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I  FEinleitung

1.1 Zellzyklusregulation als zentrales Element der Tumorentstehung

1.1.1 Physiologischer Zellzyklus

Ein funktionierender Zellzyklus ist die Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Zellteilung und
somit fiir Wachstum und Zellerneuerung. Kommt es wihrend der Zellteilung zu Fehlern oder
Storungen, so kann dies bei Versagen der Kontrollmechanismen zu unkontrollierter

Zellteilung und damit zu lebensbedrohlichen Erkrankungen wie beispielsweise Krebs fiihren.

Der physiologische Zellzyklus wird charakterisiert durch die Mitose, in welcher die
Zellteilung stattfindet, sowie die Interphase, welche aus G1-Phase, S-Phase und G2-Phase
besteht und etwa 95% des Zellzyklus ausmacht. Ruhende Zellen befinden sich in der GO-
Phase, in der sie entweder verbleiben, aus der sie aber auch wieder in den Zellzyklus eintreten

konnen (Cooper 1998).

Wihrend der Interphase liegen die Chromosomen dekondensiert vor. Dabei ist die Zelle
metabolisch aktiv, sie wichst und synthetisiert wichtige Proteine fiir die Genomverdoppelung.
In der nachfolgenden S-Phase findet dann die DNA-Replikation statt, sodass am Ende Zwei-
Chromatid-Chromosomen bestehen. Die G2-Phase dient der Zelle zur Vorbereitung auf die

Mitose und besteht vornehmlich aus Proteinsynthese und Zellwachstum.

Hat die Zelle die Interphase durchlaufen, so kann sie in die Mitose eintreten, wihrend derer

wiederum verschiedene Phasen absolviert werden.

In der Prophase kondensiert sich das Chromatin, und es beginnt die Ausbildung des
Spindelapparats, ausgehend von den Centriolen, welche zu den gegeniiberliegenden Seiten
der Zelle wandern und so die Spindelpole bilden. Die Prometaphase bezeichnet die Auflosung

der Kernmembran. Wihrend der darauffolgenden Metaphase heften sich die Mikrotubuli der
1



Spindelfasern an die Kinetochoren der Chromosomen und die Chromosomen ordnen sich in
der Aquatorialebene an. Nun werden die Zwei-Chromatid-Chromosomen getrennt, und die so
entstandenen Ein-Chromatid-Chromosomen wandern zu den entgegengesetzten Polen der
Zelle. Diesen Vorgang bezeichnet die Anaphase. Daraufhin bilden sich in der Telophase neue
Kernmembranen, die Chromosomen dekondensieren wieder und der Spindelapparat wird
aufgelost. Es folgt schlieBlich die Zytokinese unter Neubildung der Zytoplasmamembran, was
im Entstehen zweier genetisch identischer Tochterzellen resultiert (Cooper 2000; Janning,

Knust 2008; Knippers 2006).

Telophase

Abbildung 1: Zellzyklusstadien. Interphase, Mitose (Prophase, Metaphase, Anaphase,
Telophase). (Cooper 2000)



1.1.2 Regulation des Zellzyklus

Fehler im Ablauf des Zellzyklus konnen schwerwiegende Konsequenzen wie eine Entartung
der Zelle und daraufhin die Entstehung von Krebserkrankungen und Tumoren zur Folge

haben (Hartwell, Kastan 1994).

Um einen regelrechten Ablauf des Zellzyklus zu gewéhrleisten, ist es daher notwendig, dass

alle Vorgédnge streng reguliert werden.

Hierbei sind verschiedene Kontrollpunkte bekannt. Diese befinden sich in der spiten Gl1-
Phase, am Ende der G2-Phase sowie in der Metaphase, und stellen sicher, dass die Zelle alle
Voraussetzungen erfiillt, um in die ndchste Zyklusphase eintreten zu konnen. Ist dies nicht der
Fall, so wird der Zellzyklus an dieser Stelle angehalten und der Fehler behoben, bzw. falls das
nicht moglich ist, die Apoptose der Zelle eingeleitet.

Die Regulationseinheiten bestehen aus periodisch aktivierbaren Proteinkinasen, den
sogenannten Cyklin-abhingigen Kinasen (CDK), welche wiederum durch mehrere
Mechanismen gesteuert werden. Hierbei werden die CDKs durch Bindung von Cyklinen
aktiviert, sowie durch CDK-Inhibitor-Proteine (CKI), welche eingeteilt werden in die Ink4-
Familie und die Cip/Kip-Familie, inhibiert und konnen durch Phosphorylierung an
unterschiedlichen Stellen sowohl aktiviert als auch gehemmt werden (Rassow 2008; Lodish

2000; Loyer et al. 2005; Vermeulen et al. 2003).
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Abbildung 2: Zellzyklusregulation. In der spdten GI-Phase wird mittels der Komplexe von
ZyklinD/ CDK4/6 und Zyklin E/ CDK?2 der Eintritt in die S-Phase kontrolliert, wo dann der
Komplex Zyklin A/ CDK? fiir den Beginn der Replikation sorgt. Am Ende der G2-Phase wird
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nach korrekter DNA-Replikation durch den MPF (Zyklin B/ CDK1) der Eintritt in die Mitose
ausgelost. (Rassow 2008)

1.1.2.1 Restriktionspunkt in der spiten G1-Phase

In der spiten Gl-Phase entscheidet sich, ob sich die Zelle teilen wird. Sind die
entsprechenden Bedingungen erfiillt und hat die Zelle die erforderliche Reife erreicht, wird
durch mitogene Stimulierung Zyklin D induziert, welches Heterodimere mit CDK 4 oder
CDK 6 bildet. Weiterhin wird ein Komplex aus Zyklin E und CDK?2 initiiert (Ho, Dowdy
2002; Arellano, Moreno 1997).

Die aktivierten Heterodimere Zyklin D/ CDK4/6 und Zyklin E/ CDK2 fiihren im Verlauf zur
Inhibierung des Tumorsuppressorgens Rb und damit zur Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren wie beispielsweise E2F, wodurch die Transkription wichtiger Gene fiir
die S-Phase eingeleitet wird und die Zelle somit im Zellzyklus weiterwandern kann
(Ezhevsky et al. 2001). In der folgenden S-Phase sorgt die Expression von Zyklin A/ CDK2
dafiir, dass die Replikation beginnen kann und DNA-Synthese stattfindet (Connell-Crowley et
al. 1993).

Der G1/S-Ubergang kann jedoch verhindert werden, indem eine vermehrte Expression des
CKI p16™* ZyklinD/ CDK4 hemmt und Zyklin E/ CDK2 durch P27%"! inhibiert wird
(Harbour et al. 1999; Rassow 2008).

1.1.2.2 Restriktionspunkt am Ende der G2-Phase

Am Restriktionspunkt am Ende der G2-Phase muss sichergestellt werden, dass die DNA-
Replikation korrekt abgelaufen ist, keine Schiaden aufgetreten sind und die Zelle somit in die
Mitose eintreten kann. Dies wird geregelt durch den Komplex aus Zyklin B und CDK 1,
welcher auch als sogenannter ,Maturation promoting factor (MPF) bezeichnet wird

(Jackman et al. 2003).

Dieser MPF muss zunichst durch die cdc25-Phosphatase aktiviert werden, bevor er seine
Wirkung entfalten kann und der Eintritt der Zelle in die Mitose ausgelost wird (Rassow 2008;
Hoffmann et al. 1993).



1.1.2.3 Restriktionspunkt in der Metaphase

In der Metaphase ist es notwendig, die korrekte Anordnung der Chromosomen in der
Aquatorialebene und die bipolare Bindung an die Spindelfasern zu kontrollieren, um dann die
einwandfreie Teilung der Zwei-Chromatid-Chromosomen zu gewdhrleisten. Dies wird
sichergestellt durch den sogenannten ,,spindle-assembly checkpoint* (SAC) (Musacchio,
Salmon 2007). Sind Chromosomen etwa nicht richtig iiber die Kinetochoren an den
Mikrotubuli der Spindelfasern befestigt, so verhindert der SAC den Beginn der Anaphase und
die Teilung der Schwesterchromatiden. Hierbei sind verschiedenste Protein-Interaktionen
beteiligt; besonders wichtig erscheint dabei die Hemmung des Proteins cdc20, welches als
Substrat des ,,anaphase promoting complex* (APC) gilt, der fiir den Eintritt in die Anaphase
verantwortlich ist (Hwang 1998). Erst wenn alle Chromatiden regelrecht an die Spindelfasern
gebunden sind, wird SAC inaktiviert, wodurch cdc20 und APC wiederum aktiviert werden
und somit die Teilung der Schwesterchromatiden in der Anaphase vonstattengehen kann

(Musacchio, Hardwick 2002; Lara-Gonzalez et al. 2012; Foley, Kapoor 2013).

1.1.3 Trregulére Zellteilung

Die oben genannten Mechanismen sorgen im Idealfall fiir einen regelrechten Ablauf des
Zellzyklus und der Zellteilung, was die Grundlage fiir Wachstum und Regeneration des
Gewebes darstellt. Ereignen sich jedoch Mutationen oder Fehlfunktionen in diesem
komplexen Zusammenspiel verschiedener pro- und antimitotischer Faktoren, so kann es zur
Dysregulation des Zellzyklus und zur unkontrollierten, ungehemmten Zellproliferation und

damit in der Folge zur Entstehung von malignen Tumoren kommen.

Hierbei handelt es sich zumeist um eine Serie von mehreren Mutationen in unterschiedlichen
Genen, welche in der Zelle akkumulieren, sodass es sich bei der Transformation in eine
Tumorzelle um einen relativ langen Zeitraum handelt, der sich iiber mehrere Jahre erstreckt

(Danielsson et al. 2013; Sulic et al. 2005).

Besonders wichtig sind in diesem Zusammenhang Gene, welche den Zellzyklus regulieren
oder die Apoptose einleiten, sowie Gene, die an der DNA-Reparatur beteiligt sind. Man
unterscheidet hier zwei Gruppen von Genen, deren Mutationen zu Stérungen in der

Zellproliferation fiihren. Protoonkogene kodieren fiir Proteine, welche eine Rolle in

5



mitogenen Signaltransduktionswegen spielen und somit vorwiegend die Expression von

Transkriptionsfaktoren stimulieren, wodurch die Zellteilung veranlasst wird.

Es handelt sich hierbei zum Beispiel um Wachstumsfaktoren, deren Rezeptoren, oder
Proteinkinasen. Durch somatische Mutationen konnen Protoonkogene zu Onkogenen werden,
deren Genprodukte dann vermehrt exprimiert und aktiviert werden, auch wenn kein
Wachstumssignal vorhanden ist (sogenannte ,,gain of function*“-Mutation). Da Onkogene
dominant sind, geniigt die Mutation in einem Allel, um die Zelle zu vermehrter Proliferation

anzuregen (Croce 2008; Todd, Wong 1999).

Die zweite Gruppe bilden die Tumorsuppressorgene. Diese sind ebenfalls an der
Zellzyklusregulation beteiligt und wirken wachstumshemmend. Tumorsuppressorgene sind
rezessiv, sodass Mutationen in beiden Allelen vorhanden sein missen, um einen
Funktionsausfall hervorzurufen. Es handelt sich dabei um ,loss of function““- Mutationen

(Sherr 2004).

Wichtige Vertreter dieser Gruppe sind beispielsweise p53, welches in rund der Hilfte aller
Tumorerkrankungen einen Defekt aufweist (Vogelstein et al. 2000) und das

Retinoblastomgen RB (Evan, Vousden 2001; Rassow 2008; Lodish 2000).

Im Folgenden soll nun spezifischer auf einige spezielle potentielle Onkogene eingegangen

werden, auf denen die Ansitze der vorliegenden Arbeit beruhen.

1.2 MYC-Protoonkogen

1.2.1 Funktion

Das c¢-MYC-Protoonkogen (nachfolgend MYC) wurde vor etwa 30 Jahren als humanes,
zelluldres Aquivalent des viralen Onkogens v-MYC, welches bei Vogeln zur sogenannten
Myelocytomatosis - einer Leukémie - fiihrt, entdeckt (Pelengaris et al. 2002; Dang 2012;

Vennstrom et al. 1982).

Neben [-MYC und n-MYC ist es Mitglied der Familie der MYC-Gene, welche fiir
Transkriptionsfaktoren kodieren, die mittels ihrer bHLHZip-Domine (basic Helix-Loop-

Helix-Leucin-Zipper) gemeinsam mit ihrem Partner-Protein Max (ebenfalls mit bHLHZip-
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Domiine) als Heterodimere an verschiedene DNA-Sequenzen binden kdnnen und somit eine

Vielzahl an Genen aktivieren (Dang 1999; Blackwood, Eisenman 1991; Amati et al. 1993).

Hierbei spielt Myc eine gro3e Rolle bei Vorgingen, die vor allem Zellwachstum und -
proliferation angehen (Eilers 1999; Amati 2001). Wiahrend Myc in ruhenden Zellen kaum
nachweisbar ist, nimmt seine Expression nach mitogener Stimulation rasch zu und die G1-
Phase wird eingeleitet (Pelengaris et al. 2002). Hier aktiviert Myc die Komplexe aus Cyclin
D/ CDK4/ 6 sowie Cyclin E/ CDK 2, welche essentielle Komponenten in der Progression des
Zellzyklus darstellen [siehe auch unter 1.1.2.1] (Steiner et al. 1995; Berns et al. 1997; Amati
et al. 1998). Zudem ist Myc von groBBer Bedeutung sowohl bei Angiogenese (Baudino et al.
2002; Dews et al. 2006), als auch bei der Proteinsynthese (Iritani, Eisenman 1999).

In gesunden Zellen werden bei Myc-Uberexpression Apoptosewege wie beispielsweise die
ARF-MDM2-p53-Kaskade ausgelost, wohingegen bei malignen Zellen meist auch diese
Signalwege beeintrichtigt sind und das Gleichgewicht zugunsten der Zellproliferation

verschoben ist (Nilsson, Cleveland 2003).

Somit ist es augenscheinlich, dass eine Uberexpression von Myc zu einer erhohten
Transformationsrate fithrt und damit an der Entstehung von Tumorerkrankungen wesentlich
beteiligt ist, was seine weitreichende Bedeutung als Protoonkogen untermauert (Pelengaris et

al. 2002; Keller et al. 2010; Meyer, Penn 2008; Oster et al. 2002).

1.2.2 Uberexpression in Tumoren

Die Expression von c-Myc ist in etwa 70 % aller Tumoren dereguliert (Dang 2012; Boxer,
Dang. 2001), was durch unterschiedliche Mechanismen erzielt wird. Hierbei handelt es sich
vor allem um Insertionen (Meyer, Penn. 2008; Payne et al. 1982), Amplifikationen des Gens
(Alitalo et al. 1983; Dalla-Favera et al. 1982b; Collins, Groudine 1982), sowie chromosomale
Translokationen. In diesem Zusammenhang ist beispielsweise das Burkitt-Lymphom zu
nennen. Hier besteht eine Translokation der Chromosomen 14, 2 oder 22, welche Gene fiir
schwere und leichte Ketten der Immunglobuline tragen, mit Chromosom 8, auf dem sich MYC
befindet, dessen Expression in der Folge hochreguliert wird und so zur Lymphomagenese

beitridgt (Dalla-Favera et al. 1982a; Marcu et al. 1992; Boxer, Dang 2001).



Bei verschiedenen soliden Tumoren wie Mamma-, Kolon-, Ovarialkarzinom, sowie auch
Osteosarkomen, Glioblastomen, Neuroblastomen und dem kleinzelligen Bronchialkarzinom
konnte eine deregulierte Expression von c-Myc, beziehungsweise anderer Mitglieder der
Familie wie n-Myc und 1-Myc, nachgewiesen werden, wobei hier zumeist Amplifikationen
auftreten (Dang 1999; Nesbit et al. 1999; Pelengaris et al. 2002). Oftmals sind diese Tumoren
aggressiv und wenig differenziert und gehen mit einer schlechten Prognose einher (Brodeur et

al. 1984; Wu et al. 2003; Herkert, Eilers 2010; Klapper et al. 2008).

1.3 Aurora Kinasen

Aurora Kinasen sind eine Familie von Serin/Threonin-Kinasen, welche eine essentielle Rolle
im Zellzyklus spielen (Bolanos-Garcia 2005). Zum heutigen Zeitpunkt sind drei Mitglieder
dieser Familie bekannt: Aurora A und B, welche bei der Proliferation vieler Zelltypen von
Bedeutung sind (Fu et al. 2007a; Ducat, Zheng 2004), sowie Aurora C, iiber deren Funktion
noch weniger bekannt ist, und welche bis jetzt hauptsidchlich in testikulirem Gewebe

nachgewiesen werden konnte (Kimura et al. 1999; Hu et al. 2000).

KEN motif

D-box (PxxRxxL)

D-box activating motif

151 131 _ 3 383 402

Aurora A

Aurora B

1 8 249 275

Aurora C

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Aurora Kinasen A, B und C. Die C- und N-
terminalen Domdnen beinhalten vor allem regulatorische Sequenzen, wdhrend sich in der
zentralen Region die katalytische Domdine befindet (Bolanos-Garcia 2005).



Aufgrund ihrer Schliisselstellung in der Zellzyklusregulation konnen Aurora Kinasen
wesentlich an der Entstehung von Tumoren und Krebserkrankungen beteiligt sein. In einer
Vielzahl an Tumoren, wie beispielsweise dem kolorektalen Karzinom, Mammakarzinom und
dem nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom, liegt eine vermehrte Expression von Aurora
Kinasen vor (Bischoff et al. 1998; Kollareddy et al. 2008; Zhou et al. 1998; Sen et al. 1997),
welche zudem auch hdufig mit genetischer Instabilitit und einer schlechten Prognose

assoziiert ist (Gautschi et al. 2008; Landen CN et al. 2007).

Es soll nun im Einzelnen auf die Isotypen Aurora A, B und C eingegangen werden.

