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1 Einleitung

1.1 Neuroblastom

Krebserkrankungen sind die haufigste Todesursache von Kindern im Alter zwischen einem
und 15 Jahren. In Deutschland werden ca. 1700 Neuerkrankungen pro Jahr registriert.
Im Unterschied zum Erwachsenenalter, in dem 80% der Erkrankungen durch epitheliale
Tumoren der Haut und Schleimhaute (Karzinome) verursacht werden, sind die haufigs-
ten Tumoren im Kindesalter Neoplasien des blutbildenden bzw. Immunsystems und des
zentralen oder peripheren Nervensystems. Im Unterschied zum Erwachsenenalter spielen
exogene Faktoren bei der Pathogenese eine wesentlich geringere Rolle, was eine wirksa-
me Pravention erschwert. Dennoch hat sich die Prognose erkrankter Kinder in den letzten
Jahrzehnten durch standardisierte Behandlung gemaB Studienprotokollen an Zentren er-
heblich verbessert. Allerdings sterben in Deutschland immer noch etwa 400 Kinder pro
Jahr an malignen Neubildungen (Deutsches Kinderkrebsregister).

Das Neuroblastom ist eine maligne Neoplasie, die aus Vorlauferzellen des sympathischen
Nervensystems entsteht und hauptséachlich im friihen Kindesalter auftritt. Im Gegensatz zu
anderen Malignomen kdnnen sich metastasierte Tumore auch ohne Behandlung zurick-
bilden, allerdings verlaufen viele Falle trotz intensiver Therapie und Fortschritten in der Be-
handlung immer noch tédlich. Diese groBe Diskrepanz wirft einerseits die Frage auf, was
der Unterschied zwischen der aggressiveren und der harmloseren Form ist, andererseits
zeigt sie aber auch die Notwendigkeit auf, fur die fatalen Verlaufe bessere Therapeutika
zu entwickeln.

Das Neuroblastom ist die haufigste extrakranielle solide maligne Neoplasie der Kindheit
(7% aller kindlichen malignen Neoplasien) und ist fir 10% aller Todesfalle auf Grund von
Krebs im Kindesalter verantwortlich (Park et al., 2013). Die 1-Jahres-Inzidenz betragt in
Deutschland 13,4 neuerkrankte Kinder pro 1 Million Kinder unter 15 Jahren, wobei der
Median des Zeitpunkts der Erstdiagnose bei einem Alter von 14 Monaten liegt. 79% der
erkrankten Kinder sind fanf Jahre nach Erstdiagnose noch am Leben (Deutsches Kinder-
krebsregister).

Durch die Entstehung aus Vorlauferzellen des sympathischen Nervensystems kénnen die
Tumoren in sehr vielfaltigen Lokalisationen auftreten. Typisch ist jedoch die Entstehung im
Nebennierenmark oder im sympathischen Grenzstrang. Die resultierenden Tumoren préa-
sentieren sich als Massenlasionen im Halsbereich, Thorax, Abdomen oder Becken, wobei
in der Halfte der Falle zum Zeitpunkt der Diagnose schon Metastasen vorhanden sind
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(Maris, 2010). Es existiereren zwei Klassifikationssysteme (International Neuroblastoma
Staging System (INSS, Brodeur et al., 1993) und das System der International Neuro-
blastoma Risk Group (INRG, Cohn et al., 2009; Monclair et al., 2009), aus denen unter
Zuhilfenahme von verschiedenen Faktoren wie Alter bei Erstdiagnose, genetischen Ab-
errationen, klinisch-chemischen Parametern, histologischen Kriterien und anderen, eine
Einteilung in verschiedene Risikogruppen erfolgen kann. Eine vereinfachte Einteilung in
Hinblick auf die Prognose nach Krankheitsmuster, Tumorgenomik und Behandlung ist in
Tabelle 1 dargestellt (Maris, 2010).

Variable Prognostische Kategorie
Niedrigrisiko Normalrisiko Hochrisiko Tumorstadium 4S
Krankheits- | Lokalisierter Lokalisierter Tumor mit lo- | Knochenmarks- und Knochen- | Leber- und Hautmeta-
muster Tumor koregiondrem Lymphkno- | metastasen (ausgenommen | stasierung (mit geringem
tenbefall; Knochenmarks- | S&uglinge) Knochenmarksbefall) bei
und Knochenmetastasen Sauglingen
bei Sauglingen
Tumor- Zugewinn ganzer | Zugewinn ganzer Chro- | Segmentale chromosomale Aber- | Zugewinn ganzer Chro-
genomik Chromosomen mosomen rationen mosomen
Therapie Operation Chemotherapie mit gem&- | Hochdosischemotherapie und | Best Supportive Care
Bigter Intensitat; Bestrahlung des Primartumors
Operation und resistenter Metastasen;
myeloablative Therapie mit an-
schlieBender autologer hamato-
poietischer Stamzelltransplanta-
tion;
Isotretinoin mit anti-GD2-Immun-
therapie
Uberlebens- >98 90-95 40 -50 >90
rate (%)

Tabelle 1. Phanotypische und genetische Eigenschaften des Neuroblastoms, der Behandlung und
des Uberlebens geméaB der prognostischen Kategorie

Vereinfachte Darstellung der genannten Eigenschaften des Neuroblastoms gemé&B den prognostischen Ka-
tegorien der Children’s Oncology Group (Maris et al., 2007); die gesamte Tabelle ist ibernommen und
geringfugig abgeéndert von Maris (2010).

Nur 1-2% der Neuroblastome sind familidr und werden autosomal dominant vererbt. In den
meisten Féllen handelt es sich dabei um aktivierende Mutationen in der Tyrosinkinasedo-
mane des anaplastic lymphoma kinase-Gens (ALK). Solche Mutationen sind auch in ca.
einem Zehntel der sporadischen Neuroblastome als somatische Mutationen vorhanden,
hier sind sie mit aggressiveren Verldufen assoziiert (Eng, 2008). Ein kleiner Teil der fami-
lidren Neuroblastome tritt in Verbindung mit morbus Hirschsprung oder dem kongenitalen
Hypoventilationssyndrom auf. Diese Erkrankungen weisen Funktionsverlust bedingende
Mutationen im Homeobox-Gen PHOX2B auf (gesamter Absatz: Mossé et al., 2008).
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Als strukturelle chromosomale Aberration ist die Amplifikation des MYCN-Onkogens schon
lange bekannt und von groBer prognostischer Bedeutung (Kohl et al., 1983; Schwab et al.,
1983; Brodeur et al., 1984; Seeger et al., 1985). Sie ist in 16% der Falle vorhanden und
das 5-Jahres-Gesamtiiberleben mit Amplifikation betragt 34% im Vergleich zu 82% fir
Neuroblastome ohne Amplifikation (Cohn et al., 2009). Die Rolle von MYCN wird in Kapi-
tel 1.2 ausfuhrlich dargestellt. Andere segmentale Veranderungen von Chromosomenab-
schnitten sind bekannt und haben prognostische Konsequenzen, die ursachlichen Gene
sind jedoch nicht eindeutig geklart (cf. Brodeur, 2003, und Park et al., 2013).

Die Mutationsrate in Exons ist, wie in den meisten kindlichen Tumoren, im Vergleich zu
soliden Tumoren des Erwachsenenalters gering und nur wenige wiederkehrende Mutatio-
nen sind vorhanden, der gr6Bte Teil im ALK-Gen (Pugh et al., 2013). Die inaktivierenden
Mutationen im Tumorsuppressorgen TP53 (kodierend fir p53) sind selten (ca. 2%) und
nicht mutationsbedingte Mechanismen wie die zytosolische Hyperubiquitinierung wurden
diskutiert, bleiben jedoch umstritten (cf. Moll et al., 1996, Becker et al., 2007 und Chen
et al., 2007).

In Bezug auf differentielle Expressionsmuster sind vor allem die Mitglieder der Neuro-
trophinrezeptorfamilie zu nennen. Eine hohe Expression von TrkA ist mit einer guten
Prognose verbunden, wohingegen die erhéhte Expression von TrkB und seines Ligan-
den brain derived neurotophic factor (BDNF) prognostisch unglnstig ist. Beide wirken als
Rezeptor-Tyrosin-Kinasen auf Uberleben, Differenzierung und Tumorbildungspotential der
Zelle, ebenso wie auf Angiogenese und Resistenzentstehung im Tumor (Brodeur, 2003).
Die Untersuchung des Expressionsmusters von 157 Genen, die direkt oder indirekt von
N-Myc reguliert werden, erlaubt eine prognostische Aussage unabhangig vom Vorhanden-
sein einer MYCN-Amplifikation. In Tumoren, die keine Amplifikation, jedoch eine positive
Gensignatur besitzen, konnte als Ursache zum Teil eine posttranslationale Stabilisierung
von N-Myc festgestellt werden (Valentijn et al., 2012). Verschiedene andere Expressions-
signaturen sowohl von mRNA als auch von miRNA erlauben ebenfalls eine prognostische
Aussage (cf. Schleiermacher et al., 2014).

Auf Grund der starken Nebenwirkungen der unspezifisch zytotoxischen Chemotherapie
mit Zytostatika und der autologen hamatopoietischen Stammzelltransplantation werden in
der Krebsforschung groBe Anstrengungen unternommen, sogenannte gezielte Therapeu-
tika zu entwickeln, die biologische Besonderheiten der Malignome angreifen und im Ideal-
fall nur fir maligne Zellen schadlich sind. Einen méglichen Angriffspunkt im Neuroblastom
stellt ALK dar (als am haufigsten mutiertes Gen). Einerseits dient die Rezeptor-Tyrosin-
Kinase als Angriffspunkt flr eine Immuntherapie mit monoklonalen Antikérpern, die gegen
die extrazellulare Doméane des Rezeptors gerichtet sind und deren Bindung zur Antikorper-
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abhangigen Zell-vermittelten Zytotoxizitat fihrt (Carpenter et al., 2012). Andererseits stellt
die direkte Hemmung der Kinaseaktivitat einen weiteren Angriffspunkt dar (Mossé et al.,
2013). Als weitere hemmbare Kinase bietet sich TrkB an, deren Uberexpression mit einer
schlechten Prognose verknlpft ist (Zage et al., 2011).

Eine zusétzliche Mdglichkeit der Immuntherapie stellt die Therapie mit Antikbrpern gegen
ein tumorassoziiertes Antigen, das Disialogangliosid GD2, dar. Dieses wird in Neuroblas-
tomen stark und nur sehr gering in gesundem Kérpergewebe exprimiert. Der Antikérper
zeigt in ersten Studien bei Patienten mit verbleibender Resterkrankung nach autologer
Stammezelltransplantation eine gute Wirksamkeit in Kombination mit Isotretinoin und das
Immunsystem modulierenden Substanzen (Yu et al., 2010). Eine weitere vielversprechen-
de Option zur Therapie von Hochrisikokopatienten mit MYCN-Amplifikation stellt die ge-
zielte Unterbindung der N-Myc-Funktion dar, diese wird in Kapitel 1.2.4 dargestellt.

1.2 N-Myc

Das v-myc avian myelocytomatosis viral-related oncogene, neuroblastoma derived (MYCN)
kodiert fir den Transkriptionsfaktor N-Myc und gehért zur MYC-Protoonkogenfamilie. Das
Protoonkogen wurde 1983 als Gen identifiziert, welches Homologien zu zellularem Myc
aufweist und in Neuroblastomen amplifiziert ist (Kohl et al., 1983; Schwab et al., 1983). In
den folgenden Jahren wurde gezeigt, dass die Amplifikation mit fortgeschrittenem Krank-
heitsstadium und ungunstiger Prognose korreliert (Brodeur et al., 1984; Seeger et al.,
1985) und bis heute ist der Amplifikationsstatus von MYCN ein wichtiger biologischer Ri-
sikomarker.

1.2.1 MYC-Protoonkogenfamilie

Die MYC-Protoonkogenfamilie ist eine Familie von Transkriptionsfaktoren, die beim Men-
schen aus den drei Paralogen MYC, MYCN und MYCL1 besteht und vielfaltige physiologi-
sche und pathophysiologische Funktionen austbt. Entdeckt wurde c-Myc (cellular Myc) als
humanes Homolog zum viralen Onkogen v-Myc, das avianen Viren eine transformierende
Wirkung verschafft (Roussel et al., 1979; Sheiness und Bishop, 1979). In den folgenden
Jahren wurde gezeigt, dass auch die menschlichen Gene in Neoplasien von Bedeutung
sind (Dalla-Favera et al., 1982; Shen-Ong et al., 1982; Taub et al., 1982; Alitalo et al.,
1983; Kohl et al., 1983; Schwab et al., 1983; Nau et al., 1985). Spannend ist die Beob-
achtung, dass die MYC-Gene in malignen Neoplasien — im Gegensatz zu vielen anderen
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Onkogenen — weniger durch aktivierende Punktmutationen verandert werden, sondern in
den meisten Fallen die Expression oder die vorhandene Proteinmenge in irgendeiner Wei-
se dereguliert ist (Conacci-Sorrell et al., 2014).

Die Proteinstruktur und einige Doméanen sind hochkonserviert zwischen den drei humanen
Familienmitgliedern (siehe Abbildung 1). In den aminoterminalen Domé&nen befinden sich
die hochkonservierten Myc-Boxen | - IV, die unter anderem Bedeutung fur die transkriptio-
nelle Aktivierung und Reprimierung und die Regulation des Abbaus der Myc-Onkoproteine
besitzen. So erkennt z.B. die E3-Ligase Fbxw7 bestimmte phosphorylierte Aminosauren
in Myc-Box | (genaueres siehe Kapitel 1.2.2) und tragt durch die folgende Ubiquitinie-
rung zum Abbau bei (Welcker et al., 2004a,b; Yada et al., 2004). Die carboxyterminalen
Bereiche sind fir die Interaktion mit Max und Miz-1 und die DNA-Bindung des Transkripti-
onsfaktors entscheidend.

MB | MB I MB Il MBIV NLS BR HLH LZ
c-Myc
| - - ™ o N s N R A
2 3 83 83 g 2898 88 2 8
~ - — N MMM "M M < <
MB | MB I MB Il MBIV NLS BR HLH LZ
N-Myc
| - = ™ = B e R
(Y] ™ o [(o] O N~ [} DO O N N~ N
M = & =1 5> 838 83 3 ¢
MB | MB I MB IV BR HLH LZ
- e e ]
n [s0] o ~— -~ N 0 N~ o
AN © 2 & & 2 PER

Abbildung 1. Schematische Darstellung der Genprodukte der MYC-Onkogenfamilie

Die Struktur der Onkoproteine c-Myc (Isoform 2, p64), N-Myc (Isoform 1, p67) und L-Myc (Isoform 1) sind
mit den einzelnen konservierten Bereichen (farbig) dargestellt: Myc-Box (MB) I, Il (Grandori et al., 2000),
[l (Herbst et al., 2005) und IV (Cowling et al., 2006), Kernlokalisierungssignal (nuclear localisation signal,
NLS), basische Region (BR), Helix-Loop-Helix-Motiv (HLH) und Leuzin-Zipper (LZ); entnommen aus Otto
(2008).

Die Funktion der Myc-Proteine besteht in der Verarbeitung verschiedener intra- und extra-
zellularer Signale zu einer transkriptionellen Antwort, die die Regulation von Wachstum,
Proliferation, Differenzierung, Uberleben und Stammzelleigenschaften der Zelle zur Folge
haben kann (Conacci-Sorrell et al., 2014). Dabei wird die Menge und Aktivitat des Tran-
skriptionsfaktors bei jedem Schritt von der Transkription bis zum Protein intensiv reguliert.
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1.2.2 Regulation der MYCN-Funktion

Die Regulation der Menge von N-Myc findet auf verschiedenen Ebenen statt. So kann
die Genexpression von MYCN durch aktivierte Signaltransduktionskaskaden erhéht wer-
den (cf. z.B. Hatton et al., 2006) oder der Abbau der zugehdrigen mRNA gehemmt wer-
den. Von besonderer Bedeutung ist die Regulation der Proteinstabilitat Gber verschiedene
Phosphorylierungssignale. Die im Folgenden detaillierter beschriebenen Prozesse werden
in Abbildung 2 zusammengefasst.

Erstens spielt fir die Menge an vorhandenem Protein die Regulation der Stabilitat der
MRNA eine entscheidende Rolle. Sowohl das neuronenspezifische Protein HuD als auch
die E3-Ubiquitin-Ligase Mdm2, die insbesondere als negativer Regulator der p53-Funktion
bekannt ist, kbnnen Gber die Bindung AU-reicher Sequenzen in dem 3’-UTR (untranslated
region) der MYCN-mRNA diese stabilisieren und damit die Menge an hergestelltem Pro-
tein beeinflussen (Manohar et al., 2002; Gu et al., 2012).

Zweitens ist fur die vorhandene Proteinmenge das MaB des Proteinabbaus von entschei-
dender Bedeutung. Die Myc-Proteine werden mit Hilfe des Ubiquitin-Proteasom-Systems
abgebaut (Ciechanover et al., 1991). Dabei sind die Phosphorylierungen, die den Abbau
vorbereiten, insbesondere bei N-Myc von der Zellzyklusphase abhangig, in der die jewei-
lige Zelle sich befindet. Die Phosphorylierung an Serin 62 (S62) von c-Myc kann von ver-
schiedenen Kinasen Ubernommen werden, bei N-Myc ist jedoch nur der Cdk1/ZyklinB1-
oder Cdk1/ZyklinA-Komplex wahrend der Mitose dafiir verantwortlich (Sears, 2004; Bachi-
reddy et al., 2005; Sjostrom et al., 2005).
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Abbildung 2. Regulationsmechanismen der MYCN-Genfunktion
Schematische Darstellung der Regulation der N-Myc-Funktion auf mRNA- und Proteinebene; nicht gezeigt
ist die Ubiquitinierung durch Huwe1; Ub = Ubiquitin.
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Diese Phosphorylierung schafft die Voraussetzung daflr, dass N-Myc durch Gsk3f3 er-
kannt und an Threonin 58 (T58) phosphoryliert wird (Kenney et al., 2004). Die phospho-
rylierte Proteinsequenz wird von der E3-Ubiquitinligase Fboxw7 gebunden, die die Ubiqui-
tinierung von c-Myc und N-Myc und damit den Abbau Uber das Proteasom veranlasst
(Welcker et al., 2004b; Yada et al., 2004). Bei c-Myc sind die Isomerase Pin1 und die
Proteinphosphatase 2A (Pp2a) dafiir zustéandig die Phosphorylierung an S62 zu entfernen
und damit die Bindung von Fbxw7 zu erméglichen (Arnold und Sears, 2006). Fir N-Myc ist
dieser Mechanismus fraglich, da die Inhibition von Pp2a eine Destabilisierung von N-Myc
zur Folge hat (Sjostrom et al., 2005). Weshalb die Regulation der Fbxw7-vermittelten Ubi-
quitinierung und des anschlieBenden Abbaus im Proteasom trotz identischer Sequenzen
der Myc-Box | diese Unterschiede aufweist, ist nicht geklart.

Auch die E3-Ubiquitinligase Huwe1 kann N-Myc ubiquitinieren und damit den Abbau ver-
anlassen (Zhao et al., 2008). Beide genannten E3-Ligasen sind damit von entscheidender
Bedeutung flir die Differenzierung neuronaler Progenitorzellen zu terminalen Nervenzel-
len, da N-Myc diesen Prozess hemmt (Sjostrom et al., 2005; Zhao et al., 2008). Eine
weitere bekannte E3-Ligase von N-Myc ist Truss (Choi et al., 2010).

Far die Serin-/Threonin-Kinase Aurora-A konnte im MYCN-amplifizierten Neuroblastom
eine entscheidende Rolle fir die Stabilisierung von N-Myc und die Inhibition des Fboxw7-
vermittelten Abbaus durch das Proteasom nachgewiesen werden (Otto et al., 2009; Brock-
mann et al., 2013). Die genaueren Mechanismen und deren Bedeutung werden in Kapitel
1.3 dargelegt. Ob weitere Proteine an der Regulation der Stabilitdt von N-Myc beteiligt
sind, ist bisher nicht geklart. Eine mégliche Klasse von Proteinen stellen die deubiquiti-
nierenden Enzyme (Dubs) dar, die das angehangte Ubiquitinsignal und damit die weitere
Prozessierung des Proteins beeinflussen (siehe Kapitel 1.4).

1.2.3 Physiologische und pathophysiologische Funktion von MYCN

Die physiologischen und pathophysiologischen Funktionen von N-Myc als Transkriptions-
faktor mit einer groBen Anzahl an Zielgenen sind vielféltig. Die beiden anschaulichsten Be-
lege hierfur sind einerseits der schon im Embryonalstadium letale knock out in der Maus
mit Fehlbildungen des peripheren und zentralen Nervensystems, des Herzens, der Urnie-
re, der Lunge, des Magens und der Extremitatenknospen, andererseits die Entstehung
von Neuroblastomen in Mausen, die N-Myc in Zellen der Neuralleiste exogen exprimieren
(Charron et al., 1992; Stanton et al., 1992; Sawai et al., 1993; Weiss et al., 1997). Auch im
Menschen spielt MYCN in der Entwicklung eine wichtige Rolle, so ist das durch verschie-
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dene Fehlbildungen charakterisierte und autosomal-dominant vererbte Feingold-Syndrom
auf eine Haploinsuffizienz des Gens zuriickzuflhren (van Bokhoven et al., 2005). Abbil-
dung 3 fasst die verschiedenen Genfunktionen und die beteiligten Mitspieler zusammen.
Fir die Erlauterung der einzelnen Mechanismen sei z.B. auf Huang und Weiss (2013)
verwiesen. Da der Einfluss von N-Myc auf die Differenzierung und Proliferation von Zellen
aber von besonderer Bedeutung fir die vorliegende Arbeit ist, sollen diese beiden Aspekte

im Folgenden besprochen werden.
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Abbildung 3. Biologische Funktionen von N-Myc

H-Twist

_> p53

Tp53Inp
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1.2.3.1 Einfluss von MYCN auf Differenzierung und Pluripotenz

MYCN inhibiert die Differenzierung von neuronalen Vorlauferzellen ebenso wie die von
Neuroblastomzelllinien (Knoepfler et al., 2002; Kang et al., 2006; Nara et al., 2007; Lo-
ven et al., 2010; Henriksen et al., 2011). Bekraftigt wird dieser Zusammenhang durch die
Beobachtung, dass die N-Myc-Level im Laufe der Differenzierung von neuronalen Zellen
abnehmen (Zimmerman et al., 1986; Matsumoto et al., 1989). Desweiteren geht bei der
durch Retinsdure induzierten Differenzierung von MYCN-amplifizierten Neuroblastomzelll-
linien den Veranderungen des Zellzyklus und der morphologischen Ausdifferenzierung die
Abnahme der MYCN-Expression und der Proteinlevel voraus (Thiele et al., 1985).

Die erhdhte Wahrscheinlichkeit zur Ausdifferenzierung von neuronalen Progenitorzellen
mit niedriger oder fehlender MYCN-Expression wird auf die angehobenen Level des Cdk-
Inhibitors p27Kip1 zurlickgeflihrt, der von der E3-Ubiquitin-Ligase Skp2 zum Abbau mar-
kiert wird, deren Transkription wiederum durch N-Myc (indirekt) aktiviert wird (Casaccia-
Bonnefil et al., 1997; Knoepfler et al., 2002; Muth et al., 2010). Auch die direkte Tran-
skriptionshemmung von Genen, die fir die Differenzierung wichtig sind, wie Tg2 und Cd-
ki5, tragt zu der die Differenzierung blockierenden Wirkung von N-Myc bei (Liu et al.,
2007; Valli et al., 2012). Hierbei spielt auBerdem die Unterstltzung eines stammzellédhn-
lichen und damit der Ausdifferenzierung entgegengesetzten Status der Zellen eine Rolle.
So kann MYC in der Reprogrammierung von Fibroblasten zu induced pluripotent stem
cells (iPS-Zellen) durch MYCN ersetzt werden (Nakagawa et al., 2010). Die Deletion von
MYC und MYCN in embryonalen Stammzellen fuhrt zur Differenzierung dieser Zellen,
was durch exogene Expression eines der beiden Faktoren verhindert werden kann (Smith
et al., 2010; Varlakhanova et al., 2010).

Mechanistisch erhdht N-Myc unter anderem die Expression verschiedener Gene, die far
die Aufrechterhaltung der Selbsterneuerung und der Pluripotenz wichtig sind (Cotterman
und Knoepfler, 2009; Ochiai et al., 2010; Huang et al., 2011a). Eines davon ist Bmi1, ein
Bestandteil des Prc1, das als direktes Zielgen von N-Myc (und c-Myc) in der Neuroblasto-
mentstehung eine wichtige Rolle spielt: einerseits durch Beschleunigung des Abbaus von
p53, andererseits durch Hemmung der Expression von Fbxw7, was einen verminderten
Abbau von Zyklin E und N-Myc bewirkt. Bmi1 tragt Gber die erhéhten Zyklin E-Level und
die gleichzeitige Hemmung der p53-abhangigen Apoptose zur Aufrechterhaltung der Proli-
feration und der Hemmung der Differenzierung bei (gesamter Absatz Huang et al., 2011a;
Mao et al., 2012; Calao et al., 2013).

Zusammenfassend spielt N-Myc also eine entscheidende Rolle in Bezug auf die Aufrecht-
erhaltung eines stammzelldhnlichen Status und die Inhibition der Differenzierung von neu-
ronalen Vorlauferzellen und Neuroblastomzellen.
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1.2.3.2 Einfluss von MYCN auf Zellproliferation und Regulation des Zellzyklus

Ein entscheidender Selektionsvorteil fir die Entstehung maligner Neoplasien ist die er-
héhte Proliferationsrate, welche MYCN durch ein forciertes Voranschreiten im Zellzyklus
erreicht. So arretieren MYCN-amplifizierte Neuroblastomzellen nicht in der G1-Phase als
Antwort auf DNA-Schéden. Das erreichen sie bei intaktem p53 wahrscheinlich durch ver-
minderte Expression von Tp53inp1 und erhéhte Expression von Cdk4 und Skp2. Hieraus
resultiert eine Hemmung bzw. der Abbau von p21, einem Inhibitor von Cdk2, dessen Ak-
tivitat fir den G1/S-Ubergang benétigt wird (gesamter Absatz Huang und Weiss, 2013).
Zusatzlich ist gezeigt worden, dass die Depletion von N-Myc — ebenso wie die Depleti-
on oder Inhibition von Aurora-A — einen Anstieg der p21-Level bewirkt (Otto et al., 2009;
Brockmann et al., 2013).

Bei der gezielten Deletion von MYCN im Nervensystem von Mausen ist die Proliferation
neuronaler Vorlauferzellen eingeschrankt und es wurden eine verminderte Expression von
Zyklin D2 und erhdhte Konzentrationen der Cdk-Inhibitoren p18ink4c und p27Kip1 beob-
achtet, eine Konstellation, die eine Hemmung des Voranschreiten im Zellzyklus bewirkt
(Knoepfler et al., 2002).

Desweiteren reprimiert N-Myc direkt die Expression antiproliferativer Proteine wie Dick-
kopf-1 und CdkI5 oder bewirkt indirekt Uber die Expression von Id2 die Inaktivierung des
Rb-Proteins (lavarone et al., 1994; Lasorella et al., 2000, 2002; Koppen et al., 2007a;
Valli et al., 2012). Andere Zielgene von N-Myc, die die Proliferation vorantreiben, sind das
neuronal leucine-rich protein-1, der Transkriptionsfaktor B-Myb und die Mcm-Gene, die ei-
ne wichtige Rolle wahrend der DNA-Replikation spielen (Raschella et al., 1999; Koppen
et al., 2007b; Hossain et al., 2008; Gualdrini et al., 2010). So tbt N-Myc auf verschiedenen
Wegen einen Einfluss auf die Proliferation von Zellen aus. Der Verlust der physiologischen
Regulation von MYCN z.B. durch Genamplifikation kann dementsprechend zu unkontrol-
lierter Zellproliferation fihren, einem wichtigen Charakteristikum maligner Neoplasien.
Zusatzlich beeinflusst der Transkriptionsfaktor die Regulation des Tumorsuppressors p53.
Sowohl die Expression von p53 als auch die der zugehérigen E3-Ubiquitin-Ligase Mdm2
werden direkt durch N-Myc aktiviert (Slack et al., 2005; Chen et al., 2010). Gleichzeitig
aktiviert p53 die Expression seines Inhibitors Mdm2, der auBerdem die MYCN-mRNA sta-
bilisiert (Gu et al., 2012). Folglich beeinflussen sich die drei Proteine auf verschiedene
Weise, dennoch ist die Rolle von MYCN in Hinblick auf die Apoptose bis jetzt nicht befrie-
digend verstanden.
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1.2.3.3 N-Myc und Tumorentstehung

Viele der oben genannten Funktionen von MYCN tragen zur Entstehung bésartiger Gewe-
beneubildungen bei. In Uberexpressionsexperimenten in Rattenfibroblasten kann N-Myc
— analog zu c-Myc — deren Transformation bewirken (Schwab et al., 1985; Yancopoulos
et al., 1985). Die in vivo-Entstehung von Neuroblastomen (z.T. mit Metastasen) durch
MYCN-Expression in Zellen der Neuralleiste ist ein starker Hinweis auf einen kausalen
Zusammenhang zwischen der Uberexpression des Gens und der Tumorentstehung. Die
im Mausmodell relativ lange Latenzzeit bis zur Entstehung der Tumore und die auf dem
Weg dorthin erworbenen genetischen Lasionen sprechen dafiir, dass N-Myc als Wegbe-
reiter dient (Weiss et al., 1997). In vitro bewirkt die Expressionshemmung von MYCN mit
Hilfe von antisense-Oligonukleotiden in Neuroblastomzelllinien mit Amplifikation des Gens
eine Wachstumshemmung (Galderisi et al., 1999). Das bedeutet, dass N-Myc Uber die
Tumorentstehung hinaus ebenso bei der Aufrechterhaltung des Malignomwachstums eine
Rolle spielt. Dieses Wissen macht die Inhibition der MYCN-Genfunktion zu einem vielver-
sprechenden Ansatz in der Therapie des MYCN-amplifizierten Neuroblastoms.

1.2.4 Méglichkeiten der therapeutischen Inaktivierung von N-Myc

Die direkte Inhibition der Myc-Onkogene schien lange Zeit nicht méglich, molekularbiolo-
gisch und auch (vor allem in Bezug auf c-Myc) aus Angst vor starken Nebenwirkungen.
Dennoch existiert seit einiger Zeit eine dominant negative Mutante von c-Myc (Omomyc),
deren Expression im Mausmodell Ras getriebener Lungentumore sehr gute Wirksamkeit
bei akzeptabler Vertraglichkeit zeigt (Soucek et al., 2008, 2013). Es wurde gezeigt, dass
Omomyc die Bildung von Myc/Max-Heterodimeren verhindert und damit die Transaktivie-
rung von Zielgenen unterbindet (Soucek et al., 2002). Die Frage der praktischen Umset-
zung dieser Therapie im Menschen ist jedoch noch nicht gelést. Die Erfolge von Omo-
myc haben dazu gefliihrt, dass die Suche nach pharmazeutischen Hemmstoffen der N-
Myc/Max-Heterodimerisierung mit Hochdruck betrieben wurde. Fir den Wirkstoff 10058-
F4 wurde gezeigt, dass er zumindest eine moderate Verbesserung des Uberlebens im
Mausmodell bewirkt (Zirath et al., 2013).

Ein weiteres mdgliches Ziel stellt die Hemmung MYC-Transkription dar. Die MYC-Transkrip-
tion wird unter anderem durch Chromatinmodifikationen beeinflusst. Ein siRNA-Screen ge-
gen Chromatin-modifizierende Proteine in einem Mausmodell fir akute myeloische Leuk-
amie identifizierte das Bromodomanen-Protein Brd4 als therapeutisches Ziel. Die Inhibiti-
on von Brd4 flhrte zur verminderten Expression von MYC und seinen Zielgenen (Zuber

11



1 Einleitung

et al., 2011). Analog dazu konnte die Wirksamkeit des Brd4-Inhibitors JQ1 auch in MYCN-
amplifizierten Neuroblastomen in vitro und im Mausmodell gezeigt werden (Puissant et al.,
2013).

Mit Hilfe von RNAI-Screens wurden verschiedene Kandidaten identifiziert, deren Depletion
einen synthetisch letalen Effekt mit der MYCN-Amplifikation im Neuroblastom hat. Dazu
gehdrt neben Aurora-A (siehe unten) und Cdk2 (Depletion fihrt zur p53-abhéangigen Apop-
tose in MYCN-amplifizierten Neuroblastomen) die fur die DNA-Reparatur wichtige Kinase
Chk1 (Otto et al., 2009; Molenaar et al., 2009; Cole et al., 2011). Die Expression von
MYCN verursacht eine Erh6hung des replikativen Stress in der Zelle und erhéht damit die
Notwendigkeit der Funktion von Chk1 (Dominguez-Sola et al., 2007). Im Mausmodell fir
MYCN-amplifizierte Neuroblastome verursacht der Chk1-Inhibitor CCT244747 eine deut-
liche Reduktion der TumorgréBe (Walton et al., 2012).

Auch die Destabilisierung der Myc-Proteine scheint ein moglicher Mechanismus der the-
rapeutischen Inaktivierung zu sein. Die Phosphorylierung an T58 durch Gsk3f3 ist ein
N-Myc destabilisierendes Signal (siehe Kapitel 1.2.2). Die Aktivitat von Gsk3[3 wird durch
den PI3-Kinase-Akt-Signalweg inhibiert, weshalb eine Hemmung der PI3-Kinase eine er-
héhte Phosphorylierung von N-Myc und damit Destabilisierung zur Folge hat (Cross et al.,
1995; Dudek et al., 1997; Chesler et al., 2006). Deshalb stellt die Inhibition dieses Signal-
weges an verschiedenen Stellen ein Erfolg versprechendes Ziel im MYCN-amplifizierten
Neuroblastom dar. Sowohl im Mausmodell als auch in ersten klinischen Studien zeigen
verschiedene Inhibitoren therapeutische Wirkung (Chesler et al., 2006; Chanthery et al.,
2012; Gore et al., 2013). Ein weiterer wichtiger Angriffspunkt ist die Hemmung der Interak-
tion von N-Myc und Aurora-A, die zu einer Destabilisierung von N-Myc fiihrt. Diese Desta-
bilisierung bewirkt sowohl in vitro als auch im Mausmodell eine Proliferationshemmung von
MYCN-amplifizierten Neuroblastomen (Brockmann et al., 2013). Im Moment befindet sich
der daflir verwendete Aurora-A-Inhibitor MLN8237 in Phase II-Studien (NCT01154816,
siehe auch Kapitel 1.3.3).

