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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Chemische Genetik

Einen Meilenstein bei der Analyse der menschlichen Biologie definierte 2001 die vollstan-
dige Sequenzierung des menschlichen Genoms (International Human Genome Sequencing
Consortium, 2001; Venter et al., 2001). Zu wissen welche Gene vorliegen und abgelesen
werden kdnnen oder die Proteine zu erfassen, welche zu einem bestimmten Zeitpunkt in
einer Zelle exprimiert werden, ist jedoch nicht ausreichend, um das Phanomen Leben voll-
standig zu verstehen. Viel mehr entscheidet sich das Schicksal einer Zelle durch die Inter-
aktion von Proteinen sowohl untereinander, als auch mit anderen Makromolekiilen, mit
Strukturen, wie der Zellmembran und dem Zytoskelett, sowie mit niedermolekularen Ver-
bindungen, welche durch Bindung an Genprodukte deren Aktivitdt verandern kénnen.
Dementsprechend bleibt eine der groRten Herausforderungen der Naturwissenschaft die
einzelnen Buchstaben der Genomsequenz, zu Wortern, Satzen, Absatzen und Kapiteln an-
zuordnen, um letztendlich das Buch des Lebens zusammenzufiigen (Waldmann, 2003). Um
dieses Ziel zu erreichen, folgt die Molekulargenetik seit ihren Anfangen im 20. Jahrhundert
dem Grundsatz: Um ein System zu verstehen, muss man es storen (Brenner, 1974;
Stockwell, 2004). Dies gelingt zum einen durch gezieltes Ausschalten von Genen (,,Knock
out”), was die Expression der entsprechenden Proteine verhindert. Zum anderen resultiert
eine erhohte Anzahl von Genkopien beziehungsweise Verwendung von aktiveren Promo-
toren in einer gesteigerten Proteinkonzentration. Des Weiteren kann eine Proteinfunktion
durch Mutation des entsprechenden Gens modifiziert werden (Hartwell, 1991). Aufgrund
des zu beobachtenden Phanotyps, kann abschlieRend auf die Genfunktion geschlossen
werden. Mit Hilfe dieser Methodik konnten grundlegende biologische Prozesse erfolgreich
erforscht werden (Stockwell, 2000). So wurde etwa der Zellzyklus an der Hefe Saccharo-
myces cerevisiae (Hartwell, 1974), der programmierte Zelltod am Nematoden Caenorhab-
ditis elegans (Driscoll, 1992) sowie die friihembryonale Entwicklung an der Fruchtfliege
Drosophila melanogaster (Nusslein-Volhard & Wieschaus, 1980) aufgeklart. Allerdings
bringen genetische Ansatze auch einige Einschrankungen mit sich. Zum Beispiel gestaltet
sich die Analyse eines Phanotyps als sehr schwierig, wenn die Ausschaltung eines Gens zur
Letalitat flhrt. Ebenso sind genetische Mutationen in den meisten Fallen nicht konditional,
sie kdnnen nicht gezielt an- oder ausgeschaltet werden. Mutationen von nicht-essentiellen

Genen konnen auBerdem haufig funktionell durch verwandte Gene kompensiert werden,
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so dass der ,Knock out” Phanotyp verdeckt bleibt (Alaimo et al., 2001). Ein komplementa-
rer Ansatz zur Molekulargenetik ist die Chemische Genetik, welche anstelle von Genmuta-
tionen niedermolekulare Verbindungen nutzt, um Proteinfunktionen zu verdndern
(Schreiber, 1998). Obwohl der Begriff Chemische Genetik erst in den 90er Jahren gepragt
wurde, reichen seine Anfange weit zuriick. So dienten bereits vor Jahrhunderten Natur-
stoffe, welche meist zufallig durch Menschen oder Tiere aufgenommen wurden und zu
einem positiven Effekt fiihrten, als Arzneimittel. Im spdten 18. Jahrhundert festigte sich,
durch die routinemaRige Reinigung der Wirkstoffe Opium und Digitalis aus dem Schlaf-
mohn bzw. dem Fingerhut, die Idee, dass der Effekt von Pflanzenextrakten durch die ein-
zelnen Bestandteile herbeigefiihrt wird (Florian et al., 2007). Die Beobachtung von Paul
Ehrlich, Nervenzellen mit Methylenblau selektiv anfarben zu kénnen und die daraus resul-
tierende Folgerung, dass die Wirkung von niedermolekularen Substanzen durch , Rezepto-
ren” herbeigefiihrt wird, war ein weiterer Fortschritt (Travis, 1989). Die Basis flir chemisch-
genetische Analysen wurde im 19. Jahrhundert geschaffen, als es Chemikern erstmals ge-
lang Verbindungen zu synthetisieren, welche zuvor aus Pflanzenextrakten isoliert worden
waren. Eines der wahrscheinlich bekanntesten Beispiele hierfir ist die Acetylsalizylsdaure
(Vane & Botting, 2003). Bereits in der Antike wurde die fiebersenkende und schmerzstil-
lende Wirkung von Weidenrindenextrakt beschrieben. Die Isolierung von Salizylsdure aus
der Weidenrinde erfolgte um 1830 und bis zur ersten erfolgreichen Herstellung von Ace-
tylsalizylsdure vergingen weitere 23 Jahre. Schlief3lich wurde 1899 Aspirin® als erster syn-
thetischer Wirkstoff kommerziell durch Bayer & Co vermarktet. Dies war sowohl der Auf-
takt fir die wachsende Anzahl an Pharmaunternehmen, als auch fir die Medizinische
Chemie. Fortschritte im Rahmen der Proteinexpression und -reinigung, trugen zum Durch-
bruch der chemisch-genetische Methoden bei (Florian et al., 2007).

Alternativ zur klassischen Genetik hat die Chemische Genetik einige Vorteile aufzuweisen:
Ein chemisch-genetischer Ansatz kann parallel an verschiedenen Arten (Zelllinien oder
Organismen) durchgefiihrt werden. Des Weiteren kann die Chemische Genetik Systeme
analysieren, fiir die klassische genetische Ansatze nur teilweise, bzw. gar nicht oder nur
sehr schwer durchzufiihren sind. Weitere Vorteile sind die Funktion von essentiellen und
rezessiven Genen untersuchen zu kénnen, sowie schnell ablaufende Prozesse zeitaufgeldst
zu analysieren. AulRerdem kann nach Entfernen der niedermolekularen Substanz eine mog-
liche biologische Antwort beobachtet werden und es besteht die Moglichkeit konzentrati-
onsabhangige Phanotypen zu erforschen. Niedermolekulare Verbindungen kdénnen in ver-

schiedenen Kombinationen eingesetzt werden und zudem als Hilfsmittel in der Protein-
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Kristallographie dienen. Ferner kann mit Hilfe der Chemischen Genetik spezifisch eine Pro-
teinfunktion ausgeschaltet werden, wahrend beim Ausschalten eines Gens alle Funktionen
des Proteins verloren gehen. Letztendlich ist auch die Tatsache, dass eine niedermolekula-
re Substanz moglicherweise zu einem Arzneimittel weiterentwickelt wird, eine Motivation
diese Molekiile als Werkzeuge zur Erforschung von biologischen Prozessen einzusetzen
(Stockwell, 2004; Westwood, 2004). Eine Gemeinsamkeit der Molekulargenetik und der
Chemischen Genetik besteht in der Unterteilung in einen vorwarts- und einen rickwarts-

gerichteten Ansatz, wie in Abbildung 1 dargestellt ist.

a| Genetischer Ansatz b| Chemisch-Genetischer Ansatz
Vorwiérts Riickwérts Vorwarts Rickwarts

@@
S0, -

Mutation des A
. Platte mit Hefezellen Protein
willkiirliche gewiinschten )
Mutagenese von Gens Zugabe von einer Selektion einer
Hefezellen Substanz pro Substanz fiir das
Vertiefung gewiinschte Protein
@@
@ Zellen mit CX)
@ mutiertem Gen O O
generieren ‘
Auswahl einer Substanz wéhlen die

Mutante mit dem ~ zu gewiinschtem Applikation der
gewlinschten “ Phénotyp fiihrt Substanz auf Zellen
Phanotyp y
P

arretierte Zelle mit Analyse der
groRer Knospe phénotypischen ‘|
Veranderung oo
|dentifikation des Identifikation des
mutierten Gens (@ Zielproteins .
N

arretierte Zelle mit Unters‘ychung des
groRer Knospe Phénotyps

Abbildung 1: Vergleich von genetischen und chemisch-genetischen Ansitzen (modifiziert nach Stockwell, 2000)

a| Ein vorwarts-gerichteter genetischer Ansatz beinhaltet die willkiirliche Mutagenese von Zellen, ein Testverfahren
zur Detektion gewiinschter Phanotypen und die Identifizierung der mutierten Gene in den betroffenen Zellen. Im
Gegensatz hierzu wird bei dem riickwarts-gerichteten Ansatz ein Gen spezifisch mutiert und der daraus resultieren-
de Phanotyp untersucht. b| Bei einem vorwarts-gerichteten chemisch-genetischen Ansatz werden in einem Testver-
fahren Substanzen auf Zellen appliziert. Eine Substanz, welche den gewiinschten Phanotyp auslést wird ausgewahlt
und das Zielprotein identifiziert. Im riickwarts-gerichteten Ansatz wird ein Protein von Interesse genutzt, um unter
mehreren Substanzen einen spezifischen Bindungspartner zu finden. Anschliefend wird der Effekt der ausgewahl-
ten Substanz auf den Phanotyp untersucht.

Der rlickwarts-gerichtete chemisch-genetische Ansatz beginnt bei einem Protein von Inte-
resse und fihrt zur Analyse des Phanotyps. Genauer gesagt werden in einem biochemi-
schen in vitro-Testsystem niedermolekulare Substanzen untersucht, welche méglicher-

weise das Zielprotein modifizieren kénnen. Die phanotypische Antwort identifizierter Inhi-
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bitoren oder Aktivatoren wird anschlieRend in einem zellularen System untersucht. Im
Gegensatz zum rlckwarts-gerichteten Ansatz bewegt sich der vorwarts-gerichtete Ansatz
vom Phdnotyp zum Zielprotein. In diesem Testsystem werden niedermolekulare Verbin-
dungen gesucht, die in dem untersuchten biologischen System einen gewlinschten Phano-
typ auslésen. Weist ein Molekil Aktivitat auf, muss anschlieBend das von der Substanz
modifizierte Protein identifiziert werden (Hiibel et al., 2008). Das zu untersuchende biolo-
gische System kann in diesem Fall ein einzelliger Eu- oder Prokaryot sein, physiologische
oder pathologische Zellen komplexer mehrzelliger Vertebraten oder Sduger sowie kom-
plette hohere Organismen wie Fliegen, Wiirmer, Zebrafische oder Mause (Bredel & Jacoby,
2004).

Ein Fallbeispiel fir einen riickwdrts-gerichteten chemisch-genetischen Ansatz ist die Auf-
klarung der Funktion der Kinase MEK1 (Sebolt-Leopold et al., 1999). Diese wurde in einem
im Hochdurchsatz durchgefiihrten in vitro Kinase-Testsystem, spezifisch durch die nieder-
molekulare Verbindung PD184352 (Abbildung 2) inhibiert. Um die Bedeutung von MEK1
flr das Zellwachstum und die Morphologie sowie den Verlauf des Zellzyklus zu definieren,
wurde der Effekt von PD184352 auf diese Prozesse in Dickdarmkrebszellen untersucht.
Diese Analysen zeigten, dass die Aktivitdt von MEK1 fiir den Ubergang des Zellzyklus von
der G1- zur S-Phase, fiir das anhaftungsunabhangige Wachstum, die Zellverteilung und die
Uberfiihrung von einer runden Morphologie der Darmkrebszellen zu einer abgeflachten
Morphologie benétigt wird (Abbildung 2). Bei Mdusen mit einem Dickdarmtumor, die mit
PD184352 behandelt wurden, war ein Schrumpfen des Tumors zu verzeichnen, was eben-
falls auf eine Beteiligung von MEK1 am Wachstum von Dickdarmkrebszellen in vivo hin-
deutete. Zusammenfassend konnte durch diesen Ansatz ein niedermolekularer MEK1 Inhi-
bitor entdeckt werden, der im weiteren Verlauf zur Aufklarung der Rolle von MEK1 in Tu-
morprozessen diente. Des Weiteren zeigt diese Studie beispielhaft die Vorzlige von che-
misch-genetischen alternativ zu den traditionell genetischen Ansatzen, da in einem analo-
gen rlickwarts-gerichteten genetischen Ansatz Mekl1-defiziente Mausembryonen bereits
frih in der embryonalen Entwicklung starben (Giroux et al., 1999).

Exemplarisch flr einen vorwarts-gerichteten chemisch-genetischen Ansatz ist die Entde-
ckung von Monastrol (Mayer et al., 1999). Im Hochdurchsatz wurden 16320 Substanzen
auf Lungenkrebszellen gegeben und mit Hilfe eines Cytoblots Substanzen identifiziert, wel-
che den Gehalt an phosphoryliertem Nucleolin erhéhten; Phosphonucleolin diente als
Marker zum Nachweis eines mitotischen Arrests. Da viele der bereits bekannten Mitosein-

hibitoren Tubulin modulierten, wurde in einem weiteren Schritt der Einfluss der zuvor
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identifizierten Molekile auf die Tubulin-Polymerisation in vitro getestet. Molekiile, welche
keine Auswirkung auf die Polymerisation hatten, wurden mit Zellen aus der Griinen Meer-
katze inkubiert und die fixierten Zellen mittels Immunfluoreszenz hinsichtlich ihrer Tubu-
lin-, Aktin- und Chromatin-Struktur untersucht. Unter den gefundenen 86 Substanzen
wurde Monastrol, welches Zellen in der Mitose arretierte und monopolare mitotische
Spindeln induzierte (Abbildung 2), als neuer Mitoseinhibitor identifiziert. Zum einen konn-
te dieser Phanotyp mit einem bekannten Phanotyp korreliert werden. Zum anderen konn-
te spater in vitro gezeigt werden, dass es sich bei dem Zielprotein um das Kinesin EG5 han-
delt. In anschlieRenden Experimenten wurde Monastrol genutzt, um mitotische Prozesse,
die Detektion und Korrektur von falsch orientierten Chromosomen und die Aufgaben von
EG5 fir den Spindelaufbau und die Spindelaufrechterhaltung zu studieren (Kapoor et al.,

2000).
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Abbildung 2: Fallbeispiele fiir chemisch-genetische Ansdtze (Mayer et al., 1999; Sebolt-Leopold et al., 1999)

a| Chemische Struktur von PD184352. b| Darmkrebszellen nach 24 h Inkubation mit DMSO und anschlieRender
Aktin-Farbung. ¢| Darmkrebszellen nach 24 h Inkubation mit PD184352 und anschlieBender Aktin-Farbung. d| Che-
mische Struktur von Monastrol. e| Nierenzelle aus der Griinen Meerkatze nach DMSO-Behandlung. Tubulin (grin)
und DNA (blau) wurden angefarbt. f| Nierenzelle aus der Griinen Meerkatze nach Inkubation mit Monastrol. Tubu-
lin (griin) und DNA (blau) wurden angefarbt.

Fir Phanotypen, fir die eine einfache Korrelation mit einer bereits bekannten Mutation
nicht moéglich ist, werden andere Methoden verwendet, um das Zielprotein zu identifizie-

ren. Diese werden im Folgenden naher erlautert.
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1.2. Methoden zur Zielprotein-ldentifizierung

Der zumeist geschwindigkeitslimitierende Schritt eines vorwarts-gerichteten chemisch-
genetischen Ansatzes ist die Identifizierung des Zielproteins der zuvor ausgewahlten Sub-
stanz. Die einfachste Herangehensweise, um ein Zielprotein zu identifizieren, ist eine fun-
dierte wissenschaftliche Hypothese. Diese Hypothese kann zum einen auf dem beobachte-
ten biologischen Effekt oder zum anderen auf einem eventuellen Effekt in einem anderen
Testsystem beruhen. Eine strukturbasierte Literaturrecherche, bei der nach moglichen
pharmakologischen Wirkungen der ausgewahlten Substanz und strukturverwandten Deri-
vaten in anderen Systemen gesucht wird, kann eine weitere Basis flr eine Hypothese sein
(Ward et al., 2002). Ein erfolgreiches Beispiel fiir die Aufklarung eines Zielproteins mit Hilfe
dieser Methode ist das bereits beschriebene Monastrol. Jedoch ist die Identifizierung
meist nicht so simpel und es wird auf andere Moglichkeiten, wie Microarrays, Expressions-
klonierungen und affinitdtschromatographie-basierte Methoden, zurtickgegriffen.

Von den moglichen Microarray-Techniken ist zundchst der DNA-Microarray (Abbildung 3)
zu nennen, welcher die Erstellung von Genom-Expressionsprofilen wesentlich vereinfacht.
Diese Methode ermoglicht die Messung der transkriptionellen Antwort jedes Gens auf
eine zelluldre Veranderung, sei es eine Erkrankung, ein Prozess wie die Zellteilung oder
eine Antwort auf eine chemische sowie genetische Stérung (Hughes et al., 2000). Durch
einen Vergleich des Expressionsprofils von behandelten Zellen mit dem Profil von Zellen
mit bekannten Mutationen kann auf ein moégliches Zielprotein zurlickgeschlossen werden
(Hughes et al.,, 2000; Marton et al., 1998). Eine weitere vielversprechende Form des
Microarrays ist der Protein-Microarray oder Protein-Chip (Abbildung 3). Bei dieser Metho-
de werden die zu untersuchenden Proteine gereinigt und auf einer derivatisierten Oberfla-
che immobilisiert (Zhu & Snyder, 2003). Dieser Chip wird mit einer fluoreszenz- oder ra-
dioaktivmarkierten Variante der niedermolekularen Verbindung inkubiert und nach strin-
gentem Waschen kénnen die markierten Proteine identifiziert werden. Dieser Ansatz bie-
tet die Moglichkeit in kurzer Zeit das Bindungsprofil eines Molekiils mit einem kompletten
Proteom zu analysieren. Ein weiterer Vorteil besteht darin, dass auch niedrig exprimierte
Proteine identifiziert werden kénnen. Ein Nachteil liegt in einer eventuellen sterischen
Hinderung der Proteine, welche durch deren Anordnung auf dem Chip entstehen kann.
Ebenso kdonnen fehlende posttranslationale Modifikationen der Proteine die Wechselwir-
kung mit der niedermolekularen Verbindung verhindern oder verfalschen (Terstappen et

al., 2007).
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a| DNA-Microarray b| Protein-Chip
Immobilisierung der rekombinanten Proteine
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Abbildung 3: Zielprotein-ldentifizierung mit Hilfe von Microarrays

a| Fur einen DNA-Microarray wird die RNA aus behandelten Zellen und Zellen mit einer bekannten Mutation iso-
liert. Wahrend der reversen Transkription wird die cDNA der beiden Proben mit unterschiedlichen Fluorophoren
markiert. Die cDNA wird mit dem Microarray hybridisiert und die Fluoreszenzsignale werden detektiert. (modifiziert
nach Bilitewski, 2009) b| Bei einem Protein-Chip werden die gereinigten Proteine an der derivatisierten Oberflache
immobilisiert und der Chip wird mit der zu untersuchenden fluoreszenzmarkierten niedermolekularen Verbindung
inkubiert. Nach stringentem Waschen kann das markierte Zielprotein identifiziert werden. (modifiziert nach Zheng
& Chan, 2002)

Weitere Moglichkeiten Zielproteine zu identifizieren, sind auf der Expressionsklonierung
basierende Techniken, zu denen unter anderem das Phagen-Display (Abbildung 4a) und
das Hefe-Drei-Hybrid-System (Abbildung 4b) zdhlen. Diese Ansatze erlauben durch die
Expression einer cDNA-Bibliothek den direkten Zugriff auf die Gene, welche die Zielprotei-
ne kodieren. Beim Phagen-Display werden cDNA-Bibliotheken so in das Genom integriert,
dass sie Fusionskonstrukte mit den Genen bilden, welche fiir Hillproteine kodieren und
somit potenzielle Zielproteine auf der Phagen-Oberflache exprimiert werden. Die Phagen
werden mit der immobilisierten Substanz inkubiert, so dass Phagen mit der richtigen Affi-
nitdt gebunden werden. Durch stringentes Waschen werden unspezifische Bindungen ent-
fernt, die gebundenen Phagen werden eluiert und zur Amplifizierung in Bakterienzellen

eingebracht. Diese vervielfiltigte Population enthalt einen groReren Teil der Phagen, die



Einleitung

das Zielprotein exprimieren. Nach mehreren aufeinanderfolgenden Runden der Affinitats-
anreicherung, kann eine monoklonale Phagen-Population gewonnen werden. Durch an-
schlieBende DNA-Isolierung und -Sequenzierung kann auf das Zielprotein zurilickgeschlos-
sen werden (Smith & Petrenko, 1997; Terstappen et al., 2007). Ein erfolgreiches Beispiel ist
die identifizierte Interaktion zwischen Ca®”Calmodulin und dem Curcumin Derivat HBC
(Tabelle 1) (Shim et al., 2004). Nachteile dieses Ansatzes sind, dhnlich zu denen des Pro-
tein-Chips, fehlende posttranslationale Modifikationen der Proteine. Weiterhin kdnnen
nicht erhaltene Multiproteinkomplexe eine Interaktion mit der niedermolekularen Sub-

stanz verhindern.

a| Phagen-Display b| Hefe-Drei-Hybrid System
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Amphﬁkatmn
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Abbildung 4: Auf Expressionsklonierung basierende Methoden (modifiziert nach Terstappen et al., 2007)

a| Eine Phagen-Population mit verschiedenen Proteinen wird mit dem immobilisierten Molekil inkubiert. Unspezi-
fisch bindende Phagen werden durch stringentes Waschen entfernt, spezifisch bindende Phagen werden eluiert und
durch Infektion in Bakterien eingebracht. Die amplifizierten Phagen werden erneut mit dem Molekil inkubiert.
Dieser Vorgang wird so lange wiederholt bis eine monoklonale Phagen-Population entsteht. b| Das Hefe-Drei-
Hybrid System besteht aus einem Hybriden aus DNA-bindender Domane und Ligand-bindender Domane, einem aus
Aktivierungsdomane und cDNA und einem dritten aus dem Liganden und der zu untersuchenden molekularen Ver-
bindung. Interagieren die drei Hybrid Komponenten miteinander wird ein Reportergen exprimiert und das entste-
hende Signal zur Selektion benutzt.

Eine weitere Expressionsklonierungs-Methode ist das Hefe-Drei-Hybrid System (Licitra &
Liu, 1996), bei dem es sich um eine Erweiterung des Hefe-Zwei-Hybrid Systems handelt.

Der erste Teil dieses Systems ist ein Hybridprotein bestehend aus einer DNA-bindenden
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Doméne und einer Ligand-bindenden Domane, z.B. die Dihydrofolat-Reduktase (DHFR).
Der zweite Teil ist eine Transkriptionsaktivierungsdomane, die mit einer cDNA-Bibliothek
fusioniert ist. Der dritte Teil dieses Systems ist die zu untersuchende niedermolekulare
Verbindung, die an einen Liganden, z.B. Methotrexat, gekoppelt ist und die Verbindung
zwischen dem ersten Hybriden und dem zweiten erméglicht. Kommt eine Interaktion der
drei Komponenten zu Stande, wird die Expression eines Reportergens aktiviert und das
Signal kann ausgelesen werden. Es folgt eine Selektion der Zellen, welche das Reportergen
exprimieren sowie die anschlieende DNA-Isolierung und -Sequenzierung. Dieses System
hat zum einen den Vorteil, dass die Interaktion in vivo untersucht werden kann, zum ande-
ren den Nachteil, dass in Hefezellen andere intrazellulare Bedingungen vorherrschen, als in
Saugetierzellen (Terstappen et al., 2007).

Unter den zahlreichen Methoden zur Zielprotein-ldentifizierung, ist die biochemische Iso-
lierung von zelluldaren Proteinen mit Hilfe der Affinitdtschromatographie die klassische
Methode (Sato et al., 2010). Mehrere erfolgreiche Identifikationen basieren auf dieser
Technik (Bach et al., 2005; Oda et al., 2003; Snyder et al., 2005b). Hierbei wird das Molekiil
mit einer angemessenen funktionellen Gruppe, dem , Linker”, modifiziert, welche eine
Immobilisierung an einer festen Phase ermoglicht. Nach der Inkubation des immobilisier-
ten Molekiils mit Proteinextrakten werden zunachst unspezifische Bindungen durch strin-
gentes Waschen entfernt, bevor die Interaktion mit spezifisch gebundenen Proteinen
durch Anderung der Pufferbedingungen gelést wird (Festphasen-Elution). Die Identifikati-
on des Zielproteins erfolgt anschlieBend mittels Immundetektion und Massenspektromet-
rie. Im Gegensatz zu den bislang beschriebenen Methoden besitzt die Affinitatschromato-
graphie den Vorteil, dass die Zielproteine in ihrer dreidimensionalen Struktur erhalten
bleiben und somit auch alle posttranslationalen Modifikationen aufweisen. Jedoch bringt
auch diese Technik einige Schwierigkeiten mit sich. So muss zunachst sichergestellt wer-
den, dass eine Modifikation des Molekils nicht zu dessen Inaktivierung fihrt. Weitere
Probleme liegen in einer moglichen sterischen Hinderung oder unspezifischen Bindungen,
welche durch die Entstehung einer zu hydrophoben Umgebung bedingt sein kénnen. Auch
die Bindungsaffinitat spielt eine groRe Rolle. So werden hohe Affinitdten gegenliber nied-
rigen bevorzugt, da schlechter bindende Interaktionspartner im Laufe der Chromatogra-
phie verloren gehen kdnnen. Ein weiterer wichtiger Faktor ist die Menge des Zielproteins
im Extrakt. Je hoher die Proteinkonzentration desto wahrscheinlicher ist eine Interaktion
zwischen Molekil und Protein und desto héher die Ausbeute der Affinitdtschromatogra-

phie. Liegen mehrere Zielproteine vor, ist eine hohe Proteinkonzentration eher kritisch, da
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eine Bindung von Proteinen, welche in niedrigeren Mengen vorliegen, verhindert werden
kann (Terstappen et al., 2007). Zur Minimierung von unspezifischen Bindungen, gibt es

verschiedene Optimierungen der Affinitatschromatographie (Abbildung 5).

a| Festphasen-Elution | b| vergleichende Methode | c| kompetitive Methode | d| serielle Methode
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Abbildung 5: Zielprotein-ldentifizierung mittels Affinitdtschromatographie (modifiziert nach Terstappen et al.,
2007).

Das Prinzip einer Affinitatschromatographie besteht in der Bindung des Molekils (M) an eine Matrix und die an-
schlieRende Inkubation mit einem Proteinextrakt, welcher das Zielprotein (P) enthalt. Nach wiederholtem Waschen
kdnnen die selektiv gebundenen Proteine mit verschiedenen Methoden eluiert werden. a| Festphasen-Elution. Bei
dieser Methode erfolgt die Auswaschung der spezifisch gebundenen Proteine durch eine Anderung der Pufferbe-
dingungen. b| Vergleichende Methode. Parallel zur Affinitdtschromatographie mit einer aktiven Probe, wird ein
Versuch mit einer inaktiven Probe (A) durchgefiihrt und die entsprechenden Eluate miteinander verglichen. Nur
Proteine, welche nicht in der inaktiven Probe identifiziert werden, werden als Zielproteine in Betracht gezogen. c|
Kompetitive Methode. Hierbei erfolgt die Elution der spezifisch gebundenen Proteine mit einem Uberschuss an
nicht modifiziertem Molekdl. d| Serielle Methode. Bei dieser Variante wird der restliche Proteinextrakt einer ersten
Chromatographie mit neuem immobilisiertem Molekil inkubiert. Zielproteine sollten nur in der ersten Reinigung
identifiziert werden, wahrend in der zweiten Chromatographie unspezifische Bindungen zu detektieren sind.
a-d| Die farbigen Banden prasentieren die ausgewaschenen Proteine nach ihrer Auftrennung mittels SDS-PAGE.

Die einfachste Variante ist hier die ,vergleichende Methode”, bei der zur Affinitatschroma-
tographie auch ein inaktives Moleklil mit analoger Struktur genutzt wird. Als potenzielle
Zielproteine in Betracht gezogen werden Proteine, welche lediglich mit dem aktiven Mole-
kil identifiziert werden kénnen (Snyder et al., 2005b). Bei einer weiteren Variante, der
,kompetitiven Methode”, werden die spezifisch gebundenen Proteine mit einem Uber-
schuss an freiem bioaktivem Molekiil von der festen Phase eluiert (Emami et al., 2004).
AuBerdem ist es moglich eine ,serielle Methode” anzuwenden, bei der zunachst die Stan-
dard-Affinitatschromatographie durchgefiihrt wird. In einem nachsten Schritt wird der
restliche Proteinextrakt mit neuem immobilisiertem Molekiil inkubiert. Die Zielproteine
sollten in der ersten Chromatographie identifiziert werden, da sie eine hohe Affinitat fir
das Molekiil haben, wahrend unspezifische Bindungen in beiden Proben in gleichen Men-
gen nachweisbar sind (Yamamoto et al., 2006). Weitere Variationen der Affinitatschroma-
tographie konnen durch die Wahl des Abstandhalters (, Linker”) erzielt werden. So kénnen

Polymethylen- und Polyethylenglykol (PEG)-Einheiten verwendet werden. Jiingste Studien
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zeigen, dass Polyethylenglykol zu bevorzugen ist, da es bessere physikalische Eigenschaf-

ten aufweist und meist zur Reduzierung von nichtspezifischen Bindungen beitragt. Einige

mit Hilfe der Affinitdtschromatographie identifizierte Proteine sind in Tabelle 1 abgebildet.

Methode Substanz Zielprotein(e)
SMIR4
(o]
(0] .
) . Nirlp
Protein-Chip HY@NO_,:(N B
B /©/ T L O (Huang et al., 2004)
.
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\o O/
. Z N Ca**-Calmodulin
Phage-Display Y (Shim et al., 2004)
[e) OH
Purvanalol B
o

Hefe-Drei-Hybrid
System

/@OH

HN Cl

ST
"=

CDK1, CDK5, CDK®,
CLK3, EPHB2, FLT4,
FYN, PAK4, PCTK1,
PCTK2, RSK3, YES
(Becker et al., 2004)

Affinitdtschromatographie
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CDKS5, ERK1, ERK2,
Pyridoxalkinase
(Bach et al., 2005)
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—0
Affinitdtschromatographie Glyoxalase 1
(Kompetitive Methode) 2 c (Sato et al., 2007)
o)
Melanogenin
HN"\__ o

Affinitatschromatographie
(Vergleichende Methode)

O \_-NH,

P

F 07 "N °NH

F F @\
F F

Prohibitin
(Snyder et al., 2005a)

Tabelle 1: Erfolgreiche Beispiele der Zielprotein-ldentifizierung (modifiziert nach Terstappen et al., 2007)

CDK: ,,cyclin dependent kinase”; CLK3: ,,CDC-like kinase 3”; EPHB2: ,,ephrin receptor B2“; ERK: ,extracellular signal-
regulated kinase”; FLT4: ,fms-related tyrosine kinase 4“; PAK4: ,p21(CDKN1A)-activated kinase 4“; PCTK: PCTAIRE
Proteinkinase; RSK3: ,ribosomal protein S6 kinase 3“; SMIR4: ,small molecule inhibitor of rapamycin 4“; YES: ,Ya-

maguchi sarcoma oncogene”
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Auch die Lange des ,Linkers” spielt eine wichtige Rolle. Ein langerer , Linker” fihrt zu einer
wesentlich hdheren Ausbeute des Zielproteins aus dem Zelllysat. Uberdies wird durch eine
zusatzliche Verlangerung mit einer rigiden Polyprolin-Helix die Kapazitdt der Affinitatsrei-
nigung gefordert (Sato et al., 2007). Weitere Unterschiede im Rahmen der Affinitatschro-
matographie betreffen die Anheftung des Molekiils an die feste Phase. Die Kopplung kann
entweder kovalent, durch einen Abstandhalter mit einem freiem Amin und einer NHS-
aktivierten Sepharose (Snyder et al., 2005b), oder durch einen Biotin-,Linker” und eine
Bindung an eine Avidin-Sepharose (Sato et al., 2007) erfolgen. Mit Hilfe der beschriebenen
Methoden ist es moglich im Rahmen eines vorwarts-gerichteten chemisch-genetischen
Ansatzes potenzielle Zielproteine zu identifizieren. Allerdings missen diese zunachst in
weiteren Analysen validiert werden, um falsch-positive Proteine ausschlieBen zu kdnnen
(Terstappen et al., 2007). Um zwischen positiven und falsch-positiven Proteinen unter-
scheiden zu kénnen, ist es zunachst hilfreich eine bioinformatische Analyse durchzufiihren.
Mit Hilfe dieser Analyse kann Uberpriift werden, ob das Zielprotein in dem Signalweg, wel-
cher im anfanglichen phanotypischen Testsystem gestort wurde, zu finden ist (Ekins et al.,
2007). Ist eine dreidimensionale Proteinstruktur verfiugbar, kann eine Strukturanalyse der
Molekil-Protein Interaktion zur Bewertung einer moglichen Bindung beitragen
(Macchiarulo et al., 2004). Da diese in silico Methoden lediglich eine Vorhersage liefern, ist
es weiterhin notwendig, die Molekil-Protein Interaktion und deren funktionelle Auswir-
kungen zu beweisen. Eine Moglichkeit die Interaktion nachzuweisen ist die Oberflachen-
plasmonresonanz (Knoth et al., 2009). Der verdnderte Phanotyp kann mit Hilfe von RNA-
Interferenz Experimenten Uberprift werden, welche den durch das Molekil ausgeldsten,

Effekt nachahmen sollten (Terstappen et al., 2007).

1.3. Der Zellzyklus

Zellen, welche durch natiirliche Alterung oder programmierten Zelltod (Apoptose) verloren
gehen, miissen kontinuierlich erneuert werden, um das Uberleben von mehrzelligen Orga-
nismen zu gewahrleisten. Dies wird durch den Zellzyklus gewahrleistet, ein semikonserva-
tiver Prozess, in dem eine existierende Zelle ihre Inhalte dupliziert und sich in zwei Tocht-
erzellen teilt (Blagden & de Bono, 2005). Der Zellzyklus wird in vier verschiedene Phasen
unterteilt: die G1-Phase, welche die Pause vor der DNA-Replikation darstellt, die S-Phase in
der die DNA synthetisiert wird, die G2-Phase, die Pause nach der DNA-Replikation und

schlieflich die M-Phase, welche die Mitose und abschlieRende Cytokinese beinhaltet
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(Hartwell & Weinert, 1989). Zusatzlich kann eine Phase definiert werden, in der die Zellen
in einem Ruhezustand verharren, die GO-Phase. In dieser Phase konnen die Zellen durch
externe Faktoren, wie Mitogene, stimuliert werden und wieder in den Zellzyklus einstei-
gen. Die GO-, G1-, S- und G2-Phase werden auch kollektiv als Interphase bezeichnet
(Harper & Brooks, 2005). Diese vereinfachte Darstellung beschreibt die prinzipiellen Vor-
gange, jedoch ist der Zellzyklus wesentlich komplexer (Abbildung 6). Jede Phase des Zell-
zyklus wird durch spezifische Proteine angetrieben, welche nach Vollendung ihrer Aufgabe
rechtzeitig abgebaut oder inaktiviert werden. Diese zahlreichen Kontrollpunkte ermdogli-
chen einen normalen Ablauf des Zellzyklus (Blagden & de Bono, 2005). Der erste dieser
Kontrollpunkte kommt in der spaten G1-Phase zum Einsatz und wird als Restriktionspunkt
bezeichnet. Haben Zellen diesen Punkt passiert, sind sie irreversibel auf die Beendigung
des begonnenen Zellzyklus festgelegt und durchlaufen die Mitose (Hennig, 2002). Weitere
Kontrollpunkte existieren in der S-Phase, um wenn notig DNA-Reparaturmechanismen zu
aktivieren, sowie am G2/M-Ubergang, um eine komplette und fehlerfreie DNA-Replikation
sicher zu stellen (Harper & Brooks, 2005). Das System von Regulatoren, welche den Uber-
gang zwischen den einzelnen Phasen antreiben, konzentriert sich auf die Cyclin-
abhédngigen Kinasen (CDKs). Diese Enzyme werden aktiviert, wenn regulierende Proteine,
die Cycline, an sie binden. Das CDK Netzwerk organisiert direkt oder indirekt die koordi-
nierte Kontrolle von Proteinen und Genen in nahezu allen essentiellen Zellfunktionen
(Santos & Ferrell, 2008). In Saugerzellen bilden mehr als zehn verschiedene CDKs und Cyc-
line Komplexe, welche hohe Substratspezifititen aufweisen und fiir den reibungslosen
Ubergang der einzelnen Zellzyklus-Phasen verantwortlich sind. So wird das Durchlaufen
der G1-Phase von Cyclin D Isoformen (D1, D2, D3) komplexiert mit CDK4 und CDK6 koordi-
niert, wihrend der G1/S-Ubergang und der Ablauf der S-Phase von CDK2-Cyclin E und
CDK2-Cyclin A gewahrleistet werden. CDK2 und CDK1 zusammen mit Cyclin A und Cyclin B
sind am G2/M-Ubergang beteiligt (Kurzawa & Morris, 2010). Die Regulation von Cyclin-
abhangigen Kinasen veranschaulicht die Komplexitat der regulatorischen Mechanismen,
welche dem Zellzyklus zu Grunde liegen. Die fortlaufende Aktivierung von CDK-Cyclin-
Komplexen ist ein komplizierter vielschichtiger Prozess, gesteuert sowohl durch Protein-
Protein-Interaktionen, als auch posttranslationale Modifikationen und Konformationsan-
derungen. In der Tat unterliegen CDK-Cyclin-Komplexe aktivierender und hemmender Re-
gulation, insbesondere der inhibitorischen Phosphorylierung durch die WEE1 und MYT1
Kinase, der entgegenwirkenden Dephosphorylierung durch die Phosphatase CDC25a und

der aktivierenden Phosphorylierung durch die CDK-aktivierende Kinase (CAK). Zusatzlich
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spielen aktivierende Kinasen, wie z.B. die Polo-like Kinasen (PLK), durch eine aufeinander
abgestimmte Phosphorylierung der Cyclin-Untereinheit und der CDC25-Phosphatase eine
kritische Rolle bei der CDK-Cyclin-Aktivierung.
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Abbildung 6: Der Zellzyklus und die generellen regulatorischen Mechanismen (modifiziert nach Kurzawa & Morris,
2010).

Der Zellzyklus besteht aus vier Phasen. Die G1-Phase wird fiir das Zellwachstum bendtigt. Wahrend der S-Phase
findet die DNA-Synthese und Replikation statt. Die G2-Phase ist eine weitere Phase des Zellwachstums und der
Synthese von Faktoren, welche fiir die Mitose (M) benétigt werden. Der Ablauf des Zellzyklus beruht auf Cyclin-
abhangigen Kinasen. Diese heterodimeren Komplexe bestehen aus einer katalytischen CDK-Untereinheit verbunden
mit einer regulatorischen Cyclin-Untereinheit. Ein schrittweiser Aufbau und eine Aktivierung der CDK-Cyclin-
Komplexe wird durch ein komplexes Netzwerk aus Aktivatoren, u. a. CDC25-Phosphatasen und PLK-Kinasen, und
Inhibitoren, im besonderen WEE1- und MYT1-Kinasen, sowie strukturelle Inhibitoren, p21, p27 CIP/KIP und Mitglie-
der der INK4 Familie p15, p16, p18, p19, reguliert.

Weiterhin wird die Komplexitat der CDK-Cyclin-Regulation durch die kontrollierenden
Rickkopplungsmechanismen hervorgehoben. Im Besonderen ist der Schliisselregulator fiir
den Verlauf der Mitose, CDK1-Cyclin B, zum einen in eine negative Rickkopplungsschleife
involviert, welche WEE1 und MYT1 inaktiviert und zum anderen in eine positive, welche
eine weitere Aktivierung der CDC25-Phosphatasen zur Folge hat. Dies flihrt zur Amplifizie-
rung der CDK1-Cyclin B-Aktivitdt bis zu einem Schwellenwert, der wiederum den bedin-

gungslosen und irreversiblen Eintritt in die Mitose auslost. Auf eine nichtkatalytische Art
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und Weise sind die CKS (CDK Untereinheit)-Proteine und die Cyclin-abhingigen Kinase-
Inhibitoren (CKIs) in die Regulierung der CDK-Cyclin-Aktivitat involviert. CKS Proteine stabi-
lisieren die CDK-Cyclin-Komplexe und sind an der Rekrutierung von Phosphoprotein-
Regulatoren, wie CDC25, WEE1 und MYT1, beteiligt. Die CKls schlieBen Mitglieder der p21,
p27 CIP/KIP- und der INK4-Familie ein und stellen strukturelle Inhibitoren dar. Sie erhalten
die Cyclin-abhangigen Kinasen sowohl wahrend des normal fortschreitenden Zellzyklus, als
auch als Antwort auf Stress, Wachstumsfaktorenmangel, Zellkontaktinhibition oder Kon-
trollpunkt-Aktivierung in ihrer inaktiven Konformation. Nicht zuletzt unterliegen die unter-
schiedlichen Akteure dieses komplexen Netzwerks den kontrollierten Mechanismen des

Proteinabbaus durch das Ubiquitin/Proteasom-System (Kurzawa & Morris, 2010).