1.3.1 Aurora Kinase A

Das Gen fiir die Aurora Kinase A ist auf Chromosom 20q13.2 lokalisiert und das kodierte
Protein iibt seine Funktion vorwiegend wiéhrend der Zellteilung aus (Bischoff et al. 1998).
Wihrend der G2-Phase befindet sich Aurora A am Zentrosom, wo sie durch
Phosphorylierung aktiviert wird (Hirota et al. 2003), und dann durch Rekrutierung,
Phosphorylierung und Stabilisierung verschiedener Mikrotubuli-assoziierter Proteine zur
Reifung des Zentrosoms beitragt (Meraldi, Nigg 2002; Berdnik, Knoblich 2002; Terada et al.
2003; Kinoshita et al. 2005), was eine Grundvoraussetzung zur Einleitung der Mitose

darstellt.

Dariiber hinaus wird Aurora Kinase A nach der Auflosung der Kernmembran in der
Prometaphase der Mitose an die proximalen Enden der Mikrotubuli befordert, wo sie
grundlegend bei der Ausbildung des Spindelapparates mitwirkt (Tsai et al. 2003; Tsai, Zheng
2005). Weiterhin ist Aurora A auch bei der Teilung des Zentrosoms (Hannak et al. 2001;
Marumoto et al. 2003) sowie beim Uberwinden des G2/M-Restriktionspunktes (Cazales et al.
2005) beteiligt.

Das hiermit ersichtliche onkogene Potential der Aurora Kinase A wurde im Mausmodell

bestitigt (Zhou et al. 1998; Ewart-Toland et al. 2003).



1.3.2 Aurora Kinase B

Auch die Aurora Kinase B, deren Gen sich auf Chromosom 17p13.1 befindet (Carvajal et al.
2006), spielt eine wichtige Rolle im Zellzyklus. Gemeinsam mit den nicht-enzymatischen
Untereinheiten Survivin, Borealin und INCENP ist sie eine Komponente des ,,chromosomal
passenger complex (CPC) (Vader et al. 2006; Honda et al. 2003) und bildet dessen
katalytische Einheit. Der CPC ist an der Modifizierung von Chromatin-Proteinen, an der
korrekten Trennung der Chromatiden wihrend der Mitose sowie an der Zytokinese beteiligt
und ist widhrend des gesamten Zellzyklus aktiv. Wihrend der Prometa- und Metaphase
befindet sich der Komplex an den Zentromeren, und verlagert sich nach der Teilung der
Chromatiden wieder in den Mittelteil, wo er bis zum Ende der Zellteilung verbleibt (Fu et al.
2007a; Gautschi et al. 2008). Aurora B phosphoryliert Histon H3 an Ser'® und Ser™®, was fiir
die Kondensation der Chromosomen und damit fiir das Einsetzen der Mitose erforderlich ist
(Hsu et al. 2000; Goto et al. 2002; Crosio et al. 2002), sowie dessen Variante CENP-A an
Ser’, wodurch die korrekte Haftung der Kinetochoren an die Spindelfasern gewihrleistet wird

(Zeitlin et al. 2001; Kunitoku et al. 2003).

Weiterhin ist Aurora B an der regelrechten Trennung der Schwesterchromatiden beteiligt,
indem sie die korrekte Anlagerung der Kinetochoren an die Mikrotubuli kontrolliert, sowie
fiir die Rekrutierung von Proteinen des ,,spindle assembly checkpoints® (siehe auch unter
1.1.2.3) zustindig ist. Erst wenn alle Kinetochoren korrekt an den Mikrotubuli befestigt sind,
konnen sich die Schwesterchromatiden teilen (Vigneron et al. 2004; Morrow et al. 2005;
Pinsky et al. 2006). SchlieBlich ist die Aurora Kinase B auch von groBer Bedeutung bei der
Zellteilung, wobei ihre Substrate hier unter anderem die Intermedidrfilamente Vimentin und

Desmin umfassen (Kawajiri et al. 2003; Goto et al. 2003).

Bei einer Hemmung der Aurora Kinase B kommt es demzufolge zur Hemmung der
Zytokinese und zur Polyploidie (Fu et al. 2007a; Schumacher et al. 1998). Aurora Kinase B
ist in zahlreichen Tumoren iiberexprimiert und hier mit schlechteren Uberlebensraten sowie

genetischer Instabilitit assoziiert (Gautschi et al. 2008).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Wirkungsweise der Aurora Kinasen A und B
im Zellzyklus sowie ihrer Substrate. Aurora A ist vorwiegend zu Beginn der Mitose aktiv,
wdhrend Aurora B zu verschiedensten Zeitpunkten im Zellzyklus Proteine phosphoryliert
(Gautschi et al. 2008).

1.3.3 Aurora Kinase C

Uber die genaue Funktion der Aurora Kinase C ist zum heutigen Zeitpunkt noch relativ wenig
bekannt. Sie wird vorwiegend im Hoden exprimiert und ist hierbei in Spermatogenese und
Meiose involviert, wihrend man in anderen Gewebearten nur sehr geringe Mengen an Aurora
Kinase C feststellen kann (Khan et al. 2011). Man geht davon aus, dass Aurora C ebenfalls
am Chromosomal passenger complex beteiligt ist, wobei sie an INCENP und Survivin bindet
und somit ihre Funktion mit der von Aurora B weitgehend iiberlappt, bzw. sie diese bei einem
Ausfall von Aurora B auch iibernechmen kann (Sasai et al. 2004; Li et al. 2004; Yan et al.
2005).

Weiterhin ist Aurora Kinase C, deren Gen auf Chromosom 19q13.43 lokalisiert ist, auch in
vielen Tumorzelllinien vermehrt exprimiert und es konnte gezeigt werden, dass ihre
Uberexpression dariiber hinaus Transformationen hervorruft und sie damit onkogenes

Potential besitzt (Khan et al. 2011).
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1.4 Aurora Kinase Inhibitoren

Tumoren sind charakterisiert durch unkontrolliertes, ungehemmtes Zellwachstum. Fehler in
der Zellzyklusregulation konnen zu solch einer Entartung von Zellen fiithren. Aufgrund der
oben beschriebenen elementaren Funktionen der Aurora Kinasen wéhrend Mitose und
Zellteilung und deren vermehrter Expression in verschiedenen Tumorgeweben, zeigen sie
groBes Potential als Zielscheibe der Krebstherapie (Fu et al. 2007a; Gautschi et al. 2008),
zumal gezeigt werden konnte, dass die Inhibition von Aurora A mittels RNA-Interferenz das
Tumorwachstum unterdriickt und die Sensitivitit gegeniiber Chemotherapie und Bestrahlung

erhoht (Hata et al. 2005).

Wihrend der letzten Jahre wurden daher zahlreiche Aurora Kinase Inhibitoren (AKI)
entwickelt und in priklinischen und klinischen Studien evaluiert (Kollareddy et al. 2012;
Friedberg et al. 2014; Lowenberg et al. 2011). Diese niedermolekularen Inhibitoren wirken
beispielsweise durch Hemmung der Interaktion mit den Partnerproteinen der Aurora Kinasen
oder durch Blockierung der ATP-Bindungsstelle der katalytischen Doméne (Keen, Taylor
2004). Im Folgenden soll beispielhaft auf zwei Vertreter dieser Gruppe von Inhibitoren

eingegangen werden, welche auch bei den Experimenten fiir diese Arbeit angewandt wurden.

1.4.1 R763/AS703569

Bei R763/AS703569 handelt es sich um einen potenten Pan-Aurora Kinase Inhibitor, der
Aurora A, B und C zelltypabhingig mit einer IC50 von 4, 4.8 und 6.8 nM, sowie auch wenige
andere Kinasen wie Abl, FLT1 und FLT3 hemmt. Dieser Inhibitor ist oral verfiigbar und ein
kompetitiver Hemmstoff von ATP (Kollareddy et al. 2012). Priklinisch lieBen sich beim
Einsatz dieses Inhibitors phédnotypische Veridnderungen wie ein vergrofertes Zellvolumen,
Endoreduplikation mit polyploiden Chromosomensitzen und Apoptose erkennen. Die orale
Applikation zeigte auch in vivo ein signifikant verringertes Tumorvolumen und verldngertes
Gesamtiiberleben (McLaughlin et al. 2010). R763/AS703569 wurde bereits in mehreren
klinischen Studien getestet, wobei bei mehreren Patienten ein Ansprechen auf
hidmatologischer und zytologischer Ebene sowie eine Stabilisierung der Krankheit beobachtet
werden konnte. Es mussten jedoch auch vermehrt unerwiinschte und dosislimitierende

Nebenwirkungen wie Neutropenie, Andmie, Thrombozytopenie sowie Diarrhoe festgestellt
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werden (Renshaw JS, Patnaik A, Gordon M, Beerman M, Fischer D, Gianella-Borradori A,
Lin C, Mendelson D 2007; Sonet et al. 2008).

1.4.2 MLN 8237 (Alisertib)

MLN 8237 (Alisertib) ist ein Inhibitor, der iiber eine 200fach hohere Selektivitit fiir Aurora
Kinase A als fiir Aurora B verfiigt. Er hemmt Aurora A mit einer IC 50 von 1.2 nM, indem er
ihre Phosphorylierung inhibiert und ist ebenfalls oral applizierbar
(http://www.selleckchem.com/products/MLN8237.html, 29.10.2014). Priklinische Studien in
Modellen von Lymphomen, Leukdmien, Multiplem Myelom, Brust- und Prostatakarzinom
zeigten ein Ansprechen mit vermehrtem Zelltod sowie in vivo ein reduziertes Tumorvolumen
und verldngertes Uberleben (Maris et al. 2010; Manfredi et al. 2011; Gorgiin et al. 2010). Der
Inhibitor wurde auch in klinischen Studien getestet, einzeln oder in Kombination mit anderen
Krebsmedikamenten, wobei vor allem eine Stabilisierung der Erkrankung erreicht werden
konnte (Boss et al. 2009). An unerwiinschten Wirkungen sind vor allem Neutropenie, Andmie
und Mukositis zu nennen, wenngleich diese geringer ausfallen als beim Vorginger MLN
8054 (Cervantes et al. 2012; Dees et al. 2012; Matulonis et al. 2012). Derzeit wird MLN 8237

in mehreren Phase II Studien untersucht.

1.5 Aurora Kinasen werden in Myc-induzierten Lymphomen
tiberexprimiert

Sowohl fiir Myc als auch fiir die Aurora Kinasen konnte in zahlreichen Tumorgeweben eine
Uberexpression festgestellt werden (Boxer, Dang 2001; Kollareddy et al. 2008). Es konnte
hierbei ein Zusammenhang zwischen diesen potentiellen Onkogenen festgestellt werden,
wobei in Myc-assoziierten B-Zell-Lymphomen die Aurora Kinasen A und B vermehrt
exprimiert werden. Dabei wird bei Myc-Aktivitit die Aurora Kinase A direkt und die Aurora
Kinase B indirekt reguliert und es kommt zu erhohten mRNA- ebenso wie Proteinlevels im
Vergleich zu Wildtypzellen (den Hollander et al. 2010). Des Weiteren waren Myc-positive
Lymphomzellen signifikant sensitiver gegeniiber einer Behandlung mit Aurora Kinase

Inhibitoren, was ebenfalls fiir eine Verbindung zwischen Myc und Aurora Kinasen spricht.
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Hier kommt es zur fehlerhaften Funktion der Mitose und damit zur Polyploidie
beziehungsweise zur Apoptose und Autophagie. Dabei ist zu beachten, dass die Inhibition der
Aurora Kinasen beim Myc-induzierten Lymphom wirkungsvoll ist ungeachtet des p53-Status
und somit eine Mangelhaftigkeit von p53 keine Resistenz gegeniiber Aurora Kinase
Inhibitoren vermittelt (Yang et al. 2010). Der Einsatz von Aurora Kinase Inhibitoren bei Myc-
iiberexprimierenden Lymphomen ist somit ein vielversprechender Therapieansatz, da er zum
selektiven Tod der Myc-positiven Zellen fiihrt (den Hollander et al. 2010; Yang et al. 2010).
Desgleichen konnte auch eine Wirksamkeit von Aurora Kinase Inhibitoren in Krebszelllinien
des kleinzelligen Lungenkarzinoms, in welchen eine Amplifikation von c¢-MYC vorlag,

nachgewiesen werden (Sos et al. 2012).
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2 Problemstellung und Zielsetzung

Die Therapie von Krebserkrankungen konnte im Lauf der letzten Jahre wesentlich verbessert
werden, was vor allem auch der Etablierung der sogenannten “targeted therapy”, der gezielten
Krebstherapie, zu verdanken ist. Hierbei richtet sich das Augenmerk auf spezifische Molekiile
und Stoffwechselwege, welche besonders in Tumorzellen vorhanden und aktiv sind, sodass
die Therapie gezielt auf maligne Zellen gerichtet wird und somit rationaler und effizienter,
sowie mit weniger Nebenwirkungen durchgefiihrt werden kann (Sawyers 2004). Die
Hemmung von Aurora Kinasen durch niedermolekulare Inhibitoren ist ein weiterer Schritt in
diese Richtung. Der Einsatz verschiedener Aurora Kinase Inhibitoren wurde bereits in
mehreren klinischen Studien erprobt, wobei ein Ansprechen gezeigt werden konnte. Es
musste jedoch auch festgestellt werden, dass wihrend der Therapie mit Aurora Kinase
Inhibitoren, sowohl in vitro als auch in vivo, Resistenzen gegeniiber diesen Substanzen

auftraten und deren Wirksamkeit abnahm (Kollareddy et al. 2012).

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, Gene zu identifizieren, deren durch
Uberexpression oder durch einen Knockdown vermehrt oder vermindert exprimierte Proteine
eine Resistenz gegeniiber Aurora Kinase Inhibitoren vermitteln konnen. Da bekannt ist, dass
Aurora Kinasen A und B in Myc-induzierten Lymphomen iiberexprimiert werden und somit
ein gutes Angriffsziel fiir eine Inhibition darstellen (den Hollander et al. 2010), sollten die
Experimente mit Myc-Lymphomzellen durchgefiihrt werden. Zunichst sollte eine geeignete
Konzentration des Aurora Kinase Inhibitors ermittelt werden, bei der ein Zelluntergang
deutlich zu beobachten ist und somit die Ausbildung relevanter Resistenzen ausreichend gut
beurteilbar ist. Hierbei wiirden zwei Vertreter aus der Gruppe der Aurora Kinase Inhibitoren
untersucht, der Pan-AKI R763/AS703569 sowie der Aurora A-spezifische Inhibitor
MLNS8237. Um die Auswirkungen einer Resistenz gegeniiber dem AKI einschidtzen zu
konnen, sollten auch Zellen untersucht werden, welche AURKA- bzw. AURKB-Mutationen
trugen und somit weniger sensibel auf den Inhibitor sind. Im Anschluss daran sollten die
Lymphomzellen mit einer siRNA library sowie auch mit einer cDNA library infiziert werden,
um Knockdowns beziehungsweise eine Uberexpression von zahlreichen verschiedenen Genen

zu erreichen. Die Entwicklung einer moglichen Resistenz sollte darauthin in der Zellkultur
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mit der zuvor festgelegten Konzentration des Aurora Kinase Inhibitors erfolgen, wobei ein
Farbumschlag des Mediums als ausschlaggebender Faktor fiir einen vermehrten Verbrauch
von Nihrstoffen und somit fiir ein Wachstum und ein Uberwinden der Wirkung des Inhibitors

angesehen wurde.

Wiirde solch ein Zellklon gefunden, sollten diese Zellen weiterhin kultiviert und dann die fiir
die Resistenz verantwortlichen Gene durch den Vergleich mit der siRNA library

beziehungsweise mittels Genexpressionsanalyse identifiziert werden.
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3  Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Arbeitsgerite und Zubehor

Tabelle 1: Verwendete Gerdite

Gerit

Firma

4°C Kiihlschrank (Liebherr Premium)
-20°C Gefrierschrank (Liebherr Premium)
-80°C Gefrierschrank

(V.ILP.~-86°C ULT, MDF-U52V)
Analysewaage
Brutschrank (Heraeus Hera cell 240)
Durchflusszytometer (Coulter® Epics® XL™)

Filmentwickler (Hyperprocessor)
Gelelektrophoresekammer (Multigel Long)
Glasplatten (Multigel Long)

Glaswaren

Heizschiittler (Thermomix comfort)
Homogenisator (SONOPLUS HD 2070)
Infrarotlampe

Isoliergummis

Kamme (Whatman Biometra Comb Horizon,

20 well Imm und 2mm)

Lichtmikroskop

Liebherr Hausgerdte GmbH
Liebherr Hausgerdte GmbH
SANYO Electric Biomedical Co.