SchlieBlich stellt die Inhibition der Expression von MYCN einen méglichen therapeutischen
Angriffspunkt dar. 13-cis-Retinsaure ist das einzige auf die Hemmung der MYCN-Funktion
abzielende Therapeutikum, das in der klinischen Therapie des Neuroblastoms fest eta-
bliert ist (Matthay et al., 2009). Es ist gezeigt worden, dass durch die Behandlung mit
Retinsaure die Expression des MYCN-Gens gehemmt wird und dieser Vorgang einer
morphologischen Differenzierung oder Veréanderungen im Zellzyklus vorausgeht (Thiele
et al., 1985). Das spricht daflir, dass die verminderte MYCN-Expression ein entscheiden-
der Punkt der Retinsdure-Therapie ist.

12
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Einen weiteren moglichen Angriffspunkt zur Senkung der MYCN-Expression stellt Lin28b
dar. Dessen Uberexpression im Mausmodell verursacht die Entstehung von Neuroblasto-
men mit hohen N-Myc-Leveln. Dies wird Uber die Inhibition der Expression von let7 miR-
NA vermittelt, die wiederum die mMRNA von MYCN stabilisiert. Die Intervention in diesem
Signalweg stellt einen méglichen Angriffspunkt fir die Therapie MYCN-amplifizierter Neu-
roblastome dar, da durch den shRNA vermittelten knock down von Lin28b die vorhandene
Menge an N-Myc gesenkt werden konnte (Molenaar et al., 2012).

1.3 Aurora-A

Die Familie der Aurora-Kinasen gehért zu den sogenannten mitotischen Kinasen. Hierbei
handelt es sich um Serin-/Threoninkinasen, die verschiedene wichtige Prozesse wahrend
der Zellteilung steuern. Die Aurora-Kinasen sind in vielen Organismen hoch konserviert
und die Familie umfasst beim Menschen drei Mitglieder: Aurora-A, -B und -C. Aurora-A
und -B werden ubiquitér exprimiert und regulieren den geordneten Ablauf des Zellzyklus
von der G2-Phase bis zur Zytokinese. Aurora-C wird hauptséchlich im Hoden exprimiert
und spielt dort in der Spermatogenese eine Rolle (Marumoto et al., 2005). In Abbildung
4 wird eine Ubersicht (iber relevante Proteindomanen von Aurora-A gegeben. Besondere
Bedeutung fir die Aktivitat der Kinase spielt dabei Threonin 288 in der Aktivierungsschlei-
fe, das als Phosphorylierungsstelle dient (siehe Kapitel 1.3.1.2). Fir die Interaktion von
Aurora-A mit N-Myc ist die Konfirmation des DFG-Motivs in diesem Bereich entscheidend
(siehe Kapitel 1.3.3).
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Abbildung 4. Proteindoménen von Aurora-A

Schematische Darstellung wichtiger Proteindomanen von Aurora-A; in der Aminosauresequenz der Akti-
vierungsschleife sind das DFG-Motiv und Threonin 288 rot hervorgehoben; entnommen und geringfligig
abgeéandert aus Otto (2008) nach Carmena und Earnshaw (2003).
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1.3.1 Physiologische Funktion

1.3.1.1 Funktionen in der Mitose

Aurora-A wird vom AURKA-Gen kodiert und sowohl Lokalisation als auch Menge werden
abhangig von der Zellzyklusphase reguliert. So ist die Kinase in der Interphase am Zentro-
som lokalisiert, Menge und Aktivitat steigen dann zum Ende der G2-Phase an, das Protein
lagert sich an der mitotischen Spindel und den Spindelpolen an und wird schlieBlich zum
Ubergang zwischen Ana- und Telophase degradiert (Marumoto et al., 2005).

Aurora-A steuert viele fiir die Mitose relevante Prozesse. So ist es in der spaten G2-Phase
an der sogenannten Reifung der Zentrosomen beteiligt, indem es die verschiedene Pro-
teine fUr die perizentriolare Masse rekrutiert (Hannak et al., 2001; Abe et al., 2006; Mori
et al., 2007; Mahen und Venkitaraman, 2012). Aurora-A ist auch an der Steuerung des
Zeitpunkts des Eintritts in die Mitose beteiligt. Dies geschieht unter anderem Uber die Akti-
vierung des Cdk1/ZyklinB-Komplexes, der Polo-like kinase-1 (Plk1), der Cdk-aktivierenden
Phosphatase cell division cycle 25b (Cdc25b) und durch Interaktion mit der C-terminalen
Domane von breast cancer associated gene 1 (Brcal) und dessen Phosphorylierung (Hi-
rota et al., 2003; Dutertre et al., 2004; Ouchi et al., 2004; Maclrek et al., 2008; Chan
et al., 2008; Brodie und Henderson, 2012). Uber die Phosphorylierung der GTPase Ral-
A aus der Ras-Familie wird zudem die Teilung der Mitochondrien beeinflusst (Lim et al.,
2010; Kashatus et al., 2011).

Desweiteren spielt Aurora-A beim Aufbau und der Kontrolle der bipolaren Spindel eine
Rolle, indem es dazu beitragt, die Funktion des Zentrosoms als das Mikrotubuli organisie-
rende Zentrum (MTOC) zu kontrollieren. Dies geschieht unter Anderem Uber Interaktionen
mit Proteinen aus der TACC-Familie, mit Tpx2, das zur Aktivierung von Aurora-A beitragt
(siehe unten), und durch Phosphorylierung der Proteinphosphatase 1 (Ppp1) und Cenp-A
(Eyers et al., 2003; Kunitoku et al., 2003; Gruss und Vernos, 2004; Barr und Gergely,
2007; Kim et al., 2010).

Die Bedeutung von Aurora-A wird durch die Effekte der Mutation oder Depletion der Kina-
se unterstrichen. Diese bewirken die Bildung abnormal organisierter Pole, die fehlerhafte
Trennung von Zentriolenpaaren, die falsche Anordnung von Chromosomen in der Meta-
phase und eine inkomplette Zytokinese (Glover et al., 1995; Marumoto et al., 2003).

1.3.1.2 Regulation der Aktivitét

Die Regulation der Aktivitdt von Aurora-A findet Uber die Interaktion mit verschiedenen
Partnerproteinen statt. Am intensivsten untersucht ist die Interaktion mit Tpx2 an den
Mikrotubuli, dessen Bindung verursacht eine Konformations&nderung von Aurora-A, die
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die Autophosphorylierung an Threonin 288 (T288) und damit Aktivierung zur Folge hat.
Gleichzeitig schitzt die Konformationsénderung vor der Dephosphorylierung durch Ppp1
und erlaubt Aurora-A-Substraten Zugang zum katalytischen Zentrum (Eyers et al., 2003;
Eyers und Maller, 2004; Xu et al., 2011). Die Phosphorylierung an T288 gilt als Indika-
tor fur die Aktivitat der Kinase und eine fehlende Phosphorylierung kann umgekehrt als
Marker fur eine erfolgreiche pharmazeutische Inhibition der Kinase genutzt werden (Man-
fredi et al., 2007; Scutt et al., 2009). Allerdings besitzt Aurora-A auch durch die alleinige
Bindung von Tpx2 ohne die Phosphorylierung an T288 eine geringe katalytische Aktivitat
(Dodson und Bayliss, 2012). Verschiedene andere Proteine wie die Gerlstproteine Ajuba
und Nedd9 und die Kinasen Pak1 und Limk1 sind ebenfalls als Aktivatoren von Aurora-A
beschrieben (Hirota et al., 2003; Zhao et al., 2005; Pugacheva und Golemis, 2006; Rit-
chey et al., 2012).

Dem entgegengesetzt wirken die Proteinphosphatasen 1 und 9 hemmend auf die Aktivitat
der Kinase, indem sie T288 dephosphorylieren (Francisco et al., 1994; Zeng et al., 2010).
AuBerdem ist in Xenopus laevis eine hemmende Wirkung von Gsk3[3 beschrieben. Dieses
phosphoryliert Aurora-A an S290/291 und daraufhin erfolgt eine inhibitorische Autophos-
phorylierung an S349 (Sarkissian et al., 2004).

Einen weiteren Weg der Inaktivierung stellt der proteasomale Abbau dar, welcher beson-
ders in der spaten Mitose erfolgt (Honda et al., 2000; Fukuda et al., 2005). Der Abbau wird
durch Interaktion mit dem E3-Ligase-Komplex anaphase promoting complex or cyclosome
(Apc/C) vermittelt. Dabei erméglicht eine Dephosphorylierung an S51 durch Pp2a die Bin-
dung der Cdh1-Untereinheit von Apc/C (Honda et al., 2000; Castro et al., 2002; Littlepage
und Ruderman, 2002; Horn et al., 2007). Ebenso kann Aurora-A durch die E3-Ligasen
Chfr und Fbxw?7 flr den Abbau im Proteasom markiert werden (Yu et al., 2005; Kwon
et al., 2012). Zusatzlich tben verschiedene andere Proteine und Signalwege Einfluss auf
die Stabilitdt und Degradation von Aurora-A aus (cf. Nikonova et al., 2013).

So ist die Aktivitat der mitotischen Kinase Aurora-A auf vielfaltige Weise reguliert. Dies
gewahrleistet einen geordneten Ablauf des Zellzyklus und verhindert Fehler, die z.B. die
Entstehung von malignen Neoplasien begtnstigen kdnnen.

1.3.2 Aurora-A in Neoplasien
Die Assoziation von Aurora-A mit malignen Neoplasien folgt aus der Beobachtung, dass

viele Tumoren eine AURKA-Genamplifikation oder eine erhbéhte Expression von mRNA
und Protein aufweisen (Bischoff et al., 1998; Zhou et al., 1998). Diese Uberexpression
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stért die physiologische Funktion verschiedener Prozesse in der Zelle und hat phano-
typisch Uberzéhlige Zentrosomen mit multipolaren Spindeln, Aneuploidie, eine erhéhte
Widerstandsfahigkeit gegentber Apoptose und eine fehlerhafte Funktion der Zellzyklus-
Kontrollpunkte zur Folge (Nikonova et al., 2013).
Zellen mit Uberexpression von Aurora-A arretieren in Folge von DNA-Schaden nicht im
Zellzyklus, sondern durchbrechen mit Hilfe der Aurora-A-Aktivitdt den G2-Kontrollpunkt
(Marumoto et al., 2002). Ahnliches gilt fiir die Taxol-induzierte Apoptose und den durch
Nocodazol verursachten Zellzyklusarrest (Anand et al., 2003; Jiang et al., 2003).
In vitro bewirkt die Aurora-A-Uberexpression in Nagerfibroblasten in vitro eine Transforma-
tion der Zellen, in vivo fihrt sie in Brustdrisen der Maus aber nur zu p53-vermittelter Apop-
tose und milder Hyperplasie der tberlebenden Zellen (Bischoff et al., 1998; Zhou et al.,
1998; Zhang et al., 2004). In Mausen mit p53-Deletion jedoch entstehen préakanzerése La-
sionen, die gleichzeitig erh6hte Seneszenz und p16-Expression aufweisen (Zhang et al.,
2008). Mechanismen, iiber die die Uberexpression von Aurora-A zur Entstehung maligner
Neoplasien beitragt, werden in Abbildung 5 gezeigt. Sie werden in dem zugehdrigen Uber-
sichtsartikel von Nikonova et al. (2013) genauer beschrieben.

MutationeniPolymorphiamen Obsrsorsasiaivon

Transkriptionelle Hochregulation Aurora-A
| Verminderte Degradierung von Aurora-A

Y Y Y Y Y v

Gestorte Zellzyklus- ' 'Hochregulation des Verlust von p53 Unphysiologische Phos-

D lati T kri Fehlerhaft:
eregulation der Transkrip: enernatte Kontrollpunkte Akt/Ral-A- Inaktivierung von ' phorylierung verschiedener

tionsfaktoren Ap-2a, NF-kB Zytokinese

(G2-Kontrollpunkt) Signalwegs p73 Substrate
Vorantreiben von Tumor- Aneuploidie, genomische Potenzierung Erhohter Widerstand
wachstum und Uberleben Instabilitat el on'kqoge— gegen Apoptose
nem Ras

| ' g /
KREBS

Abbildung 5. Bedeutung von Aurora-A in der Entstehung rpaligner Neoplasien

Schematische Darstellung der Mechanismen mittels derer die Uberexpression von Aurora-A die Entstehung
von malignen Neoplasien erleichtern kann; entnommen und geringfliigig abgedndert aus Nikonova et al.
(2013).
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Neben der Stabilisierung von N-Myc im Neuroblastom durch Aurora-A werden auch Ver-
bindungen zu c-Myc hergestellt. So werden bei Uberexpression der Kinase erhéhte c-Myc-
Level festgestellt und umgekehrt fihrt die Depletion von c-Myc zu einem verminderten
onkogenen Potential von Aurora-A (Yang et al., 2004, 2010). Auch die transskriptionel-
le Aktivierung der Expression von Aurora-A durch c-Myc wird beschrieben (den Hollan-
der et al., 2010). AuBerdem bewirkt eine Behandlung von Lebertumor-Zellen mit p53-
Veranderungen mit konformationsverandernden Aurora-A-Inhibitoren, vermittelt durch ei-
ne gestorte Interaktion von Aurora-A mit c-Myc, eine Abnahme der c-Myc-Level (Dauch
et al., 2016).

Dar(iber hinaus leisten die durch fehlerhafte Zellteilung in Zellen mit Aurora-A-Uberexpres-
sion erworbene Tetraploidie und die folgende Instabilitdt der Chromosomen einen Beitrag
zur Entstehung von Malignomen (Marumoto et al., 2005). Insgesamt sind die Mechanis-
men, durch die fehlerhaft reguliertes Aurora-A zur Entstehung maligner Neoplasien beitra-
gen kann, vielféltig und die Inhibition der Funktion von Aurora-A eine berechtigte Strategie
in der Therapie von Malignomen.

Auf Grund der deregulierten Expression von Aurora-A in vielen Malignomen gibt es viel-
zahlige Versuche, Hemmstoffe der Kinase zu entwickeln und diese in der Therapie einzu-
setzen. Die ersten beiden Inhibitoren Hesperadin und ZM447439 wurden 2003 beschrie-
ben (Ditchfield et al., 2003; Hauf et al., 2003). Im Jahr 2012 wurden mehr als 30 Inhibitoren
in klinischen und préklinischen Studien untersucht (Kollareddy et al., 2012). Es existieren
sowohl sogenannte Pan-Aurora-Inhibitoren als auch Hemmstoffe, die selektiver entweder
Aurora-A oder Aurora-B hemmen.

Im MYCN-amplifizierten Neuroblastom kénnte die Wirksamkeit besonders hoch sein, da
hier durch die Inhibition von Aurora-A auch N-Myc destabilisiert wird und so gleichzeitig
zwei flr das Wachstum dieser Zellen essentielle Proteine in ihrer Funktion gehemmt wer-
den. Gleichzeitig kbnnte durch diese erhéhte Wirksamkeit in den Krebszellen mit MYCN-
Amplifikation eine geringere Dosis angewendet werden und so die Nebenwirkungen auf
gesunde Zellen verringert werden. Deshalb soll dieser Ansatz im Folgenden genauer dis-
kutiert werden.

1.3.3 Aurora-A-Inhibition im MYCN-amplifizierten Neuroblastom

Die Aurora-A-Inhibition im MYCN-amplifizierten Neuroblastom wurde und wird in der Ar-
beitsgruppe von Martin Eilers intensiv erforscht. Ergebnis dieser Arbeit sind die beiden
Veroffentlichungen von Otto et al. (2009) und Brockmann et al. (2013). Sofern nicht an-
ders angegeben, stiitzen sich die folgenden Ausfihrungen auf diese beiden Arbeiten.
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Die Depletion von N-Myc mittels shRNA in MYCN-amplifizierten Neuroblastomen hemmt
die Proliferation dieser Zellen — im Gegensatz zu Zellen ohne Amplifikation. Um fir die-
sen proliferativen Effekt von N-Myc verantwortliche Proteine zu finden, wurde ein shRNA-
Screen mit 194 Genen durchgefihrt, die entweder im MYCN-amplifizierten Neuroblastom
verstarkt exprimiert werden oder die zu diesem Zeitpunkt als direkte Myc-Zielgene be-
statigt waren. In dem Screen wurde fiir den knock down von AURKA — wie fir MYCN
— ein antiproliferativer Effekt bevorzugt in Neuroblastomzelllinien mit MYCN-Amplifikation
beobachtet. Das lies auf eine Bedeutung von Aurora-A im MYCN-amplifizierten Neuroblas-
tom schlieBen. Ein weiterer Hinweis war die beobachtete Uberexpression von Aurora-A in
Tumorproben. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass durch N-Myc-Uberexpression die
Expression der Kinase in SH-EP-Zellen induziert wird. Sowohl die Menge an mRNA als
auch an Protein von Aurora-A kann im MYCN-amplifizierten Neuroblastom als unabhan-
giger prognostischer Faktor dienen (Shang et al., 2009). Dabei ist die h6here Expression
jeweils signifikant assoziiert mit einem hohem Risiko, fortgeschrittener Krankheit (Stadium
Il oder IV), prognostisch unglinstiger Histologie, MYCN-Amplifikation, Auftreten eines Re-
zidivs und fiir die mRNA auch mit kiirzerem progressionsfreien Uberleben (ibd.).

Es konnte gezeigt werden, dass die Funktion von Aurora-A in diesem Zusammenhang in
der Stabilisierung von N-Myc durch Hemmung des Fbxw7-vermittelten Abbaus im Pro-
teasom besteht. Es existiert also ein positiver Rickkopplungsmechanismus zwischen der
durch N-Myc erhéhten Expression von Aurora-A und umgekehrt der Stabilisierung des
Transkriptionsfaktors durch die Kinase. Diese Stabilisierung ist bemerkenswerterweise
nicht von der Kinasefunktion von Aurora-A abhangig. AuBerdem wurde gezeigt, dass
Aurora-A sowohl mit Fbxw7 als auch mit N-Myc interagiert, jedoch weniger mit der N-Myc
T58A/S62A-Mutante, welche nicht von Fbxw7 erkannt und ubiquitiniert wird. Die Uberex-
pression von Aurora-A flhrt zur Akkumulation von ubiqutiniertem N-Myc mit Phosphorylie-
rung an T58 und S62. Dabei werden bevorzugt Ubiqutinketten angehéangt, die nicht Gber
Lysin 48 des Ubiquitinmolekiils verbunden sind. Damit markierte Proteine werden weni-
ger effizient im Proteasom abgebaut (Kim et al., 2007). Weiterhin wurde in der MYCN-
amplifizierten Neuroblastomzelllinie IMR-32 gezeigt, dass die Proteinlevel von Aurora-A
und N-Myc im Verlauf des Zellzyklus zur G2/M-Phase hin parallel ansteigen und der Fbxw?7
vermittelte proteasomale Abbau von N-Myc am Ende der Mitose durch Aurora-A verhindert
wird. Gleichzeitig ist bekannt, dass hohe N-Myc-Level die Differenzierung von neuronalen
Vorlauferzellen hemmen (Sjostrom et al., 2005). Aurora-A erhalt so die hohe Expression
von N-Myc, die die Differenzierung der Zellen und den damit verbundenen proliferativen
Arrest verhindert.
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Diese Tatsachen machen die Interaktion der beiden Proteine zu einem potentiellen the-
rapeutischen Angriffspunkt. Wahrend die Hemmung der Kinaseaktivitat mit den meisten
Aurora-A-Inhibitoren keinen Effekt auf die Interaktion mit N-Myc zeigen, existieren Inhi-
bitoren, die eine spezielle Konformationsédnderung der Kinase bewirken und somit die
Interaktion mit dem Transkriptionsfaktor unterbinden. Durch Bindung der beiden Inhibi-
toren MLN8054 und MLN8237 nimmt das DFG-Motiv in der Transaktivierungsschleife
von Aurora-A eine ungewdhnliche ,DFG-up“-Position ein (Dodson et al., 2010; Sloane
et al., 2010). Dadurch wird die Bildung des N-Myc/Aurora-A-Komplexes verhindert. Des-
halb bewirkt inre Anwendung sowohl in vitro eine Destabilisierung von N-Myc als auch im
Mausmodell die Hemmung der N-Myc-abhangigen Transkription, eine Reduktion des Tu-
morvolumens und eine Verbesserung des Gesamtiberlebens. Inzwischen konnte gezeigt
werden, dass Inhibitoren, die eine starkere Konformationsanderung von Aurora-A bewir-
ken, zu einer noch ausgepragteren Abnahme der N-Myc-Mengen fiihren (Gustafson et al.,
2014).

Im Zusammhang mit der Anwendung des Inhibitors konnte gezeigt werden, dass Aurora-A
héchstwahrscheinlich N-Myc vor dem durch Foxw7 vermittelten Abbau wahrend der Mito-
se bewahrt. Die verlangsamte Kinetik der Abnahme der N-Myc-Proteinlevel als Folge der
Aurora-A-Inhibition ist dadurch zu erklaren, dass dafir die Phosphorylierung an T58 und
S62 von N-Myc notwendig ist und diese nur im Verlauf der Mitose stattfindet. Zusatzlich
fihren die verringerten N-Myc-Level zu einer erhdhten Expression des Zellzyklusinhibitors
p21. Dieser bewirkt einen Zellzyklusarrest in der G1-Phase, wohingegen die Inhibition von
Aurora-A eine Akkumulation von Zellen in der G2-Phase verursacht. Insgesamt bewirkt die
Behandlung von MYCN-amplifizierten Neuroblastomzelllinien mit MLN8054 und MLN8237
also eine Hemmung kritischer onkogener Funktionen von N-Myc, indem die Interaktion der
beiden unterbunden wird.

Der genaue Mechanismus, Uber den die Stabilisierung von N-Myc und die Aufrechter-
haltung der Funktion des Transkriptionsfaktors durch Aurora-A stattfindet, ist bisher nicht
geklart. Dieses Verstandnis ware jedoch wichtig fir gezielte Anwendung und Verbesse-
rung der Therapie und fir die Frage, ob der Mechanismus auch in anderen Tumorentita-
ten einen therapeutischen Angriffspunkt darstellt. So besitzen z.B. neuroendokrine Pro-
statakarzinome, eine seltene und prognostisch unglnstige Untergruppe der Prostatama-
lignome, haufig eine Amplifikation von Aurora-A und N-Myc mit prognostischer Relevanz.
Diese Konstellation macht sie zumindest in vitro und in Xenograft-Modellen empfanglich
flr eine Therapie mit Aurora-A-Inhibitoren (Beltran et al., 2011; Mosquera et al., 2013).
Es gibt theoretisch mindestens zwei Méglichkeiten, auf welchem Weg Aurora-A den Ab-
bau im Proteasom verhindern kénnte. Entweder rekrutiert es Proteine zu N-Myc, die das
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angehangte Ubiquitinsignal und damit den Abbau beeinflussen oder es verhindert durch
seine Bindung an N-Myc die Interaktion mit anderen Proteinen, die unter physiologischen
Umstanden den Abbau von N-Myc veranlassen. Ein schematischer Uberblick (iber die
beiden genannten Mechanismen wird in Abbildung 6 gegeben. Die genauere Charakteri-
sierung dieser Interaktion zwischen Aurora-A und N-Myc soll — wegen der Relevanz ihres
Verstandnisses fir die Therapie — Thema dieser Arbeit sein (siehe Kapitel 1.5).

Abbildung 6. Mégliche Mechanismen der Stabilisierung von N-Myc durch Aurora-A

Schematische Darstellung der zwei im Text erlauterten Mdglichkeiten der Stabilisierung des an T58 und
S62 phosphorylierten N-Myc durch die Bindung von Aurora-A. Im oberen Teil verhindert Aurora-A durch die
Bindung an die Pseudosubstratbindungsstelle in Myc-Box | die Bindung von Fbxw7 und damit die Ubiqui-
tinierung und den daraus resultierenden Abbau. Im unteren Teil rekrutiert Aurora-A eine Usp (z.B. Usp7
oder Usp11), die die Ubiquitinkette an N-Myc entfernt und somit ebenfalls die proteasomale Degradation
verhindert.

1.4 Deubiquitinierende Enzyme

Ein mdglicher Mechanismus Uber den Aurora-A die Stabilitdt von N-Myc beeinflussen
konnte, ist die Rekrutierung von Enzymen, die die Zusammensetzung des angehang-
ten Ubiquitinsignal beeinflussen und somit die Effizienz des Abbaus im Proteasom beein-
flussen (siehe oben). Eine wichtige Gruppe an Proteinen, die in der Lage sind Ubiquitin-
Signale zu verandern, sind die sogenannten deubiquitinierenden Enzyme (Dubs). Knapp
100 dieser Proteasen mit Ubiquitin-Bindungsdoméanen sind im menschlichen Genom ko-
diert. Die gréBte Familie bilden die Ubiquitin-spezifischen Proteasen (Usps), die eine Usp-
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Doméane gemeinsam haben, die zwei stark konservierte Motive enthélt, die sogenann-
te Cys- und His-Box (Nijman et al., 2005). Dubs katalysieren den Prozess der Deubi-
quitinierung. Sie besitzen deshalb sowohl Bedeutung in der Verarbeitung von Ubiquitin-
Vorlaufern, als auch in der Veranderung und dem Entfernen degradativer und nichtde-
gradativer Ubiquitinsignale (Komander et al., 2009). AuBerdem spielen sie in malignen
Neoplasien sowohl als Onkogen als auch als Tumorsuppressor eine bedeutende Rolle,
die therapeutisch interessant ist (Fraile et al., 2012).

Um herauszufinden, welche Dubs die Stabilitdt von N-Myc beeinflussen kénnen, wurde
die Auswirkung der siRNA-vermittelte Depletion von jeweils einer Protease auf die N-Myc-
Proteinlevel in SH-EP-Zellen mit stabil exprimiertem N-Myc gemessen (Anne Carstensen).
Dabei hat die Depletion von Usp7, Usp17, Usp37, Usp39 und Psmd14 die N-Myc Level
in zwei biologischen Replikaten jeweils eindeutig reduziert (mit mindestens zwei von vier
angewendeten siRNAs). AuBerdem wurde eine massenspektrometrische Analyse von mit-
tels Immunpréazipitation aus Zellextrakten gewonnenen N-Myc-Proteinkomplexen durchge-
fihrt, um interagierende Proteine von N-Myc zu identifizieren (Anne Carstensen). Von den
siRNA-Screen-Hits wurde als neues mit N-Myc interagierendes Dub nur Usp7 identifiziert.
Zusatzlich ist aus einer anderen massenspektrometrischen Analyse die Interaktion von
Usp11 und N-Myc bekannt (Choi et al., 2010). Diese wurde mittels Immunpréazipitation
validiert (Markus Brockmann). Folglich kdnnten sowohl Usp11 als auch Usp7 an der Re-
gulation der Stabilitdt von N-Myc beteiligt sein.
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

Trotz Fortschritten in der Therapie ist die Diagnose eines MYCN-amplifizierten Neuroblas-
toms immer noch mit einer schlechten Prognose verbunden. Zusétzlich ist der Einsatz von
DNA-schadigenden Chemotherapeutika bei Kindern, auf Grund der noch sehr langen Le-
bensspanne, immer mit einem hohen Risiko fur ein Zweitmalignom verbunden. Dies zeigt
die Notwendigkeit, gezielter wirksame Therapeutika zu entwickeln.

Eine in vitro und im Mausmodell untersuchte vielversprechende Mdéglichkeit stellt die Hem-
mung von Aurora-A mit einer speziellen Inhibitorklasse dar, die die Interaktion der Kinase
mit N-Myc verhindert und zur proteasomalen Degradation des Transkriptionsfaktors fuhrt.
Leider ist der Mechanismus der Interaktion, Gber den Aurora-A N-Myc stabilisiert, bisher
nicht verstanden. Dies ware jedoch von Vorteil fur die Entwicklung potenterer Wirkstoffe
und die Ubertragung des Wirkprinzips auf die Behandlung anderer Malignome. Deshalb
hat die vorliegende Arbeit zum Ziel, das Wissen Uber die Mechanismen dieser Interaktion
Zu erweitern.

Dabei kdnnten deubiquitinierende Enzyme von entscheidender Bedeutung sein. Eine durch
Aurora-A vermittelte Rekrutierung von deubiquitinierenden Enzymen zu N-Myc kénnte
durch deren enzymatische Aktivitat die Stabilitdt von N-Myc beeinflussen. So kdnnte die
Entfernung von Ubiquitinsignalen, die zum Abbau flhren, eine Stabilisierung bewirken.
Sowohl fir Usp7 als auch fir Usp11 gibt es massenspekirometrische Daten, die eine In-
teraktion mit N-Myc zeigen (Anne Carstensen und Choi et al., 2010). AuBerdem ist in
einem siRNA-Screen eine Abnahme der Menge des vorhandenen N-Myc-Proteins bei De-
pletion von Usp7 gezeigt worden (Anne Carstensen). Weiterhin sind beide Usps primar
nukledr lokalisiert, was eine gute Grundlage fir eine relevante Wechselwirkung mit einem
im Kern lokalisierten Transkriptionsfaktor ist. Diese Befunde lassen eine Beteiligung an
der Regulation der Stabilitdt von N-Myc méglich erscheinen.

Um dies zu untersuchen, soll zuerst die Interaktion der beiden mit N-Myc und Aurora-A
untersucht werden. AnschlieBend sollen die Effekte der Uberexpression oder Depletion
auf N-Myc-Proteinlevel betrachtet werden, um Aussagen Uber funktionelle Aspekte treffen
zu konnen. Damit soll gezeigt werden, ob die Hemmung der Funktion einer der beiden
Proteasen eventuell selbst ein relevantes Ziel in der Krebstherapie darstellt und/ oder syn-
ergistisch mit der Hemmung von Aurora-A wirkt.

Um die Frage zu klaren, ob durch die Interaktion von N-Myc und Aurora-A die Bindung
anderer Proteine an den Transkriptionsfaktor sterisch behindert wird, missen zuerst die
beteiligten Proteindomé&nen der Interaktion bekannt sein. Die direkte Bindung von exo-
genem N-Myc und rekombinanten Aurora-A konnte im in vitro-System Retikulozyt gezeigt
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werden (Anne Carstensen). Es ist jedoch nicht bekannt, welche Doméanen in N-Myc fir die-
se Bindung verantwortlich sind. Aurora-A interagiert mit N-Myc Uber die Kinase-Domane,
die durch bestimmte Inhibitoren sterisch so verandert werden kann, dass keine Bindung
mehr stattfindet (cf. Otto et al., 2009 und Brockmann et al., 2013). Deshalb kénnte ei-
ne mogliche Bindungssequenz in N-Myc der Konsensussequenz fir Aurora-A-Substrate
entsprechen. Davon sind verschiedene in der Literatur beschrieben (Cheeseman et al.,
2002; Ferrari et al., 2005). In dieser Arbeit wurde jedoch die Proteinsequenz K/R-K/R-X-
S/T-I/L/V (persdnliche Mitteilung von Richard Bayliss, University of Leicester) verwendet.
Legt man diese zu Grunde, findet sich in Myc-Box | eine Pseudosubstratbindungsstelle mit
der Sequenz K-K-F-E-L (Aminos&uren 51-55 von N-Myc, Idee von Richard Bayliss). Dabei
handelt es sich um eine Sequenz die zwar gebunden, aber nicht phosphoryliert werden
kann. Diese liegt in unmittelbarer Nahe zu den fir den Abbau und die Erkennung durch
Fbxw7 wichtigen Phosphorylierungsstellen T58 und S62, was die Idee einer sterischen
Hemmung der Bindung von z.B. Fbxw?7 sehr plausibel erscheinen I&sst.

Zur Uberpriifung dieser These sollen Mutationen in die Proteinsequenz von N-Myc ein-
geflihrt werden, die eine Bindung als Pseudosubstrat von Aurora-A an dieser Stelle un-
mdglich machen. Daraufhin sollen dann durch transiente und stabile Uberexpression in
Neuroblastomzelllinien die Eigenschaften der mutierten Variante von N-Myc mit denen
des wildtypischen Proteins verglichen werden. Zusatzlich soll das resultierende Bindungs-
verhalten mit Aurora-A und anderen eventuell am Abbau von N-Myc beteiligten Proteinen
untersucht werden. Diese Experimente sollen zeigen, ob die Bindung von Aurora-A und
N-Myc Uber eine Pseudosubstratbindungssequenz in Myc-Box | stattfindet und ob dabei
die Bindung anderer Interaktionspartner von N-Myc behindert wird.
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2 Materialien

2.1 Stamme- und Ziellinien

2.1.1 Bakterienstimme

Beide aufgefihrten Bakterienstdmme wurden zur Herstellung und Amplifikation von Plas-

miden eingesetzt.

DH5«

XL1-Blue

Escherichia coli, chromosomaler Genontyp: F-, $80d/lacZAM15,
A(lacZYA-argF)U169, deoR, recA1, endA1, hsdR17(rk’, mk™), phoA,
SupE44, \°, thi-1, gyrA96, relA1

Escherichia coli, chromosomaler Genontyp: recA1, endA1, gyrA96,
thi-1, hsdR17 supE44, relA1, lac [F’ proAB lacl"ZAM15, Tn10 (Tet")]

2.1.2 Humane Zelllinien

HEK 293T

H526

H69AR

IMR-32

Plat-E

SH-EP

SMS-KCN

SW1271

Transformierte embryonale Nierenzelllinie mit Expression des SV40 lar-
ge T-Antigens

MYCN-amplifizierte kleinzellige Bronchialkarzinomzelllinie (freundli-
cherweise zur Verfligung gestellt von Roman K. Thomas)

MYCN-amplifizierte kleinzellige Bronchialkarzinomzelllinie (freundli-
cherweise zur Verfigung gestellt von Roman K. Thomas)

MYCN-amplifizierte Neuroblastomzelllinie

Auf HEK 293T-Zellen basierende Verpackungszelllinie zur Produktion
von Retroviren (Morita et al., 2000)

Nicht MYCN-amplifizierte Neuroblastomzelllinie mit stabil exprimiertem
ekotrophen Rezeptor (Hygromyzinresistenz)

MYCN-amplifizierte Neuroblastomzelllinie

Nicht MYCN-amplifizierte kleinzellige Bronchialkarzinomzelllinie
(freundlicherweise zur Verfugung gestellt von Roman K. Thomas)
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2.2 Nukleinsauren

2.2.1 Primer

In Tabelle 2 sind die Sequenzen angegeben, die fir die gqRT-PCR, zum Klonieren und
zum Sequenzieren verwendet wurden. Zusatzlich sind auch Sequenzen aufgefihrt, die zur
Herstellung von shRNA exprimierenden Vektoren benutzt wurden. Fir siRNA-Experimente
wurden die ON-TARGETplus SMARTpools der Firma Dharmacon/ Thermo Fisher Scien-
tific erworben, die Sequenzen der enthaltenen vier verschiedenen siRNAs sind von Dhar-
macon erstellt und deshalb hier nicht aufgeflhrt.