1.4. Der Centrosomen-Zyklus

Parallel zur DNA-Replikation beginnt der Centrosomen-Zyklus (Lapenna & Giordano, 2009),
welcher auch einiger Regulation bedarf (Abbildung 7). Die Duplikation der Centrosomen
fangt mit der physikalischen Trennung der gepaarten Centriolen an. Dies wird durch den
CDK2-Cyclin E-Komplex ausgelost, welcher auch fiir das Einsetzen der Chromosomen-
Replikation verantwortlich ist (Fukasawa, 2005). Verschiedene Zielproteine des CDK2-
Cyclin E-Komplexes konnten identifiziert werden, unter anderem das nukleolare Protein
Nucleophosmin (Okuda et al., 2000). Innerhalb des noch nicht kopierten Centrosoms loka-
lisiert Nucleophosmin (NPM) zwischen die gepaarten Centriolen und tragt moglicherweise
zur Centriolen-Paarung bei (Shinmura et al., 2005). Die Phosphorylierung von NPM durch
CDK2-Cyclin E fiihrt zur Dissoziation des Proteins von den Centrosomen, gefolgt von der
Teilung der gepaarten Centriolen. In diesem Fall wirkt NPM als negativer Regulator der
Centrosomen-Verdoppelung und der CDK2-Cyclin E-Komplex wirkt dieser negativen Regu-
lation durch Phosphorylierung entgegen (Grisendi et al., 2005). In Zusammenarbeit mit

III

ROCK2, einem Mitglied der Rho-assoziierten, das ,coiled-coil” Strukturelement enthalten-
den Protein-Kinase-Familie, bt NPM auch eine positive Regulation aus. Nach erfolgter
Phosphorylierung durch CDK2-Cyclin E erlangt NPM eine hdhere Bindungsaffinitat fir
ROCK2 und kann ROCK2 an den Centrosomen aktivieren. Dies resultiert in einer schnellen
Centrosomen-Verdoppelung (Ma et al., 2006). Ein weiteres Zielprotein des CDK2-Cyclin E-
Komplexes ist MPS1 (,monopolar spindle 1“), eine Spindel-Kontrollpunkt-Kinase, welche

an das Centrosom lokalisiert. MPS1 wird durch die Phosphorylierung stabilisiert und akti-

viert und tragt zur Initiation der Centrosomen-Verdoppelung bei (Fisk et al., 2003). CDK2
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bildet nicht nur mit Cyclin E einen Komplex sondern auch mit Cyclin A. Beide Komplexe
teilen viele Substrate, so dass auch CDK2-Cyclin A an der Regulation der Centrosomen-
Duplikation beteiligt ist (Meraldi et al., 1999). Vor der Centrosomen-Verdoppelung erfolgt
die Aktivierung von CDK4/CDK6-Cyclin D (Reed, 1997). Ein Zielprotein dieses Komplexes ist
das Retinoblastoma (RB) Tumorsuppressorprotein (Giacinti & Giordano, 2006). In nicht
phosphoryliertem Zustand bindet RB an die E2F-Transkriptionsfaktoren und unterdriickt
die Transkription der fiir den G1/S-Ubergang benétigten Gene. Die Phosphorylierung von
RB fiihrt zu dessen Inaktivierung und ermdoglicht den Beginn der Centrosomen-Duplikation
(Giacinti & Giordano, 2006; Meraldi et al., 1999). Aufgrund der regulierenden Funktion der
CDK-Cyclin-Komplexe sind auch einige Proteine, die zur Kontrolle der CDK-Cyclin-Aktivitat
beitragen, am Beginn der Centrosomen-Verdoppelung beteiligt (Fukasawa, 2007). Die
CDK2 wird zum einen von den CDC25-Phosphatasen aktiviert. Zum anderen erfolgt eine

CIP1/WAF1 . .
/ , welcher seinerseits durch das

negative Regulierung durch den CDK-Inhibitor p21
Tumorsuppressorprotein p53 reguliert wird (Sherr, 2006). Weitere regulatorische Proteine
sind die Polo-like Kinasen (PLK) 2 und 4 sowie Aurora A (Fukasawa, 2007). Nach erfolgter
Einleitung der Centrosomen-Duplikation und der Trennung der gepaarten Centriolen, ent-
stehen Procentriolen in der Ndahe des proximalen Endes orthogonal zu den bereits existie-
renden Centriolen (D'Assoro et al., 2002). Wahrend der Centrosmen-Reifung in der S- und
G2-Phase dehnen sich die Procentriolen weiter aus. Ferner rekrutieren die beiden Centro-
somen schrittweise pericentriolares Material, wie PLK1 (Golsteyn et al., 1995) und NuMA
(Merdes et al., 1996), wohingegen die Proteine der Interphase-Centrosomen entfernt
werden. Fir die Centrosomen-Reifung ist unter anderem Aurora A zustindig, indem es
verschiedene Proteine wie TACC (,,transforming acidic coiled-coil protein®) (Raff, 2002) und
LATS2 (,,larger tumour suppressor 2”) (Toji et al., 2004) phosphoryliert und zum Centrosom
leitet. Andere Regulatoren sind die p21-aktivierte Kinase (PAK1), welche die Assoziation
von Aurora A mit den Centrosomen kontrolliert (Kumar et al., 2006) und PLK1, welche un-
ter anderem in die Rekrutierung von y-Tubulin zu den Centrosomen involviert ist (Casenghi
et al., 2003). In der spaten G2-Phase erlangen die Tochter-Centriolen des parentalen Paa-
res subdistale Anhange und werden somit zu voll ausgereiften Centrosomen. Kurz vor Be-
ginn der Mitose teilen sich die Centrosomen auf, was auf die Aktivierung von NEK2A
(,NIMA-related kinase 2A“) zuriickzufiihren ist. NEK2A sorgt fiir die Dissoziation der Prote-
ine C-NAP1 und Rootletin von den Centrosomen und somit fiir den Abbau der Verbindung
zwischen den beiden Centrosomen. Die negative Regulation von NEK2A wird von der Pro-

tein-Phosphatase 1 (PP1) bewirkt.
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Abbildung 7: Der Centrosomen-Zyklus (modifiziert nach Fukasawa, 2005)

Die Centrosomen Duplikation beginnt mit der physikalischen Trennung der gepaarten Centriolen, ausgeldst durch
den CDK2-Cyclin E-Komplex, gefolgt von der Bildung der Procentriolen am proximalen Ende der bereits existieren-
den Centriolen. Wahrend der Centrosomen-Reifung in der S- und G2-Phase verlangern sich die Procentriolen und
rekrutieren schrittweise pericentriolares Material. Wahrend der spaten G2-Phase erhalt die neue Tochtercentriole
subdistale Anhange und die Reifung der Centrosomen ist abgeschlossen. Kurz vor der Mitose teilen sich die verdop-
pelten Centrosomen und wandern zu den entgegengesetzten Enden der Zelle (Centrosomen-Trennung). Wahrend
der Mitose fungieren die Centrosomen als Spindelpole und sind fir den Aufbau einer bipolaren Spindel verantwort-
lich. Im Laufe der Cytokinese erhdlt jede Tochterzelle ein Centrosom. Einige der Kinasen und Phosphatasen (griine
Kasten) sowie Tumorsuppressorproteine (rote Kasten), welche Schlisselfunktionen in der Centrosomen-Duplikation
einnehmen, sind dargestellt.

Der CDK1-Cyclin B-Komplex phosphoryliert und inaktiviert PP1 und sorgt damit fiir die Ak-
tivierung von NEK2A (Mi et al., 2007). Nach ihrer Teilung wandern die Centrosomen zu
entgegengesetzten Enden der Zelle (Centrosomen-Teilung), ein Prozess an dem das Kinesin
EG5 maRgeblich beteiligt ist (Kashina et al., 1997). In der Mitose bilden die Centrosomen
die Spindelpole und lenken die Ausbildung einer bipolaren mitotischen Spindel, was unter
anderem durch eine vermehrte Anreicherung von y-Tubulin und des y-Tubulin-Ring-
Komplexes (y-TuRC) gewahrleistet wird (Khodjakov & Rieder, 1999). Die Organisation und
Stabilisierung der Spindelpole von der friihen Mitose bis zur Anaphase wird durch NuMa,
welches die Vernetzung der Spindel-Mikrotubuli erleichtert, unterstiitzt (Gehmlich et al.,
2004). Wahrend der Cytokinese erhilt jede Tochterzelle zusammen mit einer Halfte der

duplizierten DNA ein Centrosom (Fukasawa, 2007).
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1.5. Die M-Phase: Mitose und Cytokinese

Die Hauptaufgabe der Mitose ist die Segregation der Schwesterchromatiden auf zwei neu
entstehende Zellen, so dass jede Tochterzelle einen kompletten Chromosomensatz erbt
(Nigg, 2001). Zuséatzlich muss jede Tochterzelle ein Centrosom und die entsprechenden
Bestandteile des Zytoplasmas und der Organellen erhalten. Die Mitose wird gewdhnlich in
funf unterschiedliche Phasen geteilt: Prophase, Prometaphase, Metaphase, Anaphase und
Telophase (Abbildung 8). Wahrend der Prophase kondensiert das Interphase-Chromatin zu
Chromosomen und die zuvor duplizierten Centrosomen wandern auseinander, wodurch
die Pole des zukiinftigen Spindelapparates definiert werden. Gleichzeitig beginnen die
Centrosomen hochdynamische Mikrotubuli zu bilden, welche den Raum in alle Richtungen
sondieren. Ebenso 16st sich die Kernhille auf. Wahrend der Prometaphase werden die
Mikrotubuli an proteinreiche Strukturen auf den Centromeren der mitotischen Chromo-
somen, den Kinetochoren, gebunden. Die Interaktion von gepaarten Schwesterchromati-
den mit Mikrotubuli entgegengesetzter Pole fiihrt zu einer stabilen bipolaren Anheftung.
Die Chromosomen kommen in einer dquatorialen Ebene, der Metaphaseplatte, zusam-
men, wo sie sich wahrend der gesamten Metaphase hin und her bewegen. Weisen alle
Chromosomen eine einwandfreie bipolare Anheftung auf, wird der Beginn der Anaphase
durch einen plétzlichen Verlust der Kohasion zwischen den Schwesterchromatiden einge-
leitet. Danach werden die Schwesterchromatiden zu den entgegengesetzten Polen gezo-
gen und die Pole selber wandern in Richtung des Zellkortex. Sind die Chromosomen an den
Polen angekommen, werden neue Kernmembranen um die Tochterchromosomen herum
gebildet und die Chromatin-Dekondensation beginnt (Telophase). Letztendlich entsteht ein
auf Aktomyosin basierter kontraktiler Ring, welcher die Zellteilungsfurche bildet und zur
Abschniirung der beiden Tochterzellen fiihrt. Damit ist die Cytokinese, der Prozess der
eigentlichen Zellteilung, abgeschlossen (Nigg, 2001). Um schwerwiegende Fehler, wie die
ungleichmaRige Verteilung der Chromosomen auf die Tochterzellen, zu verhindern, unter-
liegt die Mitose ebenfalls einer strengen Regulation, welche hauptsachlich auf zwei Me-
chanismen beruht: der Proteinphophorylierung und der Proteolyse. Diese beiden Mecha-
nismen greifen eng ineinander. Die proteolytische Maschinerie wird durch Phosphorylie-
rung kontrolliert, wohingegen diverse mitotische Kinasen durch Abbau herunterreguliert
werden. Die bedeutendste mitotische Kinase ist die CDK1, wobei auch andere Kinasen aus
der Polo, Aurora und NIMA (,,never in mitosis A“) Familie sowie Kinasen, welche in die mi-

totischen Kontrollpunkte, den Austritt aus der Mitose und der Cytokinese involviert sind,

18



Einleitung

eine wichtige Rolle spielen (Nigg, 2001). Der erste Kontrollpunkt der eine Bedeutung fir
den geregelten Ablauf der Mitose hat, ist der ,,DNA-Struktur-Kontrollpunkt®, welcher den
Ubergang von der G2- zur M-Phase in Anwesenheit von nicht replizierter oder beschidig-
ter DNA verhindert. Auf die regulatorischen Mechanismen dieses Kontrollpunktes wurde in
Kap. 1.3 bereits ausfihrlich eingegangen. Eines der ersten Ereignisse innerhalb der Mitose
ist der Abbau der Kernhiille, welcher durch eine Hyperphosphorylierung der Lamine durch
CDK1-Cyclin B eingeleitet wird (Nigg, 1995). Ein Enzymkomplex, welcher eine wichtige Rol-
le in der Regulation der kompletten Mitose spielt, ist der ,,Chromosomal passenger com-
plex” (CPC). Der CPC besteht aus der Aurora B-Kinase, dem inneren Centromer Protein
(INCENP), Borealin und Survivin (Vader et al., 2008), wobei Aurora B der enzymatische
Kern ist und durch INCENP, Borealin und Survivin aktiviert und spezifisch lokalisiert wird
(Vader et al., 2006). Wahrend der Prophase befindet sich der CPC auf den Chromosomen-
armen, wo er die Struktur und Organisation der mitotischen Chromosomen kontrolliert. In
der nachfolgenden Prometaphase kann eine erhéhte Konzentration des Komplexes an den
Kinetochoren nachgewiesen werden. Dies reflektiert die essentielle Funktion des CPC zwi-
schen den gepaarten Kinetochoren, wo er die einwandfreien Kinetochor-Mikrotubuli-
Interaktionen kontrolliert und reguliert. Die Lokalisierung des CPC zur zentralen Spindel
und zum dquatorialen Zellkortex wahrend der Anaphase und zum Flemming-Kérper (,,mid-
body“) wahrend der Telophase ist unabdingbar fiir die Funktion des kontraktilen Ringes
und fir die abschlieRende Abschniirung, also die sichere zytoplasmatische Teilung
(Vagnarelli & Earnshaw, 2004). Ein sehr wichtiger Kontrollpunkt im Rahmen der Mitose ist
der ,,Spindel-Kontrollpunkt” (Abbildung 9), welcher den Beginn der Anaphase verhindert
bis alle Kinetochore eine korrekte bipolare Anheftung aufweisen (Nicklas, 1997). Die wich-
tigsten Proteine des Spindel-Kontrollpunktes sind MAD1 (,mitotic-arrest deficient”),
MAD2, BUBR1, BUB1 (,,budding uninhibited by benzimidazole“), BUB3 und MPS1 (May &
Hardwick, 2006). In der friihen Mitose, bevor ordnungsgemalle Anheftungen gebildet
werden, lokalisieren die MAD- und BUB-Proteine an die dufleren Kinetochore und reichern
sich an nicht von Mikrotubuli gebundenen Kinetochoren an. Wenn die Spindel-Mikrotubuli
an die duReren Kinetochore binden, finden komplexe molekulare Interaktionen statt, wel-
che die Mikrotubuli-Anheftung und -Dynamik regulieren, so dass die Kontrollpunkt-
Proteine ideal platziert sind, um diese Interaktionen zu detektieren (Maiato et al., 2004).
Der Kontrollpunkt wird sowohl bei fehlender Spannung zwischen den Kinetochoren und
den Mikrotubuli, als auch bei fehlender Anheftung durch die Mikrotubuli aktiviert, wobei

jeweils unterschiedliche Proteine rekrutiert werden.
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Abbildung 8:Die Phasen der Mitose (modifiziert nach Jackson et al., 2007; Nigg, 2001)

Wahrend der Prophase beginnt zum einen die Kondensation der Chromosomen und zum anderen wandern die
Centrosomen auseinander und bilden hochdynamische Mikrotubuli. Die Anheftung der Mikrotubuli an die Kine-
tochore der Chromosomen erfolgt in der Prometaphase. In der anschlieRenden Metaphase ordnen sich die Chro-
mosomen in der Aquatorialebene an. Die beginnende Trennung der Chromatiden zu entgegengesetzten Polen
kennzeichnet die Anaphase. In der Telophase wird der Spindelapparat aufgelést und die Chromatiden beginnen zu
dekondensieren. Eine neue Kernmembran wird um die Zellen herum ausgebildet. Durch einen auf Aktomyosin
basierten kontraktilen Ring schlieft sich die Zellmembran zwischen den beiden neu entstehenden Kernen (Cytoki-
nese). Neben der schematischen Darstellung der Mitose werden auch einige wichtige Regulatoren hervorgehoben.
Gekennzeichnet sind auferdem die wichtigen Kontrollpunkte wahrend der Mitose. Die Immunfluoreszenz-
Aufnahmen von Hela-Zellen prasentieren ebenfalls die schematisch dargestellten mitotischen Phasen. Die DNA ist
in blau gezeigt, die Mikrotubuli in griin.

Die MAD1- und MAD2-Proteine lagern sich an ungebundene Kinetochore aber nicht an
Kinetochore mit fehlender Zugspannung an (Waters et al., 1998), wahrend BUB1 und
BUBR1 an Kinetochoren mit fehlender Zugspannung und fehlender Mikrotubuli Anheftung
lokalisieren (Skoufias et al., 2001). Das nachgeschaltete Ziel des Spindel-Kontrollpunktes ist
der Anaphase fordernde Komplex/Cyclosom (APC/C: ,, anaphase promoting complex/ cyc-
losome*“), eine Multiprotein E3-Ubiquitin-Ligase, welche aktiviert durch den Cofaktor
CDC20, eine Reihe von Zellzyklus-Regulatoren mit Ubiquitinresten markiert, und sie somit

fir den Abbau durch das 26S-Proteasom vorbereitet (Castro et al., 2005).
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Abbildung 9: Der Spindel-Kontrollpunkt (modifiziert nach Musacchio & Hardwick, 2002)

Nach der DNA-Replikation werden die Schwester-Chromatiden durch Cohesine zusammengehalten. Wahrend der
Prometaphase senden nicht angeheftete Kinetochore wahrscheinlich ein Wartesignal fiir die Anaphase, welches zur
Bildung eines Komplexes aus CDC20, MAD2, BUBR1 und BUBS3 fiihrt. Dieser Komplex hemmt die Ubiquitinierung von
Securin durch den Anaphase-férdernden Komplex (APC) und verhindert so die Aktivierung von Separase und den
daraus folgenden Abbau von Cohesin. Nach einer bipolaren Anheftung werden Ubiquitin-Reste an Securin ange-
bracht, was die Aktivierung von Separase auslost, zum proteolytischen Abbau von Cohesin fiihrt und die Anaphase
einleitet.
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Sowohl Cyclin B als auch Securin sind Substrate des APC/C (Vader et al., 2008), wobei
Securin gleichzeitig einer der Schllissel-Regulatoren fiir den Beginn der Anaphase ist. Der
Abbau von Securin, ermoglicht der Protease Separase den fiir den Zusammenhalt der
Schwesterchromatiden verantwortlichen Proteinkomplex Cohesin aufzul6sen. Dies lasst
ein Ziehen der Chromatiden zu entgegengesetzten Polen zu (Musacchio & Salmon, 2007).
Auch die abschliefende Zellteilung, die Cytokinese, wird durch verschiedene regulatori-
sche Mechanismen kontrolliert. Die am besten untersuchten Mechanismen kénnen in flnf
Kategorien eingeteilt werden: die Komponenten der zentralen Spindel, RhoA und ihre Re-
gulatoren und direkten Effektoren, nicht-muskuldares Myosin Il, Aktin und seine direkten
Regulatoren sowie Faktoren, welche fiir die Bewegung und die Fusion von Membranvesi-
keln verantwortlich sind (Glotzer, 2005). Durch den proteolytischen Abbau der Cycline
wahrend der Anaphase und die daraus folgende Inaktivierung der Kinasen wird die
Dephosphorylierung und Aktvierung von Proteinen ermoglicht, welche fir den Aufbau der
zentralen Spindel benétigt werden. Die zentrale Spindel besteht aus einem Satz von anti-
parallelen Mikrotubuli, welche sich wahrend der Anaphase zwischen den sich teilenden
Chromosomen biindeln und zur Anreicherung von Schliissel-Regulatoren der Cytokinese
dienen. Einer dieser Regulatoren ist PRC1, ein Mikrotubuli-assoziiertes Protein (MAP), wel-
ches fir die Organisation der zentralen Spindel und die Cytokinese in den meisten tieri-
schen Zellen bendtigt wird (Mollinari et al., 2002). Weitere Proteine, wie NuSAP (nukleola-
res Spindel-assoziiertes Protein), Orbit oder der Tumorsuppressor BRCA2 (,breast cancer
2“) haufen sich wahrend der Anaphase und Telophase auf der zentralen Spindel an und
beeinflussen den Ablauf der Cytokinese (Daniels et al., 2004; Inoue et al., 2000;
Raemaekers et al., 2003). Ein zentraler Regulator fir die Bildung des kontraktilen Ringes ist
die RhoA-GTPase. Wie die meisten Ras-verwandten GTPasen wird auch RhoA durch Fakto-
ren wie GEFs (,guanine nucleotide exchange factor”) und GAPs (,GTPase activating pro-
tein”) reguliert, welche den Nukleotid-Austausch und die Nukleotid-Hydrolyse vorantrei-
ben. Der wichtige GEF fiir RhoA wahrend der Cytokinese scheint ECT2 zu sein, der fiir die
Ausbildung der Teilungsfurche verantwortlich ist (Tatsumoto et al., 1999). Ein mogliches
GAP, welches zur Inaktivierung von RhoA und somit zu den abschliefenden Schritten der
Cytokinese beitragt, konnte CYK-4 sein (Jantsch-Plunger et al., 2000). RhoA-GTP aktiviert
nachgeschaltete Signalwege, die zur Aktin-Polymerisation und Myosin lI-Aktivierung fih-
ren. Aufgrund seiner Notwendigkeit fir den Aufbau der Teilungsfurche wird das nicht-
muskulare Myosin Il auch als Motor der Cytokinese bezeichnet (Straight et al., 2003). Die

mechano-chemische Aktivitdat des Myosins ruht allerdings bis es mit Aktin-Filamenten, der
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zweiten wichtigen Komponente des kontrakilen Ringes, interagiert. Die haufig parallele
Anordnung der Aktin-Filamente wird hauptsachlich durch Profilin und Formine organisiert
(Glotzer, 2005). Das Aktomyosin-System ist jedoch nicht ausreichend, um die Cytokinese
zum Abschluss zu bringen, da letztendlich beide Tochterzellen von einer eigenen Plasma-
membran umschlossen werden miissen. Die Maschinerie, welche in der Lage ist, wahrend
der Cytokinese Membranen einzufligen, besteht aus Syntaxinen, Syntaxin-assoziierten
Proteinen, Mitgliedern des Coatomer-Komplexes, GTPasen der RAB-Familie und Unterein-
heiten des Exocyst-Komplexes (Low et al., 2003; Skop et al., 2004). Weitere Kinasen sind
wahrscheinlich dabei behilflich Membranen zum ,,Midbody” zu liefern (Fan & Beck, 2004).

1.6. Der Zellzyklus als Ansatzpunkt fiir Krebstherapien

Bereits vor iber 100 Jahren zeigte Theodor Boveri die synchrone Separation der Chromo-
somen in den ersten mitotischen Teilungen von befruchteten Seeigeleiern. Des Weiteren
beschrieb er den nachteiligen Effekt von ungleichmaRigen Aufteilungen der Chromosomen
in diesen Zellen und ihren Nachkommen (Boveri, 1902). Nach der Beobachtung von atypi-
schen Mitosen in diversen Karzinomen, war es erneut Boveri, der die These formulierte,
dass eine Fehlverteilung der Chromosomen der Grund fiir die Entstehung von Tumoren
und Geburtendefekten sei (Boveri, 1914). Tatsachlich sind die meisten soliden Tumore
aneuploid, weisen also numerische Aberrationen ihres Chromosomensatzes auf. Weiterhin
zeigen verschiedene Krebszelllinien eine chromosomale Instabilitdt (CIN), was bedeutet,
dass Zellen wahrend ihrer Teilung regelmaRig ganze Chromosomen verlieren oder hinzu
gewinnen (Lengauer et al., 1997). Die Ursachen fiir CIN sind bislang nicht bekannt, jedoch
ist es sehr wahrscheinlich, dass Defekte in den Prozessen, welche die Chromosomen-
Aufteilung in der Mitose kontrollieren, daran beteiligt sind (Kops et al., 2005). Unterstitzt
wird diese Hypothese durch die Tatsache, dass bei einer Krebserkrankung etwa 300 Gene
im menschlichen Genom mutiert sind und weitere Gene eine veranderte Expression auf-
weisen. Solche Veranderungen tragen zur gestorten Regulation von Zellzyklus-Kinasen bei
(Abbildung 10), was haufig mit anomalen Teilungen und unkontrollierter Proliferation von

Krebszellen in Verbindung steht (Lapenna & Giordano, 2009).
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Abbildung 10: Zellzyklus Regulation im Hinblick auf Protein-Kinasen mit potenzieller Bedeutung fiir die Krebsthe-
rapie (modifiziert nach Lapenna & Giordano, 2009)

Cyclin-abhangige Kinasen in der Interphase leiten die Zelle aus dem Ruhezustand und hinter den Restriktionspunkt,
was die Zellen unwiderruflich auf die DNA Synthese, den Ubergang zur S-Phase (S), festlegt. Die DNA-Struktur-
Kontrollpunkt Kinasen (CHKs) fungieren als Sensorproteine, welche als Antwort auf fehlerhafte DNA den Stillstand
des Zellzyklus in der G1- und G1-/S-Phase einleiten. CDK1, CDK2, PLK1 und Aurora A sind in die Regulation des
Centrosomen Zyklus involviert, wahrend die Kinasen, die in den Spindel-Kontrollpunkt eingebunden sind die ein-
wandfreie DNA Aufteilung wahrend der Mitose (M) garantieren. Verschiedene Kinasen kénnen an unterschiedlichen
Stellen des Zellzyklus wirken und die Aktivitdt von anderen Zellzyklus-verwandten Kinasen modulieren. Krebser-
krankungen, welche mit genetischen Veranderungen von spezifischen Kinasen in Verbindung stehen, sind durch die
blauen Kasten gekennzeichnet. ATM: Ataxia telangiectasia mutiert, ATR: Ataxia telangiesctasia und RAD3-
verwandtes Protein, BUB1: ,budding uninhibited by benzimidazoles 1“, BUB1B: BUB1 Homolog beta (auch BUBR1),
MPS: Monopolare Spindel 1, MVA: , mosaic variegated aneuploidy”, PCSS: ,premature chromatid seperation syn-
drome”, RB: Retinoblastoma Protein Familienmitglieder.

Aufgrund des Potentials die Tumorgenese auszul6sen, ist die Mitose ein beliebter Ansatz-
punkt fiir die Entwicklung von Anti-Krebs-Wirkstoffen (Weaver & Cleveland, 2005). Die
meisten in der Klinik angewendeten Chemotherapeutika wirken auf den Zellzyklus, um die
Hyperproliferation in Tumorzellen zu inhibieren und das gewiinschte Resultat der Chemo-
therapie, die anschlieRende Apoptose, auszuldsen (Lee & Schmitt, 2003). Basierend auf
ihrer Wirkungsweise werden diese Chemotherapeutika in klare Untergruppen aufgeteilt:
Wirkstoffe, welche die DNA-Synthese hemmen, Wirkstoffe, welche die DNA schadigen und
Wirkstoffe, welche eine funktionale Stérung der mitotischen Spindel hervorrufen (Schmidt
& Bastians, 2007). Zahlreiche Naturstoffe inhibieren die Mikrotubuli-Dynamik und bringen
ihre primare Wirkungsweise in proliferierenden Tumorzellen zur Geltung, wo sie die Mito-
se blockieren und anschlieRend den Zelltod einleiten (Zhou & Giannakakou, 2005). Mikro-

tubuli-bindende Wirkstoffe kénnen in zwei Kategorien klassifiziert werden: Wirkstoffe,
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welche zur Stabilitat der Mikrotubuli beitragen, wie die Taxane und Epothilone, und Stoffe,
die destabilisierend wirken, wie die Vincaalkaloide und Colchicine (Schmidt & Bastians,
2007). Alle diese Verbindungen unterdriicken in klinisch relevanten Konzentrationen die
Dynamik des Spindelapparates und inhibieren so die Kinetochor-Anhaftung an die Mikro-
tubuli und die Chromosomen-Ausrichtung. Die Anwesenheit von teilweise orientierten
Chromosomen mit fehlender Mikrotubuli-Bindung oder Kinetochor-Spannung aktiviert den
Spindel-Kontrollpunkt und fihrt zum mitotischen Arrest in einem Prometaphase-ahnlichen
Zustand. Obwohl die primare Wirkungsweise dieser Arzneimittel geklart ist, bleibt es un-
klar wie sie den Tumorzelltod einleiten. So gibt es auch keine Erklarung dafiir, warum Ta-
xane erfolgreich bei Brust-, Eierstock- und Lungen-Karzinomen, aber nicht bei Dickdarm-
Karzinomen eingesetzt werden kdnnen (Schmidt & Bastians, 2007). Ein schwerwiegendes
Problem dieser Wirkstoffe ist, dass es zu Nebenwirkungen, z. B. Knochenmarksuppression,
peripheren Nervenleiden und Haarausfall, kommt. Zwar sollte das primare Ziel der Mikro-
tubuli-modulierenden Verbindungen die mitotische Spindel sein, jedoch sind auch Inter-
phase-, ruhende und differenzierte Zellen zur Aufrechterhaltung der Zytoskelett-
Funktionen auf dynamische Mikrotubuli angewiesen (Zhou & Giannakakou, 2005). Aus
diesem Grund ist es reizvoll Wirkstoffe zu finden, welche nur wahrend der Zellteilung ex-
primierte Proteine modifizieren, um so einen verbesserten therapeutischen Index zu er-
moglichen (Jackson et al., 2007). Eine vielversprechende Zielgruppe stellen die mitotischen
Kinesine dar, eine Untergruppe der Kinesin-Motorproteine, welche ausschlieBlich in der
Mitose agiert (Wood et al., 2001). Verschiedene mitotische Kinesine haben ausschlagge-
bende Aufgaben in einzelnen Aspekten des Spindelaufbaus und der Spindelfunktion, ein-
begriffen Spindelpol-Organisation, Chromosomen-Anordnung und -Aufteilung und Mikro-
tubuli-Dynamik (Jackson et al., 2007). Eines der fur die Mitose spezifischen Kinesine ist
KSP/EG5, welches fir die Bildung einer bipolaren Spindel sowie die ordnungsgemaRe Auf-
teilung der Schwesterchromatiden verantwortlich ist (Blangy et al., 1995). Eine Hemmung
von KSP/EG5 fihrt zur Ausbildung einer monopolaren Spindel (Kapoor et al., 2000), was
die Aktivierung des Spindel-Kontrollpunktes und den anschlieRenden mitotischen Arrest
mit sich bringt. Der erste Inhibitor von KSP/EG5, Monastrol (Abbildung 2), wurde in einem
chemischen-genetischen Ansatz identifiziert (Mayer et al., 1999). Die relativ geringe zellu-
lare Aktivitat behinderte jedoch die weitere Wirkstoff-Entwicklung (Schmidt & Bastians,
2007). In der Zwischenzeit ist das Feld der KSP/EG5-Inhibitoren-Entdeckung
und -Entwicklung regelrecht explodiert und einige Inhibitoren, wie SB-743921 (Cytokinetics
und GlaxoSmithKline), Mk-0731 (Merck) und ARRY-520 (Array Biopharma) (Abbildung 11),
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wurden in klinischen Studien untersucht (Holen et al., 2011; Matsuno et al., 2008; Schmidt
& Bastians, 2007). Ein weiteres Kinesin von besonderem Interesse ist CENP-E, welches zu-
gleich Effektor und Sensor von mitotischen Prozessen ist. CENP-E bindet und reguliert die
Spindel-Kontrollpunkt-Kinase BUBR1 an den Kinetochoren (Mao et al., 2003). Die zeitglei-
che Anheftung dieses Kinesins an Mikrotubuli und Kinetochore ist essentiell, um den mito-
tischen Kontrollpunkt zu passieren und ermoglicht den Ablauf der Anaphase (Yao et al.,
2000). Zellen in denen CENP-E inhibiert wird, zeigen Spindelpol-Fragmentierung, Verlust
der Chromosomen-Anordnung wahrend des Zusammenkommens in der Metaphase und
reduzierte Spindelspannung, was zu einer Verzogerung der Mitose fihrt (Putkey et al.,
2002). Daher fihrt eine verminderte CENP-E-Funktion, dhnlich wie Spindel-stérende Wirk-
stoffe, zu schwerwiegenden mitotischen Fehlern, was darauf hindeutet, dass die Hem-
mung von CENP-E eine attraktive Strategie fiir die Krebstherapie ist. Tatsachlich haben
Cytokinetics und GlaxoSmithKline Daten fir den CENP-E Inhibitor GSK923295A (Abbildung
11) bekannt gegeben, welcher in vitro und in vivo eine starke Anti-Tumor-Aktivitat auf-
weist (Sutton, 2007).

Einen weiteren Ansatzpunkt fiir Krebstherapien bieten die mitotischen Kinasen. Unter den
verschiedenen Kinasen, welche fiir den Spindelaufbau bendétigt werden, sind die Polo-like-
Kinasen und Aurora-Kinasen von besonderem Interesse. Zahlreiche Inhibitoren befinden
sich in der klinischen Entwicklung. Die Familie der Polo-like-Kinasen umfasst vier Mitglieder
PLK1, PLK2 (SNK), PLK3 (FNK) und PLK4 (SAK) (Barr et al., 2004). Das meist studierte Famili-
enmitglied ist PLK1, welche eine essentielle Rolle in der Centrosomen-Reifung, dem Spin-
delaufbau, der Chromosomen-Aufteilung, der Aktivierung des APC/C, der Cytokinese, der
Aktivierung des Spindel-Kontrollpunktes sowie der Aktivierung von CDK1 am G2/M-
Ubergang einnimmt (Strebhardt & Ullrich, 2006). Der Reiz PLK1 als Zielprotein fiir eine
gerichtete Tumortherapie zu nutzen, wird durch zwei Beobachtungen bekraftigt: zum ei-
nen kann eine Uberexpression von PLK1 in zahlreichen Krebserkrankungen mit unter-
schiedlichem pathologischen Ursprung, wie Brust, Eierstock, Dickdarm, Bauchspeicheldri-
se, Lunge, Endometrium, Gehirn, Haut, Kopf-Hals, Speiseréhre, Magen-Darm-Trakt und
Prostata nachgewiesen werden (Takai et al., 2005). Zum anderen fihrt die gezielte Stérung
der PLK1-Funktion zum Anhalten der Mitose und dem anschlieRenden Zelltod (Schmidt et
al., 2006). Ein vielversprechender PLK1-Inhibitor ist der nicht-ATP kompetitive Inhibitor
ONO01910 (Abbildung 11). Er hemmt das Zellwachstum in verschiedenen Tumor-Zelllinien

durch Einleitung des mitotischen Arrests und der Apoptose, fiihrt in vivo jedoch nicht zu
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Nebenwirkungen wie Hamatotoxizitat, Leberschaden und Neurotoxizitdt (Gumireddy et al.,
2005).

Die Aurora-Kinasen gewahrleisten die einwandfreie Centrosomen-Funktion, Chromoso-
men-Anordnung und -Aufteilung (Bolanos-Garcia, 2005; Vader et al., 2006). Aurora A
konnten verschiedene essentielle Funktionen wahrend der Mitose zugeordnet werden. So
bildet die Kinase einen Komplex mit dem Protein Ajuba und scheint eine wichtige Rolle
beim Ubergang von der G2- zur M-Phase zu spielen (Hirota et al., 2003). Wahrend der Mi-
tose bindet Aurora A an das regulatorische Protein TPX2 und lokalisiert an die Centroso-
men (Kufer et al., 2002). Dort ist es in die Regulation von centrosomalen Proteinen, welche
fur die Bildung der Mikrotubuli und des Spindelaufbaus bendtigt werden, involviert
(Kinoshita et al., 2005). Die Hemmung von Aurora A fiihrt zu Defekten in der Centrosomen-
Reifung, was mit schwerwiegenden Spindel-Fehlern und der Ausbildung von monopolaren
Spindeln in Verbindung steht und eine Funktion in der Aufrechterhaltung der Spindel-
Bipolaritat vermuten lasst (Manfredi et al., 2007). Des Weiteren konnte fiir Aurora A ge-
zeigt werden, dass es in verschiedenen Tumoren vervielfaltigt ist und als Onkogen agieren
kann (Bischoff et al., 1998). Aurora B ist eine Komponente des ,Chromosomal passenger
complex”, welcher INCENP, Borealin und Survivin einschliet (Vader et al., 2006). Aurora B
kann an verschiedenen Positionen in der Zelle, abhangig von den verschiedenen Phasen
der Mitose, nachgewiesen werden. In den friihen Phasen der Mitose lokalisiert die Kinase
an die Chromosomen-Arme und die inneren Kinetochore, in der Anaphase in die Mittelzo-
ne der Spindel und in der Telophase zur Zellteilungsfurche (Schmidt & Bastians, 2007).
Dariiber hinaus wird Aurora B bendtigt um syntele Mikrotubuli-Kinetochor-Anheftungen
zu l6sen und so monoorientierte Anheftungen zu korrigieren und eine bipolare Chromo-
somen-Ausrichtung zu gewéahrleisten (Hauf et al., 2003). Ferner ist Aurora B essentiell fur
die Aktvierung des Spindel-Kontrollpunktes als Antwort auf eine gestérte Spannung zwi-
schen den Schwester-Chromatiden (Ditchfield et al., 2003). In der spaten Telophase, lokali-
siert Aurora B zum kontraktilen Ring und zur Zellteilungsfurche und ist fiir die Cytokinese
erforderlich. Eine Hemmung der Aurora B-Aktivitat interferiert mit der Chromosomen An-
ordnung und blockiert die Zellteilung, jedoch nicht den Zellzyklusablauf, was in polyploiden
Zellen resultiert (Ditchfield et al., 2003; Hauf et al., 2003). Aurora C ist nicht so gut unter-
sucht wie Aurora A oder B und scheint redundante Funktionen zu Aurora B zu haben, da es
moglicherweise auch ein Teil des CPC ist und teilweise den Funktionsausfall von Aurora B
komplementieren kann (Sasai et al., 2004). Aufgrund dieser vielfaltigen Funktionen stellen

die Aurora-Kinasen attraktive Zielproteine im Rahmen der Krebstherapie dar (Keen &
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Taylor, 2004). Einige Aurora-Kinase-Inhibitoren, wie VX-680, Hesperadin, ZM447439
(Abbildung 11), AT-9283, MLN-8054, R-763, SU6668 und PHA-739358, konnten identifiziert
werden und durchlaufen Phase I/Il klinische Studien (Agnese et al., 2007; Fiskus et al.,
2008; Gontarewicz et al., 2008; Soncini et al., 2006; Tao et al., 2007). Der erste Inhibitor in
den klinischen Studien, VX-680, hemmt nicht nur die Zellproliferation, sondern fordert
auch die Apoptose in einem weiten Spektrum an Tumortypen. Die Beobachtung, dass
VX-680 keinen Effekt auf ruhende Zellen hat, macht ihn zu einem vielversprechenden
Krebstherapeutikum (Harrington et al., 2004). Erst kirzlich wurden von GlaxoSmithKline
neue Aurora-Inhibitoren identifiziert, welche Verkiirzungen des klinischen Kandidaten
GSK-1070916 darstellen, jedoch ein niedrigeres Molekulargewicht und eine héhere Bin-

dungs-Effizienz aufweisen (Medina et al., 2010).
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Abbildung 11: Strukturen verschiedener Zellzyklus Inhibitoren
Strukturen der EG5 Inhibitoren SB-743921, Mk-0731 und ARRY-520, des CENP-E Inhibitors GSK923295A, des PLK

Inhibitors ON01910 sowie der Aurora Inhibitoren VX-680, Hesperadin und ZM447439.

Weitere Inhibitoren wurden fiir die Cyclin-abhangigen Kinasen, sowie fiir die am DNA-
Struktur-Kontrollpunkt beteiligten Kinasen, ATM und CHK2, beschrieben (Lapenna &
Giordano, 2009). Reizvolle Zielproteine sind auch die in den Spindel-Kontrollpunkt invol-
vierten Kinasen BUB1, BUBR1 und MPS1, sowie das Kinetochor Protein CENP-F (Schmidt &
Bastians, 2007). Jedoch ist die Liste der potentiellen Proteine, welche innerhalb der Mitose
als Ansatzpunkt fiir Krebstherapien dienen kénnen, bei Weitem noch nicht komplett. Da

die Mitose ein streng regulierter Prozess ist und Krebszellen nur limitierte Moglichkeiten
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haben einem gerichteten pharmakologischen Eingriff zu entgehen, ist damit zu rechnen,
dass die Suche nach einem essentiellen mitotischen Zielprotein weiterhin herausfordernd

sein wird (Schmidt & Bastians, 2007).

1.7. Zielsetzung

Im Rahmen eines vorwadrts-gerichteten chemisch-genetischen Ansatzes konnten innerhalb
der abteilungseigenen Substanzbibliothek potenzielle Zellzyklus-Inhibitoren mit einem
Indolochinolizin-Grundgerist, identifiziert werden. Diese Verbindungen fiihrten nach der
Inkubation mit Nierenzellen der Griinen Meerkatze zu einer Ansammlung von mitotischen
Zellen. In anschlieBenden Lebendzell-Mikroskopie-Analysen in der Gruppe von Prof.
Thomas Mayer konnte in TC21-Zellen (HelLa-Zellen mit einem GFP-Tubulin und einem GFP-
CENP-A Konstrukt) zum einen eine verldngerte Mitose, zum anderen eine ausschlieBliche
Dreiteilung der Zellen beobachtet werden. Eine nahe liegende Inhibierung der Tubulin-

Polymerisation konnte ausgeschlossen werden (Menninger, 2009).

Abbildung 12: Indolochinolizine und deren Einfluss auf TC21-Zellen

a| Grundgerist der getesteten Indolochinolizine. b| Ausschnitt aus Lebendzell-Aufnahmen von TC21-Zellen nach
der Behandlung mit einem aktiven Indolochinolizin (Menninger, 2009). Die Kreise kennzeichnen Zellen, welche eine
Dreiteilung durchlaufen.

