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Summary (englische Zusammenfassung)

The error-free segregation of duplicated chromosomes during cell division is
essential for the maintenance of an intact genome. This process is brought about by a
highly dynamic bipolar array of microtubules, the mitotic spindle. Prominent amongst the
regulators of the mitotic spindle is the serine/threonine-specific protein kinase Aurora-A.
However, only a few interaction partners and physiological substrates of Aurora-A are
know to date and the function of this important kinase is only beginning to emerge.

To gain further insight in the cellular function of Aurora-A I set out studies to
characterize Aurora-A and to identify new interaction partners of Aurora-A. To
characterize the cellular function of Aurora-A the siRNA phenotype of Aurora-A was
analysed. This showed that Aurora-A depletion in human HeLa cells led to apoptosis and
spindle defects. To identify new Aurora-A interacting proteins a polyclonal antibody
against Aurora-A was generated and used in co-immunoprecipitations from cell extracts. In
addition Yeast-Two-Hybrid Screening and fishing experiments with recombinant proteins
were performed. These studies provided four new putative Aurora-A interacting partners
(KIAA1007, KIAA1741, TPX2 and a candidate from the Yeast-Two-Hybrid Screen). The
interaction of these proteins with Aurora-A was verified using different biochemical
methods. KIAA1741 and TPX2 were analysed in more detail. A polyclonal antibody
against KIAA1741 was generated and KIAA1741 was shown to localize to actin rich
structures within the cell. KIAA1741 interacted with recombinant Aurora-A showing a
higher affinity for the catalytically active kinase in mitosis. Depletion of KIAA1741 by
siRNA induced a G, arrest. Interestingly KIAA1741 was a good in vitro substrate of
Aurora-A.

Most importantly this study revealed that Aurora-A binds to TPX2, a known
component of the spindle apparatus. Binding studies demonstrated that the first 43 amino
acids of TPX2 were sufficient and necessary for the interaction with the C-terminal
catalytic domain of Aurora-A. Although kinase activity was not required for this
interaction, TPX2 was readily phosphorylated by Aurora-A on serine residues. Upon
siRNA-mediated elimination of TPX2 from cells, the association of Aurora-A with the
spindle microtubules was abolished. Furthermore these experiments showed that TPX2
was essential for the formation of a bipolar spindle and spindle pole integrity.

Moreover I could demonstrate that TPX2 activates the Aurora-A kinase activity in

a microtubule dependant manner, indicating that TPX2 is a new regulator of Aurora-A.
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Zusammenfassung

Wihrend der Zellteilung ist die exakte Segregation des genetischen Materials auf
die beiden neu entstehenden Tochterzellen essentiell fiir das Uberleben der Zellen. Dies
wird in hoheren Eukaryoten durch eine dynamische Anordnung von Mikrotubuli, die
mitotische Spindel, vermittelt. In der Regulation des Ablaufes der Mitose und der
mitotischen  Spindel, spielt reversible Proteinphosphorylierung durch mitotische
Proteinkinasen und Phosphatasen eine entscheidende Rolle. Ein wichtiger Regulator der
mitotischen Spindel ist die Serin-Threonin Proteinkinase Aurora-A.

Kinasen der Aurora-A Familie zeigen ein komplexes Regulations- und
Lokalisationsmuster in der Zelle, was auf vielfdltige Funktionen in der Zelle schlieen
lasst. Wie Aurora-A auf molekularer Ebene reguliert wird und wie die Kinase ihre
Funktionen in der Zelle ausiibt, ist jedoch noch nicht im Detail verstanden. So ist auch die
Anzahl der identifizierten Aurora-A Substrate und Interaktionspartner gering. Um die
Funktion der humanen Aurora-A Kinase besser verstehen zu konnen, ist es notwendig,
weitere Bindungspartner und in vivo Substrate zu identifizieren sowie Aurora-A auf
molekularer Ebene ndher zu charakterisieren.

Um Aurora-A zu charakterisieren, wurde rekombinante Aurora-A Kinase
exprimiert. Es konnte gezeigt werden, dass die rekombinante Kinase in vitro aktiv war und
Serin- und Threoninreste in der katalytischen Doméne autophosphoryliert wurden. Durch
die Herstellung eines spezifischen polyklonalen Antiserums gegen Aurora-A wurde das
endogene Protein in humanen Zelllinien charakterisiert. Immunfluoreszenz-Analysen
zeigten, dass Aurora-A in der Go/M-Phase, nicht jedoch in der G;- und S-Phase exprimiert
wurde. Die Kinase lokalisierte in der G,-Phase an die Centrosomen, wohingegen in der
Mitose Aurora-A neben den Spindelpolen auch an den Spindel-Mikrotubuli nachgewiesen
wurde. Durch siRNA wurde der Phénotyp der Depletion von Aurora-A in humanen HeLa
S3 Zellen analysiert. Depletion von Aurora-A durch siRNA fiihrte in erster Linie zu einer
erhohten Apoptose. Aurora-A Depletion interferierte nicht mit der Ausbildung einer
bipolaren Spindel, es wurden jedoch breitere Spindelpole und leichte Mikrotubuli-
Organisationsstorungen beobachtet.

In der vorliegenden Arbeit wurden ferner Substrate und Interaktionspartner der
humanen Aurora-A Kinase identifiziert, validiert und ndher auf molekularer Ebene
charakterisiert. Mittels Yeast-Two-Hybrid (Y2H) Screening, in vitro

Bindungsexperimenten und Co-Immunprézipitationen konnten vier neue potentielle
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Bindungspartner von Aurora-A (KIAA1007, KIAA1741, TPX2 und ein Kandidat aus dem
Y2H Screen) isoliert werden. Zwei dieser Bindungspartner waren zudem in vitro Substrate
der Kinase. Die Interaktionspartner KIAA1741 und TPX2 wurden biochemisch und
zellbiologisch eingehender charakterisiert.

Gegen das hochmolekulare Protein KIAA1747 (182 kDa) wurde ein spezifisches
polyklonales Antiserum erzeugt und die Lokalisation und Interaktion mit Aurora-A wurde
analysiert. KIAA1741 zeigte eine Co-Lokalisation mit aktinreichen Strukturen und dem
Zellkortex. Diese Lokalisation konnte durch Expression eines myc-KIAA1741-
Fusionsproteins bestdtigt werden. KIAA1741 war zellzyklusunabhédngig exprimiert und
zeigte eine Retardation der elektrophoretischen Mobilitdit in der M-Phase.
Co-Immunprizipitations Experimente bestdtigten, dass KIAA1741 in der M-Phase mit
endogener Aurora-A Kinase interagierte. Bindungsexperimente mit rekombinanter
Aurora-A Kinase und Zellextrakten aus humanen HelLa S3 Zellen bestitigten diese
Interaktion und zeigten zudem, dass KIAA1741 in der Mitose eine geringere Affinitét fir
eine katalytisch inaktive Mutante (K162R) der Kinase zeigte. KIAA1714 wurde ferner von
Aurora-A in vitro phosphoryliert und stellte das beste derzeit isolierte hochmolekulare
Substrat von Aurora-A dar. Depletion von KIAA1741 {iber siRNA fiihrte zu einem G-
Arrest in HeLa S3 Zellen.

Als interessantester neuer Aurora-A Bindungspartner wurde TPX2 identifiziert.
TPX2 ist ein Mikrotubuli-assoziiertes Protein, welches iiber RanGTP und Importina/3
Bindung reguliert wird. TPX2 ist im Krallenfrosch Xenopus laevis essentiell fiir die
Ausbildung der mitotischen Spindel. Durch Bindungsexperimente mit rekombinanten und
in vitro translatierten Proteinen, konnte hier gezeigt werden, dass die katalytische Doméne
von Aurora-A direkt mit dem Aminoterminus (AS 1-43) von TPX2 interagierte. Diese
Bindung war unabhingig von der Aurora-A Kinaseaktivitidt. TPX2 war zudem ein Substrat
und wurde in vitro von Aurora-A an Serinresten im Aminoterminus phosphoryliert. TPX2
und Aurora-A co-lokalisierten an den Spindel-Mikrotubuli in vivo. Durch siRNA von
TPX2 beziehungsweise Aurora-A in humanen HelLa Zellen konnte gezeigt werden, dass
die Lokalisation von Aurora-A an den Spindel-Mikrotubuli abhingig von TPX2 war,
wohingegen TPX2 unabhédngig von Aurora-A lokalisierte. Die Depletion von TPX2 in
HeLa S3 Zellen fiihrte zu einem Metaphase-Arrest mit starken Spindeldefekten sowie zur
Fragmentierung der Spindelpole. Phosphorylierungs-Studien demonstrierten zudem, dass
TPX2 in vitro als Aktivator der Aurora-A Kinaseaktivitit fungierte. Mikrotubuli

vermochten hierbei die Aktivierung der Kinaseaktivitit von Aurora-A durch TPX2 weiter
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signifikant zu steigern. Kinaseassays mit Fragmenten des humanen TPX2 Proteins zeigten,
dass die aminoterminale Domine von TPX2 (AS 1-43) notwendig und ausreichend fiir
diese Aktivierung von Aurora-A war.

Mit TPX2 konnte somit erstmals ein wichtiger Regulator der humanen Aurora-A
Kinase identifiziert und auf molekularer Ebene charakterisiert werden. Das TPX2 Protein
ist notwendig fiir die Lokalisation und Aktivierung der humanen Aurora-A Kinase an die
Spindel-Mikrotubuli und essentiell fiir die Bildung einer biploaren mitotischen Spindel in

humanen Zellen.
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Einleitung

Zellteilung und Zellzyklus

“omnis cellula e cellule®: Zellen entstehen durch Teilung bestehender Zellen. Diese
wichtige Erkenntnis, vertreten von Rudolf Virchow (1821-1902) begriindete 1855 die
moderne Zelltheorie, die auf den Ideen von Theodor Schwann (1810-1882) und Mathias
Schleiden (1804-1881) aufbaut. Seither sind Forscher bemiiht, den elementaren Prozess
allen Lebens — die Zellteilung — im Detail zu verstehen. Schon frith wurden die Stadien des
Zellteilungsprozesses in tierischen Zellen anatomisch richtig erkannt. Besondere
Aufmerksamkeit wurde der Kernteilung gewidmet. Walter Flemming (1843-1905) prigte
fiir die Kernteilung die Bezeichnung ,Mitose*“ und hielt sie in Abbildungen so
detailgerecht fest, dass diese Zeichnungen auch nach {iber 150 Jahren zellbiologischer
Forschung noch aktuell sind (Abb. 1) (Paweletz, 2001; Flemming W., 1882). Die frithen
Pioniere der Zellforschung, wie Walter Flemming, erkannten bereits, dass gewisse, gut
farbbare Strukturen (bezeichnet als ,,Stibchen* oder ,,Chromatin®), gleichmifBig auf die
neu entstehenden Zellen verteilt werden (Paweletz, 2001). Es dauerte jedoch noch gut 30
Jahre, bis von Theodor Boveri vermutet (Boveri, 1914) und schlieBlich experimentell
bestdtigt wurde, dass diese Strukturen - die Chromosomen - die Triger der

Erbinformation, gespeichert in DNA sind (Avery et al., 1944).

Abb. 1 : Zellteilung (Mitose) in tierischen Zellen, gesehen und gezeichnet vor Uiber 150 Jahren.

Teilungen im Gewebeverbund sind links zu sehen, wihrend rechts die einzelnen Phasen der Mitose im Detail
dargestellt sind. Modifiziert nach Flemming W., 1882.

Diese Erkenntnis war entscheidend fiir das Verstindnis der Zellteilung, da das Ziel

der Zellteilung die Produktion von zwei genetisch identischen Tochterzellen ist. Das
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genetische Material der Mutterzelle muss hierfiir exakt kopiert und auf die beiden
Tochterzellen verteilt werden, um das Uberleben der Zelle zu gewihrleisten. Zudem muss
in eukaryotischen Zellen sichergestellt sein, dass die Tochterzellen je gleiche Anteile
wichtiger Zellorganelle sowie je ein Centrosom erhalten. In der Mitose findet die
Segregation der Chromosomen und Zellorganellen auf die Tochterzellen statt, die sich
anschlieBend in der Zellteilung (Zytokinese) physisch trennen. Diese beiden Prozesse sind
eingerahmt von Phasen, die das Zellwachstum sowie die Replikation des Genoms und der
Organelle gewdhrleisten. Diese verschiedenen Phasen werden als Zellzyklus bezeichnet
(Abb. 2). Nach A. Howard und S. R. Pelc (1951) wird der Zellzyklus in vier diskrete
Phasen unterteilt: die M-Phase (M=Mitose), die G;-Phase (G = von engl. Gap), die S-
Phase (S = Synthese) und die G,-Phase (Abb. 2). Der Zeitraum zwischen zwei Mitosen
wird als Interphase zusammengefasst, wihrend die Mitose und die Zytokinese zusammen
als M-Phase bezeichnet werden. Der prinzipielle Ablauf des Zellzyklusprozesses ist in
allen Eukaryoten gleich. Im Folgenden soll jedoch der Zellzyklus und die Zellteilung in

tierischen Zellen, insbesondere in humanen Zellen néher betrachtet werden.

Abb. 2 : Die Zellzyklusphasen. Modifiziert nach Alberts et al., 2002.

In der S-Phase erfolgt die semikonservative Verdopplung des Genoms und der
Centrosomen. Diese Phase wird gefolgt von der G,-Phase, in der Zellwachstum erfolgt und
die replizierte DNA auf Schédden kontrolliert wird. Zudem bereitet sich die Zelle auf die
Mitose vor. Die M-Phase ist der aufwendigste Teil des Zellzyklus und wird von einer
dramatischen Umstrukturierung der Interphasezelle begleitet: die DNA kondensiert zu

Chromosomen, es erfolgen der Zusammenbruch der Kernmembran und der Aufbau des
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mitotischen Spindelapparates, liber welche die Chromatiden an die Spindelpole segregiert
werden. Schliellich werden die Tochterzellen durch eine mechanische Einschniirung in der
Zytokinese voneinander getrennt. Handelt es sich um proliferativ aktive Zellen, treten die
neu entstandenen Zellen nach der Mitose in eine weitere Wachstums- und
Produktionsphase, die G;-Phase, ein. Durch duflere Signale konnen die Zellen aber auch in
eine Ruhephase, die so genannte Go-Phase iibergehen. (fiir eine Ubersicht iiber den
Zellzyklus und die Mitose siche Alberts et al., 2002). Die Regulation des Zellzyklus erfolgt
in erster Linie {iber Transkription sowie reversible Protein-Phosphorylierung und —Abbau.
Proteolyse wird hierbei vor allem durch Phosphorylierung reguliert, wihrend
Proteinkinasen unter anderen durch proteolytischen Abbau kontrolliert werden.
Schliisselenzyme dieser Regulation sind die Cyclin-abhingigen Kinasen (Cdk), wobei
Cdkl als ein Hauptregulator des Zellzyklus angesehen werden kann (Nigg, 1995). Cdks
sind Serin-Threonin-Proteinkinasen, die durch Bindung an ihre regulatorischen
Untereinheiten, die Cycline und inhibitorische Faktoren, sowie durch Phosphorylierung
positiv beziehungsweise negativ reguliert werden (Morgan, 1997). Hierbei bilden die
verschiedenen Mitglieder der Cdk-Familie mit ihren entsprechenden Cyclinen
Zellzyklusphasen-spezifische Komplexe. So sind unterschiedliche Cdk-Cyclin Komplexe
an die Regulation der S-Phase (Cdk2/CyclinA und E) und der M-Phase (Cdk1/CyclinB)
beteiligt (Morgan, 1997; Nigg, 1995). Neben dieser zeitlichen Kontrolle, existiert auch
eine raumliche Koordination der Enzyme, die den Zellzyklus regulieren (Pines, 1999).

Die Duplikation und Verteilung des genetischen Materials erfolgt mit hochster
Préazision. Es konnen jedoch Fehler in der S-Phase und der Mitose auftreten, welche zu
einer ungleichen Verteilung des Chromosomensatzes (Aneuploidie) fiihren. Dies hat meist
fatale Konsequenzen fiir die Zellen, da die resultierenden Ungleichgewichte von
Genprodukten zum programmierten Zelltod, der Apotose, beziehungsweise zu
unkontrollierten Zellwachstum fihren konnen. Um dies zur vermeiden, bestehen
Kontrollpunkte, so genannte ,Checkpoints®, die ein Fortschreiten im Zellzyklus
verhindern, wenn Fehler in vorausgehenden Prozessen aufgetreten sind. Somit ist
sichergestellt, dass Fehler erneut repariert werden, beziechungsweise die fehlerhafte Zelle
durch Apoptose eliminiert wird. ,,Checkpoints* dienen der Qualitétskontrolle und lenken
die sequenzielle Abfolge der Zellzyklus-Ereignisse (Hartwell und Weinert, 1989). So wird
zum Beispiel die Reduplikation des genetischen Materials in der S-Phase hierdurch
verhindert. Wichtige ,,Checkpoints* in Eukaryoten sind der ,,DNA-Damage-Checkpoint™
am Ende der G;-Phase, der G,-DNA-Damage-Checkpoint am Go/M Ubergang, sowie der
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Spindel-(Autbau)-,,Checkpoint in der Mitose (Gorbsky, 2001; Murray, 1992). Der DNA-
Damage-Checkpoint kontrolliert, dass das genetische Material fehlerfrei ist, bevor die
Zelle in die S-Phase eintritt. Ein wichtiger Regulator dieses Checkpoints ist p53. Das p53
Protein ist der Prototyp eines Tumorsuppressorgens (Finlay et al., 1989). Es integriert eine
Vielzahl von Signalen im DNA-Damage-Checkpoint und garantiert so die genomische
Integritit der Zelle (Lane, 1992; Wahl und Carr, 2001). Der Spindel-Checkpoint
gewihrleistet, dass die Chromosomen korrekt an der mitotischen Spindel angeordnet sind,
bevor diese segregiert werden. Weitere Kontrollpunkte iiberwachen den erfolgreichen
Abschluss der DNA-Duplikation sowie die Orientierung und Positionierung der
mitotischen Spindel (Clarke und Gimenez-Abian, 2000; Nigg, 2001; Smith et al., 2002).
Reversible Protein-Phosphorylierung durch Proteinkinasen ist hierbei ein zentraler

Regulationsmechanismus dieser Zellzykluskontrollpunkte.

Die M-Phase

Die M-Phase ist die Zellzyklusphase, die mit der groSten Umstrukturierung in der Zelle
einhergeht. Sie ldsst sich nach morphologischen Gesichtspunkten in diskrete Abschnitte
unterteilen: Die Prophase, Prometaphase, Metaphase, Anaphase, Telophase und die

Zytokinese (Abb. 3) (fiir eine Ubersicht siche Alberts et al., 2002).

PROPHASE PROMETAPHASE METAPHASE

ANAPHASE TELOPHASE

Abb. 3 : Phasen und Ablauf der Mitose in tierischen Zellen. Modifiziert nach Alberts et al., 2002.
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Dieser klassischen Einteilung liegen molekulare Regulationsmechanismen
zugrunde, die als Marker der Phasen verwendet werden konnen (Pines und Rieder, 2001).
In der Prophase kondensieren die Chromosomen, und die Kernmembran beginnt sich
aufzulosen. Die Centrosomen teilen sich und wandern in der Prometaphase an zwei
diametrale Pole, welche die Spindelpole definieren. Die Mikrotubuli, welche die
Interphasezelle durchziehen, beginnen sich neu zu organisieren. Sie formen zwischen
diesen Polen die mitotische Spindel (siche unten) (Compton, 2000). Die Chromosomen
werden an den Kinetochoren bipolar an die Spindel-Mikrotubuli verankert. Dies ist ein
komplexer Vorgang der unter anderen durch das dynamische Suchen und Festhalten der
Mikrotubuli durch die Kinetochore vermittelt wird (Mclntosh et al., 2002). Kinetochore
sind komplexe Proteinstrukturen, welche an einer speziellen DNA-Doméne, dem
Centromer, aufgebaut werden und die Interaktion der Chromatide mit den Mikrotubuli
vermitteln (Rieder und Salmon, 1998; Biggins und Walczak, 2003). Durch die Dynamik
der Mikrotubuli und die Aktion von Motorproteinen ordnen sich die Chromosomen in der
Metaphase im dquidistanten Abstand zwischen den Spindelpolen, der Metaphaseplatte, an.
Sind alle Chromosomen angeordnet und korrekt bipolar an die Spindel-Mikrotubuli
gebunden, wird die Anaphase eingeleitet. Dieser Ubergang wird durch freie, nicht
gebundene Chromosomen inhibiert. Wichtig ist hierbei auch physische Spannung an den
Kinetochoren, welche durch bipolare Interaktion der Schwesterchromatide mit den
Mikrotubuli aufgebaut wird (Shah und Cleveland, 2000). Uber konservierte Komponenten
des Spindel-Checkpoints, wie dem Protein Mad2, wird dieser an nicht gebundenen,
beziehungsweise monoorientierten Kinetochoren aktiviert (Shah und Cleveland, 2000).
Der Spindel-Checkpoint verhindert durch Inaktivierung des Anaphase-Promoting-Complex
/ Cyclosome (APC/C) den Eintritt der Zelle in die Anaphase (Yu, 2002). Der APC/C ist ein
Ubiquitin-Ligase Komplex, der Proteine tiber Ubiquitinierung dem Proteasom-abhidngigen
Abbau zufiihrt (Peters, 2002). Er ist entscheidend am Abbau wichtiger mitotischer
Proteine, wie den Cyclinen beteiligt. In der Mitose liegt der APC/C als Komplex mit
Cdc20 vor, wohingegen er ab der Anaphase einen Komplex mit Cdhl bildet (Peters, 2002;
Zachariae und Nasmyth, 1999). Diese beiden Komplexe zeigen eine unterschiedliche
Substratspezifitit. Wahrend der APC/C*® Substrate mit einer so genannten D-Box
(=engl. destruction) erkennt (Glotzer et al., 1991; King et al., 1996), vermittelt der
APC/C™ zusitzlich den Abbau von Substraten mit einem KEN-Motiv (Pfleger und
Kirschner, 2000). In der Anaphase bewirkt der APC/C den Abbau der Cohesine, die die

Schwesterchromatide zusammenhalten (Peters, 2002). Die freien Chromatiden kdénnen
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dann iiber Mikrotubuli-Dynamik und die Aktion von molekularen Motoren an die
Spindelpole segregiert werden. Die Kernmembranen bilden sich in der Telophase zuriick
und die Chromosomen dekondensieren. In der Zytokinese, die in der Anaphase beginnt,
erfolgt schlieBlich die Trennung der neu entstandenen Zellen. Die Furchungsspalte, ein
kontraktiler Actomyosin-Ring, beginnt sich zu verengen, bis die Zellen nur noch iiber eine
diinne zytoplasmatische Briicke verbunden sind (Glotzer, 2001). Diese Briicke enthilt eine
Struktur gebiindelter Mikrotubuli und assoziierter Proteine, den so genannten Mittelkorper.
Dieser ist entscheidend an der Regulation der Zytokinese beteiligt. SchlieBlich wird der
letzte Kontakt zwischen den Zellen, unter anderem durch Modulation der Zellmembran-
Zusammensetzung aufgeldst (Glotzer, 2001).

Die Regulation der Ereignisse in der M-Phase erfolgt in erster Linie iiber reversible
Phosphorylierung durch Cdk1/CyclinB sowie durch Proteinabbau. Phosphorylierungen
durch Cdk1/CyclinB leiten die Mitose ein, wohingegen der Abbau von CyclinB durch den
APC/C Cdkl in der Anaphase inaktiviert und so den Austritt aus der Mitose einleitet
(Peters, 2002). Um die oben beschriebenen komplexen Vorgénge zu orchestrieren, ist
jedoch ein Netzwerk weiterer regulatorischer Kinasen notwendig. Viele diese Kinasen sind
spezifisch in der M-Phase aktiv und werden daher als mitotische Kinasen bezeichnet.
Wichtige konservierte mitotische Kinasen sind Mitglieder aus den Familien der Polo,
Aurora und NIMA-Kinasen (Nigg, 2001).

Das markanteste Merkmal der Mitose ist der Spindelapparat, der komplexen
Organisations- und Regulationsmechanismen unterliegt, wie im nichsten Kapitel genauer

dargestellt wird.

Aufbau und Regulation der mitotischen Spindel

Mikrotubuli sind die strukturellen Bestandteile der mitotischen Spindel. Sie sind
dynamische Polymere, die aus o/f-Tubulin Dimeren aufgebaut sind (Desai und Mitchison,
1997). Bindung und Hydrolyse von GTP durch [p-Tubulin fithren zu einem
kontinuierlichen Ein- und Abbau von o/B-Tubulin Dimeren an den Enden der Mikrotubuli,
der so eine Polarisierung der Mikrotubuli bedingt. Mikrotubuli sind daher polare
Strukturen, mit einem schnell wachsenden Ende (Plusende) und einem langsam
wachsenden Ende (Minusende). Durch unterschiedliche Tubulin-Konzentrationen in der

Zelle und die Wirkung von Mikrotubuli-assoziierter-Proteinen (MAPs) wird diese
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Mikrotubuli-Dynamik beeinflusst, was zur dynamischen Instabilitdt der Mikrotubuli fiihrt
(Walczak, 2000; Desai und Mitchison, 1997).

Die Spindel selbst ist eine komplexe Anordnung von antiparallel orientierten hoch
dynamischen Mikrotubuli. Man kann verschiedene Typen von Mikrotubuli in der Spindel
unterscheiden: astrale Mikrotubuli, welche die Spindelpole mit der Zellkortex verbinden,
interkonnektierende Mikrotubuli, welche iiber Motorproteine in Kontakt mit Mikrotubuli
des anderen Spindelpols stehen, Kinetochor-Mikrotubuli (K-Fibers), welche die
Spindelpole und die Kinetochore verbinden und Mikrotubuli, welche die Spindelpole mit
den Chromosomen-Armen verbinden (Abb. 4) (Wittmann et al., 2001; Sharp et al., 2000;
Compton, 2000).

Aufbau Abbau

A Centriole grhrOmosomen
L ) "
Mikrotubuli S
® Kinetochore orticales
Net z werk

Abb. 4 : Aufbau der mitotischen Spindel.

a: interkonnetierende Mikrotubuli, b: astrale Mikrotubuli, ¢: chromosomale Mikrotubuli,
d: Kinetochor Mikrotubuli ; Modifiziert nach Sharp et al., 2000.

Die Mikrotubuli der mitotischen Spindel sind von den Mikrotubulus-
Organisationszentren (MTOCs), den Spindelpolen, organisiert, welche deren Minusenden
verankern (siche unten). Die Regulation der Verankerung und der Dynamik der
Mikrotubuli-Minusenden an den Spindelpolen ist duBlerst komplex und Gegenstand der
aktuellen Forschung. Ein wichtiger regulatorischer Mechanismus ist hier das
Zusammenspiel von Mikrotubuli stabilisierenden und destabilisierenden Faktoren, so

genannten ,Katastrophinen. Dies konnte explizit fiir die evolutiondr konservierten
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Proteine XKCM1 und XMAP215 aus Xenopus laevis gezeigt werden (Andersen und
Wittmann, 2002; Kinoshita et al., 2001; Tournebize et al., 2000). Proteine die mit diesen
Regulatoren interagieren, bilden ein regulatorisches Netzwerk. Die Transforming-Acid-
Coil-Coiled Proteine (TACC), deren Homolog in Drosophila melanogaster mit
Msps/XMAP215 assoziiert, sind ein Beispiel fiir solche essentiellen Komponenten der
mitotischen Spindel in Vertebraten (Piekorz et al., 2002; Lee et al., 2001).

Zur rdumlichen Trennung der Spindelpole in der Prometaphase und der spiten
Anaphase, sowie zur Vernetzung und Biindelung von Mikrotubuli, sind Krifte notwendig.
Diese werden von Motorproteinen generiert, welche Mikrotubuli binden und sich unter
ATP Hydrolyse gerichtet entlang dieser Mikrotubuli bewegen (Schliwa und Woehlke,
2003). Motorproteine spielen eine essentielle Rolle beim Aufbau und der
Aufrechterhaltung der Struktur der mitotischen Spindel (Scholey et al., 2003; Wittmann et
al., 2001). So sind Motorproteine alleine ausreichend, um Mikrotubuli in Astern zu
organisieren (Nedelec et al., 1997). Die Modellierung solcher Systeme in silico zeigt
ferner, dass die Dynamik der Mikrotubuli, sowie die Annahme eines bipolaren Motors,
ausreichend ist, um sogar spindelartige Strukturen zu generieren (Nedelec, 2002; Nedelec
et al., 2003). Der Aufbau der mitotischen Spindel ist somit ein weitgehend selbst-
organisierender Prozess, dem das Zusammenspiel von Mikrotubuli-Dynamik und
Motorproteinen zugrunde liegt.

Die ,,Sortierung* der antiparallelen, interkonnektierenden Mikrotubuli, welche die
Spindelstruktur bedingt, liegt ein Gleichgewicht aus dem Zusammenwirken von Minus-
und Plusende orientierten Motorproteinen zugrunde. Dies wurde am Beispiel des Kinesin-
dhnlichen Motors Eg5 gezeigt. Eg5 spielt eine essentielle Rolle in der Mitose, wobei
dessen Aktivitit an der Spindel im Gleichgewicht mit dem Kinesin-dhnlichen Protein
HSET steht (Blangy et al., 1995; Mountain et al., 1999). So bewirkt die Inhibition von Eg5
durch Antikorperinjektion beziehungsweise einen chemischen Inhibitor die Auflésung der
bipolaren Spindel (Blangy et al., 1995; Mayer et al., 1999).

Um die Funktion der Spindel sicherzustellen, unterliegt diese der Kontrolle durch
ein komplexes Netzwerk regulatorischer Aktivititen. Diese beinhalten neben der
Interaktion der Mikrotubuli mit MAPs und den Kinetochoren, auch die Nukleation der
Mikrotubuli an den Spindelpolen und reversible Protein-Phosphorylierung durch
mitotische Kinasen (Nigg, 2001). So werden wichtige Mikrotubuli-Regulatoren, wie Eg5
und der Mikrotubuli Destabilisierungsfaktor Stathmin/Op18 direkt iber Phosphorylierung
durch Cdk1 reguliert (Larsson et al., 1997; Blangy et al., 1995).
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Neben den Spindelpolen als wichtigste Mikrotubuli-Nukleationszentren existiert,
vor allem in meiotischen Systemen und Zellen mit acentrosomalen Polen, auch eine
Chromatin-vermittelte Mikrotubuli-Nukleation. Dies konnte fiir X.laevis Oozyten-
Zellextrakte etabliert werden, in denen mit DNA bestiickte Kiigelchen die Nukleation von
Mikrotubuli und schlieBlich die Ausbildung einer Spindel, ausgehend von diesen
Kiigelchen, induzieren (Karsenti und Vernos, 2001). Es wurde gezeigt, dass dies durch die
Rho dhnliche GTPase Ran reguliert wird. (Dasso, 2002; Kalab et al., 2002). Da der GTP-
Austauschfaktor fiir Ran (RCC1) Chromatin-gebunden vorliegt, wohingegen die GTPase
fiir Ran (RanGAP) primér ein Iosliches Protein ist (Trieselmann und Wilde, 2002), formt
sich ein Gradient aus RanGTP um die Chromosomen (Dasso, 2002; Kalab et al., 2002).
Dieser Mechanismus scheint jedoch vornehmlich in groen Zellen, wie X.laevis Oozyten
wichtig zu sein, in denen ein solcher Gradient auch experimentell nachgewiesen werden
kann (Kalab et al., 2002).

Faktoren, die iiber RanGTP reguliert werden, konnten isoliert werden. Das
Mikrotubuli bindende Protein TPX2 (Targeting Protein for Xklp2), ein Lokalisierungs-
Faktor fiir das Motorprotein Xklp2 in X.laevis (Wittmann et al., 1998; Wittmann et al.,
2000), und NuMA (Nuclear/Mitotic Apparatus Protein), ein essentielles Protein der
Spindelpole (Merdes et al., 1996), sind hierbei zentrale Komponenten. Sie sind in der
Interphase nukledre Proteine und liegen in der Mitose als Komplexe mit den Zellkern-
Importfaktoren Importin o/f vor. Durch RanGTP werden diese Komplexe aufgelost und
TPX2 beziehungsweise NuMA aktiviert (Wiese et al., 2001; Nachury et al., 2001; Gruss et
al., 2001). Neue Daten lassen vermuten, dass RanGTP auch in humanen Zellen ein
wichtiger Regulator der Spindelformation ist, wobei RanGTP auch Funktionen bei der
Regulation centrosomaler Komponenten, wie AKAP450, auszuiiben scheint (Gruss et al.,

2002; Keryer et al., 2003).

Centrosomen und der Centrosomen-Zyklus

Centrosomen wurden bereits 1875 von Walter Flemming als teilungsspezifische
Organelle der eukaryotischen Zelle beschrieben (Flemming, 1875) und Theodor Boveri
pragte, aufgrund ihrer Lage in der Interphasezelle, die Bezeichnung ,,Centrosom® (Boveri,
1888). Centrosomen sind in unterschiedlicher anatomischer Erscheinung und molekularer

Zusammensetzung in den meisten Eukaryoten, mit Ausnhame der meisten hoheren
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Pflanzen, zu finden. In der Béickerhefe (Saccharomyces cerevisiae), wird das
Centrosomen-Analogon entsprechend als Spindelpolkérperchen bezeichnet (Francis und
Davis, 2000). Centrosomen bilden das Mikrotubulus-Organisationszentrum der Zelle
(MTOC) und beeinflussen die Zellstruktur durch Nukleation zytoplasmatischer
Mikrotubuli (Kellogg et al., 1994; Kirschner und Mitchison, 1986). Interphasezellen
enthalten zunéchst ein einziges Centrosom, welches nahe am Kern gelegen ist und aus
zwei unterschiedlich modifizierten Centriolen, dem Mutter- und Tochtercentriol aufgebaut
ist (Abb. 5A). Die Centriolen in humanen Zellen bestehen aus neun Mikrotubuli-Triplets
und sind von einer elektronendichten Wolke, der pericentrioldre Matrix (PCM) umgeben
(Abb. 5A) (Bornens et al., 1987; Vorobjev und Nadezhdina, 1987; Preble et al., 2000). Die
PCM st ein fibrillires Netzwerk, welches als Verankerung fiir viele funktionelle
Komponenten dient (Schnackenberg und Palazzo, 1999). Ein wichtiger Bestandteil der
PCM ist y-Tubulin (Joshi et al., 1992) und der y-Tubulin Ringkomplex (y-TuRC)
(Dictenberg et al., 1998). Dieser reguliert die Nukleation und Verankerung der Mikrotubuli
in der PCM (Schiebel, 2000; Wiese und Zheng, 1999). Neben diesen essentiellen Proteinen
sind eine Reihe weiterer Proteine bekannt, welche in der PCM residieren, wobei eine
Charakteristik der meisten centrosomalen Proteine das Vorhandensein von coiled-coiled
Doménen ist (Andersen et al., 2003; Salisbury, 2003). Die Centrosomen werden in der S-
Phase semikonservativ dupliziert; Somit sind in der Gy-Phase und Mitose zwei
Centrosomen (mit je zwei Centriolen) vorhanden. Sie bilden die Spindelpole und

organisieren die bipolare mitotische Spindel (Abb. 5B).
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Abb. 5 : (A) Schematischer Aufbau eines Centrosoms. (B) Der Centrosomen-Zyklus.
Modifiziert nach Alberts et al., 2002 und Doxsey, 2001.
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Neben dem Kernzyklus besteht somit ein Centrosomen-Zyklus, der in die Phasen
Duplikation, Reifung und Separation unterteilt werden kann (Meraldi und Nigg, 2002). Es
ist hierbei entscheidend, dass die Centrosomen im Zellzyklus genau einmal dupliziert
werden. Um  dies sicherzustellen, unterliegt der Centrosomen-Zyklus der
Zellzykluskontrolle, vermittelt durch die Aktion von Cdk2 zusammen mit den Cyclinen-A
und -E (Winey, 1999; Meraldi und Nigg, 2002; Meraldi et al., 1999). Zusétzlich wird die
Regulation der Duplikation durch eine Reihe struktureller und regulatorischer Proteine
sichergestellt. So spielen das centrosomale Proteine e-Tubulin (Chang et al.,, 2003),
Phosphorylierung von Centrin-2 (Salisbury et al.,, 2002), sowie im Fadenwurm
Caenorhabditis elegans die Kinase ZYG-1 (O'Connell et al., 2001) und in X.laevis die
Calcium-Calmodulin Kinase II (CaMKII) und Calcium hierbei eine wichtige Rolle
(Matsumoto und Maller, 2002).

Die Separation der duplizierten Centrosomen in der G,-Phase unterliegt in erster
Linie der Kontrolle durch die NIMA verwandte Kinase Nek2 (Fry, 2002). Nek2 selbst wird
durch Cdk1 vermittelte Phosphorylierung einer Nek2 inaktivierenden Phosphatase aktiviert
(Fry, 2002). Nek2 phosphoryliert daraufthin C-Nap1, was zur Ubiquitin-abhéngigen Abbau
von C-Napl fiihrt (Fry, 2002). C-Nap1 lokalisiert in der Verbindung zwischen den beiden
Centrosomen und sein Abbau ermoglicht, dass die beiden Centrosomen sich voneinander
entfernen und die Spindelpole bilden (Faragher und Fry, 2003; Mayor et al., 2002).

Die Mikrotubuli der mitotischen Spindel zeigen, wie oben beschrieben, eine
wesentlich hohere Dynamik im Vergleich zu den Mikrotubuli aus Interphasezellen. Die
Centrosomen beziehungsweise die PCM, miissen daher in der Mitose unterschiedliche
Mikrotubuli-Nukleationseigenschaften als in der Interphase aufweisen. Die Modulation der
Nukleationseigenschaft erfolgt liber so genannte ,,Reifung® (Maturation) der Centrosomen
am Ende der G,-Phase. Dies fiithrt zur Rekrutierung von Komponenten der PCM, vor allem
y-Tubulin, sowie einer GroBenzunahme der Centrosomen. All dies fiihrt letztlich zu einer
erhohten Mikrotubuli Nukleationsaktivitit der Centrosomen. Fiir den Prozess der
Centrosomen-Reifung sind ebenfalls Phosphorylierungen von PCM Komponenten durch
die mitotischen Kinasen Cdkl1/CyclinB, Plk-1 und Aurora-A (siche unten) essentiell
(Blagden und Glover, 2003; Mayor et al., 1999). Zentrales Element der Regulation des
Centrosomen-Zyklus ist somit Protein-Phosphorylierung, welche auch, wie oben diskutiert,
fiir die Regulation wichtiger Spindelkomponenten und des Zellzyklus verantwortlich ist

(Mayor et al., 1999; Nigg, 2001).
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Obwohl die Centrosomen lange Zeit als essentielle Organisatoren der mitotischen
Spindel angesehen wurden, sind Centriole fiir die Organisation der Spindel per se nicht
notwendig. So bilden héhere Pflanzen und die Oozyten einiger Tiere, wie Mus musculus,
bipolare Spindeln mit acentrosomalen Spindelpolen. Die Organisation der Spindel ist
hierbei hauptsdchlich von den Komponenten der PCM und Motorproteinen abhingig. Dies
zeigt sich auch in humanen Zellen, welche noch normale bipolare mitotische Spindeln
bilden, wenngleich die Centrosomen durch Laser-Mikrochirurgie entfernt wurden
(Khodjakov und Rieder, 2001). Centrosomen sind jedoch notwendig fiir die Regulation
einer Vielzahl von Prozessen in unterschiedlichen Zellzyklusphasen, und es zeigt sich, dass
sie als Plattform fiir die Integration von Signaltransduktionsprozessen dienen (Doxsey,
2001). So zeigt die Depletion von Centrosomen iiber Laser-Mikrochirugie, dass die
Centrosomen wichtig fiir die Orientierung der Spindel, den Ablauf der Zytokinese und den
Wiedereintritt in die S-Phase sind (Khodjakov und Rieder, 2001). Wie die Centrosomen
diese Prozesse beeinflussen, ist derzeit nur fiir wenige Beispiele bekannt. Eines dieser
Beispiele ist die Regulation der Zytokinese, fiir welche eine gerichtete, Actomyosin-
abhingige Bewegung des Mutter-Centriols in den Mittelkorper beobachtet wurde (Ou und
Rattner, 2002; Piel et al., 2001). Wichtige mitotische Kinasen, wie Cdkl1-Cyclin-B,
Aurora-A und Plk1 lokalisieren am Centrosom, wobei diese Lokalisierung eine wichtige
Rolle bei der Regulation der Aktivierung dieser Kinasen spielt. Dies konnte explizit fiir die
Phosphorylierung von Cyclin-B1 durch Plk1 gezeigt werden (Jackman et al., 2003).

In Interphasezellen sind die Centrosomen zudem direkt an gerichteter
Zellbewegung, Zellpolaritit und Sekretion, wie zum Beispiel bei Zell-Zell Interaktionen im
Immunsystem, beteiligt (Doxsey, 2001). In Drosophila melanogaster scheinen sie ferner
auch in der Polymerisation von Aktin und im DNA-Damage-Checkpoint involviert zu sein

(Takada et al., 2003; Stevenson et al., 2001).

Die Familie der Aurora Protein-Kinasen

Der klangvolle Name dieser Familie mitotischer Kinasen ist abgeleitet von der
Bezeichnung des Naturereignisses der Polarlichter. Er wurde gewdhlt fiir das
Griindungsmitglied der Familie, die Aurora Kinase aus Drosophila melanogaster. Das
Aurora Gen wurde in einen genetischem Screen auf Mutanten mit Spindelpol-Defekten

isoliert (Glover et al., 1995). Wéhrend alle bis dato untersuchten unizelluldren Eukaryoten
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nur eine einzige Aurora Kinase besitzen, exprimieren hohere Eukaryoten wie
D.melanogaster und Caenorhabditis elegans zwei Aurora paraloge Proteine, Aurora-A und
Aurora-B, die auf unterschiedlichen Genen kodiert sind. Demgegeniiber sind in
Sdugetieren drei verschiedene paraloge Proteine aus der Aurora Familie exprimiert
(Carmena und Earnshaw, 2003).

Im menschlichen Genom existiert zusétzlich ein weiteres prozessiertes Aurora
Pseudogen (Kimura et al., 1997b). Aurora homologe Proteine sind dariiber hinaus auch in
Pflanzen zu finden. Da Homologe sogar in Einzellern mit sehr kleinen Genomen, wie
Encephalitozoon cuniculi (Genom: 2,5 Mb) zu finden sind, ist aufgrund ihrer starken
evolutiondren Konservierung davon auszugehen, dass sie in den meisten Organismen

essentiell sind (Abb. 6).

C.elegans (&ir-1]
D melanogaster

A gambiae
= pombe

A thaliana
_|__ Oryza sativa

Sus scrofa

] _[_ Rattus norvegicus
wenopus 1. (Eg2)

: H.zapiens (Aurora-2)

Takifugu rubripes

E. cuniculi

Leizhimanis

S.cerevisiae_iph

Abb. 6 : Dendrogramm Aurora(-A) homologer Proteine.