Name Anwendung Sequenz

MYCN KK51EE fwd Mutagenese GGGGAGGACATCTGGGAAGAGTTTGAG
CTGCTGCC

MYCN KK51EE rev Mutagenese GGCAGCAGCTCAAACTCTTCCCAGATG

TCCTCCCC
MYCN NT-EcoRI Mutagenese GGAATTCCATGCCGAGCTGCTCCACGT
MYCN CT-Bglll Mutagenese GAAGATCTTCCTAGCAAGTCCGAG
CGTGTT

MYCN NT-HA-EcoRIl  Mutagenese CGGAATTCATGTACCCTTACGACGTGCCC
GACTACGCCGGGCCGAGCTGCTCCACGT

ALDOC fwd gRT-PCR GAACCCGAGCTGTGCTTG
ALDOC rev gRT-PCR GTACGAGTGAGGCATGGTGA
AURKA fwd gRT-PCR GGAGAAAGCCGGAGTGGAGCATC
AURKA rev gRT-PCR TTCAATCATTTCAGGGGGCAGGTA
ENO2 fwd gRT-PCR ACTTTGTCAGGGACTATCCTGTG
ENO2 rev gRT-PCR TCCCTACATTGGCTGTGAACT
B2M fwd gRT-PCR GTGCTCGCGCTACTCTCTC

B2M rev gRT-PCR GTCAACTTCAATGTCGGAT
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Name Anwendung Sequenz

MYCN fwd gRT-PCR CCACAAGGCCCTCAGTACC
MYCN rev gRT-PCR TCTTCCTCTTCATCATCTTCATCA
NOXA fwd gRT-PCR

NOXA rev gRT-PCR

CDKN1A fwd gRT-PCR CGATGCCAACCTCCTCAACGA
CDKN1A rev gRT-PCR TCGCAGACCTCCAGCATCCA
p53 fwd gRT-PCR CCGCAGTCAGATCCTAGCG
p53 rev gRT-PCR AATCATCCATTGCTTGGGACG
PUMA fwd gRT-PCR GACCTCAACGCACAGTACGA
PUMA rev gRT-PCR GAGATTGTACAGGACCCTCCA
RPS14 fwd gRT-PCR GGCAGACCGAGATGAATCCTCA
RPS14 rev gRT-PCR CAGGTCCAGGGGTATTGGTCC
USP7 fwd gRT-PCR AGGCTCAGAAGCGGAAGG
USP7 rev gRT-PCR AAACTGGTCCTCTGCGACTATC
USP11 fwd gRT-PCR ATAGAAAACGGCGAGAGTGG
USP11 rev gRT-PCR GTGCTTCTCCACAAGGAACC
pcDNA3 &’ Sequenzierung TAATACGACTCACTATAGGG
pcDNA3 3 Sequenzierung ATTTAGGTGACACTATAG
pBabe 5’ Sequenzierung ATCCAGCCCTCACTCCTTC
shUSP7-1 shRNA GATTGAGCTCAGTGATAAT
shUSP7-2 shRNA CAGAGAAAGGTGTGAAATT
shUSP7-3 shRNA CCCTAATGATCCTGGATTT
shUSP11-1 shRNA CAGCCATACCGATTCTATT
shUSP11-2 shRNA CCTCCCTTCTAGTCTTTAT
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Name Anwendung Sequenz

shUSP11-3 shRNA CTGAACACAGAGTGTATTT

Tabelle 2. Nukleinsduresequenzen

Aufgefihrt sind die Namen und der Verwendungszweck mit den dazugehdérigen Sequenzen (5’ nach 3’).
Dabei steht Mutagenese fir Mutagenese-PCR, qRT-PCR fiur quantitative Reverse Transkriptase-PCR, Se-
quenzierung fur Sequenzierungsprimer und shRNA fur die zur Generierung von small hairpinRNA exprimie-
renden Vektoren verwendeten Sequenzen; fwd=vorwarts, rev= riickwarts.

2.2.2 Leervektoren

pcDNAS3 Vektor mit CMV-Promotor fir hohe transiente (und stabile) Expressi-
on von Zielgenen (Invitrogen)

pWZL neo Vektor zur Produktion von hochtitrigem, replikationsinkompetenten
Retrovirus in Verpackungszelllinie; die Expression des inserierten
Gens wird vom long terminal repeat des Moloney murine leukemia
virus getrieben; vor der Selektionkassette (Neomyzin) befindet sich
eine IRES, um eine stabile Expression zu gewahrleisten (Morgens-
tern und Land, 1990)

pLKO.1 puro  Vektor zur Produktion von Lentiviren, in denen die Expression des
shRNA-Konstrukts von einem humanen U6-Promotor getrieben wird
(Moffat et al., 2006)

2.2.3 Expressionsplasmide

Die Expressionsplasmide stammen, wo nicht anders angegeben, aus dem Bestand der
AG Eilers. Nur die MYCN KK51EE-Konstrukte sind neu kloniert. Die shRNAs wurden alle
mit den in Abschnitt 2.2.1 angegebenen Sequenzen in pLKO.1 puro kloniert und sind hier
nicht erneut aufgefthrt. Die shRNA-Vektoren wurden freundlicherweise alle von Helem
Ribeiro zur Verfligung gestellt.

pCMV Sport6 AURKA CMV-Promotor getriebene Expression der wildtypischen
wt Aurorakinase A fiir transiente Uberexpression
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pcDNA3 Foxw7x HA CMV-Promotor  getriebene  Expression des HA-
konjugierten Fbxw7o fir transiente Uberexpression
(freundlicherweise von Christina Schiilein-Volk zur Verfi-
gung gestellt)

pcDNA3 MYCN wt/ mut CMV-Promotor getriebene Expression des wildtypischen
bzw. T58A/S62A-MYCN fiir transiente Uberexpression

pcDNA3 MYCN wt/ CMV-Promotor getriebene Expression des wildtypischen

KK51EE NT-HA bzw. KK51EE-MYCN fiir transiente Uberexpression, ami-
noterminal mit HA konjugiert (zur Klonierung verwendete
Restriktionsschnittstellen: EcoRI und Xbal)

pWZL neo MYCN wt/ MoMuLV-LTR getriebene Expression des wildtypischen/

mut/ KK51EE/ mut T58A/S62A-/ KK51EE-/ T58A/S62A & KK51EE-MYCN far

KKS1EE stabile Infektionen (zur Klonierung verwendete Restrikti-
onsschnittstellen: EcoRI und Bglll)

pcDNA3 USP7 wt/ cs CMV getriebene Expression des wildtypischen bzw. kata-

Myc lytisch inaktiven C223S-USP7 fiir transiente Uberexpressi-
on, mit Myc-Tag versehen (freundlicherweise von Stefanie
Peter zur Verflgung gestellt)

pcDNA3 USP11 CMV getriebene Expression von USP11 fur transiente
Uberexpression

2.3 Antikorper

2.3.1 Primarantikérper
Die verwendeten Primarantikérper sind alle gegen humane Proteine gerichtet und in Ta-

belle 3 dargestellt. Als Negativkontrolle in Immunprézipitationen wurden 1gG-Gemische
aus dem Serum der jeweiligen Spezies des |IP-Antikérpers verwendet.

28



2 Materialien

Protein Anwendung Antikorper Bezeichnung
Aurora-A WB K, poly #3092, Cell Signaling
Aurora-A IP Z, poly N-20/ sc-14318, Santa Cruz
phosphoT288 WB K, mono IgG #2914S, Cell Signaling
Aurora-A
[3-Aktin WB M, mono IgG1 AC-15/ A5441, Sigma Aldrich
Cdk2 WB K, poly M2/ sc-163, Santa Cruz
Cyclin A WB M, mono IgG2a CY-A1/C4710, Sigma-Aldrich
Cyclin B1 WB M, mono IgG1 sc-245, Santa Cruz
Foxw7 WB M, poly Axel Behrens
Gsk3[3 WB K, mono IgG 27C10/ #9315, Cell Signaling
phosphoS9 WB K, poly #9336, Cell Signaling
GSK3f3
HA-Tag WB K, poly Y-11/ sc-805, Santa Cruz
Nestin WB M, mono IgG1 10C2/ MAB5326, Millipore
N-Myc IP, WB M, mono IlgG2a B8.4.B/ sc-53993, Santa Cruz
N-Myc IF M, mono IgG1 NCMII100/ sc-56729,

Santa Cruz
phosphoS62 WB K, poly ab51156, Abcam
N-Myc
phosphoT58 WB K, poly ab28842, Abcam
N-Myc
p21 WB K, poly C-19/ sc-397, Santa Cruz
p53 WB M, mono IgG2a DO-1/sc-126, Santa Cruz
phosphoS15 p53 WB K, poly #9284, Cell Signaling
Pp2a C WB K, poly #2038, Cell Signaling
Rest/Nrsf WB K, poly ab28018, Abcam
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Protein Anwendung Antikorper Bezeichnung
neuronales Klas- WB M, mono IgG1 TU-20/ MAB1637, Millipore
se 3 [3-Tubulin
neuronales Klas- IF M, mono IgG2a, TUJ-1/ A488435L, Covance
se 3 B-Tubulin Alexa  Fluor®-
488 konjugiert
Usp7 IF, IP, WB K, poly A300-033A, Bethyl Laboratories
Uspii IP, WB K, poly A301-613A, Bethyl Laboratories
Vinculin WB M, mono IgG1 hVin-1/ V9131, Sigma-Aldrich

Tabelle 3. Primarantikérper

Angegebeben sind jeweils das Protein, gegen das der Antikérper gerichtet ist, woflr der Antikdrper ver-
wendet wurde (WB=Western Blot; IP=Immunprazipitation; IF=Immunfluoreszenzmikroskopie), die Herkunt-
sspezies (M=Maus, K=Kaninchen, Z=Ziege), Art des Antikdrpers (poly=polyklonal; mono=monoklonal), bei
monoklonalen die Antikdrperklasse, und die Bezeichnung des Herstellers.

2.3.2 Sekundarantikorper

Die verwendeten Sekundarantikérper sind in Tabelle 4 aufgelistet. Sie wurden entspre-
chend der Herkunftsspezies der Primarantikérper verwendet, wobei die TrueBlot® ULTRA-
Antikdrper nur bei Western Blots von Immunpréazipitationen Anwendung fanden.

Zielspezies = Anwendung Konjugation Bezeichnung

Maus WB HRP ECL™ mouse 1gG, GEHE-
NA931, GE Healthcare

Maus WB (IP) HRP TrueBlot® ULTRA, eB144/18-
8817, Rockland

Maus IF Alexa Fluor®-488 A11001, Invitrogen

Kaninchen WB HRP ECL™ rabbit IgG GEHENA934,
GE Healthcare

Kaninchen WB (IP) HRP TrueBlot® ULTRA, eB182/18-

8816, Rockland
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Zielspezies = Anwendung Konjugation Bezeichnung

Kaninchen IF Alexa Fluor®-647 A21244, Invitrogen

Tabelle 4. Sekundéarantikorper

Angegeben sind jeweils die Spezies der Priméarantikdrper, gegen die der Sekunadarantikérper gerichtet ist,
die Anwendung, woran der Antikdrper gekoppelt ist (HRP=Meerrettichperoxidase) und die Bezeichnung des
Herstellers.

2.4 Chemikalien

Chemikalien in Analysequalitédt bzw. in Qualitét fir die Molekularbiologie wurden von den
Firmen Acros Organics, Applichem, Fluka, Merck, Roth und Sigma bezogen, Feinchemi-
kalien in h6chstem Reinheitsgrad von Sigma und Invitrogen.

2.5 Medien

2.5.1 Medien fur die Bakterienkultivierung

LB-Medium 1% (w/v) Bactotrypron (Difco) oder Kaseinhydrolysat (Gibco)
0,5% (w/v) Hefe-Extrakt
0,5% NaCl
Auf pH 7,5 einstellen und autoklavieren

LB-Agar LB-Medium
1,5% Agar
Nach Autoklavieren auf 50°C abkihlen lassen und 20ml auf
jede 10cm-Schale geben
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TB-Medium 1,2% (w/v) Bactotrypron (Difco) oder Kaseinhydrolysat (Gibco)
2,4% (w/v) Hefe-Extrakt
0,4% (v/v) Glycin
Nach Autoklavieren auf 60°C abkulhlen, dann 10% (v/v) au-
toklavierte Phosphatlésung (0,17M KH,PO,, 0,72M K,HPO,)
dazugeben

Bei Bedarf wurde Ampicillin in einer Endkonzentration von 100ug/ml verwendet.

2.5.2 Medien und Chemikalien fiir die Saugerzellkultivierung

RPMI-1640 mit L-Glutamin und Natriumbikarbonat (R8758) und DMEM mit 4,5¢g/l Glukose,
L-Glutamat, Natriumpyruvat und Natriumbikarbonat (D6429) wurden von Sigma-Aldrich
bezogen, Foétales Bovines Serum (FBS) von der Biochrom AG (S0115). Das Serum wurde
vor Verwendung zur Komplementinaktivierung 30min bei 56°C im Wasserbad inkubiert.
Die 100fach Penicillin/Streptomycin-Lésung (10 000U/ml und 10mg/ml) stammt ebenso
von Sigma-Aldrich (P4333).

Neuroblastomzelllinien, RPMI-1640
H69AR & SW1271 10% (v/v) FBS
1% (v/v) Penicillin/Streptomycin

H526 RPMI-1640
20% (v/v) FBS
1% (v/v) Penicillin/Streptomycin

Plat-E, HEK 293T DMEM
10% (v/v) FBS
1% (v/v) Penicillin/Streptomycin

Einfriermedium 70% Medium der jeweiligen Zelllinie
20% (v/v) FBS
10% (v/v) DMSO
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Zur Selektion retro- oder lentiviral infizierter Zellen dienten folgende Konzentrationen G418
(PWZL neo), Puromyzin (pLKO.1) und Hygromyzin B (stabil exprimierter ekotropher Re-
zeptor in SH-EP-Zellen). AuBerdem sind die verwendeten Konzentrationen fiir den Trans-
lationshemmer Cycloheximid und den Proteasominhibitor MG-132 angegeben. Die ver-
wendeten Konzentrationen des Aurora-A-Inhibitors MLN8237 (geldst in DMSO, Selleck
Chemicals) wurden je nach Experiment variiert und sind immer angegeben.

Cycloheximid (Sigma-Aldrich) 100pg/ml in Ethanol
G418 (PAA) 500pg/ml
Hygromyzin B (Merck) 100pg/ml

MG-132 (Merck) 10puM in DMSO
Puromyzin (Invivogen) 1pg/ml

2.6 Puffer und Losungen

Blockierlésung 5% (w/v) Magermilchpulver in TBS-T

Bradfordreagenz 8,5% (v/v) Orthophosphorséaure
4,75% (v/v) Ethanol
0,01% (w/v) Coomassie Brilliant Blue G-250
mit Filterpapier filtriert

DNA-Ladepuffer 6fach 40% (w/v) Saccharose
0,2% (w/v) Orange G
10mM EDTA pH 8,0

HBS 2fach 280mM NaCl
1,5mM Na,HPO,
50mM HEPES
mit NaOH auf pH 7,05 eingestellt, steril filtriert
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NP40-Lysepuffer

PBS

PEI

PI-FACS-Puffer

Sammelgel (SDS-PAGE)

SDS-Laufpuffer

SDS-Probenpuffer 3fach

150mM NacCl

1% (v/V)NP40

50mM Tris ph 8,0

10mM Na,P>0;

100mM NaF

2mM NazVO,

Proteaseinhibitorcocktail (1:100) und Phosphataseinhi-
bitoren (1:1000) wurden jeweils frisch zugegeben

137mM NacCl
2,7mM KCI
10,1mM Na,HPO;
1,76mM KH,PO,
autoklaviert

45l Polyethylenimin (verzweigt, Sigma-Aldrich)
6mM HCI
Steril filtriert und lichtgeschtzt bei 4°C aufbewahrt

38mM Natriumcitrat
54uM Propidiumiodid
24pug/ml RNase A (DNase-inaktiviert, Roche)

4% (v/v) Acrylamid
125mM Tris-HCI pH 6,8
0,1% (w/v) SDS

0,1% (w/v) APS

0,1% (w/v) TEMED

25mM Tris
250mM Glycin
0,1% (w/v) SDS

187,5mM Tris pH 6,8

30% (v/v) Glycerin

6% (w/v) SDS

0,03% (w/v) Bromphenolblau
2M {3-Mercaptoethanol
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Stripping-Puffer

TAE-Puffer

TBS-T

TNN-Lysepuffer

Transferpuffer

Trenngel 8-12,5%
(SDS-PAGE)

Trypsinlésung

62,5mM Tris/HCI pH 6,8

2% SDS

350l 3-Merkaptoethanol pro 50ml Puffer wurden frisch
dazugegeben

40mM Tris
0,114% (v/v) Essigséaure
1imM EDTA

25mM Tris pH7,4 (mit HCI eingestellt)
120mM NacCl
0,2% (v/v) Tween-20

50mM Tris-HCI pH 7,4

120mM NacCl

5mM EDTA

0,5% (v/v) NP40

10mM Na,P,0;

100mM NaF

2mM Nasz VO,

Proteaseinhibitorcocktail (1:100) und Phosphataseinhi-
bitoren (1:1000) wurden jeweils frisch zugegeben

15% (v/v) Methanol
25mM Tris
150mM Glycin

8-12,5% (v/v) Acrylamid
375mM Tris-HCI ph 8,8
0,1% (w/v) SDS

0,1% (w/v) APS

0,1% (w/v) TEMED

0,25% Trypsin

5mM EDTA

22,3mM Tris pH7,4 (mit HCI eingestellt)
125nM NacCl
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2.7 Gebrauchsmateralien

Gebrauchsmaterialien, wie z.B. ReaktionsgefaBe oder Zellkulturschalen wurden von den

Firmen Eppendorf, Greiner, Nunc, Sarstedt und Kimberley-Clark bezogen.

2.8 Gerate und Membranen

Durchflusszytometer

Filterpapier

Gerat zur Bestimmung

der Zellkonzentration

Heizblock

Hitzeversiegler
Konfokalmikroskop
Mikroskop
PCR-Geréat
Photometer
Spektralphotometer
PVDF-Membran
gRT-PCR-Gerat

SDS-Page-Apparatur

Sonifiziergerat
Spannungsquelle
Sterilarbeitsbank

UV-Tisch

FACSCanto Il (BD Biosciences)
Blottingpapier (GB33, Hartenstein)

Casy® Cell Counter

Dry Bath System (Starlab)
Thermomixer® comfort (Eppendorf)

ALPS™ 50V (Thermo)

Nikon Eclipse TE

Axiovert 40CFL (Zeiss)

Mastercycler pro S (Eppendorf)

Ultrospec™3100 pro UV/Visible (Amersham Biosciences)
NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific)
Immobilon-P-Membran, 0,45um (Millipore)

Mx3000P (Stratagene)

Minigel (Bio-Rad)
Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad)

Digital Sonifier® W-250 D (Branson)
Power Pac (Bio-Rad)
HeraSafe (Heraeus)

Maxi-UV-Leuchttisch (Peqglab)
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Wasserbad

Western Blot-Apparatur
Western Blot-Entwickler
Zellkulturinkubator

Zentrifugen

ED-5M Bad-/Umwalzthermostat (Julabo)
Mini Trans-Blot Cell (Bio-Rad)

LAS-4000 (Fuijifilm)

BBD 6220 (Heraeus)

Galaxy MiniStar (VWR International)
Eppendorf 5417 R (Eppendorf)
Eppendorf 5425 (Eppendorf)
Eppendorf 5430 (Eppendorf)
Multifuge 1S-R (Heraeus)

Avanti J-26 XP (Beckman Coulter)
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3 Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Transformation von kompetenten Bakterien mit Plasmid-DNA

Um vorhandene Plasmid-DNA zu amplifizieren oder aus einem Ligationsansatz (siehe
Kapitel 3.1.7) neu herzustellen, ist es notwendig sie in kompetente E. coli (DH5x oder
XL1blue) zu transformieren (Hanahan, 1983). AnschlieBend wird auf erfolgreich transfor-
mierte Bakterienklone selektioniert und diese vermehrt (und mit ihnen das Plasmid).

Dazu wurden 50ul der kompetenten Bakterien auf Eis aufgetaut und vorsichtig durch Pi-
pettieren mit der Plasmid-DNA vermischt (1-2ug aus Maxi-Praparation, 10-20ul aus Mini-
Préaparation oder vom Ligationsansatz). Nach 30min Inkubation auf Eis wurde der Ansatz
zum Hitzeschock fiir 90sec bei 42°C ins Wasserbad gestellt und anschlieBend erneut 2min
auf Eis. Nach Zugabe von 900ul LB-Medium (ohne Antibiotikum) wurden die Transforma-
tionsansatze 45min bei 37°C und 500rpm geschittelt. Durch Zentrifugation bei Raum-
temperatur (1min, 4000rpm) wurden die Bakterien pelletiert, der Uberstand verworfen und
das Pellet nach Respondieren in 100ul LB-Medium auf vorgewarmten LB-Agar-Platten (mit
Ampicillin zur Selektion der erfolgreich transformierten Zellen, denn die Plasmide enthal-
ten auch ein Gen fir eine Ampicillinresistenz) ausgestrichen. Durch Inkubation Gber Nacht
bei 37°C wuchsen auf der Platte Bakterienklone in Form von Kolonien, die einzeln weiter-
verwendet wurden. Falls nétig, wurden die Platten bei 4°C fur wenige Wochen aufbewabhrt.

3.1.2 Plasmidamplifikation und Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

Die Isolierung von Plasmid-DNA ist notwendig, um groBe Mengen von aufgereinigten Vek-
toren fur die Anwendung in der Zellkultur zu erhalten. Zuvor missen die Plasmide jedoch
amplifiziert werden. Dafur wurde mit Hilfe einer Pipettenspitze jeweils eine Kolonie von ei-
ner Platte mit transformierten Bakterien abgekratzt und in 3ml Medium (+Ampicillin) Gber
Nacht bei 37°C und Schitteln inkubiert. Die gewonnene Bakteriensuspension diente ent-
weder direkt zur Isolierung von Plasmid-DNA (Mini-Praparation) oder wurde in einem Schi-
kanekolben gefillt mit 200ml Medium (+Ampicillin) ebenfalls Gber Nacht bei 37°C schit-
telnd wachsen gelassen, um sehr groBe Mengen von Bakterien und damit Plasmid-DNA
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fir die Aufreinigung zu erhalten (Maxi-Praparation). Ublicher Weise wurden die Zellen in
LB-Medium inkubiert, in Fallen, bei denen dabei nur eine geringe Ausbeute erzielt wurde,
in TB-Medium.

3.1.2.1 Mini-Préparation

Zur Verifikation der erfolgreichen Transformation und Klonierung eines Plasmids (mittels
Restriktionsverdau mit anschlieBender Agarose-Gelelektrophorese und mittels Sequen-
zierung, siehe Kapitel 3.1.3, 3.1.4 und 3.1.8), wurde Plasmid-DNA im kleineren MaBstab
in Form von Mini-Pr&aparationen gewonnen. Die verwendeten Reagenzien (R3, L7 und N3)
wurden von Invitrogen bezogen (PureLink® HiPure Plasmid). Zu Lésung R3 wurde frisch
RNase A (Endkonzentration 100ug/ml) hinzugegeben.

Nach Zentrifugation (1min, 13.000rpm, RT) der Ubernachtkultur und Verwerfen des Uber-
stands wurde das Bakterienpellet in 200ul Resuspensionslésung R3 grindlich resuspen-
diert. AnschlieBend wurden 200ul Lysispuffer L7 hinzugegeben und durch Invertieren ge-
mischt. Nach 5min Inkubation bei Raumtemperatur wurde die alkalische Lyse durch Zu-
gabe von 200ul Neutralisierungspuffer N3 abgestoppt und die Proben zentrifugiert (5min,
14.000rpm, 4°C). Der Uberstand mit der Plasmid-DNA wurde in ein neues Mikroreaktions-
gefaB Uberfuhrt und das Pellet verworfen, das sowohl genomische DNA als auch Proteine
enthalt. Durch Zugabe von 420ul Isopropanol und Vortexen wurde die DNA gefallt und
durch Zentrifugation (15min, 14.000rpm, 4°C) pelletiert. Das DNA-Pellet wurde anschlie-
Bend mit 70% EtOH gewaschen, erneut zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Nach
5min Trocknen wurde die Plasmid-DNA in 30ul H,O resuspendiert und konnte zur Sequen-
zierung bzw. fir den Restriktionsverdau eingesetzt werden (gesamte Methode cf. Birnboim
und Doly, 1979).

3.1.2.2 Maxi-Préparation

Bei der Maxi-Praparation handelt es sich ebenso um eine alkalische Lyse, allerdings er-
folgt die Aufreinigung der Plasmid-DNA Uber die Bindung an S&ulen (PureLink® HiPu-
re Columns, Invitrogen). Die gewonnene DNA kann auf Grund ihrer hohen Konzentrati-
on und Reinheit fir Transfektionen in der Zellkultur eingesetzt werden. Die fir die Maxi-
Praparation verwendeten Puffer wurden ebenso von Invitrogen bezogen.

Dafiir wurde die 200ml-Ubernachtkultur 30min bei 4°C und 8000rpm zentrifugiert, um die
Bakterien zu pelletieren. Alle erforderlichen Zentrifugationsschritte erfolgten auf Grund der
groBen Probenmenge in der Beckman-Zentrifuge (JA-14- und JA-20-Rotor). Das Pellet
wurde in 10ml Resuspensionslésung R3 (+RNase A) grindlich resuspendiert und die L6-
sung nach Zugabe von 10ml Lysepuffer L7 3min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlie-
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Bend wurde die Lyse durch Hinzugeben von 10ml Neutralisierungspuffer N3 beendet und
die Probe bei Raumtemperatur zentrifugiert (30min, 8000rpm). Nach Aquilibrierung der
Séaulen durch 30ml Puffer EQ1, wurde der Uberstand durch einen Faltenfilter (um die
Kontamination mit ausgefallener genomischer DNA und Proteinen zu verhindern) auf die
Saulen gegeben und von diesen die DNA gebunden.

Nach Waschen der Saulen mit 40ml Waschpuffer W8 wurde die Plasmid-DNA mit 15ml
Puffer E4 in ein neues Falcon eluiert. Die eluierte DNA wurde mit 10,5ml Isopropanol
gefallt und zur Erhéhung der Effizienz der Fallungsreaktion 30min bei 4°C inkubiert. An-
schlieBend wurde die DNA pelletiert (30min, 8000rpm, 4°C) und nach Verwerfen des Uber-
stands das Pellet mit 70% EtOH gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation und Entsorgen
des Uberstandes wurde das DNA-Pellet luftgetrocknet und je nach GréBe des Pellets in
200-600ul H,O resuspendiert. Nach Messen der Konzentration (siehe Kapitel 3.1.6) wur-
de diese auf 1ug/ul eingestellt und die DNA bei 4°C oder -20°C aufbewahrt.

3.1.3 Restriktionsverdau von DNA

DNA sequenzspezifisch zu schneiden ist mdglich, indem man sie mit Restriktionsenzymen
verdaut. Diese schneiden die DNA an je nach Enzym unterschiedlichen Palindromsequen-
zen. Die eingesetzten Vektoren besitzen alle sogenannte multiple cloning sites, an denen
mehrere verschiedene solcher Palindromsequenzen, die nur einmal und an dieser Stelle
im Vektor vorkommen, versammelt sind. Wenn mittels PCR am 3’- und 5’-Ende der ko-
dierenden Sequenz des zu exprimierenden Proteins nun passende Palindromsequenzen
angefligt werden, ist es méglich, sowohl den Vektor als auch die einzufligende Sequenz
mit Restriktionsenzymen zu verdauen und anschlieBend die kodierende Sequenz in den
Vektor zu ligieren.

FUr die volle Funktion der Restriktionsenzyme ist die Wahl des richtigen Puffers ent-
scheidend. Alle Restriktionsenzyme wurden von Ferments bezogen, daher wurde bei der
Wahl des Puffers fiir einen Doppelverdau die Empfehlung des Herstellers befolgt. Von
Maxi-Praparationen wurde 1ul, von Mini-Praparationen 10ul flr einen Verdau eingesetzt
und eine Stunde bei 37°C inkubiert (Restriktionsverdau fur Klonierung 3h, um einen voll-
standigen Verdau zu gewébhrleisten). Die Reaktion wurde durch Zugabe des 6fach DNA-
Ladepuffers gestoppt. Fir die Reaktion wurden 5-10U der jeweiligen Enzyme eingesetzt
(insgesamt <10% des Gesamtvolumens, um die Glyzerolkonzentration nicht zu sehr zu
erhéhen); die Reaktion fand in 20ul Gesamtvolumen statt.
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3.1.4 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten nach ihrer GréBe kann entlang eines elektrischen
Feldes in einem Agarosegel erfolgen. Dazu wurden horizontale Agarosegele mit 5ul 1%
Ethydiumbromidlésung (Roth) pro 100ml Gel verwendet. Ethydiumbromid interkaliert in
DNA, wodurch die Intensitat der Fluoreszenz-Emission zunimmt. Das erméglicht die De-
tektion von DNA-Banden im Agarosegel unter UV-Licht. Fiir das GieBen eines Gels wur-
den 1-2% Agarose unter Erhitzen in der Mikrowelle in TAE-Puffer geldst. Nach Abkuhlen
auf ca. 50°C wurde das Ethydiumbromid untergemischt und die Flissigkeit in die entspre-
chende Vorrichtung gegossen. Zusétzlich wurde ein Kamm mit 16 Zacken zur Aussparung
von Probentaschen eingesetzt, der nach dem Aushéarten gezogen wurde. Das Gel wurde
vollstandig mit TAE-Puffer bedeckt in die Elektrophoresekammer gelegt und die Proben
geladen. Um Aussagen Uber die Gr6Be der einzelnen Fragmente wurde auch ein Mar-
ker in Form einer DNA-Leiter geladen (O’'GeneRuler 1 kb Plus, Thermo Scientific). An
die Apparatur wurde fur 1-2h eine konstante Spannung von 100-150V angelegt und das
Bandenmuster anschlieBend auf dem UV-Tisch fotografiert bzw. die gewiinschten DNA-
Banden zur Weiterverarbeitung ausgeschnitten.

3.1.5 DNA-Extraktion aus einem Agarosegel

DNA-Fragmente die durch PCR oder Restriktionsverdau hergestellt wurden, wurden mit
Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese nach der GréBe aufgetrennt und nur die Fragmente
mit der richtigen Gr6Be zur weiteren Verarbeitung ausgeschnitten. Daflir war es notwen-
dig, sie aus dem Agarosegel aufzureinigen. Dazu wurde das QIAquick Gel Extraction Kit
(QIAGEN) gemaB Herstellerprotokoll verwendet. Die in Sdulen aufgereinigte DNA wurde
in 30ul eluiert.

3.1.6 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Bestimmung von Nukleinsdurekonzentrationen erfolgte mit Hilfe eines Spektrophoto-
meters (NanoDrop 1000, Thermo Scientific). Dafiir wurde 1pul der gelésten Nukleinsaure
auf den Detektor gegeben und vom Geréat die Absorption der Probe entlang eines Spek-
trums (fir Nukleinséduren ca. 220-370nm) gemessen. Aus dem Absorptionsspektrum kann
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das Gerat Rickschlisse auf die Nukleinsaurekonzentration (Absorption bei 260nm) und
die Reinheit der Probe ziehen. Fir reine DNA-Proben wurde ein Verhaltnis der Absorptio-
nen bei 260nm zu 280nm von 1,8 erwartet, bei RNA von 2.

3.1.7 Ligation von DNA-Fragmenten

Um kodierende Proteinsequenzen in Plasmide zu klonieren wurden diese mit einer T4-
DNA-Ligase kovalent verbunden. Daflir war das Vorhandensein kompatibler Enden not-
wendig, was durch einen entsprechenden Restriktionsverdau erreicht wurde (siehe Kapi-
tel 3.1.3). FUr den Verdau wurden die eingesetzten Mengen so gewahlt, dass die Anzahl
der Vektoren ungefahr der Anzahl der Inserts entsprach, gleichzeitig wurde vom Insert
ungeféahr 1ug verdaut. AnschlieBend wurden die gewlnschten DNA-Fragmente mittels
Agarose-Gelelektrophorese, Ausschneiden der gewilinschten GréBe und Extraktion aus
dem Gel aufgereinigt (siehe Kapitel 3.1.4 und 3.1.5).

Fir die Ligation wurde von beiden Proben 1ul eingesetzt und mit 1pl T4-DNA-Ligase (Fer-
mentas) und dem entsprechenden Puffer in einem Gesamtvolumen von 10ul Gber Nacht
bei 16°C inkubiert. Der Ligationsansatz wurde am nachsten Tag in kompetente E. co-
li transformiert und nach Anfertigen von Mini-Praparationen verschiedener Klone deren
Richtigkeit durch Restriktionsverdau mit anschlieBender Agarose-Gelelektrophorese und
Sequenzierung bestatigt (siehe Kapitel 3.1.2, 3.1.3, 3.1.4 und 3.1.8).

Klone, die das korrekte Plasmid enthielten, wurden dann zur Anfertigung einer Maxi-
Praparation (siehe Kapitel 3.1.2) eingesetzt. Die resultierende Plasmid-DNA fand (nach
erneuter Prifung der Richtigkeit) als Transfektionsvektor Anwendung in der Zellkultur.

3.1.8 Sequenzierung von Plasmiden

Zur Sequenzverifikation von Plasmiden wurden diese zum Sanger-Sequenzieren an die
Firma LGC Genomics geschickt. Die Ubermittelten Sequenzen wurden mit Hilfe der Soft-
ware Serial Cloner ausgewertet und mit der erwarteten Sequenz verglichen. Die verwen-
deten Sequenzierprimer sind in Tabelle 2 aufgeflhrt.
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3.1.9 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase Kettenreaktion diente zur spezifischen Amplifikation bestimmter DNA-
Abschnitte. Zugleich ermdglichte sie die Veranderung der amplifizierten Sequenz (Muta-
genese-PCR und Anfligen von Restriktionsschnittstellen). Zu Beginn jedes Amplifikations-
zyklus wird die doppelstrangige DNA bei 95°C denaturiert (30sec) und in Einzelstrange
aufgespaltet. AnschlieBend kommt es nach Abkuhlen auf eine Temperatur, die unter dem
Schmelzpunkt der verwendeten Primer liegt (je nach verwendetem Primer 55-60°C, 30-
60sec), zur sequenzspezifischen Anlagerung der Primer an die DNA. Durch Erhéhen der
Temperatur bis zu dem Bereich, in dem die Polymerase ihre héchste Aktivitat besitzt (68-
72°C), wird der zweite Strang an den Anlagerungsstellen der Primer synthetisiert. Durch
Verwendung von Primern mit nicht exakt gleicher Sequenz kénnen gezielt Mutationen ein-
gefuhrt werden.

