog (S. 
cerevisiae) 2.12 x ja 

Racgap1 Rac GTPase-activating protein 1 2.18  ja 
Cep55 Centrosomal protein 55 kDa 2.18  ja 
Prc1 Protein regulator of cytokinesis 1 2.20 x ja 
Ube2c Ubiquitin-conjugating enzyme E2C 2.22   
Incenp Inner centromere protein 2.23   
Ckap2 Cytoskeleton associated protein 2 2.43   
Cdt2 Denticleless homolog 2.56   
Ect2 Ect2 oncogene 2.57 x ja 
Plk4 Serine/threonine kinase 18 2.63   
Nusap1 Nucleolar and spindle associated protein 1 2.83   
Anln Anillin, actin binding protein 3.00 x  
     
 Chromatin    
Hist1H2ab Histone 1, H2ab  2.76   
Cenpa Centromere autoantigen A 2.26  ja 
Asf1b ASF1 anti-silencing function 1 homolog B 2.27 x  
Ncapd1 Non-SMC Condensin I complex subunit D 2.06 x  
Ncapg Chromosome condensation protein G 2.04   
Ncapg2 Non-SMC Condensin II complex subunit G2 2.48  ja 

Smc4l1  
SMC4 structural maintenance of chromosomes 4-like 1 
(yeast) 2.21   

     
 DNA Reparatur    
Brca1 Breast cancer 1 2.12 x  
Rad51 RAD51 homolog (S. cerevisiae) 2.21 x  
RAD51ap1 RAD51 associated protein 1  2.55 x  
     
 Kernmetabolismus    
Ak3l1 Adenylate kinase 4 2.18   
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Rrm2 Ribonucleotide reductase M2  3.12 x  
     
 Signalwegkomponenten    
Tgn Thyroglobulin -11.16   
Hsp90 Heat shock protein 1 -3.51   
Klf9 Kruppel-like factor 9 -2.37   
S100a11 S100 calcium binding protein A11 (calizzarin) -2.26   
Socs2 Suppressor of cytokine signaling 2  -2.18   
Gcgr Glucagon receptor -2.15   
Bmyc Brain expressed myelocytomatosis oncogene  -2.09   
Rhoc Ras homolog gene family, member C -2.06  nein 
Ncstn Nicastrin -2.05   
Ager Advanced glycosylation end product-specific receptor -2.04   
Ephexin Neuronal guanine nucleotide exchange factor -2.04   
Fn14 Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 12a -2.03  ja 
Pps Putative phosphatase -2.01   
Robo1 Roundabout homolog 1 (Drosophila) 2.01   
Camkk2 Calcium/calmodulin-dependent protein kinase kinase 2, beta 2.06   
Vlgr1 Monogenic, audiogenic seizure susceptibility 1 2.08   
Trim25 Tripartite motif protein 25 2.08   
Crabp1 Cellular retinoic acid binding  protein I 2.12   
Pins Pins homolog (Drosophia) 2.35  ja 
Mak Male germ cell-associated kinase 2.40   
c-myb Myeloblastosis oncogene  2.48   
Psrc1 Differential display and activated by p53 2.82   
Tal6 Transmembrane 4 superfamily member 1 3.01   
Irs1 Insulin receptor substrate 1 3.73   
     
 Cytoskelett/Transport    
Arl4d ADP-ribosylation factor 4-like -2.72   
Anxa1 Annexin A1 -2.43   
Cldn4 Claudin 4 -2.42   
Aqp5 Aquaporin 5 -2.22   
Clca4 Chloride channel calcium activated 4 -2.16   
Slc25a29  -2.08   
 

Solute carrier family 25 (mitochondrial carrier, 
palmitoylcarnitine transporter), member 29     

Cap1 -2.05   
 

Adenylyl cyclase-associated CAP protein homolog 1 (S. 
cerevisiae, S. pombe)    