Die Nomenklatur dieser Kinasefamilie ist sehr uniibersichtlich; es hat sich jedoch
die Bezeichnung durchgesetzt, in welcher die drei in Sdugetieren vorkommenden Aurora
Kinasen als Aurora-A, Aurora-B und Aurora-C benannt werden (Nigg, 2001). Sie wird in
der vorliegenden Arbeit verwendet. Fiir Referenzen zu den Synonymen sei der Leser auf
einschlidgige Reviews und Datenbanken verwiesen (Nigg, 2001).

Aurora Kinasen sind funktionelle Serin-Threonin Proteinkinasen (EC 2.7.1.37),
deren Kinasedoméne eine Homologie zu Mitgliedern der PKA-Familie zeigt. Die Aurora-
Kinasen stellen jedoch eine eigenstindige Kinasefamilie dar, definiert durch die

spezifische =~ Konsensussignatur  ,,DFGWSxxxxxxxRxTxCGTxDYLPPE*“ in der
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katalytischen Doméne (Abb. 7) (Giet und Prigent, 1999). Die im Carboxylterminus
gelegenen katalytischen Doménen der verschiedenen Aurora Typen, sind untereinander
sehr stark konserviert (71 % Identitdt zwischen der humanen Aurora A-, B-
Kinasedomine). Demgegeniiber divergiert der amino- und der letzte carboxyterminale
Bereich der verschiedenen Mitgliedern stark. Im aminoterminalen Bereich existieren
jedoch, je nach Typ zwei bis drei, konservierte Motive, die als Aurora-Boxen bezeichnet
werden (Bischoff und Plowman, 1999; Katayama et al., 2003). Die Funktion dieser
konservierten Doménen ist, bis auf die Ausnahme von Aurora-A (sieche unten), derzeit
noch nicht bekannt. Im carboxyterminalen Bereich der Kinasedomédne aller Aurora
Mitglieder, ist ferner eine konservierte D-Box (Destruction Box) vorhanden (Abb. 7).
Zumindest fiir Aurora-A konnte gezeigt werden, dass diese Doméne funktionell ist und den

Abbau der Kinase reguliert (Castro et al., 2002a; Honda et al., 2000; Taguchi et al., 2002).

Aktivierungssignatur
DFGWSVH-P-—---R- T*-CGTLDYLPPE

A-Box/DAD

51
XXXXRXLXPS NX

D-Box
LLXXXPXXRXXLXXXXXHPW

Aurora A

Aurora B

Aurora C

. Katalytische . Aktivierungs- . Degradations-
Domaéane signatur motiv

Abb. 7 : Struktur der humanen Aurora-A -B und —-C Kinasen.

Schematischer Aufbau der drei Aurora Kinasetypen. Modifiziert nach Carmena und Earnshaw, 2003.

Alle Aurora Kinasen sind maximal in der Mitose exprimiert und lokalisieren
typenspezifisch an unterschiedliche mitotische Substrukturen, wie der mitotischen Spindel,
den Centrosomen bezichungsweise Spindelpolkdrperchen und den Kinetochoren (Carmena
und Earnshaw, 2003). Aurora Kinasen sind in der Kontrolle des Centrosomen- und des
Kernzykluses involviert (Andrews et al., 2003). So haben sie eine zentrale Rolle in der

mitotischen Progression und werden fiir den Ablauf der Zytokinese benotigt (Carmena und
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Earnshaw, 2003). Die exakte Lokalisation und Funktion der verschiedenen Vertreter der
Familie der Aurora-Kinasen soll im Folgenden ndher erldutert werden.

Wie oben erwéhnt, exprimieren auch Algen und hohere Pflanzen Aurora Homologe
Proteine. Der einzige, bisher charakterisierte, funktionelle Vertreter aus dieser Gruppe ist
CALK (Chlamydomonas Aurora/Ipllp-like Protein Kinase) aus der Griinalge
Chlamydomonas reinhardtii (Pan und Snell, 2003; Pan und Snell, 2000).

Das Aurora Homolog IPL1 (increase-in-ploidy 1) der Béckerhefe Saccharomyces
cerevisiae ist eines der Griindungsmitglieder der Aurora-Kinasefamilie und die einzige in
S.cerevisiae exprimierte Aurora Kinase. Sie wurde in einen Screen auf Chromosomen-
Missegregation identifiziert (Chan und Botstein, 1993). Die Regulation der Kinaseaktivitét
von Ipllp ist duBert komplex. Die beiden wichtigsten Regulatoren sind die
Proteinphosphatase 1 (PP1) mit deren regulatorischen Untereinheit Glc7p und das Slil5
Protein. Negative Regulation erfolgt durch Dephosphorylierung von Ipllp durch Glc7p
(Francisco und Chan, 1994; Francisco et al., 1994). Demgegeniiber wird Ipllp durch
Bindung an Slil15p aktiviert (Kim et al., 1999) (Kang et al., 2001). Slil5p ist ein Homolog
des Inner-Centromere-Proteins (INCENP) aus Vertebraten. Erste Hinweise auf die
Funktion von Ipllp lieferten Mutanten, bei denen eine veridnderte Mikrotubuli-Interaktion
an den Kinetochoren beobachtet wurde (Biggins et al., 1999). Dass Ipllp eine Funktion in
der Regulation der Interaktion der Mikrotubuli mit den Kinetochoren hat, bestitigte die
Beobachtung, dass sowohl Ipllp als auch seine Substrate und Bindungspartner Slil5p und
Damlp an Kinetochore lokalisieren und direkt an Mikrotubuli binden kénnen (Kim et al.,
1999; Kang et al., 2001).

Weiterfithrende Studien zeigten, dass Ipllp in der Spindel-Checkpoint Antwort
involviert ist und als Sensor die Spannung an Mikrotubuli-gebundenen Kinetochoren
tiberwacht (Biggins und Murray, 2001). Dies konnte durch elegante Studien bestdtigt
werden, die zeigen, dass Phosphorylierungen von Damlp und weiteren Komponenten des
Dam1-Komplexes durch Ipllp essentiell fiir die bipolare Verankerung der Chromosomen
an die Spindel ist (Tanaka et al., 2002b; Shang et al., 2003; Cheeseman et al., 2002).

Interessant, vor allem im Hinblick auf die Funktion der Ipllp orthologen Kinasen
ist, dass Ipllp auch den Austritt aus der Mitose reguliert. Die Kinaseaktivitidt von Ipllp
steigt in der Anaphase und Ipllp lokalisiert an die Enden interpolarer Mikrotubuli an der
Spindel Mittelzone (,,Spindle Midzone®). Hier ist die Kinase fiir den Abbau der
mitotischen Spindel notwendig und co-lokalisiert mit Substraten wie Ndc10p (Buvelot et

al., 2003).
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Die Spalthefe Schizosaccharomyces pombe, exprimiert ebenfalls nur ein einziges
Aurora Homolog, Arklp. Arklp lokalisiert ebenfalls an die mitotische Spindel (Petersen et
al., 2001) und scheint Ipllp in seiner Funktion und Regulation sehr dhnlich. So wird auch
fiir Arklp eine Funktion als Spannungssensor an den Kinetochoren angenommen (Petersen
und Hagan, 2003).

Die meisten Aurora Kinasen unizellulirer Eukaryoten sind somit wichtige
Regulatoren der Kinetochor-Funktion, des Spindel-Checkpoints und der mitotischen
Spindel. Diese Funktionen haben sich im Laufe der Evolution vermutlich getrennt, so dass
in Organismen, welche mehrere Aurora paraloge Kinasen exprimieren, Aurora-A primér in
der Regulation der Spindel involviert ist, wihrend Aurora-B hauptséchlich die Funktion in
der Regulation der Kinetochor/Mikrotubuli Interaktion und der Zytokinese iibernommen
hat (Giet und Prigent, 1999). Demgegeniiber hat Aurora-C anscheinend eine Meiose-
spezifische Funktion (Kimura et al., 1999).

Die Aurora-B Kinase ist in Sdugetieren vor allem im Thymus und weiteren
teilungsaktiven Geweben exprimiert (Kimura et al., 1998; Bischoff et al., 1998). Die
mRNA, der Proteinspiegel und die Kinaseaktivitit sind in der Mitose hoher als in der
Interphase (Kimura et al., 1998; Bischoff et al., 1998). Regulation der Aurora-B
Kinaseaktivitét erfolgt analog zu Ipllp durch Autophosphorylierung und Wechselwirkung
mit Bindungspartnern, sowie iiber Protein-Abbau am Ende der Mitose (Bischoff et al.,
1998; Terada et al., 1998). Wie genau Aurora-B am Ende der Mitose abgebaut wird, ist
derzeit nicht bekannt. Uberraschenderweise scheint dies jedoch unabhingig vom APC/C
reguliert zu sein (Castro et al., 2002b).

Im Einklang mit einer Funktion im Spindel-Checkpoint, ist Aurora-B in der Pro-,
Prometa- und Metaphase an den Kinetochoren und in der Anaphase am so genannten
Mittelkorper lokalisiert (Bischoff et al., 1998). Eine solche Lokalisation ist typisch fiir die
chromosomalen Passenger-Proteine, zu welchen neben Aurora-B die Proteine INCENP,
TD-60 und Survivin zdhlen (Adams et al., 2001a). Diese Lokalisation von Aurora-B ist
abhingig von der Kinaseaktivitit (Honda et al., 2003).

Aurora-B liegt in der Zelle als Komplex mit den Proteinen INCENP und Survivin
vor (Bolton et al., 2002). Die Interaktion von Aurora-B und Survivin wird anscheinend vor
allem iiber INCENP vermittelt (Bolton et al., 2002). Diese Komplexbildung mit Aurora-B
ist fiir die Lokalisation von Aurora-B und vice versa fiir die Lokalisierung von INCENP
und Survivin essentiell (Adams et al., 2001a; Terada et al., 1998; Adams et al., 2000;
Wheatley et al., 2001). Die Bindung von INCENP an Aurora-B aktiviert ferner die
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Kinaseaktivitit von Aurora-B in vitro, wobei Phosphorylierung von INCENP durch
Aurora-B deren Aktivitét steigert (Bishop und Schumacher, 2002; Honda et al., 2003).
Diese Aktivierung von Aurora-B ist durch (auto)Phosphorylierung vermittelt, da
Behandlung dieses Komplexes mit Phosphatasen die Kinaseaktivitit von Aurora-B
eliminiert (Bishop und Schumacher, 2002; Honda et al., 2003). Die Interaktion mit
Survivin steigert ferner die Kinaseaktivitdt dieses Komplexes in vivo, wobei Survivin
alleine nicht ausreichend ist, um Aurora-B in vitro zu aktivieren (Honda et al., 2003; Chen
et al., 2003).

Um die Funktion von Aurora-B zu ergriinden, wurde Aurora-B in verschiedenen
Organismen depletiert beziehungsweise inaktiviert. Injektion von Aurora-B Antikérpern in
X.laevis XTC Zellen fiihrt zur Umstrukturierung des Mikrotubuli-Netzwerkes und der
Destabilisierung der Kinetochor-Mikrotubuli. Ferner sind hierbei Fehler in der
Metaphasenplatten-Anordnung der Chromosomen und die Inaktivierung des Nocodazol-
induzierten Spindel-Checkpoints zu beobachten (Kallio et al., 2002). Antikorper Injektion
in Oocyten-Extrakte zeigt ferner, dass Aurora-B fiir die Etablierung und Aufrechterhaltung
des Spindel-Checkpoints notwendig ist (Kallio et al., 2002). Depletion der humanen
Aurora-B Kinase iiber siRNA sowie Inhibition der Kinaseaktivitdt mit dem spezifischen
Inhibitor ,,Hesperadin® bestitigen eine Funktion von Aurora-B im Spindel-Checkpoint und
in der Zytokinese (Hauf et al., 2003). Ferner konnte durch diese Studien gezeigt werden,
dass die Destabilisierung der Kinetochor-Mikrotubuli durch Aurora-B notwendig ist,
diejenigen Mikrotubulibindungen an den Schwester-Kinetochoren aufzuldsen, die mit nur
einem Spindelpol verbunden sind (syntelische Bindung). Hierdurch kann der Spindel-
Checkpoint an solchen monoorientierten Chromosomen aktiviert werden (Hauf et al.,
2003). Studien mit einem weiteren Aurora-A und -B spezifischen Inhibitor (ZM447439)
zeigen, dass Aurora-B Kinaseaktivitdt zudem essentiell fiir die Rekrutierung der Spindel-
Checkpoint Komponenten BubR1, Mad2 und CENP-E an die Kinetochoren und die
Phosphorylierung von BubR1 ist (Ditchfield et al., 2003). Aurora-B phosphoryliert an den
Kinetochoren des weiteren die Proteine Survivin, INCENP, Histon H3 und CENP-A
(Crosio et al., 2002; Goto et al., 2002). Aurora-B beeinflusst somit den Spindel-Checkpoint
iiber die Rekrutierung und Modifikation dieser evolutionér konservierten Proteine. Zudem
wird fiir Aurora-B eine Funktion als Spannungs-Sensor an den Kinetochoren
angenommen, wobei Survivin essentiell fiir diese Funktion ist (Lens et al., 2003).

Aurora-B ist dartiber hinaus ein wichtiger Regulator der Zytokinese. Hierbei spielt

die Rekrutierung von Aurora-B an den Mittelkorper, vermittelt durch Phosphorylierung
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von CENP-A, eine entscheidende Rolle (Zeitlin et al., 2001). Fehler in der Zytokinese sind
auch nach Uberexpression einer katalytisch-inaktiven Form von Aurora-B in humanen
Zellen, sowie nach siRNA von Aurora-B in D.melanogaster zu beobachten (Tatsuka et al.,
1998; Terada et al., 1998; Adams et al., 2001¢c; Giet und Glover, 2001). Dieser dominant
negative Phanotyp impliziert, dass die Phosphorylierung von Aurora-B Substraten fiir den
Abschluss der Zytokinese notig ist. Weitere Kandidaten fiir solche Aurora-B Substrate sind
die Typ II intermedidren Filament-Proteine Vimentin, Desmin und GFAP, fiir die eine
Rolle in der Formation des kontraktilen Rings angenommen wird. Aurora-B reguliert durch
Phosphorylierung negativ die Polymerisations-Dynamik dieser Filament-formenden
Proteine (Goto et al., 2003; Kawajiri et al., 2003).

Neben der Regulation der Polymerisierung von intermedidren Filamenten scheint
Aurora-B die Zytokinese ferner iiber die Lokalisierung des Centralspindlin-Komplexes an
der Teilungsfurche zu kontrollieren. Dieser evolutiondr konservierte, tetramere Komplex
enthélt das Kinesin Mklp1, sowie MgcRacGAP, ein GTPase aktivierendes Protein (GAP),
welches den Aktinmodulator Rho reguliert (Mishima et al., 2002). GTPasen des Rho Typs
sind entscheidend fiir den Ablauf der Zytokinese. Aurora-B ist in diesen Prozess involviert,
indem es MgcRacGAP phosphoryliert, wodurch die MgcRacGAP Aktivitét zugunsten von
Rho moduliert wird (Minoshima et al., 2003). Aurora-B fungiert neben der oben
beschriebenen Funktion im Spindel-Checkpoint somit auch als ein wichtiger Regulator der
Zytokinese.

Interessanterweise ist Aurora-B in einigen humanen Tumoren iiberexprimiert, was
oft mit einer Uberexpresssion ihres Aktivators INCENP korreliert (Adams et al., 2001b).
Es wird diskutiert, dass ein moglicher kanzerogener Effekt von Aurora-B durch Histon H3
Phosphorylierung und/oder die Induktion von Zytokinesedefekten vermittelt ist (Ota et al.,
2002; Tatsuka et al., 1998).

In Vertebraten ist neben Aurora-A und -B ein Drittes Aurora Ortholog, die Aurora-
C Kinase exprimiert (Bernard et al., 1998). Aurora-C ist spezifisch in Testis, jedoch auch
in einigen Tumorzelllinien wie der Cervixkarzinom-Zelllinie HeLa exprimiert. Aurora-C
lokalisiert in HeLa Zellen in der Anaphase und Zytokinese an den Centrosomen (Kimura et
al., 1999). Die Aurora-C Kinaseaktivitit ist ebenfalls iiber Phosphorylierung reguliert. So
ist die Protein-Kinase A (PKA) in vitro ein negativer Regulator der Mus musculus
Aurora-C Kinase (Chen et al., 2003). Man kann spekulieren, ob Aurora-C aufgrund des

Expressionsmusters primar an der Organisation meiotischer Prozesse beteiligt ist.
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Die humane Aurora-A Kinase, die Gegenstand dieser Arbeit ist und weitere Aurora-A
Orthologe, sollen im folgenden Kapitel im Detail diskutiert werden. Die wichtigsten
Funktionen der eben diskutierten Aurora Kinasen sind hier nochmals kurz

zusammengefasst:

Organismus Aurora Kinase Funktion Substrate/Interaktoren
C. reinhardtii CALK Gametenentwicklung Kinesin Il
S.cerevisiae Ipl1 Kinetochor Dam1 Komplex
Spannungssensor Ndc80 Komplex
Sli15p,
Mikrotubuli / Kinetochor ~ Ndc10p
Interaktion
Spindel-Abbau Ndc10p (?)
S.pombe Arkl Kinetochor Piclp (INCENP)
Spannungssensor Birlp (Survivin)
C.elegans Aurora-B
D.melanogaster Mikrotubuli / Kinetochor ~ INCENP
H. sapiens Interaktion Survivin
M.musculus
Zytokinese Cenralspindlin
Typ lll intermediére
Filamente
Chromosomen Histon H3 (?)
Kondensation (?)
H. sapiens Aurora-C Meiose (?) ?
M.musculus

Tab. 1 : Zusammenfassung der wichtigsten Funktionen der Aurora und Aurora-B Kinasen.

Die Aurora-A Protein-Kinase

Aurora-A Homologe Kinasen aus den Spezies C.elegans (Air-1), D.melanogaster
(Aurora), X.laevis (Eg2), M.musculus (Aik2) und H.sapiens (Stk15) sind auf molekularer
Ebene nédher charakterisiert worden. Alle diese Kinasen zeigen eine zellzyklusabhédngige
Regulation der Expression, mit maximaler Expression in der Mitose. Ebenso lokalisieren
sie ab der G,-Phase an die Centrosomen und die mitotische Spindel.

Das humane Aurora-A Gen ist auf Chromosom 20q13.31 (Ensembl cytogenetic
band) gelegen. Es entspricht einem 22,8 kb genomischen Bereich mit 10 Exonen, welcher
ein 2,23 kb Transkript ergibt (GeneCards, RZPD). Das Gen kodiert fiir ein Protein von 403
Aminosduren und einem berechneten Molekulargewicht von 47,5 kDa. Die Aurora-A
mRNA wird in menschlichen Zellen {iber den Transkriptionsfaktor E4ATF1 induziert und ist

zellzyklusabhédngig, durch ein CDE/CHR (cell-cycle-dependent element/cell-cycle gene
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homology region) Repressorelement reguliert (Tanaka et al., 2002a). Zusitzlich ist
moglicherweise alternatives Splicen der 5° untranslatierten Region (UTR) an der
Regulation der Expression beteiligt (Shin et al., 2000).

Die Aurora-A Kinase ist komplex reguliert. So spielen Protein-Abbau,
posttranslationale Modifikation und Interaktion mit Modulatoren eine wichtige Rolle
(Abb. 8). Aurora-A wird am Ende der Mitose iiber Ubiquitin vermittelten Degradation
durch den APC/CE™! Komplex abgebaut (Castro et al., 2002a; Honda et al., 2000; Taguchi
et al.,, 2002). Die Ubiquitinierung von Aurora-A ist durch ein neu identifiziertes
Degradationselement, die so genannte Aurora-Box (A-Box) (,,RXLxPSN*“ AS 42-53 der
humanen Aurora-A) vermittelt (siche Abb. 7) (Castro et al.,, 2002b; Littlepage und
Ruderman, 2002). Demgegeniiber ist die im Aminoterminus der Aurora-A Kinasen
enthaltene KEN-Box fiir die Polyubiquitinierung von Aurora-A nicht essentiell (Arlot-
Bonnemains et al., 2001; Taguchi et al., 2002). Die A-Box aktiviert eine carboxyterminal
gelegene D-Box, welche fiir sich selbst nicht ausreichend fiir den Abbau von Aurora-A ist
und wird daher auch als ,,D-Box activating domain® (DAD) bezeichnet (Castro et al.,
2002b). Der Abbau von Aurora-A wird durch Phosphorylierung der A-Box an einem
konservierten Serinrest (S53), eventuell autokatalytisch, reguliert (Haydon et al., 2003;
Littlepage et al., 2002; Littlepage und Ruderman, 2002). Hierbei blockiert
Phosphorylierung von Serin 53 den Abbau von Aurora-A in X.laevis Oozyten-Extrakten
(Littlepage und Ruderman, 2002).

Die Regulation des Aurora-A Protein-Abbaus scheint zudem {iber Wechselwirkung
mit Proteinen, wie AIP (Aurora-A Kinase Interacting Protein), welches einen erhohten
Abbau des humanen Aurora-A Proteins bewirkt, reguliert zu sein (Kiat et al., 2002).
Obwohl Aurora-A durch den APC/C™" abgebaut wird, ist fiir die humane Aurora-A auch
eine Interaktion mit der APC/C Untereinheit Cdc20 gezeigt (Farruggio et al., 1999). Die
exakte biologische Funktion dieser Interaktion ist jedoch nicht bekannt.

Neben dem Proteinspiegel ist auch die enzymatische Aktivitit von Aurora-A
zellzyklusabhdngig reguliert. Autophosphorylierung an einem konservierten Threonin im
T-loop von Aurora-A (T288 bei H.sapiens), fiihrt zur Aktivierung der Kinase. Diese Stelle
ist die wichtigste aktivierende Autophosphorylierungsstelle in Aurora-A (Eyers und
Maller, 2003). Ahnlich wie bei Ipllp in S.cerevisiae, wird auch die humane Aurora-A
Kinase durch die Proteinphosphatase PP1 an der Aktivierungsstelle T288 dephosphoryliert
und hierdurch inaktiviert (Abb. 8) (Walter et al., 2000; Katayama et al., 2001).
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Transkription
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Abb. 8 : Schematische Darstellung der wichtigsten Regulationsmechanismen von Aurora-A.

Dies wird vermittelt durch direkte Bindung von PP1 an zwei konservierte PP1-
Bindungsstellen in Aurora-A (AS 162-165 und 343-346) (Katayama et al., 2001). Durch
massenspektrometrische Analyse von in meiotischen X.laevis Extrakten inkubierter
rekombinanter Aurora-A Kinase aus X.laevis konnten weitere Phosphorylierungsstellen in
Aurora-A ermittelt werden. Hierbei wurde neben der Autoaktivierungsstelle im T-loop
(hier T295) und S53 in der A-Box, noch eine weitere Phosphorylierungsstelle an Serin
349, in der katalytischen Doméne der Kinase, identifiziert (Littlepage et al., 2002). Diese
Aminosdure ist in rekombinanter X.laevis Aurora-A autophosphoryliert (Haydon et al.,
2003). Mutation von Serin 394 zu Asparaginsdure, blockiert die Kinaseaktivitit,
wohingegen die Mutation zu Alanin die Kinaseaktivitit nur geringfiigig beeinflusst. Dies
impliziert, dass dieser Aminosdurerest fiir die Regulation der Kinase wichtig ist,
beziehungsweise eine strukturell empfindliche Stelle darstellt (Littlepage et al., 2002).

Als ein weiterer Regulator der Aurora-A Kinaseaktivitdt kommt der Cdk1-Cyclin-B
Komplex in Betracht. Studien mit CDK Inhibitoren zeigen, dass Cdk1-Cyclin-B, fiir die
Aktivierung der humanen Aurora-A Kinase notwendig sein konnte (Marumoto et al.,

2002). In meiotischen Systemen, wie X.laevis Oozyten-Extrakten, scheint die Aurora-A
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Aktivitdt und Phosphorylierung ebenfalls von funktioneller Cdk1 abhingig zu sein (Maton
et al., 2003). Aurora-A ist jedoch kein direktes Substrat von Cdkl (Maton et al., 2003;
Marumoto et al., 2002). Cdk1 scheint somit die Aktivitit von Aurora-A indirekt, eventuell
tiber Inaktivierung von PP1 durch Phosphorylierung zu regulieren (Maton et al., 2003;
Marumoto et al., 2002).

Die Kinaseaktivitit von Aurora-A kann neben der Regulation durch
Phosphorylierung auch durch Wechselwirkung mit Bindungspartnern reguliert werden
(Tab. 2). So wurde in einem biochemischen Screen in X.laevis das Mikrotubuli-assoziierte
Protein TPX2 als Aktivator der X.laevis Aurora-A Kinase identifiziert (Eyers et al., 2003).
Da auch in anderen Vertebraten TPX2 homologe Proteine vorkommen, konnte TPX2 ein
konservierter Regulator der Aurora-A Kinaseaktivitdt sein. Ferner ist fiir das humane LIM-
Dominen Protein Ajuba, welches im Yeast-Two-Hybrid mit Aurora-A interagiert,
beschrieben, dass es die Aktivitdt der centrosomalen Aurora-A positiv beeinflusst (Hirota
et al., 2003). Neben diesen Aktivatoren sind auch Proteine isoliert worden, die Aurora-A
durch Bindung inaktivieren. So ist fiir den Tumorsupressor p53 eine Bindung an die
humane Aurora-A Kinase gezeigt, die zur Hemmung der Kinaseaktivitit fithrt (Chen et al.,
2002; Katayama et al., 2004). Eine negative Regulation der Aurora-A Kinaseaktivitdt ist
ebenso flir RasGAP gezeigt, welches iiber seine SH3-Doméne mit Aurora-A interagiert
(Gigoux et al., 2002).

Um einen weiteren Einblick in die Regulation von Proteinkinasen zu erhalten, ist
die Analyse der Proteinstruktur oft hilfreich. Die Struktur der humanen Aurora-A Kinase-
Domiéne konnte durch Rontgenstrukturanalyse im autophosphorylierten und im
unphosphorylierten Zustand aufgeklédrt werden (Bayliss et al., 2003; Cheetham et al., 2002;
Nowakowski et al., 2002). Sie zeigt ein klassisches Proteinkinase-Faltungsmuster mit
einem [-Faltblatt dominierten aminoterminalen Lobus und einem a-helikalen
carboxyterminalen Lobus, die das aktive-Zentrum und den katalytischen Spalt bilden (Abb.
9) (Bayliss et al., 2003; Cheetham et al., 2002; Nowakowski et al., 2002). Aurora-A ist in
threr Gesamtstruktur den SRC Tyrosin Kinasen und Serin-Threonin-Kinasen der AGC-
Familie sehr &hnlich. Aurora-A besitzt jedoch eine spezifische Koordination der

katalytische Doméne (Cheetham et al., 2002; Nowakowski et al., 2002).
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Abb. 9 : Schematischer Aufbau der Aurora-A Kinase und Struktur der katalytischen Doméne.

Die Lage der katalytischen Doméne sowie der A-Box und der D-Box sind dargestellt (oben). Struktur der
humanen Aurora-A Kinase-Doméne: Banderdiagramm der Struktur der katalytischen Doméne (links) und die
berechnete molekulare Oberfldche (rechts) sind dargestellt. Verwendete Koordinaten: 10L7 (PDB). Die
Visualisierung wurde mit Pymol generiert und editiert.

Die humane Aurora-A Kinase und die orthologen Kinasen aus C.elegans,
D.melanogaster und X.laevis zeigen ein einheitliches Lokalisierungsmuster. Aurora-A
lokalisiert in der G,- und der M-Phase an die Centrosomen, sie dekoriert in der Mitose
zusitzlich die Spindel-Mikrotubuli und ist in der Zytokinese neben den Centrosomen auch
am Mittelkorper nachzuweisen (Berdnik und Knoblich, 2002; Bischoff et al., 1998; Giet et
al., 1999b; Schumacher et al., 1998). Die centrosomale Lokalisation von Aurora-A ist
dabei unabhéngig von der Kinaseaktivitit (Giet und Prigent, 2001; Giet et al., 2002). In
menschlichen Zellen ist die Lokalisation von Aurora-A an den Spindelapparat ein
dynamischer Prozess, wobei die Austauschrate der centrosomalen Aurora-A mit dem
zytoplasmatischen Pool bei nur etwa 3 Sekunden liegt (Stenoien et al., 2003). In X.laevis
ist die centrosomale Lokalisation von Aurora-A zudem Mikrotubuli-unabhingig (Giet und
Prigent, 2001). Studien in X.laevis und mit humanen Zellen versuchten zu kldren, welche
Doméne von Aurora-A fiir die spezifische centrosomale Lokalisation verantwortlich ist.
Fiir die X.laevis Aurora-A Kinase (Eg2) wurde hierbei die divergente aminoterminale
Domine (AS 1-138) als centrosomales Lokalisationssignal kartiert (Giet und Prigent,

2001). Demgegentiiber wurde fiir die humanen Aurora-A Kinase eine intermedidre Doméne
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(AS 130-310) als Lokalisierungssignal kartiert (Stenoien et al., 2003). Rekombinante
Aurora-A aus X.laevis bindet in vitro kinaseunabhéngig direkt an Mikrotubuli (Giet et al.,
1999b; Roghi et al., 1998). Interessanterweise lokalisiert liberexprimierte humane Aurora-
A jedoch nicht an Interphase-Mikrotubuli in der Zelle (Meraldi et al., 2002). Aurora-A
scheint daher indirekt iiber die Bindung an Linkerproteine an Mikrotubuli und die
Centrosomen zu lokalisieren. Kandidaten fiir solche centrosomalen Linkerproteine sind die
Aurora-A Bindungspartner Centrosomin (CNN) in D.melanogaster sowie das LIM-
Dominen Protein Ajuba und eventuell das Tumorsupressorprotein NM23-H1 in humanen
Zellen (Hirota et al., 2003; Terada et al., 2003; Du und Hannon, 2002). Wie Aurora-A an
die Spindel-Mikrotubuli lokalisiert, ist nicht im Detail bekannt.

Aurora-A ist ein wichtiger Regulator der mitotischen Spindel und der Centrosomen
(Dutertre et al., 2002). So sind viele der bisher identifizierten Bindungspartner und
Substrate von Aurora-A Spindelproteine (Tab. 2) (Dutertre et al., 2002). In X.laevis ist
Aurora-A essentiell fiir den Aufbau einer bipolaren mitotischen Spindel, wie durch
Antikorperinjektions-Experimente in Oozyten-Extrakten gezeigt ist (Giet und Prigent,
2000). Fiir die Bildung der mitotischen Spindel ist hier die Kinaseaktivitit von Aurora-A
verantwortlich, da Injektion katalytisch inaktiver Kinase dominant negativ wirkt und zur
Bildung monopolarer Spindeln fiihrt (Giet et al., 1999b; Roghi et al., 1998). Ein dhnlicher
Phénotyp ist fiir einige Mutanten der D.melanogaster Aurora-A beschrieben, die ebenfalls
monopolare Spindeln formen (Glover et al., 1995). Antikorper-Zugabe zu X.laevis
Oozyten-Extrakten flihrt zur Auflosung bereits assemblierter bipolarer Spindeln in Astern,
ein Phénotyp, der dem der Inhibition des Spindelmotors Eg5 entspricht (Giet und Prigent,
2000; Mayer et al., 1999). Interessanterweise ist Eg5 ein Bindungspartner und Substrat der
X.laevis Aurora-A Kinase (Giet et al., 1999a). Dies legt nahe, dass die Funktion von
Aurora-A iiber Phosphorylierung von Spindelkomponenten, wie Eg5, vermittelt wird. Im
meiotischen Modellsystem X.laevis ist Aurora-A somit essentiell fiir den Aufbau des
Spindelapparates.

Im Nematoden C.elegans fiihrt die Depletion der Aurora-A Kinase (AIR-1) durch
RNAIi zu fehlerhaften bipolaren mitotischen Spindeln mit einer geringeren Mikrotubuli
Dichte (Schumacher et al., 1998). Detaillierte Untersuchungen von Aurora-A depletierten
Embryonen zeigen, dass dies auf einen Fehler im Prozess der Centrosomen-Reifung
zurlickzufiihren ist. Dies dufert sich dadurch, dass die perizentrioldren Proteine y-Tubulin,
Zyg-9 (XMAP215 Homolog) und CeGip (eine Komponente des y-TuRC) nicht mehr an

die Centrosomen rekrutiert werden konnen (Hannak et al., 2001). Weitere Details der
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Funktion von Aurora-A im Spindel-Aufbau-Prozess konnten durch RNAi Experimente in
D.melanogaster aufgeklart werden. Hierdurch konnte gezeigt werden, dass Aurora-A mit
dem centrosomalen Protein Centrosomin (CNN) interagiert, wobei die CNN Lokalisation
abhingig von Aurora-A ist. CNN rekrutiert seinerseits y-Tubulin an die Centrosomen und
reguliert so die Centrosomen-Reifung (Berdnik und Knoblich, 2002; Terada et al., 2003).
In D.melanogaster ist ferner auch die Regulation der Mikrotubuli-Dynamik an den
Centrosomen durch Aurora-A koordiniert. Dies wird iiber die Rekrutierung und
Phosphorylierung von d-TACC und seinem Bindungspartner, dem Mikrotubuli
stabilisierenden Protein Msps (ein Homolog zu XMAP215), vermittelt (Giet et al., 2002).
Depletion von Aurora-A fiihrt daher zu verkiirzten astralen Mikrotubuli und zur
Fehllokalisation von d-TACC (Giet et al., 2002). Es wurde hierauf ein interessantes Modell
vorgeschlagen, wonach die Aurora-A abhingige Rekrutierung von d-TACC, die
Interaktion von Msps mit Mikrotubuli-Minusenden stabilisiert und so zur Stabilisierung
der Mikrotubuli fiihrt (Lee et al., 2001). Es gibt auch in humanen Zellen Homologe zu
d-TACC. Humanes TACC3 ist ebenfalls ein Substrat und Bindungspartner von Aurora-A
(Gergely, 2002; Tien et al., 2003; Giet et al., 2002). Dies deutet an, dass d-TACC
Homologe Proteine weitere wichtige Ziele der Aurora-A Regulation an den Centrosomen
sind (Gergely, 2002).

Genetische Analysen in D.melanogaster legen nahe, dass Aurora-A ebenfalls an der
Centrosomen-Teilung beteiligt ist (Glover et al., 1995). So sind Spindelpole ohne
Centrosomen nach Aurora-A Depletion durch RNAi, beziehungsweise bei einigen
Aurora-A Mutanten in D.melanogaster Zellen, zu beobachten (Glover et al., 1995; Giet et
al., 2002). Auch in humanen Zellkulturen sind nach der Uberexpression von Aurora-A
multiple Centrosomen zu beobachten. Dies fiihrte zu dem Schluss, dass Aurora-A ein
Regulator der Centrosomen-Teilung und der Centrosomen-Duplikation ist (Zhou et al.,
1998). Befunde aus C.elegans und humanen Zellen zeigen jedoch, dass Aurora-A nicht in
allen Spezies an der Centrosomen-Teilung beziehungsweise —Duplikation beteiligt ist und
die detaillierte Untersuchung des Uberexpressionsphenotyps in humanen Zellen konnte
kldren, dass die beobachteten multiplen Centrosomen wahrscheinlich das Ergebnis von
Zytokinesedefekten sind (Meraldi et al., 2002; Schumacher et al., 1998). Ob Aurora-A
Kinaseaktivitét fiir diesen Prozess notwendig ist, wird derzeit kontrovers diskutiert, konnte
aber abhédngig vom verwendeten Modell-System und dem Expressionsniveau der Kinase
sein (Eyers und Maller, 2003; Littlepage und Ruderman, 2002; Anand et al., 2003; Meraldi
et al., 2002).
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Protein Substrat Bindung Assay Literatur
AIP1 Inhibitor Y2H Kiat et al., 2002
Ajuba X Aktivator Y2H,colP Hirota et al., 2003
Cdc20 X Y2H Farruggio et al., 1999
CNN X colP Terada et al., 2003
CPEB X Huang et al., 2002
Mendez et al., 2000
dTACC X X colP Giet et al., 2002
TACC3 Tien et al., 2003
Eg5 X X colP Giet et al., 1999a
MBD3 X X colP Sakai et al., 2002
NM23-H1 X Y2H,colP Du und Hannon, 2002
p53 X Inhibitor Y2H, colP Chen et al., 2002
(A-Box binding) Katayama et al., 2004
RasGAP Inhibitor Y2H Gigoux et al., 2002
TACC1 ? colP Conte et al., 2003
TPX2 X Aktivator colP Diese Arbeit
Eyers et al., 2003
Tsai et al., 2003

Tab. 2 : Substrate und Bindungspartner von Aurora-A.

colP: Co-Immunprézipitation, Y2H: Yeast-Two-Hybrid Screen.

Wie oben diskutiert, ist Aurora-A ein wichtiger Regulator des mitotischen
Spindelapparates. Aurora-A ist jedoch auch in der Regulation der frithen Entwicklung von
Vertebraten involviert. So wurde die X.laevis Aurora-A Kinase Eg2 urspriinglich in einem
Screen fiir mRNAs, die in der frithen Entwicklung reguliert werden, identifiziert (Paris und
Philippe, 1990). Es konnte gezeigt werden, dass Aurora-A ein wichtiges Element der
Progesteron abhingigen Oozyten-Reifung ist (Frank-Vaillant et al., 2000). Diese Funktion
von Aurora-A wird hauptsdchlich durch die Phosphorylierung des mRNA bindenden
Proteins CPEB und die hierdurch bedingte Polyadenylisierung und Translation von
gespeicherten mRNAs, wie c-mos, vermittelt (Mendez et al., 2000). Dies fiihrt in der Folge
zur Aktivierung der ERK/MAPK Kaskade und zur Reifung der Oozyten (Mendez et al.,
2000). Eine dhnliche Aurora-A abhingige Regulation der Translation ist auch fiir Maus
Oozyten berichtet (Hodgman et al., 2001). Aurora-A ist in Maus-Oozyten zudem maximal
in der Metaphase der Meiose II exprimiert und ist ein kritischer Regulator der meiotischen
Spindel (Yao et al., 2003). Aurora-A ist in X.laevis ferner am Ausstoflen des Polarkorpers
beteiligt und reguliert den Meiose I-II Ubergang (Castro et al., 2003). Da bei diesem

Prozess auch das Aurora-A Substrat Eg5 eine Rolle spielt, scheint Aurora-A diesen
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Vorgang iiber die Phosphorylierung von Eg5 zu vermitteln (Castro et al., 2003). Aurora-A
ist in X.laevis und eventuell weiteren Vertebraten somit ein zentraler Regulator der
Oozyten Reifung. Das humane CPEB Protein, welches im Menschen in Neuronen
exprimiert wird, wird ebenfalls von Aurora-A phosphoryliert (Huang et al., 2002). Es
wurde daher vorgeschlagen, dass Aurora-A ferner die Plastizitdt von Synapsen modulieren

konnte (Huang et al., 2002).

Aurora-A als Proto-Onkogen

Schon 1914 erkannte Theodor Boveri, dass maligne Entartung und das
resultierende Krankheitsbild Krebs ein ,,Zellproblem™ ist (Boveri, 1914). Er postulierte,
dass numerische Aberrationen des Chromosomensatzes (Aneuploidien) zu maligner
Entartung fiihren konnen (Boveri, 1914). In der Tat sind Aneuploidien charakteristisch fiir
die meisten humanen Tumoren. Aneuploidien sind zudem oft hoch variabel und fiihren zu
chromosomaler Instabilitidt (CIN) (Rajagopalan et al., 2003; Lengauer et al., 1998). Ein
hierdurch bedingter Verlust von Tumorsupressorgenen beziehungsweise Zugewinn von
Proto-Onkogenen kann maligne Entartung fordern (Hanahan und Weinberg, 2000). Eine
mogliche Ursache fiir eine solche Fehlsegregation des Erbmaterials sind multipolare
mitotische Spindeln, wie sie beim Vorhandensein von mehr als zwei Centrosomen
bezichungsweise von zusétzlichen acentrioldren Spindelpolen in der Mitose auftreten
konnen (Abb. 10). Diese ebenfalls von Theodor Boveri vorgeschlagene Hypothese gewinnt

heute wieder an Bedeutung (Nigg, 2002; Boveri, 1914).
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Abb. 10 : Mutilpolare Spindeln kénnen zu Aneuploidien fihren.

Ein diploider Chromosomensatz ist durch die Buchstaben a,b,c und d dargestellt. Nach Ausbildung einer
tetrapolaren Spindel wiirde bei einer Anordnung der Chromosomen wie in Fig.A gezeigt, eine Verteilung der
Chromatide wie in Fig.B resultieren, wenn Zytokinese zwischen allen Polen der Spindel erfolgt. (aus Boveri,
1914).
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Detaillierte Untersuchungen zeigen, dass Zellen mit mehr als zwei Centrosomen in
einer Vielzahl von humanen Tumoren vorkommen und dies ein friihes Ereignis in der
malignen Progression darstellt (Goepfert et al., 2002; Pihan et al., 2003; D'Assoro et al.,
2002). In Brustkrebs und Colonkarzinomen konnte ferner eine positive Korrelation,
zwischen der Centrosomenanzahl und Aneuploidien gezeigt werden (Ghadimi et al., 2000;
Lingle et al., 2002). Es konnte bisher jedoch nicht zweifelsfrei gekldrt werden, ob
Centrosomen-Anomalien nicht eventuell ein Folgeprodukt maligner Entartung darstellen
(Nigg, 2002).

Numerische Centrosomen Abberationen gehen hiufig mit einer verdnderten
Morphologie und Lage der Centrosomen in der Zelle einher (Lingle und Salisbury, 1999).
So sind oft eine erhdhte Grofle der Centrosomen, die Formation von acentrioldren Korpern
und ein verdnderter Phosphorylierungsstatus von PCM Komponenten zu beobachten. Da
die Uberexpression von PCM Proteinen, wie TACC, Pericentrin oder C-Nap1 in humanen
Zellen zu Spindeldefekten fiihrt, konnten die in Tumor-Zellen beobachteten
Verdnderungen von PCM Komponenten, chromosomale Instabilitidt zusétzlich zu férdern
(Gergely et al., 2000; Mayor et al., 2002; Purohit et al., 1999).

Fiir die humane Aurora-A Kinase ist gezeigt worden, dass sie in der Regulation der
Centrosomen involviert ist. So fiihrt Uberexpression von Aurora-A zu multiplen
Centrosomen (Zhou et al., 1998; Meraldi et al., 2002). Aurora-A kénnte somit multiple
Spindeln induzieren und so zu maligner Entartung der Zelle, wie oben beschrieben, fiithren.
In der Tat ist Aurora-A mit maligner Entartung assoziiert. So wurde Aurora-A
urspriinglich als ein Gen identifiziert, das in einer in humanem Brustkrebs héufig
amplifizierten genomischen Region auf Chromosom 20 (20q13.2) liegt (Tanner et al.,
1994; Tanner et al., 1995). Die klonierte cDNA ist urspriinglich entsprechend als ,,Breast
Tumour Activated Kinase* (BTAK) publiziert worden (Sen et al., 1997). Fiir eine Vielzahl
humaner Tumoren und Tumorzelllinien aus verschiedenen Geweben konnte experimentell
bestitigt werden, dass das Aurora-A Gen amplifiziert, beziehungsweise die Kinase
tiberhoht exprimiert ist (Tab. 3). Dies zeigt, dass die urspriinglich in Brustkrebs
beobachtete Amplifikation von Aurora-A nicht auf diese Krebsart beschrinkt ist.