Ein Ziel dieser Arbeit sollte es nun sein, den von den Indolochinolizinen ausgeldsten Pha-
notyp naher zu charakterisieren. Hierzu sollten zunachst weitere Lebenzell-Mikroskopie-
Aufnahmen in Zusammenarbeit mit Prof. Anthony Hyman am Max-Planck-Institut fir mo-
lekulare Zellbiologie und Genetik in Dresden durchgefiihrt werden. Mit Hilfe von Immun-
fluoreszenz-Aufnahmen sollten aullerdem die DNA, die Mikrotubuli sowie die Spindelpole
der mit den Indolochinolizinen behandelten Zellen detailliert untersucht werden. Zur
guantitativen Analyse des beobachteten Zellzyklus-Arrests sollte die Durchflusszytometrie
genutzt werden. Neben der Charakterisierung des Phanotyps sollten die primaren zellbio-

logischen Untersuchungen zur Erstellung einer Struktur-Aktivitats-Beziehung der fokussier-
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ten Indolochinolizin-Bibliothek beitragen. Basierend auf diesen Ergebnissen sollte in Zu-
sammenarbeit mit Dr. Heiko Diickert eine Affinitdtssonde synthetisiert werden. Anschlie-
Rend sollte mit Hilfe dieser Sonde eine vergleichende und kompetitive Variante der Affini-
tatschromatographie erfolgen, um die ldentifizierung der Zielproteine der Indolochinolizi-
ne zu ermoglichen. Alternativ hierzu sollte eine Zielprotein-ldentifizierung basierend auf
wissenschaftlichen Hypothesen durchgefiihrt werden. Sowohl fiir diese Untersuchungen
als auch fir eine abschlieBende Validierung identifizierter Zielproteine sollten zellbiologi-
sche (Immunzytochemie), proteinbiochemische (Immunblots), molekularbiologische (Klo-
nierung bendtigter Proteine) und biophysikalische (Fluoreszenzpolarisation) Methoden

eingesetzt werden.
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2. Material

2.1. Laborgerite

CD-Spektrometer J-815
Fluoromax4-Spektrofluorometer
Inkubator Nuaire DHD Autoflow NU 5510 E
Miniprotean 3 Gelelektrophorese System
Odyssey® Fc Imaging System

pH-Meter

Plattenlesegerat Infinite M200

Rihrer IKAMAG RCT

Schittler Eppendorf Thermomixer comfort
Spektrometer Eppendorf BioPhotometer
Sterilbank Microflow

Sterilbank Nuaire

Trans-Blot Transferkammer
Vakuumkonzentrator

Vortex Genie 2

Wasserbad Memmert

Zentrifuge Eppendorf 5415 R

Zentrifuge Eppendorf Minispin

Jasco® GmbH, Gross-Umstadt
HORIBA Jobin Yvon GmbH,
Nuaire, Fernwald

BioRad, Miinchen

LI-COR Biosciences, Bad Homburg
Mettler Toledo, Giessen
Tecan, Crailsheim

IKA® Werke, Staufen
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
NuncNalge, Rochester, USA
Nuaire, Fernwald

BioRad, Miinchen

Eppendorf, Hamburg

Roth, Karlsruhe

Hettich AG, Bach, CH
Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Alle weiteren Gerate entsprachen dem (iblichen Laborstandard.
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2.2. Verbrauchsmaterialien

6-Loch Zellkulturplatten (Falcon)
12-Loch Zellkulturplatten (Falcon)
24-Loch Zellkulturplatten (Falcon)
96-Loch Zellkulturplatten, weil
384-Loch Zellkulturplatten, schwarz
8-Kammer Objekttrager

Aqua Poly/Mount

Deckglaser @ 12 mm

Serologische Pipetten
Gewebekulturflaschen (Falcon)
Halbmikrokuvette UVette

Incidur®

Kryoréhrchen

Kavetten

Neubauer Zahlkammer
Objekttrager (Super Frost Color)
PVDF-Transfermembran
ReaktionsgefaRe (0,5; 1,5 und 2 ml)
ReaktionsgefaRe (15 und 50 ml)

Whatmann 3MM Papier
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Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Corning, New York, USA

Corning, New York, USA

Thermo Fisher Scientific, Langenselbold

Polysciences, Warrington, USA
Thermo Scientific, Schwerte
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Eppendorf, Hamburg

Ecolab, Wien, AT

Nalgene, Rochester, USA
Sarstedt, Nimbrecht

Carl Roth, Karlsruhe

Menzel, Braunschweig
Thermo Fisher Scientific, Schwerte
Eppendorf, Hamburg

Sarstedt, Niimbrecht

Schleicher & Schiill, Dassel
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2.3. Chemikalien

Acrylamid / N,N-Methylenbisacrylamid
Agarose

Ampicillin

Aminosauren, nicht-essentiell, 100x
Apo—ONE® Homogeneous Caspase-3/7 Assay
Chloramphenicol

Coomassie Brilliant Blau G-250

DMEM Medium

DTT

ER-Tracker™ Green (BODIPY®FL glibenclamide)
FUGENE® 6 Transfektions Reagenz
Geneticidinsulfat (G418)

GelRed™ Nucleic Acid Stain
Hoechst33342

lodacetamid

Kélberserum (FBS)

Kanamycin

McCoy’s 5a Medium

NHS-aktivierte Sepharose

Nocodazol
Penicillin-Streptomycin-Losung
Rinderserum Albumin (BSA)

RPMI 1640 Medium

Natriumpyruvat, 100x

Streptavidin Magnetic Beads
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AppliChem GmbH, Darmstadt
Invitrogen, Darmstadt

Gerbu, Gaiberg
GIBCO-Invitrogen,Karlsruhe

Promega, Mannheim

Sigma-Aldrich®, Steinheim
Serva, Heidelberg

PAA, Pasching, AT

Gerbu, Gaiberg

Invitrogen, Darmstadt

Roche Diagnostics, Mannheim
Carl Roth, Karlsruhe
Biotrend, Koln

Invitrogen, Darmstadt
Sigma-Aldrich®, Steinheim
GIBCO-Invitrogen, Darmstadt
Gerbu, Gaiberg

PAA, Pasching, AT

GE Healthcare, Minchen
Sigma-Aldrich®, Steinheim
Sigma-Aldrich®, Steinheim
Sigma-Aldrich®, Steinheim
PAA, Pasching, AT
GIBCO-Invitrogen, Karlsruhe

New England Biolabs, Frankfurt
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SuperSignal® West Pico Thermo Fisher Scientific, Schwerte
SuperSignal® West Femto Thermo Fisher Scientific, Schwerte
Thymidin Sigma-Aldrich®, Steinheim

Trypsin Roche Diagnostics, Mannheim
Trypsin-EDTA 0,05 % PAA, Pasching, AT

WST-1 Reagenz Roche, Mannheim

Alle weiteren Chemikalien wurden von folgenden Firmen bezogen: Sigma-Aldrich (Stein-
heim), Fluka (Neu-Ulm), Merck (Darmstadt), Riedel-de-Haen (Seelze), Roche (Mannheim),

Roth (Karlsruhe) oder Serva (Heidelberg).
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2.4. Puffer und Lésungen

Molekularbiologie

TAE-Puffer

Zellbiologie

40 mM Tris/Essigsaure, pH 7.5
20 mM Na-Acetat
1 mM EDTA

Lysispuffer

50 mM Pipes

50 mM NacCl

5 mM MgCl,

5 mM EGTA

0.1% (v/v) NP40

0.1% (v/v)Triton X-100

0.1% (v/v)Tween20

0.1% (v/v) R-Mercaptoethanol

Protease Inhibitor Cocktail

pH 7.4

Lysispuffer fiir Cytoplasmaextrakte

300 mM Saccharose
0.6% (v/v) NP-40

10 mM Tris, pH 7.5
1 mM EDTA, pH 8.0
1.5 mM MgCl,

50 mM NacCl

1 mMDTT

Protease Inhibitoren

Lysispuffer fiir Kernextrakte

25% (v/v) Glycerol

10 mM Tris, pH 7.5
0.1 mM EDTA, pH 8.0
1.5 mM MgCl,

500 mM NacCl

10 mM DTT

Protease Inhibtoren
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Zellbiologie

4x Perm-Puffer

400 mM Pipes/KOH pH 6.8
40 mM EGTA

4 mM MgCl,

0.4% (v/v) Triton X-100

Perm-Fix Loésung

3.7% (v/v) Formaldehyd

1x Perm-Puffer

Pl-Losung

Proteinbiochemie

0.05 mg/ml Propidiumiodid
0.1 mg/ml RNase A
0.05% (v/v) Triton X-100

100 mM Natrium-Phosphat-Puffer (NaP))

200 mM NaH,P0O,
200 mM Na,HPO,
pH 7.0

Sammelgel-Puffer

1 M Tris, pH 6.8

5 x SDS-Probenpuffer

50% (v/v) Glycerol
250 mM Tris, pH 6.8
350 mM SDS

500 mM DTE

360 uM Bromphenolblau

10 x SDS-Laufpuffer 2.5M Glycin
250 mM Tris
35 mM SDS

1xTBS 10 mM Tris/HCI pH 7.4
150 mM NaCl

1 x TBST 1x TBS

0.1% Triton X-100

Trenngel-Puffer

1.5 M Tris, pH 8.8
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Proteinbiochemie-Farbeldsungen

Coomassie-Losung 0.25% (w/v) Coomassie Brilliant Blau G-250

45% (v/v) Methanol

10% (v/v) Essigsaure

Colloidal-Coomassie L6ésung A:
2% (v/v) ortho-Phosphorsaure

10% (w/v) Ammoniumsulfat

Lésung B:

5% (w/v) Coomassie Brilliant Blau G-250

fertige Lésung:

2% (v/v) Losung B
78% (v/v) Losung A
20% (v/v) Methanol

Entfarber-Losung 30% (v/v) Methanol
10% (v/v) Essigsaure

Fixierlésung fur Zink-Imidazol 50% (v/v) Methanol
Farbung 5% (v/v) Essigsdure
Imidazol-SDS Losung 0.2M Imidazol

0.1% SDS
Zinksulfat Losung 0.2M Zinksulfat
Alkylierungslosung 55 mM lodacetamid in 25 mM NH4HCO;
Reduktionslosung 50 mM DTT in 25 mM NH4HCO;
Verdauldsung 0.01 pg/ml Trypsin in 25 mM NH4HCO;
Waschlosung 1 25 mM NH4HCOs/Acetonitril (3:1)
Waschlosung 2 25 mM NH4HCOs/Acetonitril (1:1)
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2.5. Nucleinsédure-Standards

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder Fermentas, St. Leon-Rot

GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder plus Fermentas, St. Leon-Rot

2.6. Protein-Standard

PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder Fermentas, St. Leon-Rot

2.7. Vektoren

pECFP-C1 Clontech, Saint-Germain-en-Laye, F
PEYFP-N1 Clontech, Saint-Germain-en-Laye, F
pOTB7-NPM Open Biosystems, Huntsville, USA
pET3a-CRM1 Prof. Wittinghofer (Paraskeva et al., 1999)
PET19b-NPM Prof. Martin (Cullen et al., 2009)

pOPINE Dortmund Protein Facility

2.8. Enzyme

Pfu DNA Polymerase Fermentas, St. Leon-Rot
Restriktionsenzyme Fermentas, St. Leon-Rot
Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) Fermentas, St. Leon-Rot
T4-Ligase Fermentas, St. Leon-Rot
Maxima™ Hot Start Tag DNA Polymerase Fermentas, St. Leon-Rot
Klenow-Fragment Fermentas, St. Leon-Rot
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2.9. Oligodesoxyribonukleotide

2.9.1. Oligodesoxyribonukleotide zur Klonierung

Sequenz 5°-3’ Schnittstelle

PECFP-C1-NPM1 fw | CCGGAATTCGATGGAAGATTCGATGGACATG EcoRlI

pECFP-C1-NPM1 rev | CCCAAGCTTTTAAAGAGACTTCCTCCACTGCC Hindlll

pECFP-N1 NPM1 fw | CTTAAGCTTACCATGGAAGATTCGATGGACATG Hindlll

PECFP-N1 NPM1rev | CTTGGATCCCAAAGAGACTTCCTCCACTGC BamH]I

Die Schnittstellen innerhalb der Sequenzen wurden in fett dargestellt.

2.9.2. Oligodesoxyribonukleotide zur Sequenzierung

pECFP-C1 Fw CATGGTCCTGCTGGAGTTCGT
pECFP-C1 Rev GTTTCAGGTTCAGGGGGAGGTG
PECFP-N1 Fw GTCGTAACAACTCCGCCC
pECFP-N1 Rev GTCCAGCTCGACCAGGATG

2.10. Antikérper

2.10.1. Primdre Antikorper

Antikorper Organismus Bezogen von

BUB1 (MCA2679) Maus AbD Serotec

CEP135 Kaninchen Prof. Hyman (Bird & Hyman, 2008)
CREST (CS1058) Mensch Europa Bioproducts Ltd

CRM1 (sc-74454) Maus Santa Cruz Biotechnology, Inc.
GAPDH (G8795) Maus Sigma-Aldrich®

GAPDH (G9545) Kaninchen Sigma-Aldrich®

Histon H3 (H9289) Kaninchen Sigma-Aldrich®
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Antikorper Organismus Bezogen von

NPM (3542) Kaninchen Cell Signaling Technology®
p14"%" (MS850-PO) Maus Thermo Scientific

p21VAF/CPL (¢ 397) Kaninchen Santa Cruz Biotechnology, Inc
p53 (sc-126) Maus Santa Cruz Biotechnology, Inc

pHiston H3 (ab14955, ab5176) | Maus, Kaninchen | Abcam®

RANBP1 (ab97659) Kaninchen Abcam®

RB (554316) Maus BD Pharmingen™
a-Tubulin (MCA77G) Ratte AbD Serotec
a-Tubulin (ab18251) Kaninchen Abcam®
B-Tubulin (ab21057) Ziege Abcam®
y-Tubulin (T6567) Maus Sigma-Aldrich®

2.10.2. Sekunddire Antikérper

Antikorper Organismus Bezogen von

Anti-Kaninchen IgG (H+L) HRP-Konjugat Ziege Thermo Scientific
Anti-Kaninchen (IRDye® 680 Konjugat) Esel LI-COR® Biosciences
Anti-Kaninchen (IRDye® 800 CW Konjugat) Esel LI-COR® Biosciences
Anti-Kaninchen (Alexa Fluor® 488 Konjugat) | Esel Invitrogen™
Anti-Kaninchen (Alexa Fluor® 555 Konjugat) | Esel Invitrogen™
Anti-Maus IgG (H+L) HRP-Konjugat Ziege Thermo Scientific
Anti-Maus (Alexa Fluor® 488 Konjugat) Esel Invitrogen™
Anti-Maus (Alexa Fluor® 555 Konjugat) Esel Invitrogen™
Anti-Maus (Alexa Fluor® 633 Konjugat) Esel Invitrogen™
Anti-Maus (IRDye® 680 Konjugat) Esel LI-COR® Biosciences
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Antikorper Organismus Bezogen von

Anti-Maus (IRDye800CW Konjugat) Esel LI-COR® Biosciences
Anti-Ratte (Alexa Fluor® 488 Konjugat) Esel Invitrogen™
Anti-Ziege (DyLight® 549 Konjugat) Esel Abcam®

Anti-Ziege (DyLight® 649 Konjugat) Esel Abcam®

2.11. Reagenziensets ,Kits”

Qiagen® Plasmid Purification Kit Qiagen, Hilden
QlAquick® Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden
QlAquick® PCR Purification Kit Qiagen, Hilden
QlAfilter Plasmid Midi Kit Qiagen, Hilden

2.12. Ndahrmedien

2.12.1. Bakterien

Medium Zusammensetzung

LB (Bertani, 1951) | 0.5% Hefeextrakt

1% Trypton
0.5% NaCl

LB Agar 0.5% Hefeextrakt
1% Trypton

0.5% NacCl

1.5% Agar

SB (Hanahan, | 3.2% Pepton
1983) 2% Hefeextrakt
0.5% NaCl
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2.12.2. Zellen

Zelllinie Medium Zusatze

BSC-1 DMEM, 4.5 g/I Glukose, Glutamin 10% (v/v) FBS

Penicillin (1000 U/ml)
Streptomycin (1 mg/ml)
nicht essentielle Aminosauren

10 mM Natriumpyruvat

HCT-116 | DMEM, 4.5 g/l Glukose, Glutamin 10% (v/v) FBS

Penicillin (1000 U/ml)
Streptomycin (1 mg/ml)

nicht essentielle Aminosauren

10 mM Natriumpyruvat

Hela DMEM, 4.5 g/l Glukose, Glutamin 10% (v/v) FBS

Penicillin (1000 U/ml)
Streptomycin (1 mg/ml)

nicht essentielle Aminosauren

10 mM Natriumpyruvat

HT-29 McCoy’s 5a Medium 10% (v/v) FBS
Penicillin (1000 U/ml)

Streptomycin (1 mg/ml)

MCF7 DMEM, 4.5 g/l Glukose, Glutamin 10% (v/v) FBS

Penicillin (1000 U/ml)
Streptomycin (1 mg/ml)

nicht essentielle Aminosauren

10 mM Natriumpyruvat

PC-3 RPMI 1640 10% (v/v) FBS
Penicillin (1000 U/ml)

Streptomycin (1 mg/ml)
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Zelllinie Medium Zusatze

Saos-2 DMEM, 4.5 g/l Glukose, Glutamin 10% (v/v) FBS

Penicillin (1000 U/ml)
Streptomycin (1 mg/ml)

nicht essentielle Aminosauren

10 mM Natriumpyruvat

SW480 DMEM, 4.5 g/| Glukose, Glutamin 10% (v/v) FBS

Penicillin (1000 U/ml)
Streptomycin (1 mg/ml)

nicht essentielle Aminosauren

10 mM Natriumpyruvat

2.13. Organismen

2.13.1. Bakterienstimme

BL21-DE3 fhuA2 [lon] ompT gal (A DE3) [dcm] AhsdS A DE3 = A sBamHlIo
AEcoRI-B int::(lacl::PlacUV5::T7 genel) i21 Anin5

BL21-DE3-RIL-Codon Plus E. coli B F—- ompT hsdS(rB— mB—-) dcm+Tetrgal A(DE3) endA Hte

[argU ileY leuW Camr]

B q R
OmniMAX™ 2 T1 F" {proAB lacl” lacZAM15 Tn10(Tet") A(ccdAB)} mcrA A(mrr

hsdRMS-mcrBC) @ 80(lacZ)AM15 A(lacZYA-argF)U169 endA1
recAl supE44 thi-1 gyrA96 relAl tonA panD

2.13.2. Zelllinien

Zelllinie Herkunft

BSC-1 Epithelzellen aus der Niere von Cercopithecus aethiops (Grine Meerkat-

ze); ATCC CCL-26

HCT-116 Humane Epithelzellen aus einem kolorektalen Karzinom; ATCC CCL-247
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Zelllinie Herkunft

HCT-116 p53'/' Humane Epithelzellen aus einem kolorektalen Karzinom, p53-defizient
(Bunz et al., 1998)

Hela Humane Epithelzellen aus einem Zervixkarzinom; ATCC CCL-2

HT-29 Humane Epithelzellen aus einem kolorektalen Karzinom; ATCC HTB-38

MCF7 Humane Epithelzellen aus einem Brustkarzinom, ATCC HTB-22

PC-3 Humane Epithelzellen aus einem Prostatakarzinom; ATCC CRL-1435

Saos-2 Humane Zellen aus einem Osteosarkom; ATCC HTB-85

SW480 Humane Epithelzellen aus einem kolorektalen Karzinom; ATCC CCL-228
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3. Methoden

3.1. Molekularbiologische Methoden

3.1.1. Anzucht und Lagerung von Bakterien

Die Anzucht aller in dieser Arbeit verwendeten Escherichia coli Stamme erfolgte in LB-
Flissigmedium (Ausubel, 1995) bei 37 °C und 220 rpm in einem Inkubationsschiittler. Die
verwendeten Medien wurden zuvor fir 25 min bei 120 °C autoklaviert. Erforderliche Anti-
biotika wurden steril-filtriert und den Medien nach dem Autoklavieren zugegeben. Die

Endkonzentration von Ampicillin, Kanamycin oder Chloramphenicol betrug 0.1 mg/ml.

3.1.2. Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Plasmid DNA wurde mit Hilfe des ,,QlAprep® Spin Miniprep Kits” nach Herstellerangaben
isoliert. Um moglichst saubere DNA fiir nachfolgende Transfektionen (Kap 3.2.2) zu erhal-

ten wurde das ,,QlAfilter® Plasmid Midi Kit“ genutzt.

3.1.3. Konzentrationsbestimmung von DNA

Zur Konzentrationsbestimmung wurde die DNA mit destilliertem Wasser verdiinnt und die
Absorption der Lésung bei 260 nm im Biophotometer bestimmt. Mit Hilfe der Faustformel,
dass eine DNA-L6sung von 50 ug/ml eine Absorption von 1 aufweist, konnte die Konzent-

ration berechnet werden.

3.1.4. Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die PCR ist eine Methode welche genutzt wird, um DNA in vitro zu vervielfaltigen und
wurde 1985 von Kary Mullis beschrieben (Saiki et al., 1988). Der PCR-Ansatz setzte sich
zusammen aus thermostabilen Polymerasen wie Pfu oder Taq, der zu amplifizierenden
DNA, 10 nmol des entsprechenden Vor- bzw. Rickwarts-Oligodesoxyribonukleotids (,,Pri-
mer“), 10 nmol Desoxyribonukleotiden sowie dem fiir die jeweilige Polymerase benétigten
Puffer. Das PCR-Programm bestand aus einem anfanglichen Denaturierungsschritt bei

95 °C fur 2 min, 25-35 Zyklen aus Denaturierung (95 °C, 30s), Oligodesoxyribonukleotid
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Anlagerung (Schmelztemperatur der ,,Primer” - 5 °C, 30s) und der Verlangerung (72 °C, 2
min), sowie einem abschlieBenden Elongationsschritt bei 72 °C fiir 10 min.

Bei einer PCR, bei der die amplifizierte DNA zur anschlieBenden Klonierung verwendet
werden sollte, enthielten die Oligodesoxyribonukleotide etwa 10 bp lange Uberhinge mit
den entsprechenden Restriktionsschnittstellen. Das Programm wurde insofern verandert,
als dass die ersten 10 Zyklen der PCR basierend auf der Schmelztemperatur des fir die
Matrizen-DNA spezifischen ,,Primers” durchgefiihrt wurden und die folgenden Zyklen ba-
sierend auf der Schmelztemperatur des kompletten Oligonukleotids inklusive der Restrik-

tionsschnittstellen.

3.1.5. Klonierung von DNA-Fragmenten
3.1.5.1. Herausldsen von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Elution von DNA-Fragmenten der gewlinschten GrofRe aus Agarosegelen erfolgte mit

Hilfe des ,, QlAquick® Gel Extraktion Kits“ nach Herstellerangaben.

3.1.5.2. DNA-Hydrolyse mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen

Zur Restriktion von Plasmiden bzw. DNA-Fragmenten wurde eine entsprechende Menge
DNA, mit den ausgewdhlten Restriktionsenzymen und dem mitgelieferten 10x Puffer in
einem Gesamtvolumen von 20-50 pl inkubiert. Die Reaktion erfolgte bei 37 °C Gber 60-

90 min.

3.1.5.3. Dephosphorylierung von DNA-5"-Enden

Um die Ligation eines geschnittenen Plasmids zu verhindern, wurde direkt nach der Rest-
riktion, dem linearisierten Plasmid Shrimp Alkaline Phosphatase hinzugegeben (Sambrook,
2001). Die Menge des einzusetzenden Enzyms richtete sich nach der Menge der DNA
5’-Enden. Es wurden jeweils 1U Enzym pro pmol 5°-Ende bendtigt. Die Inkubation erfolgte
fur 30 min bei 37 °C. Ein abschlieRendes Erhitzen des Ansatzes auf 65 °C fur 15 min fihrte

zur Inaktivierung der alkalischen Phosphatase.
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3.1.5.4.Ligation von DNA Fragmenten

Die Ligation restringierter DNA-Fragmente in Plasmide erfolgte mit Hilfe einer T4-DNA-
Ligase (Sambrook, 2001). Das Enzym wurde laut Herstellerangaben im mitgelieferten Puf-

fer eingesetzt und der Ansatz 1 h bei 22 °C inkubiert.

3.1.5.5. DNA-Transformation von E. coli mittels Hitzeschock

Zur Transformation von E. coli mittels Hitzeschock (Hanahan, 1983) wurden 10 pl des Liga-
tions-Ansatzes mit 200 pl chemisch-kompetenten Zellen 20 min auf Eis inkubiert. Nach
einem Hitzeschock von 90 s bei 42 °C wurden die Zellen erneut 2 min auf Eis inkubiert.
Nachfolgend wurden die Bakterien mit 700 pl vorgekiihltem LB-Medium versetzt und fir
eine Stunde bei 37 °C angezogen. AnschlieBend wurden die Zellen sedimentiert, 700 pl des
Uberstandes verworfen und das Sediment resuspendiert. Die Zellsuspension wurde auf LB-
Agarplatten (Ausubel, 1995) ausplattiert und unter Selektionsdruck durch Ampicillin

(0,1 mg/ml) bzw. durch Kanamycin (0,05 mg/ml) Gber Nacht bei 37 °C angezogen.

3.1.5.6.Kolonie-PCR

Die Kolonie-PCR diente zum Nachweis von erfolgreich klonierten DNA-Fragmenten in
Plasmide nach erfolgter Ligation (Kap. 3.1.5.4). Hierzu wurden zunachst Einzelkolonien des
Uber Nacht gewachsenen Transformationsansatzes mit einer sterilen Pipettenspitze in
einem entsprechenden PCR-Ansatz resuspendiert. Nach Ubertragung einer Kolonie in den
PCR-Ansatz wurde diese mit der gleichen Pipettenspitze in ein Kulturrohrchen mit 3 ml LB-
Medium unter dem entsprechenden Selektionsdruck liber Nacht bei 37 °C angezogen. Die
PCR wurde wie unter Kap. 3.1.4 beschrieben durchgefiihrt, mit der einzigen Veranderung,
dass die anfangliche Denaturierung fir 10 min erfolgte, um die Bakterien aufzubrechen.
Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung (Kap. 3.1.5.8) der PCR-Produkte wurde
Plasmid-DNA der Klone, welche das DNA-Fragment gewlinschter GrolRe enthielten, durch

die Firma StarSEQ (Mainz) sequenziert.

3.1.5.7. Herstellung von Glycerol-Kulturen

Zur Herstellung von Glycerol-Kulturen wurde der Transformationsansatz (Kap. 3.1.5.5) auf

LB-Agarplatten mit dem entsprechenden Antibiotikum ausplattiert. Nach der Inkubation
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Uber Nacht bei 37 °C wurden die Bakterienzellen in 1 ml LB-Medium resupendiert und
500 ul der Suspension mit 500 pl sterilem Glycerol vermischt. Alternativ wurden 500 pl
einer Ubernacht-Kultur direkt mit 500 pl sterilem Glycerol vermischt. Die Lagerung erfolgte

bei -80 °C.

3.1.5.8. Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA

Zur gelelektrophoretischen Auftrennung von Nukleinsduren wurden 0.8-2%ige (w/v) Aga-
rosegele mit GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain in 1xTAE-Puffer verwendet. Nach Aufnahme
der DNA-Fragmente in 1/6 Volumen Ladepuffer (6x Orange Loading Dye, Fermentas, St.
Leon-Rot) erfolgte die Trennung der DNA durch eine Horizontal-Elektrophorese bei kon-
stanter Stromstarke von 100 V. Die Nukleinsauren wurden unter UV-Licht nachgewiesen.

Als GroRenstandard diente der ,,Gene Ruler 1 kb DNA ladder” (Fermentas, St. Leon-Rot).

3.1.6. Heterologe Expression von Proteinen in E. coli
3.1.6.1. Heterologe Expression von Nucleophosmin

Das Plasmid pET19b-NPM (Cullen et al., 2009) wurde mittels Hitzeschock (Kap. 3.1.5.5) in
den E. coli Stamm BL21(DE3) transformiert und in TB-Medium bei 37 °C und 180 rpm bis zu
einer ODggg von 0.5 kultiviert. Die Proteinexpression wurde durch Zugabe von 1 mM IPTG
induziert und (ber Nacht bei 30 °C durchgefiihrt. AnschlieRend wurden die Zellen sedi-

mentiert und bis zur weiteren Reinigung bei -20 °C aufbewahrt.

3.1.6.2. Heterologe Expression von CRM1

Das CRM1-pET3a Plasmid (Paraskeva et al., 1999) wurde in E. coli BL21(DE3 RIL(K+)) trans-
formiert. Die Bakterien wurden in SB-Medium mit 2% Ethanol bei 37 °C und 180 rpm kulti-
viert. Die Proteinexpression wurde bei einer ODggg von 0.5 mit 200 uM IPTG induziert. Die
weitere Kultivierung der Bakterien erfolgte bei 25 °C lGber Nacht. AbschlieRend wurden die

Zellen sedimentiert und bis zur Reinigung bei -20 °C gelagert.
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3.2. Zellbiologische Methoden

3.2.1. Kultivierung von Zellen
3.2.1.1. Auftauen von Zellen

Die zuvor in flissigem Stickstoff aufbewahrten Zellen, wurden unter leichtem Schitteln bei
37 °Cim Wasserbad aufgetaut. Die Zellen wurden dann unter sterilen Bedingungen in, mit
10 ml Medium befiillte, 75 cm” Gewebekulturflaschen gegeben. Die weitere Kultivierung
erfolgte im Inkubator bei 37 °C und 5% CO,-Gehalt. Zur Entfernung des im Kryomedium

enthaltenen DMSO war es notwendig nach etwa 24 h das Kulturmedium zu erneuern.

3.2.1.2. Subkultivierung/Passagieren von Zellen

Bei einer Konfluenz der adhdrenten Zellen von 90-100% wurden die Zellen vom Boden der
Gewebekulturflaschen abgeldst und in einer geringeren Zellzahl in neue Zellkulturflaschen
ausgesat. Hierzu wurde zunachst das alte Kulturmedium abgenommen und die Zellen mit
PBS gewaschen. Zum Abldsen der Zellen wurden sie mit Trypsin/EDTA bedeckt und fir
einige Minuten bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen in neues Medium auf-

genommen und durch auf- und abpipettieren vereinzelt.

3.2.1.3. Zellzahlbestimmung

Zur Bestimmung der Zellzahl einer Zellsuspension wurde eine Neubauer-Zahlkammer ver-
wendet. Zundchst wurde das Deckglas befeuchtet und auf die Stege der Zahlkammer ge-
legt. Die Zellsuspension wurde in die von den Stegen gebildete Vertiefung pipettiert bis
durch Kapillarkrafte ein luftblasenfreies Einfillen des Zwischenraumes zwischen Deckglas
und Zahlkammer erfolgte. Unter dem Mikroskop wurden alle Zellen in den vier duReren
Quadraten, welche wiederum aus 16 kleineren Quadraten bestehen, ausgezahlt. Die erhal-
tenen Werte wurden gemittelt und die Zellzahl durch Multiplikation mit dem Faktor 10*

bestimmt. Die berechnete Zahl entsprach der Zellzahl in Zellen/m| Medium.

3.2.1.4.Kryokonservierung

Die Zellen wurden bis zu einer Konfluenz von 80 % in 75 cm?® Kulturschalen angezogen.

AnschlieBend wurden die Zellen wie unter Kap. 3.2.1.2 beschrieben abgeldst. Nach dem
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Bestimmen der Zellzahl (Kap. 3.2.1.3) wurde die Zellsuspension fir 5 min bei 1000 g sedi-
mentiert. Die Zellen wurden in Medium inklusive 10% (v/v) DMSO verdiinnt, so dass je
300 ul mit einer Zellzahl von 10%in Kryordhrchen tiberfiihrt werden konnten. Diese wurden
in einer speziellen mit Isopropanol gefillten Einfrierhilfe (Nalgene, Rochester, USA) fir
24 h bei —80°C gelagert. Hierdurch konnte eine langsame Reduktion der Temperatur von
1 °C/min gewadbhrleistet werden. Anschliefend wurden die Kryoréhrchen in flissigem Stick-

stoff aufbewahrt.

3.2.2. Transfektion von DNA

Die Transfektion von Plasmiden in Zellen erfolgte mit Hilfe des FUGENE® Transfektions
Reagenz. Fur eine Transfektion in einer 24 Loch Platte wurden zunichst 2*10* Zellen pro
Vertiefung ausgesat. Nach 24h wurde der Transfektions-Ansatz vorbereitet. Hierzu wurden
1.8 pl Reagenz in einem Gesamtvolumen von 20 pl serumfreien Medium verdiinnt und
5 min bei RT inkubiert. Nach der Zugabe von 300 ng DNA wurde der Ansatz gut durch-
mischt und es folgte eine weitere Inkubation bei RT fir 15 min. AbschlieBend wurde der

Transfektions-Ansatz tropfenweise auf die ausgesaten Zellen gegeben.

3.2.3. Herstellung von Zelllysaten

Die Herstellung von Zelllysaten erfolgte aus Zellkulturflaschen welche eine 90-100%ige
Konfluenz aufwiesen. Zunachst wurden dieselben Schritte durchgefiihrt wie unter Kap.
3.2.1.2 beschrieben. Die nach der Trypsin-Behandlung erhaltene Zellsuspension wurde fiir
5 min bei 1500 g zentrifugiert und das erhaltene Sediment mit PBS gewaschen. Nach er-
neuter Zentrifugation wurden die Zellen in Lysispuffer resuspendiert, gut durchmischt und
flr 20 min auf Eis inkubiert. Dann wurden die Zelltrimmer 20 min bei 12000 g und 4 °C
von den l6slichen Zellbestandteilen abgetrennt. Das erhaltene Lysat wurde in fllssigem

Stickstoff eingefroren und bei -20 °C gelagert.

3.2.4. Synchronisation von Zellen

Zur Synchronisation der Zellen am Beginn der S-Phase wurde dem Medium direkt nach
dem Aussden 2 mM Thymidin zugegeben (Heintz et al., 1983). Nach erfolgter Inkubation

von 18 h wurde der Thymidin-Block durch zweimaliges Waschen mit PBS und abschlieRen-
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dem Waschen mit Medium aufgehoben, so dass die Zellen synchron die S- und G2-Phase

durchlaufen konnten.

3.2.5. Immunzytochemie
3.2.5.1. Fixieren von Zellen

Flr eine immunzytochemische Analyse von Proteinen wurden Zellen in 24-Loch Platten auf
Deckgldsern kultiviert. Zum Nachweis von centrosomalen Strukturen wurde eine Fixierung
mit Methanol gewahlt, wahrend zum Nachweis von anderen zelluldren Strukturen die Fi-

xierung mit Formaldehyd erfolgte.

Zur Fixierung der Zellen mit Methanol wurde zunachst das Kultur-Medium abgenommen,
und anschlieBend die mit Zellen bewachsenen Deckglaser fiir 15 min bei -20 °C in 100%
Methanol inkubiert. Zum Schluss erfolgte eine Zugabe von PBS-T fiir 10 min zur Rehydrie-

rung der Zellen.

Die Fixierung von Zellen mit Formaldehyd erfolgte nach Abnahme des Mediums fiir 20 min

in Permfix-Losung bei Zimmertemperatur (RT).

3.2.5.2. Immunzytochemischer Nachweis von Proteinen

Die zuvor fixierten Zellen (Kap. 3.2.5.1) wurden fiir eine Stunde in PBS-T zuzlglich 2% BSA
blockiert. Der erste Antikorper wurde entsprechend den Herstellerangaben in PBS-T/2%
BSA verdiinnt und fiir 1 h inkubiert. Nach dreimaligem Waschen fir jeweils 10 min mit
PBS-T wurde der zweite Antikorper 1:500 ebenfalls in PBS-T/2% BSA verdinnt und fir eine
Stunde im Dunkeln inkubiert. Gleichzeitig erfolgte die Farbung der DNA mit Hoechst33342.
Bevor die Zellen mit Aqua-Poly/Mount eingedeckelt wurden, war erneutes Waschen (3 x
10 min) mit PBS-T notwendig. Bis zur Analyse der fixierten Zellen unter dem Mikroskop,

wurden die Deckglaser im Dunkeln bei 4 °C aufbewahrt.

3.2.6. Durchflusszytometrie

Zur Analyse des DNA Gehaltes mittels der Durchflusszytometrie wurden die Zellen zu-
nachst in 6-Loch Platten ausgesat. Nach etwa 24 h wurden die Zellen mit den zu testenden

Substanzen behandelt und fur weitere 19 h mit diesen inkubiert. Danach wurde das Medi-
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um abgenommen, die Zellen mit PBS gewaschen und mit Trypsin behandelt. Das abge-
nommene Medium, PBS sowie das Trypsin wurden in 15 ml R6hrchen tberfihrt. Die abge-
I6sten Zellen wurden in 2 ml frisches Medium aufgenommen und mit den zuvor gesam-
melten Uberstinden vereinigt. Die erhaltenen Zellsuspensionen wurden bei 1500 g fiir
5 min zentrifugiert. Das erhaltene Sediment wurde in 1 ml PBS aufgenommen und unter
standigem Schiitteln wurden der Suspension 2.5 ml kaltes Ethanol hinzugegeben. Die Fixie-
rung der Zellen erfolgte bei -20 °C Gber Nacht. Nach erneuter Zentrifugation fiir 5 min bei
1500 g wurden die Zellsedimente in 500 pl PI-Losung resuspendiert und fir 40 min bei
37 °C inkubiert. Durch Zugabe von 3 ml PBS wurden die Zellen gewaschen. Nach abschlie-
Render Sedimentation fiir 5 min bei 1500 g wurden die Zellen in 500 pl PBS aufgenommen
und mit Hilfe des FACS Aria (BD Biosciences, San Jose, USA) analysiert. Die Auswertung

erfolgte mit Flowlo 7.5.

3.2.7. Mikroskopie
3.2.7.1. Lebendzell-Mikroskopie am MPI fiir molekulare Zellbiologie und Genetik in Dresden

Bei der Untersuchung von GFP-H2B-Hela-Zellen in 384-Loch-Platten, wurden 24 h vor der
Substanzapplikation je 10° Zellen pro Vertiefung in 50 pl Medium ausgesit. Die Aufnahme
der Bilddaten erfolgte 2 h nach Substanzzugabe mit Hilfe eines automatischen Olympus
IX81Mikroskops unter Verwendung der integrierten Software-Funktionen ,CellR“ und
,ScanR”.

Fur die hochauflésenden Lebendzell-Aufnahmen wurden 4*10° Zellen pro Vertiefung in
8-Loch Zellkammern (u-slide 8-well; 80826; Ibidi GmbH, Martinsried) ausgesat und fiir 24 h
inkubiert. Zwei Stunden nach der Substanzzugabe wurde die Lebendzell-Mikroskopie be-
gonnen. Hierflir wurde ein DeltaVision® RT System (Applied Precision, LLC, Issaquah, USA;
IX70/71 [Olympus]), welches mit einer CCD Kamera (CoolSnap HQ; Roper Scientific Photo-
metrics, Tucson, USA) ausgestattet war, verwendet. Fiir diese Aufnahmen wurde ein
60x 1.42 NA PlanApo N Objektiv bei 37 °C benutzt. Die einzelnen Bilder wurden in
Z-Ebenen mit 2.5 um Abstanden aufgenommen und alle 3 min wiederholt. Die Bilddaten
wurden mit der SoftWoRx Software (Applied Precision, LLC, Issaquah, USA) berechnet. Die
einzelnen Bilder der Z-Ebenen wurden so zusammengefiihrt, dass ein komplett scharfes
Abbild der jeweils betrachteten Zelle entstand. Hierdurch konnten hochaufgeldste Filme

betrachtet werden.
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3.2.7.2. Lebendzell-Mikroskopie an der Universitit Konstanz

Fir die Lebendzell-Mikroskopie Aufnahmen wurden Hela-Zellen mit einem GFP-Histon
H2B Konstrukt (HeLa GFP-H2B) in einer Dichte von 2*10° Zellen pro Vertiefung in einer
12-Loch-Platte ausgesat. Die Zellen wurden gleich bei der Aussaat nach der in Abschnitt
Kap. 3.2.4 beschriebenen Methode synchronisiert. Nach dem Aufheben des Thymidin-
Blocks wurden die Zellen mit den jeweiligen Substanzen in CO, unabhangigem Medium
inkubiert. Die Platte wurde sofort nach Applikation der Substanzen in einem beheizten
Plattenhalter (37 °C) auf dem Mikroskop (Axiovert 200 M, Zeiss) positioniert. Durch Ver-
wendung der Software MetaMorph® (Molecular Devices®, Downingtown, USA) wurde die
Aufnahme der Bilddaten so eingestellt, dass in jeder Vertiefung drei Positionen aufge-
nommen wurden. Hierbei wurde jede Position alle 5 min bei der Anregungswellenlange fir
GFP und im Durchlicht fir eine Dauer von 16 h aufgenommen. Die erhaltenen Bilddaten

konnten mit Hilfe derselben Software als Film betrachtet werden.

3.2.7.3.Fluoreszenzmikroskopie

Fir nicht konfokale Fluoreszenzaufnahmen wurde das Axiovert Observer Mikroskop Z1
(Carl Zeiss, Deutschland) mit einem EC Plan-Neofluar 40x/1.30 Ol Objektiv oder einem
Plan-Apochromat 63x/1.40 Ol Objektiv verwendet.

3.2.7.4.Konfokale Mikroskopie

Fur konfokale Aufnahmen wurde ein Leica TCS SP5 mit einem HCX PL APO lambda blue
63x1.40 Ol UV Objektiv genutzt.

3.2.7.5.Fluoreszenz-Lebensdauer-Mikroskopie (FLIM)

Die FLIM Experimente wurden 24 h nach der Transfektion von Hela-Zellen (Kap. 3.2.2) mit
ECFP-NPM, NPM-ECFP, EYFP-NPM und NPM-Citrine bzw. EYFP-CRM1 in einer Inkubations-
kammer bei 37 °C und 5% CO, durchgefiihrt. Die Messungen erfolgten direkt oder 1 h nach
Zugabe des Cy3-modifizierten Molekils im ,,time domain mode” an einem Olympus Fluo-
view 1000 Mikroskop, welches mit einem ,,compact lifetime” und ,,FCS uprade kit” fur La-
ser Scanning Mikroskope (PicoQuant GmbH) ausgestattet ist. Flir die Aufnahmen wurde
ein 60x/1.35 NA Ol Objektiv (Olympus) verwendet. Die Fluorophore EYFP und Citrine wur-
den alle 25 ns mit einem gepulsten Dioden Laser bei einer Wellenldnge von 470 nm ange-

regt, und die Fluoreszenz wurde mit einem 525/15 Bandpass Filter detektiert. Der gepulste
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Laser und die Photodioden (SPADs = Single Photon-Counting Diodes) wurden mit der Sepia
Il software (PicoQuant GmbH) kontrolliert. Die Integrationszeit pro Aufnahme betrug etwa
3 min (durchschnittliche absolute Photonenzahl = 1.000.000 pro Aufnahme). Die Auswer-
tung der Daten erfolgte mit Hilfe der SymPhoTime v5.12 Software (PicoQuant GmbH, Ber-

lin).

