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1 Summary

1 Summary

Amplification of MYCN, encoding the transcription factor N-Myec, is one of the strongest
clinical predictors of poor prognosis in neuroblastoma. As a member of the oncogenic Myc
family, N-Myc activates genes that are involved in several biological processes like
metabolism, cell cycle progression, cell growth and apoptosis. Deregulation of MYCN
expression leads to a distinct gene expression profile and an aggressive phenotype in
neuroblastoma cells.

In normal neuronal progenitor cells, N-Myc is rapidly degraded by the ubiquitin-
proteasome system. N-Myc degradation is controlled by two phospho-sites. During
mitosis, Cyclin B/Cdk1 phosphorylates N-Myc at serine 62, which primes the protein for a
second phosphorylation at threonine 58 via GSK3f. This phospho-degron provides a
recognition site for Fbxw?7, an F-box protein of the E3-Ligase complex SCFFbxw7, Jeading to
destabilisation of the N-Myc protein. Mitotic degradation of the N-Myc protein allows
progenitor cells to exit the cell cycle and enables terminal differentiation.

Our group had previously identified AURKA as a gene that is required for cell growth in
MYCN-amplified neuroblastoma cells but not essential for cells lacking MYCN. Here, we
show that Aurora-A counteracts the Fbxw7-mediated degradation, and that the
interaction between Aurora-A and N-Myc is cruical for N-Myc stabilization. Surprisingly,
Aurora-A stabilizes the transcription factor in a kinase-independent manner.
Interestingly, two Aurora-A-Inhibitors, MLN8054 and MLN8237, inhibit the kinase
activity but also destabilize the N-Myc protein. These inhibitors induce an unusual
conformation of the kinase domain and resulting in the dissociation of the N-Myc/Aurora-
A complex. We demonstrate that the disruption of the complex promotes Fbxw?7-
mediated degradation of N-Myc. Inhibitor treatment in neuroblastoma cells leads to a cell
cycle arrest in Gi-phase. In a transgenic mouse model of MYCN-driven neuroblastoma,
treatment causes downregulation of N-Myc protein levels, differentiation of the tumor
cells and complete tumor regression in the majority of tumors. Consistent with the tumor
reduction, treatment with MLN8054 and MLN8234 results in an extension of survival of
the transgenic mice. Collectively, these results demonstrate that the Aurora-A-Inhibitors
MLN8054 and MLN8237 are potential therapeutics against MYCN-amplified
Neuroblastoma.
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2 Zusammenfassung

Im Neuroblastom ist die Amplifikation des MYCN-Gens, das fiir den Transkriptionsfaktor
N-Myc kodiert, der klinisch bedeutendste Faktor fiir eine schlechte Prognose. Als Mitglied
der onkogenen Myc-Familie induziert N-Myc die Expression von Genen, die in vielen
biologischen Prozessen wie Metabolismus, Zellzyklusprogression, Zellwachstum und
Apoptose eine wichtige Rolle spielen. Die Deregulation der MYCN-Expression fiihrt zu
einem charakteristischen Genexpressionsprofil und einem aggressiven Phenotyp in den
Tumorzellen.

In normalen neuronalen Vorlduferzellen wird N-Myc gewodhnlich sehr schnell
proteasomal abgebaut. Wihrend der Mitose wird N-Myc an Serin 62 phosphoryliert.
Diese Phosphorylierung dient als Erkennungssignal fiir die Kinase GSK3f, die die
Phosphorylierung an Threonin 58 katalysiert. Das Phosphodegron wird von Fbxw7, einer
Komponente des E3-Ubiquitinligase-Komplex SCFFfbxw7 erkannt. Die anschliefRende
Ubiquitinierung induziert den proteasomalen Abbau des Proteins. Die Reduktion der N-
Myc-Proteinlevel ermoglicht den neuronalen Vorlduferzellen den Austritt aus dem

Zellzyklus und fiihrt zu einer terminalen Differenzierung.

In einem shRNA Screen konnte AURKA als essentielles Gen fiir die Proliferation MYCN-
amplifizierter Neuroblastomzellen identifiziert werden. Eine Aurora-A-Depletion hatte
jedoch keinen Einfluss auf das Wachstum nicht-amplifizierter Zellen.

Wahrend dieser Doktorarbeit konnte gezeigt werden, dass Aurora-A speziell den Fbxw?7-
vermittelten Abbau verhindert und dadurch N-Myc stabilisiert. Fiir die Stabilisierung ist
zwar die Interaktion der beiden Proteine von entscheidender Bedeutung,
tiberraschenderweise spielt die Kinaseaktivitat von Aurora-A jedoch keine Rolle.

Zwei spezifische Aurora-A-Inhibitoren, MLN8054 und MLN8237, sind allerdings in der
Lage, nicht nur die Kinaseaktivitit zu hemmen, sondern auch die N-Myc-Proteinlevel zu
reduzieren. Beide Molekiile induzieren eine Konformationsinderung in der
Kinasedomidne von Aurora-A. Diese ungewodhnliche strukturelle Verdnderung hat zur
Folge, dass der N-Myc/Aurora-A-Komplex dissoziiert und N-Myc mit Hilfe von Fbxw?7
proteasomal abgebaut werden kann. In MYCN-amplifizierten Zellen fiihrt diese Reduktion
an N-Myc zu einem Zellzyklusarrest in der Gi1-Phase. Die in vitro Daten konnten in einem
transgenen Maus-Modell fiir das MYCN-amplifizierte Neuroblastom bestitigt werden. Die
Behandlung mit MLN8054 und MLN8237 fiihrte in den Tumoren ebenfalls zu einer N-
Myc-Reduktion. Dariiber hinaus konnte ein prozentualer Anstieg an differenzierten
Zellen, die vollstindige Tumorregression in der Mehrzahl der Neuroblastome und eine
gesteigerte Lebenserwartung beobachtet werden.
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Insgesamt zeigen die in vitro und in vivo Daten, dass die spezifischen Aurora-A-
Inhibitoren ein hohes therapeutisches Potential gegen das MYCN-amplifizierte
Neuroblastom besitzen.
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3 Einleitung

3.1 Der Zellzyklus und seine Regulation

Die Zellproliferation, bestehend aus Zellwachstum und -teilung, ist die Grundlage allen
Lebens. Sie ist die Basis von Fortpflanzung, Wachstum sowie der Regeneration von
Gewebe. Ein erwachsener Mensch besteht aus mehr als 100 Billionen Zellen, die aus einer
einzigen befruchteten Eizelle hervorgehen. Jede Sekunde sterben in unserem Koérper etwa
50 Millionen Zellen. Diesen Verlust an Zellen muss der Organismus durch Zellteilung
wieder ausgleichen, um den zelluliren Haushalt aufrecht zu erhalten (Schiiring, 2003)
Allerdings kann eine unkontrollierte Zellproliferation zu Krebs fiihren, so dass eine
strikte Regulation des Zellzyklus notwendig ist (Hartwell, 2001; Hunt, 2001; Nurse,
2001).

Der Zellzyklus besteht aus zwei Phasen, der Interphase und der M-Phase. In der
Interphase wird wahrend der Synthese-Phase (S-Phase) die genomische DNA verdoppelt.
Vor und nach der S-Phase, gibt es jeweils eine Gap-Phase (Gi-und Gz-Phase). In diesen
Phasen wird das Zellwachstum ermdglicht und die neu synthetisierte DNA kontrolliert.
Kommt es zu Fehlern wahrend der DNA-Replikation oder treten anormale mitogene
Stimuli auf (z.B. vélliges Fehlen von Wachstumsfaktoren oder Uberstimulation), kann dies
zu einem Zellzyklusarrest oder zur Apoptose fithren. Dariiber hinaus verlieren bestimmte
Zellen, wie z.B. ausdifferenzierte Neuronen, ihre Fahigkeit sich zu teilen und verharren in
einer speziellen Gi-Phase, der sogenannten Go-Phase. Die M-Phase umfasst die Teilung
des Zellkerns (Mitose-Phase) sowie die Zytokinese in zwei Tochterzellen, in der die
korrekte Chromosomentrennung kontrolliert wird (Vermeulen et al., 2003).

Die Progression des Zellzykluses beruht auf Zyklinen und Zyklin-abhingigen
Serin/Threonin-Kinasen (cyclin dependendent kinase; Cdk). Die Regulation der
Zyklin/Cdk-Komplexe erfolgt dabei durch mehrere Mechanismen:

1. die periodische Expression der einzelnen Zykline
2. aktivierende als auch inhibierende Phosphorylierungen
3. die Inaktivierung durch Cdk-Inhibitoren

Cdk-Inhibitoren lassen sich in zwei Familien unterteilen, zum einen in die CIP-Familie
(Cdk inhibitory proteins) und zum anderen in die INK4-Proteine (inhibitors of kinase 4).
Waihrend die Mitglieder der CIP-Familie (p21CP1, p27kirl und p57kir2) einen terndren
Komplex mit Cdk1l oder Cdk2 und dem korrespondierenden Zyklin bilden, interagieren
die Mitglieder der INK4-Proteine (z.B. p16!Nk4A und p19!Nk4D) ausschlief3lich mit den Cdks
(Cdk4/Cdk6) und verhindern so die Komplexbildung mit dem Zyklin (Vermeulen et al.,
2003).
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In der Gi-Phase kommt es nach mitogenen Stimuli unter anderem zur Aktivierung des
Transkriptionsfaktors Myc, der die Expression von Zyklin D und Cdk4 induziert
(Bouchard et al.,, 1999; Hermeking et al., 2000; Perez-Roger et al., 1999). Die Komplexe
Zyklin D/Cdk4- bzw. Zyklin D/Cdké6 aktivieren ihrerseits die Zyklin E-Expression, indem
teilweise der Tumorsuppressor Rb (Retinoblastoma protein) durch Phosphorylierung
inaktiviert wird (Harbour et al., 1999; Malumbres and Barbacid, 2009). Die vollstandige
Inaktivierung von Rb sowie die Aktivierung des Zyklin E/Cdk2-Komplexes fiihren
schlieRlich zum Uberschreiten des Restriktionspunktes und es erfolgt der Ubergang von
G1 zur S-Phase. Steigende Mengen an Zyklin A fiihren zum Austausch von Zyklin E und zur
Bildung des Zyklin A/Cdk2-Komplexes, der die DNA-Replikation induziert. Am Ende der
G2-Phase kommt es zur Komplexbildung zwischen Cdk1 mit Zyklin B, die schlief3lich den
Ubergang von der Go-Phase in die M-Phase induziert (Malumbres and Barbacid, 2005,
2009)(Abbildung 3.1).

mitogene Stimuli

!

Abbildung 3.1: Der Zellzyklus

Die Regulation des Zellzyklus iibernehmen Zykline und Zyklin-abhangige Kinasen (Cdks). Die
Aktivitat dieser Komplexe wird wiederum durch dufiere Stimuli (z.B. Wachstumsfaktoren) und
Cdk-Inhibitoren gesteuert. Der Transkriptionsfaktor Myc spielt bei der Progression des Gi-S-
Ubergangs eine wesentliche Rolle (In rot: Zellzyklus inhibierende Proteine; in griin: Zellzyklus
fordernde Proteine).

Kommt es zu einer fehlerhaften Regulation der Zykline und/oder der Cdks kann dies zu
einer unkontrollierten Proliferation und zur Tumorentstehung fiithren. Ein attraktiver
Ansatzpunkt fiir eine Krebstherapie konnte die Inhibierung von Cdk2 sein. Es zeigte sich,
dass Cdk2 fiir die normale Entwicklung nicht essentiell ist, aber eine Cdk2-Inhibition die
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Proliferation in einigen Tumorzellen stoppen kann (Berthet et al., 2003; Martin et al,
2005; Ortega et al,, 2003; Tetsu and McCormick, 2003).

Centrosomenzyklus

Die zentrale Aufgabe der mitotischen Zelle ist, die Trennung der Schwesterchromatiden
und deren korrekte Aufteilung auf zwei Tochterzellen. Dies erfolgt in mehreren Schritten,
die nach dem zytologischen Erscheinungsbild in Prophase, Prometaphase, Metaphase,
Anaphase, Telophase und Zytokinese unterteilt sind.

Der korrekte Ablauf erfolgt dabei mit Hilfe des Mikrotubuli organisierenden Zentrums
(MTOC), dem sogenannten Centrosom. Dieses Zellorganell besteht aus einem
Centriolenpaar mit Mutter- und Tochtercentriole, das von einer elektronendichten,
pericentriolairen Matrix (PCM) umgeben ist. Die zentrale Komponente sind y-
Tubulinringkomplexe (y-TuRC), die die Nukleation der Mikrotubuli induzieren. Um
Chromosomenanomalien zu vermeiden, durchlduft das Centrosom einen speziellen
Zyklus, der mit dem Chromosomenzyklus exakt abgestimmt ist. In der Gi-Phase besitzen
Zellen zuniachst ein Centrosom, das sich wahrend der S-Phase dupliziert. Nach Elongation
der Tochterzentriole kommt es durch Akkumulation von y-TuRC zur Reifung des
Centrosoms, wodurch die Kapazitit der Mikrotubuli-Nukleation erhoht wird. Am Ende
der G2-Phase, nachdem sich zwei Centrosome mit jeweils zwei Centriolen gebildet haben,
kommt es in der Prophase zur Centrosomenseperation. Die in entgegengesetzter Richtung
wandernden Centrosome bilden in der (Pro-)Metaphase die Spindelpole, der
entstehenden Mitosespindel, die fiir die Auftrennung der Tochterchromosomen
verantwortlich ist (Bettencourt-Dias and Glover, 2007)

Als ein wichtiger Regulator des Centrosomenzyklus konnte ebenfalls der Zyklin E/Cdk2-
Komplex identifiziert werden. Studien in Xenopus zeigten, dass die Komplex-Inhibition
entweder durch p21 oder durch p27 die Centriol-Duplikation verhindern kann
(Hinchcliffe et al., 1999; Lacey et al., 1999).

Ferner spielen fiir die Centrosomenreifung eine grofde Anzahl an Proteinen (Plk1, Hef1,
TPX2, Bora, NDEL1 und LATS2) eine entscheidende Rolle, die entweder Substrate von
Aurora-A sind oder Aurora-A zum Centrosom rekrutieren. Dies zeigt die enorme
Bedeutung von Aurora-A wiahrend des Centrosomenzyklus (Abschnitt 3.4)(De Luca et al,,
2006; Hutterer et al., 2006; Lane and Nigg, 1996; Mori et al, 2007; Pugacheva and
Golemis, 2005; Toji et al., 2004).

Fehler im Centrosomenzyklus aufgrund einer Deregulation von Aurora-A kann zu einer
Centrosomenamplifikation (CA) fithren. Als eine Hauptursache der genomischen
Instabilitit ist CA am progressiven Ubergang von frithen Stadien zu malignen Tumoren
beteiligt und kann als Kennzeichen von Krebs (“Hallmark of cancer cells”) angesehen
werden (Chan, 2011; Meraldi et al., 2002).

Im Neuroblastom (Abschnitt 3.2) konnte eine signifikante Korrelation zwischen
Centrosomenamplifikation und einer MYCN-Uberexpression (Abschnitt 3.3) beobachtet
werden. Bestrahlte man Neuroblastomzelllinien fiihrte dies in MYCN-iiberexprimierenden
Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen zu einer verstirkten Hyperamplifikation der
Centrosome. Ursache dieser CA war eine durch N-Myc induzierte Expression der E3-
Ligase MDM2, die ihrerseits p53 runterregulierte (Slack et al., 2007; Sugihara et al., 2004).
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3.2 Das Neuroblastom

Das Neuroblastom ist ein solider Tumor des sympathischen Nervensystems. Mit einer
Inzidenz von etwa 10 pro 1-106 Kindern unter 15 Jahren ist es eine der haufigsten
Krebserkrankungen im Kindesalter (Maris, 2010). Der Tumor tritt meist sporadisch auf.
Nur lediglich 1-2% der Fille sind auf eine familidre Pradisposition zuriickzufiihren
(Kushner et al, 1986; Maris et al, 1996). Das Neuroblastom entwickelt sich aus
neuronalen Vorlauferzellen der Neuralleiste und ist lokalisiert im Abdomen, in der
Nebenniere, im Brustkorb oder in der Halsregion. Dariiber hinaus kann der maligne
Tumor unter anderem auch in Lymphknoten, Knochen, Knochenmark und Leber
metastasieren (Brodeur, 2003) (Abbildung 3.2). Je nach Ausbreitungsstadium und
Lokalisation des diagnostizierten Tumors werden 6 Stadien (S1, S24A, S2B, S3, S4 und S4S)
unterschieden, die nach dem ,International Neuroblastoma Staging System (INSS)” wie
folgt unterteilt sind:

Stadium 1: Ausschliefllich Primartumor diagnostiziert

Stadium 2A: Tumor infiltriert das Nachbargewebe ohne die Lymphknoten zu befallen

Stadium 2B: Tumor infiltriert das Nachbargewebe mit homolateralem Lymphknoten-
befall

Stadium 3: Tumor breitet sich iiber die Mittellinie aus und kann zudem beidseitig
regionale Lymphknoten infiltrieren

Stadium 4: Hamatogene Metastasen in den benannten Kérperregionen (siehe Text)

Stadium 4S  Primdrtumor mit teilweise Fernmetastasen wie z.B. in der Leber und zum

geringen Teil auch im Knochenmark

Allerdings kann aufgrund der Lokalisation und Ausbreitung des Tumors keine exakte
Prognose fiir die Patienten getroffen werden. Andere Faktoren wie Alter des Patienten,
sowie molekulare, zelluldre und genetische Merkmale des Tumors spielen ebenfalls eine
entscheidende Rolle (Abschnitt 3.2.1). So =zeigt sich, dass Patienten mit einem
Neuroblastom Stadium 4S trotz Fernmetastasen eine hohe Wahrscheinlichkeit einer
spontanen Tumorregression haben. Aufgrund dieser Tatsache wurde eine weitere
Einteilung zur verlasslicheren Prognose eingefiihrt. Mit Hilfe des Shimada Index, bei der
eine histopathologische Klassifikation vorgenommen wird, lassen sich die Tumore mit
glinstiger und schlechter Prognose exakter gruppieren. Hierbei wird das Alter des
Patienten, der Differenzierungsgrad sowie der Mitose-Karyorrhexis-Index bestimmt und
anhand dieser Daten eine Prognose erstellt (Shimada et al., 1999; Shimada et al., 1984).
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Abbildung 3.2: Lokalisation des Primirtumors und der Metastasen

Die Symptomatik des Neuroblastoms wird durch die Lokalisation des Tumors bestimmt. Der
Primartumor ist entlang des Grenzstrangs lokalisiert und metastasiert haufig in die Lymphknoten,
Knochen und Knochenmark. (Modifiziert nach (http://pedsurg.ucsf.edu/conditions--
procedures/pediatric-cancer.aspx))

3.21 Prognostische Faktoren

3.2.1.1 Alter des Patienten

Trotz der sehr heterogenen Erkrankung konnen einige prognostisch wichtige Faktoren
ausgemacht werden. So spielt zum Beispiel das Patientenalter eine entscheidende Rolle.
Das mediane Alter der Diagnose fiir eine Neuroblastomerkrankung liegt bei ca. 15
Monaten. Die 5-Jahres-Uberlebensrate betrug nach der Neuroblastomstudie NB97 von
2002 62 + 3%. Dabei zeigte sich eine altersabhingige Uberlebenswahrscheinlichkeit. In
allen sechs Stadien des INSS waren die Uberlebenschancen im Siuglingsalter (<12
Monate) glinstiger. Dariiber hinaus waren die Neuroblastompatienten unter einem Jahr
mehrheitlich (87 %) in den prognostisch giinstigeren Stadien (1, 2, 3 und 4S) anzutreffen,
wohingegen é&ltere Patienten (=12 Monate) vorwiegend (55%) im Stadium 4
eingruppiert wurden (NB97, 2002).

3.2.1.2 Erbliche Mutationen, sowie somatische Mutationen

Wie bereits erwdhnt, ist eine erblich bedingte Neuroblastomerkrankung relativ selten.
Die erste familidre Praddisposition, die identifiziert wurde, ist die Mutation des Gens
PHOXZ2B (paired-like homeobox 2b). Das Gen codiert fiir den Transkriptionfaktor PHOX2B,
der den Zellzyklusaustritt, sowie die Differenzierung von Vorlduferzellen der Neuralleiste
und die Neuronenbildung begiinstigt (Raabe et al., 2008; Trochet et al., 2005).

Eine weitere Mutation, die sowohl erblich als auch spontan in somatischen Zellen
auftreten kann, ist die Aktivierung der Kinase ALK (anaplastic ymphoma receptor tyrosine
kinase). Eine kontinuierliche Aktivierung des ALK-Signalweges begiinstigt nicht nur die
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Pathogenese des Neuroblastoms sonderen auch einer Vielzahl von weiteren
Krebserkrankungen, wie das Nicht-kleinzellige Lungenkarzinom (NSCLC) oder den
anaplastischen Schilddriisenkrebs (ATC) und kénnte demnach eine sogenannte “driver”-
Mutation fiir viele Tumorarten sein. (Chen et al., 2008; George et al., 2008; Hallberg and
Palmer, 2013). Neben Mutationen, die die Aktivitit der Kinase beeinflussen, konnte
zudem gezeigt werden, dass eine ALK-Uberexpression bzw -Amplifikation zu einer
schlechten Prognose fiir Neuroblastompatienten fiithrt (Wang et al., 2013).

Aktuelle Forschungsergebnisse identifizierten LIN28B als einen weiteren prognostischen
Parameter im Neuroblastom. So ist eine LIN28B-Uberexpression assoziiert mit einer
geringen Uberlebenswahrscheinlichkeit und kann im Mausmodell Neuroblastom-dhnliche

Tumore induzieren (Diskin et al., 2012; Molenaar et al,, 2012).

3.2.1.3 Chromosomenanomalien

Die Anzahl der Chromosomen und damit der Grad der genomischen Stabilitdt ist ein
weiterer prognostischer Parameter im Neuroblastom. Im Allgemeinen sind Tumorzellen
von Neuroblastompatienten mit glinstiger Prognose hyperdiploid oder nahezu triploid
(Kaneko et al,, 1987), obwohl dies auch stark vom Patientenalter abhéangig ist.

Des Weiteren konnten im Neuroblastom einige Chromosomenanomalien identifiziert
werden, die sich negativ auf die Uberlebenswahrscheinlichkeit der Patienten auswirken.
Dabei kommt es bei fragilen genomischen Regionen sowohl zu Deletionen (z.B.
Chromosom 1p und 11q) als auch zu Amplifikationen (z.B. MYCN-Amplifikation) (Brodeur
etal,, 1981; Guo et al,, 1999; Seeger et al., 1985).

Deletion von Chromosom 1p und Chromosom 11q

Die Deletion von Chromosomenteilstiicken kann schwerwiegende Auswirkungen auf die
genomische Integritat haben und zu einem Verlust von Tummorsuppressorgenen fiihren.
Dies kann die Tumorgenese begiinstigen.

Eine haufige Abnormalitit ist die Deletion des Teilstliicks des kurzen Arms von
Chromosom 1, die in liber 20 % aller Neuroblastomfille auftritt (Brodeur and Fong,
1989). Diese Chromosomenannomalie ist hdufig assoziiert mit der Amplifikation von
MYCN und kommt zusammen mit der MYCN-Amplifikation bei ca. 70 % der aggressiven,
malignen Tumore vor. Allerdings ist die Deletion auch unabhingig von der Amplifikation
von MYCN mit einer schlechten Prognose assoziiert (Attiyeh et al., 2005; Fong et al,,
1989). Dies deutet darauf hin, dass auch andere Gene als MYCN bei der Pathogenese des
Neuroblastoms eine Rolle spielen.

Eines der identifizierten deletierten Gene ist der Tumorsuppressor CDH5 (chromodomain
helicase DNA binding domain 5). Niedrige CDH5-Expressionslevel sind assoziiert mit
einem fortgeschrittenen Krankheitsstadium und schlechter Prognose. Dariiber hinaus
konnte eine Korrelation von MYCN-Amplifikation und Hypermethylierung des CDH5-
Promoters identifiziert werden (Fujita et al,, 2008; Koyama et al.,, 2012).

Eine weitere Chromosomenabnormalitit, die stark mit einer schlechten
Patientenprognose korreliert, ist die Deletion des Chromosomenfragments 11q. Diese
tritt mit einer Haufigkeit von 40-45 % auf und fithrt unter anderem zu einer Verringerung
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der CADM1-Expression. CADM1 kodiert fiir ein Adhdsionsmolekil und fungiert als
Regulator der Zellproliferation (Guo et al., 1999; Nowacki et al.,, 2008).

Amplifikation des Gens MYCN

Der bedeutendste prognostische Parameter ist die Amplifikation des Gens MYCN. Bei
einer MYCN-Amplifikation kommt es einerseits zur Ausbildung von ringférmigen,
extrachromosomalen Strukturen (double minute) oder andererseits zur Entstehung einer
integrierten chromosomalen Region (homogeneously staining region). Meist liegt diese
neu integrierte Region auf einem anderen Chromosom als das urspriinglich auf
Chromosom 2 lokalisierte MYCN-Gen. Die Amplifikation kann sich bis auf iiber 1MB
(Megabasen) erstrecken und damit die Expressionsrate des Transkriptionsfaktors um
durchschnittlich 100-fach erhohen. Je nach Studie liegt der prozentuale Anteil MYCN-
amplifizierter Tumore bei ca. 20-30 % und fiihrt in allen Stadien des INSS zu einer
signifikanten Reduktion der Uberlebenswahrscheinlichkeit von Neuroblastompatienten
(Maris and Matthay, 1999; Schwab et al., 2003)(Abbildung 3.3).
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Abbildung 3.3: Kaplan-Meier-Kurven von Neuroblastompatienten in Abhingigkeit der
MYCN-Amplifikation

Die Uberlebenswahrscheinlichkeit der Neuroblastompatienten ist abhingig von der MYCN-
Amplifikation des Tumors (Modifiziert nach (Schwab et al.,, 2003)).

3.3 Der Transkriptionsfaktor N-Myc

3.3.1 Die Transkriptionsfaktorfamilie der Myc-Proteine

Seit der Entdeckung des zelluldren Ursprungs retroviraler Onkogene und dem Beweis,
dass es sich bei Krebs um eine genetische Erkrankung handelt (Bishop, 1989; Varmus,
1989), ist MYC eines der bedeutendsten Onkogene in der Tumorbiologie. So sind alle drei
Mitglieder dieser evolutiondr hochkonservierten Transkriptionsfaktorfamilie, c-Myc, N-
Myc und L-Myc, mit der Pathogenese humaner Krebserkrankungen assoziiert. Wahrend
die Deregulation von c-Myc in einer Vielzahl verschiedener Neoplasien vorkommt, ist die
Amplifikation bzw. Uberexpression von N-und L-Myc grofitenteils auf neuroendokrine
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bzw. bronchiale Tumoren beschrdnkt (Tabelle 3.1)(Beltran et al,, 2011; Brodeur et al,
1984; Gabay et al., 2014; Kim et al,, 2006).

Myc-nick

Transaktivierung Calpain Schnittstelle DNA-Bindung

Element

von c-Myc

Interaktionspartner @

N N D Q
SRR ® gy
AS 45-63 110-126 186-197 319-339 382 - 462
N N N Q
N ® g
AS 45-63 128-144 188-199 296-316 355 - 435
\ N\ Q
RS R
AS 25-43  89-105 201-221 282 - 362

Abbildung 3.4: Die Proteinstrukturen der humanen Myc-Transkriptionsfaktorfamilie

A.

Allgemeine Struktur des Myc-Proteins mit seinen Bindungspartnern. Im mittleren Segment
befinden sich ein D-Element und eine PEST-Sequenz, die eine wesentliche Rolle bei der
proteolytischen Degradation des Proteins spielen. Die Spaltung des Proteins durch Calpain
fiihrt zu einem verkiirzten zytoplasmatischen Protein (Myc-nick). Dargestellt sind einige
Bindungspartner, die zusammen mit Myc die Transkription regulieren (blau) In rot sind E3-
Ubiquitinligasen, die Myc ubiquitinieren, dargestellt.

Die Proteinstruktur der unterschiedlichen Myc Proteine. (MB = Myc-Box; NLS = Kernlokali-
sierungssignal, BR =basische Region; HLH = Helix-Loop-Helix; LZ =Leuzin Zipper;)
(Modifiziertt nach (Conacci-Sorrell et al., 2014; Farrell and Sears, 2014)
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Ein charakteristisches Merkmal der Transkriptionsfaktorfamilie ist die basische Helix-
Loop-Helix/Leuzin-Zipper (bHLH/LZ)-Domaine. Diese C-terminale Domdine vermittelt
auch die Heterodimerisierung mit dem bHLH/LZ-Partnerprotein Max. Die Interaktion
ermoglicht die sequenz-spezifische DNA-Bindung an sogenannte kanonische (5’-CACGTG-
3’) bzw. nicht-kanonische (5’-CANNTG-3’) E-Boxen in Promotoren von Myc-Zielgenen.
Neben der Myc/Max-Interaktion bindet Myc iiber die Doméane an die Proteine p300, SKP2
und Miz1 (Myc interacting Zinc finger 1) (Adhikary and Eilers, 2005; Peukert et al., 1997).
In der N-terminalen Domédne befinden sich einige hochkonservierte Regionen (Myc-
Box I - IV), die die Aktivitit und Funktion von Myc beinflussen. Wahrend die Myc-Box I
den proteasomalen Abbau reguliert (Sears et al, 2000), dient die Myc-Box Il zur
Interaktion mit Kofaktoren (z.B. Trrap, Tip48, Tip49, Tip60 und Gcn5), die die
Transkription von Myc-Zielgenen begilinstigen (Conacci-Sorrell et al, 2014). Dariiber
hinaus spielen die Myc-Boxen eine entscheidende Rolle bei der Myc-induzierten
Zelltransformation und Apoptose (Cowling et al., 2006; Kato et al.,, 1990). Die nukledre
Lokalisation des Transkriptionsfaktors wird durch das Kernlokalisationssignal vermittelt
(Dang and Lee, 1988). Demgegeniiber fiihrt eine Calpain-Schnittstelle in c-Myc zu einem
zytoplasmatischen Spaltprodukt (Myc-nick), das die zytoplasmatische Reorganisation und
Differenzierung férdert (Conacci-Sorrell et al., 2010). Die PEST-Sequenz (reich an: Prolin,
Glutamat, Serin und Threonin) und das D-Element im mittleren Segment des Proteins
spielen beim Abbau des Transkriptionsfaktors eine wesentliche Rolle (Gregory and Hann,
2000) (Abbildung 3.4).

3.3.2 Transkriptionelle Regulation durch die Myc-Familie

Als Transkriptionsfaktor ist Myc in der Lage sowohl Gene zu aktivieren als auch zu
reprimieren. Durch ChIP-Seq-Analysen zeigte sich, dass tausende Bindestellen im Genom
von Myc besetzt sind (Guccione et al., 2006; Sabo and Amati, 2014; Walz et al,, 2014) und
etwa 15 % aller humanen Gene durch Myc reguliert werden (Dang et al., 2006).

Myc kann verschiedene Phasen der Transkription beeinflussen und dadurch Gene
aktivieren. Zum einen reguliert Myc die Rekrutierung der RNA-Polymerase Il zu den
Promotoren und es kommt zur Steigerung der Initiationsrate der Transkription (Walz et
al, 2014). Zum anderen wird die Elongation durch die Rekrutierung des
Elongationsfaktors p-Tefb induziert. Dabei phosphoryliert p-Tefb die RNA-Polymerase II,
die nach der Initiation in der Ndhe des Promotors pausiert (“RNA-Pol II pause release”)
(Rahl etal,, 2010).

Vor kurzem wurde ein neues Modell (“transcriptional amplification model” oder
“nonlinear amplifier model”) beschrieben, nachdem Myc anstelle von definierten
Zielgenen alle bereits aktiven Gene einer Zelle verstarkt transkribiert (Lin et al., 2012; Nie
et al,, 2012). Das “amplifier” Modell kann allerdings nicht die direkte Repression von
Zielgenen und das spezifische Genexpressionsmuster in Myc-transformierten Zellen
erklédren.

Wie bereits erwahnt, vermittelt die Heterodimerisierung mit dem Partnerprotein Max die
Interaktion an spezifische E-Box-Sequenzen. Durch Rekrutierung von Kofaktoren (z.B. die
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Histonacetyltransferasen CBP, Gen5 und Tip60 und die ATPasen Tip48/Tip49) iiber das
Adapterprotein Trrap kann die transkriptionelle Aktivierung eingeleitet werden. Dadurch
kommt es zur Acetylierung von Histonen und zu einer offenen Chromatinstrukur
(Adhikary and Eilers, 2005).

Die bekannteste Funktion als Repressor ist assoziiert mit einer Antagonisation anderer
Transkriptionsfaktoren wie Miz1 und Sp1/Sp3 (Gartel et al.,, 2001; Staller et al., 2001).

Zielgen ——

G—) Transaktivierung

p300
ra NPM1

P oo~

—— C—{H4 ——— E-Box H Zielgen —

@ Repression

Abbildung 3.5: Modell der transkriptionellen Regulierung durch Myc

A. Die Aktivierung von Myc-Zielgenen. Myc bindet zusammen mit Max an DNA-Segenzenen (E-
Box) in der Promotorregion von Zielgenen. Die Rekrutierung von Kofaktoren fiihrt zur
transkriptionellen Aktivierung.

B. Repression von Mizl-Zielgenen. Die Bindung von Myc an Miz1 fiihrt zur Dissoziation von
NPM1 und p300. Des Weiteren kann Myc die Kofaktoren Dmnt3a und HDAC3 rekrutieren.
Dies induziert die Repression von Miz1-Zielgenen. (Modifiziert nach (Adhikary and Eilers,
2005))

Bei niedrigen Myc Leveln aktiviert Mizl Zielgene, die Einfluss auf den Zellzyklus, die
Autophagie und die Zelladhasion ausiiben (Gebhardt et al., 2006; Staller et al., 2001; Wolf
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etal.,, 2013). Dagegen fithren hohe Myc-Level zur Bindung an Miz1 und zur gleichzeitigen
Dissoziation der Koaktivatoren p300 und NPM1 (nucleophosmin) (Wanzel et al., 2008).
Dariiber hinaus kann Myc weitere Kofaktoren (Dnmt3a und HDAC3) rekrutieren, die
entweder die DNA-Methylierung oder die Histondeacetylierung begiinstigen (Brenner et
al, 2005; Kurland and Tansey, 2008). Die Folge ist die Repression der Mizl-Zielgene
(Abbildung 3.5)

3.3.3 Biologische Funktionen von N-Myc im Neuroblastom

Im Jahr 1983 wurde erstmalig das Protoonkogen MYCN als amplifizierte Region im
Neuroblastom beschrieben (Kohl et al, 1983; Schwab et al, 1983). Die grofde
Sequenzhomologie zwischen c- und N-Myc lasst darauf schlieflen, dass beide Proteine
redundante Funktionen ausiiben. So wurde gezeigt, dass N-Myc ebenso die
Transformation und Proliferation von Fibroblasten fordert wie das homologe c-Myc-
Protein (Schwab 1985; Yancupoulos 1985, Goldfarb 1988). Wie c-Myc ist auch N-Myc in
der Lage Fibroblasten in iPSCs (induzierte pluripotente Stammzellen) zu
reprogrammieren (Nakagawa and Yamanaka, 2010). So induziert N-Myc die Expression
von Genen wie KLF2, KLF4 und LIN28B, die die Pluripotenz und Selbsterneuerung (self-
renewal) von Zellen fordern (Cotterman and Knoepfler, 2009). Demgegeniiber arretieren
und differenzieren Neuroblastomzellen nach einer Behandlung mit all-trans-Retinsdure
(RA), da dies zu einer Reduktion der MYCN-Expression fiihrt (Thiele et al., 1985). Eine
exogene MYCN-Uberexpression verhindert die RA-induzierte Arretierung und
Differenzierung (Peverali et al.,, 1996).

Sowohl der c-Myc- als auch der N-Myc-Knock out (KO) sind embryonal letal. Die
Unfahigkeit zur gegenseitigen Kompensation ist wahrscheinlich der unterschiedlichen
Expression in den einzelen Organen zuzuschreiben, da eine MYCN-Expression (MYCN
knock-in) aus dem c-Myc-Lokus die embryonale Letalitit von c-Myc KO-Mausen
verhindern kann (Malynn et al, 2000). Wahrend MYCN hauptsachlich im Laufe der
embryonalen Entwicklung und gewebespezifisch (z.B. Vorder- und Hinterhirn sowie
Nieren) exprimiert wird, ist die MYC-Expression wihrend der Embryogenese ubiquitar
(Huang and Weiss, 2013; Mugrauer et al., 1988).

Die unkontrollierte Expression von MYCN spielt fiir die Pathogenese des Neuroblastoms
eine entscheidende Rolle (Abschnitt 3.2.1.2). Im Mausmodell konnte durch eine
ektopische MYCN-Uberexpression in der Neuralleiste die Bildung von aggressiven
Neuroblastomen induziert werden (Weiss et al., 1997). Die MYCN-Amplifikation im
Neuroblastom fiihrt ebenfalls zu einer schlechten Prognose und zu einem agressiven
Phadnotyp. So korreliert das invasive und metastatische Verhalten der Tumore mit der
MYCN-Expression (Benard, 1995; Goodman et al, 1997; Zaizen et al, 1993). Durch
Repression der Expression von Integrin al und 1 fordert N-Myc die Abldsung der Zellen
aus dem Zellverband und ermdéglicht dadurch die Zellmigration und -invasion (Tanaka
and Fukuzawa, 2008; van Golen et al, 2003). Des Weiteren induziert N-Myc die
Expression der Kinase FAK (focal adhesion kinase), einem wichtigen Regulator des
Integrinsignalweges und Regulator fiir Migration and Metastasierung (Beierle et al., 2007;
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Megison et al., 2013). Schliefllich induziert der Transkriptionsfaktor die Expression der
micro-RNA miR-9 und inhibiert so die E-cadherin-Expression. Dies fiithrt zu einer
verstarkten Zellmobilitdt und -invasion (Ma et al., 2010).

Die Angiogenese wird ebenfalls durch N-Myc beeinflusst. So korreliert eine hohe
Vaskularitdit im Tumorgewebe mit einer MYCN-Amplifikation und einer schlechten
Prognose im Neuroblastom. Moégliche Ursachen sind unter anderem die Induktion der
Expression von proangiogenen Faktoren, wie VEGF (vascular endothelial growth factor)
(Kang et al., 2008) und die Repression von wachstumshemmenden Faktoren (Hatzi et al.,
2000).

Differenzierung

Pluripotenz \/

Abbildung 3.6: N-Myc beeinflusst wichtige biologische Prozesse

Der Transkriptionsfaktor kann durch Expression seiner Zielgene biologische Prozesse, wie
Proliferation, Apoptose und Progression des Zellzyklus im Neuroblastom regulieren (Modifiziert
nach (Huang and Weiss, 2013)).

