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1 Einleitung 

1.1 Chronische myeloische Leukämie 

Die chronische myeloische Leukämie (CML) gehört zur Gruppe der chronischen 

myeloproliferativen Neoplasien (MPN). Die Inzidenz in Deutschland liegt bei 1,6 

Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner im Jahr. Insgesamt wird der Anteil von 

CML-Fällen an allen Leukämieerkrankungen mit etwa 20% angegeben (Hochhaus 

et al. 2002). Betroffen sind in erster Linie ältere Menschen, wobei  das mittlere 

Erkrankungsalter bei Erstdiagnose etwa 53 Jahre beträgt (Kurzrock et al. 1988; 

Sawyers 1999). Männer sind hierbei 1,4-mal häufiger betroffen als Frauen (Boring 

et al. 1993). Zu Grunde liegt dieser Erkrankung die klonale Proliferation einer 

maligne entartenen, pluripotenten hämatopoetischen Stammzelle des 

Knochenmarks. Dabei steht vor allem das unkontrollierte Wachstum der 

myeloischen Reihe der Hämatopoese im Vordergrund (Nolte et al. 1995). In 95% 

aller CML-Fälle kann ein verkürztes Chromosom 22, das Philadelphia 

Chromosom, nachgewiesen werden (Nowell et al. 1960; Kurzrock et al. 1988; 

Faderl et al. 1999). Es resultiert aus einer reziproken Translokation zwischen den 

langen Armen der Chromosomen 9 und 22 - der Philadelphia Translokation 

(t(9;22)(q34;q11) (Rowley 1973). Folge ist die Expression des onkogenen 

Fusionsproteins Bcr-Abl (Bartram et al. 1983; Heisterkamp et al. 1985). In 

zahlreichen Versuchen konnte nachgewiesen werden, dass Bcr-Abl Expression für 

die maligne Transformation myeloider Zellen verantwortlich ist (Daley et al. 1988; 

Young et al. 1988; Lugo et al. 1989) und im Tiermodell CML-ähnliche 

Krankheitsbilder hervorruft (Daley et al. 1990; Elefanty et al. 1990). Damit ist die 

CML eine der ersten Erkrankungen, bei denen eine definitive Ursache auf 

molekularer Ebene im Inneren der Zelle nachgewiesen werden konnte.  

 

1.1.1 Das Fusionsprotein Bcr-Abl 

Die zur Translokation notwendigen Bruchstellen sind auf Chromosom 9q34 sowie 

Chromosom 22q11 lokalisiert und liegen jeweils in codierenden Bereichen. Auf 

Chromosom 9 ist das Gen c-Abl (Heisterkamp et al. 1983), auf Chromosom 22 

das Bcr-Gen betroffen (Groffen et al. 1984). Ersteres codiert für eine 
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Tyrosinkinase, welche sowohl im Zytoplasma als auch im Nukleus lokalisiert ist. 

Kinaseaktivität und Lokalisation von c-Abl unterliegen strikten 

Kontrollmechanismen, an denen intra- und intermolekulare Protein-Protein-

Interaktionen sowie posttranslationale Modifikationen beteiligt sind (Van Etten 

1999). Die Verknüpfung des 5`-Ende des Bcr-Gens mit dem 3`-Ende des c-Abl-

Gens lässt die Fusionsgene Bcr-Abl auf Chromosom 22 sowie c-Bcr-Abl auf 

Chromosom 9 entstehen. Während der Bruch im Chromosom 9 meistens im 

ersten Intron liegt (Shtivelman et al. 1985), können die Bruchpunkte im 

Chromosom 22 variieren. Bislang sind in der Bcr-Genregion drei Bruchpunkte 

beschrieben worden. Man unterscheidet zwischen M-Bcr (major), µ - Bcr (mikro) 

und m-Bcr (minor). Daraus ergeben sich drei verschiedene Bcr-Abl-Fusionsgene 

mit einer Masse von 190 kD, 210 kD bzw. 230kD (Abb. 1).  

 

 

Abb. 1: Philadelphia-Translokation t(9;22)(q34;q11) in CML (nach Faderl et al. 1999). Das 
Philadelphia-Chromosom resultiert aus der reziproken Translokation zwischen dem 3´c-Abl-
Gensegment auf Chromosomen 9 und 5´Bcr-Gensegment auf Chromosom 22. In Abhängigkeit von 
der Bruchstelle im Bcr-Gen fusionieren unterschiedlich große Bcr-Gensegmente mit 3´c-Abl-
Segmenten definierter Größe. Die Folge sind m-RNA Moleküle (e1a2, b2a2, b3a2, e19a2) 
unterschiedlicher Länge, die in Bcr-Abl-Fusionsproteine mit variablem Molekulargewicht 
transkribiert werden. c-Abl (cellular Abelson Murine Leukemia Viral Oncogene Homolog 1); Bcr 
(breakpoint cluster region); m-Bcr: minor Bcr-Region; M-Bcr: Major Bcr-Region; µ-Bcr: mikro Bcr-
Region 
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Die resultierenden Genprodukte unterscheiden sich dementsprechend in ihrer 

Gesamtlänge, wobei der Anteil des Abl-Gens stets identisch ist, der Bcr-Anteil 

variiert. Bei der CML ist überwiegend die Major-Bcr-Region betroffen. Hier entsteht 

durch Integration des c-Abl-Gens in die Exons 10-13 des Bcr-Gens das 

Fusionsgen Bcr-Abl p210. Bei lediglich 20-30% der Patienten mit CML liegt die 

Integrationsstelle im Intron 1, der minor breakpoint region. Diese resultiert in der 

Bildung der kürzeren Genvariante Bcr-Abl p190. Nur selten tritt die Fusion 

zwischen dem Bcr-Exon 19 und dem c-Abl-Exon 2 auf und lässt damit das 

Fusionsgen Bcr-Abl p230 entstehen. Unabhängig von Bruchpunkten und der 

Größe des Fusions-Transkripts führt die Fusion von Bcr mit c-Abl zu einer 

konstitutiven Aktivierung der Abl-Tyrosinkinase und einer veränderten Lokalisation 

selbiger in der Zelle (Konopka et al. 1984). Im Gegensatz zu c-Abl ist Bcr-Abl 

ausschließlich im Cytosol zu finden, wo es u.a. mit Bestandteilen des 

Aktinzytoskeletts interagiert (Van Etten et al. 1989). Beide Veränderungen in 

Kombination erlauben es dem Bcr-Abl-Fusionsprotein, mit Mediatoren 

verschiedenster interzellulärer Signalkaskaden zu interagieren und diese 

konstitutiv zu aktivieren (Abb. 2). Dazu gehören u.a. der Ras/MAPK-Signalweg, 

der PI3K/Akt- Signalweg sowie der Jak/STAT-Signalweg. Darüber hinaus 

phosphoryliert Bcr-Abl wichtige zelluläre Adaptorproteine, z.B. Crkl, Dok und Cbl, 

sowie etliche Proteine, z.B. Fak, Talin und Paxillin, die im Bereich des Zytoskeletts 

angesiedelt sind (Warmuth et al. 1999; Deininger et al. 2000a; Deininger et al. 

2000b; Wong et al. 2004). Die  biologischen Konsequenzen sind vielfältig, fördern 

letztlich aber alle die Transformation der Zelle und damit die Ausbildung einer 

malignen Erkrankung. So greift Bcr-Abl in die Abläufe der Apoptose 

(programmierter Zelltod) ein und verlängert damit das Überleben 

hämatopoetischer Zellen (Bedi et al. 1994; Cortez et al. 1995). Neben 

antiapopototischen Effekten vermittelt Bcr-Abl auch proproliferative Wirkungen. 

Einerseits sensibilisiert es die hämatopoetische Zelle gegenüber Zytokinen und 

Wachstumsfaktoren (Bhatia et al. 2000), andererseits greift es direkt in die Abläufe 

der Zellzyklusprogression ein (Cortez et al. 1997; Gesbert et al. 2000). Ferner 

nimmt Bcr-Abl Einfluss auf das Adhäsionsverhalten hämatopoetischer Zellen an 

das Knochenmarkstroma, indem es die wachstumshemmenden Wirkungen der 

Zell-Stroma-Interaktion aufhebt (Gordon et al. 1989; Verfaillie et al. 1997; Bhatia et 

al. 1998). Hinsichtlich des Einflusses von Bcr-Abl auf die Differenzierung 
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hämatopoetischer Zellen werden kontroverse Ansichten diskutiert. Demnach kann 

Bcr-Abl die Differenzierung der hämatopoetischen Zelle sowohl antreiben (Era et 

al. 2000) als auch blockieren (Perrotti et al. 1998). 

 

 

Abb. 2: Konstitutive Aktivierung intrazellulärer Signalwege durch Bcr-Abl p210 (Faderl et 
al. 1999). Schematische Darstellung der Domänenstruktur von Bcr-Abl und seinem 
Interaktionspartner. Konstitutive Aktivierung und veränderte Lokalisation des Bcr-Abl p210 
Fusionsproteins ermöglichen Interaktion mit Mediatoren verschiedenster interzellulärer 
Signalkaskaden, wodurch diese aktiviert werden.  

 

1.1.2 Die Rolle von Imatinib in der CML-Therapie 

Die therapeutischen Optionen im Zusammenhang mit CML haben in den letzten 

Jahren eine erhebliche Erweiterung erfahren. Dennoch ist die einzig bekannte 

kurative Maßnahme die allogene Knochenmarktransplantation. Sie stellt jedoch 

aufgrund der transplantationsassoziierten Mortalität nur eine Reserveoption dar. 

Hinzu kommt, dass viele Patienten wegen ihres hohen Alters oder mangels eines 

passenden HLA-kompatiblen Stammzelldonators für diese Therapie generell nicht 

in Frage kommen. Die Entdeckung des Onkoproteins Bcr-Abl als Auslöser der 

CML (Daley et al. 1990; Van Etten et al. 2004) sowie die Tatsache, dass die 
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Tyrosinkinase-Aktivität von Abl für die von Bcr-Abl vermittelte Transformationen 

unerlässlich ist (Lugo et al. 1990), machte die Abl-Kinase zu einem attraktiven 

Angriffspunkt für therapeutische Interventionen (Lugo et al. 1990; Deininger 2004). 

Wichtigster Schritt diesbezüglich war die Entwicklung neuer Medikamente auf dem 

Gebiet der small molecule drugs. Der zur Klasse der 2-Phenylaminopyrimidine 

gehörende Wirkstoff Imatinib (IM, STI 571, Glivec, CGP 57148) wurde dabei als 

potenter Inhibitor von vier Tyrosinkinasen identifiziert: PDGF-Rezeptor α und β 

(PDGF=platelet-derived growth factor receptor), Abl, das Abl verwandte 

Genprodukt Arg sowie cKIT (Buchdunger et al. 2000; Druker et al. 2000; Okuda et 

al. 2001). Darüber hinaus hemmt er spezifisch Fusionsproteine mit onkogener 

Potenz wie Bcr-Abl p210/p185, TEL (ETV6) und TEL-PDGF-R β (Druker et al. 

1996; Carroll et al. 1997; Beran et al. 1998). Umfassende klinische Studien zeigen 

die Wirksamkeit von Imatinib in allen drei Krankheitsphasen der CML, wobei die 

höchsten Ansprechraten bei Patienten mit neu diagnostizierter, unbehandelter 

CML in der chronischen Phase verzeichnet werden konnten (Druker et al. 2001; 

Kantarjian et al. 2002a; Hughes et al. 2003; Druker et al. 2006; Hochhaus et al. 

2008b; von Bubnoff et al. 2010). Eingesetzt zur Erstlinientherapie induziert 

Imatinib nach 18 Monaten in über 96% dieser Patienten eine komplette 

hämatologische und in über 76% eine komplette zytogenetische Remission 

(O'Brien et al. 2003). In der akzelerierten Phase sowie in der Blastenkrise sind die 

Remissionsraten unter Imatinib-Therapie zwar signifikant besser als unter 

konventioneller Chemotherapie, dennoch erwies sich der Wirkstoff als weniger 

effektiv im Vergleich zu den Ergebnissen bei Patienten in der chronischen Phase 

(Sawyers et al. 2002; Talpaz et al. 2002; Kantarjian et al. 2005; Palandri et al. 

2008; Palandri et al. 2009). Ebenso steigt die Anzahl primärer und sekundärer 

Resistenzen gegenüber Imatinib bei fortgeschrittener CML signifikant an. Während 

primäre hämatologische Resistenz in der frühen Phase der CML in unter 5% der 

Fälle auftritt und damit ein seltenes Ereignis darstellt, steigt die Zahl bei 

fortgeschrittener CML nach vier Jahren auf 45 bis 70% in der akzelerierten Phase 

bzw. 90% in der Blastenkrise an (Daley et al. 1990; Druker et al. 2001; Kantarjian 

et al. 2002b; Kantarjian et al. 2002c; Ottmann et al. 2002). Verantwortlich dafür 

sind genetische Alterationen, die primär in einem einzigen malignen Klon 

auftreten. Unter Imatinib-Therapie wird dieser selektioniert und führt damit zur 
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Resistenz. Diese spezifischen molekularen Veränderungen entstehen vor allem 

durch die hohe Proliferationsrate der Tumorzellen einerseits, andererseits durch 

die aufkommende genomische Instabilität (Ohyashiki et al. 2000; Blagosklonny 

2002). In den letzten Jahren sind die Mechanismen der Imatinib-Resistenzen 

ausgiebig analysiert worden. In 42-90% der Fälle handelt es sich dabei um 

Punktmutationen im Bereich der Kinase-Domäne, einschließlich 

Aktivierungsschleife (activation-loop), Nukleotid-Bindungsschleife (p-loop) und 

ATP-Bindungstasche (ATP-binding pocket). Gewöhnlich führen diese zu einem 

Bcr-Abl-Protein mit funktionell intakter Abl-Tyrosinkinase-Domäne. Die 

Medikamentenbindung wird jedoch durch strukturelle Veränderungen behindert 

oder außer Kraft gesetzt (Weisberg et al. 2007). Seit der Entdeckung der ersten 

durch Punktmutation in Bcr-Abl verursachten Imatinib-Resistenz durch Sawyers 

und Kollegen (Gorre et al. 2001) sind bis heute mehr als 100 verschiedene 

beschrieben worden (Branford et al. 2002; Roche-Lestienne et al. 2002; Shah et 

al. 2002; von Bubnoff et al. 2002; Hochhaus et al. 2007; Agrawal et al. 2010). Mit 

einer Häufigkeit von fast 15% aller Bcr-Abl-Mutationen ist dabei die T315I-

Mutation am stärksten vertreten, gefolgt von der P-Loop Mutation Y253F/H mit 

11% (Apperley 2007b; Apperley 2007a). Darüber hinaus können auch außerhalb 

des Bcr-Abl-Gens Resistenzmechanismen auftreten und zur Resistenz-

entwicklung beitragen. Als Beispiele sind Amplifikation des Bcr-Abl-Gens mit 

daraus resultierender Bcr-Abl-Überexpression, Aktivierung alternativer Signalwege 

sowie die Pharmakokinetik von Imatinib negativ beeinflussende Veränderungen zu 

nennen (Gambacorti-Passerini et al. 2000; Gorre et al. 2001; Donato et al. 2003; 

Crossman et al. 2005). Zusammen stellen diese ein zunehmendes Problem in der 

CML-Terapie dar. Diese Tatsache macht die Entwicklung alternativer 

Therapieansätze notwendig. Eine mögliche Alternative bieten die 

Tyrosinkinaseinhibitoren der zweiten Generation Nilotinib, Dasatinib und Bosutinib. 

Diese Substanzen haben sich bei einer Reihe von Imatinib-Resistenzmutationen 

als wirksam erwiesen, so dass in der Mehrheit der Fälle, v.a. in der chronischen 

Phase, eine erneute Remission erzielt werden konnte (Kantarjian et al. 2006; 

Puttini et al. 2006; Talpaz et al. 2006; Hochhaus et al. 2008a; Kantarjian et al. 

2009; Redaelli et al. 2009; Cortes et al. 2010a). Aktuelle klinische Studien ließen 

insbesondere Nilotinib in den Vordergrund rücken. Es konnte gezeigt werden, 

dass Nilotinib nicht nur eine höhere Selektivität für Bcr-Abl als Imatinib aufweist, 
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sondern auch den Übergang der CML in ein fortgeschrittenes Stadium effektiver 

verhindert (Cortes et al. 2010b; Saglio et al. 2010). Dennoch wird auch die 

Wirksamkeit dieser Substanzen durch einige hoch resistente Mutationen wie die 

T315I-Mutation limitiert. Hier bieten neue Substanzklassen wie Aurora Kinase 

Inhibitoren eine viel versprechende Perspekive. Diese sollen deshalb im Fokus 

dieser Arbeit stehen. 

 
1.2 Aurora Kinasen 

Aurora Kinasen gehören zur Familie der Serin-Threonin-Proteinkinasen. In 

Säugetierzellen werden drei überwiegend homologe Mitglieder exprimiert, die als 

Aurora Kinase A, B und C bezeichnet werden. 1995 wurde das ursprüngliche 

Aurora Allel während eines Screens von Drosophila melanogaster-Mutanten 

entdeckt, die durch Defekte im Spindelfaserapparat aufgefallen waren (Glover et 

al. 1995). Das Aurora A-Gen ist im menschlichen Genom auf Chromosom 

20q13.2-q13.3, das Aurora B-Gen auf Chromosom 17p31.1 und das Aurora C-

Gen auf Chromosom 19q13.43 lokalisiert. Für das murine Genom dagegen ist die 

Lage dieser Gene auf den Chromosom 2, 11 und 7 beschrieben worden. Da 

Aurora Kinasen seit ihrer Entdeckung meist unabhängig in den verschiedensten 

Model-Organismen untersucht worden sind und zudem speziesabhängig eine 

unterschiedliche Anzahl von ihnen exprimiert wird, existieren in der Literatur eine 

Vielzahl von unterschiedlichen Bezeichnungen. Tabelle 1 liefert eine detaillierte 

Übersicht der verschiedenen Nomenklaturen.  
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1.2.1 Struktur der Aurora Kinasen 

Die drei in Säugetieren exprimierten Aurora Kinase Proteine bestehen aus 309-

403 Aminosäuren. Jedes Protein setzt sich aus drei Domänen zusammen: einer 

N-terminalen, einer zentralen Kinase-Domäne und einer kurzen C-terminalen 

Domäne (Abb. 3). Während sie im Bereich der carboxy-terminalen Domäne eine 

sehr hohe strukturelle Homologie  aufweisen (Aurora B und A 53 %, Aurora B und 

C 73%), unterscheiden sie sich in Länge und Sequenz der amino-terminalen 

Domäne (Giet et al. 1999; Cheetham et al. 2002; Bolanos-Garcia 2005). Der 

niedrige Konservierungsgrad  der Aminosäuren in diesem Bereich ermöglicht die 

notwendige Selektivität im Rahmen von Protein-Protein-Interaktionen und die 

unterschiedliche subzellulare Lokalisation (Carmena et al. 2003). In der katalytisch 

aktiven Kinasen-Domäne ist die Aktivierungschleife (t-loop) lokalisiert, an deren 

Threonin 288-Rest aktivierende Autophosphorylierung stattfindet. Ferner weist die 

Proteinsequenz auch für den Abbau der Kinasen essentielle Degradationsmotive 

wie die carboxy-terminale D-Box (destruction-box) auf. Sie ist jedoch nur in 

Gegenwart einer A-Box (D-box-activating domain = DAD) im Bereich der amino-
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terminalen Domäne aktiv. Dieses Zusammenspiel ist vor allem im Hinblick auf 

Aurora A-Degradation entscheidend (Castro et al. 2002b; Littlepage et al. 2002a). 

Eine weitere für die Degradation wichtige Sequenz findet sich in der N-terminalen 

Domäne von Aurora A und B, das aus 11-18 Aminosäuren bestehende  KEN–

Motiv, das als Erkennungsstruktur für  den Anaphase fördernden Komplex (Cdh1-

dependent anaphase-promoting complex = APC) fungiert (Bolanos-Garcia 2005). 

In Aurora C ist an ähnlicher Position das PEST-like Motive lokalisiert. Hier 

auftretende Mutationen führen zur Aufhebung der Aurora C Kinaseaktivität (Chen 

et al. 2002a). 

 

 

Abb. 3: Schematische Darstellung der Domänenstruktur von Aurora Kinase A-C (nach 
Bolanos-Garcia 2005). KEN-Motiv: Erkennungssequenz des Anaphase fördernden Komplex 
(Cdh1-dependent anaphase-promoting complex = APC); A-Box/DAD:  D-Box aktivierende Domäne 
(D-box- activating domain) D-Box: Destruktions-Box (destruction-box) 

 

1.2.2 Regulation der Aurora Kinasen 

Die Regulation der Aurora Kinase Aktivität während des Zellzyklus unterliegt 

komplexen Kontrollmechanismen, bestehend aus einem engen Zusammenspiel 

von Proteinexpression und -degradation, Lokalisation sowie Interaktion und 

Phosphorylierung durch verschiedene Modulatoren. 
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Die Expression der Aurora Kinase-Gene erfolgt Zellzyklus-abhängig. Sie steigt 

während der G2-Phase an und erreichen in der frühen Mitose ihren Höhepunkt 

(Kimura et al., 1997). Am Übergang von später Mitose zur G1-Phase wird durch 

den Anaphase fördernden Komplex/Cyclosom (APC/C) die Ubiquitin-vermittelte 

Degradation der Aurora Kinasen eingeleitet (Castro et al. 2002a; Taguchi et al. 

2002). Dabei handelt es sich um einen Multi-Enzymkomplex aus der Familie der 

E3-Ubiquitin-Ligasen. Zielstruktur zur Polyubiquitinierung ist neben der A-Box 

auch die in der N-terminalen Domäne gelegene D-Box. Durch A-BOX/DAD-

Interaktion erfolgt deren Aktivierung und ermöglicht so die Erkennung durch den 

APC/C (Castro et al. 2002b; Littlepage et al. 2002a). Dieser Abbauprozess kann 

durch Autophosphorylierung der A-Box an Serin 51 zumindest in Aurora A 

blockiert werden (Littlepage et al. 2002a; Littlepage et al. 2002b; Haydon et al. 

2003). Inwieweit das ebenfalls in der N-terminalen Domäne gelegene KEN-Motiv 

in die Degradationsvorgängen involviert ist sowie die Frage danach, welche 

Strukturen in welcher Aurora Kinase für eine erfolgreiche Degradation essentiell 

sind, wird in der Literatur kontrovers diskutiert (Taguchi et al. 2002; Crane et al. 

2004; Nguyen et al. 2005; Stewart et al. 2005). 

Auch Lokalisation der Aurora Kinasen wird in Abhängigkeit des Zellzyklus 

reguliert. Die Position von Aurora A ist dabei eng mit den Centrosomen und den 

umgebenden Mikrotubuli assoziiert. Vom Ende der S-Phase bis zur frühen G1-

Phase besetzt Aurora A die duplizierten Centrosomen (Giet et al. 2001b). Mit 

Beginn der Mitose findet sich das Protein zusätzlich an den Spindelpolen, im 

weiteren Verlauf auch an der Spindle midzone (Ana- und Telophase) sowie im 

Bereich der Midbodys (späte Telophase). Die korrekte Anbindung an die 

Mikrotubuli erfolgt TPX2-abhängig (Gruss et al. 2002; Kufer et al. 2002). TPX2 

(targeting protein for Xenopus kinesin-like protein 2) ist zurzeit der 

bestcharakterisierte Interaktionspartner von Aurora A. Als Mikrotubuli-assoziertes 

Protein ist es darüberhinaus sowohl für Stabilität als auch bipolare Ausrichtung der 

mitotischen Spindel erdorderlich (Wittmann et al. 2000). 

Aurora B  ist die katalytische Komponente des sogenannten chromosomal 

passenger complex (CPC). Initial formiert sich der CPC entlang der 

Chromosomenarmen, bevor er in der frühen Mitose am Centromer der 

Chromosomen zu liegen kommt. Von hier aus wandert der Komplex während der 
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Anaphase zur Zentralspindel und in den Zellkortexbereich, wo die Formation der 

Teilungsfurche stattfindet. Während der anschließenden Zytokinese konnte der 

CPC innerhalb der Midbody-Trennzone nachgewiesen werden (Cooke et al. 

1987). Die verschiedenen Lokalisationspunkte des Protein-Komplexes im Rahmen 

des Zellzyklus lassen auf eine Koordination von chromosomalen und 

zytoskeletalen Abläufen schließen. 

Für Aurora C konnte eine ähnliche Lokalisation wie für Aurora B während des 

Zellzyklus ermittelt werden (Bernard et al. 1998). 

Neben der Proteinmenge und der Lokalisation unterliegt auch die enzymatische 

Aktivität einer Zellzyklus-abhängigen Regulation. Anhand von 

Massenspektrometrie konnten im Aurora Kinase Protein von Xenopus laevis 

Extrakten drei aktivierende Phosphorylierungsstellen identifiziert werden: Serin 53, 

Threonin 295 und Serin 349 (Littlepage et al. 2002b). Während Phosphorylierung 

von Serin 53 in der A-Box von Aurora A wie oben erwähnt die 

Degradationsvorgänge beeinflussen kann, ist Threonin 295 (entspricht Thr 288 in 

humanem Aurora A) in aktivierter Form maßgeblich für die Kinaseaktivität 

verantwortlich und damit wichtigste Phosphorylierungsstelle. Diese liegt innerhalb 

der Aktivierungsschleife und kann sowohl durch Protein-Kinase-A (PKA) als auch 

durch TPX2-vermittelte Autophosphorylierung aktiviert werden (Walter et al. 2000; 

Bayliss et al. 2003; Eyers et al. 2003). Die Proteinphosphatase PP1 fungiert an 

dieser Stelle durch Dephosphorylierung von Threonin 288 als Gegenspieler und 

kann die Kinaseaktivität von Aurora A inaktivieren (Walter et al. 2000; Katayama et 

al. 2001). Auch die dritte Phosphorylierungsstelle Serin 349 ist in der katalytischen 

Domäne lokalisiert. Versuche mit Aurora A-Mutanten ergaben, dass diese 

wahrscheinlich eine strukturelle oder regulatorische Rolle im Aktivierungsprozess 

spielt (Littlepage et al. 2002b). Weitere Aurora A-Aktivierungspartner sind Ajuba, 

Bora, Inh2 und HEF1, über deren Interaktionen jedoch noch nicht viel bekannt ist 

(Hirota et al. 2003; Satinover et al. 2004; Pugacheva et al. 2005; Hutterer et al. 

2006).  

Aurora B Kinaseaktivität basiert hauptsächlich auf Autophosphorylierung an 

Threonin 232 in der Aktivierungsschleife. Für eine maximale Kinaseaktivität ist 

zusätzlich die Bindung des Interaktionspartners INCENP (inner centromer protein) 

essentiell, wodurch allosterische Änderungen der Aktivierungsschleife und der 
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katalytischen Domäne induziert werden (Sessa et al. 2005). Des Weiteren sind 

verschiedene Kinasen wie Mps1, Chk1 und Tousled-like-Kinase-1 sowie das 

Protein TD-60 direkt oder indirekt in den Aktivierungsprozess involviert (Han et al. 

2005; Zachos et al. 2007; Jelluma et al. 2008; Rosasco-Nitcher et al. 2008).  

Bezüglich Aurora Kinase C ist lediglich bekannt, dass, analog zu Aurora B, 

Interaktion mit INCEP zur Aktivierung der Kinase beiträgt (Li et al. 2004; Sasai et 

al. 2004).  

 

1.2.3 Funktion der Aurora Kinasen 

Aurora Kinasen sind in viele regulatorische Schritte der Mitose integriert (Abb. 4). 

Sie spielen eine entscheidende Rolle bei der Centrosomenduplikation, bipolaren 

Spindelformation, Adaptation der Chromosomen an den mitotischen 

Spindelapparat, korrekte bi-orientierte Ausrichtung der Chromosomen und bei der 

Qualitätssicherung am Kontrollpunkt der Spindelbildung (Andrews et al. 2003; 

Carmena et al. 2003; Ducat et al. 2004; Fu et al. 2007; Vader et al. 2008).  

 

 
Abb. 4: Schematische Darstellung  der Aurora Kinasen vermittelten Zellzyklus-Funktionen. 
Aurora Kinasen spielen eine Schlüsselrolle in der Regulation mitotischer Prozesse (nach Meraldi et 
al. 2004) 
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Dieser Spindelkontrollpunkt sichert die korrekte Verteilung der Chromosomen auf 

Mutter- und Tochterzelle und verhindert somit somatische Chromosomen-

aberrationen als Folge unvollständiger Trennung.  

Einer der Hauptfunktion von Aurora A ist die Regulation des Eintritts in die Mitose. 