Kern

Heraeus

Beckman Coulter GmbH-
Diagnostics
Amersham Life Science
Biometra GmbH
Biometra GmbH
Labware SCHOTT AG
Eppendorf AG
Bandelin Electronic
Petra

Biometra

Whatman® GmbH

Zeiss
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Microfuge (Heraeus Biofuge fresco)
Microfuge (Heraeus Megafuge 3.0 RS)
Microfuge (Heraeus Multifuge 3s)
Microfuge (MiniSpin)

Pipetboy

Pipetten

Real time PCR Maschine (StepOnePlusTM)
Sicherheitswerkbank (HeraSafe HSP 18)
Spektrophotometer (SmartSpec™ PLUS)
Stickstofftank (K-Series Cryo Storage Systems)
Transferkammer

Vortexer (MS1 Minishaker)

Wasserbad

Zihlkammer (Neubauer improved)

3.1.2 Verbrauchsmaterial

Tabelle 2: Verwendetes Verbrauchsmaterial

Material

Heraeus

Heraeus

Heraeus

Eppendorf AG

Integra Biosciences AG
Eppendorf

Applied Biosystems
Heraeus

Bio-Rad

Taylor Wharton GmbH
Bio Rad

IKA® Werke GmbH & Co. KG
Grant

LO-Laboroptik

Firma

6 well-Platten

12 well-Platten

96 well-Platten

Einmalkiivetten
FACS-Rohrchen, 5 ml
Kryorohrchen (Cryo Tubes™)
MicroAmp ™ (Optical 96-Well Reaction Plate)
Objekttrager

Pipettenspitzen
PVDF-Membran
ReaktionsgefiBle 1,5ml und 2ml
Rontgenfilm CL-Xposure

Greiner Bio-One GmbH
Greiner Bio-One GmbH
Greiner Bio-One GmbH
Carl Roth

BD Biosciences
Corning

Applied Biosystems
Mediware

Sarstedt

Bio-Rad

Eppendorf

Thermo Scientific
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Spritzenfilter (Filtropur S) Sarstedt
Whatman® Papier Biometra
Zellkulturflaschen Greiner Bio-One GmbH
Zentrifugenrohren, 15ml und 50ml Sarstedt
3.1.3 Chemikalien
Tabelle 3: Verwendete Chemikalien
Name Firma
a-MEM Gibco
2-Mercaptoethanol, 50 mM Invitrogen
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Vybrant®
Bromide (MTT)
Acrylamid/Bisacrylamid Gel 30 Sigma-Aldrich
Agarose NEEO ultra quality Roti®Garose Carl Roth
Ammoniumpersulfat (APS) Sigma-Aldrich
AS703569/ R763 EMD Serono
Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich
Bromphenolblau Sigma-Aldrich
Destilliertes Wasser (Aqua dest.) Invitrogen

Dimethylsulfoxid (DMSO)

dNTP Mix, 10 mM

Dulbecco’s phosphate buffered saline (DPBS)
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
4,5¢g/1 Glucose

Ethanol

Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)

Fetales Kilber Serum (FCS)

Formalin (4 %)

Gelatine

Glycerol

Riedel-de Haén
Fermentas
Invitrogen
Invitrogen
Gibco
Riedel-de Haén
Carl Roth

PAA Laboratories GmbH
Sigma-Aldrich
Sigma
Sigma-Aldrich



Hank’s Buffered Salt Solution (HBSS)
HEPES

Isopropanol

L-Glutamin, 200 mM

Lipofectamin® 2000

Methanol

Milchpulver

MLN 8237

Natriumdodecylsulfat (SDS)
Nichtessentielle Aminosduren (NEAA)
Oligo(dT)12-18 Primer

Opti-Meme I Reduced Serum Media
Penicillin/Streptomycin (P/S)

PEG-it " Virus Concentration

Phosphat Buffered Saline (PBS)

Platinum SYBR Green gPCR SuperMix-UDG

Polybren (Hexadimethrinbromid)
Propidium Iodid (PI)

Puromycin Dihydrochlorid

RNase OUT

RPMI-1640 Medium (-L-Glutamin)
SuperSignal West (Pico/Dura/Femto)
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS)
Trypanblau 0,4 %
Trypsin-EDTA-LSsung

Tween 20

Gibco
Sigma-Aldrich
Fluka
Invitrogen
Invitrogen
Sigma-Aldrich
Fluka

Selleck
Sigma-Aldrich
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
System Biosciences
PAA
Invitrogen
Sigma-Aldrich
Invitrogen
Gibco
Invitrogen
Gibco

Pierce
Sigma-Aldrich
Carl Roth
Invitrogen
Gibco

Carl Roth
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3.1.4 Kits

Tabelle 4: In der vorliegenden Arbeit verwendete Kits

Name Firma
RNeasy Mini Kit Qiagen
Bio-Rad Protein Assay Bio-Rad

Global UltraRapid™ Titering Kit

Qiagen® Omniscript RT Kit

Qiagen® Qiaschredder

3.1.5 Antikorper

System Biosciences
Qiagen

Qiagen

Tabelle 5: Antikorper, die in der vorliegenden Arbeit verwendet wurden

Antikorper Spezies Firma
Anti-B-Aktin Maus Sigma-Aldrich
Anti-Bcl 2 Maus BD Pharmingen
Anti-Myc Kaninchen Santa Cruz
Anti-Aurora A Maus Sigma-Aldrich
Anti-Aurora B Kaninchen Sigma-Aldrich
Anti-Histon H3 Kaninchen Millipore
Anti-Kaninchen Ziege GE Healthcare
Anti-Maus Schaf GE Healthcare
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3.1.6 Puffer

Tabelle 6: Verwendete Puffer

Name Reagenzien
Blockierpuffer PBS
10% Trockenmilch
0,1% Tween
FACS-Puffer 0,1% BSA
PBS
Ladepuffer, 50 ml (5x): 3,88 g DTT

Lysepuffer:

250 mM Tris-HCI ph 6,8

5 gSDS

6,25 g Bromphenolblau (1 %)
50 % Glycerol

50 ml deionisiertes Wasser

1 mM PMSF

10 mM B-Glycerophosphat

0,2 mM NaF

0,1 mM NaVO4

10 % einer Roche Mini-Complete Tablette

ARF
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Trenngel:

Sammelgel:

SDS-Laufpuffer (10x):

Transferpuffer:

7,5-12 % Acrylamid/Bisacrylamid
375 mM Tris/HCI, pH 8,8

0,1 % SDS

3 % APS

0,07 % TEMED

5 % Acrylamid/Bisacrylamid
125 mM Tris/HCI, pH 6,8
0,1 % SDS

7 % APS

0,14 % TEMED

14,4 % Glycin
3 % Tris
1 % SDS

deionisiertes Wasser

20 % Methanol

10 % SDS Laufpuffer (10x)

deionisiertes Wasser
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3.1.7 Primer

Tabelle 7: Verwendete Primer

Gen Primer Sequenz 5‘— 3°

AURKA Fw CACACGTACCAGGAGACTTACAGA
AURKA Rev AGTCTTGAAATGAGGTCCCTGGCT
AURKB Fw GCCCCTCGCGGGGAACTCTA
AURKB Rev GGCATGCACCGACCAGCCAA
WPRE Fw CCGTTGTCCGTCAACGTG

WPRE Rev AGTTGACAGGTGGTGGCAAT

UCRI Fw TTAACAATCCGCTTGGACATGA
UCRI Rev AAAATCAGTTCGCCAGAAGCA

UB Fw TGGCTATTAATTATTCGGTCTGCAT
UB Rev GCAAGTGGCTAGAGTGCAGAGTAA

3.1.8 Klonierungsvektoren und Expressionsplasmide

Tabelle 8: Verwendete Klonierungsvektoren und Expressionsplasmide

Aurora A Mutante (P BABE-AURKA-Puro)

Aurora B Mutante (pBABE-AURKB-Puro)

cDNA library

pBABE-Puro

Hergestellt von AG Keller

Hergestellt von AG Keller

Zur Verfiigung gestellt von Jonas Nilsson,

Schweden

Addgene



pPACKF1 plasmid mix (pMD2.G, pFIV-
34N)

GeneNet™ Mouse 40K siRNA Library

c-MYC GFP
MIG GFP

MSCV thCD2

3.1.9 Medien

Tabelle 9: Zellmedien

Lymphomzellmedium:

NIH 3T3- und Phoenixzellmedium:

293TN-Zellmedium:

Zur Verfiigung gestellt von Jonas Nilsson,

Schweden

Zur Verfiigung gestellt von Jonas Nilsson,

Schweden
Hergestellt von AG Keller
Addgene

Zur Verfiigung gestellt von Prof. Marc
Schmidt-Supprian

RPMI

10 % FCS (hitzeinaktiviert)

1 % Penicillin/Streptomycin Losung
1 % NEAA

1 % L-Glutamin

0,1 % 2-Mercaptoethanol

DMEM
10 % FCS (hitzeinaktiviert)

1 % Penicillin/Streptomycin Losung (bei
NIH3T3)

DMEM

10 % FCS (hitzeinaktiviert)

1% L-Glutamin

4.5 g/1 Glucose

1 % Penicillin/Streptomycin Losung
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Einfriermedium: FCS

10% DMSO
3.1.10 Zelllinien
Tabelle 10: Verwendete Zelllinien
Lymphomzelllinien 580 und 665: In vitro aus Priméarlymphom etablierte Epi-

Myc-Zelllinien, Suspensionszellen

293TN: Retrovirus-produzierende humane

Nierenzelllinie, adhirent

NIH 3T3: murine embryonale Fibroblasten-Zelllinie,
adhérent
Phoenix E: Retrovirus-produzierende Zelllinie, basierend

auf der humanen Zelllinie 293T, adhérent

3.1.11 Softwareprogramme

Tabelle 11: Softwareprogramme

FlowJo Version 7
Microsoft Excel
Microsoft Paint
Microsoft PowerPoint

Microsoft Word
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3.2 Methoden

3.2.1 Zellkultur

Es wurden die Lymphomzelllinien 580 und 665, die murine embryonale Fibroblasten-
Zelllinie NIH3T3, sowie die Retrovirus-produzierenden Zelllinien 293TN und Phoenix E
Zellen kultiviert. Als Medium diente hierbei fiir die Lymphomzellen RPMI versetzt mit 10 %
FCS, 1% Penicillin/Streptomycin Losung, 1% nicht-essentielle Aminosduren, 1% L-Glutamin
und 0,1% 2-Mercaptoethanol. Sie wurden mit einer Dichte von 2x10° Zellen/ml kultiviert.
Fir die NIH3T3-Zellen wurde DMEM-Medium mit 10% FCS und 1%
Penicillin/Streptomycin Losung verwendet, ebenso fiir die Phoenixzellen, hier jedoch ohne
Antibiotika. Die 293TN-Zellen wurden in DMEM mit 10 % FCS, 1% L-Glutamin, 4.5g/1
Glucose und 1% Penicillin/ Streptomycin Losung kultiviert. Je nach Dichte wurden die
adhérenten Zellen trypsiniert und gesplittet. Alle Zelllinien wurden bei 37°C mit 5% CO2 und

einer relativen Luftfeuchtigkeit von 95% im Brutschrank gehalten.

Zum Einfrieren wurden 10x10° Zellen in 700ul Medium, 200ul FCS und 100ul DMSO zum
Schutz vor Kristallbildung in ein Kryoréhrchen pipettiert, das zunéchst bei -80°C gelagert und
spater in fliissigen Stickstoff tiberfiihrt wurde.

Zum Auftauen wurden die Kryorohrchen im Wasserbad aufgewirmt, die Zellen dann ziigig in
frisches Medium aufgenommen und das toxische DMSO durch Zentrifugieren entfernt. Nun

konnten die Zellen im Brutschrank kultiviert werden.

3.2.2 Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen im Verhiltnis 1:1 mit 0,5%-iger
Trypanblauldsung verdiinnt und ein Tropfen dieser Suspension auf eine Neubauer-

Zihlkammer pipettiert. Darauthin konnten die Zellen unter dem Mikroskop gezéhlt werden.
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3.2.3 MTT-Assay

Der MTT-Assay stellt eine Methode zur Bestimmung der Viabilitdt von Zellen dar. Es wird
hierbei der gelbe Farbstoff 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid
(MTT) von lebenden Zellen zu blauem Formazan reduziert. Diese Farbinderung kann

spektrometrisch gemessen werden (Mosmann 1983).

Es wurden 1x10° Zellen mit einer Verdiinnungsreihe der Aurora Kinase Inhibitoren
R763/AS703569 (0,78- 100nM) und MLN8237 (4-500nM) angesetzt und nach 24 und 48
Stunden Messungen am Spektrometer durchgefiihrt, wobei zwei Stunden vorher 40ul MTT

zugegeben wurde.

3.2.4 Durchflusszytometrie

3.2.4.1 Zellzyklusanalyse

Zur Zellzyklusanalyse wurden 5x10° Zellen/ml mit unterschiedlichen Konzentrationen der
Aurora Kinase Inhibitoren R763/AS703569 und MLNS8237 inkubiert. Nach 24 und 48
Stunden wurden die Zellen durch Waschen in PBS und anschlieBender Zentrifugation und
Suspension in 70% Ethanol fiir die Analyse fixiert. Nach einer Wartezeit von mindestens vier
Stunden wurden die Zellen bei 4°C abzentrifugiert und mit Propidium Iodid Staining Solution
(PI) gefarbt. Nach einer Inkubation von 15 Minuten konnte die Messung mittels PI-FACS im
FL3-Kanal durchgefiihrt werden. Da PI zwischen DNA-Basenpaare interkaliert, kann durch
dessen Bindung der DNA-Gehalt der Zellen gemessen werden. Da Zellen je nach
Zellzyklusphase unterschiedliche Mengen an DNA enthalten, kann so eine Zuordnung der
Zellen in eine bestimmte Phase des Zellzyklus erfolgen. Hierdurch gelang auch eine
Beurteilung von Diploidie oder Polyploidie der Zellen sowie eine Einordnung in die subGO-

Phase.

3.2.4.2 FACS-Analyse der GFP-Expression

Um den Anteil der Zellen zu ermitteln, welche das fluoreszierende Markerprotein GFP

enthalten, wurden die Zellen mit PBS gewaschen, abzentrifugiert und in FACS-Puffer
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resuspendiert. Dann wurden sie durchfluszytrometrisch analysiert. Dies diente unter Anderem

der Messung der Infektionseffizienz bei der retroviralen Transduktion.

3.2.5 Real-time PCR

Die quantitative real-time PCR ist eine Methode zur Vervielfiltigung von DNA- und RNA-
Sequenzen, welche auf dem Prinzip der Polymerase-Ketten-Reaktion beruht und gleichzeitig
eine Quantifizierung der Nukleinsduren erlaubt. Diese Quantifizierung wird durch
Fluoreszenzmessungen wihrend der exponentiellen Phase der PCR ermoglicht (Gut et al.
1999). In der vorliegenden Arbeit wurde diese Methode zum einen zur Messung der
Expression der in die Zellen eingebrachten Mutationen von Aurora Kinase A und B sowie zur
Titerkontrolle nach Infektion mit der siRNA library verwendet. Als housekeeping genes

wurden Ubiquitin und UCR1 eingesetzt, welche in allen Zellen ubiquitir vorhanden sind.

3.2.5.1 Arbeitsabldufe bei der quantitativen real-time PCR

Die RNA-Isolation wurde nach Anleitung des Herstellers mithilfe des RNeasy Kits von
Quiagen® durchgefiihrt. AnschlieBend erfolgte die cDNA-Synthese mittels Quiagen®
Omniscript RT Kit. Hierbei wurden 2ug RNA mit RNase-freiem Wasser auf 24ul aufgefiillt.
Dann wurden 4ul 10x RT-Puffer, 4ul dNTP, 4ul Oligo-dT, 2ul RNase out und 2ul Reverse
Transkriptase zugefiigt. Der Ansatz wurde fiir 60 Minuten bei 37°C inkubiert, danach wurde
durch Erhitzen auf 93°C das Enzym inaktiviert. Darauthin konnte die real-time PCR

durchgefiihrt werden. Hierzu wurde folgendes Pipettierschema verwendet:

Tabelle 12: Pipettierschema real-time PCR

15,6ul SYBR®Green
0.5ul Rox
0.05ul Primer A

0.05ul Primer B
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8ul H20

0.8ul ¢DNA

Die quantitative real-time PCR wurde am StepOnePlus™-Geriit von Applied Biosystems
durchgefiihrt. Dabei wurden die Proben zunichst in einem Zyklus fiir 2 Minuten auf 50°C und
dann fiir 10 Minuten auf 95°C erhitzt. Daraufthin folgten 40 Zyklen von 15 Sekunden bei
95°C (Denaturierung) und 1 Minute bei 60°C (Annealing). Zur relativen quantitativen
Auswertung wird schlielich die Menge des untersuchten Gens mit dem housekeeping gene in

Relation gesetzt.

3.2.5.2 Titerkontrolle nach Infektion mit der siRNA library

Zur Determinierung der Prozentzahl an Zellen, welche mit der siRNA library infiziert sind,
wurde eine Titerkontrolle nach dem Protokoll des Herstellers durchgefiihrt. Es wurde hierzu
das Global UltraRapid Lentiviral Titer Kit™ von System Biosciences verwendet. Die
GeneNet™ siRNA library enthidlt das WPRE-Element, welches zusammen mit den
lentiviralen Konstrukten in das Genom der Zielzellen transduziert wird. Die Anzahl der in die
Zellen integrierten Kopien von WPRE korreliert daher mit der der lentiviralen Konstrukte und
wird mit dem ubiquitdr exprimierten housekeeping gene UCRI1 normiert. Mithilfe von
vorhandenen Standards kann eine Standardkurve erstellt werden und durch Auftragung des
ermittelten Wertes die Multiplicity of Infection (MOI) ermittelt werden, welche der

Prozentzahl an infizierten Zellen entspricht.

Tabelle 13: Pipettierschema Titerkontrolle mittels RT-PCR

12.5 uL 2X SYBRTaq Mix

1 ul 25x Primer Mix UCRI bzw. WPRE
2ul cDNA
9,5ul H20
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Die real-time PCR wird ebenfalls nach dem unter 3.2.5.1 beschriebenen Schema

durchgefiihrt, wobei am Ende ein Dissoziationsschritt hinzugefiigt wird.

3.2.6 Western Blot

3.2.6.1 Herstellung von Zelllysaten und Proteinbestimmung nach Bradford

Fiir den Proteinnachweis mittels Western Blot wurden jeweils 10x10° Zellen verwendet.
Diese wurden zunéchst unter Anwendung eines Lyse-Puffers (siehe 3.1.6) lysiert, 15 Minuten
auf Eis gelagert und dann mit 30% Power sonnifiziert. Nach Zentrifugation fiir fiinf Minuten
mit 13000 rpm bei 4°C und Abnahme des Uberstands konnte die Proteinbestimmung nach
Bradford erfolgen. Hierbei wurde das Protein Assay Bradford im Verhiltnis von 1:5 mit
sterilem Wasser verdiinnt und ein Milliliter davon zusammen mit einem Mikroliter des Lysats
in eine lichtundurchldssige Kiivette gegeben. Nun konnte im Photometer die
Proteinkonzentration gemessen werden. Es wurden fiir alle Proben Doppelbestimmungen
durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die Proben mit 5x Loading Buffer und ARF Buffer auf
60ul aufgefiillt, fiir fiinf Minuten auf 95°C erhitzt und auf Eis abgekiihlt. Die Lagerung der
Proben erfolgte bei -80°C.

3.2.6.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Zur Proteinbestimmung wurden die Proben in 12%-igem oder 15%-igem Trenngel und
Sammelgel aufgetragen. Fiir die Zusammensetzung der Gele siehe 3.1.6. Die mit dem Gel
gefiillten Glasplatten wurden in eine Elektrophoresekammer eingesetzt, welche mit Running
Buffer aufgefiillt wurde. Nun wurden 15 pl Marker und jeweils 30ul der Proben in die
Taschen pipettiert. Die Elektrophoresekammer wurde dann an das Power Pac angeschlossen
und fiir etwa 20 Minuten lieB man die Proben bei 60 Volt ins Sammelgel laufen. Nach

weiteren zwei Stunden bei 120 Volt waren die Proben dann komplett aufgetrennt.