Erhohte Expression der Kinase im Gewebe ist mit erhohter Kinaseaktivitit
korreliert (Gritsko et al., 2003). Die Uberexpression von Aurora-A fiihrt in vitro zu
neoplastischer Transformation von NIH3T3 Fibroblasten und Ratl Zellen (Zhou et al.,
1998; Bischoff et al., 1998). Es ist ferner gezeigt worden, dass Uberexpression von

Aurora-A in NIH3T3 Maus-Fibroblasten auch Tumore in Nackt-Méausen induzieren kann
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(Bischoff et al., 1998). Dass X.laevis Aurora-A ebenfalls NIH3T3 Zellen transformieren
kann und Tumore in Nackt-Miusen induziert, bestétigt die onkogene Eigenschaft der

Aurora-A Kinasen (Littlepage et al., 2002).

Tumor Aurora-A Material Publikation
Brustkrebs amplifiziert Patienten Proben Miyoshi et al., 2001;Sen et al.,
1997; Tanaka et al., 1999
Colon-Karzinom amplifiziert Patienten Proben Bischoff et al., 1998;
Zelllinien Zhou et al., 1998
Harnblasen Tumoren amplifiziert Patienten Proben Sen et al., 2002
Magen-Karzimone amplifiziert Patienten Proben Sakakura et al., 2001
Uberexprimiert
Nierenzell-Karzinom starkere Patienten Proben Ehara et al., 2003
Immunférbung
Non-Hodgkin-Lymphom amplifiziert Zelllinien Hamada et al., 2003
Ovar-Karzinom Uberexprimiert Patienten Proben Gritsko et al., 2003
erhdhte Aktivitat
Pankreas Tumoren amplifiziert Zellinien Li et al., 2003
Patienten Proben
Prostata-Karzinom amplifiziert Xenograft Tumor Bar-Shira et al., 2002

Tab. 3 : Aurora-A Status in ausgewahlten humanen Tumoren.

In Zellkulturen induziert die Uberexpression von Aurora-A Polyploidien, ausgeldst
durch Zytokinesedefekte (Littlepage und Ruderman, 2002; Anand et al., 2003; Meraldi et
al., 2002). Wohingegen fiir diese Polyploidisierung von Zelllinien die Kinaseaktivitit nicht
zwingend notwendig ist, scheint diese fiir die neoplastische Transformation von Zellen in
situ essentiell zu sein (Zhou et al., 1998; Bischoff et al., 1998; Meraldi et al., 2002;
Littlepage und Ruderman, 2002). Es wird diskutiert, dass Aurora-A induzierte
Polyploidisierung auch in humanen Tumoren eine Rolle spielt. So konnte gezeigt werden,
dass erhohte Aurora-A Expression und damit einhergehende erhohte Kinaseaktivitét, in
direktem Zusammenhang mit erhdhter chromosomaler Instabilitdt (CIN), Aneuploidie und
damit schlechter medizinischer Prognose stehen (Sakakura et al., 2001; Zhou et al., 1998;
Miyoshi et al., 2001; Hamada et al., 2003). Dass Aurora-A wichtig fiir den Prozess der
Zell-Transformation ist, zeigt ferner die Authebung des transformierenden Phinotyps von
Tumorzellen (MDA-435) durch die Inhibition der Aurora-A Uberexpression durch
Antisense-Konstrukte (Katayama et al., 2003). Eine vor kurzem abgeschlossene genetische
Studie, in der Aurora-A als Hautkrebs-Anfilligkeitsgen der Maus identifiziert wurde,
bestitigt Aurora-A zweifelsfrei als ein Proto-Onkogen (Ewart-Toland et al., 2003). Diese

Studie charakterisierte auch die humane Aurora-A Kinase und zeigte, dass ein
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Polymorphismus in der humanen Aurora-A (F31I) mit erhohtem Krebsrisiko assoziiert zu
sein scheint (Ewart-Toland et al., 2003).

Es stellt sich somit die Frage, wie Aurora-A funktionell als Onkogen wirkt. Das
Auftreten von polyploiden humanen Zellen mit supernumerischen Centrosomen nach
Uberexpression von Aurora-A ist abhiingig vom p53 Status der Zelle (Meraldi et al., 2002).
Der Verlust von funktionellem p53 ist hierbei fiir das Uberleben von Zellen mit
Zytokinesedefekten wichtig, da Zellen mit solchen Defekten sonst arretieren oder
absterben. Dies ist zu erkliren mit dem Verlust eines p53 abhingigen ,,Tetraploidy-
Checkpoints® in der Gj-Phase (Cross et al.,, 1995), wodurch die Zellen nach
Zytokinesedefekten, wie sie durch die Uberexpression von Aurora-A induziert werden, im
Zellzyklus fortfahren konnen. Diese Zellen konnen wieder in die S-Phase eintreten und
thren Centrosomensatz verdoppeln, was so zu den beobachteten supernumerischen
Centrosomen fiihrt (Borel et al., 2002; Meraldi et al., 2002).

Ein alternatives Modell fiir die p53 abhédngige Suppression von Aurora-A
induzierter Centrosomen-Amplifikation wurde von Chen und Mitarbeitern aufgestellt. Sie
identifizierten p53 als Bindungspartner der aminoterminalen Aurora-Box von Aurora-A
und konnten zeigen, dass p53 die transformierende Eigenschaft von Aurora-A in NIH3T3
Zellen inhibiert (Chen et al., 2002). Uber in vitro Versuche kommen sie zu dem Schluss,
dass dies durch negative Beeinflussung der Kinaseaktivitit von Aurora-A durch die p53
Bindung bedingt ist (Chen et al., 2002). Demgegeniiber wurde kiirzlich gezeigt, dass
Aurora-A vice versa p53 iiber Phosphorylierung reguliert, indem Phosphorylierung von
p53 durch Aurora-A dieses Protein fiir den Proteasom-abhingigen Abbau iiber Mdm2
markiert (Katayama et al., 2004). Dies wird bestitigt durch Uberexpression von Aurora-A,
die in vivo mit niedrigen p53 Spiegel in Zellen korreliert (Katayama et al., 2004). Dieser
Mechanismus kénnte die malignen Eigenschaften von Aurora-A Uberexpression zusitzlich
verstirken. Dies und die Tatsache, dass Aurora-A Uberexpression nicht jede beliebige
Zelllinie zu transformieren vermag, belegen, dass Defekte in weiteren Genprodukten
notwendig sind, um die Zelle zu transformieren. Wie Aurora-A daher im direkten
beziehungsweise indirekten Zusammenhang mit der Entstehung maligner Tumore steht,
werden weiterfithrende Studien zeigen.

Aurora-A ist moglicherweise auch in der Kontrolle des Spindel-Checkpoints
involviert. So ist die Reaktion von Zellen auf die Spindelgifte Taxol und Nocodazol
gestort, wenn diese Aurora-A {iberexprimieren (Anand et al., 2003; Jiang et al., 2003).

Dies zeigt, dass Aurora-A Uberexpression zur Unterdriickung des Spindel Checkpoint-
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Signals flihren konnte (Anand et al., 2003; Jiang et al., 2003). Ein interessantes Modell,
wie dies funktionieren konnte, ist die Annahme einer Kompetition von Aurora-A und
BubR1 um Cdc20 Bindung (Farruggio et al., 1999; Jiang et al., 2003). Aurora-A konnte
somit eine Erkldrung liefern, warum in humanen Tumoren oft Defekte im Spindel-
Checkpoint zu erkennen sind, jedoch keine Mutationen in den Checkpoint Genen gefunden
werden (Takahashi et al., 1999).

Zusammenfassend ldsst sich, aufbauend auf den Daten von Meraldi et al. (2002)
folgendes, derzeit sehr provokatives Modell fiir die Funktion von Aurora-A in maligner
Entartung aufstellen: Erhohte Expression von Aurora-A, hervorgerufen durch genomische
Amplifikation, oder Fehlregulation, fiihrt zu erhohter Aurora-A Kinaseaktivitidt in der
Zelle. Dies bedingt iiber einen, noch unbekannten, Signalweg Fehler in der Zytokinese.
Falls die betroffenen Zellen kein funktionelles p53 mehr exprimieren, wie dies fiir viele
Krebszellen zutrifft, wird so der Eintritt der aberranten tetraploiden Zellen in die nichste S-
Phase ermoglicht. Der Centrosomensatz dieser Zellen wird verdoppelt, was zu den
beobachteten Centrosomen-Amplifikationen fiihrt. In der folgenden Mitose kann es nun
durch die Ausbildung multipolarer Spindeln und weitere Zytokinesedefekte zur Bildung
von aneuploiden Zellen und in der Folge zur neoplastischen Transformation der Zellen

kommen (Meraldi et al., 2002).

Zielsetzung der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, durch die molekulare Charakterisierung der
humanen Aurora-A Kinase sowie die Identifikation neuer Bindungspartner und Substrate
ein tieferes Verstidndnis der zelluldren Funktionsweise dieser Kinase zu erlangen. Hierfiir
wurde rekombinante Aurora-A Kinase erzeugt und charakterisiert. Die Suche nach
Interaktionspartnern wurde im Hefe Two-Hybrid-Screen, liber Co-Immunprézipitationen
mit einem Aurora-A spezifischen Antikérper und durch Bindungsexperimente mit
rekombinanten Protein durchgefiihrt. Detaillierte Uberpriifung und Charakterisierung der
gefunden Kandidaten sollte ihr Zusammenspiel mit Aurora-A aufzeigen. Zudem sollte es
moglich sein, die Funktion von Aurora-A {iber die Identifizierung von bereits
charakterisierten Proteinen als Aurora-A Bindungspartnern, besser in etablierte
Signaltransduktionswege einzugliedern. Ein weiterer Teilaspekt war die Analyse der
Aktivierung der humanen Aurora-A durch Phosphorylierung und Protein-Protein-

Wechselwirkungen.
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Ergebnisse

Charakterisierung der humanen Aurora-A Kinase

Um Aurora-A zu charakterisieren und ihre Regulation durch reversible
Phosphorylierung nédher untersuchen zu konnen, wurde humane Aurora-A als
rekombinantes Protein aus Spodoptera frugiperda Insektenzellen (Sf9) und Escherichia
coli Bakterien aufgereinigt. Die klonierte Kinase wurde zudem in humanen Zelllinien
exprimiert. Neben der WT Kinase wurde hierfiir eine Mutante, welche katalytisch inaktiv
ist, verwendet. Eine entsprechende Mutante der humanen Aurora-A, die eine
Punktmutation in der ATP-Bindungsregion (P-Loop) (Hanks et al., 1988; Saraste et al.,
1990) enthélt, wurde bereits von Bischoff und Mitarbeitern (1998) beschrieben. Diese
Mutation hat zur Folge, dass eine Ionenpaar-Bindung in der Tertidrstruktur unterbleibt,
was zur Folge hat, dass ATP nicht mehr hydrolysiert werden kann (Johnson et al., 1996).
Fiir diese Arbeit wurde daher ebenfalls eine Punkt-Mutation in Lysin 162 der ATP-
Bindungsregion der Kinase eingefiihrt (K162R), die im Folgenden als ,,Kinase Dead* (KD)

bezeichnet wird.

Rekombinante Aurora-A Kinase aus Sf9 Zellen

Um Aurora-A als rekombinantes Protein in einem eukaryotischen System
exprimieren zu konnen, wurde das Baculovirus Expressions-System verwendet. Hierzu
wurden rekombinante Baculoviren erzeugt, welche die WT und KD Form der humanen
Aurora-A Kinase in infizierten Zellen exprimieren.

Fir die Aufreinigung der Kinase wurde diese als aminoterminales GST-
Fusionsprotein exprimiert, das zusitzlich eine Schnittstelle fiir die PreScission-Protease
zwischen dem GST-tag und dem Aurora-A Teil des Proteins enthielt. Die Isolierung der
Aurora-A Kinase erfolgte entweder als an Glutathion-Sepharose gebundenes oder als
eluiertes GST-Fusionsprotein. Alternativ wurde der GST-Teil durch PreScission-Protease
Behandlung von der Kinase abgespalten, um unmarkiertes Protein zu erhalten. Die
Ausbeute an rekombinantem Protein war im Falle der aktiven Kinase stets geringer als im

Vergleich zur inaktiven Form. Behandlung der Insektenzellen mit dem PP1 spezifischen
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Phosphataseinhibitor Ocadaic-Acid (OA) fiihrte zu einer Retardierung des WT Proteins im
Gel (Abb. 11). Eine solche Anderung der elektrophoretischen Mobilitit konnte nur fiir die
WT-Form der Kinase und nicht fiir die KD-Form beobachtet werden, was fiir eine Auto-

Phosphorylierung als Ursache dieser Retardierung spricht (Abb. 11).

nicht OA
behandelt behandelt

MGW WT KD WT KD

kDa

205 — -
116 — | i
97_ pre———_" ]
66 — | "

g — retardierte Form
S USSSS S | — Avrora-A

45—”

29 — v

Abb. 11 : Aufreinigung rekombinanter Aurora-A aus Sf9 Zellen.

Rekombinante Aurora-A WT und KD wurde aus Sf9 Insektenzellen aufgereinigt. Coomassie BB gefirbtes
SDS-PAGE Gel mit den iiber Glutathion-Sepharose aufgereinigten und mit Precission-Protease behandelten
Proteinen. Um PP1 in den Zellen zu inhibieren, wurden diese vor Lyse fiir 20 Minuten mit Ocadaic-Acid
behandelt. Die Anderung in der elektrophoretischen Mobilitit des WT Proteins aus mit Ocadaic-Acid
behandelten Zellen ist dargestellt.

Um die Funktionalitdt der so erhaltenen Enzyme zu testen, wurden in vitro
Kinaseassays durchgefiihrt. Da Aurora-A die Modellsubstrate Myelin-basisches-Protein
(MBP) (Bischoff et al., 1998; Zhou et al., 1998), Histon H3 (Marumoto et al., 2002),
Casein (Zhou et al., 1998) sowie in X.laevis den Spindelmotor Eg5 (Giet et al., 1999a)
phosphoryliert, wurden diese Proteine als Modellsubstrate getestet. Fiir die Kinaseassays
wurde die Kinase mit einem molaren Uberschuss an Substrat und [y’*P]-ATP inkubiert.
Die aus Sf9 Zellen isolierte Aurora-A Kinase (ohne GST) phosphorylierte die Substrate
MBP und Casein sehr gut, sowie Histon H3 geringfiigig (Abb. 12A). Histon H1 konnte
hingegen, wie berichtet, nicht phosphoryliert werden (Abb. 12A) (Zhou et al., 1998). Mit
der KD Mutante erfolgte keine nennenswerte Phosphorylierung der verwendeten Substrate,
was Dbestitigte, dass die gewdhlte Mutation die Kinase inaktivierte und keine

verunreinigende Kinaseaktivitdt mit aufgereinigt wurde (Abb. 12A). Obwohl X.laevis
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Aurora-A (Eg2) den Spindelmotor Eg5 in vivo und in vitro phosphoryliert (Giet et al.,
1999a), konnte hier nicht nachgewiesen werden, dass in E.coli exprimiertes humanes Eg5
von der humanen Aurora-A Kinase nennenswert phosphoryliert wurde (Abb. 12A). MBP
wurde daher als exogenes Substrat fiir die weiteren Kinaseassays gewéhlt.

Die Aktivitit der an Matrix gebundenen rekombinanten Aurora-A war wesentlich
hoher als die des eluierten GST-Proteins (Abb. 12B). Fiir die Aurora-A Kinase ohne GST
verhielt sich dies ebenso (Abb. 12B). Die Kinaseaktivitit der an Matrix gebundenen
Aurora-A wurde ferner durch Inkubation vor Beginn des Kinaseassays fiir eine Stunde bei

héheren Temperaturen inhibiert (Abb. 12C).
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Abb. 12 : Kinaseaktivitat rekombinanter Aurora-A aus Sf9 Zellen.

In vitro Kinaseassays mit aus Sf9 Zellen aufgereinigtem, rekombinaten Aurora-A WT und KD Protein in
Gegenwart von [y*°P]-ATP.

(A) Test der Proteine MBP, Casein, Histon H1, H3 und Eg5 als Substrate von Aurora-A. CBB geférbtes Gel
(links) und Autoradiogramm (rechts) sind gezeigt.

(B) Coomassie BB Gel (links) und das Autoradiagramm (rechts) eines Kinaseassays mit vergleichbaren
Mengen an rekombinanter Aurora-A, mit und ohne GST-Tag beziehungsweise an Matrix (Glutathion
Sepharose) gebunden. Als Substrat wurde MBP verwendet.

(C) Gleiche Mengen an rekombinanter GST-Aurora-A gebunden an Matrix wurden mit MBP inkubiert. Die
Kinase wurde zuvor fiir eine Stunde bei der angegebenen Temperatur inkubiert. Das Autoradiogramm ist
gezeigt.
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Dieser  Aktivititsverlust durch  die  Inkubation konnte durch die
Phosphataseinhibitoren [-Glycerolphosphat, Natriumfluorid und Natriumvanadat in
Kombination, beziehungsweise Ocadaic-Acid und Microcystin-LR alleine bis zu 70 %
reduziert werden (Daten nicht gezeigt). Da nach Inkubation bei hoheren Temperaturen die
Menge an Aurora-A Protein im Gel nicht veridndert erschien, deutete dies darauf hin, dass
es sich hierbei nicht um ein Problem von Protein-Abbau handelte. Zugabe von
Proteaseinhibitoren beziehungsweise bovinem Serumalbumin (BSA) zeigte ebenfalls
keinen Einfluss auf die Reduktion der Kinaseaktivitit (Daten nicht gezeigt). Aus diesen
Beobachtungen kann geschlossen werden, dass eine kontaminierende inhibitorische
Aktivitit aus den Insektenzellen mit aufgereinigt wurde. Da die Aurora-A Aktivitdt {iber
die PP1 Phosphatase negativ reguliert wird (Walter et al., 2000), war es plausibel, dass es
sich bei dieser Kontamination um PP1 aus Sf9 Zellen handelte, da zudem die mit dem PP1
spezifischen Inhibitor Ocadaic-Acid behandelte Kinase eine geringfiigig hohere Aktivitét
zeigte (Daten nicht gezeigt).

Bakteriell exprimierte rekombinante Aurora-A Kinase

Um Aurora-A aus einem Organismus aufreinigen zu konnen, der nicht iiber
mogliche Aurora-A Regulatoren wie PP1 verfiigt, wurden Konstrukte fiir die bakterielle
Expression in E.coli kloniert. Aurora-A WT und KD wurden als carboxyterminale his-
Fusionsproteine in E.coli exprimiert und aufgereinigt, da WT Aurora-A nicht als
aminoterminales his-Fusionsprotein exprimiert werden konnte (Abb. 13A, Daten nicht
gezeigt). Bei der Aufreinigung der WT Kinase waren stets zwei Proteine von etwa 70 und
25 kDa als Verunreinigung zu erkennen, die jedoch nicht mit der KD Form auftraten (Abb.
13A). Eventuell handelt es sich hierbei um Chaperone der hsp-Familie. Wie im Falle der
aus Inscktenzellen aufgereinigten, OA behandelten Aurora-A, zeigte die aus E.coli
aufgereinigte Aurora-A Kinase einen deutlichen Unterschied in der elektrophoretischen
Mobilitit zwischen der WT und der KD Form (Abb. 13A). Behandlung der Kinase mit
rekombinanter PP1 fiihrte zur Authebung der Retardierung des WT Proteins in der SDS-
PAGE, zu geringerer Autophosphorylierung und zur Inaktivierung der Kinase (Abb. 13B).
Als Kontrolle wurde PP1 durch den Phosphataseinhibitor Microcystin-LR inhibiert (Abb.
13B). Dies bestitigte, dass PP1 Behandlung die Aurora-A Kinase inaktiviert und
Autophosphorylierung mit der Kinaseaktivitit korreliert (Walter et al., 2000).
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Abb. 13 : Rekombinante Aurora-A-his aus E.coli.

(A) Coomassie BB geféarbtes Gel einer Aufreinigung von Aurora-A-his WT und KD aus E.coli. Die Grofe
von Aurora-A ist angegeben. Zusétzliche Banden stellen Verunreinigungen dar.

(B) Kinaseassay mit Aurora-A-his. Aufgereinigtes Protein wurde in Gegenwart von [y’°P]-ATP zusammen
mit MBP inkubiert. Aurora-A wurde zuvor durch Zugabe von rekombinanter PP1 fiir 30 Minuten bei 30 °C
inaktiviert. Als Kontrolle wurde PP1 durch Microcystin-LR (MC) inhibiert. Ebenso wurde MC den
Kinaseassays zugegeben.

Intramolekulare Regulation von Aurora-A

Aus dem zuvor Dargestellten geht hervor, dass die rekombinante Aurora-A Kinase
autophosphoryliert wird. Autophosphorylierung an Threonin 288 (T288) ist fiir die
Aktivitdt von Aurora-A essentiell (Walter et al., 2000). Die Versuche mit rekombinantem
Aurora-A Protein aus Insektenzellen und Bakterien zeigten, dass die verdnderte
elektrophoretische Mobilitit der Kinase ein Ereignis darstellt, fiir welches nur die
autokatalytische Aktivitit von Aurora-A notwendig scheint, was prinzipiell darauf
hindeutet, dass ein autoregulatorischer Mechanismus vorliegt (siche oben). Da Aurora-A
eine Serin-Threonin-Kinase ist, kommt fiir eine cis Regulation neben der
Autophosphorylierung an T288 auch eine Autophosphorylierung an weiteren Serin- und
Threoninresten in Frage. Es stellte sich somit die Frage, ob T288 die einzige Aurora-A
Autophosphorylierungsstelle ist.

Um den Autophosphorylierungsstatus rekombinanter Aurora-A zu analysieren,
wurde Aurora-A aus Sf9 Zellen in Gegenwart von [y*>P]-ATP in vitro autophosphoryliert
und eine Phosphoaminosiurenanalyse durchgefiihrt. Dies zeigte, dass die
Autophosphorylierung prominent an Serin(en) stattfand, in geringerer Menge aber auch

Threonin(e) autophosphoryliert wurden (Abb. 14A). Phosphorylierung an T288 der WT-
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Form der Kinase konnte durch Verwendung eines phosphospezifischen Antikorpers (NEB)
bestdtigt werden (Daten nicht gezeigt).

Um den Einfluss der aminoterminalen-Doméne auf die Kinaseaktivitit zu
analysieren, wurden verschiedene Aurora-A Deletionskonstrukte in E.coli exprimiert.
Hierzu wurden die aminoterminale-Doméne (AS 1-129), sowie die carboxyterminale
Kinasedoméne (AS 124-403) als his-Fusionsproteine in E.coli exprimiert (Abb. 14B). Das
aminoterminale-Konstrukt zeigte, wie zu erwarten, keine Kkatalytische Aktivitit.
Uberraschenderweise war fiir die hier verwendete katalytische Domine (AS 124-403) im
Kinaseassay ebenfalls keine Kinaseaktivitit festzustellen (Abb. 14B), obwohl ein
Konstrukt der AS 125-391 katalytische Aktivitit zeigt (Nowakowski et al., 2002). GST-
Aurora-A WT zeigte neben einer Autophosphorylierung auch eine Transphosphorylierung
der KD Form der Kinase (Daten nicht gezeigt). Um die Autophosphorylierungsstellen in
Aurora-A weiter zu kartieren, wurden daher die beiden oben beschriebenen, katalytisch
nicht aktiven, Deletionskonstrukte als Substrate der WT GST-Aurora-A getestet. Es wurde
die katalytische Doméne, nicht jedoch die regulatorische Domidne von Aurora-A

transphosphoryliert (Abb. 14B,C).
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Abb. 14 : Autophosphorylierung rekombinanter Aurora-A.

(A) Phosphoaminosiurenanalyse des rekombinanten, *’P-markierten GST-Aurora-A Proteins (links).
Ninhydrin-Farbung (rechts) zeigt das Migrationsverhalten von Phosphoaminoséure Standards.

(B) Coomassie BB Gel (links) und Autoradiogramm (rechts) eines in vitro Kinaseassays. Die Aktivitdt
rekombinanter his-Aurora-A-N und -C wurde gegen MBP als Substrat getestet. GST-Aurora-A wurde
benutzt, um das -N und -C Konstrukt in trans zu phosphorylieren.

(C) Schematische Darstellung der Konstrukte und deren Transphosphorylierung durch Aurora-A WT.
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Zusammenfassend ist festzustellen, dass sowohl aus Sf9 Insektenzellen, als auch
aus E.coli funktionelle, rekombinante Aurora-A Kinase isoliert werden konnte. Die
Kinaseaktivitit war stark abhéngig vom verwendeten Expressionssystem, wobei in E.coli
Aurora-A mit maximaler Aktivitit exprimiert werden konnte.

Aurora-A  Autophosphorylierung erfolgte sowohl an Serin- als auch an
Threoninresten. Diese Autophosphorylierung von Aurora-A scheint essentiell fiir die
Kinaseaktivitit, wie die Behandlung rekombinanter Kinase aus E.coli mit PP1 zeigte.
Transphosphorylierung von rekombinaten Fragmenten von Aurora-A zeigte, dass

Autophosphorylierungsstellen in der Kinasedomine (AS 129-403) liegen.

Aktivierung der humanen Aurora-A Kinase

Die Kinaseaktivitit von Aurora-A unterliegt einer zellzyklusabhdngigen Regulation
und ist in der G,/M-Phase maximal (Bischoff et al., 1998). In vorausgegangenen Studien
wurde die Kinaseaktivitit jedoch meist abhéngig von der Proteinmenge als Gesamtaktivitét
in der Zelle betrachtet. Um zu analysieren, ob eine intrinsische Regulation der
Kinaseaktivitdt in der M-Phase, unabhéngig von der Proteinmenge vorliegt, wurden myc-
Aurora-A WT und KD in der humanen Nierenzelllinie 293T {iberexprimiert. Hierdurch
konnte die endogene, zellzyklusabhingige, Regulation der Proteinmenge von Aurora-A
kompensiert werden. Transfizierte Zellen wurden mit Nocodazol beziehungsweise
Aphidicolin behandelt. Myc-Aurora-A wurde iiber den monoklonalen Antikoérper 9E10 aus
Extrakten dieser Zellen immunprizipitiert und ein Kinaseassay durchgefiihrt. Die
Autophosphorylierung von Aurora-A war in den M-Phase Extrakten gréfer als in
Interphase  Extrakten (Abb. 15). Dies ist ein Hinweis darauf, dass die
Autophosphorylierung {iiber eine Mitose-spezifische Aktivitidt reguliert wird. Durch
Western-Blot-Analysen wurde gezeigt, dass dies nicht auf unterschiedliche
Konzentrationen der Kinase zuriickzufiihren war (Abb. 15). Zusétzlich war spezifisch in

den M-Phase Prézipitaten eine Phosphorylierungsbande bei etwa 100 kDa zu erkennen

(Abb. 15, Pfeil).
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Abb. 15 : Vergleich der Aurora-A Kinaseaktivitat von mitotischen und Interphase-Zellen.

In vitro Kinaseassays mit [y*’P]-ATP von iiberexprimierter myc-Aurora-A WT und KD, isoliert aus 293T
Zellen, welche in der M- beziehungsweise I-Phase arretiert wurden. Western-Blot-Analyse mit dem
Aurora-A Antikorper zeigt, dass nahezu gleiche Mengen an Aurora-A prézipitiert wurden (unten).
Autoradiogramm des Kinaseassays mit Grofenstandard (oben). Der Pfeil gibt die 100 kDa Bande an.

Aufreinigung eines Aurora-A spezifischen polyklonalen Antikorpers

Um das endogene humane Aurora-A Protein ndher charakterisieren zu konnen,
wurde ein spezifischer Antikdrper gegen Aurora-A generiert. Hierzu wurde die
carboxyterminale Peptidsequenz ,,CQNKESASKQS* als Antigen verwendet. Ein gegen
dieses Peptid reaktives, polyklonales Kaninchen-Serum wurde von Patrick Meraldi
hergestellt. Dieses erkannte in Western-Blot-Analysen mit Zelllysaten aus humanen
Tumorzelllinien jedoch mehrere Proteine (Abb. 16A). Das Serum wurde daher in der
vorliegenden Arbeit {iiber eine Affinitdtschromatographie-Sdule mit dem kovalent
gebundenen, antigenen Peptid aufgereinigt. Wie in Abb. 16A dargestellt, erkannte der
affinititsgereinigte Antikorper in Zelllysaten von humanen Cervixkarzinomzellen (HeLa)
spezifisch nur ein Protein mit dem erwarteten Molekulargewicht von Aurora-A (48 kDa).
Der Antikorper zeigte, wie fiir Aurora-A zu erwarten, mit Lysaten aus Interphasezellen
stets ein geringeres Signal als mit mitotischen Zelllysaten (Abb. 16A).

Um die endogene Aurora-A Kinase aus Zelllysaten aufreinigen zu konnen, wurde
der affinititsgereinigte Antikorper des weiteren auf seine Féhigkeit hin getestet, aus

Zellextrakten Aurora-A zu prizipitieren. Hierzu wurde er an eine Protein-A-Matrix
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gebunden und in mitotischen Zellextrakten von HeLa S3 Zellen inkubiert. Wie in Abb.
16B zu sehen, erkannte der Antikdrper Aurora-A in Western-Blot-Analysen mit diesen
Immunprézipitationen bei etwa 48 kDa. Diese Bande war nicht in Immunprézipitationen zu
sehen, in denen der Aurora-A Antikorper mit dem antigenen-Peptid abgesittigt wurde
(Abb. 16B). Um zu zeigen, dass die prézipitierte Aurora-A Kinase katalytisch aktiv war,
wurden Kinaseassays mit den aus mitotischen HelLa Zellextrakten préazipitierten
Aurora-A/Antikorper-Komplexen durchgefiihrt und die Kinaseaktivitit gegen MBP
getestet. Der préazipitierte Kinasekomplex zeigte in vitro eine Kinaseaktivitdt, woraus
geschlossen werden konnte, dass der Antikorper die katalytische Aktivitit der
prazipitierten Kinase nicht inhibierte (Daten nicht gezeigt).

Zusitzlich wurde der Aurora-A Antikorper ebenfalls fiir eine Verwendung in
Immunfluoreszenz-Analysen getestet. Der Antikorper zeigte in Zellen der
Osteosarkomazelllinie U20S ein Signal an den Centrosomen (ab der G,-Phase), sowie an
der mitotischen Spindel. Die Spezifitdt dieser Signale konnte durch Kompetition mit dem

antigenen-Peptid bestdtigt werden. Hierbei konnten alle Signale in mitotischen und G,-

Zellen inhibiert werden (Abb. 16C).
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Abb. 16 : Charakterisierung des polyklonalen Aurora-A Antikorpers.

(A) 20 pg HeLa Zellextrakt aus Interphase - und mitotischen Zellen wurden iiber SDS-PAGE aufgetrennt
und in Western-Blot-Analysen mit dem anti-Aurora-A Serum (links) sowie dem affinititsgereinigten
Aurora-A Antikorper (rechts) inkubiert. Das Laufverhalten des GroBenstandard ist angegeben.

(B) Aurora-A Western-Blot-Analyse von Immunpréizipitationen mit den anti-Aurora-A Antikorper aus
mitotischen HeLa Zellextrakten. Als Kontrolle wurde das antigene Peptid zur Kompetition dem Zellextrakt
zugegeben.

(C) Indirekte Immunfluoreszenz mit in Methanol fixierten HeLa S3 Zellen. Farbung mit dem Aurora-A
Antikorper (oben rechts) beziehungsweise dem mit dem mit antigenen Peptid abgesittigten Aurora-A
Antikorper (unten rechts) ist dargestellt. Die Spindel derselben Zelle ist mit einem o-Tubulin Antikérper
dargestellt (links). Der GroBenbalken entspricht 10 um.
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Subzellulare Lokalisation von Aurora-A

Um die subzelluldre Lokalisation von Aurora-A im Detail zu analysieren, wurden
Immunfluoreszenzanalysen mit dem aufgereinigten Aurora-A Antikorper in humanen
Zellen durchgefiihrt. Hierzu wurden die Osteosarkomazelllinie U20S, sowie die
Cervixcarzinomzelllinie HeLa verwendet. In beiden Zelllinien wurde eine nahezu
identische Lokalisation von Aurora-A beobachtet: Aurora-A war in G;-Phase Zellen nicht
nachzuweisen (Abb. 17A). Ab der G,-Phase war ein Signal an den Centrosomen und ab
Beginn des Aufbaus der mitotischen Spindel in der Prometaphase auch an der Spindel zu
erkennen. Das Aurora-A Signal zeigte hier eine partielle Co-Lokalisation mit o-Tubulin
(Abb. 17B). Interessanterweise war Aurora-A ab Ende der Anaphase auch an der
Teilungsfurche und spéter am Mittelkorper zu erkennen (Abb. 17 A,B). Das Signal von
Aurora-A war hierbei an den Spindelpolen immer am stirksten. Der in dieser Studie
generierte Aurora-A AntikOrper zeigte somit eine Farbung, vergleichbar mit der anderer

publizierter Aurora-A Antikorper (Bischoff et al., 1998; Kimura et al., 1997a).
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Abb. 17 : Subzellulare Lokalisation von Aurora-A.

Indirekte Immunfluoreszenz mit dem affinitdtsgereinigten Aurora-A Antikdrper mit Methanol fixierten
U20S Zellen. Groflenbalken entsprechen 10 pm.

(A) Lokalisation von Aurora-A in den verschiedenen Phasen der Mitose.

(B) Dekonvolutionsaufnahmen der Lokalisation von Aurora-A (links, rot) und a-Tubulin (Mitte, griin) an der
mitotischen Spindel. Co-Lokalisation ist durch eine Komposit-Aufnahmen der beiden Farbungen, zusammen
mit DNA Farbung gezeigt.
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Phanotypanalyse Uber Depletion von Aurora-A durch RNAI

Wihrend in X.laevis (Giet und Prigent, 2000) und C.elegans detaillierte Studien
zum Phénotyp der Aurora-A Depletion vorliegen, waren fiir die humane Aurora-A zum
Zeitpunkt der Arbeit noch keine Analysen durchgefiihrt worden. Aurora-A wurde in
humanen Zellen mittels RNAi, iiber synthetische siRNA Duplexe depletiert. Hierzu
wurden zwei verschiedene Aurora-A spezifische RNAi Duplexe hergestellt (Aurora-A I
und Aurora-A II) und in HeLa S3 Zellen transfiziert. Als Kontrolle wurde ein gegen
Luciferase gerichteter Duplex (GL2) verwendet. Die mit den Aurora-A Duplexen
bezichungsweise dem GL2 Duplex behandelten Zellen wurden fiir einen Zeitraum von 72
Stunden mikroskopisch beobachtet und die Effizienz der Depletion von Aurora-A durch
Western-Blot-Analyse von Zelllysaten beziehungsweise durch Immunfluoreszenz an
fixierten Zellen verfolgt. Beide Duplexe reduzierten die Aurora-A Proteinmenge nach 72
Stunden nahezu vollstidndig und zeigten vergleichbare Effizienzen (Abb. 18A und Daten
nicht gezeigt). Die Behandlung mit dem Kontroll-Duplex (GL2) hatte hingegen keine
Auswirkungen auf Aurora-A Proteinmenge (Abb. 18A).

A B 72 h GL2 72 h Aurora-A
777 373
72 h 621 3 298
siRNA  GL2 Aurora-A e =
Aurora-A = 3103 149
o~Tubulin - - 465 o4
Gu Su

UV Integral 84 UV Integral 0

Zeit Apoptose 2N 4N S-Phase
% 0h 0.9 54.5 18.1 121
72 h 28.1 38.9 12.3 75

Abb. 18 : DNA Profil nach Aurora-A Depletion tber siRNA.

(A) Western-Blot-Analyse von Zelllysaten von Zellen welche fiir 72 Stunden mit dem Aurora-A Duplex,
beziehungsweise einem Kontroll-Duplex (GL2) behandelt wurden. a-Tubulin zeigt gleiche Ladung des Gels.

(B) LCS Analyse des DNA Gehalts von HeLa Zellen, welche fiir 72 Stunden mit dem Aurora-A siRNA
Duplex, beziehungsweise einem Kontroll-Duplex (GL2) behandelt wurden. Auf den DNA Gehalt (1=2N)
normalisierte Histogramme sind dargestellt. Die Histogramme wurden, wie links angegeben, ausgewertet und
die prozentualen Anteile der Zellen in den verschiedenen Zellzyklus-Phasen sind in der Tabelle angegeben.
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Um zu untersuchen, ob Aurora-A Depletion zu einem Zellzyklus-Arrest fiihrt,
wurden DNA Profile dieser Zellen mittels LSC Analysen erstellt. Wie die DNA Profile in
Abb. 18B belegen, konnte keine Beeinflussung des Fortschreitens einer asynchronen
Zellpopulation im Zellzyklus nach Behandlung mit dem Aurora-A Duplex festgestellt
werden. Es wurde aber eine starke Zunahme an apoptotischen Zellen nach 72 Stunden um
etwa 30 % beobachtet, wohingegen die Behandlung mit dem GL2-Duplex in nur etwa 1 %
der Zellen Apoptose induzierte (Abb. 18B).

Die Anzahl der Zellen in der G;-Phase (2N), G,-Phase (4N), sowie in der S-Phase
nahm im nahezu gleichen Malle, zugunsten dieser apoptotischen Zellpopulation ab. Dass
es sich um apoptotische Zellen handelte, konnte durch Farbung der DNA dieser Zellen und
das Auftreten der fiir Apoptose typischen Kernfragmentierung (Wyllie et al., 1980) gezeigt
werden.

Das Auftreten apoptotischer Zellen war reproduzierbar der prominenteste
Phanotyp, den die Zellen nach Aurora-A Depletion zeigten und war mit beiden Aurora-A
Duplexen nahezu gleich stark ausgeprédgt. Lichtmikroskopische Analysen bestétigten dies.
Auch hier wurde ein starker Anstieg an apoptotischen Zellen beobachtet, der 2-3-fach tiber
der Kontrolle lag. Gleichzeitig wurde auch hier ein Riickgang der Anzahl an mitotischen
und Interphase Zellen festgestellt. Immunfluoreszenz-Analysen zeigten, dass Aurora-A in
der Mehrzahl der behandelten Zellen in der Mitose stark reduziert war, jedoch oft noch

geringe Restmengen an den Spindelpolen zu detektieren waren (Abb. 19).

o= Tubulin

merge + DNA

Aurora-A

Aurora-A

RNAi .

Abb. 19 : siRNA von Aurora-A in HelLa S3 Zellen.

Indirekte Immunfluoreszenz von Methanol fixierten HeLa S3 Zellen, die fiir 72 Stunden mit dem Aurora-A
spezifischen beziehungsweise einem Kontroll siRNA-Duplex (GL2) behandelt wurden. Aurora-A (griin) und
o-Tubulin (rot) sind dargestellt. GroBenbalken: 10 pm.
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Eine Analyse der mitotischen Spindel in den Aurora-A depletierten Zellen mittels
indirekter Immunfluoreszenz gegen a-Tubulin zeigte das Vorhandensein von bipolaren
Spindeln, die jedoch zum Teil Defekte zeigten: Die Spindelpole in Aurora-A depletierten
Zellen erschienen breiter als die der Kontrolle und es konnten Zellen beobachtet werden, in
denen die Ordnung der Spindel-Mikrotubuli gestort erschien (Abb. 19). Es wurden jedoch

keine Zellen mit monopolaren Spindeln beobachtet.

Zusammenfassung

Im Konsens mit den Daten aus der Literatur konnte gezeigt werden, dass die
Aurora-A Kinaseaktivitit in humanen Zellen in der Mitose erhoht ist (Bischoff und
Plowman, 1999). Ferner wurde ein Aurora-A spezifischer, polyklonaler Antikdrper gegen
Aurora-A charakterisiert, welcher fiir Immunfluoreszenzanalysen, Western-Blot-Analyse
und Immunprézipitationen geeignet war. Die subzelluldre Lokalisation von Aurora-A
wurde mit diesem Antikorper charakterisiert und bestétigte ebenfalls die publizierten Daten
(Bischoff et al., 1998; Kimura et al., 1997a).

Als neuer Ansatz konnte Aurora-A in dieser Studie erstmals mittels siRNA in
humanen Zellen depletiert werden. Dies fithrte zu signifikant erhéhter Apoptose und

leichten Spindeldefekten.

Suche nach Interaktionspartnern von Aurora-A

Die Aurora-A Kinase zeigt ein komplexes Regulationsmuster der Lokalisation und
der Kinaseaktivitidt wahrend des Zellzyklus. Es ist daher aufgrund der oben beschriebenen
Beobachtungen wahrscheinlich, dass neben der Aktivitdt auch die Lokalisation von
Aurora-A iiber Wechselwirkung mit Regulatoren beziehungsweise ,, Targeting*-Faktoren
erfolgt. Solche Mechanismen sind zum Beispiel fiir die Lokalisation von PKA und der
Protein Kinase CK1 (Diviani und Scott, 2001; Giet und Prigent, 2000; Sillibourne et al.,
2002), sowie flir die Aktivierung von CDKs und Aurora-B (Diviani und Scott, 2001;
Honda et al., 2003; Morgan, 1997) verantwortlich.

Es wurden daher im Folgenden potentielle Bindungspartner von Aurora-A durch
verschiedene Interaktions-Screens gesucht.

Um moglichst sensitiv und expressionsunabhingig Aurora-A Interaktoren zu

identifizieren, wurde ein Yeast-Two-Hybrid (Y2H) Screen konzipiert. Hierbei zeigte sich,
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dass wie in der Literatur beschrieben (Bischoff et al., 1998; Kiat et al., 2002), Aurora-A
WT toxisch fiir die Hefezellen war. Fiir den Screen wurde daher Aurora-A KD als AD-
Fusionskonstrukt benutzt. Transformanten, die dieses Konstrukt exprimierten, wurden mit
einer humanen cDNA-Bibliothek aus fotalem Gehirn transformiert und auf Aufnahme der
Plasmide, sowie Interaktion der exprimierten Proteine selektiert. Von 4-10°
Transformanten zeigten fiinf Wachstum bei Selektion auf Interaktion. Ein Kandidat konnte
isoliert werden, der auch nach Retransformation noch eine Interaktion mit Aurora-A
zeigte. Eine detaillierte Suche nach Homologien in den offentlichen Datenbanken des
NCBI zeigte, dass das Insert dieses Klons (#26) mit Ausnahme von zwei Nukleotiden mit
dem Datenbankeintrag gi:27477709 iibereinstimmte. Das entsprechende Protein enthielt
fiinf repetitive SH3-Domidnen. Im Screen wurde ein Teil der volllingen cDNA
identifiziert, der dem Mitteilteil dieser cDNA, der fiir zwei SH3 Doménen kodiert,
entspracht. Nach Uberexpression zeigte dieses Proteins in humanen 293T Zellen jedoch
keine Lokalisation an mitotische subzelluldre Strukturen (Daten nicht gezeigt). Zudem war
das Protein kein in vitro Substrat von Aurora-A (Daten nicht gezeigt). Dieser Klon wurde
in der vorliegenden Arbeit daher nicht weiter charakterisiert, da zudem eine Interaktion mit
Aurora-A mit dem in Zellen iiberexprimierten Protein nicht eindeutig bestétigt werden
konnte (Daten nicht gezeigt).

