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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Entstehung von Krebs

In Deutschland erkranken jahrlich etwa 436.500 Menschen neu an Krebs (Jahr 2004,
Quelle: Robert-Koch-Institut) und pro Jahr sterben 211.500 Menschen daran (Quelle:
Deutsche Krebshilfe). Damit ist Krebs nach Herz-Kreislauf-Erkrankungen die zweithiu-

figste Todesursache in Deutschland.

Krebs ist dabei als eine maligne (bdsartige) Wucherung von Zellen definiert, welche die
normale Gewebestruktur zerstort sowie in der Lage ist, an entfernten Stellen im Korper
Metastasen (Tochtergeschwiilste) zu bilden. Seit der Entdeckung des ersten Onkogens
(HRAS) in menschlichen Krebszellen vor 26 Jahren (Shih und Weinberg, 1982) ist dabei
das Versténdnis fiir die zelluldren Verdnderungen, welche diese Entwicklung ausldsen
als auch hemmen konnen, enorm gewachsen. Mittlerweile wird davon ausgegangen,
dass fiir die Tumorentstehung sechs zellphysiologische Prozesse verdndert sein miissen

(Hanahan und Weinberg, 2000). Diese sind in Abbildung 1 dargestellt.

Umgehung
von Apoptose

anhaltende Gewebeinvasion &
Angiogenese Metastasierung

Abbildung 1: Erworbene Fihigkeiten von Krebszellen, die wesentliche zellphysiologische Prozesse
verindern (modifiziert nach Hanahan und Weinberg, 2000).

Ein Erwerb dieser Fahigkeiten wird durch spontane oder vererbte Mutationen ermog-
licht, welche zur Bildung strukturell verdnderter bzw. fehlregulierter Onkoproteine oder
dem Verlust eines funktionellen Tumorsuppressorproteins fiihrt. Dabei wirken Onkoge-

ne dominant und Tumorsuppressorgene grofitenteils rezessiv, da erst ein vollstdndinger
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Verlust des Proteins durch Mutation beider Allele eine biologische Auswirkung zeigt.
Eine Ausnahme bilden jedoch haploinsuffiziente Tumorsuppressorgene wie z.B.
p27KIPI/CDKNIB und FBXW?7 (Fero et al., 1998; Mao et al., 2004), bei denen bereits
eine Verringerung der Menge funktionellen Proteins durch Verlust eines Allels zu einer
Fehlregulation zelluldrer Prozesse fiihrt. Die Mechanismen, die dabei eine strukturelle
Verdnderung oder eine Fehlregulation bzw. einen Expressionsverlust hervorrufen, rei-
chen von Punktmutationen, Translokationen, Genamplifikationen oder -deletionen bis
hin zur Anderung epigenetischer Modifikationen (Kulozik, 2000). Ebenso wird disku-
tiert, ob die im Grofiteil humaner Tumore beobachtete genomische Instabilitit (hdufig
durch Aneuploidie) eine ursidchliche Bedeutung fiir die Krebsentstehung haben kénnte

(Marx, 2002). Jedoch wurde bisher kein kausaler Zusammenhang nachgewiesen.

Fiir die Entstehung von Tumoren im Menschen sind drei bis sieben (Ashley, 1969) bzw.
nach neueren Untersuchungen vier bis sieben Mutationen notwendig (Renan, 1993).
Weitere Experimente haben zudem gezeigt, dass fiir die Transformation humaner prima-
rer Fibroblasten sechs Signalwege (p53, Rb, PP2A, Telomerase, Raf und Ral-GEFs), bei
Mausembryofibroblasten dagegen nur zwei Signalwege (p53 und Raf) verdndert sein
miissen (Rangarajan et al., 2004). Diese Verdnderungen sind fiir die Entstehung von
Krebs essentiell, aber nicht notwendigerweise auch fiir das spitere Wachstum der ent-
standenen Tumore. Fiir die Entwicklung spezifischer molekularer Therapien miissen
jedoch Verdnderungen der Tumorzellen identifiziert werden, von denen Krebszellen
kontinuierlich abhingig sind. Hierfiir konnte in einer Reihe von Mausmodellen gezeigt
werden, dass die Inhibierung der Expression von Onkogenen wie z.B. MYC (Felsher
und Bishop, 1999; Pelengaris et al., 2002; Shachaf et al., 2004) oder Kras (Tran et al.,
2008) sowie die Reaktivierung von Tumorsuppressorgenen wie z.B. 7Trp53 (Martins et
al., 2006; Ventura et al., 2007) zu einer vollstdndigen Regression in bestimmten Krebs-
arten fithrt. Die Abhédngigkeit von bestimmten Onkoproteinen wird auch durch die er-
folgreiche therapeutische Verwendung pharmakologischer Inhibitoren in humanen
Krebsarten bestitigt, wie z.B. Imatinib (Inhibitor von Abl, c-Kit und PDGFRa) bei
chronisch myeloischer Leukdmie und gastrointestinalen Stromatumoren (Druker et al.,
1996; Deininger und Druker, 2003) oder Erlotinib (EGFR-Inhibitor) bei nicht-klein-
zelligem Bronchialkarzinom und Pankreaskarzinom (Moyer et al., 1997; Tang et al.,
2006). Diese Onkoproteine stimulieren in Krebszellen die Zellproliferation vor allem

durch eine Deregulation des Zellzyklus, welcher im nichsten Kapitel beschrieben ist.
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1.2  Der Zellzyklus

Eine Reihe von Zelltypen im menschlichen Organismus sind in der Lage, sich kontinu-
ierlich zu teilen (proliferieren) und dienen damit z.B. der Gewebeerneuerung, dem
Wachstum von Organen oder der Immunabwehr. Dabei durchlaufen die Zellen eine
Reihe von Zellzyklusphasen (Abbildung 2), beginnend mit der G1-Phase (gap, Liicke),
in der die Vorbereitung fiir die DNA-Replikation, eine Reparatur von DNA-Schiaden
sowie ein Wachstum der Zelle stattfindet. In der S-Phase (Synthese) findet die DNA-
Replikation statt. Nach einem weiteren Wachstum der Zelle in der G2-Phase erfolgt
schlieBlich in der M-Phase die Zellkernteilung (Mitose) sowie die Zellteilung. Ein Aus-
tritt aus dem Zellzyklus findet in der friilhen G1-Phase durch Ubergang in eine GO-Phase
statt, wie z.B. bei einer Differenzierung. Der Ablauf des Zellzyklus wird durch eine
Reihe von Kontrollpunkten reguliert: am Ende der G1-Phase, innerhalb der S-Phase, am
Ende der G2-Phase sowie in der Metaphase der Mitose (Spindelbildungs-
Kontrollpunkt). Diese Kontrollpunkte erlauben einen Arrest des Zellzyklus insbesonde-
re beim Vorhandensein von DNA-Schédden und somit Zeit fiir deren Reparatur, sowie in
der Metaphase bei einer nicht vollstindigen Chromosomenanordnung bzw. Chromoso-

men-Spindel-Anlagerung (Weinberg, 2007).

12 h

Abbildung 2: Die Phasen des Zellzyklus.

Dargestellt sind die vier Phasen des Zellzyklus (G1-, S- und G2-Phase werden zusammen als Interphase
bezeichnet), die durchschnittliche Dauer der einzelnen Phasen und die Kontrollpunkte des Zellzyklus
(dunkelrote Balken). Ein Austritt aus dem Zellzyklus wird als GO-Phase bezeichnet.

Die Progression des Zellzyklus wird primér durch Zykline und Zyklin-abhingige Kina-
sen (cyclin dependent kinase, Cdk) reguliert. Dabei ist die Aktivitdt spezifischer Zyklin-
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Cdk-Komplexe an bestimmten Stellen des Zellzyklus essentiell, z.B. der Zyklin E-
Cdk2-Komplex beim Restriktionspunkt (kurz vor dem G1/S-Ubergang) oder der Zyklin
B-Cdk1-Komplex beim G2/M-Ubergang. Eine Regulation der Aktivitit dieser Komple-
xe geschieht hauptsdchlich durch drei Mechanismen: die transkriptionelle Regulation
der Zyklinexpression, die Phosphorylierung von Zyklinen und Cdks sowie die Inhibie-
rung der Komplexe durch Cdk-Inhibitoren. Diese Cdk-Inhibitoren kénnen wiederum in
zwei Klassen eingeteilt werden: die Ink4-Proteine (z.B. pl6Ink4a und p15Ink4b), die
Komplexe mit Cdk4 oder Cdk6 hemmen, sowie die Cip/Kip-Proteine (z.B.
p21Cipl/p21Wafl und p27Kipl), welche Komplexe mit Cdk2 oder Cdkl inhibieren
(Weinberg, 2007).

Eine Stimulation des Zellzyklus durch externe Wachstumsfaktoren oder durch Onkopro-
teine wirkt daher meist iiber eine erhohte Expression von Zyklinen oder durch eine In-
hibierung der Cdk-Inhibitoren durch transkriptionelle oder post-translationale Mecha-
nismen wie Proteinlokalisation oder Proteinabbau. So wird z.B. durch verschiedene
Wachstumsfaktoren der Transkriptionsfaktor c-Myc induziert, welcher die Transkription
von Zyklin D2 und Cdk4 stimuliert (Bouchard et al., 1999; Perez-Roger et al., 1999;
Hermeking et al., 2000). Die entstehenden aktiven Komplexe aus Zyklin D und Cdk4
oder Cdké6 sind in der Lage, durch Phosphorylierung des inhibitorischen Proteins Rb
eine E2F-vermittelte Transkription von Zyklin E zu induzieren, als auch durch Bindung
der Cdk-Inhibitoren p21Cipl und p27Kipl deren Inhibierung der Zyklin E-Cdk2-
Komplexe aufzuheben. Die Bindung von p27Kipl durch Zyklin D-Cdk4/Cdk6-
Komplexe sowie der Abbau von p27Kipl durch eine Zyklin E-Cdk2-vermittelte
Phosphorylierung und anschlieBende Ubiquitinierung durch Skp2-Cull-Komplexe be-
wirkt die vollstindige Aktivierung der Zyklin E-Cdk2-Komplexe. Schlieflich wird
durch Aktivierung von Zyklin E-Cdk2-Komplexen der Restriktionspunkt iiberschritten,
wodurch anschlieBend ein G1/S-Ubergang erfolgt (Weinberg, 2007).

Bei einem Fehlen von Wachstumsfaktoren oder bei der Differenzierung von Zellen kon-
nen diese durch einen Ubergang von der G1-Phase in die GO-Phase aus dem Zellzyklus
austreten. Bei einem voriibergehendem Austritt aus dem Zellzyklus (Quieszenz) sind die
Zellen durch Stimulation mit Wachstumsfaktoren in der Lage, wieder in die G1-Phase
des Zellzyklus einzutreten. Dagegen ist auch ein permanenter Zellzyklusarrest (zellulére
Seneszenz) moglich, der durch Verkiirzung der Telomeren (replikative zelluldre Senes-

zenz) oder durch Uberexpression bestimmter Onkogene (Onkogen-induzierte zellulire
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Seneszenz) wie z.B. HRAS (Serrano et al., 1997) ausgelost wird. Seneszente Zellen sind
nicht mehr in der Lage, auf Stimulation mit Wachstumsfaktoren zu reagieren, sind me-
tabolisch aktiv und zeigen deutliche morphologische und biochemische Verdanderungen,
wie z.B. eine flache Zellmorphologie sowie ein verdndertes Genexpressionsprofil im
Vergleich zu proliferierenden oder quieszenten Zellen (Zhang et al., 2003; Schwarze et
al., 2005). Damit stellt zelluldre Seneszenz (wie auch Apoptose) einen Schutzmecha-
nismus gegeniiber der Entstehung von Krebs dar, was durch eine negative Selektion

beteiligter Gene bei der Krebsentstehung belegt werden kann (Braig ef al., 2005).
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1.3 Die Familie der Myc-Onkoproteine

1.3.1 Die verschiedenen Mitglieder der Myc-Familie

Die Familie der Myc-Proteine umfasst die Onkoproteine c-Myc, N-Myc und L-Myec,
sowie die beiden im Menschen nicht vorkommenden Proteine S-Myc und B-Myc. Das
fiir c-Myc kodierende Gen MYC wurde urspriinglich als zelluldres Homolog von v-Myc
identifiziert, welches in Hithnern Myelocytomatose ausldst und danach benannt wurde
(Sheiness et al., 1978; Roussel et al., 1979; Hayward et al., 1981). Es ist evolutionér
hoch konserviert und unter anderem auch in Drosophila (dMyc) beschrieben worden
(Gallant et al., 1996). Durch alternative Translationsstartstellen im gleichen Leserahmen
werden hauptsichlich zwei Isoformen gebildet: die 454 Aminosduren lange Isoform 1
(p67) von einem CUG-Startcodon sowie die priddominante, 439 Aminosduren lange
Isoform 2 (p64) von einem AUG-Startcodon (Hann et al., 1988; Hann et al., 1992).
Dariiber hinaus wurde eine verkiirzte Isoform (c-Myc-S) mit unbekannter Funktion

identifiziert, die einen verkiirzten N-Terminus besitzt (Spotts et al., 1997).

Das fiir N-Myc kodierende Gen MYCN wurde als MYC-homologe, im Neuroblastom
amplifizierte Sequenz identifiziert (Schwab et al., 1983; Kohl et al., 1983), analog auch
das fiir L-Myc kodierende Gen MYCL im kleinzelligen Bronchialkarzinom (Nau ef al.,
1985). AuBBerdem konnten in Rattenzellen noch zwei weitere c-Myc-homologe Proteine
identifiziert werden: S-Myc (Sugiyama et al., 1989) und B-Myc (Ingvarsson et al.,
1988).

In den folgenden Abschnitten werden Aufbau, Wirkungsmechanismen und biologische
Funktionen der Myc-Onkoproteine am Beispiel von c-Myc erldutert, da es seit seiner
Identifizierung am besten untersucht und charakterisiert wurde. Aufgrund der strukturel-
len und funktionellen Ahnlichkeiten zu N-Myc und L-Myc sind diese Eigenschaften
jedoch mit hoher Wahrscheinlichkeit auch auf N-Myc und L-Myc zutreffend, zudem
gezeigt werden konnte, dass ein in den MYC-Lokus integriertes MYCN-Gen in der Lage
ist, c-Myc zu ersetzen (Malynn et al., 2000).

1.3.2 Aufbau der Myc-Onkoproteine

Die Proteine c-Myc, N-Myc und L-Myc gehdren zur Familie der basischen Helix-Loop-
Helix/ Leuzin-Zipper (bHLH/LZ) Transkriptionsfaktoren und besitzen eine N-terminale
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Domaéne mit einzelnen konservierten Bereichen (Myc-Box I — IV) sowie die hoch kon-

servierte C-terminale bHLH/LZ-Doméne, wie in Abbildung 3 dargestellt.
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Abbildung 3: Struktur der humanen Myc-Onkoproteine.

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, II (Grandori et al.,
2000), TIT (Herbst et al., 2005) und IV (Cowling et al., 2006), Kernlokalisierungssignal (nuclear localisa-
tion signal, NLS), basische Region (BR), Helix-Loop-Helix-Motiv (HLH) und Leuzin-Zipper (LZ).

Im N-Terminus befinden sich die auch bei dMyc in Drosophila melanogaster konser-
vierten Bereiche Myc-Box I und II. Sie sind fiir die c-Myc-induzierte Transformation,
Apoptose als auch Differenzierungshemmung essentiell (Stone et al., 1987; Freytag et
al., 1990; Evan et al., 1992). Die Myc-Box II dient dabei insbesondere zur Bindung
einer Reihe essentieller Kofaktoren, wie z.B. Trrap (McMahon et al., 1998) und
Tip48/Tip49 (Wood et al., 2000). Dariiber hinaus sind Phosphorylierungsstellen in der
Myc-Box I (Thr-58 und Ser-62) fiir die Bindung der Ubiquitinligase Fbxw7 und damit
fiir die Stabilitdt von c-Myc von Bedeutung (Yada et al., 2004; Welcker et al., 2004).
Die Myc-Box III ist ebenfalls fiir die Transformation von Bedeutung und ihre Deletion
erhoht iiberraschenderweise die c-Myc-induzierte Apoptose (Herbst et al, 2005).
SchlieBlich trdgt auch die Myc-Box IV zur c-Myc-induzierten Zelltransformation und
Apoptose bei (Cowling et al., 2006). Das Kernlokalisationssignal ist fiir die beschriebe-

ne nukledre Lokalisation der Myc-Onkoproteine verantwortlich (Abrams et al., 1982;

Ramsay et al., 1986; Dang und Lee, 1988; De Greve ef al., 1988).

Die C-terminal lokalisierte hoch konservierte bHLH/LZ-Domaéne ist fiir alle Funktionen
von c-Myc essentiell. Sie vermittelt eine sequenzspezifische DNA-Bindung sowie die

obligatorische Bindung an das Partnerprotein Max (Blackwood und Eisenman, 1991).
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Dartiber hinaus findet in diesem Bereich die Bindung der Kofaktoren p300, CBP und
Mizl1 statt (Peukert et al., 1997; Vervoorts et al., 2003).

1.3.3 Mechanismen der Transaktivierung durch Myc

Die in Abbildung 4 dargestelle transkriptionelle Aktivierung von Zielgenen durch
c-Myc ist von einer Heterodimerisierung mit dem bHLH/LZ-Trankriptionsfaktor Max
abhingig (Blackwood und Eisenman, 1991; Blackwood ef al., 1992). Die c-Myc/Max-
Komplexe konnten sogar in Form von Heterotetrameren bestehen, wie dies in vitro
durch die Kristallstruktur des Komplexes nahegelegt wird (Nair und Burley, 2003). Die-
se Komplexe sind in der Lage, sequenzspezifisch an sogenannte kanonische (CACGTG
oder CATGTG) oder auch nicht-kanonische (z.B. CACGCG oder CATGCG) E-Box-
Elemente in den Promotoren von Zielgenen zu binden (Blackwell et al., 1990; Black-
well et al., 1993). Dabei konnte gezeigt werden, dass die DNA-Bindung von c-Myc
bzw. N-Myc nicht nur durch Heterodimerisierung mit Max dramatisch verstirkt
(Blackwood und Eisenman, 1991), sondern andererseits auch durch Cytosin-
Methylierung des E-Box-Elementes gehemmt wird (Prendergast und Ziff, 1991; Perini
et al., 2005). Neuere Experimente legen sogar die Vermutung nahe, dass fiir die Bin-
dung von c-Myc an DNA ein bestimmtes Muster von Histonmodifikationen vorhanden
sein muss (Methylierung von Histon H3 an Lys-4/Lys-79 und die Acetylierung von
Histon H4) und dass dieser Histoncode besser mit einer c-Myc-Bindung als das Vorhan-

densein von E-Box-Elementen korreliert (Guccione ef al., 2006).

Fiir eine Aktivierung einer Vielzahl von Zielgenen und die transformierende Eigenschaft
von c-Myc ist eine Rekrutierung von Kofaktoren wie z.B. Trrap wichtig (McMahon et
al., 1998; Park et al., 2001). Dabei rekrutiert c-Myc iiber die Myc-Box II-abhédngige
Interaktion mit Trrap Komplexe der Histonacetyltransferasen GenS/Kat2a (Grant ef al.,
1998; Saleh et al., 1998; Vassilev et al., 1998; McMahon et al., 2000) und Tip60 (Ikura
et al., 2000; Frank et al., 2003). Des Weiteren interagiert c-Myc unabhéngig von Trrap
mit den ATPasen Tip48/Ruvbl2 und Tip49/Ruvbll (Wood et al., 2000), sowie den
Histonacetyltransferasen p300 und CBP (Vervoorts et al., 2003; Faiola et al., 2005).
Diese Interaktionen bewirken einen c-Myc-induzierten Chromatinumbau bzw. Histo-
naustausch sowie eine Acetylierung von Histon H3 und H4 am Promoter (Bouchard et

al., 2001; Frank et al., 2001), was zu einer ,,offenen* Chromatinstruktur fithrt und somit
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die Transkription begiinstigt (Strahl und Allis, 2000). In weiteren Untersuchungen konn-
te zudem gezeigt werden, dass dies nicht nur ein lokal auf einzelne Promotoren begrenz-
tes Phinomen darstellt, sondern c-Myc zu einer eher genomweiten Anderung der

Histonmodifikationen flihrt (Knoepfler et al., 2006).

In einigen Fillen jedoch findet eine transkriptionelle Aktivierung auch unabhingig von
einer Histonacetylierung statt. Einen Mechanismus dafiir stellt die Bindung und Rekru-
tierung basaler Transkriptionsfaktoren durch c-Myc dar, wie z.B. TFIIH, der Mediator-
Komplex (Bouchard et al., 2004) oder die Untereinheiten Zyklin T1 und Cdk9 des
Transkriptionselongationsfaktors P-TEFb, der die Transkriptionselongation durch Phos-
phorylierung der C-terminalen Doméne der RNA-Polymerase II stimuliert (Eberhardy
und Farnham, 2002).

SchlieBlich wird der transkriptionellen Aktivierung von c-Myc-Zielgenen durch eine
kompetitive Bindung von Proteinen der Mxd-Familie (Mxd1/Mad1, Mxil/Mxd2/Mad2,
Mxd3/Mad3, Mxd4/Mad4 und Mnt/Mxd6) an Max entgegengewirkt (Ayer et al., 1993).
Die entstehenden Mxd/Max-Komplexe binden dabei ebenfalls an E-Box-Elemente, fiih-
ren jedoch zu einer transkriptionellen Repression der Zielgene durch Rekutierung von
Histondeacetylasen wie dem Sin3-HDACI1-Komplex (Ayer et al., 1995). Daher er-
scheint ein Verlust von MNT einer Uberexpression von MYC biologisch teilweise dhn-

lich (Hurlin et al., 2003; Nilsson et al., 2004).

1.3.4 Transkriptionelle Repression durch Myc

Im Vergleich zur transkriptionellen Aktivierung ist die ebenfalls in Abbildung 4 darge-
stellte Repression von Zielgenen weniger untersucht. Fiir eine Transformation primérer
Zellen ist jedoch auch die repressive Funktion von c-Myc essentiell (Wu et al., 1999b;

Staller et al., 2001).



Einleitung

Tip60
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Abbildung 4: Mechanismen der transkriptionellen Regulation durch Myc-Onkoproteine.
Die Ubersicht zeigt die bei der transkriptionellen Aktivierung (oben) bzw. Repression (unten) RNA-
Polymerase II (RNA-Pol II)-abhéngiger Gene durch c-Myc beteiligten Proteine bzw. Proteinkomplexe.

Dabei bindet c-Myc an sogenannte Initiatorelemente (/NR) in der Ndhe der Transkripti-
onsstartstelle (Li et al., 1994). Dies wird durch eine Interaktion der HLH-Doméne von
c-Myc mit dem Transkriptionsfaktor Mizl ermdglicht (Peukert et al., 1997) und fiihrt
schlieBlich zu einer Repression der durch Mizl aktivierten Gene wie z.B.
p15INK4B/CDKN2B (Staller et al., 2001) und p21CIP1/CDKNIA (Herold et al., 2002;
Seoane et al., 2002; Wu et al., 2003). Dabei verhindert c-Myc die Bindung von p300
und Npml an Mizl, welche Koaktivatoren fiir die Mizl-Transaktivierung darstellen
(Staller et al., 2001; Wanzel et al., 2008). Die transkriptionelle Repression iiber Mizl
ist, ebenso wie die transkriptionelle Aktivierung, von der Myc-Box II abhédngig und fin-
det in einem Komplex mit Max statt (Staller ez al., 2001). Des Weiteren konnte gezeigt
werden, dass die Repression auch von der Rekrutierung der DNA-Methyltransferase
Dnmt3a durch c-Myc und der anschlieBenden Cytosin-Methylierung der DNA abhéngig
ist, wie fiir die Repression von p21CIP1/CDKNI1A gezeigt wurde (Brenner et al., 2004).

10
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Dartiber hinaus ist c-Myc in der Lage, Histondeacetylasen wie z.B. HDAC3 in einer
Myc-Box Ill-abhingigen Weise zu rekrutieren, was zu einer reduzierten Acetylierung
von Histon H4 und schlieBlich zur Repression von Zielgenen fiihrt (Kurland und Tan-
sey, 2008). Inwieweit dies nur fiir einzelne Zielgene, wie ID2 und GADD153, von Be-
deutung ist oder einen generellen Repressionsmechanismus darstellt, werden weitere

Untersuchungen zeigen.

Die Bindung von c-Myc an Promotoren reprimierter Gene konnte auch unabhéngig von
Mizl stattfinden. Dies konnte entweder durch eine direkte Bindung der c-Myc/Max-
Komplexe an Initiatorelemente geschehen, wie dies fiir den Promotor von
p27KIP1/CDKNIB beschrieben wurde (Yang et al., 2001). Alternativ konnen weitere
Interaktionspartner (dhnlich wie Mizl) die DNA-Bindung von c-Myc vermitteln, wie
dies fiir Sp1 (Gartel et al., 2001), TFII-I (Roy et al., 1993) und Foxo3a (Chandramohan
et al., 2008) vorgeschlagen wurde. Allerdings wurde in diesen Studien nicht nachgewie-

sen, dass diese Interaktionspartner fiir die c-Myc-vermittelte Repression essentiell sind.

1.3.5 Transkriptions-unabhangige Funktionen von Myc

Abgesehen von der sehr gut beschriebenen transkriptionellen Funktion von c-Myc gibt
es erste Hinweise auf Transkriptions-unabhingige Funktionen von c-Myc. So zeigen
Mutanten von c-Myc mit einer reduzierten oder fehlenden Bindung an DNA oder an
Max immer noch die Fahigkeit zur Induktion der Zellproliferation und Transformation
primidrer Rattenembryofibroblasten (Cowling et al., 2006; Cowling und Cole, 2007b).
Moglicherweise ist c-Myc auch in der Lage, die Methylierung der 5’-Kappe von
mRNAs durch verstirkte Rekrutierung des Transkriptionsfaktors TFIIH zu stimulieren
(Cowling und Cole, 2007b).

Des Weiteren wurde eine direkte Regulation der Replikation durch c-Myc beschrieben
(Dominguez-Sola et al., 2007). Dabei kann c-Myc durch Rekrutierung verschiedener
Komponenten des Prareplikationskomplexes an die DNA die Initiation der Replikation
stimulieren. Dariiber hinaus fiihrt c-Myc zu einer Dissoziation des Mizl-TopBP1-
Komplexes, was einen HectH9-vermittelten Abbau von TopBP1 bewirkt und damit ei-
nen Anhalten der Replikation durch den Atr-Chk2-Signalweg verhindert (Herold et al.,
2008). Dies fiihrt bei einer Uberexpression von MYC zu replikativem Stress, der Akku-
mulation von DNA-Schéden und einer Aktivierung der DNA-Schadensantwort.

1
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1.3.6 Biologische Funktionen der Myc-Onkoproteine

Die bisher beschriebenen Mechanismen der transkriptionellen Regulation werden in
ihrer Bedeutung durch die Tatsache unterstrichen, dass c-Myc an etwa 15% aller Promo-
toren bindet (Li et al., 2003; Fernandez et al., 2003) und genomweit insgesamt iiber
4.000 Bindungsstellen besitzt (Zeller et al., 2006). Die erst seit drei Jahren bekannte und
noch liickenhaft untersuchte Regulation von microRNAs durch c-Myc und deren kom-
plexe und umfangreiche Regulation von Genen auf posttranskriptioneller Ebene wird
den Umfang der durch c-Myc regulierten Gene dabei noch erhéhen. Dadurch ist c-Myc
in der Lage, eine Reihe zellbiologischer Prozesse zu regulieren, die in diesem Abschnitt
kurz erldutert werden sollen und die in Abbildung 5 dargestellt sind. Die essentielle Be-
deutung dieser Funktionen von c-Myc wird zudem durch die embryonale Lethalitit (am
Tag 10,5 der Embryonalentwicklung) von Mausen mit konstitutiver homozygoter Dele-

tion von MYC deutlich (Davis et al., 1993).

Apoptose
M @T /\ AR

Proliferation / l DNA-Schéaden
genomische Instabilitat

Transformation

Ribosomenbiogenese Metabolismus
Proteinsynthese ZellgréRenwachstum

Abbildung 5: Ubersicht der zellbiologischen Prozesse, die durch Myc reguliert werden.

Proliferation und Differenzierung

Die Regulation der Proliferation von Zellen durch c-Myc erfolgt durch eine Stimulation
des Zellzyklus, insbesondere des G1/S-Ubergangs. Dazu induziert c-Myc verschiedene
positive Regulatoren des Zellzyklus, wie z.B. Zyklin D1 (Daksis et al., 1994), Zyklin
D2 (Bouchard et al., 1999), Cdk4 (Hermeking et al., 2000), Zyklin B1 (Yin ef al.,
2001), E2F2 (Sears et al., 1997) und Cull (O'Hagan et al., 2000). Dabei konnte insbe-
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sondere fiir Cdk4 gezeigt werden, dass dessen Regulation fiir die c-Myc-induzierte
Transformation in vivo essentiell ist (Miliani de Marval et al., 2004). Ebenso sind D-
Typ-Zykline fiir eine Transformation primérer Fibroblasten durch c-Myc von Bedeutung
(Bouchard et al., 1999; Kozar et al., 2004). Interessanterweise induziert c-Myc auch die
Transkription von E2F1, begrenzt jedoch dessen Proteinmenge durch Expression der
microRNAs miR-17-5p und miR-20a (O'Donnell et al., 2005). Des Weiteren reprimiert
c-Myc die Expression verschiedener Zellzyklusinhibitoren, wie z.B. p21CIP1/CDKNIA
(Herold et al., 2002; Seoane et al., 2002; Wu et al., 2003), pI5INK4B/CDKN2B (Staller
et al., 2001) und p27KIP1/CDKNIB (Yang et al., 2001). Dadurch kann c-Myc insbe-
sondere den Wachstumsarrest durch eine TGFB-induzierte Expression von p/5INK4B
(Seoane et al., 2001) oder eine p53-abhédngige Induktion von p2/CIPI (z.B. bei DNA-
Schadensantwort) autheben (Seoane et al., 2002). Die hier genannten Mechanismen
sind sowohl fiir die Stimulation des G1/S-Ubergangs als auch fiir einen Wiedereintritt

von Zellen aus der GO-Phase in den Zellzyklus durch c-Myc notwendig.

Wiéhrend der terminalen Differenzierung von Zellen kommt es zu einer Verringerung
der MYC-Expression und einer Erhéhung der Menge von Mxd-Proteinen. Hohe Mengen
von c-Myec sind dagegen in einer Reihe von Geweben in der Lage, die terminale Diffe-
renzierung der Zellen zu blockieren. Dies wurde z.B. fiir die Differenzierung von Myo-
blasten (Miner und Wold, 1991), Adipozyten (Freytag, 1988), B-Lymphozyten
(Thompson et al., 1987), Monozyten (Larsson ef al., 1988) und Erythroleukdmie-Zellen
(Coppola und Cole, 1986) gezeigt.

Ribosomenbiogenese und Proteinsynthese

Des Weiteren stimuliert c-Myc die Ribosomenbiogenese und die Proteinsynthese. Dies
geschieht zum einen durch eine Induktion der Expression verschiedener fiir ribosomale
Proteine kodierender Gene, wie dies fliir N-Myc und c-Myc in Neuroblastom- und Me-
lanomzellen in vitro (Boon et al., 2001) sowie fiir c-Myc in Hepatozyten in vivo gezeigt
werden konnte (Kim ef al., 2000). Dies ist fiir die Tumorgenese entscheidend, da eine
heterozygote Defizienz der fiir ribosomale Proteine kodierenden Gene die c-Myc-
induzierte Tumorgenese verzdgert und sowohl ZellgroBenwachstum als auch Prolifera-
tion beeintrdchtigt (Barna et al., 2008). Zum anderen ist c-Myc in der Lage, die
Transkription von ribosomaler RNA durch die RNA-Polymerase 1 (Grandori et al.,

2005; Arabi et al., 2005) zu stimulieren. Dariiber hinaus wurde eine (vermutlich Cdk-
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vermittelte) Erh6hung der rRNA-Prozessierung durch c-Myc beschrieben (Schlosser et

al., 2003), die ebenso zur Ribosomenbiogenese beitragt.

Dadurch wird auch die Proteinsynthese gesteigert. Hinzu kommt eine c-Myc-vermittelte
Aktivierung der Transkription von Translationsfaktoren, wie z.B. elF-4E und elF-2a
(Rosenwald et al., 1993) sowie von tRNAs und 5S-rRNA durch die RNA-Polymerase
IIT (Gomez-Roman et al., 2003). Interessanterweise konnte in Drosophila melanogaster
gezeigt werden, dass die direkte Stimulation der RNA-Polymerase III unabhéngig von

Max stattfindet (Steiger et al., 2008).
Metabolismus und Zellgroflenwachstum

Neben der Proteinsynthese reguliert c-Myc noch eine Reihe spezieller Stoffwechselwe-
ge. Einer der wichtigsten Stoffwechselwege ist die Glykolyse, welche durch die Aktivie-
rung einer Reihe beteiligter Gene gefordert wird, wie z.B. LDHA (Shim et al., 1997),
GLUTI, ENOI, PFK, GAPDH (Osthus et al., 2000) und HK2 (O'Connell et al., 2003).
Des Weiteren fiihrt c-Myc zur Reduktion von FTH1 (H-Ferritin) und zu einer Induktion
von /[RP2/IREB?2 (Eisen-regulatorisches Protein 2), was eine erhohte Eisenverfiigbarkeit
in der Zelle verursacht und fiir die Transformation primédrer Fibroblasten essentiell ist
(Wu et al., 1999b). SchlieBlich reguliert c-Myc die Nukleotidsynthese positiv, wie durch
die Induktion der Gene CAD (Carbamoylphosphat-Synthetase 2/ Aspartat-Transcarba-
moylase/ Dihydroorotase), ODCI (Ornithin-Decarboxylase 1) und SHMTI (Serin-
Hydroxymethyltransferase 1) gezeigt werden konnte (Bello-Fernandez et al., 1993; Mil-
tenberger et al., 1995; Nikiforov et al., 2002a).

Die bisher beschriebenen Funktionen von c-Myc fiihren zu einer Erhohung der Zellpro-
liferation (Zellteilungsrate) und des ZellgroBenwachstums. Je nach Gewebe oder Spe-
zies kommt diesen beiden Prozessen eine unterschiedlich grof3e Bedeutung zu. So ist in
Drosophila melanogaster durch Uberexpression des Myc-Homologs dMyc ausschlieB3-
lich eine Zunahme der ZellgroBe zu beobachten, was bei Deletion von dMyc zu einer
Hypotrophie fiihrt (Johnston et al., 1999). Dagegen konnte in der Maus durch inkremen-
telle Reduktion der Myc-Expression insbesondere eine Organhypoplasie durch eine Ver-
ringerung der Zellzahl, jedoch keine Anderung der ZellgroBe nachgewiesen werden
(Trumpp et al., 2001). Allerdings ist dies auch vom Entwicklungsstadium abhéngig. So

konnte bei einer Uberexpression von Myc in der Leber adulter Muse eine Erhéhung der
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ZellgroBe festgestellt werden, da hier vermutlich ein p53-abhingiger Zellzyklusarrest

einer Zellproliferation entgegenwirkt (Beer et al., 2004).
Zelladhision

Neben der Regulation von Zellproliferation und Zellgréenwachstum tragen noch eine
Reihe weiterer biologischer Prozesse zur physiologischen und onkogenen Funktion von
Myc bei. Einer dieser Prozesse ist die Regulation der Zelladhédsion. In Maus-
Keratinozyten fiihrt die Uberexpression von MYC zu einer Repression von Zelladhisi-
onsmolekiilen, wie z.B. Kollagenen, Fibronektin, Laminin 3 sowie der Integrine a6, 1
und P4 (Frye et al., 2003; Gebhardt ef al., 2006). Dies geschieht (zumindest im Fall von
von Integrin a6 und 1) durch Interaktion von c-Myc mit Mizl, da eine Mizl-
bindungsdefiziente Mutante von c-Myc, ¢c-Myc-V394D (Herold et al., 2002), diese Re-
pression nicht vollfithren kann (Gebhardt et al., 2006). Die Reduktion der Zelladhédsion
fiihrt schlieBlich zu einem Verlust epidermaler Stammzellen im Stammzellkompartiment
der Haut (Frye et al, 2003). Ein &hnlicher Phénotyp konnte in hdmatopoetischen
Stammzellen nachgewiesen werden. In diesen Zellen fiihrt c-Myc zu einer Repression
von N-Cadherin und Integrinen, was zu einer Differenzierung fiihrt (Wilson et al.,
2004). Daher fiihrt eine konditionelle Deletion von Myc im Knochenmark zu einer Ak-
kumulation von hdmatopoetischen Stammzellen und einer Differenzierungsblockade

aufgrund von differenzierungshemmenden Signalen der Stammzellnische.

Dariiber hinaus konnte die Regulation der Zelladhdsion durch c-Myc auch in der Tu-
morgenese eine Rolle spielen. Ein Beispiel dafiir stellt die Erhohung des Anheftungs-
unabhingigen Wachstums (,,anchorage-independent growth*) von kleinzelligen Lun-
genkarzinomzellen dar, welches von einer Repression des a3-Integrins durch c-Myc
kritisch abhingt (Barr et al., 1998). Dariiber hinaus konnte in einem Mausmodell ge-
zeigt werden, dass c-Myc einen epithelial-mesenchymalen Ubergang (EMT, epithelial
mesenchymal transition) induzieren kann, welcher fiir Gewebeinvasion und Metastasie-
rung wichtig ist, und dass das Auftreten eines EMT vermutlich mit der Amplifikation
von MYC beim Mammakarzinom korreliert (Trimboli et al., 2008). Dieser Prozess
konnte durch eine c-Myc-induzierte posttranskriptionelle Repression von E-Cadherin
(Cowling und Cole, 2007a) oder durch die c-Myc- und TGFB-induzierte Induktion des
Transkriptionsfaktors Snail (Smith et al., 2008) vermittelt werden.
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Angiogenese

Eine weitere fiir die Tumorgenese wichtige Funktion von Myc ist die Férderung der
Angiogenese. Dieser Prozess ermdglicht die Neubildung von Gefdllen zur Versorgung
der Tumorzellen mit Néhrstoffen und Sauerstoff und ist fiir die Bildung makroskopi-
scher Tumore essentiell. Es konnte gezeigt werden, dass die Expression der Angiogene-
se-Faktoren VEGF und Angiopoietin-2 sowie die Repression der Angiogenese-
Inhibitoren Thrombospondin-1 und Angiopoietin-1 von c-Myc direkt oder indirekt ab-
héngig ist (Baudino et al., 2002). Dies erfolgt z.B. durch die Induktion des miRNA-
Clusters miR-17-92 durch c-Myc, welcher zu einer Reduktion von Thrombospondin-1
fiihrt (Dews et al., 2006). Damit ist c-Myc in der Lage, unter physiologischen Bedin-
gungen die Angiogenese zu fordern. Dies tragt auch zur Tumorgenese bei, da eine Dele-
tion von MYC die Grofe der durch embryonale Stammzellen induzierten Tumore in

immundefizienten Méusen stark reduziert (Baudino ef al., 2002).
Immortalisierung

Des Weiteren ist Myc in der Lage, die Immortalisierung primérer Zellen zu fordern.
Primdre humane Zellen haben normalerweise eine begrenzte Teilungsfahigkeit, da die
Verkiirzung der Telomere bei jeder Zellteilung letztendlich zu replikativer Seneszenz
(permanenter Wachstumsarrest) durch den pl14Arf-p53-Signalweg und den pl6Ink4a-
Rb-Signalweg fiihrt (Hawley-Nelson et al., 1989; Allsopp et al., 1992). Dabei kann
durch die Inhibierung von p16Ink4a oder Rb und eine gleichzeitige Uberexpression der
katalytischen Untereinheit der Telomerase (TERT) eine Immortalisierung primédrer hu-
maner Zellen erreicht werden (Kiyono et al., 1998). Das Onkoprotein c-Myc ist dage-
gen in der Lage, die Expression der katalytischen Telomerase-Untereinheit (TERT) di-
rekt zu induzieren (Wang et al., 1998; Wu et al., 1999a). Dies fiihrt in primiren
humanen Zellen zu einer verldngerten Lebensdauer, jedoch nicht zu einer vollstandigen
Immortalisierung (Bodnar et al., 1998). Dagegen fiihrt die Uberexpression von Myc in
Rattenembryofibroblasten zu einer vollstdndigen Immortalisierung (Mougneau et al.,

1984).
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DNA-Schiden und genomische Instabilitat

Eine erhohte Expression von MYC fiihrt in vitro auch zu einer Induktion von DNA-
Schiden (Vafa et al., 2002). Dies geschieht vor der DNA-Replikation durch eine erhdh-
te Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS, reactive oxygen species) und kann durch
Antioxidantien gehemmt werden. Ein moglicher Mechanismus ist die Expression von
CYP2C9 (Cytochrom P450) durch c-Myc (Ray et al., 2006). Die Induktion von DNA-
Schiden in vitro ist aber auch durch die bereits erwihnte Stimulation der Replikation
durch MYC und die Beeintrichtigung eines Atr-abhédngigen Replikationsarrestes mog-
lich (Dominguez-Sola et al., 2007; Herold et al., 2008). Ebenso konnte gezeigt werden,
dass eine Hemmung der DNA-Schadensreparatur durch c-Myc zur Akkumulation von
DNA-Schiden beitriagt (Karlsson et al., 2003a). Die Akkumulation von Zellen mit
DNA-Schiden wird dariiber hinaus durch eine negative Regulation der DNA-
Schadensantwort durch c-Myc begilinstigt, was unter anderem auf einer Mizl-
abhédngigen Repression der p2/CIP1/CDKN1A-Expression beruht (Herold et al., 2002).
Die Anhdufung chromosomaler Verdnderungen und genomischer Instabilitdt konnte
letztendlich auch in MYC-induzierten Lymphomen in vivo nachgewiesen werden
(Karlsson et al., 2003b). Nichtsdestotrotz ist der Beitrag Myc-induzierter genomischer

Instabilitdt zur Tumorgenese noch nicht geklért.
Transformation

Die bisher beschriebenen Funktionen tragen zur onkogenen Funktion von Myc bei. Je-
doch reicht unter normalen Kultivierungsbedingungen eine Uberexpression von MYC
zur Transformation primirer Zellen nicht aus (Land et al., 1986). In primdren Ratte-
nembryofibroblasten fiihrt die Kooperation von c-Myc und onkogenem H-Ras jedoch
zur Transformation der Zellen, was durch eine Tumorbildung nach Injektion der Zellen

in Nacktméuse demonstriert wurde (Land et al., 1983).

Ein Grund fiir diese Kooperation ist die Regulation bestimmter Funktionen von c-Myc
durch Ras-abhéngige Signalwege. Zum einen wird die Stabilitdt von c-Myc durch Ras-
abhingige Phosphorylierungen reguliert (Abschnitt 1.3.7), so dass c-Myc in Abwesen-
heit von Wachstumsfaktoren und Ras-abhingigen Signalen rasch abgebaut wird (Sears
et al., 2000). Zum anderen wird die transkriptionelle Aktivitit von c-Myc durch Ras-
Signalwege gezielt unterstiitzt. Dies geschieht zum Beispiel durch die Ras-induzierte

Akt-abhingige inaktivierende Phosphorylierung von FoxO-Transkriptionsfaktoren, wel-
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che die Aktivierung bestimmter c-Myc-Zielgene (z.B. Zyklin D2) blockieren (Bouchard
et al., 2004). Ein weiteres Beispiel ist die Repression von Thrombospondin-1 (Tsp1)
durch c-Myc, welche durch eine Ras-Rho-abhédngige Phosphorylierung von c-Myc an
Ser-62/ induziert wird (Watnick et al., 2003).

Ein weiterer moglicher Grund fiir die beobachtete Onkogen-Kooperation ist die Exis-
tenz bestimmter Schutzmechanismen gegeniiber der Transformation durch Onkogene.
So bewirkt die Uberexpression von onkogenem HRAS (GI2V) eine vorzeitige Senes-
zenz (permanenter Zellzyklusarrest), die in Abgrenzung zur replikativen Seneszenz als

Onkogen-induzierte Seneszenz bezeichnet wird (Serrano et al., 1997).
Apoptose

Die Uberexpression von MYC kann dagegen zur Induktion von Apoptose fiihren, was
einen moglichen Schutzmechanismus der Zellen vor unkontrollierter Proliferation bzw.
zelluldrer Transformation darstellt. Dies konnte erstmalig durch Uberexpression von
MYC in Rattenfibroblasten bei geringen Serumkonzentrationen nachgewiesen werden

(Evan et al., 1992). Dafiir wurden bisher vier verschiedene Mechanismen beschrieben.

Erstens fiihrt die Uberexpression von MYC zu einer Induktion der Expression of ARF
(p14ARF im Menschen, p/9A4rfin der Maus), des alternativen offenen Leserahmens des
CDKN2A4-Gens (Zindy et al., 1998). Dies verursacht eine Hemmung der p53-
abbauenden Ubiquitinligase Mdm2 und dadurch eine Akkumulation von p53, welches
tiber verschiedene Wege Apoptose induzieren kann. Dabei ist der Mechanismus der
ARF-Induktion noch nicht aufgeklért. Die biologische Relevanz der Arf-p53-Regulation
als Schutz vor zelluldrer Transformation durch c-Myc wird jedoch durch die haufige
Inaktivierung dieses Signalweges in c-Myc-induzierten murinen Lymphomen unterstri-
chen. Dies geschieht z.B. durch Repression des pl6Ink4a/p19Arf-Lokus aufgrund einer
Bmil-Uberexpression (Jacobs et al., 1999), durch Deletion des pl94rf-Lokus, durch
Mutation von Tip53 oder durch Uberexpression von Mdm?2 (Eischen et al., 1999).

Zweitens ist c-Myc in der Lage, die proapoptotischen Proteine Bim (Egle ef al., 2004)
und Bax (Mitchell et al., 2000) zu induzieren, sowie die anti-apoptotischen Proteine
Bcl2 und Bcl-Xp zu reprimieren (Eischen et al., 2001). Ebenso fiihrt c-Myc zu einer
p53-unabhingigen Cytochrom c-Freisetzung und anschlieBenden Apoptose (Juin et al.,
1999). Die Bedeutung dieser Regulationsmechanismen fiir die Repression c-Myc-

induzierter Transformation konnte durch die Identifikation von MYC-Mutanten in hu-
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manen Lymphomen belegt werden, welche zwar noch p53, aber nicht mehr Bim und
dadurch keine Apoptose induzieren koénnen (Hemann et al., 2005). Dariiber hinaus
konnte auch eine Kooperation von c-Myc mit einer BCL2-Uberexpression in der muri-

nen Lymphomagenese gezeigt werden (Strasser et al., 1990).

Drittens konnen durch c-Myc induzierte DNA-Schdden zur Apoptose fiihren. Wie be-
reits beschrieben, kann c-Myc DNA-Schiden tiber verschiedene Mechanismen induzie-
ren und verhindert den durch eine DNA-Schadensantwort regulierten Zellzyklusarrest.
Durch die Repression von p21CIP1/CDKNIA wird allerdings die apoptotische Funktion
von p53 gesteigert, was in Kolonkarzinomzellen zur Apoptose als Antwort auf DNA-

Schiden fiihrt (Seoane ef al., 2002).

Viertens erhoht c-Myc die Sensitivitdt gegeniiber der TNF-Rezeptor-induzierten Apop-
tose, wie dies fiir Agonisten des TNF-Rezeptors DRS/TRAIL-R2/TNFRSF10B (z.B.
TRAIL) gezeigt worden ist (Wang et al., 2004).

Diese verschiedenen Mechanismen sind in der Lage, eine Tumorgenese durch c-Myc zu
verhindern und bewirken die Selektion auf interferierende Mutationen bei der Entste-
hung Myc-induzierter Tumore. Dies wird durch die Kooperation von c-Myc mit dem
antiapoptotischen Protein Bcl2 bei der Entstehung von Lymphomen in der Maus besté-
tigt, welche die Notwendigkeit zur Inaktivierung von p53 vollstindig authebt (Schmitt
et al.,2002).

1.3.7 Mechanismen der Regulation von c-Myc

Die Funktionen von c-Myc werden auf transkriptioneller, translationaler sowie auf post-
translationaler Ebene reguliert. Dabei wird sowohl der proteolytische Abbau von c-Myc
als auch dessen transkriptionelle Aktivitdt durch posttranslationale Modifikationen be-

einflusst.

Die Transkription von MYC wird z.B. durch Aktivierung des B-Catenin-Signalweges mit
Hilfe des Transkriptionsfaktors Tcf-4 induziert (He et al., 1998). Dies spielt sowohl fiir
die physiologische Proliferation von Stammzellen in der Kryptenregion des Diinndarms
als auch fiir die Entstehung von kolorektalen Karzinomen mit Mutationen des APC-
Gens eine Rolle. Des Weiteren wird die Expression von MYC durch E2F-
Transkriptionsfaktoren induziert (Thalmeier et al., 1989; Hiebert et al., 1989), welche
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durch Onkoproteine wie E1A oder durch Wachstumsfaktorsignalwege aktiviert werden.
Im Gegensatz dazu kann die Induktion der MYC-Expression durch den TGFf-
Signalweg blockiert werden (Fernandez-Pol ef al., 1987), was fiir die wachstumshem-
mende p15INK4B-Induktion durch TGFp essentiell ist (Warner et al., 1999). Dies lasst
sich durch die c-Myc-abhédngige Repression des p/5INK4B-Promotors durch Interaktion
mit Mizl (Staller et al., 2001) sowie Smad2 und Smad 3 (Feng et al., 2002) erkléren.
Der MYC-Promoter wird dariiber hinaus durch eine Reihe anderer Transkriptionsfakto-
ren aktiviert, wie z.B. Etsl (Roussel et al., 1994) und Spl (Majello et al., 1995). Im
Gegensatz zu anderen Regulatoren des Zellzyklus (z.B. Zyklinen) verdndern sich die
MYC-mRNA-Mengen in proliferierenden Zellen wéhrend des Zellzyklus nicht
(Thompson et al., 1985), sondern werden insbesondere in ruhenden Zellen durch Stimu-
lation mit Wachstumsfaktoren direkt induziert (immediate early response gene), ohne

dass eine Proteinsynthese notwendig ist (Kelly ez al., 1983).

Seit kurzem wird auch eine Regulation der MYC-Expression durch microRNAs disku-
tiert. So konnte bisher eine Repression von c-Myc durch let-7a (Sampson et al., 2007),
miR-34b (Leucci et al., 2008), miR-34c (Kong ef al., 2008) und miR-184 (Wong et al.,
2008) gezeigt werden.

Dariiber hinaus wird die Proteinstabilitit von c-Myc, dessen Halbwertszeit lediglich 25
bis 30 Minuten betrdgt (Hann und Eisenman, 1984; Ramsay et al., 1984), durch
posttranslationale Modifikationen reguliert, die von einer Vielzahl unterschiedlicher
Signalwege beeinflusst werden. Ein entscheidendes Signal fiir den Abbau von c-Myec ist
die Phosphorylierung von Thr-58, welche in vivo von Gsk3 katalysiert wird (Gregory et
al., 2003) und durch Wachstumsfaktor-induzierte Aktivitdt von Akt (durch Ras-PI3K-
Signalweg) gehemmt wird (Sears et al., 2000). Die Thr-58-Phosphorylierung ist jedoch
von einer vorausgehenden Phosphorylierung durch Ser-62 abhingig (Lutterbach und
Hann, 1994). Dies kann unter verschiedenen Bedingungen durch Mapkl1/Erk2/Ertl
(Alvarez et al., 1991; Benassi et al., 2006), Rho-abhédngige Kinasen (Watnick et al.,
2003), INK (Noguchi et al., 1999) oder Cdkl1 (Lutterbach und Hann, 1994) geschehen.
Thr-58-phosphoryliertes c-Myc wird schlieBlich durch den Ubiquitinligase-Komplex
SCF™"7 (Komplex aus Skp1, Cull, Rbx1 und dem F-Box-Protein Fbxw7/Fbw7/Cdc4)
polyubiquitiniert, was zu einem Abbau durch das 26S-Proteasom fiihrt (Yada et al.,
2004; Welcker et al., 2004). Des Weiteren wurde gezeigt, dass der Ubiquitin-abhangige
Abbau eine Dephosphorylierung von Ser-62 durch PP2A voraussetzt und moglicherwei-
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se auch eine Prolin-Isomerisierung durch Pinl (Yeh et al., 2004). Dagegen konnte auch
eine Bindung von Fbxw7 an T58/S62 doppelt phosphoryliertes c-Myc gezeigt werden,
weswegen die Notwendigkeit der Ser-62-Dephosphorylierung als nicht gesichert gilt
(Welcker et al., 2004). Dieser Abbaumechanismus fiir c-Myc ist in Abbildung 6 darge-

stellt.
D
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Abbildung 6: Proteasomaler Abbau des c-Myc-Proteins durch Fbxw?7.

Der bisher am besten beschriebene Abbauweg von c-Myc durch Phosphorlyierung (P) von Ser-62 und
Thr-58 und eine Ubiquitinierung (Ub) durch das F-Box-Protein Fbxw7 im SCF™™-Komplex ist hier
dargestellt. (modifiziert nach Adhikary und Eilers, 2005).

Ein weiterer Mechanismus des Proteinabbaus von c-Myc ist die Ubiquitinierung durch
den Ubiquitinligase-Komplex SCF*** (Kim ez al., 2003; von der Lehr er al., 2003).
Diese Ubiquitinierung erfolgt unabhingig von der bereits beschriebenen Thr-58-
Phosphorylierung in der Myc-Box II (Lys-144) und wird durch eine Bindung von Skp2
an die Myc-Box II sowie an die C-terminale Region von c-Myc vermittelt. Interessan-
terweise flihrt diese Ubiquitinierung auch zu einer erhéhten Aktivitidt von c-Myc und ist
fiir den G1/S-Ubergang von Bedeutung. Des Weiteren induziert die Proteinkinase JNK
einen Ubiquitin-abhéngigen Abbau von c-Myc durch Rekrutierung einer unbekannten

Ubiquitinligase (Alarcon-Vargas und Ronai, 2004).