3.2.6.3 Nass-Transfer

Mittels Nass-Transfer wurden die Proteine auf eine PVDF-Membran iibertragen. Diese wurde

zundchst in Methanol aktiviert und dann zusammen mit dem Trenngel zwischen zwei
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Whatman-Papers in die Transferkammer eingelegt. Hierbei muss die Membran fiir einen
erfolgreichen Transfer in Richtung der Anode zu liegen kommen. Die Kammer wurde mit
Transferpuffer gefiillt und unter Verwendung einer Kiihlschleife wurde der Transfer bei einer
Stromstédrke von 1000mA fiir 60 Minuten durchgefiihrt. AnschlieBend wurde die Membran
zum Blocken unspezifischer Reaktionen fiir eine Stunde bei Raumtemperatur oder iiber Nacht

im Kiihlschrank in 5%-ige Milch gegeben.

3.2.6.4 Inkubation mit primdrem und sekundidrem Antikorper

Der primire Antikorper gegen das zu untersuchende Protein wurde zusammen mit Sml Milch
zur Membran gegeben und fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur oder iiber Nacht im
Kiihlschrank auf der Rollbank inkubiert. Nach drei zwanzigminiitigen Waschschritten in
PBS-Tween konnte der sekundédre Antikorper im Verhiltnis 1:10 000 in 10ml Milch gelost
und ebenfalls mit der Membran etwa eine Stunde lang inkubiert werden. Es folgten wiederum

vier Waschschritte mit PBST fiir jeweils 10 Minuten.

3.2.6.5 Entwickeln

Es wurde eine Entwicklerlosung auf die Membran aufgetragen, wobei ,,Super Signal West*
Entwicklerlosungen (Pierce) vom Typ Pico, Dura und Femto eingesetzt wurden. Die
Membran wurde anschliefend in der Dunkelkammer auf einen Film aufgelegt und fiir
variable Zeitabschnitte belichtet. Um Fehler in der Beladung der Gele auszuschlie3en, wurde

stets B-Aktin als interne Ladungskontrolle verwendet.

3.2.7 Transfektion

Die Transfektion bezeichnet das Einbringen von Fremd-DNA in eukaryotische Zellen. In der
vorliegenden Arbeit wurde hierzu das Verfahren der Lipofektion und der retroviralen
Transduktion genutzt. Es wurden Mutationen von Aurora Kinase A und B in die

Lymphomzellen und das Protoonkogen ¢-MYC in NIH3T3-Zellen transfiziert.
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3.2.7.1 Lipofektion

Bei der Lipofektion wird das genetische Material mittels Liposomen in die Zielzelle
eingeschleust. Es kommt hierbei zu einer Komplexbildung zwischen den kationischen
Lipiden und den anionischen Nukleinsduren. Aufgrund ihrer d@uflerlich positiven Ladung und
ihrer Lipophilie interagieren diese Komplexe mit der negativ geladenen und hydrophoben

Zellmembran und werden durch Phagozytose in die Zelle aufgenommen (Felgner et al. 1987).

Zur Produktion von retroviralen Partikeln wurden Zellen vom Typ Phoenix E verwendet. Von
diesen wurden am Tag vor der Transfektion 2,2x10° Zellen ausplattiert und ohne Zusatz von
Antibiotika zum Medium kultiviert. Am nidchsten Tag wurden zusammen mit jeweils 500ul
Opti—MEM® I Reduced Serum Medium zum einen 10pug des Plasmids, zum anderen 20ul
Lipofektamine™ 2000 angesetzt. Nach einer fiinfminiitigen Wartezeit wurden die beiden
Ansidtze vermischt und noch einmal fiir 20 Minuten inkubiert. Dann wurde jeweils ein
Milliliter sehr vorsichtig auf die Phoenixzellen pipettiert. Nach einer Inkubationszeit im
Brutschrank von vier bis sechs Stunden wurde das Medium abgesaugt und durch o-MEM
ersetzt. Die Phoenixzellen produzierten nun retrovirale Partikel und gaben diese in das

Medium ab.

3.2.7.2 Retrovirale Transduktion

Nach 12, 24 und 36 Stunden wurde der retrovirale Uberstand von den Zellen abgenommen,
durch 45ul Zellfilter gefiltert und unter Zugabe von 8ug/ml Polybren zur Verbesserung der
Transduktionseffizienz auf die Zielzellen iibertragen. Bei den adhédrenten Zellen geniigte dies,
um eine ausreichende Infektionsrate zu erzielen. Fiir die Suspensionszellen wurde zusitzlich
noch eine Spin Infection bei 36°C und 1200rpm fiir 60 Minuten durchgefiihrt. Die Plasmide
mit den Mutationen von Aurora A und B sowie deren Leervektor enthielten aulerdem eine
Resistenz gegen Puromycin, sodass durch Zugabe von 3ul/ml Medium dieses Antibiotikums
eine Selektion der Zellen erfolgen konnte, welche erfolgreich infiziert wurden. Anschliefend
wurde die Effizienz der Transfektion in real time PCR und Western Blot nachgewiesen. Das
c-MYC-Konstrukt besall dagegen das Reportergen GFP, sodass hier die Infektionseffizienz

durchflusszytometrisch bestimmt werden konnte.
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3.2.8 Transduktion der siRNA- und der cDNA library

3.2.8.1 Lipofektion

Die Transduktion der siRNA library wurde nach dem Protokoll des Herstellers System
Biosciences (GeneNet™ Lentiviral shRNA Libraries User Manual) durchgefiihrt. Zur
Produktion der lentiviralen Partikel wurden 293TN Zellen verwendet. Diese wurden am
Vortag der Transfektion zu 3x10° Zellen in 10cm-Platten ausplattiert. Es erfolgte die
Lipofektion wie unter 3.2.7.1 beschrieben. Hierbei wurden pro Ansatz 20ul Lipofectamine
mit 0,5ml Opti—MEM® I Reduced Serum Medium sowie 2ug der siRNA library mit 6,6pg
beziehungsweise 3,4ug der Packplasmide pFIV34N und pMD2.G und ebenfalls 0,5ml Opti-
MEM® vermischt. Nach fiinf Minuten wurden die beiden Ansitze vereinigt und nach einer

Inkubationszeit von 20 Minuten auf die 293TN Zellen gegeben.

3.2.8.2 Konzentration des Virusiiberstands

Nach 12, 24 und 36 Stunden wurde der Virusiiberstand abgenommen. Nach Empfehlung des
Herstellers wurden die viralen Partikel mit PEG-it™ Virus Precipitation Solution (5x),
bestehend aus Polyethylenglycol, konzentriert. Hierbei wurde PEG-it™ Virus Precipitation
Solution (5x) im Verhiltnis 1:4 zum Uberstand gegeben, 12 Stunden bei 4°C gekiihlt und
anschlieend fiir 30 Minuten mit 1500xg bei 4°C zentrifugiert. Nun konnten die lentiviralen
Partikel als beiges Pellet wahrgenommen werden. Nach Abnahme des Uberstandes wurde
noch einmal fiir fiinf Minuten zentrifugiert und jegliche verbleibende Fliissigkeit

abgenommen. Nun wurde das Pellet in 1 ml kaltem PBS gelost und bei -80°C gelagert.

Alle Arbeiten in Verbindung mit den lentiviralen Partikeln wurden in einer

Sicherheitswerkbank der Klasse II durchgefiihrt.

3.2.8.3 Lentivirale Transduktion

Fiir die lentivirale Transduktion wurden die Zielzellen jeweils mit lml Medium zusammen
mit 8ug/ml Polybren und 2pl des Viruskonzentrats versetzt. Bei den Suspensionszellen
erfolgte eine Spin Infection fiir eine Stunde bei 1200rpm und 32°C, welche nach 24 und 48

Stunden wiederholt wurde.
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Zur Uberpriifung der Infektionseffizienz wurde eine Titerkontrolle mittels real-time PCR

durchgefiihrt, siehe hierzu 3.2.5.2.

3.2.8.4 Modifikationen im Protokoll

Nachdem die Titerkontrolle und somit die Infektion der Lymphomzelllinien 580 und 665 nach
oben beschriebenem Protokoll nicht erfolgreich waren, wurden verschiedene Anderungen

vorgenommen und die Versuche wiederholt.

Statt der 293TN Produktionszelllinie wurden die etablierten Phoenix E Zellen verwendet. Auf
die Konzentration des Virusiiberstandes mit PEG-it™ Virus Precipitation Solution wurde
verzichtet, stattdessen wurde der virale Uberstand direkt auf die zu infizierenden Zellen
gegeben. Da es nicht gelang, die Lymphomzelllinien zu infizieren, wurde der Versuch anstelle
von diesen mit NIH3T3 myc Zellen durchgefiihrt, da diese Zelllinie im Allgemeinen leicht zu

infizieren ist.

Entsprechend diesen Modifikationen konnte schlieBlich nach mehrmaligem Wiederholen des

Versuchs eine Transduktionseffizienz von 64% erzielt werden.

3.2.8.5 Transduktion der cDNA library

Die Transfektion der cDNA library erfolgte auf gleiche Weise wie oben beschrieben unter
Verwendung von Phoenix E Zellen als Verpackungszelllinie. Zusammen mit der cDNA
library wurde das Plasmid MSCV thCD2 in 1%-iger Konzentration transfiziert, um eine
Kontrolle der Transduktionseffizienz zu gewihrleisten. Hierzu wurde nach erfolgter
Transduktion ein CD2 FACS durchgefiihrt, wobei eine Positivitidt der CD2-Farbung bei 1%

der Zellen erwartet wurde, um von einer gelungenen Transduktion sprechen zu konnen.

3.2.9 Statistische Analysen

Fiir die statistischen Analysen wurde das Programm Excel 2010 (Microsoft Windows)
verwendet, wobei der Student’s t-Test angewendet wurde. Nur zweiseitig ermittelte p-Werte

kleiner 0,05 wurden als statistisch signifikant gewertet.
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4  Ergebnisse

4.1 Ermittlung einer geeigneten Konzentration des Aurora Kinase
Inhibitors

Es ist bekannt, dass in Myc-induzierten Lymphomzellen Aurora Kinase A und B vermehrt
exprimiert werden (den Hollander et al. 2010). Der Einsatz von Aurora Kinase Inhibitoren
(AKI) ist daher ein vielversprechender Ansatz in der Behandlung von Myc-induzierten

Lymphomen (Yang et al. 2010).

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, welche Mechanismen zu einer Resistenz

von Myc-Lymphomzellen gegeniiber der Exposition mit Aurora Kinase Inhibitoren fiihren.

Um spiter eine Resistenz feststellen zu konnen, musste zunichst eine geeignete
Konzentration des Inhibitors ermittelt werden, bei der die Aurora Kinase-Funktion effizient

inhibiert wird und die Zellen sicher absterben.

4.1.1 25nM des Aurora Kinase Inhibitors R763/ AS703569 (Pan-Aurora Kinase

Inhibitor) als wachstumshemmende Wirkstoffkonzentration

Es wurde zunichst ein MTT-Assay durchgefiihrt, wobei in einer 96-well-Platte myc-
Lymphomzellen der Zelllinien 580 und 665 (Dreifachbestimmung, jeweils 100 000 Zellen pro
well) mit unterschiedlichen Konzentrationen (0,78nM bis 100nM) des Inhibitors
R763/AS703569 fiir 24h und 48h inkubiert wurden. Wie in Abbildung 5 zu erkennen ist, war
die Viabilitidt der Zellen (als Beispiel ist hier die Zelllinie 580 nach 48h dargestellt) ab einer

Konzentration von 25nM deutlich reduziert im Vergleich zur Negativkontrolle.
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Abbildung 5: Ermittlung einer geeigneten Konzentration von R763/AS703569. Zellen der
Lymphomzelllinie 580 wurden 48h mit dem Inhibitor inkubiert. Daraufhin wurde MTT zu den
Zellen gegeben und nach 2h die Viabilitit mittels Farbumschlag spektrophotometrisch
gemessen. Es wurden verschiedene Konzentrationen des Inhibitors zwischen 0,78nM und
100nM eingesetzt. Man kann erkennen, dass die Viabilitdt ab einer Konzentration von 25nM
im Vergleich zur Negativkontrolle (nur DMSO, kein Inhibitor) deutlich abnimmt. Die Daten
reprdsentieren den Mittelwert aus drei unabhdngigen Ansdtzen (£Standardabweichung).

Um dieses Ergebnis zu untermauern, wurde eine Zellzyklusanalyse mittels PI-FACS
durchgefiihrt. Die Zelllinien 580 und 665 wurden wiederum fiir 24h und 48h mit dem
Inhibitor inkubiert, als Beispiel sei in Abbildung 6 die Linie 580 nach 48h R763/AS703569-
Exposition dargestellt. Hier konnte man deutlich erkennen, dass bei einer Konzentration von
25 und 100nM die Viabilitidt der Zellen erheblich eingeschrinkt ist. Ein Grofteil der Zellen
befindet sich in der subGO-Phase und ein weiterer groler Anteil besitzt einen oktoploiden
Chromosomensatz, was die Polyploidie als Reaktion auf Aurora Kinase Inhibitoren bestitigt
(Yang et al. 2010; Wilkinson et al. 2007). Dagegen sieht man bei den Zellen, die mit 10nM
R763/AS703569 inkubiert wurden, im Vergleich zur Negativkontrolle kaum einen
Unterschied.

Somit wurde eine Konzentration von 25nM R763/AS703569 fiir die weiteren Experimente als
geeignet erachtet, da bei dieser Konzentration eine etwaige Resistenz der Zellen gegeniiber

dem Aurora Kinase Inhibitor deutlich sichtbar sein sollte.
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Abbildung 6: PI-FACS, Zelllinie 580 mit 10, 25 und 100nM R763/AS703569. Die Zellen
wurden 48h mit dem Inhibitor inkubiert, dann fixiert und mit Propidium-lodid gefdrbt. Der
DNA-Gehalt wurde anschlieffend im Durchflusszytometer gemessen. Ab einer Konzentration
von 25nM befanden sich die meisten Zellen in der subGO-Phase oder wurden polyploid. Als
Negativkontrolle wurde DMSO in gleicher Verdiinnung wie der Inhibitor verwendet.

4.1.2 Geringeres Ansprechen auf den Aurora A-spezifischen Inhibitor

MLNS8237

In gleicher Weise wie unter 4.1.1 beschrieben, wurden die Zelllinien 580 und 665 mit einem
weiteren Aurora Kinase-Inhibitor, MLN 8237, untersucht. Dieser Inhibitor hemmt selektiv die
Funktion der Aurora Kinase A (IC 50= 1,2nM). Hierbei wurde festgestellt, dass im Vergleich
zu R763/AS703569 eine hohere Konzentration des Inhibitors nétig war, um das normale
Wachstum der Lymphomzelllinien zu hemmen. Bei einer Inkubation der Linie 665 iiber 48
Stunden mit 200nM MLN 8237 befanden sich beispielsweise in der Zellzyklusanalyse 28,8%
der Zellen in der subG0O-Phase und 39,3% waren als polyploid anzusehen. Das verminderte
Ansprechen auf den selektiven Aurora Kinase A Inhibitor ist dabei wahrscheinlich darauf
zuriickzufiihren, dass in Myc-iiberexprimierenden Zellen die Promotoraktivitét fiir AURKB im
Vergleich zu AURKA um ein Vielfaches mehr erhoht wird, was Aurora B zum wichtigeren
Angriffsziel in Myc-induzierten Lymphomen macht (den Hollander et al. 2010). Da jedoch
bei einer so hohen Konzentration wie 200nM vermutlich auch Aurora B zum Teil mitinhibiert
wird, ldsst sich der Zelluntergang sowie die Polyploidie als Effekt der Aurora B-Hemmung

erkldren.
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4.2 Untersuchung von Lymphomzellen mit Mutation von AURKA
beziehungsweise AURKB

In der vorliegenden Arbeit sollten Resistenzmechanismen untersucht werden, die zu einer
Unempfindlichkeit von Lymphomzellen gegeniiber Aurora Kinase Inhibitoren (AKI) fiihren.
Um den Effekt einer Resistenz besser einschitzen zu konnen, wurden zunichst
Lymphomzellen untersucht, in welche AURKA bzw. AURKB eingebracht wurden, an die
aufgrund einer Mutation der Inhibitor nicht mehr binden konnte. Die Zellen sollten

dementsprechend unempfindlich dem AKI gegeniiber sein.

4.2.1 Infizierte Lymphomzellen zeigen deutliche Uberexpression von Aurora A

und B

In die Lymphomzelllinien 580 und 665 wurde jeweils ein Plasmid eingebracht, das eine
Punktmutation im Gen fiir Aurora Kinase A (G216V) bzw. B (G160V) besall (pBABE-
AURKA-puro, pBABE-AURKB-puro), sowie zur Kontrolle ein Leervektor (pBABE-
puro).Eine Uberexpression von Aurora Kinase A und B konnte sowohl auf RNA- als auch auf

Protein-Ebene nachgewiesen werden, wie in Abbildung 7 und Abbildung 8 gezeigt wird.

Aurora A Aurora B
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1200000,00

15000,00 1000000,00
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600000,00
5000,00 400000,00
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580 pBabe 580 Aurora A 665 pBabe 665 Aurora A 0,00 . o T
mut mut 580 pBabe 580 Aurora Bmut 665 pBabe 665 Aurora B mut

Abbildung 7: Expression der AURKA/B-Mutation in Lymphomzellen der Linie 580 und
665; real-time-PCR, semiquantitative Auswertung. Im Vergleich zu den Zellen mit
Leervektor (pBABE) sieht man eine um ein Vielfaches erhohte Expression von AURKA (A)
und AURKB (B) in den transduzierten Zellen. Die PCR wurde mit 40 Zyklen durchgefiihrt. Als
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Ladungskontrolle wurde die Expression von Ubiquitin gemessen und bei der Auswertung von
der Expression der AURKA/B-Mutante abgezogen. Die Daten reprisentieren den Mittelwert
aus drei Ansdtzen (£Standardabweichung).