Sie nimmt dabei Einfluss auf den Cyclin B1-Cdk1-Komplex, auch Mitosis 

promoting factor (MPF) genannt. Er ist nur am G2/M-Übergang aktiv und ist für 

einen kontrollierten Mitose-Eintritt von großer Bedeutung (Minshull et al. 1989; Ohi 

et al. 1999). Diese punktgenaue Aktivierung wird unter anderem durch regulierte 

CDK-1 Phosphorylierung erreicht. Während CDK-1 in der Interphase durch 

Phosphorylierung der Kinase Wee1 gehemmt wird, überwiegt am G2/M-Übergang 

die Aktivität der Cdc25B-Phosphatase. Letztere überführt CDK-1 durch Entfernung 

der inhibierenden Phosphatreset in den aktiven Zustand (Heald et al. 1993; 

Borgne et al. 1996). Aurora A phosphoryliert und aktiviert Plk-1 (Polo-like Kinase 

1) in der G2-Phase des Zellzyklus (Macurek et al. 2008; Seki et al. 2008). Plk-1 

ihrerseits induziert nun die Aktivierung der Cdc25B-Phosphatase und dadurch die  

Dephosphorylierung von Cdk-1. Zusätzlich vermittelt sie die Degradation der Cdk-

1-Inhibitor-Kinase Wee1 (van Vugt et al. 2004). Beide Vorgänge münden in der 

Aktivierung des MPF. Darüber hinaus ist auch die direkte Phosphorylierung und 

Aktivierung von Cdc25B durch Aurora A beschrieben worden (Dutertre et al. 2004; 

Cazales et al. 2005). Somit ist Aurora A an dem zeitlichen Ablauf der Mitose 

sowohl direkt als auch indirekt beteiligt. Ferner unterstützt Aurora A die 

Centrosomenmaturation durch Rekrutierung verschiedener Proteine des 

peritubulären Materials (Toji et al. 2004; Abe et al. 2006; Barr et al. 2007; Mori et 

al. 2007) sowie die Centrosomen-Separation durch Phosphorylierung von EG5, 

ein kinesinähnliches Motorprotein (Giet et al. 1999). Als Bestandteil des EXTAH-

Multiprotein-Komplex ist für Aurora A zudem die Partizipation an Aufbau und 

Stabilität der mitotischen Spindel beschrieben worden (Pollard et al. 2009). 

Fehlfunktion bzw. Verlust einer Komplexkomponente bedingt die Ausbildung multi- 

bzw. monopolarer Spindeln (Glover et al. 1995; Liu et al. 2006). In Aurora A 

knockout-Mäusen führten diese gravierenden Störungen der Mitose bereits in der 

frühen Phase der Embryogenese zum Tode (Lu et al. 2008). 

Aurora B ist katalytische Komponente des chromosomal passenger complex 

(CPC), dem zentralen Regulator der Chromosomensegregation. Darüber hinaus 
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ist der CPC nicht nur an der Chromosomenkondensation und der anschließenden 

chromosomalen Bi-Orientierung sondern auch am Spindelkontrollpunkt (spindle 

assembly checkpoint = SAC) sowie am Abschluss der Zytokinese beteiligt. (Honda 

et al. 2003; Vader et al. 2006; Ruchaud et al. 2007a). Er ist damit für korrektes 

Durchlaufen und vollständiger Beendigung der Mitose essentiell (Pollard et al. 

2009). Dieser „Wächter der Zellteilung“ setzt sich insgesamt aus vier 

Komponenten zusammen: Aurora B, Survivin, INCENP (inner centromer protein) 

und Borealin (Adams et al. 2000; Bolton et al. 2002; Honda et al. 2003; Gassmann 

et al. 2004; Ruchaud et al. 2007b). Die nicht katalytischen Komponenten 

regulieren hierbei Aktivität und Lokalisation von Aurora B (Vader et al. 2006). 

Dieses Zusammenspiel ist für die Funktion des Komplexes essentiell. Verlust einer 

dieser Komponente resultiert in Fehllokalisation der anderen und Unterbrechung 

des Mitose-Durchlaufs (Ruchaud et al. 2007b). Außerdem ist Aurora B durch 

Phosphorylierung von Histon 3 für eine klassische Chromatinmodifikation in der 

Mitose verantwortlich und trägt damit zur Kondensation der Chromosomen bei. 

Dieser Vorgang ist Voraussetzung für Segregation und Duplikation der DNA. 

Aurora B phosphoryliert Histon 3 an Serin 10 und Serin 28 (Giet et al. 2001a; Goto 

et al. 2002). Erstere wird dabei als Biomarker für Aurora B Aktivität in-vitro und in-

vivo eingesetzt (Carpinelli et al. 2008; Foran et al. 2008). Im Rahmen der 

Chromosomensegregation unterstützt der CPC und damit Aurora B die Zelle 

sowohl bei der Stabilisierung von korrekten, amphitelischen Verknüpfungen 

zwischen Kinetocher und Spindelfasern als auch bei der Destabilisierung 

abnormer synthelischer oder merotelischer Verbindungen. Unbesetzte 

Kinetochere aktivieren den Spindelkontrollpunkt, der ein Fortsetzen der Mitose so 

lange blockiert (Mitose-Arrest), bis alle Kinetochere korrekt amphithelisch mit 

Mikrotubuli-Spindeln besetzt sind (Rieder et al. 1995; Bharadwaj et al. 2004; 

Musacchio et al. 2007). Darüber hinaus konnten zahlreiche Versuche zeigen, dass 

Aurora B Aktivität für einen effizienten Austritt aus der Anaphase und eine 

erfolgreiche Zytokinese unerlässlich ist (Terada et al. 1998; Severson et al. 2000; 

Adams et al. 2001; Giet et al. 2001a; Ditchfield et al. 2003). Verlust der Aurora B 

Aktivität resultiert in einem Mitose-Austritt der Zelle ohne stattgefundene Teilung. 

Dies führt zu Zellen mit großen, polyploiden Nuklei aufgrund multiplen DNA-

Kopien (Kawasaki et al. 2001). 
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Über Aurora Kinase C ist wenig bekannt. In somatischem Gewebe finden sich eine 

signifikant niedrigere Expression im Vergleich zu Aurora A und B. Eine Ausnahme 

stellt der Hoden dar. Hier finden sich deutlich höhere Spiegel (Bernard et al. 1998; 

Kimura et al. 1999). Während der Mitose zeigt sich für Aurora C ein ähnlicher 

dynamischer Lokalisationsprozess wie für Aurora B. Es wird deshalb 

angenommen, dass auch Aurora C ein CPC-Protein ist, das mit Aurora B co-

lokalisiert und mit INCENP, Survivin und Borealin interagiert (Li et al. 2004; Sasai 

et al. 2004). Demnach überschneiden sich die Funktionsbereiche von Aurora B 

und C. 

 

1.2.4 Die Bedeutung der Aurora Kinasen in der Karzinogenese 

Seit 1998 Überexpression von Aurora A in verschiedenen humanen 

Tumorgeweben nachgewiesen werden konnte, sind diese Kinasen in den Fokus 

der Krebstherapie gerückt (Bischoff et al. 1998). Hierbei konnte gezeigt werden, 

dass Überexpression von Aurora A mit Zentrosomen-Amplifikationen, Defekten in 

der mitotischen Spindelausbildung sowie fehlerhafter Chromosomentrennung 

vergesellschaftet ist und damit im direktem Zusammenhang mit erhöhter 

chromosmomaler Instabilität, Aneuploidie und schlechter Prognose steht (Zhou et 

al. 1998; Miyoshi et al. 2001). In-vitro führte Aurora A-Überexpression zur 

neoplastischen Transformation von NIH3T3-Fibroblasten, wodurch deren 

onkogones Potential bestätigt werden konnten (Bischoff et al. 1998). In humanen 

Zellen scheint dagegen neben Aurora A-Überexpression auch eine Kollaboration 

mit dem Onkogen Ras für die Transformation der Zellen notwendig zu sein 

(Tatsuka et al. 2005). Ferner ist ein enger funktioneller Zusammenhang zwischen 

Aurora A und dem Tumorsupressor p53 beschrieben worden, der vor allem im 

Hinblick auf Zellviabilität und Tumorgenese interessant ist. Einerseites kann p53 

sowohl über sein Zielprotein GADD45a (growth arrest and DNA damage inducible 

gene 45a) als auch über direkte Interaktion mit der katalytischen Domäne von 

Aurora A deren onkologische Aktivität supprimieren (Chen et al. 2002b; Shao et al. 

2006). Anderereits phosphoryliert Aurora A p53 an Serin 315, fördert dadurch 

dessen MDM2-vermittelte Degradation in transformierten Zelllinien und inaktiviert 

darüber hinaus durch Phophorylierung an Serin 215 dessen transskriptionelle 

Aktivität (Katayama et al. 2004; Liu et al. 2004). Entsprechende Untersuchungen 
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haben gezeigt, dass funktionale Dysbalancen zwischen Aurora A und p53 

chromosomale Instabilität und Karzinogenese begünstigen (Meraldi et al. 2002; 

Katayama et al. 2004; Mao et al. 2007). So konnte Hochregulation von Aurora A in 

Tumoren von p53-defizienten Mäusen beobachtet werden, vermittelt durch 

reduzierte Expression des p53-abhängignen Tumorsuppresorgens FBXW7 

(Meraldi et al. 2002; Mao et al. 2004; Perez-Losada et al. 2005). Weiterführende 

Versuche zeigten sogar, dass in diesem Kontext durch Inhibition von Aurora A ein 

Wachstumsvorteil ausgelöst werden kann (Mao et al. 2007). Eine 

Berücksichtigung des p53-Status scheint damit beim Einsatz von 

Chemotherapeutika mit Angriffspunkt an den Aurora Kinasen unabdingbar zu sein. 

Neuste Untersuchungen deuten darauf hin, dass neben Aurora A auch Aurora B in 

Prozesse der Karzinogenese integriert ist. So gelang bei einer Vielzahl 

aggressiver Tumoren der Nachweis von Aurora B-Überexpression (Tatsuka et al. 

1998; Ota et al. 2002). Aurora B vermag es jedoch nicht Zellen direkt zu 

transformieren, sondern induziert Transformationsvorgänge über das Onkogen 

Ras (Kanda et al. 2005). 
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1.3 Aufgabenstellung 

Durch den Einsatz des Tyrosinkinaseinhibitors Imatininb ist die Therapie der Bcr-

Abl positiven chronischen myeloischen Leukämie revolutioniert worden. Seitdem 

wird jedoch auch zunehmend Resistenzentwicklung gegenüber Imatinib beobacht, 

insbesondere in den fortgeschrittenen Krankheitsphasen. Während ein Teil dieser 

Resistenzmutationen durch Tyrosinkinaseinhibitoren der zweiten Generation 

überwunden werden können, wird deren Einsatz durch einige hoch resistente 

Mutationen wie die Bcr-Abl/T315I Mutation limitiert. Auf der Suche nach neuen 

potenten Wirkstoffen gegen TKI-resistente Zellen konnten Substanzen identifiziert 

werden, deren Aktivität sich nicht nur gegen Bcr-Abl sondern auch gegen die 

Zellzykluskinasen Aurora A, B und C richtet. Präklinische Daten mit verschiedenen 

dieser Aurora Kinase Inhibitoren zeigten eine profunde Hemmung des 

Tumorwachstums in einer großen Auswahl von Modelsystemen (Harrington et al. 

2004; Wilkinson et al. 2007; Benten et al. 2009; McLaughlin et al. 2009). Anhand 

im Anschluß durchgeführter Phase I-Studien konnte dies größtenteils auf 

zytostatische Effekte der Aurora Kinase Inhibitoren zurückgeführt werden. 

Während in soliden Tumoren das Erreichen einer Krankheitsstabilisierung das 

beste Ergebnis darstellte, konnte in Bcr-Abl positiven, vorbehandelten 

Leukämiepatienten mit Nachweis der hoch resistenten T315I-Mutation mit Hilfe 

des Aurora Kinase Inhibitors MK-0457 (VX-680) zum ersten Mal eine klinische 

Remission erzielt werden (De Jonge et al. 2006; Rubin et al. 2006; Giles et al. 

2007; Jones et al. 2007). Dies ließ Aurora Kinase Inhibitoren in den Fokus der 

CML-Therapie rücken (Gautschi et al. 2008; Keen et al. 2009; Kitzen et al. 2009; 

Pollard et al. 2009; Dar et al. 2010). Nicht vollkommen geklärt werden konnte 

allerdings, ob die selektive Inhibition von Aurora Kinasen, die Multi-Kinase 

Inhibition oder beides in Kombination für die therapeutische Aktivität dieser 

Wirkstoffklasse bei Leukämie verantwortlich ist. Diese Frage soll anhand eines 

murinen Zellmodells für die Bcr-Abl positive CML unter Verwendung zweier neuer, 

bereits in klinsichen Phase I bzw. II-Studien angewendeten Substanzen dieser 

Wirkstoffklasse, PHA-739358 und AS-703569, beantwortet werden.  
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Dazu wurden folgende Fragestellungen bearbeitet: 

1. Im ersten Teil der Arbeit sollten die Multi-Kinase Inhibitoren PHA-739358 und 

AS-703569 hinsichtlich ihrer biologischen Aktivität gegenüber Aurora Kinasen und 

Bcr-Abl im murinen Zellmodell charakterisiert und verglichen werden. Dies erfolgte 

unter der Verwendung IM-senistiver Bcr-Abl positiver Zelllinien (Bcr-Abl/wt) sowie 

ausgewählter IM-resistenter Bcr-Abl-Mutanten: T315I, Y253H, Y253F und F317L. 

Auswahlkriterium waren sowohl Häufigkeit der Mutation als auch Panresistenz 

gegenüber mehreren TKIs (Apperley 2007b; Apperley 2007a). Zur Bestimmung 

der Aktivität dieser Substanzen in Bcr-Abl transformierten Zellen wurden 

Untersuchungen von Proliferation, Bcr-Abl- und Aurora Kinasen-vermittelter 

Phosphorylierungen, Induktion von Apoptose  sowie durch Zellzyklusanalysen 

durchgeführt. 

2. In einem nächsten Schritt wurde zur verlässlichen Targetvalidierung ein 

Zellsystem entwickelt, in dem durch gezieltes Einbringen von Resistenzmutationen 

die Bindung der hier verwendeten Inhibitoren an Aurora A, Aurora B oder Bcr-Abl 

selektiv blockiert werden konnte. Anschließend wurde anhand von 

Proliferationsassays, Änderungen der IC50-Werte und kinasenspezifischer 

Phosphorylierungslevels sowie Zellzyklusanalysen die Auswirkungen dieser 

Mutanten auf die in-vitro Effekte der Multi-Kinase Inhibitoren PHA-739358 und AS-

703569 analysiert.  Auf diese Weise sollte die Relevanz der Aurora Kinase sowie 

der Bcr-Abl Inhibition im Hinblick auf die biologischen Effekte differenziert werden. 
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2 Materialien und Methoden 

2.1. Materialien 

2.1.1 Chemikalien und biogene Substanzen 

Acrylamid/ Bisacrylamid Gel 30   Roth, Karlsruhe 

Agar      Difco, Detroit, USA 

Agarose     Roth, Karlsruhe 

Ammoniumpersulfat (APS)   Sigma-Aldrich Chemie,   

      Deisenhofen 

Ampicillin     Sigma-Aldrich Chemie,   

      Deisenhofen 

Aprotinin     Sigma-Aldrich Chemie,   

      Deisenhofen 

Aqua ad injectabilia, steril   Braun, Melsungen   

BactoTM Agar     BD Biosciences, Heidelberg 

BactoTM Hefeextrakt    BD Biosciences, Heidelberg 

BactoTM Trypton    BD Biosciences, Heidelberg 

Bromdesoxyuridin (BrdU)   BD-Pharmingen, Heidelberg 

Bromphenolblau    Sigma-Aldrich Chemie,   

      Deisenhofen 

BSA, Fraktion V    Roth, Karlsruhe 

Complete Mini Protease Inhibitor Tabletten Roche Diagnostics, Mannheim 

Dimethylsulfoxid (DMSO)   Roth, Karlsruhe 

Dinatriumhydrogenphosphat   Roth, Karlsruhe  

Dithiothreitol (DTT)    Promega, Heidelberg 

dNTP-Mix, 10 mM    Fermentas, St. Leon-Rot 

Essigsäure     Roth, Karlsruhe 

Ethanol      Merck, Darmstadt 

Ethidiumbromid     Roth, Karlsruhe 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA)  Fluka, Deisenhofen 

Glucose     Roth, Karlsruhe 

Glycerol     Sigma-Aldrich Chemie,   

      Deisenhofen 
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Glycerol-2-Phosphat    Sigma-Aldrich Chemie,   

      Deisenhofen 

Glycin      Merck, Darmstadt 

Isopropanol     Roth, Karlsruhe 

Isopropylthiogalactopyranosid (IPTG)  Sigma-Aldrich Chemie,   

      Deisenhofen 

Kaliumchlorid     Fluka, Deisenhofen 

Kanamycin     Sigma-Aldrich Chemie,   

      Deisenhofen 

Lysozym     Roche, Mannheim 

Magnesiumchlorid    Fluka, Deisenhofen 

Methanol     Merck, Darmstadt 

Naphthol Blauschwarz    Sigma-Aldrich Chemie,  

      Deisenhofen  

Natriumazid     Sigma-Aldrich Chemie,   

      Deisenhofen 

Natriumchlorid     Roth, Karlsruhe 

Natriumdihydrogenphosphat   Merck, Darmstadt 

Natriumdodecylsulfat (SDS)   Serva Electrophoresis, Heidelberg 

Natriumfluorid     Fluka, Deisenhofen 

Natriumhydroxid    Merck, Darmstadt 

Natriumorthovanadat    Sigma-Aldrich Chemie,   

      Deisenhofen 

Natriumpyrophosphat    Fluka, Deisenhofen 

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)  Roche, Mannheim 

Phosphat buffered saline (PBS), 

10-fach, fest     Biochrom AG, Berlin 

Polybren (Hexadimethrinbromid)  Sigma-Aldrich Chemie,   

      Deisenhofen 

Propidiumiodid (PI)    Sigma-Aldrich Chemie,   

      Deisenhofen 

Ribonuklease (RNAse)    Sigma-Aldrich Chemie,   

      Deisenhofen 

Salzsäure     Merck, Darmstadt 
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SuperSignal West Pico, Dura und Femto Perbio Science, Berlin 

Tetramethylethylendiamin (TEMED)  Fluka, Deisenhofen 

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)  Roth, Karlsruhe 

Triton X-100     Sigma-Aldrich Chemie,   

      Deisenhofen 

Trockenmilchpulver    Fluka-Chemie, Deisenhofen 

Trypanblau     Invitrogen, Karlsruhe 

Tween 20     Fluka-Chemie, Deisenhofen 

 

2.1.2 Medien und Supplemente  

2-Mercaptoethanol    Invitrogen, Karlsruhe 

Amaxa® Nucleofector® Kits   Lonza Cologne, Köln 

Diphterietoxin     Calbiochem, La Jolla, CA, USA 

DMEM, Zellkulturmedium   PAA Laboratories, Cölbe 

FCS Gold     PAA Laboratories, Cölbe 

Hygromycin B, 50mg/ml in PBS   Sigma-Aldrich Chemie,   

      Deisenhofen 

L-Glutamin, 200 mM    PAA Laboratories, Cölbe 

Lipofectamine™ 2000, Transfektions-   

reagenz      Invitrogen, Karlsruhe 

Murines, rekombinantes Interleukin (mIL)-3 R&D Systems, Wiesbaden 

Opti-MEM®I, Serum-reduziertes Medium Invitrogen, Karlsruhe  

Phosphat buffered saline (PBS), 

10-fach, steril     PAA Laboratories, Cölbe 

Penicillin/ Streptomycin Lösung   PAA Laboratories, Cölbe 

Polybrene (Hexadimethrinbromid)  Sigma-Adrich Chemie,   

      Deisenhofen 

Puromycin Dihydrochlorid   Calbiochem, Darmstadt 

RPMI 1640, Zellkulturmedium   PAA Laboratories, Cölbe 

Trypsin-EDTA-Lösung, 10-fach   PAA Laboratories, Cölbe 
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2.1.3 Enzyme 

Restriktionsenzyme 

FastDigest® BamHI, 10 U/µl   Fermentas, St. Leon-Rot 

FastDigest® EcoRI, 10 U/µl   Fermentas, St. Leon-Rot 

FastDigest® SalI, 10 U/µl   Fermentas, St. Leon-Rot 

FastDigest® XhoI, 10 U/µl   Fermentas, St. Leon-Rot 

 

Polymerase 

Pfu DNA- Polymerase 2,5 U/ µl   Fermentas, St. Leon-Rot 

Phusion® Hot Start High-Fidelity  

DNA- Polymerase 2 U/ µl   Finnzymes Oy, Espoo 

Taq DNA-Polymerase    Fermentas, St. Leon-Rot 

Topoisomerase I    Invitrogen, Karlsruhe 

 

Alkalische Phosphatase 

CIAP, 20-30 U/µl    Invitrogen, Karlsruhe 

 

Ligase 

T4 DNA-Ligase     Fermentas, St. Leon-Rot 

 

2.1.4 Antikörper 

E, Esel                      K, Kaninchen                     M, Maus                      Z, Ziege 

Anti-Abl (8E9) M  BD Pharmingen, Heidelberg 

Anti-Aurora A Kinase M  Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Anti-Auora B K  Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Anti-β-Aktin (AC-15) M  Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Anti-BrdU, FITC-konjugiert M  BD-Pharmingen, Heidelberg 

Anti-Flag (M2) M  Stratagene, Heidelberg 

Anti-Kanninchen IgG,  

HRP-konjungiert  E  Amersham, Braunschweig 

Anti-Maus IgG,  

HRP-konjunguiert E  Amersham, Braunschweig 
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Anti-Phospho-Histon H3 (Ser10) K  Cell Signaling, Frankfurt/ Main 

Anti-Phospho-STAT5 A/B (18E5), M  Wheeler, Hamilton, New Zealand 

      (Wheeler et al. 2001)  

Anti-Phospho-Tyrosin (4G10) M  Upstate Biotechnology, New York 

Anti-Phospho-Tyrosin (pY20) M  PharMingen, San Diego, USA 

Anti-Phospho-STAT5 A/B (18E5), M  Wheeler, Hamilton, New Zealand 

      (Wheeler et al. 2001)  

Anti-STAT5 (C-17) K  Santa Cruz Biotechnology,  

   Heidelberg   

  

2.1.5 Kinaseninhibitoren 

AS-703569 (1R,2R,3S,4S)-N4-(3- aminocarbonylbicyclo[2.21]hept-

 5-ene-2-yl)-5-fluoro-N2-[(3-methyl-4-(4-methylpiperazin-

 1-yl)]phenyl-2,4-pyrimidinediamin Benzoate 

 (EMD Serono, Inc. Rockland, MA, USA) 

 

PHA-739358 N-[5-(2-Methoxy-2-phenyl-acetyl)-1,4,5,6tetrahydro-

 pyrrolo[3,4-c]pyrazol-3-yl]-4-(4- methylpiperazin -1-yl)- 

 benzamide 

 (Nerviano Medical Sciences, Mailand, Italien) 

 

2.1.6 Zelllinien 

Adhärente Zellen: 

ΦNX-Eco (Phoenix E) (Helfervirus-frei); 293T (humane embryonale Nieren-

karzinom)-Zellen, stabil transfiziert mit Moloney 

GagPol-IRES-Lyt2 Konstrukt unter der trans 

kriptionellen Kontrolle des RSV-Promoters (Selektion 

mit Hygromycin B) und Moloney ecotropic envelope 

Gen unter der transkriptionellen Kontrolle des CMV-

Promoters (Selektion mit Diphterietoxin) 
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Suspensionszellen: 

Ba/F3 murine, IL-3-abhängige Pre-B-Zelllinie, gewonnen aus 

Balb/C-Mäusen  

Die Zelllinie Ba/F3 wurde von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen 

und Zellkulturen GmbH (Bereich Menschliche und Tierische Zellkulturen) in Braun-

schweig zur Verfügung gestellt. Die Virusverpackungs-Zelllinie Phoenix E bezog 

unserem Labor von Gary P. Nolan, Stanford, USA. 

 

2.1.7 Bakterienstämme  

Escherichia Coli DH5α™ Invitrogen, Karlsruhe 

ΦF80dlacZΔM15, Δ(lacZYA-argF)U169, 

deoR, recA1, endA1, hsdR17(rk
-, mk

+), phoA, 

supE44, λ-thi-1, gyrA96, relA1 

 

Epicurian Coli™ XL-1 Blue Supercompletent Cells  Statagene, Heidelberg 

recA1, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, 

relA1, lac [F`proAB, laclqZΔM15 Tn10 (Tetr)] 

 

One Shot ®TOP10 Chemically Competent cells  Invitrogen, Karlsruhe 

F´{lacIq Tn10 (TetR)} mcrA ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC)  

Φ80lacZ∆M15 ∆lacX74 recA1 araD139 ∆(ara-leu) 

7697 galU galK rpsL endA1 nupG  

 

2.1.8 Molekulargewichtsmarker für DNA und Proteine 

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

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

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

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

GeneRuler™ Ladder Mix     Fermentas, St. Leon-Rot 
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2.1.9 Vektoren 

Name Resistenzen  Firma 

p-Babe-Puro Ampicillin, Puromycin Addagene Cambridge,  

  MA, USA            

pcDNA 3.1/Zeo (-) Ampicillin, Zeocin  Invitrogen, Karlsruhe 

pCR®-Blunt II-Topo® Kanamycin, Zeocin Invitrogen, Karlsruhe 

pCR®2.1-TOPO-Vektor Ampicillin, Kanamycin Invitrogen, Karlsruhe 

MSCV MigR1 Ampicillin   J. Miller/ W. Pear,  

     Philadelpia, USA 

       (Pear et al. 1998) 

 

2.1.10 Konstrukte 

hAurora-A L210F in pBabe-Puro    diese Arbeit  

hAurora-A L210M in pBabe-Puro    diese Arbeit 

hAurora-A L210Y in pBabe-Puro    diese Arbeit 

hAurora-A G216V in pBabe-Puro   diese Arbeit 

hAurora-B L154M in pBabe-Puro    diese Arbeit 

hAurora-B G160V in pBabe-Puro   diese Arbeit 

hAurora-A wt in pEGFP-C1                                           E. Nigg, Martinsried 

hAurora-B wt in pEGFP-C1                                             E. Nigg, Martinsried 

mp185 wt in Mig EGFP               AG Duyster 

mp185 F317L in pcDNA3.1/Zeo(-)   AG Duyster 

mp185 T315I in pcDNA3.1/Zeo(-)   AG Duyster 
mp185 Y253H in pcDNA3.1/Zeo(-)   AG Duyster 

mp185 Y253F in pcDNA3.1/Zeo(-)   AG Duyster 
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2.1.11 Oligonukleotide zur Einführung von Mutationen in DNA-Konstrukte 

Name Sequenz 

Aurora A L210F 3´ 5´GCTACCAGAGTCTACCTAATTTTCGAATATGCACC-3´ 

Aurora A L210F 5´ 5´GGTGCATATTCGAAAATTAGGTAGACTCTGGTAGC-3´ 

 

Aurora A L210M 3´ 5´GCTACCAGAGTCTACCTAATTATGGAATATGCACC-3´ 

Aurora A L210M 5´ 5´-GGTGCATATTCCATAATTAGGTAGACTCTGGTAGC-3´ 

 

Aurora A L210Y 3´ 5´-GCTACCAGAGTCTACCTAATTTACGAATATGCACC-3´ 

Aurora A L210Y 5´ 5´-GGTGCATATTCGTAAATTAGGTAGACTCTGGTAGC-3  

 

Aurora A G216V 3´ 5´-GCACCACTTGTAACAGTTTATAGAGAACTTCAG-3´ 

Aurora A G216V 5´ 5´-CTGAAGTTCTCTATAAACTGTTACAAGTGGTGC-3 

 

Aurora B L154M 3´     5´-CGGAGGAGGATCTACTTGATTATGGAGTATGCC 

     CCC-3´ 

Aurora B L154M 5´ 5´-GGGGGCATACTCCATAATCAAGTAGATCCTCCT 

     CCG-3´ 

 

Aurora B G160V 3´ 5´-CTAGAGTATGCCCCCCGCGTGGAGCTCTACAAG-3´ 

Aurora B G160V 5´ 5´-CTTGTAGAGCTCCACGCGGGGGGCATACTCTAG-3´ 

 

2.1.12 Oligonukleotide zur Subklonierung in den p-Babe-Puro Vektor 

Name Sequenz 

Aurora A 3´ 5´-ATATAT GGATCC GCCACC ATG GATTACAAGGAT 
         Überhang      BamHI         Kozak       AurA               Flag 

         GACGACGATAAG GACCGATCTAAAGAAAACTGC             
                                                                 Aurora A-Insert 
         ATT TCAGGA-3´ 
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Aurora A 5´ 5´-TATATA GTCGAC CTAAGACTGTTTGCTAGCTAG 
         Überhang        SalI                         Aurora A-Insert 

         TTCTTTGTT-3´ 

 

Aurora B 3´ 5´-ATATAT GGATCC GCCACC ATG GATTACAAGGAT 
                Überhang      BamHI         Kozak      AurB               Flag 

              GACGACGATAAG GCCCAGAAGGAGAACTCCTAC 
                                                                                                            Aurora B-Insert 

         CCCTGGCCC-3´ 

 

Aurora B 5´ 5´-TATATA GAATTC TCAGGCGACAGATTGAAGGGC 
          Überhang      EcoRI                         Aurora B-Insert 
        AGAGGGAGG-3 

 

Die hier verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Eurofins MWG 

Operon, Ebersberg synthetisiert. 