Des Weiteren wurden Co-Immunprizipitationen endogener Aurora-A, sowie
Prizipitationen durch Bindung an rekombinante Aurora-A (,,Fishing®) mit mitotischen
Zellextrakten durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Versuche werden im Folgenden

detailliert beschrieben.

Aurora-A Co-Immunprazipitationen aus Zellextrakten

Um Proteinkomplexe der endogenen Aurora-A Kinase zu isolieren, wurden
Aurora-A  Co-Immunprizipitationen aus Zellextrakten mitotischer HeLa S3 Zellen
durchgefiihrt. Der oben beschriebene Aurora-A Antikdrper wurde hierzu an eine Protein-
A-Matrix gebunden. Als Kontrollen fiir diese Immunprézipitationen wurden der mit einem
10-fach molaren Uberschuss an antigenem Peptid abgesittigte Antikdrper sowie die Matrix
alleine verwendet. Fiir die Co-Immunprézipitationen wurden konzentrierte Zellextrakte
(typischerweise 20 mg Gesamt-Protein) verwendet. Hierbei konnte eine iiber 90%-ige

Depletion der Extrakte erreicht werden (Daten nicht gezeigt).
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In vier unabhingigen Co-Immunprézipitations-Experimenten konnte reproduzierbar
Aurora-A identifiziert werden, wohingegen die Kinase nicht in den Kontrollen
nachzuweisen war. Coomassie Férbung von Polyacrylamidgelen dieser Prézipitate zeigte
Banden, welchen spezifisch in den Reaktionen mit dem Aurora-A Antikorper nicht jedoch
in den Kontrollprizipitationen zu erkennen waren (Abb. 20). Um die Identitit dieser
Proteine festzustellen, wurden die korrespondierenden Banden ausgeschnitten, extrahiert
und mit modifiziertem Trypsin behandelt. Die so erhaltenen Peptide wurden durch
MALDI-TOF analysiert und die entsprechenden Proteine mittels Datenbanksuchen
ermittelt.

Neben Aurora-A, welche stets identifizierbar war, konnten reproduzierbar die
Proteine KIAA1007, welches als zwei Banden mit identischen Peptid-Fingerprint auftrat,
KIAA1741 und TPX2 identifiziert werden (Abb. 20, Tab. 4). Zusitzlich konnten weitere
Proteine identifiziert werden, von denen einige jedoch nicht direkt mit einer Funktion der
Mitose in Zusammenhang gebracht werden konnten und die eventuell Verunreinigungen

darstellen (Tab. 4).

o Aurora-A
Matrix o Aurora-A + Peptid
kDa
-+ KIAA1741 (TAB182)

205 — = KIAA1007
16— - TPX2

97 —

66 — I

- -«
T — ~ -a— Aurora-A

45— )

Abb. 20 : Aurora-A Co-Immunpréazipitation aus mitotischen Zellextrakten.

Coomassie BB gefarbtes Gel von Aurora-A Co-Immunprézipitationen aus mitotischen HelLa S3
Zellextrakten (Spur 2). Als Kontrolle wurden Immunprézipitationen mit der Matrix alleine (Spur 1),
beziehungsweise mit dem mit einem Uberschuss an Peptid gesittigten Antikorper (Spur 3) durchgefiihrt.
Pfeile zeigen die prézipitierte Aurora-A Kinase, die Antikérper HC sowie die co-immunprizipitierten
Proteine, welche mittels massenspektrometrischen Fingerabdruck als KIAA1741, KIAA1007 und TPX2
identifiziert wurden.
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Die Proteine TPX2 und Eg5 waren die interessantesten Kandidaten, da sie bekannte
Spindelproteine sind (Blangy et al., 1995; Heidebrecht et al., 1997). Daneben waren die
hochmolekularen Bindungspartner KIAA1741 und KIAA1007 Erfolg versprechende
Kandidaten, da fiir Aurora-A Substrate mit groBen Molekulargewichten berichtet wurden
(Kimura et al., 1998). Eg5 wurde jedoch nur einmal in den Co-Immunprizipitationen
gefunden. Zudem konnte es durch einen Eg5 spezifischen Antikorper (Blangy et al., 1995)
in Western-Blot-Analysen von Aurora-A Co-Immunprézipitationen nicht nachgewiesen
werden (Daten nicht gezeigt) und war, wie oben dargelegt, in vitro kein Substrat fiir
Aurora-A. Eg5 wurde in der vorliegenden Arbeit daher nicht weiter analysiert. Die anderen

Kandidaten werden weiter unten abgehandelt.

Protein Acc. Nummer Lysat
Aurora-A gi 4507274 Metaphase
TPX2 gi:18044208 Metaphase
KIAA1007 gi 4589658 Metaphase
KIAA1741 gi 12698027 Metaphase
kinesin-like spindle prot. Hksp (Eg5) gi 7428716 Metaphase
Hypothetisches Protein gi 13123772 Metaphase
PDTO010 gi 7657480 Metaphase
Plectin 1 gi 4505877 Metaphase
Serum Albumin precursor gi 1351907 Metaphase
unnamed, ring finger 20 like gi 7023699 Metaphase

Tab. 4: In den Aurora-A Co-Immunpraézipitationen identifizierte Proteine.

Identifikation von Aurora-A Interaktionspartnern tber Bindung an
rekombinantes Protein (, Fishing*)

Als weiteres wurden so genannte ,,Fishing“-Experimente mit rekombinanter GST-
Aurora-A WT und KD Kinase durchgefiihrt, um Antikorper unabhéngig Bindungspartner
von Aurora-A zu finden. An Glutathion-Sepharose immobilisierte GST-Aurora-A Kinase
wurde in mitotischen HeLa S3 Zellextrakten inkubiert. Die Versuche wurden mit der WT
Form von Aurora-A als auch mit der KD (K162R) durchgefiihrt um zwischen Proteinen
differenzieren zu konnen, welche nur die aktive beziehungsweise inaktive Kinase binden.

Mit diesem Ansatz konnten Proteine identifiziert werden, die eine spezifische
Interaktion mit der WT Kinase und/oder KD Form, nicht jedoch eine Interaktion mit der
Matrix alleine zeigten. Um auszuschlieBen, dass diese Kandidaten als Verunreinigung in
der Aurora-A Préparation enthalten waren, wurde Aurora-A ohne Extrakt-Inkubation als

Kontrolle aufgetragen (Abb. 21, Spur 4). Die Banden der spezifischern Bindungspartner
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wurden ausgeschnitten und ihre Identitdt {iber massenspektrometrischen Fingerabdruck
bestimmt. Fiir eine Vielzahl dieser Proteine konnte so die Identitdt erhalten werden. Leider
war es jedoch nicht moglich fiir alle Banden die Identitdt der Proteine zu bestimmen.
Interessanterweise konnte wiederum das Protein TPX2 als prominenter Bindungspartner
der WT und KD Kinase identifiziert werden. Zudem wurde KIAA1741 identifiziert,
welches nur in den Ansédtzen mit der WT Kinase nachzuweisen war. Die weiteren
identifizierten Proteine stellen, da sie zum Teil eindeutig in Prozessen involviert sind, in
denen eine Aurora-A Regulation nicht vermutet wird, wahrscheinlich Verunreinigungen

dar.

M-Phase
Zellextrakt - o
YD MGW WT KD Seph. WT WT MS-Identifikation
a —
" — KIAA1741
205 — | = e e - |
116 — | o : .
97 —|emmm T T ———— TPX2
R — e ~..—— DEAD Box Helikase
66— - - WP Aurora-A
o | & —=—— Tubulin
— = s ‘ PR
o —— Keratin 18

/ - —— Ribosomales Protein L5

L I K
29 —fu _
SE = =
1 2 3 4
AUrora-A | e s ——

Western-Blot

Abb. 21 : ,Fishing* Experiment mit rekombinanter Aurora-A Kinase (WT und KD) in mitotischen
Extrakten.

An Glutathion-Sepharose immobilisierte rekombinante GST-Aurora-A WT und KD wurde in mitotischen
HeLa S3 Zellextrakten inkubiert und durch SDS-PAGE gefolgt von Coomassie BB Farbung analysiert (Spur
1 und 2). Kontrollen zeigen die Ergebnisse von Matrix, inkubiert in Extrakten (Spur 3) sowie des
rekombinanten Proteins ohne Extrakt-Inkubation (Spur 4). Rekombinante GST-Aurora-A ist im Gel bei 66
kDa zu sehen und wurde durch Western-Blot-Analyse nachgewiesen (unten). Ausgeschnittene Banden, die
durch massenspektrometrischen Fingerabdruck identifiziert werden konnten sind rechts fiir die WT Kinase
angegeben.
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Charakterisierung der potentiellen Aurora-A Bindungspartner

Durch Co-Immunprézipitationen endogener Aurora-A wurden die Proteine TPX2,
KIAA1007 und KIAA1741 als potentielle Bindungspartner von Aurora-A identifiziert.
Von diesen konnten TPX2 und KIAA1741 durch Bindungsexperimente mit rekombinanter
WT und KD Aurora-A als Bindungspartner der Kinase bestitigt werden.

TPX2 ist von besonderem Interesse, da es ein Spindelprotein ist (Heidebrecht et al.,
1997). Die Interaktion von TPX2 mit Aurora-A wird daher im nichsten Kapitel eingehend
diskutiert. Zuerst sollen jedoch die unbekannten Proteine KIAA1007 und KIAA1741 und

die hiermit erzielten vorldaufigen Ergebnisse dargestellt werden.

Charakterisierung des Interaktionspartners KIAA1007

KIAA1007 konnte als potentieller Bindungspartner von Aurora-A in den Co-
Immunprézipitationen identifiziert werden. Interessanterweise trat dieses Protein stets als
Doppelbande auf (siche Abb. 20), wobei beide Banden identische tryptische Peptide
ergaben.

Um KIAA1007 als Bindungspartner von Aurora-A zu bestdtigen und zu

charakterisieren, wurde dieses Protein im Folgenden niher analysiert.

Klonierung und Sequenzanalyse der KIAA1007 cDNA

Um eine Interaktion von KIAA1007 mit Aurora-A zu bestitigen und die
subzelluldre Lokalisation von KIAA1007 in eukaryotischen Zellen zu analysieren, wurde
die KIAA1007 cDNA in Expressionsvektoren kloniert. Datenbanksuche zeigte, dass das 5’
Ende der KIAA1007 cDNA nicht bekannt war. Es wurde daher zunéchst der carboxy-
terminale Teil des Proteins (109 kDa) kloniert, welcher dem KIAA1007 Datenbank Eintrag
(g1:4589657) entsprach. PHI-BLAST Suche (Altschul et al, 1997) mit diesem
translatierten KIAA1007 Klon, identifizierte homologe Proteine in D.discoideum,
C.elegans, D.melanogaster, und A.thaliana (Abb. 22). Alle diese Proteine zeigten eine
starke Konservierung von zwei carboxyterminalen Bereichen (Abb. 22). Es konnten jedoch

keine bekannten Doménen identifiziert werden.
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Abb. 22 : Alignment von KIAA1007 und homologen Poteinen.

Alignment von KIAA1007 (gi:20521724) mit homologen Proteinen aus C.elegans (gi:532816),
D.melanogaster (gi:21645541), D.discoideum (gi:21070588) und A.thaliana (gi:15217614). BLOSUM 62
Matrix.

KIAA1007 Lokalisation in humanen Zellen

Das partielle KIAA1007 Protein wurde als myc- und EGFP-Fusionsprotein in
humanen HeLa Zellen exprimiert und die subzelluldre Lokalisation dieser Konstrukte
durch indirekte Immunfluoreszenz bezichungsweise Autofluoreszenz analysiert. Sowohl
das EGFP- als auch das myc-Fusionsprotein, zeigten in Interphasezellen neben einer
diffusen zytoplasmatischen Lokalisation, ein starkes nukledres Signal (Abb. 23). Beide
Konstrukte lokalisierten zudem an den Centrosomen in der Interphase, nicht jedoch an den
Spindelpolen in der Mitose, wie durch Co-Farbung mit y-Tubulin beziechungsweise Aurora-
A gezeigt werden konnte (Abb. 23). In der Mitose wurde hingegen keine eindeutige
Lokalisation mit Komponenten der mitotischen Spindel beobachtet und die Anreicherung

an den Interphase-Centrosomen erschien relativ schwach (Abb. 23).

EGFP-KIAA1007 ITu bulin mer‘e + DNA

m|c-KlAA1DO? Aurora-A mer‘e + DNA m‘c-KlAﬁd 007 Aurora-A merle + DNA

Abb. 23 : Lokalisation des partiellen carboxyterminalen KIAA1007 Proteins in U20S Zellen.

Indirekte Immunfluoreszenz des partiellen Myc-KIAA1007 Proteins in Methanol fixierten U20S Zellen in
der Interphase (oben) und der Metaphase (unten). GFP und myc (griin) sowie y-Tubulin und Aurora-A (rot)
wurden durch spezifische Antikdrper beziehungsweise Autofluoreszenz dargestellt. Grofenbalken
entsprechen 10 pm.

myc-KIAA1007 merge + DNA

y-Tubulin
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KIAA1007 Interaktions- und Phosphorylierungsstudien

Um die Bindung von KIAA1007 an Aurora-A zu bestdtigen, wurde das partielle
myc-KIAA1007 Protein in 293T Zellen exprimiert und iiber den myc-tag mit dem a-myc
mAK (9E10) immunprézipitiert. Die Zellen wurden durch Behandlung mit Nocodazol in
der Prometaphase arretiert. Alternativ wurden asynchrone Kulturen verwendet. Als
Kontrollen wurden Zellen mit dem leeren Vektor transfiziert und Immunprézipitationen
durchgefiihrt. Western-Blot-Analysen zeigten, dass Aurora-A mit myc-KIAA1007 co-
immunprézipitierte, nicht jedoch in den Kontrollen nachgewiesen wurde (Abb. 24A). Dies
bestitigte die Interaktion der beiden Proteine in vivo. Um zu testen, ob das KIAA1007
Fragment auch ein Substrat von Aurora-A ist, wurde das in Prometaphase beziehungsweise
asynchronen 293T Zellen exprimierte KIAA1007 Protein in einem in vitro Kinaseassay
mit rekombinanter GST-Aurora-A verwendet. Als Kontrolle wurden Immunpréazipitate aus
Lysaten von Zellen durchgefiihrt, welche mit dem leeren Vektor transfiziert wurden.

Das partielle KIAA1007 Protein zeigte jedoch nur eine geringe **P-Inkorporation,
wenn es mit der aktiven Aurora-A Kinase inkubiert wurde, die nicht mit der KD Mutante

beobachtet wurde (Abb. 24B).

A B Noc. Noc. Asn Noc. Noc. Asn

leerer Vector pKIAA1007 pKIAA1007 leerer Vector pKIAA1007 pKIAA1007
WT KD WT KD WT KD WT KD WT KD WT KD

«- myc IP Uberstinde * p ) bl } —
noc asn_ Kontr. noc asn Kontr. - Y-
IgG HC — .' q e - . C —— — — — — Aurora-A
Aurora-A = s - | —— e e —|—1gG HC
myc-KIAA1007 —|_! - 4 |
y - e
1 2 3 4 5 ] - . —

3P |nkorporation Coomassie Gel

Abb. 24 : KIAA1007 Co-Immunprazipitation und in vitro Kinaseassays mit Aurora-A.

(A) myc-KIAA1007 wurde in 293T Zellen exprimiert. Die Zellen wurden durch Nocodazol (Noc.) in der
Mitose arretiert (Spur 1 und 4), bezichungsweise als asynchrone Kultur (Asn) geerntet (Spur 2 und 5). Als
Kontrolle wurden Zellen mit dem leeren Vektor transfiziert (Spur 3 und 6). Myc-KIAA1007 wurde
immunprézipitiert und in Western-Blot-Analyse mit Antikdrpiiern gegen Aurora-A (oben) und myc (unten)
analysiert. Immunprizipitationen sind 5x konzentrierter als die Uberstéinde.

(B) In vitro Kinaseassay des prézipitierten KIAA1007 Proteins mit rekombinanter GST-Aurora-A in
Gegenwart von [y*?P]-ATP. Autoradiogramm (links) und korrespondierendes Coomassie BB gefirbtes Gel
(rechts) sind gezeigt. Als Kontrolle wurden Immunprézipitationen aus Zelllysaten von Zellen, welche mit
dem leeren Vektor transfiziert wurden, durchgefiihrt. Das Laufverhalten der verwendeten Proteine ist rechts
angegeben.
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Zusammenfassung

Die Interaktion von KIAA1007 mit Aurora-A konnte durch Immunprézipitation
von in 293T Zellen exprimierten, partiellen myc-KIAA1007 Protein bestétigt werden. Da
ein partielles carboxyterminales Konstrukt von KIAA1007 fiir die Interaktion ausreichend
war, scheint diese Doméine von KIAA107 die Interaktion mit Aurora-A zu vermitteln. Dass
keine eindeutige in vitro Phosphorylierung des partiellen KIAA1007 Proteins gezeigt
werden konnte, legt ferner den Schluss nahe, dass KIAA1007 entweder kein Substrat von
Aurora-A ist, beziehungsweise dass die Phosphorylierungsstelle in dem nicht klonierten
aminoterminalen Bereich des Proteins liegt. Lokalisationsstudien zeigten, dass das partielle

KIAA1007 Protein in Interphase-Zellen an die Centrosomen lokalisiert.

Charakterisierung des Interaktionspartners KIAA1741

KIAA1741 konnte, wie oben dargelegt, liber Bindungsexperimente und Co-
Immunprézipitationen als ein potentieller Bindungspartner von Aurora-A identifiziert

werden.

Klonierung der KIAA1741 cDNA

Um die Interaktion zwischen Aurora-A und KIAA1741 zu verifizieren und
Informationen tber die subzelluldre Lokalisation von KIAA1741 zu erhalten, wurde die
KIAA1741 c¢DNA kloniert. Suche in EST Datenbanken zeigte, dass der Eintrag
,»21:12698026% fiir den 3 Teil der KIAA1741 cDNA kodiert. Die entsprechende 4 kb
cDNA, welche ein 109 kDa Protein kodiert, wurde als EGFP-Fusionskonstrukt kloniert.
Zudem wurde durch 5 RACE das fehlende 5° Ende der KIAA1741 cDNA experimentell
bestimmt. Durch PCR aus cDNA-Bibliotheken konnten 894 nt eindeutig dem 5’ Ende des
KIAA1741 Gens zugeordnet werden. Somit entspricht das volllingen KIAA1741 Gen
5187 nt welche 1729 Aminosduren (entsprechend 181,8 kDa) kodieren. Ein neu
ermitteltes ATG in diesem Bereich entsprach einem EST-Klon (AL533948) und stimmte
mit einer Vorhersage fiir die volllingen cDNA (GENESCANW 1.0) tiberein. Zudem
konnte ein tryptisches-Peptid des in den Aurora-A Co-Immunprézipitationen identifizierten
KIAA1741 Proteins eindeutig diesem neu ermittelten, translatierten Abschnitt zugeordnet

werden (Daten nicht gezeigt). Dies zeigte, dass das neue ATG dem Start des volllingen
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KIAA1741 Proteins entsprach. Unabhingig von dieser Studie wurde dies durch eine
andere Arbeitsgruppe bestdtigt, die KIAA1741 als Bindungspartner der humanen
Tankyrase 1 identifizierte und als TAB182 (Tankyrase-binding Protein of 182 kDa)
veroffentlichte (Seimiya und Smith, 2002).

Expression-Studien zeigten, dass das partielle EGFP-KIAA1741 Protein, als auch
das volllingen myc-KIAA1741 Protein in U20S, HeLa und 293T Zellen exprimiert
werden konnte. Das partielle Protein zeigte eine geringere elektrophoretische Mobilitit im
SDS-PAGE als erwartet und war bei etwa 200 kDa zu erkennen, obwohl die berechnete
Masse 124 kDa betriigt. Ahnlich verhielt es sich mit dem volllingen Protein. Eine
Erklarung fiir dieses Verhalten konnte der sehr niedrigen pl des KIAA1741 Proteins (pI=4)

sein.

Generierung eines spezifischen Antikorpers gegen KIAA1741

Um das endogene KIAA1741 Protein ndher charakterisieren zu kdnnen, wurde ein
polyklonales Antiserum gegen ein 44 kDa Fragment (AS 563-975) des Mittelteils von
KIAA1741 in Kaninchen erzeugt. In Western-Blot-Analysen erkannte dies (ab der 2.
Blutung) ein Protein von iiber 205 kDa, was der erwarteten Grofle von KIAA1741
entsprach (Abb. 25A). Dieses Signal konnte durch Zugabe des antigenen Proteins
kompetitiert werden (Abb. 25A). In Immunfluoreszenz-Analysen zeigte dieses Antiserum
eine Farbung des Zellkortex in der I- und M-Phase und ein diffuses zytoplasmatisches
Signal in mitotischen Zellen, wéhrend das Praimmunserum keine spezifischen
subzelluldren Strukturen erkannte (Abb. 25B). Da das KIAA1741 reaktive Serum in
Western-Blot-Analysen noch weitere Proteine erkannte (Abb. 25A), wurde es iiber das
kovalent an Matrix gebundene Antigen affinititsgereinigt. Die so aufgereinigten
Antikorper erkannten in Western-Blot-Analysen spezifisch nur die KIAA1741 Bande und
lieferten ein deutliches Signal in den Immunfluoreszenz-Analysen (siehe unten). Alternativ
wurde der von Seimiya et al. (2002) verodffentlichte Antikorper verwendet. Beide
Antikorper detektierten in Western-Blot-Analysen die gleichen Banden (Daten nicht
gezeigt) und dekorierten in Immunfluoreszenz-Analysen die gleichen Strukturen. Der
Antikorper von Seimia et al. (2002) reagierte, wie beschrieben, in Immunfluoreszenz-
Analysen jedoch auch mit Antigenen im Kern und kondensierten Chromosomen,

wohingegen der in dieser Arbeit generierte Antikorper diese Strukturen nicht erkannte.
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Abb. 25 : Charakterisierung des KIAA1741 Antikdrpers.

(A) Western-Blot-Analyse des KIAA1741 Serums (1:1000, 2. Blutung) mit Zellextrakten aus mitotischen
HeLa S3 Zellen. Als Kontrolle wurde das Serum mit einem Uberschuss an Antigen inkubiert (Spur 2). Die
Western-Blot-Analyse rechts zeigt das Erkennungsmuster des affinitétsgereinigten Antikorpers (16 pg/ml).

(B) Indirekte Immunfluoreszenz Methanol fixierter U20S Zellen mit dem Praimmunserum (1:1000) und dem
KIAA1741 reaktive Serum (1:1000). GroBenbalken: 10 um.

Interaktions- und Phosphorylierungsstudien mit KIAA1741

Um zu zeigen, dass das in den Aurora-A Co-Immunprizipitationen identifizierte
KIAA1741 Protein mit dem hier charakterisierten Protein identisch war, wurden Western-
Blot-Analysen von Aurora-A Co-Immunprizipitationen mit dem KIAA1741 Antikdrper
durchgefiihrt. Der KIAA1741 Antikorper zeigte ein Signal in den Zelllysaten sowie in den
Aurora-A Prizipitaten, nicht jedoch in den Kontroll-Immunprézipitation (Abb. 26A). Um
die Bindung von endogenem volllingen KIAA1741 an Aurora-A zu bestitigen und zu
untersuchen, ob Kinaseaktivitit fiir eine Bindung notwendig ist, wurde rekombinante WT
und KD GST-Aurora-A in mitotischen sowie Interphase Zellextrakten inkubiert und iiber
Glutathion-Sepharose prizipitiert. KIAA1741 konnte in den Prézipitaten mit der WT und
der KD Aurora-A aus Interphase Extrakten nachgewiesen werden (Abb. 26B). Hingegen
zeigte KIAA1741 aus mitotischen Extrakten eine bessere Bindung an die WT- als die KD
Form der Kinase (Abb. 26B). Keine Bindung konnte an die, als Kontrolle verwendete,
Glutathion-Sepharose beobachtet werden (Abb. 26B). Somit konnte gezeigt werden, dass
KIAA1741 in Interphase Extrakten unabhédngig von der Kinaseaktivitdt mit Aurora-A

interagierte, wohingegen in mitotischen Extrakten die Bindung abhdngig von der
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Kinaseaktivitdt schien. Eine Interaktion mit endogener Aurora-A wurde auch mit dem
partiellen EGFP-KIAA1741 Konstrukt beobachtet, wenn dieses als EGFP-Fusionsprotein
in 293T Zellen exprimiert und mit Hilfe eines GFP-spezifischen Antikdrpers aus Lysaten
dieser Zellen prizipitiert wurde (Daten nicht gezeigt). Die Interaktion von KIAA1741 mit
Aurora-A konnte somit bestitigt werden.

Da Aurora-A maximal in der Mitose exprimiert ist, wurde als nédchstes untersucht,
ob auch KIAA1741, eine zellzyklusabhidngige Regulation der Expression zeigt. Hierzu
wurde KIAA1741 in Zelllysate von HeLa Zellen in verschiedenen Zellzyklusstadien
(freundlicherweise von V.M. Stucke zur Verfligung gestellt) durch Western-Blot-Analyse
nachgewiesen (Abb. 26C).
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Abb. 26 : KIAAL741 interagiert mit Aurora-A und ist zellzyklusunabhéangig exprimiert.

(A) Western-Blot-Analyse einer Aurora-A Co-Immunprézipitation aus mitotischen HeLa S3 Zelllysat,
geprobt mit dem KIAA1741 und dem Aurora-A Antikdrper. Immunprézipitationen sind etwa 10-mal
konzentrierter als das Lysat. Als Kontrolle wurden Immunprizipitationen mit dem mit einem Uberschuss an
Peptid gesittigten Antikdrper durchgefiihrt.

(B) Immobilisierte, rekombinante GST-Aurora-A WT und KD wurde in Zellextrakten aus Interphase (Spur 2
und 3) beziehungsweise mitotischen (Spur 6 und 7) HeLa S3 Zellen inkubiert. GST-Aurora-A wurde mit
Glutathion-Sepharose prézipitiert. Die untere Abbildung zeigt die Ponceau Férbung der eingesetzten
rekombinaten Kinase. Western-Blot-Analyse mit dem KIAA1741 Antikorper zeigt, KIAA1741 in den
Zelllysaten (Spur 4 und 8) und in den Aurora-A Co-Prézipitationen aus M- und I-Phase Extrakten (Spur 3
und 7). Als Kontrolle dienten Prézipitationen mit GST (Spur 1 und 5).

(C) Western-Blot-Analyse von Zelllysaten synchronisierter HeLa Zellen (freundlicherweise von V.M. Stucke
zur Verfliigung gestellt). Zahlen geben die Zeit in Stunden nach Aufhebung eines Aphidicolin-Arrests an. Als
Kontrolle wurde Zelllysate aus mit Nocodazol in der Mitose arretierten Zellen (Noc) beziehungsweise einer
asynchronen Kultur (Asy) verwendet. Der Zellzyklusverlauf ist rechts anhand einer FACS Analyse
dargestellt (erstellt von V.M. Stucke).
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Wihrend die Proteinmenge von KIAA1741 wihrend des Zellzyklus weitgehend
unverdndert blieb, konnte eine verdnderte elektrophoretische Mobilitit des KIAA1741
Proteins in Zellen, die mit Nocodazol in der Prometaphase arretiert wurden beobachtet
werden (Abb. 26C).

Das in den Immunprézipitationen gefundene volllingen KIAA1741 entspricht
einem Protein von {iber 150 kDa. Da fiir Aurora-A hochmolekulare Substrate dieser Grofle
berichtetet wurden (Kimura et al., 1998), lag es auf der Hand, zu fragen, ob KIAA1741
eines dieser Substrate ist. Um zu =zeigen, dass Aurora-A auch in HelLa Zellen
hochmolekulare Substrate phosphoryliert, wurden Kinaseassays von Aurora-A Co-
Immunprézipitationen aus mitotischen und S-Phase HelLa S3 Zellen durchgefiihrt. Sowohl
in M- als auch I-Phase Zellen war eindeutig ein Substrat mit einem Molekulargewicht von
iiber 200 kDa vorhanden (Abb. 27A). Interessanterweise zeigte dieses Protein, wie
KIAA1741, eine verdnderte elektrophoretische Mobilitdt in der M-Phase (Abb. 27A). Es
konnte sich daher, ausgehend von der Grof3e des Proteins, um KIAA1741 handeln. Um als
ndchstes zu testen, ob KIAA1741 in vitro ein Substrat von Aurora-A war, wurden
Kinaseassays mit dem aus 293T Zellen prézipitieren partiellen EGFP-KIAA1741 und dem
volllangen myc-KIAA1741 Protein durchgefiihrt. Beide Proteine wurden hierbei sehr gut
von Aurora-A phosphoryliert, wobei Phosphorylierung zu einer verdnderten
elektrophoretischen Mobilitidt des volllingen myc-KIAA1741 Proteins fiihrte (Abb.
27B,C). KIAA1741 wurde nahezu gleich gut wie das exogene Substrat MBP von Aurora-A
phosphoryliert (Abb. 27C). Interessanterweise war auch eine Phosphorylierung des
partiellen EGFP-KIAA1741 Proteins in den Reaktionen mit der Aurora-A KD Mutante zu
erkennen, wenn dieses Protein aus mitotischen Zellen immunprézipitiert wurde (Abb. 27C,
Pfeil). Diese Phosphorylierung konnte auf die an KIAA1741 gebundene Aurora-A
zuriickzufithren sein. Dies ist plausibel, da in Co-Immunprézipitationen des partiellen

KIAA1741 Proteins aus 293T Zellen, Aurora-A nachgewiesen werden konnte (Daten nicht
gezeigt).

62



FErgebnisse

Kontroll
A s P B MGM WT KD WT KD
KDa ==
kDa — unbekanntes : — Myc-KIAA1741
205 == — Substrat e
205 — —
1em| BN . ”
97 ™ S
iei 16— -
97 —
66 == ’ 3
66 — - R p— "' — GST-Aurora-A
- “ — Aurora-A
45 == . s |
12p CBB zp
C KIAAT741  KIAA1741 KIAAIT41  KIAA1T41
Asyn Noc. MEP Asyn MNoc. MEP
WT KD WT KD WT KD WT KD WT KD WT KD
ecrpkiaat7al — |l W A —_
Aurora-A — . - -— | — — iy —
1gG HC — |- — s
- . b33
o ® —

i2p CcBB

Abb. 27 : KIAA1741 ist ein Substrat von Aurora-A.

(A) Co-Immunprizipitationen aus I- und M-Phase Extrakten von HeLa S3 Zellen mit dem Aurora-A
Antikérper (IP), wurden fiir eine Stunde mit [y**P]-ATP inkubiert und durch SDS-PAGE aufgetrennt. Das
Autoradiogramm ist gezeigt. Als Kontrolle wurden Immunprizipitationen mit dem mit einem Uberschuss an
Peptid gesittigten Antikdrper (Kontroll IP) durchgefiihrt.

(B) Volllingen myc-KIAA1741 wurde in 293T Zellen exprimiert, immunprézipitiert und fiir in vitro
Kinaseassays zusammen mit rekombinanter GST-Aurora-A WT und KD in Gegenwart von [y*’P]-ATP
inkubiert. Das prazipitierte Protein ist bei etwa 300 kDa zu erkennen (Beschriftung). Gezeigt ist das
Coomassie BB gefarbte Gel (links) und das zugehdrige Autoradiogramm (rechts).

(C) In vitro Kinaseassay mit dem aus 293T Zellen prézipitieren partiellen EGFP-KIAA1741 Protein mit
rekombinanter Aurora-A WT beziehungsweise KD in Gegenwart von [y**P]-ATP. Autoradiogramm (links)
und das korrespondierende Coomassie BB gefirbtes Gel (rechts) sind gezeigt. Als Kontrolle wurden Zellen
mit dem leeren Vektor transfiziert. MBP wurde als Referenz-Substrat verwendet.
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Subzellulare Lokalisation von KIAA1741

Da die biochemischen Daten eine Bindung des volllingen KIAA1741 Proteins an
Aurora-A belegten, wurde die Lokalisation von KIAA1741 in humanen Zellen mittels
Expression von myc-KIAA1741-Fusionsproteinen und indirekter Immunfluoreszenz
untersucht.

Das partielle EGFP-KIAA1741 Protein zeigte in U20S Zellen eine nukleédre
Lokalisation in Interphase-Zellen, wohingegen in der Mitose keine Lokalisation an
subzelluldre Strukturen festgestellt werden konnte (Daten nicht gezeigt). Expression des
volllaingen myc-KIAA1741 Proteins zeigte, neben der bereits fiir das carboxyterminale
Fragment beobachteten nukledren Lokalisation, eine klare Co-Lokalisation an Aktin
Strukturen wie Fokalkontakte und den Zellkortex. Dies war auch in mitotischen Zellen zu
erkennen, wo ein starkes Signal am Zellkortex beobachtet wurde (Daten nicht gezeigt).

Um die Lokalisation des endogenen Proteins zu bestimmen, wurden
Immunfluoreszenz-Analysen mit dem affinititsgereinigten KIAA1741 Antikorper in
humanen HeLa und U20S Zellen durchgefiihrt. Hierbei zeigte der Antikérper Signale an
Strukturen, an welchen auch das exprimierte myc-KIAA1741 lokalisierte: In der
Interphase waren Aktin-Strukturen wie Fokalkontakte und der Zellkortex gefdrbt (Abb.
28A.,B). Die Fiarbung des Zellkortex trat besondere hervor, wenn die Zellen mit Digitonin
praextrahiert wurden (Abb. 28A). In der Mitose wurde ebenfalls eine Lokalisation von
KIAA1741 an den Zellkortex beobachtet, auffallend war hier vor allem die Farbung der
aktinreichen Teilungsfurche in der Telophase (Abb. 28B). Interessanterweise war eine
schwache Co-Lokalisation von KIAA1741 mit Aurora-A an der mitotischen Spindel und
den Centrosomen bei Verwendung einer Praextraktions-Fixierung zu erkennen (Abb. 28C).
Um einen Fixierungsartfakt als Ursache flir diese Spindellokalisation auszuschliefen,
wurden isolierte mitotische Spindeln aus humanen Zellen (freundlicherweise von H.H.
Sillj¢ zur Verfiigung gestellt) durch Western-Blot-Analyse auf die Anwesenheit von
KIAA1741 getestet. Wahrend Aurora-A ein starkes Signal in der Spindelpréparation und
ein schwaches Signal in den Uberstinden zeigte, konnte KIAA1741 nur in den
Uberstinden nachgewiesen werden (Abb. 28D). Biochemisch konnte somit nicht bestitigt
werden, dass KIAA1741 mit der mitotischen Spindel assoziiert. Andererseits ist es auch
moglich, dass die Menge des an die Spindel gebundenen KIAA1741 Proteins unterhalb der
Nachweisgrenze liegt, beziehungsweise dass es bei der Spindel-Préparation degradiert

wurde.
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Abb. 28 : Subzellulare Lokalisation von KIAA1741.

Indirekte Immunfluoreszenz mit dem affinititsgereinigten KIAA1741 Antikorper an humanen U20S Zellen.
Groflenbalken entsprechen 10 pm.

(A) Zellen, praextrahiert mit Digitonin und fixiert in Methanol.

(B) Zellen fixiert mit Paraformaldehyd (PFA), Co-Féarbung mit Phalloidin in der Telophase (oben) und
Interphase (unten).

(C) Zellen, préextrahiert mit Digitonin und fixiert mit Methanol. Co-Farbung mit dem monoklonalen
Aurora-A Antikorper in der Metaphase ist gezeigt.

(D) Western-Blot-Analyse von isolierten mitotischen Spindeln und Zellextrakten. T: Taxol stabilisierte
Spindeln, N: Nocodazol-Behandlung als Kontrolle. Aurora-A wurde als Spindel-Marker verwendet. Das
Prizipitat (,,Spindel*) sowie der Uberstand sind geladen.
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Charakterisierung des RNAi Phanotyps von KIAA1741

Um die Funktion von KIAA1741 in humanen Zellen nidher zu analysieren, wurde
KIAA1741 mit Hilfe eines siRNA Duplex in HeLa S3 Zellen depletiert. Als Kontrolle
wurden die Zellen mit dem Kontroll-Duplex (GL2) behandelt. Western-Blot-Analysen von
Zelllysaten zeigten, dass das KIAA1741 Protein nach Behandlung der Zellen mit dem
KIAA1741 spezifischen Duplex fiir 72 Stunden nahezu nicht mehr nachgewiesen werden
konnte (Abb. 29A). Demgegeniiber zeigte die Behandlung der Zellen mit der GL2 Duplex
keinen Effekt auf die KIAA1741 Expression (Abb. 29A). Wie zu erwarten, war KIAA1741
in Immunfluoreszenz-Analysen dieser Zellen nicht mehr an Aktin-Strukturen zu erkennen,
es konnte jedoch im Nukleus nachgewiesen werden (Abb. 29B). Dies konnte auf eine
unspezifische Reaktion mit einem Antigen im Kern oder auf ein verdndertes Equilibrium
von KIAA1741 zwischen einer RNAI resistenteren Population im Kern zu einer RNAi
anfilligen Population im Zytoplasma zuriickzufiihren sein. Indirekte Immunfluoreszenz-
Analysen gegen o- und y-Tubulin in den mit dem KIAA1741 Duplex behandelten Zellen
zeigten keine sichtbaren Defekte in der Organisation der Mikrotubuli beziehungsweise der
Centrosomen (G.Guargualini persdnliche Kommunikation und Daten nicht gezeigt).

Zellen, die mit dem KIAA1741 siRNA Duplex behandelt wurden, konnten nicht
mehr mit Nocodazol in der Mitose arretiert werden (Daten nicht gezeigt). Es wurde daher
untersucht, ob die Depletion von KIAA1741 einen Einfluss auf das Fortschreiten im
Zellzyklus hat. Hierzu wurden asynchrone Kulturen von HelLa S3 Zellen mit dem
KIAA1741 beziehungsweise dem GL2 siRNA Duplex behandelt und der DNA Gehalt der
Zellen nach Fixierung in Methanol nach 48 Stunden beziehungsweise 72 Stunden iiber
LSC-Analyse bestimmt. Wahrend die mit dem Kontroll-Duplex GL2 behandelten Zellen
stets ein fiir eine proliferierende Kultur typisches DNA-Profil zeigten, war in den mit dem
KIAA1741 Duplex behandelten Zellen nach 48 Stunden eine leichte Zunahme an
apoptotischen Zellen sowie eine signifikante Abnahme an S-Phase Zellen (DNA Profil
zwischen 2N und 4N) von ~ 13 % auf ~ 5 % zu beobachten. Konsistent mit einem zu
vermutenden Block in der G;-Phase, nahm nach 72 Stunden auch die Population an G,-
Phase Zellen (4N) signifikant ab, wihrend die Anzahl der G;-Phase Zellen (2N) zunahm
(Abb. 29C).
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Abb. 29 : siRNA Phéanotyp von KIAA1741.

(A) Western-Blot-Analyse von Zelllysaten von Zellen welche fiir 72 Stunden mit dem KIAA1741 Duplex,
beziehungsweise einem Kontroll-Duplex (GL2) behandelt wurden. Die Filter wurden fiir KIAA1741 und o-

Tubulin als Ladekontrolle beprobt. Als Kontrolle dienten Extrakte von Zellen, die mit der Kontroll-Duplex
(GL2) behandelt wurden.

(B) HeLa S3 Zellen wurden fiir 72 Stunden mit dem KIAA1741 beziehungsweise dem GL2 siRNA Duplex
behandelt, in PFA fixiert und KIAA1741 durch indirekte Immunfluoreszenz sowie Aktin durch Farbung
dargestellt. DNA ist mit DAPI gefirbt. Der Groflenbalken entspricht 10 pm.

(C) DNA Profile einer asynchronen HeLa S3 Zellpopulation, behandelt mit dem KIAA1741 spezifischen
Duplex beziehungsweise einem Kontroll Duplex (GL2). Gezeigt ist das Histogramm der LSC Analyse. Die
Tabelle gibt die prozentuale Zusammensetzung der Population nach ,,gaten* des Histogramms an.

Zusammenfassung

KIAA1741 wurde sowohl in Co-Immunprizipitationen mit dem Aurora-A
Antikorper als auch in Bindungsexperimenten mit rekombinanter Aurora-A Kinase mit
HeLa Zellextrakten gefunden. Ferner war KIAA1741 ein sehr gutes in vitro Substrat von
Aurora-A und zeigte nach Phosphorylierung eine verénderte elektrophoretische Mobilitit.
Der Carboxylterminus von KIAA1741 ist dabei sowohl fiir die Bindung an Aurora-A als
auch fiir die Phosphorylierung ausreichend. Um KIAA17141 weiter zu charakterisieren,
wurde ein polyklonaler Antikorper generiert, mit welchem KIAA1741 spezifisch
nachgewiesen werden konnte. KIAA1741 war zellzyklusunabhingig exprimiert, zeigte
jedoch eine verdnderte -elektrophoretische Mobilitdt in der M-Phase. Endogenes
KIAA1741 lokalisierte in humanen Zellen an aktinreiche Strukturen. Depletion von

KIAA1741 durch siRNA fihrte zu G-Arrest der Zellen.
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Charakterisierung des Interaktionspartners TPX2

TPX2 konnte in den Aurora-A Co-Immunprézipitationen als weiterer potentieller
Bindungspartner der Aurora-A Kinase identifiziert werden. Diese Interaktion konnte durch
Bindungsexperimente, in denen endogenes TPX2 Protein mit rekombinanter Aurora-A
interagierte, bestitigt werden (sieche oben).

TPX2 ist als ,targeting Faktor* fiir das ,,Xenopus Kinesin-like-Protein 2 (Xklp2)
beschrieben (Wittmann et al.,, 1998). Ferner ist TPX2 essentiell fiir den RanGTP
vermittelten Aufbau der mitotischen Spindel in X.laevis (Gruss et al., 2001). Da Aurora-A
ebenfalls im Spindelaufbauprozess involviert ist, stellt TPX2 einen auBerordentlich
interessanten Kandidaten fiir einen Aurora-A Bindungspartner dar. Fiir das humane TPX2
Protein wurde wie fiir Aurora-A, eine Mitose spezifische Expression, sowie eine

Spindellokalisation gezeigt (Heidebrecht et al., 1997).