Eine Ubiquitin-unabhéngige Regulation der c-Myc-Stabilitit wurde dagegen fiir die
zentrale Domine von c-Myc (Aminosduren 226-270) vorgeschlagen (Gregory und
Hann, 2000), welche eine PEST-Region beinhaltet (reich an den Aminosduren Pro, Glu,
Ser und Thr) und damit zur beschriebenen Calpain-abhéngigen Proteolyse von c-Myc

beitragen konnte (Small et al., 2002; Tompa et al., 2004). Ebenfalls konnte die Bedeu-
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tung einer angrenzenden Region von c-Myc (Aminosduren 190-252 bzw. 190-210) fiir
einen Ubiquitin-unabhéngigen Abbau von c-Myc gezeigt werden (Herbst et al., 2004).
Dessen Deletion fiihrt ebenfalls zur Stabilisierung und interessanterweise zu einer er-

hohten Ubiquitinierung.

Wie am Beispiel der Skp2-vermittelten Ubiquitinierung sowie der Ser-62/Ser-71-
Phosphorylierung durch den Ras-Rho-Signalweg (Seite 18) bereits beschrieben, konnen
posttranslationale Modifikationen auch die biologische Funktion von c-Myc regulieren.
Eine Inhibierung der Thr-58-Phosphorylierung durch die Mutation T58A fiihrt neben
einer erhohten Stabilitit (Welcker ef al., 2004) auch zu einer Erhhung der transformie-
renden Eigenschaft (Pulverer et al., 1994) und zu einer Verringerung der Apoptose-
Induktion durch c-Myc (Chang et al., 2000). Dies ist einer verringerten Induktion des
proapoptotischen Proteins Bim durch c-Myc-T58A im Vergleich zu c-Myc-wt zuzu-
schreiben und fiihrt zu einer beschleunigten Lymphombildung in einem transgenen
Mausmodell, sofern die Apoptose nicht durch BCL2-Uberexpression blockiert wird
(Hemann et al., 2005). Dagegen kann eine Inhibierung der Ser-62-Phosphorylierung die
transformierende Eigenschaft (ohne Beeinflussung der Apoptose-Induktion) von c-Myc
verringern (Pulverer ef al., 1994; Chang et al., 2000). Des Weiteren konnte gezeigt wer-
den, dass eine durch JNK durchgefiihrte Phosphorylierung an Ser-71 fiir eine Induktion
von Apoptose nach DNA-Schidigung entscheidend ist (Noguchi et al., 1999).

SchlieBlich konnte gezeigt werden, dass eine Lys-63-verkniipfte Polyubiquitinierung
von c-Myc durch HectH9/Huwel/ARF-BP1 zu einer erhohten transkriptionellen Akti-
vierung von Zielgenen und Bindung des Koaktivators p300 beitragt (Adhikary et al.,
2005). Interessanterweise ist pl14Arf/p19Arf in der Lage, HectH9 zu inhibieren (Chen et
al., 2005) als auch die transkriptionelle Zielgenaktivierung von c-Myc zu blockieren (Qi
et al., 2004; Datta et al., 2004), was auf einen Zusammenhang insbesondere fiir dessen

wachstumshemmende Funktion in p53-defizienten Zellen schlieBBen ldsst.

1.3.8 Die Rolle von c-Myc in Tumoren

Der Transkriptionsfaktor c-Myc ist in etwa 70% der humanen malignen Tumore {iber-
miBig aktiv (Nilsson und Cleveland, 2003). Dabei erfolgt die Aktivierung von c-Myc

durch unterschiedliche Mechanismen, wie z.B. Genamplifikation, Translokation,
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Punktmutation und Verinderung c-Myc-regulierender Signalwege, die zu einer Uberex-

pression, erhohten Translation oder erh6hten Proteinstabilitdt von c-Myec fiihren.

In Leukdmien und Lymphomen treten gehéduft Translokationen des MYC-Gens auf, die
zu einer Uberexpression fiihren (Vita und Henriksson, 2006), wie z.B. die in 80% der
Burkitt-Lymphome auftretende Translokation t(8;14)(q24;q32). Diese fiihrt zu einer
Integration des MYC-Gens in den Enhancer-Bereich der schweren Immunglobulinkette
(Ex) und verursacht dadurch eine B-Zell-spezifische Uberexpression, welche die
Krebsentstehung auslost (Boxer und Dang, 2001). In Burkitt-Lymphomen wurden dar-
iiber hinaus Mutationen von c-Myc, insbesondere in der Region der Aminoséduren 57 bis
63, nachgewiesen (Bhatia et al., 1993). Diese konnen zu erhohter Stabilitit (Salghetti et
al., 1999), aber auch zur Erhohung der onkogenen Eigenschaften von c-Myc durch Be-
eintriachtigung der Apoptoseinduktion fithren (Hemann et al., 2005).

In soliden Tumoren konnten dagegen vermehrt Amplifikationen des MYC-Gens nach-
gewiesen werden, wie z.B. in 22% der Mammakarzinome (Naidu et al., 2002; Park et
al., 2005), 29% der Ovarialkarzinome (Baker et al., 1990b), 61% der noduldren malig-
nen Melanome (Treszl et al., 2004) und 57% der kleinzelligen Bronchialkarzinome
(Yamada et al., 2000; Gugger et al., 2002). In vielen Fallen fiihrt jedoch die Aktivierung
bestimmter Signalwege zu einer erhohten Expression von MYC. Ein gut untersuchtes
Beispiel hierfiir sind die bei iiber 80% von Kolontumoren identifizierten Mutation des
APC-Gens (Smith et al., 1993), die mittels einer Akkumulation von -Catenin zu erh6h-
ter MYC-Expression fiihren (He et al., 1998) und dadurch die Tumorgenese begiinstigen
(z.B. durch Blockierung der Zelldifferenzierung).

Die Uberexpression von MYC kann auch prognostische Relevanz aufweisen. So wurde
eine Amplifikation von MYC bei invasiven Mammakarzinomen nachgewiesen, nicht
jedoch in der angrenzenden nicht-invasiven Tumorkomponente, aus welcher die invasi-
ven Tumore hervorgegangen sind (Robanus-Maandag et al., 2003). Dies stellt einen
Hinweis fiir die Beteiligung der MYC-Amplifikation bei der Progression von einem

nicht-invasivem (in situ) zu einem schlecht-prognostischen, invasiven Stadium dar.

In verschiedenen Mausmodellen konnte dariiber hinaus eine Tumorentstehung durch
konditionale Uberexpression von MYC nachgewiesen werden. Interessanterweise fiihrt
die Inaktivierung des Onkogens in Abhéngigkeit vom zelluldren und genetischen Kon-

text zu einer vollstindigen Regression der malignen Tumore. Dies konnte vor allem fiir
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B- und T-Zelllymphome (Felsher und Bishop, 1999; Marinkovic et al., 2004), hepato-
zelluldre Karzinome (Shachaf et al., 2004) und pankreatische -Zelltumore (Pelengaris
et al., 2002) gezeigt werden. Die Eliminierung der Tumorzellen erfolgt dabei je nach
Gewebe durch Apoptose, Differenzierung und Seneszenz. Eine Reaktivierung des trans-
genen Onkogens fiihrt im Fall von hepatozelluldren Karzinomen zu einer erneuten Tu-
morbildung ausgehend von ruhenden, urspriinglichen Tumorzellen. Im Gegensatz dazu
fiihrt die Onkogen-Inaktivierung bei MYC-induzierten Mammakarzinomen bei einem
Teil der Tumore nicht zur Regression, was mit dem Auftreten zusétzlicher Mutation des
Kras2-Gens korreliert (D'Cruz et al., 2001). Besonders therapeutisch interessant ist da-
gegen, dass eine Inhibition der Myc-Funktion mit Hilfe eines dominant-negativen Kon-

struktes zur Regression Kras-induzierter Lungenkarzinome fiihrt (Soucek et al., 2008).
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1.4  Der Transkriptionsfaktor N-Myc

1.4.1 Funktionen von N-Myc

Das fiir den Transkriptionsfaktor N-Myc kodierende Gen MYCN wurde urspriinglich als
MYC-homologer, im Neuroblastom amplifizierter DNA-Abschnitt identifiziert (Schwab
et al., 1983; Kohl et al., 1983). Durch alternative Translationsstartstellen im gleichen
Leserahmen werden zwei Isoformen gebildet (Makela et al., 1989), die 464 Aminoséu-
ren lange Isoform 1 (p67/p60) und die 458 Aminosduren lange Isoform 2 (p64/p58).
N-Myc ist, wie auch c-Myc, ein relativ instabiles, nukledres Phosphoprotein (Ramsay et
al., 1986) und weist insbesondere im Bereich der Myc-Boxen und der C-terminalen

bHLH/LZ-Domaéne eine grofle Homologie zu c-Myc auf (Abbildung 3, Seite 7).

N-Myc bindet ebenfalls an das Partnerprotein Max (Wenzel ef al., 1991) und infolge-
dessen an E-Box-Elemente in Promotoren von Zielgenen (Alex et al., 1992). Es konnte
zudem nachgewiesen werden, dass N-Myc den fiir c-Myc essentiellen Kofaktor Trrap
(Bestandteil verschiedener Histonacetyltransferase-Komplexe) als auch Tip49 bindet
und dadurch eine Acetylierung der Histone H3 und H4 im Promotorbereich induzieren
kann (Nikiforov et al., 2002b). Daher ist zu vermuten, dass die Aktivierung von Zielge-
nen mechanistisch derjenigen von c-Myc sehr dhnlich ist. Dies zeigt sich unter anderem
auch an der beschriebenen Induktion verschiedener c-Myc-Zielgene durch N-Myc, wie
z.B. PTMA, ODCI (Lutz et al., 1996), TERT, CAD (Nikiforov et al., 2002b), NCL und
ribosomale Gene (Boon et al., 2001). Die transkriptionelle Repression durch N-Myc ist
dagegen kaum untersucht worden. Bisher unverdffentlichte Ergebnisse wiesen jedoch
darauf hin, dass N-Myc in Neuroblastomzellen verschiedene durch Mizl aktivierte Ge-

ne reprimieren kann, wie z.B. TRKA/NTRK (Antonio Porro, personliche Mitteilung).

Die durch N-Myc regulierten zellulidren Programme weisen ebenso auf eine hohe Ahn-
lichkeit zu c-Myc hin. So konnte gezeigt werden, dass N-Myc die Proliferation induziert
und den Wiedereintritt quieszenter Zellen in den Zellzyklus beschleunigt (Lutz et al.,
1996). Die Regulation vieler ribosomaler Gene sowie an der Translation beteiligter Fak-
toren ist ein Hinweis auf eine Aktivierung der Ribosomenbiogenese und Proteinsynthese
(Boon et al., 2001). Dariiber hinaus wurde eine Induktion glykolytischer Gene (z.B.
GAPDH, ALDOA und PKM2/PKLR) nachgewiesen, welche fiir eine Aktivierung des
zelluldren Metabolismus eine Rolle spielen (Boon ef al., 2001). Es gibt auch Hinweise,

dass N-Myc die Differenzierung peripherer neuronaler Zellen beeintrichtigt. Einerseits
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konnte eine hohere MYCN-Expression in undifferenzierten im Vergleich zu starker dif-
ferenzierten Zellen primédrer Neuroblastome nachgewiesen werden (Schwab et al.,
1984). Andererseits fiihrt eine Behandlung von Neuroblastomzellen mit all-trans-
Retinsdure zu einem Zellzyklusarrest und einer Differenzierung, welcher eine Redukti-
on der MYCN-Expression vorangeht (Thiele et al., 1985), und die sich durch MYCN-
Uberexpression blockieren lisst (Peverali et al., 1996). Dariiber hinaus wurde eine Re-
pression der Integrine al, a2, a3 und 1 sowie eine damit einhergehende Verringerung
der Adhésion durch N-Myc nachgewiesen (Judware und Culp, 1995; Tanaka und Fuku-
zawa, 2008). Zudem ist N-Myc wihrend der Neurogenese fiir die Expansion neuronaler
Korner-Vorlauferzellen essentiell (Knoepfler et al., 2002). Die funktionelle Homologie
von N-Myc und c-Myc wird jedoch vor allem dadurch ersichtlich, dass die kodierende
Sequenz von MYCN nach Integration in den MYC-Lokus fast alle Funktionen von

c-Myc in einem Mausmodell ersetzen kann (Malynn et al., 2000).

Diese verschiedenen Funktionen von N-Myc weisen auf ein hohes Transformationspo-
tential hin. Dies wurde durch eine Transformation primérer Rattenembryofibroblasten
mit MYCN und onkogenem HRAS bestitigt und ist mit der Transformation durch MYC
und HRAS vergleichbar (Yancopoulos et al., 1985). Eine Uberexpression von MYCN
kann zudem das Potential zum malignen Wachstum von Neuroblastomzellen ohne
MYCN-Expression noch weiter erhohen (Schweigerer et al., 1990). Das onkogene Po-
tential von N-Myc wird dagegen durch eine Induktion von Apoptose als Schutzmecha-
nismus begrenzt. Dabei fiihrt eine MYCN-Uberexpression zu erhdhter Sensibiliit ge-
geniiber Apoptoseinduktoren, wie z.B. IFNy (Lutz et al., 1998), Adriamycin (Fulda et
al., 1999) und TRAIL (van Noesel et al., 2003). Die Rolle von Apoptose zum Schutz
vor Transformation durch N-Myc wird zudem durch die Kooperation von N-Myc mit
dem anti-apoptotischen Protein Bcl2 bei der Bildung von B-Zelllymphomen in einem

transgenen Mausmodell verdeutlicht (Zoérnig ef al., 1995).

1.4.2 Physiologische und pathophysiologische Regulation von N-Myc

N-Myc unterscheidet sich von c-Myc vor allem dadurch, dass es grofitenteils in be-
stimmten Geweben wihrend der Embryogenese (Niere, Haarfollikel, CNS), in adulten
Maiusen jedoch nur noch in Pri-B-Zellen sowie in einzelnen Organen (Gehirn, Hoden,

Niere, Herz) in geringem Mal} exprimiert wird (Jakobovits ef al., 1985; Zimmerman et
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al., 1986; Mugrauer et al., 1988), was auf Unterschiede bei dessen Regulation hindeutet.
Die Transkription von MYCN wird durch eine Reihe von Signalwegen und Transkripti-
onsfaktoren gesteuert, wie z.B. IL7/Pax5 (Morrow et al., 1992), TGFB1 (Serra et al.,
1994), Sp1/Sp3 (Kramps et al., 2004), E2F1/E2F2/E2F3 (Strieder und Lutz, 2003) und
Shh (Kenney et al., 2003). Dariiber hinaus konnte vor kurzem eine Hemmung der
MYCN-Expression durch die microRNA miR-34a nachgewiesen werden (Wei et al.,
2008). Interessanterweise liegt diese microRNA in einem Chromosomenabschnitt
(1p36), dessen Deletion bei Neuroblastomen mit einer Amplifikation von MYCN korre-
liert. Insofern konnte die geringe Expression von miR-34a in Neuroblastomen mit 1p36-
Verlust zur beobachteten hohen MYCN-Expression beitragen. Zudem konnte ein Anstieg
von miR-34a nach einer Behandlung mit all-trans-Retinsdure beobachtet werden (Welch
et al., 2007), fiir welche bereits eine Verringerung der MYCN-Expression und eine In-

duktion von Differenzierung beschrieben wurde (Thiele et al., 1985).

Neben der Regulation der MYCN-Expression wird N-Myc auch auf posttranslationaler
Ebene reguliert. Diese Regulation ist bisher noch nicht umfassend untersucht, jedoch
zeigen die bisherigen Ergebnisse eine Ahnlichkeit zum Abbau von c-Myc (Abbildung
7). Der Abbau von N-Myc wird ebenfalls durch eine Gsk3-abhéngige Phosphorylierung
von Thr-58 induziert (Kenney et al., 2004). Diese Phosphorylierung kann durch Wachs-
tumsfaktorsignalwege (z.B. IGF-PI3K-Signalweg) iiber eine Aktivierung von Akt blo-
ckiert werden und setzt eine Phosphorylierung von Ser-62 voraus. Diese wird in neuro-
nalen Kdorner-Vorlduferzellen im Zerebellum der Maus wéhrend der Mitose durch einen
Zyklin B1-Cdk1-Komplex durchgefiihrt (Sjostrom et al., 2005). Dagegen wird der Ab-
bau von N-Myc in priméren neuronalen Zellen durch eine Aktivitit von PP2A oder Pinl
nicht gesteigert. Eine Ubiquitinierung von N-Myc wurde vor kurzem durch die Ubiqui-
tinligase HectH9/Huwel/ARF-BP1 beschrieben, welche mittels einer Lys-48-
verkniipften Polyubiquitinierung von N-Myc zu dessen Abbau beitrdgt (Zhao et al.,
2008). Es ist jedoch unklar, ob die bereits beschriebenen Phosphorylierungen fiir diesen

Abbauweg notwendig sind.
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Wachstumsfaktor-Signalwege —>

Akt 4q

Qo
G2/M-Ubergang —> qugv

T58 sez T58 sez 265

| Proteasom

Abbildung 7: Proteasomaler Abbau von N-Myec.

Der bisher nur wenig untersuchte Abbauweg von N-Myec ist hier dargestellt. Dabei ist die Beteiligung der
Phosphorylierungen am HectH9-abhéngigen Abbau nicht geklart. Moglicherweise ist auch eine andere
Ubiquitinligase fiir den phosphorylierungsabhéngigen N-Myc-Abbau verantwortlich.

Eine Deregulation der Aktivitdt von N-Myc findet sich im Gegensatz zu c-Myc nur in
einer eng begrenzten Anzahl maligner Tumore, die groftenteils neuroektodermalen Ur-
sprungs sind. Einer tiberméfBigen Aktivitdt von N-Myc liegt dabei fast immer eine ge-
nomische Amplifikation von MYCN mit einer daraus resultierenden hohen Expression
zugrunde. Diese wurde zuerst im Neuroblastom beschrieben (Schwab et al., 1983) und
konnte bei 22% der Patienten nachgewiesen werden (Brodeur, 2003). Die MYCN-
Amplifikation ist dabei fiir die Tumorentstehung verantwortlich, da eine Uberexpression
von MYCN in neuroektodermalen Zellen transgener Méuse zum Auftreten von Neuro-
blastom fiihrt (Weiss et al., 1997). Dariiber hinaus wurde eine MYCN-Amplifikation
auch bei Patienten mit Retinoblastom (Lee ef al., 1984), kleinzelligen Bronchialkarzi-
nom (Nau et al., 1986; Wong et al., 1986), Astrozytom (Garson et al., 1985), Rhabdo-
myosarkom (Garson et al., 1986), Glioblastom (Fujimoto et al, 1989) und Medul-
loblastom (Tomlinson et al., 1994) identifiziert. Zudem konnte eine erhéhte MYCN-

Expression auch bei einer Mutation von W7/ in Wilms-Tumoren beobachtet werden.
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1.5 Das Neuroblastom

Das Neuroblastom ist ein maligner Tumor, der aus sympathischen, neuronalen Vorlau-
ferzellen der Neuralleiste hervorgeht, hdufig in der Nebenniere oder Paraspinalganglien
in Brust- und Bauchraum lokalisiert ist und unter anderem in Lymphknoten, Knochen
und Knochenmark metastasiert (Brodeur, 2003). Er tritt bei Sduglingen und Kleinkin-
dern auf und ist mit 8,3% einer der hiufigsten malignen Tumore der Kindheit (Berthold
und Hero, 2000). Die altersstandardisierte Inzidenz (Deutschland 1989-1998) betrug
jéhrlich 1,2 Fille pro 100.000 Kindern unter 15 Jahren, die kumulative Inzidenz in der
Kindheit 16,9 Fille pro 100.000 Kindern. Die 5-Jahres-Uberlebensrate betrug 67%.

Eine Einteilung der Tumore in sechs verschiedene Stadien (1, 2A, 2B, 3, 4 und 4S) er-
folgt nach dem ,, International Neuroblastoma Staging System “, INSS, anhand der Lo-
kalisation und Ausbreitung der Tumore (Brodeur et al., 1988; Brodeur et al., 1993). Da-
bei weisen Patienten der Stadien 4 und 4S Fernmetastasen auf, die im Fall von Stadium
4S nur in geringem Umfang im Knochenmark nachweisbar ist. Ein aulergewo6hnliches
Merkmal ist das hdufige Auftreten spontaner Regression, insbesondere bei Tumoren des
Stadiums 4S. Tumore des Stadiums 4 weisen mit einer 5-Jahre-Uberlebensrate von etwa

20 — 30% (Abbildung 8) die schlechteste Prognose auf (Schwab et al., 2003).

Die Einteilung der Tumore nach dem Shimada-System (/nternational Neuroblastoma
Pathology Committee, INPC), welche auf histologischer Klassifizierung von Differen-
zierungsgrad, Mitose-Karyorrhexis (Zellkernfragmentierung)-Index sowie dem Alter
basiert, erlaubt eine noch bessere Einteilung in Tumore mit gilinstiger und ungiinstiger
Prognose (Shimada et al., 1984; Shimada et al., 1999; Peuchmaur et al., 2003). Dabei
korreliert eine geringe Differenzierung, ein hoher Mitose-Karyorrhexis-Index und ein

hohes Alter (> 18 Monate) der Patienten mit einer schlechten Prognose.

Der prognostisch wichtigste Faktor ist jedoch die genomische Amplifikation von MYCN
(Seeger et al., 1985). Patienten mit Neuroblastom im Stadium 1-3 weisen im Fall einer
MYCN-Amplifikation eine Verringerung der 10-Jahre-Uberlebensrate von etwa 90% auf
40 bis 50% auf, bei Neuroblastomen des Stadiums 4 ist dieser Unterschied zwar weni-
ger auffallig, jedoch statistisch signifikant (Abbildung 8). Das urspriinglich auf Chro-
mosom 2 lokalisierte Gen liegt dabei in Form von extrachromosomalen ringférmigen
Molekiilen (double minute) oder als eine chromosomal integrierte Region (homogene-

ously staining region) vor, wie z.B. im Chromosom 1 von IMR-32-Neuroblastomzellen,
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(Kanda et al., 1983; Kohl et al., 1983). Die Amplifikation von MYCN ist groBtenteils in

Tumoren des Stadiums 3 oder 4 vorzufinden (Brodeur ef al., 1984).
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Abbildung 8: Die MYCN-Amplifikation verringert das Uberleben (modifiziert nach Schwab et al.,
2003).

(A) Patienten mit Neuroblastom im Stadium 1, 2 oder 3.

(B) Patienten mit Neuroblastom im Stadium 4 (nicht 4S).

Dartiiber hinaus wurde eine Reihe anderer chromosomaler Abnormalititen im Neuro-
blastom beschrieben, wie z.B. Deletion von 1p36, 1123 oder Trisomie von 17q
(Brodeur, 2003). So korreliert der Verlust eines Allels (loss of heterozygosity, LOH) der
Region 1p36 mit einer Amplifikation von MYCN sowie schlechter Prognose (Caron et
al., 1996). Eine grofBe Anzahl von Untersuchungen wurden bisher zur Identifizierung
eines potentiellen, dort lokalisierten Tumorsuppressors durchgefiihrt und die besten
Kandidaten sind zur Zeit das Chromodoménenprotein Chd5 (Fujita et al., 2008) sowie
die microRNA miR-34a (Welch et al., 2007; Cole et al., 2008), bei denen eine Korrela-
tion von geringer Expression mit einem 1p36-Verlust gezeigt wurde. Interessanterweise
liegt Mizl ebenfalls in dieser Region und korreliert mit einer giinstigen Prognose
(Ikegaki et al., 2007). Aufgrund dieser chromosomaler Veridnderungen wurde auf ma-
thematischem Wege ein Modell fiir die Entstehung verschiedener Neuroblastomstadien
aus einem gemeinsamen Vorldufer erstellt (Bilke et al., 2005). Dieses postuliert eine

frithe, von anderen Stadien unabhéngige Entwicklung MYCN-amplifizierter Tumore.

Des Weiteren wurde die Expression bestimmter Neurotrophin-Rezeptoren als prognos-
tisch relevantes Charakteristikum im Neuroblastom beschrieben. Eine hohe Expression
von TRKA/NTRK korreliert dabei mit einer guten Prognose (Nakagawara et al., 1993),
eine Uberexpression von TRKB/NTRK2 sowie dessen Liganden BDNF mit schlecht
prognostischen, MYCN-amplifizierten Neuroblastomen (Nakagawara et al., 1994).
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit zwei unterschiedlichen Aspekten der Funk-
tion von Myc-Onkoproteinen in der Entstehung bzw. der Aufrechterhaltung malignen

Wachstums.

(1) Das Onkoprotein N-Myc ist in schlecht prognostischen primédren Neuroblastomen
aufgrund einer genomischen Amplifikation liberméBig aktiv. Bisherige Versuche einer
direkten Hemmung von Myc-Onkoproteinen sind jedoch aufgrund des Fehlens einer
katalytischen Aktivitét nicht erfolgreich gewesen. Die Funktion der Myc-Onkoproteine
als Transkriptionsfaktoren ldsst jedoch eine gezielte Hemmung wichtiger durch Myc
aktivierter Zielgene als therapeutische Alternative erscheinen. In bisherigen Untersu-
chungen konnte eine grofle Anzahl von durch c-Myc oder N-Myc induzierten Genen
identifiziert werden. Es soll daher zunichst untersucht werden, ob MYCN-amplifizierte
Neuroblastomzellen von den hohen N-Myc-Proteinmengen fiir eine Aufrechterhaltung
deren Wachstums abhéngig sind, wie dies flir c-Myc-induzierte Lymphome beschrieben
wurde. Eine Identifizierung essentieller, durch N-Myc induzierter Zielgene soll darauf-
hin mit Hilfe der RNA-Interferenz-Methode in MYCN-amplifizierten Neuroblastomzel-
len erfolgen. Anschlieend soll eines der identifizierten Zielgene verifiziert werden und
der Mechanismus dessen Notwendigkeit flir das Tumorzellwachstum, sowie eine mogli-

che therapeutische Relevanz von dessen Inhibierung untersucht werden.

(2) In verschiedenen Mausmodellen konnte bisher eine Induktion der Tumorgenese
durch Uberexpression des Onkogens MYC nachgewiesen werden. Es ist jedoch unklar,
welche Funktionen von c-Myc fiir die Tumorgenese von Bedeutung sind und insbeson-
dere, ob auch die Repression von Zielgenen durch eine Interaktion mit dem Trankrip-
tionsfaktor Mizl1 hierbei eine Rolle spielt. Zur Unterscheidung zwischen der aktivieren-
den und der reprimierenden Funktion von c-Myc wurde bereits im Vorfeld meiner
Doktorarbeit eine Mutante identifiziert (c-Myc-V394D), die nicht mehr in der Lage ist,
an Mizl zu binden und infolgedessen eine Reihe beschriebener Zielgene von c-Myc
nicht mehr reprimieren kann. Mit Hilfe dieser Mutante soll nun in einem transgenen
Mausmodell fiir die c-Myc-induzierte Tumorgenese der Einfluss der c-Myc/Miz1-Inter-
aktion bzw. der repressiven Funktion von c-Myc auf die Tumorgenese untersucht wer-

den.
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2.1

2141

DH5a

21.2
Hela

IMR-32

IMR-5

MEFs

NB-69

PHX

SH-EP

Materialien

Stamme und Zelllinien

Bakterienstamme

Escherichia coli F°, ¢80dlacZAMI15, A(lacZYA-argF)U169, deoR, recAl,
endAl, hsdR17(rk’, mk+), phoA, supE44, ), thi-1, gyr496, relA1

Saugerzelllinien

humane Zervixkarzinomzelllinie (ATCC)

humane MYCN-amplifizierte Neuroblastomzelllinie, stabil mit dem
murinen ekotrophen Rezeptor und einem Hygromycin-Resistenzgen
transfiziert, freundlicherweise von Manfred Schwab zur Verfligung

gestellt

humane MYCN-amplifizierte Neuroblastomzelllinie, stabil mit dem
murinen ekotrophen Rezeptor und einem Neomycin-Resistenzgen
transfiziert, freundlicherweise von Angelika Eggert zur Verfliigung ge-

stellt

primidre Mausembryofibroblasten, entweder als Wildtyp-Form (wt)
oder mit einer Defizienz von Trp53 (p53'/ ) oder p2i1Cipl (p21'/ D)

humane MYCN-nicht-amplifizierte Neuroblastomzelllinie, stabil mit
dem murinen ekotrophen Rezeptor und einem Neomycin-
Resistenzgen transfiziert, freundlicherweise von Angelika Eggert zur

Verfligung gestellt

humane Verpackungszelllinie (Phoenix-Eco) fiir MoMuLV-Retroviren,
von der humanen embryonalen Nierenzelllinie HEK-293 abstammend

(Kinsella und Nolan, 1996)

humane MYCN-nicht-amplifizierte Neuroblastomzelllinie, stabil mit

dem murinen ekotrophen Rezeptor und einem Hygromycin-
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SH-SY5Y

SK-N-AS

SK-N-BE(2)C

SMS-KCN

Resistenzgen transfiziert, freundlicherweise von Manfred Schwab zur

Verfligung gestellt

humane MYCN-nicht-amplifizierte Neuroblastomzelllinie, stabil mit
dem murinen ekotrophen Rezeptor und einem Neomycin-
Resistenzgen transfiziert, freundlicherweise von Manfred Schwab zur

Verfiigung gestellt

humane MYCN-nicht-amplifizierte Neuroblastomzelllinie, stabil mit
dem murinen ekotrophen Rezeptor und einem Neomycin-
Resistenzgen transfiziert, freundlicherweise von Angelika Eggert zur

Verfiigung gestellt

humane MYCN-amplifizierte Neuroblastomzelllinie, stabil mit dem
murinen ekotrophen Rezeptor und einem Hygromycin-Resistenzgen
transfiziert, freundlicherweise von Angelika Eggert zur Verfliigung ge-

stellt

humane MYCN-amplifizierte Neuroblastomzelllinie, stabil mit dem
murinen ekotrophen Rezeptor und einem Hygromycin-Resistenzgen
transfiziert, freundlicherweise von Angelika Eggert zur Verfligung ge-

stellt

21.3 Transgene Mausstamme

EuSR-tTA

tetO-Myc-wt

auf einem FVB/N-Stammbhintergrund,

freundlicherweise von Dean Felsher zur Verfligung gestellt

auf einem C57BL/6-Stammbhintergrund von Vincent Beuger und
Tarik Moroy hergestellt, anschliefend mindestens fiinf Mal auf ei-

nen FVB/N-Stammbhintergrund zuriickgekreuzt

tetO-MYC-V394D auf einem C57BL/6-Stammhintergrund von Vincent Beuger und

Tarik Moroy hergestellt, anschlieBend mindestens flinf Mal auf ei-

nen FVB/N-Stammbhintergrund zuriickgekreuzt
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2.2 Nukleinsauren

2.21 Primer

Die verwendeten DNA-Primer wurden von der Firma Metabion synthetisiert. Die in
Tabelle 1 dargestellten Primer wurden mit dem Programm Primer3 oder bei Primern fiir
eine qRT-PCR unter Uberschreitung von Exon-Intron-Grenzen zur Vermeidung der
Amplifikation genomischer DNA mit Hilfe der Universal ProbeLibrary (Roche) entwor-
fen. Zum Sequenzieren von Plasmiden wurden Standardprimer fiir die entsprechenden

Plasmide oder ein qRT-PCR-Primer fiir das im Plasmid enthaltene Gen verwendet.

Tabelle 1: Ubersicht iiber die verwendeten Primer.

Die verwendeten Primer (fwd = forward Primer, rev = reverse Primer) wurden mit Angabe ihrer Verwen-
dung (qRT-PCR = quantitative Reverse Transkriptase-PCR, CDS-PCR = PCR zur Amplifikation einer
kodierenden Sequenz eines Gens, Mut-PCR = Mutagenese-PCR, gen-PCR = genomische PCR), der Spe-
zies (H.s. = Homo sapiens, M.m. = Mus musculus, Synth. = synthetisch) des amplifizierten Gens und der
Sequenz dargestellt.

Bezeichnung Verwendung Spezies Sequenz (5’ — 3)
AURKA BamH| CDS-PCR H.s. CCCGGATCCATGGACC
fwd GATCTAAAGAAAACTGC
AURKA BamHI CDS-PCR H.s. TTTGGATCCCCAGACTG
rev TTTGCTAGCTGATTCTTTG
AURKA Sallrev  CDS-PCR H.s. TTAACGTCGACCCTGC
ACGATTCCTAAGACTG
AURKA Xhol rev.  CDS-PCR H.s. TTAACCTCGAGCCTGC
ACGATTCCTAAGACTG
MYCN Bglll fwd ~ CDS-PCR H.s. GGAGATCTACCATGC
CGAGCTGCTCCACGT
MYCN Stopp CDS-PCR H.s. GGAGATCTCACTAGC
Bglll rev AAGTCCGAGCGTGTT
MYCN Bglllrev.  CDS-PCR H.s. GGAGATCTCTAGCGTG
TTCAATTTTCTTTAGCA
tetO-MYC-VD gen-PCR H.s. CTGCTGCCAAGAGGGTCAAG
fwd
tetO-MYC-VD gen-PCR H.s. GTATGCTGTGGC
rev TTTTTTAAGGATAT
tetO-Myc-wt fwd  gen-PCR H.s. AGCCCCGAGCCCCTGGAG
tetO-Myc-wt rev gen-PCR H.s. GGCGCTGCGTAGTTGTGCTGATGT
EuSR-tTA fwd gen-PCR Synth. AGGCCTGTACGGAAGTGT
EuSR-tTA rev gen-PCR Synth. CTCTGCACCTTGGTGATC
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AURKA D256A Mut-PCR H.s CGAAGAGAGTTATTCATAG

fwd AGCCATTAAGCCAGAGAAC
AURKA D256A Mut-PCR H.s. GTTCTCTGGCTTAATGGCT

rev CTATGAATAACTCTCTTCG
AURKA D274A Mut-PCR H.s. GCTTAAAATTGCAGCTTT

fwd TGGGTGGTCAGTACATGC
AURKA D274A Mut-PCR H.s GCATGTACTGACCACCCA

rev AAAGCTGCAATTTTAAGC
AURKA D274N Mut-PCR H.s. GGAGAGCTTAAAATTGCAAA
fwd TTTTGGGTGGTCAGTACATGC
AURKA D274N Mut-PCR H.s GCATGTACTGACCACCCAAA
rev ATTTGCAATTTTAAGCTCTCC
AURKA K162R Mut-PCR H.s. GCAAGTTTATTCTGGCTCTTA
fwd GAGTGTTATTTAAAGCTCAGC
AURKA K162R Mut-PCR H.s. GCTGAGCTTTAAATAACACTC
rev TAAGAGCCAGAATAAACTTGC
AURKA S284A Mut-PCR H.s. GGTCAGTACATGCTCCA

fwd TCTGCCAGGAGGACC

AURKA S284A Mut-PCR H.s GGTCCTCCTGGCAGAT

rev GGAGCATGTACTGACC

AURKA S342D Mut-PCR H.s. CCAAGAGACCTACAAAAGAATAG
fwd ACCGGGTTGAATTCACATTCCC
AURKA S342D Mut-PCR H.s. GGGAATGTGAATTCAACCCGGT
rev CTATTCTTTTGTAGGTCTCTTGG
AURKA T288A Mut-PCR H.s CCATCTTCCAGGAGG

fwd ACCGCTCTCTGTGGC

AURKA T288A Mut-PCR H.s. GCCACAGAGAGCGG

rev TCCTCCTGGAAGATGG

AURKA T288E Mut-PCR H.s. CCATCTTCCAGGAGGA

fwd CCGAGCTCTGTGGCACCC
AURKA T288E Mut-PCR H.s GGGTGCCACAGAGCTCG

rev GTCCTCCTGGAAGATGG

MYCN Mut-PCR H.s. GCTGCTGCCCGCGCCCC
T58A/S62A fwd CGCTGGCGCCCAGCCG

MYCN Mut-PCR H.s CGGCTGGGCGCCAGCGG
T58A/S62A rev GGGCGCGGGCAGCAGC
ALDOC fwd gRT-PCR H.s. GAACCCGAGCTGTGCTTG
ALDOC rev gRT-PCR H.s. GTACGAGTGAGGCATGGTGA
AURKA fwd gRT-PCR H.s. GGAGAAAGCCGGAGTGGAGCATC
AURKA rev gRT-PCR H.s. TTCAATCATTTCAGGGGGCAGGTA
B2M fwd gRT-PCR H.s. TCTCGCTCCGTGGCCT

B2M rev gRT-PCR H.s. TCAGTAAGTCAACTTCAATGTCGGAT
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ENO2 fwd gRT-PCR H.s. ACTTTGTCAGGGACTATCCTGTG
ENO2 rev gRT-PCR H.s. TCCCTACATTGGCTGTGAACT
FBXW7Y fwd gRT-PCR H.s. CAGCAGTCACAGGCAAATGT
FBXW?7 rev gRT-PCR H.s. GCATCTCGAGAACCGCTAAC
MYCN fwd gRT-PCR H.s. CCACAAGGCCCTCAGTACC
MYCN rev gRT-PCR H.s. TCTTCCTCTTCATCATCTTCATCA
p21CIP1 fwd gRT-PCR H.s. CGAAGTCAGTTCCTTGTGGAG
p21CIP1 rev gRT-PCR H.s. CATGGGTTCTGACGGACAT
PKM2 fwd gRT-PCR H.s. ACGTGGATGATGGGCTTATT
PKM2 rev gRT-PCR H.s. CCAAGGAGCCACCATTTTC
PLK2 fwd gRT-PCR H.s. TCAAGTGACGGTGCTGAAAT
PLK2 rev gRT-PCR H.s. CACTAGGCAGATCTCCACCAT
RPS14 fwd gRT-PCR H.s. GGCAGACCGAGATGAATCCTCA
RPS14 rev gRT-PCR H.s. CAGGTCCAGGGGTCTTGGTCC
Actb fwd gRT-PCR M.m. CCAACCGTGAAAAGATGACC
Actb rev gRT-PCR M.m. CCAGAGGCATACAGGGACAG
Dec1 qRT fwd gRT-PCR M.m. TCTCCTACCCGAACATCTCAA
Dec1 qRT rev gRT-PCR M.m. AATGCTTTCACGTGCTTCAA
Myc fwd gRT-PCR M.m. TTTGTCTATTTGGGGACAGTGTT
Myc rev gRT-PCR M.m. CATCGTCGTGGCTGTCTG
p15ink4b fwd gRT-PCR M.m. TGCAGATGATCCACAGGCTA
p15Ink4b rev gRT-PCR M.m. GTGAATCCCCACACATGACA
p16ink4a fwd gRT-PCR M.m. AACGCCCCGAACTCTTTC
p16ink4a rev gRT-PCR M.m. GTGAACGTTGCCCATCATC
p21Cip1 fwd gRT-PCR M.m. TCCACAGCGATATCCAGACA
p21Cip1 rev gRT-PCR M.m. GGAACACTTTGCTCCTGTG
p27Kip1 fwd gRT-PCR M.m. GAGCAGTGTCCAGGGATGAG
p27Kip1 rev gRT-PCR M.m. TCTGTTGGCCCTTTTGTTTT
p57Kip2 fwd gRT-PCR M.m. CAGGACGAGAATCAAGAGCA
p57Kip2 rev gRT-PCR M.m. GCTTGGCGAAGAAGTCGT
Rps16 fwd gRT-PCR M.m. AGGAGCGATTTGCTGGTGTG
Rps16 rev gRT-PCR M.m. GCTACCAGGGCCTTTGAGAT
p19Arf fwd gRT-PCR M.m. GTGAACGTTGCCCATCATC
p19Arf rev gRT-PCR M.m. GCTCTGGCTTTCGTGAACAT
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Dr5 fwd gRT-PCR M.m. CCCTGAGATCTGCCAGTCAT
Dr5 rev gRT-PCR M.m. TGGGGGTACAGGAAGTCAGT
Myc fwd gRT-PCR M.m. TTTGTCTATTTGGGGACAGTGTT
Myc rev gRT-PCR M.m. CATCGTCGTGGCTGTCTG

2.2.2 Oligonukleotide

DNA-Oligonukleotide

Die DNA-Oligonukleotide zur Klonierung der shRNA-Vektoren wurden von der Firma

MWG Biotech entworfen und synthetisiert. Es sind hier nicht alle 323 in Abschnitt 4.1.2

verwendeten Oligonukleotide, sondern nur die in weiteren Experimenten verwendeten

Oligonukleotide (fwd = forward, rev = reverse) dargestellt.

MYCN-sh fwd 5’-GATCCCCGACAGCAGCAGTTGCTAAATTCAAG
AGATTTAGCAACTGCTGCTGTCTTTTTGGAAA-3’

MYCN-sh rev 5’-AGCTTTTCCAAAAAGACAGCAGCAGTTGCTA
AATCTCTTGAATTTAGCAACTGCTGCTGTCGGG-3’

AURKA-sh-1 fwd 5’- GATCCCCAACGTGTTCTCGTGACTCATTCAAG
AGATGAGTCACGAGAACACGTTTTTTTGGAAA-3'

AURKA-sh-1 rev 5’- AGCTTTTCCAAAAAAACGTGTTCTCGTGACTC
ATCTCTTGAATGAGTCACGAGAACACGTTGGG-3'

AURKA-sh-2 fwd 5’- GATCCCCGAATCAGAAGCAGAAGCAATTCAA
GAGATTGCTTCTGCTTCTGATTCTTTTTGGAAA-3'

AURKA-sh-2 rev 5’- AGCTTTTCCAAAAAGAATCAGAAGCAGAAGC
AATCTCTTGAATTGCTTCTGCTTCTGATTCGGG-3'

Kontroll-sh (sh-1) fwd 5’- GATCCCCCATAAGCTGAGATACTTCATTCAAG
AGATGAAGTATCTCAGCTTATGTTTTTGGAAA-3’

Kontroll-sh (sh-1) rev 5’- AGCTTTTCCAAAAACATAAGCTGAGATACTT
CATCTCTTGAATGAAGTATCTCAGCTTATGGGG-3’

Kontroll-sh-2 fwd 5’- GATCCCCTGAATTAGATGGCGATGTTTTCAAG
AGAAACATCGCCATCTAATTCATTTTTGGAAA-3’
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Kontroll-sh-2 rev

5’- AGCTTTTCCAAAAATGAATTAGATGGCGATGT
TTCTCTTGAAAACATCGCCATCTAATTCAGGG-3°

RNA-Oligonukleotide

Das RNA-Oligonukleotidgemisch fiir die FBXW7-siRNA bestehend aus vier siRNAs
(siGENOME SMARTpool) wurde von der Firma Dharmacon entworfen und syntheti-
siert. Als Kontrolle wurde dabei die siCONTROL pool#1 (siGENOME, Dharmacon)

verwendet.
FBXW7-si-2 fwd
FBXW7-si-2 rev
FBXW7-si-4 fwd
FBXW7-si-4 rev
FBXW7-si-5 fwd
FBXW7-s1-5 rev
FBXW7-s1-6 fwd

FBXW?7-si-6 rev

2.2.3 Plasmide
Leervektoren

pcDNA3

pBABE bleo

pWZL neo

5’-GAACUCAAAUCUCCUAAGGUU-3"
5’-AUCUAAAGCAAGCAAUUUCUU-3’
5’-GAACUCAAAUCUCCUAAGGUU-3"
5’-CCUUAGGAGAUUUGAGUUCUU -3°
5’-CAACAACGACGCCGAAUUAUU-3’
5’-UAAUUCGGCGUCGUUGUUGUU-3’
5’-GGAGUUGUGUGGCGGAUCAUU-3"

5’-UGAUCCGCCACACAACUCCUU-3’

eukaryotischer Expressionsvektor mit CMV (Cytomegalievirus)-

Promotor (Invitrogen)

eukaryotischer retroviraler Expressionsvektor mit LTR (long termi-
nal repeat)-Promotor und einem Bleomycin-Resistenzgen

(Morgenstern und Land, 1990)

eukaryotischer retroviraler Expressionsvektor mit LTR-Promotor,
einem Bleomycin-Resistenzgen und dem Gen fiir den murinen e-

kotrophen Rezeptor (Morgenstern und Land, 1990)
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pRETRO-SUPER eukaryotischer retroviraler Expressionsvektor fiir shRNAs mit
RNA-Polymerase IlI-abhingigem HI-RNA-Promotor und einem

Puromycin-Resistenzgen (Brummelkamp et al., 2002b)

Expressionsvektoren

Fiir die Expression aller siRNAs wurde der eukaryotische retrovirale Expressionsvektor
pRETRO-SUPER mit einem RNA-Polymerase IlI-abhidngigem H1-RNA-Promotor und
einem Puromycin-Resistenzgen (Brummelkamp et al., 2002b) verwendet. Als Leervek-
tor diente dieser Vektor mit einer Kontroll-sh. Alle hdufiger eingesetzten Plasmide wur-

den nach der Herstellung sequenziert (Seqlab).

p3XFLAG-FBXW7o, eukaryotischer Expressionsvektor mit CMV-Promotor
zur Expression von FLAG-markiertem humanem
FBXW7a, freundlicherweise zur Verfligung gestellt von

Markus Welcker und Bruce Clurman

pBABE bleo p53DD pBABE bleo zur Expression von p53DD (humanes
TP53, kodierend fiir Aminoséuren 302-390), freundli-
cherweise zur Verfligung gestellt von Thorsten Stiewe

und Ursula Eilers

pBABE H2B-GFP eukaryotischer retroviraler Expressionsvektor mit LTR-
Promotor zur Expression eines Fusionskonstruktes aus
humanem Histon H2 und GFP, zur Kontrolle der Effi-

zienz von Transfektion oder Infektion verwendet

pBABE hygro EcoR pBABE hygro zur Expression des murinen ekotrophen
Rezeptors, freundlicherweise zur Verfiigung gestellt

von Marion Elend

pcDNA3 AURKA pcDNA3 mint der CDS von humanem 4URKA (wt oder

verschiedene Mutanten)

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

Popov
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pcDNA3 MYCN pcDNA3 mit der CDS von humanem MYCN (wt oder
mut = T58A/S62A)

pCMV-Sport6 AURKA eukaryotischer Expressionsvektor mit CMV-Promotor
und der CDS von humanem AURKA, zur Klonierung
von pcDNA3 AURKA verwendet (Deutsche Ressour-

cenzentrum fiir Genomforschung)

pWZL neo EcoR pWZL neo zur Expression des murinen ekotrophen
Rezeptors, freundlicherweise zur Verfiigung gestellt

von Manuel Serrano
pWZL neo MYCN pWZL neo zur Expression von humanem MYCN

pWZL neo MYCN-ER pWZL neo zur Expression eines Fusionskonstruktes aus
humanem MYCN und murinem ER (Esrl, Aminosduren
281 bis 599, Mutation G525R), freundlicherweise zur

Verfiigung gestellt von Ursula Eilers

2.3  Antikorper

2.3.1 Primarantikorper

Die verwendeten Primédrantikorper sind in Tabelle 2 dargestellt. Fiir Immunprézipitatio-
nen wurde dariiber hinaus ein Immunglobulingemisch aus dem Serum von Maus, Ka-

ninchen oder Ziege (Sigma) als Kontrollantikdrper verwendet.

Tabelle 2: Ubersicht iiber die verwendeten Primirantikorper.

Die verwendeten Primérantikorper sind mit dem erkannten Protein und der erkannten Spezies (H = Homo
sapiens, M = Mus musculus), der Verwendung (WB = Western Blot, IP = Immunprézipitation, IHC =
Immunhistochemie, FACS = CD-FACS), dem Antikdrpertyp (M = Maus, K = Kaninchen, Z = Ziege, R =
Ratte, mono = monoklonal, mit entsprechendem Immunglobulinisotyp, poly = polyklonal), gegebenen-
falls konjugierter Farbstoffe (Konj.) und der Bezeichung des Antikdrperklons bzw. der Katalogbezeich-
nung des Herstellers.

Protein Spezies Verwendung Antikorpertyp Konjugation Antikérperbezeichnung

Aurora-A H, M WB K, poly 3092 (Cell Signaling)

Aurora-A H IP Z, poly N20 (SantaCruz)

Aurora-A H IHC K, poly ab1287 (Abcam)

B220 M FACS R, mono IgG2a FITC RA3-6B2 (BD
Biosciences)
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Bcl2 M, H WB K, poly DC21 (SantaCruz
Biotechnology)

Bim M, H WB K, poly AAP-330 (Stressgen)

CD11b M FACS R, mono IgG2b FITC M1/70 (BD Biosciences)

CD16/ M FACS R, mono 1gG2b 2.4G2 (BD Biosciences)

CD32

CD3 M FACS R, mono IgG2b PE 17A2 (BD Biosciences)

CD4 M FACS R, mono IgG2a PE L3T4 (BD Biosciences)

CD8 M FACS R, mono IgG2a FITC 53-6.7 (BD Biosciences)

Cdk2 H, M WB K, poly M2 (SantaCruz
Biotechnology)

Chk1- M, H WB K, mono IgG 133D3 (Cell Signaling)

pS345

c-Myc H WB M, mono IgG 9E10 (von Gerard Evan)

Fboxw7 H WB M, poly von Axel Behrens

Flag WB, IP M, mono IgG1 F3165 (Sigma)

Gr1 M FACS R, mono IgG2b PE RB6-8C5 (BD
Biosciences)

Histon H WB K, poly 06-570 (Upstate)

H3-pS10

Ki67 M IHC R, poly TEC-1 (Dako)

Mdm2 M, H WB K, poly C18 (SantaCruz
Biotechnology)

N-Myc H WB, IP M, mono 1gG2a B8.4.B (BD
Biosciences)

N-Myc- H, M WB K, poly von Anna Marie

pS62 Kenney

N-Myc- H, M WB K, poly 9401 (Cell Signaling)

pT58

p16inkda M WB K, poly M156 (SantaCruz
Biotechnology)

p19Arf M WB K, poly ab80 (Abcam)

p21Cip1 M WB K, poly M19 (SantaCruz
Biotechnology)

p21Cip1 H wWB K, poly N20 (SantaCruz
Biotechnology)

p27Kip1 M, H WB M, mono IgG1 K25020 (Transduction
Laboratories)

pS3 H WB M, mono IgG2a DO1 (SantaCruz
Biotechnology)

p53 M WB K, poly CMS5 (Novocastra)
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p53 (C- H WB M, poly Pab122 (von Thorsten

terminal) Stiewe)

ZyklinA  H,M WB K, poly H-432 (SantaCruz
Biotechnology)

B-Aktin H, M WB M, mono 1gG1 AC15 (Sigma)

B-Tubulin  H, WB M, mono 1gG2b KMX-1 (Chemicon)

2.3.2 Sekundarantikorper

Kaninchen  Esel-anti-Kaninchen-Immunglobulin fiir WB, mit HRP (horseradish pe-

roxidase, Meerrettich-Peroxidase) konjugiert (Amersham)

Maus Esel-anti-Maus-Immunglobulin fiir WB, HRP- konjugiert (Amersham)
Ziege Esel-anti-Ziege-Immunglobulin fiir WB, HRP-konjugiert (Amersham)
Ratte Kaninchen-anti-Ratte-Immunglobulin fiir [HC, Biotin-konjugiert (Dako)

Kaninchen  Ziege-anti-Kaninchen-Immunglobulin fiir IHC, Biotin-konjugiert (Dako)

2.4 Chemikalien

Abgesehen von einigen gesondert aufgefiihrten Ausnahmen wurden Chemikalien in
Analysequalitdt oder in Qualitdt fiir die Molekularbiologie von den Firmen Sigma,
Merck, Roth, Acros Organics und Applichem verwendet. Von Sigma und Invitrogen

wurden Feinchemikalien in hochstem Reinheitsgrad bezogen.

Agarose fiir priparative Zwecke  Sekam

ATP Fluka
Bakto-Agar Difco
Baktotrypton Difco
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2.5 Medien

2,51 Medien fur die Bakterienkultivierung

LB-Medium 1% (w/v) Baktotrypton
0,5% (w/v) Hefeextrakt
1% (w/v) NaCl

LB-Amp-Medium LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin

LB-Amp-Agar LB-Medium mit 1,2% (w/v) Bakto-Agar, nach dem Erhitzen auf
50°C abgekiihlt, 100 ng/ml Ampicillin zugefiigt, 20 ml auf eine
10 cm-Schale gegeben

2.5.2 Medien und Chemikalien fur die Saugerzellkultivierung

Fiir die Kultivierung der verschiedenen Zelllinien wurden verschiedene Medien ver-
wendet. Die Grundmedien RPMI-1640 und DMEM enthielten bereits L-Glutamin (584

mg/l). Das Serum wurde vor der Verwendung 30 Minuten bei 56°C hitzeinaktiviert.