 
2.1.13 Molekularbiologische Kitsysteme zur Bearbeitung von 
 DNA/Proteinen 

BioRad Protein Assay     BioRad, München 

CellTiter® AQueous Cell Proliferation Assay  Promega, Mannheim 

NucleoBond® Plasmid Maxi Kit     Machery-Nagel, Düren 

NucleoSpin® Plasmid Kit    Machery-Nagel, Düren 

NucleoSpin® Extract ΙΙ Kit     Machery-Nagel, Düren 

QuickChange® Spin Purification Kit    Qiagen, Hilden 

QuickChangeTM Site-Directed Mutagenesis Kit    Stratagene, Heidelberg 

Rapid DNA Ligation Kit      Fermentas, St. Leon-Rot 

Topo TA-Cloning® Kit      Invitrogen, Karlsruhe 

Zero Blunt® Topo® PCR Cloning Kit    Invitrogen, Karlsruhe 
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2.1.14 Standard Geräte 

Agarosegel Elektrophoresekammer   Biometra, Göttingen 

Analysenwaage BP 221S    Satorius. Göttingen 

CO2-Inkubator SW J 500 TV BB   Nunc, Wiesbaden  

Digitalwaage LC 1200 S    Satorius, Göttingen 

Durchflusszytometer (EPICS®XL)   Beckman-Coulter, Krefeld 

Entwickler Optimax    Protec, Oberstenfeld 

Fluoreszenzmikroskop     Olympus Optical Co. GmbH,  

      Hamburg 

Heizblock 5436     Eppendorf, Hamburg 

Incubator-Shaker Innova 4000    New Brunswick Scientific,  

      Edison, USA  

Inkubator-Schüttler Certomat®  BS-1  Braun, Melsungen 

Kühlzentrifuge J2-HS     Beckman, Fullerton, USA 

Kühlzentrifugen 5417R, 5810R    Eppendorf, Hamburg 

Lichtmikroskop Axiovert 25   Zeiss, Jena 

LKB Ultraspec III, Spektralphotometer   Pharmacia, Uppsala, Schweden 

Magnetrührgerät CB162   Carl Stuart Limited, Dublin, Irland 

Mikroskop V 200     Hund, Wetzlar  

Multi- Gel Long Elektrophoresekammer   Biometra, Göttingen 

Neubauer-Zählkammer     Reichert, New York, USA 

PCR-Thermocycler    MWG-Biotech, Ebersberg  

pH-Meter inoLab®    WTW, Weilheim  

Refrigerated Incubator-Shaker Innova   New Brunswick Scientific, Edison,  

      USA 

Schüttler WT 12     Biometra, Göttingen  

Sterile Werkbank, Laminar-Flow 1.8        Holten, Gydewang, Dänemark 

Stromgenerator, PowerPac 200   Bio-Rad, München 

Tischzentrifuge 5415D    Eppendorf, Hamburg 

Thermomixer comfort     Eppendorf, Hamburg 

Vortex Mixer 7-2020    neoLab, Heidelberg 

Varioklav Dampfsterilisator    H+P Labortechnik,            

      Oberschleißheim 
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Wasserbad 1083     GFL, Burgwedel 

Zentrifuge Megafuge R 1.0   Thermo Scientific, Karlsruhe 

 

2.1.15 Standard Lösungen und Puffer 

Ampicillin-Stammlösung (1000-fach)   50 mg/ml in A.d. 

 

Amidoschwarz-Färbelösung   0,2% Naphtol Blauschwarz 

      25 % Isopropanol 

      10% Essigsäure 

 

Amidoschwarz-Entfärbelösung   10% Essigsäure 

      10% Methanol in A.d. 

 

Aprotinin (100-fach)    0,2 mg/ml in Isopropanol 

 

DNA-Probenpuffer (10-fach)    50% Glycerol 

      0,2% Bromphenolblau  

      0,5 M EDTA in A.d. 

 

FACS-Puffer     0,1% BSA in PBS 

 

Kanamycin-Stammlösung (500-fach)   30 mg/ml in A.d. 

 

Luria-Bertani (LB)-Medium (flüssig)   1% Bacto-Trypton 

      0,5% Bacto-Hefeextrakt 

      1% NaCl in A.d.   

      mit 1M NaOH auf pH 7,0  

      eingestellt 

 

LB-Medium (fest)     1,5% Bactoagar in LB-Medium  

      (flüssig)   
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Lysis-Puffer     10 mM Tris/ HCL (pH 7,5) 

      130 mM NaCl 

      5 mM EDTA 

      0,5% Triton X-100 

      20 mM Na2HPO4/ NaH2PO4 

      1 mM Natriumorthovanadat 

      20 mM NaF 

      1 mM Glycerol-2-Phosphat 

      1 Protease-Inhibitor Cocktail Tbl.

       ad 10 ml A.d. 

 

Sammelgelpuffer für SDS-Gele (4-fach)  0,5 M Tris (pH 6,8) 

      0,4% SDS in A.d. 

 

SDS-Gelelektrophorese-Puffer   25 mM Tris  

      192 mM Glycin 

      0,1% SDS in A.d. 

 

SDS-Probenpuffer (2-fach)    1 M Tris/ HCL (pH 6,8) 

      200 mM DTT 

      4% SDS 

      0,2% Bromphenolblau 

      20% Glycin in A.d. 

 

Stripping-Puffer     0,2 M NaOH 

 

TAE-Puffer (10-fach)     0,4 M Tris 

      1,1% Essigsäure 

      2% 0,5 M EDTA (pH 8,0) in A.d 
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Transferpuffer     25 mM Tris 

      192 mM Glycin 

      0,1% SDS 

      20% Methanol in A.d. 

Trenngelpuffer für SDS-Gele (4-fach)   1,5 M Tris (pH 8,8) 

      0,4% SDS in A.d. 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Molekularbiologische Arbeitstechniken 

2.2.1.1 Polymerase-Kettenreaktion 

Mit Hilfe der von Karl Mullis 1986 beschriebenen Polymerase-Kettenreaktion 

(PCR) können DNA-Fragmente in-vitro selektiv und in großen Mengen 

vervielfältigt werden (Mullis et al. 1986). Grundlage dafür ist die Fähigkeit von 

termostabilen DNA-Polymerasen, DNA-Stränge durch semikonservative 

Replikation zu verdoppeln. Zu Beginn jedes Amplifikationszyklus wird die zu 

vervielfältigende DNA-Matrize (Template) auf über 90°C erhitzt, um die zu diesem 

Zeitpunkt als Doppelstrang vorliegende DNA durch Öffnen der 

Wasserstoffbrückenbindungen in zwei Einzelstränge zu trennen (Denaturierung). 

Anschließendes Abkühlen des Reaktionsgemisches auf 40°C bis 65°C ermöglicht 

es den eingesetzten Startermolekülen spezifisch an ihre festgelegte Zielregion zu 

hybridisieren (annealing). Als Startermoleküle dienen synthetische DNA-

Oligonukleotide (Primer), welche die zu amplifizierende Region kontingentieren. 

Die richtige Anlagerungstemperatur ist ein kritischer Parameter der Reaktion und 

hängt von Länge und Sequenz der eingesetzten Primer ab. Unter Verwendung 

von Desoxynukleotidtriphosphaten (dNTPs) synthetisiert die DNA-Polymerase  in 

einem nächsten Schritt entlang der DNA-Matrize einen neuen, an die gebundenen 

Primer anknüpfenden DNA-Doppelstrang. Dazu wird die Temperatur auf die 

optimale Arbeitstemperatur des Enzyms (72°C) angehoben. Durch zyklische 

Wiederholung der einzelnen Reaktionsschritte wird eine exponentielle 

Amplifikation der Matrize erreicht. Im Rahmen dieser Arbeit kommt eine 

termostabile, aus dem marinen Archaebakterium Pyrococcus furiosus stammende 

Pfu-Polymerase zum Einsatz. Ihr Vorteil gegenüber der Taq-Polymerase besteht 

darin, dass sie neben der 5´→ 3´-DNA-Polymeraseaktivität auch eine 3´→ 5´-

Exonuclease-Proofreading-Funktion aufweiset. Dadurch können am 3´-Ende 

falsch eingebaute Nukleotide entfernt und stattdessen das richtige Nukleotid 

eingebaut werden. Folge ist eine zwölffach höhere Genauigkeit der DNA-Synthese 

verglichen mit der Taq-Polymerase. 

Die Durchführung der PCR erfolgt in einem Thermozykler, der durch ein individuell 

programmierbares zyklisches Temperaturprogramm automatisch gesteuert wird. 
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Neben der Amplifikation spezifischer DNA-Fragmente können mittels PCR auch 

Mutationen in Form von Punktmutationen, Deletionen oder Insertionen an 

doppelsträngiger DNA vorgenommen werden.  

 

2.2.1.2 PCR-Mutagenese 

Zur gerichteten Mutagenese wurde das „QuickChange Site-Directed Mutagenesis 

Kit“ verwendet. Es handelt sich dabei um ein PCR-System, das aus zwei 

komplementäre Oligonukleotid-Sequenzen besteht, welche in ihrer Mitte die 

gewünschte Mutation tragen und von unmodifizierten Nukleotidsequenzen 

beidseits flankiert werden. Optimale Primer weisen meist eine Länge von 25 bis 40 

Basenpaaren, einen GC-Anteil von mindestens 40% sowie eine 

Schmelztemperatur von 78°C auf. Da sich die gegensätzlich orientierten 

Mutations-Primer an der gleichen Stelle im Plasmid anlagern, werden folglich nur 

ringförmige Matrizen effizient amplifiziert. 

PCR-Ansatz: 34,0 µl  A.d. 

  10,0 µl  10x Reaktionspuffer 

      1,0 µl  dNTP-Mix  

      1,0 µl  3´-Primer (1:10) 

      1,0 µl  5´-Primer (1:10) 

      1,0 µl         ds DNA-Template 

      1,5 µl  DMSO 

      0,5 µl  Pfu- DNA-Polymerase  

Im ersten Zyklus erfolgt die Denaturierung über eine längere Zeit im Vergleich zu 

den restlichen Zyklen (Initialisierung) um sicherzustellen, dass sich sowohl alle 

Matrizenmoleküle als auch die Primer vollständig voneinander getrennt haben. 

Zum Schluss folgt ein drei- bis fünfminütiger Polymerisationsschritt um der 

Polymerase die Vervollständigung der synthetisierten DNA-Stränge zu 

ermöglichen. Die Anzahl der Zyklen ist abhängig von der einzuführenden 

Mutationsart. 
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PCR-Programm: 1×       95 - 98° C   2 min 

     95 - 98° C          30 sec     (Denaturierung)         

                         18×   58  - 61° C           1 min     (Hybridisierung) 

     72° C                3-5 min    (Polymerisation)

    1×  72° C                   6 min 

Alternativ dazu wird eine 2-Step-Mutagenesis durchgeführt. Dazu wird die erste 

PCR-Reaktion analog zu den oben beschriebenen Bedingungen durchgeführt. 

Einzig die Primer unterscheiden sich. Statt zwei komplementär zueinander 

gestaltete Mutations-Primer zu verwenden, die an der gleichen Vektorstelle 

binden, werden Primer eingesetzt, die sich an unterschiedlichen Positionen im 

Vektor anlagern. Der erste Primer bindet im Anfangsbereich des zu 

amplifizierenden Gens, der zweite im Bereich der einzuführenden Mutation. 

Dadurch wird der eingegrenzte Bereich inklusiv der eingebrachten Mutation 

vervielfältigt. In einer zweiten PCR-Reaktion wird anschließend das 1.PCR-

Produkt als Mutations-Primer eingesetzt. Durch Verwendung eines dazu 

gegensätzlichen Mutations-Primers wird der gesamte Plasmid amplifiziert. 

       

1.PCR-Ansatz:  siehe oben 

2.PCR-Ansatz:    5,0 µl        A.d. 

   10,0 µl        10x Reaktionspuffer 

       1,0 µl        dNTP-Mix  

   30,0 µl        3´-Primer (Produkt der 1.PCR-Reaktion) 

       1,0 µl        5´-Primer (1:10) 

       1,0 µl        ds DNA-Template 

       1,5 µl        DMSO 

       0,5 µl        Pfu- DNA-Polymerase 
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1.PCR-Programm:   1×       95° C                  2 min 

     95° C           30 sec     (Denaturierung)         

                          18×   61° C     1 min     (Hybridisierung) 

     72° C     1 min    (Polymerisation)

     1× 72° C                    4 min 

 

2.PCR-Programm:  1×  98° C      2 min     

(≙ PCR-Pro-    98° C           20-30 sec    (Denaturierung) 

gramm für die 42×  61° C                   1 min   (Hybridisierung) 

Klonierung)    72° C              20-30 sec   (Polymerisation) 

     1×  72° C                     3 min 

Nach Ablauf der gesamten Reaktion sollten alle Amplifikate die durch die 

eingesetzten Primer vorgegebene Mutation aufweisen. Mittels PCR vervielfältigte 

DNA-Moleküle liegen im Gegensatz zu in-vivo amplifizierten DNA-Plasmiden 

nicht-methyliert vor. Um die methylierte, unmutierte Matrizen-DNA aus dem 

Gemisch zu entfernen, wird dieses mit der Restriktionsendonuklease DpnI versetzt 

und für 1 h bei 37°C inkubiert. Das Enzym schneidet spezifisch methylierte DNA 

und trägt dadurch zu deren Elimination bei. Im Anschluss erfolgt die Aufreinigung 

der mutierten Plasmid-DNA mit Hilfe des „QuickChange® Spin Purification Kit “. 

Für die Transformation des PCR-Ansatzes werden die hitzekompetenten 

Bakterien Epicurian Coli XL1-Blue Supercompetent Cells eingesetzt. Dieser 

Bakterienstamm zeichnet sich durch die Fähigkeit aus, den in den amplifizierten 

Plasmiden im Bereich der ehemaligen Polymerase-Anheftungstelle vorliegenden 

kurzen Einzelstrangabschnitt (nick) zu reparieren. Darüber hinaus ist dieser 

Stamm nicht mit den Restriktionsenzymen ausgestattet, die für den Abbau nicht-

methylierter DNA notwendig wären. Zur Überprüfung der korrekt abgelaufenen 

Mutagenese wird von der Firma GATC-Biotech, Konstanz eine Sequenzanalyse 

durchgeführt.  
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2.2.1.3 Agarosegelelektrophorese 

TAE-Puffer (10-fach): 0,4 M Tris, 1,1% Essigsäure, 2% 0,5 M EDTA (pH 8,0) in A.d. 

DNA-Probenpuffer (10-fach): 50%  Glycerol, 0,5%  Bromphenolblau, 0,5 M EDTA in A.d. 

 

Agarosegelelektrophorese ist eine Standardmethode zur Identifizierung, 

Aufreinigung sowie zur analytischen und präparativen Auftrennung linearer DNA-

Fragmente. Die unter gelelektrophoretischen Bedingungen negativ geladenen 

Phosphatreste in den DNA-Molekülen ermöglichen bei Anlage eines elektrischen 

Feldes deren Wanderung zur Anode und damit deren Auftrennung. Die 

Wanderungsgeschwindigkeit ist dabei proportional zur angelegten Spannung. Die 

Beweglichkeit der DNA-Fragmente ist weitgehend abhängig von der Molekülgröße 

bzw. -länge. Zur Gel-Herstellung wird Agaraose verwendet, ein aus Meeresalgen 

gewonnenes Polysaccharid. Nach Aufkochen in Pufferlösung bildet es eine Matrix 

aus, die kleine DNA-Fragmente schneller und leichter durch sie hindurch wandern 

lässt als größere. Durch Variation der Agarosekonzentration können 

unterschiedliche Trennbereiche hergestellt werden. Während hochprozentige Gele 

(1,5-2%) zur Auftrennung kleiner DNA-Fragmente (<500 bp) herangezogen 

werden, eignen sich niedrigprozentige Gele (0,5-1%) besser zur Separation 

größerer DNA-Fragmente (>1000 bp). Zur Visualisierung der aufgetrennten DNA-

Fragmente wird das Gel mit einem interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff wie 

beispielsweise Ethidiumbromid versetzt. Dieser lagert sich zwischen die 

Basenpaare der DNA ein. Ferner besitzt er die Eigenschaft nach Anregung mit 

UV-Licht der Wellenlänge 320 nm zu fluoreszieren. Auf diese Weise können die 

DNA-Fragmente als Banden im Gel sichtbar gemacht werden. Um die Größe der 

DNA-Fragmente bestimmen zu können, ist der gleichzeitige Einsatz eines 

Größenstandards (DNA-Molekulargewichtsmarker) bei der gelelektrophoretischen 

Trennung erforderlich. 

Zur Herstellung eines Agarosegels wird TAE-Puffer mit Agarose versetzt und das 

Gemisch anschließend vorsichtig so lange erhitzt bis die Lösung sich klar und 

schlierenfrei darstellt. Nach Abkühlung auf 50°C erfolgt die Zugabe von 

Ethidiumbromid in einer Konzentration von 0.5 μg/ml. Anschließend wird die 

Masse auf einem Gelträger mit Taschenschablone ausgegossen und polymerisiert 

innerhalb von 45 bis 60 Minuten bei Raumtemperatur aus. Das ausgehärtete Gel 
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wird in eine mit TAE-Puffer befüllte Elektrophoresekammer überführt und die DNA-

Fragmente durch Anlegen einer Spannung von 20 bis 120 V aufgetrennt. 

 

2.2.1.4 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 

Zur präparativen Isolierung eines DNA-Fragments aus einem Agarosegel wird die 

korrelierende DNA-Bande zunächst unter UV-Licht identifiziert und anschließend 

mit einem sterilen Einmalskalpell ausgeschnitten. Um Veränderungen der DNA 

wie Strangbrüche und Dimerbildung zu vermeiden, wird eine UV-Lichtquelle mit 

geringer Bestrahlungsstärke gewählt und zuzüglich die Expositionszeit der DNA 

unter dem UV-Licht möglichst gering gehalten. Nach Anleitung des „NucleoSpin® 

Extract II Kit“ erfolgt die Extraktion der DNA aus der Agarose. Für die Elution der 

DNA von der Säule werden 30 µl A.d. verwendet. Gleiche DNA-Proben werden 

dabei über eine Säule eluiert, um die Konzentration zu erhöhen. Die DNA wird bei 

-20°C aufbewahrt. 

  
2.2.1.5 Bestimmung der Nukleinsäurekonzentration  

Die Konzentration von Nukleinsäuren in wässriger Lösung kann photometrisch 

durch Messung der Extinktion (E) bei 260 nm bestimmt werden (Sambrook et al., 

1989). Die optische Dicke ist bei einer Schichtdicke von einem Zentimeter und 

einer Wellenlänge von 260 nm dann gleich eins, wenn doppelsträngige DNA in 

einer Konzentration von 50 µg/ml vorliegt. Wird zusätzlich das bei 280 nm 

liegende Absorptionsmaximum von Proteinen bestimmt, kann Auskunft über die 

Reinheit der DNA gegeben werden. Das Verhältnis der Absorptionswerte von 260 

nm zu 280 nm gilt als Maß für die Reinheit der Nukleinsäure. Je größer der 

Quotient aus spezifischem (E260) zu unspezifischem (E280) Signal ist, desto reiner 

und dementsprechend hochwertiger ist die DNA-Probe. Liegt der Wert zwischen 

1,7 und 2, ist von einer reinen Nukleinsäurelösung auszugehen. Werte unter 1,7 

weisen auf eine Verunreinigung der Probe durch Pufferkomponenten oder 

Proteine hin. Qualitätsprüfung und Konzentrationsbestimmung der DNA-Proben 

erfolgten mit dieser Methode. 
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2.2.1.6 Restriktionsverdau 

Bakterielle Endonukleasen erkennen kurze DNA-Sequenzen und spalten den 

DNA-Doppelstrang an spezifischen Stellen innerhalb oder in der Nähe dieser 

Erkennungssequenzen. Sie ermöglichen somit die sequenzspezifische 

Fragmentierung doppelsträngiger DNA (Sambrook et al. 1989). In Abhängigkeit 

von dem verwendeten Enzym können stumpfe Fragmentenden (blunt ends) oder 

homologe kohäsive Enden (sticky ends) entstehen. Die Aktivität der 

Restriktionsendonukleasen wird in Units (U) angegeben. Eine Unit entspricht 

dabei der Menge an Restriktionsenzym, die für die vollständige Fragmentierung 

von 1 µg Lambda-DNA innerhalb einer Stunde benötigt wird. Zur Sicherstellung 

eines quantitativen Ablaufs des Restriktionsverdaus sollten die Endonukleasen im 

Überschuss zugesetzt werden. Zur Spaltung der DNA wird diese zusammen mit 

dem entsprechenden Restriktionsendonukleasen und dem dazugehörigen 

Reaktionspuffer bei optimaler Reaktionstemperatur nach Herstellerangaben 

inkubiert. Da im Rahmen dieser Arbeit ausschließlich FastDigest®-

Restriktioneenzyme verwendet worden sind, erfolgt die Inkubation bei 37°C für 15 

min.  

Anschließend werden die Enzyme durch Aufreinigung im Agarosegel aus dem 

Reaktionsgemisch entfernt. 

 

2.2.1.7 5´- Dephosphorylierung von Plasmid-DNA  

Wird ein Plasmid nur mit einem Restriktionsenzym geschnitten, finden sich am 

linearisierten Vektor identische Restriktionserkennungssequenzen am 5´- und 3´-

Ende der DNA. Diese werden von der Ligase bevorzugt religiert, ohne den Einbau 

des Restriktionsfragmentes vorzunehmen. Durch Dephosphorylierung am 5´- 

Ende der Vektor-DNA wird die alleinige Zirkularisierung des Vektors unterbunden. 

Folglich ist nur noch eine Ligation zwischen den freien 5´-Phosphatgruppen der 

Fremd-DNA in dem 3´-OH-Ende des Vektors möglich, was in einer deutlichen 

Effizienzsteigerung des Klonierungsprozesses resultiert. Durchgeführt wird die 

Abspaltung der 5´-Phosphatgruppe von der aus Schrimps gewonnenen 

alkalischen Phosphatase CIAP. In der Regel wird diese Reaktion direkt im 
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Reaktionsansatz vollstreckt, indem dieser mit 10x Dephosphorylierungspuffer und 

A.d. verdünnt und mit 2-5 U Phosphatase versetzt wird. 

 

2.2.1.8 Ligation von DNA-Fragmenten mittels T4-Ligase (Subklonierung) 

DNA-Ligasen katalysieren bezüglich DNA-Fragmenten die Bildung von 

Phosphodiesterbindungen zwischen der 5’-Phosphatgruppe des einen DNA-

Endes und der 3’-Hydroxylgruppe des anderen DNA-Endes. Dadurch kann die 

linearisierte Vektor-DNA mit dem Restriktionsfragment der Fremd-DNA zu einem 

rekombinaten DNA-Molekül kovalent verknüpft werden (Sambrook et al. 1989). 

Bei der hier verwendetet T4-Ligase handelt es sich um eine ATP-abhängige 

Ligase. Das molare Verhältnis von Insert und Vektor sollte idealer Weise 3:1 

betragen. Die Konzentration der eingesetzten DNA wurde daher zuvor entweder 

photometrisch oder durch Agarosegelelektrophorese mit Mengenstandards 

bekannter Konzentration bestimmt. Die Ligation wurde gemäß des Standard-

Protokolls des „Rapid DNA Ligation Kits“ durchgeführt. Als Kontrolle dient ein 

Ansatz mit gleicher Menge an linearisierten Vektor, jedoch ohne einzuführende 

Fremd-DNA. Die rekombinante DNA kann anschießend zur Transformation 

kompetenter Bakterien herangezogen (siehe Kapitel 2.2.2.3) oder bei -20°C 

gelagert werden. 

Zur Berechnung des Ligation-Ansatzes wurde folgende Formel verwendet:  
 

                                

 

2.2.1.9 Ligation von DNA-Fragmenten mittels TOPO®  Cloning 

PCR-Produkte können mit Hilfe von „TOPO® Cloning Kits“ kloniert werden. Die im 

Kit enthaltenen Vektoren liegen bereits in linearisierter Form vor. Darüber hinaus 

weisen sie 3´-Thymidin-Überhänge auf, an welchen eine Topoisomerase I 

kovalent gebunden ist. Dadurch wird die Selbstligation des Vektors verhindert. Bei 

der Topoisomerase I handelt es sich um ein aus dem Vaccinia Virus stammendes 

Enzym, dass neben Restriktionsendonukleaseaktivität auch eine Ligaseaktivität 

besitzt. Bei Anwesenheit kompatibler Taq-amplifizierter PCR-Produkte können 
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diese aufgrund ihres Adenosin-Überhanges direkt in den offenen Vektor hinein 

ligiert werden. Die Ligationsreaktion wird dabei durch die Topoisomerase I 

vermittelt (Shuman 1994). Folglich ist keine zusätzliche Ligase erforderlich. Die 

Ligationsreaktion wird entsprechend dem Protokoll des „Topo TA-Cloning® Kit“ 

bzw. des „Zero Blunt® Topo® PCR Cloning Kit“ bei Raumtemperatur innerhalb 

von 5 min durchgeführt. Nach erfolgter Ligation diffundiert die Topoisomerase I 

vom Molekül ab. Die rekombinante DNA kann nun für die Transformation von 

Top10F’ One Shot™ Chemically Competent cells eingesetzt oder bei -20°C 

aufbewahrt werden.  

 

2.2.2 Arbeiten mit Bakterien 

2.2.2.1 Kulturbedingungen 

LB-Medium: 1% Bacto-Trypton; 1% NaCl; 0,5% Bacto-Hefeextrakt in A.d.; autoklaviert; pH 7,0 

LB-Agarplatten: 1,5% Bactoagar in LB-Medium; autoklaviert 

Ampicillin-Stammlösung (1000-fach):  50 mg/ml in A.d.; sterilfiltriert 

Kanamycin-Stammlösung (500-fach): 50 µg/ml in A.d.; sterilfiltriert 

 

Zur Kultivierung von Bakterien wurden sowohl LB-Agarplatten als auch flüssiges 

LB-Medium verwendet. Die Inkubation erfolgte über Nacht bei 37°C. 

Flüssigkulturen wurden während dessen mit 250 Upm geschüttelt. Die Anzucht 

einer Bakterienkultur findet in Gegenwart eines Antibiotikums statt. Dadurch sollte 

sichergestellt werden, dass nur Bakterienzellen wachsen, die ein Resistenz-

vermittelndes Plasmid aufgenommen haben. 

 

2.2.2.2 Kompetente Bakterien 

Unter kompetenten Bakterien versteht man Bakterienzellen, deren Zellwand durch 

chemische oder physikalische Behandlung durchlässiger gemacht worden ist. 

Dadurch können sie zirkuläre Fremd-DNA effizienter aufnehmen als herkömmliche 

Bakterienzellen. Um diese Fähigkeit zu erhalten, müssen diese Bakterien bei  

-80°C gelagert und schonend auf Eis aufgetaut werden. Die hier verwendeten 

Bakterienstämme DH5α™, Epicurian Coli™ XL-1 Blue und Top10F sind bereits 

kompetent erworben worden. 
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2.2.2.3 Hitzeschock-Transformation von Bakterien  

SOC-Medium:    2% Bacto-Trypton; 0,55% Bacto-Hefeextrakt; 0,5% 1 M NaCl; 0,5% 1 M KCL in A.d. 

                           mit 1 M NaOH auf pH 7,0 eingestellt; autoklaviert 

                           1% 2 M Glucose (frisch zugegeben); 1% 2 M MgCl2 (frisch zugegeben); sterilfiltriert 

 

Transformation durch kurzzeitige Hitzebehandlung bezeichnet einen Vorgang, bei 

dem Vektor-DNA gezielt in chemisch kompetente Zellen eingebracht wird. Dazu 

werden 50 µl eines kompetenten Bakterienstammes auf Eis vorsichtig aufgetaut, 

mit 5 µl Ligationsansatz oder 2 µl Plasmid-DNA (Retransformation) versetzt, 

gemischt und 30 min auf Eis inkubiert. Anschließend werden die Bakterien je nach 

Art für 30-45 sec bei 37°C-42°C einem Hitzeschock ausgesetzt. Die plötzliche 

Erwärmung ermöglicht das Aufnehmen der Plasmide in die Zellen. Danach folgt 

eine weitere Inkubationsperiode von 2 min auf Eis bevor die transformierten 

Bakterien auf LB-Platten mit Ampicillin bzw. Kanamycin ausgestrichen werden 

können. Erfolgt die Transformation im Rahmen des „TOPO® Cloning“ mit Top10F’ 

One Shot™ Chemically Competent cells, werden diese zunächst für 1h bei 225 

Upm und 37°C in SOC-Medium kultiviert. Nach Zentrifugation bei 3000 Upm wird 

bis auf 50 µl  verworfen. Nach Resuspension des Sediments wird dieses auf LB-

Platten mit Ampicillin oder Kanamycin ausgestrichen. Auf diesem Medium können 

nur Bakterien wachsen, die als Zeichen einer erfolgreichen Transformation das im 

Plasmid lokalisierte β-Lactamasegen (vermittelt Ampicillin-Resistenz) oder NptII-

Gen (vermittelt Kanamycin-Resistenz) exprimieren. Um die Ausbildung von 

Satelliten-Kolonien zu vermeiden, sollte die Inkubationszeit bei 37°C 12-16 h nicht 

überschreiten. 

 

2.2.2.4 Kultivierung von transformierten Bakterien    

Zur Anreicherung der durch Transformation gewonnenen Bakterienkolonien 

werden diese in LB-Medium mit dem entsprechenden Antibiotika-Zusatz vermehrt. 