Analyse der Aurora-A / TPX2 Interaktion

Um TPX2 als Bindungspartner von Aurora-A zu bestéitigen, wurden Co-
Immunprézipitationen mit dem polyklonalen Aurora-A Antikérper wiederholt und vice
versa mit dem TPX2 spezifischen monoklonalen Antikdrper (mAK) Ki-S2 (Heidebrecht et
al., 1997) durchgefiihrt. Wie Western-Blot-Analysen dieser Prézipitationen zeigten, konnte
Aurora-A in den TPX2 Co-Immunprézipitationen und vice versa TPX2 in den Aurora-A
Co-Immunprézipitationen nachgewiesen werden (Abb. 30A). Die co-préizipitierten
Mengen an TPX2 beziehungsweise Aurora-A deuteten an, dass nur ein Teil von etwa 5 %
des gesamten TPX2 Pools einen Komplex mit Aurora-A in der Zelle einging. Dies konnte
durch Gelfiltrationsexperimente mitotischer HeLa S3 Zelllysate bestdtigt werden, in denen
nur eine Fraktion von Aurora-A zusammen mit TPX2 eluierte (Abb. 30B).
Interessanterweise eluierte Aurora-A in zwei Komplexen, dem Hauptkomplex mit einem
Molekulargewicht von etwa 80 kDa und einen weiteren Aurora-A Komplex bei etwa 2000
kDa (Abb. 30B).

Um zu testen, welche weiteren Marker zusammen mit dem hochmolekularen
Aurora-A Komplex eluieren, wurden die Fraktionen der Gelfiltration mittels Western-Blot-
Analyse auf das Vorhandensein von TACC3, einem Bindungspartner der centrosomalen

Aurora-A (Giet et al., 2002) und KIAA1741 getestet. Wie in Abb. 30B zu sehen, konnte
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sowohl TACC3 als auch KIAA1741 in diesen hochmolekularen Aurora-A positiven
Fraktionen gefunden werden. Dies deutet darauf hin, dass Aurora-A in vivo mindestens
zwei Komplexe mit verschiedenen Interaktionspartnern und eventuell unterschiedlicher

Funktion und Lokalisation eingeht.
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Abb. 30 : TPX2 ist ein Bindungspartner von Aurora-A.

(A) Oben: Zunehmende Mengen Aurora-A Immunprizipitat wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und
durch Western-Blot-Analyse mit Antikdrpern gegen Aurora-A und TPX2 analysiert (Spur 2-4). Die Kontroll-
Immunprézipitation wurde in Gegenwart des antigenen Peptids durchgefiihrt (Spur 5). Unten: Zunehmende
Mengen TPX2 Immunpréazipitat wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und durch Western-Blot-Analyse mit
Antikdrpern gegen Aurora-A und TPX2 analysiert (Spur 2-4). Als Kontroll-Immunprézipitation wurde die
Matrix alleine verwendet (Spur 5). Zelllysate wurden in parallel analysiert (Spur 1).

(B) Zellextrakt aus mitotischen HeLa Zellen wurde iiber eine Superose-12 HC 10/30 Saule fraktioniert, die
gesammelten Fraktionen iiber SDS-PAGE aufgetrennt und durch Western-Blot-Analyse mit Antikérpern
spezifisch gegen Aurora-A, TPX2, TACC3 und KIAA1741 analysiert. Peile zeigen das Elutions-Profil von
Markerproteinen.

(C) Immobilisierte GST-Aurora-A WT und KD wurden in mitotischen HeLa Extrakten inkubiert und iiber
Glutathion-Sepharose prézipitiert (siche Abb. 21). Die Prazipitate wurden iiber PAGE aufgetrennt und durch
Western-Blot-Analyse mit Aurora-A und TPX2 spezifischen Antikérpern analysiert (Spur 1 und 2).
Kontrollen zeigen die Ergebnisse von Matrix, inkubiert in Extrakten (Spur 3) sowie des rekombinanten
Proteins ohne Extrakt-Inkubation (Spur 4).

(D) In vitro Bindung von rekombinanten Protein-A-TPX2 (IN) an immobilisierte GST-Aurora-A WT und
KD Proteine, beziechungsweise GST als Kontrolle. Das Coomassie BB geférbte Gel ist gezeigt.
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Nachdem verifiziert werden konnte, dass Aurora-A in vivo einen Komplex mit
TPX2 einging, fragte ich als néchstes, ob die Kinaseaktivitit fiir diese Bindung notwendig
ist. Um dies zu testen, wurde an Glutathion-Sepharose gebundene rekombinante GST-
Aurora-A WT und KD in mitotischen Extrakten inkubiert. Die GST-Aurora-A wurde
prazipitiert (siche Abb. 21) und das Prizipitat durch Western-Blot-Analyse auf TPX2 und
Aurora-A analysiert. Gleiche Mengen an TPX2 waren an Aurora-A WT und KD
gebunden, wohingegen keine Bindung von TPX2 an die Matrix alleine festgestellt werden
konnte (Abb. 30C). TPX2 konnte ebenso nicht in der GST-Aurora-A Préparation von S9
Zellen nachgewiesen werden. Damit konnte gezeigt werden, dass die Kinaseaktivitit von
Aurora-A die Bindungsaffinitit fiir TPX2 nicht beeinflusst. Alle bisher verwendeten
Assays konnten jedoch nicht zwischen einer direkten und indirekten Bindung
unterscheiden. Um dies ndher zu untersuchen, wurde rekombinantes humanes TPX2 als
Protein-A-Fusionsprotein sowie Aurora-A WT und KD als GST-Fusionsproteine
exprimiert. TPX2 wurde zusammen mit Aurora-A WT beziehungsweise KD in Gegenwart
von ATP inkubiert und GST-Aurora-A mit Glutathion-Sepharose prézipitiert. Das
Prazipitat wurde gewaschen und durch SDS-PAGE gefolgt von Coomassie BB Farbung
analysiert. TPX2 co-prézipitierte in nahezu d4quimolaren Mengen mit der WT und der KD
Form von Aurora-A, nicht jedoch mit GST, gebunden an Glutathion-Sepharose, welches
als Kontrolle verwendet wurde (Abb. 30D). Aurora-A war in diesen Versuchen aktiv, wie
durch Autophosphorylierung der Kinase in einem parallelen Ansatz mit [y*°P]-ATP gezeigt
wurde (Daten nicht gezeigt). Die Interaktion zwischen TPX2 und Aurora-A war somit
direkt und nicht von der Kinaseaktivitit abhédngig. Erstaunlicherweise konnte die
Interaktion zwischen TPX2 und Aurora-A KD sowie Fragmenten von Aurora-A nicht in
einem Y2H-System etabliert werden, was erkldart, warum TPX2 nicht im oben
beschriebenen Screen gefunden wurde.

Da sowohl TPX2 als auch Aurora-A einen hohen Grad an Konservierung zwischen
X.laevis und H.sapiens aufweisen, wurde untersucht, ob die Interaktion zwischen Aurora-A
und TPX2 auch in X.laevis konserviert ist. Um dies zu analysieren, wurden Co-
Immunprézipitationen mit einem polyklonalen Antikorper, der spezifisch mit der X.laevis
Aurora-A (Eg2) reagiert (G.Guargualini), aus Oozyten-Extrakten durchgefiihrt. Wie fiir
humanes TPX2 gezeigt, konnte auch aus den X.laevis Oozyten-Extrakten TPX2 mit
Aurora-A co-immunprézipitiert werden (Daten nicht gezeigt). Ferner konnte, analog zum
menschlichen System, nur eine geringe Menge des gesamten TPX2 Pools co-prézipitiert

wurden, was nahe legte, dass auch in X.laevis nur eine Subpopulation von TPX2 eine
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Interaktion mit Aurora-A eingeht (Daten nicht gezeigt). Dies zeigte, dass die Interaktion
zwischen Aurora-A und TPX2 in Vertebraten evolutionér konserviert scheint.

Um die Interaktionsdomidnen in TPX2 und Aurora-A zu Kkartieren, wurden
Bindungsstudien mit in vitro translatierten >’S-Methionin markierten, myc-
Fusionsproteinen von Fragmenten von Aurora-A und TPX2 und rekombinaten Proteinen
durchgefiihrt. Die verwendeten Fragmente sind schematisch in Abb. 31A visualisiert. Die
volllingen Proteine zeigten, wie erwartet Interaktion, wobei eine spezifische Interaktion

nur mit Aurora-A und nicht mit Aurora-B erfolgte (Abb. 31A, Daten nicht gezeigt).
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Abb. 31 : Kartierung der Interaktionsdoméanen in TPX2 und Aurora-A.

(A) Fragmente von Aurora-A und TPX2, wie in den Diagrammen dargestellt, wurden durch IVT in
Gegegnwart von *>S-Methionin hergestellt und die Bindung an Hiss-TPX2 (oben) bezichungsweise GST-
Aurora-A (unten) getestet. Protein-Komplexe wurden iiber Ni-Sepharose beziehungsweise Glutathion-
Sepharose prézipitiert. Ni-Sepharose oder GST gesittigte Matrix wurden als Kontrolle verwendet. Die
Autoradiogramme zeigen gleiche Mengen an Input und prézipitierten Protein-Komplexen.

(B) Alignment der ersten 150 Aminosduren der TPX2 Orthologe von H.sapiens, M.musculus, X.laevis und
F.rubripes. Das Alignment wurde mit CLUSTAL-W generiert.

(C) Bindung der ersten 43 Aminoséuren von TPX2 an Aurora-A. Assay wie in (A) beschrieben.
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Ferner wurde eine Interaktion zwischen TPX2 und der carboxyterminalen Domédne von
Aurora-A, nicht jedoch der aminoterminalen Doméne beobachtet (Abb. 31A). Vice versa
interagierten die ersten 394 Aminosduren von TPX2 mit Aurora-A (Abb. 31A). Eine, wenn
auch schwichere, Bindung konnte ebenfalls noch mit den ersten 149 Aminosduren von
TPX2 beobachtet werden (Abb. 31A). Im Gegensatz hierzu zeigte der Carboxylterminus
von TPX2 (149-747) keine Interaktion mit Aurora-A (Abb. 31A). Die katalytische
Doméne von Aurora-A interagierte somit mit dem Aminoterminus von TPX2.

Ein Vergleich der aminoterminalen 149 Aminosduren von TPX2 aus verschiedenen
Vertebraten Spezies, zeigte, dass die ersten 43 Aminosduren den hdchsten Grad an
evolutiondrer Konservierung in dieser Sequenz aufwiesen (Abb. 31B). Interessanterweise
waren hierbei die beiden Motive “YxxDAP” und “DxWF” zu 100 % zwischen H.sapiens,
M.musculus, X.laevis und Fugu rubripes konserviert (Abb. 31B). Dieser Abschnitt wurde
daher als potenticlle Bindungsdoméne fiir Aurora-A getestet. In IVT-Co-
Immunprézipitationen, waren diese ersten 43 Aminosduren von TPX2 ausreichend, um an
Aurora-A zu binden (Abb. 31C). Ubereinstimmend damit konnte ein TPX2 Protein, in dem
die ersten 43 Aminosduren depletiert wurden (AN-TPX2), nicht mehr an Aurora-A binden
(Abb. 31C). Dies bestitigte, dass die ersten 43 Aminosduren von TPX2 notwendig und

ausreichend fiir eine Bindung an Aurora-A sind.

Phosphorylierung von TPX2 durch Aurora-A

Da TPX2 ein Phosphoprotein ist, welches spezifisch in der Mitose phosphoryliert
wird (Heidebrecht et al., 1997; Wittmann et al., 2000), wurde analysiert, ob TPX2 ein
Substrat von Aurora-A ist. In Kinaseassays wurde rekombinantes TPX2 in vitro von der
WT, nicht jedoch der KD Form von Aurora-A phosphoryliert (Abb. 32A). Die
Phosphorylierung war hierbei im TPX2-Protein selbst, da Protein-A nicht von Aurora-A
phosphoryliert werden konnte (nicht gezeigt). Phosphoaminosdurenanalysen des in vitro
phosphorylierten TPX2 Proteins zeigten, dass die Phosphorylierung an Serin(en) erfolgte
(Abb. 32A). Um potentielle Aurora-A Phosphorylierungsdoménen in TPX2 zu
identifizieren, wurde das TPX2 Gen als vier, nicht iiberlappende Fragmente (AS 1-149,
149-394, 394-559 und 559-747) subkloniert. Die entsprechenden Peptide wurden als
rekombinante his-Fusionsproteine in E.coli exprimiert und auf *’P Inkorporation in
Kinaseassays mit rekombinanter GST-Aurora-A getestet. Es zeigte sich, dass nur

Fragmente, welche die ersten 149 Aminosduren von TPX2 enthielten, von Aurora-A in

72



FErgebnisse

vitro  phosphoryliert ~ wurden  (Abb. 32B  oben). Um die  Aurora-A
Phosphorylierungsstelle(n) noch weiter einzugrenzen, wurde das TPX2 1-149 Fragment
weiter subkloniert und auch die Aurora-A Bindungsdomine von TPX2 (AS 1-43) als
Substrat getestet. Interessanterweise wurde diese kurze Domine, exprimiert als GST-
Fusionsprotein, von Aurora-A phosphoryliert, wobei GST alleine kein Substrat der Kinase
war (Abb. 32B unten). Um zu bestitigen, dass die in vitro Phosphorylierungsstelle in den
ersten 43 Aminosduren von TPX2 lag, wurde ein TPX2 Konstrukt verwendet, in dem die
Aminosduren 1-49 deletiert wurden (AN TPX2). AN TPX2 wurde nicht mehr von Aurora-
A phosphoryliert (Abb. 32B unten), was zeigte, dass Aurora-A TPX2 in den ersten 43
Aminosduren phosphoryliert. Alternativ ist jedoch nicht auszuschlieen, dass Interaktion
mit Aurora-A iiber die ersten 43 Aminosduren von TPX2 fiir die Phosphorylierung von
TPX2 notwendig ist.

Um zu analysieren, ob neben der Interaktion auch die Aurora-A vermittelte
Phosphorylierung von TPX2 evolutiondr konserviert ist, wurden Kinaseassays mit
rekombinanten X.laevis TPX2 und Eg2 beziechungsweise humaner Aurora-A durchgefiihrt.
X.laevis TPX2, exprimiert als EGFP-Fusionsprotein in E.coli (freundlicherweise von
[.Vernos zur Verfiigung gestellt), wurde sowohl von rekombinanter humaner GST-Aurora-
A (Abb. 32C) als auch von X.laevis Eg2 phosphoryliert (Daten nicht gezeigt). Dies zeigte,
dass die Aurora-A vermittelte Phosphorylierung von TPX2 evolutiondr konserviert ist und
lies vermuten, dass TPX2 ein evolutionir konserviertes Aurora-A Substrat in Vertebraten
ist. Interessanterweise flihrte die Phosphorylierung des X.laevis TPX2 Proteins durch
Aurora-A zu einer veridnderten elektrophoretischen Mobilitdt im Gel (Abb. 32C), wie es

fiir X.laevis TPX2 in der Meiose beschrieben wurde (Wittmann et al., 2000).
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Abb. 32 : Aurora-A phosphoryliert TPX2 an Serin(en) im Aminoterminus.

(A) Ein in vitro Kinaseassay wurde mit rekombinanter GST-Aurora-A und rekombinaten TPX2 in der
Gegenwart von [y*?P]-ATP durchgefiihrt. Das Coomassie BB gefirbte Gel (links) und das Autoradiogramm
(rechts) sind gezeigt. Phosphoaminoséurenanalyse des rekombinanten **P-markierten TPX2 Proteins (unten-
rechts). Ninhydrin Farbung (unten-links) zeigt das Migrationsverhalten von Phosphoaminosiure Standards.

(B) Kinaseassays mit rekombinanter Aurora-A (rote Pfeile) und rekombinant exprimierten Fragmenten von
TPX2 (schwarze Pfeile) wurden in Gegenwart von [y**P]-ATP durchgefiihrt. Coomassie BB gefirbte Gele
(links) und die Autoradiogramme (rechts) sind gezeigt. Die Linge der Fragmente ist in den Boxen
schematisch gezeigt, rot markiert phosphorylierte Fragmente. Sterne (*) markieren phosphorylierte
Verunreinigungen.

(C) Zeitlicher Verlauf eines Kinaseassays mit rekombinaten X.laevis EGFP-TPX2 und humaner GST-
Aurora-A.

TPX2 und Aurora-A co-lokalisieren an der mitotischen Spindel

In vorausgehenden Studien wurde fir TPX2 als auch fiir Aurora-A unabhéngig
voneinander eine Lokalisation an der mitotische Spindel gezeigt (Bischoff et al., 1998;
Glover et al., 1995; Heidebrecht et al., 1997; Roghi et al., 1998; Schumacher et al., 1998;
Wittmann et al., 2000). Um die subzelluldre Lokalisation dieser beiden Proteine in

humanen Zellen im Detail zu analysieren, wurden indirekte Immunfluoreszenz-Analysen
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in humanen U20S und HeLa Zellen durchgefiihrt. In diesen beiden Zelltypen war eine Co-
Lokalisation von TPX2 und Aurora-A am Spindelapparat, welcher positiv fiir a-Tubulin
farbte, zu beobachten (Abb. 33A, oben). Wohingegen die Spindelpole stets stark positiv fiir
Aurora-A waren, wurden sie nur schwach mit dem TPX2 Antikorper gefdrbt (Abb. 33A,
oben). Ebenso waren die Centrosomen in der G,-Phase positiv fiir Aurora-A, nicht jedoch
fiir TPX2, das in dieser Zellzyklusphase im Zellkern lokalisierte (Abb. 33A, unten). TPX2
und Aurora-A zeigten eine Co-Lokalisation an der mitotischen Spindel, wohingegen eine
auffillige Lokalisation an den Centrosomen und den Spindelpolen nur fiir Aurora-A

beobachtet wurde.

A TPX2/Aurora-A
o~-Tubulin TPX2 Aurora-A + DNA

Metaphase

G2

B

Lysat Spindel Uberstand

N T N

T N T
--- w = W | == Aurora-A
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Abb. 33 : TPX2 und Aurora-A Co-Lokalisation an der mitotischen Spindel.

(A) Dekonvolutionsaufnahmen von indirekten 4-Farben Immunfluoreszenz-Analysen von HeLa S3 Zellen
gefarbt fiir a-Tubulin, Aurora-A, TPX2 und DNA. Fusion der Bilder fiir TPX2 und Aurora-A mit DNA
Féarbung durch DAPI ist rechts gezeigt. Die obere Reihe zeigt eine reprasentative Metaphase Zelle, die unter
Reihe zeigt eine reprisentative Zelle in der G,-Phase. Grofenbalken entsprechen 10 pm.

(B) Mitotische Spindeln wurden durch Taxol (T) stabilisiert und aufgereinigt. Als Kontrolle wurde die
Spindeln durch Nocodazol (N) depolymerisiert. Western-Blot-Analyse dieser Spindel Pridparationen mit
Aurora-A (oben) und TPX2 (unten) spezifischen Antikdrpern. Zelllysate (Lysat), praparierte mitotische
Spindeln (Spindel) und die Uberstinde der Priparation sind aufgetragen. (Spindelpriparationen wurden von
H.Silljé hergestellt)
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Um die Co-Lokalisation von TPX2 und Aurora-A an der Spindel zusitzlich zu
bestitigen, wurden isolierte mitotische Spindeln iiber SDS-PAGE aufgetrennt und mittels
Western-Blot-Analyse auf assoziiertes Aurora-A und TPX2 Protein untersucht. Wéhrend
TPX2 hauptsdchlich in den Spindel-Priparationen nachgewiesen werden konnte, war
Aurora-A sowohl in der Spindelprédparation als auch im Zytosol nachzuweisen (Abb. 33B)
(Spindelpriparationen wurden freundlicherweise von H.Sillj¢ zur Verfligung gestellt).
Diese Ergebnisse bestdtigten das Vorhandenseins eines zytoplasmatischen Pools von
Aurora-A (Stenoien et al., 2003), wihrend TPX2 nahezu ausschlieBlich an Mikrotubuli
gebunden vorlag.

Um den Lokalisationsmechanismus von TPX2 in humanen Zellen zu untersuchen,
wurden Fragmente von TPX2 als myc-Fusionsproteine in U20S Zellen exprimiert.
Volllingen TPX2 zeigte, wie das endogene TPX2 Protein, primér eine nukledre
Lokalisation in Interphasezellen. Hohere Expression von myc-TPX2 fiihrte zur Dekoration
der zytoplasmatischen Mikrotubuli und zur Biindelung von Mikrotubuli, ein Effekt der
typisch fiir Mikrotubuli-assoziierte Proteine (MAPs) ist (Cassimeris und Spittle, 2001). In
der Mitose zeigte myc-TPX2 hingegen eine Lokalisation an den Spindelapparat und die
Chromosomen (Abb. 34). Das AN-TPX2 Konstrukt, welchem die Aurora-A
Interaktionsdoméne fehlte, zeigte ein dhnliches Lokalisationsmuster wie das volllangen
Protein (Abb. 34). Wie von den Depletionsstudien zu erwarten, zeigte die Deletion der
Aurora-A Bindungsdomine in TPX2 (1-43) somit keinen Einfluss auf die Lokalisierung
dieses Proteins. Demgegeniiber zeigten die ersten 149 Aminosduren von TPX2, welche die
Aurora-A Interaktionsdoméne enthalten, weder in Interphase- noch in M-Phase-Zellen eine
spezifische subzelluldre Lokalisation (Abb. 34). Das Fehlen einer nukledren Lokalisation
dieses Fragments steht im Einklang damit, dass das aktive nukleédre-Lokalisationssignal
(NLS) von TPX2 (AS 315), in diesem Fragment nicht mehr enthalten ist (Schatz et al.,
2003). Uberaschenderweise konnte auch der Carboxylterminus von TPX2 (149-747) nicht
mehr an die mitotische Spindel beziehungsweise an Interphase Mikrotubuli lokalisieren
(Daten nicht gezeigt). Fiir die Mikrotubulibindungsaktivitit von TPX2 scheinen daher
Eigenschaften des volllangen Proteins notwendig zu sein. Weder mit dem 1-149 noch mit
dem AN-Konstrukt (43-747), war nach Uberexpression in U20S Zellen, eine Kompetition
mit der Lokalisation der endogenen Aurora-A an der Spindel zu erkennen (Abb. 34).

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass TPX2 und Aurora-A an der
mitotischen Spindel co-lokalisieren. Wohingegen TPX2 fast ausschlielich an Mikrotubuli

gebunden vorlag und nicht an die Spindelpole lokalisierte, war Aurora-A hingegen auch
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als zytoplasmatisches Protein vorhanden und zeigte primér eine Lokalisation an den
Centrosomen in der G,-Phase und den Spindelpolen in der Mitose. Die Lokalisation von
TPX2 an Mikrotubuli scheint komplex geregelt, wobei die ersten 43 Aminosduren fiir die

korrekte Lokalisation des Proteins entbehrlich sind.

Aurora-A TPX2 merge + DNA Aurora-A TPX2 merge + DNA

TPX2

[
1-747 . ,

TPX2
1-149

TPX2
43.747
(ANTPX2)

Abb. 34 : Lokalisation von exprimierten myc-TPX2 Fragmenten in humanen Zellen.

Lokalisation von TPX2 Fragmenten in U20S Zellen. Die angegebenen Fragmente von TPX2 wurden als
myc-Fusionsproteine exprimiert und durch indirekte Immunfluoreszenz in den Zellen visualisiert. Die Bilder
zeigen die Farbung représentativer Zellen. Grof3enbalken entsprechen 10 pm.

siRNA Phéanotyp von TPX2

Um die Funktion von TPX2 in humanen Zellen zu untersuchen, wurde TPX2 in
HelLa S3 Zellen mittels einer TPX2 spezifischen siRNA Duplex depletiert. Nach 24
Stunden konnte eine nahezu komplette Depletion des TPX2 Proteins in den Zellen erreicht
werden, wie durch Western-Blot-Analysen und Immunfluoreszenz-Analysen mit einem
TPX2 spezifischen Antikorper gezeigt werden konnte (Abb. 35B). Bestimmung des
mitotischen Indexes durch DNA Férbung zeigte, dass die Depletion von TPX2 bereits nach
24 Stunden zu einem Arrest der Zellen in der Pro-Metaphase fiihrte (Abb. 35C). Zu
spéteren Zeitpunkten (ab 36 Stunden) wurden zunehmend apoptotische Zellen beobachtet,
was den Riickgang im mitotischen Index erklért, der vermutlich auf ein Absterben der

Zellen und nicht auf ein Fortschreiten in der Mitose zuriickzufiihren ist (Abb. 35C).
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Abb. 35 : TPX2 Depletion fihrt zu Spindeldefekten und mitotischem Arrest in HeL.a S3 Zellen.

(A) Indirekte Immunfluoreszenz-Analyse von HeLa S3 Zellen, die fiir 36 Stunden bezichungsweise 48
Stunden mit dem TPX2 spezifischen siRNA Duplex oder einem Kontroll-Duplex (GL2) behandelt wurden.
TPX2 (links) und a-Tubulin (Mitte) sind gefarbt, die Bilder rechts zeigen Komposit Aufnahmen der beiden
Farbungen zusammen mit DNA Farbung. GroBenbalken entsprechen 10 pm.

(B) Western-Blot-Analyse von Zelllysaten von HeLa S3 Zellen welche fiir 0 Stunden, 24 Stunden
beziehungsweise 48 Stunden mit dem TPX2-spezifischen siRNA Duplex behandelt wurden. Die Filter
wurden fiir TPX2 und a-Tubulin als Ladekontrolle beprobt.

(C) Mitotischer Index, bestimmt durch DAPI Féarbung und mikroskopische Analyse von Zellen, behandelt
mit dem TPX2 spezifischen Duplex (graue Balken) beziehungsweise dem Kontroll-Duplex (weille Balken).

Farbung der mit dem TPX2 siRNA-Duplex behandelten Zellen mit einem o-
Tubulin Antikorper, zeigte bereits nach 24 Stunden Defekte in der Formation der
mitotischen Spindel, die sich durch ungeordnet erscheinende Spindel-Mikrotubuli duflerten
(Abb. 35A). Die Auspragung dieser Defekte nahm nach 36 Stunden deutlich zu und nach
etwa 48 Stunden zeigten die meisten Zellen, in denen TPX2 in der Immunfluoreszenz nicht
mehr nachweisbar war, anstatt einer Spindel zwei unabhingige Astern (Abb. 35A).
Entsprechende Defekte waren in den mit dem Kontroll-Duplex (GL2) behandelten Zellen
nicht zu beobachten (Abb. 35A).
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Die Lokalisation von Aurora-A ist abhangig von TPX2

Um eine eventuelle gegenseitige Abhingigkeit der Lokalisation von TPX2 und
Aurora-A in der Zelle zu untersuchen, wurden die beiden Proteine durch siRNA depletiert
und anschliefend TPX2 und Aurora-A durch indirekte Immunfluoreszenz dargestellt. Als
Kontrolle wurden die Zellen mit dem Kontroll-Duplex GL2 behandelt. Um eine optimale
Depletion der Zielproteine zu erreichen, wurden HeLa S3 Zellen fiir 72 Stunden mit dem
Aurora-A Duplex beziehungsweise fiir 36 Stunden mit dem TPX2 Duplex behandelt.
Hierdurch konnten die Proteinspiegel von TPX2 und Aurora-A zu iiber 90 % reduziert
werden (Abb. 36D). Wihrend Aurora-A in den Kontrollen (GL2) stets an den Spindel-
Mikrotubuli lokalisierte (Abb. 36A,B und Abb. 17), war Aurora-A nach TPX2 Depletion
nur noch an den Spindelpolen, nicht jedoch den Spindel-Mikrotubuli nachzuweisen (Abb.
36A). Dies ist nicht mit einer Beeinflussung der Proteinmenge an Aurora-A zu erklédren, da
die Menge an Aurora-A in den TPX2 depletierten Zellen, im Vergleich zur Kontrolle
(GL2) sogar anstieg (Daten nicht gezeigt), wie aufgrund des durch die TPX2 Depletion
induzierten Metaphasearrests zu erwarten war. Ferner zeigten die meisten dieser Zellen
nach 36 Stunden eine noch weitgehend intakte mitotische Spindel (Abb. 36A). Zudem war
Aurora-A auch an den Spindel Mikrotubuli zu sehen, wenn die Zellen mit dem Eg5-
Inhibitor Monastrol (Mayer et al., 1999) behandelt wurden, was zur Inhibition der
Spindelformation und Ausbildung von monopolaren Astern fiihrte. Eine intakte bipolare
Spindel war somit nicht fiir die korrekte Aurora-A Lokalisation notwendig. Dies schloss
einen sekunddren Effekt der TPX2 Depletion auf die Aurora-A Lokalisation aus. Diese
Versuche zeigten eindeutig, dass TPX2 die humane Aurora-A Kinase an die mitotische
Spindel rekrutiert.

Langere Behandlung der HeLa S3 Zellen (ab 36 Stunden) mit dem TPX2-Duplex
fiihrte ferner zur Fragmentierung der Spindelpole, wie durch Immunfluoreszenz-Analysen
fiir Aurora-A sowie die Spindelpol-Marker NuMA und die PCM Komponente y-Tubulin
gezeigt werden konnte (Abb. 36C und Daten nicht gezeigt).
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Abb. 36 : Die Lokalisation von Aurora-A ist abhangig von TPX2.

Indirekte Immunfluoreszenz von Methanol fixierten HeLa S3 Zellen. GroBenbalken entsprechen 10 pm.

(A) Die Zellen wurden fiir 36 Stunden mit dem TPX2 spezifischen siRNA Duplex (unten) beziehungsweise
einem Kontroll-Duplex (GL2) (oben) behandelt. TPX2 (links) und Aurora-A (Mitte) sind geférbt, die Bilder
rechts zeigen Komposit-Aufnahmen der beiden Farbungen, zusammen mit DNA Férbung.

(B) Die Zellen wurden fiir 72 Stunden mit einer Aurora-A spezifischen siRNA Duplex (unten),
beziehungsweise einer Kontroll-Duplex (GL2) (oben), behandelt. Aurora-A (links) und TPX2 (Mitte) sind
gefarbt, die Bilder rechts zeigen Komposit Aufnahmen der beiden Farbungen, zusammen mit DNA Férbung.

(C) Immunfluoreszenz mit Spindelpol-Markern nach Behandlung von HeLa S3 Zellen fiir 48 Stunden mit
der TPX2 spezifischen siRNA Duplex. Gezeigt ist die Farbung von Aurora-A, y-Tubulin und TPX2 als
Kontrolle.

(D) Western-Blot-Analyse von Zelllysaten von HeLa S3 Zellen, die fiir 36 Stunden mit dem TPX2-
spezifischen siRNA Duplex beziehungsweise fiir 72 Stunden mit der Aurora-A spezifischen siRNA Duplex
behandelt wurden. Membranen wurden fiir Aurora-A beziehungsweise TPX2 und a-Tubulin als
Ladekontrolle beprobt. Als Kontrolle dienten Extrakte von Zellen, die mit der Kontroll-Duplex (GL2)
behandelt wurden.
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Regulation der Kinaseaktivitat von Aurora-A durch TPX2

Fir X.laevis TPX2 wurde gezeigt, dass es die Kinaseaktivitdt von Eg2 in vitro
stimuliert (Tsai et al., 2003; Eyers et al., 2003). Die Rolle von Mikrotubuli als Co-Faktoren
dieser Aktivierung wurde jedoch kontrovers diskutiert (Eyers et al., 2003; Tsai et al.,
2003). In dieser Arbeit wurde daher untersucht, ob humanes TPX2 die humane Aurora-A
Kinase aktivieren kann und wie Mikrotubuli dies beeinflussen.

Kinaseassays mit rekombinant exprimierter Aurora-A aus Sf9 Zellen und
Protein-A-TPX2 aus E.coli wurden mit MBP als exogenem Substrat in Gegenwart von
[y**P]-ATP durchgefiihrt. Um zu testen, ob Mikrotubuli einen Einfluss auf die Aktivitit der
Kinase zeigten wurden die Reaktionsansitze vor dem Starten der Kinasereaktion durch
ATP Zugabe mit Paclitaxel stabilisierten Mikrotubuli in BRB80-Puffer inkubiert. Als
Kontrolle wurde die Reaktion mit einer dquivalenten Menge an BRB80 durchgefiihrt. Die
Kinaseaktivitit wurde anhand der *’P Inkorporation in MBP und der
Autophosphorylierung der Kinase bestimmt. Die an Glutathion-Sepharose gebundene
aktive Aurora-A Kinase konnte durch TPX2 und Mikrotubuli nur geringfiigig aktiviert
werden (Daten nicht gezeigt). Freie Aurora-A Kinase ohne GST, welche im Vergleich zu
der an die Matrix gebundene Kinase eine sehr geringe intrinsische Kinaseaktivitit zeigte,
konnte jedoch durch rekombinantes TPX2 Protein aktiviert werden (Abb. 37A, Spur 1 und
2). Die Aktivierung von Aurora-A durch TPX2 wurde durch Zugabe von Paclitaxel
stabilisierten Mikrotubuli um einen Faktor von etwa 6-9 erhoht (Abb. 37A, Spur 3 und 4).
Um zu bestétigen, dass es sich bei dieser Aktivierung um eine Mikrotubuli spezifische
Aktivitdt handelte, wurden Kontrollen mit der KD Aurora-A, sowie Tubulin-Dimeren
durchgefiihrt (Abb. 37A, Spur 5 und 6). Hierbei zeigte sich, dass nur Mikrotubuli, nicht
jedoch Tubulin-Dimere die Aurora-A Kinaseaktivitdt in Gegenwart von TPX2 steigerten
(Abb. 37A). Mikroskopische Kontrolle der mit Rhodamin markierter Mikrotubuli wéhrend
der Reaktion zeigte zudem, dass Mikrotubuli unter den verwendeten Bedingungen
wiéhrend der gesamten Reaktion als Polymere vorlagen (Abb. 37B). Interessanterweise
waren Paclitaxel-stabilisierte Mikrotubuli, nicht jedoch Tubulin-Dimere, ebenfalls
ausreichend, um Aurora-A in Abwesenheit von TPX2, geringfiigig zu aktivieren (Abb.
37A, Spur 1 und 4). Wie fiir Eg2 beschrieben, war in unseren Versuchen bei der aktivierten
Kinase die Autophosphorylierung an T288 von Aurora-A erh6ht, wie an einer erhdhten *2P
Inkorporation in Aurora-A, sowie durch Verwenden eines phosphospezifischen

Antikorpers gegen T288, gezeigt werden konnte (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 37 : TPX2 steigert die Kinaseaktivitat von Aurora-A.

(A) In vitro Kinaseassays wurden mit freier rekombinanter Aurora-A Kinase in Gegenwart von [y’°P]-ATP
und MBP als Substrat durchgefiihrt. Kinaseassays wurden mit und ohne Paclitaxel-stabilisierte Mikrotubuli
durchgefiihrt. Rekombinantes TPX2 Protein (Spur 2,4 und 6) bezichungsweise Puffer wurde den Assays
zugegeben. Als Negativ-Kontrolle wurden Tubulin-Dimere verwendet (Spur 5 und 6), bezichungsweise der
Assay mit der KD Aurora-A durchgefiihrt (rechts). Das Autoradiogramm des Assays ist dargestellt (oben).
Gleiche Mengen an eingesetzten Proteinen sind durch Western-Blot-Analyse beziehungsweise Coomassie
BB Férbung gezeigt (unten).

(B) Das Vorhandensein von Mikrotubuli in den Reaktionen wurde durch mikroskopische Analyse gezeigt.
Immunfluoreszenz-Aufnahmen eines Alliquots der Reaktion vor dem Starten der Kinasereaktion (oben) und
zum Endpunkt (unten).

Um zu analysieren, ob eine physische Interaktion von TPX2 mit Aurora-A fiir den
Aktivierungsmechanismus notwendig ist, wurde getestet, ob die minimale
Bindungsdoméne (AS 1-43 von TPX2) beziehungsweise das AN-TPX2 Konstrukt eine
Aktivierung der Kinase bedingen. Hierzu wurden Aktivierungsassays, wie zuvor
beschrieben, mit dem GST-TPX2 1-43 Fusionsprotein sowie dem AN-TPX2-his-
Fusionsprotein (AS 43-474) und TPX2 als Kontrolle durchgefiihrt. TPX2 sowie das TPX2
1-43 Protein, nicht jedoch das AN-TPX2 Protein, vermochten Aurora-A in Anwesenheit
von Paclitaxel stabilisierten Mikrotubuli zu aktivieren (Abb. 38A). Um auszuschlief3en,
dass die mit dem GST-TPX2 1-43 Protein beobachtete Aktivierung auf eine Beeinflussung
durch das GST zuriickzufithren ist, wurden die ersten 43 Aminosduren von TPX2
zusitzlich als MBP-Fusionsprotein in E.coli exprimiert. Dieses Protein zeigte eine

vergleichbare Aktivierungsaktivitit wie das GST-TPX 1-43 Fusionsprotein, was einen
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Einfluss des GST-Tag auf den Aktivierungsmechanismus ausschlieft (Abb. 38B). Um zu
analysieren, ob Mikrotubuli auch einen Einfluss auf die Aktivierung von Aurora-A durch
die minimale Bindungsdomine von TPX2 haben, wurde der Aktivierungsassay mit und
ohne Zusatz von Paclitaxel stabilisierten Mikrotubuli wiederholt. Reproduzierbar konnte
Aurora-A durch TPX2 und Mikrotubuli aktiviert werden. Mikrotubuli vermochten auch die
Aktivierung von Aurora-A durch das MBP-TPX2 1-43 Fragment geringfiigig zu
stimulieren (Abb. 38B). Da die ersten 149 Aminosduren von TPX2 in Zellen nicht an
Mikrotubuli binden (Abb. 33C), konnten Mikrotubuli eventuell auch tiiber direkte
Interaktion mit Aurora-A die Aktivierung durch TPX2 beeinflussen.
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Abb. 38: TPX2 aktiviert Aurora-A Uber Bindung an die ersten 43 Aminosauren von TPX2.

(A) Kinaseassay mit rekombinanter Aurora-A in Gegenwart von Mikrotubuli und MBP und verschiedenen
Fragmenten von TPX2. Autoradiogramm (links) und Coosmassie BB gefarbtes Gel (rechts) sind gezeigt.

(B) Autoradiogramm (links) und Coosmassie gefarbtes Gel (rechts) eines Kinaseassay von Aurora-A und
MBP mit volllingen TPX2 und MBP-TPX2 1-43, inkubiert mit beziehungsweise ohne Mikrotubuli.
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Suche nach einem allgemeinen Aktivierungsmotiv fir Aurora-A

Neben Aurora-A wird auch die zu Aurora-A nahe verwandte Aurora-B Kinase
durch Wechselwirkung mit einem Bindungspartner aktiviert (Bishop und Schumacher,
2002; Honda et al., 2003). Um zu testen ob INCENP, der Aktivator der humanen Aurora-
B Kinase, auch Aurora-A aktiviert, wurden Kinaseassays mit rekombinanter Aurora-A und
der Aktivierungsdoméne von INCENP (AS 827-901), exprimiert als rekombinantes GST-
Fusionsprotein, sowie einer Mutante (AAA) der INCENP Aktivierungsdoméne, welche
Aurora-B nur schwach aktiviert, durchgefiihrt (Honda et al., 2003). In dieser AAA-
Mutante sind drei von Aurora-B phosphorylierte Serine, die fiir die Aktivierung von
Aurora-B durch INCENP wichtig sind, zu Alanin mutiert (Honda et al., 2003). Die
Kinaseaktivitit von Aurora-A wurde durch **P Inkorporation in MBP und
Autophosphorylierung ermittelt. Das INCENP Peptid aktivierte die Kinaseaktivitdt von
Aurora-A  signifikant, war jedoch kein Substrat der Kinase (Abb. 39A).
Uberaschenderweise zeigte auch die AAA-Mutante eine Aktivierung der Kinase, die

jedoch etwas geringer im Vergleich zum WT war (Abb. 39A).
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Abb. 39 : INCENP aktiviert Aurora-A und zeigt Sequenzahnlichkeiten zu TPX2.

(A) In vitro Kinaseassays wurden mit freier rekombinanter Aurora-A Kinase in Gegenwart von [y’-P]-ATP
und MBP als Substrat durchgefiihrt. Zusétzlich wurde das INCENP-Aktivierungspeptid beziehungsweise
eine Mutante des INCENP-Peptids (AAA) zugegeben. Das Autoradiogramm (links) und das Coomassie BB
gefarbte Gel des Assays (rechts) sind gezeigt (INCENP Proteine wurden freundlicherweise von R. Honda zur
Verfligung gestellt).

(B) Sequenzalignment der Aktivierungsdomdne von humanen TPX2 und INCENP. Das Alignment wurde
mit CLASTAL-W generiert und mit Chroma editiert. Die charakterisierten Doménen von INCENP sind
angegeben (nach Honda et al., 2003).
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Dies zeigte, dass INCENP in vitro neben Aurora-B, auch Aurora-A aktiviert. Da
die volllingen Proteine von TPX2 und INCENP keine erkennbare Homologie auf
Sequenzebene zeigten, wurde eine Sequenzalignment mit der oben identifizierten
Aktivierungsdomine von TPX2 (AS 1-43) und der Aktivierungsdomine von INCENP (AS
827-901) durchgefiihrt (Abb. 39B). Dieses Alignment zeigte Ahnlichkeiten und
konservierte Aminosduren in diesen beiden Domédnen (Abb. 39B). Interessanterweise
waren unter anderen die Aminosdurenreste Tyrosin in Position 10 und Prolin an Position
13 konserviert. Beide Aminosduren liegen im Aurora-A/TPX2 Komplex in unmittelbarer
Nihe zu Aurora-A (Bayliss et al., 2003) und Y10 ist in X.laevis TPX2 essentiell fiir die
Aktivierungsaktivitit (Eyers und Maller, 2003).

Suche in Prosite mit dem aus dem TPX2/INCENP-Alignment extrahierten Motiv
»S0Qx(1,10)YxxPx(1,10)Fx(1,10)LDXE®, indem die zu 100% konservierten Aminosauren
verwendet wurden (Abb. 39B), identifiziert neben TPX2 und INCENP noch ein weiteres
humanes Protein. Dieses (,,Serologically defined colon cancer antigen 3 AAQ56721) war
ein uncharakterisiertes Protein mit einer Myosin II Signatur im Carboxylterminus.

Trotz der geringen Sequenzhomologie scheint es plausibel, dass sowohl die
INCENP- als auch die TPX2-Aurora-Aktivierungsdomiine eine gewisse Ahnlichkeit in der
Sekundir- und Tertidrstruktur aufweisen. Die Kinaseaktivitit von Aurora-A und —B

konnten demnach iiber einen analogen Mechanismus reguliert werden.