Als Polymerase wurde Pfu oder Phusion (beide Fermentas) mit dem entsprechenden Puf-
fer des Herstellers eingesetzt. Die Lange des Syntheseschritts betrug 3min, bei Muta-
genese-PCRs, bei denen der gesamte Vektor synthetisiert werden musste, jedoch bis zu
14min. Die Anzahl der Zyklen betrug flr eine Mutagenese 18, ansonsten 30. Die Zusam-
mensetzung der PCR-Ansétze war folgendermaBen:

Zutat Menge/ Endkonzentration
DNA 50-100ng
Polymerase 2,5U

Puffer 1fach

DMSO 5ul

dNTPs 200uM

Primer A 200nM

Primer B 200nM

H20 ad 50ul

3.1.10 RNA-Isolation

Um die zellulare RNA zu isolieren wurde das Phenol und Guanidinisothiocyanat enthalten-
de Reagenz peqGOLD TriFast™(Peglab) verwendet. Das durch mechanische Ernte und
Zentrifugation (5min, 1700rpm, 4°C) gewonnene Zellpellet wurde in 1ml dieser Lésung re-
suspendiert und 5min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 200ul Chloroform
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und 15sec Vortexen wurde es erneut 3min bei RT stehen gelassen. AnschlieBend wurde
es durch Zentrifugation (10min, 14.000rpm, 4°C) in drei Phasen aufgespalten. Die wéassri-
ge Phase enthalt die RNA, DNA und Proteine befinden sich in organischer und Interphase.
Deshalb wurde die wéassrige Phase in ein neues MikroreaktionsgefaB tberflhrt und die
RNA mit 0,5ml Isopropanol und 1pul Glykogen geféllt (20min auf Eis). AnschlieBend wurde
die Lésung zentrifugiert (10min, 14.000rpm, 4°C) und der Uberstand verworfen. Das Pellet
wurde zweimal mit 1ml 75% Ethanol gewaschen, abzentrifugiert und der Uberstand abge-
saugt. SchlieBlich wurde das Pellet 5min an der Luft getrocknet und in 30ul RNase-freiem
Wasser geldst (Schitteln: 30min, 450rpm, 16°C). Nach Messung der RNA-Konzentration
am Spektrophotometer (siehe Kapitel 3.1.6) wurde die RNA fiir die cDNA-Synthese ein-
gesetzt (siehe folgendes Kapitel). Gelagert wurde sie, nach Schockgefrieren in fliissigem
Stickstoff, bei -80°C.

3.1.11 cDNA-Synthese

Far die Auswertung der relativen mRNA-Expression mittels qRT-PCR (siehe Kapitel 3.1.12)
wurde die RNA in komplementare DNA (cDNA) umgeschrieben. Dazu wurde die RNA-
abhangige DNA-Polymerase des Moloney murine leukemia virus (Promega) zusammen
mit Hexanukleotid-Zufallsprimern (Roche) verwendet. Das ermdglicht im Idealfall einen
Umschrieb der gesamten RNA in cDNA und damit die Erhaltung der Verhéltnisse der
Mengen der verschiedenen mRNAs untereinander. Die Reaktionsanséatze lauteten folgen-

dermafen:
Zutat Menge/ Endkonzentration
RNA 2Ug
Reverse Transkriptase 200U
Puffer 1fach
DTT 10mM
dNTPs 250uM
Primer 40uM
Ribolock (RNase-Inhibitor, Fermentas) 8U
H20 ad 50ul
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Um Sekundarstrukturen aufzulésen wurden die 2ug RNA (mit Wasser auf ein Volumen
von 10ul verdiinnt) fir 5min auf 65°C erhitzt und anschlieBend schnell auf 4°C abgekuhilt.
Nun wurden die verbleibenden Zutaten hinzugegeben und die Lésung 10min bei Raum-
temperatur, 50min bei 37°C und 15min bei 70°C inkubiert. Die cDNA wurde in Wasser
1:10 verdinnt und bei -20°C gelagert oder direkt weiterverwendet.

3.1.12 Quantitative reverse Trankriptase-PCR (qRT-PCR)

Die quantitative reverse Transkriptase-PCR ermdglicht die Quantifizierung von mRNAs
relativ zu Haushaltsgenen, die auf Grund ihrer, im Idealfall, konstanten Expression als
endogene Referenz dienen. Dabei wird wahrend der PCR in Echtzeit durch Einlagerung
des DNA-Fluoreszenzfarbstoffs Sybr Green | die Menge des produzierten Amplifikats ge-
messen. Aus der Amplifikationskurve wird ein Ct-Wert (cycle threshold) bestimmt. Durch
Betrachten der Differenz zwischen Gen von Interesse und Haushaltsgen und Vergleich
der Differenzen verschiedener Proben kann die relative mRNA-Expression flir ein Gen
bestimmt werden (AAC+-Methode, Applied Biosystems User Bulletin #2).

Fir die gRT-PCR wurden 10ul cDNA, 9,6l ABsolute gPCR SYBR Green 2x Mix (Ther-
mo Scientific) und 0,2ul Vorwarts- und Rickwartsprimer (Endkonzentration 100nM; in-
trontberspannende Primer, um Amplifikation von genomischer DNA zu verhindern) in 96-
well-Platten pipettiert. AnschlieBend wurde die Platte thermisch (2,5sec, 180°C) mit einer
Klarsichtfolie versiegelt (Clear Heat Seal, 4titude). Zur vollstdndigen Denaturierung wur-
den die Proben zu Beginn 15min bei 95°C inkubiert, anschlieBend folgten 38 Zyklen mit
jeweils 60sec Denaturierung bei 95°C, 20sec Primerhybridisierung bei 60°C und 15sec
Synthese bei 72°C. Im 39. Zyklus folgten auf 60sec bei 95°C, jeweils 30sec bei 60°C
und erneut 95°C. Fir jedes Gen wurden technische Triplikate verwendet und die Normali-
sierung erfolgte als Doppelnormalisierung relativ zu RPS14 und B2M. Die daraus resultie-
rende Standardabweichung fir die relative Genexpression wurde mit Hilfe der GauB’schen
Fehlerfortpflanzung berechnet.
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3.2 Zellbiologische Methoden

Alle Arbeiten mit lebenden Zellen fand unter Sterilbedingungen statt, bei Arbeiten mit Lenti-
viren zuséatzlich im S2-Bereich nach Gentechnik-Sicherheitsverordnung (§7 der Gen-TSV).

3.2.1 Auftauen von Zellen

Die tiefgeforenen Zellen wurden in ihrem KryogefaB bei 37°C im Wasserbad mdglichst
rasch aufgetaut und dann auf 15cm-Schalen mit 35ml vorgewarmten Medium ausplattiert.
Sobald die Zellen adharent wurden, spatestens jedoch am nachsten Tag fand ein Medi-
umwechsel statt, um das DMSO mdglichst rasch zu entfernen. Vor Experimenten wurden
die Zellen mindestens ein bis zwei mal passagiert. Im Allgemeinen wurden die Zellen bei
37°C, 95% relativer Luftfeuchtigkeit und 5% CO, inkubiert. Zellen, die als Vorrat dienten,
wurden auf 15cm-Platten gehalten.

3.2.2 Passagieren von Zellen

Alle zwei bis drei Tage bzw. bei ca. 95% Konfluenz (=geschlossener Zellrasen) wurden
die Zellen passagiert. Dazu wurden sie nach Absaugen des Mediums mit PBS (RT) gewa-
schen und mit 2ml Trypsinlésung (15cm-Schalen) bedeckt. Nach finf Minuten Inkubation
bei 37°C wurden die Zellen in 10ml warmem Medium resuspendiert und mehrmals auf-
und abpipettiert, um alle Zellen von der Oberflache zu I6sen und die Zellen untereinander
(Trypsininaktivierung durch Serumbestandteile). Je nach Zelllinie wurden anschlieBend
zwischen 0,8ml und 1,5ml auf eine neue 15cm-Schale mit 20ml vorgewarmten Medium
Uberfuhrt und nach Durchmischen durch leichtes Schitteln in den Brutschrank gestellt.
Bei besonders empfindlichen Zellen (z.B. HEK 293T) wurden die Zellen zur vollstandigen
Entfernung von Trypsinriickstdnden nach dem Resuspendieren 5min bei 1000rpm zentri-
fugiert, der Uberstand abgesaugt und das Pellet erneut in warmen Medium resuspendiert,
anschlieBend wie oben beschrieben ausplattiert.
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3.2.3 Einfrieren von Zellen

Nach Waschen und Trypsinisieren wurden die Zellen von konfluenten 15cm-Schalen in
Normalmedium resuspendiert und 5min bei 1000rpm zentrifugiert. AnschlieBend wurde
der Uberstand abgesaugt und das Pellet in 2ml eiskaltem Einfriermedium resuspendiert.
Jeweils 1ml der Zellsuspension wurde dann in ein KryogeféaB3 gegeben und diese in mit
Isopropanol gefiillte Nalgene® Mr. Frosty™-GefaBe gestellt und sofort bei -80°C einge-
froren. Die mit Isopropanol geflllten GefaBe sorgen dafir, dass die Zellsuspensionen mit
einer konstanten Rate von ca. 1°C/min abgekihlt werden. Nach 24h kénnen die Kryoge-
faBe entweder in einen normalen -80°C-Gefrierschrank oder, falls fir langere Zeit, auch in
Tank mit flissigem Stickstoff Gberflhrt werden.

3.2.4 Synchronisation durch Serumentzug

Um zellzyklusabhangige Effekte in Zellen beobachten zu kénnen, ist es notwendig, diese
in Bezug auf Ihren Zellzyklus zu synchronisieren. Dazu wurden die Zellen 12-24h nach
dem Ausplattieren zweimal mit PBS gewaschen und dann in serumfreien Medium inku-
biert. Dadurch wurde erreicht, dass die Zellen in der G1-Phase arretieren. Nach 24h wur-
de das Medium gegen solches mit Serum ausgetauscht und dadurch eine Restimulation
der Zellen in Bezug auf das Durchlaufen des Zellzyklus erreicht. Durch Betrachten der
Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten nach Restimulation konnten so Aussagen Uber den
Einfluss des Zellzyklus auf die Biologie der Zellen getroffen werden. Die Anteile der Zellen
in den verschiedenen Zellzyklusphasen wurde durch PI-FACS bestimmt (cf. Kapitel 3.2.9).

3.2.5 Transfektion von siRNA in Saugerzellen

Wie von Tuschl 2001 das erste mal beschrieben (Elbashir et al., 2001), kann siRNA zur
sequenzspezifischen Degradation von mRNA in Saugerzellen verwendet werden und da-
mit ein funktioneller knock down des betroffenen Gens erreicht werden. Zu diesem Zweck
wurden Zellen auf 10cm-Platten so ausplattiert, dass sie zum Zeitpunkt der Transfektion
60-80% konfluent waren. Eine Stunde davor wurde das Medium der Zellen gegen ant-
biotikafreies Medium ausgetauscht (6ml), um die Toxizitdt des Transfektionsreagenz zu
reduzieren.
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20ul Lipofectamine® RNAIMAX (Invitrogen) bzw. 10pl siRNA wurden in Opti-MEM® Re-
duced Serum Medium (Gibco) verdinnt und finf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieBend wurde die Lésung, die die siRNA enthielt, zu der mit dem Transfektionsrea-
genz gegeben, vermischt und weitere 20min stehen gelassen. Nun wurde die gesamte
Lésung tropfenweise auf die zu behandelnde Platte gegeben und durch leichtes Schit-
teln gut verteilt. 24h nach Transfektion wurde wieder auf Vollmedium gewechselt, weitere
24-48h spéater wurden die Zellen geerntet und die Effekte des knock down auf Protein-
und mRNA-Ebene betrachtet. Die siRNA von Dharmacon wurden mit einer Endkonzentra-
tion von 25nM eingesetzt, als Negativkontrolle dienten kein Zielgen treffende siRNA-Pools.

3.2.6 Transiente Transfektion von Plasmid-DNA in Saugerzellen

Zur transienten Transfektion von Expressionsplasmiden in humane Zellen kamen sowohl
die Kalzium-Phophat-basierte HBS-Transfektion als auch die Transfektion mit Polyethy-
lenimin (PEI) zum Einsatz. Erstere fand bei der Produktion von Retroviren Anwendung,
letztere bei der Produktion von Lentiviren und der transienten Uberexpression von Genen
in Neuroblastomzellen. Fur beide Methoden wurden die Zellen 24h vor Transfektion auf
10cm-Platten ausplattiert, wobei fir die PEI-Transfektion mehr Zellen notwendig waren als
fr die HBS-basierte.

3.2.6.1 Kalzium-Phosphat-Transfektion

Bei der HBS-basierten Transfektion bilden sich Kalzium-Phosphat-DNA-Préazipitate, die
von den transfizierten Zellen aufgenommen werden (Graham und van der Eb, 1973).

Drei Stunden vor Transfektion wurde das Medium auf DMEM-basiertes Vollmedium ge-
wechselt. Fir die Transfektion wurden 500ul einer 0,25M CaCl,-L6sung, die auch 20ug
der zu transfizierende DNA enthélt, tropfenweise unter Vortexen zu 500ul der 2fach HBS-
Lésung gegeben. Nach einer Minute Inkubationszeit wurde die Lésung auf die Zellen ge-
geben und durch leichtes Schitteln gut verteilt. Nach 14-16h wurde wieder auf RPMI-
basiertes Medium gewechselt und 48h nach Transfektion wurden die Zellen geerntet.
Die Transfektionseffizienz wurde durch Transfektion mit einem GFP-exprimierenden Vek-
tor Uberpruft. Dafar kann 24-48h nach Transfektion mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskops
der Anteil der GFP-positiven Zellen abgeschéatzt werden. Als Negativkontrolle diente die
Transfektion mit dem zugehdrigen Leervektor.
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3.2.6.2 PEl-Transfektion

Bei der PEI-Transfektion bildet das Polyethylenimin Komplexe mit der DNA, die so in die
Zelle aufgenommen werden kann (Boussif et al., 1995).

Um die Toxizitat zu senken musste daflrr jedoch vor der Transfektion ein Wechsel auf an-
tibiotikafreies Medium mit nur 2% FBS stattfinden. Die PEI-L6sung und die DNA wurden
jeweils in 500ul PBS verdinnt und anschlieBend tropfenweise zueinander gegeben. Dabei
wurde Ublicherweise ein Verhaltnis DNA:PEI gleich 1:2 gewéhlt, bei DNA-Mengen gréBer
20ug aber auf Grund der ansteigenden Toxizitat oft nur noch ein Verhéltnis 1:1. Das Ge-
misch wurde anschlieBend kurz gevortext und nach 20min bei Raumtemperatur auf die
Zellen gegeben. Nach vier bis sechs Stunden fand nach Waschen mit PBS der Wech-
sel auf Vollmedium statt. Fir Ernte und Kontrollen wurde wie bei der Kalzium-Phosphat-
Methode verfahren (s.o.).

3.2.7 Stabile retrovirale Infektion

Um die stabile Expression eines Proteins zu erreichen ist die Integration der kodieren-
den Sequenz mit den entsprechenden Promotoren und Selektionsmarkern in das Ge-
nom der Zellen notwendig. Das kann z.B. durch eine retrovirale Infektion erreicht werden.
Dieser Weg bietet sich fir SH-EP-Zellen besonders an, da diese einen (mit Hygromy-
zin B selektionierbaren) murinen ekotrophen Rezeptor exprimieren, der die Infektion mit
murinen Retroviren erlaubt (Scholz und Beato, 1996). Zu diesem Zweck wurden Plat-
E-Zellen (4-5Millionen 24h vorher auf 10cm-Schalen ausplattiert) mit 40ug des pWZL
neo-Vektors, in den die kodierende Sequenz des gewiinschten Proteins kloniert wurde,
transfiziert (Kalzium-Phosphat-Methode, siehe Kapitel 3.2.6) und als virusproduzierende
Verpackungszelllinie verwendet. Dadurch wurde die Produktion infektionskompetenter, je-
doch replikationsinkompetenter Retroviren erreicht (Morita et al., 2000).

Im Gegensatz zum Protokoll der ,normalen” HBS-Transfektion wurden beim Mediumwech-
sel 14-16h nach Transfektion nur 7ml neues Medium hinzugegeben, welche 48h nach
Transfektion als virusenthaltender Uberstand abgenommen und nach Schockgefrieren in
flissigem Stickstoff bei -80°C gelagert wurden. Erneut wurden 7ml Medium hinzugegeben
und nach weiteren 18h abgenommen und wie oben damit verfahren. Die Transfektionsef-
fizienz wurde mit Transfektion von GFP-Vektoren Uberprift und lag bei 100%.

Zur Infektion wurde das Virus im 37°C-Wasserbad aufgetaut und nach 5min Zentrifugation
bei 1500rpm mit Hilfe eines 0,45um-Filters gefiltert, um Kontaminationen mit Plat-E-Zellen
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zu vermeiden. Die zu infizierenden SH-EP-Zellen wurden 24h vor Infektion mit einer Dichte
von 300.000 pro 10cm-Platte ausplattiert und nach Abnahme des Mediums 5ml des virus-
enthaltenden Uberstands hinzugegeben. Zur Steigerung der Infektionseffizienz wurden
zusatzlich 5pl einer 4mg/ml Polybrenelésung untergemischt. 14-16h nach Infektion wur-
den 5ml frisches Medium hinzugefligt und nach weiteren 32h mit der Selektion mit G418
begonnen. Es wurde so lange selektioniert bis alle nicht infizierten Kontrollzellen tot waren
(1-2Wochen). In dieser Zeit wurden die Zellen je nach Notwendigkeit weiter passagiert
und alle zwei bis drei Tage ein Mediumwechsel (+G418) durchgefihrt. Nach erfolgreicher
Selektion wurde die Infektion auf mMRNA- und Proteinebene Uberprift und die Zellen auf
Medium ohne Selektionsdruck Uberfuhrt.Zum Erreichen héherer Transfektionseffizienzen
erfolgte zum Teil 24h nach Erstinfektion eine zweite Infektion und/ oder das Virus wurde
direkt nach Produktion ohne zwischenzeitiges Einfrieren verwendet.

3.2.8 Lentivirale Infektion

Far die Expression von shRNAs wurde die lentivirale Infektion der Zellen gewahlt, da hier
eine wesentlich héhere Infektionseffizienz erzielt werden kann, gleichzeitig muss jedoch
unter erhdéhten Sicherheitsbedingungen (S2) gearbeitet, da die produzierten Lentiviren
zwar replikationsinkompetent sind, jedoch theoretisch auch eine Infektion der Zellen des
Experimentators méglich ist. Durch die Expression lentiviraler shRNAs kann mittels RNA-
Interferenz ein stabiler knock down eines Gens erreicht werden (Brummelkamp et al.,
2002; Moffat et al., 2006), wobei im Gegensatz zu siRNA-Experimenten dieser Effekt flr
langere Zeit vorhanden ist und die Zellen auf die Integration der shRNA hin selektionierbar
sind.

Die Produktion der Lentiviren fand in HEK 293T-Zellen (4-5Millionen 24h vor Transfekti-
on auf 10cm-Nunc™-Platten ausplattiert) statt, die mittels PEI-Transfektion (siehe Kapitel
3.2.6) mit 11,1ug des fir die shRNA kodierenden pLKO.1-Vektors und gleichzeitig mit
2,8ug pPAX2-Plasmid und 1,4ug pMD2G-Plasmid (zur Virusproduktion notwendige Ver-
packungsplasmide) transfiziert wurden (30ul PEI). 16h nach Transfektion wurde auf 6ml
Vollmedium gewechselt, welches nach weiteren 24h als erster virusenthaltender Uber-
stand abgenommen wurde. Diese Prozedur wurde nach jeweils nach 12h und 24h wieder-
holt und die Uberstande gepoolt und durch 0,45um-Filter filtriert. AnschlieBend wurde das
Virus bei 4°C oder flr langere Zeitraume bei -80°C aufbewahrt.
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24h vor Infektion wurden 600.000 IMR-32-Zellen auf 10cm-Platten ausgesat und dann
nach Entfernen des Mediums mit 1-2ml Viruslésung, 4ul Polybrene (4mg/ml) und RPMI-
Vollmedium ad 4ml flr 24h inkubiert. AnschlieBend fand analog eine zweite Infektion statt.
48h nach Erstinfektion wurde mit der Selektion mit Puromyzin begonnen und friihestens
nach weiteren 32-48h wurden die Zellen geerntet oder flr weitere Versuche verwendet.
Spatestens sieben Tage nach Erstinfektion jedoch wurden die Zellen nicht mehr verwen-
det, um zu verhindern, dass bei eventuellem Wachstumsnachteil durch die shRNA, Zel-
len mit einem schlechten knock down herausselektioniert werden. Fir Doppelinfektionen
wurde gleichzeitig mit gleichen Mengen zweier Viruslésungen infiziert und die Menge an
RPMI-Medium entsprechend reduziert.

3.2.9 Propidiumiodid-Durchflusszytometrie (PI-FACS)

Bei der Zellzyklusanalyse fand die Propidiumiodid-Durchflusszytometrie (PI-FACS) Ver-
wendung (Van Dilla et al., 1969). Dabei werden die Zellen, nach Inkubation in Ethanol
zur Fixierung und Permeabilisierung, mit dem interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff Pro-
pidiumiodid gefarbt. Durch die Interkalation wird die Fluoreszenz des Farbstoffs um das
20-30fache verstarkt und sowohl Excitations- als auch Anregungsmaximum verschoben.
Durch Anregung mit Hilfe eines Lasers und Messung der Emission kann im Durchflusszy-
tometer so der DNA-Gehalt pro Zelle bestimmt werden. Davon kann dann auf die jeweilige
Zellzyklusphase, in der sich die Zelle befindet zurlickgeschlossen werden.

Diploide Zellen (N=2) befinden sich dabei in G1/GO0, tetraploide in G2/M. Die vom DNA-
Gehalt dazwischen liegenden werden als in der S-Phase befindlich angesehen und solche
mit einem geringeren DNA-Gehalt als diploide Zellen (Sub-G1) als apoptotische Zellen.
Dabei werden die Grenzen so gezogen, dass ein erster scharfer Haufigkeitsgipel im DNA-
Gehalt den Gipfel fir die G1/G0-Phase darstellt und ein zweiter mit ungefahr doppeltem
DNA-Gehalt die G2/M-Phase. Wichtig ist dabei ebenso, zusammenhangende Zellen von
der Analyse auszuschlieBen. Da Propidiumiodid auch in RNA interkaliert ist eine Behand-
lung der Zellen mit RNase notwendig.

Um mdglichst alle Zellen einer 80% konfluenten 10cm-Platte fir das FACS zu gewinnen,
wurden diese 10min bei 37°C mit 1ml Trypsinlésung inkubiert und anschlieBend im vorher
abgenommenen Uberstand resuspendiert, um so etwaige apoptotische Zellen, die nicht
mehr adharent waren, in die Analyse mit einzuschlieBen. Dann wurde die Zellsuspensi-
on bei 1500rpm und 4°C zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in 10ml
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eiskaltem PBS resuspendiert. Nach erneuter finfminitiger Zentrifugation (1500rpm, 4°C)
wurde der Uberstand abgesaugt und die in 1ml kaltem PBS resuspendierten Zellen zu 4ml
eiskaltem reinen Ethanol (Endkonzentration 80%) in ein 15ml Polystyrolfalcon (Sarstedt)
gegeben. Das geschah tropfenweise und unter Vortexen, um die Entstehung von Zell-
klumpen zu vermeiden. AnschlieBend wurde die L6sung mindestens einmal Uber Nacht
bei -20°C zum Fixieren inkubiert.

Am né&chsten Tag wurden die Zellen zweimal abzentrifugiert und mit 5ml eiskaltem PBS
gewaschen (10min,1500rpm, 4°C) und schlieBlich in 400ul PI-FACS-L&sung entweder fir
30min bei 37°C oder Uber Nacht bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben licht-
geschiitzt und auf Eis bis zur Messung mit dem Durchflusszytometer aufbewahrt. Die Ana-
lyse und Visualisierung der Daten erfolgte mit der Software FlowJo.

3.2.10 Indirekte Immunfluoreszenz

Eine Mdglichkeit, Proteine und ihre Lokalisation in Zellen sichtbar zu machen ist die indi-
rekte Immunfluoreszenzfarbung und die anschlieBende konfokale Fluoreszenzmikrosko-
pie. Dafiir wurden die Zellen mit Paraformaldehyd fixiert. Nach Inkubation mit einem ge-
gen das gesuchte Protein gerichteten Primarantikdrper, wurde dieser durch einen Fluores-
zenzfarbstoffkonjugierten Sekundarantikdrper (gerichtet gegen die jeweilige Herkunfsspe-
zies des Primarantikdrpers) sichtbar gemacht (einzige Ausnahme war der direkt fluores-
zenzmarkierte TUJ-1-Antikdrper). Zur Kernfarbung wurde Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich)
verwendet. Um quantitative Aussagen Uber Proteinmengen treffen zu kénnen wurden die
Bilder jeweils mit den gleichen Einstellungen fur Laserstarke und Bildverstarkung aufge-
nommen und nur jeweils neu auf die Kernebene (DAPI-Kanal) fokussiert. Als MaB fir die
Hintergrundfarbung dienten Proben, die nur mit den Sekundarantikdrpern inkubiert wur-
den.

Die zu untersuchenden Zellen wurden auf 8-well-Mikroskopietragern (ibiTreat, Ibidi) aus-
plattiert und bei ca. 70% Konfluenz nach Absaugen des Mediums 15min in 3,7% Para-
formaldehyd (bei 80°C in PBS geldst und jeweils frisch zubereitet) bei Raumtemperatur
inkubiert. Danach wurden die Zellen zweimal 10min mit einer 0,1M Glycin-PBS-L6sung
und anschlieBend zweimal 5min mit einer 0,1% NP-40-PBS-L&sung unter leichtem Schiit-
teln bei Raumtemperatur gewaschen und permeabilisiert. Um unspezifische Bindungen
der Antikdrper zu minimieren wurde die Zellen dann fir 45min mit einer 0,1% NP40-5%
FBS-PBS-L6sung blockiert. In dieser Lésung wurden auch die verwendeten Primaranti-
kdrper verdunnt (je nach Antikérper 1:50 bis 1:1000) und die Zellen damit Gber Nacht bei
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4°C inkubiert. Nach dreimaligen Waschen fir finf Minuten mit der Blockierlésung wurden
die Proben fiir 45min bei Raumtemperatur mit den Sekundarantikdrpern (1:400) behan-
delt. AnschlieBend wurde einmal 10min bei Raumtemperatur mit der 0,1% NP-40-PBS-
Lésung, die mit 0,5ug/ml Hoechst 33342 versehen wurde, gewaschen und zweimal 5min
mit reiner 0,1% NP-40-PBS-L&sung. SchlieBlich wurden die Zellen kurz erst mit PBS und
dann mit Wasser abgespult und mit Fluoromount (Sigma-Aldrich) bedeckt. So waren die
Proben einige Tage bis zum Mikroskopieren haltbar.

3.3 Proteinbiochemische Methoden

3.3.1 Herstellen von Proteinlysaten fiir Western Blot

Der GroBteil der Proteinlysate fir Western Blots wurde mit Hilfe der NP40-Lyse angefer-
tigt. Nur um sicherzustellen, dass Effekte auch auf Ebene von Ganzzellysaten sichtbar
sind, wurden in wenigen Ausnahmen solche angefertigt. Da die TNN-Lyse nur im Zusam-
menhang mit Immunprézipitationen Verwendung fand, ist sie dort aufgefihrt (siehe Kapitel
3.3.3).

3.3.1.1 NP40-Lyse

Nach Absaugen des Mediums und einmaligem Waschen mit eiskaltem PBS wurden die
Zellen mechanisch von der zu erntenden Platte abgeschabt und durch Zentrifugation pelle-
tiert (5min, 1500rpm, 4°C). Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet, je nach GréBe,
in 30 bis 100ul NP40-Lysepuffer durch Auf- und Abpipettieren griindlich resuspendiert. An-
schlieBend wurde das Gemisch dreimal flr 30sec in flissigem Stickstoff schockgefroren
und 1min bei 37°C im Wasserbad wieder aufgetaut. Nach 10min Inkubation und anschlie-
Bender zehnminiitiger Zentrifugation bei 4°C und 14.000rpm wurde der Uberstand als
Proteinlysat in ein neues Mikroreaktionsgefal Gberfihrt und das Pellet verworfen.
AnschlieBend folgte die Proteinbestimmung nach Bradford (siehe Kapitel 3.3.2). Die Pro-
ben wurden dann mit Lysepuffer und 3fach-SDS-Probenpuffer (Endkonzentration 1fach)
auf eine Endkonzentration von 1ug Protein/pl verdinnt und fir 5-10min bei 95°C in den
Heizblock gestellt. Danach wurden die Proben entweder sofort fiir die SDS-Polyacrylamid-
Gelektrophorese (siehe Kapitel 3.3.4) verwendet oder bei -20°C gelagert und vor Verwen-
dung noch einmal 5min auf 95°C erhitzt.
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3.3.1.2 Ganzzelllysate

Um Proteinmengen auf Ebene von ganzen Zellen zu betrachten, wurden die Zellen durch
Trypsinieren geerntet und mit Hilfe des Casy® Cell Counters die Zellkonzentration be-
stimmt. AnschlieBend wurden von allen Proben jeweils solche Mengen durch Zentrifugati-
on (5min, 1500rpm, 4°C) pelletiert, dass sie die gleichen absoluten Zellzahlen enthielten.
Nach einmaligen Waschen mit kaltem PBS und erneuter Zentrifugation (wie oben) wurden
die Pellets in gleichen Mengen 1fach-SDS-Probenpuffer resuspendiert und fir 10-15min
unter zwischenzeitigem erneuten Resuspendieren auf 95°C erhitzt. Danach wurde mit den
Proben wie im Abschnitt NP40-Lyse beschrieben verfahren.

3.3.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Bestimmung der Proteinkonzentration von NP40- und TNN-Lysaten erfolgte photome-
trisch mittels der Methode nach Bradford (Bradford, 1976). Daflr wurde eine Eichgerade
mit Proben mit bekannter Proteinkonzentration (bovines Serumalbumin in Probenpuffer)
erstellt und damit ein Koeffizient fir die Extinktion bei 595nm berechnet. Dieser wurde
zur Berechnung der Proteinkonzentration aus der gemessenen Extinktion der jeweiligen
Probe verwendet. Die Bestimmung der Extinktion erfolgte in technischen Triplikaten und
anschlieBender Mittelwertbildung gegentiber einem Leerwert mit purem Probenpuffer.
Die Messung der Extinktion erfolgte in Halb-Mikro-Polystyrolklvetten (Sarstedt). Dazu wur-
den in jedes GefaB 0,1ml 150mM NacCl, 0,4ml H,O und 0,5ml Bradfordlésung vorgelegt
und anschlieBend jeweils 1pul der Probe dazupipettiert. Nach Durchmischen durch Vortex-
en wurde die Extinktion bei 595nm bestimmt.

3.3.3 Immunprazipitation (IP)

Zum Nachweis von Protein-Protein-Interaktionen diente die Immunprazipitation (bzw. Co-
Immunprazipitation). Dabei werden mit Hilfe von Antikdrper-Protein G-Sepharose-Konju-
gaten aus Proteinlysaten die Proteine (und ihre Interaktionspartner) aufgereinigt, gegen
die der Antikdrper gerichtet ist. AnschlieBend kénnen die verschiedenen Proteine im Im-
munoblot nachgewiesen werden. Als Negativkontrolle dienten entweder IgG-Gemische
aus der jeweiligen Spezies, aus der auch der Antikérper stammt, oder IPs mit Zelllysaten
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von Zellen, die das Protein gegen das der Antikdrper gerichtet ist, nicht oder nur in we-
sentlich geringerem MaBe exprimieren (z.B. N-Myc-IPs mit Lysaten leerer SH-EP-Zellen
als Kontrolle fiir solche mit exogener Uberexpression von N-Myc).

Die Proteinlysate fur Immunprazipitationen wurden mittels TNN-Lyse gewonnen. Dafir
wurde das Zellpellet (nach mechanischer Ernte) in 1ml TNN-Lysepuffer resuspendiert
und anschlieBend sonifiziert, um sicherzustellen, dass auch chromatinassoziierte Prote-
ine (z.B. N-Myc als Transkriptionsfaktor) Bestandteil der Proteinlysate und fir die IP zu-
ganglich sind. Fir die Sonifikation wurde das Falkon in ein Eis-Ethanol-Gemisch gestellt
und bei 20% Amplitude viermal finf Sekunden mit jeweils 10sec Pause sonifiziert. An-
schlieBend wurde die Probe 30min auf Eis inkubiert und dann 10min bei 4700rpm und
4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein MikroreaktionsgefaB (iberfiihrt und mittels
Bradford-Assay (siehe Kapitel 3.3.2) die Proteinkonzentration bestimmt. Die Proben wur-
den anschlieBend auf eine Konzentration 1mg/ml verdinnt und 1ml mit jeweils 4ug des
Antikdrpers bzw. des IgG-Gemischs auf dem Drehrad tber Nacht bei 4°C inkubiert.

Zu dieser Lésung wurden am néchsten Tag 50ul Protein G-Sepharose®-Partikel (Sigma-
Aldrich) hinzugegeben und zwei Stunden bei 4°C erneut auf dem Drehrad inkubiert, um die
Bindung der Antikérper an das Sepharose-gekoppelte Protein G zu ermdglichen. Vorher
wurden die Protein G-Sepharose®-Partikel mit TNN-Puffer zweimal gewaschen (Zentrifu-
gation 5min, 1700rpm, 4°C), um das Ethanol aus der Lésung zu entfernen. Um unspezi-
fische Bindungen an die Antikérper und die Protein G-Sepharose®-Partikel zu minimieren
wurde nun mehrfach gewaschen und zentrifugiert (5min, 1700rpm, 4°C) und der Uber-
stand jeweils verworfen. Zuerst zweimal mit kaltem TNN-Puffer, dann einmal mit TNN-
Puffer mit erhéhtem Salzgehalt (Endkonzentration 200mM NaCl), um die Stringenz der
bestehen bleibenden Bindungen zu erhéhen, anschlieBend erneut zweimal mit reqularem
TNN-Puffer und abschlieBend einmal mit PBS.

Nach Zugabe von 75ul 3fach SDS-Probenpuffer wurden die Proben fir 15min auf 95°C
erhitzt und konnten fir die SDS-PAGE verwendet werden. Vor Zugabe der Sepahrose-
Partikel und vor dem ersten Waschschritt wurden jeweils 30l des Uberstandes abgenom-
men und mit 10pul TNN-Puffer und 20ul 3fach SDS-Puffer als Input und ungebundener
Uberstand fiir 5min auf 95°C erhitzt. Von Input und ungebundenem Uberstand wurden
20ul von der IP 25yl fur die SDS-Polyacrylamid-Gelektrophorese geladen. Somit stellen
die beiden ersten jeweils immer ca. 3% der von der IP geladenen Proteinmenge dar.
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3.3.4 SDS-Polyacrylamid-Gelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese dient zur Auftrennung von Proteinen geman
ihrer elektrophoretischen Beweglichkeit (Laemmli, 1970). Daftur werden die Proteine mit-
tels SDS (Natriumdodekylsulfat) denaturiert und gleichzeitig mit einer Anzahl negativer
Ladungen versehen, die im Idealfall proportional zur L&nge der Proteinkette und damit zur
Masse des Proteins ist. Folglich ist mit der SDS-PAGE eine Auftrennung von Proteinen
nach ihrer ungefédhren GréBe maglich.