Dazu werden 5 ml Medium mit einem von der Agarplatte stammenden Klon 

angeimpft und über Nacht bei 37°C schüttelnd inkubiert. 
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2.2.2.5 Isolierung von Plasmid-DNA aus transformierten Bakterien  
 (Mini- und Maxi-Präparation) 

Von der Firma Machery-Nagel stehen je nach Fragestellung zwei Kits zur 

Verfügung, die innerhalb kurzer Zeit die einfache Aufreinigung von Plasmid-DNA 

aus einer flüssigen Bakterienkultur ermöglichen. Zu analytischen Zwecken 

benötigte kleine Mengen (< 20 µg) können mit Hilfe des „NucleoSpin® Plasmid 

Kit“ isoliert werden. Dazu wird ein Klon in 5 ml LB-Medium mit entsprechendem 

Selektionsantibiotikum angeimpft und bei 37°C über Nacht schüttelnd inkubiert. 

Am nächsten Tag wird die Kultur für 5 min bei 5000 rpm und 4°C zentrifugiert und 

das Sediment nach Abnahme des Überstandes entsprechend des Hersteller-

Protokolls aufbereitet. Um für eine Transfektion ausreichende Plasmid-DNA-

Mengen (bis zu 500 µg) zu gewinnen, wird das „NucleoBond® Plasmid Maxi Kit“ 

verwendet. Nach Herstellung einer Vorkultur durch Animpfen eines Klons mit 5 ml 

LB-Medium mit Selektionsantibiotika und anschließender 1-4 stündiger Inkubation, 

wird diese zur Expansion zu 200 ml frischen LB-Medium mit Selektionsantibiotika 

dazu gegeben und wie oben beschrieben über Nacht kultiviert. Die Aufbereitung 

erfolgt auch hier nach dem Protokoll des Herstellers. 

 

2.2.3 Arbeiten mit eukaryotischen Zelllinien 

2.2.3.1 Kultivierung von Zelllinien 

DMEM-Kulturmedium: DMEM; 10% FCS 

RPMI-Kulturmedium: RPMI 1640, 2 nM Glutamin; 2% Penicillin/streptomycin-Lösung; 10% FCS 

Zytokin: murines IL-3 

 

Alle verwendeten Zelllinien werden im Inkubator bei 37°C, 5% CO2 und relativer 

Luftfeuchtigkeit von 95% kultiviert. Kulturmedien werden vor Verwendung im 

Wasserbad auf 37°C erwärmt. Zellkultur betreffende Arbeiten werden unter 

sterilen Bedingungen an der Sterilwerkbank durchgeführt. 

Adhärente Phoenix E-Zellen werden mittels DMEM-Kulturmedium in liegenden 

Zellkulturflaschen oder -platten kultiviert. Bei 90%-iger Konfluenz ist ein Umsetzten 

der Zellen erforderlich. Da Phoenix E-Zellen erheblich auf eine zu hohe oder zu 

niedrige Zelldichte reagieren, müssen diese täglich im Verhältnis 1:2 passagiert 

werden. Dazu wird zunächst das Medium entfernt und die Zellen einmal mit 
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sterilem PBS gewaschen. Nach Verwerfen des verwendeten PBS wird den Zellen 

geringe Mengen einer Trypsin/EDTA-Lösung zugesetzt. Es folgt eine Inkubation 

von 1-5 min bei 37°C. In dieser Zeit werden die Zellen durch enzymatische 

Aktivität der Trypsin-Protease vom Boden gelöst. Eine genaue Einhaltung der 

vorgeschriebenen Inkubationszeit ist empfehlenswert, da sonst die Zellen durch 

Anverdau der Zellmembran geschädigt werden können. Ist mit bloßem Auge ein 

deutlicher Lösungsprozess sichtbar, werden diese ins Medium aufgenommen und 

bei 1500 rpm 3 min zentrifugiert. Etwaige Trypsin-EDTA-Überreste werden durch 

Zugabe des FCS haltigen Mediums direkt inaktiviert. Anschließend werden die 

Zellen in frischem Kulturmedium aufgenommen und in der entsprechenden 

Verdünnung auf neue Kulturflaschen oder –platten verteilt. 
Die Suspensionszellen Ba/F3 werden in stehenden Zellkulturflaschen unter 

Verwendung von RPMI 1640-Kulturmedium und Zusatz von murinem Interleukin 3 

(IL-3) in einer Konzentration von 0,2 ng/ml kultiviert. Eine Passagierung der Zellen 

erfolgte alle 2-3 Tage in einem Verhältnis von 1:10. 

 
2.2.3.2 Kryokonservierung 

Einfriermedium (2-fach): 20% DMSO; 80% FCS 

 

Zur dauerhaften Lagerung sollten die Zellen vital tiefgefroren werden. Dazu wird 

etwa 1 ml aus einer dichten Zellsuspension entnommen und in einem 

Kyroröhrchen mit dem gleichen Volumen an Einfriermedium vermischt. Um sie 

den Empfehlungen entsprechend annähernd kontinuierlich in einer Rate von 

1°C/min abkühlen zu lassen, werden sie zunächst für 12-24 h in einer 

Ethanolkammer bei -80°C gelagert und anschließend in flüssigen Stickstoff 

überführt. 

 

2.2.3.3 Auftauen und Revitalisieren von Zellen 

Zum Auftauen der krykonservierten Zellen werden diese sofort im Wasserbad bei 

37°C  erwärmt. Sobald eine Zellsuspension vorliegt, wird diese in Kulturmedium 

aufgenommen und zur Entfernung des im Einfriermedium enthaltenen DMSO 3 

min bei 1500 rpm zentrifugiert. Anschließend wir das Zellsediment in frischem 
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Kulturmedium resuspendiert und zur Kultivierung in Zellkulturflaschen oder -

platten überführt. 

 
2.2.3.4 Bestimmung von Zellzahl und Zellvitalität 

Zur Bestimmung der Zellzahl wird eine Neubauer-Zählkammer verwendet. Dafür 

werden 50 µl einer Zellsuspension mit einer 0,5%-igen Trypanblaulösung im 

Verhältnis 1:1 gemischt und ein kleiner Tropfen davon in die Zählkammer 

gegeben. Anhand von Trypanblau lässt sich eine Differenzierung zwischen vitalen 

und toten Zellen vornehmen, da ausschließlich letztere den Farbstoff aufnehmen 

und somit tiefblau erscheinen. Vitale, ungefärbte Zellen zeichnen sich durch eine 

helle Farbe aus. Ausgezählt werden vier Großquadrate unter dem Mikroskop, 

wobei nur vitale Zellen berücksichtigt werden. Durch Multiplikation der 

durchschnittlichen Zellzahl pro Großquadrat mit dem Verdünnungsfaktor 2 und 

dem Kammerfaktor 104 kann die absolute Zellzahl (Zellzahl pro ml Zellsuspension) 

errechnet werden. 

 

2.2.3.5 Transfektion 

Als Transfektion wird das Einbringen von Fremd-DNA in eukaryotische Zellen 

bezeichnet. Man unterscheidet zwischen dem nur zeitweiligen Einbringen des 

Plasmids in die Wirtszelle (transiente Transformation) und der dauerhaften 

Integration in das Genom (stabile Transformation). Durch letzteres werden die 

gegen Fremd-DNA gerichteten Abbauprozesse umgangen. 

 Es gibt verschiedene Methoden der Transfektion, die sich nach der Art der zu 

transfizierenden Zelllinie und der weiteren Verwendung richtet. Im Rahmen dieser 

Arbeit wird das Verfahren der Lipofektion und der retroviralen Transduktion 

angewendet. 
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2.2.3.6 Transiente Transfektion durch Lipofektion 

Lipofectamine™ 2000 

Opti-MEM® I 

 

Für die transiente Transfektion der Virusverpackungszelllinie Phoenix E hat sich 

die Lipofektion bewährt. Dabei wird genetisches Material mittels Liposomen in die 

Zellen eingebracht. Anhand der verwendeten kationischen Lipide werden die 

negativ geladenen DNA-Moleküle durch elektrostatische Anziehung in eine 

kompaktere Struktur überführt. Die Komplexe interagieren aufgrund ihrer äußeren 

kationischen Ladung und lipophilen Struktur mit der negativ geladen, hydrophoben 

Membrandoppelschicht der Zellen, verschmelzen mit dieser und werden durch 

Phagozytose in das Zellinnere aufgenommen. Das gleichzeitige Einschleusen 

mehrerer Plasmid-Konstrukte wird als Cotransfektion bezeichnet. 

Dazu werden am Vortag der Transfektion 2x106 Phoenix E-Zellen in 3 ml 

Kulturmedium auf einer 6 cm Kultkurplatte ausplatiert. Am nächsten Morgen 

werden zur Transfektion in einem ersten Ansatz 500 µl Opti-MEM® I mit 10 µg 

Plasmid-DNA und in einem anderen Reaktionsgefäß 500 µl Opti-MEM® I mit 20 µl 

Lipofektamine™ 2000 vermischt. Nach 5 min Inkubationszeit bei Raumtemperatur 

werden beide Ansätze in einem vereinigt und erneut für 20 min unter den gleichen 

Bedingungen inkubiert. Bereits nach einer Inkubationsdauer von 24-48 h im 

Brutschrank können die Zellen proteinbiochemischen Analysen zugeführt werden. 

Dazu können sie nach der Ernte entweder direkt weiterverarbeitet oder bei -80°C 

tiefgefroren werden. Für die Gewinnung von Retrovirus wird das 

Transfektionsmedium nach 24h gegen ein Kulturmedium ausgewechselt und die 

Zellen weiter kultiviert. 

 

2.2.3.7 Gewinnung von Retrovirus 

Die im Rahmen der Transfektion eingesetzte Virusverpackungszelllinie Phoenix E 

besitzt die Fähigkeit, auf ein Verpackungssignal im retroviralen, zu 

transduzierenden Vektor hin retrovirale Partikel zu produzieren und in das 

Kulturmedium zu sezernieren. Dafür tragen sie ein retrovirales Provirus, das mit 

den für virale Proteine codierenden Genen ausgestattet ist. Aufgrund des 

Verpackungssignals kann die in komplementäre RNA umgeschriebene DNA mit 
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den viralen Proteinen zu vollständigen Viruspartikeln zusammengefügt werden. 

Durch das ecotrope Oberflächenprotein wird die Spezifität des Virus für 

ausschließlich murine Zellen bestimmt. Zur Generierung des Retrovirus wird der 

retrovirale Überstand im Kulturmedium der durch Lipofektion transient 

transfizierten Phoenix E-Zellen nach 36, 48, 60, und 72 h geerntet und gesammelt. 

Nach Sterilfiltration mit einem 0,45 µm  Zellsieb wird dieser bei 4°C gelagert. 

Einfrieren und Erwärmen des Virus sollte vermieden werden, da die Hüllproteine 

empfindlich auf mechanische und thermische Reize reagieren. 

 

2.2.3.8 Retrovirale Transduktion 

Retrovirale Transduktion beschreibt die Infektion von Zielzellen mit DNA-

Konstrukten unter Verwendung von Retroviren. Charakteristisch für Retroviren ist 

das Enzym Reverse Transkiptase. Dadurch sind sie in der Lage, ihr 

einzelsträngiges RNA-Genom in der Zielzelle in komplementäre doppelsträngige 

DNA umzuschreiben und in das Wirtsgenom stabil und dauerhaft zu integrieren. 

Die Herstellung der Retroviren erfolgt wie in Kapitel 2.2.3.7 beschrieben. Für die 

Transduktion muriner Zellen werden etwa 500.000 Zellen in 500 Kulturmedien 

aufgenommen, mit retroviralem Überstand versetzt und nach Zufügen von 4 µg/ml 

Polybren 90 min bei 2400 rpm und 32°C zentrifugiert. Das Polykation Polybren 

erhöht dabei die Transduktionseffizienz durch Verbesserung der Interaktion 

zwischen zellulärem Virusrezeptor und viralem Oberflächenprotein. Dieser 

Vorgang wird im Abstand von 12 h dreimal wiederholt. Nach Kultivierung und 

Expansion der Zellzahl kann der Erfolg der Transduktion durch Western Blot-

Analysen überprüft werden. 

 

2.2.3.9 Selektion der Virusverpackungszelllinie Phoenix E 

Werden Phoenix E-Zellen über einen längeren Zeitraum kultiviert, besteht die 

Gefahr, das Provirus und damit die genetische Information für virale 

Strukturproteine und Enzyme zu verlieren. Um dies zu verhindern, müssen die 

Zellen regelmäßig alle 4-6 Wochen selektioniert werden. Als Selektionsmarker 

dienen Resistenz vermittelnde Gene für Hygromycin und Diphterietoxin in den 
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proviralen Genen. Dazu wird DMEM-Kulturmedium mit 300 µg/ml Hygromycin und 

2 µg/ml Diphterietoxin versetzt und die Zellen damit eine Woche kultiviert. 

 

2.2.3.10  G0-Synchronisation von Zellen 

RPMI-Kulturmedium: RPMI 1640, 2 nM Glutamin; 2% Penicillin/streptomycin-Lösung; 0,5% FCS 

RPMI-Kulturmedium: RPMI 1640, 2nM Glutamin; 2% Penicillin/streptomycin-Lösung; 20% FCS 

 

Um auf den Zellzyklus Einfluss nehmende Prozesse besser analysieren zu 

können, ist es notwendig, Zellen in spezifischen Phasen des Zellzyklus zu 

synchronisieren. Dies umfasst einen nahezu vollständigen, aber reversiblen Arrest 

der Zellen an einem definierten Punkt des Zellzyklus, sowie die vollständige 

Erholung und das gleichmäßige Durchlaufen des Zellzyklus nach Arrest-

Entlassung. 

Um die Zellen synchron in die G1-Phase eintreten zu lassen, werden diese mittels 

Serumentzugs in der G0-Phase arretiert. Zellen sind zur Proliferation auf 

Wachstumsfaktoren angewiesen. Diese sind vor allem im Serum enthalten, das 

dem Kulturmedium zugesetzt wird. Durch Reduktion der Serumsmenge von 10% 

auf 0,5% treten die Zellen nach Beendigung der Mitose in die Ruhe-Phase (G0-

Phase) ein. Sie ist durch eine geringe metabolische Aktivität gekennzeichnet. Da 

das Vorhandensein der Wachstumsfaktoren nur in den ersten Stunden der G1-

Phase entscheidend ist, werden die Zellen einer Population unabhängig davon, in 

welcher Phase des Zellzyklus sie sich befinden, diesen zunächst beenden, bevor 

sie in die G0-Phase eintreten. Durch Zugabe von Kulturmedium mit 20%-Serum 

werden die Zellen reaktiviert und der synchrone Wiedereintritt in die G1-Phase des 

Zellzyklus induziert. 

Zu diesem Zweck werden 15 × 106 Zellen zweimal mit PBS steril gewaschen, in 

10 ml Kulturmedium mit nur 0,5% Serumzusatz aufgenommen und für 72 h 

kultiviert. Durch die hohe Zelldichte wird das Zellwachstum aufgrund von 

Kontaktinhibition zusätzlich eingeschränkt. Anschließend werden die Zellen für 3 

min bei 1500 rpm zentrifugiert. Der Überstand wird verworfen und die Zellen durch 

Zugabe von Kulturmedium mit 20% Serumsgehalt reaktiviert. Der Erfolg der 

Synchronisation kann mittels statischer oder dynamischer Zellzyklusanalyse 

durchflusszytometrisch kontrolliert werden. 
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2.2.4 Biologische Untersuchungen      

2.2.4.1 Proliferationsmessungen 

Ein Maß für die Proliferation von Zellen ist die Aktivität der mitochondrialen 

Dehydrogenase. Diese kann mit Hilfe des „CellTiter® AQueosus  Cell Proliferation 

Assay“-Systems unter Verwendung des Substrates MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-

yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulphophenyl)-2H-tetrazoliumsalz) quantitativ 

bestimmt werden. Viable Zellen sind in der Lage, dieses gelbe Substrat zu 

braunem Formazan zu reduzieren. Das Absorptionsmaximum dieses Farbstoffes 

liegt bei 490 nM. Die Menge des Produktes ist bei Absorbtionsmessungen in 

diesem Wellenlängenbereich direkt proportional zur Anzahl der proliferierenden 

Zellen. 

Für die Proliferationsmessung werden 1×104 Zellen in 100 µl Kulturmedium in 

einer Flachboden-96-Loch-Mikrotitierplatte für 48 h kultiviert. Der Leerwert wird in 

Kavitäten ermittelt, die mit Medium ohne Zellen befüllt sind. Anschließend werden 

20 µl MTS (10mg/ml) pro Loch hinzugefügt und die Platten für 2 h bei 37°C 

inkubiert. Danach erfolgt die Absorptionsmessung bei 490 nm. 

 

2.2.4.2 Statische Zellzyklusanalyse und Apoptosemessung 

Fixationslösung: 70% Ethanol; 30% PBS 

PI-Färbelösung: 25 mg/ml PI; 100 µg/ml RNAse in PBS 

 

Anhand des DNA-Gehaltes von Zellen können Rückschlüsse auf deren 

Zellzyklusphasen-Verteilung gezogen werden. Während sich Zellen mit einfachem  

Chromosomensatz (2n) in der G1-Phase des Zellzyklus befinden, haben 

proliferierende Zellen in der S-Phase ihren DNA-Gehalt verdoppelt (4n 

Chromosomensatz) und liegen nun in G2-Phase oder am G2/M-Übergang vor 

(Abb. 5). Die nukleäre DNA kann mittels spezieller, mit der DNA-interkalierender 

Substanzen wie beispielweise Propidiumiodid (PI) angefärbt und damit 

quantifiziert werden. Dieser Farbstoff ist fluoreszierend und kann mit einem 

geeigneten Laser angeregt werden.  Da sich die Fluoreszenz einer Zelle 

proportional zu ihrem DNA-Gehalt verhält, kann aufgrund der 

Fluoreszenzintensität der DNA-Gehalt und somit die Zellzyklusphasen-Verteilung 
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der Zellen im Durchflusszytometer analysiert werden. Auf diese Weise lässt sich 

auch Aneuploidie und Apoptose in Zellen identifizieren. Letzteres ist charakterisiert 

durch Fragmentierung chromosomaler DNA in Bruchstücke von 180 bp oder ein 

mehrfaches davon. Diese resultieren aus enzymatischer Verdauung der DNA 

zwischen Histon-Proteinen. Häufig wird auch der Zellkern zerlegt. Durch die 

Freisetzung dieser Bruchstücke aus der Zelle wird bei DNA-Färbung apoptotischer 

Zellen ein DNA-Gehalt beobachtet, der kleiner ist als der einer Zelle in G1-Phase. 

Man spricht deshalb von Sub-G1-Zellen. Dem zufolge kann DNA-Färbung auch 

zur Quantifizierung von Apoptose in einer Zellpopulation eingesetzt werden 

(Vermes et al. 2000) (Abb. 5).  

 

 

Abb. 5: Statische Zellzyklusanalyse. Durchflusszytometrische Messung nach PI-Färbung. Der 
erste Gipfel entspricht Zellen mit einfachem Chromosomensatz (2n), die sich in G1-Phase 
befinden. Zellen in G2-Phase oder am G2/M-Übergang tragen einen verdoppelten 
Chromosomensatz (4n) und erscheinen im zweiten Gipfel. Quantifizierung von Apoptose erfolgt 
durch Messung des Sub-G1-Anteils in der Zellpopulation. PI (Propidiumiodid): Kanal 1 des 
Durchflusszytometers; Zellzahl: Kanal 2 des Durchflusszytometers. 

 

Anfärben der DNA mittels PI setzt Fixation und Permeabilisierung der Zellen 

voraus. Erst dann ist der Farbstoff in der Lage, die Zellmembran vitaler Zellen zu 

überwinden. Dazu werden die geernteten Zellen in eine -20°C kalte, 70%-ige 

Ethanollösung getropft und über Nacht bei -20°C gelagert. Für die eigentliche 

Färbung muss zunächst das Ethanol durch fünfminütige Zentrifugation bei 1200 

rpm und anschließendem Absaugen von den Zellen entfernt werden. Ein 
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Waschschritt mit eisgekühltem PBS stellt die Beseitigung etwaiger Ethanol-Reste 

sicher. Anschließend werden die Zellen für 30 min bei 37°C und unter 

Lichtausschluss in PI-Färbelösung inkubiert. Zuzüglich zu 25 mg/ml PI ist in der 

Lösung auch 100 µg/ml RNAse enthalten. Diese verdaut die in den Zellen 

enthaltene RNA und verhindert dadurch mögliche RNA/PI-Interferenzen. Anhand 

von Durchflusszytometrie wird der DNA-Gehalt der Zellen über die 

Fluoreszenzintensität des eingelagerten PI analysiert.  

 

2.2.4.3 Dynamische Zellzyklusanalyse   

10 µM BrdU 

Fixationslösung 

2N HCL-0,5% Triton X-100- Lösung 

0,1 M Natriumborat, pH 8,5 

1% BSA-0,5% PBS-Tween-Lösung 

Anti-BrdU-FITC-Antikörper 

PI-Färbelösung 

 

DNA-Synthese, Zellproliferation sowie das damit verbundene Voranschreiten von 

Zellpopulationen im Zellzyklus kann durch den Einbau des Thymidin-Analogons 

Bromdesoxyuridin (BrdU) in die DNA sich teilender Zellen während der S-Phase 

gemessen werden. Zellen, die BrdU in ihre DNA inkorporiert haben, können durch 

Verwendung eines monokonalen Antikörpers gegen BrdU und eines Enzym- oder 

Fluorochrom-gekoppelten Zweit-Antikörper im Durchflusszytometer nachgewiesen 

werden. Erfolgt zeitgleich eine Färbung mittels PI zur dynamischen 

Zellzyklusanalyse, kann das Voranschreiten BrdU-markierter und BrdU-negativer 

Zellen im Zellzyklus untersucht werden (Abb. 6). Zur Durchführung dieser 

dynamischen Zellzyklusanalyse werden die Zellen zunächst mit BrdU in einer 

Konzentration von 10 µM für 1 h inkubiert. Nach dem Ernten der Zellen wird die 

BrdU-Lösung entfernt und die in eiskaltem PBS resuspendierten Zellen in -20°C  

kalter, 70%-iger Ethanollösung fixiert. Am nachfolgenden Tag wird die Markierung 

des eingebauten BrdU durch einen Farbstoff-gekoppelten Antikörper sowie die 

synchrone PI-Färbung der Zellen durchgeführt. Dazu werden die fixierten Zellen 5 

min bei 1400 rpm zentrifugiert und die Ethanol-Lösung abgesaugt. Im weiteren 

Verlauf wird das Zellsediment unter Vortexen in 1 ml einer frisch angesetzten 2 N 

HCL-0,5% Triton X-100-Lösung gelöst und für 30 min bei Raumtemperatur 
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inkubiert. Es sollte darauf geachtet werden, dass die Einwirkdauer der zur DNA-

Denaturierung eingesetzten Salzsäure nicht überschritten wird. Das Detergenz 

Triton X-100 bewirkt indessen ein Auflösen der zytoplasmatischen Zellmembran 

bei gleichzeitiger Unversehrtheit von Zellkern und der übrigen Zellkompartimente. 

Diese können durch anschließendes Zentrifugieren für 5 min bei 1400 rpm 

abgetrennt werden. Das gewonnene Zellsediment wird unter Vortexen in 1 ml 0,1 

M Natriumborat mit pH-Wert 8,5 resuspendiert, wodurch eine vollständige 

Neutralisation hergestellt wird. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt wird der 

Natriumborat-haltige Überstand verworfen und die Zellen in 1 ml einer 1% BSA-

0,5% PBS-Tween-Lösung aufgenommen. Nach Zugabe von 25 µl einer 

Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-konjugierten, BrdU-spezifischen Antikörperlösung 

wird der Ansatz 30 min unter Lichtausschluss bei Raumtemperatur inkubiert. Um 

überschüssige Antikörper wieder zu entfernen, werden die Zellen erneut 

zentrifugiert und mittels 1% BSA-0,5% PBS-Tween-Lösung gewaschen. 

Anschließend wir die in Kapitel 2.2.4.2 beschriebene PI-Färbung durchgeführt.  

 

 
Abb. 6: Dynamische Zellzyklusanalyse. Durchflusszytometrische Messung nach Markierung 
des in die DNA eingebauten BrdU und PI-Färbung. Die als Zebrablot dargestellten Zellen können 
wie gezeigt den einzelnen Zellzyklusphasen zugeordnet werden. PI (Propidiumiodid): Kanal 1 des 
Durchflusszytometers; BrdU (Bromdesoxyuridin)-Aufnahme: Kanal 2 des Durchflusszytometers. 
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2.2.5 Proteinbiochemische Methoden 

2.2.5.1 Gewinnung von Zelllysaten 

Lysis-Puffer:  10 mM Tris/ HCL, pH 7,5; 130 mM NaCl; 5 mM EDTA; 0,5% Triton X-100; 20 mM Na2HPO4/ 

NaH2PO4, pH 7,5; 10 mM Natriumpyrophosphat, pH 7; 1 mM Natriumorthovanadat; 20 mM 

NaF; 1 mM Glycerol-2-Phosphat; 1 Protease-Inhibitor Cocktail Tablette/ 10 ml A.d. 

Aprotinin (100×) 10 mg in 50 ml Isopropanol; sterilfiltiert 

PMSF (100×) 10 mg in 50 ml Isopropanol; sterilfiltiert 

SDS-Probenpuffer (2-fach): 1 M Tris/ HCL, pH 6,8; 200 mM DTT; 4% SDS; 0,2% Bromphenolblau; 20%  

            Glycin in A.d.      

                             

Zu Beginn werden die geernteten Zellen durch Zentrifugation sedimentiert und das 

Kulturmedium im Überstand abgenommen. Anschließend werden die Zellen in 

flüssigem Stickstoff schockgefroren. In dieser Form können sie sowohl bei -80°C 

gelagert als auch direkt weiterverarbeitet werden. Zunächst wird das Zellsediment 

in frischem, eiskaltem Lysis-Puffer resuspendiert und 20 min auf Eis inkubiert. 

Sollen die Lysate zur Analyse von Kernproteinen herangezogen werden, wird dem 

Lysis-Puffer zusätzlich die Proteaseinhibitoren Aprotinin (20 µl/ml) und PMSF (10 

µl/ml) zur Vermeidung von Proteindegradation zugesetzt. Nach Zentrifugation der 

Proben für 20 min bei 14000 rpm und 4°C wird der proteinhaltige Überstand in ein 

neues Reaktionsgefäß überführt sowie ggf. einer Proteinbestimmung (siehe 

Kapitel 2.2.5.2) unterzogen. Durch entsprechende Verdünnung mittels Lysis-Puffer 

können so die Konzentrationen verschiedener Proben aneinander angeglichen 

werden. Danach werden die Ansätze mit SDS-Probenpuffer im Verhältnis 1:1 

versetzt. Es folgt ein Aufkochen der Lösung für 10 min bei 95°C zur Denaturierung 

der Proteine. Nach einem abschließenden kurzen Zentrifugationsschritt erfolgt das 

Auftrennen des Proteingemisches durch SDS-Gelelektrophorese. 

 

2.2.5.2 Proteinbestimmung   

Die quantitative Bestimmung von Proteinen erfolgt durch die sehr empfindliche 

photometrische Methode nach Bradford (Bradford et al., 1976). Sie basiert auf der 

Fähigkeit des Triphenylmethanfarbstoffes Coomassie-Brillant Blau G250 in saurer 

Lösung mit den kationischen Seitenketten von Proteinen zu interagieren. Durch 

die Komplexbildung wird der Farbstoff in seiner blauen, anionischen Sulfonatform 

stabilisiert. Dadurch verschiebt sich sein Absorptionsmaximum von 470 nm auf 
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595 nm. Misst man photometrisch die Komplex-bedingte Zunahme der Absorption 

bei 595 nm gegen das freie Farbreagens, ist das Ergebnis ein Maß für die 

Proteinkonzentration der Lösung. Zur Kalibrierung eines Standards wird bovines 

Serumalbumin (BSA) verwendet. Es muss darauf geachtet werden, dass die 

erhaltenen Proteinkonzentrationen innerhalb des Messbereiches von 1- 20 µg/ml 

liegen, da oberhalb des Messbereiches keine lineare Korrelation zwischen 

Extinktion und Proteinkonzentration mehr vorhanden ist. Die Proteinbestimmung 

erfolgt nach Herstellerprotokoll mit Hilfe des „BioRad Protein Assays“. 

 

2.2.5.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)  

Trenngel: 5-15% Polyacrylamid-Lösung; 375 mM Tris/ HCL, pH 8,8; 0,1% SDS; 0,3% APS; 0,1% TEMED 

Sammelgel: 5% Polyacrylamid-Lösung; 12,5 mM Tris/ HCL, pH 6,8; 0,1% SDS; 0,3% APS; 0,1% TEMED 

SDS-Gelelektrophorese-Puffer: 25 mM Tris; 192 mM Glycin; 0,1% SDS in A.d. 