3.2.8. Test zur Bestimmung der Zellproliferation

Der zur Bestimmung der Zellproliferation genutzte WST-1 (water soluble tetrazolium) Test
basiert auf mitochondrialen Dehydrogenasen, die das Tetrazoliumsalz (4-[3-(4-
lodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzen disulfonat) in dunkelrotes For-
mazan umsetzen. Dieses ist wasserloslich und absorbiert Licht mit einer Wellenlange von
450 nm. Zur Durchfihrung wurden in die Vertiefungen einer 96-Loch-Platte die zu testen-
den Zelllinien in 100 pl Medium ausgesat. Nach 24 h wurden die Zellen fir weitere 19 h
mit den Indolochinolizinen behandelt. Anschliefend wurde zu den Zellen WST-1 Reagenz
gemall Herstellerangaben hinzugegeben und die optische Dichte bei 450 nm detektiert.
Die gemittelten Werte (n=4) aus den Vertiefungen ohne Zellen wurden von den gemittel-
ten Messwerten (n=4) subtrahiert. Die prozentuale Zellproliferation wurde basierend auf
den DMSO behandelten Zellen berechnet. Der Z'-Faktor wurde wie von Zhang et al. (Zhang

et al., 1999) beschrieben ermittelt.

3.2.9. Apoptose Test

Zur Bestimmung der Caspase-3/7-Aktivitdit wurden die zu untersuchenden Zellen in
schwarze 384-Loch Platten mit durchsichtigem Boden ausgesat. Nach 24 h wurden die
Zellen fiur weitere 42 h mit den zu testenden Indolochinolizinen inkubiert. AnschlieRend
wurden die Zellen gemalR den Herstellerangaben lysiert und bis zur Messung bei Raum-
temperatur inkubiert. Die resultierende Fluoreszenz wurde mit dem Infinite® M200 Plat-
tenleser (Tecan) bei folgenden Wellenlangen detektiert: Anregung 485 nm/ Emission
520 nm. Die gemittelten Leerwerte (n=4) wurden von den gemittelten Messwerten (n=4)
subtrahiert und die relative Caspase-3/7-Aktivitat im Vergleich zu DMSO behandelten Zel-

len ermittelt. Der Z’-Faktor wurde wie zuvor beschrieben (Zhang et al., 1999) berechnet.
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3.3. Proteinchemische Methoden

3.3.1. Reinigung von Proteinen
3.3.1.1. Reinigung von (His);;-markiertem NPM

Die Zellsedimente (Kap. 3.1.6.1) wurden in 20 mM Tris/HCl pH 7.9, 500 mM NacCl, 5 mM
Imidazol, 0.1% NP40 und 1 mM PMSF (3 ml/ g Sediment) resuspendiert. AnschlieRend er-
folgte der Aufschluss der Zellen mittels Ultraschall (5 x 1 min). Die Zelltrimmer wurden
durch Zentrifugation bei 75000 g fiir 30 min bei 4 °C abgetrennt und der Uberstand auf
eine Ni-NTA S&ule aufgetragen. Unspezifische Proteine wurden mit 20 mM Tris/HCI pH 7.9,
500 mM NacCl, 60 mM Imidazol von der Saule gewaschen wahrend die Elution von spezi-
fisch gebundenen Proteinen mit 20 mM Tris/HCl pH 7.9, 500 mM NaCl, 500 mM Imidazol
erfolgte. Die gesammelten Fraktionen wurden vereint und durch Dialyse in PBS pH 7.9
Uber Nacht bei 4 °C entsalzt. Das Eluat wurde in Amicon Ultra Centrifugal Filter Units mit
einer AusschlussgroRe von 10 kDa (Millipore) konzentriert und mittels Gelfiltration mit
einer 26/60 G 75 Saule weiter gereinigt. AbschlieBend erfolgte eine erneute Konzentrie-

rung des Eluats.

3.3.1.2.Reinigung von CRM1

Die sedimentierten Zellen (Kap. 3.1.6.2) wurden in 50 mM Tris pH 7.5, 200 mM NaCl, 5 mM
MgCl,, 5 % Glycerol, 2 mM DTE, 1 mM PMSF (3 ml/g Sediment) aufgenommen. Der Zellauf-
schluss erfolgte wie unter Kap. 3.3.1.1 beschrieben. Die Zelltrimmer wurden fiir 30 min
bei 75000 g und 4 °C abzentrifugiert und der Uberstand wurde mit 1.5 M Ammoniumsulfat
geféllt. Die prazipitierten Proteine wurden bei 16000 g fiir 30 min bei 4 °C sedimentiert
und anschlieRend in 50 mM Tris pH 7.5, 50 mM Kaliumacetat, 5% Glycerol, 2 mM DTE auf-
genommen. Die Reinigung erfolgte mittels Gelfiltration auf einer 16/60 G200 Saule. Den
erhaltenen Fraktionen wurde je 1 ml 500 mM Saccharose hinzugegeben. Fraktionen wel-
che Crm1 enthielten wurden vereinigt und durch einen Anionen-Austausch mit einer Q-
Sepharose noch weiter gereinigt. Eine graduelle Elution wurde mit 1 M NaCl, 50 mM Tris
pH 7.5, 1% Glycerol, 2 mM DTE durchgefiihrt. AbschlieBend wurden die CRM1 enthalten-
den Fraktionen vereinigt, entsalzt und in Amicon Ultra Centrifugal Filter Units mit einer

AusschlussgrofRe von 10 kDa (Millipore) konzentriert.
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3.3.2. Proteinquantifizierung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte photometrisch unter der Verwendung
von Bradford-Reagenz (Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen). Der Proteingehalt wurde
anhand des linearen Bereichs einer mit BSA erstellten Eichgerade ermittelt (Bradford,

1976).

3.3.3. Konzentrieren von Proteinen

Die Konzentration von Proteinen erfolgte nach Wessel und Fliigge (Wessel & Flugge, 1984).
Zur Fallung wurden die Protein-Losung zundchst in vierfaches Probenvolumen Methanol
aufgenommen. Die Proben wurden durchmischt fiir 10 s bei 9000 g zentrifugiert und an-
schlieend wurde ein Probenvolumen Chloroform hinzugegeben. Vor der Zugabe von drei
Volumen H,0 wurden die Proben erneut gemischt und sedimentiert. AnschlieBend wurde
die obere Phase abgenommen und verworfen. Der Protein-Lésung wurden drei Volumen
Methanol beigemischt. Danach erfolgte eine abschlieBende Zentrifugation fir 2 min bei

9000 g. Der Uberstand wurde verworfen und das Protein-Sediment an der Luft getrocknet.

3.3.4. Affinitditsreinigung zur Zielprotein-ldentifizierung

Um die Affinitdtssonde an NHS-aktivierte Sepharose zu kuppeln, wurde diese zunachst 10 x
mit kaltem HCl gewaschen. Die Kupplung der Affinitdtssonde (200 uM) an die Sepharose
(25 ul) erfolgte Gber Nacht bei 4 °C und 550 rpm in 0.2 M NaHCO; und 0.5 M NaCl pH 8.3.
Um (berschiissiges Molekil zu entfernen wurden die Sepharose 3 x mit 500 ul DMSO ge-
waschen, bevor die freien Bindestellen fiir 3 h bei 4 °C und 550 rpm in 0.1 M Tris (pH 8.5)
blockiert wurden. AnschlieRend erfolgten drei Waschzyklen a 3 x 0.1 M Tris (pH 8.5) und
3 x 0.1 M Acetat (pH 4.5). Nach dem Aquilibrieren der Sepharose mit Lysispuffer wurde das
Hela-Zelllysat fir 1h bei 4 °C inkubiert. Im Anschluss an drei Waschschritte mit Lysispuffer
mit 75 mM MgCl, wurden die gebundenen Proteine durch Inkubation mit flinffachem
Uberschuss an freiem Molekdil fiir 2 h bei 4 °C eluiert. Die Konzentrierung des Eluats er-
folgte wie in Kap. 3.3.3 bzw. durch Zentrifugation in Millipore Centricons mit einer Aus-

schlussgroRe von 3 kDa.
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3.3.5. Tryptischer in-Gel Verdau von Proteinen

Als Vorbereitung fir die Nano-LC-MS/MS wurden die Proteine mittels SDS-PAGE
(Kap. 3.3.7) aufgetrennt und durch Colloidal-Coomassie (Kap. 3.3.8) oder Zink-Imidazol
(Kap. 3.3.9) angefarbt. AnschlieRend wurden die Gelbanden in 5 gleich groRRe Stiicke ge-
schnitten. Jedes Gelstiick wurde weiter in 1-2 mm groRe Stiicke zerkleinert. Die Gelstiicke
wurden fir 30 min in 200 pl Waschlosung 1 bei 37 °C geschiittelt. Diese wurde anschlie-
Rend durch Waschldsung 2 ersetzt, und die Stlicke wurden fir weitere 15 min bei 37 °C
geschiittelt. AnschlieRend wurden die Disulfid-Briicken der Proteine mit 100 pl Reduktions-
|6sung bei 37 °C fiir 45 min reduziert und durch Inkubation mit 100 pl Alkylierungslésung
fir 1 h im Dunkeln bei RT alkyliert. Nach zweimaligem Waschen fir je 15 min mit 200 pl
Waschldsung 2 wurden 50 pl Acetonitril zugegeben und die Proben fiir 10 min dehydriert.
Danach wurden die Gelstilicke im Abzug fir 5-10 min getrocknet und mit 50 ul Verdaulo-
sung fur 15 min bei RT rehydriert. Der tryptische Verdau erfolgte iber Nacht bei 30 °C un-
ter Schitteln. Anschliefend wurden die Gelstiicke bei 0 °C in einem Ultraschallbad fur
30 min inkubiert und der Uberstand in saubere GefiRe {iberfiihrt. Zum Dehydrieren wur-
den die Proben fiir 15 min mit 30 pl Acetonitril inkubiert und der neue Uberstand mit dem

vorherigen vereinigt.

3.3.6. Protein-ldentifikation mittels nano-HPLC/MS/MS

Fiir die Protein-ldentifikation wurden die tryptischen Peptide aufgetrennt und mittels na-
no-HPLC/MS/MS identifiziert. Die Trennung erfolgte an einer Ultimate 3000 nano-HPLC
(Dionex, Idstein) ausgeristet mit einer analytischen Pumpe, welche mit einem Fluss-
Verteiler, einem Fluss-Manager, einem Autosampler und einem variablen zwei-
Wellenldngen UV-Detektor verbunden war. Die MS und MS/MS Experimente wurden an
einem Orbitrap Massen-Spektrometer durchgefiihrt, ausgestattet mit einer LTQ XL linea-
ren lonen-Falle (Thermo Electron Corporation, Dreieich). Alle genutzten Losungsmittel
wiesen eine LC-MS Reinheit auf.

Die gefriergetrockneten tryptischen Peptide wurden in 30 pl TFA (Trifluoressigsadure) ge-
|6st. 10 pl dieser Proben wurden injiziert und auf einer C18 PepMap 100 Saule (3 um,
100 A, 300 um ID * 5 mm, Dionex) unter Nutzung von 0.1% TFA und bei einer Fluss-Rate
von 30 pl/min fur 5 min angereichert. Die Trennung erfolgte auf einer C18 PepMap 100
Siule (3 pm, 100 A, 75 pm ID * 15 mm) unter Verwendung eines linearen Gradienten star-
tend mit 96.8% Losungsmittel A, 3.2% Losungsmittel B und einer Steigerung bei min 145
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auf 62% Losungsmittel A, 38% Losungsmittel B mit einer Fluss-Rate von 300 nl/min (L6-
sungsmittel A: wassrige 0.1% Ameisensaure, Losungsmittel B: Acetonitril mit 0.1% Amei-
sensaure). Die nano-HPLC war mit dem Orbitrap Massen Spektrometer unter Verwendung
einer Standard beschichteten Pico Spitze (ID 75 um, Tip-ID 30 uM, New Objective,
Woburn, USA) verbunden. Vorlaufer Scans wurden in der Orbitrap mit einer Auflésung von
60000 durchgefiihrt. MS/MS Daten der funf intensivsten lonen wurden simultan in der
linearen Falle aufgenommen. Zur Protein Identifikation wurden die Daten mit der
SwissProt Datenbank (Version 56.7) unter Verwendung des MOWSE Algorithmus (Perkins
et al., 1999) analysiert. Die MS/MS lonen-Suche wurde fiir zwei- bis dreifach geladene lo-
nen durchgefiihrt. Die Suchen erfolgten fir vollstandige enzymatische Trypsin-Spaltungen,
wobei eine fehlerhafte Spaltung zugelassen wurde. Die Taxonomie wurde auf Homo sapi-
ens (human) gesetzt. Als Proteinmodifikationen wurde die Carbamidomethylierung als
feste Modifikation und die Oxidation von Methionin als variable Modifikation gewahlt. Die
Massengenauigkeit wurde auf 5 ppm fur Peptid-Massen und auf 0.5 Da fur MS/MS Daten

gesetzt. Als Signifikanz-Grenzwert wurde p<0.001 bestimmt.

3.3.7. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Trennung der zu analysierenden Proteine in einem SDS-Polyacrylamidgel wurde nach
Laemmli (Laemmli, 1970) durchgefiihrt, wobei die Proteine zunachst in einem Sammelgel
konzentriert wurden und die eigentliche Trennung, welche vom Molekulargewicht und der
Ladung der Proteine abhangt, in einem 10-15%igen Trenngel stattfand. Die Trennung er-
folgte bei einer Stromstdrke von 30 mA. Das Molekulargewicht der Proteine konnte mit
Hilfe eines Molekulargewichtsstandards (PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, Fer-
mentas) ermittelt werden. Die getrennten Proteine wurden dann in Coomassie-Losung
(Kap. 3.3.8) oder Zink-Imidazol-Losung (Kap. 3.3.9) gefarbt oder auf PVDF-Membran im-
mobilisiert (Kap. 3.3.11).

3.3.8. Coomassie-Féirbung von Proteinen

Zur Farbung der Proteine im Gel wurden diese in Coomassie-Losung inkubiert. Zur Entfer-
nung von nicht an Proteine gebundenem Farbstoff, wurden die Gele in Entfarber-Losung
inkubiert. Zur Detektion von geringen Proteinmengen (ca. 30 ng pro Bande) erfolgte alter-

nativ eine Farbung mit Colloidal-Coomassie (Neuhoff et al., 1988). Hierzu wurden 400 ml
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Losung A mit 10 ml Losung B gemischt und 100 ml Methanol hinzugegeben. Das Gel wurde

bis zur Farbung der Proteinbanden in der Losung belassen. Eine Entfarbung war nicht no6-

tig.

3.3.9. Zink-Imidazol Féirbung von Proteinen

Fiir diese inverse Farbemethode wurde das Polyacrylamidgel zunachst unter standigem
Schitteln flir 20 min in Fixierl6sung inkubiert. Nach zweimaligem Waschen in destilliertem
Wasser fir jeweils 15 min, wurde das Gel fir weitere 20 min in Imidazol-SDS Losung ge-
schittelt. Um die Farbung sichtbar zu machen, wurde das Gel 60-90 s in Zinksulfat Lésung
inkubiert, abschliefend mit destilliertem Wasser gewaschen und bis zur weiteren Analyse

darin gelagert (Carlos et al., 1998).

3.3.10. Elektrotransfer von Proteinen auf eine PVDF-Membran

Das ,Western Blotting” bezeichnet ein Verfahren mit dem elektrophoretisch getrennte
Proteine (Kap. 3.3.7) aus der Polyacrylamidmatrix auf eine Membran unter dem Einfluss
eines elektrischen Feldes transferiert und immobilisiert werden kdnnen (Towbin et al.,
1979). Fir den Elektrotransfer wurde eine Halbtrockenzelle genutzt, bei der das Blot-
Sandwich aus in Transferpuffer getrankten Filterpapieren, Gel und Membran horizontal
zwischen zwei Plattenelektroden eingebaut wird. Der Transfer erfolgte bei einer Strom-
starke von 5.5 mA pro cm’ Membran unter Verwendung einer konstanten Spannung von

25 V fur eine halbe Stunde.

3.3.11. Immundetektion von auf Membranen immobilisierten Proteinen
3.3.12. Detektion mittels Fluoreszenz-gekoppelter Antikérper

Zur Immundetektion wurden freie Bindungsstellen auf der Membran (Kap. 3.3.10) durch
Inkubation in Blockierpuffer (LI-COR® Biosciences, Deutschland) abgeséttigt. Die Inkubati-
onszeit betrug eine Stunde. Der spezifisch bindende primare Antikérper wurde in Blockier-
puffer mit 0.1% Tween-20 verdiinnt und die Membran flr 1 Stunde oder tiber Nacht darin
inkubiert. Nach griindlichem Waschen, 3 x 10 min mit PBST, wurde die Membran mit dem
sekundaren Antikorper, welcher ebenfalls in Blockierpuffer mit 0.1% Tween-20 verdlinnt

wurde, fur eine Stunde inkubiert. Vor dem Scannen der Membran mit Hilfe eines Odyssey®
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Fc Imagers (LI-COR® Biosciences, Deutschland) war erneutes Waschen mit PBST (2 x

10 min) und PBS (10 min) notwendig.

3.3.13. Detektion mittels HRP-gekoppelten Antikérpern

Zur Immundetektion wurden freie Bindungsstellen auf der Membran (Kap. 3.3.10) durch
Inkubation in TBST/2% Slimfast Schoko abgesattigt. Die Inkubationszeit betrug 30 min. Der
spezifisch bindende primére Antikdrper wurde in TBST/1% BSA verdinnt und die Membran
flr 1 Stunde oder liber Nacht bei 4 °C darin inkubiert. Nach griindlichem Waschen, 3 x
10 min mit TBST, wurde die Membran mit dem sekundaren Antikdrper, welcher ebenfalls
in TBS-T/1% BSA verdiinnt wurde, fur eine Stunde inkubiert. Vor dem Entwickeln der
Membran war erneutes Waschen mit TBST (2 x 10 min) und TBS (10 min) notwendig. Die
Entwicklung erfolgte mit der Entwicklungslosung SuperSignal® West Pico oder SuperSig-

nal® West Femto (Thermo Fisher Scientific GmbH, Schwerte) nach Herstellerangaben.

3.3.14. Aktivitdtsanalyse der Phosphatase CDC25a

Fir die Uberpriifung der Phosphatase CDC25a Aktivitdt wurde ein fluoreszenzbasiertes
Testsystem genutzt. Die Analyse wurde in schwarzen 96-Loch Platten in einem Gesamtvo-
lumen von 100 pl durchgefiihrt. Die zu testenden Substanzen wurden in 50 mM Tris,
50 mM NaCl, 100 mM EDTA, 100 mM DTE, 1% NP40, pH 8.0 verdiinnt und die Reaktion
durch Zugabe von 1 pM Enzym und 100 uM Substrat gestartet. Als Substrat diente 6,8-
Difluor-4-methylumbelliferylphosphat (DiFUMP) (Gee et al., 1999; Walther, 2009). Die
Messung erfolgte in einem Infinite® M200 Plattenleser (Tecan, Crailsheim) bei 37 °C. Die
Phosphataseaktivitdt wurde bei einer Anregung von 358 nm und einer Emission von

455 nm Uber 50 min in Intervallen von 2 min aufgezeichnet.

3.3.15. Aktivitdtsanalyse verschiedener Kinasen

Das Kinase Profiling wurde von der ProQinase GmbH (Freiburg) durchgefiihrt. Die Aktivitat
der 24 Protein-Kinasen wurde mittels eines radiometrischen Protein-Kinase-Testsystems
(**PanQinase® Activity Assay) ermittelt. Alle Analysen wurden in 96-Loch Flash Plates™
(Perkin Elmer, Boston, USA) in einem Reaktionsvolumen von 50 pl durchgefiihrt. Das Reak-

tionsgemisch wurde in vier Schritten in folgender Reihenfolge pipettiert: 15 pl ATP L6sung
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(in H,0), 20 pl Puffer (60 mM HEPES-NaOH, pH 7.5, 3 mM MgCl2, 3 mM MnCI2, 3 uM Na-
orthovanadat, 1.2 mM DTT, 50 pug/ml PEG20000, 1 uM [y-33P]-ATP (ca. 6 x 1005 cpm pro
Vertiefung)), 5 ul der zu testenden Substanz in 10% DMSO und abschliefend 10 pl von
einer Enzym/Substrat Mischung (in H,0). Fur die Analyse von CAMK2A wurden auRerdem
50 ng/Vertiefung Calmodulin und 0.5 mM CaCl, verwendet.

Die Reaktionsansatze wurden fiir 80 min bei 30 °C inkubiert. Durch Zugabe von 50 ul
2% (v/v) H3PO,4 wurde die Reaktion gestoppt. Die Losung wurde abgenommen und die An-
satze zweimal mit 200 pl 0.9% (w/v) NaCl gewaschen. Alle Analysen wurden mit einem
BeckmanCoulter Biomek 2000/SL Roboter System durchgefiihrt. Der Einbau von 33P; (in
cpm) wurde mit einem Mikroplatten Szintillationszahler (Microbeta, Wallac) bestimmt.
Alle verwendeten Protein-Kinasen wurden in Sf9 Insektenzellen als rekombinante GST-
Fusionsproteine oder His-markierte Proteine mit Hilfe des Baculovirus Expressionssystems
exprimiert. Alle Kinasen wurden von humanen cDNAs hergestellt. Die Reinigung erfolgte
mittels Affinitdtschromatographie mit GSH-Agarose (Sigma-Aldrich®, Steinheim) oder
Ni-NTH-Agarose (Qiagen, Hilden). Die Reinheit wurde durch SDS-PAGE und Coomassie-
Farbung analysiert und die Identitat der Protein Kinasen durch Immundetektion mit spezi-

fischen Antikorpern oder durch Massenspektroskopie verifiziert.

3.3.16. Fluoreszenz-Polarisation

Fluoreszenz-Polarisations-Messungen wurden mit einem FluoroMax4 Spectrofluorometer
(Horiba Scientific, USA) bei 20 °C durchgefiihrt. Die Messungen erfolgten in PBS pH 7.9 fir
NPM und 50 mM Tris pH 7.5, 200 mM NacCl, 1% Glycerol, 2 mM DTE fiir CRM1. Die Fluores-
zenz wurde bei einer Anregung von 553 nm und einer Emission von 565 nm gemessen. Die
Dissoziationskonstanten (Kp-Werte) wurden entsprechend Gleichung 12.14 (Kenakin,

1993) mit Hilfe der GraFit 5 Software berechnet.

3.3.17. Zirkulardichroismus-Spektroskopie

Fir die Messungen im Spektropolarimeter J-815 der Firma Jasco wurden die Proteine in
10 mM Natrium-Phosphat (NaP;)-Puffer pH 7.0 verdiinnt. Die Spektren wurden bei RT, mit
einer spektralen Bandbreite von 1 nm Uber einen Wellenlangenbereich von 260-175 nm
aufgenommen. Die Anzahl der Akkumulationen betrug 10. Die Auswertung der Spektren

erfolgte mit DichroWeb (Whitmore & Wallace, 2008).
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4. Ergebnisse

Die im Folgenden vorgestellten Ergebnisse veranschaulichen die typische Vorgehensweise
im Rahmen einer Zielprotein-ldentifizierung. Bereits im Vorfeld dieser Arbeit wurden durch
einen vorwarts-gerichteten chemisch-genetischen Ansatz aktive Substanzen in einer
Indolochinolizin-Substanzbibliothek identifiziert. Diese fiihrten zu einer verdanderten Tubu-
lin-Struktur und einem Zellzyklus-Arrest. Zunachst werden gewonnene Erkenntnisse aus
der Lebendzell-Mikroskopie sowie aus Immunfluoreszenz-Aufnahmen, welche zur Erstel-
lung einer Struktur-Wirkungs-Beziehung genutzt werden konnten, beschrieben. Die an-
fanglichen Lebendzell-Experimente konnten aullerdem Ansatzpunkte fiir weitergehende
phanotypische Analysen, wie die Untersuchung einer moglichen Konzentrationsabhangig-
keit des Phanotyps, Analysen zur Zusammensetzung der Spindelpole und Zellzyklus-
Untersuchungen liefern. AnschlieBend an die Darstellung der Ergebnisse zur phanotypi-
schen Charakterisierung der Substanzen in HelLa-Zellen sowie in weiteren Zelllinien werden
erzielte Resultate im Rahmen der Zielprotein-ldentifizierung prasentiert. SchlieRlich erfolgt

die Beschreibung der im Validierungsprozess gewonnenen Erkenntnisse.

4.1. Phdnotypische Analysen

4.1.1. Erstellung einer Struktur-Wirkungs-Beziehung

Basierend auf den Ergebnissen vorhergegangener Lebendzell-Mikroskopie Analysen, wur-
den in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Anthony Hyman am MPI fir mo-
lekulare Zellbiologie und Genetik in Dresden weitere Studien durchgefihrt (Menninger,
2009). Diese sollten zunachst zur Erstellung einer Struktur-Wirkungs-Beziehung beitragen.
Im Rahmen der im Hochdurchsatz durchgefiihrten Lebendzell-Mikroskopie wurden zehn
von Dr. Vivek Khedkar synthetisierte Indolochinolizine getestet (Tabelle 2). AuRerdem
wurden die reinen Enantiomere von Substanz 2, welche von Dr. Heiko Diickert zur Verfi-
gung gestellt wurden (Diickert, 2011), untersucht. Alle Verbindungen wurden in verschie-
denen Konzentrationen fir 24 h mit Hela-Zellen, welche mit GFP markiertes Histon H2B
exprimierten (Neumann et al., 2010), inkubiert. Dementsprechend konnte mit Hilfe dieser
Zelllinie das Verhalten der DNA im Verlauf des Zellzyklus beobachtet werden. Dies ermog-
lichte den Anteil von atypischen Mitosen die von den verschiedenen Substanzen verur-

sacht wurden, zu bestimmen. Unter dem Begriff ,,atypische Mitosen” wurden Zellen mit
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R

1 H Me H H H H H +++
2 OMe Me H H H H H +++
3 H Me Me H H H H -
4 H Et Me H H H H -
5 H Me iPr H H H H -
6 H Et H H H H H -
7 H Et iPr H H H H -
8 Br Me H H H H H ++
9 Cl Me H H H H H ++
10 Me Me H H H H H ++
11 H Me H OBn Me H H -
12 OMe Et H H H H H -
13 OH Me H H H H H ++
14 H Me H H H H CO,Me +
15 H Me cl H H H H -
16 H Et Br H H H H -
17 H Et cl H cl H H -
18 OMe Et Me H H H H -
19 OMe Et iPr H H H H -
20 H Et cl Me H H H -
21 H Et cl H H H H -
22 OMe Et cl H H H H -
23 OMe Et Br H H H H -
24 H Me H Phenyl H H -
25 H Me H H H Me H +
26 OMe Me Br H H H H -
27 H Me Br H H H H -
28 H Me cl H cl H H -
29 H Me Br H Br H H -
30 H Me cl Me H H H -
31 H Me Phenyl H H H H -

Tabelle 2: Verwendete Indolochinolizin-Bibliothek und SAR

Die Struktur zeigt das Grundgerist der verwendeten Indolochinolizine mit den entsprechenden Substituenten R-R’.
Die Tabelle listet die einzelnen Substituenten der 31 Substanzen auf. In der letzten Spalte ist die Aktivitdt vermerkt,
so wie sie mit Hilfe der Lebendzell-Mikroskopie (Lila hinterlegte Substanzen) und Immunfluoreszenz-Aufnahmen
(alle Substanzen) in Hela-Zellen ermittelt werden konnte. Die Lebendzell-Mikroskopie wurde flir Substanzkonzent-
rationen von 12 uM bis 100 uM durchgefiihrt, wahrend die Immunfluoreszenz-Aufnahmen bei einer Konzentration

von 25 uM durchgefiihrt wurden.

fehlorientierten bzw. falsch angeordneten Chromosomen wahrend der Metaphase, Zellen

mit einer deutlich verlangerten Mitose und Zellen welche eine multipolare Spindel aufwie-

63



Ergebnisse

sen, zusammengefasst. Die Ergebnisse sind in Abbildung 13a dargestellt. Im weiteren Ver-
lauf des Projektes wurde die anfangliche Substanzbibliothek durch Dr. Heiko Diickert und

Dipl.-Chem. Hanna Bruss auf 31 Substanzen (Tabelle 2) erweitert.
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Abbildung 13: Struktur-Wirkungs-Beziehung

a| Hela-Zellen, die stabil Histon H2B-GFP exprimieren, wurden mit elf verschiedenen Substanzen der Indolochinoli-
zin-Bibliothek bei einer Konzentration von 12, 25, 50 und 100 uM inkubiert. Uber 24 h wurden in regelmiRigen
Abstdanden von 5 min Bilder aufgenommen und diese zu einem Film zusammengefiigt. Alle atypischen Mitosen
(Fehlausrichtung der Chromosomen, Multipolaritdt, verlangerte Mitose) wurden ausgezahlt und ihr prozentualer
Anteil von allen mitotischen Zellen berechnet. b| HeLa-Zellen wurden fiir 19 h mit allen 31 Substanzen der Bibliothek
bei einer Konzentration von 25 uM inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit Permfix fixiert und die DNA (blau)
mit Hoechst 33342 sowie a-Tubulin (griin) mit einem spezifischen Antikdrper angefarbt. Gezeigt sind Aufnahmen flr
die aktiven Molekdle 1, 2, 9, 10, 13 und 25. Die Pfeile in den VergréRerungen zeigen fehlorientierte Chromosomen
an den Spindelpolen. MaRstabsbalken: 20 pm.
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Dementsprechend wurden fiir die neu synthetisierten Substanzen die bendétigten Informa-
tionen fir die Struktur-Wirkungs-Beziehung mittels Immunfluoreszenz-Aufnahmen ge-
sammelt (Abbildung 13b). Hierzu wurden Hela-Zellen auf Deckglasern ausgesat, fir 19 h
mit 25 pM der Substanzen behandelt und anschlieffend mit Permfix fixiert. Die DNA sowie
das Mikrotubuli-Zytoskelett wurden angefarbt und analysiert. Die Ergebnisse verdeutli-
chen, dass Modifikationen an Position R* méglich sind, wahrend der Tausch einer Methyl-
zu einer Ethylgruppe an R? zu einem Aktivitatsverlust fihrt. Zwar konnte in den anfangli-
chen Lebendzell-Mikroskopie-Experimenten (Abbildung 13a) eine Aktivitdt bei hohen Kon-
zentrationen fir die Substanzen 6, 7 und 12 beobachtet werden, dieses Ergebnis liel8 sich
in weiteren Experimenten jedoch nicht bestatigen. Auch Substituenten an den Positionen
R*® bewirkten einen Aktivititsverlust des Molekiils. Das Einbringen einer Methylgruppe an
R® sowie eines Methylesters an R’ hatten eine verminderte Aktivitit zur Folge. Ferner wur-
de deutlich, dass die Substanzen 1 und 2 die hochste Aktivitat aufwiesen, da im Rahmen
der Lebendzell-Mikroskopie flr diese Substanzen auch bei Konzentrationen von 12 uM
keine typische Zellteilung zu beobachten war. Eine weitere interessante Entdeckung war,
dass die Aktivitat der Verbindungen fiir die moglichen Enantiomere unterschiedlich war.
Dementsprechend zeigte das (R)-Enantiomer der Substanzen 1 und 2 eine hohere Aktivi-
tat, als das (S)-Enantiomer. Bei Substanzkonzentrationen des (R)-Enantiomers von 12 und
25 uM war die Anzahl der atypischen Mitosen neunmal so hoch, wie bei der Inkubation
mit dem (S)-Enantiomer. Lediglich bei hoheren Konzentrationen (50 und 100 uM) war auch
fir das (S)-Enantiomer eine finf- bis sechsfache Erhohung der fehlerhaften Zellteilungen
zu verzeichnen. Basierend auf diesen Beobachtungen konnte zum einen von Dr. Heiko
Diickert eine Affinitdtssonde synthetisiert werden, welche zur Zielprotein-ldentifizierung
eingesetzt werden sollte. Zum anderen wurden die folgenden Analysen ausschliefSlich mit
einer der beiden aktivsten Substanzen durchgefiihrt. Aufgrund des beobachteten Phano-
typs wurde davon ausgegangen, dass die Zellen nicht mehr in der Lage sind ihre Centro-
somen zu ,zadhlen”, so dass den aktiven Substanzen der Name Centrocountin gegeben
wurde. Daher wird im weiteren Verlauf dieser Arbeit (R)-1 als Centrocountin 1 und (R)-2
als Centrocountin 2 bezeichnet. Ergebnisse, welche mit dem (S)-Enantiomer gewonnen

wurden, werden aufgrund der durchgehend niedrigeren Aktivitat nicht dargestellt.

65



Ergebnisse

4.1.2. Primdre Analysen mit Hilfe der Lebendzell-Mikroskopie

Mit Hilfe von hochaufgeldsten Lebendzell-Aufnahmen, ebenfalls in Kooperation mit Dr.
Alexander W. Bird und Prof. Anthony Hyman vom MPI fiir molekulare Zellbiologie und Ge-
netik in Dresden, war es moglich die Geschehnisse wahrend der Mitose genauer zu bewer-
ten. Zunachst wurden Hela H2B-GFP Zellen (Neumann et al., 2010) mit 30 uM Centrocoun-
tin 1 inkubiert und in Abstanden von 5 min Aufnahmen der Zellen gemacht. Der Vergleich
mit Zellen, welche mit DMSO behandelt wurden, konnte deutlich zeigen, wie einzelne

fehlorientierte Chromosomen zu einer verzogerten Mitose fiihrten (Abbildung 14a und e).

Hela-Zellen Histon H2B-GFP ——U20S-Zellen a-Tubulin- mCherry—|

.
Abbildung 14: Hochaufgeloste Aufnahmen der DNA und des Mikrotubuli-Zytoskellets

a| Gezeigt ist eine mitotische Zelle in der Metaphase nach der Behandlung mit DMSO. b-d| Die Filmausschnitte zei-
gen eine typische Zellteilung, angefangen von der Entstehung der Centrosomen, tber den Aufbau einer bipolaren
Spindel bis zur abschlieRenden Abschniirung der beiden Zellen. e| Eine HeLa H2B-GFP Zelle, welche mit 30 uM Cen-
trocountin 1 behandelt wurde, in der Metaphase. f-h| Filmausschnitte welche den Ablauf einer durch Centrocountin
1 ausgeldsten multipolaren Teilung in U20S a-Tubulin-mCherry Zellen veranschaulichen. Zunéchst bilden sich zwei

Spindelpole. Im Laufe der Mitose entstehen weitere Pole, die im Folgenden zu einer Mehrfachteilung der Zelle
fuhren.

DMSO

30 uM Centrocountin 1

Auf diese Weise sollte auch der Einfluss der Centrocountine auf den Aufbau der Mitose-
Spindel detailliert untersucht werden. So zeigten Aufnahmen der Osteosarkom-Zellen
U20S, die stabil a-Tubulin-mCherry (Bird & Hyman, 2008) exprimierten, nach der Behand-
lung mit DMSO das Auftreten von zwei Spindelpolen (Abbildung 14b), den Aufbau einer
bipolaren Spindel (Abbildung 14c) und die Abschnirung der beiden Tochterzellen
(Abbildung 14d). Nach der Inkubation mit 30 uM Centrocountin 1 konnte zunachst auch
die Ausbildung von zwei Spindelpolen/Centrosomen beobachtet werden (Abbildung 14f).
Jedoch tauchten im Laufe der Zellteilung zusatzliche Spindelpole auf (Abbildung 14g), wel-
che abschlieBend zu einer Mehrfachteilung der Zelle fiihrten (Abbildung 14h). Die in den
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vorangegangenen Analysen beobachtete verzogerte Mitose, sollte durch weitere Lebend-
zell-Aufnahmen in Zusammenarbeit mit Prof. Thomas U. Mayer (Universitat Konstanz)

genau quantifiziert werden (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Analyse der Mitose-Dauer in HeLa H2B-GFP Zellen

a| Ausschnitte aus der Lebendzell-Mikroskopie mit HeLa H2B-GFP Zellen nach der Behandlung mit DMSO (links) oder
15 uM Centrocountin 1 (rechts). Die farbigen Pfeile (DMSO) bzw. Pfeilspitzen (15 uM Centrocountin 1) erleichtern
die Identifizierung einzelner Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten. Die bereits vergangene Zeit ist in h.min angege-
ben. b| Auswertung der Lebendzell-Aufnahmen. Der Mittelwert sowie die Standardabweichung der Mitose-Dauer
von 109 Zellen, behandelt mit DMSO, Centrocountin 1 oder Centrocountin 2 wurde bestimmt und gegen die Sub-
stanzkonzentration aufgetragen.
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Hierzu wurden erneut Hela H2B-GFP Zellen genutzt. Die Zellen wurden mit Centrocountin
1 behandelt und Bilder fiir einen Zeitraum von 20 h in Intervallen von 5 min aufgenom-
men. Die Dauer der Mitose wurde vom Beginn der Kondensation der Chromosomen bis zur
vollendeten Abschniirung der Zellen bestimmt. Sowohl fir die Kontrolle, als auch fiir Cen-
trocountin 1 und 2 wurden 109 Zellen analysiert (Abbildung 15b). Mit DMSO behandelte
Zellen bendtigten etwa 60 min zum Durchlaufen einer Zellteilung. Durch die Zugabe von
Centrocountin 1 war die Mitose durchschnittlich flinfmal langer. Die Erhéhung der Sub-
stanzkonzentration von 15 auf 30 uM, hatte einen weiteren Anstieg der Mitose-Dauer auf
etwa 400 min zur Folge. Aufgrund der hohen Standardabweichung ist dieser Unterschied
jedoch eher als gering zu betrachten. Auch Zellen, welche mit Centrocountin 2 behandelt
wurden, zeigten eine deutlich verlangerte Zellteilung. Jedoch war die gemessene Dauer,
mit Werten von 250 min bei 15 uM und 350 min bei 30 uM, hier etwas geringer als bei

einer Behandlung mit Centrocountin 1.

4.1.3. Analyse der Konzentrationsabhdingigkeit des Phénotyps

Aufgrund der unterschiedlichen Phanotypen, Fehlausrichtung der Chromosomen sowie
multipolare Spindeln bzw. Mehrfachteilungen, welche in den anfanglichen Untersuchun-
gen beobachtet wurden, stellte sich die Frage, ob diese einer Konzentrationsabhangigkeit
unterliegen. Um dies herauszufinden, wurde die Anzahl der Zellen bestimmt, welche eine
Fehlorientierung ihrer Chromosomen, multipolare Spindeln oder keinen auffalligen Phano-
typ bei verschiedenen Centrocountin-Konzentrationen zeigten. Hierzu wurden Hela-Zellen
genutzt, welche sowohl H2B-mCherry, als auch B-Tubulin-GFP exprimierten, so dass keine
indirekte Farbung notig war. Die Zellen wurden fir 19 h mit Centrocountin 2 behandelt
und mit Permfix fixiert. AnschlieRend erfolgte die Analyse aller auf einem Deckglas befind-
lichen mitotischen Zellen, was bei jeder Konzentration mehr als 150 Zellen entsprach. Die
ermittelten Werte sind in Abbildung 16 zusammengefasst. Wie erwartet sank der Anteil
der typischen Mitosen bei steigender Konzentration von Centrocountin 2. Bei einer Kon-
zentration von 1.5 uM wiesen nur noch 47% der analysierten Zellen eine typische Mitose
auf und bei 25 uM waren keine fehlerfreien Teilungen mehr zu beobachten. Analog hierzu
stieg der Anteil der Zellen mit fehlorientierten Chromosomen bis zu einer Konzentration
von 25 pM stetig bis auf 83% an. Wurden die Zellen mit 50 pM Centrocountin 2 behandelt,

sank die Zahl der Mitosen mit fehlorientierten Chromosomen auf 50% ab, was in direktem
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Zusammenhang mit dem Anstieg der multipolaren Zellen auf 50% stand. Im Gegensatz zu
den Zellen mit einer fehlerhaften Bildung der Metaphaseplatte zeigten die Zellen mit der
Ausbildung einer multipolaren Spindel keine eindeutige Konzentrationsabhéangigkeit. Fir
diesen Phanotyp schwankte der prozentuale Anteil der mitotischen Zellen bei Substanz-
konzentrationen von 1.5 bis 25 pM zwischen 15 und 20%. Diese Werte waren nur etwa
doppelt so hoch wie der fiir die DMSO-Kontrolle ermittelte Anteil der multipolaren Zellen

von 9%.
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Abbildung 16: Untersuchung des Phanotyps bei unterschiedlichen Substanzkonzentrationen in HelLa-Zellen

Zur Untersuchung einer moglichen Konzentrationsabhdngigkeit der Phanotypen wurden Hela-Zellen mit einem
Histon2B-mCherry-Konstrukt und einem B-Tubulin-GFP-Konstrukt fir 19 h mit steigenden Konzentrationen Cen-
trocountin 2 inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen mit Permfix fixiert und die Anzahl der Zellen mit typischen
Mitosen, die Anzahl der Zellen mit fehlorientierten Chromosomen in der Metaphase und die Anzahl der Zellen mit
einer multipolaren Spindel bestimmt. Ausgezahlt wurden jeweils alle mitotischen Zellen auf einem Deckglas, was bei
jeder Konzentration mehr als 150 Zellen entsprach.