Der Transkriptionsfaktor ist zudem in der Lage die Immunantwort gegen
Neuroblastomzellen zu unterdriicken. N-Myc reprimiert die Expression des Chemokins
MCP-1/CCL2 (monocyte chemoattractant protein-1/CC chemokine ligand 2) und
verhindert dadurch die Chemoattraktion von natiirlichen Killerzellen (Song et al., 2007).
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SchlieRlich foérdert die MYCN-Uberexpression das Wachstum nicht-amplifizierter
Neuroblastomzellen und fithrt zu einem aggressiveren Phdnotyp, wie im Mausmodel
bewiesen werden konnte (Schweigerer et al., 1990). Aus therapeutischer Sicht ist die
Tatsache interessant, dass speziell MYCN-amplifizierte Neuroblastomzellen in der Lage
sind, den Gi-Arrest trotz Bestrahlung und p21-Aktivierung zu tiberwinden (Tweddle et
al,, 2001). Allerdings kann die Deregulation von N-Myc, dhnlich zur Myc-Uberexpression,
zur erhohten Sensibilitdt gegeniiber proapoptotischen Stimuli fithren (Evan et al., 1992;
Fulda et al,, 1999, 2000).

3.34 Regulation und Deregulation von N-Myc

Aufgrund der enormen biologischen Relevanz ist es notwendig, dass N-Myc strikt
reguliert wird. Im Gegensatz zu c-Myc wird N-Myc hauptsiachlich wéhrend der
Embryogenese in wenigen Geweben exprimiert (Mugrauer et al, 1988). Aus diesem
Grund ist vermutlich die Deregulation von N-Myc auf einzelne maligne Tumore begrenzt
(Tabelle 3.1). Ursache der erhohten Aktivitidt ist in den meisten Fillen eine MYCN-
Amplifikation, die zu einer schlechten Prognose fiir den Patienten fiihrt (Tabelle 3.1).
Neben der MYCN-Amplifikation kann in einigen Tumoren auch eine Uberexpression des
Transkriptionsfaktors vorliegen, wie im Fall des Mammakarzinoms und des Glioblastoms
beschrieben wurde (Tabelle 3.1).

Die MYCN-Uberexpression kann unterschiedliche Ursachen haben. So wird N-Myc durch
diverse Stimuli aktiviert und auf verschiedenen Ebenen reguliert.

Es zeigt sich, dass einige Signalwege, die wihrend der embryonalen Entwicklung aktiv
sind, mit der Regulation von MYCN assoziiert sind.

So hat der Shh (Sonic hedgehog)-Signalweg einen positiven Einfluss auf die Expression
des Protoonkogens, so dass wiederum die Zellzyklusprogression in neuronalen Kérner-
Vorlauferzellen des Kleinhirns geférdert wird (Kenney et al.,, 2003). Im Gegensatz dazu
inhibiert der TGFp-Signalweg die MYCN-Expression und reguliert so die trachio-
bronchiale Entwicklung der Lunge (Serra et al., 1994). Ein weiterer negativer Regulator
der MYCN-Expression ist die all-trans-Retinsdure, die die Proliferation und
Differenzierung von Neuroblastomzellen beeinflusst (Thiele et al., 1985).

Als Transkriptionsfaktoren, die die Expression von N-Myc induzieren, konnten die
Proteine E2F1/E2F2/E2F3 sowie Sp1/Sp3 identifiziert werden (Kramps et al, 2004;
Strieder and Lutz, 2003).

Auf post-transkriptioneller Ebene wird das MYCN-Expressionslevel durch das RNA-
bindende Protein HuD positiv reguliert, indem es die MYCN-mRNA stabilisiert (Manohar
et al, 2002). Dagegen reprimiert die micro-RNA miR-34a, die auf dem
Chromosomenabschnitt 1p36 lokalisiert ist, die Expression des Transkriptionsfaktors
(Wei et al,, 2008). Interessanterweise ist dieser Lokus haufig im MYCN-amplifizierten
Neuroblastom deletiert (Abschnitt 3.2.1.3)(Wei et al., 2008).
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Tabelle 3. 1 Ubersicht iiber Tumoren mit einer MYCN-Uberexpression (Modifiziert nach
(Beltran, 2014))
Tumor Hal-l-ﬁgkelt der MYCN- Klinische Implikation Referenz
Uberexpression
(Brodeur et
Neuroblastom Amplifikation in 20 % Schlechte Prognose al,, 1984,
1985)
Medulloblastom Amplifikation in 5 % Schlechte Prognose (S:\lla;t(l)lilg)et
. . Histon 3.3 Mutation ist .
Glioblastom Uberexpression in assoziiert mit MYCN- (Bjerke etal,
manchen Subtypen R . 2013)
Uberexpression
(Lee etal,
. et 1984;
Retinoblastom Amplifikation in <5 % Schlechte Prognose
Rushlow et
al,, 2013)
alveolares Korreliert mit PAX3- (Nau et al
Amplifikation in 25 % FOX01/PAX7-FOXO1- s
Rhabdomyo- . L . 1986; Tonelli
Uberexpression in 55 % | Fusionsgenen, schlechte
sarkom etal,, 2012)
Prognose
Kleinzelliges Amplifikation in 15- Schlechte Resonanz auf (Funa etal,
Lungenkarzinom 20 % die Chemotherapie 1987; Nau et
al,, 1986)
P o
Amplifikation 1n-40 % (Beltran et al,
der neurodokrinen . .
Prostata- klinisch aggressive 2011;
. Tumoren,
karzinom Tumore Mosquera et
5 % der Prostata- al, 2013)
Adenokarzinome ”
Mamma- Uberexpression in (Mizukami et
karzinom manchen Subtypen Schlechte Prognose al,, 1995)

Die Aktivitdt der Myc-Proteine kann ebenfalls durch posttranslationale Modifikationen,
wie Phosphorylierungen, Acetylierungen und Ubiquitinierungen beeinflusst werden.
(Vervoorts et al., 2006). Mehrere Kofaktoren von Myc (Abschnitt 3.3.1) besitzen z.B. eine
Histon-Acetyltransferase-Aktivitat,

die fiir die Umstrukturierung des Chromatins

verantwortlich ist. Studien konnten allerdings zeigen, dass Myc nicht nur die
Histonacetyltransferasen rekrutiert, sondern auch selbst durch p300, Tip60 und Gen5 in
vitro acetyliert werden kann (Patel et al., 2004; Zhang et al., 2005). Acetylierte Lysinreste
konnten als Plattform fir die Interaktion mit anderen Proteinen, wie z.B. BET-Proteine,

dienen (Zeng and Zhou, 2002).

Eine der am besten charakterisierten posttranslationalen Modifikationen in Myc ist die
Phosphorylierung an Threonin 58 und an Serin 62 in der Myc-Box I (Henriksson et al,,
1993). Die konservierten Phosphorylierungsstellen regulieren sowohl in N-Myc als auch
in c-Myc den proteasomalen Abbau.
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Abbildung 3.7: Der N-Myc-Proteinabbau

Wahrend der Mitose wird N-Myc durch den Zyklin B/Cdk1-Komplex an Serin 62 phosphoryliert.
Diese Phosphorylierung ermoglicht eine zweite Phosphorylierung an Threonin 58, wodurch der
proteasomale Proteinabbau induziert wird (Modifiziert nach (Adhikary and Eilers, 2005)).
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Der Mechanismus soll zunichst anhand von c-Myc beschrieben werden. Ras-aktivierte
MAPKSs (Mitogen activated protein kinase) phosphorylieren c-Myc an Serin 62 (Alvarez et
al, 1991), das als Erkennungssignal fiir die Kinase GSK3f (Glycogen Synthase Kinase 3
Beta) fungiert. GSK3 katalysiert im Anschluss die Phosphorylierung an Threonin 58,
wodurch die Degradation von c¢-Myc induziert wird (Gregory et al, 2003).
Wachstumsfaktoren, die den Signalweg PI3K/AKT aktivieren, fithren zur Hemmung der
Kinase GSK3p und damit zur c-Myc-Stabilisierung (Sears et al., 2000). Des Weiteren
ermoglicht die Phosphorylierung an T58 die Interaktion mit der Peptidylprolyl-Isomerase
Pin1, die die cis zu trans Isomerisierung der Peptidbindung zum Prolin 63 katalysiert (Yeh
et al, 2004). Die Konformationsdnderung fiithrt zur Bindung der trans-spezifischen
Phosphatase PP2A (Proteinphosphatase 2A), die c-Myc an Serin 62 dephosphoryliert. Das
einfach phosphorylierte c-Myc-Protein wird von dem Ubiquitinligasekomplex SCFFbw?
gebunden, polyubiquitiniert und anschliefRend vom Proteasom abgebaut. Allerdings
konnte gezeigt werden, dass auch doppelt phosphoryliertes c-Myc durch SCFFbw?
gebunden werden kann (Welcker et al., 2004). Weitere Studien zeigten, dass Axin als
Proteingeriist (scafold protein) fungiert und dadurch die Interaktion der Proteine, die zur
Destabilisierung von c-Myc beitragen, erleichtert (Arnold et al., 2009).

Ahnlich wie im Fall von c-Myc wird auch der N-Myc-Proteinabbau durch eine GSK3p-
abhingige Phosphorylierung an Threonin 58 vermittelt (Kenney et al, 2004). In
neuronalen Vorlauferzellen phosphoryliert Cdkl N-Myc wahrend der Mitose an Serin 62.
Im Gegensatz zu c-Myc fiihrt eine Inhibition von PP2A zu einer N-Myc-Destabilisierung.
Zudem hat Pinl keinen Einfluss auf die S62-Phosphorylierung obwohl das
Phosphodegronmotiv hoch konserviert ist (Sjostrom et al., 2005) (Abbildung 3.7).

Ob Fbxw7, wie bei c-Myeg, fiir den proteasomalen Abbau des Proteins verantwortlich ist,
sollte in dieser Doktorarbeit geklart werden.
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Die Regulation der Proteinstabilitit hat eine grofle Bedeutung fiir die Aufrechterhaltung
der Myc-Homoostase. So ist die Halbwertszeit der Myc-Proteine mit etwa 20 Minuten
relativ kurz (Hann and Eisenman, 1984).

Der N-Myc-Proteinabbau kann iiber das Ubiquitin-Proteasom-System erfolgen
(Ciechanover, 2004; Hershko, 2004; Rose, 2004).

Dabei werden die zu degradierenden Proteine mit Ubiquitin kovalent verkniipft. Das etwa
8,5 kDa leichte Protein dient als Erkennungssignal fiir den Proteasomkomplex, der
schlief3lich das Protein abbaut. Ubiquitin dient nicht nur als Signal zum Abbau von
Proteinen sondern kann viele weitere zellulire Prozesse wie Signaltransduktion,
Transkription, Epigenetik und Zellzyklusprogression beeinflussen (Nath and Shadan,
2009).

Neben einer Monoubiquitinierung konnen Proteine etwa auch an mehreren Stellen
simultan ubiquitiniert werden. Dariiber hinaus ist die Verkniipfung mit
Polyubiquitinketten moglich. Die unterschiedliche Verkniipfung der Ubiquitin-Molekiile
untereinander bestimmt die Funktion des Substratproteins. Je nach Art der Verkniipfung
(Verkniipfung iber Lysin (K)6, 11, 27, 29, 33, 48 und/oder 63) hat dies auf das
Substratprotein unterschiedliche Auswirkungen. So fithren K48-Verkniipfungen zum
proteasomalen  Abbau, wohingegen K63-Verkniipfungen beispielsweise zur
Signaltransduktion dienen kénnen (Komander and Rape, 2012).

Die Ubiquitinierung ist ein mehrstufiger Prozess, der iiber drei Enzyme (E1, E2 und E3)
katalysiert wird. Zuniachst kommt es zur ATP-abhangigen Aktivierung des Ubiquitins
durch das Ubiquitin-aktivierende Enzym E1. Aktiviertes Ubiquitin wird anschliefsend
durch eine Transacylierungsreaktion auf das Ubiquitin-konjugierende Enzym (E2)
libertragen. Im letzten Schritt wird das Substratprotein mit Hilfe der E3-Ubiquitinligase
(E3 oder E3-Ligase) mit dem Ubiquitin markiert. Hierbei kommt es zur Ausbildung einer
Peptidbindung zwischen der Carboxylgruppe des C-terminalen Glycins vom Ubiquitin mit
der e-Aminogruppe eines internen Lysins des Substrates. Studien konnten jedoch belegen,
dass c-Myc durch die E3-Ligase 3-TrCP ebenfalls an der a-Aminogruppe ubiquitiniert
werden kann (Popov et al,, 2010).

Neben B-TrCP wurden weitere E3-Ligasen beschrieben, die in der Lage sind, c-Myc zu
ubiquitinieren (Abbildung 3.4). Zwei intensiv charakteriserte E3-Ligasen sind Fbxw7 (F-
Box and WD40 Repeat Domain-Containing 7) und HectH9 (Huwel). Wahrend Myc durch
Fbxw7 degradiert wird, fiihrt die K63-verkniipfte Ubiquitinierung durch HectH9 zur
transkriptionellen Aktivierung von Myc-Zielgenen und tragt zur p300-Bindung bei
(Adhikary et al., 2005; Welcker et al.,, 2004).

N-Myc wird ebenfalls durch HectH9 ubiquitiniert. Uberraschenderweise katalysiert
HectH9 in diesem Fall K48-verkniipfte Polyubiquitinketten, die zum proteasomalen
Abbau des Proteins fiihren (Zhao et al,, 2008). In einer massenspektrometrischen Studie
konnte eine weitere E3-Ligase identifiziert werden, die sowohl mit c-Myc als auch mit N-
Myc interagiert. Als Adapterprotein vermittelt TRUSS (tumor necrosis factor receptor
associated ubiquitous scaffolding and signaling protein) die Interaktion zwischen den Myc-
Proteinen und der DDB1-Cul4 E3-Ligase und stimuliert dadurch die Ubiquitinierung und
den proteasomalen Abbau (Choi et al., 2010).
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3.4 Die Kinase Aurora-A

Aurora-A gehort zur Familie der Aurora-Kinasen, die im Sdugergenom drei Mitglieder
umfasst, AURKA, AURKB und AURKC. Alle drei Gene kodieren fiir Serin/Threonin-Kinasen,
die entscheidende Aufgaben wihrend der Mitose bzw. der Meiose iibernehmen. Wahrend
Aurora-A und Aurora-B ubiquitir exprimiert werden und den Zellzyklusiibergang von G2
zur Mitose koordinieren, wird Aurora-C spezifisch im Testis exprimiert und spielt eine
entscheidende Rolle bei der Spermatogenese (Hu et al.,, 2000; Nigg, 2001).

Trotz der sehr starken Sequenzhomologie (Abbildung 3.8), insbesondere in der
Kinasedomine, haben Aurora-A und Aurora-B divergente Aufgaben. Dies ist unter
anderem auf die unterschiedliche Lokalisation der Kinasen zurtickzufithren. Wahrend
Aurora-A je nach Zellzyklusphase an den Centrosomen, den Spindel-Polen oder der
Zentralspindel lokalisiert ist, ist Aurora-B an den Chromosomenarmen, den Centromeren
(in der Prophase), der Zentralspindel und dem Cortex (in der Anaphase) lokalisiert
(Abbildung 3.9) (Fu et al,, 2007).
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Abbildung 3.8: Struktur der humanen Aurora-Kinasen

Die Aurora Kinasen bestehen aus zwei Domanen, der N-terminalen, regulatorischen Region und
der katalytischen Domdne. Wahrend die katalytischen Doméanen zu iiber 70 % homolog sind,
unterscheiden sich die N-terminalen Bereiche in ihrer AS-Sequenz. Die Prozentzahlen geben die
Sequenz-Homologien der einzelnen Kinasen untereinander wieder (Modifiziert nach (Fu et al,
2007)).

3.4.1 Mitotische Funktionen von Aurora-A

Seit der Entdeckung der homolgen Kinase Ipll (increase-in-ploidy 1) in Saccharomyces
cerevisiae konnten mehr als 60 Interaktionspartner fiir Aurora-A identifiziert werden, die
zum Grof3teil wichtige Aufgaben wahrend der Mitose iibernehmen (Chan and Botstein,
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1993; Nikonova et al, 2013). Ferner wurde in einem Screen zur ldentifizierung von
Genen, die fiir die mitotische Spindel essentiell sind, das homologe Gen aur in Drosophila
melanogaster entdeckt (Glover et al., 1995). Die enorme Bedeutung wahrend der Mitose
zeigt sich auch in der embryonalen Letalitit von Aurora-A-defizienten Mausen, die
Defekte im Mitose-Spindel-Aufbau, sowie in der Anordnung der Chromosomen haben (Lu
etal., 2008; Sasai et al., 2008)

Wihrend des Gz/M-Ubergangs steigen die Aurora-A-Level und die Kinaseaktivitit in
humanen Zellen stark an und es kommt zur Anderung der subzelluliren Lokalisation
(Abbildung 3.9). Dabei fungiert Aurora-A als wichtiger Regulator der Centrosomenreifung
und -separation, sowie des Mitoseeintritts und der Spindelausbildung.

Telophase/

' Zentralspindel Metahase
Zytokinese \ /
¢ Aurora-A
0 Centrosom
Anaphase

Abbildung 3.9: Lokalisation der Aurora-A-Kinase wihrend des Zellzykluses

Die Lokalisation und Expressionslevel der Aurora-A-Kinase dndern sich im Verlauf des Zellzyklus.
(Modifiziert nach (Lens et al., 2010)).

Wie bereits erwdhnt, phosphoryliert Aurora-A einige Proteine, die eine entscheidende
Rolle bei der Centrosomenreifung iibernehmen (Abschnitt 3.1). Weitere Substrate von
Aurora-A sind unter anderem TACC-Proteine (Transforming acidic coiled-coil proteins),
die zur Stabilitdt und Ausbildung der Mikrotubuli beitragen (Bellanger and Gonczy, 2003;
Giet et al.,, 2002). Zusatzlich zur Centrosomenreifung reguliert Aurora-A die Separation
der Centriolenpaare. So verhindert eine Mikroinjektion von Aurora-A-Antikdrpern in der
spaten G2-Phase die Ausbildung der korrekten Spindelpole (Marumoto et al., 2003). Des
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Weiteren ist Aurora-A fiir die Zyklin B1/Cdkl-Rekrutierung zu den Centrosomen
verantwortlich, was die Aktivierung des Zyklin B1/Cdk1 Komplexes ermdéglicht (Hirota et
al, 2003). Die Tyrosin Protein Phosphatase CDC25B, die ebenfalls durch Aurora-A
phosphoryliert wird, dephosphoryliert und aktiviert anschliefRend den Zyklin B/Cdk1
Komplex an den Centrosomen (Dutertre et al, 2004; Lindqvist et al, 2005). In dem
Organismus Xenopus konnte zudem eine posttranskriptionale Regulation von Zyklin B1
durch Aurora-A identifiziert werden. Nach der Phosphorylierung von CPEB (cytoplasmic
polyadenylation element binding protein) durch das zu Aurora-A homologe Protein Eg2
kommt es wiahrend des Mitoseeintritts zu einer Induktion der Zyklin B1-Translation (Cao
and Richter, 2002; Groisman et al., 2000; Mendez et al., 2000).

In der (Pro-) Metaphase ist Aurora-A fiir die korrekte Anordnung der Chromosomen
verantwortlich. So phosphoryliert Aurora-A direkt CENP-A, eine Kinetochor-spezifische
Histon H3 Variante. Diese N-terminale Phosphorylierung ist wichtig fiir die Anheftung der
Mikrotubuli an das Kinetochor. Als Konsequenz ermoglicht diese Bindung die korrekte
Chromosomenanordnung in der Mitte zwischen den beiden Spindelpolen (Kunitoku et al.,
2003).

Ferner spielt Aurora-A auch eine wesentliche Rolle bei der Zytokinese. Mikroinjektionen
von Aurora-A-Antikdrpern blockierten in Hela-Zellen die Aurora-A-Funktion und
fiihrten zu einer gestorten Zytokinese bzw. zur Bildung von multinukledren Zellen.
Allerdings resultierte eine Aurora-A-Uberexpression ebenfalls in einer gestorten
Zytokinese. Demnach ist die Balance einer exakten Aurora-A Expression fiir die korrekte
Zytokinese von enormer Bedeutung (Marumoto et al., 2003; Zhang et al., 2004).

3.4.2 Nicht-Mitotische Funktionen von Aurora-A

Neuste Studien belegen, dass Aurora-A auch nicht-mitotische Funktionen ausiibt. In
humanen Interphasezellen ist Aurora-A hauptsichlich an den Centrosomen lokalisiert.
Eine kleine Aurora-A-Fraktion befindet sich allerdings auch im Zytoplasma sowie im
Zellkern (Rannou et al.,, 2008). Eine Inhibition von Aurora-A fiihrt zu einer anormalen
Mikrotubulistruktur in der Interphase. Auch die Mikrotubulidynamik ist nach einer
Aurora-A-Inhibition gestort. So fiihrte eine Aurora-A Inhibition in Interphasezellen zu
einer gestorten Nukleation, sowie zu einer reduzierten Abbau- als auch Wachstumsrate
der Mikrotubuli. Diese Funktion ist Aurora-A spezifisch. Wurde Aurora-B gehemmt, hatte
dies nur geringe Auswirkungen auf die Mikrutubuli-Dynamik (Lorenzo et al., 2009).
Zusammenfassend bestitigen diese Untersuchungen, dass die Aurora-A-Aktivitat nicht
nur auf die Mitose limitiert ist.

Mikrotubuli haben eine besondere Bedeutung bei der Stabilitit und Aufrechterhaltung
von Neuriten. Auch hier spielt Aurora-A eine wesentliche Rolle. Es zeigte sich, dass
Aurora-A die Elongation von Axonen reguliert. Bei diesem neuen Signalweg wird Aurora-
A durch oPKC an T287 phosphoryliert. Dies ermoglicht die Akkumulation am so
genannten Axonhiigel, an dem Aurora-A NDEL1, einen Regulator der Mikrotubuli-
Organisation, ebenfalls phosphorylieren kann und die Neuriten-Elongation férdert. (Mori
etal., 2009).
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Eine weitere unerwartete nicht-mitotische Aurora-A Funktion ist der Abbau von
primaren Cilien. Cilien sind ebenfalls aus Mikrotubuli aufgebaut. Das Grundgertist besteht
aus einer Anordnung von neun kreisformigen Mikrutubuli-Dupletts. Fehlfunktionen oder
genetische Mutationen im Cilien-Aufbau kénnen zu Ziliopathien mit unterschiedlichen
Symptomen fiithren. Nach Aktivierung durch Hefl reguliert Aurora-A den Abbau von
priméren Cilien, indem es HDAC6 in Interphasezellen phosphoryliert. Die durch HDAC6
induzierte Tubulin-Deacetylierung ermoglicht die Destabilisierung der Axoneme
(Pugacheva et al.,, 2007).

3.4.3 Mechanismen der Regulation von Aurora-A

Die Aurora-A-Expression sowie die Kinase-Aktivitit unterliegen einer strikten
Regulation um den korrekten Ablauf der Mitose zu gewahrleisten. Wahrend der Gz/M-
Phase ist sowohl die Aurora-A-Expression als auch die Kinaseaktivitit am hochsten. Die
zellzyklusspezifische = Transkription erfolgt in humanen Zellen durch den
Transkriptionsfaktor E4TF1 (Tanaka et al., 2002). Zusatzlich verfiigt die 5 "UTR von
Aurora-A iiber eine IRES-Sequenz (internal ribosomal entry site), die ebenfalls zellzyklus-
spezifisch reguliert ist (Dobson et al.,, 2013).

Die posttranslationale Regulation ist sehr komplex und umfasst Regulatoren der
Kinaseaktivitiat, sowie Proteine, die die proteasomale Degradation am Ende der Mitose
koordinieren (Fukuda et al., 2005).

Das 43 kDa schwere Protein besitzt zwei Konsensussequenzen, die N-terminale A-Box
und die C-terminale D-Box (Destruction-box), die fiir die proteasomale Degradation
verantwortlich sind. Im Gegensatz zu anderen mitotischen Proteinen, wie zum Beispiel
Nek2 und B99, ist die N-terminale KEN-Sequenz in Aurora-A nicht fiir die proteasomale
Degradation von entscheidender Bedeutung (Littlepage and Ruderman, 2002; Pfleger and
Kirschner, 2000)( Abbildung 3.8). Die proteasomale Degradation wird durch den E3-
Ligase-Komplex APC/CCdhl (anaphase promoting complex/cyclosome) vermittelt (Castro
et al, 2002a; Castro et al.,, 2002b; Honda et al., 2000; Littlepage and Ruderman, 2002;
Walter et al,, 2000). Wahrend der Mitose ist Aurora-A an Serin 53 (in Xenopus; human:
S51) phosphoryliert und vor dem proteasomalen Abbau durch den E3-Ligase-Komplex
geschiitzt (Littlepage and Ruderman, 2002). In humanen Zellen interagiert die Protein-
Phosphatase 2A (PP2A) mit Aurora-A an den Spindelpolen und dephosphoryliert
Serin 51. Die Inhibition von PP2A kann den proteasomalen Abbau am Ende der Mitose
verhindern (Horn et al, 2007). Eine weitere E3-Ligase, die ebenfalls Aurora-A
ubiquitiniert und zur Degradation fiihrt, ist Chfr (checkpoint protein with forkhead and
ring domain) (Yu et al., 2005b).

Eine Ubiquitin-unabhidngige Degradation erfolgt mit Hilfe des Aurora-A interacting
Protein (AIP). AIP interagiert sowohl mit Aurora-A als auch mit Antizymel, einem
Mediator der Ubiquitin-unabhdngigen Proteindegradation. Als terndrer Komplex
induzieren AIP und Antizym1 den Proteinabbau von Aurora-A (Lim and Gopalan, 2007a,
b).
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Dagegen verhindern PUM2 und USP2a die proteasomale Degradation von Aurora-A durch
Bindung an die D-Box (Huang et al., 2011) bzw. durch Deubiquitinierung der Kinase am
Ende der Mitose (Shi et al,, 2011).

Neben der Proteinstabilitit ist auch die enzymatische Aktivitit der Kinase zellzyklus-
spezifisch reguliert. Die wichtigste postranslationale Modifikation zur Regulierung der
Kinaseaktivitat ist die Autophosphorylierung an Threonin 288, die insbesondere wahrend
der Mitose auftritt. Die Phosphorylierung der T-Schleife fiithrt zur Aktivierung (Eyers and
Maller, 2004), wohingegen die Dephosphorylierung durch die Proteinphosphatase PP1
die Kinase inaktiviert (Katayama et al, 2001). Neben der Phosphorylierung an
Threonin 288 konnte eine weitere bedeutende Phosphorylierungsstelle identifiziert
werden, die ebenfalls die Enzymaktivitit reguliert. Eine phosphomimetische Mutation
von Serin 342 zu Aspartat fiihrt zur vollstindigen Blockierung der Kinaseaktivitat
(Littlepage et al., 2002).

Als wichtige Interaktionspartner der Aurora-A-Kinase, die deren Enzymaktivitat positiv
beeinflussen, konnte unter anderem TPX2 und Ajuba identifiziert werden. Neben diesen
Aktivatoren sind auch negative Regulatoren, wie z.B. RasGAP, beschrieben, die durch
Bindung an Aurora-A die Kinaseaktivitdt inhibieren (Eyers and Maller, 2004; Gigoux et al.,
2002; Hirota et al., 2003; Kufer et al., 2002)
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3.5 Zielsetzung der Arbeit

Das Neuroblastom ist eine der haufigsten Tumorerkrankungen im Kindesalter. Der
bedeutendste prognostische Parameter im Neuroblastom ist die Amplifikation des Gens
MYCN, die mit einer erhohten Sterblichkeitsrate assoziiert ist. Interessanterweise sind
MYCN-amplifizierte Neuroblastomzellen von hohen N-Myc-Proteinmengen abhingig,
wohingegen nicht-amplifizierte  Zellen nach einer Herunterregulation des
Transkriptionsfaktors in ihrer Proliferation nicht beeinflusst sind. Dieser Umstand ist fiir
einen moglichen Therapieansatz von entscheidender Bedeutung. Wire es moglich, die
Funktion von N-Myc selektiv zu hemmen, wiirde dies zu einem Wachstumsstop und
moglicherweise sogar zu einer Regresssion des Tumors fiihren.

Aufgrund mangelnder Alternativen, N-Myc mit niedermolekularen Substanzen direkt zu
inhibieren, wurde ein synthetisch-letaler Screen zur Identifizierung neuer essentieller
Gene fiir das MYCN-amplifizierte Neuroblastom durchgefiihrt. Der shRNA-vermittelte
Screen identifizierte 17 potentiell essentielle Gene, die ausschlief}lich das Wachstum
MYCN-amplifizierter Neuroblastomzellen negativ beeinflussen.

Eines dieser Gene ist AURKA, welches fiir eine mitotische Serin/Threonin-Proteinkinase
kodiert. Eine Uberexpression bzw. Amplifikation des AURKA-Gens wurde in mehreren
malignen Tumoren, wie Kolorektal- und Mammakarzinome sowie neuroendokrinen
Tumoren nachgewiesen. Dabei zeigte sich eine signifikante Assoziation mit
hohergradigen Tumoren und einer schlechten Prognose. Einige Aurora-A-Inhibitoren
werden bereits in klinischen Studien getestet und kénnten demnach auch eine méogliche
Therapieoption fiir Neuroblastompatienten sein.

In dieser Doktorarbeit sollte zum einen der genaue Mechanismus, der N-Myc/Aurora-A-
Interaktion in Neuroblastomzellen aufgeklirt werden und zum anderen das
therapeutische Potential von Aurora-A-Inhibitoren in vitro und in vivo naher analysiert

werden.

29



4 Ergebnisse

4 Ergebnisse

4.1 Aurora-A blockiert den Fbxw7-vermittelten
proteasomalen Abbau von N-Myc

4.1.1 Die  mitotische Kinase Aurora-A  stabilisiert den
Transkriptionsfaktor N-Myc posttranslational

Zur ldentifizierung neuer essentieller Gene fiir das MYCN-amplifizierte Neuroblastom
wurde ein shRNA-vermittelter, synthetisch-letaler Screen durchgefiihrt. Dazu wurden
194 Gene in einer MYCN-amplifizierten (IMR-32) sowie parallel in einer nicht MYCN-
amplifizerten Neuroblastomzelllinie (SH-EP) durch shRNAs depletiert. Als Kriterium fiir
die Auswahl dieser potentiell essentiellen Gene diente zum einen eine cDNA-Microarray-
Studie (Berwanger et al., 2002), in der 67 Gene identifiziert wurden, die in MYCN-
amplifizierten = Neuroblastomen im  Vergleich zu  nicht-MYCN-amplifizierten
Neuroblastomen signifikant erh6ht exprimiert vorliegen. Zum anderen entstammen die
restlichen 127 Gene aus der Myc-Datenbank: http://myc-cancer-gene.org/ und sind als
direkte c-Myc Zielgene identifiziert worden (Otto et al., 2009).
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Abbildung 4.1: Aurora-A stabilisiert N-Myc

A) IMR-5-Zellen wurden mit siRNAs gegen AURKA und einer Kontroll-siRNA transfiziert. Nach
60h wurde das Aurora-A- sowie das N-Myc-Proteinlevel mittels Western Blot (WB)
ermittelt. Aktin diente als Ladekontrolle.

B) IMR-32-Zellen wurden ebenfalls mit siRNAs gegen AURKA und einer Kontroll-siRNA
transfiziert und ein WB durchgefiihrt. Vinculin diente als Ladekontrolle.

C) Behandelte IMR-32-Zellen (siehe 4.1 B) wurden mittels RT-PCR auf deren MYCN- und
AURKA-Expression analysiert. Normalisiert wurde auf RPS14 und BZM. (Mittelwert + SD;
technisches Triplikat)

Teile dieser Abbildung wurden in dhnlicher Form verdéffentlicht in Brockmann et al.,, 2013.
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17 potentiell essentielle Gene konnten ermittelt werden, die ausschliefdlich das Wachstum
MYCN-amplifizierter Neuroblastomzellen regulieren. Eines dieser Gene ist AURKA,
welches fiir die mitotische Serin/Threonin-Proteinkinase Aurora-A kodiert.

Eine shRNA-vermittelte AURKA-Depletion fiihrte zu einem selektiven Proliferationsstop
in MYCN-amplifizierten Tumorzellen, hatte jedoch keinen Einfluss auf das Wachstum
nicht-MYCN-amplifizierter Zelllinien (Daten nicht gezeigt)(Otto et al, 2009). Um das
selektive Proliferationsdefizit zu untersuchen wurden zwei Neuroblastomzelllinien (IMR-
5 und IMR-32) mit einem Pool aus vier verschiedenen siRNAs gegen AURKA transfiziert.
Eine Reduktion der Aurora-A-Expression fiihrte zu einer gleichzeitigen Abnahme des N-
Myc-Proteinlevels (Abbildung 4.1 A und B). Eine transkriptionelle Regulation von N-Myc
durch die Kinase konnte ausgeschlossen werden, da die MYCN-mRNA-Expression nach
einer Aurora-A-Depletion unverdndert blieb (Abbildung 4.1 C). Cycloheximid-
Experimente und Ubiquitin-Versuche belegten einen posttranslationalen Mechanismus
der N-Myc-Stabilisierung durch Aurora-A (Otto et al., 2009).

4.1.2 Fbxw?7 vermittelt den proteasomalen Abbau von N-Myc

Als wichtiger Mediator des proteasomalen Abbaus von c-Myc wurde das F-Box-Protein
Fbxw?7 (F-Box and WD40 Repeat Domain-Containing 7) des Ubiquitinligase-komplexes
SCFxw7 beschrieben (Welcker et al., 2004; Yada et al., 2004).

Aufgrund der hochkonservierten Myc-Box I, die in allen Myc-Proteinen vorkommt und in
c-Myc den Fbxw7-vermittelten Proteinabbau ermdglicht, ist eine N-Myc-
Proteindegradation durch dieses Substraterkennungsprotein ebenfalls denkbar
(Abschnitt 3.3.4).

Die Hypothese, dass Fbxw?7 eine entscheidende Rolle bei der proteasomalen N-Myc-
Degradation spielt, sollte im Folgenden ndher analysiert werden. Hierzu wurden zunachst
IMR-32-Zellen mit siRNAs gegen FBXW?7 transfiziert und das N-Myc-Proteinlevel mit
Hilfe eines WBs ermittelt. Eine Reduktion der Fbxw7-Proteinmenge fiihrte zu einer
Steigerung der N-Myc-Proteinexpression. Dariiber hinaus konnte eine starke Reduktion
der N-Myc-Proteinmenge nach einer Fbxw7-Uberexpression in SH-EP-Zellen detektiert
werden (Abbildung 4.2 A und B). Mit Hilfe einer endogenen IP konnte zudem eine
Interaktion zwischen Fbxw7 und N-Myc ermittelt werden (Abbildung 4.2 C). Die
Interaktion lasst darauf schliefien, dass Fbxw?7 als Substraterkennungsprotein agiert und
die N-Myc-Ubiquitinierung vermittelt. Zur Bestitigung dieses Mechanismus wurde ein in
vivo Ubiquitin-Assay durchgefiihrt. SH-EP-Zellen wurden mit MYCN, Flag-markiertem
FBXW7 und His-markiertem Ubiquitin ko-transfiziert. Anschlieffend wurde
ubiquitiniertes N-Myc mit Hilfe von Ni2*-NTA-Agarose affinititschromatographisch
aufgereinigt und im WB detektiert. Eine Uberexpression von FBXW?7 fiihrte zu einer
Akkumulation von ubiquitiniertem N-Myc (Abbildung 4.2 D).

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass Fbxw7 an N-Myc bindet und als
Substraterkennungsprotein fiir den E3-Ligasekomplex SCFFbxw? fungiert. Die Markierung
mit Ubiquitin fiithrt zur N-Myc-Degradation.
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Abbildung 4.2: Fbxw7 ubiquitiniert N-Myc und induziert den proteasomalen Abbau des
Proteins

A) IMR-32-Zellen wurden mit siRNAs gegen FBXW?7 und einer Kontroll-siRNA transfiziert. Das
N-Myc-Proteinlevel sowie die Fbxw7-Depletion wurden mittels WB ermittelt. Cdk2 diente als
Ladekontrolle.

B) SH-EP-Zellen wurden mit MYCN und Flag-markiertem FBXW?7 transfiziert und die Proteine
mittels WB detektiert. Cdk2 fungierte als Ladekontrolle.

C) Eine endogene Immunprazipitation mit Fbxw?7 Antikérpern wurde in IMR-32-Zellen
durchgefiihrt. Als Kontrolle diente ein Immunglobulingemisch der gleichen Spezies. Der Input
betrug 7.5 % vom eingesetzen Lysat.

D) SH-EP-Zellen wurden mit den angegebenen Konstrukten transfiziert und die ubiquitinierten
Proteine mittels Ni2*-NTA-Agarose affinititschromatographisch aufgereinigt. Zur
Akkumulation von ubiquitiniertem Protein wurden die Zellen 4 Stunden vor Ernte mit dem
Proteasominhibitor MG132 (12,5 uM) behandelt. Ubiquitin-modifizierte N-Myc Proteine
wurden im WB visualisiert.

Teile dieser Abbildung wurden in dhnlicher Form verdéffentlicht in Otto et al., 2009.

4.1.3 Aurora-A interagiert mit N-Myc und der E3-Ubiquitinligase
Fbxw?7

Wahrend Aurora-A N-Myc posttranslational stabilisiert (Abbildung 4.1; (Otto et al,
2009)), induziert Fbxw7 den proteasomalen Abbau des Transkriptionsfaktors (Abbildung
4.2;(Otto et al,, 2009)). Immunfluoreszenzen (IF) und Immunprazipitationen (IP) sollten
zur detailierteren Aufklirung des Mechanismus beitragen. Zur Ermittlung einer Ko-
Lokalisation wurde eine indirekte Immunfluoreszenz mit MYCN-liberexprimierenden SH-
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EP-Zellen durchgefiihrt. Dabei wurden die Zellen mit den Primarantikérpern fiir N-Myc

und Aurora-A inkubiert und die anschlieffende Detektion der Proteine erfolgte indirekt

mit Hilfe von Fluoreszenz-markierten Sekundarantikorpern (Alexa 488 bzw. Alexa 647).

Zur Gegenfirbung des Zellkerns diente der DNA-Farbstoff Hoechst. Die fluoreszenz-

mikroskopische Analyse belegte eine Ko-Lokalisation von N-Myc und Aurora-A sowohl in

der Interphase als auch wihrend der Mitose. In der Interphase trat diese Ko-Lokalisation

im Zellkern auf. Wahrend der Mitose waren sowohl Aurora-A als auch N-Myc an den

Spindelpolen, sowie an der Zentralspindel lokalisiert (Abbildung 4.3 A).

Hoechst N-Myc Aurora-A Bildiberlagerung

N & © Input IP Aurora-A IP IgG

LN %'@ & Flag-FBXW7 - - + + - - + + - - +

N-Myc ’ ! MYCN - + - + -+ -+ -+ -
* AURKA + + + + + + + o+ + + + o+

Aurora-A }-— ‘
Aurora-A ‘ —— -—-H...q ‘

N e W e |
Flag (Fbxw7) = il ’ —H ‘
Input IP N-Myc IP 1gG
HCT116 HCT116 HCT116
HCT116 Foxw7 -/~ HCT116 Foxw7 -/~ HCT116 Foxw7 /-
MYCN - + - + - + - + - + - 4+

N-Myc ’ - — (] (o) ‘

Aurora-A }".‘ T - ‘
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Abbildung 4.3: Aurora-A interagiert mit N-Myc und Fbxw7

A)

B)

0

D)

SH-EP-Zellen wurden stabil mit MYCN infiziert. Eine Immunfluoreszenz mit Aurora-A und N-
Myc Antikérpern wurde durchgefiihrt. Das Chromatin ist mit Hoechst angefarbt.