Zusammenfassung

Durch Co-Immunprizipitationen mit Aurora-A und TPX2 spezifischen Antikorpern
konnte die Interaktion zwischen TPX2 und Aurora-A bestétigt werden. Bindungsstudien
zeigten, dass diese Interaktion direkt ist, wobei die ersten 43 Aminosiduren von TPX2
ausreichend und notwendig sind, um mit der Kinasedomine von Aurora-A zu interagieren.
TPX2 Bindung aktivierte die Kinaseaktivitit von Aurora-A in einer Mikrotubuli
abhingigen Weise. Depletionsstudien iiber siRNA belegten zudem, dass TPX2 notwendig
fiir die Lokalisation von Aurora-A an die Spindel-Mikrotubuli ist, wohingegen Depletion
von Aurora-A keinen Einfluss auf die Lokalisation von TPX2 zeigte. Depletion von TPX2
fiihrte ferner zu gravierenden Spindeldefekten, mitotischem Arrest und zur Fragmentierung
der Spindelpole. Vergleich von TPX2 mit INCENP zeigte, dass beide Proteine Aurora-A

aktivierten und deren Aktivierungsdoménen Sequenzdhnlichkeiten aufwiesen.
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Regulation von Aurora-A durch Phosphorylierung

Die Aurora-A Kinaseaktivitit ist in der Mitose maximal. Dies ist die Konsequenz
aus dem in dieser Zellzyklusphase hohen Proteinspiegel von Aurora-A und einer
Aktivierung der Kinase. Ein wichtiger Mechanismus der Aktivierung von Aurora-A erfolgt
mittels posttranslationaler Modifikation durch reversible Phosphorylierung eines
konservierten Threoninrestes (T288) in der Aktivierungssignatur (T-Loop) der
Kinasedoméne. Es konnte gezeigt werden, dass die Aktivitit von Aurora-A durch
Autophosphorylierung und Dephosphorylierung dieser Aminoséure, durch die Phosphatase
PP1, reguliert wird (Katayama et al., 2001; Littlepage et al., 2002; Walter et al., 2000). Fiir
die Aurora-A Kinase aus X.laevis (Eg2) wurde neben der T-Loop Aktivierungsstelle (hier
T295), noch eine weitere Autophosphorylierungsstelle, ein Serin in der katalytischen
Doméne (S354) kartiert, welches eventuell die Kinaseaktivitdt beeinflusst (Haydon et al.,
2003; Littlepage et al., 2002). Ob die Kinaseaktivitit von Aurora-A allein durch
Autophosphorylierung oder alternativ auch durch Phosphorylierung durch regulatorische
Kinasen kontrolliert wird, ist derzeit unklar. Obwohl berichtet wurde, dass die
Kinaseaktivitdit von Aurora-A vor der Aktivierung von Cdkl ihr Maximum erreicht
(Bischoff et al., 1998), ist Cdk1 eventuell ein indirekter Regulator von Aurora-A (Maton et
al., 2003; Marumoto et al., 2002). Ebenso kann die Protein-Kinase-A (PKA) Aurora-A in
vitro direkt phosphorylieren und aktivieren (Walter et al., 2000). Evidenz fiir die
Regulation von Aurora-A durch ,,upstream* Kinasen in vivo ist derzeit jedoch nicht
vorhanden. Die vorliegende Studie zeigte, dass die Behandlung von rekombinanter
Aurora-A aus Sf9 Zellen mit dem PP1 Inhibitor ,,Ocadaic Acid*“ (OA) zu einer verdnderten
elektrophoretische Mobilitdt der WT Form nicht jedoch der KD Form fiihrte. Da ferner
WT Aurora-A aus E.coli durch PP1 inaktiviert werden konnte, ergibt sich, dass
Autophosphorylierung und Dephosphorylierung die Kinaseaktivitit regulieren. Diese
Ergebnisse bestitigten die Beobachtungen anderer Arbeitsgruppen (Eyers et al., 2003; Tsai
et al., 2003; Walter et al., 2000).

Als neuer Ansatz wurden die Autophosphorylierungsstellen in Aurora-A Kkartiert.
Hierzu wurde ausgenutzt, dass WT Aurora-A in vitro die KD Form in trans phosphoryliert.

Somit konnte gezeigt werden, dass Autophosphorylierung ausschlieflich in der
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Kinasedoméne (AS 124-403) und nicht in der aminoterminalen Domine (AS 1-129)
erfolgte. Phosphoaminosidurenanalysen zeigten ferner, dass eine Autophosphorylierung
sowohl an Threonin- als auch an Serinresten erfolgte. Eine dieser Phosphorylierungsstellen
ist T288, wie die Analyse mit einem phosphospezifischen Antikorper zeigte (Daten nicht
gezeigt). Als Kandidat fiir die Serin Autophosphorylierungsstelle(n) kommt die in X.laevis
Aurora-A gefundenen Autophosphorylierungsstelle an S349 in Frage, die auch in der
humanen Aurora-A (S342) konserviert ist (Haydon et al., 2003; Littlepage et al., 2002).
Obwohl fiir Aurora-A in vitro eine trans-Autophosphorylierung gezeigt werden konnte,
scheint es dennoch wahrscheinlich, dass die aktivierende Autophosphorylierung der Kinase
in vivo durch Phosphorylierung in cis vermittelt wird, da Aurora-A in vivo nicht als Dimer
vorliegt (Daten nicht gezeigt).

Konsistent mit den Beobachtungen von Tsai et al. (2003) und Eyers et al. (2003),
zeigte auch die in dieser Arbeit verwendete bakteriell exprimierte Aurora-A Kinase eine
hohere Kinaseaktivitit als die aus Insekten-Zellen (Sf9) aufgereinigte, rekombinante
Kinase. Die hier aufgereinigte Aurora-A Kinase aus Sf9 Zellen zeigte im Vergleich zu den
Daten von Tsai et al. (2003) jedoch noch eine gewisse intrinsische Kinaseaktivitit. Die
verringerte Kinaseaktivitdt der rekombinanten Aurora-A aus Sf9 Zellen kann erkldrt
werden, wenn angenommen wird, dass Aurora-A einen Komplex mit Insektenzellen PP1
bildet. Diese Hypothese wird unterstiitzt durch die Beobachtung, dass Inkubation der
Kinase bei Raumtemperatur zur Inaktivierung fiihrte, welche durch PP1 Inhibitoren
blockiert werden konnte.

An Matrix immobilisierte GST-Aurora-A zeigte demgegeniiber eine hohere
Aktivitit als die freie Kinase. Dies konnte durch die rdumliche Ndhe der Aurora-A
Molekiile bedingt sein. Es ist plausibel, dass hierdurch eine sterische Hinderung der PP1
Bindung stattfindet, bezichungsweise dass Aurora-A sich in trans aktiviert, wie dies in
vitro gezeigt wurde.

Um erstmals eine Proteinmengen-unabhéngige Aktivierung der humanen Aurora-A
Kinase in der M-Phase zu zeigen, wurde Aurora-A als myc-Fusionsprotein in 293T Zellen
tiberexprimiert, um die endogene Regulation der Proteinmenge zu kompensieren.
Immunprézipitation dieser Kinase aus Interphase und M-Phase Zellen zeigte, dass die
Kinaseaktivitéit in der M-Phase deutlich hoher war. Interessanterweise wurde hier auch ein
M-Phase spezifisches Substrat eines Molekulargewichtes von etwa 100 kDa festgestellt.

Eventuell konnte es sich hierbei um einen Mitose-spezifischen Aktivator von Aurora-A
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handeln. Wie unten diskutiert, kann angenommen werden, dass es sich hierbei um TPX2
handelte.

Zusammenfassend konnte somit gezeigt werden, dass die Aurora-A Kinaseaktivitét
in der M-Phase unabhéngig von der Proteinmenge zunimmt. Hierbei erfolgt die Regulation
der Kinase nach den gegenwirtigen Befunden in erster Linie {iber Autophosphorylierung

in der katalytischen Doméne.

Phanotyp der Aurora-A Depletion

Die in vivo Funktion von Aurora-A ist derzeit nicht im Detail bekannt. Um einen
Einblick in die Funktion der Kinase in humanen Zellen zu erhalten, wurde Aurora-A daher
durch siRNA in humanen HelLa S3 Zellen depletiert. Entsprechende Versuche wurden
zuvor mit den Aurora-A Homologen aus C.elegans und D.melanogaster durchgefiihrt
(Berdnik und Knoblich, 2002; Giet et al., 2002; Hannak et al., 2001; Schumacher et al.,
1998). In dieser Arbeit wurde jedoch zum ersten Mal der Phéanotyp der Depletion von
Aurora-A mittels siRNA in humanen HelLa S3 Zellen analysiert.

Es wurden zwei unterschiedliche siRNA Duplexe gegen Aurora-A verwendet.
Beide Duplexe vermochten den Proteinspiegel der endogenen Aurora-A in HeLa S3 Zellen
spezifisch und signifikant zu reduzieren. Nach 72 Stunden konnte sogar eine nahezu
vollstindige Reduktion des Aurora-A Proteins unter die Nachweisgrenzen der Western-
Blot-Analyse und der Immunfluoreszenz erreicht werden. Der auffilligste Phinotyp, den
die so behandelten Zellen zeigten, war Apoptose. Immunfluoreszenz-Analysen zeigten
ferner, dass Zellen, in denen Aurora-A nicht mehr nachzuweisen war, noch bipolare
mitotische Spindeln bildeten. Es wurden jedoch leichte Defekte in der Struktur dieser
Spindeln und breitere Spindelpole beobachtet. Demgegeniiber schien die Behandlung einer
asynchronen Kultur mit dem Aurora-A Duplex das Fortschreiten dieser Zellen im
Zellzyklus nicht zu beeinflussen. Dies ist konsistent mit Beobachtungen von Katayama et
al. (2004) in p53 negativen H1299 und Saos-2 Zellen.

Dass der Aufbau einer bipolaren Spindel durch Aurora-A Depletion nicht inhibiert
wurde, ist im Einklang mit einer Reihe von Experimenten in verschiedenen Spezies. So
bilden auch humane Kolonkarzinom- und Cervixkarzinom-Zellen (DLD-1 und HeLa) nach
Behandlung mit dem Aurora-A und —-B spezifischen Inhibitor ZM447439 noch eine
bipolare Spindel (Ditchfield et al., 2003). Ebenso fiihrt in C.elegans die Depletion von
Aurora-A (AIR-1) nur zu leichten Spindeldefekten (Schumacher et al., 1998). Ahnliche
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Effekte wurden in D.melanogaster fiir die Aurora-A>" Mutante beschrieben (Berdnik und
Knoblich, 2002). Die Zellen zeigen hier bipolare Spindeln mit breiteren Spindelpolen,
exakt wie sie in unseren Experimenten in humanen Zellen beobachtet wurden (Berdnik und
Knoblich, 2002). Demgegeniiber fiihrt ein stark hypomorphes Aurora-A-Allel (Aur ¢209)
in einigen Zellen von D.melanogaster iiberraschenderweise zu monopolaren Spindeln mit
acentrosomalen beziehungsweise multicentrosomalen Polen (Glover et al., 1995). Aurora-
A0 Embryos sind entsprechend nicht lebensfahig (Glover et al., 1995). In Aurora-A®%
sind zwei Mutationen enthalten (D47A und E212K), wovon E212 eine konservierte Stelle
in der Kinasedomaine betrifft (Glover et al., 1995).

Dies zeigt, dass Aurora-A fiir die Feinregulation der mitotischen Spindel,
insbesondere der Regulation der Centrosomen wichtig scheint, nicht jedoch fiir den
Spindelaufbau generell essentiell ist. Die beobachteten Fehler im Spindelaufbau konnten
auf Storungen der Regulation der Nukleationseigenschaften des Centrosoms
zuriickzufiihren sein (Hannak et al., 2001). Die beobachteten breiten Spindelpole nach
Aurora-A Depletion zeigen, dass Aurora-A zudem wichtig fiir die Aufrechterhaltung der
Integritdt der Spindelpole ist. Dariiber, wie dies molekular vermittelt wird, kann derzeit nur
spekuliert werden. Attraktiv erscheint jedoch die Annahme, dass hierbei in humanen
Zellen das Protein TACC3 involviert ist, das durch Phosphorylierung und Interaktion mit
Aurora-A reguliert wird (Gergely, 2002; Giet et al., 2002).

Wihrend dem Verfassen der vorliegenden Arbeit wurde der Phinotyp der Aurora-A
siRNA in humanen HeLa Zellen durch eine weitere Arbeitsgruppe analysiert (Hirota et al.,
2003; Kunitoku et al., 2003; Marumoto et al., 2003). Es wurde in diesen Arbeiten ein zu
unserem Aurora-A I Duplex identischer siRNA Duplex, sowie ein weiterer Duplex, der bis
auf ein Nukleotid Versatz mit unserem Aurora-A II Duplex iibereinstimmt, verwendet. In
Ubereinstimmung mit den in dieser Arbeit erbrachten Daten wurde beschrieben, dass beide
Duplexe Aurora-A mit gleicher Effizienz depletierten und Apoptose in den behandelten
Zellen induzierten (Marumoto et al., 2003). Apoptose wurde auch in MCF7 Zellen
beobachtet, die mit dem Aurora-A I Duplex behandelt wurden (Katayama et al., 2004). In
den Aurora-A depletierten HeLa Zellen wurden ferner weitgehend normale bipolare
mitotische Spindeln mit breiteren Spindelpolen beobachtet, was ebenfalls den hier
vorgestellten Beobachtungen entspricht (Marumoto et al., 2003; Kunitoku et al., 2003).
Demgegeniiber fiihrte die Injektion von Aurora-A Antikorpern in humanen Zellen
tiberraschenderweise zu multipolaren Spindeln (Marumoto et al., 2003). Die Aurora-A

depletierten Zellen zeigten zudem Defekte in der Anordnung der Chromosomen in der
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Aquatorialebene, unabhingig ob die Aurora-A Funktion durch siRNA oder
Antikorperinjektion inhibiert wurde (Kunitoku et al., 2003; Marumoto et al., 2003).
Experimente mit synchronisierten Kulturen legen ferner nahe, dass die Zellen mit
Verzogerung in die Mitose eintraten, wenn Aurora-A durch siRNA oder
Antikorperinjektion inaktiviert wird (Marumoto et al., 2002; Hirota et al., 2003). Starke
Defekte in der Anordnung der Chromosomen in der Aquatorialebene wurden in der hier
vorliegenden Studie nicht beobachtet. Woraus diese Unterschiede resultieren, ist derzeit
unklar.

Wie und warum induziert die Depletion von Aurora-A Apoptose? Eine Mdglichkeit
ist die Annahme einer Interaktion von Aurora-A mit der apoptotischen Maschinerie. Dies
konnte zum Beispiel iiber PP1, welche in der Regulation der Apoptose eine Rolle spielt
(Garcia et al., 2003), oder Interaktion mit p53 vermittelt werden (Chen et al., 2003). Dass
der apoptotische Phénotyp der Aurora-A Depletion mit p53 im Zusammenhang steht, ist
wahrscheinlich. So zeigen p53 positive, nicht jedoch p53 negative Zellen, die mit dem
Aurora-A siRNA Duplex behandelt wurden, eine erhdhte Sensitivitit gegeniiber Cisplatin
(Katayama et al., 2004). Uberexpression von Aurora-A fiihrt zu dem entgegengesetzten
Effekt und schiitzt die Zellen vor Cisplatin induzierter Apoptose (Katayama et al., 2004,
Claude Prigent, personliche Mitteilung)

Bis jetzt ist nicht bekannt, in welcher Zellzyklusphase der Aurora-A Verlust
Apoptose induziert. Dies konnte durch Echtzeit-Zellbeobachtungen analysiert werden.
Hiermit sollte sich auch kldren lassen, ob die von Hirota und Mitarbeitern beobachtete
Storung der Metaphasenplatten Anordnung der Chromosomen auch mit unseren
Reagenzien zu beobachten sind und ob diese eventuell mit der Induktion von Apoptose in

Zusammenhang stehen (Kunitoku et al., 2003; Marumoto et al., 2003).

Methoden zur Identifikation neuer Aurora-A Bindungspartner

Bindungspartner der humanen Aurora-A Kinase wurden in dieser Arbeit durch
komplementierende biochemische Methoden identifiziert. Hierzu wurden Yeast-Two-
Hybrid Screening, Co-Immunprizipitation und Bindungsexperimente mit rekombinanten
Protein verwendet. Mittels Yeast-Two-Hybrid Screening konnte ein neuer Aurora-A
Interaktions-Kandidat isoliert werden. Interessanterweise handelte es sich hierbei um ein
SH3-Doménen Protein. Aurora-A zeigt ein P-x-x-P Motiv (AS 103-106) und kommt somit

als SH3 Bindungspartner prinzipiell in Betracht. Zudem wurde kiirzlich eine Interaktion
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der Kinasedomédne von Aurora-A mit der SH3-Domédne von RasGAP im Y2H-System
berichtet (Gigoux et al., 2002).

Die Bindung zwischen Aurora-A und dem Y2H-Kandidaten konnte durch IVT Co-
Immunprézipitation, nicht jedoch in Immunprézipitationen aus Zelllysaten, bestdtigt
werden (Daten nicht gezeigt). Das partielle Konstrukt zeigte zudem keine Co-Lokalisation
mit Aurora-A in Zellen. Ob dieses Protein daher ein Bindungspartner der humanen Aurora-
A Kinase in vivo ist, muss durch weiterfilhrende Versuche unter Verwendung des
vollldngen Proteins analysiert werden.

Der erfolgreichste Ansatz zur Identifikation neuer Bindungspartner von Aurora-A
war die Co-Immunprézipitation endogener Aurora-A mit Komplexpartnern. Die
Interaktion von drei hierdurch identifizierten Proteinen, KIAA1007, KIAA1741 und TPX2,
konnte durch Bindungsstudien mit rekombinanten Proteinen bestdtigt werden. Diese
Proteine wurden daher nidher charakterisiert. Zwei dieser Proteine, KIAA1741 und TPX2,

waren zudem in vitro Substrate von Aurora-A.

KIAA1007 ist ein potentieller Bindungspartner von Aurora-A

Die Interaktion von KIAA1007 mit Aurora-A konnte durch Co-Immunprézipitation des
exprimierten carboxyterminalen Teils von KIAA1007 in 293T Zellen bestdtigt werden.
Zusitzlich zeigte dieses partielle KIAA1007 Protein eine Anreicherung an den Aurora-A
positiven Centrosomen in der G,-Phase. Da das Startcodon des KIAA1007 Gens derzeit
nicht bekannt ist, konnte das volllingen Protein nicht analysiert werden. Der
carboxytermninale Teil von KIAA1007 wurde von Aurora-A in vitro nicht signifikant
phosphoryliert. Da es sich bei dem hier untersuchten Protein nicht um das volllingen
Protein handelt, welches in den Immunprézipitationen gefunden wurde, ist es jedoch
durchaus moglich, dass das volllingen Protein ein Substrat darstellt. Da das KIAA1007
Protein derzeit nicht charakterisiert ist und es zudem keine deutlich Co-Lokalisation mit
mitotischen Strukturen zeigte, wurde es in der vorliegenden Studie nicht weiter im Detail
analysiert. Weiterfilhrende Experimente sind nétig, um die vollingen KIAA1007 cDNA zu
klonieren und zu klidren, wie KIAA1007 mit Aurora-A interagiert und welche Funktion es
in humanen Zellen hat. Dies konnte sich jedoch schwierig gestalten, da in KIAA1007
keine bekannten Doménen identifiziert wurden und die zu KIAA1007 homologen Proteine

in C.elegans und D.melanogaster ebenfalls noch nicht charakterisiert wurden.
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KIAA1741 ist ein neuer Aurora-A Bindungspartner und ein
Substrat

KIAA1741 wurde aus mitotischen Zellen als Komplex mit Aurora-A isoliert. Es ist
ein Protein mit sehr groem Molekulargewicht (182 kDa). Suche in nicht redundanten
Datenbanken mit BLAST und PSI-BLAST (Altschul et al., 1990; Altschul et al., 1997)
konnte keine konservierten Doménen identifizieren. Proteine mit signifikanter Homologie
zu KIAA1741 sind jedoch in Mus musculus (59 % Identitét) und Rattus norvegicus (62 %
Identitét) zu finden. Dies deutet an, dass KIAA1741 eine wichtige Funktion in Sdugetieren
hat. Wéhrend der Durchfiihrung der vorliegenden Arbeit wurde KIAA1741 als
Interaktionspartner der humanen Tankyrase 1, einer Poly(ADP-Ribose)-Polymerase,
identifiziert und entsprechend auch als TAB182 (Tankyrase-binding Protein of 182 kDa)
bezeichnet (Seimiya und Smith, 2002). Die Interaktion zwischen Aurora-A und KIAA1741
konnte durch Bindung von endogenem KIAA1741 Protein an rekombinante GST-Aurora-
A bestitigt werden, wobei die Affinitdt von KIAA1741 fiir die WT Kinase in der Mitose
hoher war als fiir die inaktive Kinase.

Depletion von KIAA1741 durch siRNA in humanen HeLa S3 Zellen fiihrte zu
einem Arrest der Zellen in der G;-Phase, wohingegen der Verlauf der Mitose nicht gestort
schien. Wie und ob dies mit Aurora-A in Zusammenhang steht, wird in weiterfiihrenden
Arbeiten zu kldren sein. Interessant in diesem Zusammenhang ist, dass Zellen, denen die
Centrosomen entfernt wurden, ebenfalls in der G;-Phase arretieren, dies jedoch abhédngig
vom p53 Status der Zelle ist (Khodjakov und Rieder, 2001).

KIAA1741 wurde zudem als Substrat von Aurora-A identifiziert. In vitro wurde das
Protein von rekombinanter Aurora-A mit nahezu gleicher Effizienz wie das exogene
Substrat Myelin-basisches-Protein (MBP) phosphoryliert. Es stellt nach meinem Wissen
das beste derzeit bekannte Substrat der humanen Aurora-A Kinase dar. Die in vitro
Phosphorylierung von KIAA1741 fiihrte zu einer verdnderten elektrophoretischen
Mobilitdt des Proteins, wie sie auch fiir das endogene Protein in mitotischen Zellextrakten
beobachtet wurde. Es wurde beschrieben, dass Aurora-A hochmolekulare Substrate
phosphoryliert (Kimura et al., 1998). Aufgrund des hohen Molekulargewichtes von
KIAA1741 (182 kDa) scheint es einem dieser Substrate zu entsprechen. Hierfiir spricht
zudem, dass in Kinaseassays von Co-Immunprézipitationen endogener Aurora-A ein
Substrat dieser GroBe zu erkennen war. Die Aurora-A Interaktion und

Phosphorylierungsdoméne in KIAA1741 scheint im carboxyterminalen Teil des Proteins
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zu liegen, da dieser Teil des Proteins ausreichend fiir die Interaktion war und von Aurora-
A in vitro phosphoryliert wurde.

Seimiya und Smith (2002) konnten zeigen, dass die humane Tankyrase 1 ebenfalls
an den Carboxylterminus von KIAA1741 bindet. Ferner kann Tankyrase 1 KIAA1741 in
vitro polyribosylieren (Seimiya und Smith, 2002). Hieraus ergib sich die interessante
Moglichkeit, dass Aurora-A durch Phosphorylierung und/oder Bindung an KIAA1741 die
Interaktion von KIAA1741 mit der humanen Tankyrase regulieren konnte.

Die humane Tankyrase 1 ist sowohl an den Telomeren, den Kernporen als auch an
den Centrosomen nachzuweisen (Smith und de Lange, 1999). Die genaue zelluldre
Funktion der Tankyrase 1 ist derzeit jedoch unklar. Tankyrase 1 bindet ein evolutionir
konserviertes Motiv in KIAA1741 (RxxPDG), das in einer Reihe weiterer Proteine zu
finden ist (Sbodio und Chi, 2002). Interessanterweise enthidlt auch das Spindelprotein
NuMA dieses Tankyrase 1-Bindungsmotif. Durch Y2H und Co-Immunprizipitation von
iiberexprimierten Proteinen konnte experimentell eine physische Interaktion zwischen dem
Carboxylterminus von NuMA und der Tankyrase 1 bestitigt werden (Sbodio und Chi,
2002). Da NuMA eine zentrale Rolle in der Organisation der Spindelpole spielt und hier
mit der Tankyrase 1 co-lokalisiert (Blagden und Glover, 2003; Zeng, 2000), scheint es
plausibel, dass die humane Tankyrase 1 und deren Bindungspartner KIAA1741 eine
Funktion in der Mitose haben.

KIAA1741 lokalisierte in humanen HelLa und U20S Zellen an Aktinstrukturen wie
den Zellkortex, Fokalkontakte und die Stressfasern. Dies konnte durch Expression von
rekombinantem GFP-Fusionsprotein als auch iiber Immunfluoreszenz-Analysen des
endogenen Proteins durch zwei verschiedene Antikdrper bestitigt wurde. Wéhrend der von
Seimiya et al. (2002) verwendete KIAA1741-Antikdrper das Protein auch an
Chromosomen mitotischer HeLLa Zellen erkannte, zeigte der in der vorliegenden Studie
hergestellte Antikorper dort kein starkes Signal. Obwohl in Immunfluoreszenz-Analysen
eine geringe Menge an KIAA1741 mit der Spindel assoziiert war, konnte eine Co-
Lokalisation von Aurora-A und KIAA1741 an der mitotischen Spindel biochemisch nicht
bestitigt werden. Dies konnte auf eine zu geringe Menge von KIAA1741 an der Spindel
zuriickzufiihren sein, die in den Western-Blot-Analysen unter der Nachweisgrenze lag.

Dass Aurora-A in der Regulation von Aktin-abhédngigen Prozessen, in diesem Falle
der Regulation von KIAA1741, involviert ist, ist durchaus wahrscheinlich. Studien in
C.elegans und D.melanogaster belegen eine Rolle von Aurora-A in Aktin-abhdngigen
Prozessen (Berdnik und Knoblich, 2002; Schumacher et al., 1998). So ist die Lokalisation
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von Entwicklungsdeterminanten, wie den P-Granula und Pie-1 in C.elegans, sowie dem
Protein Numb in speziellen Vorlduferzellen (sensory organ precursors = SOP) von
D.melanogaster abhingig von funktioneller Aurora-A (Berdnik und Knoblich, 2002;
Schumacher et al., 1998). Die Lokalisation dieser Determinanten zu Beginn der Mitose ist
hierbei fiir die asymmetrische Zellteilung und Zelldifferenzierung notwenig (Gonzalez,
2002). Es wurde vorgeschlagen, dass in D.melanogaster ein zytoplasmatischer Pool von
Aurora-A fiir die Lokalisation von Numb und die Regulation von Aktin-abhingigen
Prozessen verantwortlich ist, wohingegen der centrosomale Pool von Aurora-A
Mikrotubuli-abhéngige Prozesse reguliert (Gonzalez, 2002; Berdnik und Knoblich, 2002).
Da die humane Aurora-A Kinase eine dhnliche Lokalisations-Dynamik zeigt (Stenoien et
al., 2003), ist es plausibel, dass auch die humane Aurora-A Kinase Funktionen im
Zytoplasma hat. KIAA1741 ist somit ein durchaus interessanter Kandidat fiir ein durch

Aurora-A reguliertes zytoplasmatisches Protein in humanen Zellen.

Die Wechselwirkung von Aurora-A und TPX2

TPX2 wurde durch Aurora-A Co-Immunprézipitationen aus mitotischen HeLa S3
Zellen als Bindungspartner von Aurora-A identifiziert. Bindungsexperimente mit
rekombinanten Proteinen bestétigen diese Interaktion und zeigen ferner, dass Aurora-A
direkt an TPX2 bindet, unabhéngig von der Kinaseaktivitidt von Aurora-A. Um ein besseres
Verstindnis dieser Interaktion zu erlangen, wurden die Interaktionsdominen der beiden
Proteine bestimmt: die Kinasedoméne von Aurora-A (AS 129-403) interagierte mit den
ersten 43 Aminoséuren von TPX2, die in allen TPX2 homologen Proteinen einen hohen
Grad an evolutionédrer Konservierung aufweisen. Interessanterweise ist TPX2 nicht nur ein
essentieller Bestandteil der mitotischen Spindel (Wittmann et al., 2000), sondern auch ein
wichtiger Regulator des Spindel-Aufbau-Prozesses, wobei TPX2 durch die GTPase Ran
reguliert wird (Gruss et al., 2001). Nach dem gegenwirtigen Modell, das in X.laevis
Oozyten-Extrakten etabliert wurde, fithrt die GTP Form von Ran zur Freisetzung von
TPX2 von einem inhibitorischen Komplex mit den nukledren Importfaktoren Importino/[3
(Gruss et al., 2001). Die Bindung von Importino/ an TPX2 reguliert die Mikrotubuli-
Nukleationsaktivitit von TPX2 (Gruss et al., 2001; Schatz et al., 2003), sowie die
Interaktion mit Aurora-A (Tsai et al., 2003; Trieselmann et al., 2003). Western-Blot-

Analysen von Co-Immunprézipitationen und Gelfiltrationen zeigten, dass nur eine
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Subpopulation von TPX2 und Aurora-A in der Mitose als Komplex vorlagen. Da Aurora-A
nicht mit an Importino/f gebundenem TPX2 interagieren kann (Tsai et al., 2003;
Trieselmann et al., 2003), konnte dies erkldren, warum in den biochemischen Analysen nur
eine geringe Menge des TPX2 Proteins mit Aurora-A als Komplex vorlag. Vice versa liegt
Aurora-A als Mikrotubuli-gebundenes Protein und als 16sliches zytoplasmatisches Protein
in der Zelle vor (Stenoien et al., 2003). TPX2 und Aurora-A co-lokalisieren nur an
Spindel-Mikrotubuli und interagieren vermutlich auch nur dort miteinander. Dies erklart
andererseits, warum nicht die Mehrzahl der Aurora-A Molekiile in der Zelle mit TPX2
interagierte.

Die hier erbrachten Daten beweisen, dass TPX2 ein direkter Bindungspartner der
humanen Aurora-A Kinase ist. Zwei weitere Arbeitsgruppen konnten dies in X.laevis
bestitigen. Tsai et al. (2003) konnten belegen, dass TPX2 durch RanGTP von der
Importina/B Interaktion freigesetzt wird und so die Aurora-A Aktivitdt stimuliert.
Unabhéngig davon wurde TPX2 in einem klassischen biochemischen Screen durch
chromatographische Fraktionierung von X.laevis Oozyten-Zellextrakten als Aktivator der
Kinase identifiziert (Eyers et al., 2003). Beide Arbeitsgruppen schlagen ein Modell fiir den
Mechanismus dieser Aktivierung vor. Ausgehend von der Regulation der Aurora-A
Kinaseaktivitdt durch Phosphorylierung von T288 konnten sie zeigen, dass eine Interaktion
mit TPX2 antagonistisch die Dephosphorylierung von Aurora-A durch PPl inhibiert
(Eyers et al., 2003; Tsai et al., 2003). Funktionelle Studien in X.laevis Oozyten-Extrakten
zeigen zudem, dass der Spindelaufbau durch Zugabe einer mutierten Aurora-A Kinase
(Eg2™ "), in welcher die T-loop Phosphorylierungsstelle durch eine nicht
phosphorylierbare Aminosaure ersetzt wurde, stark beeintriachtigt wird (Tsai et al., 2003).

Wohingegen Tsai et al. (2003) zeigen, dass Mikrotubuli fiir die Aktivierung der
Kinase essentiell sind, belegen die Daten von Eyers et al. (2003), dass Mikrotubuli fiir die
Aktivierung der Aurora-A Kinaseaktivitdt nicht notwendig sind. In der vorliegenden Arbeit
wurde diese Diskrepanz aufgegriffen und zudem untersucht, ob auch humanes TPX2 die
humane Aurora-A Kinase aktiviert. Es konnte gezeigt werden, dass TPX2 die humane
Aurora-A Kinase aktivierte und Mikrotubuli als Co-Faktoren die TPX2 vermittelte
Aktivierung deutlich steigerten. Die hierfiir verantwortliche Aktivierungsdoméne in TPX2
konnte kartiert werden. Kinaseassays mit rekombinanten Proteinen bewiesen, dass diese
mit der Aurora-A Bindedomine von TPX2 (Aminosidure 1-43) identisch war und
ausreichend und notwendig fiir die Aktivierung der Kinase ist. Dies wurde bestétigt, indem

gezeigt wurde, dass konservierte Tyrosine (Y8 und Y10) in dieser Domine, die in

95



Diskussion

unmittelbaren Kontakt zu Aurora-A treten, fiir die Bindung und Aktivierung von Aurora-A
essentiell sind (Bayliss et al., 2003; Eyers und Maller, 2003).

Es bleibt zu klaren, ob Mikrotubuli die Aktivierung der Kinase iiber Bindung an
TPX2 oder iiber Bindung an Aurora-A selbst vermitteln. Dass Mikrotubuli an Aurora-A
wirken, ist nicht ausgeschlossen, da Aurora-A in vitro an Mikrotubuli bindet (Roghi et al.,
1998). Zudem wurde eine geringe Steigerung der Kinaseaktivitit von Aurora-A durch
Mikrotubuli beobachtet. Eine Beeinflussung der Kinaseaktivitdt mitotischer Kinasen durch
Mikrotubuli ist zudem auch fiir Plkl gezeigt worden (Neef et al., 2003). Mikrotubuli
dienen somit eventuell als Co-Faktoren fiir ein breiteres Spektrum an mitotischen Kinasen.

Wie die Bindung von Aurora-A an TPX2 die Kinaseaktivitit im Detail beeinflusst,
konnte kiirzlich durch eine Strukturstudie geklart werden. Bayliss et al. (2003) zeigen, dass
die Bindung des aminoterminalen TPX2 Peptides (AS 1-43) an die Kinasedomdne von
Aurora-A die Konformation der Aktivierungsstelle im T-loop (T288) beeinflusst.
Threonin-288 liegt normalerweise an der AuBenseite des Aurora-A Proteins und ist so flir
PP1 zugénglich. Die Bindung des TPX2 Peptides an Aurora-A fiihrt zur Reorientierung
von T288 nach innen, was T288 vor Dephosphorylierung durch PP1 schiitzt und die
Kinase in der aktiven Form hélt (Bayliss et al., 2003). Dieser Mechanismus zeigt eine
gewisse Ahnlichkeit zu den lokalen Verinderungen in der Aktivierung der cAMP-
abhingigen Kinase (PKA), ist jedoch fundamental unterschiedlich zur Aktivierung der
Cyclin-abhéngigen Kinasen (Cdks) (Bayliss et al., 2003). Im Falle der Cdks induziert die
Bindung der Cycline eine grofere strukturelle Verdnderung im aminoterminalen Lobus der
Kinasedoméne (Morgan, 1997). Die PP1 Bindungsstellen in Aurora-A wurden in einer
vorausgehenden Studie ermittelt (Katayama et al., 2001). Interessanterweise korreliert eine
dieser Stellen (162-165) mit der Bindungsstelle fiir TPX2, was auch erklirt, warum die
TPX2 Bindung an Aurora-A die PP1 Bindung kompetiert. Kiirzlich wurde gezeigt, dass
TPX2 auch die inhibitorische Wirkung von p53 auf Aurora-A in einer &hnlichen
kompetitiven Weise hemmen kann (Chen et al., 2002; Eyers und Maller, 2003).

Modellierungen der humanen Aurora-B Kinase lassen vermuten, dass deren
Struktur eine starke Ahnlichkeit zu Aurora-A zeigt. Da Aurora-B durch Bindung an das
Protein INCENP aktiviert wird (Bishop und Schumacher, 2002; Honda et al., 2003), ist es
interessant zu fragen, ob die beiden paralogen Aurora Kinasen eventuell iiber einen
dhnlichen Mechanismus aktiviert werden. Dies ist nahe liegend, da INCENP in vitro neben
Aurora-B auch Aurora-A aktivierte. Im Unterschied zu Aurora-B scheint jedoch die

Phosphorylierung des Aktivators fiir die Aktivierung der Aurora-A Kinase nicht essentiell
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zu sein. So war INCENP weder ein Substrat von Aurora-A, noch verhinderte eine nicht-
phosphorylierbare Mutante von INCENP die Aktivierung der Kinase. Demgegeniiber ist
die Phosphorylierung von INCENP durch Aurora-B fiir die volle Aktivierung von Aurora-
B notwendig (Honda et al., 2003). Obwohl in der Primirstruktur keine klaren Homologien
zwischen TPX2 und INCENP erkennbar sind, zeigte ein Alignment der Aurora-B
Bindungs- und Aktivierungsdomdne von INCENP (AS 827-901) mit der Aurora-A
Aktivierungsdomine von TPX2 (AS 1-43) gewisse Gemeinsamkeiten auf (Abb. 40). Da
einige der dhnlichen und identischen Aminosduren in der Domine des humanen TPX2
Proteins auch in TPX2 Orthologen aus anderen Vertebraten konserviert sind (Abb. 40),
konnte dies andeuten, dass diese eine dhnliche Faltung dieser Domidne bedingen.
Interessant sind vor allem Homologien in der TPX2/Aurora-A Interaktionsdomine an den
Positionen sYSYDAPS 4, 1sPhe und ;9Phe, die im Komplex im engen Kontakt mit Aurora-
A liegen (Bayliss et al., 2003). Suche in Prosite mit dem aus dem TPX2/INCENP-
Alignment extrahierten Motiv ,,SQx(1,10)YxxPx(1,10)Fx(1,10)LDxE* identifiziert neben
TPX2 und INCENP noch ein weiteres humanes Protein (,,Serologically defined colon
cancer antigen 3 AAQ56721). Dieses ist ein uncharakterisiertes Protein mit einer Myosin
II Signatur im Carboxylterminus. Strukturdaten von INCENP und Aurora-B werden
zeigen, ob diese Doménen ein dhnliches Faltungsmuster haben und ob dies eine allgemeine
Aurora Bindungs- und Aktivierungsdomine darstellt. Falls dem so ist, bleibt zu
analysieren, ob das durch die Datenbanksuche identifizierte putative Myosin ebenfalls ein

Aktivator der humanen Aurora-A und eventuell auch Aurora-B Kinase ist.

TPXZ 1 Mide
INCENP 827 L

human
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TPX2 | M. musculus DEKANLENKFE
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45

Abb. 40 : Modellierung eines potentielles Aurora Interaktionsmotifs.

Sequenzalignment der Aktivierungsdoméanen von humanen INCENP und TPX2 (oben) im Vergleich (rote
Pfeile) zu einem Alignment der entsprechenden TPX2 Domiéne aus verschiedenen Vertebraten (unten).
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TPX2 ist fiir die Lokalisation von Spindelproteinen, wie zum Bespiel des Kinesin-
dhnlichen Proteins Xklp2 in X.laevis, verantwortlich (Wittmann et al., 1998). siRNA
Experimente in der vorliegenden Arbeit zeigten, dass die Lokalisation der humanen
Aurora-A Kinase an den Spindel-Mikrotubuli ebenfalls abhidngig von TPX2 ist.
Demgegeniiber ist die subzellulire Lokalisation von TPX2 unabhingig von Aurora-A.
Diese rdaumliche Organisation von Aurora-A in der Zelle ist unter Umstdnden notwendig,
um weitere Substrate von Aurora-A in rdumliche Néhe zur Kinase zu bringen. In X.laevis
ist die Lokalisation von Xklp2, neben TPX2 auch von Dynein/Dynaktin abhdngig
(Wittmann et al., 1998). Da auch fiir humanes TPX2 eine Interaktion mit dem humanen
Klp2 (Hklp2) gezeigt wurde (Heidebrecht et al., 2003) und Dynein/Dynaktin wichtig fiir
die Integritit der Centrosomen ist (Blagden und Glover, 2003), ist es interessant in
weiterfilhrenden Arbeiten zu fragen, ob auch die Lokalisation von Aurora-A abhingig von
Dynein/Dynaktin ist.

Lokalisationsanalysen zeigten, dass TPX2 in humanen Zellen primir mit der
Mikrotubuli assoziierten Aurora-A wechselwirkt. Demgegeniiber ist die Lokalisation der
centrosomalen Aurora-A unabhéngig von TPX2. Es scheinen daher weitere Proteine den
centrosomalen Pool von Aurora-A zu regulieren. Fiir mehrere Proteine wurde eine
Interaktion mit Aurora-A an den Centrosomen beschrieben und kiirzlich wurde fiir
Centrosomin (CNN) in D.melanogaster und Ajuba in humanen Zellen gezeigt, dass sie fiir
die Lokalisation von Aurora-A an den Centrosomen notwendig sind (Berdnik und
Knoblich, 2002; Hirota et al., 2003). Centrosomin interagiert am aminoterminalen Ende
mit dem y-Tubulin-Ring Komplex (y-TuRCs) und am Carboxylterminus mit Aurora-A
(Terada et al., 2003). Ob es sich hierbei um einen konservierten Mechanismus handelt,
muss abgewartet werden, da derzeit keine zu CNN homologen Proteine in anderen Spezies
bekannt sind. Fiir Ajuba wurde ferner beschrieben, dass es Aurora-A am Centrosom
aktiviert (Hirota et al., 2003). Ajuba ist ein LIM-Dominen-Protein (Goyal et al., 1999), fiir
welches eine Funktion in der Zell-Zell Adhidsion gezeigt wurde. Es steht zudem im
dynamischen Austausch zwischen dem Kern und dem Zytoplasma (Kanungo et al., 2000).
Eine Rolle von Ajuba im Spindelaufbau ist daher etwas iiberraschend, zumal Ajuba”
Keratinozyten aus knockout Miusen iiberlebensfdhig sind (Marie et al., 2003).

Wihrend in den meisten Vertebraten-Spezies TPX2 orthologe Gene identifiziert
werden konnen, ist in C.elegans und D.melanogaster kein eindeutiges TPX2 Homolog im
Genom vorhanden. Ein funktionell homologes Protein zu TPX2, welches Aurora-A an die

Spindel-Mikrotubuli lokalisiert, ist jedoch in C.elegans isoliert worden (A. Hyman,
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personliche Kommunikation). Dass dieses Protein aus C.elegans keine erkennbare
Homologie auf der Sequenzebene zeigte, deutet an, dass vornehmlich die Sekundér- und
Tertidrstruktur von TPX2 entscheidend fiir dessen Funktion beziiglich Aurora-A sind.
Entsprechende funktionelle Homologe zu TPX2 sollten auch in D.melanogaster zu finden
sein. Hierfiir spricht, dass in Drospohila zu mehreren, in Vertebraten essentiellen
Proteinen, wie NuMA, kein Homolog vorhanden ist. Die Funktion von NuMA konnte hier
von einem von NuMA strukturell verschiedenen Protein, dem ,,abnormal-spindles-protein*
(asp), iibernommen werden (Blagden und Glover, 2003). Ahnliches kann fiir TPX2

angenommen werden.

AjubalCNN ?

Abb. 41 : Modell der Aktion von TPX2 an der mitotischen Spindel (siehe Text).