4.1.4. Analyse der Spindelpol-Zusammensetzung in multipolaren Zellen

Wie unter Kap. 4.1.2 beschrieben, konnte in den hochaufgeldsten Lebendzell-Aufnahmen
der U20S a-Tubulin-mCherry Zellen das Entstehen von zusatzlichen Spindelpolen beobach-
tet werden. Der Ursprung dieser Pole konnte im Rahmen dieser Untersuchungen jedoch
nicht geklart werden. So war es moglich, dass es entweder zu einer Centrosomen-
Uberduplikation kam oder dass sich pericentriolares Material (PCM) von den bereits be-
stehenden Polen abloste, was zu einer Centrosomen-Fragmentierung fiihrte. Um die Her-

kunft dieser Spindelpole zu klaren, sollte die Centrosomen-Zusammensetzung von multi-
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polaren Spindeln ndher analysiert werden. Um moglichst viele mitotische Zellen untersu-
chen zu kénnen, wurden Hela-Zellen zunachst fir 19 h mit Thymidin behandelt und so in
der S-Phase arretiert. AnschlieBend wurde das Thymidin aus den Zellen herausgewaschen
und Centrocountin 1 hinzugegeben. Die Zellen konnten so synchron die G2-Phase durch-
laufen und in die M-Phase eintreten. Das Erreichen der Mitose nach etwa 9 h wurde durch
das Auftreten vermehrter abgerundeter Zellen festgestellt. In diesem Stadium erfolgte
auch die abschliefende Fixierung in eiskaltem Methanol. Um die Komponenten der Spin-
delpole zu analysieren, wurden die Zellen mit spezifischen Antikérpern fir B-Tubulin, y-
Tubulin, als spezifischer Marker fiir Centrosomen, und CEP135 als Marker fiir Centriolen,
angefarbt. Parallel erfolgte auBerdem die Markierung der DNA mit Hoechst 33342. Da die
Spindelpole in unterschiedlichen Ebenen der Zelle liegen kdnnen, wurden mit einem kon-
fokalen Mikroskop Z-Projektionen in einem Abstand von etwa 0.8 um aufgenommen. Mit
Hilfe der Imagel) Software und dem Einsatz zusatzlicher Programme der Biomedical Ima-
ging Group — EPFL wurden die einzelnen Aufnahmen zusammengefligt (Forster et al.,
2004) und die Unschérfe in dem rekonstruierten Bild reduziert (Vonesch & Unser, 2008). In
Abbildung 17a sind Aufnahmen fiir die bipolare Spindel einer mit DMSO behandelten Zelle
sowie fiir multipolare Spindeln der mit Centrocountin 1 behandelten Zellen gezeigt. Bei
der Analyse wurde deutlich, dass bei Auftauchen von mehreren Polen auch unterschiedli-
che Spindelpol-Zusammensetzungen moglich waren. So konnten zum einen multipolare
Zellen beobachtet werden, bei denen alle Pole eine Farbung fur B-Tubulin, y-Tubulin und
CEP135 aufwiesen. Dies kdnnte auf eine Centrosomen-Uberduplikation hinweisen. Des
Weiteren zeigten einige Zellen eine fehlende CEP135-Farbung in einem oder mehreren
Polen, was eine Centrosomen-Fragmentierung implizieren kdnnte, oder das Auftreten von
acentriolaren Polen, welche weder positiv fir y-Tubulin noch fiir CEP135 waren. Eine
Quantifizierung der Beobachtungen deutete aullerdem darauf hin, dass sich die Zusam-
mensetzung der Spindelpole bei steigender Centrocountin 1-Konzentration verdndert
(Abbildung 17b). Dementsprechend wiesen circa drei Viertel der mit 25 uM Centrocountin
1 behandelten Zellen mindestens einen Pol ohne CEP135 auf und 23% besafen ausschlieR-
lich Pole mit y-Tubulin und CEP135 Farbung. Fir 6% der multipolaren Zellen konnten ace-
ntrosomale Pole nachgewiesen werden. Erhohte man die Substanzkonzentration auf 50
UM verringerte sich die Anzahl der Zellen, welche in allen Polen eine B-Tubulin, y-Tubulin
und CEP135 Farbung aufwiesen auf 6%. Daflir war der Anteil der Zellen mit mindestens
einem acentrosomalen Pol mit 44% etwa siebenmal so hoch wie bei einer Substanzkon-

zentration von 25 uM. Bei der Halfte der analysierten Zellen konnte nach der Behandlung
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mit 50 UM Centrocountin 1 zumindest ein Pol beobachtet werden, welcher keine CEP135-

Farbung besal.

al y-Tubulin Uberlagerung

DMSO

r— 25 pM Centrocountin 1————

bl

25 uM Centrocountin 1 50 uM Centrocountin 1

6% '

44%

@

B alle Pole besitzen Centrosomen und Centriolen
B mindestens ein Pol ohne Centriole
mindestens ein acentrosomaler Pol

Abbildung 17: Spindelpol-Zusammensetzung der multipolaren Spindeln in Hela-Zellen nach Centrocountin 1
Behandlung

a| Hela-Zellen wurden durch Zugabe von Thymidin in der S-Phase blockiert, fir weitere 9 h bis zum Beginn der
Mitose, mit 25 puM bzw. 50 uM Centrocountin 1 behandelt und mit Methanol fixiert. Anschliefend erfolgte die
Farbung von B-Tubulin, y-Tubulin und CEP135 mit spezifischen Antikérpern sowie der DNA mit Hoechst 33342.
MaRstabsbalken: 10 um. b| Zusammensetzung der multipolaren Spindeln dargestellt in zwei Kreisdiagrammen fir
25 uM Centrocountin 1 bzw. 50 uM Centrocountin 1.
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4.1.5. Zellzyklus-Analysen

Bereits mit Hilfe der Lebendzell-Analysen konnte eine verldngerte Mitose der mit Cen-
trocountin 1 und 2 behandelten Zellen nachgewiesen werden. Anhand der Aufnahmen
konnte ein mitotischer Arrest als Ursache fiir die wesentlich hohere Mitose-Dauer festge-
stellt werden. Dieser Arrest sollte mittels Durchflusszytometrie-Untersuchungen zum ei-
nen bestatigt und zum anderen quantifiziert werden. Fir diese Analysen wurden Hela-
Zellen ausgesat und fir 19 h mit 25 bzw. 50 uM Centrocountin 1 behandelt. Nach der Fi-
xierung der Zellen wurde ihre DNA mit Propidiumiodid angefarbt. Die Analyse des DNA-
Gehaltes der Zellen erfolgte mittels Durchflusszytometrie. Reprasentative Histogramme
flr die Resultate der Behandlung mit DMSO und 25 uM Centrocountin 1 sowie die quanti-
tative Analyse finden sich in Abbildung 18a und b.

a| bl
100 DMSO 100 25 uM Centrocountin 1
_ 804 _ 80
£ =
B 8 aN _40
g 607 g 607 < €30
@ O =
5 4N 2 < 50
= 40 = 404 N
g ~ 2 < 10 4N ,§'
® a N P
204 20 1 ?_,Cv
DMSO <N §
Q iy B L L
10" 10* 10° 10* 10° 10* 10° 10* 10" 10° Substanzk Ce"‘t“’ct‘;“““[" ;A]
DNA-Gehalt DNA-Gehalt ubstanzkonzentration [pl
c| d|
DMSO 7.5 UM Centrocountin 1
M-Phase M-Phase 30
fas] o Yy —_
T T X
c c = 20
S <] =
b B ki
& 5 3 10 I
ol I || || I
I 1 DMSO 1.9 3.8 7.5 15
1000 2000 1000 2000 Subst Cekntrocoutnngl "
DNA-Gehalt DNA-Gehalt ubstanzkonzentration [uM]

Abbildung 18: Ergebnisse der Zellzyklus-Analysen von HelLa-Zellen nach Behandlung mit Centrocountin 1

a| Reprasentative Histogramme fir mit DMSO und Centrocountin 1 behandelte Hela-Zellen. Fir die Durchfluss-
zytometrie-Analyse wurden die Zellen 19 h mit Centrocountin 1 behandelt, mit 70% Ethanol fixiert und ihre DNA mit
Propidiumiodid angefarbt. b| Auswertung der Zellzyklusphasen von behandelten Hela-Zellen. ¢| Reprasentative
Punkt-Diagramme fir mit DMSO und Centrocountin 1 behandelte Hela-Zellen. Fir die Durchflusszytometrie-
Analyse wurden Hela-Zellen fiir 19 h mit Centrocountin 1 behandelt, mit 70% Ethanol fixiert und phosphoryliertes
Histon H3 mit einem spezifischen Antikorper markiert. AnschlieRend erfolgte die Fluoreszenzmarkierung mit Alexa-
Fluor®488 durch einen sekunddren Antikorper sowie die Farbung der DNA mit Propidiumiodid. d| Quantitative
Auswertung der mitotischen HelLa-Zellen bei verschiedenen Substanzkonzentrationen.

Bereits die Histogramme lassen erkennen, dass nach einer Behandlung mit 25 uM Cen-
trocountin der Anteil an Zellen mit einem DNA-Gehalt von 4N deutlich ansteigt. Dies wird
in der quantitativen Auswertung weiter verdeutlicht. 2N (G1-Phase) ist hier gleich zu set-

zen mit dem normalen DNA-Gehalt von Hela-Zellen (82 Chromosomen). Zellen in der
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G2/M-Phase weisen einen doppelten DNA-Gehalt (4N) auf. Gleichzeitig besteht auch die
Moglichkeit, dass Zellen mit einem DNA-Gehalt von 4N, Zellen in der G1-Phase darstellen,
welche keine erfolgreiche Cytokinese durchlaufen haben. Bei einem héheren DNA-Gehalt
als 4N ist davon auszugehen, dass die Zellen wahrend der Aufarbeitung nicht gut vereinzelt
werden konnten, oder die Zellen zwar in die Zellteilung eintreten, diese aber nicht ab-
schlieBen und somit mehrkernig werden. Ein kleinerer DNA-Gehalt als 2N deutet auf Zell-
fragmente, also abgestorbene Zellen hin. Nach Inkubation der Hela-Zellen mit 25 uM Cen-
trocountin 1 war der Anteil der Zellen in der G1-Phase, im Vergleich zu den Kontrollzellen,
um etwa das Dreifache reduziert. Wahrend der Anteil der Zellen in der G2/M-Phase im
Gegensatz zur DMSO-Kontrolle auf das Doppelte anstieg. Auch die Anzahl der Zellen mit
einem DNA-Gehalt <2N erhdhte sich nach der Substanzbehandlung von 10 auf etwa 30%.
Die Unterschiede, welche zwischen einer Konzentration von 25 uM und 50 uM ermittelt
werden konnten, waren eher gering. Um zu zeigen, dass ein mitotischer Arrest und nicht
ein Anhalten in der G2-Phase vorliegt, wurde zusatzlich der genaue Anteil an mitotischen
Zellen bestimmt. Hierzu wurde eine Doppelfarbung der Zellen angewendet, bei der sowohl
der DNA-Gehalt mit Propidiumiodid bestimmt wurde, als auch die mitotischen Zellen
durch die Markierung von phosphoryliertem Histon H3 nachgewiesen wurden(Taylor,
2004). In Abbildung 18c und d sind die Ergebnisse dieser Messungen zusammengefasst.
Laut Literaturangaben befinden sich nur etwa 4% einer Hela-Zellpopulation in der Mitose,
was sich mit dem ermittelten Wert von etwa 3% deckt. Nach Behandlung mit Centrocoun-
tin 1 stieg dieser Wert konzentrationsabhangig bis zu einer Konzentration von 30 puM um

das 10-fache an.

4.1.6. Untersuchungen des Spindel-Kontrollpunktes

Grinde fir einen mitotischen Arrest liegen oftmals in der Aktivierung des Spindel-
Kontrollpunktes. Die Kernkomponenten dieses Kontrollpunktes sind die MAD- und BUB-
Proteine, welche gemeinsam bei auftretenden Problemen wahrend der Chromosomen-
Teilung den Ubergang in die Anaphase verhindern. Solche Probleme beruhen meistens auf
der fehlenden bipolaren Anhaftung der Chromosomen an die Spindel-Mikrotubuli Gber die
Kinetochore. Daher sind Zellen in der Lage sowohl die Anhaftung der Mikrotubuli an die
Kinetochore, als auch die Spannung welche durch bipolare Bindung an den Kinetochoren
ausgelibt wird, zu kontrollieren. Vermutet wird, dass die MAD-Proteine eine fehlende An-

haftung detektieren, wahrend die BUB-Proteine sowohl fehlende Anhaftung, als auch feh-
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lende Spannung wahrnehmen kénnen (Musacchio & Hardwick, 2002). Die vermutete Akti-
vierung des Spindel-Kontrollpunktes nach Behandlung mit den Centrocountinen sollte

durch eine Immunfarbung fiir BUB1 nachgewiesen werden (Abbildung 19).

Uberlagerung

DMSO

25 uM Centrocountin 1

,—50 UM Centrocountin 1—|

Abbildung 19: Untersuchung zur Spindel-Kontrollpunkt Aktivierung durch Centrocountin 1 in HelLa-Zellen
Hela-Zellen wurden zunachst durch Zugabe von Thymidin in der S-Phase blockiert. Der Thymidin-Block wurde nach
19 h durch Wechsel des Mediums aufgehoben und die Zellen mit 25 bzw. 50 uM Centrocountin 1 behandelt. Nach
etwa 9 h setzte die Mitose ein und die Zellen wurden mit Permfix fixiert. AbschlieBend wurden ihre DNA, a-Tubulin
und BUB1 angefarbt. Die Farbung erfolgte mit Hoechst 33342 bzw. mit spezifischen primdren Antikérpern und
sekundaren Antikorpern welche an AlexaFluor®-gekoppelt waren. Fiir die BUB1-Farbung wurde eine Darstellung
gewahlt, bei der die Intensitat der Farbung durch verschiedene Farben kodiert wird. So werden Kinetochore mit
einem niedrigeren Gehalt an BUB1 in dunkelrot gezeigt. Ein Anstieg der BUB1 Konzentration flihrt zu einer hellro-
ten, orangen bzw. gelben Farbung. Malstabsbalken: 5 um.

Eine Aktivierung des Kontrollpunktes spiegelt sich in einer h6heren BUB1-Konzentration an
den Kinetochoren wider. Dementsprechend wurde fir die BUB1-Farbung eine Darstel-
lungsweise gewahlt, bei der eine hohere BUB1-Intensitat durch hellere Farben wiederge-
geben wird. Dies bedeutet, dass Kinetochore mit erfolgter Anhaftung dunkelrot dargestellt

sind und Kinetochore mit fehlender Bindung oder fehlender Spannung in hellerem rot bis
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gelb erscheinen. Die Auswertung der BUB1-Farbung ergab, dass auch in den mit DMSO
behandelten Zellen einige vereinzelte Kinetochore eine erhéhte BUB1-Konzentration auf-
wiesen. Bei einer Centrocountin 1-Konzentration von 25 uM konnte deutlich in allen fehl-
orientierten Chromosomen ein erhohter BUB1-Gehalt an den Kinetochoren nachgewiesen
werden, wahrend die bereits in der Metaphaseplatte angeordneten Chromosomen keine
BUB1-Farbung zeigten. Wurden die Zellen mit 50 uM Centrocountin 1 behandelt, konnten
sowohl fur die Kinetochore der fehlorientierten Chromosomen, als auch fiir die der bereits
angeordneten Chromosomen eine teilweise starke Erhohung des BUB1-Proteins detektiert
werden. Interessanterweise zeigte die analysierte multipolare Zelle einen geringeren An-
stieg der BUB1-Konzentration. Da eine positive BUB1-Farbung entweder eine fehlende
Anheftung der Mikrotubuli an die Kinetochore oder eine fehlende Spannung zwischen Ki-
netochoren und Mikrotubuli signalisieren kann, sollte dies genauer untersucht werden. Fir
diese Analyse, wurde die Tatsache genutzt, dass bei einer gespannten mitotischen Spindel
die Kinetochore der Schwesterchromatiden einen groReren Abstand aufweisen, als bei
fehlender Spannung (Andreassen et al., 2004). Daher wurden Hela-Zellen nach einem
Thymidin-Block mit Centrocountin 1 behandelt, in der Mitose fixiert und abschliefend mit
Hoechst 33342 sowie spezifischen Antikorpern gegen a-Tubulin und die Centromere ange-
farbt. Um die Abstdnde von in einer Ebene lokalisierten Kinetochoren vermessen zu kon-
nen, wurde unter Verwendung eines konfokalen Mikroskops die Zelle in verschiedenen Z-
Ebenen aufgenommen (Abbildung 20a). Die Auswertung von etwa 100 Kinetochor-Paaren
erfolgte mit der Imagel Software. Die Immunfluoreszenz-Aufnahmen zeigten, dass der
Kinetochor-Abstand in der Kontrollzelle wesentlich groRRer ist, als nach einer Behandlung
mit 25 uM oder 50 uM Centrocountin 1. In Kontrollzellen wiesen 75% der Kinetochor-
Paare einen Abstand zwischen 0.8 und 1.0 um auf. Im Gegensatz hierzu konnte fiir den
Grol3teil der mit Centrocountin behandelten Zellen ein Abstand von 0.4 bis 0.6 um gemes-
sen werden. Wahrend dieser Anteil der Kinetochor-Paare bei einer Substanzkonzentration
von 25 uM 47% betrug erhohte er sich bei einer Konzentration von 50 uM auf 63%. Die
Anzahl der Zellen mit einem Kinetochor-Abstand >1 um betrug nach der Behandlung mit
Centrocountin 1 nur noch 1 bis 3%, wohingegen dieser Anteil bei den Kontrollzellen bei

30% lag.
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Abbildung 20: Analyse der Spannung zwischen Spindel-Mikrotubuli und Kinetochoren in Hela-Zellen nach
Centrocountin 1 Behandlung

a| Immunfluoreszenz-Aufnahmen behandelter Hela-Zellen. Die Zellen wurden zundchst mittels Thymidin-Zugabe in
der S-Phase synchronisiert. Nach erfolgter Behandlung mit Centrocountin 1 fiir 9 h wurden die Zellen in der Mitose
mit Permfix fixiert und die DNA, Mikrotubuli und Kinetochore spezifisch mit Hoechst 33342, einem a-Tubulin und
einem CREST Antikorper und fluoreszenzmarkierten sekundaren Antikérpern angefarbt. Um die in einer Ebene
liegenden Kinetochore auswerten zu konnen, wurden die Zellen in Z-Ebenen mit einem Abstand von 2 um aufge-
nommen. MaRstabsbalken: 5 pm. b| Quantitative Auswertung des Kinetochor-Abstands. Mit Hilfe der Aufnahmen
konnten fiir jede Konzentration etwa 100 Kinetochor-Paare ausgewertet werden. Der Abstand zwischen den
Schwester-Kinetochoren wurde mit Hilfe von Image) ermittelt.
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4.1.7. Untersuchungen zur Zellproliferation und Apoptose

Sowohl die Lebendzell-Mikroskopie als auch die Durchflusszytometrie-Analysen gaben
erste Hinweise darauf, dass einige Zellen nach der Behandlung mit Centrocountin 1 star-
ben. So war es im Weiteren notwendig zu Gberpriifen, inwiefern die Substanzen eine cyto-
toxische Wirkung entfalten und ob es sich bei dem beobachteten Zelltod um einen pro-
grammierten Zelltod, also Apoptose, handelte. Die Untersuchungen zur Zellproliferation
und Apoptose in Hela-Zellen und in den im Folgenden beschriebenen Zelllinien wurden
unter Mithilfe von Dr. Slava Ziegler sowie Bernd Rathmer (Bachelor-Arbeit, 2009) durchge-

fihrt. Die flr die HelLa-Zellen gemessenen Werte sind in Abbildung 21 dargestellt.
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Abbildung 21: Untersuchungen zur Apoptose und Zellproliferation in HelLa-Zellen

a| Zur Bestimmung der Caspase-3/7-Aktivitdt wurde der Apo-One® Homogenous Caspase-3/7-Assay verwendet.
Hierzu wurden Hela-Zellen fir 42 h mit Centrocountin 1 inkubiert und anschlieRend die Caspase-3/7-Aktivitat ge-
maR den Herstellerangaben detektiert. Die dargestellten Werte sind reprédsentativ fir drei unabhangig voneinander
durchgefiihrte Messungen. Jeder Messwert ist der Mittelwert aus einer vierfachen Bestimmung + Standardabwei-
chung. Alle Ergebnisse wurden auf die DMSO-Kontrolle normalisiert. b| Zur Untersuchung der Zellproliferation
wurde WST-1 Reagenz genutzt. Hela-Zellen wurden fiir 19 h mit Centrocountin 1 behandelt. AnschlieRend wurde
das WST-1 Reagenz gemaR Herstellerangaben zu den Zellen hinzugegeben und die optische Dichte bei 450 nm
detektiert. Die gezeigten Werte sind reprdsentativ fir drei unabhangig voneinander durchgefiihrte Messungen.
Jeder Messwert ist der Mittelwert aus einer vierfachen Bestimmung + Standardabweichung. Die prozentuale Zell-
proliferation wurde basierend auf den DMSO behandelten Zellen berechnet.

Das Liniendiagramm zeigt den kontinuierlichen Rickgang der Zellproliferation von anfang-
lichen 100% zu etwa 55% bei einer Centrocountin 1-Konzentration von 50 uM. Das Balken-
diagramm stellt die relative Caspase-3/7-Aktivitat dar, welche stetig zunimmt. Bei einer
Konzentration von 25 uM ist eine bereits 4.5-fache Erhéhung im Vergleich zur DMSO-

Kontrolle zu verzeichnen, bei 50 uM eine 6.5-fache Erh6hung.
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4.1.8. Phdiinotypische Analysen in weiteren Zelllinien

Der von Centrocountin 1 und 2 induzierte Phanotyp konnte eingehend in Hela-Zellen un-
tersucht werden. Von groRem Interesse war jedoch, ob der Phanotyp auch in anderen
Zelllinien beobachtet werden kann oder ob der Effekt der Substanz zelltypspezifisch ist.
AuRerdem wurde die nicht-transformierte Zelllinie BSC-1 untersucht, um festzustellen, ob
die Wirkung der Centrocountine lediglich auf Krebszellen beschrankt ist. Charakteristische

Mutationen der verwendeten Zelllinien sind in Tabelle 3 dargestellt.

Zellinie | SM©MO  Apc | CTNNBL  KRAS  BRAF | PIK3CA  PTEN
somensatz
4N

Hela HPV | HPV
MCF7 3N-4N + ++

SW480 3N ++ ++ ++
HT-29 3N + + + ++

PC-3 3N ++ ++
Saos-2 3N - ++
HCT-116 2N + + + ++
|, | + e

Tabelle 3: Charakteristische Mutationen der verwendeten Zelllinien

N: einfacher Chromosomensatz von 23 Chromosomen. APC: , adenomatous-polyposis-coli-Protein“, CTNNB1: B-
Catenin, PIK3CA: Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat 3-Kinase katalytische Untereinheit a-Isoform, PTEN: Phos-
phatase und Tensin Homolog, RB: Retinoblastoma. ++: homozygote Mutation, +: heterozygote Mutation, --: ,,Null“-
Mutation. (Cottrell et al., 1992; Ikediobi et al., 2006; King et al., 2006; Kobunai et al., 2010; Rochette et al., 2005;
Sjodahl et al., 2011; van Haaften et al., 2009)

Fir alle ausgewahlten Zelllinien sollte zunachst der Zustand der Zellen mittels Immunfluo-
reszenz-Aufnahmen untersucht werden. AulRerdem erfolgten Analysen zur Zellproliferati-
on und Apoptose sowie Experimente zum Zellzyklus. Bei den Ergebnissen der Zellzyklus-
Analyse wird der normale DNA-Gehalt der jeweiligen Zelllinie mit 2N bezeichnet, so dass
Zellen in der G2/M-Phase einen DNA-Gehalt von 4N aufweisen. Eine der ersten getesteten
Zelllinien war die Brustkrebslinie MCF7 (Abbildung 22), bei der die Chromosomenzahl zwi-

schen 66 und 87 schwankt (Soule et al., 1973).
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Abbildung 22: Phanotypische Analysen in MCF7-Zellen nach der Behandlung mit Centrocountin 1

a| Immunfluoreszenz-Aufnahmen von MCF7-Zellen mit spezifischer Farbung der DNA, des a-Tubulins und der
Centriolen. Die Zellen wurden zuvor fiir 19 h mit 25 uM Centrocountin 1 behandelt. MaRstabsbalken: 10 um. b| Zur
Bestimmung der Caspase-3/7-Aktivitdt wurde der Apo-One® Homogenous Caspase-3/7 Assay verwendet. Hierzu
wurden die MCF7-Zellen fir 42 h mit Centrocountin 1 inkubiert und anschlieBend gemaf} den Herstellerangaben die
Caspase-3/7-Aktivitdt ermittelt. Die dargestellten Werte sind reprasentativ fir drei unabhangig voneinander durch-
geflihrte Messungen. Jeder Messwert ist der Mittelwert aus einer vierfachen Bestimmung * Standardabweichung.
Alle Ergebnisse wurden auf die DMSO-Kontrolle normalisiert. ¢| Reprasentative Ergebnisse drei unabhangiger Zell-
zyklus-Analysen. Zur Bestimmung der Zellzyklus-Phasen wurden die behandelten Zellen fixiert, ihre DNA mit Propi-
diumiodid angefarbt und die Zellen entsprechend ihres DNA-Gehaltes sortiert. Die Auswertung erfolgte mit der
FlowJo 7.5 Software.

Der Einfluss von Centrocountin 1 auf die Zellproliferation in allen getesteten Zelllinien ist in
Abbildung 23 dargestellt. Die Immunfluoreszenz-Aufnahmen zeigten, dass auch in MCF7-
Zellen nach Behandlung mit 25 uM Centrocountin 1 fehlorientierte Chromosomen wah-
rend der Metaphase zu finden sind. Ebenso wurde die Zellproliferation bei der recht hohen
Substanzkonzentration von 50 uM auf 60% reduziert und die Apoptose stieg auf das 16-
fache der DMSO-Kontrolle an. Im Rahmen der Zellzyklus-Analysen konnte jedoch im Ge-
gensatz zu den zuvor untersuchten Hela-Zellen kein Arrest in der G2/M-Phase festgestellt
werden. Zwar war eine Reduktion der Zellzahl in der G1-Phase (2N) zu verzeichnen, aber
kein Anstieg der Zellzahl mit einem DNA-Gehalt von 4N sondern mit einem DNA-Gehalt

von <2N, was auf apoptotische Zellen hindeutete.
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Abbildung 23: Einfluss von Centrocountin 1 auf die Zellproliferation verschiedener Zelllinien

Zur Untersuchung der Zellproliferation wurde das WST-1 Reagenz genutzt. Die zu untersuchenden Zellen wurden fir
19 h mit Centrocountin 1 behandelt. AnschlieRend wurde das WST-1 Reagenz gemal} Herstellerangaben zu den
Zellen hinzugegeben. Die gezeigten Werte sind reprasentativ fiir drei unabhangig voneinander durchgefiihrte Mes-
sungen. Jeder Messwert ist der Mittelwert aus einer vierfachen Bestimmung + Standardabweichung. Die prozentua-
le Zellproliferation wurde basierend auf den DMSO behandelten Zellen berechnet.

Die nachste untersuchte Zelllinie war die Darmkrebszelllinie SW480 (Abbildung 24), welche
einen triploiden Chromosomensatz aufweist (Leibovitz et al., 1976). Die Immunfarbung
dieser Zellen nach einer Behandlung mit Centrocountin 1 konnte neben der fehlerhaften
Ausbildung der Metaphaseplatte auch multipolare Zellen nachweisen. Die Zellproliferation
war nach der Behandlung mit Centrocountin weitestgehend unbeeinflusst und auch die
Apoptose wies nur eine geringfiigige Erhohung bei einer Konzentration von 50 uM auf. Bei
der Analyse des Zellzyklus konnte bei beiden getesteten Substanzkonzentrationen eine
Abnahme der Anzahl der Zellen mit einem DNA-Gehalt von 2N beobachtet werden. Des
Weiteren war ein leichter konzentrationsabhangiger Anstieg der Zellzahl mit einem DNA-
Gehalt von 4N und der mit einem DNA-Gehalt von <2N zu verzeichnen. Dies implizierte
eine vermehrte Anzahl von abgestorbenen Zellen, was jedoch im Widerspruch zur Analyse
der Zellproliferation bzw. der Caspase-3/7-Aktivitit stand, welche nicht auf ein Sterben der

Zellen hindeuteten.
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Abbildung 24: Phanotypische Analysen in SW480-Zellen nach der Behandlung mit Centrocountin 1

a| Immunfluoreszenz-Aufnahmen von SW480-Zellen mit spezifischer Farbung der DNA, des a-Tubulins und der
Centriolen. Die Zellen wurden zuvor fiir 19 h mit 25 uM Centrocountin 1 behandelt. MaRstabsbalken: 10 um. b| Zur
Bestimmung der Caspase-3/7-Aktivitdt wurde der Apo-One® Homogenous Caspase-3/7-Assay verwendet. Hierzu
wurden die SW480-Zellen fiir 42 h mit Centrocountin 1 inkubiert und anschlieRend die Caspase-3/7-Aktivitat gemaR
den Herstellerangaben detektiert. Die dargestellten Werte sind reprdsentativ fur drei unabhangig voneinander
durchgefiihrte Messungen. Jeder Messwert ist der Mittelwert aus einer vierfachen Bestimmung + Standardabwei-
chung. Alle Ergebnisse wurden auf die DMSO-Kontrolle normalisiert. c| Reprasentative Ergebnisse drei unabhangiger
Zellzyklus-Analysen. Zur Bestimmung der Zellzyklus-Phasen wurden die behandelten Zellen fixiert, ihnre DNA mit
Propidiumiodid angefarbt und die Zellen entsprechend ihres DNA-Gehaltes sortiert. Die Auswertung erfolgte mit der
FlowJo 7.5 Software.

Des Weiteren erfolgte die Untersuchung der Darmkrebszelllinie HT-29 (Abbildung 25). Die-
se Zelllinie weist einen triploiden Chromosomensatz, mit einer Chromosomenzahl von 68-
72 auf. Wie zuvor bei der Analyse der SW480-Zellen konnten auch hier sowohl eine Fehlo-
rientierung der Chromosomen, als auch multipolare Spindeln beobachtet werden. Die er-
mittelten Werte zur Zellproliferation waren bei den verschiedenen Substanzkonzentratio-
nen unverandert und bei der Messung der Caspase-3/7-Aktivitdt konnte nur ein leichter
Anstieg bei einer Centrocountin 1-Konzentration von 50 uM gezeigt werden. Die Zellzyk-
lus-Analysen ergaben einen konzentrationsabhangigen Rickgang der Zellzahl in der
G1-Phase (2N) und bei einer Centrocountin 1-Konzentration von 50 uM einen Anstieg des
Anteils der Zellen in der G2/M-Phase (4N). Auffallig war hier, dass bei einer Centrocountin
1-Konzentration von 25 uM die Zellzahl mit einem DNA-Gehalt von 2N abnahm, jedoch
nicht die Zellzahl mit einem DNA-Gehalt von 4N zunahm sondern der Anteil der Zellen mit
einem DNA-Gehalt >4N. Dies konnte auf die vermehrte Bildung von mehrkernigen Zellen

hinweisen.
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Abbildung 25: Phanotypische Analysen in HT-29-Zellen nach der Behandlung mit Centrocountin 1

a| Immunfluoreszenz-Aufnahmen von HT-29-Zellen mit spezifischer Farbung der DNA, des a-Tubulins und der
Centriolen. Die Zellen wurden zuvor fiir 19 h mit 25 uM Centrocountin 1 behandelt. MaRstabsbalken: 10 um. b| Zur
Bestimmung der Caspase-3/7-Aktivitat wurde der Apo-One® Homogenous Caspase-3/7-Assay verwendet. Hierzu
wurden die HT-29-Zellen fiir 42 h mit Centrocountin 1 inkubiert und anschlieRend die Caspase-3/7-Aktivitat gemaR
den Herstellerangaben detektiert. Die dargestellten Werte sind reprasentativ fir drei unabhangig voneinander
durchgefiihrte Messungen. Jeder Messwert ist der Mittelwert aus einer vierfachen Bestimmung + Standardabwei-
chung. Alle Ergebnisse wurden auf die DMSO-Kontrolle normalisiert. c| Reprasentative Ergebnisse drei unabhangiger
Zellzyklus-Analysen. Zur Bestimmung der Zellzyklus-Phasen wurden die behandelten Zellen fixiert, ihre DNA mit
Propidiumiodid angefarbt und die Zellen entsprechend ihres DNA-Gehaltes sortiert. Die Auswertung erfolgte mit der
FlowJo 7.5 Software.

Interessanterweise besitzen beide getesteten Darmkrebslinien, SW480 und HT-29, Mutati-
onen im p53 Protein und weisen zusatzlich dessen Uberexpression auf (Rodrigues et al.,
1990). Dies lieR einen Zusammenhang zwischen der p53-Proteinmenge und dem fehlen-
den Einfluss von Centrocountin 1 auf deren Zellproliferation und Apoptose vermuten. Da-
her wurden im Folgenden Zelllinien mit unterschiedlichen p53-Mengen getestet. So wurde
zunachst der Phanotyp der Prostatakrebszelllinie PC-3 (Kaighn et al.,, 1979) untersucht
(Abbildung 26). Diese Zelllinie ist nahezu triploid mit einer Chromosomenzahl von 62 und
exprimiert kein p53 (Rubin et al., 1991). Auch hier konnte durch eine Farbung der DNA
eine Fehlorientierung der Chromosomen in der Metaphase nachgewiesen werden. Die
Zellproliferation blieb auch bei steigenden Substanzkonzentrationen unverandert. Fir die
Apoptose konnten leicht erhéhte konzentrationsabhangige Werte ermittelt werden, wel-
che bei der héchsten Konzentration in einem 3.5-fachen Anstieg der Caspase-3/7-Aktivitat
gipfelten. Im Rahmen der Zellzyklus-Analyse konnte kein Arrest in der G2/M-Phase detek-
tiert werden. Ganz im Gegensatz dazu sank sowohl der Anteil der Zellen mit einem DNA-

Gehalt von 4N als auch der Anteil der Zellen mit einem DNA-Gehalt von 2N. Die Anzahl der
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Zellen mit einem DNA-Gehalt >4N stiegen an. Dies deutet darauf hin, dass die Zellen keine

Cytokinese durchlaufen und somit vermehrt mehrkernig werden.

a-Tubulin Uberlagerung

b| c

4.0
&35
1D 3,
= 50
£30
< 40
~
D2 -
» X 3 >4N
% 20 £
o N20 s~

a Kol ~
8 15 K] 4N 3

10 )
s n S
D05 g . Q
DMSO
0 52 <N
DMSO 3 6 12 25 50 %5
Centrocountin 1 Centrocountin 1
Substanzkonzentration [uM] Substanzkonzentration [uM]

Abbildung 26: Phanotypische Analysen in PC-3-Zellen nach der Behandlung mit Centrocountin 1

a| Immunfluoreszenz-Aufnahmen von PC-3-Zellen mit spezifischer Farbung der DNA, des a-Tubulins und der Centrio-
len. Die Zellen wurden zuvor fir 19 h mit 25 pM Centrocountin 1 behandelt. MaRstabsbalken: 10 pm. b| Zur Be-
stimmung der Caspase-3/7-Aktivitat wurde der Apo-One® Homogenous Caspase-3/7-Assay verwendet. Hierzu wur-
den die PC-3-Zellen fiir 42 h mit Centrocountin 1 inkubiert und anschlieBend die Caspase-3/7-Aktivitat gemaR den
Herstellerangaben detektiert. Die dargestellten Werte sind reprasentativ fir drei unabhangig voneinander durchge-
flhrte Messungen. Jeder Messwert ist der Mittelwert aus einer vierfachen Bestimmung + Standardabweichung. Alle
Ergebnisse wurden auf die DMSO-Kontrolle normalisiert. c| Reprasentative Ergebnisse drei unabhangiger Zellzyklus-
Analysen. Zur Bestimmung der Zellzyklus-Phasen wurden die behandelten Zellen fixiert, ihre DNA mit Propidiumio-

did angefarbt und die Zellen entsprechend ihres DNA-Gehaltes sortiert. Die Auswertung erfolgte mit der FlowJo 7.5
Software.

Die Osteosarkomlinie Saos-2 (Abbildung 27) weist eine Chromosomenzahl von 56 auf und
exprimiert ebenfalls kein p53 (Diller et al., 1990). Bei der phanotypischen Analyse der
Saos-2-Zellen konnten ebenfalls Probleme bei der Bildung der Metaphaseplatte gezeigt
werden. Ferner war ein stetiger Riickgang der Zellproliferation und parallel ein Anstieg der
Apoptose bis auf das 16-fache der Kontrolle zu beobachten. Auch ein Arrest in der G2/M-

Phase konnte ermittelt werden.
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Abbildung 27: Phanotypische Analysen in Saos-2-Zellen nach der Behandlung mit Centrocountin 1

a| Immunfluoreszenz-Aufnahmen von Saos-2-Zellen mit spezifischer Farbung der DNA, des a-Tubulins und der
Centriolen. Die Zellen wurden zuvor fiir 19 h mit 25 uM Centrocountin 1 behandelt. MaRstabsbalken: 10 um. b| Zur
Bestimmung der Caspase-3/7-Aktivitdt wurde der Apo-One® Homogenous Caspase-3/7-Assay verwendet. Hierzu
wurden die Saos-2-Zellen fiir 42 h mit Centrocountin 1 inkubiert und anschlieRend die Caspase-3/7-Aktivitat gemaR
den Herstellerangaben detektiert. Die dargestellten Werte sind reprdsentativ fur drei unabhangig voneinander
durchgefiihrte Messungen. Jeder Messwert ist der Mittelwert aus einer vierfachen Bestimmung + Standardabwei-
chung. Alle Ergebnisse wurden auf die DMSO-Kontrolle normalisiert. c| Reprasentative Ergebnisse drei unabhangiger
Zellzyklus-Analysen. Zur Bestimmung der Zellzyklus-Phasen wurden die behandelten Zellen fixiert, ihre DNA mit
Propidiumiodid angefarbt und die Zellen entsprechend ihres DNA-Gehaltes sortiert. Die Auswertung erfolgte mit der
FlowJo 7.5 Software.

Die HCT-116-Zellen wurden urspriinglich aus einem kolorektalen Karzinom isoliert und sind
mit einer Chromosomenzahl von 45 nahezu diploid (Brattain et al., 1981). Die Immunfluo-
reszenz-Aufnahmen dieser Zellen nach Substanzbehandlung zeigten sowohl Probleme im
Aufbau der Metaphaseplatte als auch multipolare Zellen. Die Messungen der Zellprolifera-
tion und der Apoptose zeigten eine Konzentrationsabhangigkeit. Die Zellproliferation ging
bei einer Konzentration von 50 uM auf einen Wert von 30% zurlick und die Apoptose zeig-
te einen fiinfmal héheren Wert als bei der DMSO-Kontrolle. Die Zellzyklus-Analyse zeigte

lediglich einen Anstieg der Zellen mit einem DNA-Gehalt <2N.
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Abbildung 28: Phanotypische Analysen in HCT-116-Zellen nach der Behandlung mit Centrocountin 1

a| Immunfluoreszenz-Aufnahmen von HCT-116-Zellen mit spezifischer Farbung der DNA, des a-Tubulins und der
Centriolen. Die Zellen wurden zuvor fiir 19 h mit 25 uM Centrocountin 1 behandelt. MaRstabsbalken: 10 um. b| Zur
Bestimmung der Caspase-3/7-Aktivitat wurde der Apo-One® Homogenous Caspase-3/7-Assay verwendet. Hierzu
wurden die HCT-116-Zellen fiir 42 h mit Centrocountin 1 inkubiert und anschlieRend die Caspase-3/7-Aktivitat ge-
mal den Herstellerangaben detektiert. Die dargestellten Werte sind reprasentativ fir drei unabhdngig voneinander
durchgefiihrte Messungen. Jeder Messwert ist der Mittelwert aus einer vierfachen Bestimmung + Standardabwei-
chung. Alle Ergebnisse wurden auf die DMSO-Kontrolle normalisiert. c| Reprasentative Ergebnisse drei unabhangiger
Zellzyklus-Analysen. Zur Bestimmung der Zellzyklus-Phasen wurden die behandelten Zellen fixiert, ihre DNA mit
Propidiumiodid angefarbt und die Zellen entsprechend ihres DNA-Gehaltes sortiert. Die Auswertung erfolgte mit der
FlowJo 7.5 Software.

Des Weiteren wurde eine HCT-116-Zelllinie getestet, welche zwei gestorte p53-Allele auf-
weist (p53'/') (Bunz et al., 1998). Auch diese Zelllinie wies eine Fehlorientierung der Chro-
mosomen auf. AuBerdem waren bei einer Centrocountin 1-Konzentration von 50 pM ein
Anstieg der Apoptose auf das 6-fache und ein Riickgang der Zellproliferation auf 70% zu
beobachten. Beide Messungen waren konzentrationsabhangig. Die Untersuchung der Zell-
zyklusphasen ergab einen leichten Anstieg der Zellen mit einem DNA-Gehalt von 4N von 36
auf 54%. Ferner war der Anteil der Zellen mit einem DNA-Gehalt von <2N erhoht, was die

Ergebnisse der Apoptose-Messungen wiederspiegelte.
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Abbildung 29: Phanotypische Analysen in HCT-116 p53'/'-ZeIIen nach der Behandlung mit Centrocountin 1

a| Immunfluoreszenz-Aufnahmen von HCT-116 p53’/’-ZeIIen mit spezifischer Farbung der DNA, des a-Tubulins und
der Centriolen. Die Zellen wurden zuvor fiir 19 h mit 25 uM Centrocountin 1 behandelt. MaRstabsbalken: 10 um. b|
Zur Bestimmung der Caspase-3/7-Aktivitdt wurde der Apo-One® Homogenous Caspase-3/7-Assay verwendet. Hierzu
wurden die HCT-116 p53'/'—ZeIIen fur 42 h mit Centrocountin 1 inkubiert und anschlieRend die Caspase-3/7-Aktivitat
gemal den Herstellerangaben detektiert. Die dargestellten Werte sind reprdsentativ fur drei unabhangig voneinan-
der durchgefiihrte Messungen. Jeder Messwert ist der Mittelwert aus einer vierfachen Bestimmung + Standardab-
weichung. Alle Ergebnisse wurden auf die DMSO-Kontrolle normalisiert. ¢| Reprasentative Ergebnisse drei unabhan-
giger Zellzyklus-Analysen. Zur Bestimmung der Zellzyklus-Phasen wurden die behandelten Zellen fixiert, ihre DNA
mit Propidiumiodid angefarbt und die Zellen entsprechend ihres DNA-Gehaltes sortiert. Die Auswertung erfolgte mit
der FlowJo 7.5 Software.