Neuroblastomzellen =~ RPMI-1640 (Cambrex)
10% (v/v) FBS (Sigma)
1% (v/v) Penicillin/Streptomycin (100.000 U/ml, Cambrex)

PHX, HeLa, MEFs DMEM (Cambrex)
10% (v/v) FBS (Sigma)
1% (v/v) Penicillin/Streptomycin (100.000 U/ml, Cambrex)

Lymphomzellen RPMI-1640 (Cambrex)
10% (v/v) FBS (Sigma)
1% (v/v) Penicillin/Streptomycin (100.000 U/ml, Cambrex)
1% (v/v) nicht-essentielle Aminosduren (Cambrex)

50 uM B-Mercaptoethanol

Einfriermedium 70% (v/v) Medium der entsprechenden Zelllinie
20% (v/v) FBS
10% (v/v) DMSO
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Fiir die Selektion erfolgreich transfizierter oder infizierter Zellen, sowie fiir eine Be-

handlung der Zellen wurden folgende Konzentrationen der Chemikalien eingesetzt

(G418 fiir Selektion einer Neomycin-Resistenz, Zeocin fiir Selektion einer Bleomycin-

Resistenz).
4-Hydroxytamoxifen (Sigma)
ALLN (Merck)
Cycloheximid (Sigma)
Doxyzyklin (Sigma)

G418 (PAA)

Hesperadin (Boehringer Ingelheim)
Hygromycin B (Merck)
LY294002 (Merck)

MG-132 (Merck)

Nocodazol

Puromycin (Invivogen)

Zeocin (Cayla)

2.6 Puffer und Losungen

200 nM in Ethanol
20 uM in Ethanol
50 pg/ml in Ethanol
1 pg/ml

500 pg/ml

100 nM in DMSO
100 pg/ml

50 uM in DMSO
25 uM in DMSO (sofern nicht anders angegeben)
0,1 pg/ml in DMSO
1 pg/ml

30 pg/ml (IMR-32)

ACK-Lysepuffer 150 mM NH4CI
10 mM KHCO3
100 uM EDTA
auf pH 7,4 mit HCI eingestellt und steril filtriert

Blockierungslosung 5% (w/v) Magermilch in TBS-T
Bradford-Losung 8,5% (v/v) Ortho-Phosphorsdure
4,75% (v/v) Ethanol

0,01% (w/v) Coomassie Brilliant Blue G-250

filtriert mittels Filterpapier
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Coomassie-Losung 50% (v/v) Methanol
7% (v/v) Essigséure
0,2% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250

DEPC-Wasser 0,1% (v/v) DEPC in aqua bidest.
tiber Nacht bei 37°C inkubiert, autoklaviert

DNA-Ladepuffer 6 x 40% (w/v) Saccharose
0,2% (w/v) Bromphenolblau
0,2% (w/v) Xylencyanol
10 mM EDTA pH 8,0

DNA-Lysepuffer 50 mM Tris pH 8,0
100 mM EDTA pH 8,0
100 mM NacCl
0,5% (w/v) SDS

Elutionspuffer 62,5 mM Tris pH 6,8
2% (w/v) SDS
100 mM B-Mercaptoethanol

Entfarbungslosung 5% (v/v) Methanol
7% (v/v) Essigséure
HBS 2 x 280 mM NacCl
1,5 mM NazHPO4
50 mM HEPES

mit NaOH auf einen pH von 7,00 eingestellt, steril filtriert

Histo-Fixierlosung 2% (w/v) Paraformaldehyd
0,25% (v/v) Glutardialdehyd
1 mM MgCl,
mit PBS pH 5,5 angesetzt

Hybridisierungspuffer 200 mM NacCl
100 mM HEPES (pH 7,4)

Kinasepufter 50 mM Tris pH 7,4
10 mM MgCl,
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I mM DTT

10 mM NayP,04
100 mM NaF

2 mM NazVOq,

Mowiol-Losung 13,3% (w/v) Mowiol 4-88
33,3% (v/v) Glycerin
0,13 M Tris pH 8,5

Natriumphosphatpuffer 1 M 240 ml einer 1 M Na,HPO,
mit ca. 10 ml einer 1 M NaH,PO, auf pH 8,0 eingestellt

NP40-Lysepuffer 150 mM NacCl
1% (v/v) NP40
50 mM Tris pH 8
10 mM NayP,04
100 mM NaF
2 mM Na3;VOq
Proteaseinhibitorcocktail und gegebenenfalls Phosphata-

seinhibitorcocktail I (1:100, Sigma) frisch dazugegeben

PBS 137 mM NacCl
2,7 mM KCI
10,1 mM Na,HPO;
1,76 mM KH,PO4

autoklaviert

PI-FACS-Puffer 38 mM Natriumcitrat
54 uM Propidiumiodid
24 ng/ml RNase A (DNase-inaktiviert, Roche)

Sammelgel 4% 4% (v/v) Acrylamid/Bisacrylamid
125 mM Tris-HCI pH 6,8
0,1% (w/v) SDS
0,1% (w/v) APS
0,1% (v/v) TEMED
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SA-B-Gal-Farbelosung

SA-B-Gal-Histofarbelosung

SDS-Laufpuffer

SDS-Probenpuffer 3 x

STET-Puffer

TAE-Puffer

TBS-T

TNN-Lysepuffer

0,1% (w/v) X-Gal (zunichst als 4% in DMF gelodst)
0,12 mM K;3Fe(CN)g

0,12 mM K4Fe(CN)s

1 mM MgCl,

mit PBS pH 6,0 angesetzt

0,1% (w/v) X-Gal (zunichst als 4% in DMF gelost)
5 mM K;3Fe(CN)g

5 mM K4Fe(CN)g

1 mM MgCl,

mit PBS pH 5,5 angesetzt

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

187,5 mM Tris pH 6,8

30% (v/v) Glycerin

6% (w/v) SDS

0,03% (w/v) Bromphenolblau
2 M B-Mercaptoethanol

8% (w/v) Saccharose

50 mM EDTA

50 mM Tris pH 8,0

autoklaviert, danach 0,5% (v/v) Triton X-100 zugegeben

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

25 mM Tris pH 7,4 (mit HCI eingestellt)
140 mM NaCl
0,2% Tween-20

50 mM Tris-HCI pH 7,4
120 mM NaCl
5 mM EDTA
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Transferpufter

Trenngel 10 - 15%

Triton-Extraktionspuffer

Trypanblaulosung

Trypsinlosung

Ubi-Lysepuffer

0,5% NP40

10 mM NayP,04

100 mM NaF

2 mM Naz;VOy,

Proteaseinhibitorcocktail und gegebenenfalls Phosphata-

seinhibitorcocktail I (1:100, Sigma) frisch dazugegeben

15% (v/v) Methanol
25 mM Tris

150 mM Glycin
0,01% SDS

10 - 15% (v/v) Acrylamid/Bisacrylamid
375 mM Tris-HCI pH 8,8

0,1% (w/v) SDS

0,1% (w/v) APS

0,1% (v/v) TEMED

0,5% (v/v) Triton X-100

2 mM PMSF

0,02% NaNj3

in PBS hergestellt, Proteaseinhibitorcocktail und Phospha-
taseinhibitorcocktail 1 (Sigma) 1:100 frisch dazugegeben

0,75% (w/v) Trypanblau in PBS
durch Filterpapier filtriert

0,25% Trypsin

5 mM EDTA

22,3 mM Tris pH 7,4 (mit HCI eingestellt)
125 mM NaCl

6 M Guanidiniumhydrochlorid

0,1 M Natriumphosphatpuffer pH 8,0
10 mM Imidazol

250 mM NaCl

0,4% (v/v) Tween-20
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Proteaseinhibitorcocktail (1:100, Sigma), Phosphatase-
inhibitorcocktail 1 (1:100, Sigma), NEM (20 mM) und
MG-132 (20 uM) frisch dazugegeben

Ubi-Waschpufter 25 mM Tris-HCI pH 6,8
20 mM Imidazol

2.7 Proben aus primaren Neuroblastomen

Die verwendeten Proteinlysate aus primédren Neuroblastomen wurden freundlicherweise
von Holger Christiansen und Bernd Berwanger zur Verfiigung gestellt. Der Gewebe-
Microarray von primdren Neuroblastomen wurde freundlicherweise von Angelika Eg-

gert und Johannes Schulte (Kinderklinik Essen) zur Verfligung gestellt.

2.8 Gebrauchsmaterialien

Gebrauchsmaterialien, wie z.B. Reaktionsgefidle oder Zellkulturschalen wurden von

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

2.9 Gerate, Membranen und Filme

Durchflusszytometer FACSCalibur (BD Biosciences)

Filterpapier Gel-Blotting Papier (Schleicher und Schuell)
Fluoreszenzmikroskop DMLB (Leica)

Microarray-Lesegerét ScanArray Express (Perkin Elmer)
Mikroskop Axiovert25 (Zeiss)

PCR-Gerit Mastercycler epgradient S (Eppendorf)
Photometer NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific)

Ultrospec 2000 (Pharmacia Biotech)

PVDF-Membran Immobilon-P PVDF Transfer Membrane (Millipore)
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qRT-PCR-Gerit
Rontgenfilm
Schiittelinkubator
SDS-PAGE-Apparatur
Sonifiziergerét
Sterilarbeitsbank
UV-Tisch

Western Blot-Apparatur
Zellkulturinkubator

Zentrifugen

Mx3000P (Stratagene)

ECL Hyperfilm (Amersham)

Model G25 (New Brunswick Scientific)
Minigel (Bio-Rad)

W-250 D (Heinemann)

HeraSafe (Heraeus)

Transilluminator (Bio-Rad)

SD Apparatur (Harnischmacher)

BBD 6220 (Heraeus)

Sorvall RC-5B Zentrifuge (DuPont Instruments)
Zentrifuge 5417R (Eppendorf)
Megafuge 1.0 R mit Cytospin-Einsitzen (Heraeus)

50



Methoden

3 Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Transformation von kompetenten Bakterien mit Plasmid-DNA und

Plasmidamplifikation

Chemisch kompetente Escherichia coli-Bakterien des Stammes DHS5o wurden auf Eis
aufgetaut und 100 ul mit 1 pg der zu transformierenden aufgereinigten Plasmid-DNA
bzw. dem Ligationsansatz (max. 10 ul) vorsichtig gemischt, 20 Minuten auf Eis inku-
biert und eine Hitzeschock fiir 90 Sekunden bei 42°C durchgefiihrt. Nach einer zweimi-
niitigen Inkubation auf Eis wurde 1 ml LB-Medium hinzugegeben und die Bakterien 45
Minuten bei 37°C geschiittelt. Bei der Transformation eines Ligationsansatzes wurden
die Bakterien kurz zentrifugiert und der Zellriickstand in 50 pl resuspendiert und auf
einer Schale mit LB-Amp-Agar ausgestrichen, im Fall von aufgereinigter Plasmid-DNA
wurden 50 pl der urspriinglichen Bakteriensuspension verwendet. Diese Schalen wur-
den iiber Nacht bei 37°C iiber Kopf inkubiert. Die gewachsenen Bakterienkolonien
wurden am nichsten Tag in ein Reagenzglas mit 5 ml LB-Amp-Medium {iberfiihrt und
diese iiber Nacht (fiir Mini-Priparation) bzw. nach 8 Stunden in einen Kolben mit 200

ml LB-Amp-Medium iiberfiihrt und anschlie8end iiber Nacht bei 37°C geschiittelt.

3.1.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

Fiir eine Maxi-Préparation (Isolation groerer Mengen des Plasmides nach Amplifi-
kation) wurden 200 ml der Ubernachtkultur entsprechend den Angaben des Herstellers
(JETSTAR 2.0 Plasmid Purification Maxi Kit, Genomed) weiter verarbeitet. Das aufge-
reinigte Plasmid wurde schlieflich in aqua bidest. gelost, nach einer Konzentrations-

bestimmung auf 1 pg/pl verdiinnt und bei -20°C gelagert.

Fiir eine Isolation kleinerer Mengen des Plasmides (Mini-Praparation) wurden 1,5 ml
der 5 ml-Ubernachtkultur in ein ReaktionsgefdB iiberfiihrt, kurz zentrifugiert (I min,
2500 x g), der Zellriickstand in 100 ul STET-Puffer resuspendiert und fiinf Minuten bei
95°C inkubiert. Nach einer Zentrifugation (5 min, 18.000 x g, 4°C) wurde der Zellriick-

stand entfernt und zu der zuriickgebliebenen Losung 100 pl Isopropanol gegeben, der
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Ansatz gemischt und zentrifugiert (5 min, 18.000 x g, 4°C). Der Riickstand wurde mit
70% Ethanol gewaschen, getrocknet und anschlieend in 30 ul aqua bidest. gelost.

3.1.3 Isolierung von genomischer DNA aus Mausproben

Zur Isolation genomischer DNA wurde Mausgewebe (z.B. 1 cm des Mausschwanzes flir
eine Genotypsierung) mit 750 ul DNA-Lysepuffer und 50 pl Proteinase K (10 pg/pl,
Roche) bzw. ca. 10° Einzelzellen (z.B. isolierten Thymozyten) mit 500 pul DNA-
Lysepuffer und 5 pl Proteinase K iiber Nacht bei 56°C inkubiert. Nach Zentrifugation
(30 min, 18.000 x g) wurde der Uberstand in ein neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt, mit
einem gleichen Volumen eines Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-Gemisches (Ver-
hiltnis 25:24:1) durch Invertieren gemischt und erneut zentrifugiert (2 min, 18.000 x g).
Nach Uberfiihren der oberen, wissrigen Phase in ein neues ReaktionsgefiBl wurde ein
gleiches Volumen Isopropanol hinzugegeben und die DNA durch Zentrifugation (20
min, 18.000 x g, 4°C) prézipitiert. Nach dem Waschen mit 70% Ethanol wurde die DNA
getrocknet, in 100 pl aqua bidest. gelost (10 min, 56°C) und bei 4°C gelagert.

3.1.4 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten

Zur Analyse der Fragmentgréf3e nach einer Restriktion oder zur Trennung unterschiedli-
cher DNA-Fragmente wurde je nach erwarteter FragmentgroBe ein Losung von 1-2%
(w/v) Agarose in TAE-Puffer hergestellt, aufgekocht, mit 0,3 pg/ml Ethidiumbromid
versetzt und in einen Geltridger mit Gelkamm gegossen. Die DNA-Ldsung wurde mit
einem Fiinftel des 6 x DNA-Ladepuffers gemischt und in die Geltaschen des ausgehir-
teten Agarosegels aufgetragen. Zum GroBenvergleich wurden 3 ul eines DNA-
GroBenstandards aufgetragen (1kb DNA ladder, 0,5 pg/ul, Gibco) Eine Auftrennung
erfolgte in TAE-Puffer bei 120 V fiir eine Stunde. Die DNA wurde durch Interkalation
des Ethidiumbromids unter UV-Anregung bei 254 nm sichtbar gemacht.

3.1.5 DNA-Extraktion aus einem Agarosegel

Eine Extraktion von DNA-Fragmenten aus dem Agarosegel wurde mit Hilfe des Gel

Extraction Kit (Qiagen) nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt.
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3.1.6 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Zur Bestimmung der Konzentration von DNA oder RNA wurde die Absorption bei 260
nm von 1,5 ul der Probe am Photometer durchgefiihrt. Dabei entspricht eine Extinktion
von 1 bei doppelstrangiger DNA einer Konzentration von 50 pg/ml, bei einzelstrangiger
RNA 40 pg/ml. Das Verhiltnis der Extinktion von 260 nm zu 280 nm sollte dabei fiir
kontaminationsfreie DNA bei 1,8 liegen, fiir RNA bei 2,0.

3.1.7 Sequenzspezifische Hydrolyse von DNA (Restriktion)

Zur sequenzspezifischen Hydrolyse von DNA wurden Restriktionsendonukleasen (In-
vitrogen oder Fermentas) mit den vom Hersteller empfohlenen Mengen und Reaktions-
puffern (Invitrogen oder Fermentas). Es wurde dabei im Allgemeinen (mit Ausnahme
der priparativen Herstellung groBer Mengen fragmentierter DNA) der folgende Ansatz

verwendet und ein bis zwei Stunden bei 37°C inkubiert.

Restriktionsansatz: 1 pg DNA
5 U Restriktionsendonuklease 1
5 U Restriktionsendonuklease 2 (gegebenenfalls)
1,5 pul 10 x Reaktionspuffer
1 ul RNase A (10 mg/ml, Roche, bei DNA aus Mini-Préiparation)
ad 15 pl aqua bidest.

3.1.8 Hybridisierung von Einzelstrang-DNA

Einzelstrang-DNA-Oligonukleotide wurden fiir die Herstellung der shRNA-Vektoren
vor der Ligation in sequenzspezifisch hydrolysierte Expressionsplasmide zundchst
hybridisiert. Dies erfolgte in einem Hybridisierungsansatz durch Erhitzen auf 95°C fiir

10 Minuten und ein langsames Abkiihlen bis auf Raumtemperatur.

Hybridisierungsansatz: 150 pmol Oligonukleotid 1
150 pmol Oligonukleotid 2
25 ul Hybridisierungspuffer
ad 50 pl aqua bidest.
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3.1.9 Ligation von DNA-Fragmenten

Zur kovalenten Verkniipfung von DNA-Fragmenten in ein linearisiertes Plasmid (Liga-
tion) wurde im Fall der Ligation von hybridisierten Oligonukleotiden ein 240-facher
molarer Uberschuss, im Fall von einem groBeren DNA-Fragment ein dreifacher molarer
Uberschuss im Vergleich zum Plasmid gewihlt. Der Ligationsansatz wurde 12 bis 16

Stunden bei 16°C inkubiert.

Ligationsansatz: 100 ng linearisiertes Plasmid (ca. 0,025 pmol)
x ng DNA-Fragment
0,5 ul T4 DNA-Ligase (New England Biolabs)
0,5 ul T4 DNA-Ligasepuffer (New England Biolabs)
ad 5 pl aqua bidest.

3.1.10 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Eine Polymerase-Kettenreaktion zur sequenzspezifischen Amplifikation eines DNA-
Abschnittes wurde vor allem fiir vier verschiedene Aufgaben eingesetzt: zur Genotypi-
sierung von Mdusen (genomische PCR), zur Amplifikation einer kodierenden Sequenz
(CDS) eines Gens aus einem Plasmid fiir die Herstellung von Expressionsvektoren
(CDS-PCR), zur zielgerichteten Mutagese (Mutagenese-PCR) oder zur quantitativen
Bestimmung von mRNA-Mengen durch cDNA-Amplifikation (QRT-PCR, Abschnitt
3.1.13). Im Folgenden wird ein fiir jeden PCR-Typ tblicher Ansatz und das Tempera-
turprofil angegeben. Bei der Mutagenese-PCR wurde im Anschluss zur Hydrolyse des
nicht-mutierten Ausgangsplasmides 1 ul Dpnl (1 U/ul) fiir eine Stunde bei 37°C hinzu-
gegeben.

Tabelle 3: Ubersicht iiber die verwendeten PCR-Programme.

Genomische PCR CDS-PCR Mutagenese-PCR
DNA 3ul 1 ul (1 ng/pl) 1 pl (10 ng/pl)
Primer fwd (10 pmol/pl) 5l 1ul 125 ng
Primer rev (10 pmol/pl) 5l 1 pl 125 ng
dNTPs (10 mM, Roth) 1ul 1ul 1ul
Polymerasepuffer 10x 5 ul (Sigma) 5 pl (mit MgSOQO,, 5 ul (Stratagene)
Fermentas)
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Sonstiges 3 pl Quik solution
(Stratagene)
Polymerase (2,5 U/pl) 2,5 yl (RedTag™, Sigma) 1 ul (Pfu, Fermentas) 1 yl (Pfu Turbo,
Stratagene)
aqua bidest. ad 50 pl ad 50 pl ad 50 pl
Initiale Denaturierung 94°C 5 min 95°C 2 min 95°C 1 min
Zyklen 30 x 30 x 18 x
Denaturierung 94°C 30 sec 95°C 1 min 95°C 50 sec
Anlagerung 60°C 30 sec 55°C 1 min 60°C 50 sec
Verlangerung 72°C 30 sec 72°C 5 min 68°C 7 min
Terminale Verlangerung 72°C 5 min 72°C 5 min 68°C 7 min

3.1.11 RNA-Isolation

Zur Isolation von Gesamt-RNA von adhidrenten Zellen wurden die Zellen zunichst mit
kaltem PBS gewaschen und anschlieend mit 1 ml kaltem PBS und einem Zellschaber
abgeschabt. Nach einer Zentrifugation (400 x g, 5 min) wurde der Zellriickstand in 1 ml
TRIzol® (Invitrogen) resuspendiert. Nach fiinf Minuten wurden 200 pul Chloroform zu-
gegeben und intensiv gemischt. Nach drei Minuten wurden die Proben zentrifugiert (10
min, 18.000 x g, 4°C). Die wissrige, farblose, obere Phase wurde in ein neues Reakti-
onsgefal} tiberfiihrt und mit 500 pl Isopropanol und 20 pg Glykogen (Fermentas) ge-
mischt und mindestens 15 Minuten zur Fillung auf Eis gestellt. Nach Zentrifugation (10
min, 18.000 x g, 4°C) wurde der Riickstand mit 75% Ethanol in DEPC-Wasser gewa-
schen, getrocknet und in 20 ul DEPC-Wasser gelost. AnschlieBend wurde die RNA-
Konzentration bestimmt und gegebenenfalls ein Teil der RNA fiir eine cDNA-Synthese
verwendet. Eine Lagerung der RNA erfolgte nach Fillung mit 2,5 Volumenteilen Etha-
nol abs. und 10% (v/v) Natriumacetat (3 M, pH 4,9) bei -80°C.

3.1.12 cDNA-Synthese

Zur Analyse der mRNA-Mengen musste zundchst die mRNA durch eine reverse
Transkriptase mit Hilfe von Zufallshexanukleotid-Primern in eine komplementire DNA
(cDNA) umgeschrieben werden. Dafiir wurden 2 pg Gesamt-RNA mit DEPC-Wasser
auf ein Volumen von 10 pl verdiinnt, eine Minute bei 65°C inkubiert und sofort auf Eis

gestellt, um Sekundérstrukturen aufzuldsen. Danach wurde der Reaktionsansatz pipet-
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tiert und anschlieBend 10 Minuten bei Raumtemperatur, 50 Minuten bei 37°C und 15
Minuten bei 70°C inkubiert. Eine Lagerung der cDNA erfolgte bei -20°C.

cDNA-Syntheseansatz: 10 pl RNA-Losung (mit 2 pg RNA in DEPC-Wasser)
10 pul 5 x First Strand Buffer (Invitrogen)
5 ul DTT (0,1 M, Invitrogen)
5 ul dNTPs (2,5 mM, Roth)
2 ul Random Primer p(dN)g (2 mg/ml, Roche)
0,2 ul RNasin® Plus (Promega)
1 pl M-MLYV reverse Transkriptase (200 U/ul, Invitrogen)

3.1.13 Quantitative reverse Trankriptase-PCR (qRT-PCR)

Fiir die quantitative Bestimmung der mRNA-Mengen wurde die durch eine reverse
Transkriptase (RT) synthetisierte cDNA in einer Echtzeit-PCR (real-time PCR) amplifi-
ziert. Dabei wurde zundchst ein PCR-Reaktionsansatz fiir alle Proben gemischt und

vorgelegt und im Anschluss 1 pl der cDNA dazupipettiert.

PCR-Reaktionsansatz: 2,5 ul MoBiTaqg-K polymerase reaction buffer (MoBiTec)
0,5 ul dANTPs (10 mM, Roth)
1 pl Primer fwd (10 pmol/ul)
1 pl Primer rev (10 pmol/ul)
0,1 ul MoBiTag-K polymerase (MoBiTec)
2.5 ul SYBR Green I-Losung (1:5000, Roche)
ad 24 ul aqua bidest.

PCR-Temperaturprofil: ~ 95°C 5min
40 Zyklen mit 96°C 30 sec, 60°C 50 sec, 72°C 30 sec

Die Quantifizierung erfolgte durch eine adaptive Grundlinie und einen amplifikations-
basierten Schwellenwert. Die relativen mRNA-Mengen wurden unter Annahme einer
Amplifikationseffizienz von 1 unter Verwendung der relativen Cr-Methode (Applied
Biosystems User Bulletin #2) berechnet. Die Gene RPS/4 und/oder B2M dienten fiir
humane Zellen als Normalisierung, die Gene Rps/6 und Actb fiir murine Zellen. Dabei

wurden die Messungen in Duplikaten oder Triplikaten durchgefiihrt, wobei fiir Triplika-
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te eine Standardabweichung nach dem Gauf3schen Fehlerfortpflanzungsgesetz berechnet

wurde.

3.1.14 cDNA-Microarray

Der cDNA-Microarray wurde von der Microarray-Serviceeinheit des IMT (Michael
Krause und Sigrid Bischofsberger) durchgefiihrt. Dabei wurden von jeder Probe 1,5 pg
Gesamt-RNA fiir eine Prdamplifikation verwendet. Die indirekt fluoreszenzmarkierte
cDNA wurde aus 2 pg praamplifizierter RNA unter Verwendung von Oligo-dT-Primern
durch CyScript™ reverse Transkriptase in Gegenwart von Aminoallyl-dUTP und einer
anschlieBende Inkubation mit Cy3- oder Cy5-NHS-Estern hergestellt (Amersham CySc-
ribe™ Post-Labelling Kit). Die Hybridisierung erfolgte auf einem in unserem Institut
hergestellten Chip fiir 11552 humane Genabschnitte (F-Chip). Zum Ausschluss farb-
stoffspezifischer Signale wurden die Probe der AURKA-shRNA fiir den ersten Chip mit
Cy3 markiert (die Probe der Kontroll-shRNA mit Cy5), bei einem zweiten Chip dage-
gen mit CyS5 (Kontroll-shRNA: Cy3). Zusétzlich zu dieser Farbumdrehung (flip colour)
wurde jeder der beiden Chips in Duplikaten durchgefiihrt (Sandwich-Verfahren). Des
Weiteren erfolgte die Hybridisierung sowohl fiir AURKA-sh-1 als auch fiir AURKA-sh-2
(jeweils mit Kontroll-sh-1). Es wurden somit insgesamt acht Hybridisierungen durchge-
fiihrt. Die statistische Auswertung der Rohdaten wurde von Birgit Samans durchgefiihrt.
Dabei wurde in einem M/A-Diagramm anhand der Streuungsparameter ein Schwellen-
wert fiir den A-Wert (Signalintensitit) und den M-Wert (log, der Expressionsdifferenz)
festgelegt.

3.2 Zellbiologische Methoden

3.2.1 Auftauen von Zellen

Die tiefgefrorenen Zellen eines Kryogefales wurden im Wasserbad bei 37°C schnell
aufgetaut, in 10 ml kaltes Medium transferiert und anschlieend zentrifugiert (5 min,
400 x g, 4°C). Der Zellriickstand wurde dann mit kaltem Medium resuspendiert und in
eine Zellkulturschale gegeben. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in Allgemeinen auf

10 cm-Zellkulturschalen bei 37°C, 5% CO, und 95% relativer Luftfeuchtigkeit.
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3.2.2 Passagieren von Zellen und Serumentzug

Die Zellen wurden kurz vor dem Erreichen einer vollstindigen Bedeckung der Oberflé-
che (Konfluenz) passagiert. Dazu wurde das Medium griindlich abgesaugt und 1 ml
warme Trypsinlosung auf die Zellen gegeben. Sobald die Zellen sich abzuldsen began-
nen, wurden die restlichen Zellen auf mechanischen Wege (durch Klopfen der Schale)
abgel0st, die Aktivitdt von Trypsin durch Zugabe von (serumhaltigen) Medium gestoppt
und die Zellen zur Vereinzelung mehrmals auf- und abpipettiert. Im Anschluss wurde
ein bestimmter Teil der Zellen auf eine neue Schale gegeben, im Fall von Versuchen
nach einer Bestimmung der Zellzahl mit Hilfe einer Neubauer-Zéhlkammer. Bei einem
Serumentzug wurden die Zellen zundchst mit PBS gewaschen und anschlieBend mit
Medium ohne Serum 24 Stunden lang kultiviert, um einen GO-Arrest aller Zellen zu
erreichen. Eine anschlieende Serumstimulation erfolgte durch Mediumwechsel mit

normalem Medium (mit 10% FBS).

3.2.3 Einfrieren von Zellen

Zum Einfrieren wurden die Zellen wie bereits beschrieben mit Trypsinlosung abgelost
und resuspendiert. Anschliefend wurden sie zentrifugiert (5 min, 400 x g, 4°C) und der
Zellriickstand mit 2 ml kaltem Einfriermedium resuspendiert und auf zwei Kryogefifle
verteilt. Diese wurden sofort auf Eis und kurze Zeit spiter fiir eine Stunde bei -20°C
gelagert. Danach wurden die Kryogefifle einen Tag bis mehrere Wochen bei -80°C ge-
lagert und schlieBlich in einen Tank mit fliissigen Stickstoff tiberfiihrt.

3.2.4 Transfektion von siRNA in Saugerzellen

Eine Transfektion von synthetischen siRNAs (Dharmacon) wurde unter Verwendung
des Lipidtransfektionsreagenz Lipofectamine™ RNAiIMAX (Invitrogen). Dazu wurden
die Zellen zundchst 24 Stunden vor Transfektion auf 6 cm-Schalen in Medium ohne
Antibiotika (jedoch mit 10% FBS) ausplattiert. Zur Transfektion wurden einerseits 4 pl
siRNA (20 uM) mit Opti-MEM I (Invitrogen) auf 400 pl verdiinnt und fiinf Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Andererseits wurden 10 pl des Lipofectamine™ RNAIMAX
ebenfalls mit OptiMEM auf 400 pl verdiinnt und fiinf Minuten inkubiert. Beide Losun-

gen wurden anschlieBend gemischt und weitere 20 Minuten bei Raumtemperatur inku-
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biert. SchlieBlich wurde das Medium der Zellen abgesaugt und 3,2 ml neues Medium
(ohne Antibiotika) zugegeben und die 800 pl Transfektionsmix zugetropft. Damit wurde
die Transfektion mit einer Endkonzentration von 20 nM siRNA und 0,25% Lipofecta-
mine in 4 ml Gesamtvolumen durchgefiihrt. Nach 24 Stunden wurde ein Mediumwech-

sel der Zellen vorgenommen.

3.2.5 Transfektion von Plasmid-DNA in Saugerzellen

Eine Transfektion von Plasmid-DNA in Séugerzellen wurde durch Komplexierung mit
Kalziumphosphat erreicht. Dazu wurden die Zellen 24 Stunden vor Transfektion in einer
geeigneten Zellzahl auf Zellkulturschalen ausplattiert. Bei Zelllinien, die in RPMI-
1640-Medium wachsen wurde zudem eine Stunde vor Transfektion ein Waschschritt mit
PBS und ein Mediumwechsel mit DMEM-Medium vorgenommen, da eine Kalzi-
umphosphattransfektion in RPMI-1640-Medium nicht mdglich ist. Kurz vor der Trans-
fektion wurden pro Ansatz 500 pul einer DNA-Kaliumchlorid-Mischung angesetzt. Diese
wurde unter sterilen Bedingungen auf 500 pl 2 x HBS getropft, wobei eine gleichzeitige
intensive Durchmischung und Luftzufuhr durch das Einblasen von Luft mittels einer
Pasteurpipette erfolgte. Unmittelbar darauf wurde dieses Kaliumphosphatgemisch
gleichméBig auf die Zellen getropft. SchlieBlich wurden die Zellen 12 bis 16 Stunden im
Inkubator inkubiert (iiber Nacht). AnschlieBend wurden sie einmal mit PBS gewaschen

und erhielten wieder das fiir die Zelllinie verwendete Zellkulturmedium.

DNA-Kalziumchlorid-Mischung: 40 ul (oder 20 ul) Plasmid-DNA (1 pg/ul)
50 pl CaCl, (2,5 M)
ad 500 pl aqua bidest.

Bei transienten (voriibergehende) Transfektionen wurden die Zellen meist 48 Stunden
nach Transfektion eine weitere Analyse, z.B. Proteinisolation, verwendet. Fiir eine stabi-
lie Transfektion wurde ein Plasmid mit einem Zytostatika-Resistenzgen verwendet. Dies
erlaubt eine Selektion von Zellen, die das Plasmid permanent in das Genom integrieren
konnten und somit auch mit replizieren. Eine Selektion wurde 24 bis 48 Stunden nach
Transfektion begonnen. Der Zeitpunkt der abgeschlossenen Selektion wurde durch Ver-
gleich mit einer Schale nicht transfizierter Zellen identifiziert. Es wurden schlieBlich
entweder alle {iberlebenden Zellen verwendet, oder einzelne Zellklone ausgewihlt, wel-

che urspriinglich von einer erfolgreich transfizierten Zelle abstammen. Dazu wurden
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diese Zellklone mit Hilfe eines Klonierungsringes selektiv mit Trypsinldsung abgelost

und getrennt weiter kultiviert.

3.2.6 Stabile retrovirale Infektion

Eine Infektion von Plasmid-DNA durch eine retrovirale Infektion bietet eine hocheffi-
ziente Methode, eine genomische Integration der Plasmid-DNA und somit eine stabile
Expression zu erreichen. Die Verwendung des Moloney Murine Leukaemia Virus (Mo-
MuLV) setzt jedoch Maus- bzw. Rattenzellen oder Zellen mit dem murinen ekotrophen
Rezeptor fiir eine Infektion voraus. Daher wurden die zu infizierenden Zelllinien zu-
ndchst stabil mit Expressionsvektoren flir den ekotrophen Rezeptor und einer Hygromy-

cin- oder Neomycin-Resistenzkassette transfiziert werden.

Zur Herstellung rekombinanter Retroviren wurde die Verpackungszelllinie Phoenix-Eco
(PHX) verwendet, welche von der 293T-Zelllinie abstammt, einer mit E1A und T-
Antigen transformierten humanen embryonalen Nierenzelllinie (urpriinglich HEK293).
Diese exprimieren die viralen Genbereiche gag, env und pol unter Verwendung der Re-
sistenz gegen Hygromycin und Diphteria-Toxin. Diese Zellen wurden 24 Stunden vor
Transfektion in einer Zelldichte von 4 Millionen pro 10 cm-Schale ausplattiert. Nach
einer Transfektion der PHX-Zellen mit retroviralen Expressionsvektoren (z.B. pBABE,
pWZL oder pRETRO-SUPER) produzieren diese Zellen rekombinante Retroviren, die
in den Zellkulturiiberstand abgegeben werden. Es erfolgte 15 Stunden nach der Trans-
fektion ein Mediumwechsel mit 7 ml Medium. Der erste Virusiiberstand wurde 48 Stun-
den nach Transfektion abgenommen, in ein 15 ml-Reaktionsgefdl {iberfiihrt, zentrifu-
giert (5 min, 400 x g, 4°C), der Uberstand in ein 15 ml-ReaktionsgefiB iiberfiihrt und
mittels fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. Den Zellen wurde
wieder 7 ml frisches Medium zugegeben und nach weiteren 18 Stunden ein zweiter Vi-

rusiiberstand abgenommen und die Zellen anschlieBend verworfen.

Zur Infektion von Zellen mit den rekombinanten Retroviren wurden die Zellen 24 Stun-
den vor Infektion auf eine 10 cm-Schale ausplattiert. Der tiefgefrorene Virusiiberstand
wurde dann bei 37°C schnell aufgetaut und jeweils 3 ml Virusiiberstand mit 2 ml fri-
schem Medium fiir die Zellen sowie 4 pg/ml Polybrene (Hexadimethrinbromid, Sigma)
gemischt. Anschlieend wurde das Medium der Zellen abgenommen und die 5 ml In-

fektionsgemisch auf die Zellen gegeben. Nach einer Inkubation von 12 bis 16 Stunden
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wurden weitere 5 ml Medium zugegeben. Eine Selektion erfolgreich infizierter Zellen
mit entsprechenden Zytostatika erfolgte nach 24 bis 48 Stunden. Der Zeitpunkt der ab-
geschlossenen Selektion wurde durch Vergleich mit einer Schale nicht infizierter Zellen

identifiziert.

3.2.7 Wachstumskurve

Fiir eine Wachstumskurve wurden Zellen mit identischer Zellzahl ausplattiert und an-
schlieBend eine stabile retrovirale Infektion durchgefiihrt. Nach Abschluss der Selektion
wurde die Zahl lebender Zellen an mehrere aufeinanderfolgenden Tagen bestimmt. Da-
zu wurden pro Bedingung jeweils drei Schalen verwendet, die Zellen mittels Trypsinlo-
sung wie beim Passagieren abgeldst und ein gleiches Volumen der resuspendierten Zel-
len mit einer Trypanblauldsung gemischt. Dieser Farbstoff bindet an Zellproteine und
kann lediglich bei toten Zellen in die Zellen gelangen. Daher erscheinen lebende Zellen
im Mikroskop hell, tote Zellen dagegen blau. Die Zellzahl lebender Zellen wurde hier-
bei mit einer Neubauer-Zdhlkammer fiir drei Schalen pro Bedingung bestimmt und der

Mittelwert dieser drei Werte sowie die Standardabweichung graphisch dargestellt.

3.2.8 Propidiumiodid-Durchflusszytometrie (PI-FACS)

Die Durchflusszytometrie (fluorescence-activated cell sorting, FACS) basiert auf der
Laser-vermittelten Anregung fluoreszierender Farbstoffe und der Messung der Farb-
stoffintensitit einzelner Zellen, die dann auch zum Sortieren der Zellen verwendet wer-
den kann. Zur Zellzyklusanalyse eignet sich die Bestimmung des DNA-Gehalts der Zel-
len durch Interkalation mit einem fluoreszierenden, interkalierenden Farbstoffs, wie z.B.
Propidiumiodid. Der DNA-Gehalt ldsst hierbei eine Unterscheidung der Zellzykluspha-
sen G1/GO (DNA-Gehalt 2N), S (> 2N, < 4N) und G2/M (4N) zu. Dariiber hinaus kon-
nen polyploide Zellen (> 4N), sowie apoptotische Zellen (,,sub-G1*, < 2N) identifiziert

werden.

Von den zu untersuchenden Zellen wurde das Medium in ein Reaktionsgefal3 liberfiihrt,
die Zellen mittels Trypsinlosung abgelost, mit dem Zellkulturiiberstand resuspendiert
und zentrifugiert (5 min, 400 x g, 4°C). Der Zellriickstand wurde mit PBS gewaschen

und anschliefend in 1 ml kaltem PBS resuspendiert und in ein 15 ml-Polystyrol-
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Reaktionsgefdll mit 4 ml eiskaltem Ethanol abs. unter intensivem Vortexen zugetropft.
Die Ethanol-fixierten Zellen wurden mindestens iiber Nacht (aber gegebenenfalls meh-

rere Wochen) bei -20°C gelagert.

Am Tag der FACS-Messung wurden die Zellen zentrifugiert (10 min, 400 x g, 4°C), mit
kaltem PBS gewaschen und in 1 ml PBS resuspendiert. Nach einer Zellzdhlung mittels
Neubauer-Kammer wurden 10° Zellen von jeder Probe in ein 1,5 ml-Reaktionsgefil
tiberfithrt und zentrifugiert (5 min, 400 x g, 4°C). Der Zellriickstand wurde dann in 400
ul PI-FACS-Puffer resuspendiert und 30 Minuten bei 37°C im Dunkeln inkubiert. Nach
einem Transfer in FACS-Reaktionsgefdfle wurde die Messung bei 488 nm Anregungs-
wellenldnge und mit einem 585 + 21 nm Bandpassfilter (Detektor FL2) fiir Propidiumi-
odid (Emission 617 nm) gemessen. Ein Ausschluss von Zellaggregaten erfolgte durch
Ausgrenzen hoher Signalweite bei der Auswertung. Die Auswertung apoptotischer Zel-
len erfolgte mit dem Programm CellQuest Pro (BD Biosciences). Zur Analyse der Zell-
zyklusverteilung wurde das Programm ModFit LT (Verity Software) verwendet.

3.2.9 Oberflachenantigen-Durchflusszytometrie (CD-FACS)

Zur Bestimmung der Expression von Oberflichenantigenen (cluster of differentiation,
CD) wurden lebende Zellen in einer Zellsuspension verwendet. Nach einer Zellzahl-
bestimmtung wurden 10° Zellen in ein 1,5 ml-Reaktionsgefi gegeben und mit PBS auf
ein Volumen von 100 pl verdiinnt. Dazu wurde zunéchst 0,5 pl eines Fc-Blockers
(CD16/CD32-Antikdrper) gegeben, um Fc-Rezeptoren auf der Oberflédche der Leukozy-
ten zu blockieren. AnschlieBend wurde 1 pl eines FITC-konjugierten Antikorpers (z.B.
CD8 oder B220, 0,2 — 0,5 pg/ul) und 1 pl eines PE-konjugierten Antikdrpers (z.B. CD4
oder CD3, 0,2 — 0,5 png/ul) zugegeben und der Ansatz eine Stunde bei 4°C im Dunkeln
inkubiert. Anschlieend wurden die Zellen zentrifugiert (3 min, 500 x g, 4°C), mit 750
ul kaltem PBS gewaschen und schlie8lich in 250 pl kaltem PBS resuspendiert und bei
488 nm Anregungswellenlinge und mit einem 530 + 15 nm Bandpassfilter (Detektor
FL1) fiir FITC sowie einem 585 + 21 nm Bandpassfilter (Detektor FL2) fiir PE gemes-

sen. Die Auswertung erfolgte mit der Software CellQuest Pro (BD Biosciences).
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3.2.10 Kiristallviolettfarbung von Zellen

Fiir eine Beurteilung des Zellwachstums wurden die Zellen in identischer Zellzahl aus-
plattiert, mit parallel hergestellten Retroviren stabil infiziert und beim Erreichen einer
vollstdndigen Oberflichenbedeckung (Konfluenz) einer der Schalen eine Kristallviolett-
farbung aller Schalen des Experimentes durchgefiihrt. Hierzu wurde das Medium griind-
lich abgesaugt und die Schalen getrocknet. AnschlieBend wurden die Zellen 10 Minuten
mit 70% Ethanol fixiert. Die getrockneten Schalen wurden schlieBlich mit einer Kris-
tallviolettlosung (0,1% (w/v) in 20% Ethanol) 30 Minuten gefdrbt und anschlieend
mehrmals in einem Wasserbad gespiilt und getrocknet. Fiir eine Quantifizierung der
Zelldichte wurde der Farbstoff mit 2 ml 10% Essigsdure 5 Minuten lang extrahiert und
anschlieBend die Extinktion einer 20-fachen Verdiinnung bei 590 nm photometrisch

bestimmt.

3.2.11 Seneszenzfarbung (SA-B-Gal-Farbung) von Suspensionszellen

Zur Farbung von Zellen mit zelluldrer Seneszenz wurde die beschriebene Aktivitéit der
saueren Seneszenz-assoziierten -Galaktosidase nachgewiesen (Dimri et al., 1995; Ser-
rano et al., 1997). Dazu wurden in Suspension wachsenden Zellen mit Hilfe einer Neu-
bauer-Kammer gezihlt und 10 Millionen Zellen in ein 1,5 ml-Reaktionsgefall gegeben.
Nach einer Zentrifugation (5 min, 400 x g, 4°C) wurde der Zellriickstand mit PBS ge-
waschen und 10 Minuten mit Glutardialdehyd (10% (v/v) in PBS) bei Raumtemperatur
fixiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit 1 mM MgCl, (in PBS) gewaschen, mit 500
ul SA-B-Gal-Férbelosung resuspendiert und in einer 24-well-Schale 24 Stunden bei
37°C inkubiert. Die auftretende Blaufarbung wurde sowohl mit einer Digitalkamera als
auch mikroskopisch durch Zentrifugation der Zellen auf einen Objekttiger (mittels Zy-

tospin-Zentrifugeneinsédtzen) nachgewiesen.

3.3 Proteinbiochemische Methoden

3.3.1 Herstellen von Proteinlysaten fiir Western Blot

Fir eine Isolation von Proteinen von adhirenten Zellen wurde zunichst das Medium

von der Zellkulturschale abgesaugt, die Zellen mit kaltem PBS gewaschen und an-
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schlieBend 1 ml kaltem PBS und einem Zellschaber abgeschabt und in ein 1,5 ml-
Reaktionsgefal tiberfiihrt. Suspensionszellen wurden nach einer Zentrifugation (5 min,
400 x g, 4°C) mit PBS gewaschen. Nach Zentrifugation der isolierten adhidrenten oder
in Suspension wachsenden Zellen (5 min, 400 x g, 4°C) wurden diese entweder nach
Schockfrieren mit fliissigem Stickstoff bei -80°C gelagert oder fiir eine Proteinisolation
in 50 pl (bei einer 1 bis 5 Millionen Zellen) NP40-Lysepuffer resuspendiert. Anschlie-
Bend wurden die Proben drei Mal schockgefroren (in fliissigem Stickstoff) und jeweils
wieder bei 37°C aufgetaut, was zum Aufschluss der Zellen fiihrte. Nach einer Zentrifu-
gation (5 min, 18.000 x g, 4°C) wurde der Uberstand bis zur weiteren Verwendung bei -

80°C gelagert.

3.3.2 Histonextraktion fiir Western Blot

Zur Isolation von Histonen, welche sehr fest an Chromatin gebunden sind, wurde eine
spezielle saure Extraktion verwendet. Dazu wurden wie im vorigen Abschnitt die Zellen
isoliert und anschlieBend in 200 pl Triton-Extraktionspuffer resuspendiert (fiir zwei
Millionen Zellen) und 10 Minuten auf Eis inkubiert. Nach einer Zentrifugation (10 min,
400 x g, 4°C) wurde der Zellriickstand mit 100 pul Triton-Extraktionspuffer gewaschen
und anschlieBend in 50 ul 0,2 M HCI resuspendiert. Die Extraktion der Histone erfolgte
iiber Nacht bei 4°C unter Rotation. Nach einer Neutralisation mit 10 pl 1 M NaOH
wurden die Proben zentrifugiert (10 min, 400 x g, 4°C) und der Uberstand bis zur weite-

ren Verwendung bei -80°C gelagert.

3.3.3 Proteinbestimmung nach Bradford

Fiir eine Proteinkonzentrationsbestimmung wurde die Methode nach Bradford ange-
wandt. Dazu wurden 100 pl 150 mM NacCl in eine Halbmikrokiivette (Hirschmann La-
borgerite) vorgelegt, 1 ul der Probe hinzupipettiert und der Ansatz nach Zugabe von
900 ml Bradford-Losung gut gemischt. Die Extinktion bei 595 nm wurde photometrisch
nach Abgleich mit einem Ansatz ohne Probe bestimmt. Mit Hilfe einer Eichgerade mit
einer BSA-Losung (in dem entsprechenden Lysepuffer) wurde die Proteinkonzentration

der Proben berechnet.
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3.3.4 Immunprazipitation (IP)

Zum Nachweis von Protein-Protein-Interaktionen wurde eine Immunprézipitation (IP)
durchgefiihrt. Dabei wird eines der interagierenden Proteine durch einen an Sepharose-
Kiigelchen gebundenen spezifischen Antikorper (IP-Antikorper) zusammen mit gebun-
denen Interaktionspartnern aus dem Zelllysat isoliert (prazipitiert). Zur Kontrolle unspe-
zifischer Bindungen wurde parallel auch ein Immunglobulingemisch (IP-
Kontrollantikorper) aus der gleichen Spezies verwendet. AnschlieBend kann dieses Pro-
tein sowie die interagierenden Proteine nach einer Denaturierung mittels SDS-PAGE
und Western Blot nachgewiesen werden. Dabei treten jedoch unter Umstéinden unspezi-
fische Banden der schweren und leichten Kette des IP-Antikorpers auf, welche durch
den Sekundirantikorper beim Western Blot unter Umstidnden erkannt werden. Daher ist
es niitzlich, wenn IP-Antikorper und Primérantikorper im Western Blot von unterschied-

lichen Spezies stammen.

Hierzu wurde zunichst die Zellen wie im Abschnitt 3.3.1 beschrieben isoliert und der
Zellriickstand anschlieBend in 50 pl TNN-Lysepuffer (anstelle von NP40-Lysepuffer)
resuspendiert. Der Zellaufschluss erfolgte hierbei durch Inkubation auf Eis fiir 30 Minu-
ten und regelméBiges Mischen der Proben. Bei der Untersuchung stark DNA-
gebundener Protein wurde die Probe zusitzlich sonifiziert (4 x 5 sec mit 10 sec Pause,
20% Amplitude, gekiihlt mit Eis/Ethanol). Nach einer Zentrifugation (5 min, 18.000 x g,
4°C) wurde der Uberstand in ein neues 1,5 ml-ReaktionsgefiB iiberfiihrt.

Die Konzentration der isolierten Proteine wurde anschlieBend nach Bradford bestimmt
(Abschnitt 3.3.3) und fiir eine IP {iberexprimierter Proteine 300 bis 500 pg, bei endoge-
nen Proteinen 1000 pg des Lysates fiir jeden IP-Ansatz in ein neues 1,5 ml-
Reaktionsgefal iiberfiihrt. Nach Zugabe von 1 bis 2 pg des IP-Antikorpers (bzw. IP-
Kontrollantikorpers) wurde der Ansatz auf 500 bis 1000 pl mit TNN-Lysepuffer ver-
diinnt und {iber Nacht bei 4°C unter stindiger Rotation inkubiert. Parallel dazu wurden
fiir alle Ansidtze 50 pl einer 50%igen Suspension von Protein G-Sepharose pro Ansatz
zentrifugiert (5 min, 300 x g, 4°C), zwei Mal mit 5 ml TNN-Lysepuffer gewachen und
mit 25 pl TNN-Lysepuffer pro Ansatz resuspendiert. Danach wurden 50 pl dieser
50%igen Suspension zu den Proben gegeben und weitere zwei Stunden bei 4°C unter
Rotation inkubiert. Die Proben wurden schlielich zentrifugiert (5 min, 300 x g, 4°C)
und zwei Mal mit 1 ml TNN-Lysepuffer, ein Mal mit 1 ml Hochsalz-TNN-Lysepufter
(TNN-Lysepuffer mit 200 mM NaCl), ein Mal mit 1 ml TNN-Lysepuffer und ein Mal
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mit 1 ml PBS gewaschen. Der Riickstand wurde anschlieBend mit 25 pl 2 x SDS-
Probenpuffer (3 x SDS-Probenpuffer mit aqua bidest verdiinnt) resuspendiert und 5 Mi-
nuten bei 95°C inkubiert. Nach einer Zentrifugation (3 min, 1000 x g) wurde der kom-
plette Uberstand sowie 5% des eingesetzten Lysates (Input) fiir eine Analyse der inter-
agierenden Proteine mittels SDS-PAGE (Abschnitt 3.3.7) und Western Blot (Abschnitt

3.3.8) verwendet.

3.3.5 In vivo Ubiquitinierungs-Untersuchung

Zur Untersuchung der Ubiquitinierung von Proteinen in vivo wurden die Zellen zu-
ndchst mit einem Plasmid zur Expression von His-markiertem Ubiquitin transfiziert und

mit Proteasominhibitoren behandelt.

Eine Isolation der Zellen (wie im Abschnitt 3.3.1 beschrieben) wurde 48 Stunden nach
Transfektion durchgefiihrt und die Zellen in ein 15 ml-Reaktionsgefd3 iiberfiihrt. Ein
Teil der Zellen (5%) wurde zum Vergleich des eingesetzten Lysates (Input) entnommen
und eine Proteinisolation (Abschnitt 3.3.1) durchgefiihrt. Eine Lyse der Zellen wurde
mit 1 ml Ubi-Lysepuffer durchgefiihrt. Dabei wurden die Zellen drei Mal durch eine 0,5
mm-Kaniile gesaugt und anschliefend sonifiziert (4 x 5 sec mit 10 sec Pause, 20%
Amplitude, gekiihlt mit Eis/Ethanol). Nach Zentrifugation (10 min, 6000 x g, 4°C) wur-
de der Uberstand in ein 1,5 ml-ReaktionsgefiB iiberfiihrt. Parallel dazu wurden fiir alle
Ansitze 100 pl einer 50%igen Suspension von Ni-NTA-Agarose pro Ansatz zentrifu-
giert (3 min, 1000 x g, 4°C), zwei Mal mit 5 ml Ubi-Lysepuffer gewachen und mit 50 pl
Ubi-Lysepuffer pro Ansatz resuspendiert. Danach wurden 100 pl dieser 50%igen Sus-
pension zu den Proben gegeben und vier Stunden bei 4°C unter Rotation inkubiert. Die
Proben wurden schlieBlich zentrifugiert (3 min, 1000 x g, 4°C) und drei Mal mit 1 ml
Ubi-Lysepuffer, zwei Mal mit 1 ml Ubi-Lysepuffer/Ubi-Waschpuffer (1:4-Gemisch) und
zwei Mal mit 1 ml Ubi-Waschpuffer gewaschen. Der Riickstand wurde anschlieend
mit 50 pl 2 x SDS-Probenpuffer/Imidazol (3 x SDS-Probenpuffer mit aqua bidest. ver-
diinnt, zusitzlich 200 mM Imidazol) resuspendiert und 5 Minuten bei 95°C inkubiert.
Nach einer Zentrifugation (3 min, 1000 x g) wurden 20 bis 100% des Uberstandes so-
wie des Input fiir eine Analyse der ubiquitinierten Proteine mittels SDS-PAGE (Ab-
schnitt 3.3.7) und Western Blot (Abschnitt 3.3.8) verwendet.
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3.3.6 Bestimmung der Kinaseaktivitat in vitro

Eine Bestimmung der Kinaseaktivitdt wurde mit der aus Zellen mittels Immunprizipita-
tion isolierten Proteinkinase (Aurora-A), einem rekombinanten Substrat (Histon und

radioaktiv markiertem Phosphat in vitro durchgefiihrt.

Dazu wurde zunichst eine Immunprézipitation der Proteinkinase (wie in Abschnitt 3.3.4
beschrieben) durchgefiihrt. Die Proben wurden nach den Waschschritten mit TNN-
Lysepuffer, Hochsalz-TNN-Lysepuffer und TNN-Lysepuffer weitere drei Mal mit Kina-
sepuffer gewaschen. Anschlieend wurde die Kinasereaktion durchgefiihrt, indem der
Riickstand der Proben mit 25 ul Kinasereaktionsansatz resuspendiert und 30 Minuten

bei 30°C inkubiert wurde.

Kinasereaktionsansatz: 1,25 pg rekombinantes Substrat
5uCi 32P-y-ATP (10 pCi/pl, 6000 Ci/mmol, Amersham)
0,25 pul Proteaseinhibitorcocktail (Sigma)
1,25 ul ATP (1 mM)
ad 25 pl Kinasepuffer

AnschlieBend wurden 25 ul 3 x SDS-Probenpuffer zugegeben, die Proben 5 Minuten
bei 95°C inkubiert, zentrifugiert (3 min, 18.000 x g) und mittels SDS-PAGE (Abschnitt
3.3.7) in einem grofen 15% SDS-Polyacrylamidgel (mit 0,32% linearem Polyacryla-
mid) aufgetrennt (6 h, 100 bis 200 V). AnschlieBend wurde der untere Teil des Gels kurz
{iber der Bromphenolblau-Lauffront abgeschnitten und verworfen (ungebundenes **P-y-
ATP). Das restliche Gel wurde 5 Minuten in einer Coomassie-Losung geféarbt, zehn Mal
mit heifler Entfarbungslosung gewaschen und auf einem Filterpapier unter einer Frisch-

haltefolie bei 80°C unter Vakuum 30 Minuten getrocknet.

Radioaktiv mit **P markierte Proben von getrockneten SDS-Polyacrylamidgelen wurden
mittels Autoradiografie detektiert. Dazu wurde das Gel mit einem Rontgenfilm bei -

80°C fiir etwa 6 Stunden inkubiert.