Dnm3 Dynamin 3  -2.01   
Marcks Myristoylated alanine rich protein kinase C substrate 2.15   
Slc20a1 Solute carrier family 20, member 1 2.43   

Cacna1h 
Calcium channel, voltage-dependent, T type, alpha 1H 
subunit 2.70   

Kcnmb2 3.30   
 

Potassium large conductance calcium-activated channel, 
subfamily M, beta member 2    

     
 Entzündungen    
Lcn2 Lipocalin2 -3.87   
Plunc  Palate, lung, and nasal epithelium carcinoma associated -3.56   
Mal Myelin and lymphocyte protein, T-cell differentiation protein -2.41   
     
 Metabolismus    
Cbr2 Carbonyl reductase 2 -2.65   
Fuca1 Fucosidase, alpha-L- 1  -2.33   
Pitpnc1 Phosphatidylinositol transfer protein, cytoplasmic 1  -2.03   
Oxct1 3-oxoacid CoA transferase 2.13   
Elovl2 2.27   
 

Elongation of very long chain fatty acids (FEN1/Elo2, 
SUR4/Elo3, yeast)-like 2    

ChREBP   
Williams-Beuren syndrome chromosome region 14 homolog 
(human) 2.32   

     
 Verschiedene    
Timp3 Tissue inhibitor of metalloproteinase 3 -2.92 x  
Napsa Kidney-derived aspartic protease-like protein -2.91   
Cy-CAP Peptidylprolyl isomerase C-associated protein -2.43   
Tcfcp2l1 Tcfcp2-related transcriptional repressor 1 -2.39   
Srxn1 Sulfiredoxin 1 homolog (S. Cervisiae) -2.39   
Tinagl Lipocalin 7 -2.37   
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Gtl2 Maternally expressed gene 3 -2.26   
Efemp2 -2.16   
 

Epidermal growth factor-containing fibulin-like extracellular 
matrix protein 2    

Fkbp11 FK506 binding protein 11 -2.10   
Adcy7 Adenylate cyclase 7 2.01   
Pvt-1 Plasmacytoma variant translocation 1 2.01   
Fignl-1 Fidgetin-like 1 2.06   
Depdc7 DEP domain containing 7 2.11   
Elavl-3 ELAV (embryonic lethal, abnormal vision, Drosophila)-like 3 2.12   
Birc5 Baculoviral IAP repeat-containing 5 2.26   
Bim BCL2-like 11 (apoptosis facilitator) 2.30   
 Mus musculus beta globin mRNA, partial cds  2.28   
Sfpq 2.36   
 

Splicing factor proline/glutamine rich (polypyrimidine tract 
binding protein associated)    

Bicc1 Bicaudal C homolog 1 (Drosophila) 2.36   
 HCV NS5A-transactivated protein 9 homolog  2.42   
Tex15 Testis expressed gene 15 2.63  ja 
Six1 Sine oculis-related homeobox 1 homolog (Drosophila) 2.82   
Ki-67 Antigen identified by monoclonal antibody Ki 67 2.91   
     
 Unbekannt    
 RIKEN cDNA 1600029D21 gene -3.40   
 cDNA sequence BC004044 -2.29   
 2.01   
    
 

Mus musculus adult male corpora quadrigemina cDNA, RIKEN 
full-length enriched library, clone:B230312E22 
product:hypothetical protein, full insert sequence.    

 2.07   
 

Mus musculus, Similar to L1 repeat, Tf subfamily, member 
30, clone MGC:7372 IMAGE:3487559, mRNA, complete cds    

 RIKEN cDNA 3732412D22 gene 2.13   
 RIKEN cDNA 6430514L14 gene 2.36   
 Hypothetical protein 6720403H11 2.53   
 RIKEN cDNA 0610012A05 gene 2.63   

 
a Positives Vorzeichen: Gen hoch reguliert in den metastatischen gegenüber den nicht-metastatischen MTCs  
   Negatives Vorzeichen: Gen herunter reguliert in den metastatischen gegenüber den nicht-metastatischen MTCs 
b bereits als E2F-Zielgen bekannt 
c differentielle Expression mittels qPCR-Analyse in MTCs verifiziert 
 