AbschlieBend wurde die nicht-transformierte Zelllinie BSC-1 (Hopps et al., 1963) unter-
sucht. Bei dieser Zelllinie handelt es sich um Nierenepithelzellen der Griinen Meerkatze.
Hier konnte mittels der Immunfluoreszenz neben der Fehlorientierung der Chromosomen
auch eine auftretende Multipolaritat der Spindel detektiert werden. Die Zellproliferation
sank bei steigender Substanzkonzentration kontinuierlich bis zu einem Wert von 50% wah-
rend die Caspase-3/7-Aktivitat auf das 150-fache des Kontrollwertes anstieg. Anzumerken
ist hier, dass bereits bei geringen Centrocountin 1-Konzentrationen eine etwa 20-fache
Erhohung der Apoptose zu verzeichnen war. Die Zellzyklus-Analyse konnte keinen eindeu-
tigen Arrest in der G2/M-Phase identifizieren, sondern einen Anstieg der Zellen mit frag-
mentierter DNA, was die Ergebnisse der Untersuchungen zur Zellproliferation und Apopto-

se unterstutzte.
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Abbildung 30: Phanotypische Analysen in BSC-1-Zellen nach der Behandlung mit Centrocountin 1

a| Immunfluoreszenz-Aufnahmen von BSC-1-Zellen mit spezifischer Farbung der DNA, des a-Tubulins und der
Centriolen. Die Zellen wurden zuvor fiir 19 h mit 25 uM Centrocountin 1 behandelt. MaRstabsbalken: 10 um. b| Zur
Bestimmung der Caspase-3/7-Aktivitdt wurde der Apo-One® Homogenous Caspase-3/7-Assay verwendet. Hierzu
wurden die BSC-1-Zellen fuir 42 h mit Centrocountin 1 inkubiert und anschlieBend die Caspase-3/7-Aktivitat gemaR
den Herstellerangaben detektiert. Die dargestellten Werte sind reprdsentativ fur drei unabhangig voneinander
durchgefiihrte Messungen. Jeder Messwert ist der Mittelwert aus einer vierfachen Bestimmung + Standardabwei-
chung. Alle Ergebnisse wurden auf die DMSO-Kontrolle normalisiert. c| Reprasentative Ergebnisse drei unabhangiger
Zellzyklus-Analysen. Zur Bestimmung der Zellzyklus-Phasen wurden die behandelten Zellen fixiert, ihre DNA mit
Propidiumiodid angefarbt und die Zellen entsprechend ihres DNA-Gehaltes sortiert. Die Auswertung erfolgte mit der
FlowJo 7.5 Software.

4.2. Identifizierung der Zielproteine der Centrocountine

4.2.1. Analysen basierend auf wissenschaftlichen Hypothesen

Nach der detaillierten Untersuchung des von Centrocountin 1 induzierten Phanotyps, soll-
ten zundchst Versuche unternommen werden, das Zielprotein basierend auf wissenschaft-
lichen Hypothesen zu identifizieren. Die Ergebnisse dieser Ansatze sind in den folgenden

Kapiteln dargestellt.

4.2.1.1. Untersuchungen zur Tubulin-Polymerisation

Nach der anfanglichen Identifikation der Substanzen im vorwarts-gerichteten chemisch-
genetischen Ansatz war die erste naheliegende Hypothese, dass die Substanzen einen Ein-
fluss auf die Tubulin-Polymerisation haben kdnnten. In einem in vitro Testsystem konnte

eine solche direkte Interaktion bereits ausgeschlossen werden (Menninger, 2009). Dem-

87



Ergebnisse

entsprechend sollte eine mogliche Inhibition der Tubulin-Polymerisation in cellulo unter-
sucht werden. Hierzu wurden Hela-Zellen auf Deckgldsern ausgesat und (iber Nacht mit
Centrocountin 1 behandelt. Zur Depolymerisation der Mikrotubuli wurden die Deckglaser
fir eine Stunde auf Eis gegeben. Die Repolymerisation erfolgte durch Inkubation der Zellen
in 37 °C warmem Medium fiir eine Dauer von 0 bis 15 min. Das Fortschreiten der Polymeri-
sation in Interphase- und mitotischen Zellen wurde durch eine Immunfarbung von

a-Tubulin verfolgt (Abbildung 31).

DMSO DMSO 50 uM Centrocountin 1~ 50 puM Centrocountin 1
Interphase Mitose Interphase Mitose

0 min

1 min

5 min

15 min

Abbildung 31: Analyse der Tubulin-Polymerisation in HeLa-Zellen nach der Behandlung mit Centrocountin 1
Hela-Zellen wurden fir 19 h mit DMSO und 50 uM Centrocountin behandelt. AnschlieBend wurde das Tubulin-
Gerust der Zellen 1 h auf Eis depolymerisiert. Zur Repolymerisation wurden die mit Zellen bewachsenen Deckglaser
fur die angegebenen Zeiten in 37 °C warmes Medium getaucht und direkt in Permfix fixiert. DNA (blau) und
a-Tubulin (grin) wurden spezifisch mit Hoechst 33342 bzw. einem spezifischen primaren und fluoreszenzmarkierten
sekundaren Antikorper angefarbt. Malistabsbalken: 10 um

Die Aufnahmen der Zellen direkt nach der Inkubation auf Eis (0 min) zeigen eine komplette

Rickbildung der Tubulin-Strukturen in den Interphase und mitotischen Zellen. Sowohl in
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den Kontrollzellen, als auch in den mit Centrocountin 1 behandelten Zellen, tritt zwischen
1 und 5 min nach der Erwarmung auf 37 °C die Repolymerisation des Tubulins ein. Nach 15
mindtiger Inkubation bei 37 °C ist dieser Prozess in den Interphase-Zellen abgeschlossen.
Auch bei den mitotischen Zellen ist eine vollstandig ausgebildete Spindel zu beobachten.

Somit haben die Centrocountine keinen Einfluss auf die Tubulin-Polymerisation.

4.2.1.2. Aktivitats-Analyse der Phosphatase CDC25a

Ein weiteres potentielles Zielprotein stellte die Phosphatase CDC25a dar. Dieses Enzym
dephosphoryliert spezifisch Tyrosin- und Threonin-Reste der CDK-Untereinheiten der CDK-
Cyclin-Komplexe und fuhrt somit zu deren Aktivierung. In Sdugern konnten drei CDC25-
Isoformen CDC25a, CDC25b und CDC25c identifiziert werden. Alle Isoformen sind an der
Kontrolle der frithen und spéten Zellzyklus-Uberginge beteiligt und haben alle verschiede-
nen Kombinationen der CDK-Cyclin-Komplexe zum Ziel (Boutros et al., 2007). Durch die
Dephosphorylierung von CDK2 spielen die CDC25-Phosphatasen eine wichtige Rolle in der
Centrosomen-Duplikation (Fukasawa, 2007). Die Hemmung der CDC25-Phosphatasen fihrt
zu einer Abnahme der Zellproliferation (Brezak et al., 2004) und zu einem Anstieg der fehl-
orientierten Chromosomen in der Metaphase (Cazales et al., 2007). Die Hemmung wurde
mit Hilfe eines Fluoreszenz-Testsystems ermittelt (Abbildung 32). Hierbei diente DiFUMP,
6,8-Difluor-4-methylumbelliferylphosphat (Gee et al., 1999; Walther, 2009), als Substrat.
Unter denen im Testsystem herrschenden Bedingungen spaltet CDC25a ein Phosphat vom
Substrat ab und es entsteht ein stark fluoreszierendes Hydroxycoumarinanion. Dieses kann
nach Anregung bei 355 nm bei einer Wellenlange von 455 nm detektiert werden. Die rela-
tive Enzymaktivitat wurde nach Inkubation mit verschiedenen Konzentrationen von Cen-
trocountin 1, Centrocountin 2 und dem Tyrosin-Phosphatase-Inhibitor bis-(4-Trifluor-
methylsulfonamidophenyl)-1,4-diisopropylbenzol ermittelt und mit Hilfe von GraFit 5 aus-
gewertet. Wahrend fir den Phosphatase-Inhibitor ein ICso-Wert von 48.7 uM * 3.0 be-
rechnet werden konnte, war weder fiir Centrocountin 1 noch fiir Centrocountin 2 eine

konzentrationsabhangige Hemmung von CDC25a zu verzeichnen.
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Abbildung 32: Einfluss der Centrocountine auf die Aktivitat der Phosphatase CDC25a

Die Hemmung der Phosphatase wurde mit einem Fluoreszenz-basierten Testsystem ermittelt. Hierbei fiihrt die
Abspaltung eines Phosphats vom Substrat zur Entstehung eines stark fluoreszierenden Hydroxycoumarinanions,
welches bei einer Emissions-Wellenlange von 455 nm detektiert werden kann. Die relative Enzymaktivitat nach
Inkubation mit Centrocountin 1, Centrocountin 2 und dem Phosphatase-Inhibitor bis-(4-Trifluor-
methylsulfonamidophenyl)-1,4-diisopropylbenzol wurde ermittelt und gegen die Substanzkonzentration aufgetra-
gen. Die Auswertung erfolgte mit der GraFit 5 Software.

4.2.1.3. Aktivitats-Analyse verschiedener Zellzyklus-relevanter Kinasen

Im Rahmen der Literaturrecherche konnten aulRerdem zahlreiche Kinasen als mogliche
Zielproteine ausgemacht werden. So regulieren die Aurora-Kinasen (Aurora A, Aurora B,
Aurora C) die Centrosomen- und Spindelfunktion. Aurora A bindet wahrend der spaten
S-Phase und von der frilhen G2- bis zur M-Phase an Spindelpole und Centrosomen (Kimura
et al., 1997). Aurora B ist ein Teil des CPC (,,Chromosomal passenger complex”), welcher
sich wahrend der Mitose von den Centromeren zur Mittelzone der Spindel bewegt (Terada
et al., 1998). AulRerdem wird angenommen, dass Aurora B die Chromosomenkondensati-
on, den Zusammenhalt der Schwesterchromatiden, die bipolare Chromosomen-Anhaftung,
den Spindel-Kontrollpunkt und die Chromosomen-Teilung reguliert (Giet et al., 2002). Uber
die Aufgaben von Aurora C ist weniger bekannt, klar ist jedoch, dass es einige Funktionen
von Aurora B ergdnzen kann (Sasai et al., 2004). Eine Inhibition dieser Kinasen fiihrt zu
abnormalen mitotischen Spindeln, nicht separierten Centrosomen, Fehlorientierung der
Chromosomen wahrend Meta- und Anaphase, Chromatin-Briicken in der Telophase und
einer verzogerten Mitose (Andersen et al., 2008; Hoar et al., 2007). Eine weitere interes-
sante Kinase war die Calcium/Calmodulin-abhangige Kinase 2 (CAMK2). Eine wichtige Rolle
der CAMK2 innerhalb der Centrosomen-Teilung konnte zumindest in Xenopus-Embryo-

Extrakten nachgewiesen werden. Zu diesen Untersuchungen fiihrten Berichte, dass Calci-
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um und Calmodulin fiir den Ubergang von G1- zu S-Phase notwendig sind, dass periodische
Calcium-Schwankungen im Zellzyklus von Xenopus-Eiern mit diesem Ubergang (berein-
stimmen und dass an den Centrosomen lokalisiertes CAMK2 centrosomale Proteine in vitro
phosphorylieren kann (Matsumoto & Maller, 2002). Eine allgemein sehr wichtige Aufgabe
fir das Fortschreiten des Zellzyklus haben die CDK-Cyclin-Komplexe. Von besonderem In-
teresse waren hier die Interaktionen von CDK1-Cyclin B1, CDK2-Cyclin A, CDK2-Cyclin E,
CDK4-Cyclin D1, CDK4-Cyclin D3 und CDK6-Cyclin D1. Dabei ist CDK1-Cyclin B1 das Schliis-
selelement, welches den Eintritt in die Mitose ausldst (Nurse, 1990). In tierischen Zellen
werden der Beginn der DNA-Synthese und der Centrosomen-Teilung zumindest teilweise
durch Aktivierung des CDK2-Cyclin E-Komplexes miteinander verbunden (Hinchcliffe &
Sluder, 2002). Sowohl der CDK2-Cyclin A-Komplex, als auch CDK4/6-Cyclin D sind in die
Regulierung der Centrosomen-Verdoppelung involviert (Meraldi et al., 1999). Wobei eines
der wichtigsten Zielproteine des CDK4/6-Cyclin D-Komplexes das Tumorsuppressorprotein
RB (,,Retinoblastoma*”) ist (Giacinti & Giordano, 2006). Die CHK1- und CHK2-Kinase werden
durch ATM (,Ataxia Telangiectasia Mutated”) und ATR (,ATM- and RAD3-related”) akti-
viert und erfillen zahlreiche regulatorische Funktionen im Zellzyklus. So sind sie in der
Lage, p53 durch Phosphorylierung zu stabilisieren, was zu einer Hochregulation von
p21WAF1/C'P1 fiihrt. Dies wiederum verhindert die Aktivierung des CDK1-Cyclin B-Komplexes
und fuhrt zu einem Anhalten des Zellzyklus in der spaten G2-Phase (Charrier-Savournin et
al., 2004). In einem p53-unabhangigen Mechanismus blockieren CHK1 oder CHK2 die Akti-
vierung von CDK1-Cyclin B indem sie die CDC25-Isoformen phosphorylieren und somit in-
hibieren (Rudolph, 2007). Die Kinase MARK1 (,,MAP/microtubule affinity-regulating kina-
se”) phosphoryliert die Mikrotubuli-assoziierten Proteine Tau, MAP2 und MAP4 und fuhrt
somit zu deren Dissoziation von den Mikrotubuli und erhoht die Mikrotubuli-Dynamik
(Drewes et al., 1997). Eine Schlisselfunktion fir die Initiierung der Centrosomen-Teilung
hat auch die Kinase NEK2A (,,never in mitosis gene A related kinase”). Die Expression einer
NEK2A Variante ohne Kinase-Funktion resultiert in einer gescheiterten Centrosomen-
Teilung und fiihrt zur Ausbildung einer monopolaren Spindel, wiahrend die Uberexpression
von NEK2A eine verfriihte Centrosomen-Teilung einleitet (Fry et al., 1998). Der p21-
aktivierten Kinase 1 (PAK1) kommt nur eine indirekte Rolle im Rahmen des Centrosomen-
Zyklus zu, indem sie mit Aurora A interagiert und dieselbe an den Centrosomen aktiviert.
Wird PAK1 gehemmt kommt es dementsprechend zu einer verzégerten Rekrutierung von
Aurora A an die Centrosomen (Zhao et al., 2005). Eine Verbindung von PKA (Proteinkinase

A ,,cAMP dependent protein kinase”) zum Spindelaufbau wird durch die Tatsache gesttzt,
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dass Pericentrin als AKAP (A-Kinase anchoring protein) die Bindung der PKA an die Centro-
somen ermoglicht. So ist es moglich, dass Pericentrin die Kinase zu centrosomalen Substra-
ten fihrt, welche bislang unbekannt sind (Diviani et al., 2000). Des Weiteren fiihrt eine
gesteigerte Kinase-Aktivitdt der PKA zur Phosphorylierung von Centrin an Serin 170 und
somit zur Teilung der Centriolen (Lutz et al., 2001). Eine weitere bedeutende Kinase fir die
Kontrolle der Centrosomen-Reifung kommt der Polo-like Kinase 1 (PLK1) zu. Eine reduzier-
te PLK1-Aktivitat resultiert in funktionellen Defekten der Centrosomen und verhindert die
Ausbildung einer bipolaren Spindel (Barr et al., 2004). PLK2 (SNK) und PLK4 (SAK) regulie-
ren die Centriolen-Duplikation und lokalisieren zu den Centrosomen (Habedanck et al.,
2005; Warnke et al., 2004). Die PLK3 spielt eine wichtige Rolle in der Regulierung der
Mikrotubuli-Dynamik und der Centrosomenfunktion. Eine gestorte Expression fiihrt zu
einem Zellzyklus-Arrest und zur Apoptose. ROCK1 (,,p160-Rho associated coiled-coil con-
taining protein kinase”) ist eine centrosomale Komponente und wird fir die Centrosomen-
Positionierung und den Centrosomen-abhangigen Austritt aus der Mitose bendétigt
(Chevrier et al.,, 2002). ROCK2 bindet ebenfalls an die Centrosomen und fordert die
Centrosomen-Duplikation, wahrend eine Herunterregulation der Kinase eine Unterdri-
ckung der Centrosomen-Verdoppelung zur Folge hat (Ma et al., 2006). Eine weitere Kinase
von Interesse war die Spindel-Kontrollpunkt-Kinase ,monopolar spindle 1“ (MPS1/TTK).
Diese bindet an die Centrosomen und wird durch CDK2-Cyclin E-Phosphorylierung stabili-
siert und aktiviert. In ihrer aktivierten Form fihrt die MPS1 zur Centrosomen-
Verdoppelung (Fisk et al., 2003). Die Kinase WEE1 wird durch CHK1 hochreguliert und kata-
lysiert ihrerseits die hemmende Phosphorylierung von CDK1 (Lee et al., 2001). Sie tragt
somit zur Blockierung des CDK1-Cyclin B-Komplexes bei und fihrt zum G2-Arrest.

Alle diese Kinasen flihren bei einem , Knock Out” oder einer Inhibition zu einem Phanotyp,
der dem durch die Centrocountine verursachten dhnlich ist oder nehmen generell Schlis-
selfunktionen im Zellzyklus/Centrosomen-Zyklus ein. Aufgrund dieser Tatsache, sollten alle
Enzyme in einem in vitro Testsystem untersucht werden. Die Durchflihrung erfolgte durch
die ProQinase GmbH (Freiburg). Die Aktivitat wurde bei einer Substanzkonzentration von
10 uM in einem radiometrischen Proteinkinase-Testsystem bestimmt (Tabelle 4). Ab einer
Restaktivitat von < 50% kann von einer Hemmung der Kinase gesprochen werden. Wie
Tabelle 4 zeigt, war bei keiner der getesteten Kinasen ein Aktivitatsverlust in dieser Gro-

Renordnung zu verzeichnen.
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Kinase ‘ Centrocountin 1 Centrocountin 2
Aurora A 91 89
Aurora B 93 86
Aurora C 92 90
CAMK2A 85 86
CDK1-Cyclin B1 108 89
CDK2-Cyclin A 94 78
CDK2-Cyclin E 98 79
CDK4-Cyclin D1 105 97
CDK4-Cyclin D3 106 88
CDK6-Cyclin D1 98 103
CHK1 108 97
CHK2 89 100
MARK1 99 99
NEK2 96 102
PAK1 100 80
PKA 80 92
PLK1 109 110
PLK3 100 100
ROCK1 80 86
ROCK2 94 108
SAK (PLK4) 113 97
SNK (PLK2) 96 101
TTK (MPS1) 97 89
WEE1 100 94

Tabelle 4: Einfluss der Centrocountine auf die Aktivitdt verschiedener Kinasen

Die Aktivitdtsanalyse wurde von der ProQinase GmbH (Freiburg) durchgefiihrt. Die Ermittlung der Aktivitat erfolgte
mittels eines radiometrischen Proteinkinase Testsystems (,,33 PanQinase® Activity Assay). Aufgelistet sind die 24
getesteten Kinasen und deren Restaktivitat [%] nach Behandlung mit 10 uM Centrocountin 1 bzw. Centrocountin 2.
Eine Restaktivitdt von <50% deutet auf eine Hemmung der Kinase hin.

Nach den Ergebnissen der in vitro Analyse sollte zusatzlich noch die Aktivitat der Aurora B-
Kinase in cellulo iberpriift werden. Zusatzlich zu den oben beschriebenen Funktionen der
Aurora-Kinasen konnen Aurora A und Aurora B Histon H3 an Serin10 phosphorylieren, je-
doch scheint nur Aurora B fiir diese Phosphorylierung in vivo notwendig zu sein (Giet et al.,
2002). Dementsprechend ist es moglich die Inhibition der Aurora B-Kinase durch eine Zell-
farbung fir phosphoryliertes Histon H3 (pHiston H3) zu Gberprifen. Die Ergebnisse dieser
Untersuchungen spiegelten jedoch die Resultate des in vitro Testsystems wieder. So zeig-
ten mit Centrocountin 1 behandelte Hela-Zellen eine ebenso intensive Farbung fiir pHis-
ton H3 wie die Kontrollzellen. Auch eine Erhéhung der Substanzkonzentration von 25 auf

50 uM fihrte nicht zu einem Ausbleiben der pHiston H3-Farbung.
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Abbildung 33: Analyse der Aurora B-Aktivitdt in HeLa-Zellen nach der Behandlung mit Centrocountin 1
Hela-Zellen wurden fiir 19 h mit Centrocountin 1 behandelt, anschlieRend mit Permfix fixiert und fur DNA,
a-Tubulin und phosphoryliertes Histon H3 angefarbt. MaRstabsbalken: 10 um.

Im Fall der Polo-like-Kinasen war aullerdem bekannt, dass sie zusatzlich zur N-terminalen
katalytischen Protein-Kinase-Domane eine Phosphopeptid-bindende Doméne, die Polo-
Box-Domane (PBD), aufweisen. Eine Inhibition dieser Domane flihrte zu einer Fehlorientie-
rung der Chromosomen in der Metaphase und zur Aktivierung des Spindel-Kontrollpunktes
(Watanabe et al., 2009). Aufgrund dieser Tatsache wurde eine mégliche Hemmung der
PBD durch die Centrocountine in Zusammenarbeit mit Dr. N. Watanabe und Prof. H. Osada
(ASI, RIKEN, Japan) untersucht. Die Analysen bei einer Centrocountin 1-Konzentration von

20 uM zeigten jedoch keinen Effekt auf die PBD von PLK1.

4.2.2. Proteinbiochemische Untersuchungen verschiedener Zellzyklus-relevanter Pro-

teine

Des Weiteren war von Interesse, ob durch die Behandlung mit Centrocountin 1 die Expres-
sion verschiedener Zellzyklus-relevanter Proteine beeinflusst wird. Das Wissen dariiber
kénnte zur Eingrenzung eines moglichen Zielproteins beitragen. Eines dieser Proteine war

der Tumorsuppressor p53. Dieser unterdriickt die Krebsentstehung durch das Einleiten
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eines Zellzyklus-Arrests oder der Apoptose als Antwort auf diverse zelluldre Stresssignale
(Brady & Attardi, 2010). Die Funktion, den Zellzyklus anhalten zu kénnen, korreliert mit
dem Vermogen als Transkriptionsfaktor zu agieren (Crook et al., 1994). Unter den bislang

WAFL/CIPL 6ine wichtige Rolle fiir den Zellzyklus-Arrest

identifizierten p53 Zielgenen spielt p21
(el-Deiry et al., 1993). p21WAF1/CIP1 ist ein Cyclin-Kinase-Inhibitor, welcher die Aktivierung
des CDK1-Cyclin B-Komplexes verhindert und so zu einem Anhalten des Zellzyklus in der
spaten G2-Phase fihrt (Charrier-Savournin et al., 2004). Der Tumorsuppressor p14*% ist
das alternative Produkt des Leserahmens auf dem INK4A Lokus. Er stabilisiert und aktiviert
p53, indem er an MDM2 bindet, dessen Ubiquitin-Ligase-Aktivitat inhibiert und somit den

ARF

Abbau von p53 verhindert (Balint & Vousden, 2001). Ferner sorgt p14™ in p53- und

WAF1/CIP1

p21 -defizienten Zellen fiir einen Arrest in der spaten G2-Phase und schitzt diese
Zellen vor einer uneingeschrankten Vermehrung (Normand et al., 2005). Diese Feststellung
kénnte besonders im Hinblick auf die genutzten Hela-Zellen interessant sein, da Hela-
Zellen mit humanen Papillomaviren (HPV) infiziert sind. Das virale Onkoprotein E6 flihrt zur
Inaktivierung von p53 durch Bindung an dessen DNA-Binde-Domane und férdert zusatzlich
den Abbau von p53 durch das 265-Proteasom (McCloskey et al., 2010). AuRerdem expri-
mieren Hela-Zellen nur ein geringes basales Niveau an p21WAF1/CIPl (Kralj et al., 2003). Ein
weiterer Tumorsuppressor, welcher eine ausschlaggebende Rolle in der negativen Regula-
tion des Zellzyklus spielt, ist RB (Retinoblastoma Protein) (Giacinti & Giordano, 2006). Das
Tumorsuppressorprotein unterdriickt die Transkription von Genen, welche fiir den Uber-
gang von der G1- zur S-Phase bendtigt werden, durch die Bindung an den E2F-
Transkriptionsfaktor. Es ist somit ein essentieller Bestandteil des Restriktionspunktes. Die
Hemmung von RB erfolgt durch die CDK4/6-Cyclin D vermittelte Phosphorylierung (Giacinti
& Giordano, 2006). Genau wie p53 wird auch RB in Hela-Zellen durch das humane Papil-
lomavirus inaktiviert, wobei dies durch Bindung des Onkoproteins E7 ausgeldst wird
(Minger et al., 2001). Die Immundetektion von p53 und p21WAF1/CIP1 in MCF7 und HCT-116
Zellen (Abbildung 34a-f) konnte zeigen, dass ein erhéhtes Niveau beider Proteine zu ver-
zeichnen ist. Die Signalintensitat von p53 in MCF7-Zellen stieg nach der Behandlung mit 12
UM Centrocountin 1 um etwa das 13-fache an und sank bei Konzentrationen von 25 und

50 puM wieder leicht ab. Die p21"AF/AP!

-Menge stieg bei einer Centrocountin 1-
Konzentration von 12 uM auf das Doppelte an, wahrend héhere Konzentrationen keinen
weiteren Effekt hatten. In HCT-116-Zellen war eine konzentrationsabhangige Zunahme von
p53 bis zu einer Konzentration von 25 uM zu beobachten. Genau wie bei den MCF7-Zellen

war bei 50 uM ein leichter Riickgang zu verzeichnen. Analog zur p53-Proteinmenge ver-
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WAF1/CIP1

hielt sich die Menge von p21 in HCT-116-Zellen. Auch fir die untersuchten Proteine

RB und p14™% konnte in Hela-Zellen eine Hochregulierung festgestellt werden (Abbildung

ARF . .
war ein drastischer

34g-i). FUr RB war diese konzentrationsabhéangig. Im Fall von p14
Anstieg der Signalintensitat bei einer Centrocountin 1-Konzentration von 12 uM zu ver-

zeichnen, welche bei hoheren Konzentrationen wieder leicht abnahm.
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Abbildung 34: Immundetektion Zellzyklus-relevanter Proteine nach der Behandlung mit Centrocountin 1

a| MCF7-Zellen wurden fiir 19 h mit Centrocountin 1 behandelt und anschlieRend lysiert. Die Lysate wurden auf den
gleichen Proteingehalt angepasst und mittels SDS-PAGE (4-20%) getrennt. Danach wurden die Proteine auf eine
PVDF-Membran libertragen. Als spezifische Antikdrper wurden anti-p53, anti—leWAFl/c'P1 und anti-GAPDH als Lade-
kontrolle verwendet. Die sekundéren Antikorper waren an IRDye® 680 oder IRDye® 800CW gekoppelt. b| Die Inten-
sitaten von p53 wurden auf die Signalintensitdat von GAPDH normiert und gegen die Substanzkonzentration aufge-
tragen. c| Die Auswertung der Signalintensitdten von pZIWAFl/CIPl in MCF7-Zellen. d| HCT-116-Zellen wurden fir 19h
mit Centrocountin 1 behandelt und anschlieBend lysiert. Die Lysate wurden auf den gleichen Proteingehalt ange-
passt und in einem SDS-PAGE (4-20%) getrennt. AnschlieRend wurden die Proteine auf einer PVDF-Membran im-
mobilisiert. Als spezifische Antikdrper wurden anti-p53, anti—p21WAF1/CIPl und anti-GAPDH als Ladekontrolle verwen-
det. Die sekundéaren Antikdrper waren mit IRDye680 oder IRDye 800 markiert. e| Die Auswertung der Signalintensi-
tat von p53 in HCT-116-Zellen. f| Die Auswertung der Signalintensitdt von pZIWAFUCIP1 in HCT-116-Zellen. g| Hela-
Zellen wurden fir 19 h mit steigenden Konzentrationen Centrocountin 1 behandelt und lysiert. Der Proteingehalt
der Lysate wurde angeglichen und die Proteine mittels SDS-PAGE (4-20%) getrennt. Danach folgte die Immobilisie-
rung auf einer PVDF-Membran. Als priméare Antikérper dienten ein anti-RB, anti-p14ARF und ein anti-GAPDH Antikor-
per. Die sekundaren Antikdrper waren an eine Meerrettich-Peroxidase gekoppelt. h| Die Auswertung der Signalin-
tensitdt von RB in HelLa-Zellen. i| Auswertung der Signalintensitdt von p14ARF in HelLa-Zellen. Die Auswertung der
Signalintensitaten erfolgte mit Hilfe der Image Studio 1.1 Software.
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4.2.3. Zielprotein-ldentifizierung mittels Affinitétsreinigung

Nachdem mit Hilfe der wissenschaftlichen Hypothesen lediglich Zielproteine ausgeschlos-
sen werden konnten, sollte eine Affinitatsreinigung durchgefiihrt werden. Basierend auf
den Ergebnissen der Struktur-Wirkungs-Beziehung (Kap. 4.1.1) wurden von Dr. Heiko
Diickert verschiedene Affinitatssonden synthetisiert. So wurden als Befestigungspunkt fiir
den Abstandshalter sowohl R' als auch R® gewahlt und die Linge des ,Linkers variierte
von einer einfachen Alkyl-Einheit zu einer Polyethylenglykol-Einheit (Tabelle 5). Fir alle
Molekiile erfolgte zunichst eine Uberpriifung hinsichtlich ihrer Aktivitit in Hela-Zellen.
AulRerdem wurde durch das Lead-Discovery Center die Membranpermeabilitdt der Sonden

mit dem ,Parallel artificial membrane permeability assay” (PAMPA) untersucht (Tabelle 5).

PAMPA

Substanz (R)-Enantiomer (S)-Enantiomer

[% Flux]

34a/b 1.6/4.7

Tabelle 5: Verschiedene synthetisierte Affinitdtssonden

Gezeigt sind die Strukturen der verschiedenen synthetisierten Affinitatssonden sowie die Ergebnisse des PAMPA
(,,Parallel artificial membrane permeability assay”) fir die Molekule. Die Ergebnisse der Zellpermeabilitat sind in %
Flux angegeben. <5 = geringe Permeabilitét, 5-25 = mittlere Permeabilitdt, >25 = hohe Permeabilitat.

Fir keines der synthetisierten Molekiile konnte eine Aktivitat in HeLa-Zellen nachgewiesen
werden. Der Test hinsichtlich der Membranpermeabilitat ergab, dass die Molekiile 32a
und 32b eine mittlere Durchlassigkeit aufwiesen, wahrend 33a/b und 34a/b als imperme-
abel identifiziert wurden. Dementsprechend fiihrte das Anbringen eines Abstandhalters an

Re zu einer Inaktivitat des Molekiils. Daraus resultierend wurden fiir die nachfolgende Affi-
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nitdtschromatographie die Substanzen 33 und 34 verwendet. Zur Identifizierung des Ziel-
proteins wurde eine Kombination aus vergleichender und kompetitiver Methode gewahlt
(Abbildung 5). So wurden zunéachst die vermeintlich aktive Substanz 33a bzw. 34a sowie
das inaktive Analogon 33b bzw. 34b Uber die freie Aminogruppe an eine NHS-aktivierte
Sepharose gekoppelt. Nach Sattigung der freien Bindestellen durch Zugabe eines Tris-
Puffers, wurde die immobilisierte Substanz fiir 1 h mit einem Hela-Lysat inkubiert. Durch
stringentes Waschen wurden unspezifisch gebundene Proteine entfernt. Spezifisch gebun-
dene Proteine wurden durch Zugabe von 1 mM Centrocountin 1 bzw. dem weniger aktiven
(S)-Enantiomer eluiert. Durch eine Methanol/Chloroform-Fallung (Wessel & Flugge, 1984)
konnten die eluierten Proteine konzentriert werden. AnschlieRend erfolgte die Trennung
der Proteine mittels SDS-PAGE. Zur anschlieRenden Massenanalyse wurden die Protein-
banden aus dem Gel herausgeschnitten und (iber Nacht mit Trypsin verdaut. Zur Protein-
Identifikation wurden die tryptischen Peptide durch Dr. Petra Janning und Dipl.-Ing. An-

dreas Brockmeyer mittels nano-HPLC/MS/MS aufgetrennt und analysiert (Abbildung 35).

al
Identifiziertes Protein 33/34a:33/34b
4F2_HUMAN 4F2 cell-surface antigen heavy chain 3:0
NPM_HUMAN Nucleophosmin 3:0
PCBP1_HUMAN | Poly(rC)-binding protein 1 3:0
RU2B_HUMAN | U2 small nuclear ribonucleoprotein B 3.0
b| cl
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Abbildung 35: Ergebnisse der Affinitdtschromatographie fiir die Molekiile 33a und 34a

a| Liste der identifizierten Proteine, welche in drei Affinitdtschromatographien mit dem (R)-Enantiomer des Mole-
kils 33 bzw. 34 jedoch nicht mit dem (S)-Enantiomer gefunden wurden. b| Identifikation von tryptischen Peptiden
mit Hilfe von HPLC-MS/MS. Gezeigt ist ein repdsentatives Massenspektrum mit einer Retentionszeit von 110.36-
113.57 min. Das rote Rechteck markiert den vergroRerten Teil des Spektrums, welcher fir die MS/MS-
Fragmentierung genutzt wurde. ¢| MS/MS Fragmentierung als Beispiel fur die Identifikation des Peptid-Fragmentes
MSVQPTVSLGGFEITPPVVLR, welches charakteristisch fir das humane Nucleophosmin ist. Die y-Serie (geladene
Peptid-Fragmente am C-Terminus (Roepstorff Nomenklatur)) und zwei in hohem MaRe vorhandene Peptid-
Fragmente der b-Serie (geladen am N-Terminus) sind rot markiert.
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Die Datenanalyse erfolgte mit der SwissProt Datenbank (Version 56.7) unter Verwendung
des MOWSE Algorithmus (Perkins et al., 1999). Als Signifikanz-Grenzwert wurde p<0.001
gewahlt. Abbildung 35a zeigt die identifizierten Zielproteine aus drei unabhangig durchge-
fuhrten Experimenten. Ein reprasentatives Massenspektrum, sowie die MS/MS-
Fragmentierung, welche beispielhaft flr das Peptid MSVQPTVSLGGFEITPPVVLR aus huma-
nem Nucleophosmin ist, sind in Abbildung 35b und c dargestellt. Die Auswertung der ein-
zelnen Experimente ergab, dass in allen drei unabhangigen Experimenten lediglich vier
Proteine identifiziert werden konnten, welche an das (R)-Enantiomer (33a/34a) jedoch
nicht an das (S)-Enantiomer (33b/34b) gebunden hatten. Hierbei handelte es sich um 4F2
(,4F2 cell-surface antigen heavy chain“), NPM (Nucleophosmin), PCBP1 (,,Poly(rC)-binding

protein 1“) und RU2B (,,U2 small nuclear ribonucleoprotein B).

4.3. Validierung von Nucleophosmin

Nach der erfolgten Zielprotein-ldentifizierung wurde zundchst eine Literaturrecherche
durchgefiihrt, um eine mogliche Verbindung der detektierten Proteine mit dem beobach-
teten Phanotyp zu finden. Dabei ergab sich, dass eine Stérung des nukleolaren Phos-
phoproteins Nucleophosmin (NPM) durch RNA-Interferenz (RNAi) zu einem mitotischen
Arrest fihrt. Des Weiteren sind Defekte bei der Chromosomen-Anordnung, dem Aufbau
der Mitose-Spindel und der Centrosomen sowie der Kinetochor-Mikrotubuli-Anhaftung zu
beobachten (Amin et al., 2008). Ein weiterer interessanter Aspekt war die Verbindung von
Nucleophosmin zu dem nuklearen Export-Rezeptor CRM1. Wird dieser durch Leptomycin B
gehemmt, entstehen Uberzédhlige Centrosomen und multipolare Spindeln (Kudo et al.,,
1999). Da die anderen identifizierten Proteine zum einen keinen Zusammenhang zu dem
durch Centrocountin induzierten Phanotyp aufwiesen, zum anderen durch statistische
Auswertungen aller in der Abteilung durchgefiihrten Affinitatsreinigungen als unspezifi-
sche Binder ausgemacht wurden, sollte im weiteren Verlauf NPM als mogliches Zielprotein
bestatigt werden. Des Weiteren war von Interesse, ob Centrocountin moéglicherweise den

Komplex aus NPM und CRM1 beeinflusst.

4.3.1. Immundetektion identifizierter Zielproteine

Zur Validierung von NPM als Zielprotein sollte dieses zunachst nach erfolgter Affinitats-

chromatographie mit Hilfe spezifischer Antikérper nachgewiesen werden. Mit der gleichen
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Methode sollte ebenfalls herausgefunden werden, ob auch CRM1 bzw. der NPM-CRM1-
Komplex im Rahmen der Affinitatsreinigung gebunden wird. Ebenso sollte eine konzentra-
tionsabhdngige Kompetition der beiden Proteine gezeigt werden. Hierzu wurde eine modi-
fizierte Affinitatsreinigung durchgefiihrt, bei der die verwendeten Zelllysate mit unter-
schiedlichen Konzentrationen von Centrocountin 1 vorinkubiert wurden. Dieser Uber-
schuss an Centrocountin 1 sollte dazu fiihren, dass die Zielproteine bereits im Lysat ge-
bunden werden, bevor sie die Moglichkeit haben, an die Affinitdtssonde zu binden. Nach
erfolgter Affinitatsreinigung wurden die gebundenen Proteine durch Aufkochen der Se-
pharose in SDS-Probenpuffer eluiert. Die Proben wurden dann mittels SDS-PAGE getrennt,
auf eine PVDF-Membran Ubertragen und die Proteine von Interesse mittels spezifischer
Antikorper gegen NPM und CRM1 detektiert (Abbildung 36). Genau wie bei der Affinitats-
reinigung zur Massenanalyse wurde auch dieser Versuch mit der vermeintlich aktiven Sub-
stanz 34a (Abbildung 36a) und als Kontrolle mit dem vermeintlich inaktiven Enantiomer
34b (Abbildung 36b) durchgefiihrt. Dementsprechend wurde zur Verdrangung der Protei-

ne in der ,Negativ-Kontrolle” das (S)-Enantiomer von Centrocountin 1 eingesetzt.

a| Affinitatschromatographie mit Substanz 34a || b| Affinitdtschromatographie mit Substanz 34b

Verdrangung mit Verdrangung mit
Centrocountin 1 (S)-Enantiomer

D
N AN A N A )

NPM o & . *. NPM

Abbildung 36: Validierung der Proteine NPM und CRM1 mittels Immundetektion

a| Das Molekiil 34a wurde an einer NHS-Sepharose immobilisiert und mit einem Hela-Lysat inkubiert. Alternativ
wurden die Lysate mit steigender Konzentration an Centrocountin 1 vorinkubiert, um so eine Kompetition des ge-
bundenen Proteins zu bewirken. b| Das Molekil 34b wurde an einer NHS-Sepharose immobilisiert und mit einem
Hela-Lysat inkubiert. Alternativ wurden die Lysate mit steigender Konzentration des (S)-Enantiomers von Cen-
trocountin 1 vorinkubiert, um so eine Kompetition des gebundenen Proteins zu bewirken. Die gebundenen Proteine
wurden bei a| und b| durch Aufkochen der Sepharose eluiert und mittels SDS-PAGE getrennt. Nach erfolgter Uber-
tragung der Proteine auf eine PVDF-Membran wurden CRM1 und NPM mit spezifischen Antikérpern nachgewiesen.
Die sekundaren Antikorper waren an eine Meerrettich-Peroxidase gekoppelt und die Detektion erfolgte mit Hilfe

des SuperSigna|® West Femto Reagenz auf einem Rontgenfilm.
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Die Kompetition von CRM1 und NPM durch einen Uberschuss von Centrocountin 1 im Zell-
lysat konnte erfolgreich nachgewiesen werden. So fiihrte eine steigende Konzentration
von Centrocountin 1 im Zelllysat zu einer geringeren Intensitdt der nachgewiesenen Prote-
ine. Sowohl bei CRM1, als auch bei NPM reichte eine Substanzkonzentration von 125 uM
aus, um die Bindung des Proteins an das immobilisierte Molekil zu verhindern. Allerdings
konnten NPM und CRM1 auch in der Affinitditschromatographie mit der ,Negativ-
Kontrolle” nachgewiesen werden. Weiterhin zeigte eine Verdrangung mit dem
(S)-Enantiomer ebenfalls einen konzentrationsabhéngigen Effekt. Allerdings war eine Ver-
drangung von NPM hier erst bei einer Konzentration des (S)-Enantiomers von 375 uM er-
folgreich und im Fall von CRM1 konnte keine vollstdndige Verdrangung nachgewiesen
werden. Eine Uberpriifung der Substanzen in einem HPLC-Experiment ergab, dass eine
partielle Racemisierung der Molekiile stattgefunden hatte (Dickert, 2011), so dass die
beobachteten Bindungen an das (S)-Enantiomer durch eine Verunreinigung mit dem akti-

ven (R)-Enantiomer erkldrt werden konnten.