Fir dieses Verfahren wurden 8-12,5%-Acrylamidgele (Dicke 1,5mm, Prozentigkeit je nach
gewdinschter Auflésung fur schwerere oder leichtere Proteine) verwendet. Daflr wurde,
nach Zugabe von APS und TEMED zum Start der Polymerisationsreaktion, das Trenngel
zwischen zwei gereinigte Glasplatten gegossen und durch Bedecken mit Isopropanol eine
gerade obere Grenzlinie erzeugt. Nach Auspolymerisieren des Gels wurde das Isopropa-
nol restlos entfernt und der Zwischenraum bis oben hin mit Sammelgel gefillt. Um mit
Proben beladbare Taschen zu erhalten wurde ein Kamm mit 15 Zacken in die noch flUssi-
ge Masse gedriickt, welcher nach dem Ausharten entfernt wurde.

Nach Zusammenbau der Gelelektrophoreseapparatur und Spullen der Probentaschen mit
Laufpuffer wurden diese mit 20ul Proben (entspricht ca. 20ug Protein) geflllt. Zum Gré-
Benvergleich wurden die seitlichen Taschen mit 3ul Marker beladen (Page Ruler Prestai-
ned Protein Ladder, Thermo Scientific). Alle Taschen wurden, um ein besseres Laufver-
halten der Proben zu erzielen, mit 1fach SDS-Probenpuffer auf eine Gesamtladung von
20pl aufgefillt. Die Elektrophoresekammer wurde bis oben mit Laufpuffer gefillt und eine
konstante Spannung von 80V angelegt. Nachdem die Lauffront das Sammelgel durchlau-
fen hatte wurde die Spannung auf 130V erhdht bis die gewlinschte Auftrennung erreicht
war. AnschlieBend wurden die Gele fir den Western Blot weiterverwendet.

3.3.5 Phos-tag™-SDS-PAGE

Um Proteine in der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach dem Grad ihrer Phospho-
rylierung aufzutrennen, wurde das Reagenz Phos-tag™ (Wako) verwendet. Daflir wird das
Reagenz bei der Herstellung des Polyacrylamidgels in diese gemischt (Konzentrationen
gemaB den Angaben des Herstellers). Bei der anschlieBenden Gelelektrophorese wer-
den phosphorylierte Reste der aufgetragenen Proteine von Molekilen aus dem Reagenz
komplexiert und so ihrem Lauf behindert. Deshalb kdnnen im anschlieBenden Immunoblot
starker phosphorylierte Proteine als distinkte Banden mit langsameren Laufverhalten de-
tektiert werden.
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Da die im Reagenz enthaltenen 2-fach positiv geladenen lonen den Proteintransfer im
Western Blot behindern wurde das Gel vor dem Blot noch einmal fiir zehn Minuten unter
Schutteln in Transferpuffer gewaschen, der zusatzlich 10mM EDTA enthielt. AnschlieBend
wurde die Prozedur in Transferpuffer ohne Zusatz von EDTA wiederholt. Durch das ED-
TA wurde eine Komplettierung der 2-fach positiv geladenen lonen erreicht und damit eine
verbesserte Eignung fir den Western Blot.

3.3.6 Western Blot

Um die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine der Detektion mit Antikérpern zuganglich
zu machen, wurden sie durch Western Blotting auf eine PVDF-Membran Ubertragen (Ren-
art et al., 1979; Towbin et al., 1979; Mozdzanowski et al., 1992). Daflir wurde die PVDF-
Mebran durch einminltige Inkubation in Methanol, zwei Minuten in Wasser und 5min in
Blot-Puffer aktiviert und anschlieBend zusammen mit dem Polyacrylamid-Gel so zwischen
Filterpapier und Schwamme in die tank blot-Kammer gespannt, dass sich das Gel naher
an der Kathode und die Membran n&her an der Anode befindet. Die Blot-Kammer wurde
vollstandig mit Blot-Puffer gefillt. Da Luftblasen den Transferprozess stéren wurden die-
se sorgféltig entfernt. Dann wurde durch Anlegen eines konstanten Stroms (2,5h 250mA
oder 16h 55mA) der Transfer der Proteine aus dem Gel auf die PVDF-Membran erreicht,
die die Proteine durch hydrophobe Wechselwirkungen bindet. Das Blotten fand bei 4°C
unter stdndigem Rihren durch einen Magnetrihrer statt, um ein zu starkes Erhitzen und
Verdunsten des Blot-Puffers zu verhindern.

AnschlieBend wurde die Membran fir 30-60min bei Raumtemperatur in der Blockierldsung
inkubiert, um unspezifische Proteinwechselwirkungen abzuséttigen. Das Polyacrylamid-
Gel wurde entsorgt. Um eine Detektion bestimmter Proteine mdglich zu machen wur-
den die entsprechenden Membranabschnitte, in denen das Protein zu erwarten war, Uber
Nacht im Primarantikdrper bei 4°C unter Schutteln inkubiert (in antikdrperspezifischer Kon-
zentration in Blockierlésung mit 0,005% Natrium-Azid geldst; bei gegen Phopshorylierun-
gen gerichteten Antikérpern wurde BSA anstelle von Magermilchpulver verwendet). Am
nachsten Tag wurde die Membran finf Mal fir 10min bei Raumtemperatur in TBS-T gewa-
schen und anschlieBend flr mindestens eine Stunde im Meerrettichperoxidase gekoppel-
ten Sekundarantikérper (1:5000 in Blockierlésung bei Raumtemperatur) inkubiert. Nach
erneutem Waschen in TBS-T (5mal 5min) wurden die Membranen im digitalen Detektions-
gerat entwickelt. Zu diesem Zweck wurde die Membran mit Chemilumineszenz-Reagenz
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(Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate, Millipore) gleichmaBig bedeckt.
An den Stellen der Membran, an denen Meerretichperoxidase gekoppelter Sekundéaran-
tikdrper gebunden war (d.h. dort wo sich im Idealfall das gesuchte Protein befand), ka-
talysierte diese die Chemilumineszenzreaktion und das Signal war mit einem CCD-Chip
detektierbar.

3.3.7 Strippen der Western Blot-Membran

Um zum Beispiel nach der Untersuchung von Proteinmengen phosphorylierter Proteine
mittels Immunoblot auch eine Aussage Uber Gesamtproteinlevel machen zu kénnen, war
es notwendig, die gebundenen Primér- und Sekundarantikérper von der Membran zu ent-
fernen. Das wurde mit Hilfe von Inkubation in Stripping-Puffer bei 60°C flir 30min erreicht.
Durch das enthaltene SDS und 3-Merkaptoethanol wurden die Antikérper denaturiert. An-
schlieBend wurde die Membran dreimal in TBS-T gewaschen und schlieBlich mit Blockier-
I6sung blockiert. Danach erfolgte die Inkubation mit dem gewlnschten Primarantikérper
und das weitere Verfahren analog zum normalen Immunoblot (siehe Kapitel 3.3.6). Da
bei diesem Verfahren auch geringe Anteile der auf der Membran gebundenen Proteine
verloren gehen, wurde diese Technik nur einmal pro Membran und nur fir Antik6rper mit
starkem Signal und hoch exprimierte Proteine verwendet.

3.3.8 Proteinstabilitatsassay (Cycloheximid)

Um die Stabilitdt von Proteinen abschéatzen zu kdnnen ist es méglich den Translations-
hemmer Cycloheximid zu verwenden. Nach dessen Zugabe zu den lebenden Zellen ist die
Proteinsynthese gehemmt und durch Ernte von Replikaten zu verschiedenen Zeitpunkten
kann die Abbaugeschwindigkeit der Proteine an Hand der Abnahme der Proteinmenge
bestimmt werden. Dabei wurde die Proteinmenge zu den verschiedenen Zeitpunkten im
Immunoblot densitometrisch quantifiziert (Multi Gauge 3.0) und mit dem Vinculinsignal als
Ladekontrolle normalisiert. Dann wurde der Zeitpunkt t=0 gleich 100% Proteinmenge ge-
setzt und die restlichen Zeitpunkte relativ dazu betrachtet.
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4 Ergebnisse

4.1 Untersuchung der Interaktion von N-Myc und Usp11

Um die Bedeutung einer moglichen Interaktion von N-Myc und Usp11 beurteilen zu kén-
nen, wurde zuerst die Bindung der beiden gezeigt und anschlieBend untersucht, ob die
Menge an vorhandenem Usp11 einen Einfluss auf die Proteinlevel von N-Myc ausubt.

4.1.1 Bindung von N-Myc und Usp11

Die Bindung von N-Myc und Usp11 wurde mittels Immunprazipitation (IP) von Lysaten
aus IMR-32 Zellen untersucht, um die endogene Interaktion in einer Neuroblastomzelllinie
mit MYCN-Amplifikation zu betrachten. In der IP mit gegen N-Myc gerichteten Antikérpern
wurde Usp11 Uber dem Kontrollhintergrund (Maus-IgG) detektiert — relativ zu den Prote-
inleveln im Input in &hnlicher GréBenordnung wie Aurora-A (siehe Abbildung 7 A). Das
Vorhandensein von N-Myc in Immunprazipitaten mit Antikbrpern gegen Usp11 wurde in
der vorliegenden Arbeit nicht beobachtet (Daten nicht gezeigt), wurde aber schon friher
in der Arbeitsgruppe gezeigt (Markus Brockmann, persénliche Mitteilung). Eine Interakti-
on von endogenem Usp11 und Aurora-A wurde weder bei Usp11-IPs in IMR-32, noch bei
Aurora-A-IPs in SH-EP beobachtet (Daten nicht gezeigt). Zusammenfassend wurde ge-
zeigt, dass N-Myc und Usp11 einander binden.

4.1.2 Effekt der Depletion von Usp11 auf N-Myc

Die Hypothese, dass Usp11 die N-Myc-Menge reguliert, wurde mit Hilfe eines siRNA-
knock downs in SH-EP-Zellen mit stabil Gberexprimiertem MYCN wt bzw. mut (T58A/S62A)
getestet. Dabei anderten sich bei ca. 90-prozentigem knock down von Usp11 auf Proteine-
bene weder die Level von Aurora-A noch von Usp7 (siehe Abbildung 7 B). Die Usp7-Level
wurden untersucht, um eine eventuelle kompensatorische Anpassung der Usp7-Mengen
zu beurteilen. Die Menge an vorhandenem wildtypischen N-Myc war in einem von drei
Replikaten deutlich reduziert, wenn Usp11 depletiert wurde. Ebenso war in einer von drei
Wiederholungen die Menge von N-Myc mut stark verringert (Daten nicht gezeigt). In den
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Abbildung 7. Interaktion von N-Myc und Usp11

(A) Endogene Immunprézipitation in IMR-32 mit Anti-N-Myc-Antikérper und Maus-IgG (=lgG ms) als Kontrol-
le; Input und nicht gebundener Uberstand entsprechen ca. 3% der vom Immunprazipitat geladenen Menge;
Immunoblot mit den angegebenen Antikérpern, Cdk2 dient als Ladekontrolle.

(B) Biologische Replikate (linke und rechte Halfte) des siRNA-vermittelten knock downs von Usp11 in SH-EP
MYCN wt/ mut; als Kontrolle Transfektion mit siControl, Ernte 48h nach Transfektion; Immunoblot mit den
angegebenen Antikérpern, Cdk2 dient als Ladekontrolle.

(C) Exogene Expession von USP11 und MYCN in SH-EP-Zellen durch Transfektion mit pcDNA3-Vektoren
(USP11: 40ug, MYCN: 2ug); linke Seite: Immunoblot mit den angegebenen Antikdrpern, Cdk2 dient als La-
dekontrolle; rechte Seite: Darstellung der Mittelwerte und des zugehdrigen Standardfehlers der densitome-
trischen Quantifizierung von drei biologischen Replikaten, fiir Usp11 und Aurora-A wurde die Proteinmenge
mit Leervektor gleich eins gesetzt, fir N-Myc die Menge mit alleiniger Transfektion von MYCN; *: p < 0,05
(ungepaarter t-Test, berechnet mit GraphPad Prism 7).

jeweils anderen Versuchen waren die Level unverdndert. Zusammenfassend fuhrte die
Depletion von Usp11 in SH-EP-Zellen mit stabil Gberexprimiertem MYCN wt bzw. mut bei
der mehrfachen Durchfiihrung nicht zu eindeutig reproduzierbaren Ergebnissen.

Gleiches gilt fur die Depletion von Usp11 in IMR-32-Zellen, die N-Myc endogen Uberex-
primieren. In zwei von vier Replikaten nahmen die N-Myc-Mengen ab (allerdings weniger
deutlich, Daten nicht gezeigt). In den anderen beiden Experimenten zeigten sie sich un-
verandert. Um diese widersprichlichen Ergebnisse zu erklaren wurde der knock down von
Usp11 mit shRNA wiederholt und zusétzlich auch Usp7 depletiert (siehe Kapitel 4.3). Au-
Berdem wurde der Effekt der Uberexpression von Usp11 auf die N-Myc-Level untersucht.
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4.1.3 Effekt der Uberexpression von Usp11 auf N-Myc

Um den Einfluss von Usp11 auf die Proteinlevel von N-Myc zu testen, wurden beide Pro-
teine in SH-EP Zellen Uberexprimiert. Als Kontrollen dienten die Transfektion mit einem
Leervektor und die Uberexpression von MYCN ohne gleichzeitige Expression von USP11.
Das Experiment wurde dreimal wiederholt und sowohl in jedem Replikat als auch im Mittel
bewirkte die Uberexpression von Usp11 einen signifikanten Anstieg der N-Myc-Level im
Vergleich zur alleinigen Uberexpression von N-Myc (siehe Abbildung 7 C). Die Aurora-A-
Mengen zeigten sich unverandert. Dies zeigt, dass die exogene Expression von Uspi1
bei gleichzeitiger exogener Expression von N-Myc zu einer signifikanten Erhéhung der N-
Myc-Proteinlevel fihrt — ohne die Proteinmenge von Aurora-A zu verandern.
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4.2 Untersuchung der Wechselwirkung von Usp7 und N-Myc

4.2.1 Bindungspartner von Usp7

Die Interaktion von Usp7 und N-Myc wurde in der Massenspektrometrie von Anne Cars-
tensen in SH-EP-Zellen mit exogener Expression von N-Myc gefunden und mittels IP vali-
diert. Dieser Befund sollte auch in IMR-32 mit endogener Expression von N-Myc tberprift
werden. Dazu wurden Immunprazipitationen mit Antikbrpern gegen N-Myc und Usp7 mit
Lysaten aus IMR-32 durchgefiihrt (siehe Abbildung 8 A). Dabei wurde in drei biologischen
Replikaten gezeigt, dass in der N-Myc-spezifischen IP Usp7 prazipitierte. Dabei war je-
doch — relativ zum jeweiligen Input — weniger Usp7 vorhanden als Aurora-A. Allerdings
wurde in der IP mit Antikérpern gegen Usp7 kein N-Myc im Immunoblot beobachtet, je-
doch ein zur N-Myc-IP vergleichbares Signal von Aurora-A. In Aurora-A-IPs wurde kein
Usp7 detektiert (Daten nicht gezeigt).Zusatzlich wurde in gegen Usp7 gerichteten Immun-
prazipitationen Usp11 nachgewiesen (siehe Abbildung 8 B).

Zusammenfassend weisen diese Experimente auf eine Interaktion von N-Myc und Usp7
hin. Weiterhin konnte eine Interaktion von Usp7 mit Aurora-A und Usp11 beobachtet wer-
den.

4.2.2 Uberexpression von Usp7

Um zu Uberprifen, ob die Interaktion von Usp7 und N-Myc auch von Bedeutung fur die
Regulation der Proteinmenge von N-Myc ist, wurden beide Proteine in SH-EP-Zellen durch
Transfektion transient exprimiert. Dabei wurde das mit einem Myc-Tag versehene USP7 in
verschiedenen Mengen zu MYCN kotransfiziert und die N-Myc-Proteinmengen unter den
verschiedenen Bedingungen beobachtet. Die Transfektion von MYCN ohne USP7 diente
als Kontrolle. Zuséatzlich zum wildtypischen USP7 wurde auch USP7 cs verwendet, eine
Mutante, die durch Mutation von Cystein 223 zu Serin katalytisch inaktiv ist (Canning et al.,
2004).

Durch Kotransfektion von USP7 wt kam es zu einer dosisabh&ngigen Erhéhung der N-
Myc-Proteinlevel in drei von sechs Wiederholungen des Experiments (siehe Abbildung 8
C linke Seite). In den weiteren Wiederholungen mit wildtypischem USP7 konnte dieser
Effekt nicht sicher reproduziert werden, sodass die Unterschiede nicht statistisch signifi-
kant sind (siehe Abbildung 8 C rechte Seite). In keinem Experiment wurde jedoch mit der
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Abbildung 8. Interaktion von N-Myc und Usp7

(A) und (B) Endogene IP in IMR-32-Zellen mit Antikérpern gegen N-Myc und Usp7, als Kontrolle dienen
Maus-IgG (IgG ms) und Kaninchen-lIgG (IgG rb); Input entspricht ca. 3% der vom Immunpréazipitat gelade-
nen Menge; Immunoblot mit den angegebenen Antikdrpern; der Stern markiert in (A) die schwere Antikor-
perkette.

(C) Uberexpression von MYCN (3ug) und USP7 wt (mit Myc-Tag versehen und deshalb mit unterschiedli-
chen Laufeigenschaften im Vergleich zum endogen exprimierten Protein, 15 bzw. 30ug) in SH-EP-Zellen;
Immunoblot mit den angegebenen Antikérpern, Vinculin dient als Ladekontrolle. Rechte Seite: Densitome-
trische Quantifizierung der N-Myc-Proteinmengen mit Angabe des Standardfehlers aus sechs biologischen
Replikaten des Experiments, Uberexpression von USP7 wt und cs (27/30 ug) und MYCN (3pg) in SH-EP-
Zellen, Quantifizierung relativ zur jeweiligen Ladekontrolle (Cdk2 oder Vinculin) und zur N-Myc-Menge in der
alleinigen Uberexpression in den wt-Experimenten; n.s. = nicht signifikant.

katalytisch inaktiven Mutante eine Erhéhung der N-Myc-Level beobachtet. Auch wenn der

Effekt nicht in allen Experimenten reproduzierbar war, spricht die dosisabhangige Erhé-
hung der N-Myc-Level durch die Expression von USP7 wt fiir einen Einfluss von Usp7
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auf die N-Myc-Proteinmengen. Gleichzeitig konnte dieser Effekt nicht mit der katalytisch
inaktiven Mutante von Usp7 beobachtet werden, deren Fahigkeit gestért ist, an Proteine
angehangte Ubiquitinmolekile abzuspalten. Dies weist darauf hin, dass diese Fahigkeit
von Usp7 essentiell fir den Einfluss von Usp7 auf die N-Myc-Level ist und Usp7 Uber sei-
ne katalytische Aktivitat einen Einfluss auf die Regulation der N-Myc-Mengen ausubt.

4.3 Depletion von Usp7 und Usp11 in IMR-32

Eine weitere Mdglichkeit neben der Uberexpression, die Rolle von Usp7 in der Regulati-
on der N-Myc-Proteinlevel zu untersuchen, ist die Depletion der Protease. Diese wurde
mittels lentiviraler Infektion mit shRNA-exprimierenden Vektoren erreicht. Dabei wurden
sowohl jeweils eine shRNA gegen Usp7 und Usp11 in IMR-32-Zellen eingesetzt als auch
beide gleichzeitig, um eventuell vorhandene synergistische Effekte bewerten zu kénnen
(shRNA-Vektoren von H. Ribeiro). Als Kontrolle dienten der Leervektor und eine shRNA
gegen das Luziferase-Gen von Renilla reniformis, welches beim Menschen nicht vorhan-
den ist.

4.3.1 Einfluss der Depletion auf Protein- und mRNA-Ebene

Die Effekte des knock downs sowohl eines der beiden Proteine als auch beider auf zellu-
lare Prozesse waren vielféltig, wie an den verschiedenen Verédnderungen auf Protein- und
mMRNA-Ebene sichtbar ist (siehe Abbildung 9 A). Dabei wurden auch bei Doppelinfektion
die mRNA-Level fur USP7 und USP11 um jeweils mindestens 80% reduziert. Die Effekti-
vitat des knock downs konnte ebenso auf Proteinebene bestatigt werden.

Die shRNA gegen Usp?7 fuhrte auf Proteinebene zu einer signifikanten Verminderung der
totalen N-Myc-Level, sowie einer Reduktion der an T58 und S62 phosphorylierten Prote-
ine. Ebenso war die Menge an detektierbarem Aurora-A-Protein stark vermindert. Beide
Effekte waren ebenfalls auf mMRNA-Ebene zu beobachten, sodass ein Einfluss des knock
downs auf die mRNA-Transkription nicht ausgeschlossen werden kann und aus diesem
Experiment nicht sicher auf eine veranderte Proteinstabilitdt geschlossen werden kann.
AuBerdem wurde ein starker Anstieg der Proteinlevel von p53 und p21 festgestellt. Die
Erhdhung der mRNA-Expression von TP53 wurde ebenfalls beobachtet, fir COKN1A war
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Abbildung 9. Depletion von Usp7 und Usp11 in IMR-32

(A) Depletion von Usp7 und/ oder Usp11 mittels shRNA (shUSP7-1 und shUSP11-3) in IMR-32, als Kontrolle
dienen der Leervektor und shLuziferase; Infektion mit 2mal 1ml Virus im Abstand von 24h, nach weiteren
24h Beginn der Selektion und Ernte nach 48h Selektion; linke Seite: Immunoblot mit den angegebenen
Antikérpern, Vinculin dient als Ladekontrolle; rechte Seite: densitometrische Quantifizierung der N-Myc-
Proteinmenge in 2 biologischen Replikaten; n.s. = nicht signifikant, *: p < 0,05, ***: p < = 0,001; relative
mRNA-Expression der angegebenen Gene mittels gRT-PCR bestimmt, Doppelnormalisierung zu RPS14
und B2M, pLKO leer gleich eins gesetzt, Mittelwerte aus zwei biologischen Replikaten, Fehlerbalken zeigen
zugehdrige Standardabweichung, * = p < 0,05 relativ zur jeweiligen shLuziferase-Probe.

(B) Zellzyklusanalyse mittels PI-FACS: Histogramme des PI-FACS nach Behandlung der Zellen wie in (A);
unten: graphische Darstellung der Anteile an Zellen in den jeweiligen Zellzyklusphasen, Prozentzahlen be-
zeichnen Anteil der Zellen in der G1-Phase.
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das nicht der Fall. Als weitere Zielgene von p53 wurden PUMA und NOXA getestet, wobei
die mRNA-Menge fur PUMA sich im Vergleich zu den Kontrollen bis zu verflnffacht hat,
fir NOXA jedoch erniedrigt war. Auf Proteinebene wurde zusatzlich die erhéhte Expressi-
on von (-1ll-Tubulin, einem Differenzierungsmarker fir neuronale Zellen beobachtet (von
Bohlen und Halbach, 2007).

Die Depletion von Usp11 fuhrte nicht zu signifikant verminderten N-Myc-Proteinmengen
oder MYCN-mRNA-Mengen. Gleiches gilt fir die Level von Aurora-A. AuBerdem war fir
den knock down von Usp11 keine Erh6hung von p53 oder seinen Zielgenen in der mRNA-
Expression oder in der Menge an vorhandenem Protein festzustellen.

Fir die gleichzeitige Depletion beider Proteasen wurden auf mRNA- und Proteinebene die
gleichen Effekte wie bei alleinigem knock down von Usp7 beobachtet — jedoch in abgemil-
derter Form. Nur die totalen N-Myc-Proteinlevel waren im Vergleich zu den Einzeldepletio-
nen noch weiter reduziert.

Zusammenfassend fuhrt die Depletion von Usp7 zu stark reduzierten Mengen an N-Myc
und Aurora-A. Dies gilt ebenso auf mRNA-Ebene. Weiterhin bewirkt der knock down ei-
ne Erhdhung von p53 und p21 und in Folge dessen eine Aktivierung des p53-Signalwegs
(transkriptionelle Aktivierung von PUMA). Flr die Einzeldepletion von Usp11 war ein Effekt
auf die N-Myc-Proteinmengen nicht in signifikantem AusmaRB reproduzierbar nachzuwei-
sen. In der Doppeldepletion bewirkte sie jedoch eine zusatzliche Erniedrigung der N-Myc-
Mengen im Vergleich zur alleinigen Depletion von Usp7.

4.3.2 Einfluss der Depletion auf den Zellzyklus

Da Veranderungen der Mengen an N-Myc, Aurora-A, p53 und p21 als Folge der Depletion
der Usps festgestellt wurden und diese Proteine sowohl von Bedeutung fur die Regulation
des Zellzyklus sind, als auch teilweise abhangig von der Zellzyklusphase selbst unter-
schiedlich reguliert werden, wurden mdogliche Veranderungen im Zellzyklus untersucht.
Dies geschah mit Hilfe der Propidiumiodid-Durchflusszytometrie (siehe Abbildung 9 B).
Wéhrend nur geringe Unterschiede zwischen den beiden Kontrollen (infiziert mit Leervek-
tor und shLuziferase) festzustellen waren, wurde in den Zellen mit Depletion von Usp7 ein
Arrest der Zellen in der G1-Phase beobachtet (83,9% in G1 im Gegensatz zu 44,5 bzw.
49,6% bei den Kontrollen). Im Gegensatz dazu fiihrte die Infektion mit shUSP11 zu einer
Verschiebung des grdBten Teils der Zellen in den Sub-G1-Bereich (37,3%), was apoptoti-
schen Zellen entspricht.
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Bei Doppelinfektion war eine Mischung der Zustdnde nach den Einzelinfektionen zu be-
obachten, bei dem sich zwar mehr Zellen im Sub-G1-Bereich befanden (12,4%), aber
gleichzeitig der gréBte Teil der Zellen (71,6%) in der G1-Phase und nur wenige jeweils in
der S- oder G2/M-Phase (6,3% bzw. 9,7%). Das bedeutet, dass die Infektion mit shUSP7
in IMR-32 zu einem Zellzyklusarrest in G1 geflihrt hat, mit shUSP11 jedoch zum Zelltod.

4.3.3 Einfluss der Depletion auf den Phanotyp

In der Phasenkontrastmikroskopie wurden eindeutige Unterschiede der Zellen sichtbar.
Wahrend mit shUSP11 infizierte Zellen apoptotisch aussahen, bildeten die Zellen mit
shUSP7 im Vergleich zu den Kontrollen vermehrt Neuriten-dhnliche Fortsédtze aus, die
eine Differenzierung zu reifen Neuronen vermuten lieBen (Daten nicht gezeigt). Um diese
Beobachtung zu bestatigen wurden indirekte Immunfluoreszenzfarbungen von wildtypi-
schen und mit shUSP7 infizierten IMR-32 angefertigt, wobei neben N-Myc und Usp7 der
neuronale Differenzierungsmarker {3-Ill-Tubulin (TUJ-1 ist der dafliir verwendete und vali-
dierte Antikdrper) angefarbt wurde.

Der knock down von Usp7 war insbesondere im Kern sichtbar (siehe Abbildung 10). Die
Farbung fir N-Myc im Kern war in der Situation mit shUSP7 ebenfalls reduziert, aller-
dings nicht fur alle Zellen gleichermaBen. Trotz eines Signals der wildtypischen IMR-32 fur
TUJ-1 fuhrte die Infektion mit shUSP7 zu einer deutlichen Verstarkung des Signals und
gleichzeitig zu einer Veranderung der Form der Zelle hin zu einem schmalen Zellkérper,
mit langgezogenen Auslaufern zu den Enden hin. Diese Formveréanderung erinnerte an
die Differenzierung zu reifen Neuronen.

Dieses Ergebnis zeigt, dass die Expression der gegen Usp7 gerichteten shRNA zu einem
Abfall der Proteinlevel von Usp7 und N-Myc und im Gegenzug zu einer Erh6hung der
Menge an neuronalem (3-lll-Tubulin fhrt. Das spricht zusammen mit der gleichzeitigen
morphologischen Veranderung fur eine Differenzierung der Neuroblastomzellen in Rich-
tung reifer Neurone.
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Abbildung 10. Einfluss der Depletion von Usp7 und Usp11 in IMR-32 auf den Phanotyp

Indirekte Immunfluoreszenz von wildtypischen IMR-32 und solchen, die mit shUSP7-1 infiziert wurden (In-
fektion wie in Abbildung 9, Fixierung 72h nach Beginn der Selektion); markiert mit Antikérpern gegen die
angegebenen Proteine, Hoechst als Kernfarbung; jeweils identische Aufnahmeeinstellungen, um quantitativ
vergleichen zu kdnnen; gezeigt wird pro Kondition und Farbung jeweils ein exemplarisches Beispiel; MaB-
stab entspricht 50um.
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4.4 Charakterisierung der Bindung von N-Myc und Aurora-A

Die direkte Bindung von N-Myc und Aurora-A und auch deren biologische Relevanz im
MYCN-amplifizierten Neuroblastom wurde zwar gezeigt, aber es ist nicht bekannt, welche
Proteindomanen oder -sequenzen des Transkriptionsfaktors dabei von der Kinase erkannt
und gebunden werden. Eine biologisch plausible Mdglichkeit stellt eine fiunf Aminosauren
(AA) lange Sequenz in Myc-Box | dar (AA 51-55: KKFEL), die als Pseudosubstratbin-
dungssequenz dienen kénnte (siehe auch Kapitel 1.5). Um diese Méglichkeit zu unter-
suchen, wurde eine in dieser Sequenz mutierte Variante von N-Myc hergestellt und ihr
Verhalten mit dem Wildtyp verglichen.

4.4.1 Pseudosubstratbindungsstelle von Aurora-A bei N-Myc

4.4.1.1 Mutation der Pseudosubstratbindungsstelle

Zur Bestatigung der Theorie, dass Aurora-A die Pseudosubstratbindungssequenz in N-
Myc bindet, wurde eine Mutante hergestellt, die die Bindung an dieser Stelle unterbinden
soll. Da die beiden basischen Lysine an Position 51 und 52 in N-Myc wahrscheinlich in
eine negativ geladene Tasche der Proteinstruktur von Aurora-A passen, soll die Mutation
der beiden zu der negativ geladenen Aminosdure Glutamat die Bindung an dieser Stelle
unmoglich machen (Idee von Richard Bayliss, University of Leicester). Die resultierende
Sequenz lautet dann EEFEL und die Mutante wird zukiinftig als MYCN KK51EE bezeich-
net (siehe Abbildung 11 A).

4.4.1.2 Stabilisierung durch Aurora-A

Die Uberexpression von Aurora-A fiihrt iiber die Bindung von N-Myc zu dessen Stabilisie-
rung und die Inhibition dieser Bindung zur Destabilisierung (Otto et al., 2009; Brockmann
et al., 2013). Folglich wird erwartet, dass eine durch die Mutation von N-Myc verminderte
Bindung mit Aurora-A die Fahigkeit der Kinase, N-Myc zu stabilisieren, verringern sollte.
Um dies zu testen wurde in SH-EP-Zellen MYCN wt oder KK51EE zusammen mit unter-
schiedlichen Mengen AURKA transient exprimiert.

Die Kotransfektion von AURKA und MYCN wt bewirkte erhéhte N-Myc-Proteinlevel im Ver-
gleich zur alleinigen exogenen Expression von MYCN, wobei gréBere Mengen Aurora-A
héhere N-Myc-Level zur Folge hatten (siehe Abbildung 11 B). Der gleiche Effekt wurde bei
Expression von MYCN KK51EE beobachtet . Auch hier zeigte sich eine dosisabhangige
Beziehung. Die Wiederholung des Versuchs bestétigte dieses Ergebnis.
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Abbildung 11. Uberexpression von AURKA und MYCN wt/ KK51EE

(A) Schematische Darstellung der méglichen Pseudosubstratbindungssequenz (tirrkis) von Aurora-A in Myc-
Box | von N-Myc und der mutierten Sequenz (rot); Abkirzungen siehe Abb. 1; teilweise ibernommen von
Otto, 2008.

(B) Transiente Expression der angegebenen Konstrukte in SH-EP-Zellen: Uberexpression der kodierenden
Sequenzen in CMV-getriebenen Vektoren mittels PEI-Transfektion (AURKA: 20 bzw. 40ug, MYCN: 5ug),
Ernte nach 48h; Immunoblot mit den angegebenen Antikérpern, Vinculin dient als Ladekontrolle; rechte Sei-
te: densitometrische Quantifizierung der Proteinmengen relativ zu Vinculin aus zwei biologischen Replikaten
mit Angabe des jeweiligen Standardfehlers.

Dieses Experiment zeigt, dass sowohl die vorhandene Menge von wildtypischem N-Myc
als auch der KK51EE-Mutante durch Uberexpression von Aurora-A dosisabhangig er-
héht wird. Um auszuschlieBen, dass dieser Effekt durch die unphysiologisch hohe, CMV-
Promotor-getriebene transiente Uberexpression bedingt ist, wurden Zellpools mit stabiler
Expression der beiden MYCN-Konstrukte hergestellt.

4.4.2 Generierung von SH-EP-Pools mit stabiler Expression verschiedener
MYCN-Mutanten

4.4.2.1 Unterschiede auf Proteinebene

Die Herstellung von SH-EP-Zellen, die stabil verschiedene Varianten von MYCN expri-
mieren, erfolgte mittels retroviraler Infektion, unter Verwendung einer bereits generierten
SH-EP Zelllinie mit stabiler Expression des murinen ecotropen Rezeptors. Die Expression
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des inserierten Gens wird im verwendeten Vektor pWZLneo von der LTR des Moloney
murine leukemia virus getrieben. Es wurden je zwei Pools (biologische Replikate) von SH-
EP-Zellen hergestellt, die MYCN wt, KK51EE, T58A/S62A (=mut) oder mut KK51EE stabil
exprimieren.