Eine endogene Immunprazipitation mit spezifischen N-Myc Antikoérpern wurde in IMR-32-
Zellen durchgefiihrt. Als Kontrolle diente ein Immunglobulingemisch der gleichen Spezies.
Der Input betrug 7.5 % vom eingesetzten Lysat. (- = schwere IgG Kette)

SH-EP-Zellen wurden mit den angegebenen Konstrukten (Flag-FBXW?7, MYCN und AURKA)
transfiziert und nach 48 h wurde Aurora-A mit Hilfe von spezifischen Aurora-A Antikérpern
prazipitiert. Mittels WB wurde eine Ko-Prazipitation von N-Myc und Fbxw7 nachgewiesen.
HCT116-wildtyp (wt) und Fbxw7 defiziente (-/-) Zellen wurden mit den angegebenen
Konstrukten transfiziert und eine N-Myc-IP durchgefiihrt. Max diente als Kontrolle eines
bekannten, Fbxw7-unabhiangigen N-Myc-Interaktionspartners.

Teile dieser Abbildung wurden in dhnlicher Form verdéffentlicht in Otto et al., 2009.
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Zur Bestatigung einer direkten Interaktion wurde eine endogene N-Myc-IP in der MYCN-
amplifizierten Zelllinie IMR-32 durchgefiihrt. Neben N-Myc konnte ebenfalls Aurora-A im
Prazipitat identifiziert werden (Abbildung 4.3 B). Ferner konnte diese Interaktion mit
Hilfe einer exogenen Aurora-A-IP verifiziert werden. In der gleichen IP konnte ebenfalls
eine Komplexbildung zwischen Aurora-A und Fbxw?7 ermittelt werden. Diese Interaktion
war unabhingig von N-Myc, da sowohl in nicht transfizierten SH-EP-Zellen, die keine N-
Myc-Expression aufweisen, als auch in MYCN-iiberexprimierenden Zellen eine Bindung
zwischen Aurora-A und Fbxw?7 detektierbar war (Abbildung 4.3 C).

Inwiefern die Komplexbildung zwischen Aurora-A und N-Myc von Fbxw7 abhingig ist,
sollte mit Hilfe von Fbxw7-defizienten Zellen untersucht werden. Sowohl in Fbxw7-
negativen HCT116-Zellen als auch in den HCT116 wildtyp-Zellen war eine Interaktion
zwischen N-Myc und Aurora-A detektierbar. Max diente als Kontrolle eines Fbxw?7-
unabhingigen Interaktionspartners von N-Myc (Abbildung 4.3 D).

Die Ergebnisse belegen eine Fbxw7-unabhdngige Interaktion zwischen Aurora-A und N-
Myc, sowie eine N-Myc-unabhingige Bindung zwischen Aurora-A und dem F-Box-Protein
Fbxw?7.

4.1.4 Aurora-A stabilisiert N-Myc in Abhidngigkeit der T58/S62-
Phosphorylierung

Da eine direkte Bindung von Aurora-A an N-Myc und Fbxw7 nachgewiesen werden
konnte (Abbildung 4.3), stellte sich die Frage, ob diese Interaktion den Fbxw7-induzierten
proteasomalen Abbau von N-Myc beeinflusst. Dies wurde anhand von
Transfektionsexperimenten in der Neuroblastomzellinie SH-EP untersucht. Ein Fbxw?7-
vermittelter N-Myc-Abbau konnte durch eine gleichzeitige Uberexpression von AURKA
vollstandig verhindert werden (Abbildung 4.4 A).

Der Fbxw7-vermittelte Abbau von c-Myc ist phosphorylierungsabhangig (Welcker et al.,
2004; Yada et al., 2004). Das gleiche Phosphodegron (Threonin 58 und Serin 62) befindet
sich in der Myc-Box I von N-Myc. Inwiefern das Phosphodegron einen Einfluss auf die N-
Myc-Proteinstabilitdt durch Aurora-A hat, sollte in den nachfolgenden Experimenten
analysiert werden. Hierzu wurden die zwei Aminosauren (Threonin 58 und Serin 62) zu
Alanin mutiert, wodurch die N-Myc-Phosphorylierung unterbunden wurde. Fbxw7 war
im Gegensatz zum wildtyp Protein nicht in der Lage das mutierte N-Myc Protein
abzubauen (Otto et al., 2009). Falls Aurora-A spezifisch dem Fbxw7-vermittelten N-Myc-
Abbau entgegenwirkt, sollte die Kinase keinen Einfluss auf die Proteinstabilitat der N-Myc
Mutante (T58A/S62A) haben.

Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurden SH-EP-Zellen stabil mit MYCN wildtyp oder
mit der MYCN Mutante (T58A/S62A) infiziert und anschlieféend mit siRNAs gegen AURKA
transfiziert. Eine Aurora-A Depletion resultierte in einer Reduktion des N-Myc wildtyp-
Proteins, wohingegen kein Effekt in der Proteinexpression der N-Myc Mutante bei
gleicher Aurora-A-Depletion detektiert wurde (Abbildung 4.4 B). Zur weiteren
Validierung wurden SH-EP-Zellen entweder mit N-Myc wildtyp oder mit der N-Myc
Mutante transfiziert und gleichzeitig AURKA iiberexprimiert. Eine vermehrte Aurora-A
Expression induzierte ein hoheres N-Myc wt Proteinlevel wiahrend eine dhnlich starke
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Aurora-A-Uberexpression zu keiner Expressionsverinderung des mutierten Proteins
fithrte (Abbildung 4.4 C).

Fbxw?7 bindet phosphorylierungsabhangig an N-Myc (Otto et al., 2009). In einer exogenen
I[P konnte gezeigt werden, dass die Aurora-A/N-Myc-Interaktion ebenfalls an die
Phosphorylierung von T58 und S62 gekoppelt ist (Abbildung 4.4 D).

Die Ergebnisse veranschaulichen, dass N-Myc durch eine phosphorylierungsabhingige
Ubiquitinierung abgebaut wird. Dieser Fbxw7-induzierter Mechanismus wird durch die
Aurora-A-Kinase verhindert, die ebenfalls spezifisch an phosphoryliertes N-Myc bindet.
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Abbildung 4.4: Aurora-A stabilisiert in Abhdngigkeit der T58/S62-Phosphorylierung den
Fbxw7-vermittelten N-Myc Proteinabbau

A) SH-EP-Zellen wurden mit MYCN, AURKA und Flag-markiertem FBXW?7 transfiziert und die
Proteine mittels WB detektiert. Cdk2 diente als Ladekontrolle.

B) SH-EP-Zellen wurden stabil entweder mit MYCN wt oder mit MYCN mut (T58A/S62A)
infiziert, selektioniert und mit siRNAs gegen AURKA transfiziert. Nach 60 h wurde das
Zelllysat mittels WB analysiert. Vinculin fungierte als Ladekontrolle.

C) SH-EP-Zellen wurden entweder mit MYCN wt oder mit MYCN mut (T58A/S62A) sowie mit
AURKA ko-transfiziert. Die Proteine N-Myc, Aurora-A und Cdk2 (Ladekontrolle) wurden im
WB nachgewiesen.

D) SH-EP-Zellen wurden entweder mit MYCN wt oder mit MYCN mut (T58A/S62A) sowie mit
AURKA ko-transfiziert. Nach einer Aurora-A-IP wurden die Interaktionen von N-Myc (wt bzw.
mut) und Aurora-A mittels WB nachgewiesen.

Teile dieser Abbildung wurden in dhnlicher Form verdéffentlicht in Otto et al., 2009.
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4.1.5 Aurora-A stabilisiert nicht das Fbxw7-Substrat Zyklin E

Neben c-Myc sind noch weitere Fbxw7-Substrate, wie Zyklin E, Notch, Jun, SREBP1,
mTOR und Mcl], identifiziert worden (Clurman et al., 1996; Inuzuka et al., 2011; Koepp et
al, 2001; Mao et al,, 2008; Nateri et al., 2004; Oberg et al., 2001).

In welchem Umfang Aurora-A auch andere Fbxw7-Zielproteine stabilisieren kann, sollte
anhand von Zyklin E ermittelt werden. Zu diesem Zweck wurden SH-EP-Zellen mit
CCNE1, AURKA und Flag-markiertem FBXW?7 ko-transfiziert. Eine Fbxw7-Uberexpression
hatte eine Reduktion der Zyklin E-Proteinmenge zur Folge. Diese Fbxw?7-abhingige
Degradation konnte nicht durch eine gleichzeitige Uberexpression von Aurora-A
verhindert werden. Als Negativkontrolle diente die Zyklin E Mutante (T380A), die nicht
mehr von Fbxw?7 gebunden werden kann (Clurman et al.,, 1996) (Abbildung 4.5 A).

A
CCNET wt CCNET1 mut
Flag-FBXW7 - - - + o+ - - + o+
AURKA - - + -+ -t -+
Flag (Fbxw7) ’ — - —‘
Zyklin E ’ — e —--—-‘

Aurora-A } - — ‘--‘-’—‘.-‘_(

Cakz | e e o e e S |

Abbildung 4.5: Aurora-A stabilisiert nicht das Fbxw7-Substrat Zyklin E

A) SH-EP-Zellen wurden mit CCNE1 wt und CCNE1 mut (T380A), sowie mit AURKA und Flag-
markiertem FBXW?7 ko-transfiziert. Nach Lyse der Zellen wurden die analysierten Proteine
mittels WB nachgewiesen. Cdk2 fungierte als Ladekontrolle.

Diese Abbildung wurde veroffentlicht in Otto et al., 2009.

4.1.6 Die Stabilisierung von N-Myc ist unabhangig von der Aurora-A-
Kinaseaktivitit

Das Phosphodegron (pT58 und pS62) in N-Myc spielt fiir dessen Proteinstabilisierung
durch Aurora-A eine entscheidende Rolle (Abbildung 4.4). Welche Domine bzw.
Aminosduresequenz in  Aurora-A  essentiell fiir die Stabilisierung des
Transkriptionsfaktors ist, sollte mit Hilfe von Aurora-A Deletionsmutanten geklart
werden. SH-EP-Zellen wurden mit verschiedenen AURKA-Konstrukten (Abbildung 4.6 A)
sowie mit MYCN ko-transfiziert. Die Expression von N-Myc und den HA-markierten
Aurora-A Deletionsmutanten wurde im WB ermittelt. Eine Uberexpression von wildtyp
Aurora-A resultierte in einer starken Erhéhung des N-Myc-Proteinlevels. Eine moderate
Anreicherung der N-Myc-Mengen konnte nach einer Uberexpression von entweder der
N- oder C-terminalen Deletionsmutante detektiert werden. Die Uberexpression der
Aurora-A-Mutante AKD fiithrte hingegen zu keiner Steigerung der N-Myc-
Proteinexpression (Abbildung 4.6 A und B).
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Abbildung 4.6: Die N-Myc-Stabilisierung ist unabhingig von der Kinaseaktivitit

A) Schema der einzelnen Aurora-A Deletionsmutaten und deren Effekt auf die N-Myc-
Proteinstabilitit (++ =starke Stabilisierung; + =moderate Stabilisierung; - =keine
Stabilisierung).

B) SH-EP-Zellen wurden mit den HA-markierten AURKA-Mutanten (siehe 4.7 A) und MYCN ko-
transfiziert. Die N-Myc- und Aurora-A-Proteinlevel wurden mittels WB visualisiert. Vinculin
diente als Ladekontrolle.

C) SH-EP-Zellen wurden entweder mit Aurora-A wt oder einer Kinase-inaktiven Mutante sowie
N-Myc ko-transfiziert. Totale N-Myc - und Aurora-A-Level, sowie phosphoryliertes N-Myc
(pT58 und pS62) und Aurora-A (pT288) wurden mit Hilfe eines WB detektiert. Cdk2 wurde
als Ladekontrolle verwendet.

Teile dieser Abbildung wurden in dhnlicher Form verdéffentlicht in Brockmann et al.,, 2013.

Inwiefern die Kinaseaktivitit von Aurora-A zur N-Myc-Proteinstabilitdt beitragt, sollte
mit Hilfe einer Kinase-inaktiven Aurora-A-Mutante (D274N) analysiert werden. Zur
Kontrolle der Kinaseaktivitit wurde die Autophosphorylierung an Threonin 288
untersucht. Aktives Aurora-A ist an T288 phosphoryliert, wohingegen inaktives Aurora-A
dephosphoryliert vorliegt. Sowohl die Uberexpression von Aurora-A wt als auch die
Uberexpression der inaktiven Mutante fiihrten zu einer erhéhten N-Myc-
Proteinexpression. Dariiber hinaus zeigte die Mutante keine Kinaseaktivitit. Dagegen
konnte nach Uberexpression des wildtyp Proteins eine stirkere Phosphorylierung an
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T288 festgestellt werden (Abbildung 4.6 C). Demzufolge ist die N-Myc-Proteinstabilitét
eine Kinase-unabhingige Funktion. Allerdings ist die Kinasedoméne von Aurora-A fiir die
Stabilisierung von N-Myc notwendig.

4.1.7 N-Myc wird nicht durch Aurora-B stabilisiert

Die katalytische Doméane von Aurora-A ist entscheidend fiir die Stabilisierung von N-Myc
(Abbildung 4.6). Die katalytischen Domdnen der Aurora-Kinasen sind hochkonserviert.
Ob auch die anderen Aurora-Kinasen einen stabilisierenden Effekt auf N-Myc haben,
sollte im Folgenden eingehender untersucht werden. Hierfiir wurden SH-EP-Zellen mit
MYCN, AURKA und AURKB ko-transfiziert und das Proteinlevel mittels WB ermittelt.
Lediglich eine Aurora-A-Uberexpression erhohte die N-Myc-Proteinmenge, wohingegen
eine Aurora-B-Uberexpression die N-Myc-Level nicht beeinflusste (Abbildung 4.7 A).
Dariiber hinaus wiesen Aurora-B depletierte Zellen im Vergleich zu nicht depletierten
Zellen ebenfalls konstante N-Myc-Proteinmengen auf (Abbildung 4.6 B).
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el -
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Abbildung 4.7: N-Myc wird nicht durch Aurora-B stabilisiert

A) SH-EP-Zellen wurden mit MYCN, AURKA und AURKB transfiziert und nach 48 h wurden die
Proteinlevel an N-Myc, Aurora-A und -B mit Hilfe eines WBs bestimmt. Vinculin diente als
Ladekontrolle.

B) IMR-32-Zellen wurden mit siRNAs gegen AURKB und einer Kontroll-siRNA transfiziert. N-
Myc, Aurora-B, sowie Vinculin (als Ladekontrolle) wurden im WB detektiert.

Diese Abbildung wurde veroffentlicht in Brockmann et al., 2013.
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4.2 Die spezifischen Inhibitoren MLN8054 und
MLN8237 dissoziieren den N-Myc/Aurora-A-
Komplex und destabilisieren dadurch N-Myc

4.2.1 Der Aurora-A Inhibitor MLN8054 reduziert das N-Myc
Proteinlevel

Kristallographische Studien zeigen, dass ein spezifischer Aurora-A-Inhibitor (MLN8054)
eine atypische ,DFG-up Konformation“ in der Kinasedomane induziert, in denen mehrere
Aminosdurereste eine veradnderte Stellung zur ATP-gebundenen Form einnehmen
(Dodson et al, 2010; Manfredi et al, 2007; Sloane et al., 2010) (Abbildung 4.8 A).
Hinsichtlich der Tatsache, dass die Aurora-A/N-Myc-Interaktion und die Kinasedomane
von Aurora-A ausschlaggebend fiir den stabilisierenden Effekt auf N-Myc sind (Abbildung
4.3, 4.4 und 4.6), konnte diese MLN8054-bedingte Konformationsdnderung den Komplex
zwischen Aurora-A und N-Myc aufbrechen und destabilisierend auf das N-Myc-Protein
wirken.

Zur Bestdtigung dieser Hypothese wurde eine endogene IP mit und ohne MLN8054-
Inkubation durchgefiihrt. IMR-32-Zellen wurden fiir 4 h mit dem Aurora-A-Inhibitor
MLN8054 bzw. mit DMSO als Kontrolle behandelt. Zum Schutz vor einer proteasomalen
Degradation des N-Myc-Proteins wurden die Zellen parallel mit dem Proteasominhibitor
MG132 inkubiert. N-Myc wurde mit einem spezifischen N-Myc-Antikorper prazipitiert
und die Ko-Prazipitation von Aurora-A mit Hilfe eines WBs ermittelt. Nach MLN8054-
Behandlung war die Interaktion im Vergleich zur DMSO-Kontrolle um ca. 70 % reduziert
(DMSO: 1,00; MLN8054: 0,36). Die Interaktionsabnahme war spezifisch fiir den N-
Myc/Aurora-A-Komplex, wohingegen ein anderer N-Myc-Bindungspartner (Max) durch
den Aurora-A-Inhibitor nicht in seiner Affinitit an N-Myc zu binden beeinflusst wurde
(Abbildung 4.8 B).

“DFG up” Konformation

MLN8054

39



4 Ergebnisse
B
o
R o
3 )
& &
MLN8054 - + - + - 4+
N-Myc | — - —— |
N Y D —
. . Q o
relative Bindung ,Q Q‘}J
—~——— %
Max ==
relative Bindung ,\90 ,\’}\
C
IMR-32 IMR-5 SMS-KCN  LAN-1 Kelly
MLN8054 - + - + + + +

- [ ] )

pS62 N-Myc !. ‘Dﬁ‘ﬁ=‘

s vt | o | ]

pT288 Aurora-A | s — —_— p—
“

PT232 Aurora-B [ S| | S SEEE | S — ' e

pT198 Aurora-C - —

Aurora-A ‘— — ‘ ‘- —-‘ ‘--‘ ‘- -—‘ ‘—- —‘

i [ S (S [N |

Abbildung 4.8: Der Aurora-A-Inhibitor MLN8054 fiihrt zur spezifischen Dissoziation des

A)

B)

0

Aurora-A/N-Myc Komplex und reduziert dadurch die N-Myc-Proteinmenge

MLN8054 induziert eine atypische ,DFG-up Konformation“ in der Aurora-A-Kinasedomane.
Kristallstruktur der ATP-gebundenen (APPNP) und der MLN8054-gebundenen Form von
Aurora-A (nach (Dodson et al.,, 2010; Sloane et al., 2010); durch Prof. Schindelin graphisch
dargestellt)

Eine endogene Immunprazipitation mit spezifischem N-Myc Antikoérper wurde in IMR-32-
Zellen mit und ohne MLN8054-Inkubation (1000 nM) durchgefiihrt. Zum Schutz vor einer
proteasomalen Degradation wurden die Zellen mit dem Proteasominhibitor MG132 (5 uM)
inkubiert. Als Kontrolle diente ein Immunglobulingemisch der gleichen Spezies. Der Input
betrug ca. 7.5 % vom eingesetzten Lysat. Max diente als Kontrolle eines bekannten N-Myc-
Interaktionspartners (x=leichte IgG-Kette).

Finf MYCN-amplifizierte Neuroblastomzelllinien wurden fiir 48 h mit dem Aurora-A-
Inhibitor MLN8054 (1000 nM) behandelt. Die angegebenen (phosphorylierten) Proteine
wurden im WB detektiert. Vinculin diente als Ladekontrolle.

Teile dieser Abbildung wurden in dhnlicher Form verdéffentlicht in Brockmann et al.,, 2013.

Der Einfluss des spezifischen Inhibitors auf die N-Myc-Proteinexpression sollte in fiinf

MYCN-amplifizierten Neuroblastomzelllinien analysiert werden. In allen fiinf Zelllinien

war eine starke Reduktion der N-Myc-Expression, feststellbar. Auch die phosphorylierten

Formen des N-Myc-Proteins (pT58 sowie pS62) reduzierten sich im Vergleich zur DMSO-

Kontrolle. Die Konformationsdnderung und die daraus resultierende Hemmung der

Aurora-A-Aktivitat konnte durch den Verlust der Autophosphorylierung an Threonin 288

bestdtigt werden, wahrend die Aurora-A-Gesamtproteinmenge in allen Zelllinien
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konstant blieb. Die anderen Aurora-Kinasen (Aurora-B und Aurora-C) waren in ihrer
Kinaseaktivitit nicht beeinflusst, welches durch den jeweiligen Status der
Autophosphorylierungen an pT232 (Aurora-B) und pT198 (Aurora-C) verifiziert wurde.
Lediglich in der Zelllinie LAN-1 war eine Inhibierung der Aurora-Kinasen B und C
feststellbar (Abbildung 4.8 C).

Die Ergebnisse zeigen eine Aufspaltung des Aurora-A/N-Myc-Komplexes durch den
spezifischen Aurora-A-Inhibitor MLN8054. Die Dissoziation der Interaktion resultierte in
einer Reduktion der N-Myc-Proteinexpression. Eine Beteiligung der homologen Aurora-
Kinasen (B und C) an der der N-Myc-Proteinstabilisierung konnte ausgeschlossen
werden.

4.2.2 Ausschliefllich eine bestimmte Klasse an Aurora-A-Inhibitoren
reduzieren die N-Myc-Proteinlevel

Das Molekiil MLN8054 ist ein spezifischer Aurora-A-Inhibitor, der trotz der hohen
Sequenzhomologie zwischen Aurora-A und B 43-fach stiarker Aurora-A hemmt (Manfredi
et al,, 2007). Eine Weiterentwicklung dieses Inhibitors ist MLN8237 mit sehr dhnlicher
Struktur. Als funktionelle Gruppen verfiigt dieses Molekiil zusatzlich tber zwei
Metoxygruppen (Abbildung 4.9 A).

Neben den beiden MLN-Inhibitoren gibt es weitere Aurora-Kinase-Inhibitoren. Diese
weisen im Vergleich zu den MLN-Molekiilen andere strukturelle Eigenschaften auf.

Der Aurora-A-Inhibitor MK5108 hemmt kompetitiv die ATP-Bindung und inhibiert so
spezifisch die Aurora-A-Aktivitit. Die Selektivitit gegeniiber den anderen Aurora-
Kinasen ist dabei sehr hoch (zu Aurora-B: 220-fach; zu Aurora-C: 190-fach).

Der Pan Aurora-Kinase-Inhibitor VX680 kann neben Aurora-A sowohl Aurora-B als auch

Aurora-C in nano-molaren Konzentrationen effektiv hemmen.

Inwiefern diese Aurora-Inhibitoren, die sich zum Teil in klinischen Studien befinden,
einen Einfluss auf die N-Myc-Proteinexpression haben, sollte durch Titrationsreihen in
SMS-KCN-Zellen analysiert werden.

Es zeigte sich, dass ausschliefdlich die MLN-Inhibitoren mit gleicher Molekiilstruktur die
N-Myc-Proteinmengen konzentrationsabhdngig reduzieren. Trotz der Aurora-A-
Inaktivierung, dokumentiert durch die Autophosphorylierung an Threonin 288, waren die
beiden anderen Inhibitoren MK5108 und VX680 nicht in der Lage die N-Myc-
Proteinexpression zu senken (Abbildung 4.9). Dies bestitigt erstens die Kinase-
unabhingige N-Myc-Stabilisierung durch Aurora-A und deutet zweitens auf einen

konformationsabhdngigen Mechanismus hin.
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Abbildung 4.9: Die N-Myc-Proteinreduktion ist abhingig von der Molekiilstruktur der

Aurora-A-Inhibitoren

A) SMS-KCN-Zellen wurden mit den angegebenen Inhibitoren (Struktur: rechte Spalte) und
Konzentrationen fiir 24 h behandelt. Das N-Myc-Proteinlevel, sowie Aurora-A und dessen
phosporylierte Form pT288 wurden mittels WB ermittelt. Vinculin diente als Ladekontrolle.

Teile dieser Abbildung wurden in dhnlicher Form verdéffentlicht in Brockmann et al.,, 2013.
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4.2.3

Ausschliefdlich  Aurora-A-Inhibitoren, die die

Ergebnisse

N-Myc-

Proteinexpression reduzieren, dissoziieren auch den Aurora-

A/N-Myc-Komplex

Die Konformationsianderung nach einer spezifischen Aurora-A-Inhibition mit MLN8054
bricht den N-Myc/Aurora-A-Komplex auf und fithrt zum N-Myc-Proteinabbau (Abbildung

4.8).

Input IP N-Myc IP 1gG

o) o o)
L O L O
MLN8054 [nM] o‘@ FIROA 0& & S o‘@
N-Myc |- — - |
*
Aurora-A ’.-.—“ ’—“-—“"

pT288 Aurora-A !:'!'-”‘* E_

Cak2 | —————

Input IP N-Myc IP 1gG
MLN8237 [nM] &OQ e &Oo o S &O
TP P TP

N-MyC‘-----H.--.- ‘

Aurora-A ‘-—--"" _‘;. e e i

pT288 Aurora-A -—

Vinculin ‘— - e = —‘
Input IP N-Myc IP 1gG
O (©) O
@ L O & O O S
MK5108 (Ml N S N2 S &

N-Myc ’-----H-..- ‘

*
Aurora-A "-——"H“ "'-—j

T

PT288 Aurora-A (M e = = 55|

Vineulin [= == = — —|

Input IP N-Myc

relative Bindung und

IP 1gG

o) O P
P o &S B s S ¥
VX680 [M] - ¥ 8 S o N P S Y N

N-Myc’-----‘ \--.-- ‘

Amraﬂ\___.-_\\......ﬁ—. *

pT288 Aurora-A ‘- -—— — j

Vinculin ‘_. S i ._‘

- IP N-MYC
=+ ColP Aurora-A
T288
o 200 ~Pp
5<
o 1.50
59
22 1.00
o
glg 0.50
© [oN
[ 0.00+
0 500 1000 1500 200C
MLN8054 [nM]
- |P N-MYC
=+ ColP Aurora-A
200 -+ pT288
<
© 1.50
(<]
2 1.00
[e]
&
& 0.50
[oN
0.00+ — r
0 500 1000 1500 20C
MLN8237 [nM]
- |P N-MYC
-+ ColP Aurora-A
- pT288

relative Bindung und
pT288 Aurora-A

o o - - N
o u o wu o
o o o o o
OW

500 1000 1500 20
MK5108 [nM]

- |P N-MYC
=+ ColP Aurora-A

200 - pT288

1.50

relative Bindung und
pT288 Aurora-A
o o -
o w o
o o o
o W—/

500 1000 1500 20C
VX680 [nM]



4 Ergebnisse

B
IP
Input Aurora-A IP 1gG
MLN8237 &o Q$ Q§ &0 Qo@ Q$ &0 Qo“ Qo‘\
P TR S

N-Myc | S s m— L._-_-J“"'

e e

pT288 Aurora-A E

Abbildung 4.10: Ausschliefllich die Aurora-A-Inhibitoren MLN8054 und MLN8237
dissoziieren den Aurora-A/N-Myc-Komplex

A) IMR-32-Zellen wurden mit den jeweiligen Aurora-A-Inhibitoren und dem
Proteasominhibitor MG132 (5 pM) fiir 4 h inkubiert. Nach einer endogenen N-Myc-IP wurde
das Prazipitat mit Hilfe eines WB detektiert. Der Input betrug ca. 7.5 % vom eingesetzten
Lysat. Die Inhibition von Aurora-A wurde mit Hilfe der Autophosphorylierung an Threonin
288 ermittelt. Die densitometrische Quantifizierung des WBs ist graphisch dargestellt (rechte
Spalte) (- = Schwere IgG-Kette).

B) IMR-32-Zellen wurden mit MLN8237 und dem Proteasominhibitor MG132 (5 uM) fiir 4 h
inkubiert. Nach einer endogenen Aurora-A IP wurde das Prazipitat mit Hilfe eines WB
detektiert. Der Input betrug ca. 7.5 % vom eingesetzten Lysat. Die Inhibition von Aurora-A
wurde mit Hilfe der Autophosphorylierung an Threonin 288 ermittelt. Vinculin diente als
Ladekontrolle.

Teile dieser Abbildung wurden in dhnlicher Form verdéffentlicht in Brockmann et al.,, 2013.

Zur Verifizierung und genaueren Untersuchung dieses Sachverhaltes wurden endogene
N-Myc-IPs mit den anderen Aurora-A-Inhibitoren, die keinen Einfluss auf die N-Myc-
Proteinmengen hatten, durchgefiihrt. IMR-32-Zellen wurden fiir 4 h mit den jeweiligen
Aurora-A-Inhibitoren und dem Proteasominhibitor MG132 behandelt. Die Prazipitation
von N-Myc sowie die Interaktion mit Aurora-A wurden im WB analysiert. Die Ergebnisse
einer densitometrischen Quantifizierung wurde graphisch dargestellt (Abbildung 4.10 A).
MLN8054 reduzierte die N-Myc/Aurora-A-Interaktion konzentrationsabhdngig. Der
MLN-Inhibitor MLN8237, der eine ahnliche Molekilstruktur zu der von MLN8054
aufweist und auch einen negativen Einfluss auf die N-Myc Proteinexpression ausiibt,
induzierte ebenfalls eine Komplexauflosung. Dagegen hatten die anderen Aurora-A-
Hemmstoffe MK5108 und VX680 keinen Einfluss auf die Komplexbildung, obwohl die
Aurora-A-Aktivitat inhibiert wurde (Abbildung 4.10 A).

Eine inverse Ko-IP mit Aurora-A-Antikérpern bestitigte eine konzentrationsabhdngige
Abnahme der N-Myc/Aurora-A-Interaktion mit dem MLN8237-Inhibitor (Abbildung 4.10
B).

Insgesamt zeigten die Ergebnisse, dass ausschliefdlich Aurora-Inhibitoren, die eine
spezifische Konformationsidnderung in der Kinasedomine induzieren, die Interaktion
zwischen Aurora-A und N-Myc konzentrationsabhéngig aufbrechen kdnnen und damit die
N-Myc-Level reduzieren.
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4.2.4 MLN8054 hat keinen Effekt auf die Aktivitidt von GSK3p

N-Myc wird durch GSK3p an Threonin 58 phosphoryliert, wodurch der proteasomale
Abbau eingeleitet wird (Abschnitt 3.3.4). In vorherigen Studien wurde eine mogliche
Hemmung von GSK3p durch eine Aurora-A-abhingige Phosphorylierung an Serin 9
beschrieben (Dar et al, 2009). Eine indirekte Inhibierung von GSK3p durch Aurora-A
erfolgt iiber die Aktivierung von AKT (Yao et al., 2009). Infolgedessen sollte iiberpriift
werden, welche Auswirkung die Inhibition von Aurora-A auf den PI3K/AKT/GSK3p-
Signalweg in Neuroblastomzellen hat. Dazu wurde die MYCN-amplifizierte Zelllinie IMR-5
mit siRNAs gegen AURKA transfiziert. Mit Hilfe eines WBs sollte die Aktivitdt von GSK3f
und AKT anhand der Phosphorylierungen an Serin 9 (fiir GSK3) und an Serin 473 (fiir
AKT) abgeschitzt werden. Ist GSK3f an Serin 9 phosphoryliert, ist die Kinase gehemmt.
Dagegen fiihrt eine S473-Phosphorylierung zu einer Aktivierung von AKT. Trotz einer
Reduktion von phosphoryliertem N-Myc (T58 wund/oder S62) blieben die
phosphorylierten Formen von GSK3f und AKT konstant (Abbildung 4.11 A). Wie auch
eine Aurora-A-Depletion hatte die spezifische Aurora-A-Inhibierung keinen Einfluss auf
die Aktivitit des PI3K/AKT/GSK3p-Signalweges. Steigende Konzentrationen des
Inhibitors MLN8054 fiihrten allerdings zu einer Reduktion der N-Myc-Proteinmengen
(Abbildung 4.11 B). Andere Aurora-Inhibitoren (CCT137690 und Hesparadin), die nicht
den  N-Myc/Aurora-A-Komplex  dissoziieren  konnten, fithrten zu  einer
Dephosphorylierung von GSK3f an Serin 9 (Abbildung 4.11 C).

Zusammenfassend belegen die Ergebnisse, dass Aurora-A in Neuroblastomzellen keinen
Effekt auf die Aktivitit des PI3K/AKT/GSK3p-Signalweges hat. Andere Aurora-
Inhibitoren wie CCT137690 und Hesparadin, ein Aurora-B-Inhibitor, der in hohen
Konzentrationen auch Aurora-A hemmen kann, haben off-target Effekte, die zur Induktion
der GSK3p-Aktivitat fiihren. Der Aurora-A-Inhibitor MLN8054 hemmt spezifisch Aurora-
A hat jedoch keinen Effekt auf die Serin 9-Phosphorylierung von GSK3f (Abbildung
411 Q).
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Abbildung 4.11: Aurora-A hat in Neuroblastomzelllinien keinen Effekt auf den
PI3K/AKT/GSK3f-Signalweg

A) IMR-5-Zellen wurden mit siRNAs gegen AURKA und einer Kontroll-siRNA transfiziert. Nach
60 h wurde das phosphorylierte N-Myc-Proteinlevel (T58 und S62), sowie GSK3f (S9) und
AKT (S473) mit Hilfe eines WBs ermittelt. (Proteinlysate von Abbildung 4.1 A).

B) SH-EP-Zellen wurden mit MYCN wt infiziert. Die Zellen wurden mit MLN8054 in den
angegebenen Konzentrationen fiir 24 h behandelt. Die Proteinlevel von N-Myc, Aurora-A,
GSK3p (S9) sowie AKT (S473) wurden mittels WB ermittelt. Cdk2 diente als Ladekontrolle.

C) IMR-5-Zellen wurden mit den jeweiligen Aurora-A-Inhibitoren und dem Proteasominhibitor
MG132 (5 uM) fiir 4 h inkubiert. Nach einer endogenen N-Myc-IP wurde das Prazipitat mit
Hilfe eines WB detektiert. Der Input betrug ca. 7.5 % vom eingesetzten Lysat. Die Inhibition
von Aurora-A wurde mit Hilfe der Autophosphorylierung an Threonin 288 ermittelt. Des
Weiteren wurde die Aktivitdt von GSK3p durch die Phosphorylierung an Serin 9 abgeschétzt.
Als Ladekontrollen dienten sowohl Cdk2 als auch GSK3p.

Teile dieser Abbildung wurden in dhnlicher Form verdéffentlicht in Brockmann et al.,, 2013.

4.2.5 MLN8054 reguliert die N-Myc-Expression posttranslational

Die beiden Aurora-A-Inhibitoren MLN8054 und MLN8237 dissoziieren den N-
Myc/Aurora-A-Komplex. Diese Interaktion ist fiir die Stabilisierung des N-Myc-Proteins
durch Aurora-A essentiell (Abbildung 4.3, 4.4, 4.8, 4.9 und 4.10). Folglich sollte eine
Inkubation von MLN8054 und MLN8237 zu einer posttranslationalen Destabilisierung
des N-Myc-Proteins fithren. Zur Uberpriifung der Hypothese wurden fiinf MYCN-
amplifizierte Zelllinien fiir 24 h mit MLN8054 behandelt und das N-Myc-Proteinlevel
sowie die MYCN-mRNA-Expression mit Hilfe einer Realtime-PCR analysiert. Trotz
gleichbleibender mRNA-Expression reduzierte sich das N-Myc-Proteinlevel um ca. 50 %
(Abbildung 4.12 A und B). In Cycloheximid-Versuchen konnte der zeitliche Verlauf der N-
Myc-Proteindegradation nach Inhibitorzugabe mit der N-Myc-Abbaugeschwindigkeit
DMSO-behandelter Zellen verglichen werden. Nach einer 24-stiindigen Vorbehandlung
mit MLN8054 reduzierte sich die N-Myc-Halbwertszeit von 47 + 4 min auf 27+ 7min. Ein
rapider Abbau war insbesondere in den ersten Zeitpunkten der Versuchsreihe (bis zu 45
min) zu beobachten (Abbildung 4.12 C und D). Die Cycloheximid-Resultate konnten in
einem Pulse-Chase-Experiment verifiziert werden. Dabei wurden in MYCN-

46



4 Ergebnisse

liberexprimierenden SH-EP-Zellen die Proteine mit radioaktivem Methionin und Cystein
markiert und anschlief;end der Abbau des radioaktiven N-Myc-Proteins zeitlich verfolgt.
In MLN8054-behandelten Zellen zeigte sich ein schnellerer Abbau an radioaktivem N-Myc
als in der DMSO-Kontrolle. Als Negativkontrolle dienten SH-EP-Zellen ohne MYCN-
Expression (Abbildung 4.12 E und F).

Dariiber hinaus verhinderte eine Inkubation mit dem Proteasominhibitor MG132 die
Reduktion des N-Myc Proteins in IMR-32-Zellen, trotz gleichzeitiger Aurora-A
Inhibierung durch MLN8054 (Abbildung 4.12 G). Die Ergebnisse bestitigen, dass der
MLN8054-Inhibitor dazu beitragt, die N-Myc-Expression auf posttranslationaler Ebene
zu reduzieren.
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Abbildung 4.12: MLN8054 reguliert N-Myc posttranslational

A) Finf MYCN-amplifizierte Zellen wurden mit dem Aurora-A-Inibitor (1000 nM) fiir 24 h
behandelt. Die Proteinlevel von N-Myc, Aurora-A und die phosporylierten Proteine Aurora-A
(pT288), Aurora-B (pT232) und Aurora-C (pT198) wurden im WB nachgewiesen. Vinculin
diente als Ladekontrolle.

B) Die behandelten Zellen (siehe 4.12 A) wurden mittels RT-PCR auf deren MYCN-mRNA-
Expression analysiert. Normalisiert wurde auf RPS14 und B2M. (Mittelwert + SD; technisches
Triplikat)

C) Nach 24-stiindiger MLN8054-Inkubation (1000 nM) wurde die Translation durch 100 pg/mL
Cycloheximid (CHX) blockiert und die Proteinmengen nach den angegebenen Zeiten mit Hilfe
eines WBs detektiert. Vinculin diente als Ladekontrolle (reprasentatives Ergebnis aus drei
Cycloheximid-Experimenten).

D) Quantifizierung der drei CHX-Experimente (siehe 4.12 C). Die Ausgangswerte (0 min) wurden
gleich 1,00 gesetzt. Die Halbwertszeiten betragen: Ti, (DMSO)= 47 * 4min; Tip
(MLN8054) = 27 + 7 (Mittelwert = SEM) (++ = p< 0,0001 ; »» = p< 0,02).

E) Quantifizierung von F.

F) MYCN-iiberexprimierende SH-EP-Zellen wurden fiir 24 h mit 1000 nM MLN8054 inkubiert.
Die Zellen wurden mit radioaktivem Methionin und Cystein fiir 1h behandelt und
anschliefRend zu unterschiedlichen Zeitpunkten geerntet. Das Praziptat der N-Myc-IP wurde
auf ein Acrylamidgel aufgetragen und das radioaktive N-Myc-Signal densitometrisch
bestimmt. Als Negativkontrolle dienten nicht infizierte SH-EP-Zellen. (- = unspezifische
Bande).