3.3.7 SDS-Polyacrylamid-Gelektrophose (SDS-PAGE)

Zur Auftrennung von Proteingemischen wurde eine diskontinuierliche SDS-PAGE an-
gewendet (Laemmli, 1970). Dazu wurden 10 bis 20 pg Proteinlysat (bzw. 5 pg Histon-

extrakt) oder die Uberstéinde nach einer Immunprizipitation (Abschnitt 3.3.4) oder ei-
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nem Ubiquitinierungs-Versuch (Abschnitt 3.3.5) verwendet. Proteinlysate bzw. Histo-
nextrakte wurden zunichst mit der Hélfte ihres Volumens an 3 x SDS-Probenpuffer ge-
mischt und 5 Minuten bei 95°C inkubiert. Danach wurden sie in die Geltaschen eines
SDS-Polyacrylamidgel, bestehend aus einem 10 bis 15%igen Trenngel und einem
4%igen Sammelgel, aufgetragen. Zum GroBenvergleich wurden 3 pl eines Protein-
GroBenstandards (PageRuler Prestained protein ladder, Fermentas) aufgetragen. Die
Proben wurden in einer SDS-PAGE-Apparatur (Bio-Rad) mit SDS-Laufpuffer zunéchst
bei 80 V und spiter bei 120 V etwa zwei Stunden lang aufgetrennt.

3.3.8 Western Blot

Nach der Auftrennung der Proteine mittels SDS-PAGE erfolgte ein Transfer und eine
Immobilisierung auf eine PVDF-Membran mittels Tank-Blot. Diese Membran wurde
vorher 30 Sekunden in Methanol, 2 Minuten in aqua bidest. und 5 Minuten in Transfer-
puffer inkubiert. Das Gel wurde auf die Membran und beides zwischen zwei dicke Fil-
terpapier gelegt. Der Transfer erfolgte mit Transferpuffer in einer Transblot SD-
Apparatur (Bio-Rad) bei 250 mA fiir 1,5 bis 3 Stunden. Nach dem Transfer wurde die
Membran kurz in TBS-T inkubiert und anschlieBend zwei bis drei Stunden in Blockie-
rungslosung unter Schwenken inkubiert. Anschlieend wurde die Membran mit Primé-
rantikorper (1:1000 verdiinnt in Blockierungsldsung, bei phosphospezifischen Antikor-
pern in 5% BSA (w/v) in TBS-T) bei 4°C {iber Nacht schwenkend inkubiert. Nach fiinf
Waschschritten mit TBS-T erfolgte die Inkubation mit einem HRP-konjugiertem Se-
kundirantikorper (1:5000 verdiinnt in Blockierungslosung) filir eine Stunde bei Raum-
temperatur. Nach weiteren fiinf Waschschritten mit TBS-T wurde eine Detektion der
Proteine durch Chemilumineszenz mit dem ECL+ Western Blot Detektionssysstem (A-
mersham) nach den Angaben des Herstellers und durch Verwendung eines Rontgenfil-

mes.

Zur erneuten Detektion von Proteinen auf einem Western Blot wurden die gebundenen
Antikorper durch eine Inkubation der Membran in Elutionspuffer fiir 30 Minuten bei
60°C abgeldst. AnschlieBend wurde die Membran drei Mal mit TBS-T gewaschen und

mit der Inkubation in Blockierungsldsung erneut begonnen.
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3.3.9 Hamatoxylin-Eosin-Farbung von Paraffinschnitten (HE-Farbung)

Nach einer Herstellung von Paraffinschnitten (Abschnitt 3.4.4) wurde daran eine HE-
Féarbung zur histologischen Gewebeuntersuchung durchgefiihrt. Hierzu wurden die Ob-
jekttrager mit Paraffin-eingebetteten Gewebeschnitten zunidchst entparaffiniert. Dies
erfolgte durch Inkubation in folgenden Losungen: zwei Mal Xylol (10 min), Isopropa-
nol (5 min), 96% Ethanol, 80% Ethanol, 70% Ethanol, destilliertes Wasser (jeweils 3
min). Anschliefend erfolgte eine kurze Inkubation in Hdmalaun (Merck) nach Mayer.
Nach intensivem Spiilen wurden die Proben 15 Minuten mit 0,1% (w/v) Eosinlosung
(Merck) gefarbt. Nach einer Inkubation in 80% Ethanol, 96% Ethanol, Isopropanol (je-
weils 3 min) und zwei Mal in Xylol (5 min) wurden die Proben mit Entellan (Merck)

und einem Deckgldschen abgedeckt.

3.3.10 Immunhistochemische Farbung von Paraffinschnitten

Fiir eine immunhistochemische Férbung von Paraffinschnitten (Mausgewebe oder Ge-
webe-Microarray) wurden diese zundchst wie im Abschnitt 3.3.9 beschrieben entparaf-
finiert. Anschliefend wurde die endogene Peroxidaseaktivitdt durch Inkubation in 3%
H,0; fiir 10 Minuten blockiert. Nach einer Inkubation in destilliertem Wasser (3 min)
wurden die Gewebeschnitte durch Kochen mit 10 mM Natriumzitrat (pH 6,0) permeabi-
lisiert (3 x 5 min). Nach einem Abkiihlen wurden die Schnitte drei Mal in PBS (5 min)
gewaschen, in 10% Ziegenserum (in PBS) 45 Minuten bei Raumtemperatur und an-
schlieBend mit Primérantikérper (1:100-Verdiinnung in 10% Ziegenserum in PBS) bei
4°C iiber Nacht inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS erfolgte die Inkubation
mit einem biotinylierten Sekundérantikorper (1:500-Verdiinnung in 10% Ziegenserum
in PBS) bei Raumtemperatur fiir 30 Minuten. Nach dreimaligem Waschen mit PBS
wurde eine Inkubation mit einem Streptavidin-HRP-Komplex (Dako) fiir 30 Minuten
bei Raumtemperatur durchgefiihrt und anschlieend drei Mal mit PBS gewaschen.
SchlieBlich erfolgte die Substratreaktion mit Aminoethylcarbazol (AEC) nach den An-
gaben des Herstellers (Zymed). Dies fiihrte zu einer roten Farbung. Zusétzlich wurde
eine blaue Kernfiarbung durch kurze Inkubation in Hdmalaun (Merck) nach Mayer
durchgefiihrt. Anschlieend wurden die Proben mit Mowiol-Losung und einem Deck-

gléaschen abgedeckt.
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3.3.11 Enzymatische Farbung von Paraffinschnitten nach der TUNEL-
Methode

Eine Fiarbung apoptotischer Zellen in Paraffinschnitten wurde mit Hilfe der enzymati-
schen TUNEL-Methode unter Verwendung des ApoAlert DNA Fragmentation Assay Kit
(Clontech) nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Dabei wurden DNA-
Strangbriiche durch Einbau von griin fluoreszierendem Fluorescein-dUTP mit Hilfe
einer terminalen Desoxynukleotidyltransferase sichtbar gemacht. Eine Kernfirbung
wurde dabei mittels Propidiumiodid durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die Proben mit

Mowiol-Losung und einem Deckglidschen abgedeckt.

3.3.12 Seneszenzfarbung (SA-B-Gal-Farbung) von Gefrierschnitten

Zur Farbung seneszenter Zellen im Gewebe wurde die Aktivitit von Seneszenz-
assoziierter B-Galaktosidase (SA-B-Gal) in Gefrierschnitten nachgewiesen. Dazu wur-
den die Schnitte mit Histo-Fixierlosung 20 Minuten bei 4°C inkubiert, zwei Mal mit
PBS (pH 5,5 mit 1 mM MgCl,) gewaschen und iiber Nacht bei 37°C mit SA-B-Gal-
Histofarbelosung inkubiert. Danach wurden die Schnitte drei Mal 10 Minuten mit PBS
(pH 5,5 mit 1 mM MgCl,) gewaschen, wobei bei einem Waschschritt der DNA-
Farbstoff Hoechst 33258 (0,5 pg/ml) zugegeben wurde. AnschlieBend wurden die Pro-

ben mit Mowiol-Losung und einem Deckgldaschen abgedeckt.

3.4 Tierexperimentelle Methoden

3.4.1 Zucht und Doxyzyklin-Behandlung von Mausen

Die Maushaltung erfolgte unter keimarmen Bedingungen sowohl in beliifteten, ge-
schlossenen Kéfigsystemen als auch in offenen Kéfigen bei einer Raumtemperatur von
20°C und einem kiinstlichen Hell-Dunkel-Rhythmus von je 12 Stunden durch die Tier-
pfleger der tierexperimentellen Einrichtungen. Zur Zucht wurde ein Weibchen und ein
Minnchen ab einem Alter von sechs Wochen zusammen in einem Kéfig verpaart. Die
Nachkommen wurden im Alter von 10 bis 16 Tagen am Ohr markiert und ein Stiick des
Schwanzes flir eine Genotypisierung abgeschnitten. Im Alter von 18 bis 24 Tagen wur-

den die Nachkommen nach Geschlechtern getrennt in separate Kifige gesetzt.
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Zur Behandlung der Méuse mit Doxyzyklin wurde das Trinkwasser mit 100 pg/ml Do-
xyzyklin versetzt und mit Aluminiumfolie zum Schutz vor Licht umwickelt. Zur Be-
handlung der Méuse mit Doxyzyklin bis zu einem Alter von drei Wochen wurde dies

auch den Elterntieren schon ab der Verpaarung verabreicht.

3.4.2 Organentnahme bei einer Maus

Zur Entnahme von Organen wurde die Maus mit Isofluran (Baxter) betdubt und durch
zervikale Dislokation getdtet. Nach einer duBerlichen Desinfektion mit 70% Ethanol
wurde die Maus auf dem Riicken liegend fixiert, die Bauchhohle und der Brustkorb mit
einer Schere gedffnet und die Organe mit Pinzette und Schere entnommen. Entnomme-
ne Organe wurden zunichst in eine Schale mit kaltem PBS gelegt und in Stiicke zer-
schnitten. Diese wurden je nach Verwendungszweck weiter verarbeitet. Fiir eine an-
schlieBende Kultivierung isolierter Tumorzellen in vitro wurde die Organentnahme

unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt.

3.4.3 Isolierung von Thymozyten einer Maus

Die Isolierung einer Einzelzellsuspension von Thymozyten aus dem Thymus oder eines
Thymustumors wurde fiir eine anschliefende Isolation von Protein (Abschnitt 3.3.1)
bzw. RNA (3.1.11), zur Charakterisierung der Oberflichenantigene mittels CD-FACS
(Abschnitt 3.2.9) oder zur Kultivierung isolierter Tumorzellen in vitro (in diesem Fall

unter sterilen Bedingungen) durchgefiihrt.

Hierbei wurde der Thymus oder der Thymustumor zunéchst in kleine Stiicke geschnit-
ten und durch ein Zellsieb mit einer PorengréBBe von 70 um (BD Biosciences) mittels
der Riickseite des Stempels einer 10 ml-Spritze homogenisiert. Die in einem mit 5 ml
kaltem PBS gefiillten 50 ml-Reaktionsgefd3 durch Spiilen des Zellsiebes mit kaltem
PBS gesammelten Zellen wurden anschlieBend zentrifugiert (5 min, 400 x g, 4°C). Zur
Lyse von Erythrozyten wurde der Zellriickstand in 5 ml ACK-Puffer resuspendiert, 3
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und die Osmolaritidt durch Zugabe von 30 ml
kaltem PBS wieder ausgeglichen. Nach einer Zentrifugation (5 min, 400 x g, 4°C) wur-
de der Zellriickstand mit kaltem PBS resuspendiert und die Zellsuspension je nach Ver-

wendung weiter behandelt.
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3.4.4 Herstellung von Paraffinschnitten

Zur Einbettung von Organen in Paraffin wurden die frisch préparierten Organe iiber
Nacht bei 4°C in einem 50 ml-Reaktionsgefdll mit 30 ml 3,7% Formaldehyd fixiert. Zur
Dehydratation wurden die fixierten Organe bei Raumtemperatur in folgenden Losungen
inkubiert: destilliertes Wasser (3 h), 70% Ethanol (2 h), 80% Ethanol (2 h), 96% Ethanol
(2 h), Isopropanol (2 x 2 h). Anschlieend wurden die Organe drei Mal in Paraffin (Pa-
raplast, Merck) bei 60°C iiber Nacht inkubiert. SchlieBlich wurden die Organe mit Pa-
raffin in einer Gussform eingebettet und nach Abkiihlen der Paraffinblocke bei 4°C ge-

lagert bzw. Paraffinschnitte davon hergestellt.

Zur Herstellung von Paraffinschnitten wurden die Paraffinblocke mit einem Mikrotom
geschnitten (Schnittdicke 3 bis 7 um) und Gewebe-enthaltende Schnitte vorsichtig in
warmes Wasser (40°C) gelegt. Die Schnitte wurden anschlieBend auf mit Poly-L-Lysin
beschichtete Objekttrager aufgebracht und bis zur weiteren Verwendung bei Raumtem-

peratur gelagert.

3.4.5 Herstellung von Gefrierschnitten

Zur Fixierung von Organen fiir Gefrierschnitte wurden die frisch prédparierten Organe
mit dem Gewebeklebstoff TissueTek (Sakura) vollstindig umhiillt und auf einem Filter-
papier fixiert. Danach wurde das Organ in ein mit Isopentan gefiilltes, in fliissigem
Stickstoff schwimmendes Gefdll gegeben. Anschliefend wurden die schockgefrorenen

Organe in Aluminiumfolie eingehiillt bei -80°C gelagert.

Zur Herstellung von Gefrierschnitten wurden die gefrorenen Organe auf einem Metall-
stiick fixiert und in ein Gefriermikrotom (Kryostat) bei -20°C eingespannt. Die damit
hergestellten Gefrierschnitte (Schnittdicke 5 pm) wurden auf mit Poly-L-Lysin be-
schichtete Objekttrager aufgebracht und bei Raumtemperatur getrocknet. Anschlieend
wurden die Schnitt in eiskaltem Aceton 15 Minuten lang fixiert, luftgetrocknet und bei -

20°C aufbewahrt.
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4 Ergebnisse

41 Identifizierung von essentiellen Genen in MYCN-

amplifizierten Neuroblastomzellen

411 Das Wachstum von MYCN-amplifizierten Neuroblastomzellen ist

von hohen N-Myc-Mengen abhangig

Bei Neuroblastompatienten existiert eine hoch signifikante Korrelation zwischen geno-
mischer Amplifikation von MYCN und einer ungiinstigen Prognose (Seeger et al.,
1985). Dies legt die Vermutung nahe, dass N-Myc selbst oder von N-Myc regulierte
Gene neben der Tumorinitiation auch fiir die weitere Aufrechterhaltung und die Thera-
pieresistenz dieser Tumore von Bedeutung sind. Um zu {berpriifen, ob MYCN-
amplifizierte Neuroblastome kontinuierlich von hohen N-Myc-Mengen abhéingig sind,
wurden Vektoren fiir eine stabile Depletion von N-Myc mittels RNA-Interferenz herge-
stellt. Dazu wurden Oligonukleotide fiir eine sShRNA (short hairpin RNA, kurze Haarna-
del-RNA) in den retroviralen Expressionsvektor pPRETRO-SUPER (Brummelkamp et
al., 2002b) kloniert. Zur retroviralen Infektion mit diesen Vektoren wurden vier MYCN-
amplifizierte und vier MYCN-nicht-amplifizierte Neuroblastomzelllinien (Tabelle 4) mit
einem Gen fiir den murinen ekotrophen Rezeptor und einem Hygromycin- oder Neomy-
cin-Resistenzgen transfiziert und auf diese Selektionsmarker selektioniert. Diese modi-

fizierten Zelllinien dienten als Ausgangspunkt fiir alle weiteren Experimente.

Anschliefend wurden sieben verschiedene shRNA-exprimierende Vektoren auf ihre
Fahigkeit zur stabilen Depletion (knockdown) von N-Myc getestet. Nach stabiler Infek-
tion der Vektoren zeigte lediglich eine shRNA eine reproduzierbare Verringerung von
MYCN-mRNA und N-Myc-Proteinmenge in der MYCN-amplifizierten Neuroblastom-
zelllinie IMR-32, sowie keinen Effekt auf das Wachstum von MYCN-nicht-
amplifizierten SH-EP-Zellen (Abbildung 9 A — C). SH-EP-Zellen besitzen keine nach-
weisbare Expression von MYCN und sollten daher von einer MYCN-shRNA unbeein-
flusst wachsen, sofern kein sequenzunspezifischer Nebeneffekt der shRNA (off-target
effect) auftritt. Die Depletion von N-Myc fiihrte in den MYCN-amplifizierten Neu-
roblastomzelllinien IMR-32, IMR-5 und SMS-KCN zu einem verringerten Wachstum,
welches sich durch eine deutliche Reduktion der Zelldichte nachweisen liefl (Abbildung
9 C und Tabelle 4). Dagegen zeigte keine der MYCN-nicht-amplifizierten Neu-
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roblastomzelllinien ein reduziertes Wachstum nach einer N-Myc-Depletion. Dies besti-
tigt die Vermutung, dass MYCN-amplifizierte Neuroblastomzellen von kontinuierlich
hohen N-Myc-Mengen abhingig sind. Eine Ausnahme bilden dabei die MYCN-
amplifizierten SK-N-BE(2)C-Zellen, welche gegeniiber einer Reduktion der N-Myc-
Proteinmengen unempfindlich sind, obwohl die Depletionseffizienz mit den anderen

Zelllinien identisch ist (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 9: Die Depletion von N-Myc zeigt ein reduziertes Wachstum von MYCN-amplifizierten
IMR-32-Zellen, jedoch keinen Effekt auf MYCN-nicht-amplifizierte SH-EP-Zellen.

(A) Die relative Menge von MYCN-mRNA wurde mittels qRT-PCR sechs Tage nach stabiler retroviraler
Infektion von IMR-32-Zellen mit einem Kontroll-shRNA-Vektor (Kontroll-sh) bzw. einem MYCN-
shRNA-Vektor (MYCN-sh) bestimmt und auf B2M als Haushaltsgen normalisiert.

(B) Die Reduktion der Proteinmenge von N-Myc wurde nach Infektion von IMR-32- und SH-EP-Zellen
(wie in A) im Western Blot nachgewiesen. Cdk2 diente als Ladungskontrolle. Bei SH-EP-Zellen konnte
auch bei ldngerer Belichtung kein N-Myc nachgewiesen werden.

(C) Der Einfluss der N-Myc-Depletion auf das Wachstum von IMR-32- und SH-EP-Zellen wurde durch
Kristallviolettfarbung sechs Tage nach stabiler Infektion (wie in A) nachgewiesen. Es zeigte sich eine
deutliche Reduktion der Zelldichte, die spezifisch bei den MYCN-amplifizierten IMR-32-Zellen auftrat.
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Tabelle 4: Verwendete Neuroblastomzelllinien und ihre N-Myc-Abhiingigkeit.

Die Zellen wurden (wie in Abbildung 9) mit MYCN-sh infiziert und die Zelldichte nach sechs Tagen
durch Kristallviolettfarbung bestimmt. Es wurde dabei eine Verringerung (+) oder keine Veranderung (-)
der Zelldichte beobachtet. Dabei zeigte sich mit Ausnahme von SK-N-BE(2)C, dass spezifisch MYCN-
amplifizierte Zelllinien durch eine N-Myc-Depletion in ihrem Wachstum gehemmt werden. Die Zelllinie
SK-N-BE(2)C war hingegen in ihrem Wachstum von hohen N-Myc-Proteinmengen unabhéngig.

Zellinie | MYCN-Status | 'yachstumsamest
IMR-32 amplifiziert +
IMR-5 amplifiziert +
SMS-KCN amplifiziert +

SK-N-BE(2)C amplifiziert -
SH-EP nicht-amplifiziert -
SH-SY5Y nicht-amplifiziert -
SK-N-AS nicht-amplifiziert -
NB-69 nicht-amplifiziert -

Das reduzierte Wachstum der MYCN-amplifizierten Zellen konnte nun auf zwei ver-
schiedenen Mechanismen beruhen: einer reduzierten Zellteilungsrate (Zellproliferation)
oder einem erhohten Grad von programmiertem Zelltod (Apoptose). Zur genaueren Un-
tersuchung wurde daher in der MYCN-amplifizierten Zelllinie IMR-32 nach N-Myc-
Depletion eine Wachstumskurve und eine Zellzyklusanalyse mittels Propidiumiodidfar-
bung und Durchflusszytometrie (PI-FACS) durchgefiihrt. Dabei konnte eine deutliche
Verringerung des Zellwachstums (Erhohung der Verdopplungszeit auf das Zweifache)
nach einer N-Myc-Depletion nachgewiesen werden (Abbildung 10 A). Die Reduktion
der N-Myc-Proteinmenge fiihrte innerhalb von drei Tagen zu einer Akkumulation von
nur 5% apoptotischen Zellen (Abbildung 10 B, sub-G1). Daher war eine reduzierte
Zellproliferation, und nicht eine erhdhte Apoptoserate, fiir das verringerte Zellwachstum
verantwortlich. Ein Proliferationsarrest duflert sich haufig in der Akkumulation von Zel-
len in einer spezifischen Zellzyklusphase (z.B. G1-Arrest). Die FACS-Analyse zeigt
jedoch keinen Arrest der Zellen in einer einzigen Zellzyklusphase sondern lediglich eine
leichte Erhohung des Anteils von Zellen in der G1/G0-Phase (Abbildung 10 B). Unter
Vernachlissigung des geringen Anteils apoptotischer und polyploider Zellen liel sich
jedoch mit Hilfe der Verdopplungszeit die Dauer der einzelnen Zellzyklusphasen be-
rechnen. Dabei fiel eine starke Erhohung der G1/GO-Phasendauer (von 18 auf 43 Stun-
den), aber auch eine Erhohung der Dauer von S- sowie G2/M-Phase auf (Abbildung 10

C). Unter der Voraussetzung, dass sich alle Zellen relativ homogen verhalten, lisst sich
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daraus eine Verlangerung aller Zellzyklusphasen, insbesondere aber der G1/G0-Phase

schlussfolgern.
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Abbildung 10: Die N-Myc-Depletion in MYCN-amplifizierten IMR-32-Zellen fiihrt zu reduzierter
Proliferation und einer Akkumulation der Zellen in der G1/G0-Phase.

(A) IMR-32-Zellen wurden nach stabiler Infektion mit Kontroll-sh oder MYCN-sh an vier aufeinanderfol-
genden Tagen gezihlt. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung der drei biologischen Replikate
je Bedingung und Zeitpunkt an. Die Depletion von N-Myc fiihrt dabei zu einer Erh6hung der Verdopp-
lungszeit von 32 auf 64 Stunden.

(B) Die unter A gezeigten Zellen wurden sechs Tage nach Infektion mit dem Kulturiiberstand fixiert und
der DNA-Gehalt mittels Propidiumiodid-Farbung und FACS-Analyse bestimmt. Durch Analyse des
BrdU-Einbaus wurde bestétigt, dass die Zellen in der S-Phase DNA replizierten (Daten nicht gezeigt).

(C) Aus der Verdopplungszeit und dem Anteil der Zellen in den einzelnen Zellzyklusphasen wurde unter
Vernachldssigung des geringen Anteils apoptotischer und polyploider Zellen die Dauer der Zellzykluspha-
sen berechnet.

4.1.2 RNA-Interferenz-Experimente ermodglichen die Identifizierung von
essentiellen Genen fiir das Wachstum von MYCN-amplifizierten

Neuroblastomzellen

Zur Identifizierung essentieller Zielgene von N-Myc wurde zunichst eine Auswahl po-
tentiell essentieller Gene getroffen werden. Dazu wurden zunéchst alle 67 Gene ver-
wendet, die laut einer cDNA-Microarray-Studie unserer Arbeitsgruppe in MYCN-

amplifizierten Neuroblastomen signifikant hoher als in MYCN-nicht-amplifizierten Neu-
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roblastomen exprimiert sind (Berwanger et al., 2002). Dariiber hinaus wurden weitere
127 Gene von einer Datenbank (http://myc-cancer-gene.org/) ausgewdhlt, fiir welche
sowohl eine Promotorbindung als auch eine direkte Induktion durch c-Myc beschrieben
wurde (Zeller et al., 2003). Diese c-Myc-Zielgene werden aufgrund der hohen struktu-
rellen als auch funktionellen Homologie von c-Myc und N-Myc (Malynn et al., 2000)
hochstwahrscheinlich auch durch N-Myc direkt aktiviert und stellen daher ebenfalls

potentiell essentielle Gene im MYCN-amplifizierten Neuroblastom dar.

Diese 194 Kandidatengene wurden nun in einem geeigneten zelluliren System auf ihre
Bedeutung fiir das Tumorzellwachstum hin untersucht. Die bereits zuvor verwendete
MYCN-amplifizierte Neuroblastomzelllinie IMR-32 ist hierfiir geeignet, da sie ein stark
N-Myc-abhéngiges Wachstum zeigt (Abbildung 9, Seite 74). Fiir eine Untersuchung der
Bedeutung dieser Gene mittels RNA-Interferenz miissen jedoch drei Bedingungen ge-
wihrleistet werden: erstens ein {iber die Zeitdauer des Experimentes andauerndes Vor-
handensein der interferierenden RNA in der Zelle, zweitens eine ausreichende Effizienz
der interferierenden RNA beziiglich der mRNA-Suppression, und drittens ein wei-

testgehender Ausschluss von sequenzunspezifischen Nebeneftekten (off-target effects).

Ein langerfristiges Vorhandensein der interferierenden RNA konnte durch ein vektorba-
siertes Expressionssystem fiir eine shRNA erreicht werden, bei dem die von dem RNA-
Polymerase I1I-abhdngigen HI1-RNA-Promotor exprimierte sShRNA durch zelluldre En-
zyme in eine funktionelle siRNA (short interfering RNA, kurze interferierende RNA)
konvertiert wird und damit einen permanenten Abbau der Ziel-mRNAs ermoglicht
(Brummelkamp et al., 2002a). Eine Variante dieses Expressionsvektors (pRETRO-
SUPER) ermoglicht dariiber hinaus einen effizienten retroviralen Transfer des Vektors
in die Zielzellen und eine anschlieBende Selektion infizierter Zellen mittels Puromyzin
innerhalb von zwei Tagen (Brummelkamp et al., 2002b). Dabei wurde in IMR-32-
Zellen eine durchschnittliche Infektionseffizienz von 30% erreicht, wie durch Infektion

mit einem Expressionsvektor fiir H2B-GFP nachgewiesen wurde (Daten nicht gezeigt).

Zur Erhohung der Effizienz der shRNAs erfolgte die Auswahl geeigneter Zielsequenzen
nach den von Angela Reynolds etablierten Kriterien (Reynolds et al., 2004). Dariiber
hinaus wurden fiir jedes Gen (sofern unter Beachtung der Kriterien moglich) drei ver-
schiedene Zielsequenzen ausgewdhlt. Die synthetisierten Oligonukleotide wurden an-
schlieBend in den shRNA-Expressionsvektor kloniert und die drei Vektoren fiir die Her-

stellung der Retroviren gemischt, um den Anteil nicht-funktioneller shRNAs zu
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kompensieren. Dabei konnten die fertigen Vektoren fiir 61 Gene von einer bereits exis-
tierenden RNAi-Bibliothek verwendet werden (Berns et al., 2004). Fiir die restlichen
133 Gene wurden insgesamt 323 shRNA-Vektoren erfolgreich kloniert. Zur Bestim-
mung der Depletionseffizienz der Dreifachkombination von shRNA-Vektoren wurde der
Einfluss auf die Expression von zehn zufillig ausgewéhlten Genen nach stabiler Infek-
tion in IMR-32-Zellen mittels qRT-PCR bestimmt. Dabei konnte bei sechs von zehn
Genen eine zweifache Reduktion der Ziel-mRNA nachgewiesen werden (Lars Schiitt-

rumpf, personliche Mitteilung).

Zur Identifizierung von Genen, welche nur fiir MYCN-amplifizierte Neuroblastomzellen
essentiell sind wurde die Depletion der 194 Kandidatengene parallel in einer MYCN-
nicht-amplifizierten Zelllinie (SH-EP) durchgefiihrt. Dabei ist bei einer spezifischen
Depletion eines Zielgens von N-Myc nicht unbedingt ein Einfluss auf die Wachstums-
rate von SH-EP-Zellen zu erwarten, jedoch bei Depletion eines generell fiir das Zell-
wachstum oder -liberleben essentiellen Proteins. Zudem ermdoglicht der Vergleich von
IMR-32- mit SH-EP-Zellen den Ausschluss sequenzunspezifischer Nebeneffekte der
shRNAs, welche zu einer Wachstumshemmung beider Zelllinien fithren wiirden. Die
Infektion- und Depletionseftizienz der shRNAs war in SH-EP-Zellen genauso hoch wie
in IMR-32-Zellen (Lars Schiittrumpf, personliche Mitteilung).

Die Einschitzung der Wachstumsgeschwindigkeit von den mit identischer Zellzahl aus-
plattierten und mit shRNA-Vektoren stabil infizierten IMR-32-Zellen erfolgte durch
eine tigliche mikroskopische Untersuchung der Zelldichte dieser Zellen. Dadurch konn-
te fiir jedes Gen der Zeitpunkt des Erreichens einer vollstindigen Oberflachenbede-
ckung der Zellen (Konfluenz) ermittelt werden. Dies wurde zusédtzlich durch Fixierung
und Kristallviolettfarbung der Zellen bestitigt. Die Dauer zwischen Infektion und Kon-
fluenz der Zellen ist dabei zur Wachstumsrate invers proportional. Durch den Vergleich

mit einer Kontroll-shRNA lief sich daraus eine relative Wachstumsrate berechnen.

In SH-EP-Zellen konnte diese Methode aufgrund der hohen Zellteilungsrate und der
infolgedessen geringen Unterschiede dieser Zeitspanne nicht angewendet werden. Statt-
dessen wurden die Zellen sechs Tage nach Infektion fixiert und mit Kristallviolett ge-
farbt. Durch Extraktion des Farbstoffes und photometrische Messung wurde anschlie-
Bend die Zelldichte bestimmt. Des Weiteren wurde die Zelldichte der infizierten Zellen
zum Zeitpunkt der Infektion mit Hilfe der parallel bestimmten Infektionseffizienz

(durch FACS-Analyse GFP-inzifizierter Zellen, Daten nicht gezeigt) und der Zellzahl
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zum Zeitpunkt der Infektion berechnet. Diese betrug durchschnittlich 5%. SchlieBlich
konnte aus der Zelldichte zum Zeitpunkt von Infektion und Fixierung die Verdopp-
lungszeit, und aus dem Vergleich der Verdopplungszeit mit derjenigen einer Kontroll-

shRNA die relative Wachstumsrate berechnet werden.

Die Analyse der 194 Kandidatengene wurde in einer ersten Infektionsrunde in mehreren
Versuchen fiir IMR-32- und SH-EP-Zellen parallel durchgefiihrt und die relative Wachs-
tumsrate bei jeder shRNA-Kombination fiir IMR-32- und SH-EP-Zellen bestimmit.
Nach Festlegung von Kriterien fiir einen Schwellenwert konnten 38 Gene als fiir das
Wachstum essentielle Gene identifiziert werden (Tabelle 5). Zur Verifizierung wurden
diese Gene in einer zweiten Infektionsrunde anhand gleicher Kriterien erneut untersucht
(eine Ausnahme stellen EIF4B und MAT2A dar, welche in einer vorldufigen, noch feh-
lerhaften Auswertung als nicht essentiell eingestuft worden waren und daher nicht veri-
fiziert wurden). Dabei konnten 17 fiir das Wachstum MYCN-amplifizierter Neu-
roblastomzellen essentielle Gene verifiziert werden (Tabelle 5). Darunter befinden sich
mehrere Gene die fiir ribosomale Proteine (RPL13, RPS19, RPL26, RPS16), mitotische
Proteine (AURKA, RCCI, SMCIiA), Stoffwechselenzyme (SHMTI, SDS), Replikati-
onsproteine (POLD2, RFC2) und andere Proteine kodieren. Fiir eine weitere Validie-
rung und Untersuchung wurde das bereits als Onkogen in anderen Tumoren beschriebe-
ne Gen AURKA ausgewihlt, welches fiir die mitotische Serin/Threoninkinase Aurora-A

kodiert (Abschnitt 5.2, Seite 134).

Tabelle 5: Die Analyse von 194 Kandidatengenen auf ihre Bedeutung fiir das Wachstum von
MYCN-amplifizierten IMR-32-Zellen fiihrt zur Identifizierung von 17 essentiellen Genen.

In einer ersten Infektionsrunde wurden MYCN-amplifizierte IMR-32-Zellen und MYCN-nicht-
amplifizierte SH-EP-Zellen mit shRNA-Dreifachkombinationen gegen 194 Gene infiziert und die Wachs-
tumsrate relativ zu einer Kontroll-shRNA bestimmt. Alle shRNAs, die eine mindestens gleich starke Re-
duktion des Wachstums hervorrufen wie eine MYCN-shRNA-Kombination, wurden als essentiell (+)
gewertet, bei einer relativen Wachstumsrate von weniger als 90% des Wertes der MYCN-shRNA-
Kombination als besonders essentiell (++). Dagegen wurden alle Gene als nicht essentiell (-) gewertet,
wenn sie diesem Kriterium nicht entsprachen oder wenn die Depletion in SH-EP-Zellen zu einer mehr als
20% geringeren relativen Wachstumsrate als die MYCN-shRNA-Kombination fiihrte. Dadurch wurden 38
essentielle Gene identifiziert, von denen 17 Gene in einer zweiten Infektionsrunde bestétigt wurden (n.b.,
nicht bestimmt).
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zweite

: Infek-  Infek. ~ Cesamt-
Gensymbol Gen-ID  Genbezeichnung . . bewer-
tions- tions- tung
runde  runde
RPL13 6137 Ribosomal protein L13 ++ ++ ++
RPS19 6223 Ribosomal protein S19 ++ + ++
SHMT1 6470 Serine hydroxymethyltransferase 1 (soluble) + ++ ++
AURKA 6790 Aurora kinase A + + +
CNTFR 1271 Ciliary neurotrophic factor receptor + + +
DPY30 84661 Dpy-30-like protein + + +
FBL 2091 Fibrillarin + + +
MYCT1 80177 Myc target 1 + + +
POLD2 5425 ggll(yDrr;erase (DNA directed), delta 2, regulatory subunit + + +
RCC1 1104 Regulator of chromosome condensation 1 + + +
RFC2 5982 Replication factor C (activator 1) 2, 40kDa + + +
RPL26 6154 Ribosomal protein L26 + + +
RPS16 6217 Ribosomal protein S16 + + +
SDS 10993 Serine dehydratase + + +
SMC1A 8243 Structural maintenance of chromosomes 1A + + +
TRAP1 10131 TNF receptor-associated protein 1 + + +
VAV1 7409 Vav 1 guanine nucleotide exchange factor + + +
ABCC1 4363 ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 1 ++ - -
ILF3 3609 Interleukin enhancer binding factor 3, 90kDa ++ - -
RPL7A 6130 Ribosomal protein L7a ++ - -
RPS5 6193 Ribosomal protein S5 ++ - -
CENPE 1062 Centromere protein E, 312kDa + - -
DLG3 1741 Discs, large homolog 3 (neuroendocrine-dlg, Drosophila) + - -
EMP1 2012 Epithelial membrane protein 1 + - -
FASLG 356 Fas ligand (TNF superfamily, member 6) + - -
HMGA1 3159 High mobility group AT-hook 1 + - -
HSP90AB1 3326 I1-|eat shock protein 90kDa alpha (cytosolic), class B member + } )
HSPAS8 3312 Heat shock 70kDa protein 8 + - -
MAD2L1 4085 MAD2 mitotic arrest deficient-like 1 (yeast) + - -
MINA 84864  MYC induced nuclear antigen + - -
MPO 4353 Myeloperoxidase + - -
MRPL15 29088 Mitochondrial ribosomal protein L15 + - -
NBN 4683 Nibrin + - -
PDIA6 10130  Protein disulfide isomerase family A, member 6 + - -
PYCR1 5831 Pyrroline-5-carboxylate reductase 1 + - -
RPL32 6161 Ribosomal protein L32 + - -
EIF4B 1975 Eukaryotic translation initiation factor 4B + n.b. -
MAT2A 4144 Methionine adenosyltransferase Il, alpha + n.b. -
ACSL1 2180 Acyl-CoA synthetase long-chain family member 1 - n.b. -
AKAP1 8165 A kinase (PRKA) anchor protein 1 - n.b. -
AMD1 262 Adenosylmethionine decarboxylase 1 - n.b. -
APEX1 328 APEX nuclease (multifunctional DNA repair enzyme) 1 - n.b. -
APRT 353 Adenine phosphoribosyltransferase - n.b. -
ARAF 369 V-raf murine sarcoma 3611 viral oncogene homolog - n.b. -
ARPC1B 10095  Actin related protein 2/3 complex, subunit 1B, 41kDa - n.b. -
BAX 581 BCL2-associated X protein - n.b. -
BCAT1 586 Branched chain aminotransferase 1, cytosolic - n.b. -
CA3 761 Carbonic anhydrase Ill, muscle specific - n.b. -
CAD 790 Carbamoyljphosphate synthetase 2, aspartate transcarbamy- nb. )
lase, und dihydroorotase
CBX3 11335  Chromobox homolog 3 (HP1 gamma homolog, Drosophila) - n.b. -
CCKBR 887 Cholecystokinin B receptor - n.b. -
CCNB1 891 Cyclin B1 - n.b. -
CCND1 595 Cyclin D1 - n.b. -
CCND2 894 Cyclin D2 - n.b. -
CCT5 22948 Chaperonin containing TCP1, subunit 5 (epsilon) - n.b. -
CDC25A 993 Cell division cycle 25 homolog A (S. pombe) - n.b. -
CDC25C 995 Cell division cycle 25 homolog C (S. pombe) - n.b. -
CDK4 1019 Cyclin-dependent kinase 4 - n.b. -
CEBPZ 10153 CCAAT/enhancer binding protein zeta - n.b. -
CHEK1 1111 CHK1 checkpoint homolog (S. pombe) - n.b. -
CKS2 1164 CDC28 protein kinase regulatory subunit 2 - n.b. -
CLNS1A 1207 Chloride channel, nucleotide-sensitive, 1A - n.b. -
CSDA 8531 Cold shock domain protein A - n.b. -
CSTB 1476 Cystatin B (stefin B) - n.b. -
CTSC 1075 Cathepsin C - n.b. -
DBI 1622 Diazepam bind_ing_ inhibitor_(GABA receptor modulator, acyl- ) nb. )
Coenzyme A binding protein)
DDR2 4921 Discoidin domain receptor family, member 2 - n.b. -
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DDX1
DDX18
DKC1
DLG4
DRG1
DTL
E2F1
E2F3

EIF2S1

EIF3C
EIF4E
ENO1
ETF1
EXOSC8
EXOSC9
FOSL1
FXN
GAPDH
GMPS
GNL3
GPA33
GPR19
GRPEL1
GSTO1
H2AFX
H2AFZ
HCCS
HDAC2
HK1
HNRNPA1
HNRNPA2B1
HSD17B10

HSP90AA2

HSPA4
HSPA9
HSPD1
HSPE1

ID2

IMPA2
IRF9
JTV1
KARS

KIT

LDHA
LTA4H
MCMm7
MCTS1
MGST1

MTHFD1

MTHFD2

MYCNOS

NAG
NAP1L1
NCL
NFIB
NME1
NME2
NOLC1
NPM1
NRAS
NTRK2
NUP155
OoDC1
PAPSS2
PAX3
PCNA
PHB
PNLIPRP1

1653
8886
1736
1742
4733
51514
1869
1871

1965

8663
1977
2023
2107
11340
5393
8061
2395
2597
8833
26354
10223
2842
80273
9446
3014
3015
3052
3066
3098
3178
3181
3028

3324

3308
3313
3329
3336

3398

3613
10379
7965
3735

3815

3939
4048
4176
28985
4257

4522

10797

10408

51594
4673
4691
4781
4830
4831
9221
4869
4893
4915
9631
4953
9060
5077
5111
5245
5407

DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 1

DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 18
Dyskeratosis congenita 1, dyskerin

Discs, large homolog 4 (Drosophila)

Developmentally regulated GTP binding protein 1
Denticleless homolog (Drosophila)

E2F transcription factor 1

E2F transcription factor 3

Eukaryotic translation initiation factor 2, subunit 1 alpha,
35kDa

Eukaryotic translation initiation factor 3, subunit C
Eukaryotic translation initiation factor 4E

Enolase 1, (alpha)

Eukaryotic translation termination factor 1

Exosome component 8

Exosome component 9

FOS-like antigen 1

Frataxin

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

Guanine monphosphate synthetase

Guanine nucleotide binding protein-like 3 (nucleolar)
Glycoprotein A33 (transmembrane)

G protein-coupled receptor 19

GrpE-like 1, mitochondrial (E. coli)

Glutathione S-transferase omega 1

H2A histone family, member X

H2A histone family, member Z

Holocytochrome c synthase (cytochrome ¢ heme-lyase)
Histone deacetylase 2

Hexokinase 1

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A2/B1
Hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 10

Heat shock protein 90kDa alpha (cytosolic), class A member
2

Heat shock 70kDa protein 4

Heat shock 70kDa protein 9 (mortalin)

Heat shock 60kDa protein 1 (chaperonin)

Heat shock 10kDa protein 1 (chaperonin 10)

Inhibitor of DNA binding 2, dominant negative helix-loop-helix
protein

Inositol(myo)-1(or 4)-monophosphatase 2

Interferon regulatory factor 9

JTV1 gene

Lysyl-tRNA synthetase

V-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogene
homolog

Lactate dehydrogenase A

Leukotriene A4 hydrolase

Minichromosome maintenance complex component 7
Malignant T cell amplified sequence 1

Microsomal glutathione S-transferase 1
Methylenetetrahydrofolate dehydrogenase (NADP+ depen-
dent) 1

Methylenetetrahydrofolate dehydrogenase (NADP+ depen-
dent) 2

V-myc myelocytomatosis viral related oncogene, neuroblas-
toma derived (avian) opposite strand
Neuroblastoma-amplified protein

Nucleosome assembly protein 1-like 1

Nucleolin

Nuclear factor 1/B

Non-metastatic cells 1, protein (NM23A) expressed in
Non-metastatic cells 2, protein (NM23B) expressed in
Nucleolar und coiled-body phosphoprotein 1
Nucleophosmin (nucleolar phosphoprotein B23, numatrin)
Neuroblastoma RAS viral (v-ras) oncogene homolog
Neurotrophic tyrosine kinase, receptor, type 2
Nucleoporin 155kDa

Ornithine decarboxylase 1

3'-phosphoadenosine 5'-phosphosulfate synthase 2
Paired box 3

Proliferating cell nuclear antigen

Prohibitin

Pancreatic lipase-related protein 1

n.b.
n.b.
n.b.
n.b.
n.b.
n.b.
n.b.
n.b.

n.b.

n.b.
n.b.
n.b.
n.b.
n.b.
n.b.
n.b.
n.b.

n.b.
n.b.
n.b.
n.b.
n.b.
n.b.
n.b.
n.b.

n.b.
n.b.
n.b.
n.b.
n.b.

n.b.
n.b.

n.b.
n.b.

n.b.

n.b.
n.b.
n.b.
n.b.

n.b.

n.b.
n.b.
n.b.
n.b.
n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.
n.b.
n.b.
n.b.
n.b.

n.b.
n.b.
n.b.
n.b.
n.b.
n.b.
n.b.
n.b.

n.b.
n.b.
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PPA1
PPAT
PPID
PRDX3
PRDX4
PRDX6
PREP
PRPS2
PSMB1

PTEN

PTMA
RCL1
RHOBTB3
RPL10
RPL19
RPL22
RPL27
RPL27A
RPL3
RPL5
RPL9
RPS13
RPS20
RRS1
SDCCAG3

SFRS1

SFRS2
SFRS5
SFRS7

SLC25A3

SLC31A2
SLC39A6
SMN1
SNRPB
SNRPD1
SNRPD3
SRM
STMN1
SUMO1
TBCE
TDO2
TERT
TFAMP1
TFRC
TGFB1
THBS1
THRAP3
TK1
TOP1
TP53
TPP2
TXN
TYMS
UAP1
UBE2C

UCHL1

USP13
WASF1
WRN

Pyrophosphatase (inorganic) 1

Phosphoribosyl pyrophosphate amidotransferase
Peptidylprolyl isomerase D (cyclophilin D)

Peroxiredoxin 3

Peroxiredoxin 4

Peroxiredoxin 6

Prolyl endopeptidase

Phosphoribosyl pyrophosphate synthetase 2
Proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type, 1
Phosphatase und tensin homolog (mutated in multiple ad-
vanced cancers 1)

Prothymosin, alpha (gene sequence 28)

RNA terminal phosphate cyclase-like 1

Rho-related BTB domain containing 3

Ribosomal protein L10

Ribosomal protein L19

Ribosomal protein L22

Ribosomal protein L27

Ribosomal protein L27a

Ribosomal protein L3

Ribosomal protein L5

Ribosomal protein L9

Ribosomal protein S13

Ribosomal protein S20

RRS1 ribosome biogenesis regulator homolog (S. cerevisiae)
Serologically defined colon cancer antigen 3

Splicing factor, arginine/serine-rich 1 (splicing factor 2, alter-
nate splicing factor)

Splicing factor, arginine/serine-rich 2

Splicing factor, arginine/serine-rich 5

Splicing factor, arginine/serine-rich 7, 35kDa

Solute carrier family 25 (mitochondrial carrier; phosphate
carrier), member 3

Solute carrier family 31 (copper transporters), member 2
Solute carrier family 39 (zinc transporter), member 6
Survival of motor neuron 1, telomeric

Small nuclear ribonucleoprotein polypeptides B und B1
Small nuclear ribonucleoprotein D1 polypeptide 16kDa
Small nuclear ribonucleoprotein D3 polypeptide 18kDa
Spermidine synthase

Stathmin 1/oncoprotein 18

SMT3 suppressor of mif two 3 homolog 1 (S. cerevisiae)
Tubulin folding cofactor E

Tryptophan 2,3-dioxygenase

Telomerase reverse transcriptase

Transcription factor A, mitochondrial

Transferrin receptor (p90, CD71)

Transforming growth factor, beta 1

Thrombospondin 1

Thyroid hormone receptor associated protein 3
Thymidine kinase 1, soluble

Topoisomerase (DNA) |

Tumor protein p53 (Li-Fraumeni syndrome)

Tripeptidyl peptidase I

Thioredoxin

Thymidylate synthetase

UDP-N-acteylglucosamine pyrophosphorylase 1
Ubiquitin-conjugating enzyme E2C

Ubiquitin carboxyl-terminal esterase L1 (ubiquitin thioles-
terase)

Ubiquitin specific peptidase 13 (isopeptidase T-3)

WAS protein family, member 1

Werner syndrome

n.b.
n.b.
n.b.
n.b.
n.b.
n.b.
n.b.
n.b.
n.b.

n.b.

n.b.
n.b.
n.b.
n.b.
n.b.
n.b.
n.b.

n.b.
n.b.
n.b.
n.b.
n.b.
n.b.
n.b.

n.b.

n.b.
n.b.
n.b.

n.b.

n.b.
n.b.
n.b.

n.b.
n.b.
n.b.
n.b.
n.b.
n.b.
n.b.
n.b.

n.b.
n.b.
n.b.
n.b.
n.b.
n.b.
n.b.
n.b.

n.b.
n.b.
n.b.

n.b.

n.b.
n.b.
n.b.

82




Ergebnisse

4.2 Verifizierung von Aurora-A als wichtiges Protein fur die
Proliferation von MYCN-amplifizierten Neuroblastomzel-

len

4.21 Die Protein- und mRNA-Mengen von Aurora-A zeigen eine positive
Korrelation mit einer MYCN-Amplifikation sowie mit erhohten

N-Myc-Proteinmengen im Neuroblastom

Die Auswahl des Gens AURKA als Kandidatengen beruht auf dem ¢cDNA-Microarray-
basierten Nachweis einer hoheren mRNA-Expression in MYCN-amplifizierten im Ver-
gleich zu MYCN-nicht-amplifizierten Neuroblastomen (Berwanger ef al., 2002). Diese
Daten wurden zundchst auf Proteinebene sowie in einer unabhingigen Patientengruppe
bestdtigt. Dazu wurden Lysate von 48 priméren Neuroblastomen (12 davon MYCN-
amplifiziert) im Western Blot hinsichtlich ihrer Aurora-A-Proteinmengen untersucht
(Abbildung 11 A). Dabei zeigte sich eine signifikant hohere Proteinmenge von Auro-

ra-A in MYCN-amplifizierten Neuroblastomen.

Zur Verifizierung dieser Ergebnisse in einer unabhédngigen Patientengruppe wurden
cDNA-Microarray-Daten einer Untersuchung der Kinderklinik Essen (N = 68) beziig-
lich der mRNA-Expression von AURKA ausgewertet (Abbildung 11 B). Diese Daten
bestdtigten eine signifikant erhohte A URKA-mRNA-Expression in Neuroblastomen mit
einer MYCN-Amplifikation.

Ein Problem dieser mRNA- sowie Proteinanalysen primérer Tumorproben mittels
cDNA-Microarray oder Western Blot stellt die mdgliche Kontamination durch umge-
bendes Gewebe sowie durch Stromazellen dar. Dagegen ermdglicht ein immunhisto-
chemischer Nachweis von Proteinmengen die Analyse auf Einzelzellebene und damit
eine Beschrinkung auf maligne Zellen und den Ausschluss von Stromazellen. Hierzu
wurde ein Gewebe-Microarray der Kinderklinik Essen verwendet, welcher die Analyse
von Aurora-A-Proteinmengen in 44 primdren Neuroblastomschnitten (vier davon
MYCN-amplifiziert) ermdglichte und gleichzeitig eine unabhéngige Patientengruppe zur
Western Blot-Analyse (Abbildung 11 A) darstellt. Die Auswertung der immunhistoche-
mischen Firbungen bestitigt eine signifikant erhohte Proteinmenge von Aurora-A bei

einer MYCN-Amplifikation (Abbildung 11 C und D).
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Abbildung 11: Die Protein- und mRNA-Mengen von Aurora-A Korrelieren signifikant mit einer
Amplifikation von MYCN in priméren Neuroblastomen.

(A) Eine Western Blot-Analyse von 12 MYCN-amplifizierten und 36 MYCN-nicht-amplifizierten Neu-
roblastomlysaten auf Aurora-A- sowie N-Myc-Proteinmengen wurde densitometrisch quantifiziert und
auf B-Aktin-Proteinmengen normalisiert (Line: Median). Zur statistischen Auswertung der nicht normal-
verteilten Werte (nach Kolmogorov-Smirnov-Test) wurde ein zweiseitiger Mann-Whitney-U-Test durch-
gefiihrt.

(B) Die Analyse von 68 primdren Neuroblastomen (8 davon MYCN-amplifiziert) der Kinderklinik Essen
erfolgte mittels eines cDNA-Microarrays und durch zweiseitigen Mann-Whitney-U-Test (Linie: Median).
(C) Aurora-A wurde mit Hilfe eines Gewebe-Microarrays von 64 Neuroblastomproben der Kinderklinik
Essen immunhistochemisch geféarbt. Es sind reprasentative Abbildungen mit hoher (2,0) bzw. niedriger
(0,3) relativer Aurora-A-Menge (in rot) gezeigt. Der GroBenbalken ist 50 pm lang.

(D) Die immunhistochemische Farbung von Aurora-A in malignen Zellen im Gewebe-Microarray prima-
rer Neuroblastomschnitte wurde durch einen Pathologen ausgewertet. Eine statistische Analyse der erwar-
teten hoheren Aurora-A-Proteinmenge wurde fiir 44 Neuroblastome mit bekanntem MYCN-Status (vier
davon MYCN-amplifiziert) mittels einseitigem Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt. Die Darstellung
erfolgte in einem Box-Whisker-Plot.

Des Weiteren zeigte ein Vergleich der N-Myc- und Aurora-A-Proteinmengen primérer
Neuroblastome im Western Blot (Abbildung 11 A), dass eine positive Korrelation zwi-
schen N-Myc und Aurora-A auch auf Proteinebene vorliegt (Abbildung 12 A). Daher
stellt sich die Frage, ob erhohte Mengen von N-Myc direkt oder indirekt zu einer erhoh-
ten Menge von Aurora-A fithren. Hierzu wurde zusammen mit Sebastian Horn und Ur-
sula Filers ein induzierbares Zellkultursystem etabliert, bei dem MYCN-nicht-
amplifizierte SH-EP-Zellen ein stabil infiziertes MYCN-ER-Konstrukt exprimieren
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(Schulte et al., 2008). Dieses Konstrukt kodiert fiir ein Fusionsprotein aus N-Myc und
der mutierten Hormonbindungsdomine (Aminosiuren 281 bis 599) des murinen Ostro-
genrezeptors (estrogen receptor, ER). Dabei wird das Fusionsprotein (N-Myc-ER) kon-
stitutiv exprimiert, jedoch durch Interaktion mit dem Hitzeschockprotein Hsp90 in ei-
nem inaktiven Komplex gehalten. Durch Bindung des Ostrogenanalogons 4-
Hydroxytamoxifen (4-OHT) wird nach einer Konformationséinderung das aktive Fusi-
onsprotein N-Myc-ER freigesetzt. Die Mutation (G525R) des Ostrogenrezeptors ver-
hindert dabei eine Aktivierung durch im Serum vorkommende natiirliche Ostrogene
(Littlewood et al., 1995). Dieses System wurde urspriinglich fiir c-Myc etabliert (Eilers
et al., 1989) und zeigt auch im Fall von N-Myc-ER in SH-EP-Zellen eine 4-OHT-
abhingige Aktivierung bekannter Zielgene, wie TERT, NCL, ODCI und PTMA (Schulte
et al., 2008). Dariiber hinaus wurde 24 Stunden nach Aktivierung von N-Myc-ER eine
etwa siebenfache Erhhung der Proteinmenge von Aurora-A beobachtet (Abbildung 12
B). Die Induktion von Aurora-A durch N-Myc findet jedoch hochstwahrscheinlich indi-
rekt statt, da keine Bindung von N-Myc an den A URKA-Promotor nachgewiesen werden

konnte (Berwanger et al., 2002).
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Abbildung 12: Eine erhohte Menge oder Aktivitit von N-Myc korreliert mit hoheren Aurora-A-
Proteinmengen.

(A) Die densitometrische Auswertung von N-Myc und Aurora-A (jeweils normalisiert auf B-Aktin) der in
Abbildung 11 A beschriebenen Western Blot-Analyse zeigte eine positive Korrelation zwischen N-Myc-
und Aurora-A-Proteinmengen (Spearman-Korrelationskoeffizient p).