Die Kontrolle der Proteinlevel im Immunoblot und der Vergleich mit wildtypischen SH-EP
und IMR-32, die MYCN endogen Uberexprimieren, zeigte, dass die gesamten N-Myc-Level
der Wildtyp-Pools geringfligig gegeniber den IMR-32 erhéht waren (siehe Abbildung 12
A). Die mRNA-Level prasentierten sich fur alle Pools in der selben GréBenordnung, waren
jedoch jeweils ca. doppelt so hoch wie in IMR-32. Die Bande von N-Myc KK51EE zeigte ein
veréndertes Laufverhalten. Ob wie beim Wildtyp noch zwei Banden zu trennen sind, kann
nicht eindeutig beantwortet werden. Da Antikérper, die gegen die Phosphorylierungen an
T58 oder S62 gerichtet sind, im Immunoblot vor allem die obere Bande des wildtypischen
N-Myc binden, wird diese Bande als die an den beiden Resten phosphorylierte gedacht
und die untere entsprechend als die unphosphorylierte. Dass die Phosphorylierung das
Laufverhalten von N-Myc beeinflusst, ist an der Verschiebung der Bande fir N-Myc mut
nach unten hin zu sehen. In dieser Mutante sind die Aminosauren Threonin 58 und Serin
62 zu Alanin mutiert, sodass diese Aminosaurenreste nicht mehr phosphoryliert werden
kénnen. Diese Tatsachen und die Beobachtung des nach oben verschobenen Laufverhal-
tens in der SDS-PAGE von N-Myc KK51EE im Vergleich zum Wildtyp legt die Vermutung
nahe, dass N-Myc KK51EE an den Resten T58 und S62 anders als N-Myc wt phosphory-
liert ist. Dennoch ist nicht auszuschlieBen, dass die Mutation unabhangig von der Phos-
phorylierung ein verandertes Laufverhalten in der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
bewirkt.

Die im Immunoblot detektierten Proteinmengen von N-Myc wt und KK51EE unterschieden
sich nicht relevant. Gleiches gilt fir die delektierten Mengen der Phosphorylierungsvarian-
ten (siehe Abbildung 12 A).

Die Gesamtproteinmengen der T58A/S62A-Mutante waren ebenso nicht deutlich unter-
schiedlich zum Wildtyp, obwohl die Mutation eine Stabilisierung von N-Myc bewirkt (Ken-
ney et al., 2004). Gleichzeitig war durch die zusatzliche Mutation an den Lysinen 51
und 52 zu Glutamat auch hier eine Verschiebung der Bande in der SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese zu beobachten — allerdings diesmal nach unten hin.

Die Expression von Aurora-A war in den analysierten Zellen auf mRNA-Ebene ahnlich
hoch, auf Proteinebene jedoch war eine Erhéhung bei den N-Myc exprimierenden Zellen
im Vergleich zu wildtypischen SH-EPs festzustellen. Das heiBt, dass bei allen N-Myc-
Formen transkriptionsunabhéngig eine Erhéhung der Aurora-A-Proteinlevel beobachtet
wurde, am geringsten bei N-Myc mut.
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Abbildung 12. SH-EP-Zellen mit stabiler Expression verschiedener MYCN-Konstrukte
(Bildunterschrift auf folgender Seite)

72



4 Ergebnisse

Abbildung 12. SH-EP-Zellen mit stabiler Expression verschiedener MYCN-Konstrukte

(Abbildung auf vorheriger Seite)

(A) Herstellung von SH-EP-Pools mit stabiler Expression der Konstrukte MYCN wt, KK51EE, mut und mut
KK51EE in pWZLneo mittels retroviraler Infektion; Expressionskontrolle nach beendeter Selektion (Sterben
aller nicht infizierten Kontrollen, ca. 14 Tage nach Beginn der Selektion); linke Seite oben: Immunoblot mit
den angegebenen Antikérpern von Lysaten der hergestellten Pools und wildtypischer SH-EP- und IMR-32-
Zellen als Kontrollen, Vinculin dient als Ladekontrolle; rechte Seite oben: relative mRNA-Expression von
MYCN und AURKA mittels gRT-PCR bestimmt, Doppelnormalisierung zu RPS14 und B2M, IMR-32 gleich
eins gesetzt, Fehlerbalken zeigen zugehdérige Standardabweichung; unten: densitometrische Quantifizierung
der Proteinmengen relativ zu Vinculin und den jeweiligen Proteinmengen in IMR-32, fir die transfizierten
Pools jeweils Angabe der Mittelwerte beider Pools und der zugehérigen Standardabweichung.

(B) Indirekte Immunfluoreszenzmikrosokopie der stabilen Pools aus (A); verwendet wurde jeweils Pool 1, als
Kontrollen dienen wildtypische IMR-32- und SH-EP-Zellen; angefarbt wurden die Kerne und N-Myc; MaBstab
entspricht 20pum.

Zusammenfassend bewirkte die Mutation der Pseudosubstratbindungsstelle von Aurora-A
in N-Myc keine Veranderung der steady state-Level von N-Myc. In Bezug auf Laufverhal-
ten in der SDS-PAGE und Phosphorylierungsstatus waren Unterschiede vorhanden, deren
Ursache und biologische Relevanz weiter untersucht werden muss.

4.4.2.2 Immunfluoreszenz

Um eventuelle Unterschiede zwischen den Mutanten in der zelluldren Lokalisation der
N-Myc-Proteine zu beurteilen, wurde jeweils ein Pool pro Mutation, wildtypische SH-EP-
Zellen und IMR-32 mit Hilfe der indirekten Immunfluoreszenzmikroskopie untersucht (sie-
he Abbildung 12 B). Dabei wurden der Kern und N-Myc angefarbt. Die Kerne der SH-
EP-Zellen, die exogenes N-Myc exprimierten, waren gegentber den wildtypischen und
den IMR-32 leicht vergréBert, es bestand aber kein Unterschied zwischen den einzelnen
Varianten von N-Myc. Ebenso wurde kein Unterschied in Bezug auf die Lokalisation des
Transkriptionsfaktors im Kern beobachtet. Folglich waren in der indirekten Immunfluores-
zenz keine Differenzen in Bezug auf die Lokalisation von N-Myc zwischen den einzelnen
Mutanten und dem Wildtyp feststellbar.

4.4.3 Stabilitat der N-Myc-Mutanten

Eine Mdglichkeit die Geschwindigkeit des Abbaus eines Proteins zu bestimmen besteht
in der Durchfiihrung eines Cycloheximidassays. Daflr wurden SH-EP-Zellen mit stabiler
Expression von MYCN wt oder KK51EE (jeweils Pool 1) mit dem Translationshemmer Cy-
cloheximid behandelt und nach den angegebenen Zeitpunkten geerntet. Da die Synthese
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neuer Proteine unter diesen Umstanden unterbunden ist, kann von den im Immunoblot
detektierten Proteinmengen auf die Geschwindigkeit des Abbaus von N-Myc und damit
auf die Halbwertszeit geschlossen werden.

N-Myc wt N-Myc KK51EE
+ CHX (min): 0 15 30 60 120 180 0 15 30 60 120 180
N PR BRI ... S

a-Vinculin | s

—e— wt t,,=56min
--m-- KK51EE t,,=47min

100

-
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101

relative Proteinmenge

0 30 60 90 120 150 180

tin min

Abbildung 13. Stabilitat der N-Myc-Mutanten

Cycloheximidassay zur Bestimmung der Proteinstabilitdt von N-Myc wt und KK51EE in SH-EP MYCN wt/
KK51EE Pool 1: oberer Teil: Immunoblot eines exemplarischen Cycloheximidassays mit den angegebenen
Antikérpern, Vinculin dient als Ladekontrolle, Angabe der Zeit der Ernte nach der Zugabe von Cycloheximid
in Minuten; unterer Teil: semi-logarithmische graphische Darstellung der densitometrischen Quantifizierung
der N-Myc-Proteinlevel, gezeigt sind die Mittelwerte aus drei biologischen Replikaten mit der jeweiligen Stan-
dardabweichung als Fehlerbalken, die Proteinmenge zum Zeitpunkt 0 wurde gleich eins gesetzt, alle anderen
Werte sind relativ dazu angegeben (normalisiert zu Vinculin). Die Halbwertszeit wurde aus der angepassten
Kurve bzw. der zugehdrigen Gleichung bestimmt (einphasiger exponentieller Abfall, robust fit; durchgeflihrt
mit GraphPad Prism® 6).

Die Durchfiihrung des Experiments in drei biologischen Replikaten mit anschlieBender
Quantifizierung zeigte keinen relevanten Unterschied in der Stabilitdt von wildtypischem
N-Myc und N-Myc KK51EE, wobei die Standardabweichung der drei Experimente sehr
groB3 ist. Die berechneten Halbwertszeiten betragen 56min fur die wildtypische Varian-
te und 47min fir KK51EE. Auf Grund der groBen Ungenauigkeit kann aus den geringen
Unterschieden in der berechneten Halbwertszeit nicht auf einen tatsachlich vorhandenen
Unterschied geschlossen werden. Gleichzeitig befinden sich die gemessenen Halbwerts-
zeiten in der GréBenordnung, die in der Literatur beschrieben ist (t1,=63min in SH-EP mit
exogener Expression von MYCN wt, Otto et al., 2009).
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4.4.4 Wechselwirkung der N-Myc-Mutanten mit Aurora-A

4.4.4.1 Bindung von Aurora-A und den N-Myc-Mutanten

Die Mutation der Pseudosubstratbindungssequenz von Aurora-A in N-Myc soll dazu fuh-
ren, dass die Kinase den Transkriptionsfaktor nicht mehr binden kann. Wenn diese Bin-
dungsstelle flr die Interaktion der beiden Proteine quantitativ von Bedeutung ist, sollte
also in der Immunprézipitation eine reduzierte Interaktion nachzuweisen sein.

Um dieser Fragestellung nachzugehen wurde in Lysaten aus den in Kapitel 4.4.2 beschrie-
benen SH-EP Pools, die die verschiedenen Varianten von N-Myc stabil exprimieren, eine
IP mit Antikérpern gegen N-Myc durchgeflihrt. Als Kontrolle dienten wildtypische SH-EP-
Zellen. Im zugehdrigen Immunoblot war — wie erwartet — fir das wildtypische N-Myc in
der IP auch ein Signal fir Aurora-A zu detektieren (siehe Abbildung 14). Fir die N-Myc-
Mutanten mit der T58A/S62A-Mutation war — wie bei Otto et al. (2009) beschrieben — das
Signal von Aurora-A relativ zum Signal fir N-Myc schwécher als beim Wildtyp. Gleiches
gilt fir die Doppelmutante. Allerdings wurde in der IP von N-Myc KK51EE ein starkeres
Signal fir Aurora-A als beim Wildtyp beobachtet und somit nicht die erwartete verminderte
Interaktion (siehe Angabe der Quotienten Aurora-A/N-Myc in Abbildung 14).

Input IP N-Myc
SH-EP pWZLneo MYCN SH-EP pWZLneo MYCN
L L
w w
‘o] To]
o L S o i <
- T - S 5 s
%) E ¥4 € g 7 E X S S
a-N-Myc L

— o

O-AUMOTa-A | S — w— — ——

a-Aurora-A
(lange Belichtung)

GO | - —

Aurora-A / N-Myc:

H

Abbildung 14. Wechselwirkung der N-Myc-Mutanten mit Aurora-A

Immunpréazipitation mit Antikérpern gegen N-Myc in Lysaten von wildtypischen SH-EP-Zellen und SH-EP
mit stabiler Expression von MYCN wt, KK51EE, mut und mutKK51EE (jeweils Pool 1); Input entspricht 3%
der vom Immunprézipitat geladenen Menge; Immunoblot mit den angegebenen Antikérpern, Cdk2 dient als
Ladekontrolle; densitometrische Quantifizierung und Angabe des Quotienten Aurora-A/N-Myc, normalisiert
zu wt.
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Dieses Ergebnis wurde in einer Wiederholung des Experiments bestétigt. Das bedeutet,
dass die Mutation KK51EE in Myc-Box | keine verminderte Interaktion von N-Myc und
Aurora-A bewirkt. Trotzdem besteht die Mdéglichkeit, dass der Mechanismus der Wech-
selwirkung verandert ist und daraus folgend die stabilisierende Funktion von Aurora-A in
Bezug auf den Transkriptionsfaktor beeintrachtigt ist.

4.4.5 Wechselwirkung von N-Myc wt und KK51EE mit Fbxw?7

Sollte die Bindung von Aurora-A an N-Myc Uber die Pseudosubstratbindungssequenz in
Myc-Box | stattfinden, wirde dies sehr wahrscheinlich andere Interaktionen beeinflussen,
die Uber diese hoch konservierte Region stattfinden. Ein Protein, das in Myc-Box | bindet
ist die E3-Ubiquitin-Ligase Fbxw7. Diese markiert N-Myc fir den proteasomalen Abbau
(siehe Kapitel 1.2.2). Eine vermehrte oder verminderte Bindungsfahigkeit von Fbxw7 an
N-Myc sollte also Folgen fiir die Stabilitdt von N-Myc besitzen. Deshalb ist es von Bedeu-
tung die Interaktion von Fboxw7 mit wildtypischen N-Myc und solchem, das die Mutation in
der Pseuosubstratbindungssequenz von Aurora-A besitzt, zu untersuchen.

4.4.5.1 Interaktion von Fbxw7 und N-Myc wt/ KK61EE

Die Interaktion von N-Myc wt bzw. KK51EE und Fbxw7 wurde mit Hilfe von Immunpra-
zipitation mit gegen N-Myc gerichteten Antikérpern in Lysaten von SH-EP-Zellen mit sta-
biler Expression von MYCN wt bzw. KK51EE und transienter Uberexpression von HA-
markiertem Fbxw7 untersucht. Die transiente Uberexpression war vergleichbar in SH-EP
MYCN wt und SH-EP MYCN KK51EE und konnte mit gegen Fbxw7 gerichteten Antikor-
pern detektiert werden (siehe Abbildung 15 A links).

Sowohl fur N-Myc wt als auch fir N-Myc KK51EE war in der IP eine deutliche Bande
des exogenen Fbxw7 (HA-Antikérper) zu detektieren (siehe Abbildung 15 A rechts). lhr
Verhaltnis zum Input entsprach in etwa dem, das fir Aurora-A beobachtet wurde. Das be-
deutet, dass beide N-Myc-Varianten mit (exogen exprimiertem) Fbxw7 interagieren und die
Stérke dieser Interaktion nicht durch die Mutation der Pseudosubstratsequenz beeinflusst

wird.

4.4.5.2 Depletion von Fbxw7

Um zu testen ob die funktionelle Interaktion zwischen N-Myc und Fbxw?7 durch die Mutati-
on in Myc-Box | verandert wird, wurde Fbxw7 in SH-EP-Zellen mit stabiler Expression der
verschiedenen N-Myc-Mutanten mittels siRNA depletiert. Diese Depletion fihrt in IMR-32
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Abbildung 15. Wechselwirkung von N-Myc wt und KK51EE mit Fbxw7

(A) Immunprazipitation mit Antikérpern gegen N-Myc in Lysaten von SH-EP MYCN wt/ KK51EE (jeweils Pool
1), die transient, getrieben von einem CMV-Promotor, HA-markiertes Fbxw7 exprimieren; Ernte 48h nach
PEI-Transfektion mit 20pug pcDNA3 Fbxw7-HA bzw. des Leervektors und 4h nach Inkubation mit 10uM-MG-
132; Immunoblots mit den angegebenen Antikdrpern, 3-Aktin und Vinculin dienen als Ladekontrolle; linke
Seite: Transfektionskontrolle; rechte Seite: IP der Zellen mit Uberexpression von Fbxw7-HA, der Input ent-
spricht 3% der vom Immunprézipitat geladenen Menge.

(B) Transfektion von siRNA gerichtet gegen Fbxw7 oder siControl in SH-EP MYCN wt, KK51EE, mut und mut
KK51EE (jeweils Pool 1); Ernte nach 48h; linke Seite: Immunoblot mit den angegebenen Antikérpern, Cdk2
dient als Ladekontrolle; rechte Seite: relative mMRNA-Expression von Fbxw7 mittels gRT-PCR bestimmt,
Doppelnormalisierung zu RPS14 und B2M, Behandlung mit Kontroll-siRNA jeweils gleich eins gesetzt, Feh-
lerbalken zeigen zugehérige Standardabweichung (KK=KK51EE).

zu einer Erhdhung der N-Myc Proteinmengen (Otto et al., 2009; Brockmann et al., 2013).
Die Depletion auf mRNA-Ebene durch die siRNA betrug bis zu 75%, mit dem vorhandenen
Antikdrper gegen Fbxw7 konnte der knock down jedoch nicht auf Proteinebene bestétigt
werden (siehe Abbildung 15 B, keine verwertbaren Banden im Westernblot bei in der Ar-
beitsgruppe bekannter schlechter Effizienz des Antikérpers, Blots nicht gezeigt). Trotz der
erfolgreichen mRNA-Depletion konnte fir keine N-Myc-Form eine Verédnderung der vor-

77



4 Ergebnisse

handenen Proteinmengen festgestellt werden. Das Experiment wurde in vier biologischen
Replikaten durchgeflihrt. In keinem Fall war die erwartete Erh6hung der Proteinlevel flr
N-Myc wt als Folge der Depletion von Fbxw7 nachweisbar, was dazu fihrte, dass zum Teil
vorhandene Veranderungen der Proteinlevel der N-Myc KK51EE-Mutanten nicht zu bewer-
ten waren. Weshalb der knock down von Fbxw7 in diesen Zellen nicht zu einer Erhéhung
der N-Myc-Proteinmengen (zumindest des Wildtyps) fuhrte, ist unklar. Zusammenfassend
konnte in den vorliegenden Experimenten keine Veranderung der Interaktion von N-Myc
mit Fbxw7 durch die Mutation der Pseudosubstratbindungssequenz beobachtet werden.

4.4.6 Regulation von N-Myc wt und KK51EE im Verlauf des Zellzyklus

Die Degradation von N-Myc durch Fbxw7 wird abhangig von der Zellzyklusphase reguliert,
da der Cdk1/ZyklinB1-Komplex, dessen Aktivititsmaximum zu Beginn der M-Phase liegt,
far die Phosphorylierung an S62 verantwortlich ist und damit die Ubiquitinierung durch
Fboxw?7 vorbereitet (siehe Kapitel 1.2.2). Fir die MYCN-amplifizierte Neuroblastomzellli-
nie IMR-32 wurde gezeigt, dass die Aurora-A- und N-Myc-Proteinlevel parallel zur G2/M-
Phase hin ansteigen und dort das Maximum ihrer Konzentration erreichen. In G1 sind die
Proteinlevel der beiden stark reduziert. Ebenso flihrt die Behandlung mit dem Spindelgift
Nocodazol, das eine Arretierung der Zellen in der Mitose bewirkt, zu einer Akkumulation
von N-Myc (Otto et al., 2009).

4.4.6.1 Synchronisation von SH-EP MYCN wt und KK51EE

Um zu untersuchen, ob einer der an dieser Regulation beteiligten Prozesse durch die Mu-
tation der Pseudosubstratbindungssequenz gestért wird, wurden SH-EP-Zellen, die stabil
MYCN wt oder KK51EE exprimieren, in einer Zellzyklusphase synchronisiert. Dies wurde
durch 24-stiindige Serumdeprivation erreicht, die zu einem G1-Arrest der Zellen fuhrt. An-
schlieBend wurde das Voranschreiten durch den Zellzyklus durch Wechsel auf serumhalti-
ges Volimedium wieder stimuliert. Die Verdnderung der Proteinmengen und des Phospho-
rylierungsstatus wurden zu bestimmten Zeitpunkten mittels Immunoblot bestimmt. Die an-
teilige Verteilung der Zellen auf die Zellzyklusphasen wurde mittels Propidiumiodid-Durch-
flusszytometrie ermittelt.

Es konnte eine Arretierung von 90 bzw. 83% der Zellen (SH-EP MYCN wt bzw. KK51EE)
in der G1-Phase erreicht werden und das im Immunoblot beobachtete Muster der ZyklinA-
Expression hatte sein Maximum — wie erwartet — zu dem Zeitpunkt, an dem sich die Mehr-
heit der Zellen in der G2-Phase befand (siehe Abbildung 16 A). In beiden Zelllinien waren
die Aurora-A-Konzentrationen im G1-Arrest niedriger als in der nicht synchronisierten Kon-
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Abbildung 16. Regulation von N-Myc wt und KK51EE im Verlauf des Zellzyklus

(A) Entwicklung der Proteinlevel im Verlauf des Zellzyklus in SH-EP MYCN wt/ KK51EE (jeweils Pool 1)
im Verlauf des Zellzyklus; Synchronisation der Zellen durch 24h Serumdeprivation und Restimulation des
Zellzyklus durch Zugabe von Serum, anschlieBend Ernte nach angegebenen Zeitpunkten; Immunoblot mit
den angegebenen Antikérpern, Vinculin dient als Ladekontrolle; unterer Abschnitt: Angabe der relativen
Anteile der Gesamtzellzahl in %, die sich in den jeweiligen Zellzyklusphasen befinden, bestimmt mittels PI-
FACS.

(B) Densitometrische Quantifizierung der Proteinmengen von N-Myc gesamt und den beiden an T58 und

S62 phosophorylierten Formen aus (A); Angaben relativ zu nicht synchronisierten Zellen, deren Wert gleich
eins gesetzt wurde, normalisiert zu Vinculin.

trolle und stiegen dann in der G2/M-Phase auf héhere Level als in den Kontrollen an. Im
Gegensatz dazu existierten in Bezug auf das Auftreten der Phosphorylierung von Aurora-A
an T288 erhebliche Unterschiede zwischen den beiden SH-EP-Pools. Bei Expression von
MYCN KK51EE stieg das MaB der Phosphorylierung friher als bei Expression von MYCN
wt an. Gleichzeitig war die Phosphorylierung an T288 in asynchron wachsenden SH-EP
MYCN wt wesentlich schwéacher als in nicht synchronisierten SH-EP MYCN KK51EE.

Die N-Myc-Proteinlevel waren im G1-Arrest fur beide Zell-Pools im Vergleich zur nicht
synchronisierten Kontrolle reduziert und stiegen dann mit dem Fortschreiten im Zellzyklus
an (siehe auch Quantifizierung in Abbildung 16 B). Unterschiede wurden jedoch fiir die
Mengen an phosphoryliertem Protein beobachtet. In den SH-EP Zellen mit wildtypischem
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N-Myc waren die Veranderungen des AusmafBes an phosphoryliertem N-Myc (insbeson-
dere fur T58) wesentlich groBer im Verlauf des Zellzyklus als in SH-EP MYCN KK51EE.
Zusammenfassend legt dieser Versuch den Schluss nahe, dass die Mutation der Pseudo-
substratbindungssequenz von Aurora-A in Myc-Box | von N-Myc eine veranderte Regu-
lation der Phosphorylierung an T58 und S62 im Verlauf des Zellzyklus bewirkt. Die Ent-
wicklung der gesamten N-Myc-Mengen ist davon allerdings nicht betroffen. Das lasst es
weniger wahrscheinlich erscheinen, dass die Unterschiede in dem unvollstdéndigeren G1-
Arrest von SH-EP MYCN KK51EE begriindet sind, zumal das Maximum der Zellen in der
G2/M-Phase mit 55,7% zum Zeitpunkt 16h fir beide Zell-Pools gleich hoch ist. Ob Unter-
schiede im Grad der Phosphorylierung von Aurora-A an T288 eine relevante Rolle spielen,
muss in weiteren Versuchen bestéatigt werden.

4.4.6.2 Unterschiede in der Regulation von N-Myc wt und KK51EE im Zellzyklusverlauf
In einem erneuten Synchronisationsexperiment wurden die Zellen im Abstand von zwei
Stunden geerntet und zusatzlich zum obigen Versuch die Proteinlevel von GSK3[3 und
dessen Phosphorylierung an Serin 9 betrachtet, die eine Hemmung der Kinasefunktion
bewirkt (Sutherland et al., 1993). AuBerdem wurden die Mengen von ZyklinB1, Usp7 und
der Untereinheit C von Pp2a im Immunoblot untersucht, da diese Proteine an der Regula-
tion der Proteinmenge von N-Myc beteiligt sind (siehe Kapitel 1.2.2 und 4.2).

Es wurde eine Arretierung von 86 bzw. 79,6% der Zellen (wt bzw. KK51EE) in der G1-
Phase erreicht, das Maximum der Zellen in G2/M betrug beim 16h-Wert fir wt bzw. KK51EE
57,5 bzw. 55,8% (siehe Abbildung 17 A). Fir GSK33, dessen an S9 phosphorylierte Form,
Pp2a C, Usp7 und ZyklinB1 wurden keine entscheidenden Unterschiede beim Vergleich
der beiden Zell-Pools festgestellt (siehe Abbildung 17 A und Daten nicht gezeigt).

Die Proteinlevel von Aurora-A zeigten erneut einen Anstieg hin zur G2/M-Phase und kei-
nen Unterschied zwischen SH-EP MYCN wt und KK51EE. Fir die aktivierende Phos-
phorylierung von Aurora-A an T288 war — wie im ersten Experiment — ein friherer An-
stieg in den Zellen mit Expression von MYCN KK51EE festzustellen (bereits nach 4-6h
fur KK51EE im Gegensatz zu nach 12-14h beim Wildtyp). Ob in diesen Zellen auch die
gesamten Aurora-A-Level hdher waren, ist — trotz gleicher Belichtungzeit — auf Grund des
Western Blots auf zwei getrennten Membranen nicht eindeutig zu beantworten.

Fir die N-Myc-Mengen wurde ein rascherer und stéarkerer Anstieg sowohl der Gesamtpro-
teinmengen als auch der betrachteten Phosphorylierungen zur G2/M-Phase hin in SH-EP
MYCN wt im Vergleich zu KK51EE beobachtet (z.B. pT58-N-Myc-Level relativ zur nicht
synchronisierten Kontrolle 6h nach Restimulation: wt 149% und KK51EE 38%:; siehe auch
Quantifizierung in Abbildung 17 B). Allerdings waren die Unterschiede geringer als im ers-
ten Experiment.
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Abbildung 17. Regulation von N-Myc wt und KK51EE im Verlauf des Zellzyklus — Validierung
(Bildunterschrift auf folgender Seite)
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Abbildung 17. Regulation von N-Myc wt und KK51EE im Verlauf des Zellzyklus — Validierung
(Abbildung auf vorheriger Seite)

(A) Entwicklung der Proteinlevel im Verlauf des Zellzyklus in SH-EP MYCN wt/ KK51EE (jeweils Pool 1) im
Verlauf des Zellzyklus; Synchronisation der Zellen durch 24h Serumdeprivation und Restimulation des Zell-
zyklus durch Zugabe von Serum, anschlieBend Ernte nach angegebenen Zeitpunkten; Immunoblot mit den
angegebenen Antikdrpern, Vinculin dient als Ladekontrolle; unterer Abschnitt: Angabe der relativen Anteile
der Gesamtzellzahl in %, die sich in den jeweiligen Zellzyklusphasen befinden, bestimmt mittels PI-FACS;
zuséatzlich Markierung der Zeitpunkte, zu denen ein GroBteil der Zellen jeweils in der G1-, der S- oder der
G2/M-Phase ist.

(B) Densitometrische Quantifizierung der Proteinmengen von N-Myc gesamt und den beiden an T58 und
S62 phosophorylierten Formen zu den angegebenen Zeitpunkten aus (A); Angaben relativ zu nicht synchro-
nisierten Zellen, deren Wert gleich eins gesetzt wurde, normalisiert zu Vinculin (KK=KK51EE).

(C) Relative mRNA-Expression der aufgefihrten Gene zu den angegebenen Zeitpunkten mittels gRT-PCR
bestimmt, Doppelnormalisierung zu RPS14 und B2M, Werte aus nicht synchronisierten Zellen jeweils gleich
eins gesetzt, Fehlerbalken zeigen zugehdrige Standardabweichung (KK=KK51EE).

(D) Histogramme der Messungen im PI-FACS der Zellen aus (A) zu den angegebenen Zeitpunkten; auf der
Abszisse ist die gemessene Intensitat der Fluoreszenz von Propidiumiodid aufgetragen, auf der Ordinate
die Zellzahl; der Gipfel bei ca. 400 auf der Abszisse reprasentiert fir die Mehrheit der Zellen diejenigen in
der G1-Phase, zu beachten ist jedoch auch ein kleiner Anteil an diploiden Zellen, deren G1-Gipfel bei ca.
200 zu sehen ist.

Trotz der bekannten zellzyklusabhangigen Regulation der Proteinmengen von N-Myc er-
schienen die im Verlauf des Zellzyklus beobachteten Unterscheide umso bemerkenswer-
ter durch den Umstand, dass N-Myc exogen exprimiert wurde und somit keine genspezifi-
sche physiologische Regulation der Transkription stattfinden konnte. Um auszuschlieBen,
dass tatsachlich keine transkriptionellen Unterschiede vorhanden sind, wurde die mRNA-
Expression von MYCN zu ausgewahlten Zeitpunkten untersucht. Zwar war die mRNA-
Menge im Vergleich zur nicht synchronisierten Population erniedrigt, aber weder in SH-EP
MYCN wt noch in SH-EP MYCN KK51EE &nderte sie sich im Verlauf des Durchschreiten
des Zellzyklus in groBerem AusmaR (siehe Abbildung 17 C). Das bedeutet, dass die Ver-
anderungen der Proteinmengen auf Grund posttranskriptioneller Mechanismen zustande
kamen.

AuBerdem wurde die mRNA-Expression der durch N-Myc regulierten Gene CDKN1A,
ENO2 und ALDOC untersucht (Otto, 2008). Dieses Experiment wurde durchgefiihrt, um
eventuell vorhandene Unterschiede in der Fahigkeit zur Aktivierung bzw. Reprimierung der
Transkription zwischen N-Myc wt und N-Myc KK51EE festzustellen. Fir c-Myc spielt Lysin
52 eine wichtige Rolle in Bezug auf diese Fahigkeit (persdnliche Mitteilung Laura Janicke).
In diesem Experiment waren jedoch keine Unterschiede des Expressionsmusters der drei
Gene beim Durchlaufen der Zellzyklusphasen zwischen den beiden SH-EP-Pools feststell-
bar (siehe Abbildung 17 C).

Das mit Hilfe der Propidiumiodid-Durchflusszytometrie untersuchte Durchlaufen des Zell-
zyklus fand bei SH-EP MYCN wt und KK51EE hinsichtlich der Geschwindigkeit und der
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relativen Anteilen an Zellen in der jeweiligen Zellzyklsuphase ohne relevante Unterschie-
de statt (siehe Abbildung 17 A unten und D). Weiterhin war bemerkenswert, dass bei-
de Zell-Pools zu groBten Teilen tetraploide Zellen enthielten und nur eine kleine diploide
Population (entsprechend dem kleinen Kurvengipfel auf halber Strecke der Abszisse zur
tetraploiden Mehrheit der Zellen in der G1-Phase). Der Anteil diploider Zellen war im ers-
ten Experiment zwei Wochen zuvor noch wesentlich gréBer (Daten nicht gezeigt). Damit
libereinstimmend ist gezeigt worden, dass die Uberexpression von MYCN in Neuroblas-
tomzelllinien bei gestérter Funktion der p53-p21-Achse zur Entstehung tetraploider Zellklo-
ne fihren kann und diese die diploiden mit andauernder Haltung in Zellkultur verdrangen
(Gogolin et al., 2010). Obwohl fir SH-EP Zellen keine solche Stérung bekannt ist, hatte
sowohl die Expression von MYCN wt als auch von MYCN KK51EE hier diesen Effekt in
SH-EP-Zellen.

Zusammenfassend unterliegt der Grad der Phosphorylierung von N-Myc an S62 und ins-
besondere T58 im Verlauf des Zellzyklus fur N-Myc wt gréBeren Veranderungen als fur N-
Myc KK51EE. Ebenso erscheint der Phosphorylierungsstatus von Aurora-A an Threonin
288 im Verlauf des Zellzyklus in beiden Pools unterschiedlich zu sein. Eine unterschiedli-
che mRNA-Expression verschiedener durch N-Myc regulierter Gene oder eine veranderte
Dynamik beim Durchlaufen des Zellzyklus (Anteile der Zellen in den jeweiligen Zellzyklus-
phasen) wurde in den vorliegenden Experimenten fir die beiden N-Myc-Varianten nicht
beobachtet.
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5 Diskussion

5.1 Usp11 als essentieller Faktor in Neuroblastomzellen mit
MYCN-Amplifikation

5.1.1 Uspii

Usp11 ist eine Ubiquitin-spezifische Cystein-Protease, deren Beteiligung an einigen wich-
tigen zelluldren Prozessen bekannt ist. Wie Usp7 ist Usp11 vor allem im Kern lokalisiert
und auch die Interaktion der beiden miteinander ist beschrieben (Ideguchi et al., 2002;
Sowa et al., 2009). Weiterhin sind beide Proteine an der Stabilisierung des polycomb re-
pressing complex 1 (Prc1) beteiligt, indem sie die an dem Komplex beteiligten Proteine
Bmi1, Mel18 und Ring1 deubiquitinieren und damit stabilisieren (Maertens et al., 2010).
Prc1 bewirkt Glber Chromatinmodifikation eine Repression der Genexpression und Ubt auf
diesem Weg verschiedene relevante Funktionen in der Stammzellbiologie und in malignen
Neoplasien aus (Simon und Kingston, 2009). Die Bedeutung der beiden Usps ist daran zu
erkennen, dass die Depletion einer der beiden Proteasen zur De-Repression des INK4A-
Tumorsuppressorgens und einem damit verbundenen Seneszenz-ahnlichen proliferativen
Arrest fuhrt (Maertens et al., 2010).

Weiterhin werden auch die Signalwege von Tgf[3 (transforming growth factor 3) und Nf-kB
(nuclear factor-«xB) durch Usp11 beeinflusst, die beide zentrale Faktoren fiir verschiedene
zellulare Funktionen wie Zellproliferation und Apoptose darstellen und ebenso in Maligno-
men eine wichtige Rolle spielen. So verstarkt Usp11 durch Deubiquitinierung des Typ1-
Tof3-Rezeptors die Wirkung der Tgf3-Signalkaskade. Umgekehrt fihrt eine Depletion des
deubiquitinierenden Enzyms zur Hemmung der Tgf{3-induzierten epithelial-mesenchymal-
en Transition (Al-Salihi et al., 2012).

Die Tnfx-induzierte Nf-kB-Aktivierung wird durch Usp11 gehemmt, indem es den Nf-kB-
inhibierenden Faktor IkBo deubiqutinyliert und somit stabilisiert (Sun et al., 2010). AuBer-
dem ist die Beteiligung von Usp11 an der Tnfx-induzierten Aktivierung der p53-Funktion
Uber lkko beschrieben (Yamaguchi et al., 2007). An anderer Stelle wird jedoch ein Effekt
von Usp11 auf die Ubiquitinierung und die Proteinlevel von p53 verneint (Li et al., 2002).
Defekte in DNA-Reparatur-Mechanismen fiihren zur Anhaufung von Mutationen und damit
potentiell zur Entstehung maligner Neoplasien (Kastan und Bartek, 2004). Es ist gezeigt
worden, dass Usp11 notwendig ist fir die korrekte Funktion des Mechanismus der homolo-
gen Rekombination (der firr die Reparatur von DNA-Schaden von Bedeutung ist), eventuell
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Uber Regulation des Proteasom-vermittelten Abbaus von Brca2 (Schoenfeld et al., 2004;
Wiltshire et al., 2010). Die Bedeutung dieser Funktion unterstreichend, fihrte die Hem-
mung von Usp11 mit Mitoxantrone in Zelllinien von duktalen Pankreas-Adenokarzinomen
zum Zelltod, wobei dies nur bei intakter Brca2-Funktion der Fall war und eine erhdhte
mRNA-Expression von Usp11 mit erhdhter Sensitivitdt gegenliber der Inhibition einher-
ging (Burkhart et al., 2013).