A B
Anti-
— T —
AurkA“- S e w— AN T — ——_
AurkB
BAktin

"‘- — —— — B-Aktin l_‘“.. — e

580 A B pBabe 665A B  pBabe 665A B pBabe 580 A B  pBabe

Abbildung 8: Western-Blot-Analyse der Proteinexpression von Aurka (A) und Aurkb (B) in
Lymphomzelllinien 580 und 665 nach Transduktion. In den Zellen mit der eingebrachten
AURKA- bzw. AURKB-Mutation sieht man eine deutlich verbreiterte Bande fiir die jeweilige
Aurora Kinase. Es wurde mit Antikorpern gegen Aurka bzw. Aurkb gefdrbt. Als
Ladungskontrolle wurde Beta-Aktin verwendet.

Da es sich bei Histon H3 um ein bekanntes Substrat von Aurka/b handelt (Hirota et al. 2005;
Giet, Glover 2001; Ding et al. 2011), wurden weiterhin die Proteinlevels von
phosphoryliertem Histon H3 (pHH3) in den transfizierten Lymphomzellen bestimmt. Aurka/b
phosphorylieren Histon H3 an Serin-10.

Erhohte Levels von pHH3 in den Aurka- bzw. Aurkb-iiberexprimierenden Lymphomzellen

deuten daher auf eine erfolgreiche Transfektion sowie eine gute Funktion von Aurka und

Aurkb hin.
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Abbildung 9: Vermehrte Expression von pHH3 als Effekt von Aurka/b-Uberexpression;
Western Blot. Erhohte Proteinlevels von phosphoryliertem Histon H3 (pHH3) bestditigen die
gelungene Uberexpression von mutierten AURKA/ B in den Lymphomzellen, da es sich bei
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Histon H3 um ein bekanntes Substrat der Aurora Kinasen handelt, welches an Serin 10
phosphoryliert wird (Hirota et al. 2005; Giet, Glover 2001).

4.2.2 Aurora B-Mutante besitzt wirkungsvolle Resistenz gegeniiber

R763/AS703569

Daraufhin wurden die entwickelten AURKA/B-mutierten Lymphomzellen auf ihre Resistenz
gegeniiber Aurora Kinase Inhibitoren getestet und mit dem Wildtyp verglichen. Erwartet
wurde, dass die AURKA/B-mutierten Zellen weitestgehend unempfindlich gegeniiber dem
AKI sind, da sie funktionsfidhige Aurora Kinasen besaBlen, an welche der AKI aufgrund der

Mutation in der Bindungsstelle nicht binden und somit keine Wirkung erzielen konnte.

Um dies zu untersuchen, wurden sowohl die AURKA/B-Mutanten als auch Kontrollzellen mit
Leervektor fiir 24 bzw. 48 Stunden mit dem Aurora Kinase Inhibitor R763/AS703569
inkubiert. AnschlieBend wurde die Viabilitit der Zellen im MTT-Assay ermittelt, sowie eine

Zellzyklusanalyse im FACS durchgefiihrt.

Hierbei wurde deutlich, dass die Zellen mit AURKB-Mutation sichtlich weniger sensibel auf
den AKI reagieren als die Kontrollzellen. Als Beispiel sei hier eine Zellzyklusanalyse nach 48
Stunden mit 25nM R763/AS703569 gezeigt. Wihrend die Kontrollzellen der Linie 665, wie
schon in den entsprechenden vorherigen Versuchen gezeigt, mit Apoptose (33% der Zellen
befinden sich in der subGO-Phase) und Polyploidie (23% der Zellen) reagieren, zeigen die
AURKB-mutierten Zellen ein anndhernd normales Verhalten im Zellzyklus und sind in ihrer
Viabilitit kaum eingeschriankt (4,9% in subGO0, 5,6% polyploid). Es besteht somit ein
signifikanter Unterschied in der Reaktion der AURKB-mutierten Zellen in Hinblick auf
Apoptose (p=0,004) und Polyploidie (p=0,003). Ein dhnlich markanter Unterschied konnte
auch noch bei einer Konzentration von 100nM R763/AS703569 beobachtet werden.

41



ToA D s NE-TAT TITSR A STORE 0
LFALD2 DO T LoV IV/US AD I UDIIIT, 100
48h
o0 an i
[ n
= [ | I
= || [
| . 60 |
40 . . . & o
. - . P 2 i
%p fellen . = | e | LAY | = LI
A e - | | 40 mo
= | | | | ®mG] | n n
[ e | | | nou
u B | [ | | g rans | AN Il
[ .. | | = =il | 20 - RV
1 1SS | | o . 1R
i | 7 N | | @pobmploid | [ n
| = [ PN : L__J W —
M L | —L - | 0 A==
= _ _ N 0 an &0 an 490
aa3 Puro 6= AL RKE-
P EL3 1IN EI\I!
aluat

Abbildung 10: Zellen mit mutierter Aurora Kinase B sind resistenter gegeniiber dem AKI
im Vergleich zur Kontrolle. Die Zellen wurden jeweils 48h mit 25nM des Aurora Kinase
Inhibitors R763/A8703569 inkubiert. Daraufhin wurde eine Zellzyklusanalyse mit Propidium-
lodid-Firbung durchgefiihrt. Man kann sehen, dass die Zellen mit exprimierter AURKB-
Mutation nach Exposition mit dem AKI ein anndhernd normales Zellbild zeigen, wihrend die
Kontrollzellen mit Leervektor bei gleicher Exposition einerseits in Apoptose gehen (p=0,004;
Student’s t-test) und andererseits polyploid werden (p=0,003). Die Daten reprdsentieren den
Mittelwert aus drei unabhdngigen Ansdtzen (£Standardabweichung).

Ein vergleichbares Ergebnis konnte jedoch fiir die AURKA-mutierten Zellen nicht erzielt
werden. Diese Zellen zeigten in ihrer Reaktion auf den AKI ein dhnliches Bild wie die
Wildtyp-Zellen: Ein Grofteil der Zellen befand sich in der subGO-Phase, ein weiterer Teil
reagierte mit Polyploidie. Im Vergleich zur Kontrolle konnte keine signifikante Resistenz
gegeniiber dem AKI festgestellt werden (p=0,83). Dies bestédrkt wiederum die These, dass in
Myc-induzierten Lymphomen Aurora Kinase B das vordergriindige Angriffsziel fiir Aurora

Kinase Inhibitoren darstellt (den Hollander et al. 2010).

Durch die beschriebenen Experimente stellte sich heraus, dass eine wirkungsvolle Resistenz
der Myc-assoziierten Lymphomzellen gegeniiber dem Aurora Kinase Inhibitors
R763/AS703569 bei einer Konzentration von 25nM des Inhibitors sehr gut beurteilt werden

konnte.
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4.3 Evaluation von Resistenzen gegeniiber Aurora Kinase
Inhibitoren

4.3.1 Infektion von Myc-Lymphomzellen mit siRNA library

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Myc-assoziierte Lymphomzellen auf
Resistenzmechanismen gegeniiber Aurora Kinase Inhibitoren zu untersuchen und diese niher

zu analysieren.

Dazu sollte zunidchst eine siRNA library in die Zellen transfiziert werden und diese nach
erfolgreicher Infektion mit 25nM des Aurora Kinase Inhibitors R763/AS703569 inkubiert
werden. Die Zellen sollten dann auf ein Wachstum hin beobachtet werden, wobei ein

Farbumschlag des Mediums als ausschlaggebender Faktor angesehen wurde.

4.3.1.1 Etablierung einer Methode zur Infektion mit der siRNA library

Die Transfektion wurde weitgehend nach dem Protokoll des Herstellers der siRNA library
durchgefiihrt. Die siRNA library wurde von Jonas Nilsson zur Verfiigung gestellt. Sie besteht
aus 150 000 siRNA-Sequenzen, welche 39 000 murine mRNAs zum Ziel haben, wobei fiir die
meisten Zielgene vier verschiedene siRNA-Sequenzen vorliegen
(http://www.systembio.com/rnai-libraries/mouse-genome-wide/technical-details. 10.07.2012).
SiRNAs sind kleine, etwa 19-23 Nukleotide umfassende doppelstriangige RNA-Stiicke, wobei
sie am 3’-Ende einen Uberhang von 2 Nukleotiden besitzen und das 5’-Ende phosphoryliert
ist (Hannon 2002). Die RNA wird entwunden und ein Einzelstrang wird in den RNA-induced
silencing complex (RISC) eingebaut. RISC kann nun zur siRNA komplementdre mRNA-
Sequenzen erkennen und spaltet diese endonukleolytisch, woraufhin die entsprechende
mRNA funktionslos und die Translation und Proteinproduktion gehemmt wird (Hannon 2002,
Riidel S, Meister G. 2007). Zur Produktion von lentiviralen Partikeln, die einzelne siRNA-
Sequenzen enthalten, wurden Zellen der Linie 293TN (Humane embryonale Nieren Zell-
Linie) mit den Lentivektor-Konstrukten der siRNA library sowie zwei verschiedenen Pack-
Plasmiden (pFIV34N und pMD2.G) in Gegenwart von  Lipofectamine transfiziert.
AnschlieBend wurde der nach 24, 36 und 48 Stunden produzierte Virus, versetzt mit 8ug/ml

Polybrene, auf die Lymphomzellen gegeben und jeweils eine Spin-Infection durchgefiihrt.
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4.3.1.2 Titerkontrolle nach Infektion mit der siRNA library mittels real time PCR

Im Hinblick auf die spéteren Untersuchungen auf Resistenzen gegeniiber Aurora Kinase
Inhibitoren war es wichtig, eine Titerbestimmung zur Kontrolle der Transduktionseffizienz
durchzufiihren. Um etwaige Resistenzen gut beurteilen und charakterisieren zu konnen, sollte

jede einzelne Lymphomzelle nicht mehr als einen Knockdown erfahren.

Die Titerkontrolle wurde mit dem Global UltraRapid Lentiviral Titer Kit von System
Biosciences durchgefiihrt, welches vom Hersteller insbesondere fiir Transduktionen der

siRNA library empfohlen wird.

Dazu werden die infizierten Zellen lysiert und in der real time PCR wird das WPRE-Element
(Woodchuck hepatitis virus Post-transcriptional Regulation Element), welches im lentiviralen
Konstrukt integriert und damit auch in den infizierten Zellen vorhanden ist, amplifiziert und
mit dem ubiquitdr exprimierten UCRI1 verglichen. Die Anzahl der Kopien von WPRE

korreliert somit mit den eingebauten Konstrukten.

Das Verhiltnis der infektiosen Viruspartikel zu der Anzahl der zu infizierenden Zellen wird
durch den Ausdruck multiplicity of infection (MOI) beschrieben. Um letztendlich die MOI
der mit der siRNA library infizierten Zellen zu bestimmen, wurde mit Hilfe der im Kit

enthaltenen Standards mit bekannter MOI eine Standardkurve ermittelt.

Hierbei werden die MOIs der Standards gegen 22 [ACt= Ct WPRE- Ct UCRI] aufgetragen
und daraus eine Standardkurve erstellt, in deren Gleichung 2*“" der Proben eingesetzt wird

und somit die MOI der infizierten Zellen errechnet werden kann.
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Abbildung 11: Ermittlung einer Standardkurve zur Titerbestimmung als Kontrolle der
Infektion. Die bekannten MOIs der im Kit enthaltenen Standards wurden gegen den
errechneten Wert 24" aufgetragen. In der real time PCR wurden dabei Primer (forward und
reverse) fiir UCRI und WPRE verwendet. ACt bezeichnet hierbei die Differenz zwischen
UCRI und WPRE. Nach Hinzufiigen einer Trendlinie kann die Gleichung der Standardkurve
bestimmt werden.

4.3.1.3 Keine erfolgreiche Infektion der Lymphomzelllinien moglich

Nach Erstellung einer Standardkurve wurde die real time PCR in gleicher Weise mit den
infizierten Lymphomzelllinien 580 und 665 durchgefiihrt. Hierbei wurde jedoch festgestellt,
dass fiir diese Proben keine relevante Amplifikation von WPRE zustande kam (siche
Abbildung 12), was auf einen fehlenden Einbau der siRNA library-Konstrukte in die Zellen
hindeutete. Auch nach mehrmaligem Wiederholen der Versuche und verschiedenen
Modifikationen im Protokoll fiir die Transduktion konnte kein Erfolg erzielt werden. Dies
wurde der Tatsache zugeschrieben, dass die Lymphomzelllinien generell nicht einfach zu
infizieren sind und auch vom Hersteller der siRNA library bestitigt wird, dass verschiedene
Zelllinien sehr unterschiedliche Ergebnisse zeigen, was die Effizienz der Infektion angeht. Als

Beispiel sei hier die murine Monozyten-Makrophagen Zell-Linie P388 genannt, die nur eine
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Effizienz zwischen 0,02 und 0,18 im Verhiltnis zur Linie H1299 zeigt, welche als Vergleich

herangezogen wurde (System Biosciences).
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Abbildung 12: Keine erfolgreiche Infektion der Lymphomzellen. Im gezeigten Amplification
Plot der real time PCR erkennt man keine Amplifikation von WPRE in den
Lymphomzelllinien. Dagegen sieht man bei den Standards iiber weite Strecken einen
exponentiellen Anstieg der Amplifikation.

4.3.2 Infektion von NIH 3T3 Myc- Zellen mit der siRNA library

Da die Lymphomzelllinien 580 und 665 nicht erfolgreich mit der siRNA library infiziert
werden konnten, wurde der Versuch mit NIH 3T3 Zellen (einer murinen embryonalen
Fibroblasten-Zelllinie) wiederholt. Diese Zellen sind besonders geeignet fiir Transduktionen
und zeigten auch im Protokoll des Herstellers der siRNA library eine bessere

Transduktionseffizienz.
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4.3.2.1 NIH Myc Zellen zeigen hohere Sensitivitit gegeniiber Aurora Kinase Inhibitoren im

Vergleich zu Kontrollzellen

Aus der Literatur ist bekannt, dass Myc ein bestimmender Faktor in Hinblick auf die
Empfindlichkeit von Zellen gegeniiber Aurora Kinase Inhibitoren ist, da die Aurora Kinasen
in Myc-iiberexprimierenden Zellen vermehrt exprimiert werden (den Hollander et al. 2010;

Yang et al. 2010).

Daher wurde zunidchst MYC in die NIH 3T3-Zellen transduziert, um vergleichbare
Bedingungen zu den Lymphomzellen zu schaffen und eine ausreichende Sensitivitit
gegeniiber dem AKI zu gewihrleisten. Fiir die Transduktion wurden MYC-Konstrukte sowie
zur Kontrolle der Leervektor MIG verwendet, welche beide GFP als Reportergen besal3en.
Die Effizienz der Transduktion wurde mittels GFP-Detektion in der FACS-Analyse bestitigt.
Hierbei waren jeweils etwa 85% der Zellen GFP-positiv, was fiir einen wirkungsvollen

Einbau der Konstrukte in die NIH 3T3-Zellen spricht.

Daraufthin wurden die transduzierten Zellen fiir 24 und 48 Stunden mit verschiedenen
Konzentrationen des AKI R763/AS703569 inkubiert und anschlieBend die Sensitivitit
gegeniiber dem AKI in einer Zellzyklus-Analyse (PI-FACS) beurteilt.

Hierbei konnte die Hypothese, dass die Myc-iiberexprimierenden NIH3T3-Zellen
empfindlicher auf den Inhibitor reagieren, bestitigt werden. Als Beispiel sei dazu in
Abbildung 13 eine Zellzyklus-Analyse nach 48 Stunden mit 50nM R763/AS703569 gezeigt.
Hierbei ist deutlich erkennbar, dass die NIH Myc-Zellen sensibler gegeniiber dem AKI sind.
Wihrend 62 % der NIH Myc-Zellen Polyploidie aufweisen, sind dies bei den Zellen mit dem
Leervektor MIG 45 %. In der subGO Phase befinden sich 16 % der NIH Myc-Zellen, jedoch
nur 2 % der NIH MIG, die Myc-iiberexprimierenden Zellen zeigen damit einen weitaus
grofleren Anteil toter Zellen. Somit kann durchaus davon ausgegangen werden, dass durch die
Myc-Uberexpression in den NIH3T3-Zellen eine um Einiges hohere Empfindlichkeit
gegeniiber dem Aurora Kinase Inhibitor besteht (p<0,001).
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Abbildung 13: NIH Myc-Zellen sind empfindlicher gegeniiber dem Aurora Kinase Inhibitor
als entsprechende Zellen mit MIG-Leervektor. Die Zellen wurden jeweils in gleicher Weise
fiir 48h mit 50nM R763/AS703569 inkubiert, dann fixiert und PI-gefirbt. Anschlieffend wurde
eine Zellzyklusanalyse im FACS durchgefiihrt. 16 % der NIH Myc-Zellen zeigen dabei eine
Reaktion mit Zelltod (subGO-Phase) und 62 % mit Polyploidie. Demgegeniiber befinden sich
nur 2 % der NIH MIG-Zellen in der subGO-Phase (Student’s t-test; p<0,001) und 45 % sind
polyploid (p<0,001). Die Daten reprisentieren den Mittelwert aus drei unabhdngigen
Ansdtzen (£Standardabweichung ).

4.3.2.2 Erfolgreiche Infektion der NIH Myc Zellen mit siRNA library

Die Infektion der NIH Myc-Zellen mit der siRNA library wurde in #hnlicher Weise
durchgefiihrt wie unter 4.3.1.1 beschrieben. Zur Produktion des Lentivirus wurden
Phoenixzellen verwendet, die Transfektion der siRNA library wurde unter Zugabe der
Packplasmide pVSV-G und pFIV-34N sowie von Lipofectamine durchgefiihrt. Die NIH Myc-
Zellen wurden darauthin dreimal fiir 12 Stunden mit dem Virusiiberstand inkubiert.
Wiederum wurde eine Titerkontrolle mithilfe des Global UltraRapid Lentiviral Titer Kit von

System Biosciences durchgefiihrt.