(B) Die Aktivierung von N-Myc in SH-EP-Zellen mit einem stabil infizierten MYCN-ER-Konstrukt mit-
tels 4-OHT zeigt nach 24 Stunden eine erhohte Menge von Aurora-A (Nachweis von N-Myc-ER mit
einem N-Myc-Antikorper). Cdk2 diente als Ladungskontrolle.
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4.2.2 Die hohen Protein- und mRNA-Mengen von Aurora-A korrelieren

mit einer schlechten Prognose bei Neuroblastompatienten

Die erhdhte Menge von Aurora-A in den als schlecht prognostisch beschriebenen
MYCN-amplifizierten Neuroblastomen fiihrt zu der Frage, ob Aurora-A selbst einen
prognostischen Faktor fiir das Neuroblastom darstellt und ob die prognostische Signifi-
kanz von anderen Faktoren wie der Amplifikation von MYCN unabhingig ist. Dazu
wurde zunichst das Uberleben der Patienten in Abhéngigkeit von der in mittels cDNA-
Microarray untersuchten 4URKA-mRNA-Menge (Abbildung 11 B) ausgewertet. Nach
einer Einteilung in Proben mit hoher sowie geringer AURKA-mRNA-Menge (Schwel-
lenwert 106, Abbildung 11 B) wurde eine signifikante Verringerung des Tumor-freien

Uberlebens bei hohen 4URKA-mRNA-Mengen nachgewiesen (Abbildung 13 A).

Des Weiteren wurden die immunhistochemisch bestimmten Proteinmengen von Auro-
ra-A (Abbildung 11 C und D) fiir eine Uberlebensanalyse verwendet. Dabei wiesen Pa-
tienten mit hohen Aurora-A-Proteinmengen (Schwellenwert 1,8) eine signifikant gerin-
gere Uberlebenswahrscheinlichkeit auf (Abbildung 13 B). In einer multivariaten
Analyse (Cox-Regression) konnte unter Einbeziehung der prognostisch relevanten Pa-
rameter MYCN-Amplifikation und Differenzierungsgrad (Abschnitt 1.5, Seite 29) die
Aurora-A-Proteinmenge als unabhéngiger, prognostisch signifikanter Parameter verifi-
ziert werden. Aurora-A stellt daher einen neuen prognostischen Faktor fiir das Neu-

roblastom dar.

A

w

p = 0,022 (Kaplan-Meier-Analyse)

p = 0,042 (Kaplan-Meier-Analyse) p = 0,045 (Cox-Regression)

100 100
] AURKA '_5-.1 Aurora-A
...... .
751 751 :'=.
50- I.‘:-.I.-.I.JJ ......... o 50- o T :

251 ——geringe MRNA-Menge
--+---hohe mMRNA-Menge

251 ——geringe Protei'-r{Fnenge

0 --+---hohe Proteinmenge

OIIIIIIIIII
0123456738 91011 0 5 10 15 20 25

Jahre seit Diagnose Jahre seit Diagnose

Tumor-freies Uberleben (in %)
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Abbildung 13: Eine hohe Menge von Aurora-A korreliert mit einer schlechteren Prognose bei Neu-
roblastompatienten.

(A) Die in Abbildung 11 B untersuchte A URKA-mRNA-Expression von 68 Neuroblastom-Patienten wur-
de nach Einteilung in hohe (N = 11) und geringe (N = 57) Expression in Bezug auf das Uberleben der
Patienten in einer Kaplan-Meier-Analyse (logrank test) ausgewertet.
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(B) Die immunhistochemisch bestimmten Aurora-A-Proteinmengen (Abbildung 11 C und D) wurden
nach Einteilung in hohe (N = 23) und geringe (N = 41) Proteinmenge auf ihre prognostische Signifikanz
in einer Kaplan-Meier-Analyse untersucht. Zusitzlich wurde eine multivariate Analyse (Cox-Regression)
unter Einbeziehung von MYCN-Amplifikation und Differenzierungsgrad durchgefiihrt.

4.2.3 Die Depletion von Aurora-A fiihrt zu einem Proliferationsarrest in
MYCN-amplifizierten IMR-32-Zellen

Die bisherigen Analysen haben in einem Hochdurchsatzverfahren nach Infektion mit
einer AURKA-shRNA-Dreifachkombination ein reduziertes Wachstum bei MYCN-
amplifizierten IMR-32-Zellen im Vergleich zu MYCN-nicht-amplifizierten SH-EP-
Zellen gezeigt (Tabelle 5, Seite 79). Zur Verifizierung dieser Ergebnisse wurden die drei
einzelnen shRNA-Vektoren in Neuroblastomzellen stabil infiziert und der Einfluss auf
AURKA-mRNA-Menge, Aurora-A-Proteinmenge und das Zellwachstum bestimmt. Da-
bei zeigte eine ShRNA keine Depletion von Aurora-A (Daten nicht gezeigt). Zwei gegen
AURKA gerichtete shRNA-Vektoren (AURKA-sh-1 und AURKA-sh-2) waren dagegen
funktionell (Reduktion von mRNA und Protein, Abbildung 14 A und B) und bestétigten
eine selektive Wachstumshemmung MYCN-amplifizierter IMR-32-Zellen ohne jegli-
chen Einfluss auf MYCN-nicht-amplifizierte SH-EP-Zellen (Abbildung 14 C).

Weitere Experimente wiesen eine Wachstumshemmung durch Aurora-A-Depletion in
MYCN-amplifizierten IMR-5- und SMS-KCN-Zellen, jedoch keinen Einfluss auf das
Wachstum von SK-N-BE(2)C-, SH-SY5Y-, SK-N-AS- und NB-69-Zellen nach (Lars
Schiittrumpf, personliche Mitteilung). Damit korreliert eine Wachstumshemmung mit
der Abhéngigkeit des Wachstums von hohen N-Myc-Proteinmengen (Tabelle 4, Seite
75) und es kann daher postuliert werden, dass Aurora-A speziell fiir N-Myc-abhingige
Neuroblastomzellen essentiell ist. Allerdings kann nicht ausgeschlossen werden, dass
die Unempfindlichkeit der SK-N-BE(2)C-Zellen gegeniiber einer Aurora-A-Depletion
auf der Mutation des 7P53-Allels beruht und nicht auf der fehlenden Abhéngigkeit von
N-Myc (Keshelava et al., 2001; Tweddle et al., 2001). Andererseits zeigt die Analyse
der acht Neuroblastomzellen, dass die Wachstumshemmung durch Aurora-A-Depletion

mit der Wachstumshemmung durch N-Myc-Depletion korreliert (Tabelle 4, Seite 75). Es
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Abbildung 14: Zwei funktionelle 4AURKA-shRNAs fiithren zu einer selektiven Wachstumshemmung
MYCN-amplifizierter IMR-32-Zellen.

(A) Die relativen mRNA-Mengen von A URKA wurden fiinf Tage nach Infektion mit einer Kontroll-sh (K)
oder einer AURKA-sh (1 bzw. 2) mit Hilfe einer qRT-PCR und Normalisierung auf die Haushaltsgene
B2M und RPS14 bestimmt.

(B) Die relativen Proteinmengen der infizierten Neuroblastomzellen wurden im Western Blot vier Tage
nach shRNA-Infektion analysiert. Cdk2 diente als Ladungskontrolle.

(C) Fiinf Tage nach shRNA-Infektion wurden die Zellen fixiert und mit Kristallviolett gefarbt.

Zur genaueren Analyse des reduzierten Wachstums von IMR-32-Zellen wurden die Zel-
len mit zwei verschiedenen Kontroll-shRNAs bzw. 4URKA-shRNAs infiziert und an-
schlieBend fiir eine Wachstumskurve gezahlt sowie flir eine Zellzyklusanalyse mittels
Propidiumiodid-Farbung und Durchflusszytometrie (PI-FACS) analysiert. Die Wachs-
tumskurve zeigte eine Reduktion der Wachstumsrate nach einer Depletion von Aurora-A
(Erhohung der Verdopplungszeit von 28 auf 52 Stunden, Abbildung 15 A). Dies wurde
auch nach einer N-Myc-Depletion beobachtet (Erhohung der Verdopplungszeit von 32
auf 64 Stunden, Abbildung 10 A, Seite 76). Die Zellzyklusanalyse zeigt nur in geringfii-
gigem MalBe eine Induktion von Apoptose (Daten nicht gezeigt), dagegen jedoch eine
Erhohung des Anteils von Zellen in der G1/G0-Phase und eine Reduktion von Zellen in
der S-Phase (Abbildung 15 B). Unter Einbeziehung der Zellzyklusdauer (Verdopplungs-
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zeit) konnte bei Annahme einer sich homogen verhaltenden Zellpopulation die Dauer
der einzelnen Zellzyklusphasen berechnet werden (Abbildung 15 C). Dadurch ist zu
erkennen, dass die Depletion von Aurora-A zu einer Verliangerung aller Zellzykluspha-
sen, insbesondere einer Verdopplung der G1/G0O-Phasenlédnge (von durchschnittlich 12
auf 27 Stunden) fiihrt. Dies dhnelt dem Einfluss einer MYCN-shRNA auf den Zellzyklus
in der gleichen Zelllinie (Abbildung 10 C, Seite 74). Dabei ist durch den Einsatz von
zwei verschiedenen funktionellen shRNAs mit dhnlichen zelluldren Effekten ein se-

quenzunspezifischer Nebeneffekt der sShRNAs (off-target effect) fast ausgeschlossen.
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Abbildung 15: Die Aurora-A-Depletion in MYCN-amplifizierten IMR-32-Zellen fiihrt zu reduzier-
ter Proliferation und einer Akkumulation von Zellen vorwiegend in der G1/G0-Phase.

(A) IMR-32-Zellen wurden nach stabiler Infektion mit Kontroll-sh (K1 bzw. K2) oder AURKA-sh (1 bzw.
2) an vier aufeinanderfolgenden Tagen gezihlt. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung der drei
biologischen Replikate je Bedingung und Zeitpunkt an. Die Depletion von Aurora-A fiihrt dabei zu einer
durchschnittlichen Erhdhung der Verdopplungszeit von 28 auf 52 Stunden (Berechnung ohne Tag 6 we-
gen Konfluenz der Zellen).

(B) Die unter A gezeigten Zellen wurden drei, vier sowie fiinf Tage nach Infektion mit dem Kulturiiber-
stand fixiert und der DNA-Gehalt mittels PI-FACS bestimmt. Die Zellzyklusanalyse zeigte eine leichte
Erhohung des Anteils von Zellen in der G1/G0-Phase. Der Anteil apoptotischer und polyploider Zellen
war vernachldssigbar gering (analog zu Abbildung 10 B, Seite 76) und wurde daher hier nicht dargestellt.
Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung von neun biologischen Replikaten an. Durch zusétzliche
Analyse des BrdU-Einbaus wurde bestitigt, dass die Zellen in der S-Phase aktiv DNA replizierten (Daten
nicht gezeigt).

(C) Aus der Verdopplungszeit und dem Anteil der Zellen in den einzelnen Zellzyklusphasen wurde die
Dauer der Zellzyklusphasen berechnet (analog zu Abbildung 10 C, Seite 76).
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4.2.4 Eine Aurora-A-Depletion fuhrt zur Induktion von p53 und zur Re-
pression von N-Myc in MYCN-ampilifizierten IMR-32-Zellen

In der Literatur wurden fiir Aurora-A bereits verschiedene onkogene Funktionen be-
schrieben, die zur Erklarung fiir den Proliferationsarrest nach Aurora-A-Depletion niher
untersucht werden konnten (Abschnitt 5.2.2, Seite 136). Fiir eine unvoreingenommene
Analyse moglicher Ursachen dieses Proliferationsarrestes wurde jedoch ein umfassen-
derer Ansatz ausgewéhlt. Dieser beruht darauf, dass ein Grofteil zellbiologischer Vor-
ginge mit einer Verdnderung des Genexpressionsmusters einhergeht. Daher wurde ein
cDNA-Microarray durchgefiihrt, bei dem die Genexpressionidnderungen durch eine
AURKA-shRNA (1 bzw. 2) im Vergleich zu einer Kontroll-shRNA in stabil infizierten
IMR-32-Zellen analysiert wurden. Dabei konnten fiir AURKA-sh-1 insgesamt 141 signi-
fikant regulierte Gene (Genexpressionsdnderung > 1,52-fach, Signalintensitdt > 6) und
fiir AURKA-sh-2 insgesamt 307 signifikant regulierte Gene (Genexpressionsinderung >
1,74-fach, Signalintensitét > 6) identifiziert werden. Eine signifikante Regulation durch
beide AURKA-shRNAs wurde dabei fiir 155 Gene gezeigt (mittlere Genexpressionsin-
derung > 1,41-fach, t-Statistik > 1,96), von denen 33 Gene induziert und 122 Gene re-
primiert sind (Tabelle 8, Seite 193). Dabei wurde AURKA selbst als eines der am stérks-
ten regulierten Gene durchschnittlich 3,20-fach reprimiert. Die aus der gleichen RNA
durchgefiihrte QRT-PCR zeigte im Vergleich dazu eine durchschnittlich 3,15-fache Re-
gulation der AURKA-mRNA (Abbildung 14 A, Seite 88). Dies bestitigte die hohe Quali-
tit des durchgefiihrten cDNA-Microarrays.

Zur besseren Interpretation des erhaltenen Genexpressionsmusters wurde anschlieend
von Birgit Samans eine Gengruppenanreicherungsanalyse (gene set enrichment analy-
sis, GSEA) durchgefiihrt (Subramanian et al., 2005). Dabei wurde nach Ubereinstim-
mung der durch eine der beiden 4URKA-shRNAs regulierten Gene (Daten nicht ge-
zeigt) mit in Datenbanken verfligbaren Gruppen von Genen gesucht, die unter
bestimmten experimentellen Bedingungen signifikant reguliert wurden. Eine Anreiche-
rung von Genen einer bestimmten Gengruppe in den Ergebnislisten des cDNA-
Microarrays wurde anschlieBend mittels statistischer Methoden ausgewertet. Dabei
fiihrte die Aurora-A-Depletion zu einer Anreicherung von Genen des ATM-Signalweges
sowie von in Mammakarzinomzellen durch oxidativen Stress induzierten Genen
(Tabelle 6). Dagegen werden Gene der Glykolyse/Glukoneogenese durch Aurora-A-

Depletion reprimiert.
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Tabelle 6: Eine Gengruppenanreicherungsanalyse (GSEA) der durch eine Aurora-A-Depletion
regulierten Gene zeigt eine Anreicherung von Genen des ATM-Signalweges, der Antwort auf oxida-
tiven Stress und der Glykolyse.

Die Ergebnislisten fiir beide einzelnen AURKA-shRNAs des in Tabelle 8 (Seite 193) dargestellten cDNA-
Microarrays wurden auf eine Anreicherung von in Datenbanken verfiigbaren Gengruppen hin untersucht.
Dies zeigte eine Induktion von Genen des ATM-Signalweges sowie von Genen, die in Mammakarzinom-
zellen durch oxidativen Stress (Wasserstoffperoxid, Menadion und t-Butylhydroxyperoxid) induziert
werden. Dagegen wurden Gene der Glykolyse/Glukoneogenese durch Aurora-A-Depletion reprimiert. Die
statistische Auswertung zeigt, dass die Anreicherung einer Gruppe zwar allein signifikant wire (nomina-
ler p-Wert), jedoch nicht mehr nach einer Korrektur fiir das multiple Testproblem mittels der FDR-
Methode (Benjamini und Hochberg, 1995).

An- Anzahl
Gengruppe zahl  Regula- £ Rich- @I e
tion regulier- Gensymbole naler
(Gene set) der tung g-Wert
G durch ten p-Wert
ene
Gene
CDKN1A,
ATM 15 AURKA-— hoch  NFKBIA, MDM2, 0,000 0,120
PATHWAY sh-1
TP53
EGR1,
RCBTB1, FAS,
PLA2R1,
OXSTRESS_ AURKA- ey
BEEASTCA_ 20 sh-2 14 hoch CTAGES, JUN. 0,000 0,185
PPP2CB,
MT1X, ZBTB4,
H19, PSMD12,
MT1H
GOT2, TP,
GLYCOLYSIS_ AURKA- FBP2, ENO2,
UND_GLUCO 23 sh-2 9 runter PKM2, GAPDH, 0,000 0,302
NEOGENESIS ALDOC,
ALDOB, HK1

Die Anreicherung dieser Gengruppen ist zwar statistisch nicht signifikant (q > 0,05),
liefert jedoch einen Hinweis auf eine mogliche biologische Ursache des Proliferation-
sarrestes. Eine Antwort auf DNA-Schidden oder oxidativen Stress wird hiufig durch p53
vermittelt und es finden sich in der Ergebnisliste des cDNA-Microarrays (Tabelle 8,
Seite 193) zwei induzierte Gene, die bereits fiir einen p53-abhiangigen Zellzyklusarrest
beschrieben worden sind: p21CIP1/CDKNIA (El-Deiry et al., 1993) und PLK2 (Burns
et al., 2003). Des Weiteren weist die Repression von glykolytischen Genen auf eine
mogliche Regulation durch N-Myc hin, da eine Induktion glykolytischer Gene durch
c-Myc bereits beschrieben wurde (Osthus et al., 2000). Zur weiteren Untersuchung die-
ser Hypothese wurden die durch eine der beiden AURKA-shRNAs regulierten Gene auf
eine mogliche inverse Regulation durch c-Myc hin analysiert (Datenbanken zur Genre-
gulation durch N-Myc stehen nicht zur Verfiigung). Dazu wurde eine Datenbank fiir

c-Myc-Zielgene (http://myc-cancer-gene.org/) verwendet (Zeller et al., 2003). Es wur-
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den dabei 18 c-Myc-Zielgene identifiziert, die invers mit der Regulation durch eine der
beiden AURKA-shRNAs korrelieren (Tabelle 7), darunter auch vier durch beide
AURKA-shRNAs signifikant regulierte Gene (BCLIIB, IREB2, CDKNI1A4 und DUSPG6;

Tabelle 8, Seite 193). Dies ldsst vermuten, dass N-Myc zumindest flir einen Teil der

beobachteten Genexpressionsdnderungen und damit méglicherweise fiir den Proliferati-

onsarrest verantwortlich ist.

Tabelle 7: Mehrere der durch Aurora-A-Depletion regulierten Gene werden durch c-Myc invers

reguliert.

Die durch AURKA-sh-1 oder AURKA-sh-2 signifikant regulierten Gene wurden auf eine inverse Regulati-
on durch c-Myc mit Hilfe einer Datenbank fiir c-Myc-Zielgene liberpriift.

Regulation Requlation Regulation
Gensymbol Genbezeichnung durch (xg-fach) Richtung durch
AURKA-shRNA c-Myc
Pescadillo homolog 1,
PES1 containing BRCT domain sh-2 3,12 runter hoch
(zebrafish)
CCND3 Cyclin D3 sh-2 2,52 runter hoch
TP53 Tumor protein p53 (Li- sh-2 2,51 runter hoch
Fraumeni syndrome)
gcL11g  B-cell CLL/lymphoma 118 sh-2 2,48 runter hoch
(zinc finger protein)
HMGA7  High mobility group AT- sh-2 2,45 runter hoch
hook 1
pPRMT7 ~ Froteinarginine me- sh-2 2,35 runter hoch
thyltransferase 1
IREB2 Iron-responsive element sh-2 2,06 runter hoch
binding protein 2
Proliferation-associated
PA2G4 2G4, 38kDa sh-2 2,03 runter hoch
RYBP RINGT und YY1 binding sh-2 1,98 runter hoch
protein
Ribonuclease P/MRP
RPP30 30kDa subunit sh-2 1,92 runter hoch
SYNGR1 Synaptogyrin 1 sh-2 1,88 runter hoch
SRM Spermidine synthase sh-2 1,82 runter hoch
SErgp1  SERPINET mRNA bin- sh-2 175 runter hoch
ding protein 1
Cyclin-dependent kinase
CDKN1A inhibitor 1A (p21, Cip1) sh-1 2,64 hoch runter
pusps  pudl specifiily phospha- sh-2 2,08 hoch runter
FN1 Fibronectin 1 sh-1 1,89 hoch runter
MCC Mutated in colorectal sh-1 1,88 hoch runter
cancers
F2R Goagulation factor | sh-1 169 hoch  runter

(thrombin) receptor
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Zur Verifizierung der im cDNA-Microarray gefundenen potentiell wichtigen Gene wur-
den fiinf dieser Gene mittels qRT-PCR auf mRNA-Ebene untersucht. In MYCN-
amplifizierten IMR-32-Zellen zeigte sich dabei nach Aurora-A-Depletion eine Induktion
der p53-Zielgene CDKNIA und PLK2, sowie eine Repression der Glykolysegene
ENO2, PKM?2 und ALDOC (Abbildung 16 A). Diese Regulation wurde in den MYCN-
nicht-amplifizierten SH-EP-Zellen nicht (im Fall von ALDOC nur in geringem Malle)
beobachtet. Dies bestétigt zum einen die Ergebnisse des cDNA-Mikroarrays, zum ande-
ren zeigt dies, dass die Regulation spezifisch in Zellen mit hohen N-Myc-Mengen statt-

findet (IMR-32), da SH-EP-Zellen kein detektierbares N-Myc aufweisen.

Die im cDNA-Microarray identifizierten und verifizierten Expressionsdnderungen von
p53-Zielgenen und Glykolysegenen liell eine Regulation der dafiir in Frage kommenden
Transkriptionsfaktoren p53 und N-Myc vermuten. Daher wurde ein Western Blot durch-
gefiihrt, wodurch eine Reduktion der N-Myc-Proteinmenge und eine Erhhung der p53-
Proteinmenge nach Depletion von Aurora-A in MYCN-amplifizierten IMR-32-Zellen
nachgewiesen wurde (Abbildung 16 B). Ebenso wurde die Induktion des durch das Gen
CDKNIA kodierten Cdk-Inhibitors p21Cipl auf Proteinebene verifiziert. Diese Verdn-
derungen konnten in MYCN-nicht-amplifizierten SH-EP-Zellen nach einer Aurora-A-
Depletion nicht beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).

A B
. IMR-32
q.) b
5 ] B CDKN1A AURKA=sh: K 1 2
q) b
<§.( 2,51 B PLK2 N-Myc |wes =« v
Z 2,0
& o] O ENO2 p53 e e
g 10 B PKM2 P21Cip1 | ———
S 05
& 0 B ALDOC Aurora-A |==
AURKA-sh: K 1 2 K 1 2 Cdk2 [ sme S==
IMR-32 SH-EP N-Myc/Cdk2 1,0 0,8 0,9

p53/Cdk2 1,0 3,7 41

Abbildung 16: Eine Aurora-A-Depletion bewirkt eine Induktion von p53 und p53-Zielgenen sowie
eine Repression von N-Myc und glykolytischen Genen in MYCN-amplifizierten IMR-32-Zellen.

(A) IMR-32- und SH-EP-Zellen wurden mit einer Kontroll-shRNA (K) oder einer AURKA-shRNA (1
bzw. 2) stabil infiziert und die Genexpression von fiinf verschiedenen Genen mittels qRT-PCR bestimmt
(CDKNIA kodiert fiir p21Cipl). Die mRNA-Mengen wurden auf RPS/4 normalisiert und sind bei jeder
Zelllinie jeweils relativ zur Kontroll-shRNA dargestellt.

(B) Ein Western Blot der IMR-32-Zellen drei Tage nach Infektion zeigte Anderungen auf Proteinebene.
Cdk2 diente als Ladungskontrolle. Die relativen Proteinmengen von N-Myc und p53 (unten) wurden
densitometrisch bestimmt.
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4.2.5 Die Aktivierung von p53 ist fiir den Proliferationsarrest nach einer

Aurora-A-Depletion nicht essentiell

Die Aktivierung des Tumorsuppressors p53 kann zur Induktion eines Zellzyklusarrestes
oder der Apoptose fiihren (Mercer et al., 1990; Baker et al., 1990a; Yonish-Rouach et
al., 1991). Es stellt sich jedoch die Frage, ob die Funktion von p53 fiir den Proli-
ferationsarrest notwendig ist. Dies lésst sich durch Blockieren der p53-Funktion mittels
RNA-Interferenz oder durch Uberexpression dominant-negativ wirkender 7P53-
Mutanten untersuchen. Hierzu wurde ein C-terminales Fragment von p53 verwendet
(p53DD), welches mit p53 oder anderen p53-Familienmitgliedern oligomerisieren, aber
nicht mehr an DNA binden und Zielgene transaktivieren kann und daher dominant-

negativ wirkt (Shaulian et al., 1992; Bowman et al., 1996)

Nach stabiler Expression von p53DD in IMR-32-Zellen wurde ein Zellklon mit hohen
Proteinmengen von p53DD ausgewihlt. Diese Zellen wurden zusammen mit Leervek-
tor-infizierten Zellen fiir eine Analyse der Aurora-A-Depletion verwendet. Dazu wurden
zusitzlich Kontroll-shRNAs bzw. AURKA-shRNAs stabil infiziert und die Zellen mit-
tels Wachstumskurve, PI-FACS (Zellzyklusanalyse) und Western Blot untersucht. Der
durch die Aurora-A-Depletion induzierte Proliferationsarrest lieB sich durch die Uber-
expression von dominant-negativem 7P53 (p53DD) nicht autheben sondern nur gering-
fligig verringern (Abbildung 17 A). Dies war insbesondere an den Verdopplungszeiten
zu erkennen, die eine durchschnittlich sechsfache Erhohung durch Aurora-A-Depletion
in Leervektorzellen und eine flinffache Erhohung in p53DD-Zellen aufwiesen
(Abbildung 17 B). Die Uberexpression von dominant-negativem 7P53 fiihrt dabei zu
einer Hemmung der A URKA-sh-induzierten p21Cipl-Akkumulation und zu sehr hohen
Mengen von endogenem Wildtyp-p53 (Abbildung 17 C), da die fehlende Aktivierung
des p53-Zielgens MDM?2 zu einer Stabilisierung des endogenen p53 fiihrt (Barak et al.,
1993; Haupt et al., 1997; Kubbutat et al., 1997). Durch die Inaktivierung von p53 konn-
te zudem eine Verschiebung des Proliferationsarrestes von der G1/GO- in die G2/M-
Phase beobachtet werden (Daten nicht gezeigt), was sich durch die Funktion von p53
bei einem G1-Arrest erkliren ldsst. Diese Daten belegen, dass die p53-Induktion fiir den

Proliferationsarrest Aurora-A-depletierter Zellen nicht essentiell ist.
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Abbildung 17: Uberexpression eines dominant-negativen 7P53-Allels (p53DD) kann den durch
Aurora-A-Depletion induzierten Proliferationsarrest nicht autheben.

(A) IMR-32-Zellen, die stabil einen Leervektor (links) oder p53DD (rechts) exprimierten, wurden nach
stabiler Infektion mit Kontroll-sh (K1 bzw. K2) oder AURKA-sh (1 bzw. 2) an vier aufeinanderfolgenden
Tagen gezihlt. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung der drei biologischen Replikate je Be-
dingung und Zeitpunkt an.

(B) Eine Analyse der in A dargestellten Wachstumskurven zeigte in den Leervektor-Zellen eine Erhohung
der Verdopplungszeit nach Aurora-A-Depletion von 27 (Kontroll-shRNAs) auf 54 (4URKA-sh-1) bzw.
288 Stunden (AURKA-sh-2). In den p53DD exprimierenden Zellen fand eine Erhéhung der Verdopp-
lungszeit von 31 (Kontroll-shRNAs) auf 54 (4URKA-sh-1) bzw. 255 Stunden (4 URKA-sh-2) statt.

(C) Ein Western Blot der Zellen vier Tage nach Infektion zeigte die Uberexpression von p53DD (C-
terminaler p53-Antikorper), als auch die Akkumulation von endogenem p53-wt und die Hemmung der
AURKA-sh-induzierte p21Cipl-Induktion durch pS3DD. Cdk2 diente als Ladungskontrolle.

4.2.6 Eine Uberexpression von MYCN hebt den Proliferationsarrest nach

Aurora-A-Depletion auf

Die durch Aurora-A-Depletion reduzierten Proteinmengen von N-Myc kénnten fiir den
Proliferationsarrest eine essentielle Rolle spielen, da MYCN-amplifizierte Zellen eine
starke Abhédngigkeit von hohen N-Myc-Proteinmengen zeigten und eine N-Myc-
Depletion zu einem Wachstumsarrest fithrte (Abbildung 9 C, Seite 74). Zur Uberprii-
fung dieser Vermutung wurde in MYCN-amplifizierten Zellen ein MYCN-Uber-
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expressionsvektor und anschlieBend 4URKA-shRNAs bzw. Kontroll-shRNAs stabil
infiziert. Die Kristallviolettfirbung zeigte dabei eine Wachstumsreduktion nach Auro-
ra-A-Depletion, die durch Uberexpression von MYCN aufgehoben wurde (Abbildung 18
A). Dabei wurde (im Vergleich zu Abbildung 14, Seite 88) jedoch eine geringere Auro-
ra-A-Depletionseffizienz erzielt, welche den geringen Wachstumsarrest erklart, sowie

eine nur schwache MYCN-Uberexpression (Abbildung 18 B)
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Abbildung 18: Eine geringe Uberexpression von MYCN fiihrt zur Aufhebung des Wachstumsarres-
tes nach Aurora-A-Depletion.

(A) MYCN-amplifizierte IMR-32-Zellen wurden zunédchst mit MYCN oder dem entsprechenden Leervek-
tor und anschliefend mit Kontroll-shRNA-1 bzw. zwei verschiedenen 4 URKA-shRNAs stabil infiziert.
Die Wachstumsrate wurde durch Kristallviolettfarbung der Zellen sechs Tage nach Infektion nachgewie-
sen. Die Wachstumshemmung durch eine 4 URKA-shRNA ist bei MYCN-Uberexpression aufgehoben.

(B) Eine Western Blot-Analyse von mit zwei verschiedenen Kontroll-shRNAs bzw. AURKA-shRNAs
infizierten Zellen zeigte eine vergleichbare Depletion von Aurora-A und gering erhohte Proteinmengen
von N-Myc (dabei ist die leicht reduzierte Beladung der Proben mit MYCN zu beachten). Cdk2 diente als
Ladungskontrolle. Die relative Proteinmenge von N-Myc (unten) wurde densitometrisch bestimmt.
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4.3 Regulation von N-Myc durch Aurora-A in Neuroblas-

tomzellen

4.3.1 Eine hohe AURKA-Expression fuhrt zu einer posttranslationalen

Stabilisierung des N-Myc-Proteins

Wie bereits gezeigt wurde, fiihrt die Depletion von Aurora-A zu einer Reduktion der
N-Myc-Proteinmenge. Zur Identifizierung des dafiir verantwortlichen Mechanismus
wurde zunichst untersucht, ob die Regulation von N-Myc auch auf mRNA-Ebene nach-
zuweisen ist. Dazu wurde aus MYCN-amplifizierten IMR-32-Zellen nach einer Auro-
ra-A-Depletion parallel Protein und mRNA isoliert und im Western Blot bzw. mittels
einer qRT-PCR untersucht. Dabei war eine Reduktion der N-Myc-Proteinmenge zu er-
kennen (Abbildung 19 A), wohingegen die mRNA-Menge von MYCN nicht verringert
war war (Abbildung 19 B). Eine Regulation von MYCN durch Aurora-A auf der Ebene
der Transkription oder mRNA-Stabilitdt kann aufgrund dieser Ergebnisse ausgeschlos-
sen werden. Die leichte Erhohung der MYCN-mRNA-Menge konnte auf einem negati-
ven Riickkopplungsmechanismus beruhen, verursacht durch eine verringerte Autore-
pression des MYCN-Promotors aufgrund der reduzierten N-Myc-Proteinmengen, wie

dies fiir c-Myc beschrieben ist (Penn et al., 1990).

Zur Untersuchung der Stabilitidt des N-Myc-Proteins und einer moglichen Regulation
des Proteinabbaus wurde die Proteinbiosynthese mit Hilfe von Cycloheximid gehemmt
und somit eine Neusynthese von N-Myc unterbunden. Dadurch ldsst sich in geeigneten
Zeitabstinden der Proteinabbau im Western Blot verfolgen. Dabei ist eine Beschleuni-
gung des Proteinabbaus von N-Myc in IMR-32-Zellen nach einer Aurora-A-Depletion
zu erkennen (Abbildung 19 C). Die anschlieBende densitometrische Analyse der relati-
ven N-Myc-Proteinmengen erlaubte eine Bestimmung der Abbaurate von N-Myc mit
Hilfe einer exponentiellen Regression (Abbildung 19 D). Es liel} sich hierbei eine Ver-
ringerung der Halbwertszeit des N-Myc-Proteins durch Aurora-A-Depletion von 99
Minuten auf 55 Minuten nachweisen. Die verringerte Proteinstabilitit von N-Myec ist
vermutlich ausreichend, um die Reduktion der N-Myc-Proteinmenge zu erkléren. Eine
Regulation der Translationsrate der MYCN-mRNA wurde infolgedessen nicht unter-

sucht.
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Abbildung 19: Eine Depletion von Aurora-A in IMR-32-Zellen fiihrt zu einem erhéhten Abbau von
N-Myec auf Proteinebene, jedoch zu keiner Reduktion der MYCN-mRNA.

(A) IMR-32-Zellen wurden mit 4URKA-sh-2 (+) oder einer Kontroll-sh (-) infiziert und die N-Myc-
Proteinmengen nach vier Tagen mittels Western Blot untersucht. Cdk2 diente als Ladungskontrolle. Die
Quantifizierung der relativen N-Myc-Proteinmengen (unten) erfolgte densitometrisch.

(B) Aus den unter A verwendeten Zellen wurde parallel RNA isoliert und fiir die mRNA-Expression mit-
tels QRT-PCR bestimmt. Die Normalisierung erfolgte auf das Haushaltsgen RPS/4.

(C) Zur Analyse der N-Myc-Stabilitdt wurden IMR-32-Zellen mit Kontroll-sh bzw. AURKA-sh-1 stabil
infiziert. Nach drei Tagen wurde die Synthese neuen N-Myc-Proteins durch den Translationsinhibitor
Cycloheximid (CHX) blockiert und die N-Myc-Proteinmengen nach den angegebenen Zeiten mittels
Western Blots analysiert. Cdk2 diente als Ladungskontrolle.

(D) Eine densitometrische Quantifizierung verschiedener Belichtungen des Western Blots in C zeigt die
relativen N-Myc-Proteinmengen (normalisiert auf Cdk2). Die exponenticlle Regression (Regressionsge-
rade in der logarithmischen Auftragung) ermdglichte dabei die Berechnung der Halbwertszeit (t;,) des
N-Myec-Proteins.
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Eine Verringerung der N-Myc-Stabilitidt nach einer Depletion von Aurora-A ldsst ver-
muten, dass eine Uberexpression von AURKA zu einer Stabilisierung von N-Myc auf
Proteinebene fiihren sollte. Eine Uberexpression von 4URKA in MYCN-amplifizierten
IMR-32-, IMR-5- sowie SMS-KCN-Zellen bewirkte jedoch ein massives Absterben der
Zellen (Daten nicht gezeigt). Die dabei iiberlebenden Zellen wiesen im Western Blot
keine Uberexpression von AURKA auf, was auf eine negative Selektion von MYCN-

amplifizierten Zellen mit zu hohen Aurora-A-Mengen hindeutet.

Daher wurden MYCN-nicht-amplifizierte SH-EP-Zellen verwendet, in welchen durch
Kotransfektion von MYCN und AURKA eine Regulation von N-Myc untersucht werden
kann Dabei wurde kein Einfluss der 4AURKA-Uberexpression auf das Uberleben der
Zellen festgestellt. Die Uberexpression von AURKA in MYCN-kotransfizierten Zellen
fiihrte zu einer starken Erhohung der N-Myc-Proteinmenge (Abbildung 20 A, Spuren 1
und 2). Durch die Behandlung mit Cycloheximid konnte ein verlangsamter Abbau des
N-Myc-Proteins gezeigt werden (Abbildung 20 A), welcher eine 2,5-fach erhohte
Halbwertszeit von N-Myc nach einer 4 URKA-Uberexpression hervorrief (Abbildung 20
B). Dagegen fand durch die Uberexpression von AURKA keine Verinderung der MYCN-
mRNA-Expression statt (Abbildung 20 C).
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Abbildung 20: Die Uberexpression von AURKA fiihrt in MYCN-kotransfizierten SH-EP-Zellen zu
einer erhohten N-Myc-Proteinmenge, die durch eine Erhohung der N-Myc-Stabilitit und nicht
durch eine Erh6hung der MYCN-mRNA-Menge verursacht wird.

(A) SH-EP-Zellen wurden mit MYCN und AURKA (+) bzw. einem Leervektor (-) kotransfiziert und nach
48 Stunden im Western Blot analysiert (Spuren 1 und 2). Zusétzlich wurden die Zellen mit dem Translati-
onshemmer Cycloheximid (CHX) behandelt und nach verschiedenen Zeitpunkten mittels Western Blot
untersucht. Cdk2 diente als Ladungskontrolle. Die Spuren 2 und 8 sind identisch und fiir ein besseres
Verstdndnis doppelt aufgetragen. Die Spuren 3 bis 7 sind (zum besseren Vergleich mit den Spuren 8 bis
12) fiir N-Myc in einer stirkeren Belichtung dargestellt.

(B) Eine densitometrische Quantifizierung verschiedener Belichtungen des in A dargestellten Western
Blots zeigt die auf Cdk2 normalisierten N-Myc-Mengen. Die Signalintensitit der Probe ,,- AURKA 6 h*
war fiir eine verldssliche Quantifizierung zu gering. Durch exponentielle Regression wurde die Halb-
wertszeit (t; ;) von N-Myc bestimmt.

(C) Die auf B2M und RPS14 normalisierten mRNA-Mengen von AURKA und MYCN wurden von transfi-
zierten SH-EP-Zellen mittels qRT-PCR bestimmit.

4.3.2 Das F-Box-Protein Fbxw7 der Ubiquitinligase SCF™™"7 ist fiir einen

Abbau von N-Myc verantwortlich

Foxw7 st fiir die Erken-

Das F-Box-Protein Fbxw7 des Ubiquitinligase-Komplexes SCF
nung und damit den Ubiquitin-abhingigen proteasomalen Abbau von c-Myc etabliert
(Yada et al., 2004; Welcker et al., 2004). Dies ldsst vermuten, dass Fbxw7 ebenfalls
zum Abbau des funktionell und strukturell dhnlichen Proteins N-Myc beitrigt. Zur Un-

tersuchung dieser Hypothese wurde eine siRNA gegen alle drei Isoformen von FBXW7
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in MYCN-amplifizierte IMR-32-Zellen transfiziert. Die etwa flinffache Reduktion der
FBXW7-mRNA-Menge zeigte keinen signifikanten Einfluss auf die MYCN-mRNA-
Menge (Abbildung 21 A). Dagegen fiihrte die auch im Western Blot nachgewiesene
Reduktion von Fbxw7a zu einer deutlichen Erhohung der N-Myc-Proteinmengen

(Abbildung 21 B). Dies zeigt, dass Fbxw?7 fiir den Abbau von N-Myc notwendig ist.

A IMR-32 B IMR-32
o 14
S e FBXW7-si: - +
S 127 0O MYCN -
<§.( 1,0 Fbxw7o, s
é LIk N-MycC | s s
E 061
2 04 Cdk2
8 0,2-
h'd 0-

FBXW7-si: - +

Abbildung 21: Die Depletion von Fbxw7 in MYCN-amplifizierten IMR-32-Zellen fiihrt zu einer
Akkumulation von N-Myc auf Proteinebene.

(A) IMR-32-Zellen wurden mit einer Kombination von vier siRNAs gegen alle drei Isoformen von
FBXW?7 transfiziert und nach 24 Stunden die auf RPS/4 normalisierten mRNA-Mengen in einer gRT-PCR
mit Primern fiir MYCN bzw. alle drei Isoformen von FBXW7 bestimmt.

(B) Ein Western Blot der in A untersuchten Zellen 48 Stunden nach Transfektion zeigt die mittels Fbxw?7-
Antikorper nachgewiesene Fbxw7a-Isoform sowie N-Myc. Cdk2 diente als Ladungskontrolle.

4.3.3 Die Regulation der N-Myc-Stabilitat durch Aurora-A und Fbxw7a
setzt eine Phosphorylierung von N-Myc an Thr-58 und/oder Ser-62

voraus

Fiir die Bindung sowie den Ubiquitin-abhdngigen Abbau von c-Myc durch Fbxw?7 ist
eine Phosphorylierung der auch in N-Myc konservierten Aminosduren Thr-58 und
Ser-62 notwendig (Yada et al., 2004). Daher wurde untersucht, ob dieser Mechanismus
bei N-Myc konserviert ist und ob die Stabilisierung durch Aurora-A ebenfalls von die-
sen Phosphorylierungen abhéngig ist. Hierzu wurden SH-EP-Zellen mit Wildtyp-MYCN
(MYCN-wf) bzw. einer Mutante von MYCN transfiziert, bei der beide Aminosduren zu
Alanin mutiert wurden und somit eine Phosphorylierung blockieren (T58A/S62A,
MYCN-mut). BEs wurde gezeigt, dass eine Uberexpression von FLAG-markiertem
FBXW7a zur Reduktion der Menge von Wildtyp-N-Myc, eine Uberexpression von
AURKA dagegen zur Erhdhung der N-Myc-Menge fiihrt (Abbildung 22 A, Spuren 1 bis
4). Diese Effekte wurden durch die Mutation beider Phosphorylierungsstellen (Thr-58
und Ser-62) groBtenteils aufgehoben (Abbildung 22 A, Spuren 5 bis 8). Daraus lie3 sich
schlussfolgern, dass die Regulation der N-Myc-Stabilitdt durch Aurora-A und Fbxw7a
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von der Phosphorylierung zumindest einer dieser beiden Aminosiduren abhéngig ist.
Dies stimmt mit Ergebnissen einer anderen Arbeitsgruppe iiberein, welche gezeigt hatte,
dass die durch Cdk1 regulierte Stabilitdt von Ser-62 abhéngig ist (Sjostrom et al., 2005)
und der durch GSK-regulierte Abbau von Thr-58 und Ser-62 (Kenney et al., 2004).

Ein Ubiquitin-abhéngiger Abbau von N-Myc durch Fbxw7a setzt auch eine Bindung an
N-Myc voraus. Diese wurde in mit MYCN und FLAG-markiertem FBXW70, kotranstfi-
zierten SH-EP-Zellen mittels Immunprazipitation nachgewiesen (Abbildung 22 B). Da-
bei wurde auch eine Abhédngigkeit der Interaktion von der Phosphorylierung an Thr-58
und/oder Ser-62 ersichtlich, da die Inhibierung beider Phosphorylierungen eine Bindung

verhindert.
A SH-EP
MYCN-wt MYCN-mut
FLAG-FBXW70. (ug): 0 1 2 2 0 1 2 2
AURKA: - - -+ - - -+
N-Myc | -----q
Flag-Fbxw7o. —— — — — G
Aurora-A C— . —
Cdk2 --......{
B SH-EP + MG-132
MYCN-wt. - + + -
MYCN-mut. - - - +
FLAG-FBXW70: + - + +

Input -
WB:

IP: Flag-Fbxw7o . | N-Myc
IP: Kontroll-Ak
*

Input |MES .. -
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IP: N-Myc -_— Flag-
Fbxw7a,

IP: Kontroll-Ak

Abbildung 22: Die Phosphorylierung von N-Myc an Thr-58 und/oder Ser-62 ist fiir die Bindung
und den Abbau durch Fbxw7a sowie fiir die Stabilisierung durch Aurora-A erforderlich.

(A) SH-EP-Zellen wurden mit MYCN-wt oder MYCN-mut (T5S8A/S62A) sowie AURKA und verschiede-
nen Mengen von FLAG-markiertem FBXW 70 kotransfiziert und nach 48 Stunden im Western Blot analy-
siert. Flag-Fbxw7a wurde mit einem Flag-Antikorper nachgewiesen. Cdk2 diente als Ladungskontrolle.
(B) Die mit den angegebenen Konstrukten transfizierten SH-EP-Zellen wurden zur Hemmung des
N-Myc-Abbaus vier Stunden mit dem Proteasominhibitor MG-132 behandelt und eine Immunprézipitati-
on (IP) mit spezifischen Antikorpern oder Spezies-spezifische Immunglobuline als Kontroll-Ak durchge-
fiihrt. Fiir Flag-Fbxw7a wurde ein Flag-Antikorper verwendet. Von den eingesetzten Lysaten wurden
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jeweils 5% zum Vergleich im Western Blot aufgetragen (Input). Die Sterne zeigen die unspezifische Ban-
de der schweren Kette des IP-Antikorpers.

4.3.4 Die Stabilisierung von N-Myc ist eine Kinase-unabhangige Funkti-

on von Aurora-A

Die meisten Funktionen der Ser/Thr-Proteinkinase Aurora-A werden durch ihre Kina-
seaktivitdt vermittelt (Abschnitt 5.2.1, Seite 134). Daher kann eine direkte stabilisieren-
de Phosphorylierung von N-Myc durch Aurora-A vermutet werden. Zur Untersuchung
dieses potentiellen Mechanismus wurden acht verschiedene AURKA-Punktmutanten
kloniert, von denen eine stark reduzierte (K/62R) oder fehlende Kinaseaktivitit be-
schrieben worden ist (Meraldi und Nigg, 2001; Crosio et al., 2002; Littlepage et al.,
2002; Haydon et al., 2003; Jiang et al., 2003; Ohashi et al., 2006). Eine Uberexpression
von Wildtyp-AURKA sowie dieser acht A URKA-Mutanten in SH-EP-Zellen fiihrte in fast
allen Féllen zu einer Stabilisierung des N-Myc-Proteins (Abbildung 23 A). Lediglich die
Mutante S342D zeigte keine N-Myc-Stabilisierung, was jedoch auf eine fehlende Uber-

expression dieses Allels zurlickgefiihrt werden konnte.

Zum Nachweis der fehlenden Kinaseaktivitdt wurde fiir die Mutante D274N (Crosio et
al., 2002; Krystyniak et al., 2006) zusitzlich zur Western Blot-Analyse die Kinaseakti-
vitét in vitro bestimmt. Hierzu wurde Aurora-A immunpréazipitiert und mit rekombinan-
tem Histon H3 als Substrat sowie radioaktiv markiertem **P-y-ATP inkubiert. Das Auto-
radiogramm zeigte eine verstirkte Modifikation des Substrates mit radioaktiv
markiertem Phosphat bei Uberexpression von 4URKA-wt, nicht jedoch bei 4URKA-
D274N (Abbildung 23 B). Dies ist ein eindeutiger Nachweis fiir das Fehlen der Kina-

seaktivitit dieser Mutante.

Des Weiteren wurde durch Verwendung des Aurora-Kinaseinhibitors Hesperadin die
Aktivitdt von Aurora-A (sowie Aurora-B und Aurora-C) in SH-EP-Zellen gehemmit.
Dies wurde durch ein Fehlen der Ser-10-Phosphorylierung des Histons H3 im Western
Blot nachgewiesen (Abbildung 23 C). Die Inhibierung der Aurora-Kinaseaktivitéit be-
eintrachtigte jedoch nicht die Stabilisierung von N-Myc durch Aurora-A. Diese Ergeb-
nisse belegen somit eindeutig, dass die Stabilisierung von N-Myc durch Aurora-A unab-

hiangig von dessen Kinaseaktivitdt stattfindet.
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Abbildung 23: Eine Blockierung der Kinaseaktivitit von Aurora-A durch Punktmutationen oder
einen Kinaseinhibitor beeintrichtigt nicht die Stabilisierung von N-Myec.

(A) SH-EP-Zellen wurden mit MYCN und AURKA-wt sowie acht verschiedenen 4 URKA-Punktmutanten
kotransfiziert und nach 48 Stunden im Western Blot analysiert. Cdk2 diente als Ladungskontrolle.

(B) SH-EP-Zellen wurden mit MYCN sowie AURKA-wt bzw. AURKA-D274N wie angegeben transfiziert
und sowohl fiir eine Western Blot-Analyse (Cdk2 als Ladekontrolle) als auch fiir eine in vitro-
Bestimmung der Kinaseaktivitdt verwendet. Zur Bestimmung der Kinaseaktivitit in vitro wurde im-
munprizipitiertem Aurora-A mit rekombinantem Histon H3 und **P-y-ATP als Substrat inkubiert und
nach Gelelektrophorese mittels Autoradiogramm analysiert. Dadurch war die Menge des durch Aurora-A
eingebauten, radioaktiv markierten Phosphates in Histon H3 detektierbar (**P-H3).

(C) Durch Behandlung kotransfizierter SH-EP-Zellen mit dem Aurora-Kinaseinhibitor Hesperadin fiir 24
Stunden wurde eine vollstindige Hemmung der Phosphorylierung von Ser-10 in Histon H3 (H3-pS10)
erreicht. Der Western Blot von phosphoryliertem Histon H3 erfolgte durch Histonextraktion und Verwen-
dung eines phosphospezifischen Antikorpers. Cdk2 diente als Ladungskontrolle.

4.3.5 Aurora-A bindet an N-Myc in Abhangigkeit von der Phosphorylie-
rung von Thr-58 und/oder Ser-62 ohne Beeintrachtigung der

N-Myc/Fbxw7a-Interaktion

Bisher konnte gezeigt werden, dass Aurora-A ein durch Fbxw7 reguliertes Protein stabi-
lisiert. Eine generelle Hemmung der Funktion von Fbxw7 ist jedoch unwahrscheinlich,
da dies auch zu einer Beeinflussung anderer Zielproteine von Fbxw7 wie z.B. Zyklin E
filhren miisste. Zyklin E wird in Neuroblastomzellen hingegen durch Aurora-A nicht
stabilisiert, obwohl ein Abbau von Zyklin E durch Fbxw7 nachgewiesen werden konnte

(Markus Brockmann, personliche Mitteilung).
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Zur genaueren Untersuchung der Stabilisierung von N-Myc wurde eine Interaktion zwi-
schen Aurora-A und N-Myc untersucht. Eine Immunprézipitation von Aurora-A und
N-Myec bei Uberexpression der dafiir kodierenden Gene in SH-EP-Zellen zeigte dabei
eine Interaktion beider Proteine, die auch im Fall von endogenem Aurora-A mit exoge-
nem N-Myc festzustellen war (Abbildung 24 A). Des Weiteren wurde eine Immunprézi-
pitation endogener Proteine in MYCN-amplifizierten IMR-32-Zellen durchgefiihrt. Da-
bei war ein schwaches Signal einer Interaktion sowohl in der Aurora-A-IP als auch in
der N-Myc-IP zu erkennen (Abbildung 24 B). Dies beweist eine direkte physikalische

Interaktion von Aurora-A und N-Myc.

Ist diese Interaktion fiir die Stabilisierung von N-Myc essentiell, so wére ein Fehlen
dieser Interaktion im Fall der Mutante von N-Myc zu erwarten, die nicht an Thr-58 und
Ser-62 phosphoryliert werden kann (T58A/S62A, MYCN-mut) und nicht mehr durch
Aurora-A stabilisiert wird (Abbildung 22 B, Seite 102). Eine Immunprézipitation von
N-Myc und Aurora-A in SH-EP-Zellen bestitigte diese Vermutung und bewies damit
die Notwendigkeit der Aurora-A/N-Myc-Interaktion fiir eine Stabilisierung von N-Myc
(Abbildung 24 C).

Aufgrund der beschriebenen Bindung und Destabilisierung von N-Myc durch Fbxw7a
(Abbildung 21, Seite 101, und Abbildung 22, Seite 102) konnte eine Beeintrachtigung
dieser N-Myc-abbauenden Funktion von Fbxw7a durch Aurora-A zur Stabilisierung von
N-Myc fiihren. Einen moglichen Mechanismus dafiir stellt die Blockierung der
N-Myc/Fbxw7a-Interaktion durch hohe Mengen von Aurora-A dar. Zur Untersuchung
dieser Hypothese wurden steigende Mengen von AURKA in mit MYCN und FLAG-
FBXW7o kotransfizierten SH-EP-Zellen exprimiert. Dabei zeigte sich jedoch keine Be-
eintriachtigung der N-Myc/Fbxw7a-Interaktion, so dass hochstwahrscheinlich ein ande-

rer Mechanismus fiir die Stabilisierung verantwortlich ist (Abbildung 24 D).
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Abbildung 24: Aurora-A interagiert mit N-Myc, wenn dies an Thr-58 und/oder Ser-62 phosphory-
liert ist, aber verhindert nicht die Interaktion zwischen Fbxw7a und N-Myc.

(A) SH-EP-Zellen wurden mit MYCN und AURKA kotransfiziert und die Interaktion beider Proteine nach
48 Stunden durch Immunprézipitation mit spezifischen Antikdrpern bzw. unspezifischen Kontroll-Ak im
Western Blot analysiert. Zum Vergleich wurden 5% des verwendeten Lysates (Input) aufgetragen. Der
Stern zeigt die unspezifische Bande der schweren Kette des IP-Antikdrpers.

(B) Eine Immunprézipitation endogener Proteine wurde in MYCN-amplifizierten IMR-32-Zellen durchge-
fiihrt. Zum Vergleich wurden 5% des verwendeten Lysates (Input) aufgetragen.

(C) Die mit verschiedenen Konstrukten (MYCN-mut = T58A/S62A) kotransfizierten SH-EP-Zellen wur-
den mit MG-132 behandelt (5 uM, 6 h) und eine Immunpréizipitation wie in A durchgefiihrt.

(D) Die mit verschiedenen Mengen AURKA kotransfizierten SH-EP-Zellen wurden mit MG-132 behan-
delt (5 uM, 12 h) und fiir eine Immunprézipitation wie in A verwendet. Der Western Blot fiir N-Myc zeigt
identische Mengen von immunprézipitiertem N-Myec.
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4.3.6 Aurora-A bewirkt eine Akkumulation von ubiquitiniertem N-Myc,
bei dem eine Ubiquitin-Verknupfung nicht ausschlieBlich uber
Lys-48 erfolgt

Der Abbau von c-Myc durch den Ubiquitinligase-Komplex SCF™" bzw. dessen F-
Box-Protein Fbxw7 erfolgt aufgrund einer Polyubiquitinierung von c-Myc (Welcker et
al., 2004). Dabei werden die Ubiquitin-Monomere tiber das Lysin-48 verkniipft und
anschlieBend vom Proteasom erkannt. Aurora-A konnte diesen Mechanismus blockieren

oder verindern, so dass N-Myc nicht mehr vom Proteasom abgebaut wird.