Weiterhin ist gezeigt worden, dass die Expression von Usp11 im Melanom und im La-
rynxkarzinom signifikant hoch-, im Non-Hodgkin-Lymphom herunterreguliert ist. AuBer-
dem kdnnte die Hohe der Expression flr das metastasierte Melanom als Marker flr einen
aggressiveren und invasiveren Phanotyp dienen (Luise et al., 2011). Zusammenfassend
besitzt Usp11 einen groBen Einfluss auf wichtige Prozesse in der Zelle, die auch an der
Entstehung von Malignomen beteiligt sein kébnnen, und stellt somit ein potentielles Ziel in
der Krebstherapie dar.

5.1.2 Der Einfluss von Usp11 auf die Stabilitat von N-Myc

Die Interaktion von Usp11 mit N-Myc wurde als Ergebnis einer massenspektrometrischen
Analyse von exogen in HeLa-Zellen exprimiertem N-Myc veréffentlicht (Choi et al., 2010).
Diese Interaktion wurde unter endogenen Bedingungen in der MYCN-amplifizierten Neu-
roblastomzelllinie IMR-32 durch Immunprazipitationen sowohl von Markus Brockmann als
auch in der vorliegenden Arbeit bestatigt (Markus Brockmann, persénliche Mitteilung, und
Abbildung 7 A, Seite 60). Die relative Menge des im N-Myc-Immunprazipitat detektierten
Usp11 entspricht dabei in etwa der von Aurora-A. Eine Interaktion mit Aurora-A konnte
nicht gezeigt werden. Die Interaktion von Usp11 mit N-Myc stellt eine wichtige Grundlage
flr die mdgliche Regulation der Stabilitat des Transkriptionsfaktors durch die Protease dar.
Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass eine gleichzeitige Uberexpression von USP11 und
MYCN in SH-EP-Zellen, im Vergleich zur alleinigen Uberexpression von MYCN, zu einer
signifikanten Erhéhung der N-Myc-Proteinlevel fihrt (Abbildung 7 C, Seite 60; n=3). Da die
Expression von MYCN hier getrieben durch einen CMV-Promotor erfolgt und damit nicht
der physiologischen Transkriptionsregulation fur MYCN unterliegt, ist davon auszugehen,
dass Usp11 die Erhéhung der N-Myc-Menge durch Stabilisierung des Proteins erreicht.
Der Nachweis, dass die Uberexpression von Usp11 die Proteinstabilitat von N-Myc erhéht,
musste jedoch in einem Experiment zur Prifung der Proteinstabilitéat erbracht werden (z.B.
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pulse-chase-Experiment). Zusatzlich sollte Gberprift werden, ob die Stabilisierung ebenso
durch eine katalytisch inaktive Mutante erfolgt, um die Bedeutung der katalytischen Aktivi-
tat von Usp11 fir die Stabilisierung von N-Myc zu beantworten.

Umgekehrt bewirkt die Depletion von Usp11 mittels siRNA nur in einem Teil der Expe-
rimente eine Verringerung der N-Myc-Proteinlevel in IMR-32 und in SH-EP mit stabiler
Uberexpression von MYCN (Abbildung 7 B, Seite 60). Eine Méglichkeit, die Diskrepanz
zwischen den manchmal nicht vorhandenen und manchmal sehr deutlichen Effekten zu
erklaren, besteht in der Annahme einer Redundanz der Funktion von Usp11. Das bedeu-
tet, andere Usps waren unter bestimmten Umsténden in der Lage, die Funktion von Usp11
zu Ubernehmen. Diese Theorie erklart allerdings nicht, weshalb und wann diese redundan-
te Funktion nicht ausreicht, die N-Myc-Proteinlevel in der knock down-Situation von Usp11
aufrecht zu erhalten.

Ein Kandidat ist Usp7, flir das es verschiedene Hinweise gibt, dass es mit N-Myc inter-
agiert und Einfluss auf die Regulation der Proteinmengen von N-Myc nehmen kann (sie-
he Kapitel 1.4). Obwohl die beiden Usps phylogenetisch nicht eng (innerhalb der Usp-
Familie) miteinander verwandt sind (Nijman et al., 2005), werden sie, betrachtet man die
Netzwerktopologie ihrer Interaktionen mit anderen Proteinen, in die gleiche Kategorie von
deubiquitinierenden Enzymen eingeordnet: beide besitzen sehr viele Interaktionspartner,
die untereinander wenig miteinander interagieren (Sowa et al., 2009). AuBerdem ist die
Interaktion der beiden miteinander gezeigt worden (Sowa et al., 2009; Maertens et al.,
2010). Beide sind essentiell fir die Stabilisierung von Komponenten des polycomb repres-
sing complex 1 und damit fUr die Aufrechterhaltung seiner Funktion (siehe auch Kapitel
5.1.1). Als Folge des knock downs von Usp11 wurde eine Erh6hung der Expression von
p16'™4a und damit verbunden ein Proliferationsarrest beobachtet, der ohne Erhéhung der
Proteinlevel von p53 und p21 einherging (Maertens et al., 2010). Auch in der vorliegen-
den Arbeit konnte die Interaktion der beiden miteinander in IMR-32 nachgewiesen werden
(Abbildung 8 B, Seite 63). Trotz der strukturellen Unterschiede zwischen den beiden Usps
stellt deshalb Usp7 einen guten Kandidaten fir redundante Funktionen mit Usp11 dar.
Um dies zu testen, wurde einerseits die Bedeutung von Usp7 fir die Stabilitat von N-Myc
untersucht, auf der anderen Seite wurde der Effekt der Depletion beider Usps im Ver-
gleich zur Einzeldepletion untersucht. Bei Vorhandensein einer Redundanz in der Funkti-
on von Usp7 und Usp11 in Bezug auf N-Myc, sollte die Doppeldepletion einen starkeren
Effekt auf die N-Myc-Mengen zur Folge haben. Der knock down wurde in diesem Fall mit-
tels shRNA in IMR-32 durchgefihrt. Dabei war fir die shRNA shUSP11-3, die eine star-
ke Abnahme der Usp11-mRNA und der -Proteinlevel bewirkte, eine leichte, jedoch nicht
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signifikante, Verringerung der N-Myc-Proteinmengen festzustellen, ohne dass dabei die
mRNA-Mengen beeinflusst wurden (Abbildung 9 A, Seite 65; n=2). Dieser Effekt wurde
auch mit einer zusatzlichen shRNA (shUSP11-2) in LAN-1-Zellen beobachtet (Anne Cars-
tensen, persdénliche Mitteilung). Der knock down von Usp11 mittels shRNA flhrt also zu
einer Verminderung der N-Myc-Proteinlevel in zwei verschiedenen MYCN-amplifizierten
Neuroblastomzelllinien.

Die Doppeldepletion bewirkte zusatzlich eine weitere Abnahme der N-Myc-Proteinlevel im
Vergleich zur alleinigen Depletion von Usp7 oder Usp11 (Abbildung 9 A, Seite 65). Die De-
pletion von Usp7 flhrt auch auf mMRNA-Ebene zur Reduktion von MYCN. Folglich kdnnte
die weitere Abnahme der N-Myc-Proteinmengen mittels Doppeldepletion einfach durch die
Destabilisierung von N-Myc auf verschiedenen Ebenen zu erklaren sein und muss nicht
Folge der fehlenden Deubiquitinierung von N-Myc durch Usp7 und Usp11 sein. Um diese
Frage zu klaren sollten Ubiquitinierungs-Assays durchgefiihrt werden, in denen durch Im-
munoprazipitation gegen ubiquitinierte Proteine und den anschlieBenden Immunoblot das
an diese Proteine angehangte Ubiquitinmuster beurteilt werden kann. Bei Durchfiihrung
dieser Versuche in wildtypischen Zellen und solchen mit Depletion von Usp7, Usp11 und
beiden Proteasen, kénnte somit der jeweilige Ubiquitinierungsstatus von N-Myc beurteilt
werden und ob die Usps in Bezug auf N-Myc eine redundante Funktion besitzen. In den
bisherigen Versuchen wurde nur gezeigt, dass der Doppel-knock down einen additiven
eventuell sogar synergistischen Effekt auf die Proteinlevel von N-Myc ausibt.

AuBerdem flhrte der knock down von Usp11 zur Apoptose des gréBten Teils der Zellen,
was sowohl mikroskopisch als auch mittels PI-FACS beobachtet wurde (Daten nicht ge-
zeigt und Abbildung 9 B, Seite 65). Dabei fand keine Aktivierung von p53 und seinen Ziel-
genen CDKN1A, PUMA und NOXA statt (dhnlich bei Maertens et al. (2010), dort jedoch
nur Proliferationsarrest, keine Apoptose). Die Depletion von N-Myc in IMR-32 bewirkt zwar
eine verlangsamte Proliferation dieser Zellen, aber nicht deren Zelltod (Otto et al., 2009).
Deshalb stellt sich die Frage, ob zusatzliche Funktionen von Usp11 eine Rolle spielen. So
fihrt die Depletion von Bmi1 in manchen Neuroblastomzelllinien Uber die Destabilisierung
von Zyklin E zum Zelltod: Bmi1 reprimiert die Expression von Fbxw7, was neben N-Myc
auch Zyklin E ubiqutiniert (Mao et al., 2012). Fir die Aufrechterhaltung der Funktion von
Bmi1 wiederum ist Usp11 essentiell (Maertens et al., 2010). Weiterhin ist gezeigt worden,
dass die Depletion von Usp11 Uber die Destabilisierung von Bmi1 eine erhéhte Expres-
sion des Tumorsuppressors p16“2 pewirkt (siehe oben), dessen Aktivitat zur zellularen
Seneszenz fuhrt (Rayess et al., 2012). Ein Zusammenspiel der verschiedenen Effekte
der Depletion von Usp11 kdnnte also die Apoptose der Neuroblastomzellen mit MYCN-
Amplifikation verursachen.

87



5 Diskussion

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass N-Myc und Usp11 interagieren, die Proteinlevel
von N-Myc durch Uberexpression von Usp11 in Transfektionsexperimenten erhéht wer-
den und durch die Depletion von Usp11 in MYCN-amplifizierten Neuroblastomzelllinien
teilweise erniedrigt werden. Die Versuche sprechen daflr, dass diese Effekte durch eine
posttranslationale Stabilisierung von N-Myc durch Usp11 zustande kommen, wobei der
Beweis fur die Erhéhung der Proteinstabilitat von N-Myc durch Usp11 noch erbracht wer-
den muss. Ebenso ist zu untersuchen, ob mechanistisch die Modifikation des an N-Myc
angehangten Ubiquitinsignals durch die Ubiquitin-Protease fiir die Stabilisierung des Tran-
skriptionsfaktors verantwortlich ist. Desweiteren sollte die Wirkung des Usp11-Inhibitors
Mitoxantrone auf verschiedene MYCN-amplifizierte und nicht amplifizierte Neuroblastom-
zelllinien getestet werden. Mitoxantrone, ein Reservemedikament in der Therapie der Mul-
tiplen Sklerose, gilt als DNA-Interkalator und Topoisomerase ll-Inhibitor, es wurde jedoch
auch seine Wirksamkeit als Hemmstoff fir Usp11 gezeigt (Burkhart et al., 2013). Durch
Anwendung des Inhibitors kénnte Uberpriift werden, ob eine eventuell vorhandene Wirk-
samkeit spezifisch in Zellen mit MYCN-Amplifikation vorliegt. Die vorliegenden Ergebnisse
lassen die Hemmung von Usp11 als vielversprechendes Therapieprinzip fir Neuroblasto-
me mit MYCN-Amplifikation méglich erscheinen, da diese von der Aufrechterhaltung der
Menge an vorhandenem N-Myc abhangig sind.
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5.2 Kritische Bedeutung von Usp7 in IMR-32-Zellen

5.2.1 Usp7

Usp7 (oder Hausp) ist eine, besonders auf Grund ihrer Interaktion mit verschiedenen Tu-
morsuppressoren und Onkoproteinen, gut untersuchte Ubiquitin-spezifische Cystein-Pro-
tease. Die Protease ist vor allem im Kern und dort speziell in PML-Kérperchen lokalisiert,
die eine Rolle in der Regulation der Transkription spielen und Ziele viraler Infektionen sind
(Everett et al., 1999; Maul et al., 2000). Neben der katalytischen Usp-Domaéane besitzt
Usp7 N-terminal eine TRAF/Math-Doméane (Doméanenestruktur von Usp7 siehe Abbildung
18), die unter anderem flr die Bindung von p53, Mdm2 und Tspyl5 wichtig ist (Zapata
et al., 2001; Saridakis et al., 2005; Hu et al., 2006; Sheng et al., 2006; Epping et al.,
2011). AuBerdem enthélt es C-terminal finf Ubiquitin-aAhnliche Doméanen, die funktionelle
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Abbildung 18. Doméanenstruktur von Usp7
Schematische Darstellung der Proteindomanen von Usp7: TRAF = TRAF/Math-Domane, USP7CD = kata-
lytische Usp-Doméne, 1-5 = Ubiquitin-&hnliche Domanen; Abbildung entnommen aus Faesen et al. (2011).

Bedeutung fur die Autoaktivierung und die Bindung des allosterischen Aktivators GMP-
Synthase besitzen (Sarkari et al., 2009; Faesen et al., 2011). Weiterhin dient diese Region
als zusatzliche Bindungsstelle fir Mdm2 und p53 und ist wichtig fur die Fahigkeit von Usp7
— unabhangig von der Deubiquitinierungsfunktion — die Sequenzspezifische DNA-Bindung
von p53 zu verstéarken (Sarkari et al., 2010; Ma et al., 2010).

5.2.1.1 Interaktion mit p53

Die Regulation der Funktion des p53-Signalwegs ist intensiv untersucht worden. Sowohl
p53 als auch seine E3-Ligase Mdm2 werden von Usp7 deubiquitiniert, wobei Mdm2 von
der Protease mit hdherer Affinitdt gebunden wird (Hu et al., 2006). Infolgedessen flihrt
die Uberexpression von Usp7 zur Stabilisierung von p53 und die nur teilweise Depletion
erwartungsgeman zur Destabilisierung (Li et al., 2002, 2004). Eine starkere Depletion und
der knock out von Usp7 bewirken jedoch eine Stabilisierung von p53, da dabei auch die
Stabilitat der zugehdérigen E3-Ubiquitin-Ligase Mdm2 reduziert wird (Li et al., 2004; Cum-
mins et al., 2004; Cummins und Vogelstein, 2004). Infolgedessen spielt Usp7 eine wichtige
Rolle in der Reaktion des p53-Signalweges auf durch DNA-Schéden verursachten zellula-
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ren Stress (Meulmeester et al., 2005a,b; Marchenko et al., 2007). Dabei wird Usp7 unter
anderem direkt durch die Atm-abhangige Phosphatase Ppm1g destabilisiert (Dephospho-
rylierung an S18), was neben der Destabilisierung von Mdm2 auch die von Huwel zur
Folge hat (lber Hemmung der Selbstubiquitinierung von Huwe1). Beide E3-Ligasen tra-
gen zum Abbau von p53 bei, weshalb ihre Destabilisierung erhéhte p53-Proteinlevel und
die daraus folgende Aktivierung der p53-abhangigen Reaktion auf DNA-Schaden bewirkt
(Khoronenkova et al., 2012; Khoronenkova und Dianov, 2013). Die komplexe Funktion von
Usp7 wird durch die Tatsache verdeutlicht, dass sowohl Hoch- als auch Herunterregula-
tion von Usp7 in einem Kolonkarzinom-Modell das Tumorwachstum durch Erh6hung der
p53-Level hemmen (Becker et al., 2008).

Die Aktivitat des p53-Signalwegs wird von Usp7 auch durch Modifikation anderer beteilig-
ter Partner beeinflusst. So wird zum Beispiel Tip60 mittels Deubiquitinierung durch Usp7
stabilisiert. Diese Acetyltransferase ist essentiell fir die Aktivierung der Transkription von
PUMA durch p53 (Tang et al., 2006; Dar et al., 2013).

Der knock out von Usp7 in der Maus ist zwischen Tag 6,5 und 7,5 des Embryonalstadiums
letal. Dabei sind histologisch erhéhte p53-Proteinlevel und ein Wachstumsarrest festzu-
stellen, jedoch keine erhéhte Apoptoserate. Der Phanotyp des knock out kann durch die
zusatzliche Deletion von p53 zumindest teilweise gerettet werde, ist jedoch immer noch
letal, was den Rlckschluss auf p53-unabhangige Funktionen von Usp7 zulasst, die eine
Bedeutung wahrend der Entwicklung besitzen (Kon et al., 2010).

5.2.1.2 Einfluss auf weitere Signalwege

Neben p53 kontrolliert Usp7 z.B. auch die Funktion der als Tumorsuppressor bekannten
Phosphatase Pten und des Transkriptionsfaktors Foxo4. Dabei wird nicht der proteasoma-
le Abbau verhindert, sondern durch die Entfernung einer Monoubiquitinierung werden die
beiden Proteine ins Zytosol verlagert und ihre Aktivitat im Kern unterbunden (van der Horst
et al., 2006; Trotman et al., 2007; Song et al., 2008, 2011). Weiterhin konnte in diesem
Zusammenhang gezeigt werden, dass die Uberexpression von Usp7 im Prostatakarzinom
mit erhdhter Aggressivitat und Invasivitat einhergeht, vermutlich Gber die Regulation der
Lokalisation von Pten (Song et al., 2008).

AuBerdem kontrolliert Usp7 indirekt die Stabilitdt von Aurora-A. Die Depletion der Pro-
tease hat eine Akkumulation von Aurora-A zur Folge, da dessen E3-Ligase Chfr mittels
Deubiquitinierung durch Usp7 stabilisiert wird (Oh et al., 2007; Giovinazzi et al., 2013).
Dem entgegengesetzt bewirkt Usp7 Uber die Verringerung der Menge an Pten im Nukleus
eine Stabilisierung von Aurora-A, da Pten im Nukleus die Aktivitat des Apc-Cdh1-Komplex
erhdht, der zum Abbau von Aurora-A beitragt (Song et al., 2011). Usp7 besitzt also tber
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die Regulation der zugehdérigen E3-Ubiquitin-Ligasen widersprichliche Einflisse auf die
Stabilitat von Aurora-A.

In neuronalen Progenitorzellen stabilisiert Usp7 mittels Deubiquitinierung Rest, einen Fak-
tor, der Uber die Repression bestimmter Gene die Differenzierung dieser Zellen hemmt.
Im Verlauf der Entwicklung nimmt die Usp7-Menge und mit ihr die Stabilisierung von Rest
ab und die Zellen kénnen ausdifferenzieren (Huang et al., 2011b). Dieser Prozess kénnte
— analog zur Inhibition der Differenzierung durch N-Myc — auch im Neuroblastom von Be-
deutung sein.

5.2.1.3 Bedeutung im Neuroblastom

Auf Grund der seltenen, einen Funktionsverlust bedingenden Mutationen in TP53 im Neu-
roblastom, werden andere Mechanismen fur eine Inaktivierung der p53-Funktion verant-
wortlich gemacht. Eine Méglichkeit stellt der Abbau von hyperubiquitiniertem p53 im Zyto-
sol dar. Dafur wird eine gestdrte Usp7-p53-Interaktion als Ursache vorgeschlagen (Becker
et al., 2007). Der in vitro-Einsatz eines Usp7-Inhibitors, P22077, hat in Neuroblastomzell-
linien mit intakter Usp7-Mdm2-p53-Achse, unabhangig vom MYCN-Amplifikationsstatus,
die p53-vermittelte Apoptose dieser Zellen ausgeldst, nicht jedoch in Zellen mit p53-Mu-
tation. Gleichzeitig wurde gezeigt, dass die Expression von Usp7 in Tumorproben als pro-
gnostischen Risikofaktor verwendet werden kann. So sind Malignome mit hoher Expres-
sion von Usp7 mit einer schlechteren Prognose assoziiert als solche mit einer niedrigen
(Fan et al., 2013). Diese Ergebnisse zeigen, dass Usp7 eine wichtige Rolle in der Entste-
hung oder Aufrechterhaltung des Neuroblastoms spielen kénnte.

5.2.1.4 Therapie

In der Therapie von Malignomen scheint Usp7 weniger auf Grund seiner klaren Funktion
als onkogener Treiber ein attraktives Ziel zu sein, als vielmehr dadurch, dass die Protease
mit verschiedenen wichtigen Signalwegen in der Zelle interagiert, von denen viele auch
eine Bedeutung fir die Entstehung von Malignomen haben (z.B. p53, Pten, PI3-Kinase
Uber Foxo4). Deshalb wurden verschiedene Inhibitoren von Usp7 entwickelt, die in der
Zellkultur eine Stabilisierung von p53 ohne Induktion von genotoxischem Stress und eine
Inhibition des Tumorzellwachstums durch G1-Arrest bewirken (Colland et al., 2009; Re-
verdy et al., 2012; Zhang et al., 2013b). Zudem konnte in Mausmodellen flr das Multiple
Myelom eine Wirksamkeit der Inhibition von Usp7 mit P5091 gezeigt werden. Bei guter
Vertraglichkeit hemmt es das Tumorwachstum und verbessert das Uberleben (Chauhan
et al., 2012). Somit scheint Usp7 ein sinnvolles Ziel in der Krebstherapie zu sein, bei ent-
sprechender Interaktion mit N-Myc eventuell auch im MYCN-ampilifizierten Neuroblastom.
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5.2.2 Einfluss von Usp7 auf die Stabilitat von N-Myc

Die Interaktion von endogenem Usp7 und N-Myc in IMR-32 konnte in IPs mit Antikdrpern
gerichtet gegen N-Myc gezeigt werden (Abbildung 8 A, Seite 63). Umgekehrt konnte in
IPs gerichtet gegen Usp7 kein N-Myc nachgewiesen werden. Eine Interaktion mit Usp11
und Aurora-A konnte eindeutig gezeigt werden. Daraus folgt, dass Usp7 entweder direkt
mit N-Myc interagiert oder, dass die Interaktion mit dem Transkriptionsfaktor indirekt — z.B.
Uber die Bindung von Aurora-A oder Usp11 — stattfindet. So ist sowohl die Interaktion von
N-Myc mit Usp11 als auch die von Usp11 mit Usp7 gezeigt worden (Choi et al., 2010;
Maertens et al., 2010) und die hier festgestellte Interaktion von N-Myc mit Usp7 kénnte
nur indirekt Uber die Bindung beider Proteine an Usp11 vermittelt sein. Ahnliches gilt fiir
Aurora-A. Um diese Thesen zu Uberprifen misste entweder in einem in vitro-System die
Bindung der beiden nachgewiesen werden (z.B. yeast-two-hybrid-Assay) oder Uberprift
werden, ob die Aurora-A- oder Usp11-Proteinlevel das AusmaR der Interaktion von N-Myc
und Usp7 beeinflussen. Letzteres kénnte zum Beispiel durch Beobachtung der Starke
der Interaktion von N-Myc und Usp7 in N-Myc-IPs bei gleichzeitiger Uberexpression oder
knock down von AURKA und/ oder USP11 erreicht werden. Sowohl die direkte als auch
die indirekte Interaktion bilden jedoch eine gute Grundlage fur die mdgliche Beeinflussung
der Stabilitat von N-Myc durch Usp7.

Dementsprechend wurde gezeigt, dass die Kotransfektion von USP7 und MYCN in SH-
EP-Zellen die N-Myc-Proteinlevel im Vergleich zur alleinigen Transfektion von MYCN er-
héht und zwar umso mehr, je gréBere Mengen USP7 transfiziert wurden (Abbildung 8
C, Seite 63). Allerdings erreichte dieser Effekt in sechs Wiederholungen des Versuchs
keine statistische Signifikanz. Dies ist mdglicherweise durch die im Vergleich zu endoge-
nem Usp7 nur moderate Erhdhung der Menge der Protease durch die Uberexpression
zu erklaren. Auf der anderen Seite wurde bei der Expression der USP7 C223S-Mutante,
welche fUr ein katalytisch inaktives Usp7 kodiert, in keiner der sechs Wiederholungen eine
Erhdhung der N-Myc-Menge festgestellt. Diese Ergebnisse sprechen dafir, dass Usp7 in
Abhangigkeit von seiner katalytischen Aktivitat stabilisiert. Ob dabei die an N-Myc ange-
hangte Ubiquitinkette entfernt oder modifiziert wird, kénnte mittels Ubiquitinierungs-Assays
gezeigt werden. Ebenso fehlt bisher der Nachweis, dass es sich um eine Stabilisierung
auf Proteinebene handelt. Dieser Nachweis kénnte mit Stabilitdtsexperimenten (z.B. CHX-
Assay, radioaktiver puls-chase-Versuch) erbracht werden.

Umgekehrt wurde vermutet, dass die Depletion von Usp7 dementsprechend zur Redukii-
on der N-Myc-Level flhrt. Dies wurde fir die Anwendung von shUSP7 in IMR-32 bestatigt
(Abbildung 9 A, Seite 65, n=3). Dabei war sowohl eine starke Abnahme auf Proteinebene
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als auch auf mRNA-Ebene sichtbar. Deshalb kann daraus nicht sicher auf eine posttrans-
lationale Destabilisierung von N-Myc durch die Depletion von Usp7 geschlossen werden.
Eine M&glichkeit zu zeigen, dass es sich um posttranslationale Vorgange handelt, ware die
Behandlung der Zellen mit einem Proteasominhibitor. Falls die Usp7-Depletion zu einem
vermehrten Proteasom-vermittelten Abbau von N-Myc fuhrt, sollten bei Hemmung dieses
Abbauweges die N-Myc-Konzentrationen wieder ansteigen. Eine weitere Option ist, die N-
Myc-Menge durch exogene Expression zu erhéhen und dabei Zellen mit und ohne USP~7-
knock down zu vergleichen. Die exogene transiente Expression von MYCN in IMR-32 be-
wirkte in mit shUSP7 behandelten Zellen &hnlich hohe mRNA-Spiegel fir MYCN wie in mit
shLuziferase behandelten Zellen (Daten nicht gezeigt, n=1). In den shLuziferase-Zellen
stiegen die gemessenen N-Myc-Level im Vergleich zum Leervektor an, in den shUSP7-
Zellen wurde jedoch keine Erh6hung beobachtet. Bei Bestatigung dieser Ergebnisse in
Wiederholungsexperimenten wirde das bedeuten, dass der USP7-knock down in IMR-
32-Zellen eine Situation bewirken wirde, in der N-Myc posttranskriptionell destabilisiert
wird.

Zusammenfassend wurde mit den vorliegenden Experimenten gezeigt, dass N-Myc und
Usp?7 interagieren und dass die Protease den Transkriptionsfaktor Uber ihre katalytische
Aktivitat vermutlich stabilisieren kann. Ob diese Stabilisierung auf Proteinebene fir Neu-
roblastomzellen mit MYCN-Amplifikation ein essentieller Prozess ist, wurde jedoch nicht
geklart. Die Depletion von Usp7 in IMR-32 hatte neben der Abnahme der N-Myc-Level
eine Reihe anderer Effekte zur Folge, die ebenso die N-Myc-Level beeinflussen oder die
Differenzierung der Neuroblastomzellen bewirken kénnten. Diese mdglichen Mechanis-
men sollen im folgenden Abschnitt diskutiert werden.

5.2.3 Wirkung der Depletion von Usp7 in IMR-32

Die Rolle von MYCN in der Regulation von Differenzierung und Zellzyklus wurde in Kapi-
tel 1.2.3.1 und 1.2.3.2 dargestellt und gewinnt im Zusammenhang mit den Auswirkungen
des USP7-knock downs in IMR-32 auf diese beiden zellularen Prozesse an besonderer
Bedeutung. Die Depletion von Usp7 mittels shUSP7 bewirkte in IMR-32 eine starke Ab-
nahme der mRNA- und Proteinmengen von N-Myc und Aurora-A (Abbildung 9 A, Seite 65).
Gleichzeitig waren erhéhte p53 mRNA- und Proteinlevel festzustellen. Zumindest fir das
p53-Zielgen PUMA wurde eine deutliche Aktivierung der Transkription beobachtet, wobei
mikroskopisch und in der Zellzyklusanalyse die Zahl der apoptotischen Zellen nicht erhéht
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war. Allerdings bewirkte die Depletion von Usp7 einen Arrest der Zellen in der G1-Phase.
Zusatzlich wurde eine Erhéhung der Menge an p21 beobachtet, das Cdk2 inhibiert und
damit den Ubergang der Zellen von der G1- in die S-Phase verhindert (Abbas und Duitta,
2009). AuBerdem wurden sowohl phanotypisch (neuritenartige Zellfortsatze) als auch auf
Proteinebene (erhdhte Level des neuronalen Klasse Il 3-Tubulins und verringerte Mengen
der neuronalen Stammzellmarker Rest und Nestin) Anzeichen fur eine Differenzierung der
IMR-32-Zellen festgestellt (Abbildung 9, Seite 65). Eine Differenzierung der Zellen bedeu-
tet gleichzeitig ein Verharren in der GO/G1-Phase und passt daher zu dem beobachteten
G1-Arrest als Folge der Expression von shUSP7. Es stellt sich jedoch die Frage, Uber wel-
chen Mechanismus die Depletion von Usp7 in IMR-32 zur Differenzierung fuhrt.

Dass diese Differenzierung therapeutische Relevanz hat, ist aus zwei Beobachtungen er-
sichtlich: Einerseits fuhrt die spontane Differenzierung von Neuroblastomen zur Bildung
gutartiger Ganglioneurome (Brodeur, 2003). Auf der anderen Seite fihrt die Behand-
lung von Kindern mit der eine Differenzierung auslésenden 13-cis-Retinsaure nach er-
folgter Konsolidierungstherapie zu einem verbesserten 5-Jahres-Gesamtiiberleben (Matt-
hay et al., 2009). Bei der Behandlung von MYCN-amplifizierten Neuroblastomzelllinien
mit Retinsdure in vitro wurde gezeigt, dass die Expression von N-Myc schon nach sechs
Stunden deutlich abnimmt und damit den Phanotyp- und Zellzyklus-Verdnderungen vor-
ausgeht (Thiele et al., 1985). Weiterhin ist gezeigt worden, dass die Depletion von MYCN
in MYCN-amplifizierten Neuroblastomzelllinien Gber verschiedene Mechanismen zur Dif-
ferenzierung, Hemmung der Proliferation und Apoptose flihrt (siehe Abschnitt 1.2.3.1).
Folglich ist es denkbar, dass die Depletion von Usp7 eine gentigend starke Destabilisie-
rung von N-Myc bewirkt, sodass die betroffenen Zellen ausdifferenzieren. Die Abnahme
der mRNA-Level von MYCN und AURKA kdnnte dann eine Folge der Differenzierung und
der damit einhergehenden Veranderung des transkriptionellen Programms der Zelle sein.
Allerdings fuhrt die Depletion von Aurora-A als Protein, das N-Myc auf Proteinebene sta-
bilisiert, zwar zur Hemmung der Proliferation und Verlangsamung beim Durchlaufen des
Zellzyklus, nicht jedoch zu einer Reduktion der Transkription von N-Myc und einem solch
ausgepragten Arrest in der G1-Phase (Otto et al., 2009). Die Behandlung von IMR-32
mit MLN8054 und MLN8237 bewirkte sogar einen Arrest in der G2/M-Phase (Brockmann
et al., 2013). Fir eine Behandlung mit dem Aurora-Inhibitor CD532, dessen Anwendung
eine stérkere Abnahme der N-Myc-Level zur Folge hat als MLN8237, ist in SK-N-BE(2)-
Zellen ein G1-Arrest beschrieben worden (Gustafson et al., 2014). Ebenso bewirkt der
knock down von MYCN in IMR-5 eine Zunahme der Zellen in der G1-Phase (Gogolin
et al., 2013). Dennoch ist der hier beobachtete Effekt des USP7-knock downs eventuell
zumindest teilweise auch durch weitere Folgen der Usp7-Depletion erklarbar.
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So kdnnte die E3-Ubiquitin-Ligase Mdm2 ein mdglicher Vermittler sein. Mdm2 wird durch
Usp7 stabilisiert (siehe Kapitel 5.2.1) und stabilisiert seinerseits die mRNA von MYCN (Gu
et al., 2012). Somit sollte die Depletion von Usp7 also zu einer Destabilisierung der MYCN-
mRNA und daraus folgend zu verringerten N-Myc-Mengen fiihren. Weiterhin ist gezeigt
worden, dass Mdm2 den proteasomalen Abbau von p21 erleichtert und die Inhibition von
Usp7 mit dem Inhibitor P5091 lber die Abnahme der Mdm2-Mengen — p53-unabhanging —
erhbéhte p21-Level verursacht (Zhang et al., 2004; Chauhan et al., 2012). In einem experi-
mentellen Ansatz kénnte untersucht werden, wie sich die Mdm2-Proteinmengen bei Usp7-
Depletion in IMR-32 verhalten, wobei wahrscheinlich ist, dass die Depletion von Usp7 die
an verschiedenen Stellen in der Literatur beschriebene Abnahme der Mdm2-Level zur Fol-
ge hat (z.B. Li et al. (2004), siehe auch Kapitel 5.2.1). Diese Abnahme kann sowohl eine
vermehrten Abbau der MYCN-mRNA bewirken als auch eine Erhéhung der p21-Level.
Somit kénnten einerseits die verringerten mRNA- und Proteinmengen von N-Myc erklart
werden und andererseits die Beobachtung, dass die p21-Menge zwar auf Proteinebene
steigt, bei der mMRNA jedoch keine transkriptionelle Aktivierung sichtbar ist. Folge beider
Effekte kdbnnten dann der Zellzyklusarrest und die Differenzierung der Zellen sein.