Nun konnte eine Amplifikation von WPRE festgestellt werden, was auf einen erfolgreichen

Einbau der siRNA-Konstrukte in die Zellen hindeutete.
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Abbildung 14: Erfolgreiche Transduktion der siRNA library in die NIH myc-Zellen. Von
dem in der real-time PCR ermittelten Ct-Wert fiir WPRE wurde Ct UCRI abgezogen (ACt).
2% \yurde berechnet und in die aus der Standardkurve ermittelte Gleichung y=0,1634x
(siehe Abbildung 11) eingesetzt, woraufhin eine MOI von 0,64 bestimmt wurde.

ACt wurde berechnet und 2" wurde in die Gleichung der Standardkurve eingesetzt (siche

auch 4.3.1.2).

Hierbei konnte eine MOI von 0,64 errechnet werden. Da die Titerbestimmung direkt mit den
transduzierten Zellen durchgefiihrt wurde, ist dies ein MaB fiir die Effizienz der Transduktion
und steht fiir die Anzahl an Vektoren, die in eine Zelle integriert wurden, bzw. es wurden 64

% der Zellen mit einem Vektor infiziert.

Somit konnte davon ausgegangen werden, dass ein ausreichender Anteil an Zellen ein siRNA-

Konstrukt aufgenommen und damit einen Knockdown erfahren hat.

4.3.3 Erfolgreiche Infektion der NIH Myc-Zellen mit einer cDNA library

Neben der Hypothese, dass der Knockdown verschiedener Gene eine Resistenz gegeniiber
Aurora Kinase Inhibitoren vermitteln kann, besteht auch die Moglichkeit, durch die
Uberexpression bestimmter Gene eine Unempfindlichkeit gegeniiber dem AKI

herbeizufiihren.
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Um dies ebenfalls zu untersuchen, wurde in gleicher Weise wie oben fiir die siRNA library

beschrieben, eine cDNA library in die NIH Myc-Zellen transduziert.

Diese besteht aus einer grolen Anzahl von cDNAs, welche aus der transkribierten mRNA
hergestellt werden (Ko 1990). Die cDNA library wurde ebenfalls von Jonas Nilsson zur
Verfiigung gestellt.

Von Phoenixzellen wurde nach Zugabe der cDNA-Plasmide und Lipofectamine Virus

produziert, mit welchem anschliefend die NIH Myc-Zellen infiziert wurden.

Da die cDNA library keinerlei Reportergen enthielt und es somit nicht moglich war, die
Effizienz der Transduktion zu beurteilen, wurde zusitzlich der Vektor MSCV thCD2

transfiziert. Hierbei wurde ein Prozent der Konzentration der cDNA library eingesetzt.

AnschlieBend wurden die Zellen mit Anti-CD2 geféarbt und in der FACS-Analyse beurteilt.
Da sieben Prozent der Zellen CD2-positiv. waren, wurde von einer guten
Transduktionseffizienz ausgegangen und damit auch auf eine erfolgreiche Infektion der

cDNA library geschlossen.

Nun sollten die Zellen im nédchsten Schritt auf die Entwicklung von Resistenzen in Gegenwart

des Aurora Kinase Inhibitors R763/AS703569 mittels eines Screenings untersucht werden.

4.3.4 Keine Entwicklung von Resistenzen gegeniiber AKI bei den infizierten

NIH Myc Zellen

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mittels Knockdown beziehungsweise ektoper
Expression von Genen einen Hinweis auf bestimmte Proteine zu erhalten, welche Resistenzen

gegeniiber Aurora Kinase Inhibitoren vermitteln konnen.

Nachdem die siRNA library sowie die cDNA library erfolgreich in die NIH Myc-Zellen
transduziert worden waren, sollten nun mittels eines Screenings entsprechende Gene
identifiziert werden, welche fiir ein Wachstum der Zellen trotz Zugabe eines AKI

verantwortlich sind und somit Resistenzfaktoren darstellen.

Dazu wurden die Zellen in 96-well-Platten ausplattiert und mit der als geeignet befundenen
Konzentration von 25nM des Inhibitors R763/AS703569 inkubiert. Ein Wachstum der Zellen

sollte als ausschlaggebender Hinweis auf eine Resistenzentwicklung dienen.
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Hierbei war es wichtig, dass eine geniigend grole Anzahl an Zellen verwendet wurde, um

moglichst viele Knockdowns beziehungsweise Uberexpressionen zu screenen.

Da die siRNA library aus 150 000 Konstrukten bestand und von einer Transduktionseffizienz
von 64 % ausgegangen wurde, mussten somit mindestens 235 000 Zellen ausplattiert werden.
Um die Wahrscheinlichkeit eines positiven Ergebnisses zu erhohen, wurden sicherheitshalber
15 96-well-Platten mit NIH Myc-Zellen, die mit der siRNA library infiziert worden waren,
und 15 Platten mit Zellen mit der cDNA library ausplattiert.

Weiterhin wurde darauf geachtet, dass die Zellen nicht zu dicht ausgesit wurden, sodass ein
etwaiges Wachstum eines Zellklons, der eine Resistenz gegeniiber dem AKI aufwies, gute
Wachstumsbedingungen hatte. Als Indikator fiir ein Wachstum der Zellen im Beisein des
Inhibitors sollte ein Farbumschlag des roten DMEM-Mediums ins Gelbliche dienen, was ein

Hinweis auf den zunehmenden Verbrauch von im Medium enthaltenen Néihrstoffen ist.

Die Anzahl der Zellen pro well musste dementsprechend so gering gehalten werden, dass das
Medium sich nicht unspezifisch nach nur wenigen Tagen verféarbte, sondern ein Farbumschlag
tatsdchlich nur bei einem gesteigerten Zellwachstum auftrat und damit als Zeichen fiir eine

Resistenzentwicklung der Zellen gewertet werden konnte.

Es wurden mehrere Versuche durchgefiihrt, wobei jeweils zwischen 100 und 2000 Zellen pro
well ausplattiert wurden. Die Zellen wurden mit 25nM R763/AS703569 inkubiert und das

Medium wurde einmal pro Woche gewechselt.

Obwohl die Zellen mehrere Wochen so behandelt wurden, konnte weder fiir die NIH Myc-
Zellen mit infizierter siRNA library noch fiir die cDNA library Zellen in bestimmten wells ein

Farbumschlag festgestellt werden und somit auch kein Wachstum eines resistenten Klons.

Auch mikroskopisch konnte kein well ermittelt werden, in welchem Zellen durch normales
Wachstum herausstachen. Die NIH Myc-Zellen zeigten lediglich eine schon bekannte
Reaktion auf den Inhibitor, indem sie sehr grof3 und blasig wurden, vermutlich ein Korrelat
zur Polyploidie und fehlenden Zellteilung (vergleiche hierzu Abbildung 13). Viele Zellen

gingen in Apoptose und l9sten sich vom Untergrund ab.

Dagegen zeigten die zur Kontrolle ohne Inhibitor ausplattierten Zellen ein regelrechtes
Wachstum, die wells waren nach kurzer Zeit dicht bewachsen und das Medium verfirbte sich

gleichmiBig gelb.
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Ergebnisse

cDNA-library + 250M AS703569

Abbildung 15: Kein Wachstum der mit der siRNA- bzw. cDNA library infizierten NIH Myc-
Zellen in Gegenwart des AKI. Es wurden jeweils 100 bzw. 200 Zellen pro well ausplattiert
und mit 25nM R763/AS703569 inkubiert. Auch nach mehreren Wochen zeigte sich in keinem
well ein Farbumschlag als Hinweis auf ein resistenzvermitteltes Zellwachstum. In der
Negativkontrolle ohne den Inhibitor erkennt man dagegen deutlich die Gelbfidrbung des
Mediums.

Nachdem der Versuch mehrere Male wiederholt worden war, und nie ein Wachstum in
einzelnen wells zu beobachten war, musste festgestellt werden, dass das Screening auf

Resistenzmechanismen gegen Aurora Kinase Inhibitoren nicht erfolgreich war.

4.4 Uberexpression von Bcl-2 vermittelt Resistenz gegeniiber AKI

Da der Versuch, durch den Einbau einer siRNA- und einer cDNA library in Myc-

iiberexprimierende Zellen Resistenzen gegeniiber Aurora Kinase Inhibitoren hervorzurufen,
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letztendlich als gescheitert angesehen wurde, sollte nun versucht werden, die verwendeten

Methoden als durchaus funktional zu bestétigen.

Hierbei wurde ein Gen untersucht, von dem schon bekannt ist, dass es eine gewisse Resistenz

gegeniiber Aurora Kinase Inhibitoren vermittelt.

In der Literatur ist beschrieben, dass Aurora Kinase A eine vermehrte Expression des anti-
apoptotischen Proteins Bcl-2 bewirkt. Wird Bcl-2 dagegen durch RNA-Interferenz mittels
siRNA gehemmt, so nehmen anti-apoptotische Effekte von Aurora-Kinase A signifikant ab,
und die Viabilitdt der Zellen nach einer Cisplatin-Behandlung ist deutlich herabgesetzt im
Vergleich zu Kontrollzellen mit funktionierendem Bcl-2. Dies deutet darauf hin, dass Bcl-2
an dem anti-apoptotischen Effekt einer Aurora A-Uberexpression maBgeblich beteiligt ist

(Wang et al. 2006).

Dariiber hinaus ist bekannt, dass der Aurora Kinase Inhibitor VX680 zu einer Anhebung der
Bax/Bcl 2-Ratio fiihrt, wobei nach einer Behandlung mit dem AKI erhohte Mengen des pro-
apoptotischen Proteins Bax sowie ein verringerter Spiegel des anti-apoptotischen Bcl-2

nachzuweisen sind (Huang et al. 2008).

Zudem konnte herausgestellt werden, dass die Bcl-2-Expression eine Aussagekraft im
Hinblick auf die Prognose bei Patienten mit akuter myeloischer Leukdmie (AML) hat, da eine
hohe Bax/Bcl 2-Ratio sowohl mit einer hoheren Rate an Komplettremissionen als auch einer
lingeren Uberlebenszeit einhergeht (Del Poeta et al. 2003) und eine erhdhte Expression von

Bcl-2 mit einem schlechten Ansprechen auf Chemotherapie korreliert (Tothova et al. 2002).

Weiterhin konnte von einer befreundeten Arbeitsgruppe bereits gezeigt werden, dass eine
Uberexpression von Bcl-2 in Myc-assoziierten Lymphomzellen mit einer verringerten
Sensitivitidt gegeniiber verschiedenen Aurora Kinase Inhibitoren in Zusammenhang steht.
Hierbei wurden Bcl-2-iiberexprimierende Zellen der Lymphomzelllinie 665 sowie
Kontrollzellen mit Leervektor fiir 24 Stunden mit einer Konzentration von 25nM des Aurora
Kinase Inhibitors R763/AS703569 inkubiert. AnschlieBend wurde eine Zellzyklusanalyse
mittels FACS durchgefiihrt. Dabei konnte man erkennen, dass die Zellen mit Leervektor im
Vergleich zu den Bcl-2-iiberexprimierenden Zellen deutlich stirker auf den AKI reagieren
und frither in Apoptose gehen. Etwa 14 % dieser Zellen befinden sich nach 24 Stunden in der

subG1-Phase, bei den Bcl-2-iiberexprimierenden Zellen sind es dagegen nur 3,5 % (p=0,001).
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Dies deutet darauf hin, dass durch Uberexpression des anti-apoptotischen Proteins Bcl-2

durchaus eine Resistenz gegeniiber Aurora Kinase Inhibitoren erwirkt werden kann.

Ahnliche Ergebnisse konnten bei vergleichbaren Versuchen mit dem Aurora Kinase Inhibitor

VX680 erzielt werden. Die Daten wurden freundlicherweise von Zhoulei Li zur Verfiigung

gestellt.
665 + AS703569 24h
50 — 065 TR763/AS7(35369
45
40 - T Inhibitor in nM
35 1 M | @Sub Gt Aurora A
3
i 30 1 I |=aG1 Awrcra B
% 20 ] | |os P-HH3
8 ] L ol
15 1 L |oG2am B-Akt
10 1 —
Daln PR
5 i . LW i) rl-'
°] |
0 25 0 25
665-Bcl2 665-Leer
ConinnM

Abbildung 16: Bcl-2-iiberexprimierende Lymphomzellen sind weniger empfindlich
gegeniiber Aurora Kinase Inhibitoren. Zellen der Lymphomzelllinie 665 mit Bcl-2-
Uberexpression, bzw. Kontrollzellen mit GFP-Leervektor wurden fiir 24 Stunden mit 25nM
des AKI R763/AS703569 inkubiert. In der Zellzyklusanalyse ist zu erkennen, dass die
Leervektor-Zellen deutlich sensitiver auf den Inhibitor reagieren. 14% dieser Zellen befinden
sich in Apoptose (subGl-Phase), dagegen nur 3,5% der Bcl-2-iiberexprimierenden Zellen
(Student’s t-test; p=0,001). Der Western Blot nach einstiindiger Inkubation mit dem AKI zeigt
eine verminderte Hemmung der Expression von pHH3 — einem Substrat der Aurora Kinasen -
bei Bcl-2 iiberexprimierenden Zellen im Vergleich zu den Zellen mit Leervektor [In
Kollaboration mit Zhoulei Li].

Da somit davon ausgegangen wurde, dass eine Uberexpression von Bcl-2 eine Resistenz
gegeniiber Aurora Kinase Inhibitoren vermitteln kann, sollte nun erwiesen werden, dass der
Versuchsansatz des Screenings auf Resistenzen bei den mit der siRNA- bzw. cDNA library
infizierten Zellen durchaus sinnvoll geplant war, indem Bcl-2-iiberexprimierende Zellen als

Positivkontrolle verwendet wurden.

Dazu wurde zunidchst ein BCL2-Konstrukt in die NIH Myc-Zellen transduziert. Die

Uberexpression von Bcl-2 wurde anschlieBend mittels Western Blot nachgewiesen.
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Abbildung 17: Bcl-2 Uberexpression in NIH Myc-Zellen. Man erkennt eine deutliche
Expression in den mit Bcl-2 infizierten Zellen, im Vergleich zur Kontrolle mit dem Leervektor
MSCV. Es wurde mit Antikorpern gegen Bcl-2 gefirbt. Als Ladungskontrolle wurde Beta-
Aktin verwendet.

Nach erfolgreicher Uberexpression von Bcl-2 wurden die Zellen daraufhin in gleicher Weise
wie zuvor schon die Zellen mit der siRNA- bzw. cDNA library in 96-well-Platten ausplattiert
und mit 25nM des Aurora Kinase Inhibitors R763/AS703569 inkubiert. Hierbei wurden
jeweils 2000 Zellen pro well ausplattiert und tiber mehrere Wochen mit dem AKI inkubiert,

wobei das Medium wochentlich gewechselt wurde.

Um einen Unterschied augenscheinlich zu machen, wurden auf einer Platte jeweils Zellen mit
Bcl-2-Uberexpression sowie Zellen, die mit der siRNA library infiziert worden waren
ausplattiert. Als Negativkontrolle wurden zusitzlich beide Zelllinien ohne Inhibitor

ausplattiert.

Nach 20 Tagen konnte man schlieflich einen deutlichen Unterschied zwischen den beiden
Zelllinien erkennen. Wiahrend die NIH Myc-Zellen mit der siRNA library keinerlei
Farbidnderung des Mediums zeigten, war bei den Bcl-2-iiberexprimierenden Zellen ein
Farbumschlag des Mediums ins Gelbliche ersichtlich, was fiir einen Verbrauch von

Néhrstoffen im Medium und damit fiir Viabilitdat und Wachstum der Zellen spricht.
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Abbildung 18: Bcl-2-iiberexprimierende NIH Myc-Zellen zeigen Wachstum trotz Zugabe
des AKI. Jeweils 2000 Zellen wurden pro well ausplattiert und mit 25nM des Inhibitors
R763/A8703569 inkubiert. Am Tag 20 nach Zugabe des Inhibitors kann man deutlich
erkennen, dass sich das Medium der Bcl-2-iiberexprimierenden Zellen durch einen
Farbumschlag ins Gelbe auszeichnet, wihrend die Zellen, welche mit der siRNA library
infiziert wurden, keine Verdnderung zeigen.