G) IMR-32-Zellen wurden, wie angegeben, mit MLN8054 (1000 nM; 14 h) und MG132 (5 uM;
14 h) behandelt. Das Zelllysat wurde im WB untersucht. Vinculin diente als Ladekontrolle.

Diese Abbildung wurde in dhnlicher Form veroéffentlicht in Brockmann et al., 2013.

4.2.6 MLN8054 begiinstigt den Fbxw7-vermittelten N-Myc
Proteinabbau

Eine Aurora-A-Uberexpression verhindert den Fbxw7-induzierten proteasomalen Abbau
von N-Myc. Inwiefern die Aurora-A-Inhibition durch MLN8054 ebenso spezifisch die
Fbxw7-vermittelte N-Myc-Degradation fordert, sollte anhand von Fbxw?7-defizienten
HCT116-Zellen, sowie HCT116 wt-Zellen untersucht werden. Beide Zelllinien wurden
entweder mit MYCN wt oder mit der MYCN Mutante (T58A/S62A = mut), die von Fbxw7
nicht mehr gebunden und destabilisiert werden kann, infiziert und mit MLN8054
inkubiert. In HCT116 wt Zellen konnte eine N-Myc-Reduktion des wildtyp Proteins
detektiert werden, wohingegen eine MLN8054-Behandlung keinen Effekt auf die N-Myc-
Mutante hatte. In Fbxw7-defizienten Zellen blieben sowohl die N-Myc wt Proteinlevel als
auch die Proteinmenge der Mutante trotz Aurora-A-Inhibition konstant (Abbildung 4.13
A).
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Da es sich bei HCT116 um eine Kolonkarzinomzellinie handelt, sollten diese Resultate in
Neuroblastomzelllinien validiert werden. Daher wurden IMR-32-Zellen mit siRNAs gegen
FBXW?7 transfiziert. Sowohl Fbxw7-depletierte Zellen als auch Kontrollzellen
(transfizierte Zellen mit einer siRNA ohne bestimmter Zielsequenz) wurden entweder mit
MLN8054 oder mit DMSO behandelt. Nach 24 h wurde ein Cycloheximid-Experiment
durchgefiihrt, um die Degradationskinetik des N-Myc-Proteins zeitlich zu verfolgen. Die
FBXW?7-Repression fiihrte zu einer Stabilisierung des N-Myc-Proteins und verhinderte
den beschleunigten N-Myc-Zerfall nach einer MLN8054-Behandlung (Abbildung 4.13 B).

Neben Fbxw7 gibt es weitere E3-Ligasen, die N-Myc ubiquitinieren kénnen und dadurch
den Proteinabbau fordern. Eine identifizierte Ubiquitinligase, die den proteasomalen
Abbau von N-Myc induziert, ist HectH9 (Zhao et al, 2008). Wihrend eine HectH9-
Depletion keinen signifikanten Einfluss auf den MLN8054-vermittelten N-Myc-Abbau
hatte, blieben die N-Myc-Proteinlevel in IMR-32-Zellen nach einer FBXW?7-Depletion
trotz einer Aurora-A-Inhibition konstant (Abbildung 4.13 C).
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Abbildung 4.13: MLN8054 fordert die Fbxw7-vermittelte N-Myc-Proteindegradation

A) HCT116 wildtyp (wt) und Fbxw7-defiziente (-/-) Zellen wurden mit den angegebenen
Konstrukten transfiziert und die N-Myc-Proteinlevel nach MLN8084-Inkubation mittels WB
detektiert. Vinculin diente als Ladekontrolle. Die FBXW?7-Expression der HCT116-Zellen
wurde mittels RT-PCR bestimmt (rechts; Mittelwert + SD; technisches Triplikat).

B) IMR-32-Zellen wurden mit siRNAs gegen FBXW?7 und einer Kontroll-siRNA transfiziert. Die
Zellen wurden fiir 24 h mit DMSO bzw. mit MLN8054 (1000 nM) behandelt und anschliefiend
fir ein CHX-Experiment (100 pg/mL Cycloheximid) verwendet. Vinculin diente als
Ladekontrolle (reprdsentatives Ergebnis aus drei Cycloheximid-Versuchen). Eine
Quantifizierung der drei Experimente ist unterhalb des WBs graphisch dargestellt (Mittelwert
+ SEM)(+ p < 0,02 relativ zu siFBXW7-transfizierten Zellen).

C) IMR-32-Zellen wurden mit siRNAs gegen FBXW7 und HECTH9 sowie einer Kontroll-siRNA
transfiziert. Die Proteinlevel von HectH9, Fbxw7, N-Myc, (pT288) Aurora-A sowie Vinculin
wurden mit Hilfe eines WBs analysiert.

D) SH-EP-Zellen wurden entweder mit MYCN wt oder mit MYCN mut (T58A/S62A) infiziert und
mit MLN8084 (1000 nM) behandelt. Nach 24 h wurde das Zelllysat mittels WB analysiert.
Vinculin diente als Ladekontrolle.

Diese Abbildung wurde in dhnlicher Form veroéffentlicht in Brockmann et al., 2013.

Die Fbxw7-induzierte N-Myc-Degradation und die Proteinstabilisierung durch Aurora-A
sind phosphorylierungsabhangig. Der MLN8054 vermittelte N-Myc-Proteinabbau sollte
demnach nicht bei der N-Myc Mutante (T58/S62A) stattfinden. Dies konnte sowohl in
HCT116-Zellen (Abbildung 4.13 A), als auch in der Neuroblastomzelllinie SH-EP bestatigt
werden (Abbildung 4.13 D).

Die Ergebnisse belegen eine MLN8054 induzierte N-Myc-Proteindestabilisierung, die
tiber die E3-Ubiquitinligase Fbxw7 vermittelt wird.

4.2.7 N-Myc wird wihrend der Mitose iiber Fbxw7 degradiert

In den Cycloheximid- und den Pulse-Chase-Experimenten zeigte sich, dass N-Myc mit
einer Halbwertszeit von ca. 50 min degradiert wird (Abbildung 4.13). Bei MLN-
behandelten Zellen ist diese Halbwertszeit um etwa die Halfte reduziert. Mit 24-48
Stunden waren die Inkubationszeiten in den vorherigen Versuchen sehr lang im Vergleich
zur Halbwertszeit. Aus diesem Grund wurde eine Messreihe mit kiirzeren Zeitpunkten
durchgefiihrt. Hierzu wurden SH-EP-Zellen retroviral mit MYCN infiziert. Die MYCN-
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liberexprimierenden Zellen wurden fiir die angegebenden Zeitpunkte (4 h - 48 h) mit dem
Aurora-A-Inhibitor MLN8054 inkubiert, lysiert und die N-Myc-Proteinlevel mit Hilfe
eines WBs bestimmt. Die Inkubation des Inhibitors bewirkte zu allen Zeitpunkten eine
Dephosphorylierung an Threonin 288. Die N-Myc-Proteinlevel reduzierten sich dagegen
zeitabhiangig. Nach 4h war nur ein moderater Riickgang der N-Myc-Expression
feststellbar. 44 h spater war die grofdte N-Myc-Abnahme detektierbar (Abbildung 4.14 A).
Die Diskrepanz zwischen kurzer N-Myc-Halbwertszeit und langer Inhibitor-
Inkubationszeit kénnte daher stammen, dass der Fbxw7-vermittelte N-Myc-Proteinabbau
zellzyklusspezifisch stattfindet. Im Gegensatz zur Fbxw7-induzierten c-Myc Degradation
ist die N-Myc-Phosphorylierung an Serin 62 zellzyklusabhangig und wird durch den
Zyklin B/Cdk1-Komplex wahrend der Mitose induziert (Sjostrom et al., 2005). Diese
Proteinmodifikation ist das Signal fiir eine weitere Phosphorylierung an Threonin 58 und
die nachfolgende Fbxw7-vermittelte Degradation. Eine N-Myc-Stabilisierung durch das
Aurora-A-Protein, das spezifisch die Fbxw7-induzierte-Proteindegradation verhindert,
sollte demnach wéhrend der Mitose stattfinden.
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Abbildung 4.14: Die Stabilisierung von N-Myc durch Aurora-A findet wihrend der Mitose
statt

A) MYCN-iberexprimierende SH-EP-Zellen wurden mit dem Aurora-A-Inhibitor MLN8054 fiir
unterschiedliche Zeitpunkte inkubiert und das N-Myc-Proteinlevel im WB bestimmt. Vinculin
diente als Ladekontrolle, sowie pT288 Aurora-A als Kontrolle der erfolgreichen
Kinasehemmung,.

B) IMR-5-Zellen wurden mit den Inhibitoren MLN8054 (1000 nM), Nocodazol (0,1 ug/ml),
sowie LY294002 (50 uM), wie angegeben, fiir 18 h inkubiert. Die Proteinmengen von N-Myc,
(pT288) Aurora-A und Cdk2 (Ladekontrolle) wurden im WB analysiert.

C) [IMR-32-Zellen wurden fiir 24h mit den angegebenden Aurora-Inhibitoren (1000 nM)
behandelt. Ein PI-FACS wurde durchgefiihrt. DMSO-behandelte Zellen fungierten als
Kontrolle (Mittelwert + SD; biologisches Triplikat).

D) Behandelte IMR-32-Zellen (siehe 4.14 C) wurden lysiert und die Proteinmengen von N-Myc,
(pT288) Aurora-A und Vinculin (Ladekontrolle) im WB analysiert.

Diese Abbildung wurde in dhnlicher Form veroéffentlicht in Brockmann et al., 2013.
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Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurden IMR-5-Zellen mit Nocodazol, einem Inhibitor
der Mikrotubuli-Polymerisation und dem PI3K-Inhibitor LY294002, der die T58-
Phosphorylierung induziert und dadurch die N-Myc-Degradation fordert, behandelt.
Zusatzlich wurden die Zellen mit MLN8054 inkubiert. Eine alleinige Inhibition des PI3K-
Signalweges fiihrte zu einer Reduktion der N-Myc-Proteinmengen um etwa 40 %. Die
Arretierung der Zellen in der Prometaphase durch Nocodazol zeigte kaum eine
Veranderung auf die N-Myc-Proteinexpression, wohingegen der Mitosearrest eine
Akkumulation von (aktiver) Aurora-A-Kinase hervorrief. Wurde allerdings gleichzeitig
Aurora-A inhibiert, fiihrte dies in mitotischen Zellen zu einem verstirktem N-Myc
Proteinabbau (um etwa 60 %) (Abbildung 4.14 B).

Eine Aurora-A-Inhibition kénnte auch indirekt dazu beitragen, dass N-Myc durch Fbxw?7
degradiert wird. So fiihrt eine Behandlung mit hohen Konzentrationen von Aurora-A-
Inhibitoren zu einer G2/M-Akkumulation in der Neuroblastomzelllinie IMR-32
(Abbildung 4.14 C). In dieser Zellzyklusphase wird N-Myc durch Fbxw7 abgebaut.
Allerdings reduzierten ausschliefdlich die Aurora-A-Inhibitoren MLN8054 und MLN8237
die N-Myc-Proteinlevel. Der spezifische Aurora-A-Inhibitor MK5108 verursachte zwar
auch eine Arretierung der Zellen in der G2/M-Phase, hatte allerdings keinen Einfluss auf
die Proteinexpression des Transkriptionsfaktors (Abbildung 4.14 C und D).

4.3 Die Aurora-A-Inhibitoren MLN8054 und
MLN8237 haben therapeutisches Potential

4.3.1 MLN8054 induziert einen Wachstumsarrest in MYCN-
amplifizierten Neuroblastomzellen

Die Reduktion der N-Myc-Proteinexpression durch die Aurora-A-Depletion bewirkt
einen selektiven Wachstumsarrest in MYCN-amplifizierten Neuroblastomzellen (Otto et
al, 2009). Die ICso-Werte von MLN8054 zur Proliferationsrepression MYCN-
amplifizierter Zellen liegen zwischen 250 und 700 nM (Shang et al, 2009). In diesem
Konzentrationsbereich konnte auch eine Reduktion der N-Myc-Proteinlevel festgestellt
werden (Abbildung 4.15 A). Ein Wachstumsdefizit konnte auch in der MYCN-
amplifizierten Zelllinie SMS-KCN nach einer MLN8054-Behandlung mit 250 nM detektiert
werden (Abbildung 4.15 B). Die Verdopplungszeit stieg dabei von 32 h auf 48 h nach
Aurora-A-Inhibition (Abbildung 4.15 B und C).

Vier weiterer amplifizierte Zelllinien zeigten in der Kristallviolettfarbung ebenfalls eine
Verringerung ihrer Wachstumsrate (Abbildung 4.15 D).
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Abbildung 4.15: Eine MLN8054-Behandlung fiihrt zu einem Wachstumsarrest in MYCN-
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amplifizierten Zellen

SMS-KCN-Zellen wurden fiir 48 h mit DMSO bzw. mit 250 nM MLN8054 inkubiert. Das
Proteinlysat wurde mittels WB auf eine N-Myc- und (pT288) Aurora-A-Expression hin
untersucht. Vinculin diente als Ladekontrolle.

SMS-KCN-Zellen wurden in gleicher Zellzahl ausplattiert und entweder mit DMSO als
Kontrolle oder mit 250 nM MLN8054 inkubiert. Nach vier Tagen wurden die Zellen fixiert und
mit Kristallviolett angefarbt.

SMS-KCN-Zellen wurden in gleicher Zellzahl ausplattiert und entweder mit DMSO als
Kontrolle oder mit 250 nM MLN8054 inkubiert. Jeden Tag wurden eine DMSO- bzw. eine
MLN8054-behandelte Zellkulturplatte geerntet und die Zellzahl bestimmt. Die restlichen
Zellen wurden fiir eine PI-FACS-Analyse (siehe 4.15 E) verwendet (Mittelwert + SD;
biologisches Triplikat).

Vier MYCN-amplifizierte Zellen wurden in gleicher Zellzahl ausplattiert und entweder mit
DMSO als Kontrolle oder mit 250 nM MLN8054 inkubiert. Nach vier Tagen wurden die Zellen
fixiert und mit Kristallviolett angefarbt.

PI-FACS-Analyse von SMS-KCN-Zellen nach Inhibitor-Zugabe. Behandelte SMS-KCN-Zellen
(siehe 4.15 B) wurden nach 48 h mit Hilfe eines PI-FACS analysiert (Mittelwert + SD;
biologisches Triplikat).

Aus den ermittelten Verdopplungszeiten (siehe 4.15 B: DMSO = 32 h; MLN8054 = 48 h) und
der Zellzyklusverteilung (siehe 4.15 D) konnte die Dauer der einzelnen Zellzyklusphasen
berechnet werden (Mittelwert + SD).

Diese Abbildung wurde in dhnlicher Form verdéffentlicht in Brockmann et al.,, 2013.
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Das reduzierte Wachstum sollte anhand einer PI-FACS-Messung in SMS-KCN-Zellen
detaillierter untersucht werden. Die Zellzyklusanalyse zeigte einen leichten Anstieg der
apoptischen Fraktion um ca. 10 %. Die anderen Zellzyklusphasen waren nicht signifikant
verandert. Anhand der Wachstumskurven und der PI-FACS-Analyse konnte die Dauer der
einzelnen Phasen des Zellzykluses berechnet werden. Dabei zeigte sich, dass die Dauer
aller Zellzyklusphasen nach Aurora-A-Inhibition verlangert war, jedoch insbesondere die
der Gi-Phase (DMSO: 17 h; MLN8054: 28 h; p = 0,0259). Langere Inkubationszeiten des
Aurora-A-Inhibitors (=48 h) mit hohen Konzentrationen (=1000nM) lésten in den

Zellen zusatzlich Apoptose aus (Daten nicht gezeigt).

Die Ergebnisse zeigen einen Wachstumsarrest von MYCN-amplifizierten Zellen nach
MLN8054-Behandlung und eine gleichzeitige Reduktion der N-Myc-Proteinmenge.

4.3.2 Die Inhibition von Aurora-A durch MLN8054 induziert die
Expression des Zellzyklusinhibitors CDKN1A

Eine mogliche Ursache fiir den Wachstumsarrest konnte die Induktion des
Zellzyklusinhibitors CDKN1A (p21) sein. In vorherigen Studien wurde gezeigt, dass p21
durch Myc reprimiert wird und dies zu einem Gi-Arrest fithrt (Herold et al., 2002; Seoane
etal,, 2002; Wu et al., 2003).

Ob die Reduktion der N-Myc-Proteinmenge nach Aurora-A-Inhibition ausreichend fiir
eine CDKN1A-Induktion ist, sollte im nachfolgenden untersucht werden. Zu diesem Zweck
wurden fiinf MYCN-amplifizierte Neuroblastomzellinien mit MLN8054 behandelt und das
CDKN1A-Expressionslevel quantitativ zur DMSO-Kontrolle bestimmt. Eine relative
Zunahme der CDKN1A-mRNA-Menge konnte nach MLN8054-Zugabe in allen fiinf
Zelllinien detektiert werden (Abbildung 4.16 A).

Eine Uberexpression von MYCN (wt und T58A/S62A-Mutante) in der Zelllinie LAN-1
konnte die p21-Induktion nach Aurora-A-Inhibition verhindern (Abbildung 4.16 B und
C).

Inwiefern diese MYCN-Uberexpression dem MLN8054 vermittelten Gi-Arrest
entgegenwirken kann, sollte im Folgenden untersucht werden.

Hierzu wurden SMS-KCN-Zellen mit murinem wildtyp Mycn sowie der
Phosphodegronmutante (T50A/S54A) und einem GFP Reportergen mit einer internen
ribosomalen Eintrittsstelle (IRES) infiziert. Die Zellen wurden mit nicht-infizierten Zellen
gemischt, so dass zu Beginn des Experiments 20 % der Zellen GFP exprimierten. Die
Zellen wurden iiber 18 Tage mit DMSO (als Kontrolle) bzw. mit MLN8054 behandelt und
der Prozentsatz an GFP positiven Zellen mit Hilfe eines FACS analysiert. In Abwesenheit
des Aurora-A-Inhibitors fiihrte die ektopische Expression von N-Myc (wt oder mut) in
SMS-KCN-Zellen lediglich zu einem moderaten Proliferationsvorteil wahrend eine
MLN8054-Inkubation die Proliferation MYCN-iiberexprimierender Zellen stark forderte
(Abbildung 4.16 D). Die Verdopplungszeiten der Zellen korrelierten mit ihrer Fahigkeit,
die MLN8054-induzierte p21-Expression zu unterdriicken, (Kontrollzellen: DMSO: 28 h,
MLN8054: 36 h; MYCN wt/mut - Zellen: DMSO: 25 h, MLN8054: 32 h). Zudem zeigte sich
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eine Akkumulation der Proteinmengen von Aurora-A und N-Myc in MLN8054-
behandelten Zellen. Dies deutet auf eine positive Selektion von Zellen hin, die Aurora-A
und N-Myc verstarkt exprimieren (Abbildung 4.16 D und E).

Insgesamt belegen die Resultate eine Induktion des Zellzyklusinhibitors p21 nach
MLN8054-Behandlung. Dieser p21-Expressionsanstieg ist auf die Reduktion der N-Myc-
Proteinlevel zuriickzufiihren. Die fehlende N-Myc-Expression und die damit verbundene
p21-Induktion fithren zu einem Proliferationsarrest, der durch eine Uberexpression von

N-Myc teilweise verhindert werden kann.
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Abbildung 4.16: Eine MYCN-Uberexpression hebt den Wachstumsarrest nach Aurora-A-

55



4 Ergebnisse

Inhibition teilweise auf

A) MYCN-amplifizierte Zellen wurden mit MLN8054 (1000 nM) inkubiert. Nach 24 h wurden die
Zellen geerntet und die mRNA mit Hilfe einer RT-PCR analysiert. Normalisiert wurde auf
RPS14 und B2M (Mittelwert + SD; technisches Triplikat).

B) LAN-1-Zellen wurden entweder stabil mit MYCN wt oder mit MYCN mut (T58A/S62A)
infiziert. Nach 24-stiindiger Inkubation mit 1000 nM MLN8054 wurde die CDKN1A-mRNA-
Expression im Vergleich zu DMSO-behandelten Zellen verglichen. Normalisiert wurde auf
RPS14 und B2M (Mittelwert + SD; technisches Triplikat).

C) Die behandelten Zellen (siehe 4.14 B) wurden mittels WB auf ihre N-Myc- und (pT288)
Aurora-A-Proteinexpression untersucht. Vinculin diente als Ladekontrolle.

D) SMS-KCN-Zellen wurden mit murinem Mycn (wt oder mut (T50A/S54A)) und einem (IRES-)
GFP Reportergen infiziert. Die Zellen wurden mit nicht-infizierten Zellen gemischt, so dass zu
Beginn des Experiments 20 % der Zellen GFP positiv waren. Die Zellen wurden iiber 18 Tage
mit DMSO (als Kontrolle) bzw. mit MLN8054 (100 nM) behandelt und der Prozentsatz an GFP
exprimierenden Zellen mittels FACS analysiert (Mittelwert + SEM; biologisches Triplikat).

E) Die behandelten Zellen (siehe 4.16 D) wurden mittels WB auf ihre N-Myc, Aurora-A und p21
Proteinexpression untersucht. Vinculin diente als Ladekontrolle.

Diese Abbildung wurde in dhnlicher Form veroéffentlicht in Brockmann et al., 2013.

4.3.3 Der Aurora-A-Inhibitor MLN8054 induziert Seneszenz in
Neuroblastomzelllinien

Frithere Studien zeigten eine MLN8054-vermittelte Seneszenz sowohl in vitro als auch in
vivo (Huck et al., 2010). Inwiefern der Gi-Arrest in den MLN8054-behandelten MYCN-
amplifizierten Zellen ein permanenter Arrest sein konnte, sollte im nachfolgenden
untersucht werden.

Hierzu wurden vier MYCN-amplifizierte Zelllinien verwendet und die Histon H3
Trimethylierung an Lysin 9 (H3K9me3) nach einer MLN8054-Behandlung analysiert. Die
Inkubation mit dem Aurora-A-Inhibitor fiithrte zu einer Akkumulation des
Seneszenzmarkers H3K9me3 in allen vier Zelllinien. (Abbildung 4.17 A).

Inwiefern die Reduktion der N-Myc-Proteinlevel einen Einfluss auf die Trimethylierung
von Histon H3 hat, sollte mit der Uberexpression der N-Myc-Mutante, die nicht mehr
durch eine Aurora-A-Inhibition abgebaut werden kann, detaillierter analysiert werden.
Hierzu wurde die Zelllinie LAN-1 mit MYCN mut (T58A/S62A) infiziert und anschliefsend
mit MLN8054 inkubiert. Zur quantitativen Bestimmung der Trimethylierung von Histon
H3 wurde eine intrazellulire Durchflusszytometrie mit spezifischen H3K9me3-
Antikorpern durchgefiihrt. In LAN-1-Kontrollzellen war eine Erh6hung des H3K9me3-
Signals nach Inhibitorzugabe festzustellen. Die Akkumulation an H3K9me3-positiven
Zellen konnte teilweise nach einer MYCN-Uberexpression (T58A/S62A) verhindert
werden. Der prozentuale Anteil an seneszenten Zellen verringerte sich von 25 %
(MLN8054 behandelte Kontrollzellen) auf 18 % (MYCN mut iiberexprimirende Zellen
nach MLN8054-Inkubation) (Abbildung 4.17 B). Auch mit Hilfe eines WBs konnte ein
verminderter Anstieg an trimethyliertem Histon H3 in den MYCN-iiberxprimierenden
Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen detektiert werden (Abbildung 4.17 C).
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Abbildung 4.17: MLN8054 induziert Seneszenz in MYCN-amplifizierten Zellen

A)

B)

0

MLN8054 fiihrt zur Trimethylierung von Histon H3 an Lysin 9. Vier MYCN-amplifizierte
Zelllinien wurden fiir 48 h mit 250 nM MLN8054 behandelt und das Zelllysat mittels WB
analysiert. Vinculin diente als Ladekontrolle.

Eine Aurora-A Inhibition erh6ht den prozentualen Anteil an seneszenten Zellen. LAN-1-Zellen
wurden mit MYCN mut (T58A/S62A) oder einem Kontrollvektor infiziert. Nach Inkubation
mit MLN8054 wurde der Anteil an H3K9me3-positiven Zellen mit Hilfe einer intrazellularen
Durchflusszytometrie bestimmt. Ein IgG-Isotypengemisch der gleichen Spezies fungierte als
Negativkontrolle.

Eine MYCN-mut-Uberexpression verhindert teilweise die Akkumulation der Trimethylierung
an Histon H3. Korrespondierender WB zu Abbildung B. Vinculin diente als Ladekontrolle. (Zu
beachten sind die unterschiedlichen N-Myc-Proteinmengen (endogene vs. iiberexprimierte
Form (T58A/S62A) nach MLN8054-Zugabe)).
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4.3.4 MLN8054 inhibiert die N-Myc-Funktion in TH-MYCN-
transgenen Mdusen

Zur Beurteilung des therapeutischen Potentials der Aurora-A-Inhibitoren MLN8054 und
MLN8237 in vivo wurde ein transgenes TH-MYCN Mausmodell verwendet. Durch eine
ektopische Expression von humanem N-Myc in der Neuralleiste durch den Tyrosin-
Hydroxylase (TH)-Promotor kommt es zur Bildung von aggressiven Neuroblastomen in
diesen Mausen (Weiss et al., 1997). Mause mit bereits etabliertem Neuroblastom wurden
mit den Aurora-A-Inhibitor MLN8054 behandelt und die N-Myc-Proteinmenge in den
Tumoren mit denen von Vehikel-behandelten Mdausen verglichen. Der Inhibitor
reduzierte die N-Myc-Proteinlevel im Vergleich zu den Kontrollen. Zur Uberpriifung der
Bioverfiigbarkeit der Wirkstoffe in den Tumoren wurde die Inhibition von Aurora-A
mittels der Autophosphorylierung an Threonin 288 analysiert. MLN8054 fiihrte zu einer
Dephosphorylierung an Threonin 288 (Abbildung 4.18 A). Der Verlust der N-Myc-
Proteinexpression basierte auf einer posttranslationalen Regulation von N-Myc, da sich
die Mengen der humanen MYCN- sowie der murinen Mycn-mRNA in den MLN-
behandelten Tumoren im Vergleich zur Kontrolle nicht wesentlich reduzierte. Gleichzeitig
war ein signifikanter Anstieg der murinen Cdknla-Expression in dem MLN8054-
behandelten Tumor feststellbar (Abbildung 4.18 B).

Inwieweit die N-Myc-Reduktion im WB einen Einfluss auf die Promotorbindung hat,
sollte durch ChIP-Experimente analysiert werden. Bei den DMSO-behandelten Mausen
zeigte sich in den Tumoren eine starke Anreicherung des Transkriptionsfaktors an die
Apex -Promotorsequenz, einem gut charakterisierten N-Myc-Zielgen. Nach einer
MLN8054-Therapie war die N-Myc-Rekrutierung an den Apex-Promotor stark reduziert
(Abbildung 4.18 C). Ahnliche Ergebnisse konnten mit den N-Myc Zielgenen Ncll und
Slc25a19 erzielt werden (Daten nicht gezeigt).

Die Abnahme der N-Myc-Rekrutierung an die E-Boxen konnte einen Einfluss auf die
globale Gen-Expression und insbesondere auf die Expression von N-Myc Zielgenen haben.
Dies sollte in einem Microarray niaher analysiert werden.

Hierzu wurde die globale Gen-Expression von vier MLN8054-behandelten Tumoren mit
vier unbehandelten Tumoren (Vehikel-Kontrolle) verglichen und eine GSEA-Analyse
(gene set enrichment analysis; GSEA; (Subramanian et al, 2005)) durchgefiihrt. Myc-
induzierte Gengruppen von Schumacher, Dang und Yu zeigten eine starke Repression
nach einer MLN8054-Behandlung (Abbildung 4.18 D).

Die durch den Inhibitor regulierten Myc-Gengruppen waren dariiber hinaus stark
assoziiert mit einer schlechten Prognose fiir Neuroblastompatienten (Abbildung 4.18 E).

Die Resultate belegen, dass der Aurora-A-Inhibitor MLN8054 die N-Myc-
Proteinexpression in vivo negativ beeinflusst und dadurch auch die N-Myc induzierte
Transkription stark beeintrachtigt.
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Abbildung 4.18: MLN8054 blockiert die transkriptionelle Funktion von N-Myc in vivo

A)

Jeweils zwei transgene TH-MYCN-Mause wurden entweder mit DMSO (Vehikel) oder mit
MLN8054 (30 mg/kg Maus) fiir 3 Tage behandelt. Der Tumor wurde entnommen und auf die
N-Myc- bzw. auf die (pT288-) Aurora-A -Expression hin untersucht. GAPDH fungierte als
Ladekontrolle (Durchgefiihrt von Evon Poon) (Brockmann et al,, 2013).
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B) Die humane MYCN- und murine Mycn-mRNA-Expression sowie die murinen Cdknla-mRNA-
Level von behandelten Madusen (siehe 4.19 A; Gesamt-RNA wurde freundlicherweise zur
Verfiigung gestellet von Evon Poon) wurden mit Hilfe einer RT-PCR analysiert. Normalisiert
wurde auf Rps16 und Actin (Mittelwert + SD; technisches Triplikat).

C) Jeweils drei transgene TH-MYCN-Mause wurden entweder mit DMSO (Vehikel) oder mit
MLN8054 (40 mg/kg Maus) fiir 3 Tage behandelt. N-Myc gebundenes Chromatin wurde mit
Hilfe spezifischer Antikorper prazipitiert und die Apex-Promotorsequenz sowie eine negative
genomische Kontrollregion amplifiziert. Als weitere Negativkontrollen dienten eine IgG-
Kontrolle, sowie eine Wasserkontrolle (Die Tumore wurden freundlicherweise zur Verfiigung
gestellt von der AG Louis Chesler) (Mittelwert + SD; technisches Triplikat).

D) Die RNA aus vier MLN8054- und vier Vehikel-behandelten Tumoren wurde isoliert und eine
Microarray-Analyse durchgefiihrt. Eine GSEA-Analyse dokumentiert die Regulation von Myc
Gengruppen (Schumacher, Dang und Yu) nach MLN8054-Therapie (Durchgefiihrt in
Zusammenarbeit mit Evon Poon und Lukas Rycak).

E) Die Kaplan-Meier-Diagramme von Neuroblastompatienten zeigen die prognostische Relevanz
der drei Myc-Gengruppen (Schumacher, Dang und Yu). Fir die Analyse wurden 476
Genexpressionsprofile von Neuroblastombiopsien verwendet ((Oberthuer et al, 2010)
Analyse wurde durchgefiihrt von der AG Fischer).

Diese Abbildung wurde in dhnlicher Form veroéffentlicht in Brockmann et al., 2013.

4.3.5 Der Aurora-A-Inhibitor MLN8054 verringert das
Stammzellpotential von Neuroblasten

Eine MLN8054-Behandlung der transgenen MYCN-Mause (Weiss et al.,, 1997) fiihrte in
den Tumoren zu einer Akkumulation von differenzierten Zellen und einer gleichzeitigen
Reduktion der Bmil-Proteinexpression, einem wichtigen Regulator der Selbsterneuerung
von neuronalen Stammzellen (Brockmann et al., 2013; Molofsky et al., 2003). Dariiber
hinaus konnte bei der GSEA-Analyse (Abbildung 4.18 C) neben der Beeinflussung von
Myc-regulierten Genen auch Gengruppen identifiziert werden, die charakteristisch und
wichtig fiir pluripotente Zellen sind (Wong et al., 2008) (Abbildung 4.19 A).

Das Potential der MLN-Inhibitoren MLN8054 und MLN8237 die Selbsterneuerung von
neuronalen Vorlauferzellen zu unterbinden, sollte daher im nachfolgenden naher
untersucht werden. Hierzu wurden IMR-5-Zellen als Neurospharen kultiviert. Wurde
dem Medium der Inhibitor MLN8054 zugefiigt, reduzierte sich das Potential der Zellen in
Spharen zu wachsen (Abbildung 4.19 B).
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Abbildung 4.19: Die MLN8054-vermittelte N-Myc-Proteindestabilisierung vermindert das
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Stammzellpotential von MYCN-amplifizierten Neuroblastomzellen

Eine GSEA-Analyse dokumentiert die Reduktion von charakteristischen Stammzellgenen
(Wong et al,, 2008) nach einer MLN8054-Behandlung (siehe Abbildung 4.18 D; Durchgefiihrt
in Zusammenarbeit mit Evon Poon und Lukas Rycak).

IMR-5-Zellen wurden in Sphirenmedium kultiviert und parallel dem Medium entweder
DMSO (als Kontrolle) oder MLN8054 (250 nM) zugefiigt. Nach zwei Wochen wurden die
Spharenkolonien gezdhlt (Mittelwert + SEM von 12 biologischen Replikaten; Mafistab =
100 pm).

LAN-1-Zellen wurden fiir 48 h mit MLN8054 (250 nM) inkubiert und parallel mit einer HA-
markierten N-Myc-Mutante (T58A/S62A) stabil infiziert. Die Proteinlevel von (HA) N-Myc,
(pT288) Aurora-A und Nestin wurden mittels WB analysiert. Vinculin fungierte als
Ladekontrolle.

Teile dieser Abbildung wurden in dhnlicher Form verdéffentlicht in Brockmann et al., 2013.
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Inwieweit die generelle Aurora-A-Inhibition oder die induzierte N-Myc Proteinreduktion
ausschlaggebend fiir die Hemmung der Selberneuerung von neuronalen Progenitorzellen
ist, sollte anhand einer MYCN-mut-Uberexpression (T58A/S62A) in LAN-1-Zellen
untersucht werden. Erwartungsgemafd reduzierte sich nach einer Aurora-A-Inhibition
das N-Myc-Proteinlevel in LAN-1-Zellen. Parallel dazu verminderte sich die Expression
des neuronalen Stammzellmarkers Nestin (Park et al, 2010), wohingegen die Nestin-
Proteinexpression nach gleichzeitiger MYCN-Uberexpression konstant blieb (Abbildung
4.19 Q).

Die Resultate deuten darauf hin, dass die Reduktion des Transkriptionsfaktors ein
entscheidender Faktor bei der Inhibierung des Stammzellpotentials von Neuroblasten ist
und die Zellen durch die verminderte N-Myc Expression ausdifferenzieren.

4.3.6 Eine Uberexpression der Aurora-A-Mutante T217D verhindert
den von MLN8054 induzierten Wachstumsarrest in MYCN-
amplifizierten Zellen

Neuste Studien konnten eine Aurora-A-Mutante identifizieren, die gegen eine MLN8054-
vermittelte Inhibition resistent ist. Die Mutation von Threonin 217 zu Asparaginsdure
reduziert die Affinitit gegeniiber den Wirkstoffen MLN8054 und MLN8237 und
verhindert so die Kinase-Inhibition (Sloane et al., 2010).

Sofern diese Mutante resistent gegeniiber einer MLN-induzierten Konformations-
anderung ist, sollte diese Mutante trotz MLN-Inkubation an N-Myc binden und
stabilisieren.

Zur Uberpriifung der Hypothesen wurde eine MYCN-amplifizierte SMS-KCN-Zelllinie
generiert, die entweder ein Doxyzyklin induzierbares Aurora-A wildtyp Allel oder ein
mutiertes Aurora-A T217D Allel aufweist.
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Abbildung 4.20: Eine Aurora-A T217D-Uberexpression verhindert die Destabilisierung von
N-Myc durch MLN8054

A) MYCN-amplifizierte SMS-KCN-Zellen wurden stabil transduziert mit Doxyzyklin-
induzierbaren Expressionsplasmiden (Leervektor, HA-markiertem Aurora-A wt oder HA-
marktiertem Aurora-A T217D). Die Zellen wurden mit MLN8054 (2000 nM, 4 h), Doxyzyklin
(1 pg/ml, 12h) und MG132 (5puM, 4h) behandelt und eine HA-IP zur spezifischen
Prazipitation iiberexprimierender Aurora-A-Proteine durchgefiihrt. Die relative N-Myc-
Interaktion zur DMSO-Kontrolle ist unterhalb jeder IP angezeigt.

B) Die Doxyzyklin-induzierbaren Zellen (siehe 4.20 A) wurden mit DMSO bzw. mit MLN8054
(500 nM) und/oder mit Ethanol als Kontrolle bzw. mit Doxyzyklin (1 pg/ml), wie angegeben,
behandelt. Nach 48 h wurden die Zellen lysiert und die Proteinexpression von N-Myc,
(pT288) Aurora-A und Vinculin (als Ladekontrolle) im WB analysiert.

C) Die Doxyzyklin-induzierbaren Zellen (siehe 4.20 A) wurden mit DMSO bzw. mit MLN8054
(500 nM) und/oder mit Ethanol als Kontrolle bzw. mit Doxyzyklin (1 pg/ml), wie angegeben,
behandelt. Nach vier Tagen wurde das Proliferationsverhalten der Zellen mittels
Kristallviolettfarbung visualisiert.

Diese Abbildung wurde in dhnlicher Form verdéffentlicht in Brockmann et al.,, 2013.

In Anwesenheit des Inhibitors MLN8054 wurde eine Aurora-A-IP durchgefiihrt und die
Interaktion zu N-Myc untersucht. Um ausschlieRlich die Interaktion mit den exogenen
Aurora-A-Proteinen (wt und T217D) und N-Myc zu gewdahrleisten, wurden HA-markierte
Aurora-A-Konstrukte verwendet und die IP mit HA-spezifischen Antikérpern
durchgefiihrt. Zudem wurde zum Schutz vor proteasomalem Abbau der Inhibitor MG132
verwendet. Trotz der Anwesenheit von MLN8054 wurde die Interaktion zwischen der
Aurora-A-Mutante und N-Myc kaum beeinflusst, wohingegen der Aurora-A wildtyp/N-
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Myc-Komplex mit MLN8054 instabil war (Abbildung 4.20 A).

Die Uberexpression der Aurora-A-Mutante hatte auch Auswirkungen auf die Stabilitit des
N-Myc-Proteins und der Proliferation der Zelllinie. Wurden nicht induzierte Zellen, sowie
SMS-KCN-Kontrollzellen (Leervektor) mit dem Aurora-A-Inhibitor MLN8054 inkubiert,
kam es, wie erwartet, zu einem Proliferationsstop und zu einer Reduktion der N-Myc-
Proteinlevel. Auch eine gleichzeitige Induktion des Aurora-A wildtyp Allels fiihrte zu
einer Unterdriickung der Koloniebildung und der Runterregulierung von N-Myec,
wohingegen die Uberexpression des mutierten Aurora-A Proteins den Wachstumsarrest
und die Destabilisierung des N-Myc-Proteins durch MLN8054 verhinderte (Abbildung
4.20 B und C).
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5 Diskussion

5.1 Die = AURKA-Uberexpression in  MYCN-
amplifizierten Neuroblastomen ist assoziiert
mit einer schlechten Prognose

In 70% aller humanen Tumoren ist eines der drei Mitglieder der Myc-
Transkriptionsfaktorfamilie, c-Myc, N-Myc und L-Myc, dereguliert (Nilsson and Cleveland,
2003). In neuroendokrinen Tumoren liegt beispielsweise hdufig eine MYCN-Amplifikation
vor. Wie im Mausmodell gezeigt werden konnte, induziert eine Deregulation von MYCN
die Tumorgenese von Neuroblastomen (Weiss et al, 1997). Demgegeniiber konnte in
mehreren Studien eindrucksvoll bewiesen werden, dass die Inhibition bzw. Repression
von Myc ein attraktiver Ansatzpunkt fiir eine zielgerichtete Krebstherapie ist. So fiihrt z.B.
die Uberexpression einer dominant-negativen Mutante von Myc (“Omomyc”) zu einer
Regression von Lungentumoren ohne schwerwiegende Nebenwirkungen (Soucek et al.,
2008). Ahnliche Resultate konnten auch fiir N-Myc gezeigt werden. Die direkte
Repression des MYCN-Gens fiihrt zu einem selektiven Proliferationsstop in MYCN-
amplifizierten Neuroblastomzellen, hat jedoch keinen Einfluss auf nicht-amplifizierte
Zellen (Otto et al., 2009).