 

Tabelle 5: Liste der mindestens zweifach differentiell exprimierten Gene in den Rb-/-; E2f3-/- gegenüber 

Wildtyp-MEFs („WT/DKO-Liste“) 

Gen Beschreibung 
Expresssions-
veränderunga 

E2F-
Genb 

Expression 
verifiziertc 

 Zellzyklus und DNA-Replikation    
Rb1 Retinoblastoma gene -3.45   
Ccnb2 Cyclin B2 2.02 x  
p107 retinoblastoma-like 1 (p107) 2.06 x ja 
Tk1 thymidine kinase 1 2.07 x  
Topbp1 topoisomerase (DNA) II beta binding protein 2.13   
Cks2 CDC28 protein kinase regulatory subunit 2 2.16   
PCNA proliferating cell nuclear antigen 2.3 x  
Rif1 Rap1 interacting factor 1 homolog 2.3   
Mcm7 minichromosome maintenance deficient 7 (S. 

cerevisiae) 
2.34 x  

USP1 ubiquitin specific protease 1 2.38   
Pole2 polymerase (DNA directed), epsilon 2 (p59 subunit) 2.46 x  
Ezh2 enhancer of zeste homolog 2  2.53 x ja 
Mcm2 minichromosome maintenance deficient 2 mitotin 

(S. cerevisiae) 
2.56 x  

Gmnn geminin 2.73 x  
Pola1 polymerase (DNA directed), alpha 1 2.94 x  
ICBP90 ubiquitin-like, containing PHD and RING finger 

domains, 1 
3.26 x  
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Mcm4 minichromosome maintenance deficient 4 homolog 
(S. cerevisiae) 

3.27 x  

Prim1 DNA primase, p49 subunit 3.47   
Cdt1 retroviral integration site 2 3.49 x  
Ccne2 cyclin E2 3.95 x  
Mcm6 minichromosome maintenance deficient 6 (MIS5 

homolog, S. pombe) (S. cerevisiae) 
5.23 x ja 

     
 Mitose/Cytokinese    
Cep55 centrosomal protein 55 2.08  ja 
CenpA centromere autoantigen A 2.1  ja 
Spbc25 spindle pole body component 25 homolog 2.13   
Bub1 budding uninhibited by benzimidazoles 1 homolog 

(S. cerevisiae) 
2.14 x ja 

Ckap2 cytoskeleton associated protein 2 2.15   
Prc1 protein regulator of cytokinesis 1 2.17 x ja 
Anln anillin, actin binding protein (scraps homolog, 

Drosophila) 
2.17 x  

     
 Chromatin    
Hist2h3c2 histone 2, H3c2 -2.96   
Hist1h1c histone 1, H1c -2.4   
Hist1h2bc histone 1, H2bc -2.31   
Hist2h2aa1 histone 2, H2aa1 -2.19   
H2afz H2A histone family, member Z  2.01   
HMGB2 high mobility group box 2 2.38   
Hmgn2 high mobility group nucleosomal binding domain 2  2.28   
Slbp stem-loop binding protein 2.44   
Hells helicase, lymphoid specific 2.85   
Dnmt1 DNA methyltransferase (cytosine-5) 1 3.89 x  
     
 DNA Reparatur    
Ercc6l excision repair cross-complementing rodent repair 

deficiency complementation group 6 - like 
2.05   

UNG uracil-DNA glycosylase 2.33   
MSH6 mutS homolog 6 (E. coli) 3.57   
     
 Kernmetabolismus    
Cdc8 deoxythymidylate kinase 2.27   
DUT deoxyuridine triphosphatase 2.38   
DCK deoxycytidine kinase 2.9   
     