Somit kann man feststellen, dass das Screening auf resistente Zellen methodisch durchaus
zum Erfolg hitte fithren konnen, wenn durch den Einbau der siRNA- bzw. der cDNA library
Gene gehemmt bzw. iiberexprimiert worden wiren, welche durch verminderte bzw. vermehrte
Proteinexpression wirkungsvolle Resistenzen gegeniiber Aurora Kinase Inhibitoren

vermittelten.
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5 Diskussion

Im Zuge der steigenden Lebenserwartung leiden immer mehr Menschen an
Krebserkrankungen. Laut dem Statistischen Bundesamt rangieren diese auf dem zweiten Platz
der hdufigsten Todesursachen in Deutschland, hinter den Krankheiten des Herz-Kreislauf-
Systems
(https://www.destatis.de/DE/ZahlenFakten/GesellschaftStaat/Gesundheit/Todesursachen/Tode
sursachen.html; 21.11.2014). Daher ist die wissenschaftliche Forschung auf diesem Gebiet
von grofiter Relevanz. Fehler in der Zellzyklusregulation sind maBgeblich an der Entstehung
von Tumoren beteiligt (Hartwell, Kastan 1994). Ein groBes Interesse liegt hierbei bei den
Kontrollpunkten, welche ein Fortschreiten im Zellzyklus und in der Folge die Zellteilung
regulieren, sowie bei den dabei beteiligten Proteinen. Aurora Kinasen nehmen
Schliisselpositionen sowohl beim G2/M-Ubergang als auch wihrend der Metaphase ein, sind
beteiligt an der korrekten Positionierung der Chromosomen, der Ausbildung des
Spindelapparats sowie der Zellteilung, und gewihrleisten einen reibungslosen Ablauf des
Zellzyklus (Fu et al. 2007b; Vader, Lens 2008). In vielen Tumorgeweben wurde eine erhohte
Expression von Aurora Kinasen nachgewiesen, was mit onkogener Transformation und
genetischer Instabilitdt in Verbindung gebracht werden konnte (Lo lacono et al. 2011;
Bischoff et al. 1998). Wie man am Beispiel der BCR-ABL Kinase erkennen kann, die bei der
chronisch myeloischen Leukdmie hiufig {iberexprimiert ist, und deren Hemmung durch
Imatinib und seine Nachfolgemedikamente die Therapie der CML revolutioniert hat (Druker
et al. 2001; Smith 2011), hat die Inhibition von iiberexprimierten Kinasen in Tumoren ein
groBes Potential. Dies macht auch Aurora Kinasen zur Zielscheibe der modernen
Krebstherapie. Es wurden bereits eine Reihe von Aurora Kinase Inhibitoren entwickelt,
welche entweder spezifisch Aurora A oder B hemmen oder unspezifisch alle Aurora Kinasen.
Diese wurden sowohl priklinisch als auch klinisch untersucht und getestet. Goldberg et al
beschrieben beispielsweise eine Phase 1I- Studie mit dem Aurora A Inhibitor MLN 8237 bei
akuter myeloischer Leukdmie (AML), wobei sie eine Ansprechrate von 17% sowie eine
Stabilisierung der Krankheit in 49% erreichen konnten (Goldberg et al. 2014). Ahnliche
Ergebnisse erzielten Friedberg et al bei Patienten mit aggressiven B- und T-Zelllymphomen.
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Hier wurde eine Ansprechrate von 27% sowie das Erreichen einer ,,stable disease bei 33%
angefiihrt (Friedberg et al. 2014). Auch der Einsatz des in dieser Arbeit hauptsidchlich
verwendeten  Inhibitors =~ R763/AS703569  fithrte in  Phase  I-Studien  zur
Krankheitsstabilisierung (Sonet A et al. 2008). Des Weiteren zeigten Aurora Kinase
Inhibitoren ebenfalls eine Wirksamkeit bei therapierefraktiren CML-Erkrankungen, welche
aufgrund der T315I-Mutation der BCR-ABL Kinase resistent gegeniiber einer Behandlung
mit Imatinib sind (Modugno et al. 2007; Kelly et al. 2011). Giles et al demonstrierten zum
Beispiel eine klinische Studie, bei der sich eine Ansprechrate von 44% auf den Pan-Aurora
Kinase Inhibitor MK-0457 bei Patienten mit therapieresistenter CML erreichen lie (Giles et
al. 2013). Auch in Kombinationstherapie mit etablierten Medikamenten konnten Erfolge
durch Aurora Kinase Inhibitoren erzielt werden. So stellte sich etwa heraus, dass AKIs in
Kombination mit Docetaxel bei soliden Tumoren deutlich hidufiger eine Stabilisierung der
Krankheit nach sich zogen als die Monotherapie mit dem Taxan (Minton et al. 2010). Hier
mag die Ursache sein, dass Aurora Kinase Inhibitoren in préklinischen Studien zu einer
Sensitivierung der Tumorzellen gegeniiber Taxanen fiithrten (Sehdev et al. 2013; Scharer et al.
2008; Shimomura et al. 2010; Lin et al. 2012). Dies untermauert den Anspruch, dass die
Inhibition von Aurora Kinasen, sowohl als Mono- wie auch als Kombinationstherapie, einen

durchaus vielversprechenden Ansatzpunkt in der ,targeted therapy* darstellt.

Trotz der Erfolge von neuen Entwicklungen in der Therapie von Krebserkrankungen muss
jedoch auch eingewendet werden, dass hdufig primér Resistenzen der Tumorzellen gegeniiber
dem Priparat bestehen, beziehungsweise diese nach einigen Anwendungszyklen auftreten,
was ein erhebliches Problem in der Behandlung von Tumoren darstellt (Kollareddy et al.
2012). Als Beispiel ldsst sich hier wiederum die chronisch myeloische Leukdmie mit BCR-
ABL-Translokation nennen, bei der es im langfristigen Therapieverlauf mit dem
Tyrosinkinase-Inhibitor Imatinib zur Resistenzentwicklung und zum Wirksamkeitsverlust des
Medikaments kommen kann (Shah et al. 2002; O'Hare et al. 2007). Desgleichen musste auch
beim Her2-positiven Mammakarzinom trotz anfinglichem Ansprechen auf den monoklonalen
Antikorper Trastuzumab in der Mehrheit der Patienten innerhalb eines Jahres ein
Krankheitsprogress festgestellt werden (Nahta et al. 2006) und beim NSCLC kommt es
ebenfalls rasch zur Resistenzentwicklung gegeniiber dem EGFR-Inhibitor Gefitinib (Gandara
et al. 2014). Es ist daher von groBer Wichtigkeit, die auftretende Resistenzentwicklung
genauer zu charakterisieren und ihren Ursprung ndher zu bestimmen. Dabei kann es sich zum

einen um Mutationen in der Zielstruktur des Medikaments selbst handeln, wie beispielsweise
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der Kinase-Domine, sodass der eingesetzte Inhibitor nicht mehr binden kann und keine
Wirkung mehr zeigt (Gorre et al. 2001; Failes et al. 2012). Andererseits kann die Resistenz
durch Dysregulation weiterer Gene vermittelt werden, welche der Tumorzelle alternative
Uberlebenswege bereitstellen, zum Beispiel durch aktive Ausschleusung des Inhibitors aus
der Zelle (Guo et al. 2009; Pallis, Russell 2004; van der Holt et al. 2005). Derartige Gene
konnen als Biomarker dienen, um ein Ansprechen auf die Therapie besser vorhersagen zu
konnen, und damit die Therapie individueller und vor allem effektiver zu gestalten, wie etwa
durch die Kombination mehrerer unterschiedlicher Wirkstoffe, sowie um unerwiinschte
Wirkungen zu minimieren (Kollareddy et al. 2012; Jain et al. 2009; Sahin et al. 2014; Zhang
et al. 2014).

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, auf Grundlage der oben genannten Erkenntnisse,
solche Gene zu ermitteln, welche, sei es durch vermehrte oder verminderte Expression,
Resistenzen gegeniiber Aurora Kinase Inhibitoren in Myc-induzierten Lymphomen

hervorrufen konnen.

5.1 Aurora Kinase Inhibition fithrt zu Polyploidie und
Zelluntergang bei Myc-Lymphomzellen

Wie den Hollander et al beschrieben haben, werden die Aurora Kinasen A und B in Myc-
induzierten Lymphomen vermehrt exprimiert, wobei die Transkription von AURKA direkt
und von AURKB indirekt durch c-Myc reguliert wird (den Hollander et al. 2010). Eine
Hemmung der Aurora Kinasen kann daher selektiv zum Untergang von Myc-
tiberexprimierenden Zellen fiihren. Diese synthetische Letalitéit schreiben Yang et al vor allem
einer Inhibition von Aurora Kinase B zu (Yang et al. 2010). Es ist bekannt, dass der Einsatz
von AKI bei Tumorzellen Defekte in Mitose und Zytokinese nach sich zieht (Vader et al.
2008; Harrington et al. 2004). Dies konnte in der vorliegenden Arbeit bestétigt werden. Die
Inkubation der Myc-Lymphomzellen mit verschiedenen Konzentrationen des Pan-Aurora
Kinase Inhibitors R763/AS703569 zeigte bereits ab einer Konzentration von 25nM eine
deutlich eingeschrinkte Viabilitit der Zellen. Neben einem Eintreten in die subGO-Phase, was
dem Zelltod gleichzusetzen ist, konnte in der Zellzyklusanalyse eine vermehrte Polyploidie
der Zellen nachgewiesen werden. Sie enthielten oftmals einen tetra (4N)- oder oktoploiden

(8N) Chromosomensatz. Die Aurora Kinasen spielen eine bedeutende Rolle in der
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Zellzyklusregulation und der Zellteilung. Aurora A ist vor allem bei der Reifung des
Zentrosoms sowie der Ausbildung des Spindelapparates beteiligt (Terada et al. 2003;
Kinoshita et al. 2005; Tsai, Zheng 2005; Barr, Gergely 2007), und ihre Inhibition fiihrt zur
Checkpoint-Aktivierung und zum mitotischen Arrest, was schlielich die Apoptose der Zelle
zur Folge haben kann (Hilton, Shapiro 2014; Hirota et al. 2003). Aurora Kinase B ist dagegen
unter anderem fiir die Trennung der Chromatiden und die Zellteilung zustidndig (Pinsky et al.
2006; Goto et al. 2003; Ruchaud et al. 2007). IThre Hemmung fiihrt folglich zum Verlust der
korrekten Anlagerung der Zwei-Chromatid-Chromosomen und deren Teilung, wie auch zum
Versagen der Zellteilung. Des Weiteren konnen die Zellen den mitotischen Checkpoint
umgehen, da die notige Aktivierung von zustindigen Proteinen durch Hemmung von Aurora
B ausbleibt, wodurch die Progression im Zellzyklus erhalten bleibt und DNA-Replikation
weiterhin stattfinden kann, was in Endoreduplikation und Polyploidie resultiert (Hilton,

Shapiro 2014; Keen, Taylor 2009; Hauf et al. 2003; Ditchfield et al. 2003).

Eine vieldiskutierte Frage ist, ob Aurora Kinase A oder B die groBere Rolle bei der
Tumorentstehung spielt und damit, welche der Kinasen das hohere Potential fiir ein
Ansprechen der Therapie mit einem spezifischen Inhibitor zeigt (Giet et al. 2005; Hilton,
Shapiro 2014; Girdler et al. 2006). Zunidchst wurde der Aurora Kinase A aufgrund ihrer Rolle
in der Tumorigenese eine groere Bedeutung zugeschrieben. Jedoch konnten bei spezifischer
Hemmung von Aurora B vergleichbare Effekte erzielt werden wie bei gleichzeitiger
Inhibierung beider Kinasen, was das Augenmerk mehr auf Aurora B lenkte (Green et al.
2011; Mountzios et al. 2008). In priklinischen und klinischen Studien konnten spezifische
Hemmstoffe beider Kinasen Erfolge erringen. Der Aurora A Inhibitor MLN 8237 zeigte sich
zum Beispiel bei Multiplem Myelom, AML und verschiedenen gynikologischen Tumoren
wirksam (Infante et al. 2008; Gorgiin et al. 2010; Goldberg et al. 2014; Matulonis et al. 2012;
Cervantes et al. 2012). Fiir den Aurora B-spezifischen Inhibitor AZD1152 konnte eine
Effizienz bei verschiedenen soliden Tumoren wie Mamma-, Kolon- und Lungenkarzinom
sowie auch bei der AML festgestellt werden (Lowenberg et al. 2011; Gully et al. 2010;
Wilkinson et al. 2007). Es scheint daher essentiell, fiir verschiedene Tumortypen
vorzugsweise den jeweils am besten wirksamen Inhibitor zu ermitteln und einzusetzen, um
das Auftreten unerwiinschter Wirkungen zu reduzieren und dem Patienten die fiir ihn
moglichst optimale Therapie zukommen zu lassen. Obwohl die Expression sowohl von
Aurora A als auch von Aurora B durch c-Myc hochreguliert wird, scheint im Myc-

induziertem Lymphom Aurora Kinase B die wichtigere Rolle zu spielen (den Hollander et al.
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2010; Yang et al. 2010; Hook et al. 2012). Dies konnte auch in dieser Arbeit nachgewiesen
werden. Es wurden dazu Mutationen von AURKA beziehungsweise AURKB in den
Lymphomzellen iiberexprimiert, welche durch Punktmutationen in der Bindestelle des
Inhibitors dessen Wirkung herabsetzen sollten. Die Funktion der mutierten Kinasen wurde auf
Proteinebene durch den vermehrten Nachweis von phosphoryliertem Histon H3 sichergestellt,
bei welchem es sich um ein bekanntes Substrat der Aurora Kinasen handelt (Hirota et al.
2005). Nachfolgend konnte bei der AURKB-Mutante ein deutlich reduzierter Effekt des AKI
R763/AS703569 beobachtet werden; die Zellen zeigten ein anndhernd normales Verhalten im
Zellzyklus. Dagegen wurde bei den AURKA-Mutanten kein derartiger Einfluss
wahrgenommen. Sie reagierten auf den AKI mit Polyploidie und Zelltod in vergleichbarer
Weise wie die Wildtypzellen. Diese Ergebnisse bestirken somit die Annahmen in der
Literatur, dass Aurora Kinase B in Myc-induzierten Lymphomen das vordergriindige Ziel fiir
die Inhibition darstellt. Eine Uberexpression des Onkogens c-MYC konnte daher ein

Biomarker fiir ein vermehrtes Ansprechen auf spezifische Aurora Kinase B Inhibitoren sein.

5.2 Methodische Aspekte beziiglich des Screenings auf Resistenzen
gegeniiber Aurora Kinase Inhibitoren

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Resistenzen zu ermitteln, welche die Wirksamkeit
von Aurora Kinase Inhibitoren herabsetzen, um diese dann gegebenenfalls als Marker zu
verwenden und ein etwaiges Ansprechen auf eine Therapie mit Aurora Kinase Inhibitoren
besser einschidtzen zu konnen. Mehrere Moglichkeiten der Resistenzentstehung sind
vorstellbar: Einerseits kann es durch Mutationen in den Zielstrukturen selbst, also in diesem
Fall den Aurora Kinasen, zum Verlust der Bindefdhigkeit des Inhibitors kommen (Gorre et al.
2001). Andererseits konnen Verdnderungen in anderen Genen, beispielsweise durch
Uberexpression, zu einer Uberwindung der Inhibitorwirkung fiihren (Guo et al. 2009; van der
Holt et al. 2005). Hier konnte man etwa an anti-apoptotische Proteine oder Transportproteine
denken, welche den Inhibitor aus der Zelle ausschleusen kdonnen. Diese Arbeit befasste sich
mit dem zweiten genannten Mechanismus der Resistenzentwicklung. Dabei war der
Ansatzpunkt, dass in die Zellen mittels Knockdowns oder Uberexpressionen bestimmter Gene
eine Resistenz gegeniiber dem AKI hervorgerufen wiirde. Hierzu wurde zum einen eine
siRNA library, bestehend aus 150 000 siRNA-Sequenzen, in die Zellen transduziert, wobei
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fiir die meisten Zielgene vier verschiedene Sequenzen vorhanden waren. Zum anderen wurde
auch eine cDNA library transduziert, welche eine Uberexpression der Zielgene auslosen
sollte. Nach erfolgreicher Transduktion wurden die Zellen mit dem Aurora Kinase Inhibitor
kultiviert, wobei die Zielvorstellung ein vermehrtes Wachstum derjenigen Zellen war, welche
durch vermehrte oder verminderte Expression bestimmter Proteine eine Resistenz entwickeln
und daraufhin dem Inhibitor trotzen konnten. Bedauerlicherweise konnte jedoch trotz
mehrmaligem Ansetzen des Versuchs mit entsprechend hohen Zellzahlen keinerlei Wachstum
der Zellen und somit kein Hinweis auf eine ausgebildete Resistenz gegeniiber dem Aurora
Kinase Inhibitor beobachtet werden. Man sollte daher zunéchst kritisch die verwendeten
Methoden beurteilen, um etwaige Irrtiimer im Versuchsaufbau zu identifizieren und somit

eventuell eine Erklarung fiir das Versagen des durchgefiihrten Experiments zu finden.

Urspriinglich sollten Myc-Lymphomzellen mit den beiden libraries infiziert werden. Dies
stellte sich jedoch nach zahlreichen Versuchen als unmoglich heraus, was dadurch bedingt
sein mochte, dass eine Infektion von Lymphomzellen generell schwierig ist und auch vom
Hersteller der siRNA library deutliche Unterschiede in der Transduktionseffizienz fiir
verschiedene Zelllinien eingerdaumt wurden. Als Ausweichlosung wurden dann NIH 3T3-
Zellen infiziert, eine murine embryonale Fibroblasten-Zelllinie. Hier konnte nun eine
erfolgreiche Infektion erreicht werden. Dennoch kann das Verwenden einer anderen Zelllinie
unter Umstdnden dazu beigetragen haben, dass sich schlussendlich keine verwertbare
Resistenz zeigte. Durch das zusitzliche Einbringen von ¢-MYC in die NIH 3T3-Zellen wurde
jedoch versucht, gleiche Bedingungen wie in den Lymphomzellen zu schaffen. Zudem war
die Erwartungshaltung, dass eine Resistenz durch Knockdown oder Uberexpression eines
bestimmten Genes vermittelt wiirde und dabei wire der eingesetzte Zelltyp von

untergeordneter Bedeutung.

Des Weiteren wurde zwar bei den mit der siRNA library infizierten Zellen eine Titerkontrolle
zur Messung der Transduktionseffizienz durchgefiihrt, die erfolgreich infizierten Zellen
konnten jedoch nicht selektiert werden, sodass bei der erreichten Effizienz von 64% immerhin
36 % der verwendeten Zellen keinerlei Knockdown erfahren hatten. Dies wurde jedoch durch
eine entsprechend hohere Anzahl von Zellen, die mit dem Inhibitor kultiviert wurden,
ausgeglichen, sodass eine auftretende Resistenz in jedem Fall zu beobachten hitte sein

miissen.
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Bei der Infektion der Zellen mit der cDNA library gab es keine Maoglichkeit, die
Transduktionseffizienz valide zu messen, da die library keinerlei Reportergen enthielt. Es
wurde daher zusitzlich der Vektor MSCV thCD?2 in 1% der Konzentration der cDNA library
mittransduziert, um mittels durchflusszytometrischer Messung CD2 zu beurteilen und damit
auf die Transduktionseffizienz der library schlieBen zu konnen. Obwohl sieben Prozent der
Zellen CD2-positiv waren und man daher von einer sehr guten Effizienz ausging, kann man
letztendlich natiirlich nicht mit endgiiltiger Sicherheit behaupten, dass die Zellen auch

wirksam mit der cDNA library infiziert wurden.