Die direkte Inhibition des Transkriptionsfaktors stellt allerdings eine grofde
Herausforderung fiir die Therapie des Neuroblastoms dar.

Zur lIdentifikation neuer essentieller Gene, die einfacher inhibierbar sind, wurde ein
synthetisch-letaler Screen in Neuroblastomzelllinien durchgefiihrt (Otto et al., 2009).
Eines der identifizierten Gene ist AURKA, das fur die mitotische Proteinkinase Aurora-A
kodiert. Die Depletion von Aurora-A fiihrt ausschlieflich in MYCN-amplifizierten
Neuroblastomzellen zu einem Proliferationsarrest. Das Wachstum nicht-amplifizierter
Zellen wird hingegen durch eine Aurora-A-Depletion nicht beeinflusst (Otto et al., 2009).
Wie auch MYCN ist AURKA als ein Onkogen beschrieben und in mehreren soliden
Tumoren (z.B. Mamma-, Pankreas- und Kolorektalkarzinome) signifikant tiberexprimiert
(Bischoff et al., 1998; Isola et al., 1995; Kallioniemi et al., 1994; Solinas-Toldo et al., 1996).
Wie in einem Rattenmodell des Mammakarzinoms gezeigt wurde, korreliert die Aurora-
A-Uberexpression mit einer Centrosomenamplifikation (Abschnitt 3.1) und ist ein friihes
Ereignis in der Tumorgenese (Goepfert et al., 2002).

Als Ursache der Uberexpression wurde unter anderem eine Amplifikation derjenigen
Genregion beschrieben, in der auch AURKA lokalisiert ist (Chromosom 20q13.2).
Andererseits ist die Kinase in einigen Tumoren (z.B. in der Mehrheit der hepatozelluldren
Karzinome) zwar iberexprimiert, der Genlokus weist jedoch keine Amplifikation auf
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(Jeng et al., 2004). In diesen Fillen kommt es zu einer Deregulation auf Ebene der
Transkription oder der (Post-) Translation. In ERa-positiven Brustkrebszellen aktiviert
etwa Ostrogen die ERa/GATA-3-Signalkaskade und induziert damit die Aurora-A-
Transkription (Jiang et al, 2010). Des Weiteren sind einige Interaktionspartner von
Aurora-A (Hefl, IQGAP1 und TPX2), die entweder die Stabilitit oder die Aktivitit der
Kinase fordern, in Tumoren hochreguliert (Aguirre-Portoles et al., 2012; Giubettini et al.,
2011; Pugacheva and Golemis, 2005; Yin et al,, 2012). Demgegeniiber ist die E3-Ligase
Chfr (Abschnitt 3.4.3) in mehreren Tumoren wie zB. im fortgeschrittenen
Magenkarzinom durch Hypermethylierung der Promotorregion in der Expression
reprimiert (Li et al., 2015; Sanbhnani and Yeong, 2012).

Auch im MYCN-amplifizierten Neuroblastom ist Aurora-A gegeniiber nicht MYCN-
amplifizierten Tumoren signifikant hoher exprimiert und korreliert zudem mit einer
geringeren Uberlebenswahrscheinlichkeit der Patienten (Berwanger et al., 2002; Otto et
al, 2009; Shang et al, 2009) (Abbildung 5.1). Die Aurora-A-Uberexpression im
Neuroblastom basiert auf einem positven Feedback-loop, bei dem die Mitglieder der Myc-
Familie an den AURKA-Promotor binden kénnen und direkt die Transkription induzieren
(den Hollander et al., 2010; Lu et al.,, 2014; Otto et al,, 2009). In einigen Fallen kann
allerdings auch eine Amplifikation des Genlokus die Ursache der Uberexpression sein
(Zhou et al., 1998).

Im neuroendokrinen Prostatakrebs konnte ebenfalls eine Ko-Amplifikation der Gene
MYCN und AURKA detektiert werden. Ko-amplifizierte Zellen reagieren sensitiver auf eine
Aurora-A-Inhibition (Beltran et al., 2011). Die Inhibition von Aurora-A kénnte demnach

eine neue therapeutische Strategie sein, MYCN-amplifizierte Tumoren zu behandeln.
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Abbildung 5.1: Die AURKA mRNA-Expression Kkorreliert signifikant mit dem
progressionsfreien Uberleben (PFS) von Neuroblastompatienten

Die Kaplan-Meier-Kurve zeigt das progressionsfreie Uberleben von Neuroblastompatienten
(n=62) nach Diagnose (Modifiziert nach (Shang et al., 2009)).
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5.2 Aurora-A verhindert den Fbxw7 vermittelten
proteasomalen Abbau von N-Myc

5.2.1 Die Stabilisierung von Proteinen ist eine generelle Funktion
von Aurora-A

Neben der MYCN-Kopienanzahl spielen andere Faktoren und Mechanismen eine
entscheidende Rolle, die die MYCN-Expression beeinflussen und dadurch zur
Tumorentstehung beitragen kénnen (Cohn et al,, 1990). Eine Deregulation der N-Myc-
Expression, die die Tumorprogression fordert, ist auf transkriptioneller, translationaler
oder posttranslationaler Ebene denkbar. So fiihrt die Induktion der MYCN-Transkription
durch E2F-Transkriptionsfaktoren zu einer gesteigerten N-Myc-Proteinexpression (Hara
et al,, 1993; Lutz and Schwab, 1997; Strieder and Lutz, 2003). Dariiber hinaus stabilisiert
das RNA-bindende Protein HuD die MYCN-pra-mRNA in malignen Neuroblastomzelllinien
(Lazarova et al., 1999; Manohar et al., 2002; Ross et al., 1997). Und schlieflich fiihrt die
Destabilisierung des N-Myc-Proteins durch die E3-Ubiquitinligase HectH9 zur
Differenzierung neuronaler Zellen (Zhao et al., 2008).

Wahrend dieser Doktorarbeit konnte ein weiterer Mechanismus der N-Myc-Regulation
identifiziert werden, der essentiell fiir MYCN-amplifizierte Neuroblastome ist. Dabei
stabilisiert ~die  Serin/Threonin-Kinase @ Aurora-A den  Transkriptionsfaktor
posttranslational (Otto et al., 2009). In der Regel ist die Halbwertzeit der Myc-Proteine
mit etwa 20 Minuten relativ kurz (Hann and Eisenman, 1984). In den untersuchten
MYCN-amplifizierten Zelllinien ist dieser Proteinabbau durch Aurora-A jedoch
pathologisch gestort. Die N-Myc-Proteinhalbwertszeit in MYCN-amplifizierten Zellen liegt
bei etwa 50 min (47 + 4 min) und ist damit doppelt so hoch wie unter normalen
Bedingungen. Inhibiert man allerdings die Aurora-A-Kinase, fiihrt dies zu einer
beschleunigten N-Myc-Degradation (T1/2= 27+ 7). Diese Halbwertszeit entspricht in etwa
der normalen Situation (Abildung 4.12 C und D).

Neben N-Myc sind weitere Proteine identifiziert worden, die in ihrer Proteinstabilitat
durch Aurora-A beeinflusst werden (Tabelle 5.1). Zum Beispiel ist eine gegenseitige
Regulation zwischen p53 und Aurora-A beschrieben worden. So fiihren
Phosphorylierungen durch Aurora-A zum proteasomalen Abbau bzw. zur Inhibierung der
DNA-Bindung von p53, wohingegen p53 wiederum die transkriptionelle Aurora-A-
Expression hemmt und die Degradation der Kinase fordert (Katayama et al., 2004; Liu et
al, 2004; Wu et al,, 2012).

Die Aurora-A-abhingige Phosphorylierung von IkBa (Serin 32 und Serin 36) induziert
ebenfalls die Degradation des Proteins und fiihrt damit zur Aktivierung des NFkB-
Signalweges (Briassouli et al., 2007).

Neben der Destabilisierung von Proteinen ist Aurora-A durch seine Kinaseaktivitit auch
in der Lage, Proteine vor dem proteasomalen Abbau zu schiitzen (Tabelle 5.1).

Die Vielzahl an Proteinen, die in ihrer Stabilitdt durch Aurora-A reguliert werden, zeigt,
dass die Funktion von Aurora-A nicht ausschliefdlich auf die Mitose beschrankt ist
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(Abschnitt 3.4.1 und 3.4.2), sondern die Kinase auch andere zellphysiologische Prozesse

beeinflusst.
Tabelle 5. 2 Ubersicht iiber Aurora-A-Substrate, die durch die Kinase in ihrer Protein-
stabilitit reguliert werden
. . Effekt auf die
Protein Phosphorylierung . L Referenz
Proteinstabilitit
. (Katayama et al,,
p53 S315 Degradation
2004)
) (Briassouli et al.,
IkBa S32/S36 Degradation
2007)
e (Johnson et al,,
LIMK?2 S§283/T494/T505 Stabilisierung
2012)
S627/S725/ o
HURP Stabilisierung (Yuetal, 2005a)
S757/S830
o L (Tsunematsu et
Geminin T25 Stabilisierung
al,, 2013)
Zyklin B ? Stabilisierung (Qin et al.,, 2009)
[-Catenin S§552/S675 Stabilisierung (Jinetal, 2015)
N-Myc Interaktion Stabilisierung (Otto et al,, 2009)
5.2.2 Fbxw?7 vermittelt den proteasomalen Abbau von N-Myc

Das F-Box-Protein Fbxw?7 ist das Substraterkennungsprotein des E3-Ligasekomplex
SCFrbxw7 (SKP1-CUL1-F-Box-Protein) und katalysiert zusammen mit der E2-Ligase Cdc34
die Verkniipfung von Lysin 48-Ubiquitinketten, die als Degradationssignal unter anderem
fiir c-Myc fungieren (Welcker et al,, 2004). Das Phosphodegron (pT58/pS62) reguliert die
c-Myc-Proteinstabilitit, indem Fbxw7 an den phosphorylierten Aminosdurerest
Threonin 58 bindet und c-Myc ubiquitiniert (Welcker et al., 2004; Yada et al., 2004).
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Aufgrund der hochkonservierten Myc-Box I, in der sich das Phosphodegron befindet, ist
eine generelle Regulation der Myc-Proteine durch Fbxw7 sehr wahrscheinlich. Ein
dhnlicher Mechanismus konnte in der Tat auch fiir das N-Myc Protein identifiziert
werden. Die Induktion des N-Myc-Proteinabbaus vermitteln die Kinasen Cdk1 und GSK3f
durch Phosphorylierungen an Serin 62 bzw. Threonin 58 (Kenney et al., 2004; Sjostrom et
al, 2005). Fbxw7 bindet phosphorylierungsabhiangig (pT58/pS62) an N-Myeg,
ubiquitiniert den Transkriptionsfaktor und induziert so dessen proteasomalen Abbau
(Abbildung 4.2 und 5.2) (Otto et al., 2009).

FBXW?7 ist in einer Vielzahl von malignen Tumoren deletiert bzw. durch Mutationen
inaktiviert. Seine Tumorsuppressorfunktion iibt das Protein durch die Regulation von
mehreren onkogenen Substraten wie Zyklin E und Myc aus (Clurman et al.,, 1996; Welcker
et al, 2004). Im Nephroblastom beispielsweise konnten sowohl MYCN-Amplifikationen
als auch Mutationen im FBXW?7 Lokus identifiziert werden, die zur MYCN-Uberexpression
beitragen konnen (Williams et al., 2010)

5.2.3 Aurora-A stabilisiert phosphoryliertes N-Myc durch die
spezifische Blockierung des Fbxw7-induzierten Proteinabbaus

Sowohl der Fbxw7-abhdngige Proteinabbau als auch die N-Myc-Stabilisierung durch
Aurora-A sind von den Phosphorylierungen an Threonin 58 und Serin 62 abhingig
(Abbildung 4.4; 4.13 A und D; 4.16 C; 4.17 C).

Demnach kénnte Aurora-A mit dem N-Myc-Degradationssignalweg interferieren und auf
diese Weise N-Myc stabilisieren. Die N-Myc Phosphorylierung an T58, die den Signalweg
zum Fbxw?7-induzierten Abbau einleitet, wird durch GSK3f vermittelt. GSK3f wiederum
wird durch den PI3K/AKT (Phosphoinositid-3-Kinase/Proteinkinase B)-Signalweg
negativ reguliert (Cross et al,, 1995). Im Magenkarzinom konnte eine direkte Inhibierung
von GSK3f durch eine Aurora-A-abhingige Phosphorylierung beschrieben werden (Dar
et al, 2009). Des Weiteren konnte eine Aktivierung von AKT durch Aurora-A gezeigt
werden (Yao et al, 2009), wodurch Aurora-A GSK3f indirekt inhibiert. Der postulierte
Mechanismus, einer direkten oder indirekten Inhibition von GSK3f durch Aurora-A,
konnte allerdings fiir das MYCN-amplifizierte Neuroblastom nicht bestitigt werden
(Abbildung 4.11) (Brockmann et al., 2013).

Eine mogliche Cdk1-Inhibition und die daraus resultierende Blockierung der Serin 62-
Phosphorylierung konnte auch ausgeschlossen werden, da bereits beschrieben wurde,
dass Aurora-A eher die Aktivierung des Zyklin B/Cdk1-Komplex fordert als inhibiert
(Hirota et al, 2003). Die Rekrutierung der Phosphatase PP2A, die Serin 62
dephosphorylieren kann, wire eine weitere Moglichkeit, die destabilisierende
Phosphorylierung von N-Myc aufzuheben (Horn et al., 2007; Sjostrom et al., 2005). Eine
Interaktion zwischen PP2A und Aurora-A konnte allerdings in Neuroblastomzelllinien
nicht detektiert werden (Daten nicht gezeigt).

Eine Beobachtung, die gegen eine Blockierung des Degradationssignalweges auf Hohe der
Phosphorylierung spricht, ist die Akkumulation des phosphorylierten N-Myc Proteins
nach einer Aurora-A-Uberexpression (Abbildung 4.6 C).
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Abbildung 5.2: Modell der N-Myc-Stabilisierung durch Aurora-A

In der G2/M-Phase wird N-Myc durch den Zyklin B/Cdk1-Komplex phosphoryliert. Dies initiiert
eine weitere Phosphorylierung an Threonin 58. Das phosphorylierte N-Myc Protein wird durch
Fbxw7 gebunden, ubiquitiniert und anschlieRend durch das Proteasom degradiert. Aurora-A
inhibiert den Fbxw7-vermittelten Proteinabbau indem es sowohl an N-Myc als auch an Fbxw?7
bindet. Ein potentieller Mechanismus wire die Rekrutierung von weiteren Proteinen, wie z.B. dem
Ubiquitin konjugierenden Enzym Ube2N. Eine Verkniipfung mit heterotypischen Ubiquitinketten
kénnte einen proteasomalen Abbau verhindern. In rot sind Proteine dargestellt, die den N-Myc-
Proteinabbau fordern. Blau gefarbte Proteine stabilisieren den Transkriptionsfaktor.

Demnach findet wahrscheinlich ein anderer Prozess statt, der nach der Phosphorylierung
erfolgt. Aurora-A kénnte etwa weitere Proteine rekrutieren, die den N-Myc-Proteinabbau
verhindern. So bindet Aurora-A Ube2n, eine Ubiquitin-konjugierende E2-Ligase, die in der
Lage ist, nicht-kanonische Lysin 63-verkniipfte Polyubiquitinketten zu katalysieren
(Briassouli et al.,, 2006; Ewart-Toland et al.,, 2003; Kim et al., 2007; Pertel et al,, 2011).
Diese Art der Verkniipfung fiihrt im Gegensatz zu Lysin 48-Polyubiquitinketten nicht zur
proteasomalen Degradation des Proteins. Fiir c-Myc wurde bereits die Markierung mit
heterotypischen Polyubiquitinketten beschrieben, die nicht zum Abbau fiihrt sondern
vielmehr die transkriptionelle Aktivitit bzw. die Zellzyklusprogression stimuliert
(Adhikary et al., 2005; Popov et al, 2010). Eine Aurora-A-Uberexpression resultierte
ebenfalls in einer atypischen Verkniipfung von Ubiquitininketten an N-Myc (Otto et al,,
2009). Die nicht-kanonische Ubiquitinverkniipfung mit z.B. K63-Polyubiquitinketten
konnte den proteasomalen Abbau verhindern und dadurch das ubiquitinierte N-Myc-
Protein stabilisieren (Abbildung 5.2). Dariiber hinaus koénnte die atypische
Ubiquitinierung, ahnlich zu c-Myec, die transkriptionelle Aktivitat beeinflussen.
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Der genaue Mechanismus der N-Myc-Stabilitit konnte wihrend dieser Doktorarbeit
jedoch nicht vollstindig aufgeklart werden. Massenspektrometrische Analysen kénnten
allerdings dazu beitragen, die Funktion von Aurora-A besser zu verstehen.

Proteomische Studien identifizierten bereits N-Myc-Interaktionpartner, die unter
anderem bei der N-Myc-Proteinstabilitit eine entscheidende Rolle spielen. Neben den
E3-Ligasen, HectH9 und Fbxw?7, konnte ebenfalls Aurora-A als Interaktionspartner
detektiert werden (Choi et al, 2010). Ein unbekannter Interaktionspartner, der
identifiziert wurde, ist das deubiquitinierende Enzym (DUB) USP11. USP11 spielt unter
anderem eine entscheidende Rolle wiahrend der DNA-Doppelstrang-Bruch-Reparatur
(DNA Damage Response) (Schoenfeld et al., 2004; Wiltshire et al,, 2010, Yu et al,, 2015).
Neuere Studien dokumentieren die Inhibition von USP11 als ein therapeutisches
Angriffsziel im duktalen Pankreasadenokarzinom (Burkhart et al., 2013). Aufgrund des
therapeutischen Potentials wurde die Rolle von USP11 im Neuroblastom detaillierter
untersucht.

Es zeigte sich, dass USP11 einen stabilisierenden Effekt auf N-Myc hat. Depletierte man
USP11, fiihrte dies zu einer Reduktion der N-Myc-Proteinmenge. Eine USP11-
Uberexpression induzierte die N-Myc-Proteinexpression. Dariiber hinaus konnte eine
direkte Interaktion der beiden Proteine detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Ob
Aurora-A in diesen Prozess involviert ist, konnte nicht geklart werden. Ein moglicher
Mechanismus ware eine Aurora-A-abhingige Rekrutierung von USP11 an ubiquitiniertes
N-Myc, wodurch USP11 wiederum N-Myc deubiquitiniert und dadurch stabilisert. Fiir c-
Myc wurde ein &dhnlicher Mechanismus beschrieben. Hierbei antagonisiert das
deubiquitinierende Enzym USP28 den Fbxw?7-vermittelten Abbau von c-Myc (Popov et al,,
2007).

5.2.4 Aurora-A interferiert mit der Fbxw7-Substraterkennungs-
sequenz von N-Myc

Eine direkte Interaktion mit Aurora-A ist die Voraussetzung fiir die Stabilisierung des
Transkriptionsfaktors. Diese Interaktion ist von der T58/S62-Phosphorylierung abhangig
(Abbildung 4.4) (Otto et al., 2009). Neben der N-Myc/Aurora-A-Interaktion kommt es
auch zu einer Komplexbildung zwischen Aurora-A und Fbxw7 (Abbildung 4.3 C und D).
Studien belegten bereits eine Fbxw7-vermittelte proteasomale Degradation von Aurora-
A (Kwon et al, 2012). Dieser Abbau konnte allerdings in Neuroblastomzellen nicht
beobachtet werden (Abbildung 4.4 A). Aurora-A konnte jedoch als Pseudosubstrat fiir
Fbxw?7 agieren und dadurch eine kompetitive Inhibierung der E3-Ligase verursachen.
Eine generelle Blockierung der E3-Ligaseaktivitdt durch das “Pseudosubstrat” Aurora-A
kann jedoch ausgeschlossen werden, da weitere Fbxw7-Substrate, wie Zyklin E, nicht
durch Aurora-A stabilisiert werden (Abbildung 4.5) (Ye et al., 2004).

Ein Vergleich der N-Myc-Aminosiduresequenz mit der Aurora-A-Substraterkennungs-

sequenz ergibt eine Ubereinstimmung in unmittelbarer Nihe des Phosphodegrons der
Myc-Box I, die essentiell fiir die Bindung mit Fbxw7 und Aurora-A ist (Eilers, 2013;
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Sardon et al, 2010) Aufgrund der Tatsache, dass hohe Aurora-A-Mengen zur N-Myc-
Stabilisierung notig sind (Abbildung 4.1 A und B, 4.4 A, B und C und 4.6) ist eine
kompetitive Blockierung der Fbxw?7/N-Myc-Interaktion denkbar (Abbildung 5.3). Die
sterische Hinderung der Fbxw7/N-Myc-Bindung konnte die Rekrutierung von Proteinen
(wie z.B. Ube2n und/oder USP11) ermdglichen, die zur N-Myc-Stabilisierung beitragen
konnten. Ein dhnlicher Mechanismus wurde bereits fiir Fbxw7 beschrieben. Busino und
Kollegen konnten zeigen, dass die NFkB Proteine p52 und RelB um die Bindung an p100
mit Fbxw7 konkurrieren und dadurch p100 stabilisieren (Busino et al., 2012).

Allerdings ist der prozentuale Anteil an N-Myc, der durch Aurora-A gebunden wird, mit
etwa 1-5 % relativ klein (Abbildung 4.3). Die geringe Interaktionseffizienz kénnte auf
einer hohen Dissoziationskinetik beruhen. Neben einer Immunprazipitation kann die
Interaktion von Proteinen auch durch einen PLA-Assay (proximity ligation assay)
untersucht werden. Dabei werden die Zellen fixiert und der Status quo an Interaktionen
innerhalb der Zelle verandert sich nicht mehr. Mit Hilfe dieses Assays konnen in etwa
gleich viele Aurora-A/N-Myc und N-Myc/Max Komplexe ermittelt werden (Brockmann et
al, 2013). Demzufolge besteht die Moglichkeit, dass der Anteil an N-Myc, der durch
Aurora-A gebunden wird, in der Immunprazipitation unterschatzt wird.

Ein moglicher therapeutischer Ansatz wiare die Verwendung von kleinen Peptiden (Craik
et al,, 2013) mit der Substraterkennungssequenz. Diese Peptide kénnten mit N-Myc um
die Bindung an Aurora-A konkurrieren. Der prozentuale Anteil an freiem N-Myc wiirde
sich erhohen. Die Blockierung von Aurora-A ermoglicht eine verstirkte Interaktion
zwischen N-Myc und Fbxw?7. Die Fbxw7-abhédngige Ubiquitinierung fiihrt zur Degradation
des N-Myc-Proteins. Aus therapeutischer Sicht konnten die starken Nebenwirkungen
(Abschnitt 5.5.4) einer Aurora-A-Inhibition vielleicht vermieden werden, da die Aktivitat

von Aurora-A hochstwahrscheinlich nicht beeinflusst wiirde.

N-Myc Degradation N-Myc Stabilisierung

/&3

Aurora-A

N-Myc T

K51K52 F53 E54 L55

—®

Abbildung 5.3: Modell der kompetitiven Hemmung der Fbxw7 /N-Myc-Interaktion

Hohe Aurora-A-Proteinlevel binden an das Phosphodegron und die Substraterkennungssequenz in
N-Myc. Dadurch wird Fbxw7 kompetitiv daran gehindert an N-Myc zu binden. Die proteasomale
Degradation kann nicht mehr stattfinden.
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5.3 Die Aurora-A-Inhibitoren MLN8054 und
MLN8237 destabilisieren das N-Myc Protein

5.3.1 Aurora-A stabilisiert N-Myc unabhingig von der Kinaseaktivitit

Die Verfiigbarkeit von spezifischen Inhibitoren (Keen and Taylor, 2004) macht Aurora-A
zu einem geeigneten Angriffsziel gegen MYCN-amplifizierte Tumoren.
Uberraschenderweise stabilisiert Aurora-A N-Myc unabhingig von der Kinaseaktivitit
(Abbildung 4.6 C; 4.9; 4.14D). Neuste Studien belegen, dass Aurora-A auch Kinase-
unabhingige Funktionen besitzt. So ist die Stabilisierung der Spindel-Mikrotubuli
unabhingig von der Enzymaktivitat (Toya et al,, 2011).

In dieser Doktorarbeit konnte ein weiterer Kinase-unabhingiger Mechanismus von
Aurora-A identifiziert werden. Dabei ist zwar die Kinasedomédne entscheidend an der N-
Myc-Stabilitdt beteiligt, die Aktivitdt der Kinase spielt allerdings keine Rolle (Abbildung
4.6). Neben Aurora-A existieren noch zwei weitere Aurora-Kinasen, Aurora-B und
Aurora-C, die eine ahnliche Struktur aufweisen. Es wurde ebenfalls beschrieben, dass
Aurora-B mit SCFF»w7 interagiert. Ahnlich wie Aurora-A wird Aurora-B durch die E3-
Ligase ubiquitiniert und degradiert (Teng et al, 2012). Trotz der sehr starken
Sequenzhomologie, insbesondere in der Kinasedomaéne, ist Aurora-B allerdings nicht in
der Lage, N-Myc zu stabilisieren (Abbildung 4.7). Eine mogliche Ursache kénnte die
unterschiedliche Lokalisation der beiden Proteine sein (Abschnitt 3.4). Ein anderer Grund
konnte die unterschiedliche Aminosauresequenz im C- und N- terminalen Bereich sein. So
interagiert Aurora-A mit Ube2N iiber einen Phenylalaninrest im N-terminalen Bereich.
Dieser AS-Rest befindet sich nicht in der Aminosduresequenz von Aurora-B (Briassouli et
al,, 2006). Auch die Bindung von Aurora-A an PP2A findet iiber den N-terminalen Bereich
statt (Horn et al, 2007). Die Moglichkeit unterschiedliche Proteine im N-terminalen
Bereich zu binden, spricht fiir die Hypothese der Rekrutierung von weiteren Proteinen,
die N-Myc vor dem proteasomalen Abbau schiitzen.

5.3.2. Spezifische Aurora-A-Inhibitoren dissoziieren den N-
Myc/Aurora-A-Komplex

Wie bereits erwahnt, ist die N-Myc-Stabilisierung durch Aurora-A eine Kinase-
unabhingige Funktion. Entscheidend fiir die Stabilisierung ist lediglich die Interaktion
der beiden Proteine. Eine Hemmung der Kinasaktivitdt mit Aurora-A-Inhibitoren hatte
demnach keinen Effekt auf die N-Myc-Proteinexpression.

Im Jahr 2002 wurde die Kristallstruktur von Aurora-A im Komplex mit Adenosin
aufgeklart (Cheetham et al, 2002). Die Rontgenstrukturanalyse zeigt ein typisches
Faltungsmuster mit zwei Domanen. Wahrend der N-terminale Lobus hauptsachlich aus
einer p-Faltblattstruktur besteht, ist der C-terminale Lobus durch a-Helices gepragt. In

dem katalytischen Spalt zwischen diesen beiden Lobi befindet sich der Aktivierungsloop
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(Bayliss et al.,, 2003; Cheetham et al,, 2002; Nowakowski et al., 2002) (Abbildung 4.8 A).
Kristallographische Strukturanalysen mit dem Inhibitor MLN8054 zeigen, dass das
Molekiil eine verdnderte Konformation der Kinasedomdne induziert. Dabei kommt es zu
einer atypischen “DFG-up Konformation” bei der mehrere Aminosduren eine verdnderte
Position zur normalen ATP-gebundenen Form einnehmen. Die Bindetasche im aktiven
Zentrum verdndert daraufhin ihren polaren Charakter und wird hydrophob (Dodson et
al,, 2010). Aufgrund dieser strukturellen Veranderung kénnte es zu einer Maskierung der
Interaktionsoberfliche kommen und dadurch zur Blockierung der N-Myc-Bindung.

In IP-Experimenten und PLA-Assays konnte diese Hypothese bestitigt werden. Andere
Aurora-Inhibitoren, mit unterschiedlicher Molekiilstruktur (VX680, Hesparadin,
CCT137690 und MK5108) haben keinen Effekt auf die Komplexbildung. Lediglich die
Inkubation mit dem Inhibitor MLN8237, der eine dhnliche Molekilstruktur aufweist,
fithrt zu einer Dissoziation des Heterodimers (Abbildung 4.8 A und B; 4.10 und 4.11 C).

Die ATP-Bindetasche von Aurora-A unterscheidet sich von den anderen beiden Aurora-
Kinasen in drei Aminosdureresten (L215, T217 und R220). Dieser strukturelle
Unterschied in der ATP-Bindedomane ermdglicht die selektive Aurora-A-Inhibition durch
die beiden Molekiile MLN8054 und MLN8237 (Bavetsias et al., 2013; Dodson et al.,, 2010).
Die Mutation von Threonin 217 zu Aspartat reduziert die Affinitit gegeniiber den
Molekiilen (Sloane et al, 2010)(Abbildung 4.20). IP-Experimente zeigen, dass die
Interaktion zwischen der Aurora-A-Mutante (T217D) und N-Myc durch die beiden
Inhibitoren (MLN8054 und MLN8237) nicht mehr blockiert werden kann. Infolgedessen
ist die Mutante in der Lage, N-Myc trotz einer Behandlung mit den Aurora-A-Inhibitoren
zu stabilisieren. Intererssanterweise fiihrt die phosphomimetische Mutation zu einer
verstarkten Kkatalytischen Aktivitit. So erleichtert wahrscheinlich die verdnderte
strukturelle Position einiger Aminosduren die Autophosphorylierung von Aurora-A
(Abbildung 4.20 A und B). Die Aminosdure Threonin 217 spielt auch bei der Fbxw?7-
vermittelten Degradation von Aurora-A eine wesentliche Rolle. Werden die Aminosauren
T217 und E221 zu Alanin mutiert, wird sowohl die Interaktion zu Fbxw?7 als auch der
proteasomale Abbau unterbunden (Kwon et al,, 2012). Inwieweit eine solche Mutation
einen Effekt auf N-Myc hat, ist im Moment noch nicht bekannt. [P-Experimente und PLA-
Assays sowie die Uberexpression der Mutante in Aurora-A defizienten Zellen kdénnten
jedoch dariiber Aufschluss geben (Cowley et al., 2009).

5.3.3. Die speziellen Aurora-A-Inhibitoren MLN8054 und MLN8237
reduzieren das N-Myc Proteinlevel

Ausschlieflich die Inhibitoren von der Firma Millennium (MLN8054 und MLN8237), die
eine dhnliche Molekilstruktur aufweisen und den N-Myc/Aurora-A-Komplex dissoziieren
konnen, sind in der Lage die N-Myc-Proteinlevel konzentrationsabingig zu reduzieren
(Abbildung 4.8 C; 4.9; 4.14 D). Die anderen untersuchten Aurora-Inhibitoren, die den
Aurora-A/N-Myc-Komplex nicht dissoziieren kénnen, inhibieren zwar die Kinaseaktivitat
von Aurora, haben allerdings keinen Einfluss auf die Proteinstabilitit von N-Myc
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(Abbildung 4.9, 4.11 C und 4.14 D). Dies bestatigt die Kinase-unabhingige Funktion von
Aurora-A bei der N-Myc-Stabilisierung.

Titrationsreihen mit MLN8054 und MLN8237 zeigen, dass die ICso-Werte fiir die N-Myc-
Proteinabnahme und die der Dissoziation des Aurora-A/N-Myc-Komplexes deutlich
hoher liegen als die erforderliche Konzentration zur Inhibition der Autophosphorylierung
(Abbildung 4.9 und 4.10). Eine mogliche Ursache konnte die zusitzliche Energie sein, die
aufgebracht werden muss, um den bereits vorhandenen N-Myc/Aurora-A-Komplex zu
dissoziieren. Der Inhibitor muss daher im Uberschuss vorliegen, um nicht nur freies
Aurora-A sondern auch bereits gebundenes Aurora-A zu inhibieren und gleichzeitig zu
deformieren.

Ein off target-Effekt der Aurora-A-Inhibitoren kann ausgeschlossen werden, da die
Aurora-A Mutante (T217D), die resistent gegeniiber MLN8054 ist, trotz
Inhibitorinkubation an N-Myc binden und dadurch den Transkriptionsfaktor stabilisieren
kann (Sloane et al., 2010)(Abbildung 4.20).

5.34 Die Aurora-A-Inhibitoren MLN8054 und MLN8237 regulieren
die N-Myc-Expression posttranslational iiber den Fbxw?7-
vermittelten Degradationsweg

Aurora-A stabilisiert das N-Myc-Protein durch Blockierung der Fbxw?7-vermittelten
Degradation (Abbildung 4.13) (Otto et al, 2009). Zur Aufkldrung dieses Mechanismus
wurde das Aurora-A-Expressionslevel, entweder durch Uberexpression oder durch
Depletion mit shRNAs, manipuliert. In dieser Doktorarbeit konnte erstmals gezeigt
werden, dass die spezifische niedermolekulare Inhibition von Aurora-A ebenfalls, die
Reduktion der N-Myc-Menge ermdglicht. Der Vergleich einer Aurora-A-Depletion durch
shRNAs mit der spezifischen Aurora-A-Inhibition durch MLN8054 und MLN8237 belegt,
dass derselbe Mechanismus zur N-Myc-Reduktion beitragt (Brockmann et al., 2013; Otto
etal., 2009).

Die Inkubation mit MLN8054 und MLN8237 reduziert die N-Myc Proteinmenge in allen
untersuchten MYCN-amplifizierten Zellen. Gleichzeitig bleibt die mRNA-Expression von
N-Myc relativ konstant. Cycloheximidexperimente und Pulse Chase-Experimente
bestdtigen den beschleunigten Proteinabbau von N-Myc. Des Weiteren wird der
destabilisierende Effekt der Aurora-A-Inhibitoren durch den Proteasominhibitor MG132
verhindert. Dabei induzieren die Millennium-Inhibitoren spezifisch den Fbxw?7-
vermittelten N-Myc Proteinabbau (Abbildung 4.12 und 4.13). Derselbe Mechanismus
kann bei einer Aurora-A-Depletion durch shRNAs beobachtet werden. Ein off target
Effekt ist damit unwahrscheinlich (Otto et al., 2009).

Neben Fbxw?7 gibt es noch weitere E3-Ligasen, die den N-Myc-Abbau vermitteln (Choi et
al,, 2010). So fordert HectH9 die Differenzierung neuronaler Zellen durch die Degradation
von N-Myc (Zhao et al., 2008). Die Aurora-A vermittelte N-Myc-Stabilisierung beruht
jedoch vermutlich nicht auf einem antagonisierenden Einfluss auf den HectH9-
vermittelten proteasomalen Abbau (Abbildung 4.13 C).
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Trotz einer relativ kurzen Halbwertszeit, reduzieren sich die N-Myc-Proteinlevel nach
Inhibitorzugabe zeitabhingig. Die verhaltnismafdig langen Inkubationszeiten stehen in
Diskrepanz zu der schnellen Abbaugeschwindigkeit von N-Myc (Abbildung 4.12 C-F;
4.14 A). Eine mogliche Erklarung konnte der zellzyklusspezifische Proteinabbau von N-
Myc sein (Sjostrom et al., 2005) (Abschnitt 3.3.4). Die Mitose ist eine relativ kurze Phase
des Zellzykluses. 60-80 % der Zellen befinden sich in der G1- und der S-Phase. Der Aurora-
A-Effekt auf die N-Myc-Proteinstabilitat ist daher bei kurzen Inkubationszeiten schwer zu
detektieren.

Die mitotische Phosphorylierung an Serin 62 induziert die Fbxw7-abhangige N-Myc-
Degradation. (Abbildung 4.2) (Otto et al., 2009). Als Antagonist des Fbxw7-induzierten
Abbaus ist Aurora-A besonders stark wahrend der Gz/M-Phase exprimiert (Tanaka et al.,
2002), in der auch eine Lokalisation zwischen N-Myc und Aurora-A beobachtet werden
kann (Abbildung 4.3 A). Sowohl die gesteigerte Aurora-A-Expression als auch die Ko-
Lokalisation ermdéglichen die zellzyklusspezifische Stabilisierung des N-Myc-Proteins.

In hohen Konzentrationen induzieren alle getestesten Aurora-A-Inhibitoren einen G,/M-
Arrest. Allerdings kénnen ausschliefdlich die Molekiile MLN8054 und MLN8237, die auch
den Aurora-A/N-Myc-Komplex dissoziieren, das N-Myc-Proteinlevel reduzieren. Eine
indirekte Destabilisierung durch eine Arretierung der Zellen in der G;/M-Phase, in der
Fbxw7 den N-Myc-Abbau vermittelt, konnte damit ausgeschlossen werden (Abbildung
4.14 C und D; Daten nicht gezeigt).

Die Inkubation mit Nocodazol, einem Inhibitor der Mikrotubuli-Polymerisation, lasst die
Zellen in der Prometaphase arretieren (Han et al, 2014). Der Mitosearrest hatte
allerdings kaum einen Effekt auf das N-Myc-Proteinlevel. Die Ursache ist vermutlich die
erhohte, mitotische Aurora-A-Expression, die den proteasomalen Abbau verhindert
(Abbildung 4.14 B) (Tanaka et al., 2002).

Eine gleichzeitige Inkubation mit MLN8054 und Nocodazole kann den destabilisierenden
Effekt der Millennium-Inhibitoren jedoch verstirken (Abbildung 4.14 B). Aus
therapeutischer Sicht wiare demnach eine gleichzeitige Behandlung mit den spezifischen
Aurora-A-Inhibitoren und einem Zytostatikum, das die Tumorzellen in der Mitose
arretieren ldsst, von Vorteil. Die Verwendung von Molekiilen und/oder Peptiden
(Abschnitt 5.2.4) die ausschliefdlich die Interaktion zwischen N-Myc und Aurora-A
blockieren, konnte auch von Vorteil sein. Wie bereits beschrieben wurde, kann Aurora-A
durch mehrere Mechanismen die Aktivitiat des Zyklin B/Cdk1-Komplex férdern (Hirota et
al, 2003; Lindgvist et al., 2009; Qin et al.,, 2009). Eine Inhibition von Aurora-A wiirde
demnach gleichzeitig den Zyklin B/Cdkl1-Komplex in seiner Funktion, die N-Myc
Degradation einzuleiten, hemmen. Des Weiteren verzogert die allgemeine Aurora-A-
Inhibition den Mitoseeintritt und koénnte so den sofortigen N-Myc-Proteinabbau
verhindern (Asteriti et al., 2014; Seki et al., 2008). Die direkte Blockierung der Aurora-
A/N-Myc-Interaktion ohne dabei die Aurora-A-Kinase zu hemmen, konnte aus
therapeutischer Sicht sinnvoll sein.
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5.4 Die Aurora-A-Inhibitoren zeigen in vitro und in
vivo therapeutisches Potential

54.1 Die Millennium-Inhibitoren induzieren einen Wachstumsarrest
in MYCN-amplifizierten Neuroblastomzellen

Eine langere Behandlung mit den spezifischen Inhibitoren fiihrt zu einem
Wachstumsarrest in allen getesteten MYCN-amplifizierten Zelllinien (Abbildung 4.15). Bei
relativ niedrigen Konzentrationen (Shang et al.,, 2009), die ausreichen, um die N-Myc-
Level zu reduzieren (Abbildung 4.15A), sind alle Zellzyklusphasen verlangert.
Insbesondere die Dauer der Gi-Phase ist signifikant erhéht (Abbildung 4.15 F).