Zusammenfassend lisst sich somit folgendes Modell der Aktion von TPX2 an der
mitotischen Spindel aufstellen (siche Abb. 41). TPX2 liegt inaktiv, gebunden an
Importina/pf im Zytoplasma vor. RanGTP (eventuell als Gradient um die Chromosomen
vorhanden) flihrt zur Aktivierung von TPX2 durch Auflésen der Importin-Interaktion.
TPX2 kann nun Aurora-A binden, welches im ungebundenen Zustand durch

Dephosphorylierung durch PP1 (und eventuell p53) inaktiviert wird. TPX2 kompetitiert
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mit der PP1 Bindung und fiihrt zusétzlich zu strukturellen Verdnderungen in Aurora-A.
Dies fiihrt zur Aktivierung der Kinase durch Autophosphorylierung an T288. TPX2
aktiviert Aurora-A somit sowohl {iber einen allosterischen als auch {iber einen sterischen
Wirkungsmechanismus. Neben der Aktivierung lokalisiert TPX2 Aurora-A zudem an die
Spindel-Mikrotubuli, welche ihrerseits den Aurora-A/TPX2-Komplex weiter aktivieren.
Demgegeniiber ist die Lokalisation und Aktivierung von Aurora-A am Centrosom
unabhidngig von TPX2 und erfordert weitere Bindungspartner. Mogliche Kandidaten
hierfiir sind CNN und Ajuba.

TPX2 ist ein Substrat von Aurora-A

TPX2 konnte in dieser Studie des Weiteren als ein neues Substrat von Aurora-A
identifiziert werden. Aurora-A phosphoryliert TPX2 in vitro an Serinresten in den ersten
43 Aminosduren. Die Phosphorylierung von TPX2 durch Aurora-A ist in X.laevis
evolutiondr konserviert, wie neben unseren Daten unabhidngig von zwei weiteren
Arbeitsgruppen bestétigt werden konnte (Eyers et al., 2003; Tsai et al., 2003). Die
Aurora-A / TPX2 Bindung, welche ebenfalls iiber die ersten 43 Aminosduren des TPX2
Proteins vermittelt wird, ist unabhidngig von der Aurora-A Kinaseaktivitit und Aurora-A
vermittelten Phosphorylierung. In X.laevis wird TPX2 in der Mitose phosphoryliert, was
eine verdnderte elektrophoretische Mobilitdt des Proteins bedingt (Wittmann et al., 2000).
TPX2-Phosphorylierung wird hier zudem durch Stabilisierung der Mikrotubuli durch
Paclitaxel verstirkt (Wittmann et al., 2000). Auch das humane TPX2 liegt in der Mitose als
Phosphoprotein vor (Heidebrecht et al., 1997). TPX2 wird in vitro neben Aurora-A auch
von den mitotischen Kinasen Cdk1-Cyclin-B, Plkl und der MAP-Kinase phosphoryliert
(Wittmann et al., 2000, I. Vernos, personliche Kommunikation, K. Takenaka, nicht
veroftentlichte Daten). Da die Phosphorylierung von X.laevis TPX2 durch Aurora-A zu der
charakteristischen Verédnderung der elektrophoretischen Mobilitdt des Proteins fiihrt und
Mikrotubuli-Stabilisierung die Phosphorylierung von TPX2 steigert, ist Aurora-A ein guter
Kandidat fiir eine TPX2-Kinase in vivo. Um TPX2 jedoch als in vivo Substrat von
Aurora-A zu verifizieren, ist es notwendig, die Aurora-A Phosphorylierungsstellen in
TPX2 in vitro und in vivo zu kartieren. In vitro wurde dies in der vorliegenden Studie
durch Phosphorylierung rekombinant exprimierter Fragmente des TPX2 Proteins mit

rekombinanter Aurora-A zum Teil durchgefiihrt. Diese Versuche zeigten, dass nur der
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Aminoterminus von TPX2 und hier nur die ersten 43 Aminosduren von Aurora-A
phosphoryliert werden. Aurora-A Phosphorylierungsstellen im Aminoterminus von
humanem TPX2 konnten trotz intensiver Bemiihungen durch massenspektrometrische
Methoden nicht auf Aminoséurenebene identifiziert werden, was moglicherweise an den
ungiinstigen Grofen der durch Behandlung mit verschiedenen proteolytischen Enzymen
erhaltenen Peptide lag. Obwohl das A-N-TPX2 Fragment nicht mehr von Aurora-A
phosphoryliert wurde, sind moglicherweise weitere Aurora-A Phosphorylierungsstellen im
volllingen TPX2 Protein vorhanden, deren Phosphorylierung eventuell eine direkte
Bindung von TPX2 an Aurora-A voraussetzen. Evidenz hierfir kommt von
massenspektrometrischen Vermessungen des in vitro mit Aurora-A phosphorylierten TPX2
Proteins. Hierbei konnte eine Phosphorylierung des evolutiondr konservierten Serinrestes
322 nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Ein rekombinant exprimiertes TPX2
Fragment (AS 149-392), welches dieses Serin beinhaltet, konnte in vitro jedoch nicht
durch Aurora-A phosphoryliert werden.

In TPX2 aus X.laevis wurden drei Serinreste (S48, S90 und S94) als Aurora-A
Phosphorylierungsstellen identifiziert (Eyers und Maller, 2003). Uberraschenderweise sind
nur die Aminosduren S90 und S94 in humanen TPX2 konserviert. Dies legt nahe, dass im
humanen TPX2 eventuell andere Aminosduren von Aurora-A phosphoryliert werden als in
X.laevis TPX2. Im Einklang hiermit konnte gezeigt werden, dass die nur fiir das X.laevis
TPX2 Protein beobachtete Anderung der elektrophoretischen Mobilitit nach Aurora-A
Phosphorylierung auf Phosphorylierung des im humanen TPX2 nicht konservierten
Serinrestes an Position 48 zuriickzufiihren ist (Eyers und Maller, 2003).

Was ist nun die biologische Funktion der Phosphorylierung von TPX2 durch
Aurora-A? Mogliche Funktionen von TPX2, die durch Aurora-A vermittelte
Phosphorylierung reguliert werden konnten, sind die Bindung an Mikrotubuli, die
Interaktion  mit anderen = Wechselwirkungspartnern und  die = Mikrotubuli-
Nukleationsaktivitit. In X.laevis ist gezeigt, dass die Mikrotubuli-Bindungsaffinitat von
TPX2 jedoch nicht vom Phosphorylierungsstatus des Proteins abhingig ist (Wittmann et
al., 2000). Somit bleibt zu kldren, ob Aurora-A vermittelte Phosphorylierung die
Interaktion mit anderen Proteinen beeinflusst. Derzeit sind mit der Ausnahme von Hklp2
und Aurora-A die zelluldren Interaktionspartner des humanen TPX2 Proteins jedoch noch
nicht bekannt. Ob Phosphorylierung die Mikrotubuli-Nukleation von TPX2 beeinflusst, ist

eine interessante Fragestellung fiir weiterfiihrende Studien. Ein geeignetes System hierfiir
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bieten X.laevis Oozyten-Extrakte, in denen Aurora-A und TPX2 durch Immundepletion

entfernt und durch rekombinant exprimierte Mutanten ersetzt werden kdnnen.

TPX2 RNAI Phanotyp Analyse

TPX2 ist in X.leavis ein essentielles, mitotisches Spindelprotein, dessen Depletion
in Oozyten-Extrakten zu unfokussierten Spindelpolen fiihrt, wohingegen ein Uberschuss an
TPX2 monopolare Spindeln induziert (Wittmann et al., 2000). Humanes TPX2 ist auch in
X.laevis funktionell, was fiir eine starke evolutiondre Konservierung dieses Proteins
spricht, die auch auf Ebene der Primirsequenzen zu beobachten ist (Gruss et al., 2002). In
dieser Arbeit wurde erstmals der Phinotyp der TPX2 Depletion durch siRNA in humanen
HeLa Zellen untersucht. Depletion von TPX2 fiihrte zu einem Arrest der Zellen in der
Prometaphase. Diese Zellen konnten nach 36 Stunden Behandlung mit dem TPX2
spezifischen siRNA Duplex keine bipolaren Spindeln mehr bilden und zeigten zwei Aster
deren Mikrotubuli nicht miteinander interagierten. Konsistent mit den Beobachtungen in
X.laevis, wo TPX2 die Spindelpolstruktur beeinflusst, ist in humanen Zellen eine
Fragmentierung der Spindelpole, nach lingerer Behandlung der Zellen mit dem TPX2
Duplex, zu erkennen. Dies ist zu beobachten fiir die Polmarker Aurora-A, NuMA und y-
Tubulin. Ultrastrukturanalysen miissen kléren, ob es sich hierbei um eine Fragmentierung
der Centrosomen selbst oder um eine Auflosung der PCM handelt. Unabhdngig von dieser
Arbeit wurde die Fragmentierung der Spindelpole nach TPX2 Depletion durch siRNA in
HeLa Zellen bestitigt (Garrett et al., 2002). Es konnte ferner gezeigt werden, dass die
Fragmentierung des centrosomalen Materials zu funktionellen Spindelpolen fithren kann
und dieser Vorgang abhidngig von intakten Mikrotubuli und dem Spindelmotor Eg5 ist
(Garrett et al., 2002).

Uberexprimiertes TPX2 lokalisiert in humanen Fibroblasten in der Interphase im
Kern wohingegen es in der Mitose die Mikrotubuli sowie die kondensierten Chromosomen
dekoriert. Abhiingig vom Uberexpressions-Spiegel ist TPX2 auch an den Interphase-
Mikrotubuli nachzuweisen und fiihrt bei hoher Expression zu Mikrotubuli-Biindelung, was
typisch fiir Mikrotubuli-assoziierte-Proteine (MAPs) ist (Cassimeris und Spittle, 2001).
Dies fiihrt bei hoher Uberexpression von TPX2 so zu mitotischem Arrest der Zelle in
einem Prometaphase dhnlichen Stadium mit monopolaren Spindeln (Gruss et al., 2002).

Depletion von TPX2 durch siRNA (diese Studie) und Antikorperinjektion (Gruss et

al., 2002) fiihrt ebenfalls zu einem Block der Zellen in einem Prometaphase dhnlichen
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Stadium mit zwei Spindelpolen, die unabhidngige Mikrotubuli-Aster formieren. Diese
Zellen sterben schlieBlich ab, was den beobachteten Riickgang des mitotischen Index
erklért.

Es konnte somit gezeigt werden, dass TPX2 auch in humanen Zellen essentiell fiir
den Aufbau einer bipolaren mitotischen Spindel ist. Interessanterweise ist die Anzahl der
Mikrotubuli an den Chromosomen in humanen Zellen, die kein TPX2 besitzen, deutlich
geringer (Gruss et al., 2002). Dies ist ein Indiz dafiir, dass TPX2 auch in humanen Zellen
Mikrotubuli an den Chromatiden nukleiert. Experimente in X.laevis Oozyten-Extrakten
belegen, dass TPX2 die Ran-abhédngige Mikrotubuli-Nukleation kontrolliert (Gruss et al.,
2001). Da die Depletion von Komponenten des Ran Netzwerkes, wie Importin, RanGAP
oder RanBP2, in C.elegans zu vergleichbaren Spindeldefekten fiihrt (Askjaer et al., 2002),
spricht dafiir, dass die TPX2 vermittelte Ran-abhéngige Nukleation von Mikrotubuli an
den Chromosomen evolutionér konserviert ist.

Fiir eine Erkldrung der beobachteten Phédnotypen der siRNA in humanen Hela
Zellen ist jedoch die Funktion von TPX2 an den Centrosomen alleine ausreichend.
Weiterfilhrende Studien werden daher beweisen miissen, ob ein Ran-abhingiger

Mikrotubuli-Nukleationsmechanismus auch in humanen Zellen existiert.

Aurora-A, TPX2 und maligne Entartung

Uberexpression aktiver Aurora-A Kinase kann Zellen transformieren. Aurora-A ist
somit, wie in der Einleitung im Detail diskutiert, ein Proto-Onkogen (Bischoff et al., 1998).
Es wurde gezeigt, dass Uberexpression der Kinase zu Aneuploidie fiihrt, was durch Fehler
in der Zytokinese bedingt ist (Meraldi et al.,, 2002). Wie Aurora-A die Zytokinese
beeinflussen kann, ist derzeit nicht bekannt. Da gerichtete Bewegung des Mutter-Centriols
in den Mittelkorper fiir den Abschluss der Zytokinese wichtig ist (Piel et al., 2001), ist ein
interessantes Modell daher die Annahme einer Storung dieser Centrosomen-Bewegung
durch deregulierte Aurora-A Expression. Dies kdnnte zum Beispiel durch eine gestorte
Centrosomen-Maturation, ausgeldst durch Deregulation der Aurora-A Kinase, induziert
werden.

Das Aurora-A Gen liegt in einer in humanen Tumoren hiufig amplifizierten Region
auf Chromosom 20 (20q13.2). Interessanterweise wurde auch das humane TPX2 Gen als

ein in Lungenzell-Karzinomen differentiell exprimiertes Gen identifiziert (Manda et al.,
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1999). TPX2 lokalisiert ebenfalls auf Chromosom 20 (20ql11.2), in relativer Nédhe zu
Aurora-A (Zhang et al.,, 1999). Amplifikation einer erweiterten Region des 20q13.2-
Amplikons beziehungsweise Deregulation der TPX2-Expression iiber andere
Mechanismen konnte so zu erhdhter TPX2 Expression und in der Folge zur Aktivierung
von Aurora-A in der Zelle fiihren. TPX2 konnte so den kanzerogenen Phénotyp der
Aurora-A  Uberexpression weiter steigern, beziehungsweise Zellen mit moderater
Aurora-A Uberexpression transformieren. Es ist daher duBert interessant zu fragen, ob ein
solcher Zusammenhang in humanen Zellen besteht und ob Uberexpression von TPX2 den

Phiinotyp der Aurora-A Uberexpression in Modellsystemen verstirkt.

Ausblick

Mit TPX2 konnte in dieser Arbeit ein wichtiger, neuer Regulator der humanen
Aurora-A Kinase identifiziert werden. Die Eingrenzung der Interaktions- und
Aktivierungsdoméne auf ein kleines Peptid von TPX2 sowie die Aufklidrung der Struktur
von Aurora-A mit TPX2 (Bayliss et al., 2003) erlauben ein besseres Verstindnis dieser
Interaktion. Hierdurch sollte es moglich sein, chemische Inhibitoren der TPX2 / Aurora-A
Interaktion zu generieren. Solche Stoffe sind nicht nur als Hilfsmittel fiir die weitere
Charakterisierung von TPX2 und Aurora-A geeignet, sondern konnten auch neue
Ansatzpunkte fiir die Behandlung maligner Erkrankungen, die mit {iberméBiger Aurora-A
Kinaseaktivitét einhergehen, dienen.

Die exakte Identifikation der Phosphorylierungsstellen in humanen TPX2 und
deren Funktion wird weiter Einblicke in den Spindelaufbauprozess erlauben. Ebenso muss
in weiterfithrenden Untersuchungen der exakte Mechanismus der Mikrotubuli-Wirkung
geklart werden.

Neben TPX2 konnte mit KIAA1741 (TAB182) ein weiteres Substrat von Aurora-A
identifiziert werden. Die Lokalisation von KIAA1741 an Aktin-Strukturen impliziert, dass
Aurora-A eventuell weitere wichtige Funktionen im Zytoplasma erfiillt. Es bleibt zu
analysieren, wie Aurora-A und KIAA1741 miteinander wechselwirken und was die exakte
Funktion von KIAA1741 und dessen Phosphorylierung durch Aurora-A in humanen Zellen

ist.
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Material und Bezugsquellen

Escherichia coli Stamme
Fiir Klonierungen wurden chemisch kompetente Bakterien des Stammes XL-1 blue

(K12 Derivat) (Stratagene) verwendet. Fiir Proteinexpressionen wurden die Stamme BL-
21, BL-21RP (Stratagene) sowie JM-109 RIL (BD Bioscience (Clontech)) verwendet.

Kultur der Bakterien erfolgte in LB Medium wie in (Sambrook J et al., 2001) beschrieben.
Um Bakterien langfristig zu lagern wurden stationdre Kulturen mit 18 % Glycerol

(Endkonzentration) versetzt und bei -80 °C gelagert.

Zellinien und Hefestamme

Zelllinie Organismus / Gewebe Referenz

U208 Human / Osteosarkom ATCC (HTB-96)

HeLa ATCC Human / Zervikalkarzinom ATCC (CCL-2)

HeLa S3 » ATCC (CCL-2.2)

293 T Human / Nierenkarzinom ATCC (CRL-11268)

S19 Spodoptera frugiperda ATCC (L-1711)

PJ69-4A Saccharomyces cerevisiae P. James, Univ. of Wisconsin

Tab. 5 : In dieser Arbeit verwendete Zellinien.

Medien / Kultur :
Alle humanen Zellen wurden bei 37 °C in einer 5 % CO, Atmosphire in DME
Medium (GIBCO) beziehungsweise RPMI 1410 Medium (GIBCO), supplementiert mit

10 % Hitze-inaktiviertem fotalem Kélberserum und 50 pg/ml Streptomycin und Penicillin
kultiviert.

Sf9 Zellen wurden bei 27 °C in TC-100 1x Medium (GIBCO) supplementiert mit
10 % Hitze-inaktiviertem fotalem Kélberserum und 50 pg/ml Streptomycin und Penicillin
kultiviert.

Hefen wurde bei 30 °C in YPD-Medium (1 % Bacto Yeast Extract (Difco), 2 %
Bacto-Peptone (Difco), 2 % D-(+)-Glukose) als Fliissigkultur beziehungsweise auf
Agarplatten (2 % Agar) kultiviert. Zur Selektion wurde SC Medium (0,67 % Nitrogen

Base, 2 % Glukose) mit den entsprechenden Aminosduren verwendet.
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Enzyme, Proteine und Nukleinsauren, Aminosauren

DNA Restriktionsenzyme wurden von NEB-Biolabs bezogen.

Markerproteine fiir Gelfiltration und SDS-PAGE wurden von Sigma bezogen.

Geschnittene Lambda DNA, als Marker fiir Agarose-Gelelektrophorese, wurde von NEB

bezogen. Lachs-Sperma DNA fiir Hefetransformationen wurde von Sigma bezogen.

Isotop-markiertes ATP wurde von Amersham, isotopmarkiertes Methionin von Promega

bezogen.

Oligonukleotide

Name Nukleotidsequenz (5' —> 3")

MO464 GGGGATCCATGTCACAAGTTAAAAGCTCTTATTCC
MO465 GGGGTACCTTAGCAGTGGAATCGAGTGGAG
MO935 GGCAAGGCTGCCTCCCTGGTAG

MO936 CAAGGGCTCCTGCGACTCGTATC

M1208 GGCCGGTACCATTCTCCAAATTGGCCTTCTCC

TPX-Clal CGGGATCCATCGATGAAATTCTACCCTC

Tab. 6 : In dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide.

Alle Oligonukleotide wurden von Thermo synthetisiert. Die Anlagerungstemperatur der
Nukleotide wurde abgeschitzt (je A/T 2 °C je G/C 4°C).

Puffer und L6ésungen

1x PBS pH 7.4
137 mM NaCl
2,7 mM KCl

8 mM Na2 HPO4
1,4 mM KH2PO4

Annealing Puffer

1 M NaCl

200 mM Tris pH 8,0
10 mM EDTA

BRBS0

80 mM PIPES pH 6,8
1 mM MgCl2

| mM EGTA

LB-Medium (Agar)

1 % Trypton (Difco)

0,5 % Hefeextrakt (Difco)

1 % NacCl

(1,5 % Agar)

sterilisiert durch Autoklavieren

Sammelgelpuffer/Trenngelpuffer
0,5 M Tris, pH 6,8/1,5 M Tris, pH 8,8
0,1 % SDS

Running Puffer
60 mM Tris
0,55 % Glycin
0,1 % SDS

Protein-Probenpuffer

2 % SDS

100 mM DTT

60 mM Tris/HCL, pH 6,8
1 % Bromphenolblau

20 % Glycerol

Protein-Transferpuffer

250 mM Tris
1,92 M Glycin
0,1 %SDS
20% Methan
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Sonstige Materialien
Elektroporationskiivetten 0,2 cm (BioRad), Filterpapier 3MM (Whatman),

Glasperlen 150-212 pum (Sigma), Petrischalen und 15 ml und 50 ml PPN-Réhrchen
(Greiner, Sarsedt), Sterilfilter 0,20 um (Sartorius), Thermalpapier (Hitachi), Deckglaser
(Marienfeld, 18x18 mm, Nr.1), Objekttriger (Marienfeld, 75x25 mm, geputzt).
ZellkulturgefdBle (Nunc).

Handhabung und Modifikation von Nukleinsauren
Plasmid-Préparationen wurden mit Reagenzsétzen der Firma Qiagen nach Angaben

des Herstellers durchgefiihrt. DNA-Konzentrationsbestimmungen wurden photometrisch
an einem Ultrospec® 3100 pro der Firma Amersham-Pharmacia durchgefiihrt.

Fiir DNA Ligationen wurde der ,,Quick-Ligation* Reaktionssatz von Roche, nach Angaben
des Herstellers, verwendet.

Soweit nicht anders angegeben, wurden Polymerase-Ketten-Reaktionen (PCR) mit
dem ,,HiFi*“ DNA-Polymerasenmix (Roche) durchgefiihrt. PCR Ansdtze wurden in einem
PCR Amp 9600 Thermocycler der Firma Perkin Elmer inkubiert. Alle PCR-Produkte
wurden sequenziert.

Nukleotid-spezifische Mutationen wurden nach dem Protokoll des ,,Quick site
mutagenesis kit der Firma Stratagene nach Angaben des Herstellers mit Enzymen von
NEB Biolabs durchgefiihrt.

DNA Sequenzierungen wurden bei Medigenomix (Martinsried) in Auftrag
gegeben.

DNA wurde aus Agarosegelen mit dem ,,Gelextraction® Reagenzsatz der Firma Qiagen
isoliert.

Alle sonstigen Handhabungen und Modifikationen von DNA wurden nach

Standardmethoden wie beschrieben durchgefiihrt (Sambrook J et al., 2001).

Klonierungen

KIAA1007

Die partielle KIAA1007 cDNA (3,5 kb) wurde durch Restriktion mittels ECORI und
BamHI aus dem EST Klon DKFZp434N241 als EGFP Fusionskonstrukt in pEGFP-C2
kloniert und sequenziert (TK 35). Dieses Konstrukt wurde durch Restriktion mit ECORI
und Notl in pcDNA3.1 3myc-C subkloniert (TK 36).
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KIAA1741

Die entsprechende 4 kb cDNA von KIAA1741, welche ein 109 kDa Protein
kodiert, wurde aus dem Klon KIAA1741 (Kazusa Human cDNA Project) mit Sall und Spel
in pEGFP-C2 kloniert. Volllingen KIAA1741 (TAB182) im Vektor pLPC wurde von
Susan Smith zur Verfiigung gestellt (TK 49) (Seimiya und Smith, 2002).

Das 5" Ende der KIAA1741 DNA wurde durch nested-PCR aus einer Matchmaker
cDNA Bibliothek aus humaner Leber (Clontech) mit den KIAA1741 spezifischen Primern
M0935 und M0936, sowie zwei Linker-spezifischen Primern (Clontech) gewonnen. Das
PCR-Produkt wurde tiiber Agarosegel-Eletrophorese aufgetrennt und in pCRTopoll
kloniert (TK 48).

KIAA1741-Antigen

Ein fiir ein 44 kd Fragment (AS 563-975) von KIAA1741 kodierendes Expressions-
Plasmid wurde durch Restriktion von TK43 mit Sall und HindIII und Subklonierung in
pQE30 hergestellt (TK 47).

TPX2

Volllingen cDNA des humanen TPX2 Proteins wurde iiber die Ligation der cDNA
Klone IMAGE 998HO 51429Q2 und DKFZ p434 F192Q2 iiber cine interne Ndel
Restriktionsstelle erhalten. Zum Subklonieren wurde die cDNA {iber die Primer M464 und
M465 amplifiziert und in pcDNA3.1(-) myc3 (TK 31) und pGEX-6P-3 subkloniert (TK
37). Alternativ wurde ein pQE60 (Qiagen) Konstrukt von O.Gruss verwendet. Hier ist eine
aminoterminale Protein-A Bindungsdoméne (zz-Doméne) an die TPX2 cDNA fusioniert,

gefolgt von dem Histidin Tag des pQE60 Vektors (TK 46) (Gruss et al., 2001).

TPX2-Fragmente

Ausgehend von dem Plasmid TK31 wurden folgende Konstrukte, kodierend fiir die
angegebenen Nukleotide von TPX2, in pQE30 (Qiagen) kloniert:
TK 17: Nukleotide 1-1177 , kloniert tiber Sacl und BamHI|
TK 18: Nukleotide 1177-1672, kloniert tiber Sacl und Pstl
TK 19: Nukleotide 1-451 , kloniert tiber Clal und BamHI|
TK 20: Nukleotide 1672-2244, kloniert iiber Pstl und Hindlll
TK 21: Nukleotide 451-2244, kloniert {iber PCR mit den Primern M0465 und TPX-Clal
In pGEX-6P-3 wurde kloniert:
TK 56: Nukleotide 1-129, kloniert {iber PCR mit den Primern M1208 und M0464
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Verwendete Plasmide

Name tag Gen Insert Art Vektor \
TK 1 GST Aurora-A K162R human | pVL13GST93

TK 2 GST Aurora-A volldnge human | pVL13GST93

TK 14 | - TPX2 hTPX2 cDNA inkomplett human [ pBluescriptSK
TK 15 | - TPX2 hTPX2 cDNA incomplett human | pSPORTI

TK 17 | his6 TPX2 N-term Fragment (ATG-Sacl) human | pQE-30

TK 18 [ his6 TPX2 Sacl-Pstl Fragment human | pQE-30

TK 19 | his6 TPX2 ATG-Clal Fragment human | pQE-30

TK 20 | his6 TPX2 Pstl-HindIII Fragment human | pQE-30

TK 21 | his6 TPX2 Clal-Sacl Fragment human | pQE-30

TK 24 | his6 Aurora-A WT, ersten 109 AA (N-term Au2) human | pQE-30

TK 25 | his6 Aurora-A WT, letzten 300 AA (C-term Au2) human | pQE-30

TK 26 | myc3 TPX2 WT, N-term human | pcDNA3.1(-)myc3
TK 27 | myc3 TPX2 WT, far N-term human | pcDNA3.1(-)myc3
TK 29 | GAL4 AD | Aurora-A WT human | pGAD-C(1)

TK 30 [ GAL4 BD | Aurora-A WT human | pGBDU-C(1)

TK 31 | myc3 TPX2 WT human | pcDNA3.1(-)myc3
TK 32 | GAL4AD | TPX2 WT human | pGAD-C(1)

TK 33 | GAL4BD | TPX2 WT human | pGBDU-C(1)

TK 34 | EGFP KIAA1741 | partielle Sequenz, EST cDNA Klon | human | pEGFP-C-2

TK 35 [ EGFP KIAA1007 | partielle Sequenz, EST cDNA Klon | human | pEGFP-C-2

TK 36 [ myc3 KIAA1007 | partielle Sequenz, EST cDNA Klon | human | pcDNA3.1myc3-C
TK 38 | GAL4 AD | Aurora-A KD (K162R) human | pGAD-C(1)

TK 39 | GAL4BD | Aurora-A KD (K162R) human | pGBDU-C(1)

TK 40 | Gal4-AD Aurora-A Aurora A - Aminoterminus human [ pGAD-C(1)

TK 41 | Gal4-AD Aurora-A Aurora A - Carboxylterminus human [ pGAD-C(1)

TK 43 | - KIAA1741 | KIAA EST-Klon human | pBSIISK+

TK 44 | - KIAA1007 | KIAA EST-Klon human | pSPORTI

TK 46 | zz TPX2 TPX2, WT human | pQE70zz

TK 47 | his6 KIAA1741 | KIAA1741 - 44kDA Fragment human | pQE30

TK 48 | - KIAA1741 | 5" ¢cDNA von KIAA1741 human | pCR4-TOPO

TK 49 [ myc TAB182 WT human | pLPC

TK 52 | myc3 N TPX2 Carboxylterminus von TPX2 human | pcDNA3.1(-)myc3
TK 53 [ Gal4-BD Aurora-A K162R human | pGBDOmega-Cl
TK 54 | myc3 N TPX2 AN TPX2 (43-747) human | pcDNA3.1(-)myc3
TK 55 [ myc3 N TPX?2 AS 1-43 human | pcDNA3.1(-)myc3
TK 56 | GST TPX2 AS 1-43 human | pGEX-6P-3

TK 57 | his6 TPX2 AN TPX2 (43-747) human | pQE-30

TK 66 | myc3 Aurora-A WT human | pcDNA3.1(-)myc3
TK 71 | his6 Aurora-A WT human | pET28b+

TK 72 | his6 Aurora-A K162R human | pET28b+

Tab. 7 : Verwendete Plasmide.
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Zellbiologische und biochemische Methoden

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) und Immunblotting

von Proteinen

Die elektrophoretische Auftrennung von denaturierten Proteinen erfolgte durch
vertikale, diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese. Die Protein-Proben
wurden in Protein-Auftragspuffer mit DTT beziechungsweise f-Mercapoethanol fiir 5
Minuten bei 95 °C denaturiert und anschlieBend auf 0,75 mm starken Polyacrylamid-Gelen
nach Lammli (Laemmli, 1970) mit Trenngelen von 7,5 %, 10 % oder 15 % Acrylamid und
0,8 % Bis-Acrylamid (ProtoGel, National Diagnostics) in SDS Puffer im elektrischen Feld
aufgetrennt (SDS-PAGE). Proteine wurden durch Inkubation der Gele fiir 30 Minuten in
einer warmen Coomassie Brilliant Blue (BB) Losung (2,5 % R-250 in 10 % Essigsdure
und 45 % Ethanol) gefiarbt und anschlieBend in Destain-Losung (7 % Essigsdure 25 %
Ethanol in Wasser) entférbt.

Zum Nachweis von Proteinen iiber Western-Blot-Analyse (Towbin et al., 1979),
wurden die aufgetrennten Proben durch Semidry-Blotting mittels einer Hoefer Semiphor™
Apparatur (Amersham-Pharmacia) auf Protran® Nitrocellulose-Membranen (Schleicher &
Schuell) bei 0,8 mA/cm?® iibertragen. Die Membranen wurden fiir eine Stunde mit 5 %
Magermilchpulver in PBS abgesittigt und anschlieBend bei Raumtemperatur fiir eine
Stunde mit den angegebenen primdren Antikdrpern inkubiert (fiir Antikorper siehe Tab. 8).
Nachweis des primdren Antikorpers erfolgte nach Waschen der Membran fiir 30 Minuten
in PBST (PBS mit 0.05 % Tween20) mit Meerrettich Peroxidase (HRP) konjugierten Ziege
a-Maus (Amersham, 1:3000) bezichungsweise HRP-konjugierten Esel a-Kaninchen
Antikorpern (Amersham, 1:3000) fiir eine Stunde bei Raumtemperatur. Gebundene HRP
Konjugate wurden mittels des ECL ,SuperSignal® detection system®™ (Pierce)
nachgewiesen. Die Resultate wurden durch ein elektronisches Dokumentationssystem
(FujiFilm, Intelligent Dark Box II) beziehungsweise durch Belichten von Filmen (Kodak)

dokumentiert.

Reinigung rekombinanter Proteine aus Sf9 Zellen
Aurora-A WT und K162R cDNAs (Meraldi et al., 2002) wurden als GST-Fusionen

in pVL13GST93 (Amersham-Pharmacia) kloniert (TK1, TK2). Rekombinante Baculoviren

wurden mittels des Baculo Gold Kits (Pharmingen Corp.) erzeugt. Sf9 Zellen wurden in
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Lysepuffer (LP) (10 mM HEPES pH 7,7, 150 mM NaCl, 5 mM EGTA, 1 % NP40) lysiert,
welcher mit Protease- (1 mM PMSF, 10 pg/ml Pepstatin A, 10 pg/ml Aprotinin, 10 pg/ml
Leupeptin) und Phosphataseinhibitoren (20 mM B-Glycerophosphat, 5 mM NaF, 100 uM
Na3VOy) versetzt wurde. Das Zelllysat wurde anschlieBend bei 16.100 g fiir 15 Minuten
bei 4 °C gekldrt. Aurora-A Protein wurde an Glutathione Sepharose™ 4B (Amersham-
Pharmacia) gebunden und in LP mit 300 mM NaCl, und in Kinase-Puffer (KP) (20 mM
HEPES pH 7,4, 150 mM KCl, 5 mM MnCl,, 5 mM NaF, 1 mM DTT) gewaschen.

Je nach Verwendung wurden die Proteine mit 10 mM reduzierten Glutathion in
Kinase-Puffer eluiert beziehungsweise durch Behandlung mit Prescission-Protease in
Kinase Puffer fiir 6 Stunden bei 4 °C von der Matrix abgeldst. Uberschiissige Prescission-

Protease wurde durch erneute Inkubation mit Glutathion-Beads entfernt.

Reinigung rekombinante Proteine aus E. coli
Soweit nicht anders angegeben erfolgte die Aufreinigung rekombinanter his-

Fusionsproteine nach folgendem Standard-Protokoll:

Bakterien einer ODgoo= 0,6 wurden fiir 4 Stunden mit 1 mM IPTG bei 30 °C
induziert. Die Bakterien wurden in Bakterien-Lysepuffer (PBS mit 1 % NP40, 1mg/ml
Lysozym, 30 pg/ml RNase, 30 pg/ml DNase, 10 mM Imidazol und Proteaseinhibitoren
(Complete Tabletten, Roche) lysiert. Lysate wurden bei 16.100 g fiir 20 Minuten bei 4°C
abzentrifugiert und Bindung an Nickel Sepharose erfolgte fiir 1 Stunden bei 4 °C unter
standiger Rotation. Die Matrix wurde mit Wasch-Puffer (1x PBS mit 500 mM NaCl, 1 %
NP40, 30 mM Imidazol) auf einer Séule (Bio-Rad) gewaschen und mit 250 mM Imidazol
in PBS oder Kinase Puffer eluiert. AnschlieBend wurden die Proteine iiber eine Desalting-
Sepharose-Sdule (BioRad) gegeben, beziechungsweise wurden iiber Nacht bei 4°C gegen
den entsprechenden Puffer dialysiert. Proteine wurden hierbei je nach Verwedndung in

PBS oder Kinase Puffer aufgenommen.

TPX2
TPX2 Protein wurde in mit 1 mM IPTG induzierten E.coli BL-21 pRep4

(Stratagene) bei 30 °C fiir 4 Stunden exprimiert und mit Nickel-Sepharose (Qiagen)

aufgereinigt und in PBS aufgenommen.

TPX2 Fragmente
Die Aufreinigung der TPX2-Fragmente erfolgte nach Expression in E.coli BL21-

RP mit Nickel Sepharose (Qiagen).
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Die Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen erfolgte nach Expression in E.coli
(BL21) mit Glutathione Sepharose. Es wurden dieselben Bedingungen wie bei der
Aufreinigung von His-Proteinen verwendet, den Puffern wurde kein jedoch Imidazol
zugesetzt und die Elution erfolgte mit 10 mM reduzierten Glutathion in 1x PBS. Fiir
Kinaseassays wurden die Proteine in Kinase Puffer mit 10 mM reduzierten Glutathion

eluiert.

KI1AA1741 44kDa-Fragment
Das his-Fusionsprotein, kodiert von TK47, wurde nach Standard-Bedingungen

aufgereinigt. Zur Erzeugung von Antikorpern wurde dieses Protein zusitzlich durch SDS-
PAGE aufgetrennt, die Proteinbande ausgeschnitten und das Protein durch Elektroelution

in 0,5 x SDS-PAGE Running-Puffer gewonnen.

Generierung spezifischer Antikdrper

Aurora-A
Ein polyklonaler Antikorper aus Kaninchen wurde gegen das humane Aurora-A

Protein generiert. Hierzu wurde das carboxyterminale Peptid “CQNKESASKQS” der
humanen Aurora-A, gebunden an keyhole-limpet-hemocyanin, als Antigen verwendet
(durchgefiihrt von Patrick Meraldi).

Das so gewonnene reaktive Serum wurde iiber das an Thiopropyl Sepharose™
(Amersham-Pharmacia) gekoppelte antigene Peptid aufgereinigt. Hierzu wurde 1 mg des
antigenen Peptids an 500 pl (75 %) Thiopropyl Sepharose™ in Bindungs-Puffer (100 mM
Tris pH 7,5; 500 mM NaCl; 1 mM EDTA; 5 mM B-Mercaptoethanol) {iber Nacht bei 4 °C
gekoppelt. Die Bindung wurde photometrisch verfolgt. Anschlieend wurde die Sepharose
in Bindungs-Puffer gewaschen und durch Inkubation {iber Nacht bei 4°C in 100 mM
Ethanolamin pH 7,5 und anschlieBend mit 100 mM Triethylamin pH 11,5 inaktiviert. Die
Matrix wurden in PBS und Tris pH 7,5 gewaschen. 10 ml Serum verdiinnt 1:2 in 10 mM
Tris pH 7,5 wurden fiir zwei Stunden mit der Matrix inkubiert. AnschlieBend wurde mit je
6 ml 10 mM Tris pH 7,5 und 10 mM Tris pH 7,5 mit 0,5 M NaCl gewaschen. Die Elution
erfolgte mit 3 ml Glycin pH 2,5 (fraktioniert zu je 500 pl). Die Elutionen wurden sofort
mit Tris Puffer auf pH 8 eingestellt und die Antikdrper-haltigen Fraktionen vereint. Nach
waschen mit 40 ml PBS auf einer Centricon Sdule (Millipore) (Zentrifugation bei 3000 g),
wurde der Antikdrper in PBS mit 0,1 % Natriumazid gelagert.
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TPX2
mAk Ki-S2 und ein affinitétsgereinigter polyklonaler Antikdrper waren Geschenke

von H.J. Heidebrecht (Uni Kiel) und O.Gruss (EMBL).

KIAA1741
Ein polyklonaler Antikérper aus Kaninchen wurde gegen des rekombinant

exprimierte 44kDa Fragment von KIAA1741 (siche oben) generiert (BioGenes GmbH,
Berlin). Das Serum wurde iiber das Antigen, welches kovalent an AffiGel 10 (Biometra)
gebunden war, aufgereinigt. Hierzu wurde das Peptid fir 5 Stunden an die Matrix
gekoppelt und diese anschlieend mit 0,1 M Ethanolamin inaktiviert. 3 ml Serum wurden
mit 3 ml 10 mM Tris pH 7,5 verdiinnt und fiir 2 Stunden bei 4°C mit der so gewonnenen
Matrix inkubiert. Anschliefend wurde mit zweimal mit je 6 ml 10 mM Tris pH 7,5 und
10 mM Tris pH 7,5 mit 500 mM NaCl gewaschen. Die Antikorper wurden in 100 mM
Glycin pH 2.5 eluiert und sofort durch Zugabe von Tris Puffer auf pH 8 gepuffert. Nach
Dialyse gegen PBS wurde der Antikérper in PBS mit 0,1 % Natriumazid bei 4 °C
geleagert.

Zellextrakte
Zellextrakte wurden aus mitotischen HeLa S3 Zellen gewonnen. Die Zellen wurden

in 1 1 Suspensionskulturen in RPMI 1410 Medium (GIBCO), supplementiert mit 10 %
Hitze-inaktivierten fotalem Kailberserum und 50 pg/ml Streptomycin und Penicillin
kultiviert. Durch Zugabe von 100 ng/ml Nocodazol fiir 20 Stunden wurden die Zellen in
der Prometaphase arretiert. Alternativ wurden die Zellen durch Zugabe von 1,6 pg/ml
Aphidicolin in der G;-Phase arretiert. Die Qualitdt des Zellzyklus-Arrests wurde durch
mikroskopische Analyse mittels DAPI Farbung kontrolliert. Typischerweise zeigten etwa
80 % der Zellen kondensierte DNA nach Nocodazol Behandlung. AnschlieBend wurden
die Zellen geerntet, in PBS mit 1 mM PMSF gewaschen und in NP40 Puffer (50 mM Tris
pHS8,0, 150 mM NaCl, 1 % NP40) mit 10 pg/ml RNase, 10 pg/ml DNAse,
Proteaseinhibitoren (1 mM PMSF, 10 pg/ml Pepstatin A, 10 pg/ml Aprotinin, 10 pg/ml
Leupeptin) und Phosphataseinhibitoren (10mM B-Glycerolphosphat, 5 mM NaF, 100 uM
Na3;VO,) aufgenommen. Nach 30 Minuten auf Eis wurde das Lysat bei 16.100 g fiir 15
Minuten bei 4 °C abzentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Die Protein-
Mengenbestimmungen wurden mit dem Dc-Proteinassay (Bio-Rad) nach Angaben des

Herstellers durchgefiihrt und Aliquote von 500 pl der Extrakte in fliissigem Stickstoff
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schock-gefroren und bei -80 °C gelagert. Extrakte hatten typischerweise eine

Konzentration von 18 pg/ul Gesamtprotein.

Immunprazipitationen
Fir Immunprizipitationen wurden 500 pl der HelLa Extrakte (~ 18 pg/pl

Proteingehalt) verwendet. Die Lysate wurden fiir 30 Minuten unter Rotation bei 4 °C mit
der entsprechenden Matrix vorgekliart. Um Aurora-A Komplexe zu prézipitieren wurde
der affinititsgereinigte polyklonale a-Aurora-A Antikorper verwendet. Der Antikorper (5-
10 ng) wurde fiir eine Stunden mit den Zellextrakten (etwa 20 mg Protein) inkubiert, Affi-
Prep® Protein-A Support (5-10 pl Bettvolumen) wurde zugegeben und es wurde fiir
weitere 3 Stunden bei 4 °C unter stindiger Rotation inkubiert. Die Matrix wurde
abzentrifugiert, in LS Puffer (50 mM Tris pH 8,0, 150 mM NacCl, 0,1 % NP40) gewaschen
und in Ldmmli-Puffer fiir 5 Minuten bei 95 °C gekocht. Als Kontrolle wurde der
Antikérper fiir 30 Minuten mit einem 100-fachen molaren Uberschuss an antigenem Peptid

vor der Immunprézipitation blockiert.

Um TPX2 Komplexe zu isolieren wurde der monoklonale Antikorper Ki-S2
(freundlicherweise von  H.J. Heidebrecht zur Verfligung gestellt) an  Protein G
Sepharose™ 4 fast flow (Amersham-Pharmacia) gebunden. Hierzu wurden 2 ml
Kulturiiberstand iiber Nacht bei 4 °C mit 20 ul Sepharose inkubiert. Diese Sepharose-
Antikorper Matrix wurden 3 Stunden in Zellextrakten inkubiert, anschlieend in LS-Puffer

gewaschen und in Lammli-Puffer gekocht.