 Signalwegkomponenten    
Bmp1 bone morphogenetic protein 1 -2.41   
Igfbp2 insulin-like growth factor binding protein 2 -2.21   
LPP3 phosphatidic acid phosphatase type 2B -2.06   
Wnk1 protein kinase, lysine deficient 1 2.03   
PRL-3 protein tyrosine phosphatase 4a3 2.09   
CkIIalpha casein kinase II, alpha 1 polypeptide 2.09   
Foxg1 forkhead box G1 2.11   
CD99 CD99 antigen 2.15 x  
TNFAIP8 
SCC-S2 

tumor necrosis factor, alpha-induced protein 8 2.34   

FLASH caspase 8 associated protein 2 2.7   
FABP7 fatty acid binding protein 7, brain 2.74   
     
 Cytoskelett    
LmnB1 lamin B1 2.04   
Pkp2 plakophilin 2 2.12   
Lap2 thymopoietin 2.46   
Stmn1 stathmin 1 3.06   
     
 Stress    
Nupr1 / P8 nuclear protein 1 -2.48   
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MT-2 metallothionein 2 -2.08   
     
 Metabolismus    
B3galnt1 UDP-Gal:betaGlcNAc beta 1,3-

galactosyltransferase, polypeptide 3 
2.1   

Hat1 histidine aminotransferase 1 2.21   
Pltp phospholipid transfer protein 2.29   
     
 Extrazellulär    
Lcn7 lipocalin 7 -2.28   
Mfap5 microfibrillar associated protein 5 -2.09   
Matn2 matrilin 2 2.71   
     
 Verschiedenes    
Penk1 preproenkephalin 1 -3.17   
Crabp2 cellular retinoic acid binding protein II -2.93   
Coch coagulation factor C homolog (Limulus polyphemus) -2.82   
IL1RN interleukin 1 receptor antagonist -2.75   
ANXA8 annexin A8 -2.51   
Gjb2 / 
connexin26 

gap junction membrane channel protein beta 2 -2.43   

AQP1 aquaporin -2.41   
Lum lumican -2.29   
GTL2 GTL2, imprinted maternally expressed untranslated 

mRNA 
-2.28   

Slco2a1 solute carrier organic anion transporter family, 
member 2a1 

-2.19   

Lgal3 lectin, galactose binding, soluble 3 -2.09   
Ifit1 interferon-induced protein with tetratricopeptide 

repeats 1 
2   

Gbp2 guanylate nucleotide binding protein 2 2.02   
Casp3 caspase 3, apoptosis related cysteine protease 2.04   
Sfrs7 splicing factor, arginine/serine-rich 7 2.06   
Paics phosphoribosylaminoimidazole carboxylase, 

phosphoribosylaminoribosylaminoimidazole, 
succinocarboxamide synthetase 

2.08   

Prdx4 peroxiredoxin 4 2.23   
Aspn asporin 2.23   
VAPB vesicle-associated membrane protein, associated 

protein B and C 
2.26   

Trim59 tripartite motif-containing 59 2.26   
Crip1 cysteine-rich protein 1 (intestinal) 2.29   
ARL6Ip6 ADP-ribosylation factor-like 6 interacting protein 6 2.41   
tipin timeless interacting protein 2.41   
Morc4 microrchidia 4 2.48   
Heph hephaestin 2.52   
Psip1 PC4 and SFRS1 interacting protein 1 2.58   
UTY ubiquitously transcribed tetratricopeptide repeat 

gene, Y chromosome 
2.66   

UBE2T ubiquitin-conjugating enzyme E2T 2.67   
Tex15 testis expressed gene 15 2.78  ja 
Rps9 ribosomal protein S9 2.81   
Lyzs lysozyme 2.85   
Tcf19 transcription factor 19 2.89   
CRABP1 cellular retinoic acid binding protein I 2.98   
Hsp40 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member 9 3.27   
Lzp-s P lysozyme structural 3.35   
Cox6b2 cytochrome c oxidase subunit VIb, testes-specific 3.67   
Jarid1d jumonji, AT rich interactive domain 1D (Rbp2 like) 3.83   
Eif2s3y eukaryotic translation initiation factor 2, subunit 3, 

structural gene Y-linked 
6.99   

Ddx3y DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 3, Y-
linked 

30.67   

     
 Unbekannt    
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 Adult male cecum cDNA, RIKEN full-length enriched 
library, clone:9130009H04 product:unknown EST, 
full insert sequence 