Ein negativer Regulator der Progression des Gi-S-Ubergangs ist der Zellzyklusinhibitor
p21 (CDKN1A) (Harper et al.,, 1993). Eine c-Myc-vermittelte transkriptionelle Repression
von CDKN1A konnte bereits nachgewiesen werden (Herold et al., 2002). Dartiber hinaus
fithrt eine MYCN-Depletion zu einer erh6hten CDKN1A-mRNA-Expression (Daten nicht
gezeigt) sowie zu einem selektiven Proliferationsstop in MYCN-amplifizierten
Neuroblastomzellen (Otto et al.,, 2009). Die CDKN1A-Expression kann allerdings ebenso
durch den Tumorsupressor p53 induziert werden (el-Deiry et al, 1993). Ein cDNA-
Microarray von Aurora-A depletierten IMR-32-Zellen dokumentiert einen Anstieg der
p53-Expression sowie von dessen Zielgenen (Otto et al., 2009). Inwiefern die Erhohung
der CDKN1A-Expression iiber p53 erfolgt oder die N-Myc-Repression ausschlaggebend
fir die CDKN1A- Induktion ist, wurde anhand des Aurora-A-Inhibitors MLN8054 niher
untersucht.

Die Behandlung mit MLN8054 steigert in allen getesteten MYCN-amplifizierten
Neuroblastomzelllinien das CDKN1A-Expressionslevel (Abbildung 4.16 A).

Sogar in der Zelllinie LAN-1, die ein mutiertes p53-Allel aufweist (Goldschneider et al,,
2006), kann eine Induktion der CDKN1A-Expression detektiert werden (Abbildung 4.16 A
und B). Zur weiteren Untersuchung wurden IMR-32-Zellen (p53-wildtyp) mit einer
dominant negativen p53DD-Mutante, die mit endogenem p53 oligomerisieren und so p53
inaktivieren kann, infiziert (Bowman et al., 1996). Eine Behandlung mit MLN8054 fiihrt
zu einer Akkumulation der p21-Level sowohl in den Kontrollzellen (IMR-32 wildtyp) als
auch in den p53DD-exprimierenden Zellen. Andere p53-Zielgene wie z.B. P1Ik2 wurden in
der p53DD-exprimierenden Zelllinie nach einer Aurora-A-Inhibition nicht induziert
(Brockmann et al., 2013). Die Aktivierung von p21 ist in diesem Kontext demnach p53-
unabhingig. Folglich muss die Reduktion der N-Myc Level fiir die p21-Induktion
verantwortlich sein. Eine gleichzeitige MYCN-Uberexpression kann sowohl die MLN8054-
vermittelte p21-Induktion als auch den Proliferationsarrest teilweise verhindern
(Abbildung 4.16).

In post-mitotischen sympathischen Neuronen kann eine MYCN-Uberexpression ebenfalls
den Wiedereintritt in den Zellzyklus induzieren (Wartiovaara et al., 2002).
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5.4.2 Das therapeutische Potential der Aurora-A-Inhibitoren kann
im transgenen Mausmodell bestitigt werden

Mit Hilfe des transgenen TH-MYCN-Mausmodells sollte das therapeutische Potential der
Aurora-A-Inhibitoren in vivo beurteilt werden (Brockmann et al, 2013; Weiss et al,,
1997). Dabei induziert der Tyrosin-Hydroxylase-Promotor die ektopische Expression von
humanem N-Myc in der Neuralleiste. Die Uberexpression von MYCN fiihrt zur Ausbildung
von Neuroblastom-dhnlichen Tumoren (Weiss et al., 1997).

Mause mit bereits etabliertem Tumor wurden mit den spezifischen Aurora-A-Inhibitoren
oral behandelt (Manfredi et al, 2007). Die Bioverfiigbarkeit wurde anhand
massenspektrometrischer Untersuchungen sowie durch die Autophosphorylierung an
T288 der Aurora-A-Kinase im WB bewertet (Brockmann et al, 2013). Die in vivo
Experimente bestidtigen den post-translationalen Mechanismus. So bleiben die mRNA-
Level trotz einer Reduktion der N-Myc-Proteinlevel konstant (Abbildung 4.18 A und B).
In Ubereinstimmung mit den in vitro Daten induziert die MLN8054-Behandlung ebenfalls
die CDKN1A-Expression in den Tumorproben (Abbildung 4.18 B). ChIP-Experimente und
GSEA-Analysen zeigen eine negative Regulation von Myc-induzierten Zielgenen
(Abbildung 4.18 C und D)(Subramanian et al., 2005). Dabei ist die transkriptionelle
Beeinflussung der Myc-regulierten Gene durch die Millennium-Inhibitoren assoziiert mit
der Uberlebenswahrscheinlichkeit von Neuroblastompatienten (Abbildung 4.18 D)
(Oberthuer et al., 2010).

Zur genaueren Beurteilung des therapeutischen Potentials wurde das Tumorwachstum in
den transgenen Maiusen wahrend der Behandlung mit den Aurora-A-Inhibitoren
dokumentiert. Es zeigte sich, dass nach einer 7-tdgigen MLN8054-Therapie in 4 von 9
Fallen eine vollstindige Regression des Tumors eintritt. Zudem ist in etwa 80 % der Fille
eine deutliche Verringerung des Tumorvolumens feststellbar. Die Tumorreduktion nach
einer MLN8237-Therapie ist noch ausgeprégter und fiihrt in allen Mdusen zu einer sehr
starken Tumorregression (Brockmann et al.,, 2013).

Im Gegensatz zu den in vitro Versuchen kann kein Anstieg an apoptotischen Zellen nach
einer Millennium-Behandlung detektiert werden (Abschnitt 4.1.15)(Brockmann et al,
2013). Als mogliche Ursache der Tumorreduktion kann Apoptose damit ausgeschlossen
werden. Die histologische Analyse des Tumorgewebes weist nach einer Behandlung mit
den Millennium-Molekiilen eine signifikante Anreicherung des Anteils an mitotischen
Zellen auf. Dies bestitigt die Bioverfiigbarkeit der Aurora-A-Inhibitoren im
Tumorgewebe, der die Zellen in der G2/M-Phase arretieren lasst.

Zudem kann eine Induktion an seneszenten Zellen beobachtet werden (Brockmann et al,,
2013). Es wurde bereits beschrieben, dass die Aurora-A-Inhibition durch MLN8054 in
vitro und in vivo Seneszenz induzieren kann (Abbildung 4.17)(Huck et al, 2010).
Ausserdem zeigten Studien, dass die zelluldre Seneszenz ein wichtiger Mechanismus bei
der Tumorregression nach einer Myc-Inaktivierung ist (Wu et al,, 2007). Die Eliminierung
von seneszenten Zellen tibernimmt dabei das Immunsystem (Lasry and Ben-Neriah,
2015). Die Anreicherung von Mac2-positiven Zellen, einem Oberflichenmarker von
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Makrophagen, im Tumorgewebe bestitigt die Theorie der Eliminierung von seneszenten
Zellen durch das Immunsystem (Brockmann et al., 2013; Cherayil et al., 1989).
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Abbildung 5.4: Modell der Differenzierung von Neuroblasten nach MLN-Behandlung

Hohe N-Myc-Level in der frithen Gi-Phase fiithren zur Progression des Zellzyklus. Die Reduktion
der N-Myc-Proteinlevel durch die Millennium-Inhibitoren MLN8054 und MLN8237 fiihrt zu einem
Zellzyklusarrest und induziert die Ausdifferenzierung von Neuroblasten.

Neben der Anreicherung an seneszenten Zellen kann ein prozentualer Anstieg an
differenzierten Zellen beobachtet werden. So fiihrt eine Reduktion der N-Myc-
Proteinlevel zur gleichzeitigen Repression von Bmil (Brockmann et al., 2013). Bmil,
ebenfalls ein prognostischer Marker im Neuroblastom, ist ein Zielgen von N-Myc und
fordert die Stammzellproliferation und die Stammzell-Selbsterneuerung durch
Inaktivierung des INK4A/Arf-Lokus (Bruggeman et al., 2005; Ochiai et al., 2010). Neben
Bmil konnen weitere Gene identifiziert werden, die charakteristisch und wichtig fiir
pluripotente Zellen sind (Abbildung 4.19 A)(Wong et al., 2008). Die Kultivierung von
primdren Neurosphiren und Neurosphdren aus Neuroblastomzelllinien in Anwesenheit
des Aurora-A-Inhibitors stoppt die Proliferation und Selbsterneuerung der Zellen und
induziert die Expression des Differenzierungsmarkers NEFL (neurofilament protein
L)(Andreiuolo et al., 2010; Brockmann et al., 2013)(Abbildung 4.19). Eine Uberexpression
der N-Myc-Mutante (T58A/S62A), die nicht von MLN8054 destabilisert wird, kann
teilweise den Effekt der Aurora-A-Inhibitoren auftheben (Abbildung 4.19 C).

Die Bedeutung der MYCN-Expression wahrend der Differenzierung sympathischer
Vorlauferzellen ist bereits beschrieben worden. Die Differenzierung von neuoronalen
Korner-Vorlauferzellen des Kleinhirns basiert auf der mitotischen N-Myc-Degradation
(Knoepfler et al., 2002; Sjostrom et al., 2005), wohingegen die N-Myc-Uberexpression die
Progression des Zellzyklus in diesen Zellen vorantreibt (Kenney et al, 2003). Als
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Therapieansatz konnte gezeigt werden, dass die Verwendung von Vitamin A Derivaten
(all-trans-Retinsdure) die MYCN-Expression runterreguliert und es dadurch zu einer
Differenzierung von Neuroblastomzellen kommt (Thiele et al., 1985).

Demnach beeinflussen die N-Myc-Proteinlevel das Stammzellpotentials der
Neuroblastomzelle. Hohe Aurora-A-Level verhindern den mitotischen Abbau von N-Myc
und es kommt zu einer Progression des Zellzyklus. Destabilisiert man das N-Myc-Protein
durch die Millennium - Aurora-A-Inhibitoren kommt es zur terminalen Differenzierung
der Neuroblasten (Abbildung 5.4).

5.4.3. Andere Inhibitoren zeigen keine therapeutische Wirkung gegen
das MYCN-amplifizierte Neuroblastom

Die Reduktion des Tumorvolumens nach einer Millennium-Therapie hat eine positive
Auswirkung auf die Lebenserwartung der transgenen Maiuse und bestitigt das
therapeutische Potential der Aurora-A-Inhibitoren MLN8054 und MLN8237 (Brockmann
etal,, 2013).

Derzeit befinden sich neben MLN8237 einige Aurora-A-Inhibitoren in klinischen Studien
(Agnese et al,, 2007; Boss et al., 2009) (Abschnitt 5.5.1), die jedoch keinen Effekt auf die
N-Myc-Proteinstabilitdt haben.

Daher sollte das therapeutische Potential von Aurora-A-Inhibitoren in vivo genauer
untersucht werden. Ob eine generelle Aurora-A-Hemmung einen therapeutischen Erfolg
bei MYCN-amplifizierten Neuroblastomerkrankungen hat oder die Reduktion der N-Myc
Proteinexpression ausschlaggebend fiir das therapeutische Potential der Aurora-A -
Inhibitoren MLN8054 und MLN8237 ist, sollte anhand des Aurora-A-Inhibitors MK5108
geklart werden. MK5108 inhibiert zwar hochselektiv Aurora-A (Shimomura et al., 2010),
fithrt allerdings nicht zur Dissoziation des Aurora-A/N-Myc-Komplex. Dariiber hinaus ist
MK5108 nicht in der Lage, die N-Myc-Proteinmengen zu reduzieren (Abbildung 4.9 und
4.10).

Transgene TH-MYCN-Mause mit etabliertem Neuroblastom wurden mit MK5108
behandelt und die N-Myc Proteinexpression mit Hilfe eines WB analysiert. Erwartungs-
gemdfd bleibt die N-Myc-Proteinmenge im Vergleich zu den Kontrolltumoren konstant.
Dariiber hinaus wachst das Tumorvolumen trotz einer MK5108-Therapie weiter an und
die behandelten Tiere haben im Vergleich zu den Kontrollmdusen keine gesteigerte
Lebenserwartung (Chesler, 2013).

Dementsprechend fiihrt die Aurora-A-Inhibition mit MK5108 zu keinem messbaren
therapeutischen Erfolg. Allerdings kann eine Bioverfiigbarkeit des Wirkstoffes in den
Tumoren nicht eindeutig nachgewiesen werden, da massenspektrometische
Untersuchungen eine inkonsistente Anreicherung des Inhibitors in den Mausproben
zeigen (Brockmann et al., 2013; Chesler, 2013).

Ein weiterer Aurora-A-Inhibitor, CCT137690, zeigt im transgenen TH-MYCN-Mausmodell
einen moderaten therapeutischen Effekt. Das Tumorwachstum der behandelten Mause
kann zwar verlangsamt werden, aber im Gegensatz zu den Millennium-Inhibitoren
kommt es nicht zu einer Tumorregression. (Brockmann et al., 2013; Faisal et al,, 2011).

80



5 Diskussion

Der leichte therapeutische Effekt beruht h6chstwahrscheinlich auf einem off-target Effekt.
So kann gezeigt werden, dass durch die Behandlung mit CCT137690 die Kinase GSK3f
aktiviert wird und dadurch N-Myc destabilisiert werden kann (Abbildung 4.11 C)
(Brockmann et al,, 2013; Faisal et al., 2011).

Ob Aurora-A-Inhibitoren nun einen generellen Effekt auf MYCN-amplifizierte Tumore
haben, kann nicht eindeutig beantwortet werden. Weitere in vivo Tests mit selektiven
Aurora-A-Inhibitoren sind notwendig, um diesen Sachverhalt eingehend zu untersuchen.
Weitere Mausmodelle, wie z.B. eine transgene MYCN mut (T58A/S62A)-Maus oder die
Kreuzung einer Fbxw?7-defizienten Maus mit der transgenen TH-MYCN Maus, kdnnten
zusatzlich iiber den genaueren Mechanismus Aufschluss geben.

5.4.5 Aurora-A-Inhibitoren in klinischen Studien

Trotz einer schnellen und starken Tumorreduktion verursacht der Aurora-A-Inhibitor
MLN8054 in hohen Konzentrationen allerdings erhebliche Nebenwirkungen, die
schlief3lich zum Tod der transgenen Mause fithren. Niedrigere Konzentrationen wurden
besser toleriert, und fiithren zu einer gesteigerten Lebenserwartung im Vergleich zu den
Kontrolltieren (Brockmann et al.,, 2013)

MLN8237, eine Weiterentwicklung des Inhibitors MLN8054, wurde in niedrigeren
Konzentrationen als MLN8054 eingesetzt und zeigt nicht so starke Nebenwirkungen. Die
Lebenserwartung der Mause stieg im Vergleich zu den Kontrollmausen signifikant an.

Beide Millennium-Inhibitoren wurden in Kklinischen Studien getestet. Der Inhibitor
MLN8054 wurde allerdings aufgrund zu starker Nebenwirkungen und nach Abschatzung
des therapeutischen Nutzens wdihrend der klinischen Phase 1 wieder abgesetzt.
Zusatzlich zu den starken Nebenwirkungen war ein wesentlicher Aspekt, der zum
Abbruch der Studie fiihrte, dass zu hohe Konzentrationen eingesetzt werden mussten, um
die Kinase zu hemmen (NCT00249301, 2008) Somit spiegelt die klinische Studie die
Resultate des transgenen Mausmodells nach einer MLN8054 Behandlung wieder. Wie
bereits erwdhnt, verursachen hohe MLN8054-Konzentrationen starke Nebenwirkungen
und fiihren schlief3lich zum Tod der Méause.

Wie in den Mausexperimenten zeigt der Inhibitor MLN8237 einen grofieren
therapeutschen Erfolg. Im Gegensatz zu MLN8054 wurde die Phase I der klinischen
Studie erfolgreich abgeschlossen (NCT00962091, 2013). Der Inhibitor befindet sich nun
in mehreren weiterfiihrenden klinischen Studien (Phase II)(z.B. NCT00807495,
NCT02293005, NCT01812005; ClinicalTrials.gov.). Getestet wird unter anderem die
Bioverfiigbarkeit. Dabei liegt die Plasmakonzentration bei etwa 2pM (Matulonis et al,
2012). Diese Konzentration ist ausreichend um den Komplex zwischen Aurora-A und N-
Myc zu dissoziieren und gleichzeitig N-Myc zu destabilisieren (Abbildung 4.8 und 4.9).

Zudem wurde MLN8237 in der klinischen Phase III getestet (Cheung et al, 2014). In
dieser Studie wurden Patienten mit rezidiven und resistenten peripherischen T-Zell-
Lymphomen (PtCl) behandelt. Allerdings wurde die Studie vor kurzem aufgrund eines
mangelnden Therapieerfolgs abgebrochen. Patienten, die jedoch einen therapeutischen
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Nutzen von der Behandlung hatten, sollen weiter behandelt werden. Dariiber hinaus soll
das therapeutische Potential von MLN8237 an Patienten mit kleinzelligem
Lungenkarzinom getestet werden (Takeda, 2015). Die Ergebnisse sprechen dafiir, dass
die Nebenwirkungen im Verhaltnis zum therapeutischen Nutzen gering ausfallen und
weitere Studien trotz dieser Nebenwirkungen vertretbar sind.

Interessanterweise tritt beim Kleinzelligem Lungenkarzinom haufig eine MYCN-
Amplifikation auf (Tabelle 3.1), die mit einer schlechten Prognose assoziiert ist. Vor
kurzem wurde die Klinische Studie (Phase II) mit dem Millennium-Inihbitor MLN8237
abgeschlossen. Etwa 20% der Patienten sprechen auf die Therapie an.
Interessanterweise ist die Prozentzahl mit der Prozentzahl der MYCN-deregulierten
Tumore identisch. Ob eine Korrelation zwischen Therapieerfolg und MYCN-Amplifikation
besteht, ist nicht geklart (Melichar et al, 2015). Getestet wurden auch Patienten mit
Mammakarzinom, Nicht Kleinzelligem Lungenkarzinom, Speiserdohrenkrebs und
Plattenepithelkarzinom des Kopf-Hals-Bereiches. Insbesondere die Mammakarzinom-
patienten sprechen auf die Therapie an. Wie bereits beschrieben wurde, ist MYCN in
manchen Subtypen des Mamakarzinoms iliberexprimiert (Tabelle 3.1). Ob wiederum ein
Zusammenhang zwischen MYCN-Uberxpression und Therapieergfolg besteht, ist nicht
geklart (Melichar et al,, 2015)

Die Behandlung in allen fiinf Studien fiihrt zu einer Reihe von Nebenwirkungen die
insbesondere das hamatopoetische System betreffen. Patienten leiden unter anderem an
Neutropenie (iiber 40%), Leukopenie (iiber 20%) und Andmie (10%). Insgesamt sind
tiber 40% der Patienten von schwerwiegenden Nebenwirkungen betroffen (Melichar et
al, 2015). Trotz der schwerwiegenden Nebenwirkungen tiberwiegt der therapeutische
Nutzen einer Behandlung mit MLN8237.

5.4.6 Therapiestrategien gegen MYCN-amplifizierte Tumoren

Zuammenfassend belegen die Mausdaten und die klinischen Studien, dass insbesondere
der Inhibitor MLN8237 ein hohes therapeutisches Potential besitzt und moéglicherweise
im MYCN-amplifizierten Neuroblastom einen therapeutischen Nutzen hat (Brockmann et
al, 2013). Die MLN8234-Behandlung fiihrt zu einer Reduktion der N-Myc Leveln und
kann die Lebenserwartung der transgenen TH-MYCN-Maus signifikant steigern.
Allerdings zeigen die Mausdaten auch, dass es trotz einer durchgehenden Behandlung mit
dem Inhibitor MLN8237 es schlief3lich zu einem Riickfall des Tumors kommt.

Das Wiederauftreten des Tumors legt den Schluss nahe, dass die Behandlung mit dem
Inhibitor nicht effizient genug ist. Eine Weiterentwicklung der Aurora-A-Inhibitoren, die
stairker den Aurora-A/N-Myc-Komplex dissoziiert, wurde vor kurzem publiziert
(Gustafson et al., 2014). Dieses Molekiil induziert eine stirkere Konformationsdnderung
und reduziert ebenfalls die N-Myc-Proteinlevel. In einem Mausmodell fiir das
Medulloblastom konnte das therapeutische Potential dieses Aurora-A-Inhibtors zwar
bestdtigt werden, allerdings konnte keine komplette Tumorregression, wie es im Grof3teil
der MLN8237-behandelten Mause der Fall ist, detektiert werden. Die Lebenserwartung
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konnte ebenfalls nur minimal gesteigert werden (Brockmann et al,, 2013; Gustafson et al,,
2014). Eine mogliche Ursache konnte eine unzureichende Bioverfiighbarkeit des Inhibitors

sein.

Eine weitere Moglichkeit die Rezidivwahrscheinlichkeit zu verringeren und mdogliche
Resistenzen zu erschweren, ist die Kombination mit anderen Chemotherapeutika. Im
Nachfolgenden sollen kurz einige Therapiestrategien bzw. Therapeutika vorgestellt
werden, die in Kombination mit MLN8237 verwendet werden kénnten:

PI3K-Inhibitoren

Neben der Inhibition von Aurora-A kann das N-Myc-Proteinlevel ebenso durch PI3K-
Inhibitoren (wie z.B. LY294002) reduziert werden (Chesler et al, 2006; Sears et al,
2000). Die Inhibition des PI3K/AKT-Signalweges fiihrt zur Aktivierung von GSK3f und
damit zum proteasomalen Abbau von N-Myc. In der Zellkultur hatte die Kombination aus
PI3K-Inhibitor (LY294002) und den speziellen Millennium-Inhibitoren einen additiven
Effekt auf die N-Myc-Destabilisierung (Abbildung 4.14 B).

MDM2-Inhibition durch Nutlin-3

Die Inhibition von MDM2 durch Nutlin hat zwei wesentliche Effekte. Zum einen wird p53
stabilisiert ~ und dadurch verstirkt ~ Apoptose in MYCN-amplifizierten
Neuroblastomzelllinien induziert (Gamble et al., 2012). Zum anderen wirkt MDM?2 auf die
Stabilitit der MYCN-mRNA. Eine MDM2-Inhibition fiithrt damit gleichzeitig zu einer
Reduktion der MYCN-Expressionslevel (Gu et al., 2012).

Topoisomerase-Inhibition

In einem chemischen Screen zur Identifizierung neuer Therapeutika gegen MYCN-
amplifizierte Neuroblastome konnten die Topoisomerase-Inhibitoren Camptothecin und
Topotecan ermittelt werden. Es zeigte sich, das insbesondere die MYCN-amplifizierten
Zellen sensitiv auf die Hemmung der Topoisomerase I reagierten (Sottile et al., 2012). Des
Weiteren wurde vor kurzem eine klinische Studie mit Neuroblastompatienten, die einen
rezidiven und/oder resistenten Tumor hatten, erfogreich abgeschlossen. In dieser Studie
(Phase II) wurden die Patienten mit einer Kombination des Topoisomerase-Inhibitors
Irinotecan und des Zytostatikums Temozolomid behandelt. 15-19% der Patienten
sprachen auf die Therapie an. Die Kombination der beiden Therapeutika war zudem gut
vertrdglich (Bagatell et al., 2011).

Myc/Max-Interaktion

Das Molekiil 10058-F4 inhibiert die c-Myc/Max-Heterodimeriserung, die fiir die
transkriptionelle Aktivierung verantwortlich ist. Die N-Myc/Max-Interaktion konnte
ebenfalls blockiert werden und fiihrte zu einer Repression von N-Myc-Zielgenen im
Neuroblastom (Huang et al,, 2006; Zirath et al., 2013).

83



5 Diskussion

BET Bromodomine-Inhibitor JQ1

Der niedermolekulare Inhibitor JQ1 bindet kompetitiv an acetylierte Lysin-Bindemotive
und verhindert dadurch die Interaktion des BET-Bromodoman-Proteins BRD4 mit dem
Chromatin. Die Myc-Transkription wird runterreguliert. Dies hatte sowohl fiir c-Myc
getriebene Tumore als auch fiir MYCN-amplifizierte Neuroblastome eine therapeutische
Relevanz (Delmore et al., 2011; Puissant et al., 2013).

HDAC-Inhibitoren

Analog zu c-Myc (Kurland and Tansey, 2008) ist N-Myc auch in der Lage, HDACs zu
rekrutieren und dadurch Tumorsuppressorgene zu reprimieren. Die Verwendung von
HDAC-Inhibitoren im transgenen TH-MYCN Mausmodell reduzierte die Tumorgenese
(Marshall et al, 2011). Interessanterweise ist auch Aurora-A in der Lage, HDACs zu
aktivieren (Pugacheva et al.,, 2007). Mdglicherweise ist Aurora-A an der transkriptionellen
Regulation durch Myc beteiligt. Neben der onkogenen Funktion der N-Myc-Stabilisierung
konnte dies auf die physiologische Relevanz der Aurora-A/N-Myc-Interaktion hindeuten.

Zusammenfassend belegen die Ergebnisse, dass eine Aurora-A-Inhibition durch die
Molekiile MLN8054 und MLN8237 eine neue Therapiestrategie gegen MYCN-amplifizierte
Neuroblastome ist. Die beiden niedermolekularen Inhibitoren binden hochaffin an
Aurora-A, induzieren eine Konformationsianderung in der Kinasedomiane und verhindern
so die Aurora-A/N-Myc-Interaktion. Die direkte Bindung der beiden Proteine ist
entscheidend fiir die Aurora-A-abhdngige N-Myc-Stabilisierung. Eine Dissoziation des
Komplex fiihrt zur Fbxw7-vermittelten Degradation von N-Myc und zu einem
Zellzyklusarrest. Durch Verwendung des transgenen TH-MYCN-Mausmodells konnte das
therapeutische Potential abgeschatzt werden. Die Behandlung mit den Inhibitoren
reduziert die N-Myc-Proteinlevel, die transkriptionelle Aktivierung von N-Myc-Zielgenen
und das Tumorvolumen. Die Lebenserwartung steigt nach einer MLN-Therapie signifikant
an. Die Tatsache, dass sowohl Neuroblastomzellen als auch neuroendokrine
Prostatakarzinomzellen sensititv gegeniiber einer Aurora-A-Inhibition sind, macht die
Hemmung der Aurora-A-Kinase zu einem attraktiven Angriffspunkt fiir eine generelle
Behandlung von MYCN-amplifizierten Tumoren (Beltran et al.,, 2011; Maris et al., 2010).
Die Kombination mit weiteren Inhibitoren und Therapeutika konnte die
Rezidivwahrscheinlichkeit des Tumors verhindern und die Resistenzbildung erschweren
(Abbildung 5.5).
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Abbildung 5.5: Therapiestrategien gegen das MYCN-amplifizierte Neuroblastom

Die Kombination von mehreren Therapeutika konnte die Rezidivwahrscheinlichkeit und die
Resistenz gegeniiber den Pharmazeutika verringern (Modifiziert nach (Huang and Weiss, 2013)).
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6 Methoden

6.1 Zellbiologische Methoden

6.1.1 Kultivierung und Passagierung von humanen Zelllinien

Die Kultivierung von humanen Zelllinien erfolgte in sterilen Zellkulturschalen bei 37 °C,
5% COz und 95 % relativer Luftfeuchtigkeit. Als Nahrmedium diente RPMI- oder DMEM-
Medium, dem 1% Pennicilin/Streptamycin und 10 % fotales Kailberserum (FCS)
hinzugefiigt wurden. Alle 2 Tage wurde das Zellkulturmedium gewechselt.

Zur Vermeidung einer Kontaktinhibition wurden die adharent wachsenden Zellkulturen
nach Erreichen einer 80-90 %igen Konfluenz passagiert. Hierzu wurde der
Zellkulturiiberstand (ZKU) abgesaugt und der Zellrasen mit PBS gewaschen. Durch
Zugabe einer Trypsinlosung und anschliefdender Inkubation bei RT losten sich die Zellen
von der Kulturoberfliche ab. Zur Inhibierung der Trypsinaktivitit wurde nach
vollstindiger Ablosung der Zellen FCS-haltiges Zellkulturmedium hinzugefiigt. Die
Zellsuspension wurde in ein Zentrifugenréhrchen tberfithrt und fiir 5 min bei 400 g
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in frischem Zellkulturmedium resuspendiert und die
Zellen in der gewiinschten Zelldichte auf neue Zellkulturflaschen iiberfiihrt. Fiir die
Berechnung der Zellzahl diente zum einen die Zellzahlmaschine CasyTon, die nach
Angaben des Herstellers eingesetzt wurde, und zum anderen die Neubauerzdhlkammer.
Folgende Gleichung wurde zur Ermittlung der Zellzahl bei der Neubauerzdhlkammer

verwendet:

(1)

¢ = Zellkonzentration [Zellen/mL]

n = Anzahl der gezidhlten Zellen

N = Anzahl der gezdhlten Eckquadrate

V = Volumen tber einem Eckquadrat [10-4 mL]

F = Verdiinnungsfaktor
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6.1.2 Einfrieren und Revitalisierung humaner Zellen

Zur langerfristigen Aufbewahrung der Zellen wurden diese im fliissigen Stickstoff
gelagert. Hierzu wurden die Zellen trypsinisiert (siehe 6.1.1), in Einfriermedium
resuspendiert und anschliefiend in Kryogefifde aligiuotiert. Die Zellen wurden bei -80 °C
in Zellboxen (Mr. Frosty) gelagert. Nach 1- 2 Tagen wurden die Kryogefafie in fliissigem
Stickstoff iiberfiihrt.

Zur Revitalisierung von kryokonservierten Zellkulturen wurden die Zellen moglichst
rasch in einem bei 37°C vortemperierten Wasserbad aufgetaut, in warmen
Zellkulturmedium resuspendiert und in eine Zellkulturschale ausgesat. Nach 24 h wurde
das Zellmedium gewechselt. Vor Verwendung der Zellen fiir etwaige Experimente wurden

diese mindestens zweimal passagiert.

6.1.3 Kultivierung von neuronalen Progenitorzellen als Spharen

Die Kultivierung von neuronalen Progenitorzellen in dreidimensionalen Sphéren fand in
speziellem Spharenmedium (7.2.2) statt. Damit die Zellen in nicht-adharente,
kugelformige  Kolonien = wuchsen, wurden Greiner Platten mit geringer
Adsorbtionseffizienz verwendet. Nachdem die Sphéren einen bestimmten Durchmesser
(=1 mm) iiberschritten, wurden die Zellen mechanisch und mit Hilfe von Trypsin

vereinzelt und neu ausplattiert.

6.1.4 Transfektion von humanen Zelllinien

Die Transfektion von Zellen diente zum einen zur Expression von exogenen Genen und
zum anderen zur Herstellung von infektidsen Viruspartikeln. Je nach Zelltyp und
Experiment wurden die Zelllinien auf folgende Weise transfiziert:

1. Kalziumphosphat-Transfektion
2. PEI-Transfektion
3. Lipid-basierte Transfektion

Zwei bis drei Tage nach der transienten Transfektion wurden die Zellen geerntet und fiir
weitere Experimente (FACS, WB, qRT-PCR oder virale Infektionen) verwendet.

6.1.4.1 Kalziumphosphat-Transfektion

Bei der Kalziumphosphatmethode wurden die Zellen 24 h vor der Transfektion mit der
gewiinschten Zellzahl ausplatiert (SH-EP: 300.000 Zellen bzw. PHX/HEK-293T: 4.000.000
Zellen; jeweils auf 10 cm-Schalen). 1h vor der Transfektion wurde das Medium
gewechselt und die Zellen mit DMEM-Vollmedium iiberschichtet. Im Anschluss wurden

87



6 Methoden

folgende zwei Losungen zusammenpipetiert:
Losung 1: 500 ul HBS (2x)

Losung 2: 0,25 M CaCl (50 ul einer 2,5 M Stocklésung)
10 - 50 ug Plasmid-DNA
ad 500 ul aqua bidest

Zur Ausbildung von DNA-Kalziumphosphatkomplexen wurde Loésung B langsam in
Losung A unter stindigem Vortexen zugetropft. Das Transfektionsgemisch wurde
anschliefend auf die Zellen gegeben und nach 14 - 24 h das Medium gewechselt (SH-EP:
RPMI-Vollmedium bzw. PHX/HEK-293T: DMEM-Vollmedium). Vor Ernte der Zellen
wurde die Transfektionseffizienz mittels des eGFP-Reporters ermittelt.

6.1.4.2 PEI-Transfektion

Bei der Polyethylenimine (PEI)-Methode wurden die Zellen ebenfalls 24 h vor der
Transfektion mit der gewilinschten Zellzahl ausplatiert (SH-EP: 400.000 Zellen bzw.
PHX/HEK-293T: 5.000.000 Zellen; jeweils auf 10 cm-Schalen). Kurz vor der Transfektion
wurde das Medium gewechselt und die Zellen mit DMEM-Medium ohne Antibiotika
liberschichtet. Ahnlich zur Transfektion mit Hilfe der Kalziumphosphatmethode wurden
auch bei dieser Methode zwei Losungen zusammenpipetiert.

Losung 1: 500 wl Opti-Mem
20 - 40 ul PEI
Losung 2: 500 wl Opti-Mem

10 - 20 ug Plasmid-DNA

Beide Losungen wurden bei RT fiir 5 min inkubiert und anschliefiend vereinigt. Das PEI-
DNA-Gemisch wurde wiederum 20 min bei RT inkubiert und trépfchenweise auf die
Zellen gegeben. Das Medium wurde nach 4 - 6 h gewechselt (Vollmedium). Vor Ernte der
Zellen wurde wiederum die Transfektionseffizienz mittels des eGFP-Reporters ermittelt.

6.1.4.3 Lipid-basierte Transfektion

Zur Transfektion von doppelstrangiger siRNA (Dharmacon; siehe 7.3.2) wurde das
Transfektionsreagenz Lipofektamin™ RNAiMAX (Life Technologies) verwendet. Hierzu
wurden die Zellen 24 h vorher ausplatiert und wihrend der Transfektion mit Antibiotika-
freiem Medium (6 ml) kultiviert. Ahnlich zur PEI-Transfektion wurden zwei Lésungen
angesetzt.
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Losung 1: 1000 wl Opti-Mem
20 ul Lipofektamin™ RNAiMAX

Losung 2: 1000 wl Opti-Mem
10 ul siRNA (20 uM Stocklésung; Endkonzentration: 25 nM)

Beide Losungen wurden erneut bei RT fiir 5 min inkubiert und anschlieflend vereinigt.
Das Lipid-siRNA-Transfektionsgemisch wurde wiederum 20 min bei RT inkubiert und
tropfchenweise auf die Zellen gegeben. Das Medium wurde nach 24 h gewechselt
(Vollmedium) und die Zellen wurden 48 - 72 h nach der Transfektion zur weiteren
Untersuchung geerntet.

6.1.5 Retrovirale und lentivirale Infektion von humanen Zelllinien

6.1.5.1 Retrovirale Infektion

Zur stabilen Expression von Genen bzw. shRNAs wurden die humanen Zellen mit dem
Moloney Murine Leukaemia Virus (Mo-MuLV) infiziert. Um die stabile Infektion der Zellen
zu ermoglichen, wurden diese zuvor mit dem murinen ekotrophen Rezeptor transfiziert
(siehe 6.1.3) und anschliefdend je nach Resistenzgen mit dem jeweiligen Antibiotikum
selektioniert.

Zur Herstellung der rekombinanten Virenpartikel wurde die Verpackungszelllinie
Phoenix-Eco (PHX) mit dem jeweiligem Plasmid (pBabe, pWZL oder pRETRO.SUPER)
transfiziert (siehe 6.2.3.1 und 6.2.3.2). Diese exprimiert neben den viralen Genen gag, env
und pol auch das SV40 large T-Antigen, was es der Zelle ermoglicht episomale Plasmide
mit dem SV40 origin of replication zu replizieren. Nach erfolgreicher Transfektion
produzieren die PHX-Zellen infektiose Virenpartikel und sezernieren diesen in den
Zellkulturiiberstand. Dieser ZKU wurde nach 48h in einem Zentrifiigenrohrchen
tiberfithrt und abzentrifugiert (5 min, RT, 400 g). Zur Vermeidung von der weiteren
Kultivierung abgeloster PHX-Zellen wurde der ZKU filtriert (Satorius Porengrofe:
0,45 um), anschlief3end in fliissigem Stickstoff Schock gefroren und bei -80 °C gelagert.
Fiir die Infektion von Zellen mit dem murinen, ekotrophen Rezeptor wurden diese 24 h
zuvor auf 10 cm Schalen ausplatiert. Ein Infektionsgemisch aus 3 ml des aufgetauten
Virusiiberstandes, 2 ml Vollmedium und 5 ul Polybrene (Sigma, Hexadimethrinbromid
4 ug/ul) wurde auf die Zellen gegeben. Nach 16 h wurde dem Gemisch noch 5ml
Vollmedium hinzugefiigt. Nach 2 Tagen wurde die Selektion gestartet um nicht infizierte
Zellen abzutoten. Als Kontrolle zur Infektionsrate und zur vollstindigen Selektion diente
eine mit eGFP-infizierte Kontrollplatte, die keinen zusatzlichen Selektionsmarker aufwies.

6.1.5.2 Lentivirale Infektion

Bei der lentiviralen Infektion konnen humane, sich nicht teilende Zellen effektiv infiziert
werden. Die lentivirale Infektion wird dhnlich durchgefiihrt, wie die retrovirale Infektion
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(6.1.5.1); findet jedoch aufgrund des hohen Risikos unter hoheren
Sicherheitsvorkehrungen (S2) statt. Zur Herstellung von infektiosen Viruspartikeln
wurden HEK-293T-Zellen mit folgenden Vektoren (2. Generation) transfiziert:

DNA-Plasmide: 10 ug psPAX2 (Verpackungsplasmid)
2,5 ug pMD2.G (Envelope-Plasmid)
10 ug pRRL (IRES-eGFP, IRES-Tomato, IRES-puro)

Der Zellkulturiiberstand wurde in Zentrifugenréhrchen iiberfithrt, abzentrifugiert,
filtriert und anschlieffend in Kryoréhrchen aliquotiert. Diese wurden Schock gefroren und
bis zum weiteren Gebrauch bei -80 °C gelagert. Humane Neuroblastomzellen wurden 24 h
vor Infektion ausplattiert und mit einem Infektionsgemisch aus 2 ml des aufgetauten
Virusiiberstandes, 3 ml Vollmedium und 5 ul Polybrene (Sigma, Hexadimethrinbromid
4 ug/ul) infiziert. Als Selektions- und Effizienzkontrolle diente wiederum eine eGFP-

infizierte Zellkulturplatte.