4.3.2. Fluoreszenz-gekoppelte in vivo Bindungsstudien

Eine Moglichkeit, eine Bindung zwischen Centrocountin und den identifizierten Proteinen
in vivo nachzuweisen, bestand in der Durchfiihrung der Fluoreszenz-Lebensdauer-
Mikroskopie (FLIM). Hierzu wurde zunéachst von Dr. Heiko Diickert eine mit Cy3 modifizier-
te Substanz synthetisiert (Abbildung 37a). Genau wie bei den Affinitdtssonden konnte auch
hier eine partielle Racemisierung der enantiomerenreinen Substanzen beobachtet werden
(Duckert, 2011), so dass im Folgenden nicht mit einem reinen Enantiomer gearbeitet wer-
den konnte. Analog zur Affinitdtsreinigung musste auch hier untersucht werden, inwiefern
diese Substanz zellpermeabel ist. Dies wurde durch Inkubation der Substanz 35 mit Hela-
Zellen getestet (Abbildung 37b). Da die Aufnahmen von Substanz 35 die Lokalisierung an
das endoplasmatische Retikulum (ER) vermuten lieBen, wurde dies durch die Verwendung
eines ER-Markers (iberpriift. Die Uberlagerung der beiden Bilder konnte die anfingliche
Vermutung bestdtigen. Des Weiteren wurden verschiedene fluoreszierende Fusionskon-
strukte von Nucleophosmin hergestellt. So wurde die NPM-Sequenz mittels PCR aus dem
pOTB7-Plasmid amplifiziert und gleichzeitig Schnittstellen fiir Hindlll und BamHI bzw. Xhol
und BamHI| eingefligt. Die NPM-cDNA wurde dann in pECFP-N1 bzw. pECFP-C1 und pEYFP-
N1 ligiert. Ein NPM-Konstrukt mit einem C-terminalen mCitrine wurde im Rahmen dieser

Arbeit von der Dortmund Protein Facility (DPF) hergestellt. Zur Konstruktion eines EYFP-
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CRM1 wurden die Plasmide pET3a/CRM1 und pEYFP-C1 mit den Restriktionsenzymen Ndel
bzw. BspEl geschnitten. Die 5'-Enden wurden mit Hilfe des Klenow-Fragmentes aufgefillt,
um glatte Enden zu erzeugen. AnschlieBend wurden beide Plasmide mit BamHI geschnit-
ten und die CRM1-cDNA in den pEYFP-C1 Vektor ligiert. Die verschiedenen DNA-

Konstrukte wurden in Hela-Zellen transfiziert.

a

CO,Me
CO,Me

Substanz 35 Uberlagerung

Abbildung 37: Analyse der zelluldaren Lokalisation des Cy3-modifizierten Centrocountins 35

a| Struktur des Cy3-modifizierten Centrocountins 35. b| HeLa-Zellen wurden tiber Nacht mit 1 uM Substanz 35 inku-
biert. Vor dem Fixieren wurden die Zellen fiir eine halbe Stunde bei 37 °C mit einem ER-Marker behandelt. MaR-
stabsbalken: 20 um

Die Fluoreszenz-Lebensdauer der markierten Proteine von Kontrollzellen und Zellen, die 1
h lang mit 1 uM Substanz 35 behandelt wurden, wurde mit Hilfe eines Olympus Fluoview
1000 Mikroskops, ausgestattet mit einem ,compact lifetime” und , FCS uprade kit” flr La-
ser Scanning Mikroskope, bestimmt. Die Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe der Sym-
PhoTime v5.12 Software (Abbildung 38). Die Ergebnisse der FLIM-Messungen zeigten fiir
alle verwendeten Fusionsproteine einen Riickgang der Fluoreszenz-Lebensdauer nach der
Inkubation mit Substanz 35. Diese Abnahme ist auf einen Forster-Energie-Resonanz-
Transfer (FRET) zwischen dem Donor ECFP, EYFP bzw. Citrine und dem Akzeptor Cy3, zu-
rickzufihren. Obwohl der Unterschied zwischen den Kontrollen und den behandelten
Zellen jeweils nur etwa 0.1 ns betrug, konnten diese Ergebnisse durch einen Zweistichpro-

ben-t-Test als statistisch signifikant bestatigt werden.
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Abbildung 38: In vivo Bindungsstudien von Centrocountin 35 und NPM bzw. CRM1 mittels FLIM

a| Beispielhafte Aufnahmen der Lebensdauer von EYFP-CRM1 und NPM-mCitrine in Hela-Zellen. Hela-Zellen wur-
den mit EYFP-CRM1 und NPM-mCitrine transfiziert. 24 h spater wurde die Lebensdauer der Fluorophore bestimmt,
bzw. die Zellen mit 2.5 uM Molekil 35 behandelt und anschlieRend die Lebensdauer bestimmt. b| Repradsentative
Auswertung drei unabhdngig voneinander durchgefiihrter Experimente. Das Balkendiagramm zeigt die gemittelte
Fluoreszenz-Lebensdauer der jeweiligen Fluorophore aus 10 verschiedenen Zellen + Standardabweichung. Die Signi-
fikanz der gemessenen Werte wurde mit Hilfe eines Zweistichproben-t-Tests bestimmt. * = p<0.005, ** = p<0.001.

4.3.3. Fluoreszenz-gekoppelte in vitro Bindungsstudien

Eine Moglichkeit die Bindung von Centrocountin 35 an NPM bzw. CRM1 in vitro zu analy-
sieren und die Dissoziationskonstante (Kp) fir die Bindung an die Proteine zu bestimmen,
bot die Methode der Fluoreszenz-Polarisation (FP). Fluoreszenz-Polarisation nutzt linear
polarisiertes Anregungslicht und misst den Grad der Polarisation des emittierten Lichts.
Die Polarisation steigt mit abnehmender molekularer Rotation. Diese korreliert bei einer
niedermolekularen Verbindung mit deren Bindung an ein Makromolekiil (Jameson &
Mocz, 2005). Um diese Bindungsanalyse durchzufiihren, mussten zunéchst His-NPM und
CRM1 exprimiert und gereinigt werden, welche dann gegen die fluoreszierende Kompo-
nente, Substanz 35, titriert wurden (Abbildung 39). Mit Hilfe der FP konnte eine Bindung
sowohl von His-NPM als auch von CRM1 an Substanz 35 gezeigt werden (Abbildung 39a).
Mittels folgender Formel (Kenakin, 1993)

(L+R+Kp)—J[(L+R+Ky)2—4xL=*R]
2 *L

F :Fmin_(Fmin_Fmax)*

konnten Kp-Werte von 8.5 uM + 1.5 fiir CRM1 und 17.4 pM = 1.6 fir His-NPM ermittelt
werden. Da Aufgrund der zelluldaren Aktivitat von Centrocountin 1 im niedrigen UM Bereich
ein geringerer Kp-Wert erwartet wurde, lag die Vermutung nahe, dass eventuell eine zu-
satzliche unspezifische Bindung der Proteine allein an den Cy3-Farbstoff stattfand

(Abbildung 39b).
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Abbildung 39: In vitro Bindungsstudien von Substanz 35 und NPM bzw. CRM1 mittels FP

a| Bindung von His-NPM und CRM1 an Substanz 35. Zur Ermittlung der Bindungskurven wurde 1 uM Substanz 35
vorgelegt und His-NPM bzw. CRM1 hinzu titriert. Die Polarisation wurde bei einer Anregung von 553 nm und einer
Emission von 565 nm gemessen. Fir jeden Datenpunkt wurden 15 Messungen durchgefiihrt und gemittelt. Die
gemessenen Werte aus drei unabhdngigen Versuchen wurden gemittelt und die Standardabweichung bestimmt.
Eine Kp-Berechnung mit Hilfe der GraFit 5 Software ergab 8.5 uM £ 1.5 fir CRM1 und 17.4 uM % 1.6 fir NPM. b|
Bindung von His-NPM und CRM1 an Cy3. Zur Ermittlung der Bindungskurven wurde 1 uM Cy3 vorgelegt und His-
NPM bzw. CRM1 hinzu titriert. Die Polarisation wurde bei einer Anregung von 553 nm und einer Emission von 565
nm gemessen. Fir jeden Datenpunkt wurden 15 Messungen durchgefiihrt und gemittelt. Fiir CRM1 konnte ein Kp-
Wert von 42.2 uM % 14.8 und fiir NPM ein Wert von 52 uM + 5.3 berechnet werden.

Daher wurde dies anschlieRend Uberprift. Die Messungen zeigten, dass auch eine schwa-
chere Bindung der Proteine an Cy3 vorlag. Eine Berechnung der Kp-Werte ergab 42.2 uM *
14.8 im Fall von CRM1 und 52 pM * 5.3 fiir His-NPM.

4.3.4. Einfluss von Centrocountin 1 auf die Sekunddrstruktur von NPM bzw. CRM1

Um festzustellen, ob die Bindung von Centrocountin 1 an die Proteine NPM und CRM1
moglicherweise eine Veranderung derer Sekundarstruktur hervorruft, wurde diese mit
Hilfe der Zirkulardichroismus-Spektroskopie (CD-Spektroskopie) analysiert (Kap. 3.3.17).
Hierzu wurden zunachst das pET3a-CRM1 Plasmid und das pET19b-NPM Plasmid in E. coli
exprimiert und anschlielend gereinigt. Die Messung der CD-Spektren erfolgte in 10 mM
NaP;-Puffer pH 7.0 Uber einen Wellenldangenbereich von 175-260 nm. Jede Messung stellt
10 Akkumulationen dar (Abbildung 40). Die gemessenen Daten wurden mit Hilfe von Dich-
roWeb (Whitmore & Wallace, 2008) analysiert. Zur Berechnung der Sekundar-Struktur
wurde die CDSSTR Methode (Compton & Johnson, 1986) angewandt. Die ermittelten Wer-
te finden sich in Tabelle 6. Die berechneten Werte fiir NPM zeigen einen erhdhten Anteil
von a-Helices nach der Bindung an Centrocountin. So ist der Anteil hier etwa zweimal so
hoch wie bei His-NPM allein bzw. nach Zugabe des Losungsmittels Trifluorethanol (TFE)

allein.
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Abbildung 40: Einfluss von Centrocountin 1 auf die Sekundarstruktur von NPM bzw. CRM1

Zur Messung der CD-Spektren wurden 2 uM der Proteine NPM bzw. CRM1 in 10 mM NaP-Puffer pH 7.0 verwendet.
Die Aufnahme der Spektren erfolgte lber einen Wellenldngenbereich von 175-260 nm. a|] CD-Spektren des Puffers,
von Centrocountin 1, His-NPM allein, His-NPM + TFE und His-NPM + Centrocountin 1. Die Daten sind das Ergebnis
einer zehnfachen Akkumulation. b| CD-Spektren des Puffers, von Centrocountin 1, CRM1 allein, CRM1 + TFE und
CRM1 + Centrocountin 1. Die Daten sind das Ergebnis einer zehnfachen Akkumulation.

Gleichzeitig ist ein Riickgang der B-Faltblatt Strukturen zu messen und der Anteil der B-
Schleifen steigt um 10% an. Im Fall von CRM1 sind keine groBeren Schwankungen der ver-
schiedenen Bestandteile zu verzeichnen. Allgemein zeigen alle Messungen einen recht
hohen Anteil an ungeordneten Elementen. Zusammenfassend deuten die Messungen da-
rauf hin, dass die Bindung von Centrocountin 1 an NPM eine strukturelle Verdanderung des

Proteins zur Folge hat.
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B- B-

ungeordnet
Helix, Faltblatt; Faltblatt, Schleife

NPM 7 1 24 11 15 42
NPM + TFE 4 4 26 11 19 35
NPM + 10 uM

11 6 12 7 25 39
Centrocountin
CRM1 6 0 18 12 19 41
CRM1 + TFE 4 6 20 12 24 33
CRM1 + 10 pM

4 8 23 12 23 31

Centrocountin

Tabelle 6: Berechnung der Sekundérstruktur-Anteile von NPM bzw. CRM1 mittels DichroWeb (Whitmore &
Wallace, 2008)

Zur Berechnung der Sekundar-Struktur wurde die CDSSTR Methode (Compton & Johnson, 1986) angewandt. Die
Tabelle zeigt den prozentualen Anteil der verschiedenen Bestandteile der Sekundarstruktur. a-Helix;: reguldre a-
Helix, a-Helix,: verdrehte a-Helix, B-Faltblatt;: reguldres B-Faltblatt, B-Faltblatt,: verdrehtes B-Faltblatt.

4.3.5. Funktionelle Untersuchungen von NPM und CRM1

Zur Uberpriifung des Einflusses der Centrocountine auf die Funktion von NPM sollte getes-
tet werden, ob die Behandlung mit Centrocountin 1 eventuell zu einer verdanderten Lokali-
sation des Proteins fiihrt. Hierzu wurde zum einen ein spezifischer Antikorper gegen NPM
genutzt, um behandelte, fixierte Hela-Zellen anzufarben. Zum anderen wurde das herge-
stellte ECFP-NPM Konstrukt verwendet. Dieses wurde in Hela-Zellen transfiziert, und die
Zellen wurden anschliefend mit Centrocountin 1 behandelt und mit Permfix fixiert. So-
wohl die Farbung von NPM mittels eines spezifischen Antikérpers (Abbildung 41a), als
auch der Einsatz des ECFP-NPM-Konstrukts (Abbildung 41b), zeigten eine hauptsachliche
Lokalisation von NPM in den Nukleoli. Ein Unterschied zwischen der DMSO-Kontrolle und
den mit Centrocountin 1 behandelten Zellen war nicht zu beobachten. Mit Hilfe des spezi-
fischen Antikorpers konnte NPM aulRerdem an der mitotischen Spindel nachgewiesen
werden, wenn auch nur mit geringer Intensitat. Doch auch diese Farbung war weiterhin in

behandelten Zellen zu verzeichnen.
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Abbildung 41: Einfluss von Centrocountin 1 auf die Lokalisierung von NPM in HeLa-Zellen

a| HelLa-Zellen wurden fiir 19 h mit 25 uM Centrocountin 1 behandelt. AnschlieBend folgten die Fixierung mit Perm-
fix sowie die Anfarbung von DNA, NPM und a-Tubulin mit Hoechst 33342 bzw. spezifischen Antikdrpern. MaRstabs-
balken: 20 um. b| Hela-Zellen wurden mit dem ECFP-NPM Konstrukt transfiziert und anschlieRend mit Centrocoun-
tin 1 behandelt. Nach der Fixierung der Zellen mit Permfix wurden diese mit einem spezifischen Antikorper fir a-
Tubulin angefarbt. MaRstabsbalken: 20 um.

Um den Einfluss von Centrocountin 1 auf die Export-Funktion von CRM1 zu untersuchen,
wurde der CRM1-abhéngige Export des Ran-bindenden Proteins (RANBP1) analysiert. Hier-
zu wurden Hela-Zellen fur 19 h mit Centrocountin 1 behandelt, anschliefend fixiert und
die DNA mit Hoechst 33342 sowie RANBP1 mit einem spezifischen primaren und einem
fluoreszenzmarkierten sekundaren Antikorper angefarbt. Als Kontrolle wurden die Zellen
aullerdem fir 1 h mit 10 nM Leptomycin B, einem bekannten Inhibitor von CRM1, behan-

delt (Abbildung 42).
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Abbildung 42: Einfluss von Centrocountin 1 auf den nuklearen Export von RANBP1 durch CRM1 in Hela-Zellen
Hela-Zellen wurden fir 1h mit 10 nM Leptomycin B bzw. fiir 19 h mit 25 uM und 50 uM Centrocountin 1 behandelt.
Die DNA der fixierten Zellen wurde mit Hoechst 33342 angefdrbt, RANBP1 mit einem spezifischen Antikérper aus
Kaninchen. Mal3stabsbalken: 20 pm.

Die Zellfarbung konnte zeigen, dass bei einer Substanzkonzentration von 25 uM kein Effekt
auf die nukleare Export-Funktion von CRM1 ausgelibt wird, da RANBP1 hauptsachlich ins
Zytoplasma lokalisiert. Bei einer Konzentration von 50 uM war eine Hemmung des nuklea-
ren Exports von RANBP1 zu erkennen, welche zu einer Anhdaufung von RANBP1 im Kern
und einer Abnahme von RANBP1 im Zytoplasma fihrte. Ein Vergleich mit der Leptomycin
B-Kontrolle verdeutlichte jedoch, dass noch keine vollstandige Inhibition vorlag. Zusatzlich
zu den immunzytochemischen Untersuchungen wurde die Proteinmenge der beiden Pro-
teine Uberpriift. HelLa-Zellen wurden fiir 19 h mit ansteigender Konzentration an Cen-
trocountin 1 behandelt und anschlieRend lysiert. Im Falle von NPM wurden die Lysate in
eine Kern- und eine Zytoplasma-Fraktion getrennt, um so moglicherweise auf eine veran-

derte Lokalisation oder eine veranderte Zellkompartiment-spezifische Proteinmenge
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schliefen zu kénnen. Die Proteine wurden in 4-20%igen Gradientengelen aufgetrennt und
anschlieBend auf eine PVDF-Membran (bertragen. Als Ladekontrolle fiir Zytoplasma bzw.
Kernextrakte wurden GAPDH und Histon H3 verwendet. AuRerdem wurde der Gehalt an
phosphoryliertem Histon H3 (pHiston H3) nachgewiesen, um einen erhdhten Anteil von

mitotischen Zellen nachzuweisen (Abbildung 43).
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Abbildung 43: Analyse des Protein-Niveaus von NPM und CRM1 nach der Behandlung mit Centrocountin 1
Hela-Zellen wurden fiir 19 h mit steigenden Konzentrationen an Centrocountin 1 behandelt und anschlieRend
lysiert. Die Trennung der Proteine erfolgte in 4-20%igen Gradientengelen. Nach der Ubertragung der Proteine auf
eine PVDF-Membran erfolgte die Detektion der verschiedenen Proteine mit spezifischen primaren Antikorpern. Als
sekundére Antikorper dienten Antikorper, welche mit einem IRDye® gekoppelt waren. a| Immundetektion von NPM,
pHiston H3 und Histon H3 in Kernextrakten von Hela-Zellen. b| Immundetektion von NPM und GAPDH in Zytoplas-
ma Extrakten von Hela-Zellen. ¢| Immundetektion von CRM1 und GAPDH in Hela Lysaten.

Auch im Rahmen der Westernblot-Analyse konnte keine veranderte Lokalisation von NPM
gezeigt werden. Auffallend war jedoch das Auftauchen bzw. die hdhere Intensitdt einer
zweiten Bande, welche etwas hdher als die NPM-Bande lief. Durch die simultane Farbung
von pHiston H3 konnte festgestellt werden, dass die erhohte Intensitdt dieser Bande mit
dem vermehrten Auftreten von mitotischen Zellen in Verbindung stand. Da NPM verschie-
denen posttranslationalen Modifikationen unterlauft, konnte es sich bei dieser zusatzli-
chen Bande um eine Phosphorylierung, Sumoylierung oder Ubiquitinierung handeln. Fir

CRM1 konnte ein leichter Anstieg der Proteinmenge detektiert werden.
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5. Diskussion

Ausgangspunkt dieser Arbeit war ein vorwarts-gerichteter chemisch-genetischer Ansatz
bei dem das Zytoskelett und die DNA von BSC-1-Zellen angefarbt wurden. Hierbei wurden
Molekiile aus einer Indolochinolizin-Substanzbibliothek als mégliche Zellzyklus-Inhibitoren
identifiziert (Menninger, 2009). Diese, Centrocountin genannten Substanzen, fihrten zu
multipolaren mitotischen Spindeln und einer verlangerten Zellteilung. In ersten Analysen
konnte eine Hemmung der Tubulin-Polymerisation in vitro ausgeschlossen werden. Dies
war von besonderem Interesse, da zahlreiche bislang in der Klinik genutzte anti-mitotische
Wirkstoffe Tubulin zum Ziel haben. Daher handelte es sich bei Centrocountin 1 um einen
neuen Inhibitor der Zellteilung und eine Identifizierung des Zielproteins bzw. der Zielprote-

ine war von grofem Interesse.

5.1. Phdnotypische Analysen

Die in dieser Arbeit durchgeflihrten Analysen konnten zunachst zur detaillierten Charakte-
risierung des von Centrocountin 1 induzierten Phanotyps beitragen. So konnte in Hela-
Zellen mit Histon H2B-mCherry und B-Tubulin-GFP bereits bei einer Substanzkonzentration
von 1.5 uM ein Anstieg der Zellen mit fehlorientierten Chromosomen in der Metaphase
detektiert werden. Eine Steigerung der Konzentration fihrte auch zu einem erhdéhten An-
teil an Zellen mit einem Defekt in der Ausbildung der Metaphaseplatte. Erst bei einer Cen-
trocountin 1-Konzentration von 50 uM war eine Anreicherung von mitotischen Zellen mit
multipolaren Spindeln zu beobachten. Hochaufgeléste Lebendzell-Mikroskopie-
Aufnahmen von U20S-a-Tubulin-mCherry Zellen konnten zeigen, dass die Zellen nach Sub-
stanzbehandlung zunachst eine bipolare Spindel ausbildeten und erst im Verlauf der Mito-
se zusatzliche Spindelpole auftauchten, die abschlieRend zu multipolaren Teilungen fiihr-
ten. Diese Beobachtung lieR vermuten, dass es moglicherweise zu einer Centrosomen-
Uberduplikation kommt. Eine andere Méglichkeit wére eine Centrosomen-Fragmentierung
in der Mitose. Hierzu wiirde auch die festgestellte unterschiedliche Zusammensetzung der
multipolaren Spindelpole passen. So wiesen einige Pole eine Farbung fir B-Tubulin, y-
Tubulin und CEP135 auf, wahrend bei anderen eine centriolare Farbung fehlte und zusatz-
lich auch acentrosomale Pole detektiert werden konnten. Die Auflosung der Immunfluo-
reszenz-Aufnahmen lieferte keinen Aufschluss dariiber, ob die Pole jeweils nur eine oder

zwei Centriolen beinhalteten. Die Defekte in der Chromosomen-Anordnung und beim Auf-
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bau der bipolaren Spindel fliihrten zur Aktivierung des Spindel-Kontrollpunktes. Dies wurde
durch einen hdéheren BUB1-Gehalt der mit Centrocountin 1 behandelten Hela-Zellen
nachgewiesen. Eine Untersuchung des Interkinetochor-Abstandes zeigte, dass der Anstieg
der BUB1-Konzentration auf eine fehlende Spannung zwischen Kinetochoren und Mikro-
tubuli zurlickzufiihren war, was wiederum einen mitotischen Arrest zur Folge hatte. Dieser
konnte mittels Durchflusszytometrie von mit Propidiumiodid und pHiston H3 gefarbten
Hela-Zellen belegt werden. Auch die Lebendzell-Mikroskopie von Hela Histon H2B-GFP
Zellen zeigte eine verlangerte Mitose. Nach einer Behandlung mit Centrocountin 1 war die
Dauer der Zellteilung im Gegensatz zu Kontrollzellen etwa sechsmal so lang. Ein interes-
santer Mechanismus, welcher eine Verbindung zwischen den einzelnen Beobachtungen
herstellen kénnte, wurde in CHO (,,Chinese Hamster Ovary“)-Zellen beschrieben (Hut et al.,
2003). So konnte gezeigt werden, dass Zellen mit unvollstandig replizierter oder bescha-
digter DNA bei gleichzeitigem Vorhandensein eines defekten G2/M-Kontrollpunktes, wah-
rend der Mitose zusatzliche Centrosomen-ahnliche Strukturen ausbildeten. Des Weiteren
wurde festgestellt, dass es sich bei diesen Strukturen, um eine Fragmentierung der beste-
henden Centrosomen handelte und jeder dieser Pole nur eine Centriole enthielt. Diese
zusatzlichen Centrosomen-Strukturen flhrten zur Ausbildung von multipolaren Spindeln.
Zwar kam es zu einer verzogerten Mitose, der Fortgang des Zellzyklus war jedoch nicht
blockiert, so dass die Tochterzellen entweder nach der Cytokinese starben, mehrkernige
Zellen gebildet wurden oder mehrere Tochterzellen entstanden. AuRerdem konnte gezeigt
werden, dass die zusatzlichen Centrosomen nicht durch die verlangerte Mitose gebildet
wurden, sondern direkt auf die beschadigte DNA zurlickzufiihren waren. So wére es denk-
bar, dass Centrocountin 1 durch Bindung an NPM DNA-Schaden hervorruft. Ein gleichzeitig
geschwachter G2/M-Kontrollpunkt, wirde den Eintritt in die Mitose zulassen. Die gescha-
digte DNA kdnnte dann wie oben beschrieben zu zusatzlichen Centrosomen und multipola-
ren Teilungen fiihren (Abbildung 46).

Ein Rickgang der Zellproliferation von mit Centrocountin 1 behandelten Hela-Zellen nach
19 h war auf das Anhalten des Zellzyklus sowie die einsetzende Apoptose zuriickzufiihren.
Ein wichtiger Punkt in der Entwicklung eines Wirkstoffes ist, ob die induzierten Effekte
zelltypspezifisch oder zumindest nur in Krebszellen zu beobachten sind. Aus diesem Grund
wurden weitere Krebszelllinien sowie eine nicht-transformierte Linie auf den beschriebe-
nen Phanotyp hin untersucht. Die fehlorientierten Chromosomen und die zusatzlichen
Spindelpole waren nicht nur in HelLa-Zellen zu beobachten, sondern auch in den acht wei-

teren getesteten Zelllinien. Dies zeigte, dass es sich nicht um einen zelltypspezifischen Ef-
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fekt handeln konnte. Da auch die nicht transformierte Zelllinie BSC-1 diesen Phanotyp
aufwies, konnte zusatzlich ausgeschlossen werden, dass lediglich Krebszellen auf die Be-
handlung mit Centrocountin 1 reagierten. Interessanterweise war zwar bei allen geteste-
ten Zelllinien ein Defekt bei der Ausbildung der Metaphaseplatte und der Spindel zu be-
obachten, die Reaktion auf diese Defekte war jedoch innerhalb der Zelllinien unterschied-
lich. So zeigten die Brustkrebszellen MCF7 einen Anstieg der Apoptose und eine verringer-
te Zellproliferation, jedoch keinen Arrest in der G2/M-Phase. Bei der Darmkrebslinie
SW480 war kein Einfluss auf Apoptose und Zellproliferation zu verzeichnen. Allerdings
konnten ein mitotischer Arrest und ein Anstieg des Anteils der Zellen mit einem geringeren
DNA-Gehalt als 2N beobachtet werden. Die Darmkrebslinie HT29 hingegen zeigte bei einer
Centrocountin 1-Konzentration von 50 uM eine deutlich erh6hte Caspase-3/7-Aktivitat
sowie einen Arrest in der G2/M-Phase. Bei 25 uM Centrocountin 1 war kein Arrest zu be-
obachten, jedoch ein Anstieg der Zellen mit einem DNA-Gehalt von >4N. Die Zellprolifera-
tion war bei jeder getesteten Konzentration unverdndert. In den Prostatakrebszellen PC3
waren eine konzentrationsabhangige Erhéhung der Apoptose sowie ein leichter Riickgang
der Zellproliferation zu verzeichnen. Die Analyse der Zellzyklus-Phasen ergab einen héhe-
ren Anteil an Zellen mit einem DNA-Gehalt >4N. Die aus einem Osteosarkom isolierten
Saos-2-Zellen reagierten bei 50 uM Centrocountin mit einer gesteigerten Caspase-3/7-
Aktivitdt und mit einer Verringerung der Zellproliferation, welche bereits bei niedrigen
Substanzkonzentrationen beobachtet werden konnte. Des Weiteren konnte eine geringe
Ansammlung der Zellen mit einem DNA-Gehalt von 4N festgestellt werden. Bei der nicht-
transformierten BSC-1-Zelllinie konnten eine konzentrationsabhdngige gesteigerte Caspa-
se-3/7-Aktivitdt sowie eine verminderte Zellproliferation festgestellt werden. Ein durch
Centrocountin 1 verursachter Einfluss auf den Zellzyklus war nicht zu beobachten. Die un-
tersuchten Darmkrebszellen HCT-116 zeigten eine Erh6hung der Apoptose und einen ext-
remen Rickgang der Zellproliferation bis auf 40%. Der Zellzyklus blieb auch hier unbeein-
flusst. Die gleiche Zelllinie jedoch als p53-defiziente Variante zeigte in Abhangigkeit von
der steigenden Substanzkonzentration einen Anstieg der Apoptose sowie eine verringerte
Zellproliferation. Ebenso bewirkte Centrocountin 1 hier einen geringen Arrest in der G2/M-
Phase. Eine Mdglichkeit fir die fehlende Detektion eines Zellzyklus-Arrests in den meisten
Zelllinien kdnnte in deren unterschiedlichen Verdoppelungs-Zeiten liegen. Bei der Behand-
lung von Hela-Zellen war ein deutlicher G2/M-Arrest bereits nach 19 h zu verzeichnen, so
dass dieser Fixierungszeitpunkt auch fir alle weiteren getesteten Zellen gewahlt wurde.

Hela-Zellen benotigen fiir das Durchlaufen eines Zellzyklus etwa 24 h, wahrend PC3- und
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Saos-2-Zellen lGber 35 h bendtigen. So kdnnte es sein, dass ein Anhalten des Zellzyklus hier
besser zu einem spateren Zeitpunkt festgestellt werden kénnte. Die BSC-1-und HCT-116-
Zelllinie haben einen Generationszyklus von 16-18 h, was dazu beitragen kdnnte, dass ein
mitotischer Arrest hier bereits einige Zeit vor der Fixierung eingesetzt hatte und die Zellen
nach 19 h bereits apoptotisch reagierten. Auch Gascoigne & Taylor beschrieben dieses
Problem bei der Untersuchung von anti-mitotischen Wirkstoffen (Gascoigne & Taylor,
2009). Viele Studien benutzen Durchflusszytometrie, Immunoblots oder Immunfluoreszenz
zur Analyse von anti-mitotischen Substanzen. All diese Methoden sind jedoch nur Mo-
mentaufnahmen und geben keine Information lber die Geschichte jeder beliebigen Zelle
oder deren kinetische Antwort auf eine Substanzbehandlung. Daher ist es auch nicht mog-
lich einen Zusammenhang zwischen der Mitose und einem eventuell beobachteten Zelltod
herzustellen. So zeigten MCF7-Zellen zwar eine Induktion der Apoptose jedoch keinen Ar-
rest. Dies kdnnte bedeuten, dass die fehlorientierten Chromosomen in dieser Zelllinie
nicht zu einer Aktivierung des Spindel-Kontrollpunktes fiihrten. Die Zellen also entweder
direkt in der Mitose starben oder die Mitose weiter durchliefen jedoch ohne abschlieflen-
de Cytokinese und erst in der nachsten Interphase apoptotisch wurden. Bei HT29-Zellen
war bei 25 uM Centrocountin 1 eine erhohte Anzahl von Zellen mit einem DNA-Gehalt von
>4N zu verzeichnen, wahrend bei 50 uM ein mitotischer Arrest sowie ein Anstieg der
Caspase-3/7-Aktivitat festgestellt wurde. Dies deutet darauf hin, dass bei einer Konzentra-
tion von 25 uM ebenfalls keine Aktivierung des Spindel-Kontrollpunktes vorlag und die
Zellen den Zellzyklus ohne eine Teilung beendeten, was zu mehrkernigen Zellen fiihrte. Bei
einer hoheren Substanzkonzentration wurde ein Arrest in der G2/M-Phase eingeleitet,
jedoch war es auch hier moglich, dass die Zellen entweder direkt in der Mitose oder erst
im darauf folgenden Zellzyklus in die Apoptose libergingen. Bei den getesteten SW480-
Zellen war interessant zu beobachten, dass es zwar einen mitotischen Arrest gab, die Zel-
len jedoch keine Erhohung der Caspase-3/7-Aktivitat oder eine Verringerung der Zell-
proliferation aufwiesen. So war anzunehmen, dass die Zellen sich trotz der Behandlung mit
Centrocountin 1 weiterhin teilten. Ein moglicher Grund fir die Varianzen unter den ver-
schiedenen Zelllinien wurde zunachst in den unterschiedlichen p53-Proteinmengen der
Zellen vermutet. So ist bekannt, dass bei einem Scheitern der Cytokinese ein p53-
abhangiger Kontrollpunkt aktiviert wird, welcher in Anwesenheit von p53 die Zellen arre-
tiert, so dass diese schlielich sterben (Fukasawa, 2007). Im Gegensatz dazu fiihrt eine
Abwesenheit von p53 zu einer Vollendung des Zellzyklus. Viele dieser Zellen werden mehr-

kernig und sterben wahrend der Zellalterung. Manche Zellen konnen diesem Mechanismus
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jedoch entkommen und bleiben polyploid. Da das Vorkommen von mehr als zwei homolo-
gen Chromosomen-Sets (Polyploidie) allerdings Chromosomen destabilisiert, verlieren
oder gewinnen die polyploiden Zellen Chromosomen, was zur Aneuploidie fiihrt. Da die
getesteten Hela-, Saos-2- und HCT-116 p53'/' -Zellen eine Inaktivierung von p53 bzw. kein
p53 aufweisen und trotzdem zu einem Arrest in der Lage sind, ist der beschriebene p53-
abhangige Kontrollpunkt keine Erklarung flr das unterschiedliche Verhalten der getesteten
Zelllinien. Auch die Moglichkeit, dass Zellen welche durch eine Chromosomen-Instabilitat
(CIN) charakterisiert sind, einen defekten oder geschwéachten Spindel-Kontrollpunkt auf-
weisen und somit nicht in der Lage sind auf Stérungen, wie eine Schadigung der DNA, mit
einem Arrest zu reagieren (Weaver & Cleveland, 2005) konnte nicht bestatigt werden. Die
getesteten HT29- und SW480-Zellen gehéren zu diesen CIN-Zelllinien und trotzdem konnte
ein Anhalten in der G2/M-Phase festgestellt werden. Diese Beobachtungen stimmten je-
doch mit Ergebnissen von Gascoigne & Taylor Uberein, welche die Reaktion von 15 ver-
schiedenen Zelllinien auf eine Behandlung mit anti-mitotischen Wirkstoffen untersucht
hatten (Gascoigne & Taylor, 2008). Eben diese Analysen konnten zur Aufstellung einer
Hypothese beitragen warum Zellen verschiedener Zelllinien oder sogar einer Zelllinie ein
unterschiedliches Schicksal nach einem mitotischen Arrest durchlaufen. So wird ange-
nommen, dass das Schicksal einer Zelle von zwei konkurrierenden unabhangigen Signal-
wegen beeinflusst wird: zum einen die Aktivierung des Zelltod-Signalweges, zum anderen
der Schutz vor einem Cyclin B-Abbau. Beide Signalwege verfiigen moglicherweise (ber
einen Schwellenwert und das Schicksal einer Zelle entscheidet sich durch den Schwellen-
wert, der als erstes Uberschritten wird. Dies bedeutet, fallt das Cyclin B-Level unter den
Grenzwert fiir einen Austritt aus der Mitose, kommt es zu einem ,Herausschliipfen” aus
der Mitose. Wird der Grenzwert fir den Zelltod-Signalweg zuerst liberschritten, stirbt die
Zelle in der Mitose. Diese Hypothese kdnnte auch eine Erklarung dafiir bieten, warum zwar
bei allen getesteten Zelllinien Defekte in der Chromosomen-Anordnung und dem Spin-
delaufbau detektiert werden konnten, jedoch einige mit einem mitotischen Arrest darauf

reagieren, wahrend andere einen Anstieg der Apoptose aufweisen.

5.2. Zielprotein-ldentifizierung

Da der Zellzyklus durch zahlreiche unterschiedliche Mechanismen reguliert wird, gibt es
eine Vielzahl von Proteinen, deren Ausschalten oder Stérung zu dem beschriebenen Pha-

notyp flhrt. Basierend auf wissenschaftlichen Hypothesen wurden so zunachst Tubulin, 24
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Zellzyklus-relevante Kinasen sowie die CDC25-Phosphatase niher untersucht. Eine Uber-
prifung der in cellulo Tubulin-Polymerisation konnte die Ergebnisse des in vitro Testsys-
tems (Menninger, 2009), dass keine Hemmung der Polymerisation vorliegt, bestatigen.
Auch die Aktivitats-Analysen der Kinasen und der CDC25a-Phosphatase brachten keinen
Nachweis fiir einen Einfluss von Centrocountin 1. Hierbei ist jedoch anzumerken, dass in
vitro zwar keine Hemmung gezeigt werden konnte, dies aber nicht bedeutet, dass Cen-
trocountin 1 auch in vivo keinen Einfluss ausiibt. Lediglich fir die Kinase Aurora B konnte
dies durch eine Farbung von phosphoryliertem Histon H3 bestatigt werden. Aufgrund der
Tatsache, dass mit Hilfe dieser Untersuchungen nur mogliche Proteine ausgeschlossen
werden konnten, wurde das Zielprotein im weiteren Verlauf mit Hilfe der Affinitatschro-
matographie identifiziert. Im Rahmen dieses Versuchsansatzes konnten 4F2 (,4F2 cell-
surface antigen heavy chain“), NPM (Nucleophosmin), PCBP1 (Poly(rC)-bindendes Protein
1) und RU2B (,U2 small nuclear ribonucleoprotein B) als mogliche Zielproteine der Cen-
trocountine identifiziert werden. 4F2 und PCBP1 wurden basierend auf statistischen Aus-
wertungen aller in der Abteilung durchgefiihrten Affinitasreinigungen als Verunreinigung
bzw. unspezifische Bindung bewertet. Wahrend fiir RU2B kein offensichtlicher Zusammen-
hang mit der Mitose bzw. dem Zellzyklus geschlossen werden konnte, stellte NPM ein viel-
versprechendes Zielprotein dar. Dieser erste Hinweis konnte durch die Immundetektion
von NPM nach erfolgter Affinitatschromatographie sowie durch dessen konzentrationsab-
hangige Verdrangung weiter bestatigt werden. Ebenso konnte ein bekannter Bindungs-
partner von NPM, der nukleare Export-Rezeptor CRM1, in diesen Analysen identifiziert
werden. Allerdings konnte im Rahmen dieser Untersuchungen auch eine Bindung von NPM
und CRM1 an das (S)-Enantiomer der Affinitdtssonde bzw. von Centrocountin 1 gezeigt
werden. Fir diese Beobachtung kdnnte es verschiedene Griinde geben. Zum einen zeigten
die Affinitatssonden eine partielle Racemisierung, was dazu fihrte, dass das
(S)-Enantiomer mit dem aktiven (R)-Enantiomer ,verunreinigt” wurde. Zum anderen ist es
durchaus moglich, dass das (S)-Enantiomer auf zelluldrer Ebene zwar keine Aktivitat zeigt,
aber durch seine lediglich andere raumliche Struktur, trotzdem eine Bindung mit dem Ziel-
protein eingehen kann. Ebenso ist anzumerken, dass bei dem (S)-Enantiomer kein kom-
pletter Aktivitatsverlust, sondern eine wesentlich geringere Aktivitat zu verzeichnen war,

so dass die Bindung an das Zielprotein immer noch maglich ist.

115



Diskussion

5.3.  NPM —ein multifunktionales Protein erméglicht verschiedene

Wirkungsmechanismen von Centrocountinen

Die Literaturrecherche ergab, dass NPM ein weit verbreitetes, hoch konserviertes, multi-
funktionales Phosphoprotein ist, welches sich in den Nukleoli befindet, sich jedoch schnell
zwischen Nukleus und Zytoplasma hin und her bewegt (Yun et al., 2003). NPM wurde so-
wohl mit einer proliferativen als auch mit einer wachstumshemmenden Wirkung in Ver-
bindung gebracht. Wahrend es sich zwischen zelluldaren Kompartimenten hin und her be-
wegt, agiert es in verschiedenen zelluldren Prozessen. Diese umfassen den Transport von
pra-ribosomalen Partikeln und die Ribosomenbiogenese, die Antwort auf Stresssignale wie
UV-Bestrahlung und Hypoxie, die Aufrechterhaltung der genomischen Stabilitdt durch Kon-
trolle der zelluldaren Ploidie und der Beteiligung in DNA-Reparatur-Prozessen sowie die
Regulierung der DNA-Transkription durch Anpassung der Chromatinkondensations- und
dekondensations-Ereignisse. AuRerdem reguliert NPM die Aktivitdt und Stabilitat von
wichtigen Tumorsuppressoren, wie p53 und p14*% (Grisendi et al., 2006). Auch die Aus-
wirkungen einer Storung von NPM durch RNA-Interferenz (RNAi) wurden bereits einge-
hend untersucht (Amin et al., 2008). So konnte gezeigt werden, dass Zellen mit einem
durch RNAi induzierten geringeren NPM Niveaus, morphologische Verdanderungen ihrer
Kernstruktur aufwiesen und keine Zellteilungen mehr durchliefen. Eine verminderte DNA-
Synthese wurde eher als sekundarer Effekt der Einstellung der Zellteilung beurteilt, als ein
direkter Eingriff in die DNA-Synthese. Eine Uberpriifung des p53-Signalweges zeigte eine

WAF1/CIP1 .
/9P1 AuRerdem wurde eine Un-

Aktivierung von p53 sowie dem nachgeschaltetem p21
terdriickung von HPV18 E6 festgestellt, welches normalerweise zum Abbau von p53 fiihrt.
Ferner fiihrte das Ausschalten von NPM zu einer Anhaufung von Zellen in der Prometa-
und Metaphase, was von einer sechs- bis siebenfachen Erhéhung des mitotischen Index
begleitet wurde. Ein erhohter Anteil von BUBR1- und BUB1-positiven Zellen wies darauf
hin, dass der mitotische Arrest durch eine Aktivierung des Spindel-Kontrollpunktes ausge-
[6st wurde. Arretierte mitotische Zellen wiesen hauptsachlich zwei verschiedene Defekte
auf: nicht angeordnete Chromosomen (mehr als zehn Chromosomen waren nicht in der
Metaphaseplatte angeordnet) und fehlorientierte Chromosomen (ein bis zehn Chromoso-
men waren nicht in der Metaphaseplatte angeordnet). Die Analyse der mitotischen Spin-
deln ergab entweder desorganisierte Spindeln (26 %) oder multipolare Spindeln (9 %), mit

fragmentierten Centrosomen. Eine Kalte-Behandlung der Zellen fiihrte zu instabilen mito-

tischen Spindeln. Des Weiteren konnten monotele (nur ein Schwester-Kinetochor wird von
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den Mikrotubuli gebunden) und syntele (beide Kinetochore binden an Mikrotubuli, welche
vom gleichen Pol ausgehen) Anhaftungen der Kinetochore beobachtet werden. Lebend-
zell-Mikroskopie-Aufnahmen konnten zeigen, dass die Mitose mit durchschnittlich 3 h et-
wa dreimal so lange dauerte, wie die Mitose von Kontrollzellen. Diese Analysen fiihrten zu
der Annahme, dass NPM nicht nur eine wichtige Rolle in der Zellproliferation einnimmt,
sondern auch fiir die ordnungsgemaRe Anordnung der Chromosomen wahrend der Meta-
phase, flr die Ausbildung einer funktionalen und stabilen Spindel mit intakten Centroso-
men und fir korrekte Kinetochor-Mikrotubuli Anhaftungen zustdndig ist. Da diese Be-
schreibung des Phanotyps von NPM-gestorten Zellen in fast allen Punkten mit dem Cen-
trocountin-Phanotyp Ubereinstimmt, wurde NPM als plausibles Zielprotein ndaher betrach-
tet. Deshalb werden im Folgenden die verschiedenen Funktionen von NPM naher betrach-
tet und mogliche Effekte von Centrocountin mit diesen in einen moéglichen Zusammenhang
gebracht.