Zur Untersuchung der Ubiquitinierung von N-Myc wurden SH-EP-Zellen mit MYCN,
AURKA und einem His-markiertem Ubiquitin kotransfiziert. Danach wurden die in vivo
mit His-Ubiquitin modifizierten Proteine affinitdtschromatographisch mittels Ni*-NTA-
Agarose angereichert und die modifizierten Proteine im Western Blot nachgewiesen.
Uberraschenderweise fiihrte die Uberexpression von AURKA zu einer Akkumulation
von ubiquitiniertem N-Myc (Abbildung 25 A). Dies war bei einer Blockierung der fiir
eine Interaktion mit Fbxw7 und Aurora-A notwendigen Phosphorylierungen Thr-58 und
Ser-62 (T58A/S62A, MYCN-mut) nicht nachzuweisen. Daraus ldsst sich schlieen, dass
Aurora-A die Ubiquitinierung von N-Myc nicht blockiert, sondern stattdessen zur Ak-
kumulation von ubiquitiniertem N-Myec fiihrt, welches nicht mehr effizient abgebaut
werden kann. Dies war trotz der vierstiindigen Behandlung mit Proteasominhibitoren zu
beobachten, was auf eine ldngerfristige Akkumulation oder eine nicht vollstindige Pro-

teasominhibierung schlieBen lésst.

In einem weiteren Experiment wurde untersucht, ob eine Verdnderung der Ubiquitin-
Verkniipfungen fiir die Stabilisierung von N-Myc eine Rolle spielt. Dazu wurde die Ak-
kumulation von ubiquitiniertem N-Myc in Gegenwart {iberexprimierten His-markierten
Wildtyp-Ubiquitins mit einer Ubiquitin-Mutante verglichen, bei der alle flir eine Ver-
kniipfung relevanten Lysine auller dem Lys-48 durch Mutation zu Arginin blockiert
wurden (K48). Im Gegensatz zur Aurora-A-vermittelten Akkumulation von ubiquitinier-
tem N-Myc bei Wildtyp-Ubiquitin fiihrte eine Restriktion der Verkniipfungen auf Lys-
48 nicht zu einer Akkumulation (Abbildung 25 B). Weitere Experimente deuteten zu-
dem auf eine wiederhergestellte Akkumulation von ubiquitiniertem N-Myc durch das
zusétzliche Vorhandensein von Lys-63 oder Lys-11 in Ubiquitin hin (Daten nicht ge-

zeigt). Dies ist ein Hinweis auf eine mdgliche Verdnderung der Ubiquitin-Verkniipfung
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(von Lys-48 zu Lys-63 oder Lys-11 bzw. eine Kombination verschiedener Verkniipfun-

gen) durch Aurora-A, welche zu einer Inhibierung dessen Abbaus fiihren kdnnte.
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Abbildung 25: Die Uberexpression von AURKA fiihrt zu einer Akkumulation von ubiquitiniertem
N-Myc sofern andere Ubiquitin-Verkniipfungen aufler iiber Lys-48 moglich sind.

(A) SH-EP-Zellen wurden mit den angegebenen Konstrukten transfiziert und mit den Proteasominhibito-
ren MG-132 und ALLN vier Stunden lang behandelt. Nach 48 Stunden wurden von einem Teil der Lysate
die mit His-Ubiquitin modifizierten Proteine unter denaturierenden Bedingungen affinitdtschroma-
tographisch aufgereinigt (in vivo Ubiquitinierungs-Untersuchung). Das Eluat zeigt im Western Blot mit-
tels N-Myc-Antikorper das ubiquitinierte N-Myc (ubi-N-Myc). Die eingesetzten Lysate wurden ebenfalls
aufgetragen und N-Myc, Aurora-A sowie Cdk2 (als Ladungskontrolle) nachgewiesen.

(B) SH-EP-Zellen wurden mit MYCN, AURKA und einem Wildtyp-His-Ubiquitin-Konstrukt bzw. einem
Konstrukt, bei dem alle Lysine mit Ausnahme von Lys-48 zu Arginin mutiert wurden (K48), kotransfi-
ziert. Nach Behandlung mit MG-132 fiir vier Stunden wurden die Proben (wie in A beschrieben) weiter
verwendet. B-Tubulin diente als Ladungskontrolle.
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4.3.7 Aurora-A verhindert den Abbau von phosphoryliertem N-Myc in
der Mitose und verringert die Abhangigkeit der N-Myc-Mengen von

Wachstumsfaktorsignalwegen

Bisher wurde die Stabilisierung bzw. der Abbau von N-Myc in asynchron wachsenden
Neuroblastomzellen untersucht. Es ist jedoch bekannt, dass in neuronalen Korner-
Vorlduferzellen ein Abbau von N-Myc wihrend der Mitose stattfindet (Sjostrom et al.,
2005). Zur Untersuchung der N-Myc-Regulation im Verlauf des Zellzyklus wurde
MYCN-amplifizierten IMR-32-Zellen zunichst 24 Stunden lang das Serum entzogen
und die Zellen anschliefend mit Serum stimuliert. Die Arretierung in G1/GO und der
anschlieBende Wiedereintritt in den Zellzyklus wurde mittels PI-FACS verfolgt. Dabei
zeigte sich eine gleichzeitige Akkumulation von N-Myc und Aurora-A beim Eintritt der
Zellen in die G2-Phase (Abbildung 26 A). Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass
die fiir den Fbxw7-abhéngigen Abbau notwendige Phosphorylierung von N-Myc an Ser-
62 sowie Thr-58 nicht beeintrichtigt ist, wie bei einer Uberexpression von AURKA in

MYCN-kotransfizierten SH-EP-Zellen ersichtlich wurde (Abbildung 26 B).
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Abbildung 26: In der G2/M-Phase findet eine Akkumulation von N-Myc und Aurora-A statt, wobei
akkumuliertes N-Myc an Thr-58 und Ser-62 phosphoryliert ist.

(A) IMR-32-Zellen wurden 24 Stunden bei 0% FBS kultiviert, anschlieBend mit 10% FBS stimuliert und
nach verschiedenen Zeiten geerntet. Als Kontrolle (K) dienten asynchron wachsende IMR-32-Zellen. Es
erfolgte eine Analyse der Proteine im Western Blot (Zyklin A als Marker fiir S- und G2-Phase, Cdk2 als
Ladungskontrolle) sowie eine Zellzyklusanalyse mittels Propidiumiodid-FACS. Der Anteil der Zellen in
den einzelnen Zellzyklusphasen und der ungefahre Zellzyklusablauf sind angegeben (unten).

(B) Kotransfizierte SH-EP-Zellen wurden nach 48 Stunden im Western Blot mittels phosphospezifischer
Antikdrper untersucht, um die Phosphorylierung von N-Myc an Thr-58 (N-Myc-pT58) sowie Ser-62
(N-Myc-pS62) nachzuweisen. Cdk2 dient ans Ladungskontrolle.

Diese Ergebnisse zeigen zwar einen fehlenden Abbau von N-Myc in der Mitose, lassen
jedoch nicht erkennen, ob die hohen Aurora-A-Mengen fiir das Fehlen eines mitotischen
Abbaus von N-Myc verantwortlich sind und welche Rolle die durch Wachstumsfaktor-
signalwege (PI3K-Signalweg) regulierte N-Myc-Phosphorylierung (Kenney et al.,
2004) spielt. Zur Analyse dieser Fragestellung wurden MYCN-amplifizierte IMR-32-
und IMR-5-Zellen mit AURKA-shRNA-Vektoren stabil infiziert und anschlieBend mit
Nocodazol (Inhibitor der Mikrotubuli-Polymerisation) zur Induktion eines Prometapha-
se-Arrestes und/oder mit LY294002 (PI3K-Inhibitor) zur Aktivierung der Gsk3-

abhédngigen, destabilisierenden Thr-58-Phosphorylierung von N-Myc behandelt. Eine
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FACS-Analyse belegte den G2/M-Arrest durch Nocodazol (Daten nicht gezeigt). Der
durch Nocodazol hervorgerufene mitotische Arrest fiihrte zu keiner Verdnderung, die
Gsk3-Phosphorylierung nur teilweise zu einer Verringerung der N-Myc-Proteinmengen
in Gegenwart hoher Aurora-A-Mengen (Abbildung 27 A und B). Hierbei war in mito-
tisch arretierten Zellen eine Erhohung der wéhrend der Mitose stattfindenden Ser-62-
Phosphorylierung zu erkennen. Eine Depletion von Aurora-A fiihrte dagegen in beiden
MYCN-amplifizierten Neuroblastomzelllinien zu einem verstirkten Abbau von N-Myc
wihrend der Mitose (Nocodazol-Behandlung) und nach einer destabilisierenden Thr-58-

Phosphorylierung durch Gsk3 (LY294002-Behandlung).

Diese Ergebnisse belegen, dass in MYCN-amplifizierten Neuroblastomzellen eine hohe
Menge von Aurora-A den mitotischen, durch eine Gsk3-abhéngige Phosphorylierung
induzierten Abbau von N-Myc blockiert und damit zu kontinuierlich hohen N-Myc-
Mengen wihrend des Zellzyklus (insbesondere in der G2- und M-Phase) fiihrt.
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Abbildung 27: Die Depletion von Aurora-A in MYCN-amplifizierten Neuroblastomzellen fiihrt zu
einem Abbau von N-Myec in der Mitose sowie einer erhéhten Sensitivitiit gegeniiber einem durch

IMR-5

Kontroll-sh AURKA-sh-1 AURKA-sh-2

- -+ o+ - -+ o+ - -+ o+
-+ -+ -+ -+ -+ -+
L T L7 Rl
e o o e - —

Wachstumsfaktorsignalwege reprimierten Gsk3-abhiingigen Abbau.

(A) Die mit Kontroll-shRNA oder AURKA-shRNAs (1 bzw. 2) stabil infizierten IMR-32-Zellen wurden
nach vier Tagen fiir 18 Stunden mit Nocodazol und/oder LY294002 (wie angegeben) behandelt. Anschlie-
Bend wurden die Mengen von Aurora-A, N-Myc sowie phosphoryliertem N-Myc im Western Blot unter-

sucht. Cdk2 diente als Ladungskontrolle.

(B) Die Untersuchung wurde (wie in A beschrieben) parallel in MYCN-amplifizierten IMR-5-Zellen

durchgefiihrt.
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4.4 Einfluss der V394D-Mutation von MYC auf die Tumorge-

nese in einem transgenen Mausmodell

441 Etablierung eines konditionellen transgenen Mausmodells fur die

MYC-induzierte Tumorgenese

Der Transkriptionsfaktor c-Myc ist in einer Reihe von Geweben in der Lage, die Bil-
dung von Tumoren zu induzieren, wobei die Bedeutung der transkriptionellen Repressi-
on durch c-Myc bei der Tumorgenese bisher noch wenig untersucht worden ist. In ei-
nem Hefe-Zwei-Hybrid-System konnte jedoch eine Mutation von MYC identifiziert
werden (V394D, kurz: VD), welche die Interaktion mit dem fiir eine Repression essen-
tiellen Bindungspartner Mizl verhindert (Herold et al, 2002). Diese Mutante
(c-Myc-V394D) kann zwar noch Gene aktivieren (z.B. PTMA), jedoch nicht mehr re-
primieren, wie dies am Beispiel von p/5INK4B/CDKN2B gezeigt wurde.

Zur Untersuchung der tumorigenen Funktion von c-Myc wurde ein konditionelles trans-
genes Mausmodell verwendet, bei dem durch spezifische Expression eines Tetrazyklin-
gesteuerten Transkriptionsaktivators (¢74) in himatopoetischen Zellen (T-Lymphozyten)
die Expression von humanem MYC sowie Luziferase liber einen Tet-Operator (fetO)
gesteuert wird (Abbildung 28). Die von Vincent Beuger und Tarik Mordy hergestellen
transgenen tetO-MYC-Griindertiere (founder) mit einem Wildtyp-Allel (tetO-Myc-wt)
oder einem Allel mit V'394D-Mutation (tetO-MYC-VD) wurden mindestens fiinf Mal auf
einen FVB/N-Stammbhintergrund zuriickgekreuzt. Dadurch konnten alle Tumorexperi-
mente mit Mausen auf einem einheitlichen FVB/N-Stammbhintergrund durchgefiihrt

werden.
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Abbildung 28: Die Verwendung eines transgenen Mausmodells zur konditionellen Expression von
humanem MYC in hiimatopoetischen Zellen.

Die Expression des Tetrazyklin-abhingigen Transkriptionsaktivators (fetracyclin dependent transcriptio-
nal transactivator, tTA) erfolgt durch ein Konstrukt mit dem Enhancer der schweren Immunglobulinkette
(Eu), dem SRo-Promotor (Takebe et al., 1988) sowie einem Polyadenylierungssignal (poly4). Durch die
Bindung des tTA-Proteins an das aus sieben Tet-Operatorsequenzen (tetO) bestehende Tet-gesteuerte
Element (7et-responsive element, TRE) des zweiten Transgen-Konstruktes wird die Expression der Gene
MYC und Luziferase (Luc2) von dem jeweiligen CMV-Minimalpromotor aktiviert (CMV). Dadurch findet
in Méusen mit beiden transgenen Konstrukten (EuSR-tTA; tetO-MYC) eine Expression von humanem
MYC und Luziferase statt, welche durch die Zugabe von Doxyzyklin (Doxy) blockiert werden kann.

Zur Analyse der MYC-Expression wurden transgene EuSR-tTA-Méuse mit tetO-Myc-wt
bzw. tetO-MYC-VD-Méausen gekreuzt und doppelt transgene Méuse (EuSR-tTA; tetO-
MYC) hinsichtlich der c-Myc-Proteinmengen in Thymozyten mittels Western Blot un-
tersucht. Hierbei zeigten jeweils vier tetO-MYC-Linien detektierbare Proteinmengen
von c-Myc-wt bzw. c-Myc-VD (Abbildung 29 A). Fiir die Untersuchung der Tumorge-
nese wurden drei tetO-MYC-VD-Linien (als VD-1, VD-2 und VD-3 bezeichnet) und
zwel tetO-Myc-wt-Linien (wt-1 und wt-2) ausgewdhlt. Des Weiteren wurde die Regula-
tion der MYC-Expression durch die Zugabe von Doxyzyklin ins Trinkwasser untersucht.
Es konnte unter Behandlung mit Doxyzyklin kein c-Myc im Western Blot detektiert
werden, zwei Wochen nach Absetzen der Doxyzyklin-Behandlung waren jedoch deutli-

che Mengen von c-Myc nachweisbar (Abbildung 29 B).
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Abbildung 29: Die meisten tetO-MYC-Linien zeigen eine deutliche Expression von MYC, welche
durch Behandlung der Miuse mit Doxyzyklin blockiert wird.

(A) Thymozyten fiinf Wochen alter Mause verschiedener transgener Mauslinien (bezeichnet nach der
Mausnummer des Griindertieres) wurden im Western Blot analysiert. Zum Vergleich wurde das Lysat
einer tetO-MYC-Maus als Negativkontrolle (tTA fehlt fiir MYC-Expression) sowie humane HeLa-Zellen
als Positivkontrolle aufgetragen. -Tubulin diente als Ladungskontrolle.

(B) Die transgenen Mause wurden bis zu einem Alter von drei Wochen mit Doxyzyklin behandelt und
entweder anschlieBend (+) oder nach zwei weiteren Wochen ohne Doxyzyklin-Behandlung (-) analysiert.
Der Western Blot zeigt Thymozytenlysate wie in A. Cdk2 diente als Ladungskontrolle.

4.4.2 Die MYC-Uberexpression fiihrt zur Tumorgenese, welche durch die
V394D-Mutation signifikant verzogert wird

Es ist bekannt, dass die Expression von MYC in einem nahezu identischen transgenen
Mausmodell zur Entstehung maligner T-Zelllymphome sowie akuter myeloischer Leu-
kdmien fiihrt (Felsher und Bishop, 1999). Zur Untersuchung des Einflusses der Mizl-
abhingigen Repression von c-Myc-Zielgenen auf die MYC-induzierte Tumorgenese
wurden Miuse von drei verschiedenen tetO-MYC-VD-Linien bzw. zwei tetO-Myc-wt-
Linien mit Méusen der EuSR-tTA-Linie gekreuzt und die Entstehung von Tumoren ana-
lysiert. Dabei wurden die Jungtiere bis zu einem Alter von drei Wochen mit Doxyzyklin

behandelt (vor der Geburt durch Behandlung der Muttertiere), um mogliche Unterschie-
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de im Zeitpunkt des Expressionsbeginns von MYC zu verhindern. Die Myc-wt exprimie-
renden Méuse wiesen dabei eine frithzeitige Entstehung von Tumoren im Thymus auf
(Abbildung 30 A). Lediglich bei 2 von 28 untersuchten kranken Méusen konnte kein
Thymustumor, jedoch eine massive Verdickung des Diinndarms als Krankheitsursache
festgestellt werden. Diese beiden Tiere waren zudem die einzigen untersuchten kranken

Myc-wt-Miuse mit einem Alter von mehr als 40 Wochen.

Bei MYC-VD exprimierenden Mausen war eine verzogerte Krankheitsinzidenz zu beo-
bachten. Diese Mause wiesen ebenfalls groBtenteils eine Entstehung von Thymustumo-
ren als Krankheitsursache auf (19 von 30 untersuchten kranken Méusen). Bei Méusen
ab einem Alter von 40 Wochen wurde (dhnlich zu Myc-wt-exprimierenden Miusen)
hiufig eine Verdickung des Diinndarms und kein Vorhandensein eines Thymustumors
als Krankheitsursache festgestellt (bei 11 von 18 kranken Mausen). Aufgrund der zeit-
lich verzogerten Morbiditit der MYC-VD-Miduse war dies insgesamt hdufiger als bei

Myc-wt-exprimierenden Mausen der Fall (bei 11 von 30 kranken Méausen).

Die Unterschiede der Krankheitsinzidenz innerhalb der Myc-wt exprimierenden oder der
MYC-VD exprimierenden Mauslinien ist nur schwer erklédrbar, da die Expressionsstérke
in fast allen Linien identisch war (Abbildung 29 A, Seite 115). Zur besseren Verdeutli-
chung und statistischen Analyse des Unterschieds zwischen Myc-wt und MYC-VD wur-
den die verschiedenen Linien vereinigt und erneut in einem Kaplan-Meier-Diagramm
dargestellt. Dabei wurde ein signifikanter Unterschied beider Gruppen und eine Ver-
dopplung der mittleren Uberlebenszeit deutlich (Abbildung 30 B). Dies zeigt, dass die
Bindung von c-Myc an Mizl fiir die Myc-induzierte Tumorgenese wichtig ist, aber
durch andere Mechanismen bzw. Mutationen kompensiert werden kann. Letztendlich

fiihrt dies zum verzdgerten Auftreten von Tumoren.
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Abbildung 30: Die Expression von MYC fiihrt zur Entstehung von Thymustumoren, welche durch
die V394D-Mutation signifikant verzogert wird.

(A) Transgene EuSR-tTA-Méuse wurden mit den verschiedenen Linien von tetO-MYC-Miusen gekreuzt
und die Nachkommen bis zu einem Alter von drei Wochen mit Doxyzyklin zur Hemmung der MYC-
Expression behandelt. Die MYC-Expression in doppelt transgenen Mausen fiihrte in fast allen Méusen zu
einer Erkrankung mit Auftreten von Thymustumor oder Verdickung des Diinndarms, jedoch in keiner der
einfach transgenen (EuSR-tTA oder tetO-MYC) oder nicht-transgenen Maiuse. Das Kaplan-Meier-
Diagramm zeigt das Uberleben bis zum Auftreten festgelegter Krankheitssymptome.

(B) Die in A gezeigten Méause der verschiedenen Linien wurden in drei Gruppen vereinigt und erneut in
einem Kaplan-Meier-Diagramm dargestellt sowie ein statistischer Vergleich (logrank test) zwischen den
Gruppen EuSR-tTA; tetO-Myc-wt und EuSR-tTA; tetO-MYC-VD durchgefiihrt.

44.3 Die MYC-induzierten Thymustumore sind T-Zelllymphome mit ei-

ner Infiltration weiterer Organe

Der Grofiteil kranker MYC-exprimierenden Méuse (Myc-wt: 93%, MYC-VD: 63%) wies
einen grofBen Thymustumor mit einer durchschnittliche Masse von 0,9 g auf (Abbildung
31 A). Eine durchflusszytometrische Analyse (Oberflichenantigen-FACS) dieser Thy-
mustumore wies einen iiberwiegenden Anteil von CD4" CD8" (unreife, doppelt positi-

ve) T-Lymphozyten nach, weswegen die Thymustumore als CD4" CD8  T-
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Zelllymphome bezeichnet werden konnen (Abbildung 31 B). Es zeigte sich zwar ein
erhdhter Anteil CD4" CDS8’ Zellen bzw. eine geringere CD8-Antigenmenge bei Myc-wt-
exprimierenden Tumoren, jedoch liel sich aufgrund der mangelhaften Qualitit des
CD8-Antikorpers und der daraus resultierenden geringen Anzahl auswertbarer Tumore
nicht sagen, ob dieser Unterschied signifikant ist. Ebenso war unklar, ob dies eine redu-
zierte CDS8-Expression in unreifen T-Lymphozyten darstellt, oder einen erhdhten Anteil
differenzierter CD4-positiver T-Lymphozyten bzw. einen erhdhten Anteil von Nicht-
Lymphozyten. Die Tumorzellen zeigten dariiber hinaus eine variable Expression des T-
Zell-Oberflachenantigens CD3 und des Anteils CD11b-positiver Zellen (Makrophagen),
aber keine Expression des B-Zell-Oberflachenantigens B220 oder des Granulozyten-
Oberfliachenantigens Grl (Daten nicht gezeigt). Hierbei wurden keine Unterschiede
zwischen Myc-wt- und MYC-VD-exprimierenden Mausen festgestellt.

A EuSR-tTA; tetO-MYC-wt EuSR-tTA; tetO-MYC-VD

Thymustumor

Herz
Leber
Milz
Dinndarm
B Thymustumor Thymustumor
EuSR-tTA; tetO-MYC-wt EuSR-tTA; tetO-MYC-VD
10* 10*
10° 4 10°
= 2 8 2
(m)
S 10 10
10" 10" ,
0 e 0f 0%
10 = - - 10 |" T T
10° 10" 10% 10% 10* 10° 10" 10% 10° 10*

CD8

Abbildung 31: Die MYC-induzierten Tumore im Thymus sind unreife CD4* CD8" T-Zelllymphome.
(A) Der Grofiteil der untersuchten kranken Mause (26 von 28 bei Myc-wt, 19 von 30 bei MYC-VD) zeigte
das Auftreten eines Thymustumors, wie hier am Beispiel von zwei untersuchten Mausen dargestellt ist.
(B) Die durchflusszytometrische Analyse der Tumorzellen zeigte einen groBen Anteil von CD4" CD8" T-
Lymphozyten, wie dies auch im Thymus einer gesunden Maus vorzufinden war.
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Des Weiteren wurden die im Thymus lokalisierten T-Zelllymphome sowie die Verdnde-
rung anderer Organe (insbesondere bei kranken Méusen ohne Thymustumor) histolo-
gisch untersucht. Bei den Thymustumoren kam es im Vergleich zum Thymus gesunder
Maiuse zu einer Verwischung der Mark-Rindengrenze, so dass eine Markregion prak-
tisch nicht mehr nachweisbar, der Rindenbereich hingegen massiv vergroBBert war
(Abbildung 32 A, Mitte und rechts). Wie in der Literatur beschrieben (Felsher und Bis-
hop, 1999), kam es bei den meisten Mausen auch zu einer zelluldren Infiltration anderer
Organe, und zwar auch dann, wenn ein Thymustumor nicht nachweisbar war. In der
Milz konnte eine Vermehrung lymphozytirer Zellen in der roten Pulpa nachgewiesen
werden, die zum Teil so ausgepriagt war, dass die Grenze zwischen roter Pulpa und wei-
Ber Pulpa nur schwer erkennbar war (Abbildung 32 B, Mitte und rechts). Dariiber hin-
aus war eine erhohte Anzahl von Megakaryozyten zu beobachten. In der Leber reichte
die lymphozytire Infiltration von kleinen, umschriebenen Herden im Bereich der Peri-
portalfelder (Abbildung 32 C rechts) bis hin zu massiv infiltrierten Leberldppchen mit
Verlust des Leberparenchyms (Abbildung 32 C Mitte). Die Verdickung des Diinndarms
war ebenfalls auf eine massive Vermehrung lymphozytérer Zellen zuriickzufiihren, die
sich iiber die Lamina muscularis mucosa hinaus sowohl in die 7ela submucosa als auch
in die Lamina muscularis ausgebreitet hatten und dadurch die Struktur dieser Schichten
teilweise auflosten (Abbildung 32 D Mitte). Die massive Vermehrung des lymphati-
schen Gewebes im Bereich der Lamina propria fiihrte auBerdem zur Zerstdrung der
reguldren Zotten-Krypten-Struktur des Diinndarms (Abbildung 32 D Mitte und rechts).
In der Niere sowie in den mesenterialen Lymphknoten konnten keine Verdnderungen
sicher nachgewiesen werden. Diese Befunde zeigen, dass es in den hier untersuchten
Maiusen zu lymphomartigen Verdnderungen kommt, die sich sowohl im Thymus (Thy-
mustumor), als auch in Milz, Leber und dem Mucosa-assoziierten lymphatischen Ge-

webe der Darmwand manifestieren.
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Abbildung 32: Die histologische Untersuchung der T-Zelllymphome im Thymus zeigt eine Zersto-
rung der normalen Thymusstruktur, bei kranken Miusen ohne Thymustumor eine lymphozytire
Infiltration von Milz, Leber und Diinndarm.

(A) Die Hématoxylin-Eosin-Farbungen (HE-Farbungen) vom Thymus einer gesunden Kontrollmaus
(EuSR-tTA) bzw. Thymustumor zweier kranker Mause zeigte den Verlust der normalen Thymusstruktur
mit Mark (M) und Rinde (R). Die GréBenbalken in A bis D sind 100 um lang.

(B) In der HE-Férbung der Milz einer gesunden Kontrollmaus (ztetO-MYC-VD) und zweier kranker Méuse
waren rote (R) und weille (W) Pulpa sowie Megakaryozyten (Pfeilspitzen) und eine Vermehrung lympho-
zytérer Zellen (Pfeile) in der roten Pulpa kranker Méuse zu erkennen.

(C) In der HE-Farbung der Leber konnte normales Leberparenchym (L) mit einem Periportalfeld (P)
sowie eine Zentralvene (Z) mit dem umliegenden Leberlédppchen und Sinusoiden (Kapillaren) bei einer
gesunden Kontrollmaus (EuSR-tTA) nachgewiesen werden. Bei beiden dargestellten kranken Méusen
waren Bereiche mit Lymphozyteninfiltrationen (I) des Leberparenchyms sowie Infiltrationen (Pfeil) der
Gefalle zu erkennen.

(D) Die HE-Féarbung des Diinndarms einer gesunden Kontrollmaus (tetO-MYC-VD) zeigte die normale
Darmstruktur mit Darmzotten (Z), Lamina propria (Pfeilspitze), Krypten (K), Tela submucosa (gestri-
chelte Linie oberhalb Krypten) und Lamina muscularis (Stern). In den beiden kranken Miusen war dage-
gen die Zottenstruktur (Z) deformiert (Mitte) bzw. nicht zu erkennen (rechts) und der Bereich von Kryp-
ten (K), Tela submucosa (S) sowie Lamina muscularis (Stern) in unterschiedlichem Ausmal} vergroBert
und mit Lymphozyten infiltriert (Pfeile).
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444 MYC-V394D-exprimierende Thymustumore zeigen keine Verringe-
rung der Proliferationsrate oder Erhéhung von Apoptose bzw. Se-

neszenz

Das verzogerte Auftreten von Tumoren in Méusen mit Uberexpression des mutierten
MYC-Allels V394D konnte durch eine reduzierte Wachstumsrate der Tumore erklért
werden, die durch Unterschiede in der Rate der Proliferation, zelluldren Seneszenz oder
Apoptose dieser Tumore verursacht werden konnen. Aufgrund dessen wurden diese
Parameter des Tumorwachstums genauer untersucht. Eine Analyse der Proliferationsrate
erfolgte dabei durch immunhistochemische Farbung des Proliferationsmarkers Ki67
(Gerdes et al., 1983), die Identifizierung seneszenter Zellen durch Nachweis der En-
zymaktivitdt Seneszenz-assoziierter [-Galaktosidase (Dimri et al, 1995), und der
Nachweis apoptotischer Zellen durch enzymatische Bestimmung von DNA-
Strangbriichen mit der TUNEL-Methode (Gavrieli et al., 1992). Es zeigte sich jedoch
kein Unterschied im Anteil proliferierender sowie seneszenter Zellen (Abbildung 33 A —
D). Im Gegensatz dazu war der Anteil apoptotischer Zellen in MYC-VD-exprimierenden
Thymustumoren verringert (Abbildung 33 E und F), was einer verringerten Wachstums-
rate widerspricht. Es ist daher anzunehmen, dass die verzogerte Tumorgenese auf Un-
terschiede in der Tumorinitiation bzw. -progression zuriickzufiihren ist, wie z.B. die
Notwendigkeit zusétzlicher kooperierender Mutationen im Fall von MYC-VD. Dies

flihrte jedoch zu manifesten Tumoren mit vergleichbaren Wachstumsraten.
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Abbildung 33: Die Analyse der Proliferation, zelluliirer Seneszenz und Apoptose zeigt keine Unter-
schiede, welche die verzogerte Tumorgenese MYC-VD-exprimierender Méuse erkléren.

(A) Zum Nachweis der Proliferation wurden Formalin-fixierte, Paraffin-eingebettete Schnitte von Thy-
mustumoren mit einem Ki67-Antikérper (HRP-Substrat AEC, rot) und Hamalaun (blau) gefirbt. Die
GroBenbalken in A, C und E sind 50 um lang.

(B) Der Anteil Ki67-positiver Zellen wurde in 4 Myc-wt- und 9 MYC-VD-exprimierenden Thymustumo-
ren durch Auswertung von flinf Mikroskopaufnahmen pro Tumor bestimmt. Dabei wurde die Fliache
Ki67-positiver Signale relativ zu der Flache von Zellkernsignalen (Hdmalaun) mit Hilfe von Adobe Pho-
toshop bestimmt. Der statistische Vergleich der erfolgte durch zweiseitigen Mann-Whitney-U-Test.

(C) Seneszente Zellen wurden durch Nachweis der Enzymaktivitit von Seneszenz-assoziierter f-
Galaktosidase (SA-B-Gal) in Gefrierschnitten von Thymustumoren blau geférbt (Seneszenzfarbung).

(D) Die Auswertung SA-B-Gal-positiver Zellen erfolgte wie in B (4 x Myc-wt und 5 x MYC-VD). Eine
Zellkernfarbung erfolgte mit Hilfe von Hoechst 33258.

(E) Zum Apoptose-Nachweis diente die enzymatische Markierung von DNA-Strangbriichen (TUNEL-
Methode mit Fluorescein-dUTP, griin) in Formalin-fixierten, Paraffin-eingebetteten Schnitte von Thymus-
tumoren. Die Zellkerne wurden mit Propidiumiodid (rot) gefarbt.

(F) Die Auswertung TUNEL-positiver Zellen erfolgte wie in B (4 x Myc-wt und 8 x MYC-VD).
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445 Die MYC-induzierten Thymustumore weisen keine Mutation von
Trp53 auf

Unterschiede in der Tumorinitiation oder -progression lassen sich mitunter durch unter-
schiedliche Protein- oder mRNA-Expression noch in den manifesten Tumoren nachwei-
sen. So fiihren z.B. die in c-Myc-induzierten Lymphomen héufig auftretenden, sinnver-
dndernden Punktmutationen (missense mutations) von p53 (Eischen et al., 1999) zu
deutlich erhohten p53-Proteinmengen, da das mutierte pS3 transkriptionell inaktiv ist
und infolgedessen nicht mehr Mdm?2 zum eigenen Abbau induzieren kann (Barak et al.,
1993; Haupt et al., 1997; Kubbutat et al., 1997). Daher wurden die Thymustumore auf
Unterschiede in den Mengen von p53 oder von Proteinen des p53-Signalweges (Chkl1-
phospho-S345, p19Arf, Mdm?2 und p21Cipl) hin untersucht. Dariiber hinaus wurden die
Mengen von pl6lnk4a (Induktor zelluldrer Seneszenz), c-Myc und c-Myc-regulierter
Proteine (Bim, Bcl2, p27Kipl) analysiert. Eine Untersuchung der pl5Ink4b-
Proteinmengen konnte aufgrund der unzureichenden Qualitit des zur Zeitpunkt der Ana-

lyse vorhandenen Antikorpers nicht durchgefiihrt werden.

Die Western Blot-Analyse zeigte eine hohere Proteinmengen des humanen, transgenen
c-Myc in Thymustumoren im Vergleich zum Thymus gesunder Miuse sowie bei
MYC-VD-exprimierenden Thymustumoren im Vergleich zu Myc-wt auf (Abbildung 34
A). Dies deutet auf eine positive Selektion von Zellen mit hoher MYC-Expression hin.
Des Weiteren zeigten die Thymustumore erhdhte Mengen von p19Arf und p21Cipl im
Vergleich zum Thymus gesunder Mause (Abbildung 34 B). Dagegen waren die Mengen
von p53 in den Thymustumoren nicht erhoht, was auf das Fehlen von Mutationen im
Gen Trp53 hinweist. Zudem ergab die Sequenzierung der 7rp53-cDNA von neun Thy-
mustumoren (Aminosduren 134 bis 272, entspricht Aminosduren 137 — 275 in humanem
p53, Daten nicht gezeigt) keinen Hinweis auf Mutationen in der fiir Mutationen bekann-
ten zentralen DNA-Bindungsregion (Ko und Prives, 1996). Auch die Analyse weiterer
Proteine (Mdm2, Chkl1-pS345, Bim, Bcl2, p27Kipl, pl6Ink4a) ergab keine auftallen-
den Unterschiede zwischen Myc-wt- und MYC-VD-exprimierenden Thymustumoren

(Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 34: Die Analyse der Proteinmengen in den Thymustumoren zeigt erhohte Mengen von
p19Arf und p21Cipl, jedoch keinen Hinweis auf p53-Mutationen oder Unterschiede zwischen
Mpyc-wt- und MYC-VD-exprimierenden Tumoren.

(A) Thymi gesunder Méuse sowie Thymustumore wurden im Western Blot beziiglich der Proteinmengen
des transgenen humanen c-Myc untersucht. f-Aktin diente als Ladungskontrolle.

(B) Thymustumore, Thymi sowie Mausembryofibroblasten (MEFs) wurden im Western Blot untersucht.
Die unterschiedlichlich behandelten MEFs wurden als Positiv- (MEFs wt + UV) bzw. Negativkontrollen
fiir die entsprechenden Proteine verwendet. 3-Aktin diente als Ladungskontrolle.

446 MYC-VD-exprimierende Thymustumore zeigen erhohte mRNA-
Mengen von p15Ink4b/Cdkn2b

Eine weitere Untersuchung der Thymustumore (18 x Myc-wt, 18 x MYC-VD) wurde auf
mRNA-Ebene durchgefiihrt. Dabei zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in den
mRNA-Mengen der fiir Zellzyklusarrest bzw. zelluldrer Seneszenz oder Apoptose rele-
vanten Gene p21Cipl/Cdknla, p27Kipl/Cdknlb, p57Kip2/Cdknlic, p16Ink4a/ Cdkn2a,
pl9A4rf/Cdkn2a, Decl/Bhlhb2 und Dr5/Tnfrsf10b oder von endogenem murinem Myc
(Abbildung 35 und nicht gezeigte Daten). Dagegen war die mRNA-Menge von
pl15Ink4b/Cdkn2b in MYC-VD-exprimierenden Thymustumoren signifikant um das
Zweifache erhoht und die mRNA-Menge des Seneszenzmarkers Decl/Bhlhb2 (Collado
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et al., 2005) signifikant verringert. Dies stellt einen Hinweis auf eine unzureichende
Repression des pl5Ink4b-Lokus durch Myc-VD dar, was zu einer Verzogerung der Tu-
morentwicklung fithren kdnnte, wenn infolgedessen zusitzliche Mutationen zur Repres-

sion eines Zellzyklusarrestes durch p15Ink4b notwendig sind.
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Abbildung 35: MYC-VD-exprimierende Thymustumore zeigen eine signifikant erhéhte Expression
des Zellzyklusinhibitors p15Ink4b/Cdkn2b auf mRNA-Ebene.

Es wurden 36 Thymustumore (18 pro Gruppe) mittels qRT-PCR untersucht, auf 4ctb und Rpsi6 normali-
siert und relativ zum Thymus einer wt-Maus dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe
eines zweiseitigen Mann-Whitney-U-Tests und einer Bonferroni-Holm-Prozedur zur Korrektur der Alpha-
fehler-Kumulation beim multiplen Testen (Holm, 1979). Danach sind nur die p-Werte bei
p15Ink4b/Cdkn2b und Decl/Bhlhb? statistisch signifikant (bei globalem a-Wert von 0,05).

4.4.7 Die Expression von Myc-wt, aber nicht von MYC-VD, ist fiir die Re-

pression zellularer Seneszenz in vitro notwendig

Die Hypothese, dass eine unzureichende Repression des Zellzyklusinhibitors p15Ink4b
zu einer verzogerten Tumorgenese aufgrund zusétzlich notwendiger Mutationen fiihrt,
lasst vermuten, dass die p/5/nk4b-Repression durch Myc-wt fiir die Tumorgenese essen-
tiell und eventuell auch noch in manifesten Tumoren von Bedeutung ist. Zur Untersu-

chung dieser Hypothese wurden Lymphomzellen nach der Isolierung des Thymustu-
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mors aus der Maus unter Zellkulturbedingungen kultiviert. AnschlieBend wurde die Ex-
pression des transgenen MYC durch Zugabe von Doxyzyklin gehemmt, was anhand
eines Western Blots bestétigt wurde (Judith Miiller, personliche Mitteilung). Dies fiihrte
in Myc-wt-exprimierenden, nicht jedoch in MYC-VD-exprimierenden Lymphomzellen
zur Induktion von zelluldrer Seneszenz, die mittels einer SA-B-Gal-Farbung nachgewie-
sen wurde (Abbildung 36). Weiterhin wurde nachgewiesen, dass gleichzeitig eine In-
duktion von p15Ink4b auf mRNA- und Proteinebene stattfindet (Judith Miiller und Jan
van Riggelen, personliche Mitteilung), welche in Myc-wt-Zellen stirker ausgepriagt war
als in MYC-VD-Zellen. Dies war vom TGFp-Signalweg abhingig, da eine Inhibierung
des TGFB-Rezeptors (durch Uberexpression der dominant-negativ wirkenden Ektodo-
méne des humanen 7GFBR2) die Induktion von pl5Ink4b und zelluldrer Seneszenz
aufhebt bzw. deutlich verringert (Jan van Riggelen, personliche Mitteilung). Diese Er-
gebnisse deuten darauf hin, dass c-Myc-wt in der Lage ist, Lymphomzellen vor wachs-
tumshemmenden Signalen zu schiitzen, die tiber den TGFB-Signalweg zelluldre Senes-
zenz auslosen konnen. Diese onkogene Funktion von c-Myec ist bei Myc-VD nicht mehr
ausreichend vorhanden, so dass zusitzliche Verdnderungen eine Repression von
p15Ink4b bewirken und eine Inhibierung von c-Myc-VD infolgedessen auch nicht mehr

zur Derepression von p15Ink4b und zelluldrer Seneszenz (wie bei c-Myc-wt) fiihrt.

Lymphomzellen EuSR-tTA; tetO-MYC in vitro

Doxyzyklin (h): 0 6 12 24 48

| @

Abbildung 36: Mpyc-wt-exprimierende Lymphomzellen sind von einer kontinuierlichen MYC-
Expression zur Repression eines latenten zelluliiren Seneszenzprogramms abhéngig.
Lymphomzellen wurden direkt nach Isolierung des Thymustumors aus der Maus unter sterilen Bedingun-
gen kultiviert. Die Expression des transgenen humanen MYC wurde durch Behandlung mit Doxyzyklin
gehemmt. Nach den angegebenen Zeiten wurde eine SA-B-Gal-Farbung durchgefiihrt. Die Zellen wurden
nach 24 Stunden mittels Digitalkamera fotografiert. Mikroskopische Aufnahmen bestéitigen die
makroskopisch sichtbaren Unterschiede der Seneszenzfarbung (Daten nicht gezeigt).

SA-B-Gal (blau)
VD
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5 Diskussion

5.1 Das Wachstum von MYCN-amplifizierten Neuroblastom-
zellen ist von N-Myc und wenigen essentiellen Genen

abhangig

Die genomische Amplifikation des fiir den Transkriptionsfaktor N-Myc kodierenden
Genes MYCN tritt in 22% humaner Neuroblastome auf. Dabei ist eine Uberexpression
von MYCN in neuroektodermalen Zellen fiir die Entstehung von Neuroblastomen in
vivo ausreichend (Weiss et al., 1997). Die MYCN-Amplifikation korreliert beim Neu-
roblastom dariiber hinaus mit einer schlechten Prognose (Seeger et al., 1985). Dies ist
ein Hinweis darauf, dass N-Myc auch nach der Tumorinitiation eine Rolle im Neu-
roblastom spielt. N-Myc konnte dabei flir das Wachstum oder die Therapieresistenz
MYCN-amplifizierter Neuroblastome von Bedeutung sein und eine Hemmung der

N-Myc-Funktion wire in diesem Fall von hohem therapeutischen Nutzen.

Dies wird zudem durch die Beobachtung unterstrichen, dass MYC-induzierte Tumore in
verschiedenen Mausmodellen von einer kontinuierlichen Expression von MYC abhéngig
sind und ein Abschalten von MYC in Abhéngigkeit vom zelluliren und genetischen
Kontext zu einer vollstdndigen Regression fithren kann (Abschnitt 1.3.8, Seite 22). Die
Mechanismen der Eliminierung von Tumorzellen in diesen Mausmodellen reichen von
einer terminalen Differenzierung, wie z.B. beim hepatozelluliren Karzinom zu ,,norma-
le* Leberzellen (Shachaf et al., 2004), {iber Seneszenz, wie z.B. beim hepatozelluldren
Karzinom und bei T-Zelllymphomen (Wu et al., 2007), bis hin zur Induktion von Apop-
tose, wie z.B. bei T-Zelllymphomen (Felsher und Bishop, 1999). Dagegen ist eine per-
manente Inaktivierung von MYC bei hepatozelluldren Karzinomen (Shachaf et al.,
2004) und pankreatischen B-Zelltumoren (Pelengaris ef al., 2004) notwendig, da ansons-

ten eine Reaktivierung ,,ruhender” Tumorzellen zur erneuten Tumorentstehung fiihrt.

5.1.1 Eine Depletion von N-Myc fiihrt in MYCN-amplifizierten Neu-

roblastomzellen zu einer Proliferationshemmung

Eine Reihe verschiedener Untersuchungen deuten bereits darauf hin, dass eine Hem-

mung der Funktion von N-Myc das Wachstum von Neuroblastomzellen negativ beein-
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flusst. So konnte gezeigt werden, dass eine Inhibierung von MYCN durch ein ,, anti-
sense “-Oligonukleotid zu einer Verringerung des Zellwachstums einer MYCN-
amplifizierten Neuroblastomzelllinie fithrt (Galderisi ef al., 1999). Dariiber hinaus fiihrt
eine Behandlung MYCN-transgener Méuse mit einem ,, antisense “-Oligonukleotid ge-
gen MYCN zu einer Verringerung der Tumorinzidenz sowie des Tumorvolumens der
gebildeten Neuroblastome (Burkhart ef al., 2003). Des Weiteren wurde durch Verwen-
dung eines ,,antisense*“-Peptidoligonukleotids gegen MYCN ein erhdhtes Maf3 an Zelltod
in einer MYCN-amplifizierten Neuroblastomzelllinie ausgelost (Pession et al., 2004).
Bei diesen Untersuchungen wurden jedoch nur einzelne Neuroblastomzelllinien ver-
wendet und keine genauere Analyse von Proliferation, Zellzyklus oder Apoptose durch-

gefiihrt.

Zur genaueren Untersuchung der Abhéngigkeit MYCN-amplifizierter Neuroblastom-
zellen von kontinuierlich hohen N-Myc-Mengen wurde hier eine Inhibierung bzw.
Depletion von N-Myc durch eine vektorbasierte Expression von shRNAs (short hairpin
RNAs) durchgefiihrt, welche durch zelluldre Enzyme in die RNA-Interferenz auslosen-
den siRNAs (short interfering RNAs) prozessiert werden. Hierbei konnte gezeigt wer-
den, dass eine Depletion von N-Myc zu einer spezifischen Reduktion des Zellwachs-
tums MYCN-amplifizierter IMR-32-Neuroblastomzellen, nicht jedoch MYCN-nicht-
amplifizierter SH-EP-Zellen fiihrt (Abbildung 9, Seite 74). Diese Spezifitdt konnte in
einer Reihe weiterer Zelllinien bestdtigt werden (Abbildung 10, Seite 76).

Eine Ausnahme stellte hierbei die MYCN-amplifizierte Neuroblastomzelllinie SK-N-
BE(2)C dar. Diese zeigte keine Verringerung des Zellwachstums nach einer Depletion
von N-Myc. Dies widerspricht Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen, die nach einer
N-Myc-Depletion ein verringertes Wachstum bzw. eine Erhoéhung des G1/S-
Verhiltnisses beobachten konnten, welches ein Mal} fiir eine verringerte Proliferation
der Zellen darstellt (Galderisi et al., 1999; Bell et al., 2006). Dagegen beruhte die Aus-
wertung der hier gezeigten Ergebnisse auf einer Bestimmung der Zelldichte nach einer
bestimmten Anzahl von Tagen. Diese Methode ist im Vergleich zu einer Zellzyklusana-
lyse mittels PI-FACS weniger sensitiv, insbesondere da SK-N-BE(2)C-Zellen ein sehr
langsames Wachstum aufweisen (Verdopplungszeit etwa 60 Stunden) und sich Unter-
schiede in der Wachstumsrate daher erst nach einer lingeren Kultivierungsdauer zeigen.
Es kann jedoch angenommen werden, dass SK-N-BE(2)C-Zellen zumindest eine ver-

ringerte Sensitivitit gegeniiber einer N-Myc-Depletion als andere untersuchte MYCN-
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amplifizierte Neuroblastomzellen aufweisen. Ein Unterschied der Depletionseffizienz
kommt dagegen als Erkldarung nicht in Betracht, da diese identisch zu den anderen un-
tersuchten Zelllinien war. Es ist jedoch nicht auszuschlieBen, dass die in dieser Zelllinie
vorhandene Mutation von 7P53 zum fehlenden Wachstumsarrest nach einer N-Myc-

Depletion beitrégt.

Eine genauere Analyse des Wachstumsarrestes in MYCN-amplifizierten IMR-32-Zellen
ergab eine Verringerung der Proliferationsrate auf etwa 50% (Abbildung 10, Seite 76).
Dabei ist eine geringe Erhohung des G1/G0-Phasenanteils der Zellen zu erkennen. Dies
konnte auch in einer Untersuchung einer anderen Arbeitsgruppe in dhnlichem Ausmalf}
nachgewiesen werden (Bell et al., 2006). Die Akkumulation von Zellen in der G1/G0-
Phase konnte auf einer Differenzierung der Neuroblastomzellen (Akkumulation in GO-
Phase) und damit einem Ausscheiden aus dem Zellzyklus beruhen. Dies wurde bereits
in zwei anderen Untersuchungen beobachtet, jedoch ist das Ausmaf} der darin gezeigten
Differenzierungsvorginge eher gering (Kang et al., 2006; Nara et al., 2007). Zudem
zeigt die Zellzyklusanalyse eine Erhohung des Anteils von Zellen in der G1/G0-Phase
um lediglich sechs Prozentpunkte. Ein Ausscheiden dieses geringen Anteils von Zellen
aufgrund von Differenzierung ist nicht in der Lage, die starke Reduktion der Zellwachs-
tumsrate zu erkldren. AuBerdem konnten keine morphologischen Anzeichen fiir eine
Differenzierung im Mikroskop beobachtet werden. Daher ist eine Verlangerung der G1-
Phase als Ursache fiir den erhohten Anteil von Zellen in der G1-Phase anzunehmen. Im
Gegensatz zu einer anderen Untersuchung war der Anteil von Apoptose gering (Nara et
al., 2007). Die Akkumulation von nur 5% apoptotischer Zellen innerhalb von drei Tagen
kann daher die Wachstumsreduktion ebenfalls nicht erkldren, auch wenn dies einer vier-
fach hoheren Apoptoserate entspricht. Insofern erscheint die von einer anderen Arbeits-
gruppe beschriebene 1,3-fache Erhohung der Apoptoserate in IMR-32-Zellen als biolo-
gisch unbedeutend (Kang et al., 2006).

Dies fiihrt zu der Schlussfolgerung, dass hohe N-Myc-Proteinmengen fiir die Prolifera-
tion von MYCN-amplifizierten Neuroblastomzellen essentiell sind und zur Induktion des
G1/S-Ubergangs beitragen. Der durch Inhibierung der N-Myc-Funktion verursachte
Zellzyklusarrest bzw. die Verlingerung der G1-Phase konnte z.B. auf eine verringertes
ZellgroBenwachstum, eine reduzierte Bildung von Zellzyklusfaktoren wie Zyklinen
oder einer Aktivierung von Zellzyklusinhibitoren zuriickzufiihren sein. So konnte vor

kurzem gezeigt werden, dass die Depletion von N-Myc in zwei verschiedenen MYCN-
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amplifizierten Neuroblastomzelllinien (SK-N-BE(2)C und IMR-32) zu einer Reduktion
von SKP2 sowie zu einer Induktion von DKK3, TP53INPI und p57KIP2 auf mRNA-
Ebene fiihrt (Bell et al., 2007). Dabei kann eine Reduktion der Skp2-Proteinmenge zur
Akkumulation des Cdk-Inhibitors p27Kipl fiihren, dessen Inaktivierung fiir einen G1/S-
Ubergang entscheidend ist. Die Induktion von Dkk3 fiihrt hingegen zu einer Inhibierung
des Wnt-Signalweges, der durch die Expression von Zyklin D1 ebenfalls den G1/S-
Ubergang fordert. Diese Effekte sind zudem p53-unabhéngig, da sie auch in den 7P53-
mutierten SK-N-BE(2)C-Zellen nachgewiesen werden konnten. Dariliber hinaus fiihrt
eine Depletion von N-Myc in IMR-32-Zellen zu einer Akkumulation von p21Cipl (Ur-
sula Eilers, personliche Mitteilung), wobei allerdings nicht untersucht wurde, ob dies
p53-abhingig geschieht. Diese Ergebnisse belegen, dass N-Myc iiber verschiedene Me-
chanismen den G1/S-Ubergang fordert und eine Inhibierung der N-Myc-Funktion durch
Verringerung der Proteinmenge diesen G1/S-Ubergang deutlich verzogert, was zu einer
Akkumulation von Zellen hauptsichlich in der G1-Phase und einer daraus resultieren-
den Proliferationshemmung fiihrt. Daneben findet auch eine geringe Erhdhung von S-
und G2/M-Phase statt. Dies ldsst sich dadurch erkldren, dass N-Myc auch in anderen
Zellzyklusphasen proliferationsfordernde Funktionen ausiibt und sich eine Verringerung

der N-Myc-Mengen daher auf alle Zellzyklusphase auswirkt.

5.1.2 Eine Reihe von Myc-Zielgenen sind fur das Wachstum MYCN-

amplifizierter Zellen essentiell

Die Funktion von Myc-Onkoproteinen wird durch eine Regulation verschiedener Gene
vermittelt. Es wird davon ausgegangen, dass c-Myc im humanen Genom insgesamt
mindestens 3000 bis 5000 Bindungsstellen besitzt (Zeller et al., 2006; Kim et al., 2008)
und damit an etwa 15% aller Promotoren bindet (Li et al., 2003; Fernandez et al., 2003).
Die Zahl der beschriebenen, durch c-Myc regulierten Gene lag bereits im Jahr 2003 bei
etwa 1700 Genen, die in einer Datenbank (http://myc-cancer-gene.org/) zusammenge-
fasst wurden (Zeller et al., 2003). Aufgrund der hohen funktionellen Homologie werden
diese Zielgene von c-Myc vermutlich ebenso durch N-Myc reguliert (Malynn et al.,
2000). Dabei kann das Wachstum MYC-induzierter Tumore von einzelnen Zielgenen
von c-Myc oder von mit c-Myc kooperierenden Genen kritisch abhingen. So fiihrt z.B.
ein heterozygoter Verlust des c-Myc-Zielgens ODCI zu einer verzdgerten Entstehung

MYC-induzierter Lymphome (Nilsson et al., 2005). Zudem fiihrt eine Uberexpression
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von MYCN zur Induktion von Apoptose, welche fiir ein Wachstum MYCN-amplifizierter
Neuroblastome ausgeschaltet werden muss. Dies geschieht z.B. durch hohe Mengen von
H-Twist, von denen das Wachstum der Tumorzellen dann kritisch abhéngt (Valsesia-
Wittmann et al., 2004). Bisher war eine direkte Inhibierung von c-Myc nicht erfolg-
reich, obwohl zur Zeit eine Reihe Erfolg versprechender Ansitze untersucht werden
(Vita und Henriksson, 2006). Daher stellt eine Inhibierung von Myc-Zielgenen oder in
MYCN-amplifizierten Tumoren liberexprimierten Genen eine therapeutische Alternative

zur direkten Hemmung von Myc dar.

In verschiedenen cDNA-Microarray-Studien wurde eine Reihe von Genen identifiziert,
die in MYCN-amplifizierten Neuroblastomen (im Vergleich zu MYCN-nicht-amplifizier-
ten) liberexprimiert sind (Berwanger et al., 2002; Alaminos et al., 2003). Diese Gene
stellen zwar nicht notwendigerweise Zielgene von N-Myc dar, jedoch konnte das

Wachstum MYCN-amplifizierter Neuroblastome von deren Funktion abhéngig sein.