6.1.6 Propidiumiodid-Durchflusszytometrie

Anhand des DNA-Gehalts der Zellen lasst sich die Zellzyklusphase der jeweiligen Zelle
ermitteln. Unter Verwendung des Farbstoffes Propidiumiodid, der in die DNA-
Doppelhelix von pordsen Zellen interkaliert, kann anhand der Intensitit des Farbsignals
der DNA-Gehalt (N) berechnet werden. Dabei unterscheidet man 5 Phasen:

1. Phase: Sub-G1 (apoptotische bzw. nekrotische Zellen mit einem DNA-Gehalt von
< 2N)

2. Phase: G1/Go (Zellen in der Gap-Phase mit einem DNA-Gehalt von 2N)

3. Phase: S (Zellen in der Replikationsphase mit einem DNA-Gehalt von < 2N < 4N)

4. Phase: G2/M (Zellen in der Postsynthese- oder der Mitose-Phase mit einem DNA-
Gehalt von 4N)

5. Phase: polyploide Zellen mit einem DNA-Gehalt von < 4N

Die zu untersuchenden Zellen wurden abtrypsiniert und mit Hilfe des ZKU die
Trypsinaktivitdt inhibiert. Die Zellsuspension wurde abzentrifugiert (5 min, RT, 400 g),
der Uberstand verworfen und das Zellpellet mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden
anschlieféend mit 1 ml kaltem PBS resuspendiert und unter stindigem Vortexen in kaltes
Ethanol (4 ml; 100 %) zugetropft. Zur vollstindigen Fixierung der Zellen wurde das
Gemisch mindestens iiber Nacht bei -20 °C gelagert.

Zur FACS-Messung wurden die Zellen abzentrifugiert (10 min, 4 °C, 400 g), mit kaltem
PBS gewaschen und in 1 ml PBS resuspendiert. Nach Ermittlung der Zellkonzentration
(siehe 6.2.1) wurden 1 - 106 Zellen in PI-FACS-Puffer tiberfiihrt und fiir 30 min bei 37 °C
unter Lichtausschluss inkubiert. Der DNA-Gehalt der angefarbten Zellen konnte mit Hilfe
des FACSCanto II (BD) bei einer Anregungswellenldnge von 488 nm (Argonlaser) und
einem Bandpassfilter (585 + 21 nm) gemessen werden (Propidiumiodid: Excitation =
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536; Emission 617). Zur Auswertung der Zellzyklusverteilung diente das Programm BD
FACS Diva 6.1.2.

6.1.7 Intrazelluldre Durchflusszytometrie

Zur quantitativen Analyse von intrazelluliren Proteinen kann die Durchflusszytometrie
genutzt werden. Bei dieser Methode konnen intrazelluldre Proteine spezifisch mit
fluoreszenzmarkierten Antikdrpern detektiert und die Anzahl an positiven Zellen
quantitativ ermittelt werden.

Zur quantitativen Bestimmung an Lysin 9 trimethylierten Histon 3 wurden behandelte
Zellen, sowie Kontrollzellen abtrypsiniert und gezahlt. Anschlieflend wurden 1 Million
Zellen mit Hilfe des Puffers BD Cytofix/Cytoperm™ nach Angaben des Herstellers fixiert.
Die fixierten Zellen wurden zweimal mit BD Perm/Wash Puffer gewaschen und mit dem
Primarantikorper (anti-Histon H3K9me, abcam) fiir eine 1h bei 4 °C inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen wurden die Zellen mit dem Sekundarantikorper (Alexa-488, Life
Technologies) wiederum fiir 1 h bei 4 °C im Dunkeln behandelt. Nach der Inkubation
wurden die Zellen dreimal gewaschen und direkt fiir das FACS eingesetzt.

6.1.7 Kristallviolett-Farbung

Kristallviolett-Farbungen dienen zur ersten Beurteilung der Wachstumsraten von Zellen.
Hierzu wurden die Zellen (entweder stabil infizierte oder mit Inhibitoren behandelte
Zellen) in der gleichen Konzentration zur Kontrolle ausplattiert. Nach 4 - 5 Tagen wurde
das Medium abgesaugt und der Zellrasen mit PBS gewaschen. Nach Trocknung der Zellen
wurden diese fiir 10 min mit 70 % Ethanol fixiert. Die anschlieffend wiederum
getrockneten Zellen wurden mit der Kristallviolettlosung fiir 30 min iiberschichtet. Im
Anschluss wurden die Platten im Wasserbad gewaschen und getrocknet. Die Dichte an
blaugefarbten Zellen war ein direktes Indiz auf die Proliferationsrate.

6.1.8 Wachstumskurve

Zur genaueren Quantifizierung der Wachstumsrate wurden Wachstumskurven
durchgefiihrt. Dazu wurden wiederum die Zellen in der gleichen Dichte ausplattiert. Nach
jedem Tag wurden die Zellen von drei Platten je Bedingung abtrypsinisiert und die
Zellzahl bestimmt (siehe 6.1.1). Die restlichen Zellen wurden zur PI-FACS-Messung (6.1.6)
verwendet. Anhand beider Daten liefd sich die Liange der einzelnen Zellzyklusphasen
ermitteln.
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6.2 Molekularbiologische Methoden

6.2.1 Transformation von kompetenten Bakterien mit Plasmid-DNA

Chemisch kompetente (fiir Maxipraperation) DH5a- oder ultra-chemisch-kompetente
XL1 blue - Escherichia coli - Zellen (fiir Ligation von Plasmid DNA) wurden auf Eis
aufgetaut. Zu dieser Zellsuspension wurden 100ng Plasmid-DNA bzw. der
Ligationsansatz hinzugefiigt und die Losung vorsichtig geschiittelt. Nach einer
30 minttigen Inkubation auf Eis erfolgte ein 90 sekiindiger Hitzeschock bei 42 °C. Das
Reaktionsgemisch wurde zur Abkiihlung fiir 2 min auf Eis inkubiert, mit 800 pl LB-
Medium versetzt und fiir 45 min bei 37 °C geschiittelt. Die Bakterien wurden
abzentrifugiert (1 min; 2000 x g), das Medium abgesaugt und das Zellpellet in 50 pl
resuspendiert. Die Zellsuspension wurde anschliefRend auf LB-Agar-Platten mit der
jeweiligen Antibiotikerressitenz ausgestrichen. Nach Trocknung der Agar-Platten wurden
diese tiber Kopf und tiber Nacht bei 37 °C gelagert.

6.2.2 Plasmid-DNA-Isolierung aus Escherichia coli

Zur Isolierung von Plasmid-DNA im groffem Mafdstab wurde eine 200 ml
Ubernachtkultur entsprechend den Angaben des Herstellers (JETSTAR 2.0 Plasmid
Purification Maxi Kit, Genomed) verwendet. Die aufgreinigte DNA wurde in destilliertem
Wasser gelost und eine DNA-Konzentration von 1 pg/pl eingestellt. Zur ldngeren
Lagerung wurde das Plasmid bei -20 °C eingefroren.

Fiir die Isolierung und Aufreinigung kleinerer Mengen wurden 2 ml einer 5ml
Ubernachtkultur in ein ReaktionsgefiR {iberfiihrt und kurz abzentrifugiert (1 min; 2000 x
g). Der Uberstand wurde abgesaugt und das Pellet in 100 pl STET-Puffer resuspendiert.
Die Zellsuspension wurde fiir 1 min bei 95 °C erhitzt und abzentrifugiert. Das Pellet
wurde entfernt und die DNA mit Hilfe von Isopropanol bei -20 °C gefillt. Nach erneuter
Zentrifugation (10 min; 18000 x g; 4 °C) wurde das DNA Pellet mit 70 %igem Ethanol
gewaschen und in 50 pl Wasser gelost.

6.2.3 Quantifizierung der Nukleinsdurekonzentration

Die Ermittlung der DNA- bzw. RNA-Konzentration erfolgte mit Hilfe des NanoDrop 1000
(PeqLab). Zur Reinheitsbestimmung wurde das Verhaltnis der Absorption bei 280 nm
(Absorptionsmaximum von Proteinen) zur Absorption bei 260 nm (Absorptions-
maximum von Nukleinsduren) berechnet. Es wurde darauf geachtet, dass der Quotient
zwischen 1,8 und 2,0 lag.
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6.2.4 Restriktionsanalyse von DNA

Zur sequenzspezifischen Hydrolyse von DNA wurden Restriktionsendonukleasen
(Fermentas) nach Angaben des Hersteller verwendet. Dazu wurde folgender Ansatz
zusammenpipettiert und bei 37 °C fiir 1 h inkubiert:

PCR-Ansatz 1 ug DNA
5 U Restriktionsendonuklease 1
5 U Restriktionsendonuklease 2 (gegebenenfalls)
1,5 pl 10x Reaktionspuffer
1 ul RNase A (10 mg/ml)
ad 15 pl dest. Wasser

Bei Herstellung groflerer Mengen an fragmentierter DNA, die zur Klonierung diente,
wurde ein groferer Ansatz gewdahlt.

6.2.5 Gelelektrophoretische Auftrennung der DNA-Fragmente

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten und Analyse der Fragmentgrofle wurde 1-2 %
Agarose (w/v) in TAE-Puffer durch Aufkochen geldst, Ethidiumbromid (0,3 pg/ml)
zugesetzt und in einem Geltrdger mit eingesetztem Probenkamm blasenfrei gegossen.
Nach dem Auspolymerisieren der Gelmatrix wurde die Gelkammer in die Elektrophorese-
Apparatur eingesetzt, vollstindig mit TAE-Puffer {iberschichtet und der Probenkamm
herausgezogen. Die aufzutragenden Proben wurden zundchst mit 20 % des DNA
Ladepuffer (6x) versehen, bevor sie in die Geltaschen pipettiert wurden. Die Auftrennung
erfolgt bei einer Spannung von 16 V/cmz2. Zur Bestimmung von DNA-Fragmenten wurde
bei der Agarose-Gelelektrophorese ein DNA-Langenstandard zusatzlich zur Probe
aufgetragen.

6.2.6 Extraktion von DNA aus Agarosegelen

Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung wurde das gewiinschte DNA-Fragment mit
der richtigen Grofie aus dem Agarosegel ausgeschnitten. Die Extraktion erfolgte mit Hilfe
des Gelextraktionskits (Qiagen).

6.2.7 Hybridisierung von DNA-Oligonukleotide

Zur Herstellung von sh-RNA-Vektoren wurden das Programm siDesign auf der
Dharmacon Homepage (http://www.dharmacon.com), sowie das Programm sFold
(http://sfold.wadsworth.org/sirna.pl) verwendet. Fiir die spatere Ligation mussten
zundchst die komplementiren Einzelstrangnukleotide hybridiersiert werden. Hierzu
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wurde folgender Ansatz gewéahlt:

150 pmol Oligonukleotid 1
150 pmol Oligonukleotid 1
25 pl Hybridisierungspuffer
ad. 50 pl dest. Wasser

6.2.8 Ligation von DNA-Fragmenten

Die kovalente Verkniipfung eines linearisiertem Plasmids mit doppelstrangigen DNA-
Fragmenten erfolgte nach folgendem Ansatz:

100 ng linearisertes Plasmid

x ng DNA - Fragment

1 pl T4 DNA-Ligase (New England Biolabs)

1 pl T4 DNA-Ligasepuffer 10x (New England Biolabs)
ad 10 pl dest. Wasser

Im Fall von hybridisierten Oligonukleotiden wurde ein 240-facher, im Fall von gréferen
DNA-Fragmenten wurde ein dreifacher molarer Uberschuss im Vergleich zum
linearisiertem Plasmid gewahlt. Der Ligationsansatz wurde bei RT fiir 1 h oder iiber Nacht
bei 16 °C inkubiert.

6.2.9 RNA-Isolation

Die Isolation der Gesamt-RNA von adhirent wachsenden Zellen erfolgte mit Hilfe der
TriFastrv—Reagenz (peqlab). Hierzu wurde zunichst das Zellmedium abgesaugt, die
Zellen mit kaltem PBS gewaschen und von der Zellkulturplatte mit 1 ml kaltem PBS
abgeschabt. Nach Zentrifugation wurde der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet in
1 ml TriFastrm resuspendiert. Nach einer 5-miniitigen Inkubation bei RT wurde hur
Zellsuspension 200 ul Chloroform zugefiigt und anschliefSend griindlich gemischt. Das
Gemisch wurde 3 min bei RT inkubiert und danach zentrifugiert (10 min, 18000 x g). Die
obere, wissrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefaf? mit 500 pl Isopropanol und
20 pg Glykogen iiberfiihrt und 30 min bei -20 °C inkubiert. Nach Zentrifugation (10 min,
18000x g, 4°C) wurde das Pellet zweimal mit 75 %igem Ethanol gewaschen und
anschliefend getrocknet. Nachdem sich der Ethanol vollstindig verfliichtigt hatte wurde
das Pellet in 20 ul Braun Wasser geldst und die RNA-Konzentration bestimmt (siehe
6.2.3). Entweder wurde die RNA direkt zur cDNA-Synthese (siehe 6.2.10) oder zur
Aufbewahrung bei -80°C gelagert.
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6.2.10 cDNA-Synthese

Zur Generierung von komplementirer DNA aus Gesamt-RNA wurde 2 ug RNA durch eine
reverse Transkription mit Hilfe von Randomprimern umgeschrieben. Hierzu wurde
zundchst die Gesamt-RNA fiir 5 min auf 65 °C erhitzt, um mogliche Sekundarstrukturen
aufzulosen. Anschlieflend wurde die RNA auf 4 °C abgekiihlt und mit folgendem Ansatz
vermischt:

10 pl First Strand Buffer 5x (Invitrogen)

5ul DTT (0,1 M)

5 ul dNTPs (2,5 mM)

2 ul Randomprimer

0,2 pl RNAsin

1 pl M-MLV reverse Transkriptase (200 U/pl, Invitrogen)
ad 40 pl Braun Wasser

Nach einer 10 miniitigen Inkubation bei RT wurde das Gemisch auf 37 °C erwarmt. Nach
1 h wurde die reverse Transkriptase durch Erhitzung auf 70 °C fiir 15 min denaturiert.
Die cDNA-Losung wurde anschlieflend 1:10 mit Braun Wasser verdiinnt und entweder
direkt fiir die Realtime-PCR eingesetzt oder bei -20 °C gelagert.

6.2.11 Polymerase-Kettenreaktion

Zur Amplifikation von doppelstrangiger DNA wurde die Methode der Polymerase
Kettenreaktion durchgefiihrt. Je nach Anwendung wurde die Methode modifiziert. Die
einzelnen PCR-Varianten sind im nachfolgenden beschrieben.

6.2.11.1 Realtime-PCR (RT-PCR)

Bei der Realtime-PCR finden Amplifikation und Detektion eines PCR-Produktes parallel
statt (Echtzeit-Detektion). Demgegeniiber steht die Endpunktbestimmung, in der oft kein
Zusammenhang mehr mit der initialen Menge des Ausgangsmaterials (Template) und der
Menge des Amplikons am Ende der Reaktion besteht. Die Echtzeit-Detektion erfolgte mit
Hilfe des Cyaninfluoreszenzfarbstoff SYBR-Green, der sich durch eine hohe Spezifitat fiir
doppelstrangige DNA auszeichnet. Durch Bindung von SYBR-Green an dsDNA kann dieser
Farbstoff bei 480 nm angeregt werden, der dann wiederum bei 520 nm emmitiert. Die
Intensitdt ist proportional zur Menge des gebildeten amplifizierten doppelstrangigen
Produktes. Die Auswertung der RT-PCR erfolgte iiber den Ci-Wert (threshold cycle). Der
C-Wert driickt die Zyklenanzahl aus, bei der zum ersten Mal ein Anstieg der Reporter-
Fluoreszenz 1tber das Hintergrundsignal (threshold) ermittelt wird. Je mehr
Ausgangsmaterial zu Beginn der Reaktion vorhanden ist, desto geringer ist die Anzahl an
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Zyklen, die erforderlich sind, um den Punkt zu erreichen, an dem das Fluoreszenzsignal
das Hintergrundsignal iibersteigt.

Bei der relativen Quantifizierung der mRNA-Expression wird die Expression eines
Zielgens mit der eines Referenzgens verglichen. Als Referenzgene eignen sich
insbesondere Gene, die trotz variablen exogenen Einfliissen auf eine Zelle ein konstantes
mRNA-Expressionsniveau aufweisen und zudem ubiquitir exprimiert werden. Im
Rahmen dieser Doktorarbeit wurden die Gene RPS14 und BZM (humane RT-PCR), sowie
die murinen Gene Rps16 und Actin verwendet, wobei die Effizienz der Primer aller Gene
(sowohl Ziel- als auch Refernzgene) bei 2 lag. Die Messungen wurden in Triplikaten
durchgefiihrt und die Standardabweichung nach dem Gaufdschen Fehlerfortpflanzungs-
gesetz bestimmt.

RT-PCR-Ansatz: 5 ul SYBR-Green Mix (Thermo Scientific)
10 pl cDNA (siehe 6.2.10)
0,2 pl Primer 1 (10 pmol/pl)
0,2 pl Primer 1 (10 pmol/pl)
ad 20 pl Braun Wasser

Temperaturprofil: 1 Zyklus: 15 min bei 95 °C
38 Zyklen: 30 sec bei 95 °C
20 sec bei 60 °C
15secbei 72 °C
1 Zyklus: 1 min bei 95 °C
Schmelzkurve: 15 min von 60 °C bis auf 95 °C

6.2.11.2 Zielgerichtete Mutagenese-PCR

Zur zielgerichteten Mutagenese einer Ziel-DNA wurden Primer ausgewdihlt, die eine
leichte Abweichung in ihrer Sequenz im Vergleich zur Wildtyp-DNA aufwiesen (bis zu 3
Basen waren ausgetauscht, fehlten oder wurden zugefiigt in der Mitte der
Primersequenz). Durch eine PCR-Reaktion mit diesen Primern konnte eine Mutagenese in
die Ausgangs-DNA induziert werden und somit die Aminosduresequenz des kodierenden
Proteins verdndert werden. Nach der PCR-Reaktion konnte das mutierte Amplikon in
Bakterienzellen transformiert werden und eine Plasmidprdperation durchgefiihrt
werden. Zuvor musste allerdings die Ausgangs-DNA entfernt werden. Hierzu wurde der
PCR-Ansatz mit dem Restriktionsenzym Dpnl fiir 1 h bei 37 °C inkubiert, so dass das
methylierte Ausgangsplasmid hydrolysiert wurde. Nicht methylierte DNA, wie die PCR-
generierte mutierte DNA wurden nicht verdaut.
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PCR-Ansatz: 5 ul Pfu Puffer 10x (Stratagene)
1 pl Turbo Pfu Poplymerase (Stratagene)
50 ng Ausgangsplasmid
1 pl Primer 1 (mit Mutation; 10 pmol)
1 pl Primer 2 (mit Mutation; 10 pmol)
1-5 ul DMSO
1 pl dNTPs (10 mM)
ad 50 pl Braun Wasser

Temperaturprofil: 1 Zyklus: 5 min bei 95 °C
18 Zyklen: 30 sec bei 95 °C
30 sec bei 60 °C
30 sec pro kb bei 72 °C
1 Zyklus: 15 min bei 95 °C

6.2.11.3 Generierung von Expressionsvektoren mittels PCR

Zur Generierung von Expressionsvektoren wurde die Ziel-DNA (das zu exprimierende
Gen) aus einem bereits vorhanden Plasmid amplifiziert. Die Primer wurden so
synthetisiert, dass sie an den 3'und 5'-Enden neue Restriktionsschnittstellen aufwiesen,
die kompatible mit dem neuen Vektor waren.

PCR-Ansatz: 5 ul Pfu Puffer 10x (Stratagene)
1 pl Turbo Pfu Poplymerase (Stratagene)
50 ng Ausgangsplasmid
1 pl Primer 1 (mit Mutation; 10 pmol)
1 pl Primer 2 (mit Mutation; 10 pmol)
1-5 ul DMSO
1 pl dNTPs (10 mM)
ad 50 pl Braun Wasser

Temperaturprofil: 1 Zyklus: 5 min bei 95 °C
30 Zyklen: 30 sec bei 95 °C
30 sec bei 60 °C
30 sec pro kb bei 72 °C
1 Zyklus: 15 min bei 95 °C
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6.3 Proteinbiochemische Methoden

6.3.1 Herstellung von Proteinlysaten

Zur Proteinisolation wurde das Zellmedium abgesaugt, die Zellen mit kaltem PBS
gewaschen und anschliefdend mit 1 ml kaltem PBS abgeschabt. Nach Zentrifugation (400 x
g, 5min, 4°C) wurden die Zellen in NP40-Puffer (mit Proteasom- und
Phosphataseinhibitoren) resuspendiert. Die Zellen wurden 5 mal in flissigem Stickstoff
Schock gefroren und anschliefend im Wasserbad aufgetaut. Nach einer 30-miniitigen
Inkubation auf Eis wurden die Lysate zur Pelletierung des Debris zentrifugiert (18000 x g,
10 min, 4 °C). Der Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefiafl iiberfithrt und die
Proteinkonzentration bestimmt (siehe 6.3.2). Zur Lagerung wurde das Proteinlysat im
fliissigen Stickstoff Schock gefroren und bei -80 °C gelagert.

6.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Ermittlung der Proteinkonzentration wurde die Methode nach Bradford angewendet
(Bradford, et al, 1976). Hierzu wurde eine Halbmikrokiivette mit 400 pl dest. Wasser,
100 pl NaCl (150 mM) und 500 pl Bradfordlésung gefiillt und anschliefdend 1 pl der Probe
hinzupepittiert. Nach griindlicher Mischung und 5-miniitiger Inkubation erfolgte die
Absorptionsmessung bei 595 nm. Als Leerwertkontrolle diente der gleiche Ansatz mit 1
ul des reinen Lysepuffers. Die ermittelten Werte wurden mit einer zuvor durchgefiihrten
Eichgerade (mit bekannten BSA-Proteinkonzentrationen) verglichen und so die
Proteinkonzentration berechnet.

6.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE) ist ein Verfahren zur Auftrennung
von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht. Sodiumdodecylsulfat (SDS) ist ein
anionisches Detergens, das an hydrophobe Bereiche der Proteine bindet und deren
Eigenladung maskiert. Des Weiteren denaturiert SDS die Proteine, insbesondere nach
vorheriger Reduktion der Disulfidbindungen durch Mercapthoethanol und DTT, und
unterbindet Protein-Protein-Wechselwirkungen. In einem elektrischen Feld wandern die
SDS-Protein-Komplexe  aufgrund des  Molekularsiebeffekts  einer  pordsen
Polyacrylamidmatrix nach ihrem Stokes-Radius und koénnen somit nach ihrem
Molekulargewicht getrennt werden.

Fiir die SDS-PAGE wurden Acrylamidgele (7,5-12,5 %iges Trenngel mit 4 %igem
Sammelgel) verwendet. Hierzu wurden 10 pg Proteinlysat mit 3xSDS Probenpuffer
versetzt und auf das gleiche Volumen (20 ul) mit NP40 Puffer aufgefiillt. Die Proben
wurden fiir 5 min bei 95°C aufgekocht, abzentrifugiert und in die Geltaschen des
Acrylamidgels pippetiert. Die Molekulargewichtsbestimmung erfolgte durch Vergleich
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der Laufstrecke mit der bekannter Proteinstandards. Die Elektrophorese wurde in einer
SDS-PAGE-Apparatur (Bio-Rad) mit SDS-Laufpuffer bei 80-120V fiir etwa 2h
durchgefiihrt.

6.3.4 Western Blot

Die aufgetrennten Proteine (siehe 6.3.3) konnen mittels Elektrotransfer auf eine
Polyvinylidendifluorid- (PVDF-) Membran iibertragen und fiir die nachfolgende Immun-
detektion immobilisiert werden.

Vor dem Blot-Vorgang wurden die Blotting pads in Blotting Puffer getrankt und die PVDF-
Membran kurz in Methanol inkubiert, mit Wasser abgespiilt und mehrere Minuten in
Blotting Puffer dquilibriert. Die Whatman-Filterpapiere wurden ebenfalls vor dem Blotten
in Blotting Puffer getrankt. Der Elektrotransfer wurde in einer Miniblot-Apparatur im
Nassverfahren (Harnischmacher) durchfiihrt, wobei das Gel/Membran-Sandwich wie
folgt auf der Anode von unten nach oben gepackt wurde:

Kathode (-)

Blotting pad

drei Filterpapiere
Elektrophoresegel
eine PVDF-Membran
drei Filterpapiere
Blotting pad

Anode (+)

Das Blotmodul wurde mit Blotting Puffer gefiillt, so dass das Gel/Membran-Sandwich
bedeckt ist. Zur Kithlung wurde der Transfer bei 4 °C und 300 mA fiir 2,5 h durchgefiihrt.

Nach Immobilisierung der Proteine auf eine PVDF-Membran erfolgte die immuno-
logische Detektion. Zunichst wurden freie Bindungsstellen auf der Membran durch
kontinuierliches Schiitteln bei RT in Block Losung abgesattigt. AnschliefSend wurde die
Membran iiber Nacht bei 4°C mit dem Primadrantikdrper in der entsprechenden
Verdiinnung (in Block-Losung) inkubiert. Bei Phosphoantikdrpern wurde dieser lediglich
in TBST verdiinnt. Die PVDF-Membran wurde am nichsten Morgen fiinfmal fiir je 5 min
mit TBST gewaschen. Die nachfolgende Inkubation mit dem HRP-gekoppelten
Sekundarantikorper (1:10000 in Block-Lésung) wurde bei RT fiir 1,5h durchgefiihrt.
Nachdem die Membran fiinfmal fiir je 5 min mit TBST gewaschen wurde, erfolgte die
Detektion der markierten Proteine mittels der Chemilumineszenzlosung ECL + Western
Blot System (Amersham) analog zu den Anweisungen des Herstellers. Zur Detektion der
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Proteine wurden entweder Rontgenfilme exponiert oder die Chemilimeszens mit Hilfe
des LAS-4000 mini (Fujifilm Global) visualisiert. Zur Quantifizierung der Proteinbanden
diente das Programm Multi Gauge (Fujifilm Global).

Zur Detektion mehrerer Proteine der gleichen Grofde auf derselben Membran wurden
nach der ersten Detektion die gebundenen Antikérper wieder von der PVDF-Membran
entfernt. Hierzu wurde die Membran zunachst in Methanol dqulibriert und anschliefsend
mit TBST dreimal fiir 5 min gewaschen. Nach einer 30-miniitigen Inkubation bei 60 °C im
Wasserbad mit Stripping - Puffer wurde die Membran erneut dreimal mit TBST fiir 5 min
gewaschen. Im Anschluss wurde die Membran in Block-Losung inkubiert und die
Proteindetektion mit einem anderen Antikoérper wiederholt.

6.3.5 Bestimmung der Proteinhalbwertszeit

Die Bestimmung der Proteinhalbwertszeit kann entweder mit Hilfe des Tranlations-
inhibitors Cycloheximid oder durch eine temporare, radioktive Markierung der Proteine
erfolgen.

6.3.5.1 Protein-Halbwertszeitbestimmung mittels Cycloheximid

Die Proteinneubildung wird durch den Translationsinhibitor Cycloheximid unterbunden
und die Degradationskinetik kann dadurch verfolgt werden. Hierzu wurden die Zellen mit
100 pg/ml CHX behandelt und nach unterschiedlichen Zeitpunkten geerntet. Die zu
untersuchenden Proteine wurden mittels SDS-Page (6.3.3) und WB (6.3.4) analysiert.

6.3.5.2 Protein-Halbwertszeitbestimmung mittels radioaktiver Markierung

Eine weitere Methode zur Bestimmung der Proteinhalbwertszeit ist die radioaktive
Markierung der Proteine fiir eine bestimmte Zeit und die anschliefende Ernte der Zellen
zu unterschiedlichen Zeitpunkten.

Hierzu wurden die Zellen in Methionin und Cycstein-freiem Medium, dem 4 mM Glutamin,
1% Pen/Strep und dialysiertes FBS zugesetzt wurde, fiir 1 h kultiviert. Dem Medium
wurde anschliefRend radioaktives Methionin und Cystein (500 pCi; Hartmann Analytics)
zugefiigt und die Zellen fiir eine weitere Stunde bei 37 °C inkubiert. Das Medium wurde
entfernt, die Zellen zweimal mit normalen Vollmedium gewaschen und die Zellen weiter
mit normalen Vollmedium kultiviert. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten wurden die Zellen
geerntet, in RIPA-Puffer (mit Protease- und Phosphataseinhibitoren) resuspendiert und
fir 30 min auf Eis inkubiert. Zur Bestimmung der inkorparierten radioaktiven
Aminosduren wurde eine Trichloressigsdure (TCA)-Fallung durchgefiihrt. Hierzu wurden
jeweils 5pl des Lysates auf ein Stick Whatman-Filterpapier aufgetragen und
luftgetrocknet. Die Filterpapiere wurden jeweils fiir 2 min in folgenden Ldsungen
inkubiert:
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1x10 % TCA (v/v)
2x5% TCA (v/v)
1x 100% Ethanol
2 x 70% Ethanol

Die Filterpapiere wurden erneut luftgetrocknet, in Szintillationsréhrchen tiberfiihrt, mit
2 ml Szintillationsfliissigkeit (Roth) iiberschichtet und im Szintillationszdhler (Beckmann
Couter) die Radioaktivitdt quantifiziert. Zur weiteren Analyse wurden die Lysate auf die
gleiche Menge an Radioaktivitidt angeglichen und einer Immunprazipitation (siehe 6.3.7)
unterzogen. Die Immunprazipitationseluate wurden auf ein Acrylamidgel aufgetragen
und aufgetrennt (siehe 6.3.3). Das Gel wurde mit einem Essigsaure/Methanol/Wasser-
Gemisch (1:5:4) fixiert, in Wasser gewaschen und anschlieffend getrocknet. Die
radioaktiven prazipierten Proteine wurden mit Hilfe eines Rontgenfilms fiir 2- 72 h
expozioniert.

6.3.6 In vivo Ubiqutinierungsanalyse

Zur Analyse der Proteinubiquitinierung in vivo wurde ektopisch exprimiertes His-
markiertes Ubiquitin verwendet. Die transfizierten Zellen wurden zum Schutz vor der
proteasomalen Degradation mit dem Proteasominhibitor MG132 (5puM) fiir 12h
behandelt, im Anschluss geerntet und in 1 ml Puffer A (Ubiquitinlyse - Puffer) resuspen-
diert. 5% der Zellen wurden allerdings direkt in SDS-Probenpuffer als Inputkontrolle
tiberfiithrt und bei 95 °C aufgekocht.

Die restlichen lysierten Zellen wurden zum besseren Aufschluss zusitzlich sonifiziert
(4 x5 sec mit 10 sec Pause bei 20 % Amplitude). Das Debris wurde pelletiert (10 min,
6000x g, 4°C) und der Uberstand in ein neues reaktionsgefaf iiberfiihrt. In Puffer A
dquilibitere Ni-NTA-Agarose (50 pl) wurde zu den Lysaten zupipettiert und 4 h bei 4 °C
rotierend inkubiert. Die Proben wurden zentrifiguert (2 min, 1000 x g, 4 °C) und dreimal
mit 1 ml Puffer A, zweimal mit 1 ml Puffer A/Puffer B (1:4 Gemisch) und schlieRlich
zweimal mit 1 ml Puffer B gewaschen. Die Beads wurden in SDS-Probenpuffer mit
200 mM Imidazol) resuspendiert, bei 95 °C fiir 5 min aufgekocht und kurz abzentrifugiert
(10 sec, 18000 x g). 50 % des SDS-Probenpuffers, sowie des Inputes auf ein Acrylamidgel
aufgetragen und die ubiquitinierten Proteine mittels SDS-PAGE (6.3.3) und WB (6.3.4)

analysiert.

6.3.7 Immunprazipitation

Die Technik der Immunprézipitation ermoéglicht den Nachweis von Protein-Protein-
Interaktionen aus komplexen Gemischen (z.B. Zelllysaten).

Hierzu wurden zunichst die Zellen geerntet und das Zellpellet in 1 ml TNN-Lysepuffer
(mit Proteasom- und Phosphataseinhibitoren) resuspendiert. Zum Aufschluss der zellen
wurden diese sonifiziert (4 x5sec mit 10 sec Pause bei 20% Amplitude) und
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anschliefend auf Eis fiir 30 min inkubiert. Nach Zentrifugation (10 min, 18000 x g, 4 °C)
wurde der Uberstand iiberfiihrt und die Proteinkonzentration nach Bradford bestimmt.
Fiir die I[P wurde pro Ansatz 250 - 2000 pg Protein verwendet und auf 1 ml mit TNN-
Puffer verdiinnt. Zu jeder IP-Probe wurde entweder 2 pg Antikdrper oder 2 pg
Kontrollanti-kdrper der gleichen Spezies hinzugefiigt und iiber Nacht rotierend bei 4 °C
inkubiert. Je nach Antikorperspezies wurde entweder Protein A- oder Protein G-
Sepharose in TNN-Puffer &dqulibriert und 50 pl dieser Losung zu den IP-Proben
hinzugefiigt. Das Gemisch wurde fiir weitere 2 h rotierend bei 4 °C inkubiert und die
Sepharose-Beads fiir 2 min bei 300 xg und 4 °C pelletiert. Anschlielend wurde die
Sepharose zweimal mit 1 ml TNN-Puffer , einmal mit 1 ml Hochsalz-TNN-Puffer (TNN-
Puffer mit 200 mM NaCl), zweimal mit 1 mL TNN-Puffer und anschlief3end einmal mit
1 ml PBS gewaschen. Die Sepharose wurde mit 75 pl SDS-Probenpuffer versetzt, fiir
10 min bei 95 °C aufgekocht und kurz abzentrifugiert. 25 ul der IP, sowie 10 pg Protein
des Inputs wurden auf ein Acrylamidgel aufgetragen und die prazipitierten Proteine
mittels SDS-PAGE (6.3.3) und WB (6.3.4) analysiert.

6.3.8 Chromatin-Immunprazipitation

Zur Bestimmung der Bindung des N-Myc-Transkriptionsfaktors an Promotorsequenzen
in vivo wurde eine Chromatin-Immunprézipitation in Tumorproben durchgefiihrt.

Hierzu wurden jeweils drei Mause mit einem manifestierten Tumor fiir drei Tage
entweder mit DMSO oder mit MLN8054 (40 mg/kg) behandelt. Der Tumor wurde
entnommen und in fliissigem Stickstoff Schock gefroren (Durchgefiihrt von E. Poon; AG L.
Chesler).

Die Tumorbiopsien wurden auf Eis aufgetaut, in kleine Stiicke (1-2 mm3) geschnitten,
anschliefiend in ein Reaktionsgefafs tiberfiithrt und gewogen. Pro Gramm Gewebe wurden
10 ml PBS hinzugegeben und mit Formaldehyd (Endkonzentration: 1,5 % v/v) bei RT
15 min rotierend fixiert. Die Quervernetzung der Proteine an die DNA wurde durch
Zugabe von Glycin (Endkonzentration: 0,125 M) gestoppt. Nach einer Inkubation von
5 min bei RT wurden die Proben zentrifugiert (5 min, 300 x g, 4°C). Der Uberstand wurde
abgnommen, das Pellet mit kaltem PBS gewaschen, zentrifugiert (5 min, 300 x g, 4°C) und
der Uberstand wiederum verworfen.

Die Proben wurden mechanisch weiter zerkleinert, in ChIP-Lysispuffer I (mit Protease-
und Phosphataseinhibitoren) resuspendiert und auf Eis 20 min inkubiert. Die Proben
wurden zentrifugiert (5 min, 300 x g, 4°C) und das Pellet in ChIP-Lysispuffer II (mit
Protease- und Phosphataseinhibitoren) resuspendiert. Nach einer 10-miniitigen
Inkubation auf Eis wurden die Proben bei 4 °C sonifiziert (10 sec, jeweils 20 Sekunden
Pause, flir insgesamt 15 min bei 20 % Amplitude) und das Chromation dadurch in 200 -
500 bp grofde Fragmente geschnitten. Zur Kiihlung wurden die Proben auf einem
Ethanol-Eisgemisch gelagert. Zur Uberpriifung der DNA-Fragmentierung wurde ein
Aliqiuot (25 pl) entnommen und mit TE-Puffer (475 pl), RNAse (Endkonzentration:
20 pg/ml) und NaCl (Endkonzentration: 160 mM) versetzt. Nach einer einstiindigen
Inkubation bei 37 °C wurde die Probe fiir mindestens weitere 6 h bei 65 °C inkubiert.
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Anschlieffend wurde der Losung EDTA (Endkonzentration: 5 mM) und Proteinase K
(Endkonzentration: 200 pug/ml) hinzugefiigt und 2 h bei 45 % behandelt. Das revertierte
Chromatin wurde mit Hilfe des Qiaquick PCR Purification Kit (QIAGEN) gemifd den
Angaben des Herstellers aufgereinigt. Die Konzentration der DNA-Proben wurden am
Nano Drop ermittelt und auf ein 2 %iges Agarosegel aufgetragen. Falls die Fragemtierung
nicht klein genug war, wurde die Probe erneut sonifiziert.

Zur Prazipitation der Protein-gebundenen DNA (in diesem Falle N-Myc-gebundene DNA)
wurden pro Ansatz 50 pl Protein G-Dynabeads dreimal mit einer BSA-PBS (5 mg/ml)
gewaschen und mit 2 pg Antikdrper (N-Myc- oder Kontrollantikdrper) versetzt. Die
Losung wurde tiber Nacht rotierend bei 4 °C inkubiert und anschliefend dreimal mit 1 ml
BSA-PBS gewaschen. Die Beads wurden wiederum in 100 pl BSA-PBS resuspendiert und
pro Ansatz die gleiche Menge Chromatin zugefiigt. Zur Inputbestimmung wurde 1 % des
Chromatins seperat aufbewart. Die Prazipitation wurde bei 4 °C rotierend iiber Nacht
durchgefiihrt. AnschliefSend wurden die Beads dreimal mit Waschpuffer I, dreimal mit
Waschpuffer II und dreimal mit Waschpuffer Il gewaschen. Die Beads wurden in ein
neues Reagenzgefafd iiberfithrt und nochmal mit TE-Puffer gewaschen. Zur Eluation
wurden die Beads zweimal in Eluationspuffer resuspendiert und dabei fiir 15 min bei RT
inkubiert. Die Eluate wurden vereinigt und zusammen mit den Inputproben revertiert.
Hierzu wurden die (Input-) Proben mit TRIS-Puffer (1 M, pH =6,8, 14 pl), 1 pl RNAse
(10 mg/ml) und 1,2 pl NaCl (5 M) versetzt. Nach einer einstiindigen Inkubation bei 37 °C
wurden die Proben iiber Nacht bei 65 °C inkubiert. Anschliefend wurden der Losungen
3,5ul EDTA (0,5M) und 7 pul Proteinase K (10 mg/ml) hinzugefiigt und 2 h bei 45 °C
behandelt. Das revertierte Chromatin wurde mit Hilfe des Qiaquick PCR Purification Kit
(QIAGEN) gemaf3 den Angaben des Herstellers aufgereinigt.