Eine direkte Interaktion von p53 mit NPM reguliert dessen Stabilisierung und Aktivierung.
Der genaue Mechanismus dieser Regulierung konnte jedoch nicht beschrieben werden. So
ist es moglich, dass NPM als Chaperon eine Aggregation von p53 verhindert. Eine andere
Moglichkeit besteht darin, dass NPM die korrekte zellulare Lokalisation von p53 gewahr-
leistet (Colombo et al., 2002). Ein weiterer indirekter Zusammenhang zwischen NPM und
p53 konnte in NPM”" Maus Embryonen gezeigt werden (Colombo et al., 2005). In diesen
Embryonen war eine gesteigerte Caspase-3-Aktivitdt sowie eine erhohte Expression von
p53 zu verzeichnen. Auch eine Stabilisierung von p53-Zielproteinen, wie p21WAF1/C'P1,
MDM2 und BAX, konnte nachgewiesen werden. Dies wies auf eine konstitutive Aktivierung
von p53 in NPM™ embryonalen Zellen hin. Des Weiteren konnte festgestellt werden, dass
die Aktivierung von p53 nicht von einer p14”*-Aktivierung abhingig war, sondern Teil des
DNA-Struktur-Kontrollpunktes. Dieser involviert die Aktivierung von ATM/ATR Kinasen,
Phosphorylierung von nachgeschalteten Zielproteinen, wie Histon H2AX und deren An-
sammlung an DNA-Doppelstrang-Briichen oder zerstorten Replikations-Gabeln. Somit
scheint es, als ware die p53-Aktivierung nur eine sekundare Antwort auf den Verlust eines
Kontrollpunktes fir die DNA-Integritat in NPM”-Zellen. Daher scheint es moglich, dass
Centrocountin eine mogliche DNA-Reparatur-Funktion von NPM stort und dies zu einer
WAF1/CIP1

Aktvierung von p53 und p21
(Abbildung 46).

fihrt, was einen Zellzyklus-Arrest unterstiitzt

Tatsachlich konnte eine Funktion von NPM im Rahmen der DNA-Reparatur nach UV-

Bestrahlung gefunden werden (Wu et al., 2002). So konnte in HelLa-Zellen gezeigt werden,
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dass nach UV-Bestrahlung eine Erhohung der NPM mRNA nachzuweisen ist. NPM RNAi-
Experimente fiihrten zu einem Anstieg von UV-induziertem Zellsterben. Des Weiteren
konnte eine Hemmung der DNA-Reparatur und ein geringeres Expressionsniveau von
PCNA (,proliferating cell nuclear antigen“) beobachtet werden. Dieses spielt eine wichtige
Rolle bei der DNA-Replikation und in der DNA-Reparatur Maschinerie. Fraglich ist, ob NPM
auch bei anderen zelluldren Stress-Situationen eine Interaktion mit PCNA eingeht und so
eine wichtige Funktion im allgemeinen Reparaturmechanismus der DNA einnimmt.

NPM ist unentbehrlich fur die nukleolare Lokalisation des Tumorsuppressors p14”%

(Colombo et al., 2005). Durch die ordnungsgemiRe Lokalisation schiitzt NPM p14°%F so-
wohl vor einem Proteasom-abhdngigen als auch —unabhdngigen Abbau. Moglicherweise

bindet NPM neu synthetisiertes p14ARF

und unterstitzt als Chaperon die Ausbildung einer
stabilen tertidren Struktur. Ferner konnte gezeigt werden, dass durch die nukleolare Loka-
lisation die Interaktion mit der E3-Ubiquitin-Ligase MDM?2 unterbunden wird (Korgaonkar
et al., 2005). Erst bei einer Relokalisation ins Nukleoplasma kann p14*% seiner Funktion als
MDM2-Antagonist erfiillen und somit zur Aktivierung von p53 fiihren. Diese Entdeckung
komplementiert Veroffentlichungen, welche eine Herunterregulation von NPM durch
p14™%F beschreiben (Bertwistle et al., 2004). So wird vorgeschlagen, dass NPM und p14™%
in einer autoregulatorischen negativen Riickkopplungsschleife die Zellteilung kontrollieren.

Bei einem geringen Expressionslevel wird p14*%F

in die Nukleoli gefiihrt und dort durch
NPM inhibiert, so dass es zu einem ordnungsgemafien Zellwachstum kommt. Zellalterung
und unbeschrinkte onkogene Signale haben eine erhdhte p14”*-Expression zur Folge,
welche zu einem effizienteren Abbau von NPM fiihrt, indem dessen Ubiquitylierung ausge-
|6st wird (Itahana et al., 2003). Diese Studien stehen auch im Einklang mit einem sich ent-
wickelnden Konzept, dass eine Storung des Nukleolus zur Aktivierung des p53-abhangigen
Signalwegs und anschlieRendem unterdriicktem Zellwachstum beitragt (Rubbi & Milner,
2003). Dieser Annahme liegt die Idee zugrunde, dass eine geschadigte DNA oder ein ande-
rer zelluldrer Stressausloser den Nukleolus stoéren und somit nukleolare Proteine, wie
p14”% ins Nukleoplasma freigesetzt werden. Dort sind sie in der Lage MDM2 zu binden
und p53 zu aktivieren. Auch dieser Ansatz ware ein denkbarer Wirkungsmechanismus fir
die Centrocountine (Abbildung 46).

WAF1/CIP1

Ebenfalls konnte eine direkte Interaktion von p21 mit NPM nachgewiesen werden

WAF1/CIP1

(Xiao et al., 2009). NPM verhindert die Ubiquitylierung von p21 und erhéht so des-

sen Halbwertszeit. Es wird angenommen, dass NPM auch hier eine Funktion als Chaperon

WAF1/CIP1

ausibt und so p21 vor Aggregation schiitzt und die Bildung von Protein-Komplexen
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unterstitzt. Aufgrund der Tatsache, dass die Interaktion von Chaperonen mit ihren Subs-
traten hoch dynamisch ist und typischerweise eine niedrige Stochiometrie aufweist, konn-
te dies die nur teilweise Co-Lokalisation der beiden Proteine erklaren. Da nach Behandlung

mit Centrocountin 1 ein Anstieg der Menge des p21WAF1/CIPl

-Niveaus und kein Riickgang
detektiert werden konnte, ist nicht anzunehmen, dass eine Hemmung dieser Protein-
Protein-Interaktion vorliegt. So ist es wahrscheinlicher, dass eine Hochregulierung ein se-
kundarer Effekt ist, welcher Gber den bereits beschriebenen p53-abhdngigen Signalweg
vermittelt wird.

Ebenso konnte eine direkte Interaktion von NPM mit phosphoryliertem Retinoblastoma
Protein (RB) gezeigt werden (Takemura et al., 1999). Auch wurde festgestellt, dass RB und
NPM zumindest teilweise als Komplex mit der DNA-Polymerase a (Pol a) vorliegen und
diese synergistisch stimulieren. Pol a katalysiert die anfanglichen Schritte der DNA-
Elongation, welche aus der Synthese von kurzen RNA-,Primern”“ und aus der folgenden
Synthese von kurzen DNA-Ketten bestehen. Mdglicherweise erzeugt die Interaktion aus
NPM, RB und Pol a die optimale Konformation fiir die Polymerase. Es wird vermutet, dass
NPM in diesem Prozess als doppelte-Hexamer Struktur vorliegt. Solche Strukturen finden
sich haufig bei Proteinen, welche am DNA-Metabolismus beteiligt sind. Ferner konnte die
nukleolare Translokation von hyperphosphoryliertem RB am Ende der S-Phase durch die
Bindung an NPM gezeigt werden (Takemura et al., 2002). Eine Erklarung fir diese Translo-
kation konnte jedoch nicht gefunden werden. Aufgrund der Tatsache, dass die beiden Pro-
teine fur eine Stimulierung von Pol a sorgen, ist es jedoch moglich, dass sie eine Rolle in
der Replikation von nukleolarer DNA am Ende der S-Phase spielen. Ausgehend von diesem
Mechanismus, ist es moglich, dass Centrocountin die Interaktion von NPM und RB stort,
was zu einer unvollstiandigen DNA-Replikation fihren kdnnte. Dies ware ein Grund fir
Schaden an der DNA und kdnnte einen der bereits oben beschriebenen Signalwege ausl6-

sen, welcher den beobachteten Phdnotyp zur Folge hatte (Abbildung 46).

5.4. NPM — bekannte Inhibitoren

Da NPM moglicherweise als natiirlicher Repressor von p53 fungiert und so dessen Funkti-
on wahrend des Zellwachstums und bei DNA-Schadigung dampft, wirkt es als Proto-
Onkoprotein und stellt ein potentielles Zielprotein in der Krebstherapie dar. Im Hinblick
darauf ware die Entdeckung eines neuen NPM-Inhibitors von besonderem Interesse. Bis

lang existieren lediglich vier Veroffentlichungen, die von einer Hemmung von NPM berich-
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ten. Die erste Beschreibung betrifft die Bindung eines Peptids (ARRNRRRRWREYC) an NPM,
welches die Sequenz zur nukleolaren Lokalisation des HIV-1 Rev Proteins beinhaltet (Chan
et al., 2005). So fiihrte zunachst die Inkubation des Rev-Peptids (Abbildung 44a) mit Ras-
transformierten NIH-3T3 Zellen zu einer hohen Zytotoxizitdt. Des Weiteren wurden mit
Ras-3T3 Zellen (onkogenes Ras exprimierende Zellen) geimpfte M&use mit dem Peptid
behandelt und es konnte ein verringertes Tumorwachstum verzeichnet werden. Diese An-
ti-Tumor-Aktivitdat des NPM-bindenden Peptids war auf eine Erhéhung des intrazellularen
Gehalts an p53 zuriickzufiihren. Ferner wurde NPM als Zielprotein des nattirlich vorkom-
menden Alkaloids (+)-Avrainvillamide (Abbildung 44b) beschrieben (Wulff et al., 2007).
Auch in diesem Fall konnte eine erhdhte zelluldre Konzentration von p53 nachgewiesen
werden, was den anti-proliferativen Effekt des Naturstoffes in kultivierten Zellen erklarte.
Der erste gezielt synthetisierte Inhibitor NSC348884 (Abbildung 44c) wurde in einem struk-
tur-basierten Ansatz entworfen, um die Dimerisierung/Oligomerisierung von NPM zu ver-
hindern (Qi et al., 2008). Auch NSC348884 induzierte die Apoptose und fiihrte zu einer
Hochregulierung von p53. Ein weiterer Inhibitor der NPM Oligomerisierung ist ein RNA-
Aptamer (Jian et al., 2009). Dieses wurde in vitro mit Hilfe der SELEX (,,systematic evolution
of ligands by exponentional enrichment”) Methode selektioniert und zeigte eine Bindung
an die zentrale sdurereiche Region von NPM. Das Aptamer 1A1 (Abbildung 44d) inhibierte
die Oligomerisierung in vitro sowie in verschiedenen Krebs-Zelllinien und fiihrte zur Fehllo-

ARF

kalisierung von NPM ins Nukleoplasma. Dies ging damit einher, dass p14™" ebenfalls ins

ARF

Nukleoplasma lokalisierte anstatt in die Nukleoli. Nukleoplasmatisches p14™" ist ein Anta-

gonist von MDM2 und stabilisiert p53. Daher konnte ebenfalls ein erhéhtes Niveau an p53

WAF1/CIP1

sowie dem nachgeschaltetem p21 nachgewiesen werden.
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Abbildung 44: Strukturen bekannter NPM-Inhibitoren
a| Struktur des NPM-bindenden Rev-Peptids. b| Struktur des Naturstoffes (+)-Avrainvillamide. c| Struktur des NPM-
Inhibitors NSC348884. d| Das NPM-bindende Aptamer 1A1.

5.5. NPM — Rolle wdahrend der Centrosomen-Duplikation

Besonders interessant im Rahmen der Literaturrecherche war die Verbindung von NPM zur
Centrosomen-Duplikation. Bis zur spaten G1-Phase ist NPM an die Centrosomen gebunden
und wird erst durch die CDK2-Cyclin E-vermittelte Phosphorylierung von diesen geldst.
Daher scheint NPM eine wichtige Rolle bei der Einleitung der Centrosomen-Duplikation zu
spielen. Erst am Beginn der Mitose relokalisiert NPM zu den verdoppelten Centrosomen,
so dass wahrend der Cytokinese jede Tochterzelle ein NPM-gebundenes Centrosom erhalt
(Okuda, 2002). Dieser Zusammenhang konnte zum einen durch Mikroinjektion eines mo-
noklonalen NPM-Antikorpers gezeigt werden, da dieser sterisch eine Phosphorylierung
durch CDK2-Cyclin E verhindert und somit eine starke Inhibition der Centrosomen-
Duplikation induziert (Okuda et al., 2000). Zum anderen unterdriickte die Deletion der

Phosphorylierungsstelle (NPM A186-239) und die Einflihrung eines nicht phosphorylierba-
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ren Restes (NPM/S199A) ebenfalls die Centrosomen-Verdoppelung (Tokuyama et al.,,
2001). Da auch CDK2-Cyclin A in der Lage ist, NPM in vitro an Threonin 199 zu phosphory-
lieren und dieser Komplex wahrend der S- und G2-Phase eine hohe Aktivitat aufweist, wird
angenommen, dass CDK2-Cyclin A eine friihzeitige Re-Assoziation von NPM mit den
Centrosomen verhindert (Tokuyama et al., 2001). Mit Hilfe eines spezifischen Antikorpers
waren Fukasawa und Mitarbeiter in der Lage die centrosomale Lokalisation von NPM wah-
rend des Zellzyklus zu beobachten (Shinmura et al., 2005). So konnte gezeigt werden, dass
NPM sich wahrend der friihen G1-Phase zwischen den beiden gepaarten Centriolen befin-
det. Wahrend der G1-Phase verdandert sich die Lokalisierung zu einer der beiden Centriolen
hin. Sehr wahrscheinlich geht diese Veranderung dem Einsetzen der Centrosomen-
Duplikation voraus. Zwar dissoziiert der grofRte Teil von NPM von den Centrosomen, ein
geringer Anteil jedoch behalt seine Assoziation zur Mutter-Centriole auch in bereits ver-
doppelten Centrosomen. Des Weiteren konnte eine Verbindung mit dem nuklearen Ex-
port-Rezeptor 1 (CRM1), welcher an die nukleare Export-Sequenz (NES) von Zielproteinen
bindet, gezeigt werden. Eine Hemmung dieses Proteins durch den kovalenten Inhibitor
Leptomycin B (LMB) (Kudo et al., 1999) oder das Hepatitis B Virus (HBV) HBx Protein
(Forgues et al., 2003) flihrten zu einer Fragmentierung der Centriolen und einer verfriihten
Centrosomen-Duplikation. Dementsprechend resultierte eine Inhibition von CRM1 in der
schnellen Dissoziation von NPM von den Centrosomen und einer Anhaufung von Cyclin E
an den Centrosomen (Abbildung 45). Zur gleichen Zeit wie Shinmura und Kollegen unter-
suchten auch Wang et al. die Verbindung von NPM zur Centrosomen-Duplikation und dem
RAN-CRM1 Netzwerk (Wang et al., 2005). Der nukleo-zytoplasmatische Transport von NPM
beruht nicht allein auf der Aktivitdat von CRM1. Vielmehr benétigt der nukleolare Export-
Rezeptor die kleine GTPase RAN, welche dessen Interaktion mit den Substraten kontrol-
liert. Der Guanin Nukleotid-Austausch Faktor RCC1 erleichtert eine Bindung von RAN an
CRM1, wahrend RANBP1 (Ran bindendes Protein 1) eine Dissoziation von CRM1 und RAN
begiinstigt. Die Tatsache, dass eine Verbindung von RAN zum Spindelaufbau gezeigt wer-
den konnte (Dasso, 2001) und RAN-Mutationen sowie die Uberexpression von RANBP1 zu
multipolaren Spindeln fiihrten (Di Fiore et al., 2004), lieRen vermuten, dass der RAN-CRM1
Komplex eine wichtige Rolle in der Centrosomen-Duplikation einnimmt. Auch die von
Wang et al. durchgefiihrten Analysen unterstitzten die Hypothese, dass der RAN-CRM1
Komplex an den Centrosomen Zielproteine mit einer NES reguliert. Gleichzeitig konnte

dieser Prozess durch Phosphorylierung kontrolliert werden.
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Abbildung 45: NPM und CRM1 in der Centrosomen-Duplikation (modifiziert nach Lim & Wang, 2006)

Der Transport von NPM zum Centrosom wird durch den RAN-CRM1 Komplex reguliert. NPM bindet spezifisch an
noch nicht duplizierte Centrosomen und dissoziiert nach erfolgter Phosphorylierung durch CDK2-Cyclin E in der
spaten G1-Phase. Dadurch wird die Centrosomen-Duplikation eingeleitet. Wahrend der S- bis zur G2-Phase ist NPM
hauptsachlich im Nukleolus lokalisiert. Wenn die Kernmembran am Beginn der Mitose zusammenbricht, relokalisiert
NPM an die Centrosomen und verhindert so eine erneute Duplikation. Neu entstandene Zellen beinhalten ein NPM-
gebundenes Centrosom. Die Relokalisation zu den Centrosomen wahrend der Mitose erfolgt durch Interaktion mit
RAN-CRM1 iiber die NES von NPM. Die kleine GTPase RAN wechselt standig zwischen einem inaktiven GDP- und
aktiven GTP-gebundenen Zustand durch RANBP1 und RCC1. GTP-gebundenes RAN bindet mit AKAP und CRM1 an
die Centrosomen. Die Inhibition von CRM1 durch LMB oder HBx sowie die NES-Inaktivierung durch Phosphorylie-
rung oder Mutation flhrt zur Dissoziation von NPM von den Centrosomen und erméglicht die Centrosomen-

Vervielfaltigung. An dieser Stelle des Mechanismus kénnte eventuell auch Centrocountin 1 eingreifen.
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Obwohl nicht ausgeschlossen werden konnte, dass auch andere NES-beinhaltende Protei-
ne an der Centrosomen-Duplikation beteiligt sind, ist es sehr wahrscheinlich, dass NPM ein
wichtiges Substrat des RAN-CRM1 Komplexes darstellt.

Dieser Mechanismus lasst auch Spielraum fiir eine Stérung durch die Centrocountine. So
ist es denkbar, dass die Centrocountine die Bindung von NPM an CRM1 verhindern und die
Centrosomen sich so unkontrolliert duplizieren. Da in vivo und in vitro sowohl eine Bin-
dung von Centrocountin an NPM als auch an CRM1 gezeigt werden konnte, ist allerdings
fraglich, ob die Storung einer solchen Interaktion durch die simultane Bindung an NPM und
CRM1 eingeleitet wird. Daher ist es auch moglich, dass die beiden Proteine unabhangige
Zielproteine darstellen. Eine Hypothese ware, dass NPM das primdre Zielprotein darstellt
und bereits bei niedrigen Substanzkonzentrationen die Interaktion mit einem der oben
aufgefihrten Proteine stort und so eine Fehlorientierung der Chromosomen ausgelost
wird. Bei héheren Substanzkonzentrationen (50 uM) kénnte ein sekundéares Ziel CRM1
sein. Moglicherweise stért Centrocountin bei dieser Konzentration zusatzlich die nukleare
Exportfunktion von CRM1, was durch die immunzytochemischen Analysen von RANBP1
gestitzt wird. Dies ware auch eine Erklarung dafiir, dass ein vermehrter Anteil multipola-
rer Zellen erst bei einer Konzentration von 50 uM detektiert werden kann. Auffallend ist
jedoch, dass im Rahmen der Fluoreszenzpolarisations-Experimente fiir CRM1 ein geringe-
rer Kp-Wert berechnet werden konnte als fiir NPM, so dass anzunehmen ware, dass CRM1
aufgrund der leicht hoheren Affinitdt das primare Zielprotein ist. Hierzu ist zunadchst zu
bemerken, dass die berechneten Kp-Werte nur als relative Werte gesehen werden kénnen,
da aufgrund einer partiellen Racemisierung von Substanz 35 zum einen kein reines Enanti-
omer des Molekiils verwendet werden konnte. Zum anderen konnte eine unspezifische
Bindung der Proteine an Cy3 festgestellt werden, was zu einer Verfalschung des Kp-Wertes
beitragt. Ein weiterer Faktor, der ebenfalls zu einer Relativierung der Kp-Werte fiihrt, ist
die Tatsache, dass NPM in Zellen wesentlich hoher exprimiert ist als CRM1.

Des Weiteren konnte bei der Untersuchung der Centrosomen-Duplikation ein Zusammen-
hang zwischen der ROCK2 (,,Rho-associated coiled-coil containing protein kinase 2“) Kina-
se, einem Effektor der kleinen GTPase Rho, und NPM gezeigt werden (Ma et al., 2006).
ROCK2 fordert die Centrosomen-Duplikation abhangig von seiner Kinase-Funktion und
auch abhéangig von seiner Centrosomen-Lokalisation. Die Kinase scheint nicht per se fir die
Verdoppelung verantwortlich zu sein, sondern eher fiir die zeitige Centrosomen-
Duplikation. Das an Threonin199 phosphorylierte NPM bindet mit einer hohen Affinitat an
ROCK2 und sorgt fiir dessen gesteigerte Aktivitat. ROCK2 ist daraufhin in der Lage schnell
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und effizient die fiir den Beginn der Centrosomen-Duplikation nétigen Proteine zu phos-
phorylieren. In Bezug auf diesen Mechanismus ware eine Hemmung sowie einer Stabilisie-
rung dieser Interaktion denkbar. Da ROCK2 jedoch nicht unbedingt fiir die Centrosomen-
Verdoppelung notig ist, scheint es auch eher unwahrscheinlich, dass die Stérung dieser
Interaktion zu einer Centrosomen-Vermehrung beitragen konnte.

Ganz aktuell konnte auch eine Interaktion von BRCA2 (,breast cancer 2“) mit NPM und
ROCK2 identifiziert werden (Wang et al., 2011). Obwohl solch ein Zusammenhang vorher
nicht gefunden wurde, bestehen einige parallele Funktionen von NPM und ROCK2 an den
Centrosomen und BRCA2. So ist BRCA2 auch ein Substrat von CRM1 und lokalisiert wah-
rend der G1-Phase bis zur friihen Mitose an die Centrosomen (Han et al., 2008). Eine Sto-
rung von BRCA2 fiihrt zu einer abnormalen Zellteilung und resultiert in multi-
centrosomalen und mehrkernigen Zellen (Nakanishi et al., 2007). Daher ist es moglich,
dass BRCA2, ROCK2 und NPM einen Komplex bilden und so gemeinsam die Integritat der
Centrosomen-Duplikation und der genomischen Stabilitat sichern. Interessanterweise bin-
det NPM zwischen Aminosdure 639 und 1000 an BRCA2. Dieser Region konnten bislang
keine weiteren molekularen Funktionen nachgewiesen werden, sie weist jedoch haufig
Punktmutationen in vererbbarem Brust- oder Eierstock-Krebs auf. Dies deutet darauf hin,
dass die Mutationen méglicherweise die Interaktion zwischen NPM und BRCA2 unterdru-
cken. Genauso ware es denkbar, dass Centrocountin diese Interaktion stort. Unterstiitzt
wird diese Hypothese durch die Tatsache, dass eine gestorte Interaktion von NPM und
BRCA2 vermehrt zu fragmentierten Centrosomen fiihrt und zu einem geringeren Anteil
von Uberduplizierten Centrosomen. Dies entspricht den Beobachtungen, die im Rahmen
dieser Arbeit gemacht wurden. Alle diese Hypothesen (Abbildung 46) weisen darauf hin,
dass Centrocountin in der Lage ist, eine oder womodglich mehrere Protein-Protein-
Interaktionen von NPM zu verhindern. Die Stérung von Protein-Protein Interaktionen stellt
einen vielversprechenden Ansatzpunkt fir die Entwicklung von Anti-Krebs-Wirkstoffen dar
und ist seit einiger Zeit Realitat (Arkin & Wells, 2004). Bislang konnten verschiedene spezi-
fische niedermolekulare Verbindungen identifiziert werden, welche anti-apoptotische Pro-
teine wie BCL-2-BAX (Oltersdorf et al., 2005), MDM2-p53 (Vassilev et al., 2004) und XIAP-
SMAC (Oost et al., 2004) zum Ziel haben. Daher ware es im Fall von Centrocountin von
besonderem Interesse, wenn die Hemmung einer Protein-Protein-Interaktion vorlage. Dies
wirde bedeuten, dass gezielt spezifische Funktionen von NPM inhibiert werden kdnnten.
Dementsprechend kénnte Centrocountin als biologisches Werkzeug eingesetzt werden,

um die komplexen Funktionen von NPM weiter zu untersuchen.
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Abbildung 46: Hypothetische Wirkungsmechanismen der Centrocountine

BRCAZ2: breast cancer 2; NPM: Nucleophosmin; ROCK2: Rho-associated coiled-coil containing protein kinase 2; RB:
Retinoblastoma Protein; PCNA: proliferating cell nuclear antigen; Pol a: DNA-Polymerase a; ATM: Ataxia telan-
giectasia mutiert; ATR: Ataxia telangiesctasia und RAD3-verwandtes Protein; MDM2: murine double minute 2.

AuBerdem stellt Centrocountin einen Ausgangspunkt fir die Entwicklung eines moglichen
Anti-Krebs-Wirkstoffes dar. NPM wird in verschiedenen Tumoren Uiberexprimiert und ist
deshalb ein Marker fiir Magen-, Dickdarm-, Eierstock- und Prostata-Karzinome (Grisendi et
al., 2006). Ferner ist NPM1 das haufigste Ziel von genetischen Veranderungen in hamato-
poetischen Tumoren. Zwei gut charakterisierte genomische Ereignisse, welche NPM1 be-
treffen, sind chromosomale Translokationen in lymphoiden sowie myeloiden Funktionssto-
rungen (Morris et al., 1995; Raimondi et al., 1989; Redner et al., 1996) und Mutationen in
AML (,,acute myeloid lymphoma“) (Falini et al., 2005). Veranderungen von NPM1 fiihren
entweder zu onkogenen Fusionsproteinen oder mutierten NPM-Proteinen begleitet von
dem Verlust eines funktionellen Allels des Gens (Berger et al., 2006). Die Rolle des NPM-
Restes in den verschiedenen chimeren Produkten, NPM-ALK (,,anaplastic lymphoma kina-

se“), NPM-RARa (,retinoic acid receptor a) und NPM-MLF1 (,myelodysplasia/myeloid
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leukaemia factor 1“) konnte noch nicht vollstandig geklart werden, jedoch ist denkbar,
dass NPM als Schnittstelle fiir eine Homo- oder Heterodimerisation dient (Bischof et al.,
1997). Neben seiner Rolle in der Onkogenese wird NPM auch eine Bedeutung fiir die Tu-
morsuppression zugeschrieben. Diese Funktion als Tumorsuppressor ist zum einen darauf
zurickzufiihren, dass NPM in die Kontrolle der genomischen Stabilitdt involviert ist (Di
Fiore, 2008; Grisendi et al., 2006). Dementsprechend weisen NPM1""-Zellen einen signifi-
kanten Anteil an genomischer Instabilitat auf, welcher die Anfélligkeit fir onkogene Trans-
formationen erhoht (Grisendi et al., 2005). Zum anderen ist NPM in Signalwege eingebun-
den, welche die Stabilisierung des Tumorsuppressors p53 beglinstigen. Hier ist zunachst
die Interaktion von NPM mit dem Tumorsuppressor p14ARF zu nennen. Diese Interaktion

schitzt p14™%

sowohl vor einem Proteasom-abhangigen als auch Proteasom-
unabhangigen Abbau (Kuo et al., 2008) und sorgt somit fir die Hemmung von MDM2, dem
negativen Regulator von p53. Ebenso kann NPM bei zellulirem Stress direkt an MDM2
binden und auf diesem Weg p53 stabilisieren (Kurki et al., 2004). Die Tumorsuppressor-
Funktionen von NPM, seine proto-onkogenen Eigenschaften sowie die NPM-Mutationen in
hamatopoetischen Tumoren zeigen dessen Bedeutung fiir die Krebs-Forschung. Die Entde-

ckung von Centrocountin als NPM-Modulator ist somit von groRem Interesse und stellt die

Basis fiir weitergehende Analysen dar.
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6. Ausblick

Diese Arbeit konnte einen guten Uberblick des von Centrocountin ausgelésten Phdnotyps
liefern. Des Weiteren wurde mit Nucleophosmin ein Zielprotein identifiziert, welches
komplexe Aufgaben in der Zelle Gibernimmt. Aufgrund dieser Tatsache war es abschliefend
nicht moglich, den genauen Wirkungsmechanismus von Centrocountin zu entschlisseln,
sondern nur verschiedene Varianten vorzuschlagen. Daher kénnen die hier geschilderten
Ergebnisse als Ansatzpunkt fur weitergehende Studien genutzt werden. So ware es zu-
nachst interessant, die Bildung der Centrosomen/Centriolen am besten gemeinsam mit
der DNA mit Hilfe der Lebendzell-Mikroskopie zu verfolgen. So kénnten die Zusammen-
hange zwischen fehlorientierten Chromosomen und zusatzlichen Spindelpolen besser ana-
lysiert werden. AuRerdem kdnnte dies eine Antwort auf die Frage geben, ob die zusatzli-
chen Centrosomen jeweils nur eine oder zwei Centriolen beinhalten. Auerdem koénnte
geklirt werden, ob es sich um eine Centrosomen-Fragmentierung oder eine Uberduplika-
tion handelt.

Ferner ware von Interesse, die Bindungsstelle von Centrocountin sowohl an NPM als auch
an CRM1 herauszufinden. Hierzu konnten Deletionskonstrukte beider Proteine genutzt
werden. Zum einen ware es moglich, die Deletionskonstrukte in Zellen zu transfizieren und
diese fiir eine Affinitatsreinigung zu verwenden, zum anderen kdnnten mit gereinigten
Proteinfragmenten im Rahmen der Fluoreszenz-Polarisation Kp-Werte bestimmt werden.
Eine weitere Moglichkeit, die Bindungsstelle zu charakterisieren, lage in einer Co-
Kristallisation von NPM bzw. CRM1 mit Centrocountin. Dies kénnte auch die Hinweise der
CD-Spektroskopie auf eine Strukturanderung von NPM bestatigen oder wiederlegen. Wei-
terhin kdnnte eine Beeinflussung von Centrocountin auf die Interaktion von NPM und
CRM1 mit Hilfe eines ELISA (,,enzyme linked immunosorbent assay“) untersucht werden.
Ein weiterer Ansatz ware, einen moglichen Einfluss auf die oben beschriebenen Interakti-
onspartner von NPM zu Uberpriifen. So kénnten zum Beispiel Immunprazipitationen in An-
und Abwesenheit von Centrocountin durchgefihrt werden, um herauszufinden welche der
vorstellbaren Protein-Protein-Interaktionen gestort wird. Ebenso ware auch hier der Ein-

satz der ELISA-Technik denkbar.
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7. Zusammenfassung

Laut einer Schatzung werden im Jahr 2020, durch Faktoren wie die Uberalterung der Welt-
bevolkerung, die Verwestlichung der Erndhrungsgewohnheiten und die zunehmende Um-
weltverschmutzung, 15 Millionen neue Krebsfélle diagnostiziert und 12 Millionen Men-
schen werden auf Grund einer Krebserkrankung sterben (Bray & Moller, 2006). Dies ver-
deutlicht die Wichtigkeit, neue Wirkstoffe zu entwickeln, die in der Lage sind Krebserkran-
kungen aufzuhalten oder besser noch zu heilen. Ein beliebter Ansatzpunkt fiir Therapeuti-
ka ist der Zellzyklus, um die Hyperproliferation von Tumorzellen zu stoppen und die Zellen
nachfolgend in die Apoptose zu leiten. Viele in der Klinik erfolgreich eingesetzte
Chemotherapeutika verandern die Tubulin-Dynamik und inhibieren somit den mitotischen
Spindelapparat, was zu einer Arretierung der Mitose und dem anschlieBenden Absterben
der Tumorzellen fiihrt. Aufgrund der Tatsache, dass dynamische Mikrotubuli auch wichtige
Funktionen in nicht proliferierenden Zellen erfillen, fiihrt der Einsatz von Tubulin-
bindenden Wirkstoffen zu zahlreichen Nebenwirkungen. Deshalb ist es von grofRer Bedeu-
tung niedermolekulare Substanzen zu identifizieren, welche geeignet sind, andere wesent-
liche Proteine des Zellzyklus zu modifizieren und dadurch den Tod der Tumorzellen herbei-
zufihren.

Bereits im Vorfeld wurden in einem zelluldren Testsystem Substanzen aus einer abtei-
lungseigenen Indolochinolizin-Bibliothek identifiziert, welche in der Lage waren den Zell-
zyklus zu inhibieren. Der durch diese Substanzen induzierte Phanotyp konnte durch die im
Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Analysen, wie Lebendzell-Mikroskopie, Immunfluo-
reszenz und Durchflusszytometrie, ndher beschrieben werden. So fiihrte die Inkubation
von Hela-Zellen mit den Indolochinolizinen zu fehlorientierten Chromosomen wahrend
der Metaphase und dem Auftreten von zusatzlichen Spindelpolen, was zu multipolaren
Spindeln flihrte. Dieser Phanotyp lieR vermuten, dass die Zellen nicht mehr in der Lage
sind ihre Centrosomen zu ,zahlen”, weshalb die aktiven Substanzen als Centrocountine
bezeichnet wurden. Auflerdem konnten Immunfluoreszenz-Aufnahmen einer BUB1-
Farbung eine Aktivierung des Spindel-Kontrollpunktes zeigen. Die Analyse des Interkine-
tochor-Abstandes wies darauf hin, dass die Aktvierung des Kontrollpunktes durch eine
fehlende Spannung zwischen den Kinetochoren und den Mikrotubuli ausgeldst wurde. Die
Spindel-Kontrollpunkt-Aktivierung resultierte in einem mitotischen Arrest, welcher durch
die etwa flinfmal so lange Mitose-Dauer von mit Centrocountin 1 behandelten Zellen im

Gegensatz zu den Kontrollzellen gezeigt werden konnte. Auch die Zellzyklus-Analyse zeigte
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einen konzentrationsabhangigen Anstieg der mitotischen Zellen. Ferner war ein Riickgang
der Hela-Zellproliferation auf etwa 60% zu verzeichnen. Dieser war zum einen durch das
Anhalten des Zellzyklus in der M-Phase, zum anderen durch das Einsetzen der Apoptose zu
erklaren. Durch Immunfluoreszenz-Aufnahmen in acht weiteren Zelllinien konnte gezeigt
werden, dass das Auftreten der fehlorientierten Chromosomen sowie der zusatzlichen
Spindelpole zelltyplbergreifend ist.

Aufgrund des interessanten Phanotyps war es im weiteren Verlauf von besonderer Bedeu-
tung die Zielproteine der Centrocountine zu identifzieren. So wurde zunachst versucht
eine Zielprotein-ldentifizierung mittels wissenschaftlicher Hypothesen durchzufiihren. Zu
den potentiellen Zielproteinen zdhlten Tubulin, zahlreiche Zellzyklus-spezifische Kinasen
und die Phosphatase CDC25a, welche jedoch alle mit Hilfe entsprechender in vitro oder in
vivo Testsysteme ausgeschlossen werden konnten. Basierend auf den oben beschriebenen
phanotypischen Analysen konnte eine Struktur-Aktivitats-Beziehung aufgestellt werden,
welche die Synthese einer Sonde fir die Affinitdtschromatographie ermoglichte. Die her-
gestellte Sonde wurde (ber ein freies Amin an eine NHS-aktivierte Sepharose gekoppelt,
so dass eine Affinitatsreinigung mit Hela-Zelllysaten durchgefiihrt werden konnte. Mit
Hilfe einer Kombination aus der vergleichenden und kompetitiven Variante der Affinitats-
chromatographie konnte das nukleolare Protein Nucleophosmin (NPM) als Zielprotein
identifiziert werden. Die anschliefende Literaturrecherche ergab, dass das Ausschalten
von NPM durch RNAi dhnliche Effekte, wie die durch Centrocountin ausgelosten, verur-
sachte. Auch eine Storung der Bindung des nuklearen Export-Rezeptors CRM1 an NPM
flhrte zu dem beobachteten Phanotyp. So wurden fiir folgende Validierungs-Experimente
sowohl NPM als auch der NPM-CRM1-Komplex als mogliche Bindungspartner in Betracht
gezogen. Sowohl NPM als auch CRM1 konnten mittels Immundetektion nach erfolgter
Affinitatschromatographie nachgewiesen werden. Ebenso war eine konzentrationsabhan-
gige Verdrangung mit einem Uberschuss an Centrocountin 1 zu verzeichnen. Ferner konn-
te durch Fluoreszenz-Lebensdauer-Mikroskopie und Fluoreszenz-Polarisation in vivo und in
vitro eine Bindung beider Proteine an ein mit Cy3 modifiziertes Centrocountin gezeigt
werden. Aufgrund der diversen Aufgaben von NPM in der Zelle kdnnten neben der NPM-
CRML1 Interaktion, auch weitere Protein-Protein-Interaktionen gestort werden, welche die
beschriebenen Phanotypverdnderungen hervorrufen wiirden. Dementsprechend kénnten
eine gehinderte Interaktion von NPM und PCNA wahrend der DNA-Reparatur, von NPM
und p14ARF sowie von NPM und RB zu einer Aktivierung von p53 und dem nachgeschalte-

WAF1/CIP1

tem p21 flihren. Dies wirde einen Zellzyklus-Arrest auslosen, welcher oftmals in
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Verbindung mit der Apoptose steht. Einen Hinweis auf diesen moglichen Wirkmechanis-

WAFUC'PI, welche in mit Cen-

mus gaben die erhéhten Protein-Niveaus von p53 und p21
trocountin behandelten MCF7- und HCT-116-Zellen nachgewiesen werden konnten. Ge-
hemmte Interaktionen zwischen NPM und ROCK2, NPM und BRCA2 und natlirlich NPM
und CRM1 kénnten auRerdem zu einer Centrosomen-Fragmentierung bzw. Uberduplikati-
on fuhren, welches ebenfalls ein Anhalten des Zellzyklus oder die Aptoptose zur Folge hat-
te. Aufgrund der Tatsache, dass NPM proto-onkogene Funktionen ausiibt und das am hau-
figsten mutierte Gen in hamatopoetischen Tumoren ist, ist die Entdeckung von Cen-
trocountin, einem neuen NPM-Inhibitor, von besonderer Bedeutung. Auch Centrocountin

als biologisches Werkzeug nutzen zu kénnen, um die zahlreichen zellularen Funktionen von

NPM besser zu untersuchen und zu verstehen, kann nicht auBer Acht gelassen werden.
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9. Anhang

9.1. Abkiirzungsverzeichnis

°C Grad Celsius; T(°C) = T(K) + 273,16 K

A Ampere

Amp Ampicillin

ATCC American Tissue Culture Collection

BSA Rinderserumalbumin (,,bovine serum albumine®)
bzw. beziehungsweise

CAM Chloramphenicol

CcD Zirkulardichroismus (,,circular dichroism”)

CDK Cyclin abhdngige Kinase (,,cyclin dependant kinase”)
CFP Cyan fluoreszierendes Protein

Da Dalton

DMSO Dimethylsulfoxid

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

FBS Fetales Rinderserum

FLIM Fluoreszenz-Lebensdauer Mikroskopie (, fluorescence lifetime imaging”)
FP Fluoreszenz-Polarisation

h Stunde

His Histidin

IgG Immunglobulin G

IPTG Isopropyl-B-D-thiogalactosid

Kan Kanamycin

Kap. Kapitel
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M Molar (mol/l)

m/z Masse-Ladungs-Verhaltnis eines lonenfragments
min Minute

NHS N-Hydroxysuccinimid

Ni-NTA Nickel-Nitrilotriessigsaure

NPM Nucleophosmin

ODgno Optische Dichte bei einer Wellenlange von 600 nm
PBS Phosphat-gepufferte Salzlésung

pH Logarithmus der H;0"-lonenkonzentration in mol/I
rpm Umdrehungen pro Minute (,revolts per minute®)
RT Zimmertemperatur

SDS Natriumdodecylsulfat (,,sodium dodecyl sulfate”)
s Sekunde

TBS Tris-gepufferte Kochsalzlosung

v/v Volumen pro Volumen

w/v Gewicht pro Volumen

YFP Gelb fluoreszierendes Protein (,yellow fluorescent protein®)
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