-3.07   

 RIKEN cDNA 6330406I15 gene -2.29   
 L0288G10-3 NIA Mouse Newborn Ovary cDNA 

Library Mus musculus cDNA clone L0288G10 3', 
mRNA sequence. 

-2.23   

 BB119177 RIKEN full-length enriched, adult male 
urinary bladder Mus musculus cDNA clone 
9530069H15 3', mRNA sequence. 

-2.14   

 BB160417 RIKEN full-length enriched, 16 days 
neonate thymus Mus musculus cDNA clone 
A130053B20 3', mRNA sequence. 

2.18   

 DNA segment, Chr 17, human D6S56E 5 2.5   
 RIKEN cDNA 2610042L04 gene 2.51   
 expressed sequence AW413625 2.75   

 
a Positives Vorzeichen: Gen hoch reguliert in Rb-/-; E2f3-/- gegenüber Wildtyp-MEFs  
   Negatives Vorzeichen: Gen herunter reguliert in Rb-/-; E2f3-/- gegenüber Wildtyp-MEFs 
b bereits als E2F-Zielgen bekannt 
c differentielle Expression mittels qPCR-Analyse in MTCs verifiziert 
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Abkürzungsverzeichnis 

 

µl Mikroliter 

µM Mikromolar 

ARF Alternative reading frame; alternativer Leserahmen 

ATM/ATR Ataxia telangiectasia mutated / ATM-and Rad3-related 

ATP Adenosintriphosphat 

BrdU 5-Bromo-2-deoxyuridine 

BSA Bovines Serumalbumin 

CDK Cyclin-dependent kinase 

CKI CDK- Inhibitor 

cDNA Komplementäre DNA 

DAPI 4’,6’- Diamidino-2-Phenylindol 

DEPC Diethylpyrocarbonat 

DKO Double knock-out 

DMEM Dulbecco’s modified Eagle Medium 

DNA Desoxyribonukleinsäure 

dNTP Desoxynukleotidtriphosphat 

DP Dimerisierungsprotein von E2F 

DTT Dithiothreitol 

E2F E2 binding factor 

ECL Enhanced Chemiluminiscence 

ECM Extrazelluläre Matrix 

EDTA Ethylendiamin-N,N-tetracetat 

EGTA Ethylenglycol-O,O’-bis(2-aminoethyl)-N,N,N’,N’-tetraacetat 

ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay 

FCS Fötales Kälberserum 

INK4 Inhibitor of CDK4 

kb Kilobasen 

kDA Kilodalton 

MEF Mausembryonale Fibroblasten 

min Minuten 

ml Milliliter 
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mM Millimolar 

mRNA Messenger RNA 

MTC Medullary thyroid carcinomas; medulläres Schilddrüsenkarzinom 

ng Nanogramm 

PAI-1 Plasminogen-Inhibitor 

PBS Phosphat-gepufferte Saline 

PCR Polymerasen-Kettenreaktion 

PML Promyelocytic leukemia 

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid 

PVDF Polyvinylidenedifluorid 

qPCR Quantitative PCR 

RNA Ribonukleinsäure 

pRb Retinoblastoma-Protein 

SBE SMAD-Bindeelement 

sec Sekunden 

SDS Natriumdodecylsulfat 

SMAD Small Mothers Against Decapentaplegic 

TEMED Tetramethylethylendiamin 

TGF Transforming growth factor 

TKO Triple knock-out 

WT Wildtyp 

X-Gal 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl β-D-Galaktosid 
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