Unklar ist, ob der beobachtete Anstieg der p53-Level auf mMRNA- und Proteinebene als
Antwort auf die Expression von shUSP7 eine Rolle spielt. Zwar ist eine transkriptionelle
Aktivierung von PUMA zu beobachten, jedoch nicht von zwei weiteren Zielgenen (NOXA
und CDKN1A). Allerdings wurde zu dem beobachtenden Ergebnis passend fur NOXA in
verschiedenen Neuroblastomzelllinien gezeigt, dass der knock down von MYCN zu ei-
ner Abnahme der Noxa-Level auf mMRNA- und Proteinebene fiihrt, die Uberexpression von
MYCN zu einer Zunahme (Ham et al., 2016). Weiterhin ist gezeigt worden, dass der Pro-
liferationsarrest, der auf die Destabilisierung von N-Myc durch die Depletion von Aurora-A
folgt, p53-unabhangig erfolgt (Otto et al., 2009). Andererseits wurde beschrieben, dass
die die Apoptose auslésende Wirkung des Usp7-inhibitors P22077 in Neuroblastomzellli-
nien nur bei intakter p53-Funktion vorhanden ist (Fan et al., 2013). Um zu klaren, ob die
in dieser Arbeit gezeigten Effekte p53-abhangig sind, ist beispielsweise die Depletion von
Usp7 in p53-defizienten Neuroblastomzelllinien (z.B. LAN-1) eine mdégliche Strategie.
Zwei weitere durch Usp7 stabilisierte Proteine, die bei den beobachteten Effekten eine
Rolle spielen kénnten, sind Mel18 und Bmi1. Beide sind Bestandteil des Prc1 und ihre De-
stabilisierung (durch Depletion von Usp7 oder Usp11) fiihrt zu einer p16"“2-vermittelten
Seneszenz der Zellen (siehe auch Kapitel 5.1.1). Ob die mRNA- und Proteinmengen des
Tumorsuppressors in den vorliegenden Experimenten verédndert waren, wurde nicht Uber-
pruft. Denn obwohl fir die Depletion von Usp11 &hnliche Effekte auf die Regulation von
p16'"42 peschrieben sind (Maertens et al., 2010), wurde bei der Expression von shUSP11
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in IMR-32 — im Gegensatz zu shUSP7 — kein Zellzyklusarrest beobachtet. Dennoch ist
damit aber nicht ausgeschlossen, dass verénderte p16'™42-Level einen Beitrag zu den Ef-
fekten der Depletion von Usp7 in IMR-32 leisten. Deshalb sollten etwaige Veranderungen
in zukinftigen Experimenten untersucht werden.

Zusatzlich destabilisiert Bmi1 p53 und stabilisiert — Gber die Hemmung der Expression von
Fbxw7 — Zyklin E und N-Myc (Mao et al., 2012; Calao et al., 2013). Die Destabilisierung
von Bmi1 durch die Depletion von Usp7 kénnte also erhéhte p53-Mengen und verrin-
gerte Zyklin E- und N-Myc-Level zur Folge haben. Erneut gilt aber das Argument, dass
eine Depletion von Usp11 ahnliche Effekte haben sollte, da Usp11 ebenso Bmi1 stabili-
siert. Die beobachteten Effekte der Depletion jeweils einer der beiden Proteasen sind aber
sehr unterschiedlich, weshalb es sich bei dem tUber Bmi1 vermittelten Mechanismus wohl
nicht um den entscheidenden der Usp7-Depletion handelt. Dennoch sollte in zukinftigen
Experimenten die Entwicklung der FBXW7-mRNA-Mengen und der Zyklin E-Proteinlevel
untersucht werden.

Ein N-Myc-unabhangiger Mechanismus, Uber den der knock down von Usp7 zum Zell-
zyklusarrest und zur Differenzierung der IMR-32 fUhren konnte, ist die Destabilisierung
von Rest (siehe auch Kapitel 5.2.1.2). In neuronalen Progenitorzellen flhrt die Differen-
zierung mittels Retinsdure zu einer Herunterregulation von Usp7 und darauf folgend zu
einer Destabilisierung von Rest. Dieser Effekt ist auch bei Depletion von Usp7 mittels
RNA-Interferenz zu beobachten. Rest ist ein Repressor verschiedener Differenzierungs-
gene, weshalb seine Destabilisierung die Differenzierung der Zellen zu reifen Neuronen
ermdglicht (Huang et al., 2011b). Analog dazu kénnte die Depletion von Usp7 auch in
Neuroblastomzellen eine Destabilisierung von Rest und damit die Differenzierung der Zel-
len ermdéglichen. Die erniedrigten mRNA- und Proteinmengen von N-Myc und Aurora-A
kdnnten dann, ebenso wie die Erhéhung von p21, Folgen dieser Anderung der Ausrich-
tung des Zellprogramms auf die Differenzierung hin und des Arrests in der G1-Phase sein.
Erste Hinweise darauf lieferte die Beobachtung, dass bei der Expression von shUSP7 ei-
ne Reduktion der Rest-Proteinlevel im Vergleich zur Kontrolle auftrat (Daten nicht gezeigt,
n=1). Um die Hypothese weiter zu bekraftigen sollte der Versuch einer Kompensation des
Effekts der Depletion von Usp7 mit Hilfe der exogenen Expression von Rest erfolgen.
AuBerdem sollten alle beobachteten Ergebnisse mit weiteren shRNAs bestéatigt werden,
um off target-Effekte der verwendeten shRNAs auszuschlieBen. Weiterhin sollte mit Hilfe
eines rescue-Experiments gezeigt werden, dass die Effekte durch die Depletion von Usp7
bedingt sind. So sollte zum Beispiel eine erfolgreiche exogene Expression von Usp7 die
durch die shRNA verursachten Verédnderungen aufheben.
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Zusammenfassend sind verschiedene Mechanismen beschrieben, tiber die Depletion von
Usp7 in IMR-32 zu der beobachteten Differenzierung der Zellen und zum Zellzyklusarrest
filhren kdnnten. Eine Ubersicht der beschriebenen Méglichkeiten ist in Abbildung 19 zu
sehen. Denkbar ist, dass nicht ein Mechanismus allein verantwortlich ist, sondern erst
das Zusammenspiel der verschiedenen Wege die beobachteten Effekte hervorruft. Des-
halb kénnte der Vorteil der Verwendung von Usp7 als therapeutisches Ziel im MYCN-
amplifizierten Neuroblastom darin liegen, dass durch die Inhibition nicht nur ein Signalweg
ausgeschaltet wird, sondern gleichzeitig mehrere Signalwege beeinflusst werden, die alle
ihren Anteil an der Aufrechterhaltung des malignen Potentials der Krebszelle haben. So
kdnnte eine eventuelle Resistenzbildung bei der Hemmung eines einzelnen Signalwegs
durch kompensatorische Hochregulation anderer Signalwege erschwert werden. Die Hem-
mung der Funktion von Usp7 kdnnte also ein relevantes Ziel in der Therapie des MYCN-
amplifizierten Neuroblastoms darstellen.

Depletion von Usp7 in IMR-32

I S

Prc1l Mdm2 ] Bmi1l Aurora-Al
l v / v
p531 Foxw7 T| = |[N-Myc | Rest |
b\ /
p161 p211 Zyklin E
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Differenzierung und Arrest in der G1-Phase

Abbildung 19. Ubersicht der méglichen Effekte der Depletion von Usp7 in IMR-32

Schematische Darstellung der méglichen Mechanismen, iber die die Depletion von Usp7 in IMR-32 zum G1-
Arrest und zur Differenzierung der Zellen fuhrt. Grin hervorgehoben sind experimentelle Beobachtungen
bei der Expression von shUSP7 in IMR-32, schwarz gedruckt sind weitere in der Literatur beschriebene
Effekte der Depletion von Usp7, die in diesem Zusammenhang von Bedeutung sein kénnten (N&heres siehe
Erlauterungen im Text).
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5.3 Bedeutung der Aurora-A-Pseudosubstratbindungssequenz in
N-Myc fur die Interaktion von N-Myc und Aurora-A

Die Bedeutung der Interaktion von N-Myc und Aurora-A in MYCN-amplifizierten Neuro-
blastom fur die Aufrechterhaltung der Proliferationsfahigkeit der Zellen wurde ausfthrlich
demonstriert (Otto et al., 2009; Brockmann et al., 2013). AuBerdem wurde gezeigt, dass
es sich dabei um eine direkte Interaktion der beiden Proteine handelt (Anne Carsten-
sen, persdnliche Mitteilung). Dennoch ist bisher unklar, welcher Bereich von N-Myc von
Aurora-A gebunden wird und tber welchen Mechanismus der Transkriptionsfaktor durch
die Bindung stabilisiert wird. Eine mdgliche Bindungsstelle ist eine Pseudosubstratbin-
dungsstelle in Myc-Box | (Aminoséuren 51-55). Diese Sequenz wurde so verandert, dass
eine eventuell vorhandene Bindung theoretisch nicht mehr méglich erscheint (Abbildung
11 A, Seite 70). Die Eigenschaften dieser Mutante wurden anschlieBend in verschiede-
nen Experimenten mit dem wildtypische N-Myc verglichen, um daraus Rickschlisse auf
den Mechanismus der Stabilisierung des Transkriptionsfaktors durch die Kinase zu ziehen.

5.3.1 Einfluss der Mutation der Pseudosubstratbindungssequenz auf die
Proteinstabilitat von N-Myc

Wenn die Bindung der beiden Proteine Uber die Pseudosubstratbindungssequenz fir die
Stabilisierung entscheidend ist, sollte nur der Wildtyp durch Aurora-A stabilisiert werden.
Die Entfernung von zwei Lysinen, die als Ubiquitinakzeptoren dienen kénnen, sollte je-
doch auf Grund der beschriebenen Redundanz der Ubiquitinierungsstellen keine Rolle
spielen. So ist fir c-Myc gezeigt worden, dass weder die Mutation von sieben Lysinen in
der N-terminalen Haélfte des Proteins noch die von 18 Lysinen in der C-terminalen Halfte
zu Arginin die Stabilitdt von c-Myc verédndern (Jaenicke et al., 2016).

Die gleichzeitige transiente Expression von AURKA und MYCN in SH-EP bewirkte jedoch
sowohl fir den Wildtyp als auch flr die Mutante eine Erhéhung der N-Myc-Proteinmengen
im Vergleich zur alleinigen Expression von MYCN (Abbildung 11 B, Seite 70). Weiter-
hin wurden bei der Generierung von SH-EP-Pools mit stabiler Expression der verschie-
denen MYCN-Varianten (n=2 pro Konstrukt) bei dhnlich hohen mRNA-Konzentrationen
vergleichbar hohe Proteinlevel (= steady state level) fur N-Myc wt und KK51EE beobach-
tet (Abbildung 12 A, Seite 72). Beides spricht gegen deutliche Anderungen der Stabilitat
durch EinfGhren der Mutation in Myc-Box I. Ebenso lassen mit Cycloheximid durchgefiihrte
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Stabilitdtsexperimente keinen Schluss auf eine Veranderung der Halbwertszeiten zu (Ab-
bildung 13, Seite 74, n=3). Die gemessenen Halbwertszeiten befinden sich dabei in der
GréBenordnung der in der Literatur beschriebenen und unterstreichen damit die Gultigkeit
der durchgeflihrten Experimente. Um auch geringe Differenzen in der Halbwertszeit der
beiden Proteinvarianten auszuschlieBen, wére es sinnvoll, sensitivere und weniger ein-
greifende Verfahren zur Stabilitadtsbestimmung wie die radioaktive pulse-chase-Methode
anzuwenden. Zusammenfassend gibt es in den vorliegenden Experimenten allerdings kei-
nen Hinweis auf eine Destabilisierung von N-Myc durch die Mutation der Pseudusubstrat-
bindungssequenz in Myc-Box |.

5.3.2 Verandertes Bindungsverhalten von N-Myc durch die Mutation der
Pseudosubstratbindungssequenz?

Um die Bedeutung der Mutation in der Pseudosubstratbindungssequenz zu beurteilen,
wurde Uberprift, ob die Mutation die Interaktion von N-Myc und Aurora-A beeinflusst. Da-
fir wurden zuerst IPs mit Antikdrpern gegen N-Myc in den SH-EP-Zellen mit stabiler Ex-
pression der verschiedenen MYCN-Konstrukte durchgefiihrt, um die Starke der Bindung
zu beurteilen. Fir N-Myc KK51EE wurde im Vergleich zum Wildtyp keine verringerte, son-
dern eine leicht verstarkte Bindung von Aurora-A beobachtet (Abbildung 14, Seite 75,
n=2).

Die Inhibition von Aurora-A mit MLN8237 und die Depletion von Aurora-A mittels siRNA in
den SH-EP-Zellen mit stabiler Expression der MYCN-Varianten erbrachte fur die KK51EE-
Variante eine Abnahme der N-Myc-Mengen, allerdings waren sinkende N-Myc-Level in
den als Positivkontrolle verwendeten IMR-32 in beiden Experimenten nicht vorhanden,
ebensowenig wie in den SH-EP-Zellen mit stabiler Expression von MYCN wt (Daten nicht
gezeigt). FUr letztere ist ein solcher Effekt mehrfach gezeigt worden (Otto et al., 2009;
Brockmann et al., 2013). Ein Grund kénnte die nicht vollstdndige Inhibition von Aurora-A
sein (Phosphorylierung an T288 von Aurora-A bei Anwendung von MLN8237 nur redu-
ziert). Diese Tatsache stellt die Aussagekraft der beiden Versuche in Frage. Auf der ande-
ren Seite wurde in zwei unabhangigen Pools mit stabiler Expression von MYCN KK51EE
unter gleichen Inhibitions- bzw. Depletionsbedingungen von Aurora-A eine eindeutige Ab-
nahme der N-Myc-Proteinlevel beobachtet. Bedeuten diese Befunde, dass die Mutation
der Pseudosubstratbindungsstelle in N-Myc eine Erhéhung der Sensitivitat gegenlber der
Inhibition von Aurora-A bewirkt? Das hieBe, dass die Mutation, die theoretisch die Bindung
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mit Aurora-A unterbinden sollte, dazu flhrt, dass die Hemmung der Interaktion von Aurora-
A und N-Myc durch MLN8237 einen starkeren destabilisierenden Effekt auf N-Myc auslbt
als das beim Wildtyp der Fall ist. Im Zusammenhang mit den Ergebnissen der IPs kdnn-
te man sogar schlieBen, dass die Mutation der Pseudosubstratbindungsstelle nicht eine
Abnahme sondern eine Zunahme der Bindung der beiden Proteine bewirkt und dement-
sprechend die Hemmung dieser Interaktion groBere Folgen fiir die Stabilitdt von N-Myc
hat. Da diese Schlussfolgerung jedoch zum Teil auf Experimenten beruht, in denen die
Positivkontrollen nicht den erwarteten Effekt zeigen, ware eine Wiederholung dieser Ex-
perimente wichtig — eventuell auch mit neu generierten Zell-Pools mit stabiler Expression
der verschiedenen MYCN-Konstrukte.

In diesem Zusammenhang stellt sich die Frage, ob es sich bei der Pseudosubstratbin-
dungssequenz in Myc-Box | tatsachlich um die physiologische Bindungsstelle von Aurora-
A in N-Myc handelt. Einige wichtige Hinweise darauf konnte die bisherige Arbeit von Ri-
chard Bayliss und seinen Mitarbeitern liefern: Sie konnten zeigen, dass der N-terminale
Teil von N-Myc direkt mit Aurora-A interagiert und dass diese Bindung durch den Aurora-
A-Inhibitor MLN8054 vermindert wird. AuBerdem konnte mittels NMR die Bindung ei-
nes kurzen Peptids, das der Pseudosubstratbindungsstelle entspricht, nachgewiesen wer-
den. Zusétzlich wurde beobachtet, dass rekombinantes N-terminales N-Myc zwar ein eher
schlechtes Substrat fir Aurora-A ist, die Mutation des Glutamats an Stelle 54 zu Threonin
aber eine wesentlich starkere Phosphorylierung von N-Myc durch Aurora-A verursacht.
AuBerdem arbeitet die Arbeitsgruppe ebenfalls daran, die exakte Topographie der Bin-
dung nachzuweisen. Diese Ergebnisse unterstreichen die Berechtigung der Theorie, dass
die Bindung von Aurora-A und N-Myc Uber die Aminosauren 51-55 in N-Myc stattfindet
(gesamter Absatz Richard Bayliss, schriftliche Mitteilung).

Weiterhin stellte sich die Frage, ob die Bindung von Aurora-A in Myc-Box | die dortige
Bindung anderer Proteine beeinflusst. Dies wurde fir Fbxw7 untersucht, eine fir den pro-
teasomalen Abbau von N-Myc wichtige E3-Ubiquitin-Ligase. Dabei konnten keine Unter-
schiede zwischen Wildtyp und KK51EE-Mutante in Bezug auf das Bindungsverhalten von
N-Myc mit exogen exprimiertem Fbxw7 beobachtet werden (Abbildung 15 A, Seite 77).
Grundsétzlich ist es fraglich, ob auf Grund der Stéchiometrie der Bindung von Aurora-
A und N-Myc (1% von Gesamt-N-Myc wird in Aurora-A-IPs detektiert) eine Wirkung von
Aurora-A Uber eine sterische Blockade der Interaktion mit anderen Proteinen méglich ist
(Brockmann et al., 2013). Ob die Mutation funktionell eine Veréanderung der Interaktion von
N-Myc mit Foxw7 bewirkt, wurde durch die Depletion von Fbxw7 mittels siRNA untersucht.
Jedoch konnte trotz mehrmaliger Durchfiihrung des Experiments keine Stabilisierung von
N-Myc in den als Positivkontrolle fungierenden, stabil MYCN wt exprimierenden SH-EP be-
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obachtet werden, weshalb keine Aussage Uber das Verhalten von N-Myc KK51EE getrof-
fen werden konnte (Abbildung 15 B, Seite 77). Zusammenfassend wurde keine Anderung
der Bindung von N-Myc und Fbxw?7 durch die Mutation der Pseudosubstratbindungsstelle
beobachtet. Ob die Mutation eine Verdnderung der funktionellen Interaktion der beiden
Proteine bewirkt, kann auf Grundlage der durchgefiihrten Experimente nicht beurteilt wer-
den.

5.3.3 Einfluss der KK51EE-Mutation auf den Phosphorylierungsstatus von N-Myc

Die Phosphorylierung der beiden Aminosaurenreste Threonin 58 und Serin 62 in Myc-Box
| ist von groBer Bedeutung flr die Regulation der Funktion und Stabilitdt von N-Myc und
wird dementsprechend stark reguliert (siehe Kapitel 1.2.2). Wenn die Mutation an Lysin
51 und 52 ein verandertes Bindungsverhalten von Aurora-A an den Aminosaureresten 51-
55 bewirkt, kdnnte dies dementsprechend die Regulation der beiden Phosphorylierungen
beeinflussen. Zusatzlich kénnte die Beeinflussung des Phosphorylierungsmusters auch
einen Mechanismus darstellen, Gber den Aurora-A den Transkriptionsfaktor stabilisiert.
Um den Effekt der Mutation der Pseudosubstratbindungssequenz in Myc-Box | auf den
Phosphorylierungsstatus und auf die Interaktion von N-Myc und Aurora-A abzuschétzen,
wurde die N-Myc-Phosphorylierung eingehender untersucht.

Auf Grund des verénderten Laufverhaltens der Bande von N-Myc KK51EE im Vergleich
zum Wildtyp bei der SDS-PAGE wurde ein veranderter Phosphorylierungsstatus der bei-
den Proteine vermutet. Im Immunoblot mit Antikérpern gegen die phosphorylierten Formen
von T58 und S62 konnten geringe, jedoch nicht signifikante Unterschiede der Mengen an
phosphorylierten Proteinen fir N-Myc KK51EE im Vergleich zum wildtypischen Protein
festgestellt werden (Abbildung 12 A, Seite 72). Zur genaueren Beurteilung wurde eine
Phos-tag™-SDS-PAGE von Lysaten der SH-EP-Zellen mit der Expression der verschie-
denen MYCN-Konstrukte durchgefuhrt. Mit Hilfe dieses Verfahrens kénnen Proteine zu-
satzlich zu ihrer GréBe nach ihrem Phosphorylierungsstatus aufgetrennt werden. Hierbei
zeigten sich bei Detektion mit Antikdrpern gegen N-Myc unterschiedliche Bandenmuster
fir die verschiedenen N-Myc-Varianten (Daten nicht gezeigt). Diese Ergebnisse sollten
jedoch in anderen SH-EP-Pools bestéatigt werden und dann ebenso mit Antikdrpern ge-
richtet gegen die phosphorylierten N-Myc-Varianten untersucht werden, um zu beurteilen,
ob die verdnderte Phosphorylierung insbesondere die beiden Aminosaurenreste Threonin
58 und Serin 62 betrifft. Eine weitere mdgliche Ursache flr unterschiedliche Bandenmus-
ter wéare eine Phosphorylierung an ansonsten unphosphorylierten Resten.
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Da die Phosphorylierungen an T58 und S62 zellzyklusabhangig reguliert werden (siehe
Kapitel 1.2.2), wurde die Entwicklung der phosphorylierten Varianten und der gesamten
N-Myc-Mengen im Verlauf des Zellzyklus beobachtet. Dies wurde mittels Synchronisation
durch Serumdeprivation von SH-EP mit stabiler Expression von MYCN wt und KK51EE
und Ernte zu bestimmten Zeitpunkten nach Restimulation des Voranschreitens im Zellzy-
klus durch Zugabe von Serum erreicht. Von IMR-32 ist bekannt, dass zur G2/M-Phase hin
ein paralleler Anstieg der Proteinmengen an N-Myc und Aurora-A stattfindet (Otto et al.,
2009). Unklar war bisher, auf welchem Weg die in den spaten Zellzyklusphasen hohen
N-Myc-Level die Proliferation der Zellen aufrecht erhalten, da nach vorherrschendem Ver-
standnis ein Kontrollpunkt in G1 (Restriktionspunkt) tber die Frage nach der weiteren
Proliferation entscheidet, zu diesem Zeitpunkt jedoch nur vergleichsweise wenig N-Myc
vorhanden ist (ibd.). Eine neue Theorie bietet eine Erklarung flr diesen scheinbaren Wi-
derspruch an: demnach entscheiden vielmehr die p21-Mengen in der G2/M-Phase des
vorherigen Zellzyklus darliber, ob es einen weiteren Kontrollpunkt in G1 gibt. Niedrige
p21-Level in der G2/M-Phase fihren zu einem schnellen Cdk2-Anstieg in der G1-Phase
des nachfolgenden Zellzyklus und einem Voranschreiten zur Mitose ohne weiteren Re-
striktionspunkt in G1 (Spencer et al., 2013). Da N-Myc bekanntermaBen die Expression
des fiir p21 kodierenden Gens CDKN1A hemmt (Brockmann et al., 2013), kénnten die ho-
hen N-Myc-Level in der G2/M-Phase Uber die Erniedrigung der vorhandenen p21-Menge
die Proliferation in MYCN-amplifizierten Neuroblastomen aufrecht erhalten.

Der Anstieg der N-Myc-Level zur G2/M-Phase hin wurde auch fir die SH-EP mit stabiler
exogener Expression von MYCN wt und KK51EE beobachtet (Abbildung 16 A, Seite 79
und Abbildung 17 A, Seite 81). Da bei exogener Expression keine physiologische Kontrolle
der Transkription méglich ist und die mMRNA-Mengen sich im Verlauf des Zellzyklus kaum
anderten (Abbildung 17 C, Seite 81), findet die Regulation der vorhandenen Proteinmen-
ge Uberwiegend auf posttranslationaler Ebene statt. Die vorhandenen Unterschiede der
N-Myc-Mengen (beide Konstrukte) zwischen der G1- und der G2/M-Phase bei gleichblei-
benden mMRNA-Mengen unterstreichen die Bedeutung der Steuerung der N-Myc-Funktion
Uber die Regulation der Proteinstabilitat des Transkriptionsfaktors. In zwei Wiederholun-
gen des Experiments war die beobachtete Entwicklung der gesamten N-Myc-Mengen im
Zellzyklusverlauf sehr &hnlich zwischen SH-EP MYCN wt und KK51EE, die Mengen der
an T58 und S62 phosphorylierten Varianten waren fir N-Myc wt stirkeren Anderungen
unterworfen als fur N-Myc KK15EE. Da jedoch geringe Unterschiede in Bezug auf die
Vollstéandigkeit der Synchronisation zwischen den beiden Konstrukten bestanden und die
Unterschiede in den beiden Wiederholungen auch verschieden stark ausgepragt waren,
sollte das Experiment zur Bestatigung des Ergebnisses erneut durchgefthrt werden.
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Ebenso sollte in solchen Experimenten der Phosphorylierungsstatus von Aurora-A an
T288 weiter untersucht werden. Hier wurden in den Synchronisationsexperimenten deut-
liche Unterschiede zwischen den N-Myc-Varianten fir das AusmaB der Phosphorylierung
von Aurora-A beobachtet (Abbildung 16 A, Seite 79 und Abbildung 17 A, Seite 81). Dies
kénnte durch eine veranderte Interaktion von N-Myc und Aurora-A bedingt sein. Um dies
zu beurteilen, sollten die Ergebnisse jedoch in unabhangig generierten SH-EP-Zellen mit
stabiler Expression der MYCN-Konstrukte erneut gezeigt werden.

Im Zusammenhang mit der beobachteten verstarkten Bindung von N-Myc KK51EE und
Aurora-Ain den IPs ist es denkbar, dass eine eventuell ausgepragtere Bindung von Aurora-
A in Myc-Box | die physiologische Regulation der Phosphorylierung an T58 und S62 ste-
risch behindert und deshalb die im Zellzyklusverlauf beobachteten Unterschiede der Men-
gen an phosphoryliertem N-Myc kleiner sind. Um diese Theorie zu beurteilen, ist es jedoch
entscheidend zu wissen, ob Aurora-A durch die Mutation der Pseudosubstratbindungsstel-
le mehr oder weniger stark in vivo in Myc-Box | bindet. Eine Variable, die dabei eine Rolle
spielen kdnnte, ist die Tatsache, dass durch die Mutation der beiden Lysine zu Glutamat
zwei mogliche Ubiquitinierungsstellen verloren gehen (zumindest in c-Myc, Zhang et al.
(2013a) und Laura Jéanicke, personliche Mitteilung). Somit kénnte das Bindungsverhal-
ten von Aurora-A sowohl durch den Verlust der positiv geladenen Reste als auch durch
die nicht mehr vorhandene Ubiquitinierung beeinflusst sein. Deshalb wére es sinnvoll, die
Bindung von Aurora-A mit einer N-Myc-Mutante zu untersuchen, in der beide Lysine zu Ar-
ginin mutiert sind. Diese kénnten zwar nicht mehr ubiquitiniert werden, waren aber immer
noch positiv geladen und entsprachen der Bindungssequenz von Aurora-A (siehe Kapitel
4.4.1.1). So kdnnte der Effekt des alleinigen Verlusts der Ubiquitinierung an den Lysinen
51 und 52 auf das Bindungsverhalten von Aurora-A und N-Myc untersucht werden.

FUr die Ubiquitinierung von c-Myc ist gezeigt worden, dass sie von entscheidender Bedeu-
tung fur die Transaktivierungsaktivitat des Transkriptionsfaktors ist (Jaenicke et al., 2016).
Somit wéare es denkbar, dass die zwei fehlenden Ubiquitinakzeptorstellen K51 und K52 die
Transaktivierungsfahigkeit von N-Myc beeinflussen kénnten. Die Untersuchung der mRNA
einiger Zielgene von N-Myc, sowohl bei stabiler als auch bei transienter exogener Expres-
sion von MYCN wt und KK51EE, zeigte jedoch keine offensichtlichen Unterschiede zwi-
schen den beiden Konstrukten (Abbildung 17 C, Seite 81 und nicht gezeigte Daten). Diese
Ergebnisse passen gut zu den Beobachtungen bei c-Myc. So ist fiir c-Myc gezeigt wor-
den, dass weder die Mutation von sieben Lysinen in der N-terminalen Halfte des Proteins
noch die von 18 Lysinen in der C-terminalen Halfte zu Arginin die Transaktivierungsfahig-
keit von c-Myc verandern (Jaenicke et al., 2016). Insgesamt wurde in den vorliegenden
Experimenten kein Einfluss der KK51EE-Mutation in N-Myc auf dessen Transaktivierungs-
fahigkeit beobachtet.
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Zusammenfassend wurde gezeigt, dass die KK51EE-Mutation der Pseudosubstratbin-
dungstelle von Aurora-A in N-Myc nicht zum erwarteten Verlust der Interaktion der beiden
Partner fihrt und ebensowenig die Fahigkeit von Aurora-A zur Stabilisierung des Tran-
skriptionsfaktors verloren geht. Im Gegenteil deuten einige Ergebnisse darauf hin, dass
die Sensitivitat gegentiber der Hemmung dieser Bindung (pharmakologisch und durch De-
pletion der Kinase) fur die Mutante im Vergleich zum Wildtyp eher erhoht ist. Des Weiteren
wurde far N-Myc KK51EE eine Veranderung der Phosphorylierung und deren Regulation
beobachtet. Allerdings ist nicht geklart, ob dies durch eine verminderte oder eine vermehr-
te Bindung von Aurora-A bedingt ist. Deshalb liefert die vorliegende Arbeit zwar einige
Hinweise zur Bedeutung der Pseudosubstratbindungssequenz von Aurora-A in Myc-Box
I von N-Myc, der Einfluss auf die Stabilisierung von N-Myc durch Aurora-A konnte jedoch
nicht eindeutig geklart werden. Auch die Frage, ob Aurora-A N-Myc Uber die Inhibition der
Interaktion mit anderen Proteinen stabilisiert oder Gber die Rekrutierung weiterer stabili-
sierender Proteine konnte nicht eindeutig beantwortet werden.
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Zusammenfassung

Im Neuroblastom ist die Amplifikation des MYCN-Gens, eines Mitglieds der MYC-Onkogenfamilie,
mit einer unglnstigen Prognose assoziiert. Der von dem Gen kodierte Transkriptionsfaktor N-Myc
ist fir die Proliferation der MYCN-amplifizierten Neuroblastomzelllinien notwendig und seine De-
pletion oder Destabilisierung fihren zum Proliferationsarrest (Otto et al., 2009). Da N-Myc auf
Proteinebene durch die Interaktion mit der mitotischen Kinase Aurora-A stabilisiert wird, bewirkt
deren Depletion oder die Hemmung der Interaktion der beiden Proteine mittels spezieller Aurora-
A-Inhibitoren (z.B. MLN8054 und MLN8237) ebenso eine Hemmung der Proliferation — in vitro und
in vivo (Brockmann et al., 2013). Bisher ist jedoch unklar, iber welchen Mechanismus Aurora-A die
Stabilisierung von N-Myc erreicht, die Kinaseaktivitat spielt hierbei jedoch keine Rolle (Otto et al.,
2009).

Eine Mdglichkeit stellt die Rekrutierung von Usps dar, die das angehangte Ubiquitinsignal so modi-
fizieren, dass die Erkennung und der Abbau des Proteins durch das Proteasom verringert werden.
In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung von Usp7 und Usp11 auf die Stabilitdt von N-Myc
untersucht. Fir beide konnte in Immunpréazipitationen die Interaktion mit N-Myc gezeigt werden.
Ebenso erhdhten beide Proteasen in Uberexpressionsexperimenten die vorhandene Menge an N-
Myc. Die Depletion von Usp7 mittels shRNAs fihrte in IMR-32 zu einem Arrest in der G1-Phase
und zur Differenzierung der Zellen. Gleichzeitig wurden stark erniedrigte mRNA- und Proteinmen-
gen von N-Myc und Aurora-A nachgewiesen. Es konnte jedoch nicht eindeutig gezeigt werden, ob
die beobachteten zellularen Effekte durch eine vermehrte proteasomale Degradation von N-Myc
begriindet sind oder ob dabei die verdnderte Regulation weiterer Zielproteine von Usp7 eine Rolle
spielt. Die Depletion von Usp11 mit shRNAs bewirkte eine Abnahme der N-Myc-Mengen auf post-
translationaler Ebene. Somit stellen beide Usps vielversprechende Angriffspunkte einer gezielten
Therapie in MYCN-amplifizierten Neuroblastomen dar und sollten deshalb Gegenstand weiterfiih-
render Untersuchungen sein.

Uber welche Proteindomane in N-Myc die Interaktion mit Aurora-A stattfindet ist nicht bekannt.
Eine mégliche Pseudosubstratbindungssequenz in Myc-Box | (Idee Richard Bayliss, University of
Leicester) wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht. Durch Mutation dieser Sequenz sollte die
Bindung von Aurora-A unmdglich gemacht werden. Allerdings wurde die erwartete Abnahme der
Starke der Interaktion von Aurora-A und N-Myc durch die Mutation ebensowenig beobachtet wie ei-
ne verringerte Stabilitat. Die Regulation der Phosphorylierung von N-Myc im Verlauf des Zellzyklus
wurde durch die Mutation beeintrachtigt. Wie diese Veranderung exakt zu begriinden ist bedarf
weiterer Experimente.
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Summary

Neuroblastomas with an amplification of the MYCN-gene, a member of the MYC-oncogene fami-
ly, are associated with a poor prognosis. The transcription factor encoded by this gene, N-Myc,
is essential for the proliferation of MYCN-amplified neuroblastoma cell lines and its depletion or
destabilization leads to an arrest of proliferation (Otto et al., 2009). Since N-Myc is stabilized by
the interaction with the mitotic kinase Aurora-A, the depletion of the kinase or the inhibition of the
interaction with N-Myc using a special class of Aurora-A inhibitors (e.g. MLN8054 and MLN8237)
inhibits proliferation — in vitro and in vivo (Brockmann et al., 2013). Up to date it is not known by
which mechanism Aurora-A is able to stabilize N-Myc preventing it from Fbxw7-mediated proteaso-
mal degradation, interestingly the Aurora-A kinase activity is not necessary (Otto et al., 2009).
One possible explanation is the recruitment of Usps, which modify the attached ubiquitin signal and
therefore reduce the recognition and degradation of the protein by the proteasome. In this thesis the
influence of Usp7 and Usp11 on N-Myc stability was studied. For both the interaction with N-Myc
was shown in immune precipitations. Furthermore the overexpression of both proteases increased
the amount of N-Myc protein in transfection experiments. The depletion of Usp7 via shRNAs caused
the arrest of IMR-32 cells in G1-phase and the differentiation of the cells. Simultaneously strongly
reduced amounts of N-Myc and Aurora-A mRNA and proteins were observed. However it could
not be shown that the observed effects were mediated by an increased proteasomal degradation
of N-Myc and not via the changed regulation of other targets of Usp7. The depletion of Usp11 led
to a decrease of the N-Myc amounts, whereas mRNA-levels were unaffected. Thus both Usps are
promising targets for a targeted therapy of MYCN-amplified neuroblastomas and the underlying
mechanism should be the object of further research.

Furthermore the N-Myc domain binding to Aurora-A still remains to be idientified. A possible pseudo-
substrate binding site in Myc-Box | (idea of Richard Bayliss, University of Leicester) was investiga-
ted in this thesis. To inhibit the possible binding of Aurora-A to this site, two lysines in Myc-Box |
were mutated to glutamate (KK51EE). Nonetheless neither the expected decrease of the intensity
of interaction of N-Myc and Aurora-A was observed nor was a decrease of the stability of N-Myc.
The regulation of the phosphorylation of N-Myc during the cell cycle was changed through the mu-

tagenesis however. It must be clarified in further experiments, what the reasons for this change are.
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