Zur Identifizierung von Genen, die fiir das Wachstum MYCN-amplifizierter Neu-
roblastome essentiell sind, wurden 194 Gene ausgewdhlt, die entweder als direkte Myc-
Zielgene charakterisiert oder in MYCN-amplifizierten Neuroblastomen {iberexprimiert
waren. Zur Untersuchung der Bedeutung dieser Gene eignet sich insbesondere die Me-
thode der RNA-Interferenz (Hannon und Rossi, 2004). Nach einer Identifizierung kur-
zer 19 Nukleotide langer Zielsequenzen in der mRNA der Gene kann die Genexpression
durch einen spezifischen mRNA-Abbau mit Hilfe von siRNAs oder shRNAs reduziert
werden und damit auf eine Notwendigkeit dieser Gene fiir das Wachstum der Zellen
geschlossen werden. In der hier vorliegenden Untersuchung wurde eine Expression vek-
torbasierter ShRNAs ausgewihlt, da diese im Vergleich zu siRNAs {iber einen langen
Zeitraum exprimiert werden und einen effizienten Transfer in Zielzellen durch retrovira-
le Transduktion erlauben (Brummelkamp et al., 2002b). Dieses Vektorsystem wurde
erstmalig zur Identifizierung essentieller Gene fiir einen p53-abhéngigen Wachstumsar-

rest erfolgreich verwendet (Berns ef al., 2004).

Entscheidend fiir die erfolgreiche Verwendung der Methode der RNA-Interferenz
(RNAI) ist jedoch eine ausreichend hohe Effizienz des Abbaus der Ziel-mRNAs sowie
ein Ausschluss von sequenzunspezifischen Nebeneftekten (off-target effects), die unter
verschiedenen experimentellen Bedingungen beschrieben wurden (Jackson und Linsley,
2004). Eine Erhohung der funktionellen Effizienz der shRNAs wurde durch Verwen-
dung etablierter Kriterien zur Auswahl der mRNA-Zielsequenzen (Reynolds et al.,
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2004) und durch Einsatz eines Gemisches von drei verschiedenen shRNA-Vektoren (mit
unterschiedlichen Zielsequenzen in der gleichen mRNA) pro untersuchtem Gen erreicht.
Dies fiihrte zu einer effektiven Depletion bei etwa 60% der Gene, wie durch eine unab-
hiangige Untersuchung gezeigt werden konnte (Lars Schiittrumpf, personliche Mittei-
lung). Daher ist anzunehmen, dass von den 194 untersuchten Genen bei etwa 120 Genen
eine erfolgreiche Depletion der Proteinmengen erreicht und diese somit letztendlich auf

ihre Bedeutung fiir das Wachstum der Tumorzellen hin untersucht wurden.

Zum Ausschluss sequenzunspezifischer Nebeneffekte sowie zur Identifizierung von
Genen, die spezifisch fiir MYCN-amplifizierte Neuroblastomzellen essentiell sind, wur-
de die Untersuchung parallel in einer MYCN-nicht-amplifizierten Neuroblastomzellline
(SH-EP) durchgefiihrt. Gene, deren Inhibierung zu einem verringerten Wachstum von
SH-EP-Zellen filihrte, wurden daher als nicht essentiell gewertet. Ein weiterer Aus-
schluss sequenzunspezifischer Nebeneffekte kann durch die Untersuchung mehrerer
funktioneller und nicht-funktioneller shRNAs gegen ein Gen sowie durch Revertierung
des Phinotyps mittels Uberexpression einer RNAi-resistenten cDNA des untersuchten
Gens erfolgen (Echeverri et al., 2006). Dies ist jedoch mit einem grolen Aufwand ver-
bunden und wurde daher bei der Analyse der 194 Gene nicht durchgefiihrt, sondern erst

bei einer genaueren Analyse einzelner Gene.

Die Untersuchung der 194 ausgewéhlten Gene in MYCN-amplifizierten IMR-32-Zellen
konnte bei 17 Genen eine reproduzierbare Verringerung des Zellwachstums nach RNAi-
vermittelter Inhibierung nachweisen, dagegen keinen FEinfluss auf das Wachstum
MYCN-nicht-amplifizierter SH-EP-Zellen (Tabelle 5, Seite 79). Als Schwellenwert fiir
eine signifikante Verringerung des Zellwachstums wurde dabei das Zellwachstum bei
einer Infektion mit einem MYCN-shRNA-Gemisch gewihlt (bestehend aus einer funkti-
onellen shRNA und zwei nicht-funktionellen shRNAs). Daher fiihrt eine Inhibierung
jedes dieser 17 Proteine zu einer dhnlichen Wachstumsreduktion wie bei Inhibierung
von N-Myc selbst. Sie konnen daher, wie auch N-Myc, als essentiell fiir das Wachstum

MYCN-amplifizierter Neuroblastomzellen bezeichnet werden.

Darunter fillt zunichst eine groe Anzahl ribosomaler Proteine auf (Rpll13, Rpsl9,
Rpl26 und Rps16). Es ist bekannt, dass Myc eine erhohte Ribosomengenese und Prote-
insynthese induziert (Abschnitt 1.3.6, Seite 12). Dies beschleunigt das Wachstum der
Zelle wihrend der G1-Phase und ist daher fiir eine Verkiirzung der G1-Phase notwen-

dig, welches als Hauptmechanismus fiir eine erhohte Zellproliferation gilt. Eine Hem-
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mung von ribosomalen Proteinen konnte daher den durch Myc induzierten G1/S-
Ubergang verzdgern und somit zu einer Verringerung der Wachstumsrate fithren, wie

dies fiir MYC-induzierte Lymphome in vivo gezeigt wurde (Barna et al., 2008)

Das Enzym Serin-Hydroxymethyltransferase (Shmt) ist ebenfalls ein fiir die Funktion
von c-Myc als essentiell beschriebenes Protein. Es ist fiir den Folat-Metabolismus und
daher unter anderem fiir die Nukleotidsynthese von Bedeutung. Die mitochondrielle
Form (Shmt2) ist zudem teilweise in der Lage, das verlangsamte Wachstum MYC-defi-
zienter Fibroblasten auszugleichen (Nikiforov et al., 2002a). Inwiefern die hier identifi-
zierte zytosolische Form (Shmtl) diese Funktion auch {ibernehmen kann, wurde bisher
nicht untersucht. Die Forderung des zelluldren Metabolismus ist jedoch vermutlich e-

benso wie die Proteinsynthese fiir eine Beschleunigung der G1-Phase von Bedeutung.

Das Protein MYCT1/MT-MCI1 ist ein durch c-Myc induzierter Transkriptionsfaktor, der
einen kleinen Teil von c-Myc-Zielgenen reguliert und bestimmte Funktionen von c-Myc
rekapituliert (Rogulski et al., 2005). Das mitochondrielle Protein Trapl ist dagegen ein
Mitglied der Hsp90-Chaperon-Familie und konnte als Schutz vor Apoptose im Neu-
roblastom fungieren, da eine Depletion von Trapl zu erh6hter Apoptosesensitivitdt fiith-
ren kann (Masuda et al., 2004). Dariiber hinaus wurden zwei an der Replikation betei-
ligte Proteine (PolD2 und RFC2) identifiziert. Fiir eine Reihe weiterer identifizierter
Gene konnte bisher keine Funktion in Verbindung mit humanen Tumoren bzw. eine Rol-
le fiir die onkogene Funktion von Myc beschrieben werden. Daher soll hier nicht weiter

auf sie eingegangen werden.

Die Proteinkinase Aurora-A (kodiert durch das Gen A4URKA) spielt bei der Regulation
der Mitose als auch in der G2-Phase eine entscheidende Rolle (Abschnitt 5.2.1, Seite
134) und wurde in einer Reihe von humanen malignen Tumoren als iiberexprimiertes
Onkogen beschrieben (Abschnitt 5.2.2, Seite 136). In primédren Neuroblastomen konnte
gezeigt werden, dass AURKA bei einer MYCN-Amplifikation auf mRNA-Ebene {ibe-
rexprimiert vorliegt (Berwanger et al., 2002). Das ebenfalls identifizierte Gen RCC/
spielt zudem eine Rolle bei der Aktivierung von Aurora-A. Die Rolle von Aurora-A bei
verschiedenen humanen Tumoren ldsst Aurora-A als ein interessantes Gen erscheinen.
Daher wurde Aurora-A fiir eine weitere Validierung sowie eine genauere Untersuchung
der Funktion im MYCN-amplifizierten Neuroblastom ausgewihlt. Zunédchst soll jedoch
ein kurzer Uberblick iiber die bisher beschriebenen Funktionen von Aurora-A in der

Zelle und bei humanen malignen Tumoren gegeben werden.
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5.2 Die Proteinkinase Aurora-A

5.2.1 Struktur, Funktion und Regulation von Aurora-A

Aurora wurde urspriinglich in einem genetischen Ansatz zur Identifizierung von Fakto-
ren fiir die Funktion mitotischer Spindel in Drosophila melanogaster gefunden (Glover
et al., 1995). Wenig spiter wurde Aurora-A (auch Aur-A, AIK, BTAK oder STK15 ge-
nannt) als Homolog in humanen Zellen identifiziert (Kimura et al., 1997). Die Familie
der Aurora-Kinasen beinhaltet in Sdugetieren die homologen Proteine Aurora-A, Auro-
ra-B und Aurora-C. Diese Ser/Thr-Kinasen besitzen eine evolutionér stark konservierte
Kinasedoméne mit einer flir die Funktion essentiellen Aktivierungsschleife (Abbildung
37) sowie einer fiir den Abbau wichtigen Region, der D-Box (destruction box). Im N-

Terminus unterscheiden sie sich deutlich voneinander.

KEN-Box Kinase-Domane D-Box
(5-7) (132-383) (363-382)
|- — | - =
(1-403)
A-Box Aktivierungsschleife
(42-53) (274-299)

A -B
I | | o I B

— o I onC

Abbildung 37: Struktur der humanen Aurora-Kinasen.

Die Struktur der Proteinkinasen Aurora-A, Aurora-B und Aurora-C (Isoform 1) ist mit den konservierten
zentralen Regionen dargestellt. Zusétzlich sind die fiir den Abbau wichtigen Regionen dargestellt
(Carmena und Earnshaw, 2003).

Aurora-A reguliert verschiedene zelluldre Prozesse wihrend der G2- und der M-Phase
(eine Ubersicht gibt Marumoto et al., 2005). Aurora-A ist dazu wihrend der G2-Phase
und der Mitose an Zentrosomen sowie in der Mitose auch an den Spindelfasern lokali-
siert. Aurora-A ist fiir die sogenannte Zentrosomenreifung essentiell, bei der eine Ak-
kumulation verschiedener Proteine (perizentrosomales Material) am Zentrosom sowie
eine Mikrotubulipolymerisation stattfindet. Darliber hinaus induziert Aurora-A die
Zentrosomentrennung in der spaten G2-Phase, sowie die bipolare Anordnung der Spin-
delfasern in der Pro- und Metaphase. Ebenso ist Aurora-A an der Chromosomenanord-
nung in der Metaphase beteiligt und ein Abbau von Aurora-A fiir die Zytokinese essen-

tiell. Des Weiteren ist Aurora-A an der Aktivierung des Zyklin B-Cdkl-Komplexes
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durch eine Phosphorylierung von dessen Aktivatoren Plkl (Macurek et al., 2008; Seki
et al., 2008) und Cdc25B (Cazales et al., 2005) beteiligt und fordert dadurch den Eintritt
in die Mitose (G2/M-Ubergang). Diese verschiedenen Funktionen von Aurora-A sind
von einer Reihe von Interaktionspartnern abhéngig. TPX2 ist fiir die Lokalisation von
Aurora-A an den Spindelfasern notwendig (Kufer et al., 2002) und aktiviert Aurora-A,
indem es die Autophosphorylierung von Aurora-A an Thr-288 in der Aktivierungsschlei-
fe durch Blockierung einer Dephosphorylierung unterstiitzt (Eyers et al., 2003). TPX2
selbst wird vermutlich indirekt durch RCCI1 aktiviert (Bischoff und Ponstingl, 1991;
Gruss et al., 2001). Dagegen ist Ajuba fiir die Funktion von Aurora-A an den Zentroso-
men und Bora fiir den Aurora-A-abhiingigen G2/M-Ubergang essentiell (Hirota et al.,
2003). Die Bedeutung der mitotischen Funktionen wird insbesondere durch die friihe
embryonale Lethalitit Aurora-A-defizienter Méduse aufgrund von Defekten beim Aufbau
der Spindelfasern und der Chromosomenanordnung deutlich (Lu ef al., 2008; Sasai et

al., 2008).

Neben der gut untersuchten Rolle von Aurora-A in der Mitose konnten auch einige Mi-
tose-unabhingige Funktionen gezeigt werden. So wurde eine Phosphorylierung von p53
nachgewiesen, die zu einem Abbau bzw. einer transkriptionellen Inaktivierung von p53
fiihrt (Katayama et al., 2004; Liu et al., 2004). Aurora-A ist zudem in der Lage, Ovari-
alkarzinomzellen durch eine pS53-abhidngige Aktivierung von Akt vor Cisplatin-
induzierter Apoptose zu schiitzen (Yang et al., 2006). Des Weiteren kann Aurora-A in
Brustepithelzellen und Ovarialepithelzellen die Transkription der katalytischen Telome-
rase-Untereinheit 7ERT mittels einer Akkumulation von c-Myc induzieren (Yang et al.,
2004). SchlieBlich triagt Aurora-A durch Phosphorylierung von CPEB zu einer erhdhten
zytoplasmatischen Polyadenylierung und Translation von mRNAs mit einem zytoplas-
matischen Polyadenylierungselement (CPE) bei, wie z.B. der MYC-mRNA (Cao et al.,
2005; Groisman et al., 2006).

Eine Regulation der Aktivitit von Aurora-A ist vor allem flir den korrekten Ablauf der
Mitose essentiell und erfolgt einerseits durch die schon beschriebene Interaktion mit
positiven Regulatoren, wie z.B. TPX2. Andererseits wird Aurora-A durch einen proteo-
lytischen Abbau Zellzyklus-abhéngig reguliert (Fukuda ef al., 2005). Dies geschieht mit
Hilfe einer Ubiquitinierung von Aurora-A durch den APC/C“™-Komplex (anaphase-
promoting complex/cyclosome) am Ende der Mitose und einen anschlieBenden protea-

somalen Abbau (Honda et al., 2000; Taguchi ef al., 2002). Dieser ist sowohl von der C-
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terminalen D-Box als auch von der N-terminalen A-Box abhingig, jedoch nicht von der
fiir Cdhl-abhingigen Abbau beschriebenen KEN-Box (Littlepage und Ruderman,
2002). Zudem wird der Abbau durch eine PP2A-abhingige Dephosphoryierung von
Ser-51 in der A-Box induziert (Horn et al., 2007). Dieser Abbaumechanismus ist dafiir
verantwortlich, dass Aurora-A hauptsédchlich in der G2- und M-Phase akkumuliert und
aktiv ist, wie dies schon frither beschrieben wurde (Kimura et al., 1997). Dariiber hinaus
konnte gezeigt werden, dass Aurora-A (wie auch c-Myc) durch eine Fbxw7-induzierte
Ubiquitinierung abgebaut wird (Mao et al., 2004; Fujii et al., 2006). Des Weiteren wur-
de auch ein Proteasom-abhdngiger, aber Ubiquitin-unabhidnger Abbau von Aurora-A
durch AURKAIP1 vorgeschlagen (Kiat et al., 2002; Lim und Gopalan, 2007), welcher
moglicherweise durch Gsk3p gehemmt wird (Fumoto ef al., 2008). Die transkriptionelle
Regulation von Aurora-A ist dagegen kaum untersucht, es gibt jedoch Hinweise, dass
der PI3K-Signalweg die Transkription von AURKA induzieren kann, vermutlich durch
Ets-Transkriptionsfaktoren wie E4TF1 (Tanaka et al., 2002; Liu et al., 2008). Ebenso
wurde eine Induktion von AURKA durch den Transkriptionsfaktor E2F3 nachgewiesen
(He et al., 2008).

5.2.2 Rolle von Aurora-A in malignen Tumoren

Eine Deregulation von Aurora-A wurde in einer Reihe von malignen Tumoren durch
eine Amplifikation der chromosomalen Region von AURKA (20q13) nachgewiesen, z.B.
in 5 bis 18% der Mammakarzinome (Kallioniemi et al., 1994; Isola et al., 1995; Tanner
et al., 1996; Courjal et al., 1996), 3 bis 29% der Ovarialkarzinome (Iwabuchi et al.,
1995; Courjal et al., 1996; Tanner et al., 2000), 26% der Pankreaskarzinome (Solinas-
Toldo et al., 1996) und 52% der Kolorektalkarzinome (Bischoff et al., 1998). Zudem
konnte in verschiedenen malignen Tumoren eine Uberexpression von 4URKA auch oh-
ne genomische Amplifikation festgestellt werden, z.B. in 61% der hepatozelluldren Kar-
zinome (Jeng et al., 2004). Die genomische Amplifikation dieser Region bzw. die Uber-
expression von AURKA korreliert bei Mammakarzinomen zudem mit einer schlechten
Prognose (Isola et al., 1995; Nadler et al., 2008). Dabei ist die Amplifikation von
AURKA ein frithes Ereignis, wie in einem Rattenmodell fiir chemisch induzierte Mam-

makarzinome gezeigt wurde (Goepfert et al., 2002).
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Eine Uberexpression von Aurora-A fiihrt zur Transformation von immortalisierten
Maus- und Rattenfibroblasten (Bischoff et al., 1998). Bisher wurden eine Reihe von
Mechanismen beschrieben, die zu der onkogenen Funktion von Aurora-A beitragen
konnten. So filhren DNA-Schdaden nach der S-Phase normalerweise zu einer Chkl-
abhédngigen Repression von Aurora-A und einem G2-Arrest (Krystyniak et al., 2006).
Durch Uberexpression von AURKA wird dieser Kontrollpunkt jedoch inaktiviert und ein
G2/M-Ubergang induziert (Marumoto et al., 2002). Eine Uberexpression von AURKA
fiihrt auch zu einer Authebung des Spindelbildungs-Kontrollpunktes in der Mitose und
damit zu einer Insensitivitit gegeniiber dem Chemotherapeutikum Paclitaxel (Anand et
al., 2003). SchlieBlich fiihrt eine 4URKA-Uberexpression auch zu einer Zentrosomen-
amplifikation und einer Tetraploidisierung aufgrund abnormaler Spindelbildung und
einer Storung der Zytokinese (Meraldi ef al., 2002). Interessanterweise ist dafiir die Ki-

naseaktivitdt von Aurora-A nicht notwendig.

Die onkogene Aktivitit von Aurora-A wird durch p53 in einer Transkriptions-
unabhingigen Weise aufgrund einer direkten Interaktion inhibiert (Chen et al., 2002).
Dartiber hinaus ist p53 auch in der Lage, die Bildung von Mammakarzinomen nach ei-
ner voriibergehenden 4URKA-Uberexpression in transgenen Miusen zu hemmen
(Zhang et al., 2004). Dies beruht vermutlich auf einer p53-abhingigen Apoptose infolge
des Zytokinese-Defektes. Dagegen kann eine permanente, starke AURKA-
Uberexpression zu Zentrosomenamplifikation, Tetraploidisierung und schlieBlich zur

Bildung von Mammakarzinomen fithren (Wang et al., 2006).

Bisher wurde eine Reihe von Inhibitoren gegen Aurora-Kinasen zur Therapie maligner
Tumore entwickelt, wie z.B. Hesperadin (Hauf ez al., 2003) und VX-680 (Harrington et
al., 2004). Darunter zeigt insbesondere VX-680 eine Hemmung des Wachstums ver-
schiedener Tumore in vivo (Harrington et al., 2004). Allerdings sind diese Inhibitoren

wenig spezifisch und zeigen eine starkere Hemmung von Aurora-B als von Aurora-A.
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5.3  Aurora-A st fir die Proliferation von MYCN-amplifizierten

Neuroblastomzellen essentiell

5.3.1 Aurora-A ist in MYCN-amplifizierten Neuroblastomen uber-

exprimiert und ein Marker fir schlechte Prognose

Aurora-A wurde urspriinglich in einem cDNA-Microarray als in MYCN-amplifizierten
Neuroblastomen auf mRNA-Ebene liberexprimiertes Gen identifiziert (Berwanger et al.,
2002) und aufgrund dessen als potentiell essentielles Gen fiir diese Tumorzellen ausge-

wahlt.

Zur Bestdtigung dieser Ergebnisse wurde die Expression von AURKA in Proben primé-
rer Neuroblastome auf Proteinebene sowie in einer unabhéngigen Patientengruppe auf
mRNA-Ebene (cDNA-Microarray) untersucht. Dabei konnte verifiziert werden, dass
MYCN-amplifizierte Neuroblastome eine signifikant hohere Expression von 4URKA-
mRNA als auch Aurora-A-Protein aufweisen (Abbildung 11, Seite 84). Dieser Befund
konnte auBlerdem auf Einzelzellebene durch eine immunhistochemische Féarbung eines
Gewebe-Microarrays bestétigt werden. Dies ist insbesondere von Bedeutung, da hierbei
eine Tumorzellen-spezifische Uberexpression verifiziert werden kann und ein Einfluss
der Genexpression von Stromazellen auf das Ergebnis ausgeschlossen wird. Ein Ver-
gleich zu nicht-malignem Kontrollgewebe (z.B. Nebenniere) konnte nicht durchgefiihrt
werden, da hierfiir nicht ausreichend Material zur Verfiigung stand. Die nachgewiesene
Uberexpression legt zwar eine Bedeutung von Aurora-A fiir diese Tumore nahe, jedoch
konnte dies auch ein lediglich fiir die Tumorinitiation relevantes, frithes Ereignis dar-
stellen, welches fiir die Aggressivitit und Therapie manifester Tumore unter Umstédnden

keine Bedeutung hat.

Daher wurde eine Korrelation der mittels cDNA-Microarray bzw. Immunhistochemie
analysierten mRNA- bzw. Proteinmengen von Aurora-A mit dem Uberleben der Patien-
ten untersucht. Dabei konnte eine statistisch signifikante Verringerung der Uberlebens-
wahrscheinlichkeit bei einer Uberexpression von AURKA auf mRNA- oder Proteinebe-
ne nachgewiesen werden (Abbildung 13, Seite 86). Dariliber hinaus erwies sich die
Menge von Aurora-A-Protein auch in einer multivariaten Analyse unter Einbeziehung
der prognostischen Parameter Differenzierungsgrad und MYCN-Amplifikation als signi-
fikanter Parameter fiir das Uberleben. Allerdings war die Anzahl der MYCN-
amplifizierten Tumore in dieser Untersuchung gering (N = 4) und die MYCN-
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Amplifikation als prognostischer Marker nicht statistisch signifikant. Daher ist zu ver-
muten, dass bei Untersuchung einer grofleren Anzahl von Proben die prognostische Re-
levanz von Aurora-A eventuell nicht mehr unabhéngig von einer MYCN-Amplifikation
nachzuweisen ist. Dagegen konnte hier eindeutig nachgewiesen werden, dass Aurora-A

einen neuen prognostischen Marker fiir das Neuroblastom darstellt.

Durch Verwendung eines induzierbaren Zellkultursystems sowie durch Vergleich der
Proteinmengen von N-Myc und Aurora-A in Lysaten primirer Neuroblastome konnte
dariiber hinaus gezeigt werden, dass eine erhdhte Aktivitit von N-Myc zu einer Induk-
tion von Aurora-A fiihrt und in Tumoren mit héheren Aurora-A-Mengen korreliert
(Abbildung 12, Seite 85). Obwohl Aurora-A nicht als direktes Zielgen von N-Myc
nachgewiesen werden konnte (Berwanger et al., 2002), legen diese Ergebnisse jedoch
eine indirekte positive Regulation von Aurora-A durch N-Myc nahe. Dies ldsst zudem
auch vermuten, dass die erhdhte Expression von AURKA in MYCN-amplifizierten Neu-
roblastomen auf einer Deregulation der Transkription und nicht auf einer genomischen
Amplifikation von 4URKA beruht. Dies wird zudem dadurch unterstiitzt, dass bisher,
mit Ausnahme einer Zelllinie (Zhou et al., 1998), keine Amplifikation der genomischen
Region des AURKA-Gens (20q13) im Neuroblastom identifiziert wurde, wie dies auch
bei der AURKA-Uberexpression in hepatozelluliren Karzinomen aufgezeigt wurde
(Jeng et al., 2004). Es ist jedoch moglich, dass andere, im Neuroblastom nachgewiesene
Verdnderungen (z.B. chromosomale Aberrationen) zu der erhohten Menge von Auro-
ra-A beitragen. So liegt das Gen des am Abbau von Aurora-A beteiligten Proteins
AURKAIP1 in der chromosomalen Region 1p36, welche in MYCN-amplifizierten Tu-
moren eine hidufige Deletion aufweist. Dies konnte zu den erhohten Proteinmengen von
Aurora-A in MYCN-amplifizierten Neuroblastomen beitragen, jedoch nicht zur Erho-

hung der mRNA-Mengen.

5.3.2 Aurora-A ist fur das Wachstum N-Myc-abhangiger Neuroblastom-

zellen essentiell

Die Methode der RNA-Interferenz erlaubt eine relativ einfache und auch im Hoch-
durchsatz-Verfahren anwendbare Untersuchung der Genfunktion bzw. der Relevanz
einzelner Gene in einem zelluldren Prozess. Dabei muss jedoch sichergestellt werden,

dass die beobachteten Effekte auf einer spezifischen Inhibition eines Genes und nicht
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auf sequenzunspezifischen Nebeneffekten (off-target effects) beruht, die in einer Reihe
von Untersuchungen nachgewiesen wurden (Jackson und Linsley, 2004). Dies kann
einerseits durch den Nachweis des biologischen Phinotyps mit unterschiedlichen siR-
NAs gegen das gleiche Gen geschehen, da dies identische biologische Nebeneffekte
unwahrscheinlich macht (Jackson et al., 2003). Andererseits beweist auch eine Revertie-
rung des biologischen Phinotyps durch Uberexpression einer siRNA-resistenten cDNA

des untersuchten Gens die Spezifitit des siRNA-Phénotyps (Echeverri et al., 2006).

Daher wurde die Analyse der bereits beschriebenen spezifischen Wachstumshemmung
MYCN-amplifizierter IMR-32-Zellen unter Verwendung von zwei verschiedenen
shRNAs wiederholt. Diese Untersuchung bestitigt eine Depletion von Aurora-A sowie
eine spezifische Wachstumshemmung von IMR-32-Zellen (und nicht von MYCN-nicht-
amplifizierten SH-EP-Zellen) durch beide shRNAs (Abbildung 14, Seite 88). Diese Er-
gebnisse wurden dariiber hinaus mit Hilfe einer Wachstumskurve und der Verwendung
von zwei verschiedenen Kontroll-shRNAs in IMR-32-Zellen bestitigt, in der sich eine
deutliche Reduktion der Proliferationsrate nach Aurora-A-Depletion zeigte (Abbildung
15 A, Seite 89).

Eine Uberexpression einer fiir Aurora-A kodierenden cDNA mit Punktmutationen zum
Schutz vor einem Abbau durch shRNAs wurde ebenfalls versucht, war jedoch aufgrund
des Absterbens der MYCN-amplifizierten Zellen bei einer 4URKA-Uberexpression nicht
erfolgreich (Abschnitt 4.3.1, Seite 97). Méglicherweise fiihrt eine Uberexpression von
Aurora-A in Zellen mit bereits hoher Expression zu einer zu iiberméfigen Akkumulati-
on von chromosomalen Abnormalitdten aufgrund einer Deregulation der Kontrollpunkte
in der G2- und M-Phase, so dass dies schlieBlich zum Absterben der Zelle fiihrt. Ein
alternativer Versuchsansatz wire daher die gleichzeitige Expression von AURKA-
shRNAs und AURKA-cDNA, was zu einem Ausgleich der Auswirkungen auf die Auro-
ra-A-Mengen fithren und somit eine Revertierung des shRNA-Phinotyps ermdglichen

konnte.

Die Bedeutung von Aurora-A fiir das Wachstum MYCN-amplifizierter Neuroblastomzel-
len wird zudem durch die Beobachtung unterstiitzt, dass zwei weitere MYCN-
amplifizierte Neuroblastomzelllinien in ihrem Wachstum von Aurora-A abhéngig sind,
jedoch keine von drei zusétzlichen MYCN-nicht-amplifizierten Zelllinien (Lars Schiitt-
rumpf, personliche Mitteilung). Eine Ausnahme stellt hierbei die MYCN-amplifizierte
Zelllinie SK-N-BE(2)C dar. Diese Zellen zeigen keinen Wachstumsarrest nach einer
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Aurora-A-Depletion, dhnlich wie dies bereits fiir eine N-Myc-Depletion beschrieben
und diskutiert wurde (Abschnitt 5.1.1, Seite 127). Es ist zu vermuten, dass diese Zellen
sowohl eine verringerte Sensitivitit gegeniiber einer N-Myc- als auch Aurora-A-
Depletion aufweisen, welche bei der hier verwendeten Auswertungsmethode (Zelldichte
nach bestimmter Anzahl von Tagen) nicht nachgewiesen werden konnte. Eine genauere
Untersuchung dieser Zelllinie konnte jedoch mit Hilfe von langfristigen Wachstumskur-

ven oder durch eine Zellzyklusanalyse erfolgen.

Die hier beschriebene Analyse von insgesamt acht Neuroblastomzelllinien durch zwei
verschiedene funktionelle shRNAs zur Depletion von Aurora-A zeigt deutlich, dass Au-
rora-A spezifisch fiir das Wachstum N-Myc-abhidngiger Neuroblastomzellen essentiell
ist. Es sind jedoch weitere Untersuchungen notwendig, um eine Bedeutung von Auro-
ra-A als therapeutisches Ziel fiir MYCN-amplifizierte Neuroblastome zu belegen. Hierzu
sollte zunichst untersucht werden, ob eine Reduktion der Aurora-A-Proteinmengen mit-
tels siRNA einen Einfluss auf das Wachstum primérer, nicht transformierter Zellen hat.
Dies ist fiir eine Abschitzung mdoglicher Nebeneffekte der auf Aurora-A abzielenden
Therapie notwendig. Des Weiteren ist fiir eine Therapie ein Wachstumsarrest der Tu-
morzellen nicht ausreichend. Daher sollte untersucht werden, ob eine Kombination von
Aurora-A-Depletion mit einer chemotherapeutischen Behandlung der Zellen zu einer
Synergie flihrt, welcher letztendlich die Effektivitit und Spezifitit einer Chemotherapie
erhohen kann. SchlieBlich miissen diese Ergebnisse und deren Relevanz unter Verwen-
dung eines Mausmodells in vivo bestitigt werden. Dabei stellt die Uberexpression von
MYCN in neuroektodermalen Zellen durch Verwendung eines Tyrosinhydroxylase-
Promotors in einem transgenen Mausmodell ein optimales Modell fiir das Neuroblastom
dar (Weiss et al., 1997). In diesem Mausmodell konnte bereits gezeigt werden, dass eine
Inhibition von PI3K, einer fiir die Stabilisierung von N-Myc wichtigen Kinase, sowie
eine Hemmung der Angiogenese therapeutisch erfolgreich eingesetzt werden konnen
(Chesler et al., 2006; Chesler et al., 2007). Daher kann in diesem Mausmodell unter-
sucht werden, ob eine RNAi-vermittelte Reduktion der Aurora-A-Mengen einen Riick-
gang manifester Tumore bewirken kann bzw. eine Synergie mit Chemotherapeutika

zeigt.
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5.3.3 Die Depletion von Aurora-A fiihrt nicht zu Apoptose oder einem
G2/M-Arrest, sondern hauptsachlich zur Verlangerung der G1-

Phase

Die beschriebene Verringerung des Zellwachstums durch Aurora-A-Depletion ldsst sich
zundchst anhand der bereits bekannten Funktionen von Aurora-A erklidren. So ist Auro-
ra-A mittels Phosphorylierung von Plk1 und Cdc25B an der fiir den G2/M-Ubergang
essentiellen Aktivierung des Zyklin B-Cdk1-Komplexes beteiligt (Cazales et al., 2005;
Macurek et al., 2008; Seki et al., 2008). Diese Funktion von Aurora-A kann bei einer
Uberexpression zur Inaktivierung des G2-Kontrollpunktes fithren (Marumoto et al.,
2002), der normalerweise durch DNA-Schédden in der Replikation aktiviert wird. Dies
ist insofern von Bedeutung, da c-Myc durch Stimulation der Replikation auch zu einer
Erhohung von DNA-Schidden beitragen kann (Dominguez-Sola et al., 2007). Daher
konnte Aurora-A in MYCN-iliberexprimierenden Zellen fiir eine Authebung des durch
DNA-Schiden aktivierten G2-Kontrollpunktes essentiell sein und zu einem unkontrol-
lierten Eintritt in die Mitose beitragen. Des Weiteren ist Aurora-A in der Lage, die Funk-
tion von p53 durch eine direkte Phosphorylierung zu blockieren (Katayama et al., 2004;
Liu et al., 2004). Bei einer Uberexpression kénnten somit auch andere Funktionen von
p53 (neben einem G2-Arrest), wie z.B. ein G1-Arrest nach DNA-Schidigung blockiert
sein. SchlieBlich wurde gezeigt, dass eine 4URKA-Uberexpression zur Inaktivierung
des Spindelbildungs-Kontrollpunktes fiihrt, der bei Aktivierung durch fehlerhafte
Chromosomenanordnung normalerweise einen mitotischen Arrest hervorruft. Daher
ldsst eine Inhibierung der Funktionen von Aurora-A einen Zellzyklusarrest maligner
Zellen in der G2- oder M-Phase erwarten. Dariiber hinaus konnte eine Aktivierung von
Zellzyklus-Kontrollpunkten nicht nur zu einem Zellzyklusarrest, sondern auch zur In-

duktion von Apoptose fiihren.

Eine Zellzyklusanalyse von IMR-32-Zellen ergab jedoch keine Erhohung des Anteils
von Zellen in der G2/M-Phase, sondern eine leichte Erhohung von Zellen in der G1/GO-
Phase nach einer Depletion von Aurora-A (Abbildung 15 B, Seite 89). Dariiber hinaus
war der Anteil apoptotischer Zellen nur geringfiigig erhoht. Dies ist insbesondere des-
halb iiberraschend, weil in HeLa-Zellen unter Verwendung einer siRNA gegen AURKA
eine starke Induktion von Apoptose und ein deutlicher G2/M-Arrest nachgewiesen wur-
de (Du und Hannon, 2004). Eine Berechnung der Dauer der einzelnen Zellzyklusphasen

konnte dariiber hinaus verdeutlichen, dass eine Aurora-A-Depletion vor allem zu einer
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Verldangerung der G1/G0-Phase, in geringerem Mal3e auch zur Verldngerung von S- so-
wie G2/M-Phase, fiihrt (Abbildung 15 C, Seite 89). Dies ist mit der Depletion von
N-Myc vergleichbar, bei der ebenfalls eine Verldngerung aller Zellzyklusphasen, insbe-
sondere jedoch der G1/G0-Phase festgestellt wurde (Abbildung 10 C, Seite 76). Ahnlich
wie bei der N-Myc-Depletion konnte hier eine Verlangsamung des Zellzyklus, insbe-
sondere der G1-Phase, als Ursache fiir die reduzierte Proliferation Aurora-A-depletierter

IMR-32-Zellen angenommen werden.

5.3.4 Eine Aurora-A-Depletion fiihrt in IMR-32-Zellen zu einer p53-
Induktion und einer Verringerung der N-Myc-Proteinmenge

Fiir eine mechanistische Auftkldrung der Zellzyklusinhibierung wurde eine unvoreinge-
nommene Analyse der zelluldren Verdnderungen ausgewdhlt. Durch Analyse des Gen-
expressionsprofils Aurora-A-depletierter IMR-32-Zellen mittels cDNA-Microarray
konnte eine Reihe signifikant regulierter Gene identifiziert werden (Tabelle 8, Seite
193). Dabei konnte eine Induktion von Genen gezeigt werden, die an der zelluldren
Antwort auf DNA-Schiden oder oxidativen Stress involviert sind, sowie eine Repressi-
on glykolytischer Gene (Tabelle 6, Seite 91). Dies bestétigt die Vermutung, dass in ma-
lignen, MYCN-liberexprimierenden Zellen ein erhohtes Mafl von DNA-Schiden und
oxidativem Stress vorhanden sein konnte, so dass p53 nach einer Depletion der inhibito-
rischen Kinase Aurora-A entsprechende Gene, wie z.B. p2/CIP1, als Antwort auf diese
Schiaden induzieren kann. Dies erscheint insbesondere im Neuroblastom mdglich, da
hier nur sehr selten eine Mutation des 7P53-Gens nachgewiesen werden konnte (Vogan
et al., 1993). Die Genexpressionsanalyse wies dariiber hinaus eine inverse Regulation
einiger Myc-Zielgene durch die Depletion von Aurora-A auf (Tabelle 7, Seite 92). Zu-
dem weist auch die Repression von glykolytischen Genen auf eine Reduktion der
N-Myc-Funktion nach einer Depletion von Aurora-A hin. Eine Validierung der im
cDNA-Microarray identifizierten Genexpressionsdnderungen mittels qRT-PCR konnte
hierbei die Regulation p53-induzierter Gene (p21CIP1/CDKNIA und PLK2) sowie gly-
kolytischer Gene (ENO2, PKM?2 und ALDOC) verifiziert werden (Abbildung 16 A, Sei-
te 93). Dabei konnte eine Regulation dieser glykolytischen Gene bzw. entsprechender
Isoformen (ENOI und ALDOA) durch N-Myc bzw. c-Myc bereits gezeigt werden
(Osthus et al., 2000; Boon et al., 2001).
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Daher wurde eine Regulation von p53 und N-Myc auf Proteinebene untersucht
(Abbildung 16 B, Seite 93). Hierbei konnte eine Induktion von p53 und p21Cipl sowie
eine leichte Reduktion von N-Myc nachgewiesen werden. In MYCN-nicht-
amplifizierten SH-EP-Zellen konnte dagegen keine Induktion von p53 nachgewiesen
werden. Diese Verdnderungen konnen sowohl einen Teil der identifizierten Genexpres-
sionsidnderungen, als auch den beobachteten Zellzyklusarrest erkliren. Dies wird vor
allem durch einen Vergleich mit der Depletion von N-Myc deutlich, welche zu einem
sehr dhnlichen Proliferationsarrest aufgrund einer Verlingerung der G1-Phase fiihrte.
Fiir einen weiterfiihrenden Vergleich wire eine Analyse der Genexpressionsdnderungen

nach einer N-Myc-Depletion sinnvoll.

5.3.5 Der Proliferationsarrest nach Aurora-A-Depletion beruht auf der

Reduktion von N-Myc und nicht auf der Induktion von p53

Die bisherigen Ergebnisse lassen die Regulation sowohl von p53 als auch von N-Myc
als mogliche Ursache des Proliferationsarrestes nach einer Aurora-A-Depletion erschei-
nen, auch wenn es in der Literatur Hinweise gibt, dass in MYCN-amplifizierten Zellen
ein p53-induzierter G1-Arrest blockiert ist (McKenzie ef al., 1999; Bell et al., 2006).
Daher stellt sich die Frage, ob der Arrest von der Regulation von N-Myc bzw. p53 ab-
héngig ist.

Zur Untersuchung der Beteiligung von p53 am Zellzyklusarrest muss eine Inaktivierung
der p53-Funktion erfolgen. Dies kann durch RNAi1 gegen TP53, Expression von domi-
nant-negativem 7P53 oder durch Untersuchungen auf einem 7P53-negativen Hinter-
grund (z.B. Defizienz oder Mutation des endogenen 7P53-Gens) erfolgen. In der hier
vorliegenden Untersuchung wurde p53 durch Expression einer dominant-negativen
TP53-Variante (p53DD) funktionell inaktiviert, welche endogenes p53 bindet und eine
Aktivierung von Zielgenen verhindert (Shaulian ef al., 1992; Bowman et al., 1996).
Dies blockierte in IMR-32-Zellen zwar die p21Cipl-Induktion und verringerte das
Ausmal des Proliferationsarrestes nach einer Aurora-A-Depletion, konnte diesen Arrest
jedoch nicht auftheben (Abbildung 17, Seite 95). Daraus lésst sich schlielen, dass die
Induktion von p53 fiir den hier beschriebenen Proliferationsarrest nach einer Aurora-A-
Depletion nicht notwendig ist. Der hier beschriebene p53-unabhéngige Proliferationsar-

rest durch eine Inhibierung der Aurora-A-Funktion ist moglicherweise von therapeuti-
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scher Bedeutung, da beim Auftreten von Rezidiven beim Neuroblastom der p53-
Signalweg hdufig inaktiviert ist (Carr ef al., 2006) und diese Tumore infolgedessen eine

erhohte Chemotherapie-Resistenz aufweisen (Chesler et al., 2008).

Des Weiteren fiihrt die Depletion von Aurora-A zu einer Verringerung der N-Myc-
Proteinmengen. Zur Uberpriifung der Relevanz dieser Regulation fiir den Proliferation-
sarrest wurde die N-Myc-Proteinmenge durch Uberexpression von MYCN erhoht. Da-
durch konnte der durch Aurora-A-Depletion ausgeldste Proliferationsarrest MYCN-
amplifizierter IMR-32-Zellen aufgehoben werden (Abbildung 18, Seite 96). Die ledig-
lich geringe Erh6hung der N-Myc-Proteinmengen in diesem Versuch weisen dabei auf
eine hohe Sensibilitit gegeniiber Verdnderungen der N-Myc-Proteinmenge in diesen
Zellen hin. Zellen mit einer MYCN-Uberexpression weisen dabei auch nach einer Auro-
ra-A-Depletion noch hohere Mengen von N-Myc als Zellen ohne MYCN-
Uberexpression und ohne Aurora-A-Depletion. Dies fiihrt zu der Schlussfolgerung, dass
bereits eine geringfligige Unterschreitung eines gewissen Schwellenwertes der N-Myc-
Proteinmenge zu einer Hemmung der Zellproliferation fiihrt, wie dies fiir c-Myc in
MYC-induzierten Lymphomen beobachtet wurde (Shachaf ez al., 2008). Daher ist anzu-
nehmen, dass eine effizientere Depletion von Aurora-A auch zu einem vollstindigen

Wachstumsarrest fithren kann.
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5.4 Aurora-A blockiert den Abbau von N-Myc durch Fbxw?7

unabhangig von der Kinaseaktivitat

5.4.1 Aurora-A ist fiir eine Stabilisierung des N-Myc-Proteins verant-

wortlich

Die Amplifikation von MYCN ist vermutlich nicht allein fiir die hohen N-Myc-
Proteinmengen im Neuroblastom verantwortlich. So zeigen einige Zelllinien nur einen
geringen Amplifizierungsgrad (N = 20), jedoch ebenso hohe Mengen von N-Myc-
Protein wie bei einer hohen Kopienzahl (N = 150) von MYCN. Daher ist eine Deregula-
tion von N-Myc auf transkriptioneller oder posttranskriptioneller Ebene naheliegend
und fiir die hohen N-Myc-Proteinmengen vermutlich mit verantwortlich. So wird z.B.
die Transkription von MYCN durch E2F-Transkriptionsfaktoren in Neuroblastomzellen
induziert, was flir die hohe Expression von MYCN notwendig ist (Strieder und Lutz,
2003). Eine Stabilisierung von N-Myc auf Proteinebene konnte hier durch die Protein-
kinase Aurora-A in Neuroblastomzellen gezeigt werden, sowohl mittels einer Aurora-A-
Depletion (Abbildung 19, Seite 98) als auch mit Hilfe einer AURKA-Uberexpression
(Abbildung 20, Seite 100). Dies stellt einen neuen Mechanismus zur Entstehung der
hohen N-Myc-Mengen in MYCN-amplifizierten Neuroblastomzellen dar. Dariiber hin-
aus erklart dies auch das Fehlen stabilisierender Mutationen von N-Myc im Neu-
roblastom, wie sie unter anderem bei einer MYC-Uberexpression in Lymphomen nach-

gewiesen wurden (Bhatia et al., 1993)

5.4.2 Der Abbau von phosphoryliertem N-Myc wird durch das F-Box-
Protein Fbxw7 induziert

Der proteolytische Abbau von N-Myc ist im Vergleich zu c-Myc weniger untersucht.
Wie auch bei c-Myc wird dieser jedoch durch Phosphorylierungen von Thr-58 und Ser-
62 induziert, welche bei N-Myc durch die Kinasen Gsk3 und Cdk1 durchgefiihrt wird
(Kenney et al., 2004; Sjostrom et al., 2005). Bei c-Myc fiihrt dies zu einer SCF™"'-
induzierten Polyubiquitinierung und damit letztendlich zum proteasomalen Abbau
(Yada et al., 2004; Welcker et al., 2004). Wie hier gezeigt werden konnte, ist auch der
Abbau von N-Myc von dem F-Box-Protein Fbxw7 abhdngig (Abbildung 21, Seite 101).

Dabei fiihrt eine Uberexpression von Fbxw7a nur dann zu einer Bindung an N-Myc und
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zu einem Abbau von N-Myc, wenn eine Phosphorylierung von Thr-58/Ser-62 nicht blo-
ckiert ist (Abbildung 22, Seite 102). Dies zeigt, dass der Abbau sowohl von c-Myc als

Fbxw7

auch von N-Myc durch den Ubiquitinligase-Komplex SCF in Abhéngigkeit von

Phosphorylierungen an Thr-58 und/oder Ser-62 stattfindet.

5.4.3 Aurora-A blockiert den Abbau von phosphoryliertem N-Myc unab-

hangig von der Kinaseaktivitat

Wie bereits gezeigt wurde, ist Aurora-A in der Lage, N-Myc zu stabilisieren. Dabei
kann Aurora-A die durch Fbxw7a induzierte Verringerung der N-Myc-Proteinmenge
vollstindig aufheben (Abbildung 22 A, Seite 102). Interessanterweise ist diese Stabili-
sierung, ebenso wie der Fbxw7a-induzierte Abbau, von einer Phosphorylierung von
Thr-58 und/oder Ser-62 abhingig. Dies deutet darauf hin, dass Aurora-A mit diesem
durch Gsk3, Cdkl und Fbxw7a regulierten Abbauweg interferiert. Dies konnte sowohl
durch eine direkte Regulation von N-Myc, aber auch durch eine Hemmung der Funktion
von Gsk3, Cdkl, Fbxw7a bzw. entsprechender regulierender Signalwege vermittelt
werden. Dabei erscheint eine Regulation von Cdk1 durch Aurora-A unwahrscheinlich,
da bereits beschrieben wurde, dass Aurora-A zu einer Aktivierung und nicht Repression
der Funktion von Cdkl fiihrt (Cazales et al., 2005; Macurek et al., 2008; Seki et al.,
2008). In der Literatur gibt es bereits Hinweise auf Kinase-unabhingige Funktionen von
Aurora-A gibt (Meraldi et al., 2002). Durch Verwendung einer Reihe von Aurora-A-
Mutanten mit fehlender Kinaseaktivitdt sowie einen Aurora-Kinaseinhibitor (Hespera-
din) auch hier nachgewiesen werden, dass die Stabilisierung von N-Myc unabhéngig
von der Kinaseaktivitit von Aurora-A erfolgt (Abbildung 23, Seite 104). Bisher sind
Kinase-unabhingige Funktionen von Aurora-A jedoch wenig untersucht worden. Es ist
jedoch vorstellbar, dass Aurora-A durch Bindung an bestimmte Proteine des N-Myc-
Abbauwegs oder N-Myc selbst mit der Phosphorylierung oder Ubiquitinierung von
N-Myec interferiert.

Es wurde in der Literatur bereits beschrieben, dass Aurora-A unter anderem auch durch
eine Fbxw7-induzierte Ubiquitinierung abgebaut wird (Mao et al., 2004; Fujii et al.,
2006). Dieser Abbau konnte jedoch in Neuroblastomzellen nicht beobachtet werden
(Abbildung 22 A, Seite 102). Eine Moglichkeit fiir die Blockierung der Funktion von

Fbxw7 wire daher eine Bindung von Aurora-A an Fbxw7, welches Aurora-A zwar nicht
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abbauen kann, dadurch aber kompetitiv gehemmt wiirde. Ein solcher Mechanismus der
kompetitiven Hemmung durch ein nicht abbaubares Substrat wurde bereits fiir das gro-
Be T-Antigen des SV40-Virus beschrieben (Welcker und Clurman, 2005). Dies wiirde
auch zu einer Akkumulation anderer Zielproteine von Fbxw?7 fiithren, wie z.B. Zyklin E
(Koepp et al., 2001; Strohmaier et al., 2001). In Neuroblastomzellen konnte zwar ein
Abbau von Zyklin E durch Fbxw7, nicht jedoch eine Stabilisierung durch Uberexpressi-
on von AURKA nachgewiesen werden (Abschnitt 4.3.5, Seite 104). Daher erscheint eine

Hemmung der Funktion von Fbxw7 unwahrscheinlich.

Bisher sind in der Literatur keine weiteren Interaktionen beschrieben, die zu einer Be-
einflussung des N-Myc-Abbauweges fithren konnten. In dieser Arbeit konnte jedoch
eine bisher nicht beschriebene, direkte Bindung von Aurora-A an N-Myc nachgewiesen
werden (Abbildung 24, Seite 106). Dabei setzt die Bindung von Aurora-A eine
Phosphorylierung von N-Myc an Thr-58 und/oder Ser-62 voraus. Daher ist eine Blo-
ckierung der Phosphorylierungen von N-Myc durch Aurora-A unwahrscheinlich. Viel-
mehr ist vorstellbar, dass Aurora-A bereit phosphoryliertes N-Myc bindet und die nach-
folgende, fiir einen Abbau signalisierende Ubiquitinierung beeinflusst. Diese Hypothese
wird zudem durch die Beobachtung unterstiitzt, dass Aurora-A zu einer Akkumulation
von N-Myec fiihrt, welches sowohl an Thr-58 als auch an Ser-62 phosphoryliert ist
(Abbildung 26 B, Seite 110). Auch wenn die an der Bindung beteiligten Regionen von
N-Myc und Aurora-A noch nicht identifiziert wurden und somit nicht klar ist, ob die
Bindungsstellen von N-Myc fiir Fbxw7 und Aurora-A {iiberlappen, konnte eine Beein-
trachtigung der N-Myc/Fbxw7-Interaktion durch Aurora-A jedoch ausgeschlossen wer-
den (Abbildung 24, Seite 106).

5.4.4 Die Ubiquitinierung von N-Myc wird durch Aurora-A beeinflusst

Fbxw7
W' welcher

Fbxw7 ist als F-Box-Protein Teil des Ubiquitinligase-Komplexes SCF
eine Polyubiquitinierung von Zielproteinen, wie z.B. c-Myc (Welcker et al., 2004),
Zyklin E (Koepp et al., 2001) und c-Jun (Nateri et al., 2004) vermittelt. Dieser Komplex
vermittelt einen proteasomalen Abbau von Zielproteinen durch eine Polyubiquitinierung
von Zielproteinen, bei denen die Ubiquitinmonomere iiber Lys-48 verkniipft sind, was
ein Signal fiir den Abbau darstellt (Chau et al., 1989). Dazu ist eine Interaktion der Ubi-

quitinligase (E3) mit einem Ubiquitin-konjugierenden Enzym (E2) notwendig, welches
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insbesondere fiir die Spezifitit der Ubiquitinverkniipfungen verantwortlich ist. So ist
z.B. Cdc34/Ube2R1/Ubc3 (E2) fiir eine Lys-48-verkniipfte Polyubiquitinierung von

Fbxw7

Zielproteinen durch SCF (E3) verantwortlich.

Wie hier gezeigt werden konnte, ist Fbxw7 auch fiir den Abbau von N-Myc verantwort-
lich. Sowohl die Bindung und der Abbau durch Fbxw?7, als auch die Ubiquitinierung
von N-Myec ist dabei von einer vorausgehenden Phosphorylierung von N-Myc an Thr-58
und/oder Ser-62 abhingig, was eine Ubiquitinierung von N-Myc durch Fbxw7 nahelegt
(Abbildung 22, Seite 102, und Abbildung 25 A, Seite 108). Aurora-A kann zwar diesen
Abbau verhindern, jedoch wird eine Ubiquitinierung von Wildtyp-N-Myc nicht blo-
ckiert, so dass Aurora-A zu einer Akkumulation von ubiquitiniertem N-Myc fiihrt
(Abbildung 25, Seite 108). Uberraschenderweise fiihrt jedoch eine Beschriinkung der
Ubiquitin-Verkniipfungen auf Lys-48 (durch Mutation aller anderen Lysine von Ubiqui-
tin) zu einer stark verringerten Ubiquitinierung von N-Myc und dariiber hinaus zu einer
fehlenden Akkumulation ubiquitinierten N-Myc durch Aurora-A (Abbildung 25 B, Seite
108). Daher ist eine Hemmung der Ubiquitinierung einzelner, fiir den Abbau kritischer
Lysine von N-Myc ohne eine Beeinflussung der Gesamtubiquitinierung von N-Myc
durch Aurora-A unwahrscheinlich. Dies zeigt liberdies, dass bei der Ubiquitinierung von
N-Myc in Neuroblastomzellen noch andere Ubiquitinverkniipfungen auBler iiber Lys-48
auftreten und dies insbesondere fiir die Stabilisierung von N-Myc durch Aurora-A es-
sentiell ist (Abbildung 38). Daflir kommen sowohl Lys-11 als auch Lys-63 in Frage
(Abschnitt 4.3.6, Seite 107).