Gelfiltration von Zellextrakten
Fiir die Gelfiltrationschromatographie von Zellextrakten wurde eine Akta-Prime®

LC-Anlage (Amersham-Pharmacia) benutzt. 500 ul Zellextrakt (etwa 18 pg/ul), hergestellt
wie oben beschrieben, wurden iiber 0,2 um Filter (Millex GV, Millipore) filtriert und auf
eine mit NP40 Puffer dquilibrierten Superose® 12 HC 10/30 Sdule (Amersham-Pharmacia)
aufgetragen. Die Trennung erfolgte bei einem Durchfluss von 0,2 ml/min. 500 pl
Fraktionen wurden automatisch gesammelt. Die Elution wurde durch ein UV-Spektrometer
iiberwacht und aufgezeichnet. Die Fraktionen wurden anschlieBend mit Ladmmli-Puffer
vermengt, bei 95 °C fiir 5 Minuten erhitzt und fiir die Western Blot Analysen wie
beschrieben benutzt. Kalibrierung erfolgte durch Aufzeichnung des Elutionsprofils eines
Protein-Marker Gemisches (Dextran Blue [2000 kDa], Thyroglobulin [669 kDa], Ferretin
[440 kDa], Katalase [230 kDa], Aldolase [158 kDa] und BSA [67 kDal).
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In vitro Protein-Bindungsanalysen
In vitro Protein-Bindungsanalysen wurden mit rekombinanten Proteinen gebunden

an Glutathion-Sepharose® (Amersham-Pharmacia) oder Nickel Sepharose (Qiagen) und
gleichen Mengen an 16slichen Bindungspartnern in PBS Puffer fiir eine Stunde bei 4 °C
durchgefiihrt. Die Matrix wurden 4-mal in LS-Puffer gewaschen und die Proteine durch
SDS-PAGE gefolgt von Coomassie BB Fiarbung, analysiert.

In vitro translatierte Proteine wurden durch in vitro Transkription und Translation
mit dem ,,TnT Quick Coupled* Reagenzsatz (Promega), in Gegenwart von >°S-Methionin
(Promix, Amersham) nach Angaben des Herstellers mit 40 pl Retikulozytenlysat und 0,5
ug Plasmid DNA pro Ansatz erzeugt. In vitro Bindungsstudien mit diesen markierten
Proteinen wurden durch Inkubation von rekombinanter GST-Aurora-A, immobilisiert an
Glutathion-Sepharose beziehungsweise TPX2, gebunden an Ni-Sepharose durchgefiihrt.
Hierzu wurden die rekombinanten Proteine eine Stunde bei 4 °C mit den 1:3 in PBS
verdiinnten IVT Produkten inkubiert, welche zuvor fiir eine Stunde mit der
entsprechenden Matrix bei 4 °C geklart wurden. Die Matrix wurde 5-mal in LS-Puffer
gewaschen und die Proteine durch SDS-PAGE, gefolgt von Coomassie BB Férbung,
analysiert. Autoradiographien wurden mit einem  Phospholmager screen (Fuji)

aufgenommen und die Daten mit der AIDA Software (Raytest GmbH) ausgewertet.

“Fishing” Experimente
Fishing Experimente mit rekombinanter GST-Aurora-A WT und KD wurden durch

Inkubation von 2 ul Glutathion-Sepharose mit gebundenen, rekombinanten Proteinen
(etwa 4 pg) in 500 pl mitotischen beziehungsweise Interphase-Extrakten von HelLa S3
Zellen (~18 pg/ul) durchgefiihrt. Die Extrakte wurden hierfiir zuerst fiir eine Stunde bei 4
°C nur mit der Matrix inkubiert, bei 16.000 g abzentrifugiert und der Uberstand mit der
Aurora-A-Sepharose Matrix fiir 3 Stunden bei 4 °C unter Rotation inkubiert. Die
prazipitierte Sepharose wurden 5-mal in LS Puffer gewaschen und in Protein-
Auftragspuffer aufgenommen. Die Proben wurden fiir 5 Minuten bei 95 °C gekocht und

durch SDS-PAGE gefolgt von Western Blotting analysiert.

Kinaseassays, Aktivierungsassays, PP1 Behandlung
Die Pufferbedingungen fiir Kinaseassays wurden in Vorversuchen optimiert. Es

zeigte sich, dass ein HEPES basierendes Puffersystem nach (Bischoff et al., 1998) einem
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Tris-HCI gepufferten System nach (Giet et al., 1999a) dahingehend {iberlegen ist, dass es
unspezifische Phosphorylierungen (gesehen mit den Kinase K162R beads) besser zu
unterdriicken vermochte (Daten nicht gezeigt). Daher wurde fiir alle Kinaseassays ein
HEPES basierender Puffer nach Bischoff et al. (1998) verwendet.

Fiir in vitro Kinaseassays wurde aus Sf9 Zellen aufgereinigte rekombinante GST-
Aurora-A WT und K162R, gebunden an Glutathion-Sepharose, verwendet. Die Kinase
wurde zusammen mit einem molaren Uberschuss des jeweiligen Substrats (typischerweise
2 pg) in einem Ansatz von 20 pl Kinase Puffer (KP) inkubiert. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von 1 uCi [y**P]JATP und 10 uM ATP gestartet und fiir 30 Minuten bei 30 °C
durchgefiihrt. Die Kinasereaktion wurde durch Zugabe von SDS-PAGE Proben-Puffer
gestoppt. Die Proben wurden auf 12 % SDS-PAGE Gelen aufgetrennt und mit Coomassie
Brilliant Blue (BB) gefdrbt. Autoradiographien der getrockneten Gele wurden mit einem
Phospholmager Screen (FujiFilm) aufgezeichnet und mit der AIDA Software (Raytest
GmbH) ausgewertet. Die Gele wurden zudem eingescannt um die Coomassie BB Farbung
zu dokumentieren.

Kinaseasays mit immunpréazipitierter Kinase aus humanen Zellen wurden wie folgt
durchgefiihrt: 293T Zellen wurden in 10 cm Kulturschalen kultiviert und mit myc-Aurora-
A WT und myc-Aurora-A KD transfiziert (TK7, TK8). Die Zellen wurden durch Zugabe
von Nocodazol (0,5 pg/ml) beziehungsweise Aphidicolin (1,6 pg/ml) im Zellzyklus
arretiert. Zellen wurden geerntet und in 10 ml PBS mit 1 mM PMSF gewaschen und in 500
ul NP40 Puffer mit Proteaseinhibitoren und Phosphataseinhibitoren lysiert. Das Lysat
wurde fiir 20 Minuten bei 16.000 g abzentrifugiert und der Uberstand mit an Protein-G-
Sepharose gebundenen myc-Antikorpern (9E10) versetzt. Diese wurden fiir 3 Stunden bei
4 °C inkubiert, die Matrix abzentrifugiert und 5-mal in LS-Puffer gewaschen.

In den Kinase-Aktivierungsassays wurde die mit Prescission-Protease geschnittene,
freie Aurora-A aus Sf9 Zellen verwendet. Die Kinase wurde in 20 pl Ansétzen in Kinase-
Puffer fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde die Kinase
Reaktion durch Zugabe von 1 pCi [y’P]JATP und 10 uM ATP fiir 30 Minuten bei 30 °C
durchgefiihrt. Paclitaxel stbilisierte Mikrotubuli beziehungsweise Tubulin wurden zu 2 pg
Gesamtkonzentration verwendet. Die optimalen TPX2 und Aurora-A Konzentration
wurden durch Titration fiir jede Aufreinigung bestimmt. 10 ug MBP wurde als Substrat
pro Reaktion zugesetzt. Als Kontrolle wurden den Reaktionen anstelle der Mikrotubuli

eine dquivalente Menge des Mikrotubuli-Puffer BRB80 zugegeben.
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Mikrotubuli wurden durch sequentielle Taxol Zugabe aus isolierten, bovinen
Tubulin (freundlicherweise von Dr. Thomas Meyer zur Verfligung gestellt) polymerisiert.
Hierfiir wurde das Protokoll des Mitchison-Labors
(http://mitchison.med.harvard.edu/Protocols.htm) verwendet. Die Qualitit der Mikrotubuli
wurde durch Zugabe von Rhodamin markierten Tubulin durch Fluoreszenzmikroskopie
kontrolliert. Tubulin-Polymere wurden in BRB80 bei Raumtemperatur aufbewahrt
beziehungsweise schock-gefroren und bei -80 °C gelagert.

Die Behandlung bakterieller Aurora-A (etwa 6 pg) Kinase mit rekombinanter PP1
Phosphatase (NEB biolabs) wurde in 20 pl Kinase-Puffer fiir 30 Minuten bei 30 °C mit
2,5U PP1 durchgefiihrt. Alternativ wurde die Kinase in Kinase-Puffer inkubiert
beziehungsweise PP1 durch Zugabe von 0,1 uM Microcystin-LR inhibiert. Die
Kinasereaktion wurde danach durch Zugabe von ATP gestartet und fiir 30 Minuten bei 30
°C durchgefiihrt. Zur Inhibition von PPl wurde 0,1 uM Microcystin-LR allen

Kinasereaktionen zugesetzt.

Phosphoaminosdurenanalyse
Phosphoaminosdurenanalysen wurden als zweidimensionale Elektrophorese auf

Zellulose-Diinnschicht-Chromatographieplatten (20 x 20 cm, Merck) mit einem HTLE-
7000 System (CBS Scientific) wie bei (Boyle et al., 1991)beschrieben durchgefiihrt.

Massenspektrometrische Verfahren
Proteinbanden in SDS-PAGE Gelen wurden ausgeschnitten und mit sequencing-

grade porcine Trypsin (Promega) wie bei (Shevchenko et al., 1996) beschrieben behandelt.
Peptide mass-fingerprinting wurde an einem MALDI-TOF Instrument (Reflex I1I; Bruker)
durchgefiihrt und die Identitit der Proteine iiber Wahrscheinlichkeits-basierte
Datenbanksuchen bestimmt (Perkins et al., 1999).

Um  Verunreinigungen durch Keratin zu unterbinden, wurde einer
Produktschutzbank wéhrend der Handhabung der Gele verwendet, sowie 0,2 pm

gefilterten Losungen hergestellt.
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Transfektion humaner Zellen
Humane Zellen wurden fiir Immunfluoreszenzanalysen durch Calcium-Phosphat-

Prizipitation transfiziert. Die DNA wurde durch Zugabe von 1/3 Volumen 1 M CaCl
Losung gefillt und 1:1 in 2x HBS (50 mM HEPES, 1,5 mM Na,HPO,, 280 mM NaCl, pH
7,05) aufgenommen und nach Inkubation fiir etwa 20 Minuten bei Raumtemperatur auf die
Zellen gegeben. Fiir 2 ml Medium wurden hierbei 5 ug DNA verwendet. Nach 16 Stunden
wurden die Zellen mehrmals mit PBS gewaschen.

Fiir groflere Ansdtze (wie Immunprizipitationen) wurde die Zellen mit FuGene6
(Roche) transfiziert. Hierfiir wurde die DNA 1:3 (Gewicht/Volumen) mit FuGene6
gemischt und in 100 pul Medium ohne Serum fiir 20 Minuten inkubiert, bevor diese auf die

Zellen gegeben wurde. Fiir 2 ml Medium wurde 1 pg DNA verwendet.

SiRNA Experimente

Fiir die siRNA Experimente wurden Oligonukleotide (Dharmacon Research, Inc.)

mit den folgenden Sequenzen verwendet:

Aurora-A 1 : 72sAUG CCC UGU CUU ACU GUC A3
Aurora-A 11 156U UCU UCC CAG CGC GUU CCU 74
TPX2 1 144GAA UGG AAC UGG AGG GCU ¢
KIAA1007 : CAG AUC ACA AGG UGC CUA A
KIAA1741 : CAAUCU GGG CCU GAGGGA U

RNA-Duplexe wurden in 100 mM Kalium Acetate, 30 mM HEPES-KOH (pH 7,4),
2 mM Magnesium Acetate fiir 1 Minuten bei 90 °C und eine Stunde bei 37 °C ,,annealed*
und anschlieend bei -80 °C gelagert. Oligos wurden mit Oligofectamine (Invitrogen,
Karlsruhe, Germany) in die Zellen transfiziert. Typischerweise wurden 4,5 pl des 20 uM
siRNA Duplex mit 150 pl Opti-MEM (GibcoBRL, Karlsruhe,Germany) gemischt und 9 pl
of Oligofectamine mit 36 pl Opti-MEM. Diese Losungen wurden fiir 7-10 Minuten
inkubiert, zusammengemischt und nochmals fiir 2025 Minuten inkubiert, bevor sie zu
den Zellen gegen wurden. Als Kontrolle diente die GL2 Duplex (Elbashir et al., 2001), die

gegen das Luciferase Gen gerichtet ist.
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Immunfluoreszenz- und Dekonvolutions-Mikroskopie
Zellen wurden auf HCIl behandelten Deckgléschen kultiviert und fiir 6 Minuten in

- 20 °C kalten Methanol fixiert. Die Zellen wurden einmal in PBS gewaschen und fiir 30
Minuten mit 3 % BSA in PBS blockiert. Alternativ wurden die Zellen mit
Paraformaldehyd fixiert um Aktin darzustellen. Hierzu wurden die Zellen in PBS
gewaschen, fir 5 Minutenin 3 % Paraformaldehyd in 2 % Saccharose fixiert. Nach
erncuten waschen in PBS wurden die Zellen mit kalten 0,5 % Triton-X-100 fiir 5
Minutenpermeabilisiert.

Fiir Experiment mit KIAA1741 wurde zudem alternativ eine Fixierung mit Pre-
Extraktion verwendet. Hierbei wurden die Zellen fiir 5 Minutenmit 7,5 pg/ml Digitonin in
KHM Puffer (25 mM Hepes-KOH, pH 7,2, 125 mM Kalium-Acetate, 2,5 mM Magnesium-
Acetate) extrahiert und anschlieBend mit 3 % Paraformaldehyd in 2 % Saccharose fixiert.

Primére und sekundére Antikorper, wurden nacheinander in PBS mit 3 % BSA
appliziert (sieche Tab. 8). Die Deckgldschen wurden in DABCO (90 % Glycerol, 2,5 %
(Gewicht/Volumen) 1,4-Diazabicyclo(2,2,2)Octane (Sigma), in PBS pH 8.6) auf
Objekttragern eingebettet.

Immunfluoreszenz-Mikroskopie wurde an einem Zeiss Axioplan II Mikroskop mit

einem 63x Ol-Immersions Objektiv mit einer Apertur von 1,4 durchgefiihrt. Bilder wurden
mit einer Micromax CCD Kamera (Princeton Instruments) und der Metaview (Universal
Imaging Corp.) Software aufgenommen. Die Bearbeitung der Bilder erfolgte mit der
Metaview Software und Adobe Photoshop 8.0 (Adobe Systems, Mountain View, CA).
Fiir Dekonvolutionsaufnahmen wurde ein Delta-Vision System, bestehend aus einem
Nikon Eclipse TE200 Mikroskop in Kombination mit einer Photometrix Kamerasystem
und einem Koordinatentische und der entsprechenden Software von Applied Precision,
verwendet. Die elektronische Dekonvolution erfolgte mit 15 Zyklen bei Standard-
Einstellung und Korrektur fiir das verwendet Objektiv.

Um optimale Ergebnisse zu erhalten wurde die geeignete Antikdrperkonzentration
fiir die Farbungen ermittelt und verschiedene Fixiermethoden getestet.

Fiir Immunfluoreszenz Analysen wurden folgende Antikdrper in den angegeben

Konzentrationen verwendet:
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Antigen Tier Western IF Quelle
Aurora-A Kaninchen 0,06 pg/ul 0,03 pg/ul Diese Arbeit
Aurora-A (IAK1) Maus, mAk 1:300 1:200 Signal Transduction (NEB)
KIAA1741 Kaninchen 0,02 pg/ul 0,02 pg/ul Diese Arbeit
TACC3 Kanninchen ~0,02 pg/pl - J. Raff
TPX2 Maus , mAk 1:10 1:2 H.J. Heidebrecht
TPX2 Kaninchen 0,02 pg/ul 0,02 ng/ul 0. Gruss
o -Tubulin Maus mAk 1:1000 1:2000 Sigma-Aldrich
y-Tubulin Maus, mAk - 1:1000 E. Nigg
Maus IgG Ziege - 1:1000 Sigma-Aldrich
TexasRed konjugiert
Hasen IgG Ziege - 1:1000 Molecular Probes
Alexa488 konjugiert
Myc (9E10) Maus, mAk 1:2 1:2 Evan et al., 1985

Tab. 8:

Verwendete Antikdrper. mAk : monoklonaler Antikorper.

DNA wurde mit DAPI (Sigma-Aldrich) (2 pg/ml) gefarbt, Aktin wurde mit Texas-Red

konjugierten Phalloidin dargestellt.

Zellzyklus-Analysen
DNA Profile wurden von auf Deckglidsern fixierten Zellen durchgefiihrt. Zellen

wurden fiir 5 Minuten mit Methanol fixiert und mit DAPI gefdarbt. Die Aufnahme und
Auswertung erfolgte auf einem Laser-Scanning-Cytometer (LSC) der Firma CompuCyte in

Verbindung mit Software der Firma CompuCiyte.

Ampflifikation der cDNA Bibliothek und Yeast Two Hybrid (Y2H)
Screen
E.coli welche mit einer cDNA Bank von humaner fGtalen Gehirn in pACT2

transformiert waren (Clontech, Matchmaker), wurden kommerziell erworben und auf 100 x
15 cm Agarplatten ausplattiert. Plasmid-DNA wurde mit einem Plasmid-Giga
Préaparations-Satz (Qiagen) isoliert. Hierbei wurden aus 10 g Bakterien-Nassgewicht
typischerweise 3 mg Plasmid-DNA isoliert.

Der Saccharomyces cerevisiae Stamm PJ-69-4A wurde fiir den Y2H Screen

verwendet. Die Transformation der Hefen wurde wie beschrieben durchgefiihrt (Ronald

Agatep, 1998). Hierbei wurde zuerst das Bait-Konstrukt (TK39) transformiert und die so
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erhaltenen Transformanten nach Wachstum auf LEU2 Marker selektiven Minimalmedium
mit der cDNA Bank (pACT2) transformiert. Nach Transformation wurden die Hefen auf
Minimalagar auf die beiden Selektionsmarker (LEU2 und URA3) der Plasmide sowie auf
Interaktion iiber den ADE-Marker wie beschrieben selektioniert (Ronald Agatep, 1998).
Nach 2 Wochen wurden die gewachsenen Kolonien noch mal auf LWA Platten und
parallel auf LWH Platten ausgestrichen und anschliefend die Plasmide aus diesen Zellen
isoliert. Diese wurden durch Elektroporation in E.coli transformiert und erneut in Hefen
mit dem Bait-Plasmid TK39 retransformiert. Nach positiver Selektion dieser

Retransformanten wurden die cDNA-Inserts dieser Plasmide sequenziert.

Bioinformatik
Fiir die Planung von Klonierungen sowie das Erstellen von Alignments wurde die

Software Sci Ed Central fiir Windows, Scientific & Educational Software verwendet.
Komplexe Alignments wurden mit CLUSTAL-W (Thompson et al., 1994)generiert. Fiir
die Darstellung in Word wurden diese mit Chroma (Oxford University) editiert.

Fiir Homologie-Suchen von Proteinen und Nukleinsduren wurde BLAST und PHI-
BLAST auf den Servern des NCBI verwendet (Altschul et al., 1990; Altschul et al., 1997).
Eine Homologie wurde als signifikant betrachtet, wenn Proteine zu iiber 18 % dhnlich sind
(Reeck et al., 1987).

Fiir die Suche und Identifikation von Domédnen und Mustern in Proteinen wurde
ScanProsite mit der Prosite Datenbank verwendet (Sigrist et al., 2002) verwendet.
Literatur-Recherchen wurde mit Hilfe von PubMed (NCBI) und dem OPAC der
Bayerischen Staatsbibliotheken (BSSB) vorgenommen.

Strukturen von Proteinen wurden mit Pymol™ Molecular Graphics Systems Vers.

0.9 (DeLano Scientific LLC) editiert und gerendert.
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Human TPX2 is required for targeting Aurora-A kinase

to the spindle
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urora-A is a serine-threonine kinase implicated in
A the assembly and maintenance of the mitotic spindle.

Here we show that human Aurora-A binds to TPX2,
a prominent component of the spindle apparatus. TPX2
was identified by mass spectrometry as a major protein
coimmunoprecipitating specifically with Aurora-A from
mitotic Hela cell extracts. Conversely, Aurora-A could be
detected in TPX2 immunoprecipitates. This indicates that
subpopulations of these two proteins undergo complex
formation in vivo. Binding studies demonstrated that the
NH, terminus of TPX2 can directly interact with the

COOH-terminal catalytic domain of Aurora-A. Although
kinase activity was not required for this interaction, TPX2
was readily phosphorylated by Aurora-A. Upon siRNA-
mediated elimination of TPX2 from cells, the association of
Aurora-A with the spindle microtubules was abolished,
although its association with spindle poles was unaffected.
Conversely, depletion of Aurora-A by siRNA had no detect-
able influence on the localization of TPX2. We propose
that human TPX2 is required for targeting Aurora-A kinase
to the spindle apparatus. In turn, Aurora-A might regulate
the function of TPX2 during spindle assembly.

Introduction

One of the most critical steps during cell cycle progression is
the correct segregation of sister chromatids during mitosis.
This process depends on the reorganization of the interphase
microtubules (MTs)* into a highly dynamic bipolar array
known as the mitotic spindle. In animal cells, spindle assembly
is initiated at the time when centrosomes separate and involves
changes in the functional properties of several MT-associated
proteins (Karsenti and Vernos, 2001; Wittmann et al., 2001).
In many cases, these changes are brought about by reversible
phosphorylation, and several protein kinases and phos-
phatases undergo at least transient association with either
centrosomes or spindle MTs (Nigg, 2001). However, litdle is
known about the mechanisms that underlie the recruitment
of these enzymes to the spindle apparatus, let alone their exact
function and regulation during spindle assembly.

Prominent among the kinases implicated in the regulation
of spindle-associated events during early mitosis is Aurora-A,
a member of the Aurora family of serine-threonine kinases

(Bischoff and Plowman, 1999; Nigg, 2001). Studies in several
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animal species concur to demonstrate that Aurora-A localizes
to centrosomes and the spindle and that protein and activity
levels peak at the G2/M transition (Bischoff and Plowman,
1999; Giet and Prigent, 1999). In Drosophila, the disruption
of Aurora-A function causes centrosome disorganization and
a reduction in the length of astral MTs (Glover et al., 1995;
Giet et al., 2002). These phenotypes may relate to the ability
of Aurora-A to interact with and phosphorylate D-TACC, a
centrosome-associated protein implicated in the regulation of
MT dynamics (Giet et al., 2002). Similarly, when Aurora-A
(AIR-1) was eliminated by RNA-mediated interferences from
Caenorhabditis elegans embryos, spindle assembly failed, and
centrosome maturation, a process characterized by the recruit-
ment of y-tubulin and other components of the pericentriolar
material, did not occur (Hannak et al., 2001). Biochemical
studies performed in Xenopus egg extracts confirm an important
role of Aurora-A in spindle assembly and/or maintenance
(Roghi et al., 1998; Giet and Prigent, 2000). In particular, the
kinesin-related motor protein Eg5 was identified as a candidate
substrate of Aurora-A (Giet et al., 1999). In human cells,
overexpression of Aurora-A was found to interfere with mitotic
exit, causing tetraploidization and concomitant amplifica-
tion of centrosomes (Meraldi et al., 2002). Furthermore,
overexpression of Aurora-A resulted in neoplastic transfor-
mation of NIH-3T3 cells (Zhou et al., 1998). This is intrigu-
ing, since Aurora-A is frequently overexpressed in human tu-
mors and the Aurora-A gene maps to a chromosomal locus
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(20q13.2-13.3) that is often amplified in colon, breast, and
stomach cancers (Sen et al., 1997).

To better understand the role of Aurora-A in the regula-
tion of spindle assembly and mitotic progression in human
cells, we used a biochemical approach to search for proteins
that specifically interact with Aurora-A. We report the iden-
tification of the human homologue of the spindle compo-
nent TPX2 as a novel interactor and substrate of Aurora-A.

Results and discussion

Identification of a TPX2—Aurora-A complex in
mitotic cells

To search for proteins interacting with Aurora-A, an anti-
body raised against a COOH-terminal peptide was used to
immunoprecipitate Aurora-A from mitotic Hela cell ex-
tracts. As shown by SDS-PAGE and Coomassie blue stain-
ing, the Aurora-A immunoprecipitate contained a protein of
the expected size (45 kD) and additional proteins migrating
at ~100 kD and >205 kD, respectively (Fig. 1 A, lane 2).
None of these proteins were present when immunoprecipi-
tations were performed with beads only (Fig. 1 A, lane 1) or
in the presence of excess competing peptide (Fig. 1 A, lane
3). Mass spectrometry confirmed the identity of the 45 kD
protein as Aurora-A (unpublished data). More importantly,
it identified the 100-kD band as the human homologue of
TPX2. By the use of a monoclonal antibody (Ki-S2), this
protein had been shown previously to associate with the mi-
totic spindle (Heidebrecht et al., 1997). Furthermore, Xeno-
pus TPX2 has been implicated in targeting the kinesin-related
motor XKIp2 to the spindle (Wittmann et al., 1998) and has
been shown to be essential for the formation of a robust bi-
polar spindle (Wittmann et al., 2000). Most recently, TPX2
was also identified as a critical component involved in pro-
moting the RanGTP-regulated nucleation of MTs in the vi-
cinity of chromosomes (Gruss et al., 2001).

To obtain information about the efficiency of complex for-
mation between TPX2 and Aurora-A in mitotic cells, increas-
ing amounts of Aurora-A immunoprecipitates were probed
for the presence of TPX2 and vice versa (Fig. 1 B). The two
proteins could readily be coimmunoprecipitated, regardless of
whether anti—Aurora-A or anti-TPX2 antibodies were used
for immunoprecipitation. No spurious precipitations were
observed upon blocking the Aurora-A antibody with excess
antigenic peptide or when using beads alone for control (Fig.
1 B, lanes 5). The comparison with the Western blot signals
seen in total cell lysates (Fig. 1 B, lanes 1) indicates that, un-
der the conditions used here, only a fraction (<5%) of TPX2
is recovered in a complex with Aurora-A and vice versa. What
proportions of the two proteins associate in vivo is difficult to
estimate, since the recovery of the complex is expected to de-
pend on solubilization conditions. In any event, it appears
likely that the in vivo formation of the TPX2-Aurora-A com-
plex is regulated in a dynamic fashion.

TPX2-Aurora-A interaction is direct and independent
of kinase activity

To determine whether the binding of TPX2 to Aurora-A de-
pends on its kinase activity, GST-tagged constructs of wild-
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Figure 1. Identification of TPX2 as an Aurora-A—interacting protein.

(A) Coomassie blue-stained gel of Aurora-A immunoprecipitate from
mitotic Hela cell extract (lane 2). For control, immunoprecipitations
were also performed with either protein A-coated beads alone (lane 1)
or Aurora-A antibody blocked with an excess of antigenic peptide
(lane 3). Arrows point to the precipitated 45-kD Aurora-A protein,
IgG heavy chain, and the 100-kD protein identified as TPX2 by tryp-
tic peptide fingerprinting. The identity of the high molecular weight
proteins coprecipitating with Aurora-A is currently under investigation.
(B, top) Increasing amounts of Aurora-A immunoprecipitates (lanes
2-4) were separated by SDS-PAGE and analyzed by Western blotting
using antibodies against Aurora-A and TPX2. The control immuno-
precipitation was performed with the peptide blocked Aurora-A
antibody (lane 5). (B, bottom) TPX2 coimmunoprecipitates were
analyzed by Western blotting using antibodies against Aurora-A
and TPX2. Beads alone were used for the control precipitation (lane 5).
Total cell lysate was analyzed in parallel (lane 1).

type (WT) and catalytically inactive (KD) recombinant Au-
rora-A kinases were immobilized on glutathione Sepharose
and incubated with extracts prepared from mitotic Hela
cells. Proteins bound to Aurora-A were then analyzed by
SDS-PAGE and Western blotting (Fig. 2 A). Coomassie
blue staining (Fig. 2 A, top) revealed a prominent band mi-
grating at 100 kD as the major interaction partner of Au-
rora-A (Fig. 2 A, top, arrowheads). This protein was identi-
fied as TPX2 by both Western blotting (Fig. 2 A, bottom)
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the prominent 100-kD protein that was identified
as TPX2 by Western blotting. (A, bottom) Western
blots were performed on the same samples using
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antibodies against TPX2 and Aurora-A. (B) In vitro
binding of recombinant TPX2 (IN) to immobilized

GST-tagged Aurora-A WT and KD proteins, or GST for control. (C) Mapping the interaction domains on Aurora-A and TPX2. Fragments of
Aurora-A and TPX2, as indicated schematically, were produced by IVT, and binding to Hiss-TPX2 (top) or GST-Aurora-A (bottom) was assayed.
Protein complexes were recovered on Ni-Sepharose beads and glutathione beads, respectively; Ni-Sepharose beads or GST-coated glutathione
beads were used for control. Autoradiographs show corresponding amounts of input samples and proteins recovered in protein complexes.
(D) In vitro kinase assay was performed with recombinant GST-tagged Aurora-A and recombinant human TPX2 in the presence of [y-**P]ATP.
Both the Coomassie blue-stained gel (left) and the autoradiograph (right) are shown. (D, bottom) Phosphoamino acid analysis of *2P-labeled
TPX2 (right); ninhydrin staining (left) shows the migration of phosphoamino acid standards.

and mass spectrometry (not depicted). No TPX2 was seen in
control experiments using glutathione beads alone (Fig. 2 A,
bottom, lanes 3) or in the Aurora-A input (Fig. 2 A, bottom,
lanes 4). Most importantly, the extent of binding of TPX2
to WT or KD Aurora-A was virtually identical (Fig. 2 A,
compare lanes 1 and 2). Thus, WT and KD Aurora-A have a
similar affinity for TPX2.

To establish whether the interaction between Aurora-A
and TPX2 was direct or indirect, in vitro binding assays were
performed using immobilized recombinant Aurora-A kinases
and soluble, recombinant TPX2 tagged with the IgG bind-
ing domain of protein A. As shown in Fig. 2 B, TPX2 bound
to WT or KD Aurora-A in near stoichiometric amounts, but
virtually no TPX2 bound to GST-coated control beads. To
map the interacting domains of the two proteins, binding
studies were then performed with in vitro transcribed/trans-
lated fragments of Aurora-A and TPX2 (Fig. 2 C). The two
full-length proteins bound to each other as expected, and no
binding occurred to control beads. Binding to full-length
TPX2 was also observed with the catalytic, COOH-terminal
part of Aurora-A but not with the NH,-terminal domain
(Fig. 2 C, top). In a converse type of experiment (Fig. 2 C,
bottom), the NH,-terminal 394 amino acids of TPX2 (N1)

were able to bind full-length Aurora-A, and weak binding
was also observed with the first 149 amino acids of TPX2
(N2). In contrast, no binding occurred with the COOH-ter-
minal part (Fig. 2 C, C; residues 149-747). Theses data
show that the catalytic domain of Aurora-A interacts directly
with the NH,-terminal domain of TPX2.

TPX2 is a substrate of Aurora-A

To investigate whether TPX2 is a substrate of Aurora-A, in
vitro kinase assays were performed. Upon incubation of re-
combinant, protein A—tagged TPX2 with Aurora-A in the
presence of [y-"*P]JATP, TPX2 was readily phosphorylated
by WT Aurora-A but not the KD mutant (Fig. 2 D). No in-
corporation of **P into the protein A tag was observed (not
depicted). As determined by phosphoamino acid analysis,
phosphorylation of TPX2 occurred on serine residues (Fig. 2
D). Human TPX2 has been reported previously to be phos-
phorylated in intact cells (Heidebrecht et al., 1997), and sim-
ilarly, Xenopus TPX2 was shown to be phosphorylated specif-
ically in M phase extracts (Wittmann et al., 2000). Although
the kinase(s) responsible for these phosphorylations have not
been identified previously, our present data identify Aurora-A
as a likely regulator of TPX2. At present, we can only spec-
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Figure 3. TPX2 and Aurora-A colocalize on the
spindle. Indirect immunofluorescence micrographs of
Hela S3 cells stained for Aurora-A (left) and TPX2
(middle). A merge of the two images together with
DAPI staining of DNA is shown in the right panel. The
top row shows a representative metaphase cell; the
bottom row shows a representative G2 phase cell.
Bars, 10 pm.
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ulate on the physiological significance of TPX2 phosphoryla-
tion, but it is attractive to postulate that this modification
could regulate the interaction of TPX2 with other spindle-
associated proteins. In future studies, it will be important to
map the phosphorylation sites within TPX2 and analyze the
phosphorylation state of each site through the cell cycle.

TPX2 and Aurora-A partially colocalize in vivo

In previous studies, both TPX2 and Aurora-A have been lo-
calized independently to the spindle apparatus (Glover et al.,
1995; Heidebrecht et al., 1997; Bischoff et al., 1998; Roghi
et al., 1998; Schumacher et al., 1998; Wittmann et al.,
2000). To compare the subcellular localization of these two
proteins more directly, double indirect immunofluorescence
microscopy was performed on Hela and U20S cells. In
both cell types, a substantial colocalization of Aurora-A and
TPX2 could be seen on the spindle apparatus. In contrast,

spindle poles were strongly positive for Aurora-A but only
weakly stained by anti-TPX2 antibodies (Fig. 3, top row).
Similarly, centrosomes in G2 cells were positive for Aurora-A
but not for TPX2 (Fig. 3, bottom row). Thus, although
both TPX2 and Aurora-A localize to spindle MTs, only Au-
rora-A is prominent at centrosomes and spindle poles.

TPX2 is required for recruiting Aurora-A to spindle MTs
To explore the functional significance of the interaction be-
tween Aurora-A and TPX2 in Hela cells, the two corre-
sponding genes were silenced by siRNA (Elbashir et al.,
2001). A 72-h treatment with a duplex oligonucleotide spe-
cific for Aurora-A resulted in a substantial, albeit not com-
plete, depletion of the kinase (Fig. 4, A and B). As a result, a
significant increase in apoptotic events could be seen (not
depicted). The remaining Aurora-A—depleted cells did not
arrest in the cell cycle and bipolar spindles did form, al-

Figure 4. TPX2 localization is independent of
Aurora-A. (A) Western blot analysis of total extracts
from Hela cells treated for 72 h with a siRNA duplex
targeting Aurora-A or a control duplex (GL2). Filters
were probed for Aurora-A and a-tubulin as a loading
control. (B) HelLa S3 cells were treated for 72 h with
an Aurora-A-specific siRNA duplex (top row) or a
control duplex (GL2; bottom row) and then fixed and
stained with antibodies against Aurora-A (left) and
TPX2 (middle). A merge of the two images together
with DAPI staining of DNA is shown on the right. Bar,
10 pm.
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Figure 5.  TPX2 localizes Aurora-A to the spindle.
(A) Western blot analysis of total extracts form
Hela cells treated for 36 h with a TPX2-specific
siRNA duplex or a control duplex (GL2). Filters
were probed for Aurora-A and a-tubulin as a
loading control. (B and C) Hela S3 cells were
treated for 36 (A) or 48 h (B) with TPX2-specific
siRNA duplex or a control duplex (GL2) and then
fixed and stained with the antibodies indicated.
Right panels show merged images, including DNA
staining by DAPI. Bars, 10 wm.
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Aurora-A
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though tubulin staining revealed that the poles were often
broader than usual (not depicted). Of particular interest in
the present context, depletion of the bulk of Aurora-A did
not detectably interfere with the localization of TPX2 to
spindle MTs (Fig. 4 B).

With the duplexes chosen here, the elimination of TPX2
by siRNA was more efficient than that of Aurora-A. The
bulk of TPX2 had disappeared already after 36 h (Fig. 5, A
and B), and by 48 h, the protein was almost undetectable
(Fig. 5 C). Staining of MTs in TPX2-depleted cells showed
that spindle formation was progressively impaired, and be-
ginning at ~16 h after TPX2 siRNA treatment, many cells
rounded up and arrested in a prometaphase-like stage (un-
published data). Most interestingly, the localization of Au-

rora-A was profoundly altered in TPX2-depleted cells. By
36 h of TPX2 depletion, Aurora-A was completely absent
from MTs, although it could readily be detected at spindle
poles (Fig. 5 B, middle row). This result could not be at-
tributed to an absence of MTs, since these could readily be
visualized by staining with anti—a-tubulin antibodies (Fig.
5 B, bottom row). By 48 h, spindle poles displayed increas-
ing fragmentation, and again these fragmented poles
stained positively for Aurora-A (Fig. 5 C). MT arrays were
still present in these cells, but they were highly abnormal
and, as observed already at the 36 h time point, devoid of
Aurora-A (Fig. 5 C). Together, these results clearly indicate
that TPX2 is specifically required for the association of Au-
rora-A with spindle MT's but not for its localization to spin-
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dle poles. Conversely, the spindle association of TPX2 does
not depend on the presence of Aurora-A.

In conclusion, we describe the identification of the spin-
dle-associated MT-binding protein TPX2 as a novel inter-
acting partner and candidate substrate of Aurora-A. In par-
ticular, we show that the association of Aurora-A with
spindle MTs requires TPX2 but not vice versa. Also, Aurora-A
is able to localize to spindle poles without TPX2. These
findings indicate that TPX2 mediates specifically the dy-
namic interaction between Aurora-A and spindle MTs.
Conversely, they raise the possibility that TPX2 function is
regulated by Aurora-A kinase.

Materials and methods

Production of recombinant proteins and antibodies

Aurora-A WT and K162R cDNAs (Meraldi et al., 2002) were GST tagged
and subcloned into pVL13GST93 (Amersham Biosciences). Recombinant
baculoviruses were produced using the BaculoGold kit according to the
manufacturer (BD PharMingen). Sf9 cells were lysed in lysis buffer (LB; 10
mM Hepes, pH 7.7, 150 mM NaCl, 5 mM EGTA, 1% NP-40) containing
phosphatase and protease inhibitors as described (Stucke et al., 2002).
GST-Aurora-A was subsequently isolated using glutathione-Sepharose™
4B beads (Amersham Biosciences) and washed with LB containing 300
mM NaCl and then with kinase buffer (20 mM Hepes, pH 7.4, 150 mM
KCl, 5 mM MnCl,, 5 mM NaF, 1 mM DTT).

A rabbit antibody against human Aurora-A was raised using a COOH-
terminal peptide (CQNKESASKQS) of human Aurora-A coupled to key-
hole limpet hemocyanin as antigen. Antibodies were immunopurified on
the antigenic peptide covalently bound to activated thiopropyl Seph-
arose™ (Amersham Biosciences). For expression of recombinant human
TPX2, an NH,-terminal protein A binding domain (zz domain) was fused
to the TPX2 cDNA followed by a histidine tag from the pQE 60 (QIAGEN)
vector. TPX2 protein was expressed in Escherichia coli and purified as de-
scribed before (Gruss et al., 2001). A rabbit antibody against TPX2 was
raised using the recombinant full-length human TPX2 protein. Polyclonal
sera were affinity purified on the antigen covalently linked to AffiGel 10
(Biometra).

Cell lysates, immunoprecipitations, and immunoblotting

Cell extracts from nocodazole (100 ng/ml) arrested mitotic HelLa S3 cells
were prepared as described previously (Stucke et al., 2002). For immuno-
precipitations, cell extracts were incubated for 1 h with Aurora-A antibody
followed by a 3-h incubation with Affi-Prep® Protein A beads (Bio-Rad
Laboratories). Beads were subsequently washed three times in LS buffer
(50 mM Tris, pH 8.0, 150 mM NaCl, 0.1% NP-40) and boiled in SDS-
PAGE sample buffer. As a negative control, the antibody was incubated for
30 min with a 100X molar excess of the antigenic peptide before the incu-
bation. To precipitate TPX2 complexes, the monoclonal antibody mAb Ki-
S2 (Heidebrecht et al., 1997) was bound to Protein G Sepharose™ 4 fast
flow (Amersham Biosciences), incubated for 3 h in the cell extracts,
washed in LS buffer, and boiled in gel sample buffer. For Western blotting,
Ki-S2 (1:5) or the purified Aurora-A antibody (32 wg/ml) were used and de-
tected by ECL SuperSignal® (Pierce Chemical Co.).

siRNA

For siRNA, the following target sequences were used: Aurora-A, 7,5AUG
CCC UGU CUU ACU GUC Ay43; TPX2, 144GAA UGG AAC UGG AGG
GCUj4;. Oligonucleotides (Dharmacon Research, Inc.) were annealed and
transfected using oligofectamine (Life Technologies) as described (Elbashir
et al., 2001). As a control, the GL-2 duplex, targeting the luciferase gene,
was used (Elbashir et al., 2001).

Immunofluorescence microscopy

Immunofluorescence microscopy was performed on Hela S3 cells grown
on coverslips fixed for 6 min in —20°C methanol. Sequential incubation of
primary and secondary antibodies was done in PBS containing 3% BSA.
Immunofluorescence microscopy, image acquisition, and processing was
performed as described previously (Stucke et al., 2002). Antibodies used
are as follows: purified rabbit a—Aurora-A (32 wg/ml), Ki-S2 (1:2) (Heidebre-
cht et al., 1997), rabbit aTPX2 (20 wg/ml), mouse mAb a-tubulin (1:3,000)
(Sigma-Aldrich), Texas red-conjugated goat a-mouse I1gG (1:1,000) (Sigma-

Aldrich), and Alexa488-conjugated goat a-rabbit IgG (1:1,000) (Molecular
Probes). DNA was stained with DAPI (Sigma-Aldrich) (2 wg/ml).

In vitro protein binding and kinase assays

In vitro binding assays were performed by incubating recombinant GST-
tagged Aurora-A bound to glutathione-Sepharose with soluble recombi-
nant TPX2 for 1 h at 30°C in kinase buffer containing 10 uM ATP. Subse-
quently, the beads were washed three times in LS buffer, and proteins were
analyzed by SDS-PAGE followed by Coomassie blue staining. For in vitro
kinase assays, recombinant Aurora-A WT and KD bound to glutathione-
Sepharose were incubated with recombinant TPX2 in kinase buffer includ-
ing 0.1 uCi [y-**PJATP and 10 uM ATP for 30 min at 30°C before reactions
were stopped by the addition of SDS-PAGE sample buffer. Autoradio-
graphs were made using a Phosphorlmager (Fuji-Film).

Phosphoamino acid analysis of in vitro-phosphorylated TPX2 protein
was performed by acid hydrolysis and thin layer chromatography as de-
scribed (Boyle et al., 1991). Fragments of TPX2 and Aurora-A gene were
generated by PCR and subcloned into the pcDNA3.1(—)myc3 (Invitrogen)
vector. In vitro transcription/translation (IVT) was performed in the pres-
ences of **S methionine using TnT®-coupled reticulocyte lysate (Promega)
and T7 RNA polymerase (Promega). IVT products were diluted three times
in PBS and incubated for 3 h at 4°C with an excess of recombinant TPX2
bound to Ni-Sepharose (QIAGEN) or GST-Aurora-A bound to glutathione
beads. Beads were washed four times with LS buffer and analyzed by SDS-
PAGE followed by autoradiography.

Mass spectrometry

Proteins were in-gel-digested with sequencing-grade porcine trypsin
(Promega) essentially as described (Shevchenko et al., 1996). Peptide mass
fingerprinting was performed on the extracted peptides using a MALDI-
TOF instrument (Reflex III; Bruker) and probability-based database search-
ing (Perkins et al., 1999).
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