Eine weitere Problematik, die es anzusprechen gilt, ist die Frage, wie viele Zellen schlieBlich
fiir das Screening auf 96-well-Platten mit dem Aurora Kinase Inhibitor pro well ausplattiert
werden sollten. Als Indikator einer Resistenzentwicklung wurde ein Farbumschlag des
Zellmediums angesehen, das auf einen Verbrauch der enthaltenen Nihrstoffe hinweist.
Hierbei musste man demnach beachten, dass nicht zu viele Zellen in einem well kultiviert
wurden, die dann allein durch ihre Zahl schon viele Nihrstoffe bendtigen und ohne eine
Resistenz gegeniiber dem Inhibitor zur raschen Verfarbung des Mediums fiithren kénnen. Die
Anzahl der ausplattierten Zellen pro well sollte daher sehr gering gehalten werden, sodass ein
Farbumschlag nur bei wirklich durch eine Resistenz bedingtem gesteigertem Zellwachstum
auftrat. Es wurden daher mehrere Versuche durchgefiihrt, wobei jeweils zwischen 100 und
2000 Zellen pro well ausplattiert wurden. Um eventuell entstehenden resistenten Zellkolonien
optimale Wachstumsbedingungen zu schaffen, wurde auch das Medium regelmaBig
gewechselt. Dennoch konnte iiber einen Beobachtungszeitraum von mehreren Wochen keine

Farbidnderung des Mediums festgestellt werden.

Womoéglich ist jedoch der verwendete Indikator fiir eine Resistenzentwicklung gegeniiber
R763/AS703569, der Farbumschlag des Mediums, ungenau und nicht geeignet, um die
Ausbildung einer Resistenz zu beurteilen. Bei der relativ geringen Zellzahl, die pro well
ausplattiert wurde, dauert es moglicherweise zu lange, bis ein Grofteil der Nihrstoffe im
Medium aufgebraucht ist und sich die Farbe dndert, zumal man ja davon ausgeht, dass der
iiberwiegende Teil der Zellen am Einfluss des Aurora Kinase Inhibitors zugrunde geht. Die
Zellen wurden jedoch auch mikroskopisch regelmifig beurteilt, und auch hier konnte sich
kein schnell wachsender Zellklon herauskristallisieren, der ein Fingerzeig auf eine
Resistenzentwicklung gewesen wire. Dariiber hinaus wurde nachfolgend, um die Methode als

durchaus funktional zu bestdtigen, das anti-apoptotische Protein Bcl-2 in den Zellen
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tiberexprimiert, von welchem bekannt ist, dass es Resistenzen gegeniiber Zytostatika
vermitteln kann (Kassim et al. 1999; Real et al. 2002; Cluzeau et al. 2012). Hierbei konnte bei
den Bcl-2 iiberexprimierenden Zellen nach 20 Tagen ein deutlich sichtbarer Farbumschlag des
Mediums zur Kenntnis genommen werden und ein besseres Wachstum der Bcl-2 positiven
Zellen im Vergleich zu Zellen, die mit der siRNA library infiziert wurden, beobachtet werden.
Angesichts dieser Tatsache kann man abschlieBend feststellen, dass die verwendete Methode
durchaus zu einem Ergebnis hitte fithren konnen, wenn durch die transduzierten Knockdowns
beziehungsweise Uberexpressionen eine wirksame Resistenz in den Zellen zustande

gekommen wiire.

5.3 Uberexpression von Bcl-2 geht mit verminderter Sensitivitiit
gegeniiber AKI einher

Beim Screening der NIH 3T3 Myc-Zellen auf Resistenzentwicklung gegeniiber Aurora
Kinase Inhibitoren mittels Transduktion einer siRNA- und einer cDNA library konnten
bedauerlicherweise keine Resistenzen ermittelt werden. Um die verwendete Methode als
valide zu belegen, wurde daher das anti-apoptotische Protein Bcl-2 iiberexprimiert, woraufthin
die Zellen ein deutlich gesteigertes Wachstum im Vergleich zu den Wildtypzellen und auch
zu den mit den libraries infizierten Zellen zeigten. Bcl-2 spielt eine zentrale Rolle in der
Apoptose und ist ein anti-apoptotischer Vertreter der gleichnamigen Proteinfamilie (Cory,
Adams 2002). In einer Reihe von Krebserkrankungen konnten Verdnderungen der Expression
von Proteinen dieser Familie nachgewiesen werden. Beispielsweise ist eine vermehrte
Expression von Bcl-2 durch Translokation oder Amplifikation in Non-Hodgkin-Lymphomen
zu beobachten (Tsujimoto et al. 1985; Monni et al. 1997). Uberdies kann Bcl-2 den durch
zytotoxische Substanzen induzierten Zelltod unterdriicken und seine Uberexpression dadurch
mit einer Resistenz gegeniiber Chemotherapeutika einhergehen (Yip, Reed 2008). Es konnte
gezeigt werden, dass Aurora-Kinase A eine vermehrte Expression des anti-apoptotischen
Proteins Bcl-2 bewirkt, was bei einer Aurka-Uberexpression in einer Hemmung der Apoptose
resultiert (Wang et al. 2006). Die Behandlung mit dem Aurora Kinase Inhibitor VX680 fiihrt
zu einer Anhebung der Bax/Bcl 2-Ratio, wobei die Expression von Bcl-2 gehemmt wird und

so das Gleichgewicht auf der pro-apoptotischen Seite liegt (Huang et al. 2008).
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Weiterhin war von einer befreundeten Arbeitsgruppe bereits nachgewiesen worden, dass die
Uberexpression von Bcl-2 in Myc-Lymphomzellen deren Sensitivitit gegeniiber Aurora
Kinase Inhibitoren verringert. Diese Grundlagen fiihrten zu der Annahme, dass eine
Uberexpression von Bcl-2 mit einer vermehrten anti-apoptotischen Aktivitit und einer
messbaren Resistenz gegeniiber dem AKI einhergeht, was anhand der durchgefiihrten
Versuche bestitigt werden konnte. Im Vergleich zu Wildtypzellen zeigten diejenigen Zellen,
in welchen Bcl-2 iiberexprimiert wurde, ein Wachstum in Gegenwart des AKI und durch den
daher vermehrten Verbrauch von Nihrstoffen und einer Farbidnderung des Mediums konnte
dies auch makroskopisch beobachtet werden. Hierdurch konnte aufgezeigt werden, dass die

verwendete Screening-Methode durchaus sinnvoll war.

5.4 Beurteilung von Genen, welche Resistenzen gegeniiber Aurora
Kinase Inhibitoren vermitteln konnen

Die Herangehensweise der in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Experimente fiihrte
schlussendlich nicht zum Ziel. Es konnten keine relevanten Gene, die fiir eine
Resistenzentwicklung gegeniiber Aurora Kinase Inhibitoren verantwortlich wiren, ermittelt
werden. Dagegen gelang es mehreren anderen Forschungsgruppen, durch unterschiedliche
Methoden derartige Gene zu identifizieren. Guo et al gelang es, gegeniiber dem Aurora
Kinase B selektiven Inhibitor AZD1152 resistente Kolon- und Pankreaszellen zu generieren,
indem sie die Zellen in Anwesenheit von 1uM des Inhibitors fiir dret Monate kultivierten. Die
iiberlebenden Zellen (weniger als 0,01%) wurden selektiert und mittels genomweiter
Microarray-Analyse untersucht. Hierbei konnte eine Uberexpression der Gene ABCBI,
welches fiir MDR1 kodiert, sowie von ABCG2, welches fiir BCRP kodiert, festgestellt
werden. Diese Proteine sind beide Mitglieder der ABC-Transporter Familie, welche iiber eine
ATP-bindende Kassette als gemeinsames Strukturelement verfiigen und Substrate aktiv iiber
die Zellmembran transportieren konnen, wodurch sie die Fihigkeit erlangen, Resistenzen
gegeniiber verschiedenen Medikamenten zu vermitteln (Jones, George 2004; Vlaming et al.
2009; Ling 1997; Rees et al. 2009). Die Uberexpression dieser Proteine reicht alleinig aus, um
eine Resistenz gegeniiber AZD1152 aufrecht zu erhalten und zeigt ebenfalls eine

Kreuzresistenz gegeniiber dem Pan-Aurora Kinase Inhibitor VX680 (Guo et al. 2009).
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Auch in AML-Zelllinien konnte bei Uberexpression von MDR1 und BCRP eine verminderte
Sensitivitidt gegeniiber AZD1152 nachgewiesen werden (Grundy et al. 2011).

Ahnliche Ergebnisse konnten Seamon et al erzielen. Diese Arbeitsgruppe kam ebenfalls zu
dem Ergebnis, dass BCRP fiir die Resistenzentwicklung gegeniiber dem Inhibitor JNJ-
7706621, welcher Aurora Kinasen sowie Cyklin-abhédngige Kinasen hemmt, verantwortlich
ist. Hier wurden die Zellen fiir 12 Monate mit steigenden Konzentrationen des Inhibitors
kultiviert und anschlieBend resistente Zellen selektiert, bei denen eine Uberexpression von

ABCG?2 festgestellt wurde (Seamon et al. 2006).

Demgegeniiber konnten Girdler et al mehrere Punktmutationen in AURKB ermitteln, welche
zur Resistenzbildung gegeniiber dem selektiven Aurora B Inhibitor ZM447439 fiihrten. Hier
wurden Tumorzellen kontinuierlich fiir drei Wochen mit einer zytotoxischen Dosis des AKI
kultiviert. Daraufthin konnten mehrere resistente Kolonien gewonnen werden. Da jedoch die
Aktivitat der Aurora Kinase B in diesen Zellen noch erhalten war, fiel der Verdacht auf
Verinderungen innerhalb des AURKB-Gens. Bei der nachfolgenden Sequenzierung konnten
finf Punktmutationen identifiziert werden, welche sich in der Kinase-Domine von Aurkb
befinden und somit eine effektive Bindung des Inhibitors verhindern. Fiir diese Zelllinien
wurden auch Kreuzresistenzen gegeniiber anderen Aurora B Inhibitoren wie VX-680 und

Hesperadin beschrieben (Girdler et al. 2008).

Es lasst sich somit feststellen, dass Resistenzen gegeniiber Aurora Kinase Inhibitoren sowohl
durch Punktmutationen in den Zielstrukturen entstehen konnen, als auch durch vermehrte
Expression beispielsweise von Genen der ABC-Transporterfamilie, was zum aktiven
Transport des Medikaments aus der Tumorzelle fiihrt. Methodisch war den oben genannten
Arbeitsgruppen gemein, dass die Zellen fiir einen lingeren Zeitraum im Beisein eines Aurora
Kinase Inhibitors kultiviert wurden und sich daraufhin resistente Kolonien bildeten, welche
genauer untersucht wurden. Es scheint somit, dass diese Methode eher zielfiihrend ist, als die
im Vorhinein durchgefiihrte Uberexpression oder RNA-Interferenz mittels cDNA- und

siRNA libraries, welche die Grundlage der vorliegenden Arbeit bildete.
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5.5 Biomarker fiir Ansprechen auf Aurora Kinase Inhibitoren als
wichtige Elemente in der Therapie von Krebserkrankungen

Aurora Kinasen sind aufgrund ihrer Funktionen wihrend Mitose und Zellteilung wichtige
Schliisselenzyme des Zellzyklus (Fu et al. 2007b). In vielen Tumorgeweben konnte ihre
Uberexpression nachgewiesen werden, was sie zu einem vielversprechenden Ziel der
modernen Krebstherapie macht (Green et al. 2011). Zahlreiche niedermolekulare Hemmstoffe
konnten bereits entwickelt werden, welche Aurora Kinasen sowohl in vitro als auch in vivo
inhibieren und auch in klinischen Studien bereits Erfolge verbuchen konnten (Goldberg et al.
2014; Friedberg et al. 2014). Ein maflgebliches Problem der sogenannten ,,targeted therapy*
ist die Entwicklung von Resistenzen gegeniiber dem Therapeutikum, die sowohl primér als
auch im Laufe der Behandlung auftreten kann. Es ist daher von groer Wichtigkeit, derartige
Resistenzentwicklungen zu identifizieren und zu charakterisieren, was der Ansatz der
vorliegenden Arbeit war. Auch wenn dies hier letztendlich nicht zum Erfolg fiihrte, ist das
Bestreben, Gene zu finden, welche durch vermehrte oder verminderte Expression Resistenzen
gegeniiber AKI vermitteln konnen, durchaus gerechtfertigt. Es wire schlieBlich moglich,
durch die gezielte Untersuchung solcher Biomarker dem Patienten eine individuelle Therapie
zukommen zu lassen, welche effektiv und wirksam ist und gleichzeitig die auftretenden
Nebenwirkungen so gering wie moglich zu halten. Dies kann nur erreicht werden, wenn man
die Wirksamkeit der Chemotherapeutika bereits vor der Verabreichung einschitzen kann
(Kollareddy et al. 2012). Anderen Forschungsgruppen gelang es bereits, derartige Gene zu
identifizieren, welche die Sensitivitit dem AKI gegeniiber deutlich herabsetzen (Guo et al.
2009; Seamon et al. 2006). Dies erdffnet schlieflich auch neue Moglichkeiten fiir
Kombinationstherapien, welche prizise auf den Tumor zugeschnitten sind. Ein weiterer
Ansatzpunkt der Forschung kann die Entwicklung von Aurora Kinase Inhibitoren sein,
welche neue Bindungsarten besitzen und somit durch internale Punktmutationen in den

AURK-Genen ausgeloste Resistenzen iiberwinden konnen (Girdler et al. 2008).

Es gibt daher in diesem Bereich noch ein groBes Potential fiir Nachforschungen und
Untersuchungen, um schlielich dem Patienten nicht nur die bestmogliche Therapie, sondern

auch eine grofBtmogliche Lebensqualitiat wéhrend der Behandlung bieten zu kénnen.
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6 Zusammenfassung

Fehler und Dysfunktionen im &uBlerst komplexen Prozess der Mitose konnen den
Ausgangspunkt fiir genomische Instabilitit und damit fiir die Tumorigenese darstellen
(Lengauer et al. 1998). In den letzten Jahren konnten Aurora Kinasen als wichtige Bausteine
im Bereich der Zellzyklusregulation herausgestellt werden und ihre Uberexpression wurde in
einer Reihe von Tumoren beschrieben (Gautschi et al. 2008). Dies macht die Inhibition von

Aurora Kinasen zu einem vielversprechenden Ziel in der Therapie maligner Erkrankungen.

Es wurde gezeigt, dass Aurora Kinasen in Myc-induzierten Lymphomen iiberexprimiert sind
und deren Hemmung hier zum Untergang der Tumorzellen fiihrt, was die Grundlage dieser
Arbeit bildet (den Hollander et al. 2010). In mehreren klinischen Studien musste jedoch
festgestellt werden, dass die Tumorzellen im Therapieverlauf Resistenzen gegen die
verwendeten Aurora Kinase Inhibitoren aufwiesen (Kollareddy et al. 2012). Die Zielsetzung
der vorliegenden Arbeit war es demnach, Gene zu ermitteln, welche fiir eine solche

Resistenzbildung verantwortlich sein kdnnten.

Zunachst wurde die geeignete Konzentration des Aurora Kinase Inhibitors ermittelt, bei der
die fiir die Versuche verwendeten Lymphomzellen zuverlédssig abgetdtet wurden und somit
die Entwicklung von Resistenzen sowohl in der Zellkultur als auch in MTT-Assay und FACS
sicher beurteilt werden konnte. Hierbei wurden zwei verschiedene AKI getestet. Fiir den Pan-
Aurora Kinase Inhibitor R763/AS703569 konnte 25nM als zutreffende Konzentration eruiert
werden. Der Aurora A Inhibitor MLN 8237 wurde ebenfalls getestet, hier war jedoch eine
deutlich hohere Konzentration von 200nM notwendig, um einen sicheren Zelltod zu
gewihrleisten, was Aurora Kinase B als das vordergriindige Ziel in Myc-induzierten
Lymphomen bestitigte. Die nachfolgenden Versuche wurden daher mit R763/AS703569
durchgefiihrt. Des Weiteren wurden Punktmutationen von Aurora A und B in die Zellen
eingebracht, welche die Struktur der Kinasen dementsprechend verinderten, dass der Inhibitor
nicht mehr binden konnte. Nachdem diese Zellen mit 25nM des Inhibitors inkubiert wurden,
lie} sich bei den AURKB-Mutanten eine deutliche Resistenz gegeniiber dem AKI feststellen.

Diese Zellen zeigten in der Zellzyklusanalyse mittels PI-FACS ein anndhernd normales Bild.
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Fir die AURKA-Mutanten liel sich jedoch keine derartige Resistenz feststellen, was
wiederum fiir den niedrigeren Stellenwert von Aurora A im Myc-induzierten Lymphom
spricht. Dennoch konnte durch diese Versuche gezeigt werden, dass eine etwaige Resistenz
gegeniiber Aurora Kinase Inhibitoren sowohl in der Zellkultur als auch in der
Zellzyklusanalyse deutlich sichtbar sein sollte. Nachfolgend wurde versucht, eine siRNA
library sowie eine cDNA library in die Lymphomzellen zu transduzieren. Dies war jedoch
nicht erfolgreich, sodass stattdessen NIH3T3-Zellen, welche Myc iiberexprimieren, infiziert
wurden. Hier gelang eine erfolgreiche Infektion, es konnte jedoch im Verlauf keine
Resistenzentwicklung gegeniiber dem AKI beobachtet werden. Um die verwendete Methodik
zu validieren, wurde schlussendlich das anti-apoptotische Protein Bcl-2 in den Zellen
iiberexprimiert, von dem bekannt ist, dass es eine Resistenz gegeniiber Aurora Kinase
Inhibitoren vermitteln kann. Dabei zeigte sich nachfolgend auch in der Zellkultur unter
Inkubation mit dem Inhibitor R763/AS703569 ein im Vergleich zu den Leervektor-Zellen
deutlich weniger gehemmtes Zellwachstum, sodass von einer Resistenzentwicklung
ausgegangen werden konnte. Somit hitte die verwendete Methodik durchaus zum Ziel fiihren
konnen, wenn durch die Infektion mit den beiden libraries Gene vermehrt oder vermindert
exprimiert worden wiren, die eine Uberwindung der Inhibitorwirkung erreichen und durch

verminderte Wachstumshemmung eine Resistenz vermitteln hétten konnen.

Nichtsdestotrotz ist die Untersuchung von Resistenzmechanismen gegen Medikamente,
welche zur Therapie von Krebserkrankungen eingesetzt werden, von grofler Bedeutung.
Durch die Charakterisierung von Biomarkern fiir das Ansprechen auf bestimmte Therapien
kann man dem Patienten eine wirksame Behandlung zukommen lassen und ihm nutzlose und
nebenwirkungsreiche Therapien ersparen und dadurch seine Versorgung verbessern wie auch

seine Lebensqualitdt erhohen.
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