 

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese ermöglicht die Auftrennung von 

Proteingemischen. Normalerweise wird die Wanderungsgeschwindigket von 

Molekülen im elektrischen Feld durch die Faktoren Molekulargewicht, Struktur und 

Ladung bestimmt. Die Besonderheit der hier verwendeten diskontinuierlichen 

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese liegt in der alleinigen Auftrennung der 

Proteine nach ihrem Molekulargewicht (Laemmli 1970). Verantwortlich dafür ist 

das stark negativ geladene Detergens SDS (Sodiumdodecylsulfat). Es lagert sich 

an die im Rahmen der Probenvorbereitung bereits denaturierten Proteine an und 

komplexiert diese unter Aufhebung ihrer Sekundärstruktur. Zusätzlich zum 

Aufkochen der Proteine ist am Denaturierungsprozess auch das im SDS-Puffer 

enthaltene Dithiothreitol (DTT) beteiligt. Durch Reduktion intra- und 

intermolekularer Disulfidbrücken begünstigt es den Abbau von Quartär-, Tertiär- 

und Sekundärstrukturen der Proteine. Die Interaktion mit SDS führt zu einer 

Überlagerung der Polypeptid-Eigenladung und es entstehen anionische, ellipsoide 

Mizellen mit konstantem Ladung/Masse-Verhältnis. Sie erfahren folglich im 

elektrischen Feld alle die gleiche Beschleunigung, werden aber vom Gel 

größenabhängig gebremst und somit nach Molekülmasse bzw. Molekülradius 

aufgetrennt. Elektrophoresegele entstehen durch radikale Polymerisation von 

Acrylamid mit N,N'-Methylenbisacrylamid im Rahmen einer Kettenreaktion. Diese 
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wird durch Zugabe von Amoniumpersulfat (APS) initiiert und durch 

Tetramethylethylendiamin (TEMED) katalysiert. Im diskontinuierlichen System 

folgt auf das Sammelgel, charakterisiert durch einen niedrigen pH-Wert und eine 

große Polyacrylamid-Porenweite, ein sich durch einen höheren pH-Wert 

auszeichnendes, engporiges Trenngel. Das Sammelgel bedingt zusammen mit 

der Beschaffenheit des Elektrophoresepuffers die Fokussierung des 

Proteingemisches im Bereich der Sammelgel-Trenngel-Grenze. Im Trenngel  

erfolgt die Molmassen-gesteuerte Proteinauftrennung. Variation der Polyarylamid-

Konzentrationen (5-15%) im Trenngel resultiert in unterschiedlichen 

Trennporengrößen. Somit kann gezielt auf den Auftrennungsbereich der Proteine 

Einfluss genommen werden. Zur Herstellung der Polyacrylamidgels wird das 

Trenngel entsprechend der gewünschten Proteinauftrennung aus 5-15% 

Polyacrylamid-Lösung angefertigt und in eine aus zwei sauberen Glasplatten 

bestehende Gelgieß-Vorrichtung gegossen. Um einen geraden, lücken- und 

blasenfreien Gelabschluss zu erhalten, wird das frisch gegossene Gel mit Ethanol 

beschichtet. Nach vollständiger Polymerisation des Trenngels wird das Ethanol 

entfernt und das Sammelgel auf das Trenngel gegossen. Sofort im Anschluss wird 

ein Kamm in das flüssige Gel eingesteckt, der durch Aussparungen im 

polymerisierten Gel die Geltaschen für die Proteinproben formt. Dieser wird nach 

vollständiger Aushärtung des Gels wieder entnommen. Danach wird das Gel in 

eine SDS-Elektrophoresekammer eingeführt und diese mit Elektrophoresepuffer 

gefüllt. Die vorbereiteten Proteinproben werden in die Geltaschen geladen und bei 

einer Spannung von 25-150V aufgetrennt. Zum Massevergleich wird zusätzlich ein 

farbstoffmarkierter Protein-Molekulargewichts-Marker mit aufgetrennt. 

 

2.2.5.4 Transfer der Proteine auf eine PDVF-Membran (Western Blot)     

Transferpuffer: 25 mM Tris; 192 mM Glycin; 0,1% SDS; 20% Methanol in A.d. 

 

Als Western Blot wird der Transfer von gelelektrophoretisch aufgetrennten 

Proteinen auf ein geeignetes, solides Trägermaterial bezeichnet (Renart et al. 

1979; Towbin et al. 1979). Die dort fixierten Proteine können anschließend durch 

antigen-spezifische Antikörper  nachgewiesen werden. Dazu wird eine aus 

Polyvinylidenfluorid  (PVDF) bestehende proteinbindende Trägermembran kurz in 
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Methanol getränkt und in eine mit Transferpuffer befüllte Schale gegeben. 

Nachdem das Trenngel luftblasenfrei auf die Membran gelegt worden ist, wird es 

in einer Plastikkassette beidseits von je einem Cellulosefilterkarton (Whatman-

Paper) und einer Schaumstoffschicht umschlossen. Die Schichten werden in eine 

mit Transferpuffer befüllte Transferkammer eingehängt, wobei das SDS-Gel in 

Richtung Kathode, die PVDF-Membran zur Anode zeigen muss. Bei konstantem 

Stromfluss (1000 mA) und unter ständiger Kühlung wandern die Proteine in 

Richtung der Anode und bleiben aufgrund hydrophober Wechselwirkungen an der 

Membranoberfläche haften. Das Muster der elektrophoretisch aufgetrennten 

Proteine bleibt dabei erhalten. Die Transferdauer richtet sich nach der molaren 

Masse der zu transferierenden Proteine.  

 
2.2.5.5 Immunchemische Detektion transferierter Proteine     

Blockier-Puffer: 10% Trockenmilchpulver (entfettet) in PBS- Tween-Puffer 

PBS-Tween-Puffer: 0,1% Tween 20 in PBS 

 

Die elekrophoretisch aufgetrennten und auf PVDF- Membran übertragen Proteine 

können durch Immunfärbung mit spezifischen Antikörpern detektiert und mittels 

Chemolumineszenz-System sichtbar gemacht werden. Unmittelbar nach dem 

Transfer wird die PVDF-Mebran kurz mit PBS-Tween-Puffer gewaschen und 

anschließend in Blockier-Puffer für 30 min bei 37°C schüttelnd inkubiert. Dieser 

Schritt dient zur Absättigung unspezifischer Proteinbindungsstellen wodurch 

Hintergrundfärbungen vermieden werden sollen. Es ist darauf zu achten, dass zur 

Detektion phosphorylierter Proteine ausschließlich mit 5%-iger BSA-Lösung als 

Blockier-Puffer gearbeitet wird. Milchproteine können in phosphorylierter Form 

vorliegen und sind deshalb in der Lage, durch Reaktion mit phosphospezifischen 

Antikörpern das Ergebnis zu verfälschen. Hiernach wird der spezifisch gegen ein 

Epitop des zu analysierenden Proteins gerichteten Primär-Antikörper auf die 

Trägermembran gegen und zur Inkubation über Nacht bei 4°C schüttelnd auf 

dieser belassen. Das Ansetzten des Primär-Antikörpers richtet sich nach den 

Herstellerangaben und erfolgt entweder in Blockier-Puffer oder 5%-iger BSA-

Lösung. 



       Materialien und Methoden 56 

Nach stattgefundener Antigen-Antikörper-Reaktion wird die Membran dreimal für  

je 10 min mit PBS-Tween-Puffer gewaschen, um ungebundene Antikörper zu 

beseitigen. Im Anschluss daran wird diese für 30 min mit einem in Blockier-Puffer 

angesetztem Sekundärantikörper bei Raumtemperatur schüttelnd inkubiert. Der 

Sekundärantikörper ist mit einer Meerrettich-Peroxidase (HRP) konjugiert und  

richtet sich gegen den Fc-Teil des Erstantikörpers. Abschließend wird die 

Membran zweimal mit PBS-Tween-Puffer und einmal mit PBS gewaschen und zur 

Detektion der Immunkomplexe kurz mit Chemolumineszenz-Lösung bedeckt. Das 

darin enthaltene Substrat Luminol wird durch die an den Sekundärantikörper 

gekoppelte Peroxidase in seine oxidierte Form umgesetzt, bei welcher eine 

Lumineszenz detektiert werden kann. Durch Verwendung eines Hyperfilms kann 

das erzeugte Signal dokumentiert werden.  

 

2.2.5.6 Amidoschwarzfärbung transferierter Proteine 

Amidoschwarz-Färbelösung:      0,2% Naphtolblauschwarz, 25% Isopropanol, 10% Essigsäure 

Amidoschwarz-Entfärbelösung:  10% Essigsäure; 10% Methanol in A.d. 

 

Die elektrophoretisch aufgetrennten und auf PVDF transferierten Proteine können 

mit Hilfe des Farbstoffes Amidoschwarz angefärbt werden, um beispielsweise den 

Transfererfolg zu überprüfen. Dazu wird die Membran für 15 min bei 

Raumtemperatur in Amidoschwarz-Lösung inkubiert und anschließend mittels 

Entfärbelösung bis zur gewünschten Bandenintensität gewaschen. Eine 

Verwendung der Membran zur immunchemischen Detektion ist auch nach der 

Färbung noch möglich.  

 

2.2.5.6 Entfernung gebundener Antikörper von der Membran 

Stripping-Puffer; 0,2 M NaOH 

 

Um bereits entwickelte Membranen mehrmals für Antikörperreaktionen und 

nachfolgende Detektion verwenden zu können, muss der gebundene Antikörper 

von der Membran entfernt und diese anschließend neu blockiert werden. Hierzu 

wird die Membran für 10 min bei Raumtemperatur in Stripping-Puffer oder 

Amidoschwarz-Entfärbelösung schüttelnd inkubiert. Nach  mehreren kurzen 



Materialien und Methoden 

 

57 

Waschschritten mit PBS und 30-minütiger Inkubation bei 37°C in Blockier-Puffer 

bzw. 5%-iger BSA-Lösung kann die Membran erneut einem immunchemischen 

Proteinnachweis unterzogen werden. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Charakterisierung der Aurora Kinase Inhibitoren 

3.1.1 Transformierende Aktivität von Bcr-Abl und seiner Mutanten in 
 Ba/F3-Zellen 

Bei Ba/F3-Zellen handelt es sich um murine Pre-B-Zelllinien. Sie gelten als 

Modellzelllinien für den Nachweis transformierender Eigenschaften von 

Onkogenen. Überleben und Wachstum dieser Zelllinien erfolgt IL-3 abhängig. Wird 

den Zellen dieses Zytokin entzogen, gehen sie in Apoptose (Rodriguez-Tarduchy 

et al. 1990). Durch Expression des onkogenen Fusionsproteins Bcr-Abl werden 

diese Zellen zur Faktorunabhängigkeit transformiert. Neben der Ba/F3 MIG EGFP 

p185 Wildtypform (wt) werden im Rahmen dieser Arbeit die Imatinib-resistenten 

Bcr-Abl-Mutanten T315I, Y253H, Y253F und F317L verwendet. T315I kommt als 

Gatekeeper-Mutation die wohl größte klinische Bedeutung zu. Sie erzeugt eine 

Pan-Resistenz gegenüber den gängigen Tyrosinkinaseinhibitoren Imatinib, 

Nilotinib und Dasatinib. Ferner stellt sie mit mehr als 15% auch eine der häufigsten 

Resistenzmutationen dar. Patienten, die diese Mutation tragen, haben sowohl 

bezüglich der Krankheitsprogression als auch dem Gesamtüberleben eine 

schlechte Prognose (Soverini et al. 2005). Bei Y253H und Y253F handelt es sich 

um Vertreter von Punktmutationen innerhalb der Nukleotid-Bindungsstelle (P-

Loop) der Abl-Kinase-Domäne. P-Loop-Mutationen machen mehr als 11% aller 

Mutationen aus und weisen Resistenzen gegenüber Imatinib und Nilotinib auf. 

F317L ist etwas seltener und tritt bevorzugt unter Dasaninib-Therapie auf.  

 

3.1.2 PHA-739358  und AS-703569 induzieren antiproliferative Effekte in 
 Bcr-Abl negativen und positiven Ba/F3-Zellen 

PHA-739358 (Abb. 6) ist ein klein-molekularer Pan-Aurora Kinase Inhibitor (Abb. 

6). Er gehört zur Klasse der 1,4,5,6-Tetrahydropyrrolo(3,4-c)pyrazole (Fancelli et 

al. 2006). Als ATP-kompetitive Substanz bindet PHA-739358 in der ATP-

Bindungstasche von Proteinkinasen. Durch die höhere Affinität zur Kinase wird so 

die Anlagerung von ATP verhindert und die Kinase ist nicht mehr aktivierbar. Zu 
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den Angriffspunkten gehören neben Aurora Kinasen und Bcr-Abl auch RET, TRK-

A und FGFR-1 (fibroblast growth factor receptor-1) (Carpinelli et al. 2007).  

 

Abb. 7: Strukturformel von PHA-739358 (1,4,5,6-Tetrahydropyrrolo(3,4-c)pyrazol) 

 

Das Pyrimidin-2,4-Diamin-derivat AS-703569 (Abb. 8) agiert wie PHA-739358 als 

ATP-Kompetitor. Es wurde ursprünglich als klein-molekularer Pan-Aurora Kinase 

Inhibitor entwickelt. Weitere Untersuchungen zeigten jedoch, dass diese Substanz 

auch zur Inhibition anderer Kinasen wie Bcr-Abl, FLT3, FGF-R3 und JAK2 

eingesetzt werden kann (Merk Serono International S.A. et al. 2008; McLaughlin et 

al. 2009).  

 

Abb. 8: Strukturformel von AS-703569 (Pyrimidin-2,4-Diamin-derivat) 

 

Um die inhibitorische Wirkung beider Substanzen auf die wachstumsfaktor- 

unabhängige Proliferation zu untersuchen, wurden die durch Bcr-Abl/wt, Bcr-Abl 

/T315I, Bcr-Abl/Y253H, Bcr-Abl/Y253F oder Bcr-Abl/F317L transformierten Ba/F3-

Zellen mit ansteigenden Konzentrationen des jeweiligen Inhibitors kultiviert.  
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Nach 48-stündiger Inkubation wurde die proliferative Aktivität der Zellen bestimmt 

(Abb. 9). Zur Evaluation der Medikamentenwirkung auf nicht transformierte Zellen 

wurden zusätzlich auch IL-3-abhängige parentale Ba/F3-Zellen verwendet. 

Unbehandelte und mit DMSO versetzte Zellen dienten als Kontrollen. 

 

 

Abb. 9: PHA-739358 und AS-703569 beeinträchtigen Zellproliferation und Viabilität. Ba/F3-
Zellen wurden mit steigenden Konzentrationen von PHA-739358 bzw. AS703569 kultiviert. Nach 
48 h erfolgte die Messung der proliferativen Aktivität mittels MTS-Methode. Die Darstellung des 
inhibitorischen Potentials von PHA-739358 bzw. AS-703569 wurde in Korrelation zu 
unbehandelten Kontrollzellen durchgeführt. IC50-Werte wurden anhand der Dosis-Wirkungs-Kurven 
mittels graphischer Extrapolation ermittelt. Statistische Analysen erfolgten unter Verwendung des 
Student´s t tests, wobei das Signifikanzniveau bei p < 0.05 festgesetzt wurde. Die Daten 
repräsentieren den Mittelwert aus drei unabhängigen Ansätzen (±Standardabweichung).  
IC50-Wert: Inhibitorische Konzentration 50% 
A:  Dosis-Wirkungs-Kurven für PHA-739358 (links) und AS-703569 (rechts) 
B: Darstellung der größten Zelllinien-abhängigen Ansprechdifferenz unter Behandlung mit PHA-
739358 (links) und AS-703569 (rechts)          
C: Übersicht der IC50-Werte für PHA-739358 (links) und AS-703569 (rechts) 
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Behandlung mit ansteigenden Konzentrationen von PHA-739358 (Abb. 9A, linke 

Graphik) bzw. AS-703569 (Abb. 9A, rechte Graphik) führt zu einer Dosis-

abhängigen Reduktion des Zellwachstums in Bcr-Abl negativen (parentale Ba/F3) 

gleichermaßen wie in Bcr-Abl positiven Ba/F3-Zellen (Bcr-Abl wt, Bcr-Abl/T315I, 

Bcr-Abl/Y253H, Bcr-Abl/Y253F, Bcr-Abl/F317L). Der Bcr-Abl-Mutationsstatus hat 

hierbei keinen Einfluss auf die antiproliferativen Effekte des entsprechenden 

Inhibitors. Es besteht somit keine Korrelation zwischen der Sensitivität der Bcr-

Abl-Mutanten gegenüber den hier getesteten Wirkstoffen und dem Grad der 

Resistenz gegenüber Imatinib. Allerdings unterscheiden sich beide Inhibitoren 

deutlich hinsichtlich der zur 50%-igen Wachstumsinhibition benötigten 

Konzentrationshöhe. So liegt der IC50-Wert von PHA-739358 sowohl für die hoch 

resistenten Bcr-Abl/T315I-Mutante als auch die übrigen transformierten Zellen bei 

durchschnittlich 150 nM (122-178 nM) (Abb. 9C, linke Tabelle), während im Schnitt 

IC50-Werte von AS-703569 im Bereich von 10 nM für Bcr-Abl positive Zellen zur 

halbmaximalen Wachstumsinhibition ausreichen (Abb. 9C, rechte Tabelle). 

Darüber hinaus ist auffallend, dass beide Inhibitoren einen signifikant geringeren 

antiproliferativen Effekt auf parentale Ba/F3-Zellen ausüben. Demnach reagieren 

onkogen transformierte Zellen sowohl auf PHA-739358 als auch auf AS-703569 

deutlich sensitiver als Bcr-Abl negative Zellen. Daraus ergibt sich ein 

therapeutisches Fenster, das bei Konzentrationen um 200 nM PHA-739358 bzw. 

15 nM AS-703569 am größten ist (Abb. 9B).  

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass beide Inhibitoren zur effektiven 

Proliferationsinhibiton von Bcr-Abl positiven Zellen eingesetzt werden können und 

zwar unabhängig von deren Mutationsstatus und unter gleichzeitiger Teilprotektion 

nicht transformierter Zellen. Diese Beobachtung macht beide Substanzen im 

Hinblick auf die Behandlung TKI-resistenter CML, insbesondere bei Nachweis der 

hoch resistenten T315I-Mutation, klinisch interessant. 

 

3.1.3 PHA-739358 und AS-703569 inhibieren die Aktivität von Bcr-Abl
 und Aurora Kinasen  

Die bisherigen Experimente haben gezeigt, dass Bcr-Abl positive Zellen eine 

höhere Sensitivität gegenüber PHA-739358 und AS-703569 als nicht 

transformierte Zellen aufweisen. Somit könnte neben den Aurora Kinasen auch 
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Bcr-Abl in die Vermittlung der antiproliferativen Inhibitoreffekte involviert sein. Zur 

Klärung der Frage, ob die beobachtete Proliferationshemmung auf Bcr-Abl oder 

Aurora Kinase Inhibition zurückzuführen ist, wurden Bcr-Abl positive Linien mit 

ansteigenden Konzentrationen des entsprechenden Inhibitors behandelt. 

Anschließend wurde anhand von Western-Blot Analyse die Aktivität der Bcr-Abl 

Kinase (Abb. 10) sowie der Aurora Kinasen (Abb. 11) untersucht. Bezugnehmend 

auf Bcr-Abl wurde dafür mit einem phosphospezifischen Antikörper die Abnahme 

der Bcr-Abl Autophosphorylierung detektiert. Zusätzlich wurde die 

Phosphorylierung von STAT5 bestimmt. Dabei handelt es sich um ein bekanntes 

downstream target von Bcr-Abl. Änderungen seines Posphorylierungsstatus 

weisen auf Aktivierung oder Hemmung der Bcr-Abl-Signalkaskade hin. Aktivität 

der Aurora Kinasen wurde anhand des Phosphorylierungsstatus von Histon 3 an 

Serin 10 gemessen - ein Protein innerhalb der Aurora B-Signalkaskade, das sich 

als verlässlicher Biomarker in vitro und in vivo etabliert hat (Carpinelli et al. 2008; 

Foran et al. 2008). 

Wie Abb. 10A zeigt, lässt sich durch Konzentrationen von PHA-739358  im 

Bereich von 1000 nM in allen Bcr-Abl positiven Zellen die Bcr-Abl 

Autophosphorylierung um mehr als die Hälfte herabsetzen (Abb. 10A, anti PY-

Blot, Spur 6, 14, 22, 30, 38), verglichen mit den unbeeinflussten 

Phosphorylierungslevels (Abb. 10A, anti PY-Blot, Spur 1, 9, 17, 25, 33). Eine 

Blockade der nachgeschalteten Signalkaskade, repräsentiert durch eine deutliche 

Reduktion der STAT5-Phosphorylierung, ist teils sogar bei niedrigen 

Konzentrationen detektierbar (Abb. 10A, anti pSTAT5-Blot).  

Ähnliches findet sich bezüglich des Inhibitors AS-703569 (Abb. 10B). Hier werden 

mit AS-703569-Konzentrationen im Bereich von 500 nM geringgradig niedrigere 

Dosierungen zur deutlichen Blockierung der Bcr-Abl Aktivität bzw. dessen 

downstream target STAT5 benötigt (Abb. 10B, anti PY-Blot und anti pSTAT5-Blot, 

Spur 5, 13, 21, 29 und 39). Als Vergleich dienen die Phosphorylierungslevels 

unbehandelter Kontrollzellen (Abb. 10B, anti PY-Blot, Spur 1, 9, 17, 25 und 33). 

Damit konnte der fehlende Einfluss des Bcr-Abl-Mutationsstatus auf die Effektivität 

beider Inhibitoren erneut bestätigt werden. Zur Kontrolle von Ladung und 

Gesamtproteinmenge wurde in beiden Experimenten Abl, STAT5 und β-Aktin 

detektiert.  



       Ergebnisse 64 

 

 



Ergebnisse 

 

65 

 

Abb. 10: PHA-739358 und AS-703569 reduzieren Bcr-Abl Autophosphorylierung und 
Aktivierung von STAT5 unabhängig vom Bcr-Abl-Mutationsstatus. Bcr-Abl wt (p185 wt) bzw. 
T315I, Y253H, Y253F und F317L exprimierende Ba/F3-Zellen wurden 2.30 h mit steigenden 
Konzentrationen PHA-739358 (A) bzw. AS-703569 (B) inkubiert. Als Negativkontrollen wurden 
sowohl unbehandelte als auch mit DMSO versetzte Zellen verwendet. Anschließend wurden die 
Zelllysate gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die Abbildung gibt den immunchemischen Nachweis 
von phosphoryliertem (anti PY) und nicht phosphoryliertem (anti Bcr-Abl) Bcr-Abl phosphoryliertem 
STAT5 (anti pSTAT5), STAT5 (anti STAT5) und β-Aktin (anti β-Aktin) im Western-Blot wieder. 
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Vergleicht man diese Ergebnisse mit denen des Zellproliferationsassays (siehe 

Kapitel 3.1.2), fällt auf, dass zur Reduktion der Bcr-Abl Aktivität PHA-739358-

Konzentrationen ähnlicher Größenordung notwenig sind wie für eine maximale 

Inhibition der Zellproliferation von Bcr-Abl positiven Zellen: Beginnende 

Deposphorylierung von STAT5 bei 250 nM und max. Zellproliferationshemmung 

bei 200 nM (entspricht dem IC90-Wert). Demnach kann Bcr-Abl Inhibition für die 

beobachteten antiproliferativen Effekte in Bcr-Abl positiven Ba/F3-Zellen in Frage 

kommen.  

Im Gegensatz dazu sind zur effektiven Reduktion der Bcr-Abl Aktivität durch AS-

703569 mindestens 25-fach höhere Konzentrationen als zur maximalen zellulären 

Proliferationsinhibition notwendig (Bcr-Abl Inhibition im Schnitt bei 500 nM; max. 

Proliferationshemmung / IC90-Wert bei 20 nM). Folglich ist Inhibition von Bcr-Abl 

als primärer Mediator der anti-proliferativen Wirkung unwahrscheinlich. 

Abb. 11A demonstriert die Auswirkung von PHA-739358 auf die Phosphorylierung 

des Histon 3-Proteins. Durch Inkubation mit 500 nM des Wirkstoffes wird Aurora 

Kinasen vermittelte Histon 3-Phosphorylierung nahezu vollständig gehemmt, 

unabhängig davon, ob bzw. welche Bcr-Abl-Mutante exprimiert wird (Abb. 11A, 

anti pH3(Serin10)-Blot, Spur 5, 13, 21, 29, 37). Diese Konzentrationen korrelieren 

mit denen, die zur Inhibition von Bcr-Abl und zum Erreichen der maximalen 

Proliferationshemmung in Bcr-Abl positiven Zellen ermittelt worden sind. In 

Anbetracht dessen kann sowohl Bcr-Abl als auch Aurora Kinase Inhibition für den 

antiproliferativen Effekt von PHA-739358 in-vitro verantwortlich sein. Abb. 11B 

zeigt die entsprechenden Ergebnisse für AS-703569. Konzentrationen im Bereich 

von 25 nM reichen aus, um eine deutliche Inhibition der Aurora Kinasen zu 

erzielen (Abb. 11B, anti pH3(Serin10)-Blot, Spur 4, 12, 20, 28, 36). Diese stimmen 

in etwa mit den ermittelten zellulären IC90-Konzentrationen überein. Infolgedessen 

könnte der antiproliferative Effekt von AS-703569 in Bcr-Abl positiven Ba/F3 Zellen 

durch eine spezifische Inhibition der Aurora Kinasen bedingt sein. Die Aurora A/B-

Gesamtproteinmenge wird durch beide Inhibitoren nicht beeinflusst (Abb. 11A/B, 

Blot: anti AurA / anti AurB). Der β-Aktin-Nachweis zeigt eine gleichmäßige Ladung 

der Spuren an. 
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Abb. 11: Inhibition der Aurora Kinase Aktivität erfolgt bei unterschiedlichen 
Konzentrationen von PHA-739358 und AS-703569 und führt zur verminderten 
Phosphorylierung von Histon H3 an Serin10. Bcr-Abl wt (p185 wt) bzw. T315I, Y253H, Y253F 
und F317L exprimierende Ba/F3-Zellen wurden 2.30 h mit steigenden Konzentrationen PHA-
739358 (A) bzw. AS-703569 (B) inkubiert und anschließend zu Lysaten verarbeitet. Nach 
gelelektrophoretischer Auftrennung der Proteine wurden die Proteinmengen von phosphoryliertem 
Histon H3 (Serin 10) [anti pH3(Serin10)], Aurora A (anti AurA), Aurora B (anti AurB) und β -Aktin 
(anti β-Aktin) mittels spezifischer Antikörper auf der Western Blot-Membran detektiert. 
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3.1.4 Inhibition von Aurora Kinasen führt zu Zellteilungsdefekten 

Die drei in Säugetierzellen exprimierten Aurora Kinasen spielen eine 

Schlüsselrolle in der Regulation mitotischer Prozesse (Andrews et al. 2003; 

Carmena et al. 2003; Ducat et al. 2004; Keen et al. 2004; Fu et al. 2007; Vader et 

al. 2008). Aurora A ist maßgeblich an Centrosomen-Maturation und -Separation 

sowie am Spindelkontrollpunkt (SAC) beteiligt (Marumoto et al. 2005). Aurora B 

steuert als Bestandteil des Chrosomenpassenger-Komplex Chromosomen-

kondenstation, bi-orientierte Ausrichtung der Chromosomen, SAC und die 

Zytokinese (Carmena et al. 2003). Die Funktionen von Aurora C, auch ein 

Chromosomenpassenger-Protein, scheinen eher in der Regulation der männlichen 

Meiose zu liegen (Tang et al. 2006). Aufgrund der tragenden Rolle der Aurora 

Kinasen im Ablauf mitotischer Prozesse ist es wahrscheinlich, dass PHA-739358 

und AS-703569 durch deren Inhibition den Verlauf des Zellzyklus nachhaltig 

beeinflussen können. Zur Überprüfung dieser Hypothese wurden daher statische 

Zellzyklusanalysen durchgeführt. Bcr-Abl positiven Ba/F3-Zellen (wt sowie die Bcr-

Abl-Mutanten T315I, Y253F, F317L) wurden für 24 h mit verschiedenen 

Konzentrationen des jeweiligen Inhibitors kultiviert. Diese wurden gemäß der 

bisherigen Ergebnisse so gewählt, dass die verantwortlichen Kinasen zunächst 

nicht, dann teilweise und schließlich komplett inhibiert werden. Als 

Negativkontrolle dienten unbehandelte Zellen. Auf die gleiche Weise wurden 

parentale Ba/F3-Zellen unter Zusatz von IL-3 einer Inhibitor-Behandlung 

unterzogen. Im Anschluss wurden die Zellen PI-gefärbt und einer 

durchflusszytometrischen Untersuchung zugeführt (Abb. 12)  

Bei den unbehandelten Kulturen in Abb. 12 A (oberes Bild, Spalte 1) liegen die 

meisten Zellen in G1 - Phase vor, nur ein geringer Anteil befindet sich in S-Phase, 

G2- Phase oder in Mitose. Sie geben damit den physiologischen Zellzyklusverlauf 

wieder. Während Behandlung mit 100 nM PHA-739358 keine wesentlichen 

Zellzyklus-Veränderungen in parentalen Ba/F3-Zellen hervorruft, führen 500 nM 

zur Reduktion der G1-Population bei gleichzeitiger G2/M-Akkumulation von Zellen 

mit 4n-DNA-Gehalt. Dieses Phänomen ist als Folge von Aurora Kinase Inhibition 

beschrieben worden (Kawasaki et al. 2001; Girdler et al. 2006). Dadurch werden 

Zellteilungsdefekte induziert, welche dazu führen, dass der verdoppelte 

Chromosomensatz am Ende der Mitose in einer einzigen Zelle verbleibt. 
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Abb. 12: Inhibition der Aurora B Kinase Aktivität durch PHA-739358 oder AS-703569 führt zu 
Zellteilungsdefekten und induziert Apoptose in Bcr-Abl negativen und positiven Ba/F3-
Zellen. Die angegebenen Ba/F3-Zellen wurden für 24 h mit steigenden Konzentrationen von PHA-
739358 (100, 500, 1000 nM) bzw. AS-703569 (10, 50, 100 nM) inkubiert. Als Kontrolle wurden 
unbehandelte Zellen verwendet. Nach Fixation der Zellen in Ethanol wurden diese mit PI-
Färbelösung inkubiert. In der Abbildung ist die durchflusszytometrische Analyse der PI-gefärbten 
Zellen dargestellt.  
PI: Propidiumiodid; Kanal 1 des Durchflusszytometers; Zellzahl: Kanal 2 des Durchflusszytometers 
Statische Zellzyklusanalysen für PHA-739358 (A) und AS-703569 (B). Apoptose-Messung erfolgte             
durch Bestimmung des Sub-G1-DNA-Gehaltes. Die untere Graphik gibt die Darstellung des 
prozentualen Anteils von Zellen mit  Sub-G1-DNA-Gehalt wieder. 
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Da diese Zelle den Zellzyklus ganz normal durchlaufen kann, wird der 4n 

Chromosomensatz bei jedem Durchgang ordnungsgemäß dupliziert. Das Ergebnis 

dieser Endoreduplikationsvorgänge sind polyploide Zellen. So sind bei 1000 nM 

bereits mehrheitlich Zellen mit einem DNA-Gehalt von 8n und sogar 16n 

detektierbar (Abb. 12A, oberes Bild, Spalte 4). Ursache dafür, dass sich 

Polyploidie erst bei Konzentrationen ab 500 nM findet, beruht darauf, dass erst 

Konzentrationen dieser Größenordnung, wie in den vorherigen Versuchen 

ermittelt, zur effektiven Inhibition dieser Kinasen und damit zu Zellteilungsdefekten 

führen. Ähnliche Zellzyklusprofile unter PHA-739358-Behandlung beobachtet man 

auch für die Bcr-Abl transformierten Zelllinien. Auch hier können unter Behandlung 

mit 100 nM keine relevanten Zellzyklus-Veränderungen festgestellt werden, da 

weder die Aktivität von Bcr-Abl noch die der Aurora Kinasen wesentlich 

eingeschränkt wird. Die Zellen können nahezu ohne Beeinträchtigung der 

Zellteilung den Zellzyklus durchlaufen. Repräsentiert wird dies durch eine 2n-

Population (Abb. 12A, oberes Bild, G1-Gipfel in Spalte 2), die bezüglich der Größe 

der 2n-Population in unbehandelten Zellen entspricht (Abb. 12A, oberes Bild, 

Spalte 1). Auffallend ist jedoch, dass im Vergleich zu den parentalen Ba/F3-Zellen 

bereits bei einer Konzentration von 500 nM PHA-739358 ein signifikanter Anstieg 

der Sub-G1-Population und damit von apoptotischen Zellen verzeichnet wird. Die 

Quantifizierung des apoptotischen Zellanteils der hier eingesetzten Zelllinien 

verdeutlicht diesen Aspekt (Abb. 12A, untere Graphik). Interessanterweise zeigen 

sich hier auch Unterschiede im Sub-G1-Anteil zwischen p185 wt-Zellen und den 

Bcr-Abl-Mutanten. So scheint die p185/F317L-Mutante weniger sensitiv 

gegenüber PHA-739358 zu sein. Diese Beobachtung korreliert mit der 

Kinaseaktivität im Western-Bot (siehe Kapital 3.1.3), wo eine maximale Inhibition 

des nachgeschalteten Bcr-Abl-Signalweges erst bei vergleichsweise leicht 

erhöhten Konzentrationen nachzuweisen war. Warum jedoch zusätzlich ein 

verstärkter proapoptotischer Effekt auf die Bcr-Abl/Y253F-Mutante ausgeübt wird, 

ist unklar.  