Wachstumsfaktor-Signalwege —>
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Abbildung 38: Modell der Stabilisierung von phosphoryliertem N-Myc durch Aurora-A.
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Fir die Ubiquitinligase SCF™™" wurde bisher nur eine Cdc34-abhingige Lys-48-
verkniipfte Polyubiquitinierung beschrieben (Petroski und Deshaies, 2005). Hingegen
konnte bei anderen Ubiquitinligase gezeigt werden, dass durch eine Ubiquitinligase
verschieden verkniipfte Ubiquitinketten gebildet werden konnen und dies zu unter-
schiedlichen biologischen Resultaten fiihrt. So kann die Ubiquitinligase HectH9 sowohl
eine Lys-48-verkniipfte Polyubiquitinierung von N-Myc durchfithren (Zhao et al.,
2008), als auch eine Lys-63-verkniipfte Polyubiquitinierung von c-Myc (Adhikary ef al.,
2005). Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass die Art der Ubiquitinverkniipfungen
sehr vielfdltig sein kénnen, z.B. auch nicht-abbaubare gemischte Verkniipfungen tiber
alle moglichen Lysine von Ubiquitin und verzweigte Ubiquitinketten, und dass dies
letztendlich durch die spezifische Kombination von Ubiquitinligase und Ubiquitin-
konjugierendem Enzym bestimmt wird (Kim ef al., 2007). Dabei fiihren gemischte Ver-
kniipfungen, wie auch Lys-63-Verkniipfungen nicht zu einem Abbau der Zielproteine.
Eine Verdnderung dieser Ubiquitinkettenverkniipfungen und eine damit einhergehende
Induktion oder Blockierung von proteasomalem Abbau wurde bereits bei verschiedene
ubiquitinierten Proteinen beschrieben (Newton et al., 2008). Daher ist vorstellbar, dass
Aurora-A zu einer Veranderung der Ubiquitinkettenverkniipfung bei der Ubiquitinierung
von N-Myc durch eine Rekrutierung anderer Ubiquitin-konjugierender Enzyme fiihrt,
wie z.B. das mit Aurora-A interagierende Protein Ube2n/Ubc13 (Ewart-Toland et al.,
2003). Diese Hypothese liele sich letztendlich durch eine genaue massenspektrometri-
sche Analyse der Ubiquitinverkniipfungen ohne und mit 4URKA-Uberexpression sowie
durch eine Identifizierung der fiir die Stabilisierung von N-Myc notwendigen Ubiquitin-

konjugierenden Enzyme beweisen.

5.4.5 Aurora-A verhindert einen mitotischen Abbau von N-Myc und re-

duziert die Wachstumsfaktorabhangigkeit

In neuronalen Korner-Vorlauferzellen des Zerebellum wurde gezeigt, dass ein Abbau
von N-Myc durch die Phosphorylierung von Ser-62 (durch Cdkl) und Thr-58 (durch
Gsk3) ausgelost wird und wéhrend der Mitose stattfindet (Sjostrom et al., 2005). In
MYCN-amplifizierten Neuroblastomzellen findet hingegen eine Akkumulation von
N-Myec in der G2-Phase und Mitose statt, welche mit einer Akkumulation von Aurora-A
korreliert (Abbildung 26 A, Seite 110). Dies ist jedoch nicht durch ein Fehlen dieser
Phosphorylierungen zu erkliren, da sowohl durch A URKA-Uberexpression stabilisiertes
N-Myc (Abbildung 26 B, Seite 110), als auch N-Myc in mittels Nocodazol mitotisch

150



Diskussion

arretierten Zellen eine Phosphorylierung von Thr-58 und Ser-62 aufweisen (Abbildung
27, Seite 112). Vielmehr fiihrt Aurora-A zu einer Inhibierung des Abbaus von bereits
phosphoryliertem N-Myc, wie in den letzten Abschnitten beschrieben wurde. Daher
filhrt eine Induktion der Gsk3-abhédngigen Thr-58-Phosphorylierung durch LY294002
oder ein mitotischer Arrest durch Nocodazol in MYCN-amplifizierten Neuroblastomzel-
len mit hohen Aurora-A-Mengen nur zu einem geringen Abbau von N-Myc (Abbildung
27, Seite 112). Die leichte Reduktion der N-Myc-Mengen durch den PI3K-Inhibitor
LY294002 lisst sich dabei durch die Reduktion der Aurora-A-Mengen erkldren, was
vermutlich auf der beschriebenen Abhéngigkeit der AURKA-Expression vom PI3K-
Signalweg beruht (Liu et al., 2008). Dies zeigt liberdies, dass der PI3K-Signalweg so-
wohl durch Regulation der N-Myc-Phosphorylierung als auch durch Induktion der
AURKA-Expression zu einer Erh6hung der N-Myc-Proteinmengen fiihrt.

Im Gegensatz dazu sind die N-Myc-Mengen in diesen Zellen bei einer Aurora-A-
Depletion gegeniiber einem Gsk3- oder Mitose-abhidngigen Abbau viel empfindlicher
(Abbildung 27, Seite 112). Dies fiihrt zu der Schlussfolgerung, dass Aurora-A einen
durch Gsk3 und Cdk1 induzierten mitotischen Abbau verhindert. Damit fithrt Aurora-A
zu kontinuierlich hohen Mengen von N-Myc wihrend des gesamten Zellzyklus und
filhrt zu einer geringeren Abhdngigkeit der N-Myc-Stabilitit von Wachstumsfaktor-
signalwegen, welche den Gsk3-abhidngigen N-Myc-Abbau inhibieren.

5.4.6 Bedeutung der Regulation von N-Myc durch Aurora-A

Ein mitotischer Abbau von N-Myc ist in neuronalen Korner-Vorlduferzellen des Zere-
bellum fiir einen Zellzyklusarrest und eine Differenzierung essentiell (Knoepfler et al.,
2002; Sjostrom et al., 2005). Hingegen fiihrt eine Uberexpression von MYCN zu erhdh-
ter Proliferation dieser Vorlduferzellen (Kenney et al., 2004). Daher ist zu vermuten,
dass hohe N-Myc-Mengen wihrend des gesamten Zellzyklus aufgrund einer MYCN-
Amplifikation sowie eines durch 4URKA-Uberexpression blockierten N-Myc-Abbaus
zur Inhibierung der Differenzierung neuronaler Vorlduferzellen fithrt und dies fiir die
Initiation und Progression des Neuroblastoms von entscheidender Bedeutung ist
(Abbildung 36). Das hier vorgeschlagene Modell lieBe sich unter Verwendung eines
bereits etablierten MYCN-transgenen Mausmodells tiberpriifen (Weiss et al., 1997), bei

dem Verinderungen der Mengen von Aurora-A (durch Uberexpression oder RNAi) zu
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einer verdnderten Kinetik der Neuroblastomgenese sowie Unterschieden in der Aggres-
sivitdt und Therapieresistenz der Tumore zu erwarten sind. Dariiber hinaus liele sich in
diesem Mausmodell iiberpriifen, ob die beobachtete Hemmung der Tumorprogression
durch Inhibition des PI3K-Signalweges von Aurora abhingig ist (Chesler et al., 2006),
wie sich aufgrund der transkriptionellen Induktion von Aurora-A durch PI3K-

Signalwege vermuten liee (Liu et al., 2008).

Die hier erstmalig beschriebene Stabilisierung von N-Myc als onkogene Funktion von
Aurora-A ist unabhingig von der Kinaseaktivitit. Bisher wurde die onkogene Funktion
von Aurora-A grofitenteils auf Kinase-abhingige Funktionen zuriickgefiihrt. Es ist je-
doch auch beschrieben worden, dass die in vielen malignen Tumoren auftretende
Zentrosomenamplifikation, welche eine Rolle bei der Entstehung genomischer Instabili-
tit spielen konnte, durch Aurora-A aufgrund eines Kinase-unabhidngigen Mechanismus
erfolgt (Meraldi ef al., 2002). Interessanterweise konnte eine Zentrosomenamplifikation
nach Bestrahlung von Neuroblastomzellen auch durch eine Uberexpression von MYCN
in einer p53-abhéngigen Weise induziert werden (Slack et al., 2007), was moglicher-
weise von der beschriebenen Induktion von MDM?2 durch N-Myc abhédngig ist (Slack et
al., 2005). Ebenfalls konnte durch Uberexpression des durch N-Myc transkriptionell
induzierten Gens MAD2L1/MAD?2 ein Auftreten von Aneuploidie sowie die Bildung
verschiedener Tumore in vivo beobachtet werden (Berwanger et al., 2002; Sotillo et al.,
2007). Es bleibt zu kldren, was der genaue Beitrag von N-Myc und Aurora-A in diesem
Prozess ist und inwieweit die gegenseitige positive Regulation von N-Myc und Auro-
ra-A eine Rolle spielt. Die Unabhingigkeit dieser beiden onkogenen Funktionen von
Aurora-A von der Kinaseaktivitdt ist insbesondere auch im Hinblick auf die Entwick-
lung von Kinaseinhibitoren entscheidend, da hierbei vermutlich wichtige onkogene

Funktionen von Aurora-A nicht blockiert werden.

In der hier vorliegenden Arbeit konnte eine Regulation der N-Myc-Stabilitit durch eine
direkte Bindung von Aurora-A an N-Myc als eine neue onkogene Funktion von Auro-
ra-A und deren Bedeutung fiir die Progression im Neuroblastom gezeigt werden. Es gibt
jedoch Hinweise, dass diese Regulation auch fiir andere Tumorarten von Bedeutung sein

konnte.
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Abbildung 39: Modell zur Bedeutung hoher Aurora-A-Mengen fiir die Entstehung und das Wachs-
tum humaner Neuroblastome.

So wurde bei akuter myeloischer Leukimie (AML) eine Uberexpression von 4URKA
und MYCN sowie eine Induktion von AML durch Uberexpression von MYCN nachge-
wiesen (Ikezoe et al., 2007; Kawagoe et al., 2007). In Zellen des Ovarialkarzinoms und
des Mammakarzinoms hingegen konnte gezeigt werden, dass eine AURKA-
Uberexpression auch zu einer Akkumulation von c-Myc fiihren kann, was fiir eine In-
duktion der TERT-Expression essentiell ist (Yang et al., 2004). Allerdings wurde der
Mechanismus der c-Myc-Akkumulation nicht genauer untersucht. Die beschriebene
Deregulation der Expression von MYC und AURKA aufgrund von Genamplifikationen
in beiden Tumorarten lisst jedoch eine Bedeutung der Akkumulation von c-Myc durch
Aurora-A fiir die Tumorprogression vermuten (Abschnitt 1.3.8, Seite 22, und Abschnitt
5.2.2, Seite 136). Des Weiteren korreliert im Medulloblastom eine Amplifikation und
Uberexpression von AURKA sowie eine Amplifikation von MYC mit einer schlechten
Prognose (Neben et al., 2004). Es wurde im Medulloblastom allerdings auch eine
Amplifikation von MYCN nachgewiesen (Tomlinson ef al., 1994; Aldosari ef al., 2002),
die prognostische Bedeutung ist jedoch nicht geklart.
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5.5 Die Interaktion von c-Myc und Miz1 ist fiir eine frihzeiti-

ge Entstehung von T-Zelllymphomen notwendig

5.5.1 Bedeutung der c-Myc/Miz1-Interaktion in vitro und in vivo

Die transkriptionelle Repression von Zielgenen durch c-Myec ist fiir eine Reihe zellbio-
logischer Funktionen von c-Myc von Bedeutung, z.B. die Hemmung eines durch TGFf
oder DNA-Schidden induzierten Zellzyklusarrestes, die Inhibierung der Zelladhésion
verschiedener Stammzellpopulationen und die Induktion von Apoptose (Abschnitt 1.3.6,
Seite 12). Insbesondere konnte gezeigt werden, dass fiir eine Transformation primérer
Zellen in vitro die Repression von Zielgenen, wie z.B. pI/5INK4B/CDKN2B oder FTH1,
essentiell ist (Wu et al., 1999b; Staller et al., 2001).

Der bisher am besten untersuchte Mechanismus der Zielgenrepression von c-Myc wird
durch eine Bindung von c-Myc an Mizl vermittelt (Peukert et al., 1997). Die Bindung
an den Transkriptionsfaktor Miz1 ist in einer Reihe von biologischen Prozessen als es-
sentiell beschrieben worden. So reprimiert c-Myc durch Interaktion mit Mizl die
Transkription des Zellzyklusinhibitors p/5INK4B (Staller et al., 2001), was zu einer
Blockierung eines durch TGFf-induzierten Wachstumsarrestes fithren kann (Seoane et
al., 2001). Die Interaktion mit Mizl ist ebenfalls fiir eine Repression des Zellzyklusin-
hibitors p21CIP1/CDKNI1A essentiell (Herold et al., 2002; Seoane et al., 2002; Wu et
al., 2003). Dies kann bei einer Inhibierung der Differenzierung hdmatopoietischer Zel-
len von Bedeutung sein (Wu et al., 2003). Bei einer DNA-Schidigung blockiert c-Myc
auf diesem Wege einen p53-induzierten Zellzyklusarrest. Dies flihrt entweder zur p53-
abhéngigen Induktion von Apoptose (Seoane ef al., 2002) oder zu einer Stimulation der
Zellproliferation der Zellen trotz DNA-Schédden (Herold et al., 2002), was zur Akkumu-
lation von DNA-Schéden beitriagt. Dartiber hinaus inhibiert c-Myc durch Interaktion mit
Mizl eine Reihe von Adhédsionsmolekiilen in Keratinozyten, wie z.B. Integrin a6 und
B1 (Gebhardt ef al., 2006), was zu einer reduzierten Zelladhésion fiihrt, die auch in hi-
matopoietischen Zellen nachgewiesen wurde (Wilson et al., 2004). Eine Verringerung
der Zelladhdsion durch c-Myc ist unter anderem auch fiir eine Erhdhung des Anhef-
tungs-unabhédngigen Wachstums (,,anchorage-independent growth‘) bei kleinzelligen
Lungenkarzinomzellen essentiell und tragt somit zur Tumorprogression bei (Barr et al.,
1998). Diese Beispiele legen die Vermutung nahe, dass die c-Myc/Mizl-Interaktion

auch fiir die Tumorgenese und -progression in vivo von entscheidender Bedeutung ist.
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5.5.2 Eine Inhibierung der c-Myc/Miz1-Interaktion durch die
c-Myc-V394D-Mutation fuhrt zu einer signifikanten Verzogerung

der Tumorgenese

Eine Untersuchung der Bedeutung der c-Myc/Miz1-Interaktion ldsst sich unter Verwen-
dung einer c-Myc-Mutante, c-Myc-V394D (c-Myc-VD) untersuchen, die nicht mehr an
Mizl binden und Zielgene wie z.B. p/5INK4B reprimieren kann, jedoch in ihrer Bin-
dung an Max und in der Aktivierung von Zielgenen, wie z.B. PTMA nicht beeintrachtigt
ist (Herold et al., 2002). Zur Untersuchung der Tumorgenese in vivo wurde in der hier
vorliegenden Arbeit ein konditionelles MYC-transgenes Mausmodell verwendet (Felsher
und Bishop, 1999). Durch Kreuzung von Miusen mit einer T-Zell-spezifischen Expres-
sion des Tetrazyklin-regulierbaren Transkriptionsaktivators 74 (EuSR-tTA) mit Méusen
mit einem tTA-abhéngig exprimiertem MYC-Konstrukt (tetO-MYC) erfolgt eine T-Zell-
spezifische Expression von humanem MYC. Dieses regulierbare System erlaubt zudem
ein Abschalten der MYC-Expression durch die Verabreichung von Doxyzyklin
(Abbildung 29, Seite 115).

In diesen Méusen wurde durch Expression von Myc-wt eine frithe Erkrankung beobach-
tet, welche im Median nach 21 Wochen auftrat (Abbildung 30, Seite 117). Dies ist im
Vergleich zu der bereits beschriebenen Tumorgenese in einem sehr dhnlichen Mausmo-
dell um wenige Wochen verzogert (Felsher und Bishop, 1999), was jedoch mit der In-
duktion der MYC-Expression ab einem Alter von drei Wochen in der hier vorliegenden
Untersuchung begriindet werden kann. Diese wurde mittels Verabreichung von Doxy-
zyklin durchgefiihrt, um potentielle Unterschiede im Zeitpunkt des Expressionsbeginns

von MYC zwischen den verschiedenen fetO-MYC-Mauslinien zu vermeiden.

Dagegen wurde durch die Expression der Miz1-bindungsdefizienten Mutante MYC-VD
eine signifikante Verzogerung bei der Erkrankung dieser Mause beobachtet (Abbildung
30, Seite 117), welche im Median erst nach 47 Wochen auftrat. Dies belegt, dass die
Interaktion von c-Myc mit Mizl und damit die transkriptionelle Repression von c-Myc
zur Tumorgenese bzw. -progression entscheidend beitrdgt und somit fiir eine frithes Auf-
treten von Tumoren essentiell ist. Die Unterschiede innerhalb der einzelnen MYC-VD-
exprimierenden Mauslinien lieBen sich dabei nicht auf Unterschiede in der Transge-
nexpression zurilickfithren (Abbildung 29, Seite 115). Daher ist lediglich ein Einfluss der
durch die Transgen-Integration veridnderten genomischen Region auf die Tumorentwick-

lung vorstellbar.
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Die MYC-exprimierenden Méuse wiesen im Thymus lokalisierte Tumore auf, welche als
unreife T-Zelllymphome charakterisiert wurden (Abbildung 30, Seite 117). Eine histo-
logische Analyse der Tumore zeigte jedoch keine Unterschiede zwischen Myc-w¢- und
MYC-VD-induzierten Thymustumoren (Abbildung 32, Seite 120). Ab einem Alter von
40 Wochen wurde dariiber hinaus vermehrt eine Krankheit der Mduse ohne das Auftre-
ten von Thymustumoren, jedoch mit einer auffilligen Verdickung des Diinndarms fest-
gestellt. Dies betraf aufgrund der zeitlich verzogerten Krankheit insbesondere MYC-VD-
exprimierenden Miuse. In diesen Méausen konnte eine lymphozytire Infiltration von
Milz, Leber und Diinndarm festgestellt werden, dhnlich wie bei élteren Méusen mit
Myc-wt-Expression (Abbildung 32 B — D, Seite 120). Dies ist fiir Lymphome ebenfalls
charakteristisch und wurde in einem sehr dhnlichen Mausmodell bereits ausfiihrlich
beschrieben (Felsher und Bishop, 1999). Es ldsst sich daraus schlussfolgern, dass so-
wohl eine Uberexpression von Myc-wt als auch MYC-VD zur Entstehung von Lymph-
omen flihrt, jedoch im Fall von MYC-VD mit einer deutlich verzégerten Inzidenz und

infolgedessen teilweise verdanderter Lokalisation.

5.5.3 Myc-VD-exprimierende Tumore weisen erhohte Mengen von
p15Ink4b-mRNA auf

Eine Beeintrachtigung der Tumorentstehung kann auf verschiedenen Mechanismen be-
ruhen. So ist fiir die Entstehung der Tumore eine Beeintrachtigung von verschiedenen
zellphysiologischen Prozessen notwendig (Abbildung 1, Seite 1). Wie bereits gezeigt
wurde, ist c-Myc in der Lage, mehrere dieser Prozesse zu verdndern und somit zu einer
zelluldren Transformation beizutragen (Abschnitt 1.3.6, Seite 12). Es sind jedoch weite-
re Mutationen fiir die Tumorgenese notwendig, wie z.B. eine onkogene Mutation von
Hras oder eine Mutation des Tumorsuppressors 7rp53. Eine Blockierung der
c-Myc/Mizl-Interaktion konnte dazu fiihren, dass c-Myc einige dieser Prozesse nicht
mehr verdndern kann, wie z.B. die Unempfindlichkeit gegeniiber Wachstumshem-
mungssignalen oder die Gewebeinvasion. Infolgedessen sind eventuell zusitzliche Mu-
tationen notwendig, welche die Defekte der onkogenen Funktionen von c-Myc-VD bei

der Tumorgenese kompensieren. Dies fiihrt zu einer Verzogerung der Tumorgenese.

Eine alternative Erkldrung der verzdgerten Tumorgenese ist ein reduziertes Wachstum

der Tumore, bedingt durch eine verringerte Proliferationsrate, erhdhte zelluldre Senes-

156



Diskussion

zenz oder eine erhohte Apoptoserate. Allerdings konnten bei einem Vergleich der Thy-
mustumore keine Verdnderungen in der Rate von Proliferation, zelluldrer Seneszenz
oder Apoptose festgestellt werden, welche die verzogerte Tumorgenese MYC-VD-
exprimierender Méuse erkldren konnten (Abbildung 33, Seite 122). Daher ist davon
auszugehen, dass wihrend der Tumorgenese MYC-VD-exprimierender Mause zusitzli-
che Mutationen auftreten, welche die fehlende Repression bestimmter Gene durch

c-Myc-VD kompensieren.

Sowohl eine Onkogen-induzierte zelluldre Seneszenz als auch die c-Myc-induzierte
Apoptose sind Schutzmechanismen vor einer unkontrollierten Zellproliferation und
grofBtenteils von der Funktion des Tumorsuppressors pS3 abhédngig. Dies erklért die in
der Mehrzahl der MYC-induzierten Lymphome auftretende Inaktivierung des Arf-
Mdm2-p53-Signalweges (Eischen ef al., 1999). Erstaunlicherweise konnten sowohl bei
Myc-wt- als auch bei MYC-VD-induzierten Thymustumoren keine Mutationen des Tu-
morsuppressorgens Trp53 sowie keine Uberexpression von Mdm2 nachgewiesen wer-
den (Abschnitt 4.4.5, Seite 123, und Abbildung 34, Seite 124). Es ist jedoch mdglich,
dass in einem Teil der Tumore eine Deletion von pl94rf stattfindet, da nicht in allen

Tumoren eine Expression von pl9A4rf auf Proteinebene nachgewiesen wurde.

Bei der Analyse weiterer, an der Induktion von Apoptose oder Zellzyklusarrest bzw.
Seneszenz beteiligter Gene konnte eine erhdhte Expression des Zellzyklusinhibitors
pl15Ink4b/Cdkn2b auf mRNA-Ebene in MYC-VD-exprimierenden (im Vergleich zu
Myc-wt-exprimierenden) Thymustumoren festgestellt werden (Abbildung 35, Seite
125). Dabei sind die Mengen von pl5Ink4b-mRNA deutlich hoher als im Thymus ge-
sunder Miuse. Dies deutet darauf hin, dass wiahrend der Tumorgenese eine Expression
von pl5Ink4b durch bestimmte Faktoren induziert wird, das AusmaR3 der Induktion je-
doch durch c-Myc-wt begrenzt wird. Im Gegensatz dazu ist c-Myc-VD aufgrund der
fehlenden Interaktion mit Miz1 nicht mehr in der Lage, die Induktion von pl5Ink4b zu
hemmen. Die dadurch entstehenden hohen Mengen des Zellzyklusinhibitors p15Ink4b
filhren daher vermutlich zur Notwendigkeit weiterer Mutationen, welche zu einer Auf-
hebung des p15Ink4b-induzierten Zellzyklusarrestes und damit zur Tumorgenese beitra-

gen.
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5.5.4 Die Expression von Myc-wt, nicht jedoch Myc-VD, in Lymphomzel-

len ist fir eine Inhibierung zellularer Seneszenz essentiell

Onkogen-induzierte zelluldre Seneszenz stellt einen wichtigen Mechanismus zum
Schutz vor der Transformation von Zellen dar. Dieser Mechanismus wurde zuerst fiir
die Uberexpression von onkogenem HRAS (G12V-Mutation) in primiren humanen und
murinen Fibroblasten in vitro beschrieben (Serrano et al., 1997). Die Induktion zellula-
rer Seneszenz ist dabei in Mauszellen von der Funktionalitidt des pl6Ink4a-Rb- und
p19Arf-p53-Signalweges abhéngig. Dariiber hinaus konnte auch in vivo gezeigt werden,
dass prdmaligne, durch onkogenes Kras (G12V-Mutation) induzierte Tumore Anzeichen
zelluldrer Seneszenz aufweisen, welche von einer erhohten Expression von pl5Ink4b
und pl6Ink4a begleitet wird und in malignen Tumoren nicht mehr nachzuweisen sind
(Collado et al., 2005). Zelluldre Seneszenz stellt daher eine zu {iberwindende Hiirde fiir
Ras-induzierte Tumore dar. Eine heterozygoter Verlust von dafiir essentiellen Genen wie
Trp53 oder Suv39hl fithrt daher zu einer Beschleunigung Nras-induzierter Tumorgenese

(Braig et al., 2005).

Die Kooperation von c-Myc und Ras bei der Transformation primédrer Zellen fiihrt zu
der Vermutung, dass c-Myc in der Lage ist, die Ras-induzierte Seneszenz zu inhibieren,
welche eine wichtige Barriere bei der Tumorentstehung darstellt. Interessanterweise
konnte gezeigt werden, dass auch MYC-induzierte Tumore (Lymphome, Osteosarkome
und hepatozelluldre Karzinome) von der Expression von MYC zur Repression zelluldrer
Seneszenz abhéngig sind (Wu et al., 2007). Dabei fiihrt eine Inaktivierung von MYC in
diesen MYC-induzierten Tumoren zur Induktion von p15Ink4b, pl6Ink4a und zelluldrer
Seneszenz sowie zu einer Regression der Tumore. In Lymphomzellen aus Myc-wt-
induzierten Thymustumoren wurde hier ebenfalls eine Induktion von p15Ink4b und zel-
luldrer Seneszenz nach einer Inhibierung der MYC-Expression in vitro nachgewiesen
(Abbildung 36, Seite 126, und Abschnitt 4.4.7, Seite 125). Dabei war sowohl die
pl5Ink4b-Induktion als auch die zellulire Seneszenz vom TGFB-Signalweg abhingig.
Bei Lymphomzellen aus MYC-VD-induzierten Thymustumoren war hingegen keine
oder nur eine geringe Induktion von p/5I/nk4b und zelluldrer Seneszenz nach Inhibie-
rung der MYC-Expression nachzuweisen. Daher kann angenommen werden, dass in
MYC-VD-induzierten Lymphomen zusitzliche Mechanismen (Mutationen) zur Inhibie-
rung von pl5Ink4b sowie der zelluldren Seneszenz existieren miissen, da c-Myc-VD

aufgrund der fehlenden Interaktion mit Mizl Seneszenz-auslosende Gene wie pl5Ink4b
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nicht mehr hemmen kann. Der Erwerb dieser Mutationen ist vermutlich fir die verzo-

gerte Tumorgenese MYC-VD-exprimierender Mause verantwortlich (Abbildung 40).

MYC-wt-exprimierende Lymphozyten MYC-VD-exprimierende Lymphozyten

Tumorgenese f————— zellulare Seneszenz

frihe Tumorgenese *-/ \\—>verzégerte Tumorgenese

Abbildung 40: Modell fiir die unterschiedliche Kinetik der Tumorgenese durch Myc-wt bzw.
MYC-VD.

Diese Hypothese liele sich durch retrovirale Insertionsmutagenese iiberpriifen, bei der
durch zufillige Integration Gene aktiviert als auch inaktiviert werden. Spezifisch bei
MYC-VD-exprimierenden Méusen ist dabei eine Inaktivierung Seneszenz-auslosender
Gene zu erwarten. Eine Alternative stellt die gezielte genetische Inaktivierung von
p15Ink4b dar, welche die Notwendigkeit zusétzlicher Seneszenz-hemmender Mutatio-
nen bei c-Myc-VD autheben und somit zu einer beschleunigten Tumorgenese fiihren

konnte.
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6 Zusammenfassung

Myc-Onkoproteine (c-Myc, N-Myc und L-Myc) sind in einer Vielzahl humaner malig-
ner Tumore in erhohten Mengen nachgewiesen worden und in der Lage, in verschiede-
nen Mausmodellen maligne Tumore zu induzieren. Dabei wurden die onkogenen Funk-
tionen von Myc bisher grofitenteils einer transkriptionellen Aktivierung spezifischer
Zielgene zugeschrieben. In den letzten zehn Jahren wurde jedoch auch eine Bedeutung
der transkriptionellen Repression durch die Bindung des Transkriptionsfaktors Mizl fiir
eine Reihe biologischer Funktionen von Myc gezeigt. Dariiber hinaus wurde in Maus-
modellen beobachtet, dass eine Hemmung der Myc-Funktion zu einer Regression etab-
lierter Tumore fithren kann. Allerdings ist eine direkte Inhibierung der Funktion von
Myc bisher nicht erfolgreich gewesen. Eine Identifizierung von Proteinen, die spezifisch

fiir Myc-induzierte Tumore essentiell sind, stellt eine therapeutische Alternative dar.

Im Neuroblastom korreliert eine Amplifikation von MYCN mit einer ungiinstigen Prog-
nose. In der vorliegenden Arbeit wurde Aurora-A als essentielles Protein fiir die Prolife-
ration MYCN-amplifizierter Neuroblastomzellen nachgewiesen. Aurora-A ist fiir konti-
nuierlich hohe Mengen von N-Myc wihrend des Zellzyklus verantwortlich, indem es
den phosphorylierungsinduzierten, mitotischen Abbau von N-Myc inhibiert. Hierbei
interagiert Aurora-A direkt mit phosphoryliertem N-Myc und beeintrdchtigt die durch

Fbxw7a

die Ubiquitinligase SCF induzierte proteasomale Degradation von N-Myc in einer
Kinaseaktivitits-unabhidngigen Weise, vermutlich durch Verdanderung der Ubiquitin-
verkniipfung von polyubiquitiniertem N-Myc. Dies stellt, zusétzlich zur bereits be-
schriebenen Zentrosomenamplifikation, eine neue Kinase-unabhéngige onkogene Funk-
tion von Aurora-A dar, welche vermutlich auch in anderen Tumoren mit hohen

Aurora-A-Mengen fiir das Tumorzellwachstum essentiell ist.

Die Bedeutung der repressiven Funktion von c-Myc wurde dagegen in einem Mausmo-
dell unter Verwendung einer Mutation in c-Myc (V394D) untersucht, welche die Bin-
dung an Miz1 und somit die Repression von Zielgenen verhindert. Dies fiihrt zur Verzo-
gerung einer c-Myc-induzierten Entstehung von T-Zelllymphomen. Dabei reprimiert
Myc-wt die TGFB-induzierte pl5Ink4b-Expression sowie die zellulire Seneszenz als
tumorprotektiven =~ Mechanismus. Dagegen ist das Mizl-bindungsdefiziente
c-Myc-V394D dazu nicht in der Lage, weswegen vermutlich zusétzliche Mutationen

notwendig sind, deren Entstehung zur Verzogerung der Tumorgenese fiihrt.
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8 Anhang

8.1  Abkiirzungen

Im Folgenden sind spezielle Abkiirzungen sowie die Bezeichung wichtiger Gene erliu-

tert. Dariiber hinaus wurden Abkiirzungen der IUPAC (International union of pure und

applied Chemistry) und des SI-Systems (Systeme international d unités) verwendet.

4-OHT

A

A

AEC

Ak
ALLN
AML
APC/C
APS

aqua bidest.
ATP
AURKA
B2M
bHLH/LZ
BR

BrdU
BSA

bzw.

C

ca.

CD

CD4

CDS8
CD-FACS
Cdk
cDNA
CDS

4-Hydroxytamoxifen

Adenin

Alanin

3-Amino-9-ethylcarbazol

Antikorper

N-Azetyl-Leu-Leu-Norleucinal

akute myeloische Leukdmie

anaphase-promoting complex/cyclosome
Ammoniumpersulfat

zweifach destilliertes Wasser
Adenosintriphosphat

Gen, das fiir Aurora-Kinase A (Aurora-A) kodiert
B2-Mikroglobulin

basische Helix-Loop-Helix/Leuzin-Zipper-(Doméne)
basische Region

Bromdesoxyuridin

Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)
beziehungsweise

Cytosin

circa

Differenzierungscluster (cluster of differentiation)
Oberflachenantigen von T-Helferzellen
Oberflachenantigen von zytotoxischen T-Zellen
Oberflachenantigen-Durchflusszytometrie
Zyklin-abhéngige Kinase (cyclin-dependent kinase)
Komplementdr-DNA (complementary DNA)

kodierende Sequenz (coding sequence)
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CDS-PCR
CHX
CMV
c-Myc
CPE

Da
DEPC
DMSO
DNA
dNTPs
DTT
dUTP

Ep
E2
E3
EDTA
EGFR

EMT

Erk

Ethanol abs.
FACS

FBS

Fbxw7
FDR-Methode
FITC

Flag

G

GEF

PCR zur Amplifikation der kodierenden Sequenz

Cycloheximid

Cytomegalievirus

Transkriptionsfaktor, durch das Gen MYC kodiert
zytoplasmatisches Polyadenylierungselement (cytoplasmic polyadeny-
lation element)

Aspartat

Dalton (=1 u)

Diethylpyrocarbonat

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsiure (deoxyribonucleic acid)
Desoxyribonukleotidtriphosphat-Gemisch

Dithiothreitol

Desoxyuridintriphosphat

Glutamat

Enhancer der schweren Immunglobulinkette
Ubiquitin-konjugierendes Enzym

Ubiquitinligase

Ethylendiamintetraessigsiure (ethylenediaminetetraacetic acid)
epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor (epidermal growth factor recep-
tor)

Epithelial-mesenchymaler Ubergang (epithelial mesenchymal transi-
tion)

Extracellular signal-regulated kinases

100% Ethanol

Durchflusszytometrie (fluorescence activated cell sorting)

fotales Rinderserum (foetal bovine serum)

F-box und WD repeat domain containing 7

Methode der false discovery rate

Fluoresceinisothiocyanat

Oktapeptid (DYKDDDDK) zur Markierung von Proteinen
Guanin

Guanin-Nukleotid-Austauschfaktor (guanine nucleotide exchange

factor)
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Glu
Gsk3
HBS
HDAC
HE-Farbung
HEPES
His
HLH
HRP
IHC
INR

IP

K

kDa
KEN-Box
Ki67
LB
LTR
Lys

LZ

MB
MEFs
miRNA
mRNA
mut
MYC
MYCL

MYCN

n.b.

NEM
NHS

Glutamat

Glykogensynthase-Kinase 3

HEPES-gepufterte Salzlosung (HEPES buffered saline)
Histondeacetylase-Komplex

Hématoxylin-Eosin-Farbung
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsédure
Histidin

Helix-Loop-Helix-Motiv

Meerrettich-Peroxidase (horseradish peroxidase)
Immunhistochemie

Initiatorelement

Immunprézipitation

Lysin

Kilodalton (1 kg/mol)

Region mit den Aminosduren Lysin, Glutamat und Asparagin
Proliferationsantigen, durch den Antikorper Ki 67 identifiziert
Medium zur Bakterienkultivierung (lysogeny broth)

long terminal repeat

Lysin

Leuzin-Zipper

Myc-Box

Mausembryofibroblasten

microRNA

Boten-RNA (messenger RNA)

mutiert

v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog

v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog 1, lung carcinoma
derived

v-myc myelocytomatosis viral related oncogene, neuroblastoma de-
rived

Asparagin

nicht bestimmt

N-Ethylmaleimid

N-Hydroxysuccinimid
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NLS Kernlokalisationssignal (nuclear localisation signal)

N-Myc Transkriptionsfaktor, durch das Gen MYCN kodiert

NP40 Nonidet P-40

NTA Nitrilotriessigsiure (nitrilotriacetic acid)

P Phosphat

PBS Phosphat-gepufferte Salzlosung (phosphate-buffered saline)
PCR Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
PDGFR Thromozyten-abstammender Wachstumsfaktorrezeptor (platelet-

derived growth factor receptor)

PE Phycoerythrin

PEST Pro-, Glu-, Ser- und Thr-reiche Region

PI Propidiumiodid

PI3K Phosphoinositid-3-Kinase

PI-FACS Propidiumiodid-Durchflusszytometrie

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

polyA Polyadenylierungssignal

PP2A Proteinphosphatase 2A

Pro Prolin

PVDF Polyvinylidenfluorid

qRT-PCR quantitative reverse Transkriptase-PCR

R Arginin

Ras rat sarcoma virus oncogene

RNA Ribonukleinsédure (ribonucleic acid)

RNAIi RNA-Interferenz

ROS reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species)

RT reverse Transkriptase

S Serin

SA-B-Gal Seneszenz-assoziierte -Galaktosidase

SCF Ubiquitinligase-Komplex aus Skp1, Cull, Rbx1 und einem F-Box-
Protein

SDS Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl! sulfate)

SDS-PAGE SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Ser Serin

shRNA short hairpin RNA
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siRNA
SR /SRa

sub-G1

T

T
TEMED
Tet

tetO
TGFBR2
TGFPB
Thr

TRE

Tris
Triton X-100
tTA

TUNEL
Tween-20
U

U

Ub

uv

v/v

v/w

WB

wt

X-Gal

z.B.

short interfering RNA

Promotorsequenz, bestehend aus friithem SV40-Promotor und dem R-
Segment sowie Teilen des U5-Segmentes des LTR-Bereichs (long
terminal repeat) des humanen T-Zellleukdmie-Virus Typ 1

Zellen mit geringerem DNA-Gehalt als in der G1-Phase, apoptotische
Zellen

Threonin

Thymin

Tetramethylethylendiamin

Tetrazyklin

Tetrazyklin-regulierter Operator

TGFB-Rezeptor 2

transformierender Wachstumsfaktor B (transforming growth factor )
Threonin

Tet-gesteuertes Element (7et-responsive element)
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Octylphenoxypolyethoxyethanol

Tetrazyklin-gesteuerter Transkriptionsaktivator, bestehend aus dem
Tet-Repressor und der Aktivierungsdoméne des VP16-Proteins des
Herpes simplex Virus Typ 1

terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling
Polyoxyethylen-sorbitan-monolaurat

Aktivitétseinheit (von Enzymen)

Uracil

Ubiquitin

Ultraviolettlicht

Volumen pro Volumen (volume per volume)

Gewicht pro Volumen (weight per volume)

Western Blot

Wildtyp

5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B-D-galactopyranosid

Tyrosin

zum Beispiel
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8.2 Ergebnisse des cDNA-Microarray einer Aurora-A-
Depletion in IMR-32-Zellen

Tabelle 8: Analyse der Genexpressionsinderung nach Aurora-A-Depletion in MYCN-amplifizierten
IMR-32-Zellen durch einen cDNA-Microarray.

Fiinf Tage nach Infektion der Zellen mit Kontroll-sh bzw. AURKA-sh (1 bzw. 2) wurde die RNA isoliert
und im cDNA-Microarray untersucht. Die Ergebnisliste zeigt 155 signifikant durch beide AURKA-
shRNAs regulierten Gene (mittlere Genexpressionsianderung > 1,41, t-Statistik > 1,96), von denen 33
Gene induziert und 122 Gene reprimiert waren. Ebenfalls wurde die entsprechende Zugangsnummer
(accession) der Gene in der Datenbank GenBank angegeben.

Mittlere . .
Roguaon  Regusion - Reguator
durch AURKA-sh-1  AURKA-sh-2 Richtung Accession Gensymbol Genbezeichnung
AU (x-fach) (x-fach)
(x-fach)
3,59 3,55 3,63 runter  AA455062 MAN7A2  |annosidase, alpha, class 1A,
member 2
3,20 3,13 3,28 runter R19158 AURKA Aurora kinase A
Metastasis associated lung
3,05 2,87 3,46 runter H88540 MALAT1 adenocarcinoma transcript 1
(non-coding RNA)
2,99 2,86 3,11 runter R32858 REST RE1-silencing transcription factor
2,68 2,13 3,38 runter H67712 Transcribed locus
2,67 2,12 3,35 runter  AA169411  DHX36 DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box
polypeptide 36
2,56 2,29 2,86 runter N63478 OSBPLS8 Oxysterol binding protein-like 8
2,55 2,02 3,22 runter AA463631 SRP72 Signal recognition particle 72kDa
251 1,92 3.28 hoch H27864 sSCcG2 2ecretogran|n Il (chromogranin
2,48 1,86 3,31 runter  AA186327 SYNCRIp  Synaptotagmin binding, cyto-
plasmic RNA interacting protein
CDC42 binding protein kinase
2,39 1,88 3,05 runter N35241 CDC42BPA alpha (DMPK-like)
2,30 2,22 2,39 runter N38963 Transcribed locus
2,26 1,83 2,79 hoch  R14892  ARNT Aryl hydrocarbon receptor nu-
clear translocator
2,24 2,01 2,50 hoch AA486533 EGR1 Early growth response 1
2,22 2,15 2,28 runter  AA417363 PSD3 Pleckstrin und Sec7 domain
containing 3
2,21 1,28 3,80 runter T64452 SP1 Sp1 transcription factor
2,19 1,51 3,18 runter AA459383 MED13 Mediator complex subunit 13
213 264 1,73 hoch N35290 CDKN1A Cyclln-depgndent kinase inhibitor
1A (p21, Cip1)
2,09 1,49 2,93 hoch  AA495790 RHOB E:rs;"mo'og gene family, mem-
2,09 1,67 2,62 runter  AA454959 DYNCiLI2  DYnein, cytoplasmic 1, light
intermediate chain 2
2,03 1,71 2,42 runter  AA026682 TOP2A Jopateomerase (DNA) I alpha
2,00 1,95 2,06 runter H47069 Transcribed locus
2,00 1,47 2,72 runter R35231 SPOP Speckle-type POZ protein
1,99 1,65 2,41 runter R85213 UBE3A Ubiquitin protein ligase E3A
Leucine-rich repeats und immu-
1,98 1,65 2,37 runter N69569 LRIG3 noglobulin-like domains 3
1,94 1,98 1,90 hoch AA406325 PLCL1 Phospholipase C-like 1
Basic leucine zipper nuclear
1,93 1,55 2,40 runter R43576 BLZF1 factor 1 (JEM-1)
1,92 1,49 2,48 runter  W69134  BCL11B B-cell CLL/lymphoma 118 (zinc

finger protein)

193




Anhang

Mittlere

) Regulation Regulation
Regulation
durch S DU Richtun Accession  Gensymbol Genbezeichnun
AURKA-sh-1  AURKA-sh-2 ung 4 ung
AR (x-fach) (x-fach)
(x-fach)

1,91 1,57 233 runter  H56944  SFRS11 rsié’r']'cﬂg factor, arginine/serine-

1,90 1,68 2,15 runter  AA137266 NUCKS?  uclear casein kinase und cyclin-
dependent kinase substrate 1

1,88 1,90 1,87 hoch AA460152 PLK2 Polo-like kinase 2 (Drosophila)

1,88 1,51 234 runter  H10403  PTPRD Protein tyrosine phosphatase,
receptor type, D

1,85 2,30 1,48 hoch AA456298 HIST2H2BE Histone cluster 2, H2be

1,82 1,39 238 runter  W74136  VPS4A Vacuolar protein sorting 4 ho-
molog A (S. cerevisiae)

1,82 2,05 1,61 runter N53421 COLEC12 Collectin sub-family member 12

1,82 1,38 2,39 runter N52994 Transcribed locus
Cleavage und polyadenylation

1,82 1,38 2,40 runter H52391 CPSF2 specific factor 2, 100kDa

1,81 1,25 2,62 runter H23426 CBX6 Chromobox homolog 6

1,81 148 2,20 runter  AA455150 PPP2RSE | rotein phosphatase 2, regula-
tory subunit B', epsilon isoform

1,80 144 2,27 runter  N71695  NEK1 NIMA (never in mitosis gene a)-
related kinase 1

1,80 1,34 2,42 runter  R95693  SRPRB Signal recognition particle recep-
tor, B subunit

1,79 1,37 2,34 runter AA489659 SERTAD2 SERTA domain containing 2

1,78 1,27 2,51 runter AA496438 RARG Retinoic acid receptor, gamma

1,78 1,77 1,79 hoch T48293 CDNA clone IMAGE:30318308

1,75 1,81 1,69 hoch AA460265 ETV5 Ets variant gene 5 (ets-related
molecule)

175 1.43 217 runter AA148524 DDR2 Discoidin domain receptor family,
member 2

1,74 1,38 2,20 runter AA431986 BBX Bobby sox homolog (Drosophila)

1,74 1,43 2,12 runter  AA425757  C160rf35 Chromosome 16 open reading
frame 35

1,74 1,36 222 runter N25352 CXADR Coxsackie virus und adenovirus
receptor

173 1,39 2,16 runter  T86691  RAB24 mB"f/“’ member RAS oncogene

1,73 1,35 2,22 runter AA487499 RWDD1 RWD domain containing 1

1,72 1,27 2,34 runter  N38891  HIPK2 Homeodomain interacting protein
kinase 2

1,72 1,40 2,11 runter T91198 Transcribed locus

1,72 1,26 235 runter  AA431753  GULP1 GULP, engulfment adaptor PTB
domain containing 1

1,71 1,55 1,88 runter  AA598508 CRABp2  Cellular retinoic acid binding
protein 2

1,71 1,19 2,46 runter  T98253  ALDOB  fiaolase B fructose-
bisphosphate

1,70 1,27 2,27 runter  R56562  LFNG LFNG O-fucosylpeptide 3-beta-
N-acetylglucosaminyltransferase
Cell division cycle 42 (GTP

1,70 1,26 2,28 runter AA009697 CDC42 binding protein, 25kDa)

1,70 1,34 2,14 runter AA679864 DLC1 Deleted in liver cancer 1

1,69 1,18 2,42 runter R76499 Transcribed locus

1,69 1,39 2,05 runter  N72128  MoBKL28 ~ MOB1, Mps One Binder kinase
activator-like 2B (yeast)

1,68 1,46 1,94 runter  N28270  zCCHc7 ~ 4inefinger, CCHC domain con-
taining 7

1,68 1,72 1,65 runter N80155 MST101 MSTP101

1,68 1,41 2,00 runter  R74171  RUFY3 E;”;‘ und FYVE domain contain-

1,66 1,42 1,93 runter  HO8820 DI Isopentenyl-diphosphate delta
isomerase 1

1,65 1,41 1,93 runter AA047435 RB1CC1 RB1-inducible coiled-coil 1

1,64 1,67 1,62 hoch AA452933 HIST1H2AC Histone cluster 1, H2ac

1,64 1,43 1,88 runter AA491439 SNTB2 Syntrophin, beta 2 (dystrophin-
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Mittlere

) Regulation Regulation
Regulation
durch urel) e Richtun Accession Gensymbol  Genbezeichnun
AURKA-sh-1  AURKA-sh-2 ung Y ung
AR (x-fach) (x-fach)
(x-fach)

associated protein A1, 59kDa,
basic component 2)

1,64 1,29 2,08 hoch AA630374 DUSP6 Dual specificity phosphatase 6

163 1,99 1,34 runter  AA425224 MAT2B Methionine adenosyliransferase

1,63 1,29 2,06 runter  T49557  IREB2 Iron-responsive element binding
protein 2

163 1,30 2,04 runter  AAd55033 C10orf4e  Chromosome 10 open reading
frame 46

1,62 1,42 1,86 runter AA127058 MTDH Metadherin

1,62 1,77 1,47 hoch T66815 HIST1H1C Histone cluster 1, H1c

1,62 1,29 2,03 runter H10413 Transcribed locus

1,61 1,43 1,82 runter AA486089 NAV1 Neuron navigator 1

1,61 1,25 2,08 runter  N62179  ALDHeA7  ‘ldehyde dehydrogenase 6
family, member A1

1,61 1,44 1,80 runter R99346 RBM17 RNA binding motif protein 17

1,61 1,40 1,85 runter  AA447971  MAP3K2 Mitogen-activated protein kinase
kinase kinase 2

161 174 148 hoch  AA398400 CNN1 valponin 1, basic, smooth muse-

1,61 1,39 1,86 runter AA469964 Transcribed locus

1,60 2,42 1,06 hoch N79534 NELL1 NEL-like 1 (chicken)

1,60 1,39 1,85 runter AA098980 PKN2 Protein kinase N2

1,60 1,35 1,90 runter T56056 SEC63 SEC63 homolog (S. cerevisiae)

159 155 1,64 runter  T97900  whHSCiL1  ‘oirHirschhom syndrome can-
didate 1-like 1

1,59 141 1,80 runter  AAO18676 PRKAGT | rotein kinase, AMP-activated,
gamma 1 non-catalytic subunit

1,59 114 2,22 runter  R78559  SF3B5 13(‘)’"('829 factor 3b, subunit 5,

1,59 132 1,91 runter  AA453271 ASXL2 Additional sex combs like 2
(Drosophila)

158 167 1,50 runter  N95249  KRAS V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma
viral oncogene homolog

1,57 1,31 1,88 runter H60163 Transcribed locus

1,56 1,57 1,56 hoch W56371 CDNA clone IMAGE:5261213

1,56 1,35 1,79 runter N55540 ANKRD38 Ankyrin repeat domain 38

1,56 1,27 1,90 runter  W37721  FUT11 Fucosyltransferase 11 (alpha
(1,3) fucosyltransferase)

1,55 1,40 1,73 runter AA459941 PEG3 Paternally expressed 3

1,54 1,45 1,64 runter R74478 Transcribed locus
CDNA FLJ41303 fis, clone

1,54 1,18 2,01 runter AA011678 BRAMY2042131

1,53 1,43 1,65 runter AA232647 VEZF1 Vascular endothelial zinc finger 1

1,53 1,59 1,47 runter AA083385 BTBD1 BTB (POZ) domain containing 1

1,53 1,36 1,72 runter H51255 Transcribed locus

1,52 1,42 1,64 runter R92348 Transcribed locus

1,52 1,28 1,80 hoch T98612 COL3A1 Collagen, type Ill, alpha 1

1,51 1,41 163 hoch  R60807  RILPLT Rab interacting lysosomal pro-
tein-like 1

1,51 1,34 1,71 hoch N59138 B3GAT?2 Beta-1,3-glucuronyltransferase 2
(glucuronosyltransferase S)

1,51 1,42 1,61 runter AA171613 CA12 Carbonic anhydrase XII

1,51 1,43 1,59 runter AA453287 JOSD3 Josephin domain containing 3

1,51 1,07 2,12 hoch  N73634  MORC3 ][\i"n(;eerC3fam"y CW-type zinc

1,50 113 1,99 runter  AAO74446 GCHFR GTP cyclohydrolase | feedback
regulator

1,50 1,54 148 hoch  T96924  C8orf13 Chromosome 8 open reading
frame 13

1,49 1,20 1,86 hoch T85190 Transcribed locus
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Mittlere

) Regulation Regulation
Regulation
durch urel) e Richtun Accession Gensymbol  Genbezeichnun
AURKA-sh-1  AURKA-sh-2 ung 4 ung
Al A e (x-fach) (x-fach)
(x-fach)

1,49 1,32 1,69 runter  AA486221 PABPC4  OY(A) binding protein, cyto-
plasmic 4 (inducible form)

1,49 1,46 1,53 runter H87770 Full length insert cDNA YI27F12

1,49 1,28 1,74 runter H84982 FOXN3 Forkhead box N3

1,49 1,11 2,00 runter  R95841  RPS6KA3  Riposomal protein S6 kinase,
90kDa, polypeptide 3

1,49 1,23 1,80 runter N53581 Transcribed locus
2-oxoglutarate und iron-

1,48 1,29 1,70 runter AA130351 OGFOD1 dependent oxygenase domain
containing 1

148 135 163 runter  AA458502  PPIG Peptidylproly| isomerase G
(cyclophilin G)

1,48 1,33 1,64 runter R34837 FLJ20309 Hypothetical protein FLJ20309

1,48 143 1,53 runter  AA009830 SBNOT Strawberry notch homolog 1
(Drosophila)

1,48 1,32 1,65 runter AA022561 SATBT1 SATB homeobox 1

1,48 1,05 2,08 runter  N91172  BPTF Bromodomain PHD finger tran-
scription factor

1,47 1,22 1,78 hoch R15791 RYR2 Ryanodine receptor 2 (cardiac)

1,47 1,32 1,64 hoch R75884 LOC727834 Hypothetical LOC727834

1,47 1,38 1,57 runter  W88572  EPB4qL2  Crvihrocyte membrane protein
band 4.1-like 2

1,47 1,27 1,70 hoch AA443830 TMEMS55B Transmembrane protein 55B

147 144 1,50 hoch  H09818  CYFIP2 Cytoplasmic FMR1 interacting
protein 2

1,47 1,50 1,43 runter R70361 Transcribed locus

1,47 1,22 176 runter  AA431749 DCBLD1 Discoidin, CUB und LCCL do-
main containing 1

1,47 1,29 1,66 runter  H73054  VHL Von Hippel-Lindau tumor
suppressor

1,46 1,20 1,78 runter  N66024  TADAITL Transcriptional adaptor 1 (HFI1
homolog, yeast)-like

1,46 1,41 1,51 runter  H59260  CDC25A Cell division cycle 25 homolog A
(S. pombe)

1,46 1,54 1,38 runter  AA454176  TPR Translocated promoter region (to
activated MET oncogene)

1,46 1,31 1,62 runter N69578 Transcribed locus

145 181 1,17 hoch ~ R00035  RGPD5 ~ ~onBr2iikeund GRIP domain
containing 5

1,45 1,29 1,64 runter  AA142966 PJA2 iFr’]rgaJa 2, RING-H2 motif contain-

1,45 1,38 1,53 hoch H11088 KITLG KIT ligand

1,45 1,35 1,56 runter AA469953 NUP50 Nucleoporin 50kDa

1,45 1,25 1,68 runter  W37634  DDX3Y DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box
polypeptide 3, Y-linked

1,45 1,39 1,51 runter AA026388 Transcribed locus

1,45 1,52 1,38 hoch H86117 ARC Act|V|t_y-reguIateq cytoskeleton-
associated protein

1,44 1,41 1,48 runter AA131769 RBMZ27 RNA binding motif protein 27

1,44 1,27 1,64 runter  AA004933  SPG11 Spastic paraplegia 11 (autosomal
recessive)

1,44 1,45 1,44 hoch R62835 Transcribed locus

144 1,21 1,72 runter  AA402754 EYA2 Eyes absent homolog 2 (Dro-
sophila)

1,44 1,39 1,49 runter AA007522 Transcribed locus
CDNA FLJ11745 fis, clone

1,44 1,33 1,55 runter  AA136133 HEMBA1005526

143 1,48 1,39 runter  R77213  CMTM4 CKLF-like MARVEL transmem-
brane domain containing 4

143 1,15 178 hoch  N64731  EML4 Echinoderm microtubule associ-
ated protein like 4

143 1,44 1,41 runter  T98472  CSNK2A1p  Casein kinase 2, alpha 1 poly-

peptide pseudogene

196




Anhang

Mittlere

) Regulation Regulation
Regulation
durch urel) e Richtun Accession Gensymbol  Genbezeichnun
AURKA-sh-1  AURKA-sh-2 ung Y ung
AR (x-fach) (x-fach)
(x-fach)
1,43 1,06 1,92 runter R77718 CSNK1A1 Casein kinase 1, alpha 1
1,43 1,37 1,48 hoch R69356 AFAP1 ,1Act|n filament associated protein
1,42 1,15 1,76 runter H65066 VSNL1 Visinin-like 1
142 1,74 115 runter  R41972  LONrF2  -ON peptidase N-terminal do-
main und ring finger 2
1,42 1,19 1,69 runter N39240 TCF4 Transcription factor 4
1,41 1,59 1,25 runter AA148683 BTBD7 BTB (POZ) domain containing 7
N-acetylneuraminate pyruvate
1,41 1,43 1,39 hoch W78156 NPL lyase (dihydrodipicolinate syn-

thase)
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