Die aufgereinigte DNA wurde mit spezifischen Chip-Primern zur Amplifikation von
bestimmten Promotorsequenzen bzw. genomischer DNA (als Kontrolle) eingesetzt.

Die DNA-Bindung wurde nach der Immunprazipitation als prozentualer Anteil der
eingesetzten DNA-Menge angegeben.

6.3.9 Indirekte Immunfluoreszenz

Zur Analyse der intrazelluliren Lokalisation von Proteinen wurde eine indirekte
Immunfluoreszenz durchgefiihrt.

Dazu wurden die auf Deckglaschen wachsenden Zellen zunichst vom Medium befreit,
gewaschen und 15 min mit 3,7 %igem (w/v) Paraformaldehyd fixiert. Die Zellen wurden
erneut mit PBS gewaschen und entweder bei 4 °C gelagert oder direkt weiter fiir die
Farbung verarbeitet. Hierzu wurden die Zellproben zweimal fiir 10 min mit 0,1 M
Glycin/PBS und zweimal mit fiir 5min mit 0,1 % NP40 (v/v)/PBS gewaschen. Im
Anschluss wurden die Zellen fiir 45 min bei RT mit Block-Losung (fiir IF) behandelt. Die
Antikorperinkubation erfolgte iiber Nacht bei 4 °C ebenfalls in Block-L6ésung. Nach
dreimaligem Waschen mit Block-Losung wurden die Zellen mit dem
fluoreszenzmarkiertem Sekundarantikorper (1:400 in Block-Losung) fiir eine weitere 1 h
bei RT behandelt. Zur Gegenfarbung des Zellkern wurden die Zellen gleichzeitig mit dem
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DNA-Farbstoff Hoechst (1:10000) inkubiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen der
Zellen wurde das Deckgliaschen mit einem Tropfen Mowiol auf ein Objektrager invers
gelegt.

Zur Vermeidung der Austrocknung der Zellen wurde das Deckgldschen mit Nagellack
liberzogen. Die Auswertung der Proteinlokalisation erfolgte am konfokalen Mikroskop
oder am BD-Pathway.
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7 Materialien
7 Materialien

7.1 Bakterienstimme und Zelllinien
7.1.1 Bakterienstimme

DH5a Escherichia coli

Genotyp: F, @80dlacZAM15, A(lacZYAargF) U169,
deoR, recA1, endA1, hsdR17(rk, mk*), phoA,
supE44, X, thi-1, gyrA96, relA1

XL1 blue Escherichia coli
Genotyp: F-, proAB, lacZlqZAM15 Tn10 (Tetr), recAl,
endAl, hsdR17, supE44, A, thi-1, gyrA96,
relAl lac
7.1.2 Humane Zelllinien
HCT116 humane Kolonkarzinomzellinie (ATCC)

Phoenix-Eco (PHX)

IMR-32

IMR-5

SMS-KCN

Wildtyp (Fbw7 +/+) und (Fbw7 -/-) defiziente
Zellinie (Rajagopalan et al,, 2004)

humane embryonale Nierenzelllinie (ATCC)
Abstammung: HEK293

Verpackungszelllinie zur Herstellung von MoMuLV-
Retroviren (Kinsella and Nolan, 1996)

humane Neuroblastomzelllinie (Manfred Schwab)
MYCN-amplifizierte Zelllinie

humane Neuroblastomzelllinie (Angelika Eggert)
MYCN-amplifizierte Zelllinie

humane Neuroblastomzelllinie (Angelika Eggert)
MYCN-amplifizierte Zelllinie

105



7 Materialien

LAN-1 humane Neuroblastomzellline (Angelika Eggert)
MYCN-amplifizierte Zelllinie

Kelly humane Neuroblastomzellline (Angelika Eggert)
MYCN-amplifizierte Zelllinie

SH-EP humane Neuroblastomzellline (Manfred Schwab)
MYCN-nicht-amplifizierte Zelllinie

7.2 Kultivierungsmedien und Zusatze

7.2.1 Medien fiir die Bakterienkultur

LB-Medium 1 % (w/v) Baktotrypton

(+ Amp) 0,5 % (w/v) Hefeextrakt
1 % NacCl
(100 wg/ml Ampicillin)

LB-Agar LB-Medium + 1,2 % Bakto-Agar

(+ Amp) (Nach Autoklavierung und Abkiihlung wurde dem
noch flissigem Medium 100 ug/ml Ampicillin
hinzugefiigt)

7.2.2 Medien und Zusatze fiir die Zellkultivierung

Zur Kultivierung von Saugerzellinien wurde entweder RPMI-1640 (Neuroblastomzellen)
oder DMEM (PHX und HCT116) als Medium verwendet. Diesem Grundmedium (RPMI-
1640 bzw. DMEM; beide Sigma) wurden folgende Substanzen hinzugefigt:

Einfriermedium

Hungermedium

10 % (v/v) 30 min bei 56 °C hitzeinaktiviertes FBS
(Biochrome)

1% (v/v) Penicillin/Streptomycin (100.000 U/ml,
PAA)

90 % FBS
10 % DMSO

DMEM bzw. RPMI-1640
1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin (100.000 U/ml)
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Sphiarenmedium

Trypsin/EDTA

Materialien

78 ml DMEM

156 ml DMEM/F12 (Life Technologies)

12,5 ml Penicillin/Streptomycin (100.000 U/ml)
1 ml Amphoterizin B (1 ug/ml)

2,5ml B27 (100 x; Life Technologies)

20 ng/uwl bFGF (Biomol)

20 ng/wl EGF (Biomol)

0,25 % Trypsin

5 mM EDTA

22,3 mM Tris pH 7,4
125 mM NacCl

Folgende Antibiotika und Zusatze wurden den einzelnen Medien hinzugefiigt:

Antibiotika:

Doxyzyklin (Sigma)
G418/NeoR (PAA)
Hygromycin B (Merck)
Kanamycin (InvivoGen)
Plasmocin (InvivoGen)
Puromycin (InvivoGen)

Zeozin/BleoR (InvivoGen)

Zusatze:

BEZ235 (Calbiochem)
CCT137690 (L. Chesler)
Cycloheximid (Sigma)
Hesperadin (Selleck)
LY294002 (LC Laboratories)
MG132 (Calbiochem)

MK5108 (Seleck)
MLN8054 (Millenium)
MLN8237 (Millenium)
ML00599377 (Millenium)
ML00614805 (Millenium)
ML00605519 (Millenium)
ML00605595 (Millenium)
Nocodazol (Sigma)
VX-680 (Seleck)

1 ug/ml (Induktion der Proteinexpression)

200 - 500 ug/ml (Selektion)

100 - 400 ug/ml (Selektion)

100 wg/ml (Schutz vor bakterieller Kontamination)
0,25 pug/ml (Schutz vor Mycoplasmen)

1 ug/ml (Selektion)

30 - 100 ug/ml (Selektion)

50-200 nM (PI3 - Kinase Inhibitor)

1000 nM (Aurora - Kinase Inhibitor)

50 wg/ml (Inhibierung der Translation)

1000 nM (Aurora - Kinase Inhibitor)

50 uM (PI3 - Kinase Inhibitor)

5uM (Inhibierung des proteasomalen Protein-
abbaus)

25-1000 nM (Aurora-A - Kinase Inhibitor)
25-2000 nM (Aurora-A - Kinase Inhibitor)
25-1000 nM (Aurora-A - Kinase Inhibitor)
250 - 1000 nM (Aurora-A - Kinase Inhibitor)
250 - 1000 nM (Aurora-A - Kinase Inhibitor)
250 - 1000 nM (Aurora-A - Kinase Inhibitor)
250 - 1000 nM (Aurora-A - Kinase Inhibitor)
0,1 ug/ml (Arretierung in der Mitose - Phase)
25-1000 nM (Aurora - Kinase Inhibitor)

107



7.3

7.3.1

Nukleinsauren

Primer und DNA-Oligonukleotide

Materialien

Alle unter Tabelle 7.1 aufgelisteten DNA-Oligonukleotide und Primer (F = forward; R =
reverse) wurden von den Firmen Invitrogen bzw. Operon synthetisiert. Das Primerdesign

erfolgte mit Hilfe der Programme Universal ProbeLibrary (Roche), PrimerX und Primer3.

Bei der Generierung der Real-Time PCR-Primer wurde darauf geachtet, dass die

Amplifikation der Zielsequenzen introniiberspannend und somit spezifisch fiir mRNA ist.

Als Sequenzierprimer dienten entweder die jeweiligen qRT-PCR-Primer oder die

Standardprimer der entsprechenden Plasmide.

Tabelle 7.1 Ubersicht iiber die verwendeten Primer und DNA-Oligonukleotide
Bezeichnun . y oy
Gen 8 Spezies Primersequenz [5°'— 3’] Verwendung
+ (F bzw. R)
AURKA 5’ TTAACGGATCCGCATCATGGAC _
AURKA human Klonierung
BamHI (F) CGATCTAAAG
AURKA 3’ TTAACCTCGAGCCTGCACGATT _
AURKA human Klonierung
Xhol (R) CCTAAGACTG
AURKA 32 TTAACGGATCCATGCCTTGTCA _
AURKA human Klonierung
BamHI (F) GAATCCATTACCTGT
AURKA 66 TTAACGGATCCATGTCCAGTCA _
AURKA human Klonierung
BamHI (F) CAAGCCGGT
AURKA 133 TTAACGGATCCATGTTTGAAA _
AURKA human Klonierung
BamHI (F) TTGGTCGCCCTCTG
AURKA 388 TTAACCTCGAGCTATGATGAAT _
AURKA human Klonierung
Xhol (R) TTGCTGTGATCCAGG
AURKA 377 TTAACCTCGAGCTATACTTCTC _
AURKA human Klonierung
Xhol (R) TGAGCATTGGCCT
AURKA 132 TTAACCTCGAGGTCTTCCAAAG _
AURKA human Klonierung
Xhol (R) CCCACTGC
AURKA 378 TTAACGTCGACCTTGAACACCC _
AURKA human Klonierung
Sall (F) CTGGATCAC
DeltaC3 t t tacctgTAG t
AURKA et human grepeacceipgactaccis ceeee Klonierung
Aurka_for (F) gaaatgattgaagg
DeltaC3 ttcaatcattt CTA t
AURKA et human cercaatcatticagesss cageta Klonierung
Aurka_rev (R) gtccagggtgcecac
DeltaC4 tt tt tttt tggTAGt
AURKA et human geriaddatigragattiioesios Klonierung
Aurka_for (F) cagtacatgctccatcttcc
DeltaC4 t tgtactgaCTA
AURKA et human geaagateascatplaciaa ceac Klonierung
Aurka_rev (R) ccaaaatctgcaattttaagc
DeltaC5 tt tgtatggttatttcTAGcatgat
AURKA ety human cragactgtateptiattic cated Klonierung

Aurka_for (F)

gctaccagagtctacc
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Bezeichnung . . Sy
Gen Spezies Primersequenz [5°'— 3’] Verwendung
+ (F bzw. R)
DeltaC5 t tctggt tcatgCTA
AURKA ety human BELABACICIBETABCATCAlE gaa Klonierung
Aurka_rev (R) ataaccatacagtctaag
DeltaC6 t ttt tttTAG
AURKA erard- human BECABIEEECTIERAABAC &4 Klonierung
Aurka_for (F) aattggtcgccctctggg
DeltaCé6 tttcCTA t
AURKA erard- human cecagaggacaaccaatite aaag Klonierung
Aurka_rev (R) cttccaaagcccactgec
DeltaC7_ cctttgcaagcacaaaagcettgtcTAGtc )
AURKA human Klonierung
Aurka_for (F) cagtcacaagccggttcag
DeltaC7 t ttgtgactggaCTA
AURKA e human CTEAACCEECHIEIEACEEA gaca Klonierung
Aurka_rev (R) agcttttgtgcttgcaaagg
A CTGGAATATGCACCACTTGGAG
urora
AURKA human | ACGTTTATAGAGAACTTCAGAA | Mutagenese
T217A for (F)
AC
A GTTTCTGAAGTTCTCTATAAAC
urora
AURKA human | GTCTCCAAGTGGTGCATATTCC | Mutagenese
T217A rev (F)
AG
Mycn Mycn rev (R) murin TCTCTACGGTGACCACATCG gRT-PCR
Rpsl6 | Rpsl6 fwd (F) [ murin AGGAGCGATTTGCTGGTGTG qRT-PCR
Rpsl6 Rpsl6rev (R) | murin GCTACCAGGGCCTTTGAGAT qRT-PCR
AURKA fwd GGAGAAAGCCGGAGTGGAGCAT
AURKA human qRT-PCR
(F C
AURKA rev TTCAATCATTTCAGGGGGCAGG
AURKA human gRT-PCR
(R) TA
B2M B2M fwd (F) human TCTCGCTCCGTGGCCT qRT-PCR
TCAGTAAGTCAACTTCAATGTC
B2M B2M rev (R) human gqRT-PCR
GGAT
FBXW7 fwd
FBXW7 " human CAGCAGTCACAGGCAAATGT qRT-PCR
FBXW7 rev
FBXW7 ®) human GCATCTCGAGAACCGCTAAC qRT-PCR
MYCN MYCN fwd (F) | human CCACAAGGCCCTCAGTACC qRT-PCR
TCTTCCTCTTCATCATCTTCAT
MYCN MYCN rev (R) | human CA qRT-PCR
p21CIP1 fwd
p21CIP1 ") human CGAAGTCAGTTCCTTGTGGAG qRT-PCR
p21CIP1 rev
p21CIP1 ®) human CATGGGTTCTGACGGACAT qRT-PCR
PLK2 PLK2 fwd (F) | human TCAAGTGACGGTGCTGAAAT qRT-PCR
PLK2 PLK2 rev (R) human CACTAGGCAGATCTCCACCAT qRT-PCR
RPS14 fwd
RPS14 RS human | GGCAGACCGAGATGAATCCTCA qRT-PCR
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Bezeichnung . . "o
Gen Spezies Primersequenz [5°'— 3’] Verwendung
+ (F bzw. R)
RPS14 | RPS14rev(R) | human CAGGTCCAGGGGTCTTGGTCC gqRT-PCR
GATCCCCAACGTGTTCTCGTGA
AURKA-sh-1
AURKA fwd (F) human | CTCATTCAAGAGATGAGTCACG sh-RNA
w
AGAACACGTTTTTTTGGAAA
AGCTTTTCCAAAAAAACGTGTT
AURKA-sh-1
AURKA ®) human | CTCGTGACTCATCTCTTGAATG sh-RNA
rev
AGTCACGAGAACACGTTGGG
GATCCCCGAATCAGAAGCAGAA
AURKA-sh-2
AURKA fwd (F) human | GCAATTCAAGAGATTGCTTCTG sh-RNA
w
CTTCTGATTCTTTTTGGAAA
AGCTTTTCCAAAAAGAATCAGA
AURKA-sh-2
AURKA ®) human | AGCAGAAGCAATCTCTTGAATT sh-RNA
rev
GCTTCTGCTTCTGATTCGGG
AGCTTTTCCAAAAAGACAGCAG
MYCN-sh rev
MYCN ®) human | CAGTTGCTAAATCTCTTGAATT sh-RNA
TAGCAACTGCTGCTGTCGGG
mNCL1 fwd )
Ncl1 murin GGCTCAGTCTTTTGCCTCAG ChIP
ChIP (F)
mNCL1 rev .
Ncl1 murin GTACCGACGACTCTGGAGC ChIP
ChIP (R)
neg. mChlp neg. .
) murin GAATGTGGCCAGTGGACTTT ChIP
Region 250 (F)
neg. mChIP neg. .
) murin ATCCTAAGCTTCCCCTCCAG ChIP
Region 251 (R)
SLC25A19 .
Slc25A19 murin CCACTCCGTGTGTCAGAACAG ChIP
fwd ChIP (F)
SLC25A19 rev )
Slc25A19 murin AGTGGTGGTGGGAGGGATTC ChIP
ChIP (R)
7.3.2 RNA-Oligonukleotide (siRNA)

Die verwendeten RNA-Oligonukleotidgemische (ON-TARGETplusSMARTpool) bestanden
aus jeweils vier siRNAs (gerichtet gegen: MYCN, AURKA, USP11, FBW7 und HUWE) und
wurden von der Firma Dharmacon synthetisiert. Als Kontrolle diente die siRNA sicontrol
(ON-TARGET plus Non-Targeting siRNA #1). Bei der Transfektion wurde Opti-Mem (Life
Technologies) als Medium verwendet.
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7.3.3 Plasmide
7.3.3.1 Leervektoren

pBabe (bleo, hygro, puro)

pRETRO.SUPER puro

pWZL (neo, eGFP)

pTREZpur

pTet-On (neo)

pcDNA3.0

psPAX2

pMD2.G

pRRL

Materialien

eukaryotischer retroviraler Expressionsvektor mit
einem LTR-Promotor und einem Bleomycin-,
Hygromycin- oder Puromycin -Resistenzgen
(Morgenstern and Land, 1990)

eukaryotischer retroviraler Expressionsvektor mit
einem RNA-Polymerase Ill-abhdngigen H1-RNA-
Promotor (zur Expression von shRNAs) und dem
Puromycin-Resistenzgen (Brummelkamp et al,, 2002)

eukaryotischer retroviraler Expressionsvektor mit
einem LTR-Promotor und dem Neomycin-
Resistenzgen oder dem eGFP-Reportergen
((Morgenstern and Land, 1990); Anne Marie
Kenney)

eukaryotischer  Expressionsvektor mit einem
Minimal-CMV-Promotor  5’-abwérts eines Tet
response Element (TRE) und dem Puromycin-
Resistenzgen (Clonetech)

eukaryotischer Expressionsvektor mit einem CMV-
Promotor zur Expression des reverse tTA Gens und

dem Neomycin-Resistenzgen (Clonetech)

eukaryotischer Expressionsvektor mit einem CMV-
Promotor (Invitrogen)

eukaryotischer lentiviraler Vektor (Verpackungs-
plasmid)

eukaryotischer lentiviraler =~ Vektor (Envelope-
Plasmid)

eukaryotischer lentiviraler Expressionsvektor (IRES-
eGFP, IRES-Tomato, IRES-puro)
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7.3.3.2 Expressionsvektoren
pBABE bleo p53DD pBABE bleo zur Expression von p53DD (humanes

pBABE HZ2B-GFP

pBABE hygro EcoR

pWZL neo EcoR

pWZL neo MYCN

pWZL murine Mycn (EGFP)

pTREZpur AURKA

pcDNA3.0 AURKA

p3xFLAG-FBXW7«a

TP53, kodierend fiir die Aminosduren 302-390),
freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von
Thorsten Stiewe und Ursula Eilers

eukaryotischer retroviraler Expressionsvektor mit
LTR-Promotor zur Expression eines Fusions-
konstruktes aus humanem Histon H2 und GFP. Zur
Kontrolle der Effizienz von Transfektionen oder
Infektionen verwendet

pBabe-Vektor zur Expression des murinen
ekotrophen  Rezeptors, freundlicherweise zur
Verfiigung gestellt von Marion Elend

pWZL-Vektor zur Expression des murinen
ekotrophen  Rezeptors, freundlicherweise zur
Verfiigung gestellt von Manuel Serrano

pWZL-Vektor zur Expression von humanem MYCN
(wt oder mut = T58A/S62A), freundlicherweise zur
Verfiigung gestellt von Tobias Otto

eukaryotischer retroviraler Expressionsvektor mit
der CDS von murinem Mycn (mit Flag-Tag) und dem
eGFP-Reportergen, freundlicherweise zur Verfiigung
gestellt von Anne Marie Kenney

pTRE2pur-Vektor mit der CDS von humanem AURKA
(wt und der Punktmutante T217D jeweils mit HA-

Tag)

pcDNA3.0-Vektor mit der CDS von humanem AURKA
(wt und verschiedene Mutanten mit und ohne HA-

Tag)

eukaryotischer  Expressionsvektor = mit CMV-
Promotor zur Expression von FLAG-markiertem
humanem FBXW7a, freundlicherweise zur Verfiigung
gestellt von Markus Welcker und Bruce Clurman
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pcDNA3.0 MYCN

pcDNA3.0 (His-)Ubiquitin

pcDNA3.0 HA-USP11

pCS2m-Zyklin E

pRRL -HA-MYCN

Materialien

pcDNA3.0-Vektor mit der CDS von humanem MYCN
(wt oder mut = T58A/S62A) freundlicherweise zur
Verfiigung gestellt von Tobias Otto

pcDNA3 zur Expression von His-markiertem
humanem Ubiquitin (wt, K48, K11/K48, K48/K63 =
Mutation aller Lysine zu Arginin aufier die
angegebenen  Lysine), freundlicherweise zur
Verfiigung gestellt von Nikita Popov

pcDNA3-Vektor mit der CDS von humanem USP11

Expressionsvektor mit CMV-Promotor, Myc-Tag und
der CDS von humanem Zyklin E (wt bzw mut =
T380A), freundlicherweise zur Verfiigung gestellt
von Bruce Clurman

pPRRL-Vektor zur stabilen Expression von humanem,
HA-markiertem MYCN wildtyp bzw. Mutante
(mut =T58A/S62A) und dem Reportergen Tomato
(IRES-Tomato) oder dem  Resistenzgen fir
Puromycin (IRES-puro)

7.4 Antikorper
Tabelle 7.3 Ubersicht iiber die verwendeten Antikérper
Antikorper Spezies Verwendung Firma
anti-Myc monoklonal Primarantikérper zur Detektion von AG Eil
ilers
(9E10) Maus humanem Myc mittels Western Blotting
) . Primarantikérper zur Detektion von
anti-Cyclin E | monoklonal : )
humanem Cyclin E mittels Western Santa Cruz
(H12/sc-247) Maus i
Blotting
. Primarantikérper zur Detektion von
anti-CDK2 polyklonal i
) humanem CDK2 mittels Western Santa Cruz
(M2/sc-163) Kaninchen ]
Blotting
anti-Max o o ,
polyklonal Primarantikérper zur Detektion von
(C17/sc- ) ) ) Santa Cruz
197X) Kaninchen [ humanem Max mittels Western Blotting
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Western Blotting und IP

7 Materialien
Antikorper Spezies Verwendung Firma
. Primarantikérper zur Detektion von
anti-N-Myc monoklonal i
humanem N-Myc mittels Western BD
(B8.4.B) Maus .
Blotting
. Primarantikérper zur Detektion von
anti-Aurora-A | polyklonal . ) i
. humanem Aurora-A mittels Western Cell Signaling
(3092) Kaninchen i
Blotting
. Priméarantikérper zur Detektion von
anti-p53 monoklonal )
humanem TP53 mittels Western Santa Cruz
(DO-1/sc-126) Maus )
Blotting
Primarantikérper zur Detektion von .
. polyklonal ) Anne-Marie
anti-Myc pS62 ) humanem, an S62 phosphoryliertem
Kaninchen i ] Kenney
Myc mittels Western Blotting
o Primarantikérper zur Detektion von
anti-Histon H3 | polyklonal ) ]
) humanem Histon H3 mittels Western Abcam
(ab1791) Kaninchen )
Blotting
. Priméarantikérper zur Detektion von
anti-GSK3beta | monoklonal i ) )
) humanem GSK3beta mittels Western Cell Signaling
(27C10) Kaninchen .
Blotting
anti-cleaved Primarantikérper zur Detektion von
monoklonal . )
Parp, Asp 214 M humanem, aktiviertem Parp mittels BD
aus
(51-9000017) Western Blotting
. Primarantikérper zur Detektion von
anti-Myc pT58 | polyklonal i
. humanem, an T58 phosphoryliertem Abcam
(ab28842) Kaninchen . )
Myc mittels Western Blotting
anti-Aurora- oL L .
A/B/C Primarantikérper zur Detektion von
monoklonal humanem, an T288/T232/T198 ) i
pT288/T232/ . . Cell Signaling
Kaninchen phosphoryliertem Aurora-A/B/C
T198 (2914S _ ,
mittels Western Blotting
neu)
anti-p21 (C- polyklonal Primarantikérper zur Detektion von
. . . Santa Cruz
19, sc-397) Kaninchen | humanem p21 mittels Western Blotting
anti-Aurora-A Primarantikérper zur Detektion von
monoklonal . ) )
pT288 (2914S . humanem, an T288 phosphoryliertem | Cell Signaling
Kaninchen ) )
alt) Aurora-A mittels Western Blotting
. Primarantikérper zur Detektion von
anti-UBE2D polyklonal .
) humanem UBCH5 mittels Western Santa Cruz
(sc-15000) Ziege )
Blotting
. Primarantikérper zur Detektion von
anti-HA monoklonal o i i
HA-fusionierten Proteinen mittels Covance
(16B12) Maus
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Antikorper Spezies Verwendung Firma
anti-cleaved Primarantikérper zur Detektion von

monoklonal . )

Parp, Asp 214 M humanem, aktiviertem Parp mittels BD

aus

(51-9000017) Western Blotting

. Primarantikérper zur Detektion von
anti-Myc pT58 | polyklonal i
. humanem, an T58 phosphoryliertem Abcam
(ab28842) Kaninchen . )
Myc mittels Western Blotting
anti-Aurora- L L .
A/B/C Primarantikérper zur Detektion von
monoklonal humanem, an T288/T232/T198 ) i
pT288/T232/ . . Cell Signaling
Kaninchen phosphoryliertem Aurora-A/B/C
T198 (2914S _ ,
mittels Western Blotting
neu)
anti-p21 (C- polyklonal Primarantikérper zur Detektion von
) ) ] Santa Cruz
19, sc-397) Kaninchen | humanem p21 mittels Western Blotting
anti-Aurora-A Primarantikérper zur Detektion von
monoklonal . ) )
pT288 (2914S . humanem, an T288 phosphoryliertem | Cell Signaling
Kaninchen ) )
alt) Aurora-A mittels Western Blotting
. Primarantikérper zur Detektion von
anti-GSK3beta | polyklonal ) ) )
. humanem, an S9 phosphoryliertem Cell Signaling
pS9 (9336) Kaninchen ) )
GSK3beta mittels Western Blotting
. Primarantikérper zur Detektion von
anti-USP11 polyklonal .
, humanem USP11 mittels Western Bethyl
(A301-613A) | Kaninchen i
Blotting und IP
Primarantikérper zur Detektion von
i polyklonal , . .
anti-AKT . humanem AKT mittels Western Cell Signaling
Kaninchen ]
Blotting
. Primarantikérper zur Detektion von
anti-AKT polyklonal . . .
. humanem, an S473 phosphoryliertem | Cell Signaling
pS473 (9271) | Kaninchen . i
AKT mittels Western Blotting
Primarantikérper zur Detektion von
) monoKklonal )
anti-Fbxw?7 M humanem Fbxw7 mittels Western Axel Behrens
aus
Blotting
o ) Primarantikérper zur Detektion von
anti-Vinculin | monoklonal ) ) ) )
humanem Vinculin mittels Western Sigma
(V9131) Maus )
Blotting
. Primarantikérper zur Detektion von
anti-Aurora B | polyklonal ]
, humanem Aurora-B mittels Western Bethyl
(A300-431A) | Kaninchen i
Blotting
anti-Aurora-A oL L .
polyklonal Priméarantikérper zur Detektion von
(N-20, sc- ) ) Santa Cruz
Ziege humanem Aurora-A mittels [P
14318)
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Antikorper Spezies Verwendung Firma
) ) Primarantikérper zur Detektion von
anti-Nestin monoklonal i ) .
humanem Nestin mittels Western Millipore
(MAB5326) Maus )
Blotting
. Primarantikérper zur Detektion von
anti-FLAG monoklonal o i ] )
FLAG-fusionierten Proteinen mittels Sigma
(F3165) Maus )
Western Blotting und IP
anti-CDC4 (sc- | polyklonal Priméarantikérper zur Detektion von
) i Santa Cruz
33196) Kaninchen humanem Fbxw?7 mittels [P
) Primarantikérper zur Detektion von
anti-N-Myc monoKklonal i )
humanem N-Myc mittels (Chromatin)- Santa Cruz
(sc-53993) Maus
IP
. Priméarantikérper zur Detektion von
anti-Aurora-A | polyklonal )
) humanem Aurora-A mittels Abcam
(ab1287) Kaninchen
Immunfluoreszenz
anti-N-Myc Primarantikérper zur Detektion von
monoklonal i
(NCM 11100, M humanem N-Myc mittels Santa Cruz
aus
sc-56729) Immunfluoreszenz
o Primarantikérper zur Detektion von
anti-Histon H3 ) i )
polyklonal humanem, trimethylierten Histon H3
K9me ) ) ) ) Abcam
Kaninchen | (Lysin 9) mittels Western Blotting und
(ab8898)
FACS
anti- L .
. Sekundarantikérper zur Detektion von Amersham,
Kaninchen-IgG Esel ) i )
Kaninchen-IgG mittels Western Blotting NA
HRP (934)
anti-Maus-IgG Schaf Sekundarantikdrper zur Detektion von Amersham,
cha
HRP (931) Maus-IgG mittels Western Blotting NA
anti-Ziege-I1gG Sekundarantikérper zur Detektion von
Esel ) ) ) Santa Cruz
HRP (sc-2020) Ziegen-IgG mittels Western Blotting
anti-True . L .
. Sekundarantikérper zur Detektion von
Kaninchen-IgG ) i ] o
HRP (13 - Kaninchen-IgG mittels Western Blotting | eBioscience
(bei IPs)
8816-31)
anti-True Sekundarantikorper zur Detektion
Maus-IgG HRP - Maus-IgG mittels Western Blotting (bei | eBioscience
(13-8817-30) IPs)
Alexa Fluor® Sekundéarantikdrper fiir FACS-Analysen Lif
ife
488 anti- Ziege und Immunfluoreszenz gekoppelt mit .
) Technologies
Kaninchen IgG Alexa Fluor® 488
Alexa Fluor® Sekundéarantikdrper fiir FACS-Analysen Lif
ife
488 anti-Maus Ziege und Immunfluoreszenz gekoppelt mit .
Technologies
IgG Alexa Fluor® 488
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7 Materialien
Antikorper Spezies Verwendung Firma
Alexa Fluor® Sekundéarantikdrper fiir FACS-Analysen Lif
ife
647 anti- Ziege und Immunfluoreszenz gekoppelt mit .
. Technologies
Kaninchen IgG Alexa Fluor® 647
Alexa Fluor® Sekundéarantikdrper fiir FACS-Analysen Lif
ife
647 anti-Maus Ziege und Immunfluoreszenz gekoppelt mit .
Technologies
IgG Alexa Fluor® 647
7.5 Chemikalien

Alle Chemikalien, wenn nicht anders angegeben, wurden bei den Firmen Acros Organics,

AppliChem, Calbiochem, Difco, Invitrogen, Merck, Roth und Sigma mit hochstem
Reinheitsgrad bestellt. Radioaktiv markiertes L-Methionin und L-Cystein (35Schwefel)

wurde von der Firma Hartmann Analytics bezogen.

7.6 Kits, Standards und Enzyme

DNA-Marker 1 kb DNA Ladder (Invitrogen)

DNase-freie RNase A Sigma

dNTPs Stammloésung je 100 mM dATP, dTTP, dCTP, dGTP
(Sigma)

Entwicklerl6sungen Immobilon = Western  Chemiluminescent  HRP
Substrate (Millipore)

Lipofectamine RNAIMAX Life Technologies

M-MLV Reverse Transkriptase Promega

peqGOLD TriFast
Phosphataseinhibitoren

Pfu Polymerase
Pfu-Turbo Polymerase
Proteinaseinhibitoren

Protein-Marker

Qiaquick PCR purification Kit
Restriktionsendonukleasen
RNase-freie DNase

SYBR Green qPCR Master Mix
T4-DNA-Ligase

peqlab (Erlangen)

Sigma, 20 mg/ml gelést in DMSO (1:100 - 1:1000
eingesetzt)

Fermentas

Stratagene

Protease Cocktail (Sigma), 20 mg/ml gelost in
Dimethylsulfoxid (1:1000 eingesetzt)

PageRulerTM Prestained Protein Ladder (Fermentas)
Qiagen

Fermentas und NEB New England Biolabs

Fermentas

Thermo Scientific

Fermentas
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7.7 Puffer und Losungen

Puffer A fiir Ubiquitin-Assays

Puffer B fiir Ubiquitin-Assays

Block-Ldsung fiir WB

Block-Losung fiir IF

Blotting Puffer

Bradford Losung

ChIP-Lysepuffer I (RIPA-Puffer)

ChIP-Lysepuffer I1

6 M Guanidinhydrochlorid

0,1 M Natriumphosphatpuffer, pH 8,0

(240 ml einer 1 M Na;HPO4 mit ca. 10 ml einer 1 M
NaH2PO4auf pH 8,0 eingestellt)

10 mM Imidazol

250 mM Nac(l

0,4 % (v/v) Tween-20

frisch: 20 mM NEM und 20 uM MG-132

25 mM Tris, pH 6,8
20 mM Imidazol

5 % Magermilch
in TBS-T

0,1 % NP-40
5 % FBS
in PBS

20 mM Tris Base
150 mM Glycin
150 ml Methanol
ad. 11 dest. Wasser

8,5 % Phosphorsaure

4,75 % Ethanol

0,01 % Coomassie Brilliant Blue
in dest. Wasser

5 mM PIPES, pH 8
85 mM KCL

0,5 % (v/v) NP-40
in dest. Wasser

10 mM Tris-HCI, pH 7,5
150 mM NaCL

1% (v/v) NP-40

1% DOC

0,1 % SDS

in dest. Wasser
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ChIP-Waschpuffer |

ChIP-Waschpuffer I

ChIP-Waschpuffer III

ChIP-Elutionspuffer

DNA Ladepuffer (6x)

Fixierlosung fiir [F

Glycin Waschpuffer fiir IF

HBS (2x)

Hybridisierungspuffer (2x)

Kristallviolettlosung

Materialien

20 mM Tris-HCI, pH 8,1
150 mM NaCL

2 mM EDTA

0,1 % SDS

1% Triton X 100

in dest. Wasser

20 mM Tris-HCI, pH 8,1
500 mM NaCL

2 mM EDTA

0,1 % SDS

1% Triton X 100

in dest. Wasser

10 mM Tris-HC], pH 8,1
250 mM LiCl

1 mM EDTA

1% DOC

1 % NP-40

in dest. Wasser

1% (w/v) SDS
100 mM NaHCO3
in dest. Wasser

10 mM EDTA, pH 8,0
0,2 % (w/v) Orange G
40 % (w/v) Saccharose
in dest. Wasser

Formaldehyd 3,7% in PBS
0,1 M Glycin in PBS

280 mM NacCl

1,5 mM Na;HPO4

50 mM HEPES

in dest. Wasser

200 mM NacCl

100 mM HEPES

in dest. Wasser, pH 7,4

0,1 9% Kristallviolett in dest. Wasser
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Mowiol-Lésung

NP-40 Waschpuffer fiir IF

NP-40-Lysepuffer

PBS

PI-FACS-Puffer

Sammelgel 4%

SDS-Laufpuffer

Stripping Puffer

Materialien

13,3% Mowiol 4-88
33,3% Glycerin
0,13 M Tris, pH 8,5

0,1% NP-40 in PBS

50 mM Tris, pH 8,0
150 mM NacCl

1% (v/v) NP-40
10 mM Na NasP,07
100 mM NaF

2 mM NazVO,4

in dest. Wasser

137 mM NacCl

2,7 mM KCl

10,1 mM NazHPO4
1,76 mM KH2PO4
in dest. Wasser

38 mM Natriumcitrat
54 uM Propidiumiodid
24 pg/ml RNase A

in dest. Wasser

4 % Acryalamid/Bisacrylamid
125 mM Tris-HCI, pH 6,8

0,1 % SDS

0,1 % APS

0,1 % TEMED

in dest. Wasser

25 mM Tris-Base
250 mM Glycin
0,1 % SDS

in dest. Wasser

62,5 mM Tris pH 6,7

2 % SDS

0,7 % f3-Mercaptoethanol
in dest. Wasser
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SDS-Probenpuffer (3x)

STET-Puffer

TAE (50x)

TBS (-T)

TE

TNN-Puffer

Trenngel 10 - 15 %

Materialien

187,5 mM Tris, pH 6,8
30 % Glycerin

6 % SDS

0,03 % Bromphenolblau
2 M 3-Mercaptoethanol
in dest. Wasser

8 % Sucrose

50 mM EDTA

50 mM Tris pH 8,0
0,5 % Tritron X-100
in dest. Wasser

2 M Tris, pH 8,0
5,7 % Essigsaure
50 mM EDTA

in dest. Wasser

25 mM Tris, pH 7,4
140 mM NacCl

(0,2 % Tween-20)
in dest. Wasser

10 mM Tris, pH 8,0
1 mM EDTA
in dest. Wasser

50 mM Tris, pH 7,5
120 mM NacCl

5 mM EDTA

0,5 % NP-40

10 mM Na4P;07
100 mM NaF

2 mM NazVO,4

10 - 15 % Acrylamid/Bisacrylamid
375 mM Tris, pH 8,8

0,1 % SDS

0,1 % APS

0,1 % TEMED
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7.8 Gebrauchsmaterialien

Alle Gebrauchsmaterialien (z.B. Reaktionsgefafde, Zentrifugenrohrchen oder Zellkultur-

schalen) wurden von den Firmen Applied Biosystems, Eppendorf, Greiner, Nunc, Sarstedt,

Kimberley-Clark und VWR International bezogen.

7.9 Gerate, Membranen und Software
Blottingapparatur Mini Trans-Blot (Bio-Rad)

Mini Wet Blot
Durchflusszytometer BD FACS Canto II (BD Biosciences)
Entwicklermaschine LAS-4000 mini (Fujifilm Global)
Filterpapier Gel-Blotting Papier (Schleicher und Schuell)

Fluoreszenzmikroskop
Heizblock

Mikroskop

PCR-Gerat

Photometer

PVDF-Membran
gRT-PCR-Gerat
Schiittelinkubator
SDS-PAGE-Apparatur

Sterilarbeitsbank
Wasserbad
Whatman-Filterpapier
Zellkulturinkubator
Zellzahler

Zentrifugen

http://www.servier.com

Endnote

BD Pathway (BD Biosciences)

Dry Bath System (STARLAB)

Axiovert 40CFL (Zeiss)

Mastercycler pro S (Eppendorf)

Ultrospec 3100 pro UV/Visible (Amersham
Biosciences)

Spektralphotometer NanoDrop 3000 (Thermo
Scientific)

Immobilon-P-Transfer Membrane (Millipore)
Mx3000P (Stratagene)

Model G25 (New Brunswick Scientific)

Minigel (Bio-Rad)

Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad)

HeraSafe (Heraeus)

Julabo 5M-5M Bad/Umwalzthermostat (Julabo)
Gel-Blotting Papier (Schleicher und Schuell)
BBD 6220 (Heraeus)

CASY Zellzahler (Innovatis)

Sorvall RC-5B Zentrifuge (DuPont Instruments)
Zentrifuge 5417R (Eppendorf)

Megafuge 1.0 R mit Cytospineinsidtzen (Heraeus)
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