Zusammenfassend lassen die Ergebnisse dieses Experimentes darauf schließen, 

dass Bcr-Abl transformierte Zellen einschließlich der Bcr-Abl-Mutanten eine 

größere Sensitivität gegenüber PHA-739358 aufweisen als nicht transformierte 

Zellen. Demnach scheinen neben Aurora Kinase auch Bcr-Abl Inhibitionseffekte 

eine Rolle zu spielen. 
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Bei Durchführung des entsprechenden Versuchs mit dem Inhibitor AS-703569 

konnten nahezu identische Zellzyklus-Profile nachgewiesen werden, jedoch bei 

niedrigeren Konzentrationen. Bereits 10 nM des Wirkstoffes (durchschnittlicher 

Bereich der IC50-Werte und beginnende Aurora Kinase Inhibitionsdosis) reichen 

aus, um eine Akkumulation von polyploiden Zellen mit einem DNA-Gehalt größer 

4n zu induzieren (Abb.12B, oberes Bild, Spalte 2). Besonders deutlich wird dieses 

Phänomen bei höheren Konzentrationen (50 nM/100 nM), bei denen Zellen mit 

normalem 2n-Chromosomensatz fast nicht mehr zu detektieren sind (Abb. 12B, 

oberes Bild, Spalte 3, 4). Die Aktivität der Aurora Kinasen wird bei diesen 

Konzentrationen komplett inhibiert. Erwartungsgemäß unterscheiden sich die 

Zellzyklus-Profile von parentalen Ba/F3 und Bcr-Abl positiven Zellen nicht 

wesentlich, da die hier verwendeten Konzentrationen keinen Einfluss auf die Bcr-

Abl Aktivität haben. Dies erklärt auch den geringeren Sub-G1-Anteil unter AS-

703569-Behandlung, der lediglich auf Aurora Kinase Inhibition zurückgeführt 

werden kann (Abb. 12B, untere Graphik). Es ist eine interessante Beobachtung, 

dass reproduzierbar die Bcr-Abl/Y253F-Mutante sensitiver ist.  

Zusammenfassend sind AS-703569 assoziierte Zellzyklus-Phänomene in Bcr-Abl 

positiven und negativen Ba/F3-Zellen überwiegend als Aurora Kinase vermittelte 

Effekte anzusehen.  

 
3.2 Entwicklung resistenter Aurora Kinase Mutanten 

Anhand der bisherigen Experimente war es möglich, die in-vitro Effekte von AS- 

703569 über die Ermittlung der IC90-Werte in Aurora Kinase und Bcr-Abl Kinase 

abhängige Effekte aufzutrennen. Hierbei zeigte sich, dass  der überwiegende 

Anteil der antiproliferativen und proapoptotische Effekte über Aurora Kinase 

Inhibition vermittelt wird und Bcr-Abl diesbezüglich eine untergeordete Rolle spielt. 

Hinsichtlich PHA-739358 konnte über die IC90-Werte jedoch keine Differenzierung 

in Bcr-Abl und Aurora Kinase assoziierte Effekte erfolgen. Aus diesem Grund 

sollten im folgenden Experiment Zellen generiert werden, in denen durch Mutation 

im Aurora Kinase-Gen die Bindung des Inhibitors unterbunden wird. Führt dies 

zum signifikanten Anstieg der zur Inhibition benötigten Konzentrationen, kann 

dadurch die vermutete höhere Relevanz der Aurora Kinasen gegenüber Bcr-Abl 

bei der Vermittlung der in-vitro Effekte von PHA-739358 und AS-703569 in Bcr-Abl 
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transformierten Zellen bestätigt werden. In Bezug auf andere Kinasen wie z.B. 

Bcr-Abl ist das Einführen von Punktmutationen zur Resistenzentwicklung 

gegenüber bestimmten Kinaseninhibitoren bereits erfolgreich von unserer 

Arbeitsgruppe durchgeführt worden (von Bubnoff et al. 2002). Darüber hinaus 

konnten Girdler und Kollegen zeigen, dass unter Behandlung mit selektiven 

Protein-Kinasen-Inhibitoren Resistenzen in Zellzyklus-Kinasen auftreten können, 

die selbst keine Onkogene sind (Girdler et al., 2008). In einem ersten Schritt 

wurden anhand der Kristallstruktur des entsprechenden Inhibitor-Aurora Kinase-

Komplexes jeweils zwei Aminosäuren in Schlüsselpositionen im Aurora A und B 

Gen identifiziert, deren gezielte Mutation zur Resistenz führen könnte (Abb.13).  

Leucin 210 in Aurora A bzw. entsprechend Leucin 154 in Aurora B ist an der 

Rückseite der ATP-Bindungsstelle lokalisiert. Es ist dort Teil einer kleinen 

hydrophoben Tasche, die zwar von klein-molekularen Inhibitoren, nicht aber von 

ATP besetzt werden kann (Noble et al. 2004). Protein-Kinasen wie CK2 und PKA 

weisen an dieser Position eine Aminosäure mit raumfordernder Seitenkette auf 

(Phenylalanin bzw. Methionin) und blockieren dadurch den Inhibitoren den Zugang 

zu dieser Tasche (Meggio et al. 1995; Mazzorana et al. 2008; Cozza et al. 2009). 

In Aurora Kinasen findet sich in dieser gatekeeper-Position die Aminosäure Leucin 

mit einer vergleichsweise kleinen Seitenkette, wodurch eine Inhibitorbindung 

ermöglicht wird. Aus funktioneller Sichtweise (Gatekeeper) ist Leucin 210 in 

Aurora Kinasen somit vergleichbar mit T315 in Bcr-Abl (Modugno et al. 2007). In 

Homologie zur T315I-Mutation sollte daher die Mutation von Leucin zu 

Aminosäuren mit großer Seitenkette wie Phenylalanin, Methionin oder auch 

Tyrosin zur Resistenz führen. 

Glycin an Position 216 in Aurora A bzw. an Position 160 in Aurora B sitzt am 

Boden der sogenannten Scharnierregion (kinase hinge) der Kinase. Diese 

verbindet die N- und C-terminale Domäne miteinander. Mutation zu einer 

Aminosäure mit ausgedehnter Seitenkette, hier Valin, bewirkt insoweit eine 

Änderung der sterischen Konformation, dass diese Seitenkette nun zur 

gegenüberliegenden Seite des Liganden zeigt. Dadurch wird die Inhibitorbindung 

auf sterischer Ebene direkt verhindert. Die ATP-Bindung bleibt dadurch 

unbeeinflusst. 
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Abb. 13: Kristallstruktur-Analysen von Inhibitor-Aurora Kinase-Komplexen (zur Verfügung 
gestellt von Richard A. Engh [A]  und EMD Serono [B]). Zur Validierung von Aminosäuren im 
Aurora Kinase-Protein, deren gezielte Mutation zur Resistenz gegen PHA-739358 oder AS-703569 
führen sollte, wurden computerbasierende Kristallstruktur-Analysen durchgeführt. Mögliches, auf 
entsprechenden Punktmutationen basierendes Resistenzpotential konnte für Leucin an Position 
210 sowie für  Glycin in Position 216 ermittelt werden. 
A: Aurora A (pink) im Komplex mit PHA-739358 (gelb), überlagert mit der Kristallstruktur von CK2 
(grün). Darstellung der Mutationsstellen L210M und G216V 
B:  Xenpus laevis Aurora B (grün) und INCENP (= inner centromer protein; regulatorische 
Komponente von Aurora B im chromosomal passenger complex; türkis) im Komplex mit EMD-
Serono Wirkstoff (AS-703569). Darstellung der Mutationsstellen L210M und G216V. 
C: Aminosäuresequenz von humanem Aurora A und Aurora B. Die Punktmutationen L210M und 
G216V in Aurora A entsprechen L154M und G160V in Aurora B. 

 

Zur Herstellung der in dieser Arbeit verwendeten Aurora Kinase Mutanten diente 

als Matrize eine für den Wildtyp codierende c-DNA im pEGFP-C1-Vektor (Abb. 

14). Es handelt sich dabei um die humane Wildtyp-Sequenz. Während Aurora A 

eine Größe von 1212 kB aufweist, ist Aurora B mit 1035 kB etwas kleiner. 
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Zunächst wurde mittels PCR-Mutagenese eine der folgenden Punktmutationen in 

die Aurora A oder B Wildtyp-Sequenz eingebracht: Leucin 210 zu Methionin 

(L210M), Phenylalanin (L210F) oder Tyrosin (L210Y) sowie Glycin 216 zu Valin 

(G216V) in Auora A bzw. entsprechend dazu Leucin 154 zu Methionin (L154M) 

sowie Glycin 160 zu Valin (G160V) in Aurora B.  

 

 

Abb. 14: Schematische Darstellung zur Herstellung der Aurora Kinase Mutanten. 
Wt: Wildtyp; PM: Punktmutation 
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Dies erfolgte entweder direkt oder auf zwei Schritte aufgeteilt (2-Step-

Mutagenesis). In Bezug auf Ersteres wurden hierzu entsprechend konstruierte 

PCR-Primer (Mutations-Primer) verwendet, welche die entsprechenden 

einzuführenden Sequenzen enthielten. So konnte der gesamte Vektor, inklusive 

mutiertem Aurora wt-Gen, amplifiziert werden. Bei der 2-step-Mutagenesis wurde 

unter Verwendung eines Primers, dessen Sequenz komplementär zur 

Anfangssequenz des Aurora wt-Gens war und des entsprechenden Mutations-

Primers zunächst nur der ausgewählte, zwischen den Primern liegende Bereich 

amplifiziert. Im 2. PCR-Schritt wurde das Produkt der 1. PCR als forward-Primer 

eingesetzt. Als reverse-Primer diente ein Primer, dessen Sequenz komplementär 

zur Aurora wt-Schlusssequenz war. Dadurch wurde der gesamte Vektor 

amplifiziert. Anhand definierter Restriktionsendonuklease-Schnittstellen im 

pEGFP-C1-Vektor (Aurora A: XhoI/BamHI; Aurora B: Eco-RI/BamHI) war es 

möglich, die Mutagenese durch einen Restriktionsverdau mit den entsprechenden 

Enzymen und anschließender Gelelektrophorese zu überprüfen. Zur Bestätigung 

der korrekt mutierten Sequenz wurden diese einer Sequenzanalyse unterzogen.  

In einem nächsten Schritt erfolgte die Subklonierung der mutierten Aurora A/B-

Sequenzen in den pBabe-Puro Vektor. Die hierzu entwickelten Klonierungs-Primer 

wiesen zusätzliche, von der Originalsequenz abweichende, 

Oligonucleotidesequenzen auf, welche die Erkennungssequenz für die 

Restriktionsendonukleasen BamHI und SALI in Aurora A sowie BamHI und EcoRI 

in Aurora B darstellen. Zusätzlich enthielten die forward-Klonierungs-Primer neben 

einer Kozak-Sequenz, die eine höhere Translation und Transkription bei 

geringerer Hintergrundaktivität bewirkt, auch eine Flag-Sequenz. Diese dient zur 

Markierung des rekombinanten Aurora-Konstrukts bzw. seines 

Expressionsproduktes und ermöglicht dadurch die Unterscheidung zum 

endogenen Aurora-Protein. Da die direkte Umklonierung nur teilweise erfolgreich 

war, wurde alternativ die mittels PCR amplifizierte mutierte Aurora-Sequenz 

zunächst entweder in den pCRBlunt®-II-TOPO® Vektor oder den pCR®2.1-TOPO-

Vektor eingefügt. Durch die mit Hilfe der Klonierungs-Primer eingebrachten 

Schnittstellen für Restriktionsenzyme war eine erneute Isolation des gewünschten 

Fragments und eine Subklonierung in den pBabe-Puro-Vektor möglich. Folgende 

Konstrukte wurden auf diese Weise entwickelt und in den weiteren Versuchen 
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verwendet: pBabe-Puro AurAL210M, pBabe-Puro AurAL210F; pBabe-Puro 

AurAL210Y, pBabe-Puro AurAG216V, pBabe-Puro AurBL154M, pBabe-Puro 

AurBG160V. Im Folgenden wurden Phoenix-Zellen zum einen mit den einzelnen 

Konstrukten, zum anderen mit dem p-Babe-Puro Leervektor als Kontrolle 

transfiziert. Die gewonnenen retroviralen Partikel wurden zur Infektion von Ba/F3 

p185 wt-Zellen eingesetzt und die Zellen mit Hilfe der Puromycin-

Resistenzkassette selektioniert. Ziel war dabei, Zelllinien zu regenerieren, die die 

entsprechenden Konstrukte mengenmäßig in Höhe des endogenen Proteins 

exprimieren. Abb. 15 zeigt die Western-Blot-Analysen zur Expressionskontrolle.  

 

 

Abb. 15: Expression der rekombinanten Aurora-Konstrukte in Bcr-Abl wt-Zellen. Ba/F3 p185 
wt-Zellen wurden retroviral mit den angegebenen pBabe-Puro Aurora-Konstrukten transduziert. 
Nach Selektion mit Puromycin wurden die erfolgreich transduzierten Zellen expandiert und 
anschließend zur  Lysat-Herstellung eingesetzt. Als Kontrolle dienten mit Leervektor transduzierte 
Ba/F3 p185 wt-Zellen. Abgebildet ist der immunchemische Nachweis von Flag-markierten 
exogenen Aurora Proteinen (anti Flag), von exogenen und endogenen Aurora-Proteinen (anti AurA 
und anti AurB) sowie von β-Aktin (anti β-Aktin) durch Western Blot-Analyse. Die molare Masse von 
Aurora A beträgt 46 kDa, die von Aurora B 41 kDa. 
A: Expressionkontrollle der Aurora A-Konstrukte in Ba/F3 p185 wt-Zellen 
B: Expressionskontrolle der Aurora B-Konstrukte in Ba/F3 p185 wt-Zellen 
C: Expressionskontrolle  von zwei sich entsprechenden Aurora A- und B-Mutanten in Ba/F3 p185 
wt-Zellen. Dazu wurden Ba/F3 p185 wt-Zellen simultan mit pBabe-Puro AurAL210M und pBabe-
Puro AurBL154M bzw. pBabe-Puro AurAG216V und pBabe-Puro AurBG160V im Verhältnis 1:1 
transduziert. Nach Puromycinselektion wurde Single-Clones hergestellt, um eine stabile 
Transduktion von beiden Aurora-Konstrukten in einer Zelle sicherzustellen. 
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Der Nachweis der Aurora-Konstrukte erfolgte sowohl mittels anti Aurora A- bzw. 

anti Aurora B-Antikörpern als auch mittels anti Flag-Antikörper, was ein Vergleich 

der Expressionsstärke von endogenen und exogenen Proteinlevels ermöglichte.  

Mengenmäßig betrachtet zeigte sich hierbei eine mindestens vergleichbar hohe 

Expression der exogenen Flag-Aurora A/B Proteine sowohl untereinander als 

auch in Bezug auf die endogenen Protein-Levels (Abb. 15A/B, Blot: anti Flag, anti 

AurA bzw. anti AurB). Anzumerken ist, dass die exogenen Proteinlevels aufgrund 

des angehängten Flag-Proteins im höheren KD-Bereich detektiert werden (Abb. 

15A/B, Blot: anti AurA bzw. anti AurB). In den Kontrollen sind erwartungsgemäß 

nur die endogenen Proteine nachweisbar. Somit konnten erfolgreich Zelllinien 

generiert werden, die die ausgewählten Aurora-Konstrukte mengenmäßig in Höhe 

des endogenen Proteins exprimieren und somit in der Lage sein sollten, das 

Ansprechverhalten  gegenüber der Aurora Kinase Inhibitoren entsprechend zu 

beeinflussen. Um auszuschließen, dass Effekte einer Aurora Kinase Mutante 

durch die andere wt-Kinase kompensiert werden können, wurde eine Zelllinie 

entwickelt, die zwei Konstrukte mit den sich entsprechenden Punktmutationen im 

Aurora A- und Aurora B-Gen exprimiert (nachfolgend als Doppelmutante 

bezeichnet). Dazu wurden Ba/F3 p185 wt-Zellen gleichzeitig mit den Konstrukten 

pBabe-Puro AurAL210M und pBabe-Puro AurBL154M bzw. pBabe-Puro 

AurAG216V und pBabe-Puro AurBG160V im Verhältnis 1:1 transfiziert und 

anschließend mittels Puromycin selektioniert. Um zu gewährleisten, dass in einer 

Zelle beide DNA-Konstrukte stabil transduziert werden konnten, wurden 

sogenannte Single-Clones hergestellt. Nach dem Einsatz einer fest definierten 

Zellzahl wurden die Zellen in einer 96-Well-Platte solange verdünnt, bis statistisch 

gesehen nur noch eine Zelle pro Well vorlag. Nach deren Expansion wurden die 

verschiedenen Single-Clones mittels Western-Blot Analyse einer 

Expressionskontrolle unterzogen. In den in Abb. 15C untersuchten Klonen kann 

neben den endogenen Protein-Levels sowohl exogenes Flag-markiertes Aurora A- 

als auch Flag-markiertes Aurora B-Protein pro analysiertem Klon nachgewiesen 

werden (Abb. 15C). Sequenzanalysen der Klone bestätigten die Richtigkeit der 

gewünschten Mutationen in Aurora A und B und damit die erfolgreiche 

Generierung einer Doppelmutante. 
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3.3 In-vitro Charakterisierung der verschiedenen Aurora Kinase 
 Mutanten 

Anhand der computergestützten Strukturanalysen des Inhibitor-Aurora Kinase-

Komplexes konnten diverse Aminosäuren identifiziert werden, deren gezielte 

Mutation möglicherweise zur Resistenz gegenüber den Inhibitoren führen könnte. 

Nach stabiler Transduktion in Ba/F3 p185 wt-Zellen und erfolgreicher 

Expressionskontrolle sollte in den folgenden Versuchen die in-vitro 

Charakterisierung dieser Aurora Mutanten überprüft werden.  

 

3.3.1 Resistenzanalysen 

Zur Beantwortung der Frage, welche Punktmutation in welchem Aurora-Protein zu 

einer Resistenz gegenüber PHA-739358 oder AS-703569 führt, wurde der 

Phosphorylierungsstatus von Histon 3 als akzeptiertes Substrat der Aurora 

Kinasen untersucht (Abb. 16; Blot: anti-pH3(Serin10)). Hierzu wurden die 

Mutanten AurAL210M, AurAG216V, AurBL154M und AurBG160V mit 

ansteigenden Konzentrationen des entsprechenden Inhibitors inkubiert. Nach 

Sonifizierung der Lysate erfolgte die Analyse mittels Western Blot. Als Kontrolle 

dienten nicht transduzierte Ba/F3 p185 wt/Aur wt-Zellen, die entsprechend 

behandelt worden sind.   

In Abb. 16A sind die Ergebnisse für PHA-739358 dargestellt. In Bezug auf die 

Kontrollzellen ist eine Konzentration von 500 nM notwendig, um Aurora Kinasen 

effektiv zu hemmen und damit eine deutliche Abnahme der Histon 3-

Phosphorylierung zu induzieren (Abb. 16A, Blot: anti pH3(Serin10), Spur 5). Diese 

Beobachtung ist kongruent mit den Ergebnissen der vorangegangen Versuche.  

Hinsichtlich der Mutanten AurAL210M, AurAG216V und AurB154M sind zur 

Reduktion der Histon 3-Phosphorylierung und damit zur Aurora Kinase Inhibition 

1000 nM erforderlich (Abb. 16A, Blot: anti pH3(Serin10), Spur 14, 22, 30). Im 

Vergleich zu den Kontrollzellen werden demnach nur geringfügig höhere 

Konzentrationen benötigt.  
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Abb. 16: Expression von Aurora B G160V führt zur Resistenz gegenüber PHA-739358 und 
AS-703569. AurAL210M, AurAG216V, AurBL154M und AurBG160V exprimierende Ba/F3 p185 wt-
Zellen wurden für 2.30 h mit ansteigenden Konzentrationen von PHA-739358 (A) bzw. AS-703569 
(B) inkubiert. Als Kontrolle dienten unbehandelte und mit DMSO versetzte Zellen. Zum Vergleich 
wurden nicht transfizierte Ba/F3 p185 wt-Zellen entsprechend behandelt. Zur Resistenzanalyse 
wurde der Phosphorylierungsstatus von Histon H3 an Serin 10 analysiert, der als Maß für die 
Aurora Kinase Aktivität gilt. Gezeigt wird die immunchemische Darstellung von phosphoryliertem 
Histon H3 (Serin 10) [anti pH3(Serin10)], Aurora A (anti AurA), Aurora B (anti AurB) und β -Aktin 
(anti β-Aktin) auf der Western Blot-Menbran. 
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Es kann angenommen werden, dass es sich dabei um eine Konsequenz des 

erhöhten Aurora-Proteingehaltes in den Mutanten handelt (endogenes und 

exogenes Protein), der einer größeren Menge an Wirkstoffmolekülen zur Inhibition 

bedarf. Das Einbringen der jeweiligen Punktmutation in das entsprechende Aurora 

Kinase-Gen scheint jedoch keinen Einfluss auf die Inhibitorbindung zu haben, da 

anderenfalls mit einem signifikant höheren Anstieg der Inhibitionsdosis zu rechnen 

wäre. Eine andere Darstellung ergibt sich für die Mutante AurBG160V. Erst bei 

Behandlung mit 10.000 nM PHA-739358 ist keine Phosphorylierung an Histon 3 

mehr detektierbar und die Kinase somit maximal gehemmt (Abb. 16A, Blot: anti 

pH3(Serin10), Spur 40). Folglich müssen bei dieser Mutante 20-fach höhere 

Konzentrationen zur Aurora Kinase Inhibition eingesetzt werden als bei den 

Kontrollzellen. Aufgrund der Größe dieses Shifts kann dieser nicht durch den 

höheren Aurora-Proteingehalt in der Zelle begründet werden, sondern lässt auf 

eine fehlende Verdrängung von ATP durch den Aurora Kinase Inhibitor schließen. 

Die Gesamtproteinfraktion von Aurora A und B bleibt in allen getesteten Zelllinien 

auch unter pharmakologischer Inhibition konstant (Abb. 16A, Blot: anti AurA und 

anti AurB) und schließt somit eine kompensatorische Hochregulation des Aurora 

A- bzw. B-Proteins aus. Der β-Aktin-Nachweis dient als Ladungskontrolle.  

Die Western Blot-Analyse der mit AS-703569 behandelten Kontrollzellen zeigt, 

dass entsprechend der vorherigen Versuche die Konzentration zur maximalen 

Aurora Kinase Inhibition im Bereich von 50 nM liegen (Abb. 16B, Blot: anti 

pH3(Serin10), Spur 4). Leicht höhere Inhibitionskonzentrationen sind bei den 

Mutanten AurAL210M, AurAG216V und AurBL154M (Abb. 16B, Blot: anti 

pH3(Serin10), Spur 13, 22 und 28) zu beobachten, wobei diese Erhöhung wie 

oben erkärt als eine Konsequenz des größeren Gesamtproteingehaltes zu werten 

ist. Analog zum Experiment mit PHA-739358 stellt erneut die AurBG160V- 

Mutante eine wichtige Ausnahme  dar. Erst 400 nM AS-703569 induzieren eine 

maximale Hemmung der Kinase-Aktivität und damit eine nicht mehr nachweisbare 

Histon 3-Phosphorylierung (Abb. 16B, Blot: anti pH3(Serin10), Spur 42). Es sind 

somit 16-fach höhere Inhibitorkonzentrationen zur maximalen Kinaseinhibition 

notwendig. Dies kann als eine signifikante Erhöhung infolge fehlender 

inhibitorischer Aurora Kinase Blockade eingestuft werden. Zur Kontrolle gleicher 

Gesamtproteinlevels wurde Aurora A und B detektiert. β-Aktin fungiert als 
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Ladungskontrolle. Durch den Versuch konnte AurBG160V eindeutig als resistente 

Mutante gegenüber den Inhibitoren PHA-739358 und AS-703569 identifiziert 

werden. Alle anderen Mutationen zeigten keine oder schwächer ausgeprägte 

Effekte. 

Zum Ausschluss einer durch die Transduktion der Aurora-Konstrukte verursachten 

Veränderung der Bcr-Abl Aktivität und seiner nachgeschalteten Signaltransduktion 

wurde in allen getesteten Mutanten die Konzentration zur effektiven Bcr-Abl 

Inhibition nach 2.30 stündiger Inhibitorbehandlung mit PHA-739358 und AS-

703569  ausgewertet und mit den Kontrollzellen verglichen (Abb. 17). 

Anschließend folgte die Western Blot-Analyse. Inhibition der Bcr-Abl Aktivität 

wurde anhand der Bcr-Abl Autophosphorylierung gemessen. Die zusätzliche 

Bestimmung des STAT5-Phosphorylierungsstatus erfolgte zur Messung einer 

intakten nachgeschalteten Signaltransduktion. Abl und STAT5-Levels wurden zum 

Nachweis gleicher Gesamtproteinmengen dargestellt. Der β-Aktin-Nachweis 

diente als Ladungskontrolle.  

Zusammenfassend lässt sich für beide Inhibitoren festhalten, dass die Expression 

der verschiedenen Aurora-Konstrukte keinen Einfluss auf die Inhibierung von Bcr-

Abl durch diese Substanzen hat. Wie erwartet liegen die Konzentrationen 

hinsichtlich PHA-739358 im Bereich von 500-1000 nM (Abb. 17A, Blot: anti PY, 

Spur 14, 22, 29, 38) bzw. bei 250-500 nM für AS-703569 (Abb. 17B, Blot: anti PY, 

Spur 13, 21, 28, 37). Sie entsprechen damit in etwa den Kontrollvergleichswerten 

(Abb. 17A, Blot: anti PY, Spur 5; Abb. 17B, Blot: anti PY, Spur 4). 
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Abb. 17: Expression der Aurora-Konstrukte beeinflusst nicht die Inhibierung von Bcr-Abl 
durch PHA-739358 oder AS-703569. AurAL210M, AurAG216V, AurBL154M und AurBG160V 
exprimierende Ba/F3 p185 wt-Zellen wurden für 2.30 h mit ansteigenden Konzentrationen von 
PHA-739358 (A) bzw. AS-703569 (B) inkubiert.  Zur Kontrolle wurden sowohl unbehandelte als 
auch mit DMSO versetzte Zellen verwendet. Vergleichswerte lieferten entsprechend behandelte, 
nicht transfizierte Ba/F3 p185 wt-Zellen. Abgebildet ist die Detektion von phosphoryliertem Bcr-Abl 
(anti PY), Bcr-Abl (anti Bcr-Abl), phosphoryliertem STAT5 (anti pSTAT5), STAT5 (anti STAT5) und 
β-Aktin (anti β-Aktin) auf der Western Blot-Menbran. 
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Analog zum vorangegangenen Versuch wurden die Mutanten AurAL210F, 

AurAL210Y sowie die Doppelmutanten AurAL210M/AurBL154M und 

AurAG216V/AurBG160V anhand des Phosphorylierungsstatus von Histon 3 

charakterisiert (Tabelle 3).  

 

 

Keine der getesteten Mutanten wies jedoch einen höheren Resistenzgrad 

gegenüber PHA-739358 oder AS-703569 als AurBG160V exprimierende Ba/F3 

p185 wt-Zellen auf. Ferner konnten anhand der Doppelmutanten 

Kompensationsprozesse zwischen Aurora A und B ausgeschlossen werden. So 

konnte beispielsweise die Resistenz der AurBG160V-Mutante durch Mutation von 

G216V in Aurora A nicht weiter gesteigert werden. Dieses Ergebnis unterstreicht 

die These, dass Aurora B in-vitro als die entscheidende Zielstruktur anzusehen ist. 

Zur Durchführung der weiteren Untersuchungen wurde sich auf zwei Mutanten 

fokussiert. Neben der resistenten AurBG160V-Mutante kam als Kontrolle die 

AurBL154M-Mutante zum Einsatz, die keinen Resistenzphänotyp aufweist. 
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3.3.2 Expression von Aurora B G160V reduziert die antiproliferative 
 Wirkung von Aurora Kinase Inhibitoren 

Mit Hilfe der bisher durchgeführten Experimente gelang es, Aurora B G160V als 

Mutante zu identifizieren, die zur Resistenz gegenüber der Aurora Kinase 

Inhibitoren PHA-739358  und AS-703569 führt. Im nächsten Schritt sollte nun 

untersucht werden, welchen Einfluss die Expression der resistenten AurBG160V- 

Mutante auf die antiproliferativen Wirkung von Aurora Kinase Inhibitoren ausübt. 

Ausgehend von den bisherigen Beobachtungen, die auf eine entscheidende Rolle 

von Aurora B Kinase Inhibition in der Vermittlung der Inhibitoreffekte schließen 

lassen, ist zu erwarten, dass es durch Expression der resistenten AurBG160V- 

Mutante und damit erschwerter Inhibitorbindung zur  Verschiebung der IC50- sowie 

der IC90-Werte zu höheren Werten hin kommt. Dafür wurden Ba/F3 p185 wt-

Zellen, die endogenes Aurora wt-Protein exprimieren, nicht resistente Aurora B 

L210M exprimierende Zellen sowie die stark resistente AurBG160V-Mutante mit 

ansteigenden Inhibitorkonzentrationen 48 h lang kultiviert und anschließend die 

proliferative Aktivität der Zellen gemessen. Zur Kontrolle wurden sowohl 

unbehandelte als auch mit DMSO versetzte Zellen verwendet.  

Abb. 18 zeigt eine tendenzielle Verschiebung der zur Proliferationshemmung 

benötigten Inhibitorkonzentrationen in Richtung höherer Werte in Aurora B G160V 

exprimierenden Zellen verglichen mit den beiden Kontrollzelllinien. Diese 

Beobachtung tritt sowohl unter Behandlung mit PHA-739358 (Abb. 18A, Pfeil im 

linken Bild) als auch mit AS-703569 auf (Abb. 18A, Pfeil im rechten Bild) und kann 

bei 200 nM PHA-739358 bzw. 15 nM AS-703569 als signifikant eingestuft werden 

(Abb. 18B). Entsprechend sind für eine 50%-ige Inhibition der AurBG160V- 

Mutante deutlich höhere Inhibitorkonzentrationen notwendig. Zusammenfassend 

lässt sich festhalten, dass Expression der resistenten AurBG160V-Mutante in 

Gegenwart beider hier verwendeter Inhibitoren zum Shift in den IC50-Werten führt. 

Dies bedeutet, dass die verminderte Inhibitorbindung an Aurora B und die damit 

verbundenen abgeschwächten antiproliferativen Effekte nicht durch die 

gleichzeitig stattfindende Aurora A Kinase Inhibition vollständig kompensiert 

werden können. Mit diesem Versuch konnte Aurora Kinase B als maßgebliches in-

vitro Target nicht nur von AS-703569 sondern auch PHA-739358 bestätigt werden.  
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Abb. 18: Resistente Aurora B G160V-Mutante überwindet teilweise den antiproliferativen 
Effekt von PHA-739358 und AS-703569. Die angegebenen Ba/F3-Zellen wurden mit steigenden 
Konzentrationen von PHA-739358 bzw. AS703569 kultiviert. Nach 48 h erfolgte die Messung der 
proliferativen Aktivität mittels MTS-Methode. Die Darstellung des inhibitorischen Potentials von 
PHA-739358 bzw. AS-703569 wurde in Korrelation zu unbehandelten Kontrollzellen durchgeführt. 
Statistische Analysen erfolgten unter Verwendung des Student´s t tests, wobei das 
Signifikanzniveau bei p < 0.05 festgesetzt wurde. Die Daten repräsentieren den Mittelwert aus drei 
unabhängigen Ansätzen (±Standardabweichung).  
A: Dosis-Wirkungs-Kurven für PHA-739358 (links) und AS-703569 (rechts) 
B: Darstellung der größten Zelllinien-abhängigen Ansprechdifferenz unter Behandlung mit PHA-
739358 (links) bzw. AS-703569 (rechts)  

 

3.3.3 Expression der resistenten Aurora B G160V-Mutante führt zur 
 Widerherstellung Aurora B assoziierter Zellzyklus-Funktionen unter 
 pharmakologischer Aurora Kinase Inhibition 

Anhand von Zellzyklusanalysen konnte in den vorangehenden Kapiteln Aurora B 

als die Kinase vermutet werden, deren Inhibition hauptsächlich für die 

Akkumulation von polyploiden Zellen mit einem DNA-Gehalt von bis zu 16n 

verantwortlich ist. Es stellt sich nun die Frage, ob dieser Phänotyp durch 

Expression der resistenten AurBG160V-Mutante aufgehoben werden kann. Neben 

Ba/F3 p185 wt-Zellen wurde die nicht resistente AurBL154M-Mutante bzw. die 

stark resistente AurBG160V-Mutante mit 500 nM PHA-739358 oder 50 nM AS-

703569 versetzt. Je eine Kultur wurde direkt geerntet (0 h Zeitpunkt), die 
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restlichen Zellen wurden nach 4, 8, 12, 24 bzw. 48 h aufgearbeitet. Die 

gewonnenen Zellen wurden anschließend PI-gefärbt und einer statischen 

Zellzyklus-Analyse unterzogen. 

Die durchflusszytometrische Analyse liefert für PHA-739358 und AS-703569 

nahezu identische Ergebnisse. Der 0 h Zeitpunkt gibt die Zellverteilung innerhalb 

eines normalen Zellzyklus wieder (Abb. 19A/B, Spalte 1). Bereits nach 4 h (Abb. 

19A/B, Spalte 2) ist eine massive Akkumulation von Zellen mit 4n-DNA-Gehalt in 

den Zellzyklus-Profilen aller Zelllinien unabhängig vom Aurora Kinase 

Mutationsstatus nachweisbar. Dies wird durch den im Vergleich zum 0 h Zeitpunkt 

erhöhten G2/M-Gipfel repräsentiert. Im weiteren Verlauf kann neben einer 

Größenprogredienz des G2/M-Gipfels auch das Auftreten von Zellen mit einem 

DNA-Gehalt von 8n bis hin zu 16n bei gleichzeitiger deutlicher Reduktion der 2n-

Zellpopulation (G1-Gipfel) nachgewiesen werden (Abb. 19A/B, Spalte 4, 5, 6). 

Darüber hinaus lässt sich geringe Zunahme der Zellen mit Sub-G1-DNA Gehalt 

feststellen. Aus der prozentualen Auftragung dieses apoptotischen Zellanteils geht 

hervor, dass durch Behandlung mit 500 nM PHA-739358 (Abb. 19C, linke 

Graphik) zu jedem Zeitpunkt Apoptose stärker induziert wird als mit 50 nM AS-

703569 (Abb. 19C, rechte Graphik). Die Begründung dafür liegt in der zusätzlichen 

Bcr-Abl Inhibition bei Konzentrationen von 500 nM PHA-739358. Der 

proapoptotische Effekt des Inhibitors fällt folglich stärker aus als bei alleiniger 

Aurora Kinase Inhibition. Da bei 50 nM AS-703569 Bcr-Abl nicht inhibiert wird 

(siehe Kapitel 3.1.3), ist dementsprechend der Anteil apoptotischer Zellen 

geringer.  

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass Aurora Kinase Inhibition über 

fehlerhafte Ausbildung des mitotischen Spindelapparates und infolge dessen 

fehlender chromosomaler Segregation dazu führt, dass die Mehrheit der aus der 

G2/M-Phase kommenden Zellen ohne durchgeführte Zellteilung und mit doppeltem 

Chromosomensatz wieder in den Zellzyklus eintreten. Nur ein sehr geringer 

Zellanteil geht dagegen in Apoptose. Da sich Polyploidie in allen Inhibitor-

behandelten Zellen nachweisen lässt, unabhängig davon, ob die nachweislich zur 

Resistenz führende AurBG160V-Mutation exprimiert wird, ist es wahrscheinlich, 

dass unter diesen statischen Bedingungen die fehlende Aurora B Blockade  durch  

Aurora A Inhibition kompensiert wird. Daher können trotzdem Aurora Kinase 

typische Inhibitionseffekte beobachtet werden. 
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Abb. 19: Expression von Aurora B L154M und Aurora B G160V führt zum Auftreten von 
Zellzyklusdefekten unter Behandlung mit PHA-739358 oder AS-703569. AurBL154M und 
AurBG160V exprimierende Ba/F3 p185 wt-Zellen wurden mit 500 nM PHA-739358 bzw. 50 nM AS-
703569 versetzt. Je eine Kultur wurde sofort geerntet (0h), die restlichen Zellen wurden nach 4 h, 8 
h, 12 h, 24 h bzw. 48 h aufbereitet. Als Kontrolle dienten nicht transfizierte Ba/F3 p185 wt-Zellen. 
Mit diesen wurde entsprechend verfahren. Anschließend wurden die Zellen in Ethanol fixiert, PI-
gefärbt und im Durchflusszytometer analysiert. 
PI: Propidiumiodid, Kanal 1 des Durchflusszytometers; Zellzahl: Kanal 2 des Durchflusszytometers 
Statische Zellzyklusanalysen für PHA-739358 (A) und AS-703569 (B). Apoptose-Messung erfolgte 
durch Bestimmung des Sub-G1-DNA-Gehaltes. 
C: Darstellung des prozentualen Anteils von Zellen mit  Sub-G1-DNA-Gehalt  
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Das beschriebene Experiment ließ in Bezug auf die Aurora B-Mutanten keine 

wesentlichen Veränderungen im Zellzyklus-Profil erkennen. Um gering 

ausgeprägte Zellzyklus-Effekte der resistenten Aur BG160V-Mutante besser 

darstellen zu können, wurden die Zellen (Ba/F3 p185 wt/Aur wt, AurBL154M, 

AurBG160V) im Rahmen eines neuen Versuchs durch Serumentzug (0,5% FCS) 

in der G0-Phase des Zellzyklus arretiert (Abb. 20A). Nach 72 h wurde eine Probe 

pro Zelllinie zur Überprüfung des Synchronisationserfolges geerntet. Die restlichen 

Zellen wurden gewaschen und anschließend unter Zugabe von 50 nM AS-703569 

mittels 20% FCS synchron aus dem Arrest entlassen. Als Kontrolle dienten in den 

Zellzyklus entlassene Ba/F3 p185 wt-Zellen, denen kein Inhibitor zugesetzt 

worden war. Die Aufbereitung der Zellen erfolgt nach 15 h, 24 h, 39 h bzw. 63 h. 

Nach PI-Färbung wurden statische Zellzyklusanalysen durchgeführt.  

Abb. 20A gibt das Ergebnis für AS-703569 wieder. Während ohne 

Inhibitorbehandlung normale Zellzyklus-Profile vorliegen (Abb. 20A, Zeile 1, Spalte 

3-6), ist unter Verwendung von AS-703569 in allen Zelllinien wie erwartet 

Polyploidie als Resultat der Aurora B Inhibition nachweisbar (Abb. 20A, Zeile 2-4, 

Spalte 3-6). Ferner treten die einzelnen Populationen der polyploiden Zellen (8n, 

16n) in den Mutanten als Folge der Aurora-Überexpression im Vergleich zu den 

Ba/F3 p185 wt/Aur wt-Zellen zeitlich verzögert auf. Hervorzuheben ist, dass sich in 

den Profilen der AurBG160V-Mutante deutlich größere G1-Gipel feststellen lassen 

als in den Vergleichszellen. Dieser Unterschied tritt erstmals nach 24 h auf (Abb. 

20A, Zeile 4, Spalte 4) und liegt beim 63 h-Zeitpunkt in seiner ausgeprägtesten 

Form vor (Abb. 20A, Zeile 4, Spalte 6, Markierung durch Pfeil). Demnach besitzt 

ein Großteil der AurBG160V exprimierenden Zellen einen normalen 2n-DNA-

Gehalt. Dies lässt darauf schließen, dass diese Zellen in der Lage sind, auch in 

Gegenwart des Inhibitors den Zellzyklus ohne Zellteilungsdefekte zu durchlaufen. 

Zur Überprüfung und Bestätigung dieser Aussage wurden dynamische 

Zellzyklusanalysen unter identischen Bedingungen (siehe oben) durchgeführt 

(Abb. 20B).  Da sich der zu untersuchende Effekt am deutlichsten nach 63 h 

zeigte, erfolgte ausschließlich eine Analyse zu diesem Zeitpunkt.  
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Abb. 20: Resistente Aurora B G160V-Mutante bewirkt durch Widerherstellung von Aurora B-
Aktivität eine Teilnormalisierung des Zellzyklus. AurBL154M und AurBG160V exprimierende 
Ba/F3 p185 wt-Zellen sowie nicht transfizierte Ba/F3 p185 wt-Zellen wurden durch Serumentzug in 
der G0-Phase des Zellzyklus synchronisiert. Nach 72 h  wurden diese mittels 20% FCS und unter 
Zugabe von 50 nM AS-703569 reaktiviert. Je eine Kultur wurde sofort geerntet (0 h), die übrigen 
Zellen wurden nach 15 h, 24 h, 39 h bzw. 63 h zur Weiterverarbeitung gewonnen. Als Kontrolle 
dienten G0-synchronisierte, nicht transfizierte Ba/F3 p185 wt-Zellen, die ohne Inhibitorzugabe nach 
72 h aus dem Arrest entlassen wurden.  
A: statische Zellzyklusanalyse für AS-703569. PI: Propidiumiodid, Kanal 1 des 
Durchflusszytometers; Zellzahl: Kanal 2 des Durchflusszytometers 
B: dynamische Zellzyklusanalyse für AS-703569 für den 63 h Zeitpunkt. PI: Propidiumiodid, Kanal 
1 des Durchflusszytometers; BrdU (Bromdesoxyuridin)-Aufnahme bzw. Zellzahl: Kanal 2 des 
Durchflusszytometers 
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Vor der Ernte wurde jede Kultur für 60 min mit 10 µM BrDU inkubiert. Dabei 

handelt es sich um ein Tymidin-Analogon, das während der S-Phase in die 

zelluläre DNA integriert wird. Solche BrDU-markierten Zellen können durch 

Färbung mit fluoreszenzmarkierten BrdU-spezifischen Antikörpern im 

Durchflusszytometer registriert werden.  Eine gleichzeitige Darstellung der 

Zellzyklusphasen-Verteilung mit dem Farbstoff PI ermöglicht es, ein 

Voranschreiten BrdU-markierter und BrdU-negativer Zellen im Zellzyklus zu 

beurteilen. Abb. 20B zeigt die dynamische Zellzyklusanalyse der mit 50 nM AS-

703569 behandelten Zelllinien Ba/F3 p185 wt/Aur wt, AurBL154M und AurBG160V 

zum 63 h Zeitpunkt. Im Hinblick auf die Ba/F3 p185 wt/Aur wt-Zellen und die nicht 

resistente AurBL154M-Mutante befinden sich zu diesem Zeitpunkt bei einer 

synchron aus dem Arrest entlassenen Kultur die Mehrzahl der Zellen in der S-

Phase, in der durch Endoreduplikationsvorgänge der 4n-DNA-Gehalt auf 8n 

verdoppelt wird. In Abb. 20B Bild 1 und 2 wird dies durch den „schwarzen Bogen“ 

zwischen der 4n und 8n-Population verdeutlicht. Nur vereinzelt finden sich Zellen 

mit 2n DNA-Gehalt in der S-Phase (schwarzer Kasten). Dies lässt darauf 

schließen, dass ein Durchlaufen des Zellzyklus mit anschließender Zellteilung fast 

nicht mehr stattfindet. Somit spiegeln diese Zellzyklus-Verhältnisse den 

klassischen, durch AS-703569 via Aurora B Inhibition induzierten Phänotyp 

(Zellteilungsdefekte und Endoreduplikation) wieder. 

Im Gegensatz dazu findet sich bei der mit 50 nM AS-703569 behandelten 

AurBG160V-Mutante 63h nach Arrest-Entlassung eine andere S-Phasen-

Verteilung. So sind neben einem kleinen Anteil polyploider Zellen insbesondere 

solche mit normalem 2n-DNA-Gehalt in der S-Phase nachweisbar (Abb. 20B, Bild 

3, roter Kasten). Vorraussetzung dafür ist eine große 2n-Ausgangspopulation in 

der G1-Phase. Dies ist nur möglich, wenn Zellen den Zellzyklus ohne 

Zellteilungsdefekte durchlaufen können. Die Beobachtung impliziert, dass durch 

Expression von AurBG160V annähernd normale DNA-Gehalt-Profile 

wiederhergestellt werden können, was auf eine verminderte Inhibierung der 

Aurora B-Aktivität zurückzuführen ist. Dieser Versuch bestätigt eindeutig die 

Resistenz der AurBG160V-Mutante gegenüber dem Inhibitor AS-703569. 
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4 Diskussion 

Ziel der Therapie der chronischen myeloischen Leukämie ist die Induktion eines 

möglichst kompletten zytogenetischen und molekularen Ansprechens und die 

damit verbundene anhaltende, vollständige Remission des Patienten. In klinischen 

Phase 2- und 3-Studien konnte die Wirksamkeit von Imatinib in allen drei 

Krankheitsphasen der CML dokumentiert werden, wobei die höhsten 

Ansprechraten in Patienten mit neu diagnostizierter, unbehandelter CML in der 

chronischen Phase verzeichnet werden konnte (Druker et al. 2001; Kantarjian et 

al. 2002a; Sawyers et al. 2002; Talpaz et al. 2002; Hughes et al. 2003; O'Brien et 

al. 2003; Druker et al. 2006; Hochhaus et al. 2008b; von Bubnoff et al. 2010). Hier 

erreichten nach 18 Monaten unter Erstlinientherapie mit dem Tyrosinkinase-

inhibitor Imatinib über 96% der Patienten eine komplette hämatologische und über 

76% eine komplette zytogenetische Remission (O'Brien et al. 2003). In der 

akzelerierten Phase sowie in der Blastenkrise sind die Remissionsraten unter 

Imatinib-Therapie zwar signifikant besser als unter konventioneller 

Chemotherapie, dennoch erwieß sich der Wirkstoff als weniger effektiv im 

Vergleich zu den Ergebnissen bei Patienten in der chronischen Phase (Sawyers et 

al. 2002; Talpaz et al. 2002; Kantarjian et al. 2005; Palandri et al. 2008; Palandri et 

al. 2009). Daher gilt Imatinib derzeit als Goldstandard in der Therapie der CML in 

chronischen Phase. Als zunehmendes, klinisch relevantes Problem wird jedoch 

die steigende Zahl primärer und sekundärer Resistenzen unter therapeutisch 

eingesetzten Kinaseninhibitoren gewertet. Während primäre hämatologische 

Resistenz in der frühen Phase der CML in unter 5% der Fälle auftritt und damit ein 

seltenes Ereignis darstellt, steigt die Zahl bei fortgeschrittener CML nach vier 

Jahren auf 45% bis 70% in der akzelerierten Phase bzw. 90% in der Blastenkrise 

an (Daley et al. 1990; Druker et al. 2001; Kantarjian et al. 2002b; Kantarjian et al. 

2002c; Ottmann et al. 2002). Neben zytogenetischen Aberrationen oder 

Amplifikationen des Bcr-Abl-Gens sind hierfür vor allem Mutationen in der Bcr-Abl-

Kinasedomäne verantwortlich. Diese verhindern eine kompetitive und selektive 

Blockade der ATP-Bindungsstelle von Bcr-Abl durch Imatinib und können teilweise 

auch von Tyrosinkinaseinhibitoren der zweiten Generation nicht überwunden 

werden. Insbesondere in diesen Fällen sind Therapieoptionen für resistente 

Patienten zwingend erforderlich. Im Rahmen der Entwicklung von Bcr-Abl 
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Inhibitoren der dritten Generation konnten Wirkstoffmoleküle identifiziert werden, 

die auch gegenüber bislang nicht überwindbaren Resistenzmutationen wie der 

Bcr-Abl/T315I Mutation Aktivität zeigten. Interessannterweise erstreckte sich deren 

Wirkungsprofil nicht nur auf Bcr-Abl sondern schloss auch andere Zielstrukturen 

wie die zur Familie der Serin-Threonin Kinase gehörenden Aurora Kinasen mit ein. 

Diese sind Schüsselregulatoren in der Mitose und u.a. verantwortlich für 

Centrosomen-Maturation/Seperation, Eintritt in die Mitose, Aufbau und 

Stabilisierung der mitotischen Spindel, chromosomale Segregation und korrekten 

Ablauf der Zytokinese (Andrews et al. 2003; Carmena et al. 2003; Keen et al. 

2004; Fu et al. 2007; Vader et al. 2008). Zudem konnte Genamplifikation und/oder 

Überexpression von Aurora Kinasen bei verschiedenen malignen Erkrankungen 

nachgewiesen werden, was auf eine Beteiligung bei der Tumorentstehung 

schließen lässt (Bischoff et al. 1998; Tatsuka et al. 1998; Tanaka et al. 1999; Jeng 

et al. 2004; Huang et al. 2008; Dar et al. 2010). Die Identifikation ihrer onkogenen 

Potenz einerseits, sowie ihre Involvierung in verschiedene Abläufe des Zellzyklus 

als Vorraussetzung für eine korrekte Zellproliferation andererseits ließen sie in den 

Fokus der Krebstherapie rücken. Einige der entwickelten Aurora Kinase 

Inhibitoren konnten bereits in klinischen Phase I- und II-Studien erfolgreich 

eingesetzt werden. Vielversprechende Ergebnisse lieferten hierbei die Aurora 

Kinase Inhibitoren PHA-739358 und AS703569 (Burris 2006; De Jonge et al. 

2006; Renshaw et al. 2007; Sonet et al. 2008; Cohen et al. 2009; Cortes-Franco et 

al. 2009). Ungeklärt bleibt bislang jedoch die Frage, ob deren klinisch 

nachgewiesene Wirksamkeit bei Bcr-Abl positiver CML auf Inhibition von Bcr-Abl 

oder Aurora Kinasen zurückzuführen ist. Daher stand die Charakterisierung der 

Aurora Kinase Inhibitoren PHA-739358 und AS703569 in vitro bezüglich ihres 

Effekts auf die Tyrosinkinase Bcr-Abl, auf die einzelnen Mitglieder der Aurora 

Kinasen Familie sowie die Auswirkung möglicher Resistenzmutationen auf die 

Wirksamkeit dieser Substanzen im Zentrum dieser Arbeit. 

 

4.1 PHA-739358 und AS-703569 zeigen Aktivität gegenüber Imatinib 
 resistenten Bcr-Abl-Mutanten   

Der Nachteil einer sequentiellen Monotherapie mit Tyrosinkinaseinhibitoren 

besteht in der Ausübung eines starken Selektionsdrucks für substanzspezifische, 
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resistente Zellklone, sei es durch Selektion präexistenter Subklone oder durch De-

novo-Mutationen unter laufender Therapie. Die T315I-Mutation ist mit fast 15% die 

häufigste Mutation im Bcr-Abl-Gen, gefolgt von den P-Loop-Mutationen Y253H 

und Y253F. F317L ist mit nahezu 4% etwas seltener (Apperley 2007b; Apperley 

2007a). Während T315I eine Pan-Resistenz gegenüber den gängigen 

Tyrosinkinaseinhibitoren Imatinib, Nilotinib und Dasatinib aufweist, zeichnen sich 

P-Loop-Mutationen durch Resistenz gegenüber Imatinib und Nilotinib und F317L- 

Mutationen durch Resistenz gegenüber Dasatinib aus. Mit den im Rahmen dieser 

Arbeit verwendeten Aurora Kinase Inhibitoren PHA-739358 und AS-703569 

konnte eine dosisabhängige, signifikante Proliferationshemmung und 

Apotoseinduktion nicht nur in Bcr-Abl negativen und positiven Ba/F3-Zellen, 

sondern auch bei Expression der  klinisch relevanten, oben genannten Bcr-Abl-

Mutanten erreicht werden. Folglich hatte der Bcr-Abl-Mutationsstatus keinen 

Einfluss auf die Sensitivität hinsichtlich dieser Aurora Kinase Inhibitoren. Die 

Wirksamkeit dieser Substanzen bei IM-resistenter CML bestätigte sich auch in 

klinischen Studien mit PHA-739358 bei Patienten mit Therapie refraktärer CML. 

Bei einer Dosierung von 330 mg/m² konnte in einigen Patienten, darunter auch 

Träger der T315I-Mutation, ein sowohl hämatologisches als auch zytogenetisches 

Ansprechen beobachtet werden (Paquette et al. 2007; Cortes-Franco et al. 2009; 

Gontarewicz et al. 2010; Steeghs et al. 2010). Anhand von Kristall-Struktur-

Analysen konnte der Bindungsmechanismus von PHA-739358 an Abl-T315I 

entschlüsselt und somit offengelegt werden, wie diese Substanz IM-

Resistenzmutationen überwindet. Imatinib bindet an die inaktive Konformation der 

Abl-Kinase und bedingt dadurch deren Stabilisierung. Dabei interagiert es mit 

aromatischen Seitenketten des konservierten Phe innerhalb des Asp-Phe-Gly 

(DGF) Motivs. Dadurch wird die Aktivierungsschleife aus ihrer normalen Position 

verdrängt und in eine substratähnliche Konformation, die DFG-out Konformation, 

überführt (Schindler et al. 2000). Die Mutation des gatekeeper Threonins an 

Position 315 zu Isoleucin führt auf Grund einer größeren Seitenkette zur 

sterischen Hinderung und folglich zum Verlust der Wasserstoffbrückenbindung 

zwischen Imatinib und der Seitenkette von Threonin. PHA-739358 hingegen lagert 

sich an die ATP-Bindungstasche der in aktiver Konformation vorliegenden Abl-

Kinase an. Drei Wasserstoffbrückenbindungen zu dem Proteinrückgrat der 

Schanierregion sorgen für die notwendige Stabilität. Der Gatekeeper T315 wird 
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dabei hufeisenförmig umschlossen und ist demnach in keinster Weise in die 

Bindungsvorgänge involviert, weshalb dessen Mutation auch keine Auswirkungen 

auf die Bindungsfähigkeit von PHA-739358 hat (Modugno et al. 2007). 

Interessanterweise konnte die Gruppe um Moll in Kinasierungsversuchen sogar 

eine stärkere Inhibition der Substratphosphorylierung in T315I mutiertem Abl-

Protein im Vergleich zu wt-Protein nachweisen. Quantifizierungsversuche 

bestätigten die höhere Affinität zur T315I-Mutante. Wahrscheinlich ist dieses 

Phänomen auf die zusätzliche Ausbildung hydrophober Wechselwirkungen 

zwischen dem Pyrolopyrazol-Gerüst von PHA-739358 und der Seitenkette des 

mutierten Isoleucin 315 im Abl-Protein zurückzuführen (Modugno et al. 2007). In 

unserem Modell konnte dieser Effizienzunterschied in der Inhibition IM- resistenter 

Mutanten im Vergleich zu wt-Bcr-Abl nicht bestätigt werden. Die Induktion der 

biologischen Effekte der hier eingesetzten Aurora Kinase Inhibitoren erfolgte bei 

signifikant unterschiedlichen Inhibitorkonzentrationen. Während durchschnittlich 

150 nM PHA-739358 zur halbmaximalen Proliferationsinhibiton benötigt wurden, 

konnte der gleiche Effekt bereits bei im Durchschnitt 15-fach niedrigeren AS-

703569 Konzentrationen erzielt werden. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit 

den bisher veröffentlichen Daten. Für Ba/F3 Zellen, die die p210 Variante des Bcr-

Abl-Proteins exprimieren, liegen IC50-Werte für PHA-739358 im vergleichbaren 

Bereich (Gontarewicz et al. 2008). Auch Varianz des transformierenden Onkogens 

führte zu keiner wesentlichen Änderung der zur halbmaximalen 

Proliferationsinhibition benötigten Konzentration. So konnte in c-Myc-

exprimierenden humanen Lymphomzellen ein kompletter Proliferationsblock bei 

12,5 nM beobachtet werden (den Hollander et al. 2010). Die verfügbare Literatur 

verdeutlicht somit, dass verschiedene Vertreter dieser Substanzklasse in 

unterschiedlichen Zellsystemen im nanomolaren Bereich aktiv sind (Harrington et 

al. 2004; Tyler et al. 2007; Wilkinson et al. 2007; Wang et al. 2010). Dies lässt die 

Vermutung zu, dass die durch Aurora Kinase Inhibitoren induzierten 

antiproliferativen und proapoptotischen Effekte hauptsächlich auf Aurora Kinase 

Inhibition und weniger auf die Inhibition anderer Kinasen wie Bcr-Abl, Jak2, FLT3 

oder c-Myc zurückzuführen sind. Aurora Kinasen und nicht Bcr-Abl müssten 

demnach als maßgebliche Zielstruktur in Bcr-Abl positiven Zellen angesehen 

werden. Diese Hypothese wurde unserer weiteren Arbeit zugrunde gelegt und galt 

es, nachfolgend zu überprüfen.  



Diskussion 

 

99 

4.2 Aurora Kinase B ist die entscheidende Zielstruktur von PHA-739358 
 und AS-703569 in Bcr-Abl positiven Zellen 

Anhand diffizil eingesetzter Konzentrationen von AS-703569 gelang es, eine 

Auftrennung der Inhibitoreffekte in Aurora Kinase und Bcr-Abl Kinase vermittelte 

Effekte vorzunehmen. Unsere Untersuchungen zeigten eine effiziente 

Proliferationsinhibiton bei Verwendung Aurora Kinasen-, nicht aber Bcr-Abl 

inhibierenden Konzentrationen in Bcr-Abl transformierten Zellen. Ersteres wurde 

bereits ab einer Konzentration von 25 nM erzielt und lag damit 20fach niedriger als 

die zur Bcr-Abl Inhibition benötigte Konzentration. Dieses Ergebnis konnte durch 

statische Zellzyklusanalysen bekräftigt werden. Behandlung mit Aurora Kinasen-, 

nicht aber Bcr-Abl inhibierenden AS-703569-Konzentrationen bewirkte die 

Induktion von Zellteilungsdefekten in Form irreversibler Polyploidie. Ferner 

konnten identische Zellzyklusphänome auch in nicht Bcr-Abl transfomierten Zellen 

nachgewiesen werden, was eindeutig für Aurora Kinasen inhibitionsvermittelte 

Effekte spricht. Ähnliche Ergebnisse fanden sich für den Inhibitor PHA-739358. 

Obwohl hier die Inhibition von Bcr-Abl und Aurora Kinasen bei ähnlichen 

Konzentrationen nachgewiesen wurde, zeigte sich identisch zu den AS-703569 

induzierten Zellzyklusprofilen eine massive Polyploidie sowohl in Bcr-Abl 

negativen als auch positiven Zellen. Dies weist darauf hin, dass auch die 

Zytotoxizität dieses Inhibitors maßgeblich auf Hemmung Aurora Kinase 

assoziierter Effekte beruht. Betrachtet man bisher veröffentlichte Daten, so lassen 

sich anhand des veränderten Zellzyklusprofils Rückschlüsse auf die Relevanz der 

verschiedenen Aurora Kinase-Isoformen bei Vermittlung von Inhibitor assoziierten 

Effekten ziehen. Knock-down Experimente erbrachten erste Ergebnisse zur 

Differenzierung des Aurora A- bzw. Aurora B-vermittelten Phänotyps (Ditchfield et 

al. 2003; Hata et al. 2005). Während Aurora A Inhibition zu einem erhöhten 

mitotischen Index in Folge eines mitotischen Arrests (G2/M-Block) sowie zu einem 

vermehrten Auftreten von Spindeldefekten führte, ist Aurora B Inhibition mit der 

Dephosphorylierung von Histon 3 und der Akkumulation polyploider, 

multinukleärer Zellen als Konsequenz von Zellteilungsdefekten vergesellschaftet 

(Kawasaki et al. 2001; Abe et al. 2006; Barr et al. 2007; Fu et al. 2007; Hoar et al. 

2007; Manfredi et al. 2007; Carpinelli et al. 2008). Wir konnten im Rahmen dieser 

Arbeit zeigen, dass PHA-739358 und AS-703569 vermutlich einen auf Aurora B 
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Inhibition basierenden zellulären Phänotyp konstituieren. Diese Erkenntnis 

identifiziert Aurora B als maßgebliches in-vitro Target beider Kinaseninhibitoren. 

Charakterisierungen anderer dualer Aurora Kinase Inhibitoren wie Hesperadin, 

ZM447439 und VX680 bestätigen dies (Ditchfield et al. 2003; Hauf et al. 2003; 

Harrington et al. 2004). Alle drei Wirkstoffe induzierten eine Reduktion des 

Phosphorylierungsgrades des Biomarkers Histon 3 an Serin 10 während der 

Mitose. Darüber hinaus konnten in entsprechend behandelten Zellen Aurora B 

inhibitionstypische Zellzyklusphänomene nachgewiesen werden. Dies wirft die 

Frage auf, weshalb duale Aurora Kinase Inhibitoren ausschließlich einen durch 

Aurora B-Inaktivität charakterisierten Phänotyp induzieren, obwohl sich ihre 

Aktivität potentiell auch gegen Aurora Kinase A richtet. Ditchfield et al. deutete an, 

dass duale Aurora Kinase Inhibitoren in vivo ausschließlich gegenüber Aurora B 

aktiv sind und daher lediglich Aurora B-assoziierte Phänotypen induziert werden 

können (Ditchfield et al. 2005). Yang et al. konnte dies widerlegen, indem die 

Arbeitsgruppe postulierte, dass Aurora B-Inaktivierung zur Ausschaltung Aurora A 

assoziierter Funktionen in der Mitose führt, obwohl Aurora A im Hinblick auf die 

Signalkaskade in der Mitose Aurora B vorgeschaltet ist (Yang et al. 2005). 

Selektive Inhibition von Aurora A verursacht eine Aurora B abhängige Aktivierung 

des Spindelkontrollpunkts und folglich eine Arretierung abnormer Zellen in der 

Mitose. Wird Aurora B zusätzlich inaktiviert, erfolgt eine Unterbrechung dieser 

Aktivierungskaskade. Veränderte Zellen können die Mitose ungehindert 

durchlaufen, entwickeln aber in Folge der defekten Zellteilung via DNA- 

Endoreduplikation den Aurora B inhibitionstypischen, polyploiden Phänotyp (Yang 

et al. 2005). Im Gegensatz dazu stehen aktuelle Daten der Brümmendorf 

Arbeitsgruppe. Hier konnte durch Einsetzen Aurora A und Aurora B inhibierender 

Konzentrationen des Wirkstoffes PHA-739358 ein kompletter G2/M-Arrest in 

humanen hepatozellulären Karzinomzellen beobachtet werden, während niedrige, 

nur Aurora A inhibierende Dosen, Polyploidie induzierten (Benten et al. 2009). Vor 

dem Hintergrund der verfügbaren Literatur wird jedoch deutlich, dass nicht nur die 

Analyse Aurora vermittelter Effekte sondern auch die Wirksamkeit von Aurora 

Kinase Inhibitoren gegenüber off-target Kinasen berücksichtigt werden muss. Die 

Aktvitiät von AS-703569 richtet sich neben Aurora Kinasen auch gegen die 

Tyrosinkinase FLT3. Versuche mit diesem Inhibitor zeigten, dass die Dauer der 

phospho-Histon 3 Inhibition in der FLT3 ITD mutierten AML Zelllinie MV4-11 
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deutlich länger ausfällt als in MIAPACa-2 Tumorzellen. Dies lässt darauf 

schließen, dass die gleichzeitige Inhibition mehrerer biologisch relevanter Kinasen 

durch Vertreter dieser Substanzgruppe synergistische und damit stärkere 

proliferationshemmende Effekte ausüben kann (McLaughlin et al. 2009). Ähnliche 

Beobachtungen konnten anhand von in-vitro Versuchen mit PHA-739358 getätigt 

werden. Während in wt-Zellen lediglich die Akkumulation von Zellen mit einem 

DNA-Gehalt größer 4n induziert wurde, konnte in Bcr-Abl positiven Zellen neben 

Polyploidie auch eine massive Zunahme der apoptotischen Fraktion 

nachgewiesen werden (Gontarewicz et al. 2008). Die Autoren schlussfolgerten, 

dass in-vitro Effekte von PHA-739358 auf eine Kombination der Inhibition von Bcr-

Abl und Aurora Kinasen beruhen. Passend dazu fand sich auch in den von uns 

durchgeführten Zellzyklusanalysen mit PHA-739358 und AS-703569 eine 

Zunahme apoptotischer Zellen unter Verwendung von Konzentrationen, welche 

Bcr-Abl und Aurora Kinasen im gleichen Maße inhibieren. Dezente Unterschiede 

in der Apoptoseinduktion in Abhängigkeit des Bcr-Abl-Mutationsstatus 

unterstützten diese Annahme zusätztich. Nach unseren Ergebnissen ist die Bcr-

Abl Inhibition jedoch keine notwendige Voraussetzung für die biologische Aktivität 

dieser Substanzen, da bereits niedrige, ausschließlich Aurora Kinasen 

inhibierende Konzentrationen deutliche antiproliferative und proapoptotsche 

Effekte hervorrufen. Ein weiterer, diese These bekräftigender Aspekt stellt die 

Dominanz Aurora B assoziierter über Bcr-Abl assoziierter Zellzyklusphänomene 

dar. Während Inhibition von Aurora Kinasen durch mitotische Regulationsdefekte 

zur Proliferationshemmung führt, beruht die Effizienz von Inhibitoren onkogener, 

promitogener Tyrosinkinasen wie Bcr-Abl auf der Beeinflussung anderer 

Zellzyklusphasen, beispielsweise der Transition von G0/G1-Phase zur S-Phase. 

Aufgrund des unterschiedlichen Einflusses auf die verschiedenen Phasen des 

Zellzyklus würde man bei gleichzeitiger Inhibition von Aurora Kinasen und Bcr-Abl 

eine Kombination beider Zellzyklus-Phänomene erwarten. Entsprechende 

Untersuchungen zeigten jedoch, dass durch Abl-Inhibition induzierte 

Zellzyklusphänomene wie beispielsweise ein G1-Block eine untergeordnete Rolle 

spielen (Carpinelli et al. 2007; McLaughlin et al. 2009). Des Weiteren wurde für 

den pan-Aurora Kinase Inhibitor VX-680 Apoptoseinduktion in Imatinib resistenten 

CML-Zelllinien ohne Beeinflussung der Bcr-Abl Kinaseaktivität beschrieben (Giles 

et al. 2007; Donato et al. 2010). Die Anwendung höherer, Bcr-Abl Kinase 
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inhibierender Konzentrationen stellte sich hier aufgrund schwächerer 

Apoptoseinduktion sogar als suboptimal heraus. Zusammenfassend lässt sich 

festhalten, dass in leukämischen Zellmodellen apoptotische Effekte der Aurora 

Kinase Inhibitoren zwar auf komplexen Mechanismen beruhen, unsere Resulte 

jedoch Aurora B Inhibition als Hauptakteur in der Vermittlung dieser Prozesse 

andeuten. Detaillierte präklinische und klinische Studien sind notwendig, um die 

Rolle von Aurora Kinasen, deren Interaktionspartnern sowie off-target Kinasen in 

der antineoplastischen Aktivität von Aurora Kinase Inhibitoren zu beschreiben. 

 
4.3 Pharmakoresistente Aurora Kinase Mutanten als Hilfsmittel zur 
 Targetvalidierung    

Die bisherigen Ergebnisse stärken die Hypothese, dass Aurora Kinasen, speziell 

Aurora B und weniger Bcr-Abl, als entscheidendes Zielmolekül in der Vermittlung 

der inhibitorischen Effekte von PHA-739358 und AS-703569 anzusehen sind. 

Insbesondere unter Einsatz von AS-703569 konnten inhibitorische Einflüsse auf 

Zellproliferation, Apoptose und Zellzyklus bei Dosierungen beobachtet werden, bei 

denen nachweislich keine suffiziente Bcr-Abl Inhibition vorlag. Es ist jedoch darauf 

zu achten, dass es sich dabei um rein korrelative Daten handelt, beruhend auf 

dem Einsatz unterschiedlicher Inhibitorkonzentrationen. Zur Bekräftigung der oben 

genannten Arbeitshypothese sollte daher in einem nächsten Schritt ein 

experimentelles Zellsystem aufgebaut werden, in dem durch Mutation im Aurora 

A- oder Aurora B- Gen die Bindung von PHA-739358 und AS-703569  an einer 

dieser Strukturen gezielt unterbunden werden kann und somit Inhibitionseffekte 

selektiv ausgeschaltet werden können. Führt Expression dieser Konstrukte in Bcr-

Abl wt-Zellen nachweislich zur Resistenz gegenüber den Aurora Kinase 

Inhbitioren PHA-739358 und AS-703569, ermöglicht dies nicht nur die 

Auftrennung in Aurora und Bcr-Abl Kinase vermittelter Inhibitionseffekte auf 

funktioneller Ebene sondern beweist auch die herausragende Relevanz der 

Aurora Kinasen. Im  Rahmen dieser Arbeit wurden daher anhand von in-silico 

Kristallstrukturanalysen des jeweiligen Inhibitor-Aurora Kinase-Komplexes 

Aminosäuren identifiziert, deren gezielte Mutation zur Resistenzentwicklung 

gegenüber Aurora Kinase Inhibitoren führen könnte. In-vitro wies hierbei die 

Aurora B G160V-Mutante den größten Resistenzgrad gegenüber PHA-739358 
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und AS-703569 auf. Eine signifikante Dephosphorylierung von Histon 3 als Folge 

der Inhibition von Aurora B konnte für AurBG160V im Vergleich zu Wildtyp Aurora 

B erst bei 20-fach höheren PHA-739358 bzw. 16-fach höheren AS-703569 

Konzentrationen erreicht werden. Des Weiteren konnten Aurora B G160V 

exprimierende Zellen den antiproliferativen Effekt beider Aurora Kinase Inhibitoren 

überwinden, verdeutlicht durch einen signifikanten Anstieg der IC50-Werte. In 

weiteren Untersuchungen konnten die Resultate in einen funktionellen 

Zusammenhang gebracht werden. So war es möglich, anhand von 

Zellzyklusanalysen eine Reaktivierung von Aurora B Kinase Aktivität in Aurora B 

G160V exprimierenden Ba/F3 p185 wt Zellen unter Behandlung mit AS-703569 

nachzuweisen. Diese Zellen wiesen auch in Gegenwart des Inhibitors annähernd 

normale DNA-Gehalt-Profile auf, während in Kontrollzellen Polyploidie als  Aurora 

B inhibitionstypischer Phänotyp induziert wurde. Diese Ergebnisse unterstreichen 

die schon eingangs gestellte Vermutung, dass in-vitro die antiproliferativen und 

proapoptotischen Effekte  der Aurora Kinase Inhibitoren PHA-739358 und AS-

703569 maßgeblich auf Aurora B Kinase Inhibition zurückzuführen sind. Off-target 

Effekte beider Inhibitoren sind somit unwahrscheinlich. In der Literatur wird die 

Frage, welcher Aurora Kinase im Hinblick auf eine gezielte Therapie die größere 

Bedeutung zukommt und somit in der Entwicklung nachfolgender 

Inhibitorgenerationen eine Vormachtstellung einnehmen sollte,  kontrovers 

diskutiert (Keen et al. 2004; Gautschi et al. 2008; Vader et al. 2008). Wilkinson et 

al. plädiert für Aurora B, da Kinaseninhibition hier nicht nur in mitotischer 

Katastrophe sondern auch in einer signifikanten Hemmung des Tumorwachstums 

in-vivo resultiert (Wilkinson et al. 2007). Ein weiteres Argument in diese Richtung 

stellen die Erkenntnisse aus zellulären Screening-Untersuchungen mit einer 

hypermutagenen Krebszelllinie und dem Aurora Kinase Inhibitor ZM447439 dar 

(Girdler et al. 2008). Die Tatsache, dass ausschließlich Punktmutationen in Aurora 

B  nachgewiesen werden konnten, qualifiziert Aurora B als biologisch relevantere 

und effektivere Zielstruktur im Vergleich zu Aurora A. Auch frühere Ergebnisse der 

Girdler Gruppe bestätigen dies. So hatte Tetracyclin induzierte Expression einer 

dominant negativen Aurora A-Mutante kaum Auswirkungen auf Zellproliferation 

und Kolonienformation, während Expression einer inaktiven Auora B-Mutante zu 

einer starken Inhibition des Zellwachstums und reduzierten Kolonienzahlen führte 

(Girdler et al. 2006; Cochran 2008). Dagegen sehen andere Arbeitsgruppen 
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Aurora A als relevantere Zielstruktur zur Vermittlung antiproliferativer Effekte 

(Hirota et al. 2003; Marumoto et al. 2005; Manfredi et al. 2007; Gorgun et al. 2010) 

an. Warner et al. verglich die Effekte von Aurora A und B Antisense-

Oligonukleotiden in Pankreaskarzinomzellen und kam zu dem Ergebnis, dass 

simultane Inhibition von Aurora A und B einer selektiven Inhibition nicht überlegen 

ist. Die Autoren geben dabei gezielter Aurora A Inhibition aufgrund rapider 

Apoptose- und Mitosearrestinduktion den Vorzug (Warner et al. 2006). Zudem 

zeigen neueste Daten, dass durch Expression einer partiell resistenten Aurora A 

T217D-Mutante der antiproliferative Effekt von Aurora A Inhibitoren wie MLN8054 

und MLN8237 auf humane Zelllinien überwunden werden kann, was wiederum die 

in-vitro Relevanz von Aurora A stärkt (Sloane et al. 2010). Angesichts dieser 

kontroversen Beobachtungen in unterschiedlichsten Zellsytemen scheint eine 

zelltypabhängige Varianz in der Bedeutung von Aurora A bzw. B als maßgebliche 

Zielstruktur wahrscheinlich.  

 

4.4 Biomarker als Wegweiser in der Therapie mit Aurora Kinase 
 Inhibitoren 

Zur Klärung der Frage, welche Aurora Kinase in welchem Zellsytem als 

effizienteres Target zu favorisieren ist, wären neben einer umfangreiche 

Evaluation von Aurora Kinase Inhibitoren in klinischen Studien auch die 

Identifizierung geeigneter funktionaler Biomarker dieser Wirkstoffklasse in-vivo 

weiterführend. Auf diese Weise könnte nicht nur eine Validierung des relevanten 

zellulären Targets sondern auch patientenindividuelle Therapiegestaltung durch 

genaue Evaluation der antineoplastischer Effekte induzierenden Dosis erfolgen. 

Während sich Dephosphorylierung von Histon H3 als sensitiver und spezifischer 

Biomarker für Aurora B Inhibition bereits auch klinisch etablieren konnte (De 

Jonge et al. 2006), fehlt ein verlässlicher Biomarker für Aurora A Aktivität. Die 

Ansätze sind jedoch vielfältig. Gautschi et al. erwägt die Zunahme 

phosphorylierter Histon H3 Levels als geeigneten Marker, bedingt durch Aurora A 

Inhibition vermittelte Akkumulation von Zellen in der Mitose (Gautschi et al. 2008). 

Andere Arbeitsgruppen sehen in der Kombination aus Messung des mitotischen 

Index und Aurora A-T288 Autophosphorylierung eine vielversprechende 

Alternative (Galvin et al. 2007). Darüber hinaus könnten prädiktive Biomarker zur 
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Auswahl bestimmter Tumorentitäten oder Sub-Gruppen von Tumorerkrankungen, 

die eine besondere Suszeptibilität gegenüber Aurora Kinase Inhibitoren 

ausweisen, sinnvoll sein. Der Status von p53 scheint diesbezüglich eine 

bedeutende Rolle zu spielen (Gautschi et al. 2008; Dar et al. 2010).  

 

4.5 Erfolgsaussichten von Kombinationstherapien und kritische 
 Bewertung der Aurora Kinase Inhibitoren als Chemotherapeutika 

Ein weiterer Aspekt, den es in klinischen Studien zu untersuchen gilt, ist die 

Effizienz von Aurora Kinase Inhibitoren in Kombinationstherapien. Insbesondere 

im Hinblick auf Vermeidung von Resistenzentwicklung ist dies eine relevante 

Frage. Die ersten Untersuchungen sind vielversprechend. So konnten 

synergistische bzw. sensitivierende Effekte bei Kombination von Aurora Kinase 

Inhibitoren mit Mikrotubuliinhibitoren wie Etoposid und Docetaxel, Anthracyclinen, 

Cisplatin sowie den  Tyrosinkinaseinhibitoren Imatinib und Sorafenib beobachtet 

werden (Hata et al. 2005; Lee et al. 2006; Yang et al. 2006; Sun et al. 2007; 

Tanaka et al. 2007; Fiskus et al. 2008; Gontarewicz et al. 2008; Benten et al. 

2009). Dennoch ist der Einsatz von Aurora Kinase Inhibitoren nicht unumstritten. 

Da sie an kritischen Regulatoren des Zellzyklus angreifen, sind sie streng 

genommen keine Substanzen mit Selektivität gegenüber Tumoren. Der Nachweis 

von Neutropenie als vorrangig dosislimitierende Toxizität und Ausdruck 

kollateraler antiproliferativer Aktivität auf die Hämatopoese bestätigt dies in 

zahlreichen Studien (Gautschi et al. 2008; Keen et al. 2009; Kitzen et al. 2009; 

Pollard et al. 2009; Dar et al. 2010). Fraglich ist auch, ob die Inhibition von 

Kinasen, deren Aufgabe die Stabilisierung der chromosomalen Integrität ist, die 

Wahrscheinlichkeit genetischer Heterogenität und damit auch das Potential zur 

Karzinomentwicklung nicht erhöhen (Dar et al. 2010). Ferner konnte die Induktion 

von Polyploidie durch Aurora Kinase Inhibitoren auch bei in-vitro Kulturen 

normaler Mammaepithelzellen nachgewiesen werden, was auf die theoretische 

Bedeutung klinischer Langzeiteffekte hinweist (Ditchfield et al. 2003). Zudem ist 

unklar, ob Polyploidie das Überleben aneuploider Karzinomzellen nicht begünstigt 

(Dar et al. 2010). In Anbetracht der erhöhten Überexpression von Aurora Kinasen 

in soliden Karzinomen, ihrer Interaktion mit tumorassoziierten Signalwegen und 

biologisch relevanten Prozessen sowie der vielversprechenden Ergebnisse 
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bisheriger klinischer Studien, insbesondere auf dem Feld TKI-resistenter 

hämatologischer und solider Neoplasien, validiert die Substanzklasse der Aurora 

Kinase Inhibitoren als eine potente Alternative in der Behandlung von 

Tumorerkrankungen. 

Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass sowohl korrelative kinetische 

Zellproliferationsstudien und Zellzyklusanalysen als auch funktionelle 

Untersuchungen in einem speziell entwickelten Zellsystem ergaben, dass die 

Wirksamkeit der Inhibitoren PHA-739358 und AS-70356 in Bcr-Abl exprimierenden 

Zellen einschließlich der hoch resistenten Bcr-Abl-Mutanten T315I, Y253H, Y253F 

und F317L maßgeblich auf Aurora B Kinase Inhibition zurückzuführen ist. 

Inhibition von Bcr-Abl spielt lediglich eine untergeordnete Rolle. 
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5 Zusammenfassung 

Zur Klärung der Frage, ob die in klinischen Studien nachgewiesene Aktivität der 

Aurora Kinase Inhibitoren PHA-739358 und AS-703569 gegenüber Imatinib 

resistenter Bcr-Abl-Mutanten auf Aurora oder Bcr-Abl Inhibition zurückzuführen ist, 

wurden im murinen CML-Zellmodell deren Einfluss auf Proliferation, 

Apoptoseinduktion, Bcr-Abl - und Aurora Kinasen-vermittelter Phosphorylierungen 

sowie Zellzyklusverteilung untersucht. Dies erfolgte unter Verwendung Bcr-Abl 

negativer und positiver Zelllinien sowie TKI-resistenter Mutanten, ausgewählt nach 

Kriterien der Häufigkeit und Mutationsstärke. In den Versuchen zeigte sich eine 

dosisabhängige, signifikante Proliferationsreduktion und Apoptoseinduktion nicht 

nur in Bcr-Abl negativen und positiven Ba/F3-Zellen, sondern auch in den klinisch 

relevanten Bcr-Abl-Mutanten. Folglich hatte der Bcr-Abl-Mutationsstatus keinen 

Einfluss auf die Sensitivität gegenüber den getesteten Aurora Kinase Inhibitoren. 

Die Induktion dieser biologischen Effekte erfolgte bei signifikant unterschiedlichen 

Inhibitorkonzentrationen. Während durchschnittlich 150 nM PHA-739358 zur 

halbmaximalen Proliferationsinhibition benötigt wurden, konnte der gleiche Effekt 

bereits bei im Durchschnitt 15-fach niedrigeren AS-703569 Konzentrationen erzielt 

werden. Analysen Bcr-Abl bzw. Aurora Kinasen spezifischer Phosphorylierungs-

stellen an etablierten Downstreamtargets zeigten, dass sich in Bcr-Abl 

transformierten Zellen die effiziente Proliferationsinhibiton durch AS-703569 auf 

Aurora Kinasen und nicht auf Bcr-Abl Inhibition zurückführen lässt. Bezüglich 

PHA-739358 konnte dagegen die Inhibition beider Kinasenfamilien potentiell für 

die beschriebenen Effekte verantwortlich sein. Statische Zellzyklusanalysen 

bekräftigen, dass Behandlung mit Aurora Kinasen, nicht aber Bcr-Abl 

inhibierenden AS-703569 Konzentrationen eine Induktion Aurora B 

inhibitionstypischer Zellteilungsdefekte in Form irreversibler Polyploidie 

unabhängig von der Bcr-Abl-Expression bewirken. Da nahezu identische 

Zellzyklusphänomene unter PHA-739358 beobachtet werden konnten, ist davon 

auszugehen, dass die Zytotoxizität dieses Inhibitors auch maßgeblich auf Effekten 

beruht, die mit der Hemmung der Aurora Kinasen assoziiert sind. Um die 

Bedeutung von Aurora Kinasen und Bcr-Abl Inhibition im Hinblick auf die 

biologischen Effekte weiter differenzieren zu können, wurden in einem nächsten 

Schritt anhand von in-silico Kristallstrukturanalysen des jeweiligen Inhibitor-Aurora 
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Kinase-Komplexes verschiedene Positionen von Aminosäuren im Aurora Kinase-

Gen identifiziert, deren Punktmutation zur Resistenz gegenüber der hier 

verwendeten Kinaseninhibitoren führt. In-vitro wies hierbei die Aurora B G160V- 

Mutante den größten Resistenzgrad gegenüber den Aurora Kinase Inhibitoren 

PHA-739358 und AS-703569 auf. Eine signifikante Dephosphorylierung von 

Histon 3 als Folge inhibierter Aurora B Kinase Aktivität konnte im Vergleich zu der 

Wildtyp-Kinase erst bei 20-fach höheren PHA-739358 bzw. 16-fach höheren AS-

703569 Konzentrationen erreicht werden. Des Weiteren führte die Expression von 

Aurora B G160V zu einem signifikanten Anstieg der IC50-Werte beider Inhibitoren, 

was die essentielle Bedeutung von Aurora B bei der Vermittlung biologischer 

Inhibitoreffekte bestätigte. Anhand von Zellzyklusanalysen konnten die Resultate 

in einen funktionellen Zusammenhang gebracht werden. So war es möglich, unter 

Behandlung mit AS-703569 die Aurora B Kinase Aktivität durch Aurora B G160V 

Expression in Ba/F3 p185 wt Zellen zu rekonstituieren. Diese Zellen zeichneten 

sich auch in Gegenwart des Inhibitors durch annähernd normale DNA-Gehalt-

Profile aus, während in Kontrollzellen Polyploidie als  Aurora B inhibitionstypischer 

Phänotyp induziert wurde. Diese Ergebnisse bekräftigen die schon eingangs 

gestellte Vermutung, dass in-vitro die antiproliferativen und proapoptotischen 

Effekte der Aurora Kinase Inhibitoren PHA-739358 und  AS-703569 maßgeblich 

Aurora B Kinase Inhibition zuzuschreiben sind und damit Aurora B und nicht Bcr-

Abl als relevantes in-vitro Target angesehen werden muss. 
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